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琢-硫辛酸下调 Grb2抑制 A549细胞增殖的研究 *
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摘要 目的：探讨 琢-LA对 A549细胞增殖的机制以及 Grb2在其中发挥的作用。方法：利用 CCK-8和流式细胞术检测 琢-LA对细
胞增殖的影响；实时定量 PCR和Western Blot检测细胞中 Grb2表达的变化；利用向细胞中转染 siGrb2及过表达 Grb2载体检测

细胞中 Grb2表达水平差异对细胞增殖的影响。结果：琢-LA处理 A549 24 h后，对照组和 琢-LA处理组中位于 G0/G1期细胞的比率

由 40.60％上升至 57.80％；而位于 S期细胞的比率由 45.96％下降至 39.01%；与细胞 G1/S期的转换相关的调节蛋白 CDK2/4/6,

cyclin D3和 E1的表达也随之发生了相应的改变，琢-LA通过抑制细胞 G1/S期的转换而抑制细胞增殖。与亲本细胞相比，Grb2在

琢-LA处理 A549细胞中的转录和蛋白表达水平均显著降低，干扰细胞中 Grb2表达能显著抑制 A549增殖；而过表达 Grb2可

阻断 琢-LA诱导的细胞增殖抑制。结论：琢-LA具有抑制 A549细胞增殖的作用，Grb2是 琢-LA发挥抑细胞增殖效应的重要介导
因子。
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Alpha Lipoic Acid Inhibits A549 Cell Proliferation through the Repression
of Grb2*

To explore the roles of growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) in Alpha lipoic acid inhibits cell pro-

liferation process. The CCK-8 assay and flow cytometry were used to assess cell proliferation in A549 cell lines after 琢-LA
treatment. The expression of Grb2, cyclin-dependent kinase 2 (CDK2), CDK4, CDK6, Cyclin D3, Cyclin E1 was measured by western

blotting. Grb2 levels were restored in 琢-LA-treated cells by transfection of a plasmid carrying Grb2 and were reduced in A549 cells via

specific siRNA knockdown. CCK8 assay and flow cytometry were shown that 琢-LA dramatically decreased A549 cell prolifera-

tion. In control cells cultured without 琢-LA, the cells in the G1 and S phases were 40.60% and 45.96%, respectively. In 琢-LA treated

group, the cells in the G1 and S phases were 57.80% and 39.01%, respectively, at 24 h Western Blot analysis indicated that 琢-LA de-

creased the levels of CDK2/4/6, cyclin D3 and E1, events that were associated with the inhibition of the G1/S-phase transition. The level

of Grb2 was downregulating in 琢-LA treated cells; in contrast, Grb2 overexpression significantly prevented 琢-LA-induced decreases in

cell growth in vitro. These findings provide the first evidence that 琢-LA could inhibit cell proliferation and Grb2 is involved

in this process.
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前言
非小细胞肺癌（Non-small cell lung cancer，NSCLC)是常见

的呼吸系统恶性肿瘤，也是全球癌症相关死亡的主要原因。尽
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管分子靶向药物在肺癌的治疗中取得了长足的进步，但大部分

肺癌患者在首诊时已丧失了手术治疗机会，而且绝大部份

NSCLC患者对放化疗均不敏感，其长期生存率也并未得到明

显改善[1]。因此，基于肺癌生物学研究的基础上发现安全高效的

抗癌药物具有十分重要的现实意义。近年来，抑制细胞增殖和

诱导细胞凋亡的治疗逐渐成为国际肿瘤研究领域的热点，许多

对 NSCLC有效的中药单体及小分子化合物成为筛选肺癌药物

的新靶点[2]。研究表明，琢-硫辛酸（Alpha lipoic acid，琢-LA）作为
天然抗氧化剂，可清除体内各种形式 ROS[3]。近年来有报道称

琢-LA对肿瘤细胞具有抑制作用但机制不明。本研究以 NSCLC

细胞株 A549入手，阐明 琢-LA抑制肺癌细胞增殖的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

A549细胞购自 ATCC，使用含 10% FBS的 DMEM/F12培

养基，在 37℃，5% CO2恒温条件下培养。

1.2 主要试剂

胎牛血清、胰蛋白酶购自 Gibco 公司。琢-LA 购自美国
Sigma公司。抗体 Grb2购自美国 Abcam公司，茁-actin及相应
二抗购自美国 Cell Signal 公司。化学发光试剂盒购自美国

Perce公司。总 RNA提取使用 Trizol购自美国 Invitrogen公司。

mRNA逆转录与 Real-time PCR试剂盒购自日本 Takara公司；

Grb2引物交由生工生物公司合成；siGrb2-1和 Grb2-2分别购

买于美国 Cell Signal公司和上海吉玛生物制药技术公司。

1.3 细胞周期分析

1,000 rpm 离心 5 min 收集并调整细胞浓度至 1× 106个

/mL；将细胞加入到 1 mL冰浴冷 70%乙醇中，快速轻轻吹打混

匀，4℃固定 24 h。1,000 rpm离心 5 min，弃上清，重复 3次；每

管细胞样品中加入 500 滋L染色液（含 50 滋g/mL溴化乙锭、100
滋g/mL RNaseA、0.2% Triton-X100）37℃避光温浴 30 min；转细

胞至流式检测管，上机检测，流式细胞仪激发光波长为 488

nm，波长＞560 nm滤光片检测 PI。每份样品进样 1× 104个细

胞，分析细胞周期中G0/G1期、S期以及G2/M期所占的百分率。

1.4 RNA干涉及过表达

NCBI上查找 Grb2 Gene ID 2885，设计 siRNA序列，交上

海吉玛生物制药技术公司合成；同时构建过表达 Grb2 载体

pENTER-Grb2；转染前一天消化生长状态良好的细胞按 5× 105

个 /孔接种于 6孔板中，过夜培养待融合度达 70-80%；转染当

天，1.5 mL EP管加入 250 滋L无血清培养基；加 5 滋L Lipofec-

tamine 2000至装有 250 滋L无血清培养基的 1.5 mL EP管中，

轻柔混匀，室温静置 5 min，同时向另一管 250 滋L 无血清
DMEM/F12培养基的 1.5 mL EP管中加入 5 滋L 20 滋M siGrb2/

pENTER-Grb2，轻轻混匀；将稀释的脂质体 Lipofectamine 2000

与稀释的 siGrb2混合，轻轻混匀，室温孵育 20 min；弃 6孔板

中细胞培养液，PBS漂洗细胞 1-2次后重新加入 1.5 mL无血清

培养基，随后向其中加入孵育完毕的 siGrb2-脂质体 Lipofec-

tamine 2000（500 滋L），轻轻混匀，置于正常细胞培养环境中培
养 4-6 h后换液，加入完全培养基继续培养 24-72 h后收集沉淀

细胞用于后续下游实验。

1.5 Western Blot检测细胞中相应蛋白表达

收集处于对数生长期的细胞，冰预冷 PBS洗涤 2次，加入

适量蛋白裂解液，提取细胞总蛋白，BCA法蛋白定量。加入相

应体积的 Loading buffer 混匀，100℃水浴 5 min 变性蛋白。

SDS-PAGE电泳分离蛋白后，将蛋白电转至 PVDF膜。5%脱脂

奶粉封闭 1 h。加入一抗 茁-actin按 1:2000稀释，Grb2按 1:5000

稀释，4℃孵育过夜；TBST漂洗 5 min/次，共 6次，沥干，加入

二抗，室温反应 1 h；TBST漂洗 5 min/ 次，共 6 次，沥干，ECL

显色、曝光、获取图像。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件分析并采用 GraphPad 5.0作图。

实验数据以均数± 标准差（mean± SD）表示。qRT-PCR中不同

细胞处理组间 mRNA表达水平的比较采用 Student's t test；P<0.

05认为有统计学意义。

2 结果

2.1 琢-LA阻滞细胞于 G1/S期，发挥抑制肿瘤细胞增殖的效应

本部分实验以非小细胞肺癌细胞株 A549作为研究对象，

探讨 琢-LA对细胞增殖的影响。如图 1A所示，琢-LA（2.0 mM）
处理细胞后，A549 细胞增殖速度明显被抑制。图 1B 显示，

琢-LA处理 A549 24 h后，对照组和 琢-LA处理组中位于 G0/G1

期细胞的比率分别为 40.60％、57.80％；而位于 S期细胞的比

率分别为 45.96％、39.01%。与对照组相比，琢-LA处理后细胞周
期明显减慢，并阻滞于 G1/S期。

接下来我们进一步检测了 琢-LA对细胞 G1/S期调节蛋白

的影响。如图 1C，琢-LA处理 12 h即可检测到细胞周期依赖性

蛋白激酶 CDK2、CDK2 和 CDK6 及细胞周期蛋白 Cyclin D3

及 Cyclin E1表达下调；24 h时下调幅度更为明显。基于上述结

果，我们推测 琢-LA通过下调 CDK2、CDK2、CDK6、Cyclin D3

及 Cyclin E1表达，阻滞细胞于 G1/S期，发挥抑制 A549细胞增

殖的效应。

2.2 Grb2介导 琢-LA诱导的肿瘤细胞增殖抑制
与亲本细胞相比，Grb2在 琢-LA处理 A549细胞中的转录

和蛋白表达水平均显著降低（图 2A）。为证实 Grb2在 琢-LA抑
制的细胞增殖过程中发挥的作用，我们在 A549细胞中分别转

染 siGrb2-1及 siGrb2-2 24 h后收集细胞进行增殖实验，结果表

明与对照相比均有显著的统计学差异（图 2B），提示干扰细胞

中 Grb2水平能显著抑制 A549细胞的增殖能力。另外，我们将

构建的 Grb2过表达载体（pENTER-Grb2）转染至 A549细胞

中，也发现过表达 Grb2本身并不影响 A549细胞增殖，但却可

阻断 琢-LA诱导的细胞增殖抑制（图 2C）。上述结果提示细胞内

Grb2的水平对细胞增殖调节非常重要，并进一步说明 琢-LA抑
制肿瘤细胞增殖是通过下调 Grb2实现的，Grb2是 琢-LA抑增
殖效应的一个重要的介导因子。

3 讨论

自上世纪 80年代以来，肺癌已逐渐成为全球范围内对人

类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤。2012年美国癌症死因统

计显示肺癌的死亡率在过去的 30年内上升了 200%，居恶性肿

瘤之首。在我国，随着空气污染日益严重，近年来肺癌的发病率

和死亡率均呈明显上升趋势。根据官方公布最新的数据，2012
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图 1 琢-LA阻滞细胞于 G1/S期抑制细胞增殖

A.在不同时间点采用 CCK-8法检测 琢-LA处理组与对照组细胞之间增殖的差异，**P<0.01; ***P<0.001
B.流式细胞术分析 琢-LA处理 24 h组与对照组之间细胞周期的变化

C. 琢-LA处理（6，12，24h）对细胞周期调节蛋白的表达的影响
Fig.1 琢-LA reduces cell proliferation through G1/S-phase arrest

A. Cell proliferation was measured using a CCK-8 assay at the indicated times. Significant differences as indicated by asterisks (**P<0.01; ***P<0.001).-

B. The cells were cultured in either the absence or presence of 琢-LA for 24 h and subjected to cell cycle analysis using a flow cytometer.

C. Expression of cell cycle regulatory proteins was assessed by western blotting in A549 cell lines after treatment with 琢-LA for 6, 12 and 24 h.

年全国肺癌的发病率为 52.06/10万，死亡率为 42.05/10万[4]。其

中约 80%的肺癌患者为 NSCLC，5年生存率仅维持在 10-15%。

化疗及新辅助化疗治疗仍是目前肺癌临床治疗的主要策略。以

顺铂联合长春花属生物碱或依托泊苷的发现奠定了铂类在肺

癌治疗中的地位，但此类化疗药物选择性差，亦可引起全身多

脏器损伤。自 2002年以来，肿瘤分子靶向治疗为肺癌的治疗打

开了全新的视野，该方法采用单抗或小分子物质阻断肿瘤发病

机制中特有的信号传导通路或分子，减少治疗带来的副作用，

提高了安全性。目前特异性针对关键靶点（EGFR、VEGF、RXR、

PDGF、COX-2等）的药物已取得了可观的临床疗效[5]。其中表

皮生长因子受体（EGFR）阻断剂吉非替尼（易瑞沙）和酪氨酸激

酶抑制剂（TKI）厄洛替尼（特罗凯）已广泛用于肺癌的临床治

疗[6]。尽管这些药物在肺癌的治疗中取得了长足的进步，但大部

分肺癌患者在首诊时已丧失了手术治疗机会，而且绝大部分

NSCLC患者对放化疗均不敏感，其长期生存率也并未得到明

显改善[1]。

近年来，研究人员逐渐认识到自由基在许多慢性疾病的发

展，如衰老过程、心脏疾病和肿瘤发生发展过程中发挥着重要

的作用。抗氧化剂的摄入不仅能在一定程度上延缓或阻止自由

基对某一底物的氧化，阻断氧化的自由基链反应，还能从酚羟

基提供氢形成稳定的终产物而阻止脂质进一步氧化。琢-LA，化
学名 1,2-二硫戊环 -3-戊酸，是目前发现唯一具水双溶性的天

然抗氧化剂。琢-LA（氧化型）能够中和失去抗氧化功能的自由

基，从线粒体电子传递链中再次获得电子，使自身得到还原（二

氢硫辛酸，DHLA）。二者在体内协同作用，提高清除细胞内外

任何部位自由基及抑制脂质过氧化的能力，是已知天然抗氧化

剂中最强的一种[7]。鉴于其强大的抗氧化能力，琢-LA现已在临
床上广泛应用于治疗肝病[8]、肾脏[9]和神经疾病[10]、糖尿病及糖

尿病周围神经病变[11]、肥胖症[12]。除此之外，研究还发现，琢-LA
作为酞基载体，存在于丙酮酸脱氢酶和二酮戊二酸脱氢酶中，

参与三羧酸循环，在二酮酸氧化和脱羧过程中起到偶联酞基转

移和电子转移的作用，影响糖类分解，增加细胞的能量储备[13]。

目前，对 琢-LA抗肿瘤效应的研究还知之甚少，MasaoY在

膀胱癌的研究中发现，琢-LA调节 ERK和 Akt通路抑制细胞增

殖、迁移、侵袭以及 茁1整合素表达[14]。琢-LA下调 EGFR、ErbB2

和 Met的酪氨酸磷酸化水平，抑制 HCC-827和 PC-9细胞从

G1期向 S期的过渡[15]。在 HCC研究中发现 琢-LA可下调 cyclin

A，上调 p27和 p21水平，抑制 HepG2细胞生长和增殖。同时增

加 ROS的生成并激活 p53；释放细胞色素 c，活化促细胞凋亡

通路和抑制抑凋亡通路，从而诱导 HepG2细胞凋亡[16,17]。我们

的研究发现 琢-LA通过抑制 A549细胞 G1/S期的转换抑制肿

瘤细胞增殖；与细胞 G1/S期的转换相关的调节分子 CDK2/4/6,

cyclin D3和 E1的表达也随之发生了相应的改变。进一步的实

验还证实 琢-LA 抑 phospho-EGFR 与 phospho-ERK 水平与

Grb2表达下调相关联，琢-LA对 Grb2的调节作用在一定程度

抑制 EGF诱导的 EGFR相关通路活化[18]。
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图 2 Grb2介导 琢-LA诱导的肿瘤细胞增殖
A. Grb2在 琢-LA处理（12，24h）组与对照组之间表达的差异（左，mRNA；右，WB）

B. 收集转染 siGrb2 24h的 A549细胞并转种于 96孔板中，在标记时间点检测细胞增殖变化(**P<0.01; ***P<0.001)（上图）；提取 siGrb2转染 48h

的 A549细胞蛋白，分析 Grb2表达变化

C.采用 CCK-8法检测转染 Grb2过表达质粒（pENTER-Grb2）对细胞增殖的影响

Fig.2 Grb2 mediates reductions in cell proliferation caused by 琢-LA.
A. Grb2 levels were measured by real-time PCR (left）and western blotting (right）in A549 cell lines after treatment with 琢-LA for 12 and 24 h.

B. For cell proliferation assays, A549 cells was transfected with siRNA against Grb2 for 24 h and then seeded in 96-well plates for CCK-8 assays at the

indicated times (upper panel). Significant differences as indicated by asterisks (**P<0.01; ***P<0.001). Cells was transfected 48 h after transfection, cells

were collected to measure Grb2 protein expression.

C. After transfection with a Grb2-overexpression plasmid（pENTER-Grb2）, cell proliferation was measured at the indicated times using a CCK-8 assay.

作为天然抗氧化剂中抗氧化性能最强的一类抗氧化剂，

琢-LA对肿瘤细胞生长的调节作用至今仍不甚明了。课题组前
期在对 琢-LA处理前后的肝癌细胞转录组及蛋白组学差异表
达进行分析后发现 Grb2、在 琢-LA处理前后表达发生显著性改
变[19]。Grb2作为在酪氨酸激酶受体信号通路中发挥重要衔接作

用的蛋白，可介导多种类型信号通路的活化[20-22]。Grb2由位于

中央的 SH2结构域 (与生长因子激活的生长因子受体结合)和

位于两侧的 SH3结构域(与 Sos形成复合物)组成，Grb2/Sos复

合物由于与膜结合的 GTPase相互作用而被招至质膜。Sos可

以催化 Ras上面的 GDP与 GTP的交换，从而活化 Ras，进而逐

级激活 Raf、MEK、MAPK及其下游的蛋白激酶和转录因子，将

外界信号输入核内，完成细胞增殖的信号传递，并影响细胞的

增殖与分化。生长因子受体酪氨酸激酶，包括 EGF[23]、PDGF[24]

及 HGF[25]FAK[26]等都含有可被 Grb2 SH2结构域识别的磷酸化

酪氨酸残基。这些通路执行一系列基本细胞活动包括细胞增

生、生长、分化和生存；维护正常胚胎发育及生命过程[27]。现已

明确 Grb2作为主要信号传导分子在宫颈癌[28]、胃癌[29]、食管鳞

状细胞癌[30]等肿瘤组织中高表达。并且 Grb2的表达水平与肿

瘤的淋巴结转移及预后密切相关[21,30]。Grb2的异常表达或其所

在信号通路的异常活化将减弱肿瘤细胞间或肿瘤细胞与细胞

外基质间的黏附、降低保外基质结构的稳定性、增强细胞骨架

的柔性和细胞的迁移能力，促进肿瘤血管生成[31]。

既然，Grb2承载着某些膜受体信号传递，并在肿瘤的发生

发展中发挥重要作用。而 琢-LA可显著下调肿瘤细胞 Grb2表

达。结合上述研究结果及文献综述，我们提出 "琢-LA通过调控
Grb2表达整合多条参与细胞增殖信号通路，继而改变肿瘤细

胞的生物学性状 "这一科学观点。该过程可能是：当细胞微环

境中存在的细胞因子（EGF）等作为配体与酪氨酸激酶（RTK）

的胞外受体结合后，改变并驱动胞内域的激酶活性形成及自磷

酸化，进而招募下游信号分子完成细胞信号从膜外向膜内的转

导过程[32]。在未经 琢-LA处理时，二聚化的 Grb2通过其 C-端

SH2结合到相邻两个 RTK胞内 C-末端，导致激酶区酪氨酸呈

基础水平的磷酸化。琢-LA引起 A549细胞内 Grb2表达下调，

与 RTK结合减少，RTK的磷酸化水平降低，同时 Grb2 N-末端

SH3结构功能域与鸟嘌呤核苷酸交换因子（SOS）结合形成的

复合物减少，继而降低 Ras活性，使 Raf-1和 B-Raf异源二聚体

形成减少，抑制下游通路的活化，最终抑制肿瘤细胞生长、侵袭

和迁移等恶性行为改变。
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