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多组学分析揭示 Grb2介导 琢-硫辛酸抑制肝癌细胞增殖研究 *
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摘要目的：为更深入了解 琢-硫辛酸如何影响复杂信号通路间的相互作用抑制细胞增殖。方法：我们凭借 RNA-Seq与同位素相对

标记与绝对定量技术，对 琢-LA处理 24 h HepG2细胞在转录和蛋白表达水平的变化差异进行分析，并借助实时定量 PCR免疫印

迹技术对组学数据进行了鉴定。结果：转录组学提示共有 4,446个基因（2,097个基因表达下调，2,349个基因表达上调）的表达在

琢-LA处理 24 h后呈现显著性改变。GO分析提示，编码肿瘤相关细胞膜蛋白的基因是受 琢-LA影响最为显著的一类 mRNA；蛋白

质组学进一步提示 Grb2可能是受 琢-LA调控的膜受体信号通路中关键的靶分子。结论：琢-LA抑制 HCC细胞增殖是通过下调

Grb2介导的相关通路而实现。
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Multi-omics Analyses Reveal 琢-lipoic acid-regulated Cell Proliferation via
Grb2-mediated Signaling Downregulation*

To more comprehensively understand how a-LA mediates the components of the complex web of

interactions among the signalling pathways to repression the cell proliferation. In this study, we combined the use of an RNA

sequencing (RNA-Seq) database and isobaric tag for relative and absolute quantitation (iTRAQ)-based quantitative proteomics data to

investigate the dynamic genomic/proteomic response of HepG2 cells to 琢-LA stress. Real-time PCR and western blotting were used to

identified the expression changes of key genes which from the omics. A total of 4,446 differentially expressed genes (2,097

downregulated and 2,349 upregulated) were identified via RNA-Seq in HepG2 cells after exposure to 琢-LA for 24 h. Moreover, GO

analyses showed mRNA that encode cancer-relevant cell membrane proteins were significantly affected. A further proteomic analysis

predicted that Grb2 may mediate the key target pathways activated by exposure to 琢-LA. These findings provide a novel

mechanism by which 琢-LA regulates cell proliferation via the downregulation of growth factor-stimulated Grb2 signaling.
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前言

肝细胞癌（Hepatocellular carcinoma，HCC）已逐渐成为全

球范围内对人类健康和生命安全威胁最大的恶性肿瘤之一。尽

管经导管肝动脉化疗栓塞作为常用的非手术治疗方法能有效

提高治疗疗效，但对于无手术指征的患者而言，该方法并不能

有效缓解肿瘤进展并改善预后[1]。而用于 HCC靶向治疗的索拉

菲尼由于其自身价格昂贵及在亚洲人群中的治疗效率偏低，限

制了其在中国患者中的使用。近年来，许多对肿瘤有效的中药

单体及小分子化合物成为肿瘤研究领域的热点。课题组前期研

究发现临床上广泛应用于神经系统疾病、糖尿病及糖尿病周围

神经病变、炎症等与自由基代谢紊乱相关疾病治疗中的 琢-硫
辛酸（alpha lipoic acid, 琢-LA）具有显著抑制多种肿瘤细胞增殖
的作用[2-4]。但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[5]。课

题组前期对 琢-LA对肿瘤细胞增殖影响的研究中发现琢-LA可
通过下调 EGFR-MAPK/ERK和 HGF/c-met（MET）通路抑制肿

瘤细胞增殖，但是琢-LA如何调节上述通路的下调尚未可知。本
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图 1 琢-LA处理 HepG2细胞差异表达基因的 KEGG富集分析

Fig.1 KEGG enrichment analysis of the differentially expressed genes

（DEGs）in the HepG2 cells after 琢-LA treatment.

研究中，我们将借助测序与蛋白标记技术及生物信息学分析手

段，找寻在琢-LA抑制肿瘤增殖过程中的关键调节子。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

HepG2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（货号 10099141）、胰蛋白酶（25300-056）购自

Gibco公司。琢-LA（T1395-5g）购自美国 Sigma公司。抗体 Grb2

（ab32037）购自美国 Abcam 公司，茁-actin（8457），EGFR/phos-
pho-EGFR (Tyr1068)（11862）；MET/phospho-MET (Ser1234)

（3019T）及相应二抗（7074）购自美国 Cell Signal 公司。

PierceTM ECL发光试剂盒（32106）购自美国 Thermo公司。总

RNA提取使用 Trizol（15596026）购自美国 Invitrogen公司。

mRNA逆转录（RR037B）与 Real-time PCR试剂盒（RR066B）购

自日本 Takara公司。

1.3 基于 RNA-Seq数据的分析

从样品总 RNA中富集 mRNA，合成 cDNA链，末端修复

cDNA片段并连接测序接头，琼脂糖凝胶电泳，选出 200 bp大

小的片段，进行桥式 PCR扩增，得到测序用 cDNA文库。用 Il-

lumina HiSeq2000高通量测序仪对文库进行 pair-end测序。计

算机软件同步收集和处理荧光图像数据，去除低质量的 reads

(质量值 Q<20的碱基数占整个 read的 50%以上)，获得 clean

reads。用 TopHat 软件将 clean reads 映射（map）到 UCSC

Genome Browse的 hgl9参考基因组。采用 RPKM (Reads Per

Kilo bases per Milion reads，每百万 reads中来自某一基因每千

碱基长度的 read数)来计算基因的表达量，将 FDR<0.05且差

异倍数 (fold change)≥ 2.0 作为差异基因的判定标准。利用

DAVID 在线分析工具挖掘与差异表达基因相关的生物学功

能。以 KEGG Pathway为单位，以 FDR<0.05的 Pathway为判定

标准，筛选差异表达基因中显著富集的 Pathway。

1.4 差异蛋白质的筛选和鉴定

提取细胞总蛋白组后，对细胞蛋白进行酶解和脱盐；在对

照组和处理组样品中分别加入带有报告基团的 iTRAQ试剂，

Sep-PakVac C18处理标记好的混合样本，并将溶解后的样品加

载至柱中，用 0.1%TFA和 50%乙腈 400 滋L 0.1%TFA洗脱样

品。经胰蛋白酶消化和 iTRAQ标记的蛋白质肽段，用强阳离子

交换液相色谱柱(2.1 mm× 100 mm, 5 滋m, 200 A, Polysulfoethyl
column, SCX)分离。A相 (10 mM KH2PO4，25%ACN，pH2.6)，以

200 滋L/min 流速分离，再用不同含量的 B 相 (10 mM

KH2PO4，350 mM KCl，25%CAN，pH2.6)洗脱。将收集到的 SCX

蛋白质肽段进行真空离心浓缩处理。将不同梯度的 SCX蛋白

质肽段分别加载到反相 ZORBAX 300SB C18柱中 (5 滋m, 300
魡, 0.1 × 150 mm)。用流动相 A(5%CAN，0.1%甲酸) 300 nL/min

分离，再用不同含量的流动相 B (95%CAN，0.1%甲酸)线性梯

度洗脱 90 min。对二维液相色谱分离后的标记样本采用阳离子

模式和信息独立获取模式进行质谱分析，获得定量值。

所得的质谱数据通过 Protein Pilot软件，检索 Swiss-Prot

数据库牙 IPI human（version 3.87）正反合库数据库进行搜索和

定量。设阈值 ProtScore＞1.3并选择具有 2个以上肽段为 95%

置信度的蛋白质进行后续定量分析。使用 Pro Group algorithm

定量蛋白质并分析 P值。本研究中的差异表达蛋白定义为 P<
0.05且差异倍数(fold change)≥ 1.5或≤ 0.7倍的基因。蛋白质

相互作用网络通过 STRING database (http://string-db.org/)构建，

并将相应的数据导入 Cytoscape进行可视化作图。

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 ，EGFR/phospho-EGFR (Tyr1068)；MET/phospho-MET

(Ser1234) 按 1:1000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。不同细胞处理组

间差异比较采用 Student's t test或 one-way ANOVA；P<0.05认
为有统计学意义。

2 结果

2.1 基于 琢-LA处理的 HepG2细胞转录表达谱分析

我们比较了 1.0 mM 琢-LA处理前后 HepG2细胞转录水平

差异的 mRNA。以平均上调或下调倍数大于 2倍为限定标准，

共发现 4,446个基因可能受 琢-LA调控，其中 琢-LA处理后有
2,097个基因表达下调，2,349个基因表达上调。我们将 琢-LA
处理前后 HepG2的共同差异表达基因从细胞组分、分子功能

和生物学过程三个层面对差异表达基因参与的生物学功能进

行分析。结果提示，76.73% (2889/3765)差异基因属于细胞器中

与膜组分相关的结构；差异基因的功能主要与抗氧化、酶活性

条件相关，其生物学功能主要集中于调控细胞生物学过程、信

号转导通路、细胞代谢以及凋亡等重要的生物学过程；但仍有

部分蛋白功能未知，有待于进一步研究。通过 KEGG信号通路

富集性分析，我们发现差异表达基因显著富集在 6条信号通路

（P < 0.01）：1）类固醇生物合成 (P=0.0086)；2）N-聚糖生物合成
(P=0.0003)；3）蛋白输出 (P=0.0002)；4）肿瘤相关通路 (P=0.

3818窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.20 OCT.2018

图 2 琢-LA处理 24 h HepG2细胞差异表达蛋白的 KEGG富集分析

Fig.2 Proteins were classified into categories for KEGG pathways analysis of the differentially expressed proteins（DEPs）enrichment

in the HepG2 cells after 琢-LA treatment.

0001)；5）代谢通路 (P=0.0001)；(6)内质网蛋白加工 (P=0.0000)
（图 1）。

2.2 琢-LA处理的 HepG2蛋白质谱差异分析

提取 琢-LA处理 24 h细胞的蛋白质酶解产物进行 iTRAQ

标记，经质谱分析鉴定及定量分析后，以未经 琢-LA处理的空
白 HepG2作为对照，琢-LA处理与对照的比值超过 1.5或小于

0.7倍为标准，共鉴定 182个差异表达蛋白。通过 IPI蛋白质序

列数据库进行检索，对鉴定的差异蛋白进行 GO 分析发现，

琢-LA 对细胞结合蛋白（95/182）和细胞膜结构相关蛋白

（93/182）的影响最为显著。这提示说 琢-LA处理前后差异性蛋
白质的表达多表现在细胞膜结构的不同，而这些结构及含量的

改变，将有可能抑制肿瘤的发展过程。通过 KEGG信号通路富

集性分析，我们发现差异表达蛋白显著富集在 4条通路中（P <
0.01）：1）肿瘤相关蛋白聚糖 (MAPK14, DDX5, STAT3, EGFR,

PXN, GRB2, CBL)；2）MAPK 通路 (MAPK14, DUSP3, EGFR,

GRB2)；3）FoxO 通路 (MAPK14, STAT3, EGFR, GRB2)；4）

PI3K-Akt通路(CDK4, EGFR, GRB2, LAMA5)（图 2），上述信号

通路不仅受到 琢-LA调节，也与肿瘤的发生发展密切相关。

2.3 Grb2作为 琢-LA调节主要基因的初步确立
欲了解 琢-LA抑制肿瘤细胞生长的机制，首先需对其调控

的基因进行了预测和鉴定。我们将 HepG2转录数据与 iTARQ

结果进行交集，发现转录数据中有 72个基因的表达趋势与 i-

TARQ蛋白结果吻合（表 1，图 5）。我们将这 72个基因 /蛋白

上传至 DAVID Functional Annotation Bioinformatics进行基因

功能聚类分析，搜索到 7个与细胞增殖密切相关的基因 /蛋

白，其中生长因子受体结合蛋白（Grb2）的表达变化在 7个差异

基因中变化最为明显。

2.4 Grb2介导 琢-LA诱导的细胞增殖抑制
本部分实验以 HepG2作为研究对象，探讨 Grb2在 琢-LA

抑制细胞增殖过程中发挥的作用。首先，我们采用 CCK-8法检

Gene symbol Description P value of mRNA E value of protein

MUC1 Mucin-1 5.000E-05 0.000E+00

GALNT2 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 2 7.500E-04 0.000E+00

IRF2BP2 Interferon regulatory factor 2-binding protein 2 5.000E-05 0.000E+00

SRRM1 Serine/arginine repetitive matrix protein 1 7.000E-04 2.605E-135

DNAJC8 DnaJ homolog subfamily C member 8 5.000E-05 0.000E+00

YTHDF2 YTH domain-containing family protein 2 1.950E-03 0.000E+00

PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 2.800E-03 0.000E+00

DR1 Protein Dr1 7.000E-03 6.544E-126

FNBP1L Formin-binding protein 1-like 5.000E-05 0.000E+00

CNN3 Calponin-3 3.550E-03 0.000E+00

HAT1 Histone acetyltransferase type B catalytic subunit 2.000E-04 0.000E+00

HDLBP Vigilin 5.000E-05 0.000E+00

KIAA1524 Protein CIP2A 8.050E-03 0.000E+00

TBL1XR1 F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1XR1 5.000E-05 0.000E+00

SEC24D Protein transport protein Sec24D 5.000E-05 0.000E+00

表 1重叠的差异基因 /蛋白列表

Table 1 List of overlapping DEGs/DEPs
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Gene symbol Description P value of mRNA E value of protein

SLC7A11 Cystine/glutamate transporter 9.600E-03 0.000E+00

NAA15 N-alpha-acetyltransferase 15, NatA auxiliary subunit 8.650E-03 0.000E+00

PALLD Palladin 4.400E-03 0.000E+00

SNCA Alpha-synuclein 5.000E-05 1.808E-93

CTNNA1 Catenin alpha-1 5.000E-05 0.000E+00

PDLIM7 PDZ and LIM domain protein 7 4.000E-04 0.000E+00

DAB2 Disabled homolog 2 5.000E-05 0.000E+00

HMGCS1 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, cytoplasmic 5.000E-05 0.000E+00

TRIP13 Pachytene checkpoint protein 2 homolog 5.000E-04 0.000E+00

MAP7 Ensconsin 5.000E-05 0.000E+00

DDAH2 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 5.000E-05 0.000E+00

MAPK14 Mitogen-activated protein kinase 14 4.200E-03 0.000E+00

DSP Desmoplakin 1.000E-04 0.000E+00

CDK5 Cyclin-dependent-like kinase 5 2.000E-04 0.000E+00

GTF2I General transcription factor II-I 5.000E-05 0.000E+00

ASNS Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 5.000E-05 0.000E+00

GOLGA2 Golgin subfamily A member 2 2.500E-04 0.000E+00

NUP214 Nuclear pore complex protein Nup214 8.000E-04 0.000E+00

DNAJA1 DnaJ homolog subfamily A member 1 5.000E-05 0.000E+00

RFK Riboflavin kinase 5.000E-05 2.160E-114

PDLIM1 PDZ and LIM domain protein 1 5.000E-05 0.000E+00

TRIM29 Tripartite motif-containing protein 29 5.000E-05 0.000E+00

MTA2 Metastasis-associated protein MTA2 5.000E-05 0.000E+00

PXN Paxillin 1.155E-02 0.000E+00

CLIP1 CAP-Gly domain-containing linker protein 1 1.300E-03 0.000E+00

DIP2B Disco-interacting protein 2 homolog B 5.000E-05 0.000E+00

CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 1.160E-02 0.000E+00

AHNAK2 Protein AHNAK2 5.000E-05 0.000E+00

HEATR5A HEAT repeat-containing protein 5A 5.000E-05 0.000E+00

C14orf28 Uncharacterized protein C14orf28 6.550E-03 0.000E+00

ERO1L ERO1-like protein alpha 8.000E-04 0.000E+00

YLPM1 YLP motif-containing protein 1 5.500E-04 0.000E+00

OGFOD1 Prolyl 3-hydroxylase OGFOD1 6.000E-04 0.000E+00

NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93 2.000E-04 0.000E+00

FAM192A Protein FAM192A 5.550E-03 0.000E+00

CNOT1 CCR4-NOT transcription complex subunit 1 1.000E-04 0.000E+00

EDC4 Enhancer of mRNA-decapping protein 4 1.600E-03 0.000E+00

DDX19B ATP-dependent RNA helicase DDX19B 5.000E-05 0.000E+00

PSME3 Proteasome activator complex subunit 3 3.500E-04 3.880E-178

NPEPPS Puromycin-sensitive aminopeptidase 7.150E-03 0.000E+00

续表 1重叠的差异基因 /蛋白列表

Table 1 List of overlapping DEGs/DEPs
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续表 1重叠的差异基因 /蛋白列表

Table 1 List of overlapping DEGs/DEPs

测了细胞增殖速率的改变。如图 3A所示，琢-LA（1.0 mM）处理
细胞后，HepG2细胞增殖速度明显被抑制。琢-LA处理 HepG2

12和 24 h后，Grb2表达显著抑制；同时 EGFR和 Met的磷酸

化水平也随之下调（图 3C）。

3 讨论

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。琢-LA，化
学名 1,2-二硫戊环 -3-戊酸，广泛分布于动植物组织中，但含

量极低。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，是目前发现唯一具有

水、脂双溶性的天然抗氧化剂[6，7]。研究发现：1）琢-LA可螯合与
DNA结合的 Fe2+，降低羟自由基生成量，减少 Fe2+诱导的 DNA

损伤；2）琢-LA可直接清除 ROS，也可作为氧化还原链中的阻断

剂参与抗氧化过程。尽管针对不同的过氧化物及靶分子 琢-LA
清除 ROS的能力不是最强的，但是 琢-LA能将胱氨酸还原成半
胱氨酸，直接再生 GSH。3）琢-LA作为酞基载体，存在于丙酮酸
脱氢酶系和 琢-酮戊二酸脱氢酶系中，参与三羧酸循环，在茁-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。4）琢-LA参与还原肽 -甲硫

氨酸亚砜还原酶的活性，间接修复氧化导致的氨基酸残基的损

伤，这对于蛋白质等生物大分子受损后的修复，维持机体的稳

定性具有重要意义[6-10]。

课题组前期在对 琢-LA处理前后的 HCC细胞转录组及蛋

白组学差异表达进行分析后发现 EGFR、Grb2 [11, 12]、STAT3、

MAPK14 [13]、DDX5 [14]、PXN [15，16]、CDK4 [17]、LAMA5[18，19]等多个

广泛参与肿瘤形成的蛋白在 琢-LA处理前后表达发生显著性
改变。进一步分析提示与差异蛋白相关的多条信号通路在

琢-LA处理后出现变化，其中MAPK[20]、FoxO[21,22]、PI3K-AKT[23，24]

与细胞生长或肿瘤发生密切相关的通路受 琢-LA影响最为显
著。值得注意的是，在蛋白 -蛋白相互作用分析中，我们发现

Grb2不仅在转录及蛋白水平的下调显著，而且与其他蛋白质

的交互作用最为广泛。Grb2是一种在诸多细胞中广泛表达的

衔接蛋白，含有一个 SH2结构域和两个 SH3结构域，可分别

通过 SH2结构域与受体酪氨酸激酶（Receptor tyrosine kinase，

RTK）结合，通过 SH3结构域与 SOS蛋白结合，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[25]。现已明确 Grb2作为主要信号传导分子在

宫颈癌[26]、胃癌[27]、食管鳞状细胞癌[27]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
[12，28]。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。我们实验室也在多种类型的细胞株中

（A549，NCI-H1975，HepG2、HT29及 HCT116）证实回补 Grb2

的表达，琢-LA对细胞克隆、增殖或迁移的抑制作用均消失，这
提示，琢-LA可通过下调 Grb2的水平影响肿瘤细胞生物学行为

的改变。

既然，Grb2承载着某些膜受体信号传递，那么 Grb2是否

有可能成为介导多条通路的关键整合点？我们前期比对

Gene symbol Description P value of mRNA E value of protein

DDX5 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 1.700E-03 0.000E+00

GRB2 Growth factor receptor-bound protein 2 7.950E-03 6.238E-164

FXR2 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 2 5.000E-05 0.000E+00

DCXR L-xylulose reductase 5.000E-05 1.735E-179

AURKB Aurora kinase B 1.000E-03 0.000E+00

GALNT1 Polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 1 5.000E-05 0.000E+00

GIPC1 PDZ domain-containing protein GIPC1 5.000E-05 0.000E+00

COX6B1 Cytochrome c oxidase subunit 6B1 1.000E-04 7.228E-62

EIF3K Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit K 9.650E-03 8.420E-165

NAPA Alpha-soluble NSF attachment protein 4.550E-03 0.000E+00

UHRF1 E3 ubiquitin-protein ligase UHRF1 3.900E-03 0.000E+00

NOSIP Nitric oxide synthase-interacting protein 5.000E-05 0.000E+00

PSMF1 Proteasome inhibitor PI31 subunit 3.350E-03 0.000E+00

SNX5 Sorting nexin-5 1.450E-03 0.000E+00

EIF3D Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit D 5.000E-05 0.000E+00

EIF3L Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit L 5.000E-05 0.000E+00

ATXN10 Ataxin-10 8.500E-04 0.000E+00

3821窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.20 OCT.2018

图 3 Grb2是 琢-LA抑制细胞增殖的介导因子
A.采用 CCK-8法在检测 HepG2细胞增殖变化

B.免疫印迹法与 Real-time PCR测定 HepG2细胞中 Grb2在 1.0 mM 琢-LA处理 12和 24 h时的表达变化

C.免疫印迹法测定 HepG2细胞中磷酸化 EGFR与磷酸化Met在 琢-LA暴露 6和 24h的改变

Fig.3 Grb2 mediates the 琢-LA-induced reduction in cell proliferation.
A. HepG2 cell proliferation was measured with a CCK-8 assay at the indicated times.

B. Grb2 levels were measured via western blotting in HepG2 cells after treatment with 1.0 mM 琢-LA for 12 and 24 h.

E. Western blotting to assess levels of phosphorylated EGFR and Met in HepG2 cells after treatment with 1.0 mM 琢-LA for 6 and 24 h.

con-A549与 sh-Grb2 A549差异蛋白富集通路，发现 MAPK、

FoxO、PI3K-AKT三条与细胞生长或肿瘤发生密切相关的通路

在Grb2敲降后活化程度均被抑制，这与 琢-LA处理 HepG2细

胞通路差异富集分析结果一致。与此同时，我们还发现 琢-LA
对EGFR-MAPK/ERK和 HGF/c-met（MET）介导通路的活化程

度对细胞内 Grb2的依赖大于其自身的磷酸化水平。琢-LA下调
Grb2 在细胞内的表达水平可反馈性抑制 phospho-EGFR 与

phospho-MET表达，继而下调 Ras和 PI3K的活性，抑制下游

ERK和 Akt入核，最终影响肿瘤细胞生物学性状[4，29]。

综上所述，微环境中存在的具有生物活性的物质种类繁

多，作用于肿瘤细胞表面相应受体后将对细胞的增殖、转移、分

化产生了重要的影响。琢-LA作为目前发现的、唯一具有水脂双
溶性的天然抗氧化剂在自由基代谢紊乱相关慢性疾病的预防

和治疗中发挥重要作用。通过本项研究，我们明确了 琢-LA在
抑制 HCC细胞增殖过程中发挥的重要生物学作用并初步指向

Grb2介导 琢-LA诱导的肿瘤细胞增殖抑制与 RTKs介导通路

相关。
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