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异硫氰酸苯乙酯经PI3K/Akt/mTOR途径抑制非小

细胞肺癌细胞表达c-Myc和RPS19
胡军1  徐丽丽2  罗毅1  谢勇1  高文奎1  陈艳华2  王柏琦2*

(1南华大学附属第二医院心胸外科, 衡阳 421001; 2南华大学附属第二医院肿瘤血液内科, 衡阳 421001)

摘要      该研究旨在探讨异硫氰酸苯乙酯 (PEITC)抑制人非小细胞肺癌细胞表达 c-Myc和
RPS19的分子机制。首先体外培养A549、H358和H1299细胞系 , Western blot、qPCR检测细胞内核

糖体蛋白S19(RPS19)和c-Myc的表达水平。10、30和50 μmol/L PEITC处理细胞后 , Western blot检
测细胞内RPS19、c-Myc、E-cadherin、Vimentin的表达水平以及PI3K/Akt、mTOR和S6K的磷酸化

情况 , 并通过构建pGL4.10-RPS19荧光报告基因载体检测RPS19启动子报告基因活性。随后采用c-
Myc、PI3K/Akt以及mTOR抑制剂处理细胞, 分析细胞内RPS19、c-Myc表达变化。随后细胞内转染

pcDNA3-cMyc-HA质粒过表达c-Myc, 观察其对细胞内RPS19表达的影响, 并采用siRNA沉默RPS19
表达 , 检测细胞内EMT相关分子E-cadherin、Vimentin表达以及细胞侵袭、迁移的变化。Western 
blot以及qPCR结果显示, A549和H1299细胞系中RPS19和c-Myc的表达水平均显著高于MRC-5细胞。

采用不同浓度PEITC处理细胞后, 细胞内RPS19、c-Myc以及Vimentin表达水平显著降低, E-cadherin
表达增高, PI3K/Akt、mTOR和S6K磷酸化水平减弱。PI3K/Ak、mTOR抑制剂均可显著降低细胞内

RPS19和c-Myc表达。此外, c-Myc抑制剂也能够显著降低细胞内RPS19表达以及启动子报告基因活

性。转染pcDNA3-cMyc-HA质粒后 , 细胞内RPS19水平显著增高 , 而沉默RPS19表达则可显著增强

细胞内E-cadherin表达并抑制细胞的侵袭和迁移。PEITC能够抑制人非小细胞肺癌H1299细胞表达

c-Myc和RPS19, 其机制可能与抑制PI3K/Akt/mTOR信号通路有关。
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Abstract       The aim of this study was to investigate the mechanism of PEITC (phenethyl isothiocyanate) 
on the inhibition of c-Myc and RPS19 expression in non-small cell lung cancer cells. A549, H358 and H1299 cell 
lines were cultured in vitro. The expression levels of intracellular RPS19 (ribosomal protein S19) and c-Myc were 
determined by Western blot and qPCR. After treatment with 10, 30 and 50 μmol/L PEITC, the expression levels of 
intracellular RPS19, c-Myc, E-cadherin, Vimentin and phosphorylation of PI3K/Akt, mTOR and S6K were detected 
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by Western blot. The activity of RPS19 promoter reporter gene was detected by constructing pGL4.10-RPS19 fluo-
rescent reporter vector. The expression levels of intracellular RPS19, c-Myc were detected after treatment with c-
Myc, PI3K/Akt and mTOR inhibitors. After that, the pcDNA3-c-Myc-HA plasmid was transfected into the cells to 
observe the effect of c-Myc on the expression of RPS19. The intracellular level of RPS19 was silenced by siRNA. 
The expression of E-cadherin, Vimentin, and the invasion and migration of the cells were analyzed. Western blot 
and qPCR results showed that RPS19 and c-Myc were highly expressed in A549 and H1299 cell lines. After treat-
ment with different concentrations of PEITC, the expression levels of intracellular RPS19, c-Myc, Vimentin, and 
the phosphorylation levels of PI3K/Akt, mTOR and S6K were significantly decreased, while the E-cadherin level 
was significantly increased. In addition, pretreatment of the PI3K/Akt and mTOR inhibitors significantly reduced 
the expression of intracellular RPS19 and c-Myc. And the c-Myc inhibitors could also reduce the intracellular level 
of RPS19 and its transcriptional activity. Over-expression of c-Myc by transfection of the pcDNA3-cMyc-HA plas-
mid significantly increased the level of intracellular RPS19, while silencing the RPS19 by siRNA could increase 
the intracellular E-cadherin expression and inhibit the cells invasion and migration. These results demonstrate that 
PEITC can inhibit the expression of c-Myc and RPS19 in non-small cell lung cancer H1299 cells, which may be 
related to the inhibition of PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.

Keywords        phenethyl isothiocyanate; ribosomal protein S19; non-small cell lung cancer; c-Myc

肺癌是全球癌症死亡的首要因素 , 由于早期

诊断率低且极易发生转移 , 肺癌的 5年生存率仅为

17.8%[1]。尽管随着医疗技术发展 , 手术、放疗等

治疗手段可在一定程度上缓解肺癌症状 , 但治疗效

果并不理想且无法有效提高患者生存率 [2]。异硫

氰酸苯乙酯 (phenethyl isothiocyanate, PEITC)是从

十字花科植物中提取出来的葡萄糖苷类物质 , 具有

多种生物学效应 , 包括激活细胞保护途径、抗肿瘤

作用等 [3]。本课题组 [4-5]前期研究发现 , PEITC能够

通过上调抑癌基因PETN表达 , 抑制PI3K/Akt信号通

路 , 进而诱导肺癌细胞凋亡。但是考虑到肺癌的发

生发展存在多种诱因以及调控机制, PEITC诱导肺癌

细胞凋亡具体的作用机制仍未完全明确。核糖体蛋

白 (ribosomal proteins, RPs)是核糖体的主要成分 , 除
能参与核糖体合成外 , 它还与细胞增殖、迁移以及

DNA复制有关 [6]。c-Myc是核糖体生成以及蛋白质

合成的调节因子 , 在成纤维细胞中过表达c-Myc可以

激活RPs, 进而影响细胞增殖。研究表明, RPS19是肝

细胞癌c-Myc的靶基因, 可能参与了肝细胞的转化[7]。

此外, RPS19异常表达还与宫颈癌的发生密切相关[8]。

然而 , RPS19、c-Myc与人非小细胞肺癌之间的关系

尚不清楚。本研究旨在探讨PEITC对人非小细胞肺

癌H1299细胞分泌c-Myc、RPS19的影响, 以及PEITC
是否通过影响PI3K/Akt信号通路发挥调控 c-Myc、
RPS19表达的作用。

1   材料方法
1.1   细胞株与实验试剂

人非小细胞肺癌细胞株A549、H1299以及正常

肺成纤维细胞MRC-5购自中科院细胞库 ; PEITC(纯
度≥95%)购自LKT Laboratories; pcDNA3-cMyc-HA
质粒载体、siRNA-RPS19由上海生工生物工程股份

有限公司构建 ; pGL4.10-RPS19荧光报告基因载体

由上海汉恒生物科技有限公司构建 ; 转染试剂盒购

自广州锐博生物科技有限公司 ; E-cadherin、Vimen-
tin、PI3K/Akt、mTOR、S6K、β-actin抗体购自Cell 
Signaling公司 ; c-Myc、RPS19抗体购自GeneTex公
司 ; LY294002、雷帕霉素、10058-F4购自Sigma公
司 ; Transwell小室购自上海生博生物医药科技有限

公司。

1.2   细胞培养与处理

在A549、MRC-5、H1299细胞中加入含10%胎

牛血清的RPMI 1640培养基, 随后将细胞置于37 °C、
5% CO2条件下培养24 h, 待细胞生长密度达到80%
左右, 进行如下处理: (1) 分别用0、10、30、50 μmol/L
的PEITC处理H1299细胞 48 h, 收集细胞用于后续

检测 ; (2) 分别用10 μmol/L的Akt抑制剂LY294002
和200 μmol/L的c-Myc抑制剂10058-F4以及10 μmol/L
的雷帕霉素预处理H1299细胞1 h, 再用50 μmol/L的
PEITC刺激H1299细胞 48 h, 收集细胞用于后续检

测。
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1.3   Western blot
收集上述处理后的细胞并提取细胞总蛋白 , 用

BCA法测定蛋白浓度后 , 获取10 μL样品进行SDS-
PAGE。随后进行转膜, 并将膜于5%脱脂奶粉中37 °C
封闭2 h。加入稀释好的一抗E-cadherin(1:1 000)、Vi-
mentin(1:1 000)、PI3K/Akt(1:1 000)、mTOR(1:1 000)、
S6K(1:1 000)以及c-Myc(1:2 000)、RPS19(1:2 000)于
4 °C条件下孵育过夜, PBST洗膜2次后, 加入辣根过

氧化物酶标记的二抗(1:5 000)室温孵育2 h。最后滴

加ECL发光液并于显影仪中避光显影。

1.4   报告基因活性检测与转染

按照转染试剂盒说明书要求将构建好的

pGL4.10-RPS19荧光质粒转染至H1299细胞中, 并以

pGL4.10荧光质粒作为对照, 继续培养48 h。随后在

上述细胞中加入裂解液 , 室温孵育15 min。孵育完

成后10 000 r/min离心10 min, 取上清进行RPS19启
动子报告基因活性测定。pcDNA3-c-Myc-HA过表

达质粒也按照上述方法进行转染。

1.5   siRNA干扰

将长势良好的H1299细胞加至6孔板中培养。

随后将稀释好的siRNA-RPS19以及siRNA-control分
别加至6孔板中, 孵育20 h后弃去上清, 并加入含10%
胎牛血清的RPMI 1640培养基继续培养72 h, 培养完

成后进行传代。干扰完成后通过Western blot检测细

胞内RPS19的表达水平, 以评估RNA干扰效果。

1.6   qPCR
取经过方法1.2中 (1)以及 (2)处理后的细胞 , 提

取细胞总RNA, 并用TaqMan逆转录试剂将其逆转录

为cDNA, 随后进行引物扩增 , 扩增条件如下 : 95 °C
预变性5 min; 95 °C变性30 s, 55 °C退火20 s, 72 °C
延伸20 s, 40个循环。引物设计如下 : RPS19上游引

物为5′-GAT GCC TGG AGT TAC TGT AAA AGA 
CG-3′、下游引物为 5′-CTA ATG CTT CTT GTT 
GGC AGC TGC C-3′, c-Myc上游引物为 5′-CCG 
AAG GGA GAA GGG TGT-3′、下游引物为5′-CTG 
CGA CGA GGA GGA GGA-3′, E-cadherin上游引

物为5′-CAG GTC TCC TCA TGG CTT TGC-3′、下

游引物为5′-CTT CCG AAA AGA AGG CTG TCC-
3′, Vimentin上游引物为5′-ACA CCC TGC AAT CTT 
TCA GAC A-3′、下游引物为5′-AGA AAT CCT GCT 
CTC CTC GCC T-3′, GAPDH上游引物为5′-GAA GGT 
GAA GGT CGG AGT C-3′、下游引物为5′-GAA GAT 

GGT GAT GGG ATT TC-3′。扩增完毕后 , 使用2–ΔΔCt

法计算RPS19、c-Myc、E-cadherin以及Vimentin的
相对表达量。

1.7   划痕实验

将经过siRNA干扰处理的H1299细胞(4×105个/孔)
接种于6孔细胞培养板。当细胞生长到95%左右时 , 
每个孔都用200 μL无菌移液器枪头进行划伤。吸去

悬浮的细胞并用PBS清洗2次 , 随后加入新的RPMI 
1640培养基继续培养24 h。拍下图片后, 利用ImageJ 
V2.1.4.8软件分析了每条划痕两边缘之间的距离。

1.8   Transwell实验

基质凝胶用RPMI 1640培养基稀释后, 取40 μL
加入Transwell小室中 , 涂抹均匀后孵育24 h。将含

无血清RPMI 1640培养基的H1299细胞加入上层

Transwell小室 , 下层加入含 10%胎牛血清的培养

基。孵育24 h后细胞于无水乙醇中固定 , 并加入苏

木精–伊红, 染色15 min。最后在倒置显微镜下, 对
进入滤膜下表面的细胞进行计数 , 以评估细胞迁移

能力。

1.9   统计学分析

所有数据均取自 3次独立实验 , 并采用 SPSS 
18.0软件分析数据。实验数据分析均采用Student-t
检验进行。所有P值均为双侧, P<0.05表示差异有统

计学意义。

2   结果
2.1   RPS19和c-Myc在A549、H358和H1299细胞

系中表达

为了明确 c-Myc和RPS19之间的关系 , 我们检

测了人非小细胞肺癌A549、H1299细胞系以及正

常肺成纤维细胞MRC-5中RPS19和 c-Myc表达水

平。Western blot结果显示 , A549和H1299细胞系中

RPS19和 c-Myc的表达水平均显著高于MRC-5细胞

(图1A)。qPCR检测结果与Western blot结果一致(图
1B)。
2.2   PEITC经Akt/mTOR途径抑制RPS19表达

Western blot结果显示 , 30 μmol/L和50 μmol/L 
PEITC处理H1299细胞后 , 细胞内RPS19表达水平显

著降低 , 且PI3K/Akt、mTOR和S6K的磷酸化水平

明显受抑制 (图2A)。同时 , 采用10 μmol/L Akt抑制

剂LY294002处理H1299细胞后 , Akt磷酸化水平显

著降低 , 但mTOR抑制剂雷帕霉素对Akt的磷酸化并
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无影响。此外 , LY294002和雷帕霉素均可显著抑制

mTOR以及S6K的磷酸化 , 并下调RPS19的表达 (图
2B)。
2.3   PEITC抑制c-Myc的表达

Western blot结果显示 , 采用 30和50 μmol/L 
PEITC处理细胞后 , H1299细胞内c-Myc蛋白表达水

平显著降低 (图3A)。而10 μmol/L LY294002以及雷

帕霉素同样能够显著降低细胞内 c-Myc蛋白的表

达 (图3B)。qPCR结果 (图3C和图3D)显示 , PEITC、
LY294002以及雷帕霉素处理后 ,  细胞内c-Myc 
mRNA水平同样要显著低于对照组。

2.4   c-Myc参与调控H1299细胞表达RPS19
Western blot结果显示 , 转染了pcDNA3-c-Myc-

HA质粒的H1299细胞内RPS19蛋白表达水平明显增

高 (图4A)。而采用不同浓度c-Myc抑制剂10058-F4
处理后 , RPS19蛋白水平明显降低 (图4B)。报告基

因结果显示 , 50 μmol/L PEITC处理细胞后 , 细胞内

RPS19启动子报告基因活性降低了 58%(图 4C和图

4D)。而采用200 μmol/L c-Myc抑制剂10058-F4处理

后 , 报告基因活性较抑制剂未处理组降低了45%(图
4E), 此外 , LY294002以及雷帕霉素处理后的细胞 , 
RPS19转录水平均显著降低。

2.5   PEITC经RPS19抑制EMT相关分子表达

Western blot结果显示 , 50 μmol/L PEITC处理

H1299细胞后 , EMT相关分子E-cadherin表达增高 , 
Vimentin表达水平有所降低 (图 5A)。进一步通过

qPCR检测 , 结果如图5B所示 , EMT相关分子E-cad-
herin mRNA表达升高 , Vimentin mRNA表达降低。

A: Western blot检测A549、H1299以及MRC-5细胞系中RPS19和c-Myc蛋白表达水平; B: qPCR检测A549、H1299以及MRC-5细胞系中RPS19和
c-Myc mRNA表达水平。*P<0.05, 与MRC-5组相比。

A: the expression levels of RPS19 and c-Myc protein in A549, H1299 and MRC-5 cell lines were detected by Western blot; B: the expression levels of 
RPS19 and c-Myc mRNA in A549, H1299 and MRC-5 cell lines were detected by qPCR. *P<0.05 vs MRC-5 group.

图1   NSCLC细胞系中RPS19表达水平

Fig.1   Expression levels of RPS19 in NSCLC cell lines

(A) (B)

MRC-5 A549

4

3

2

1

0

H1299

MRC-5 A549 H1299

RPS19

RPS19

Fo
ld

 o
f e

xp
re

ss
io

n 
(2
–Δ
ΔC
t )

c-Myc

c-Myc

β-actin

*

*
**

A: PEITC处理H1299细胞后, Akt/mTOR的磷酸化水平以及RPS19的表达; B: Akt抑制剂LY294002以及mTOR抑制剂雷帕霉素处理H1299细胞后, 
Akt/mTOR磷酸化以RPS19表达(–表示未加抑制剂)。
A: the phosphorylation of PI3K/mTOR and the epression of RPS19 detection after treatement by PEITC; B: the phosphorylation of PI3K/mTOR and 
the epression of RPS19 detection after treatement by PI3K/Akt inhibitor LY294002 and mTOR inhibitor rapamycin (– stands for no inhibitor).

图2   PEITC对H1299细胞Akt/mTOR磷酸化以及RPS19表达的影响

Fig.2   Effects of PEITC on the phosphorylation of Akt/mTOR and the expression of RPS19 in H1299 cells
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图3   PEITC对H1299细胞中c-Myc表达的影响

Fig.3   Effects of PEITC on the expression of c-Myc in H1299 cells
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A、B: pcDNA3-c-Myc-HA质粒以及c-Myc抑制剂10058-F4处理H1299细胞后, RPS19蛋白表达水平; C、D: PEITC处理H1299细胞后, 细胞内

RPS19启动子报告基因活性; E: c-Myc抑制剂10058-F4处理后, 细胞内RPS19启动子报告基因活性。*P<0.05, 与对照组(0 μmol/L、0 μg)相比; 
#P<0.05, 与0 μmol/L、1.0 μg组相比。

A,B: the epression of RPS19 detection after treatement by pcDNA3-cMyc-HA plasmid and c-Myc inhibitor 10058-F4; C,D: the activity of RPS19 
promoter reporter detection after treatement by PEITC; E: the activity of RPS19 promoter reporter detection after treatement by c-Myc inhibitor 
10058-F4. *P<0.05 vs control group (0 μmol/L, 0 μg); #P<0.05 vs 0 μmol/L, 1.0 μg group.

图4   c-Myc对H1299细胞内RPS19表达的影响

Fig.4   Effects of c-Myc on the expression of RPS19 in H1299 cells
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通过siRNA沉默RPS19后, 细胞内E-cadherin表达较

对照组显著升高, 而Vimentin表达显著降低(图5C)。
qPCR检测结果与Western blot检测结果一致, siRNA
沉默RPS19后, 细胞内E-cadherin mRNA表达显著高

于对照组, 而Vimentin mRNA表达则显著低于对照组

(图5D)。
2.6   沉默RPS19促进H1299细胞侵袭和迁移

为了进一步明确RPS19在H1299细胞迁移和侵

袭中的作用, 我们采用siRNA沉默细胞核RPS19表
达并检测细胞的侵袭与迁移水平。结果显示, 沉默

RPS19表达能够显著减弱H1299细胞的侵袭和迁移

能力(图6A和图6B)。

3   讨论
PEITC作为一种重要的葡萄糖醛酸存在于多

种十字花科植物中, 具有良好的抗肿瘤作用。研究

表明, PEITC不仅能在启动阶段阻止癌变的发生, 还
能够有效抑制肿瘤细胞的扩散[9]。研究表明, PEITC
联合常规抗癌药物能够有效提高整体治疗效果, 提

示PEITC是一种潜在的癌症治疗药物[10]。尽管本课

题组前期已经证实了PEITC对肺癌细胞凋亡的诱

导作用, 但其具体的作用机制尚未明确。在本研究

中, 我们发现, PEITC能够通抑制PI3K/Akt/mTOR
信号通路来负向调控肺癌H1299细胞分泌RPS19和
c-Myc。这将进一步完善PEITC诱导肺癌细胞凋亡

的作用机制。

最新研究显示, RPs在多种癌症组织中均存在

异常表达, 其可通过不同机制影响肿瘤细胞的增殖、

凋亡以及侵袭[11]。宫颈癌组织中的RPS19表达水平

明显高于正常组织, 表明RPS19可能与宫颈癌的发

生发展有关[12]。此外, RPS19在人表皮癌细胞中也

显著高于正常细胞, 其能够促进肿瘤细胞的增殖、

迁移以及上皮间充质转化[13]。本研究结果显示, 肺
癌细胞系中RPS19的表达水平显著高于正常细胞, 
该结果与其他肿瘤细胞一致。随后通过PEITC处理, 
肺癌细胞中RPS19表达水平显著下降, 提示RPS19
可能参与了PEITC对肺癌细胞增殖的调控作用。而

为了进一步明确RPS19在肺癌细胞迁移、侵袭以及
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A: PEITC处理H1299细胞后, E-cadherin、vimentin蛋白表达水平; B: PEITC处理H1299细胞后, E-cadherin、vimentin mRNA表达水平; C: siRNA
沉默RPS19后, E-cadherin、vimentin蛋白表达水平; D: siRNA沉默RPS19后, E-cadherin、vimentin mRNA表达水平。*P<0.05, 与对照组相比。

A: the epression of E-cadherin, vimentin proterin detection after treatement by PEITC; B: the epression of E-cadherin, vimentin mRNA detection after 
treatement by PEITC; C:the epression of E-cadherin, vimentin protein detection after silencing RPS19 by siRNA; D: the epression of E-cadherin, vi-
mentin mRNA detection after silencing RPS19 by siRNA. *P<0.05 vs control group.

图5   PEITC以及RPS19对EMT相关分子表达的影响

Fig.5   Effects of PEITC and RPS19 on the expression of EMT-related molecules
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EMT中的作用, 我们又检测了沉默RPS19对细胞侵

袭、迁移以及EMT的影响。结果显示, 沉默RPS19
可显著抑制H1299细胞的侵袭、迁移以及EMT。这

也表明 , 肺癌细胞中RPS19高表达可能会促进肿瘤

的发展和转移。

c-Myc是由原癌基因MYC编码的转录调节因子, 
其能够通过调节核糖体合成来促进乳腺癌、结肠癌、

胃癌等肿瘤的发生发展 [14]。研究表明 , 在直结肠癌

中Wnt/β-catenin信号通路活化能够促使 c-Myc过度

表达 , 进而加速肿瘤的进展 [15]。此外 , c-Myc还能够

促进子宫内膜癌细胞发生EMT, 进而导致肿瘤细胞

的迁移[16]。本研究发现, c-Myc在肺癌细胞系的表达

也显著升高 , 抑制 c-Myc表达可进一步下调细胞内

RPS19的表达与转录水平 , 进而影响肿瘤细胞的增

殖。考虑到c-Myc在其他肿瘤细胞中的作用, 该结论

也与之相符。

PI3K/Akt是一种重要的细胞内信号转导途径。

它与多种肿瘤如胃癌、乳腺癌、肝癌、直肠癌等

均存在密切联系 [17]。研究表明 , 在肺癌发生过程中 , 
PI3K/Akt信号途径往往会被异常激活 , 进而影响免

疫细胞及相关因子的功能 [18]。在本研究中 , Akt以
及mTOR抑制剂均可明显抑制mTOR以及S6K的磷

酸化 , 但mTOR抑制剂对Akt磷酸化无明显影响。考

虑到mTOR为PI3K/Akt的下游分子 , 这也就可以解

A: siRNA沉默RPS19后, H1299的侵袭水平; B: siRNA沉默RPS19后, H1299的迁移水平。

A: the invasion of H1299 cells detection after silencing RPS19 by siRNA; B: the migration of H1299 cells after silencing RPS19 by siRNA.
图6   沉默RPS19对H1299细胞侵袭和迁移的影响

Fig.6   Effects of silencing RPS19 on the invasion and migration of H1299 cell
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25 µm 25 µm 25 µm
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释为什么mTOR抑制剂对Akt的磷酸化无影响。此

外 , PI3K/Akt、mTOR抑制剂还可显著降低细胞内

RPS19和 c-Myc表达 , 进而抑制细胞侵袭、迁移以

及EMT。提示RPS19和 c-Myc也可能是PI3K/Akt/
mTOR信号通路下游的作用分子, 参与PEITC对肺癌

细胞凋亡的调控作用。

综上 , 本研究初步证实PEITC可通过抑制PI3K/
Akt/mTOR信号通路下调RPS19、c-Myc表达 , 进而

抑制肺癌细胞侵袭、迁移以及EMT。提示RPS19以
及c-Myc是肺癌基因治疗的潜在靶点 , PEITC可通过

抑制肺癌细胞中RPS19、c-Myc表达来发挥抗肿瘤

作用。
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