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LY294002对CML急变期细胞中Wnt/β-catenin
信号通路的影响及其效应

刘张玲  胡  晶  黄峥兰  李  会  李亚娟  冯文莉*

(重庆医科大学检验医学院, 临床检验诊断学教育部重点实验室, 重庆 400016)

摘要      β-catenin在慢性粒细胞白血病急变过程中发挥着重要作用, 而其受BCR/ABL及其下

游信号通路调控的具体分子机制尚未完全阐明。该研究旨在探讨PI3K-AKT信号通路对慢粒急变

期细胞的影响及其对Wnt/β-catenin信号通路的调控作用。采用PI3K-AKT信号通路的靶向抑制剂

LY294002作用于慢粒急变期K562细胞, MTT法检测其对细胞增殖的影响, 甲基纤维素克隆形成实验

检测细胞的克隆形成能力, Western blot检测pAKT(Thr308)的表达变化, RT-PCR和Western blot分别检

测β-catenin及其下游靶基因c-myc、cyclinD1的mRNA和蛋白表达情况。结果显示, 10, 20, 40 μmol/L的
LY294002作用细胞24 h后, 抑制了K562细胞的增殖以及克隆形成能力, 该效应呈浓度依赖的方式。

3种浓度的LY294002处理细胞后, PI3K-AKT信号通路明显被抑制, pAKT(Thr308)的蛋白表达明显

减少; β-catenin的mRNA表达无明显改变, 但其蛋白水平依次减少; β-catenin的下游靶基因c-myc、
cyclinD1的mRNA和蛋白水平均明显降低。综上所述, 抑制PI3K-AKT信号通路可抑制白血病K562
细胞的增殖和克隆形成能力, 其机制可能与抑制Wnt/β-catenin信号通路相关。
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Effect of LY294002 on Wnt/β-catenin Pathway in CML Blastic Cells
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Abstract       β-catenin plays important roles in the progression of chronic myeloid leukemia blasts, whereas 
the relationship between β-catenin and the key pathways activated by BCR/ABL have not yet been elucidated. To 
investigate the impact of PI3K-AKT pathway on Wnt/β-catenin signal pathway, PI3K-AKT inhibitor LY294002 
was used in CML blastic cells K562. Cell growth was detected by MTT test. The ability of cell colony was assessed 
by colony-forming assay. The protein expression of pAKT (Thr308) was detected by Western blot. The mRNA 
and protein expressions of β-catenin and its down-stream targets c-myc and cyclinD1 were analyzed by RT-PCR 
and Western blot, respectively. As a result, LY294002 significantly inhibited K562 cell growth and colony-forming 
ability in a dose-dependent manner. Meanwhile, the protein levels of pAKT (Thr308) and β-catenin were decreased 
in a dose-dependent manner after LY294002 treatment for 24 h, while the mRNA of β-catenin was not affected. 
Compared with the control groups, the mRNA and protein levels of c-myc and cyclinD1 were also decreased 
obviously after PI3K inhibitor treatment. Our data indicated that blockade of PI3K-AKT signaling inhibited the 
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proliferation of CML blastic cells and the mechanism might be related to down-regulated expression of Wnt/
β-catenin pathway.

Key words        chronic myeloid leukemia; BCR/ABL; blast crisis; β-catenin; PI3K-AKT; signaling 
transduction

慢性粒细胞白血病(chronic myeloid leukemia, 
CML)是起源于造血干细胞的恶性增殖性疾病, 它
以9号和22号染色体发生相互易位形成的BCR/ABL
融合基因为发病特征, 该基因编码的BCR/ABL融合

蛋白具有高酪氨酸激酶活性, 能够激活细胞内一系

列的信号通路, 从而使白血病细胞恶性增殖, 凋亡

受阻[1]。其中PI3K-AKT为最重要的信号通路之一, 
在CML中异常激活, 与该病的发生发展密切相关[2]。

CML在临床上分为慢性期、加速期和急变期, 绝大

部分CML病人最终进入急变期, 预后极差。因此, 阐
明CML急变的分子机制具有重要意义。

β-catenin蛋白是Wnt信号通路的关键调控因子, 
参与细胞的增殖、分化以及干细胞的自我更新[3]。

研究提示, β-catenin在慢粒急变期病人中随着BCR/
ABL的扩增, 其表达量也随之增高, 药物或基因抑

制β-catenin能够明显抑制慢粒的耐药以及进入急变

期[4-5]。但慢粒中BCR/ABL调控β-catenin的具体分

子机制尚不清楚。本实验拟探讨PI3K-AKT靶向抑

制剂LY294002对慢粒急变期K562细胞的作用, 以明

确PI3K-AKT信号通路对慢粒急变期的影响及其对

Wnt/β-catenin通路的作用。

1   材料与方法
1.2   细胞和试剂

K562细胞由本实验室保存, 用含有10%胎牛血

清(Gibco公司)的RPMI 1640培养液常规培养, 置于

37 °C、5% CO2饱和湿度培养箱中培养。LY294002、
pAKT(Thr308)、总AKT和β-catenin抗体购自于美国

CST公司, RT-PCR试剂盒购自TaKaRa公司, c-myc、
cyclinD1抗体来自Origene公司, β-actin抗体、辣根

过氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔IgG二抗购自Santa 
Cruz公司。MTT试剂、甲基纤维素、二甲基亚砜购

自Sigma公司。

1.2   MTT法检测LY294002对K562细胞增殖能力

的影响  
取对数生长期细胞, 按5×103/孔, 将K562细胞加

入96孔培养板中, 实验组分别给予10, 20, 40 μmol/L
的LY294002处理, 同时设置试剂对照组、空白对照

组, 每组设5个复孔, 分别培养12, 24, 36 h后, 再加入

50 μL 2 mg/mL MTT溶液, 避光培养4 h, 2 000 r/min
离心10 min后弃上清, 每孔加入100 μL二甲基亚砜, 
摇匀溶解后, 在490 nm测量各孔的吸光值(D), 并按

以下公式计算抑制率: 细胞增殖抑制率=[1–(处理组

D值–试剂对照D值)/(空白对照组D值–试剂对照D
值)]。
1.3   克隆形成实验检测LY294002对K562细胞克

隆形成能力的影响

收集对数生长期的K562细胞, 分别用不同浓度

的LY294002处理24 h, 经处理后的K562细胞按每孔

300个细胞加入含0.9%甲基纤维素的24孔培养板中培

养, 每组设3个平行孔, 培养10 d后计数克隆数, 以50个
细胞以上计为1个集落, 比较各组克隆形成数的差异。

1.4   RT-PCR检测β-catenin、c-myc、cyclinD1基
因表达

收集对数生长期的K562细胞, 分别用不同浓度

的LY294002处理24 h后, 常规提取总RNA、逆转录

成cDNA, 以其为模板进行PCR扩增。引物序列见表

1, 反应条件为: 94 °C 5 min; 94 °C 30 s, 52 °C 30 s, 
72 °C 30 s, 共30个循环; 72 °C再延伸5 min。PCR产
物经琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成像仪成像分析。

表1　扩增基因引物序列

Table 1　The sequence of PCR primers for each gene
基因           PCR产物长度(bp)                上游引物(5′-3′)                                                下游引物(5′-3′)                      
Genes         Amplified fragments (bp)      Forward primers (5′-3′)                                    Reverse primers (5′-3′)                                                

β-catenin   141 bp                                  GTG TGG CGA CAT ATG CAG CT                 CAA GAT CAG CAG TCT CAT TC                
c-myc         164 bp                                  CAC ATC AGC ACA ACT ACG                        TTC GCC TCT TGA CAT TCT                    
cyclinD1    107 bp                                  CTC GGT GTC CTA CTT CA                           TCC TCG CAC TTC TGT TC                     
β-actin        225 bp                                 TGA AGT ACC CCA TCG AGC ACG GCA     GAT AGC ACA GCC TGG ATA GCA ACG           
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图1  MTT检测不同浓度的LY294002处理K562细胞

12, 24, 36 h后细胞的生长情况

Fig.1  K562 cells growth was determined by MTT assay after 
treated with diferent concentrations of LY294002 for 12, 24, 36 h 
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A: 经LY294002处理的K562细胞培养10 d后, 显微镜下克隆形态; B: 克隆形成数统计图, *P<0.05, 与对照组比较。

A: K562 cells were treated with LY294002 and cultured for 10 days, the image of colony forming was shown in inverted microscope; B: histogram and 
statistics showed the number of colonies per 300 plated cells, *P<0.05 vs control group.

图2  LY294002对K562细胞克隆形成能力的影响

Fig.2  The effect of LY294002 on the colony forming ability of K562 cells

1.5   Western blot检测蛋白水平的表达

LY294002处理细胞后, 提取细胞总蛋白测定

其浓度, 经8% SDS-PAGE胶电泳分离、转膜, 分别

孵一抗和IgG-HRP二抗, 采用ECL化学发光法检测

目的蛋白表达情况。Western blot条带通过Quantity 
One软件进行分析。

1.6   统计分析

采用SPSS 17.0统计软件进行统计学分析, 组
间比较采用单因素方差分析(one-way ANOVA), 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   LY294002对K562细胞增殖能力的影响

MTT检测结果显示, 10, 20, 40 μmol/L LY294002

对K562细胞均有生长抑制作用, 处理12 h后出现明

显的抑制作用, 24 h抑制效率最强, 36 h抑制率反而

下降, 说明PI3K抑制剂处理K562细胞24 h时抑制作

用最佳, 并且呈浓度依赖性(图1)。 
2.2   LY294002对K562细胞克隆形成能力的影响

克隆形成实验的结果显示, 10, 20, 40 μmol/L的
LY294002处理K562细胞后, 处理组的克隆数明显减

少。K562空白对照组的克隆数为196±13, 各处理组

克隆数分别为: 165±10、65±12、46±12, 与对照组相

比, 差异均具有统计学意义(P<0.05)(图2)。         
2.3   LY294002对PI3K-AKT信号通路的抑制作用

Western blot结果显示, 用10, 20, 40 μmol/L的
LY294002处理K562细胞24 h后, PI3K-AKT信号通

路被抑制, pAKT(Thr308)的蛋白表达水平明显减少, 
呈浓度依赖性(图3)。
2.4   LY294002对β-catenin mRNA和蛋白表达的

影响

RT-PCR和Western blot实验结果显示, 用10, 20, 
40 μmol/L的LY294002处理K562细胞24 h后, β-catenin
的mRNA水平并没有明显的变化(图4A), 而β-catenin
的蛋白表达水平明显降低(图4B), 处理组与对照组

之间的差异有统计学意义(P<0.05)。 
2.5   LY294002减少β-catenin下游靶基因c-myc和
cyclinD1的mRNA和蛋白表达

K562细胞经10, 20, 40 μmol/L的LY294002处
理24 h后, c-myc和cyclinD1的mRNA和蛋白表达

明显下降(图5)。通过灰度值比较可见, 随着药物

浓度增加, c-myc和cyclinD1的蛋白表达逐渐减少

(P<0.05)。
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A: Western blot检测pAKT(Thr308)的蛋白表达情况; B: pAKT(Thr308)
的相对表达; β-actin为内参, *P<0.05, 与对照组比较。

A: the expression of pAKT (Thr308) protein was detected by Western 
blot; B: the relative expression of pAKT (Thr308) to β-actin. *P<0.05 
vs control group.
图3   LY294002作用K562细胞后pAKT(Thr308)和总AKT的

蛋白表达变化

Fig.3   The protein levels of pAKT (Thr308) and total AKT 
in LY294002 treated K562 cells

A: RT-PCR检测LY294002处理K562细胞24 h后β-catenin的mRNA表

达变化, M: DNA marker DL2000; B: Western blot检测β-catenin的蛋

白表达情况; β-actin为内参, *P<0.05, 与对照组比较。

A: the expression of β-catenin mRNA was detected by RT-PCR; M: DNA 
marker DL2000; B: the expression of β-catenin protein was detected by 
Western blot. β-actin served as the loading control. *P<0.05 vs control group.                                                          
图4  LY294002处理对K562细胞中β-catenin基因和蛋白表达的影响

Fig.4  Influence of LY294002 on the mRNA and protein 
expressions of β-catenin in K562 cells
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图5  LY294002作用K562细胞24 h后c-myc和cyclinD1基因和蛋白表达变化

Fig.5  The mRNA and protein levels of c-myc and cyclinD1 in K562 cells after pre-treated with LY294002 for 24 h
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3   讨论
Wnt/β-catenin通路是一条在生物进化中极为保

守的信号通路, 在决定细胞的黏附、增殖、凋亡、分

化和自我更新等功能中发挥着重要作用[6]。其中

β-catenin为最重要的效应分子, 它在蛋白水平上受Wnt
通路的调控。通常情况下, 它的合成增加以及降解减

少都可以使胞浆中的β-catenin大量积累从而转位入

核, 与转录因子LEF/TCF-4结合, 激活c-myc、cyclinD1
等下游效应分子的转录, 使细胞恶性转化[7-8]。既

往对β-catenin的研究主要集中于BCR/ABL本身与

β-catenin的直接或者间接作用, 并未从信号转导的

角度深入到BCR/ABL下游信号通路对β-catenin的
作用研究。鉴于BCR/ABL在CML发生发展中的作

用, 探明BCR/ABL下游信号通路中的关键分子对

β-catenin的调节作用, 对于理解CML急变的具体分

子机制至关重要。

PI3K-AKT信号通路是BCR/ABL下游最重要

的信号通路之一, 它的异常激活与CML急变密切

相关。该通路的重要成分AKT的激活可以使GSK-
3β失活, 而GSK-3β的失活在慢粒急变期中已被证

明可以促进β-catenin的激活[9]。此外, Brian等[10]发

现, 在前列腺癌细胞中Osteopontin通过激活AKT
上调了β-catenin的表达, 使前列腺癌细胞凋亡受

阻。Andrew等[11]也报道, HCV病毒的NS5A蛋白通

过激活PI3K-AKT通路而致GSK-3β失活, 从而激活

β-catenin导致肝癌的发生。因此, 我们推测, 在CML
中PI3K-AKT信号通路可能通过Wnt/β-catenin通路

影响细胞的增殖与存活。

本研究采用PI3K-AKT信号通路的特异性抑制

剂LY294002作用于慢粒急变期细胞株K562细胞, 通
过抑制BCR/ABL下游的关键信号通路之一, 从而

探讨其对慢粒细胞生长增殖以及克隆形成能力的

影响, 同时检测其对β-catenin及其下游靶基因表达

量的影响。结果发现, LY294002以浓度依赖性方式

抑制K562细胞的增殖以及克隆形成, 其原因与显著

降低β-catenin的蛋白表达相关, 然而对β-catenin的
mRNA水平并没有明显影响, 说明PI3K-AKT通路

抑制剂可能从翻译水平而非转录水平影响β-catenin
的生物学活性。此外, 随着LY294002浓度的增加, 

Wnt/β-catenin通路的下游靶分子c-myc和cyclinD1
的mRNA和蛋白表达量也依次减少, 进一步说明了

PI3K-AKT信号通路对Wnt/β-catenin通路的抑制作

用。

综上所述, 本研究从信号转导通路角度首次在

慢粒急变期细胞中证明, PI3K-AKT信号通路的特异

性抑制剂LY294002能够通过抑制Wnt/β-catenin信号

通路的活性, 从而抑制细胞的增殖和克隆形成, 实验

结果为进一步研究CML急变的具体分子机制提供

了新思路。
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