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吉马酮通过HBXIP调控PRAS40/p-PRAS4影响胃癌细胞增殖
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摘 要：目的  研究吉马酮通过HBXIP调控PRAS40/p-PRAS4影响胃癌细胞增殖的机制。方法  收集 20例行胃癌切除术患者

的胃癌组织及配对的癌旁组织，通过免疫组化实验及Western blotting实验检测乙型肝炎X相互作用蛋白（HBXIP）、相对分

子质量为 4×104的富含脯氨酸蛋白激酶B底物蛋白（PRAS40）、磷酸化 PRAS40（p-PRAS40）的表达量；以 20例癌组织中

HBXIP、PRAS40、p-PRAS40蛋白表达的免疫组织化学染色评分为数据，通过Correlation matrix分析 PRAS40、p-PRAS40

的表达与HBXIP表达的相关性；在胃癌MGC803、SGC7901细胞中通过转染质粒过表达或沉默HBXIP后（NC组转染空白

质粒），MTT 实验检测细胞增殖能力的变化，通过流式细胞术及 Hoechst 33285 染色检测细胞凋亡情况，并通过 Western 

blotting实验检测HBXIP、PRAS40、p-PRAS40的蛋白表达量；以 0（溶剂对照组）、50、100、150、200、250 μmol·L−1吉马

酮处理胃癌MGC803、SGC7901细胞 48 h，MTT 实验检测细胞增殖能力的变化、流式细胞术检测凋亡水平的变化；

以 150 μmol·L−1吉马酮处理胃癌MGC803、SGC7901细胞 48 h，通过Western blotting实验检测HBXIP、PRAS40、p-PRAS40

的蛋白表达变化。结果  HBXIP、PRAS40 及 p-PRAS40 在胃癌组织中的表达显著高于癌旁（P＜0.05）并且 PRAS40 及 p-

PRAS40的表达与HBXIP的表达量成正相关。在胃癌MGC803、SGC7901细胞中沉默HBXIP后，与NC组比较，细胞增殖

能力显著降低（P＜0.05），细胞凋亡显著增多（P＜0.05），PRAS40、p-PRAS40蛋白表达明显降低；而过表达HBXIP后，细

胞增殖能力显著增强（P＜0.05），PRAS40、p-PRAS40蛋白表达明显升高。与溶剂对照组比较，吉马酮可以剂量相关性地抑

制胃癌细胞增殖并促进凋亡（P＜0.05），并抑制HBXIP、PRAS40及 p-PRAS40的表达。结论  吉马酮通过下调HBXIP促进胃

癌细胞增殖，其机制可能与HBXIP下调的PRAS40及其磷酸化蛋白水平有关。
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Abstract: Objective To study the mechanism of the regulation of gastric cancer cell proliferation by germacrone through HBXIP.

Methods Gastric cancer tissues and paired paracancer tissues were collected from 20 patients undergoing gastrectomy. The 

expression of HBXIP, prolin-rich protein kinase B substrate protein (PRAS40) with relative molecular weight of 4×104 and 

p-PRAS40 were detected by immunohistochemical and Western blotting. The correlation between PRAS40 and p-PRAS40 
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expression and HBXIP expression in 20 cancer tissues was analyzed by correlation Analyze. After overexpressing or knocking down 

HBXIP in MGC803 and SGC7901, the change of cell proliferation was detected by MTT. After HBXIP was overexpressed or 

knocked-down in MGC803 and SGC7901, the apoptosis was detected by flow cytometry and Hoechst 33285, and the expression of 

HBXIP, PRAS40 and p-PRAS40 were detected by Western blotting. MGC803 and SGC7901 were treated with 0, 50, 100, 150, 200, 

250 μmol·L−1 germacrone for 48 h. The proliferation ability of the cells was detected by MTT and the apoptosis level was detected 

by flow cytometry. The expression of HBXIP, PRAS40 and p-PRAS40 in MGC803 and SGC7901 were treated with 150 μmol·L−1 

germacrone for 48 h were detected by Western blotting. Results The expression of HBXIP, PRAS40 and p-PRAS40 in gastric cancer 

tissues was significantly higher than that in adjacent gastric cancer tissues (P < 0.05), and the expression of PRAS40 and p-PRAS40 

was positively correlated with the expression level of HBXIP. After knocking down HBXIP in MGC803 and SGC7901, compared to 

the NC group, cell proliferation was decreased and cell apoptosis was increased (P < 0.05). The expression of PRAS40 and p-

PRAS40 was also significantly decreased or increased after HBXIP was knocked down or overexpressed in MGC803 and SGC7901. 

Germacrone inhibited the proliferation and induced apoptosis in a dose-dependent manner (P < 0.05). Germacrone inhibited the 

expression of HBXIP, PRAS40 and p-PRAS40. Conclusion Germacrone can promote the proliferation of gastric cancer cells by 

down-regulating HBXIP, and the mechanism may be related to PRAS40 and p-PRAS40 down-regulated by HBXIP.

Key words: germacrone; HBXIP; PRAS40; gastric cancer; cell proliferation

胃癌作为常见的感染相关癌症，已经成为全球

第 3大癌症死亡病因［1］。全球每年胃癌的新发病例

超100万，2020年的死亡病例约80万［2］。在我国，癌

症的新发病例约占世界的23%，死亡病例约占30%，

并且全球约 50%的新发胃癌病例在我国［3］。早期诊

断及筛查是降低胃癌死亡率的有效方法，常见的胃

癌治疗方法主要包括手术治疗、化疗、放疗等［4］。寻

找治疗胃癌有效的作用靶点及活性成分对胃癌的

靶向治疗至关重要。

吉马酮是一种单环倍半萜类化合物，主要存在

于莪术的挥发油中。近年的研究表明吉马酮具有

多种肿瘤抑制作用，本课题组前期在针对吉马酮的

研究中发现，乙型肝炎X相互作用蛋白（HBXIP）是

吉马酮调控胃癌增殖的主要靶蛋白［5］，但是其进一

步的研究机制尚不明确。较多的研究表明，HBXIP

在肿瘤中发挥重要作用，可能具有潜在的在致癌功

能，如其在癌细胞存活与代谢活动中发挥关键作

用，具有作为预后生物标志物和治疗靶点的潜在价

值［6-7］。在针对 HBXIP 做生物信息学分析时发现，

HBXIP 可能与相对分子质量为 4×104的富含脯氨

酸蛋白激酶 B 底物蛋白（PRAS40）存在相互作用。

本实验旨在通过研究 HBXIP 蛋白对 PRAS40 蛋白

的调控作用，探讨吉马酮调控胃癌增殖的机制。

1　材料

1.1　细胞

人胃癌 MGC803、SGC7901 细胞，购自中国科

学院上海细胞库。

1.2　药物与主要试剂

吉马酮购自成都瑞芬斯生物科技有限公司，货

号 J-025-1g，质量分数≥98%；DMEM 培养基，赛默

飞世尔科技（中国）有限公司，货号 11965092；胎牛

血清，浙江天杭生物科技股份有限公司，货号 11011-

8611；3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴

盐（MTT）、货号 ST316，二甲基亚砜（DMSO）、货号

ST038，均购自上海碧云天生物技术有限公司；细胞

凋亡检测试剂盒，贝博生物BestBio，货号BB-4101；

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）、货号 10494-1-AP，

HBXIP、货号 14492-1-AP，均购自武汉三鹰生物技

术有限公司 ；PRAS40 抗体 ，Abcam 公司 ，货号

ab151719；p-PRAS40 抗 体 ，Affinity 公 司 ，货 号

AF2387；小干扰核糖核酸（siRNA）-HBXIP（序列

CGGAAGCGCAGUGAUGUUUdTdT）、过 表 达

HBXIP质粒（oe-HBXIP）、空白质粒（NC）（正义链：

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT， 反 义 链 ：

ACGUGACACGUUCGGAGAATT）均由汉恒生物

构建。

1.3　实验仪器

酶标仪、二氧化碳培养箱，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；培养瓶/板，无锡耐思生命科技股份有

限公司。

2　方法

2.1　HBXIP、PRAS40、、p-PRAS40在胃癌及癌旁组

织中的表达

2.1.1　样本来源 选取 2015年 1月至 2017年 12月

在安徽医科大学第一附属医院就诊的行胃癌切除

术的患者配对的癌组织及癌旁组织样本 20对。纳

入标准：首次行胃癌切除术的患者；术前未接受放

疗、化疗等疗法；患者的临床资料及治疗信息等较
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为完整。排除标准：早期胃癌患者（TNM 分期为 0

期或Ⅰ期），合并其他肿瘤等的患者。患者均签署知

情同意书，研究经安徽医科大学第一附属医院临床

医学研究伦理委员会批准（编号 Quick-PJ 2017-

09-04）。

2.1.2　免疫组化 将组织样本置于 10% 甲醛水中

固定 48 h以上，逐步放入 50%乙醇、75%乙醇、80%

乙醇、90%乙醇、95%乙醇、100%乙醇中完全脱水，

再放入二甲苯中透明后浸蜡后进行包埋并切片。

石蜡切片在烤片机中 95 ℃烤片 2 min后，分别在二

甲苯、无水乙醇、95%乙醇、75%乙醇溶液中脱蜡至

水。在 pH 7.0 的柠檬酸盐缓冲液中进行抗原修复

后室温晾凉。PBS洗 3遍后加入过氧化氢酶室温孵

育 10 min，滴加适宜浓度的一抗溶液在 4 ℃中孵育

过夜。第 2天取出切片放入 37 ℃中复温 30 min后

滴加通用二抗，在 37 ℃中孵育 30 min。PBS洗净后

避光进行 DAB 显色，DAB 溶液现配现用（50 μL 浓

缩液加入 1 mL稀释液）。水中终止染色后加入苏木

素染色液进行染核后，37 ℃温水中反蓝。染色完成

后烘干切片并滴加中性树脂进行封片。在显微镜

下观察并对蛋白的表达量进行评分。观察蛋白阳

性表达的细胞数占总细胞数的百分比，0分：＜5%，1分：

5%～＜25%；2分：25%～＜50%；3分：50%～＜75%；4

分：＞75%；染色强度评分标准如下：0 分代表无染

色；1分代表极弱染色（浅黄色）；2分代表弱染色（黄

色）；3 分代表中度染色（黄棕色）；4 分代表强染

色（棕色），将2种分值相乘即得总分值。

2.1.3　Western blotting实验 提取各组细胞内的总

蛋白，加入蛋白上样缓冲液在沸水中变性 10 min。

将制好的蛋白样品上入十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺（SDS-PAGE）凝胶中进行电泳。完成后，通过湿

转的方式将凝胶中的蛋白转印至聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜上。在对应的抗体中 4 ℃孵育过夜，

而后室温孵育二抗 1.0～1.5 h。完成后在显影仪上

显影。

2.1.4　相关性分析 以 20 例癌组织中 HBXIP、

PRAS40、p-PRAS40蛋白表达的免疫组织化学染色

评分为数据，在GraphPad Prism中采用相关分析，在

Analyze中选择Multiple variable analyses选项，选择

Correlation matrix 分析，分析 HBXIP 与 PRAS40、

HBXIP与p-PRAS40表达量的相关性。

2.2　HBXIP 调控胃癌细胞增殖、凋亡、PRAS40

表达

2.2.1　细胞培养与传代 将 MGC803、SGC7901细

胞培养于含有10%胎牛血清的DMEM培养基中，放

置于 5%二氧化碳的 37 ℃培养箱中，待细胞长满时

进行传代与铺板。

2.2.2　细胞转染 应用 si-HBXIP敲低HBXIP、应用

oe-HBXIP 过表达 HBXIP。将 MGC803、SGC7901

细胞接种于 6孔板（每孔 9 000个）、培养 12 h后进行

转染。弃去细胞培养基后用 Opti-最低必需培养

基（Opti-MEM）清洗细胞 3 遍后，每孔加入 Opti-

MEM 培养基 2 mL。将 Lip-2 000 与 si-HBXIP/si-

NC 以 1∶1的比例（oe-HBXIP/oe-NC质粒以 1∶1.5的

比例）混合后加入 6 孔板中。将 6 孔板放入 37 ℃

培养箱中培养 6 h后，弃去转染试剂，加入含有 10%

胎牛血清的完全培养基继续培养48～72 h。

2.2.3　MTT实验 将MGC803、SGC7901细胞接种

于 96 孔板中，每孔接种细胞约 1 500 个，分为对照

组、NC（转染空白质粒）组、si-HBXIP 组、oe-HBXIP

组，按照“2.2.2”项方法进行转染。培养结束后，每

孔加入 5 mg·mL−1的MTT溶液20 μL，继续放入37 ℃培

养箱中培养4 h。避光小心弃去每孔中的上清液，将

形成的紫色甲臜晶体溶解在每孔 150 μL的 DMSO

中，避光溶解 10 min后，用酶标仪在 490 nm的波长

下检测吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝A 实验/A 对照

2.2.4　细胞凋亡检测 细胞分组及转染操作

同“2.2.3”项 ，培养结束后 ，避光加入 5 μL 的

AnnexinV-FITC 染色液，15 min后再加入 10 μL 的

碘化丙啶（PI）染色液，5 min后在流式仪中检测细

胞凋亡。

2.2.5　Western blotting实验 细胞分组及转染操作

同“2.2.3”项，培养结束后，提取各组细胞内的总蛋

白，加入蛋白上样缓冲液在沸水中变性 10 min。将

制好的蛋白样品进行 Western blotting 实验，方法

同“2.1.3”项。

2.2.6　Hoechst 33258 染色 将细胞接种于载玻片

上后，细胞分组及转染操作同“2.2.3”项，培养结束

后，弃去培养基，PBS洗净后加入 4%的多聚甲醛固

定 10 min 后，避光加入配置好的 Hoechst 33258 染

液，覆盖完全载玻片，孵育 5 min后继续用PBS溶液

洗净。避光在荧光显微镜中拍照。

2.3　吉马酮通过下调HBXIP、PRAS40及p-PRAS40

表达进而调控胃癌细胞生长

2.3.1　MTT实验 分别将MGC803、SGC7901细胞

接种于 96孔板中，每孔接种约 1 500个，分别用 50、

100、150、200、250 μmol·L−1吉马酮处理 48 h，另设置
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对照组（不加药）、溶剂对照（加入等体积的DMSO）

组 。 处 理 完 成 后 进 行 MTT 实 验 ，方 法

同“2.2.3”项。

2.3.2　细胞凋亡检测 将 MGC803、SGC7901细胞

接种于 6孔板后，以 150 μmol·L−1吉马酮处理 48 h，

同时设置对照组与溶剂对照组。处理完成后进行

凋亡检测，方法同“2.2.4”项。

2.3.3　Western blotting实验 细胞接种及给药方式

同“2.3.2”项，提取各组细胞内的总蛋白，进行

Western blotting实验，方法同“2.2.5”项。

2.3.4　Hoechst 33258 染色 细胞接种及给药方式

同“2.3.2”项，完成后弃去培养基，进行 Hoechst 

33258染色，方法同“2.2.6”项。

2.4　统计学分析

使用 SPSS 20.0 及 GraphPad Prism 进行统计分

析及图表的绘制，计量数据以 x
—
±s显示。符合正态

分布的两组数据之间比较用两独立样本 t检验；不

符合正态分布的两组数据之间比较采用非参数

检验。

3　结果

3.1　HBXIP、PRAS40、p-PRAS40在胃癌组织中高

表达

针对 20例胃癌及配对的癌旁样本进行免疫组

化实验。如图 1所示，HBXIP在胃癌组织及癌旁组

织中均有表达，但在癌组织表达较癌旁组织中显著

升高（P＜0.05）。 PRAS40 在胃癌组织及癌旁组

织中均有表达并且在癌组织中表达显著高于癌

旁组织（P＜0.05）。 p-PRAS40 在癌旁组织中表

达 较 弱 ，在 胃 癌 组 织 中 表 达 相 对 较 高（P＜

0.05）。随机选取 3 例胃癌组织及配对的癌旁组

织 样 本 ，Western blotting 实 验 检 测 HBXIP、

PRAS40 及 p-PRAS40 的表达情况，胃癌组织中

HBXIP、PRAS40 及 p-PRAS40 表达均较配对的癌

旁组织高。

3.2　PRAS40、p-PRAS40 在胃癌组织中的表达与

HBXIP相关

图 2 结果显示，PRAS40 的表达与 HBXIP 的表

达存在正相关关系，r＝0.794 2，P＜0.05；p-PRAS40

的表达与HBXIP的表达存在正相关关系，r＝0.729 1，

P＜0.05。

3.3　HBXIP对胃癌细胞增殖的影响

MTT 实 验 结 果 显 示 ，在 胃 癌 MGC803、

SGC7901中，与NC组相比，敲低HBXIP后，细胞活

力显著下降（P＜0.05）；与 NC 组相比 ，过表达

HBXIP 后，细胞活力显著上升（P＜0.05）。结果

见图3。

3.4　HBXIP对胃癌细胞凋亡的影响

图 4结果显示，在MGC803、SGC7901细胞中敲

低 HBXIP 后，与 NC 组比较，细胞凋亡率显著上

升（P＜0.05）；而过表达HBXIP后，与NC组相比，凋

亡率无明显变化。Hoechst 33258 染色显示，与 NC

组比较，敲低HBXIP后凋亡细胞明显增多。

3.5　 HBXIP 对 PRAS40、p-PRAS40 蛋白表达的

影响

图 5结果显示，在MGC803及 SGC7901细胞中

敲低 HBXIP 后，与 NC 组比较，HBXIP 蛋白表达明

显降低，并且 PRAS40、p-PRAS40 蛋白表达量也明

显降低 ；在 MGC803 及 SGC7901 细胞中过表达

HBXIP 后，与 NC 组比较，HBXIP 的表达增高并且

PRAS40、p-PRAS40表达量也明显增高。

3.6　吉马酮通过下调HBXIP、PRAS40、p-PRAS40

进而调控胃癌细胞生长

如图 6所示，与溶剂对照组比较，以不同浓度的

吉马酮 150、200、250 μmol·L−1 组处理 MGC803、

SGC7901细胞存活率显著下降（P＜0.05）；与溶剂对

照组相比，150 μmol·L−1 的吉马酮可以显著诱导

MGC803、SGC7901细胞凋亡（P＜0.05）。与溶剂对

照组相比，150 μmol·L−1 的吉马酮可以明显抑制

HBXIP、PRAS40、p-PRAS40的蛋白表达。

4　讨论

胃癌作为全球性的多因素疾病，多种因素可增

加其发生发展的风险，包括家族史、饮食、饮酒、吸

烟、幽门螺杆菌感染等［8］。尽管家族史是罹患胃癌

风险较高的因素之一，但大多数胃癌病例为散发

性，仅有 10% 左右表现为家庭聚集性，具有孟德尔

遗传模式的遗传性胃癌仅占 3%［9］。作为一种高度

侵袭性和异质性的癌症，胃癌的晚期中位生存时间

低于 12个月［10］。胃癌的 5年生存率逐渐提高，但其

可能是由于使用内窥镜检查方法进行早期诊断，从

而可以早期发现和切除癌症组织［11］。早期筛查是

降低胃癌发病率的有效办法，但在目前的卫生条件

基础上还需要财政和人力的支持。因此，寻找胃癌

有效的标志物及治疗药物是针对胃癌诊断及治疗

的关键方向。

课题组前期在针对胃癌的研究中发现，吉马酮

可以抑制胃癌细胞增殖，而HBXIP是吉马酮调控胃

癌增殖、凋亡及周期的关键蛋白［5］。HBXIP是一种

相对分子质量为 1.9×104的保守蛋白，最初被鉴定
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*P＜0.05。

图1　HBXIP、、PRAS40、p-PRAS40在胃癌组织中高表达

Fig. 1　HBXIP， PRAS40 and p-PRAS40 were highly expressed in gastric cancer tissues

与NC组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs NC group.

图3　HBXIP对胃癌细胞增殖的影响（x
—

±s，n=6）
Fig. 3　Effect of HBXIP on proliferation of gastric cancer 

cells (x
—

±s, n=6)

图2　PRAS40、、p-PRAS40在胃癌组织中的表达与HBXIP

相关

Fig. 2　Expression of PRAS40 and p-PRAS40 in gastric 

cancer tissues is correlated with HBXIP
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为乙型肝炎病毒 X 蛋白的结合蛋白［12］。近年的研

究表明，HBXIP 与肿瘤患者的不良预后有关［13-15］。

利用癌症基因组图谱对HBXIP进行分析时，与正常

组织相比，肝癌组织中HBXIP的转录水平和蛋白水

平显著上调，并且HBXIP的表达水平与肝癌的进展

相关［16］。在一项针对 186例结肠癌患者的研究中，

发现HBXIP在结直肠癌组织中过表达，HBXIP的高

表达与结肠癌患者转移和生存期缩短相关，是结肠

癌不良预后的独立影响因素［17］。尽管目前已经有

部分针对HBXIP参与调控癌症发生发展的机制的

研究，如参与调控激活转录因子、修饰DNA甲基化、

参与调控MAPK等信号通路，但尚未形成较为系统

的 研 究［18-20］。 本 研 究 发 现 在 胃 癌 MGC803、

SGC7901 细胞中沉默 HBXIP 后，细胞增殖能力降

与NC组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs NC group.

图4　HBXIP对胃癌细胞凋亡的影响 （x
—

±s，n=3）

Fig. 4　Effect of HBXIP on apoptosis of gastric cancer cells (x
—

±s, n=3)
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与溶剂对照组比较：*P＜0.05。
*P < 0.05 vs solvent control group.

图6　吉马酮下调HBXIP、、PRAS40、p-PRAS40调控胃癌细胞生长（x
—

±s，n=3）

Fig. 6　Germacrone regulated growth of gastric cancer cells by down-regulating HBXIP， PRAS40 and p-PRAS40 (x
—

±s, n=3)

图5　HBXIP对PRAS40及p-PRAS40表达的影响

Fig. 5　Effect of HBXIP on PRAS40 and p-PRAS40 expression
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低，细胞凋亡增多；而过表达HBXIP后，细胞增殖能

力增强，并且HBXIP在胃癌组织中的表达显著高于

癌旁。

在针对 HBXIP做生物信息学分析时发现其可

能 与 PRAS40 有 关 。 PRAS40 由 位 于 染 色 体

19q13.33 上的 AKT1S1 基因编码，在不同物种的多

个组织中均有表达。位于细胞核内的的PRAS40主

要通过 FOXO3/14-3-3等通路来发挥抗衰老或抗辐

射的作用，而位于细胞质中的 PRAS40 主要参与

PI3K/Akt和 mTOR 等通路的调控［21-22］。在 PRAS40

的 c末端区域有多个磷酸化位点，主要包括Ser183、

Ser184、Ser203、Thr246、Thr247，PRAS40 及其磷酸

化水平不仅与癌症的不良预后有关，还参与了多个

生物学调控过程。PRAS40及其磷酸化水平在肝癌

样本中显著升高，而 PRAS40的缺失可抑制HCC细

胞增殖［23］。更深入的研究表明，PGK1蛋白可以通

过磷酸化 PRAS40抑制自噬介导的细胞死亡，进而

促进肝癌细胞增殖［24］。

本研究在胃癌组织中发现PRAS40及其磷酸化

蛋白表达显著高于癌旁组织，同时推测HBXIP参与

调控的胃癌细胞增殖与PRAS40及其磷酸化水平有

关。在进一步的研究中发现，敲低 HBXIP 后，

PRAS40 及 p-PRAS40 表达均显著降低。HBXIP 可

以通过调控PRAS40及其磷酸化蛋白的表达进而影

响胃癌细胞增殖与凋亡。基于以上研究，用吉马酮

处理胃癌细胞后，发现吉马酮可以抑制胃癌细胞增

殖并诱导胃癌细胞凋亡。进一步研究发现吉马酮

可以抑制HBXIP、PRAS40及 p-PRAS40的表达。因

此 ，吉马酮可以通过调控 HBXIP 的表达影响

PRAS40、p-PRAS40，进而调控胃癌细胞增殖与凋

亡。本研究主要发现了吉马酮通过HBXIP参与调

控胃癌细胞增殖的机制，为深入研究胃癌的发生发

展提供参考与依据。
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