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葫芦素 B 调控糖酵解抑制 HuCCT1 细胞增殖的作用机制
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［摘要］ 目的：探究葫芦素 B（CuB）抑制细胞增殖和糖酵解的作用机制。方法：采用细胞增殖与活性检测-8（CCK-8）法检

测 CuB（0、40、80、120、160、200、400、800 nmol·L-1）对 HuCCT1 细胞增殖的影响；采用平板克隆实验检测 CuB（50、100、

200 nmol·L-1）对 HuCCT1 细胞集落形成能力的影响；采用流式细胞术检测 CuB（50、100、200 nmol·L-1）对 HuCCT1 细胞周期的

影响；采用可见分光光度法检测 CuB（50、100、200 nmol·L-1）给药后 HuCCT1 细胞中糖酵解关键酶己糖激酶（HK）、丙酮酸激酶

（PK）活性，及葡萄糖消耗量、乳酸生成量和三磷酸腺苷（ATP）生成量的变化；采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 CuB 对

细胞周期相关蛋白、增殖相关蛋白、糖酵解关键蛋白及蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（Akt/mTOR）通路相关蛋白表达情

况的影响。结果：与空白组比较，给药 24 h，160~800 nmol·L-1CuB，给药 48 h 后 80~800 nmol·L-1可以抑制 HuCCT1 细胞增殖（P<

0.05，P<0.01），并呈时间和浓度依赖性，给药 48 h 半数抑制浓度为 200 nmol·L-1；CuB 可以呈浓度依赖性的抑制 HuCCT1 细胞集

落形成能力（P<0.01）；CuB 能够将 HuCCT1 细胞周期阻滞在 G2期（P<0.05，P<0.01）；CuB（100、200 nmol·L-1）可以抑制糖酵解关

键酶 HK、PK 的活性，并降低细胞葡萄糖消耗量及乳酸和 ATP 的生成量（P<0.05，P<0.01）。Western blot 结果显示，CuB（100、

200 nmol·L-1）可以抑制周期相关蛋白 Cyclin B1、增殖细胞核抗原（PCNA）、己糖激酶 1（HK1）、己糖激酶 2（HK2）、丙酮酸激酶 1

（PKM1）、丙酮酸激酶 2（PKM2）、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）、磷酸化 mTOR（p-mTOR）及磷酸化核糖体蛋白（p-RPS6）的蛋白表

达水平（P<0.05，P<0.01）。结论：CuB 可能通过调控 Akt/mTOR 通路抑制 HuCCT1 细胞糖酵解进而影响细胞增殖。
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［［Abstract］］ Objective：： To explore the mechanism of cucurbitacin B（CuB） in inhibiting cell

proliferation and glycolysis. Method：： Cell counting kit-8（CCK-8）was applied to investigate the effect of

different concentrations of CuB（0，40，80，120，160，200，400，and 800 nmol·L−1）on the proliferation of

HuCCT1 cells. The effect of different concentrations of CuB（50，100，and 200 nmol·L−1）on the colony
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formation ability of HuCCT1 cells was detected by plate cloning assay. The effect of different concentrations of

CuB（50， 100， 200 nmol·L−1） on the HuCCT1 cell cycle was analyzed by flow cytometry. Visible

spectrophotometry was employed to detect the activity of key glycolytic enzymes hexokinase（HK）and pyruvate

kinase（PK））and changes in glucose consumption，lactate production，and adenosine triphosphate（ATP）
production in HuCCT1 cells after administration of different concentrations of CuB（50，100，200 nmol·L−1）.

Western blotting was used to assay the effect of CuB on the expression of cell cycle-related proteins，

proliferation-related proteins， key glycolytic proteins， and Akt/mammalian target of rapamycin（mTOR）
pathway-related proteins. Result：：As compared with the blank group，CuB at dose of 160-800 nmol·L−1 after

24 h administration and CuB at dose of 80-800 nmol·L−1 after 48 h administration inhibited the proliferation of

HuCCT1 cells in a time- and dose-dependent manner（P<0.05， P<0.01）， and the median inhibitory

concentration was 200 nmol·L−1 48 h after administration. CuB can restrain the colony formation ability of

HuCCT1 cells in a dose-dependent manner（P<0.01），and block HuCCT1 cell cycle in G2 phase（P<0.05，P<

0.01）. CuB（100 and 200 nmol·L−1）can suppress the activities of HK and PK and reduce cell glucose

consumption and production of lactate and ATP（P<0.05，P<0.01）. Western blot results showed that CuB（100

and 200 nmol·L−1）can inhibit the protein levels of cycle-related protein Cyclin B1，proliferating cell nuclear

antigen（PCNA）， HK1， HK2， PKM1， PKM2， phosphorylated Akt（p-Akt）， phosphorylated mTOR

（p-mTOR），and phosphorylated ribosomal protein S6（p-RPS6）（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：： CuB can

inhibit aerobic glycolysis in HuCCT1 cells via the Akt/mTOR pathway，thereby affecting cell proliferation.

［［Keywords］］ cucurbitacin B； intrahepatic cholangiocarcinoma；Akt/mammalian target of rapamycin

（mTOR）pathway；glycolysis；HuCCT1 cell proliferation

肝内胆管癌（ICC）是一种起源于胆管但位于肝

内的特殊癌症［1］，其在原发性肝癌中的发病率仅次

于肝癌（HCC），是第二常见的肝脏肿瘤且在全世界

范围内呈上升趋势［2］。据近 30 年来的 ICC 发病率

的调查报告显示，全球 ICC 的发病率从 0.32/10 万上

升到 0.85/10 万，增加了 165%［3］。因此，寻找更加安

全有效的药物对临床上治疗 ICC 具有重要意义。研

究表明，异常的能量代谢是肿瘤的主要特征之一［4］。

其中，糖酵解是能量代谢的主要形式之一，可以为

肿瘤细胞的快速增殖提供能量和生物大分子原

料［5］。而且，糖酵解在 ICC 的发病机制及临床诊治

应用中起着重要作用［6］。蛋白激酶 B/哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（Akt/mTOR）信号通路是细胞进程中细

胞对环境信号反应的重要调控因子，能控制细胞的

糖酵解代谢［7］。同时研究表明，调控 Akt/mTOR 通

路可以抑制糖酵解途径中关键酶的表达水平，从而

减少肿瘤细胞能量供应，致使肿瘤细胞增殖受到抑

制甚至杀死肿瘤细胞［8-10］。因此，抑制 Akt/mTOR 信

号通路调控的糖酵解途径，降低肿瘤细胞的能量供

应可能成为治疗 ICC 的一种有效策略。

葫芦素 B（CuB）是一种天然四环三萜类化合

物，存在于葫芦科和十字花科等科植物中［11］。越来

越多的研究表明天然中药不良反应较小，在肿瘤治

疗方面的优势日益凸显。CuB 具有保护肝、消炎和

抗肿瘤等多种生物学活性，对多种癌症具有抑制作

用，包括乳腺癌［12］、肺癌［13］和肝癌［12］等。另外，研究

证实，CuB 可以抑制巨噬细胞中的糖酵解关键酶己

糖激酶 1（HK1）等的表达［14］。 ZHOU 等［15］研究发

现，CuB 可以通过调控 Akt/mTOR 通路抑制胰腺癌

细胞的增殖。然而，CuB 对肝内胆管癌的治疗作用

及机制尚无报道。本实验以 HuCCT1 细胞为研究对

象，探究 CuB 对 HuCCT1 细胞增殖及糖酵解水平的

影响及其潜在的分子机制，为 CuB 应用于临床肝内

胆管癌的治疗提供了理论依据。

1 材料

1.1 细胞 人 ICC 细胞 HuCCT1 购自上海信裕生

物科技有限公司。细胞编号为 20161209-06，传至

5~7 代。

1.2 试剂 葫芦素 B（纯度≥98%，成都普思生物科

技股份有限公司，批号 PS010049），RPMI 1640 培养

基、0.25% 胰蛋白酶、青-链霉素（美国 Hyclone 公司，

批号分别为 AG29546226、J200033、J120017），胎牛

血清（美国 Gibco 公司，批号 2059461RP），细胞增殖

与活性检测 -8（CCK-8）试剂盒（日本同仁化学研究

所，批号 KQ749），结晶紫（美国 Sigma 公司，批号

SLBP0250V），细胞周期试剂盒（广州捷倍斯生物科
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技有限公司，批号 EG20201109），组织细胞葡萄糖氧

化酶测定试剂盒（北京普利莱基因技术有限公司，

批号 E1011），乳酸、三磷酸腺苷（ATP）、己糖激酶

（HK）、丙酮酸激酶（PK）检测试剂盒（索莱宝生物科

技 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20200612、BC0305、

BC0745、20210610），M-PERTM 哺乳动物蛋白抽提

试剂、BCA 蛋白定量试剂盒、ECL 超敏化学发光液

（美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司 ，批 号 分 别 为

V1311347、SI251119、VF304274），兔源磷酸化哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白（p-mTOR）单克隆抗体、兔源

核糖体蛋白（RPS6）单克隆抗体（英国 Abcam 公司，

货号分别为 ab109268、ab225676），兔源蛋白激酶 B

（t-Akt）多克隆抗体、周期蛋白 B1（CyclinB1）单克隆

抗 体 、辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 鼠 源 β - 肌 动 蛋 白

（β-actin）单克隆抗体（中国 Proteintech 公司，货号分

别为 10176-2-AP、11554-1-AP、HRP-60008），兔源磷

酸化蛋白激酶 B（p-Akt）单克隆抗体、总 -Akt（t-Akt）
单克隆抗体兔源磷酸化核糖体蛋白（p-RPS6）单克

隆抗体、兔源己糖激酶 1（HK1）单克隆抗体、兔源己

糖激酶 2（HK2）单克隆抗体、兔源丙酮酸激酶 1

（PKM1）单克隆抗体、兔源丙酮酸激酶 2（PKM2）单
克隆抗体、兔源增殖细胞核抗原（PCNA）单克隆抗

体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白 G

（IgG）二抗、辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 IgG 二抗

（美国 Cell Signaling Technology 公司，货号分别为

13038、13037、4858、2024、2867、7067、4053、13110、

7074、7076），十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺（SDS-

PAGE）凝胶试剂盒（美国 EpiZyme Scientific 公司，

批号 18D250）。
1.3 仪器 MCO-15AC 型 CO2 细胞培养箱（日本

Sanyo 公司），VCX750 型超声波破碎仪（美国 Sonics

公司），CKX31 型倒置显微镜、TC20 型细胞计数器

（日本 Olympus 公司），Trans-Blot TurboTM 型全能型

蛋白转膜仪、Power Pac Basic 型电泳仪、xMark 型全

波长酶标仪（美国 Bio-Rad 公司），G-BOX 型成像分

析系统（英国 Syngene 公司），NovoCyte D2060R 型

流式细胞仪（艾森生物科技有限公司）。
2 方法

2.1 葫芦素 B 母液的配制 精密称取葫芦素 B 原

料药 13.97 mg 溶于 DMSO 5 mL 中，配成浓度为

5 mmol·L-1 的 CuB 母液，0.22 μm 微孔滤膜滤过，避

光保存于 4 ℃。使用时用培养基稀释。

2.2 CCK-8 法检测细胞增殖 取对数生长期人肝

内胆管癌细胞 HuCCT1，以细胞数 5 000 个/孔种植

于 96 孔板中。设置药物组、溶剂组（不含药物）和空

白组（只含空白培养基）。培养箱培养过夜后药物

组加入一系列浓度梯度的 CuB，溶剂组加入等体积

的培养基。每个剂量设 6 个复孔。分别培养 24、

48 h，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，继续培养 2 h，用

酶标仪在 450 nm 处测定吸光度 A，计算细胞存活

率。细胞存活率=（A 给药−A 空白）/（A 溶剂−A 空白）×100%，

并计算 CuB 给药 24、48 h 的半数抑制浓度（IC50）。
根据 IC50 设置后续实验的给药浓度，设置低、中、高

3 个浓度。

2.3 平板克隆实验检测细胞集落形成能力 取对

数生长期的肝内胆管癌细胞 HuCCT1，以细胞数

1 000 个/孔种植于 6 孔板中，使细胞单个均匀分布于

孔中。每 2 d 换液，设置 50、100、200 nmol·L-1 CuB

组和空白组。培养细胞直至肉眼能看到板底长出

的白色小点，在显微镜下看到细胞集落成团，且空

白组绝大部分细胞落中细胞数≥50 个时，即视为集

落形成。PBS 清洗 2 次，4% 多聚甲醛固定 15 min 后

加入结晶紫染液 1 mL 于每孔中染色 15 min，放入清

水中清洗干净残留在 6 孔板中的染液，沥干水分。

显微镜拍摄记录每孔集落的大致情况，显微镜下数

1 cm2 正方格内细胞集落数（黏连在一起的多个细

胞落算作多个，边角处数上不数下，数左不数右），
再乘以每个孔的面积即为总的细胞集落数。

2.4 流式细胞术检测细胞周期 取对数生长期的

肝内胆管癌细胞，接种于 5 cm 培养皿中，细胞分组

及给药同 2.3 项。收集细胞悬液，1 000 r·min-1 离心

5 min（离心半径 12 cm，下同），重悬细胞沉淀转移至

1.5 mL 离心管中。加入在 4 ℃预冷过的 70% 乙醇

1 mL 重 悬 细 胞 ，在 4 ℃ 条 件 下 固 定 细 胞 2 h。

1 000 r·min-1 离心 5 min，染色缓冲液 0.5 mL 重悬细

胞 ，加 入 碘 化 丙 啶 染 色 液 25 μL 和 RNase A 酶

10 μL，混匀。锡箔纸包裹离心管避光，于 37 ℃孵育

30 min 后上流式细胞仪检测。

2.5 可见分光光度法检测细胞葡萄糖消耗量及

ATP、乳酸生成量 取对数生长期的肝内胆管癌细

胞，种植于直径为 5 cm 的培养皿中，细胞分组及给

药同 2.3 项。收集培养基并离心后取上清液，按照

说明书处理后，使用酶标仪检测各孔 505 nm 波长的

葡萄糖和 550 nm 波长乳酸 A，根据说明书计算各组

细胞葡萄糖消耗量及乳酸生成量。收集细胞悬液

并计数，按照 ATP 检测试剂盒说明书进行操作，计

算各组细胞内 ATP 水平。

2.6 可见分光光度法检测细胞 HK、PK 活力 取对
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数生长期的肝内胆管癌细胞，种植于直径为 5 cm 的

培养皿中，细胞分组及给药同 2.3 项。收集细胞悬

液并计数，按照 HK、PK 检测试剂盒说明书进行操

作，计算各组细胞内 HK 和 PK 活力。

2.7 蛋 白 免 疫 印 迹 法（Western blot）检 测 Akt/

mTOR 及糖酵解相关蛋白的表达 用细胞裂解液充

分裂解细胞，提取总蛋白，在 SDS 聚丙烯酰胺凝胶

中电泳，PVDF 膜转膜，5% 的脱脂奶粉封闭非特异

性抗原后，加一抗（按 1∶1 000），4 ℃孵育 24 h，加入

相应二抗（1∶1 万），室温孵育 2 h，加入 A 发光液、

B 发光液各 200 μL 混匀后显影；扫描电泳条带，以

β-actin（1∶6 000）为内参，目的条带与内参条带比值

表示目的蛋白相对表达量。

2.8 统计学分析 使用 Graphpad Prism 7.0 软件作

图并统计分析，所有实验均重复 3 次。计量资料以

x̄ ± s表示，两组间均数采用 t检验比较，多组均数间

采用 One-way ANOVA 检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

3 结果

3.1 CuB 对 HuCCT1 细胞增殖的影响 CuB 给药

24 h、48 h 后对 HuCCT1 细胞的抑制率随着给药浓

度的上升而逐渐增加，且随着给药时间延长，对细

胞的抑制率增加。与空白组比较，给药 24 h，160~

800 nmol·L-1CuB 组 细 胞 生 长 活 力 明 显 抑 制（P<

0.05，P<0.01），给药 48 h，80~800 nmol·L-1CuB 细胞

生长活力明显抑制（P<0.05，P<0.01）。通过 Grapad

Prism7.0 软件计算得 HuCCT1 细胞 24、48 h 的 IC50

分别为 440、200 nmol·L-1。后续实验选用 50、100、

200 nmol·L-1 CuB 进行。见表 1。

3.2 CuB 对 HuCCT1 细 胞 集 落 形 成 能 力 的 影 响

随着给药浓度增加，HuCCT1 细胞集落形成数逐

渐降低。与空白组比较，50、100、200 nmol·L-1CuB

组的克隆形成率显著降低（P<0.01），表明 CuB 能够

抑制 HuCCT1 细胞集落形成能力及细胞的增殖。见

图 1、表 2。

3.3 CuB 对 HuCCT1 细胞周期于 G2 期的影响 与

空白组比较，CuB 给药后 HuCCT1 细胞 G2期细胞数

目明显增多，且随着给药浓度的增加 G2期细胞逐渐

增多（P<0.05，P<0.01），表明 CuB 将 HuCCT1 细胞

周期阻滞于 G2 期。并且 Western blot 结果显示，G2

期相关的特异性周期蛋白 Cyclin B1 和增殖蛋白

PCNA 的表达与流式细胞仪结果相符。与空白组比

较，CuB 给药显著降低了 G2期相关的特异性周期蛋

白 Cyclin B1和增殖蛋白 PCNA 的表达（P<0.01）。见

图 2、表 3、表 4。

3.4 CuB 抑制 HUCCT1 细胞的葡萄糖消耗量及

ATP 和乳酸的生成的影响 与空白组比较，CuB 给

药后，HuCCT1 细胞葡萄糖消耗量、ATP 和乳酸的生

成呈浓度依赖性下降（P<0.05，P<0.01）。见表 5。

3.5 CuB 对 HuCCT1 细胞中糖酵解相关酶的表达

和 活 性 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ，CuB 给 药 后

表 1 CuB对 HuCCT1细胞生长的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of CuB on HuCCT1 cell（x̄± s，n=3） %

组别

空白组

CuB 组

浓度

/nmol·L-1

40

80

120

160

200

400

800

24 h 抑制率

0.00±0.85

5.64±1.15

7.42±3.12

10.16±2.45

17.66±1.952）

39.06±3.961）

52.43±4.122）

57.36±2.212）

48 h 抑制率

0.00±1.68

6.78±4.26

10.13±0.971）

23.10±3.242）

29.60±3.6122）

52.18±4.122）

69.90±7.841）

81.39±2.072）

注：与空白组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2-表 6 同）

注 ：A. 空 白 组；B~D. CuB 组（50、100、200 nmol·L-1）（图 2-

图 4 同）
图 1 CuB对 HuCCT1细胞集落形成能力的影响（显微镜，×10）
Fig. 1 Effect of CuB on colony formation of HuCCT1 cells

（microscope，×10）
表 2 CuB对 HuCCT1细胞克隆形成率的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of CuB on colony formation rate of HuCCT1 cells

（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度/nmol·L-1

50

100

200

克隆形成率/%

100.00±0.00

13.39±4.262）

5.36±4.342）

0.82±0.442）
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HuCCT1 细胞中糖酵解关键酶 HK1、HK2、PKM1、

PKM2 的表达均明显降低（P<0.05，P<0.01），表明

CuB 可以抑制 HuCCT1 细胞糖酵解相关酶的表达。

而糖酵解进程不仅与酶的含量有关，也与酶的活性

有关，因此进一步检测了 CuB 对 HuCCT1 细胞糖酵

解关键酶活力的影响。结果表明，与空白组比较，

HK、PK 的活力明显下降（P<0.05，P<0.01），并呈浓

度依赖性。见图 3、表 6。

3.6 CuB 对 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号通路的

活 化 的 影 响 与 空 白 组 比 较 ，CuB 组 p-Akt、

p-mTOR、p-RPS6 蛋白表达水平均明显降低，差异具

有统计学意义（P<0.05，P<0.01），t-Akt、RPS6 水平

差异无统计学意义。实验结果表明，CuB 抑制了

HUCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号通路的活化。见

表 7、图 4。

4 讨论

药物对肿瘤细胞增殖的作用是抗肿瘤药物研

究的基础，而肿瘤细胞增殖时从生长到分裂的过程

称为细胞周期。CuB 对多种肿瘤细胞增殖具有抑

制 作 用 ，尤 其 是 肝 癌［16］和 胆 管 癌［17］。 本 研 究 中

CCK-8 和 平 板 克 隆 结 果 表 明 ，CuB 可 以 抑 制

HuCCT1 细胞增殖，同时流式细胞仪结果和 Western

blot 结果显示 CuB 可以将 HuCCT1 细胞周期阻滞于

G2期。

肿瘤细胞增殖需要肿瘤细胞的代谢重编程，以

满足增加的生物能量和生物合成的需求，并减轻肿

瘤细胞增殖和存活所需的氧化应激［16］。研究发现，

在许多人类恶性肿瘤中可以观察到糖酵解过度激

活［17］，抑制糖酵解可有效抑制恶性肿瘤的增殖。

WARBURG 等［5］提出正常细胞的生长主要依靠氧化

磷酸化，而肿瘤细胞生长的能量主要是葡萄糖经糖

酵解获得。虽然此过程中产生的 ATP 含量低于氧

化磷酸化反应，但肿瘤细胞中的糖酵解水平远高于

正常细胞。同时，肿瘤细胞也会通过增加葡萄糖摄

图 3 CuB给药后 HuCCT1细胞糖酵解关键酶表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of CuB on expression of key glycolysis

enzymes in HuCCT1 cells

表 3 CuB对 HuCCT1细胞周期的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of CuB on cell cycle of HuCCT1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度/nmol·L-1

50

100

200

G2期/%

17.33±1.53

22.67±1.531）

32.33±2.522）

52.67±2.892）

图 2 CuB给药后 HuCCT1细胞 Cyclin B1和 PCNA蛋白表达电泳

Fig. 2 Electrophoresis of Cyclin B1 and PCNA protein expression

in HuCCT1 cells after CuB administration

表 4 CuB 对 HuCCT1 细胞 Cyclin B1 和 PCNA 蛋白表达的影响

（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of CuB on expression of Cyclin B1 and PCNA

proteins in HuCCT1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度/nmol·L-1

50

100

200

CyclinB1/β-actin

0.98±0.08

0.36±0.042）

0.26±0.082）

0.16±0.022）

PCNA/β-actin

0.46±0.02

0.35±0.012）

0.19±0.022）

0.10±0.012）

表 5 CuB对 HuCCT1细胞葡萄糖消耗量、ATP和乳酸生成量的影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of CuB on glucose consumption，ATP and lactate production in HuCCT1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度/nmol·L-1

50

100

200

葡萄糖消耗量/mmol·（106 cell）-1

16.07±0.30

13.71±0.262）

12.74±0.232）

9.19±0.152）

ATP 生成量/mmol·（104 cell）-1

2.02±0.13

1.86±0.13

1.55±0.071）

0.92±0.172）

乳酸生成量/mmol·（104 cell）-1

8.03±0.09

6.57±0.58

5.37±0.362）

0.19±0.182）
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取来促进糖酵解途径。且与正常细胞比较，肿瘤细

胞即使在氧气充足的条件下，也优先通过糖酵解途

径产生能量，因此糖酵解是癌细胞最基本的生化特

征之一［18］。由糖酵解产生的丙酮酸可以直接进入

三羧酸循环途径或者由 LDHA 转化为乳酸［19］。

糖酵解途径是组织中葡萄糖经酶催化降解等

一系列的反应过程［20］，HK 和 PK 是糖酵解进程中的

关键酶。葡萄糖通过 HK 磷酸化为不能透过细胞膜

的葡萄糖 -6-磷酸，从而将其限制在细胞内。LEE

等［21］发现 HK2 在 ICC 中高表达，而己糖激酶抑制剂

BNBZ 可以直接靶向 HK2 来抑制体内外的糖酵解

和乳腺癌细胞的增殖［22］。PKM2 是糖酵解途径中的

主要限速酶之一，PKM2 的过表达在糖酵解中具有

至关重要的意义［23］。QIAN 等［24］发现 PKM2 在 ICC

中表达上调，且敲除了 ICC 细胞中的 PKM2 后抑制

了细胞的增殖、侵袭和转移。本研究结果显示，

HuCCT1 细胞糖酵解处于高度激活状态，CuB 可以

降低 HuCCT1 细胞的葡萄糖摄取量，及 ATP 和乳酸

的生成，并且可以降低 HK 和 PK 的表达和酶活力。

以上结果说明 CuB 可以降低 HuCCT1 细胞糖酵解

相关酶的表达水平及活力，抑制糖酵解途径，减少

葡萄糖摄取量、乳酸生成量和 ATP 生成量，从而有

效抑制肝内胆管癌细胞快速增殖。

研究表明，Akt/mTOR 通路在肿瘤细胞糖酵解

进程中发挥重要作用［25-26］。Akt 被磷酸肌醇（PI）3-

激酶（PI3K）通过磷酸化激活，磷酸化后，Akt激活关

键的下游效应子 mTOR。作为催化亚基，mTOR 与

mTOR 的调控相关蛋白（RAPTOR）一起形成 mTOR

complex1（mTORC1），与不依赖雷帕霉素的 mTOR

（RICTOR）伴 侣 形 成 mTORC2。 mTORC1 磷 酸 化

p70 核糖体蛋白 S6 激酶（p70S6K）和真核生物起始

因子 4E 结合蛋白 1（4EBP1），后者激活核糖体蛋白

S6（RPS6）并缓解真核生物起始因子 4E（eIF4E）。
这导致 mRNA 翻译和蛋白质合成增加，从而导致细

胞增殖和生长。mTORC2 通过激活包括 Akt在内的

几种激酶发挥其细胞增殖和促进生存的作用［27］。

研究发现，Akt/mTOR/HK2 介导的糖酵解能够促进

THCA（甲状腺癌）细胞的增殖和迁移［28］。本研究结

果显示，CuB 能够抑制 HuCCT1 细胞 Akt/mTOR 通

路。综上，本研究证实 CuB 可能通过 Akt/mTOR 通

路抑制 HuCCT1 细胞糖酵解进而影响细胞增殖。

本文将肿瘤细胞增殖与能量代谢联系起来，阐

述了 CuB 抑制肿瘤细胞生长的分子机制，提示 CuB

表 7 CuB对 HuCCT1细胞中 Akt/mTOR信号通路相关蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 7 Effect of CuB on expression of Akt/mTOR signaling pathway related proteins in HuCCT1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度/nmol·L-1

50

100

200

p-Akt/β-actin

0.29±0.01

0.30±0.021）

0.22±0.021）

0.13±0.012）

t-Akt/β-actin

0.34±0.01

0.40±0.03

0.41±0.03

0.37±0.01

p-RPS6/β-actin

2.58±0.03

2.57±0.11

1.79±0.021）

1.66±0.052）

p-mTOR/β-actin

0.30±0.01

0.25±0.021）

0.13±0.012）

0.10±0.012）

RPS6/β-actin

0.30±0.01

0.36±0.04

0.30±0.02

0.29±0.03

表 6 CuB对 HuCCT1细胞 HK、PK表达及活性的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of CuB on expression and activity of HK and PK in HuCCT1 cells（x̄± s，n=3）

组别

空白组

CuB 组

浓度

/nmol·L-1

50

100

200

蛋白表达

HK1/β-actin

0.58±0.05

0.56±0.07

0.19±0.032）

0.11±0.022）

HK2/β-actin

0.39±0.01

0.46±0.041）

0.27±0.012）

0.26±0.022）

PKM1/β-actin

0.70±0.10

0.62±0.081）

0.39±0.092）

0.25±0.032）

PKM2/β-actin

0.24±0.01

0.23±0.02

0.15±0.012）

0.12±0.012）

酶活性

HK/U/10-4 cell

0.67±0.04

0.49±0.032）

0.36±0.022）

0.16±0.022）

PK/ U/10-4 cell

3.4±0.39

2.79±0.561）

2.42±0.262）

1.87±0.32）

图 4 CuB 给药后 HuCCT1 细胞中 Akt/mTOR 信号通路相关蛋白

表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of Akt/mTOR signaling pathway-related

protein expression in HuCCT1 cells after CuB administration
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抑制肿瘤细胞能量代谢可能作为抑制肝内胆管癌

的有效治疗方法。研究证实 HIF-1α是协调糖酵解

酶表达的关键转录因子［29-32］，Akt/mTOR 通路调控

HIF-1α的转录和翻译［33］，因此课题组后续将结合体

内实验并采用激动剂和抑制剂更加深入地探究 Akt/

mTOR 通路与 HIF-1α及糖酵解的关系，以阐明 CuB

防治肿瘤的作用机制。
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