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微囊藻毒素(Microcystin, MCYST)是蓝藻的一些属

产生的次级代谢产物, 在发生水华的水体中普遍存在。微

囊藻毒素 LR(MCLR)是微囊藻毒素中存在最为普遍且毒

性作用最强的一种。已有研究表明, 微囊藻毒素可以诱发

肝毒性并且与人群中的肝癌发生密切相关[1,2], 因此进一

步阐明其致毒机理具有重要的意义。 
细胞外信号调节蛋白激酶(Extracellular signal- regu-

lated kinase, ERK) 、 c-Jun 氨 基 末 端 激 酶 (C-jun 
NH2-terminal kinase, JNK)和 p38 丝裂原活化蛋白激酶 
(p38 Mitogen activated protein kinase, P38)是丝裂原活化

蛋白激酶 (Mitogen activated protein kinases, MAPK)家族

的三个关键蛋白。MAPK 家族是 MAPK 信号通路的枢纽, 
激活时其蛋白磷酸化水平升高, 参与调控细胞的增殖、分

化、凋亡等细胞活动[3]。 
一些细胞因子、DNA 损伤剂等外来物质和细胞环境

的变化可以激活 MAPK 信号通路。本实验室前期研究证

实, MCLR 对大鼠淋巴细胞具有 DNA 损伤效应[4], 并且

MCLR 也是一种公认的蛋白磷酸酶 PP1 和 PP2A(Protein 
phosphatase 1/2A)的抑制剂, 因此 MCLR 进入细胞后, 很
可能通过影响信号通路, 对细胞内正常的信息传递产生

干扰, 从而发挥其毒性作用。本研究探讨了微囊藻毒素对

人肝细胞 HL7702 的上述三种蛋白磷酸化的影响(分别表

示为 p-ERK、p-JNK、p-P38), 对于评价微囊藻毒素对靶器

官的细胞信号转导可能产生的干扰具有重要的参考意义。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
正常人肝细胞系-HL7702 细胞购自中国科学院细胞

库, RPMI1640 培养基购自 Gibco 公司, 新生牛血清购自

杭州四季青生物工程有限公司, 胰蛋白酶购自 Serva 公司; 
3-(4, 5-二甲基噻唑-2)-2, 5-二苯基四氮唑嗅盐 (MTT)购
自上海生工生物工程技术有限公司; 微囊藻毒素 LR 购自

Sigma 公司; p-JNK(Thr183/ Tyr185)一抗(兔来源单抗)、 
p-P38 (Thr180/ Tyr182) 一抗(兔来源单抗)、JNK 一抗(兔
来源单抗)、P38 一抗(人来源多抗)、ERK1/2 一抗(兔来源

单抗)均购自 Cell Signaling Technology 公司; p-ERK 1/2 
(Thr202/Tyr204) 一抗 (兔来源多抗 ) 购自 MBL 公司 ; 
GAPDH(鼠来源单抗 )购自上海康成生物技术有限公司 ; 
二抗(HRP 标记的山羊抗兔 IgG、山羊抗鼠 IgG)购自 Santa 
Cruz 公司; 硝酸纤维素膜购自 BIO-RAD 公司; 滤纸购自

Whatman 公司; 医用感光胶片购自 Kodak 公司; 其余试

剂均为市售分析纯。 

1.2  细胞培养及处理 
HL7702 细胞以含 10%新生牛血清的 RPMI 1640 培
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养基在 37℃及 5%CO2 的湿化培养箱中进行培养, 隔天传

代一次。实验所用的细胞均处于对数生长期。细胞培养瓶

接种密度为 1×105 cells／mL, 96 孔板接种密度为 5×104 

cells／mL, 细胞贴壁生长 24h 后, 在培养体系中分别加

入 MCLR 至终浓度为 0、50、100、500、1000、2000 nmol/L, 
作用时间 24h。 

1.3  MTT 比色法测细胞活力 
染毒 24h 后, 每孔换为 MTT 溶液(5 mg/mL 的 MTT 

20uL+培养基 180 µL), 37℃继续孵育 4h 后终止培养, 吸
弃孔内培养液上清, 每孔加入 150 µL DMSO, 震荡 10min, 
用酶标仪在 490 nm 处测各孔吸光度值。 

1.4  细胞全蛋白的提取 
经 MCLR 处理的 HL7702 细胞用冷 PBS 缓冲液洗  

后重悬于 100 µL 细胞裂解液(50 mmol/L Tris-Cl, 150 
mmol/L NaCl, 10 mmol/L EDTA, 0.5%Triton X-100,     
1 mmol/L PMSF, 1 mmol/L NaF, 1 mmol/L Na3VO4 , pH 7.6)
中, 冰上放置 30min 后, 离心(20000 g, 4℃) 30min, 取  
上清, Folin 酚法测蛋白浓度, 按 50 µg/管分装, −80℃保存

备用。 

1.5  Western blot 检测 MAPK 蛋白表达 
蛋白电泳方法参照文献[5], 每个样品上样量为 50 µg。 
蛋白转移方法根据文献[5]略加修改: 将结合有目的

蛋白的硝酸纤维素膜用 5%脱脂牛奶封闭 3h, 然后取出放

入稀释的一抗中(p-JNK 1: 500, p-P38 1: 200, p-ERK 1:750, 
JNK 1:2000, P38 1:1000, ERK 1:1000), 置于冰上温和振

荡, 过夜; 去掉一抗后用 TBST(50 mmol/L Tris-Cl, 150 
mmol/L NaCl, 0.1% TWEEN-20, pH 7.6)洗膜 30min, 将膜

置于 1:10000 稀释的二抗中温和振荡 2h, 然后用 TBST 洗

膜 30min。 
曝光、显影及定影方法参照文献[5]。 
图像分析及处理: 胶片扫描后用 quantity one 图像分

析软件分析, 用磷酸化目的蛋白条带灰度值与其相应总

目的蛋白条带灰度值之比计量磷酸化蛋白水平的相对含

量, 将对照组的值设为 1, 其余各组以相对倍数表示。 

1.6  结果分析 
将各剂量组的结果分别与对照组相比, 数据分析采

用 SPSS 12.0 统计软件, 采用单因素方差分析法(ANOVA), 
以 P <0.05 为具有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  MCLR 对细胞活力的影响 
图 1 为 MCLR 对细胞活力的影响, 在实验所用 0—

2000 nmol/L 的 MCLR 染毒浓度范围内, MCLR 染毒组的

MTT 吸光度值与对照组相比, 无统计学差异(P >0.05)。 

2.2  MCLR 对蛋白表达的影响 
图 2 为 HL7702 细胞暴露于不同浓度 MCLR 24h 后

p-ERK、ERK、p-JNK、JNK、p-P38、P38 的蛋白水平。

随着染毒剂量的升高, p-ERK 和 p-JNK 有升高趋势, 而
p-P38 无变化, 其中 p-JNK 变化更为明显(图 3—5), 在染

毒浓度为 1000 nmol/L 和 2000 nmol/L 时, p-ERK 和 p-JNK
与对照组相比具有显著性差异; 而 p-P38 的与对照组相比

无统计学差异。 
 

 

图 1  HL7702 暴露于不同浓度 MCLR 后 p-JNK, JNK, p-ERK, 
ERK, p-P38, P38, GAPDH 蛋白水平(箭头所指为 p-JNK 蛋白条带) 

Fig. 1  p-JNK, JNK, p-ERK, ERK, p-P38, P38, GAPDH protein 
level in HL7702 exposed to MCLR (arrows depict p-JNK) 

 

 

图 2  不同浓度 MCLR 对 HL7702 细胞活力的影响 
Fig. 2  Effects of  MCLR on proliferation of human hepatocytes (n=3) 

 

 

图 3  HL7702 暴露于不同浓度 MCLR 后 p-JNK 水平 
Fig. 3  p-JNK expression in HL7702 exposed to MCLR (n=3,   
** P<0.01, *** P<0.001) 
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图 4  HL7702 暴露于不同浓度 MCLR 后 p-ERK 水平 
Fig. 4  p-ERK expression in HL7702 exposed to MCLR (n=3,   
* P<0.05, ** P<0.01) 

 

 

图 5  HL7702 暴露于不同浓度 MCLR 后 p-P38 水平 
Fig. 5  p-P38 expression in HL7702 exposed to MCLR (n=3) 

 

3  讨  论 

MAPK 信号通路是细胞的重要信号转导途径之一, 
参与调控细胞的增殖、分化、细胞周期及凋亡等。一些生

长因子、细胞因子、渗透压改变、炎症、DNA 损伤剂等

可以激活 MAPK 信号通路[6], MAPK 通路的异常也与癌症

相关[7—9]。MCLR 作为一种公认的 PP1 和 PP2A 的抑制剂, 
进入细胞后, 对细胞内正常的信息传递和信号转导过程

的干扰已受到广泛关注。已有研究证实, MAPK 信号通路

参与 MCLR 诱导的人肾细胞凋亡[10]; 在 MCLR 引起的小

鼠肝氧化损伤过程中, JNK 通路被激活[11]。 
本实验在对细胞存活力无影响的 MCLR 作用浓度下, 

检测到了 ERK 通路与 JNK 通路的激活, 证明 MCLR 对

HL7702 细胞中 MAPK 信号通路产生了干扰, 进而可能影

响细胞内正常的生理功能。 
虽然已知研究发现, MAPK 家族参与调控细胞的增

殖、分化、凋亡等细胞活动, 但是被外源性因素激活后, 
引发的直接的细胞效应还不清楚。例如 JNK 通路激活时, 
既可能会引起细胞凋亡 , 也有可能会引起细胞增殖 , 原
因可能是因为通路激活的时间和程度不同, 导致的结果

不同; 或者同时伴有其他通路的激活 , 形成细胞内信号

调控的复杂网络式反应。因此, 本实验后续的工作将增加

微囊藻毒素对肝细胞的染毒浓度和作用时间点, 研究其

可能引发的细胞活动的改变以及 MAPK 信号通路是否参

与相应细胞活动改变的调节过程。 
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