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PiggyBac在转基因小鼠制备中的应用
刘金烨1  庄  华2  孙瑞林2  费  俭1*

(1同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092; 2上海南方模式生物研究中心, 上海 201203)

摘要      受精卵雄原核裸DNA注射是目前制备转基因小鼠的主要技术, 而转基因表达成功

率低是这种技术的主要缺点。piggyBac转座子系统已被报道用于制备转基因小鼠, 但这一方法

是否能够提高转基因的表达成功率尚不清楚。为此, 我们利用毛色基因agouti为报告基因, 采用

piggyBac转座子系统以C57/BL6小鼠为背景进行转基因小鼠的制备。结果表明, 将piggyBac转座酶

cRNA和转基因载体进行受精卵雄原核共注射后, 转基因阳性率为18.4%, 转基因表达率为88.89%, 
显著高于单独进行转基因载体DNA受精卵雄原核注射法。同时, 利用agouti基因作为报告基因, 可
根据毛色变化直接对表达阳性的转基因小鼠进行初步筛选, 提高了筛选效率。

关键词      转基因小鼠; piggyBac; agouti基因; 基因表达; 受精卵雄原核共注射

Application of PiggyBac in Transgenic Mice
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Abstract       Low transgene expression ratio in transgenic mice produced by male pronucleus injection of 
naked DNA into fertilized egg limits its application in various research purposes. In this paper, we used trans-
poson piggyBac mediated transgenic method to prepare transgenic mice. The transgenic efficiency and transgene 
expression ratio were compared with that in traditional transgenic mouse preparation method. The agouti gene was 
chosen as transgene, driven by PGK promoter and cloned into the piggyBac transposon cassette of plasmid pB232. 
The transgenic positive rate was 18.4%. 8 of 9 transgenic mouse founders showed agouti  fur color phenotype 
which was much higher in ratio than that of traditional method. The results also showed that agouti gene ectopic 
expression could lead to obesity which was consistent with previous study. In conclusion, our results indicated 
that comparing with the traditional naked DNA pronucleus microinjection, piggyBac-mediated transgenic mouse 
approach could significantly improve the expression of transgene in transgenic mice. Furthermore, using our report 
vector system, transgene expression positive transgenic mouse could be easily selected according to fur color. 

Key words        transgenic mice; piggyBac; agouti gene; gene expression; male pronucleus microinjection of 
fertilized eggs

制备基因修饰小鼠是研究基因功能、构建各

种疾病小鼠模型的重要技术手段。1974年, 美国的

Jaenisch等[1]首次将SV40病毒注入小鼠囊胚腔中, 得
到部分组织中含有SV40 DNA的嵌合体小鼠; 1980
年, 美国Yale大学的Gordon等[2-3]把SV40 DNA显微

注射到小鼠受精卵的原核中, 获得了两只转基因小

鼠, 创建了受精卵雄原核显微注射转基因法; 1982
年, Palmiter等[4]用此方法将大鼠的生长激素基因导

入小鼠受精卵, 获得了成年体重是对照组小鼠2倍的

“超级鼠”, 证明了外源的异种基因可在小鼠中表达
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为具有同样生物活性的产物。此后, 受精卵雄原核

显微注射法成为制备转基因小鼠最通用的经典方法

[5]。但之后的研究表明, 该技术存在转基因阳性率

和转基因表达成功率较低、外源转基因片段容易发

生缺失或多拷贝串联插入等缺点。

piggyBac转 座 子 是1983年Fraser等[6]用 杆 状

病毒(Baculovirus)侵染粉纹夜蛾(Trichop lusiani) T 
N-368细胞株系时首次分离得到的, 最早被称为IFP2
转座子, 之后发现其类似序列在50种以上的生物体

中广泛分布[7]。2005年, Ding等[7]利用piggyBac转
座子序列和piggyBac转座酶开发了一种小鼠基因组

随机突变方法，之后, 在此技术方法的基础上建立了

基于piggyBac转座子插入诱变的小鼠突变体品系数

据库——PBmice[8]。2009年, 3个独立的研究组利用

piggyBac转座系统成功地将转录因子导入小鼠的成

纤维细胞, 产生了稳定的iPS细胞[9-11]。Wu等[12]利用

piggyBac转座系统和Cre-loxP重组酶系统开发了一种

多功能诱变策略, 可用于制作插入突变、大范围染色

体缺失/重复或具有可回复突变的小鼠模型。而Rad、
Katter、Friedel、Ni等[13-16]的一系列研究证明了在小

鼠中piggyBac转座子技术可有效地用于癌症相关基

因的发现。Landrette等[17]构建了一个含有piggyBac转
座子和报告基因的载体, 用于在小鼠中进行体细胞基

因突变, 并可以跟踪突变细胞。目前, piggyBac转座系

统已成为一种遗传修饰和基因诱变的重要工具。但

piggyBac的方法是否可以提高转基因小鼠的成功率及

转基因的表达率尚缺乏系统的研究。

本文以C57BL/6J为背景, 以控制小鼠毛色的

agouti基因作为报告基因, 以PGK启动子为表达调控

元件, 利用piggyBac转座子介导转基因小鼠的制备, 
并在转基因阳性率和外源基因表达成功率方面与裸

DNA受精卵雄原核注射法进行比较, 旨在提高转基

因效率和表达效率, 同时, 建立一种可通过毛色性状

直接进行转基因阳性小鼠筛选的方法。

1   材料与方法
1.1   材料

含有piggyBac转座子序列的PB232载体、piggyBac
转座酶cDNA、PL451质粒由本实验室保存; agouti全
序列和各种引物均由Invitrogen公司合成; C57BL/6J
小鼠由上海南方模式生物研究中心提供。

1.2   方法

1.2.1   PB-PGK-NEO-agouti载体的构建      以PL451
质粒DNA为模板进行PCR, 得到引入酶切位点的

PGK-Neo和PolyA元件, 以及加入2A组件的agouti基
因。PCR所用引物见表1。经相应酶切、加入T4连
接酶连接后, 与PB232质粒一起室温连接过夜, 得到

PB-PGK-NEO-agouti质粒载体(agouti载体)。载体中

插入部分组成如图1, PCR引物见表1。
1.2.2   转基因小鼠的获得和鉴定      选用5~6周龄超

排、交配后的见栓C57BL/6J雌鼠, 取其单细胞期受

精卵随机分为2组, 按常规受精卵雄原核显微注射

法, 组1仅注射agouti载体DNA, 组2注射agouti载体

DNA和piggyBac转座酶cRNA, 并分别移植到代孕母

表1  PCR所用引物

Table 1  The primers used in PCR 
引物名称

Name of primers
序列

Primer sequence

agouti-F 5′-GGG GTC GAC GGT AGC GGA GCT ACT AAC TTC A-3′

Neo-A-R 5′-GGG AAG CTT TCA GCA GTT GGG GTT GAG TAC TC-3′

Neo-A-F 5′-TCC AGC CAA GCT AGC TTG GCT G-3′

Neo-R 5′-GGG CTC GAG GAA GAA CTC GTC AAG AAG GCG A-3′

polyA-F 5′-GGG AAG CTT GGG GAT CAA TTC TCT AGA GCT CG-3′

PolyA-R 5′-GCA CCT GTC GAG TAC TCA ACC CCA ACT GCT GAG GGG ATC AAT TCT CTA GAG CTC-3′

图1  agouti载体组件示意图

Fig.1  The schematic diagram of components of agouti vector
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鼠体内, 经分娩得到两组子代小鼠。

取2~4周龄的子代小鼠尾尖0.5 cm, 提取其

DNA, 用PCR法检测agouti基因, 并统计出生率和转

基因阳性率, 引物为ID-Agouti-F4-655(5′-TGC CGA 
ATA TCA TGG TGG AA-3′)和 ID-Agouti-R4-655(5′-
GTG CAG GCG CTG CCG AAG AAA C-3′), 反应体

积为50 μL。
1.2.3   转基因小鼠的毛色、体重性状和agouti基因

表达谱检测      对转基因阳性小鼠的毛色、体重进

行观察和称量。转基因小鼠行安乐死处理后, 迅速

解剖出心、肝、脾、肺、肾、脑和睾丸, 背部毛皮

和腹部毛皮等组织, 各取50 mg, 抽提其总RNA, 逆转

录后进行Real-time PCR, 以检测agouti基因在不同脏

器和组织中的表达谱(以转基因阴性鼠为对照)。用

Mastercycler Epgradient软件进行分析。

1.2.4   转基因小鼠中piggyBac转座子侧翼序列测定

和agouti基因拷贝数检测      用上述转基因阳性子代

小鼠尾尖DNA为模板, 用PCR的方法检测两组agouti
转基因阳性子代小鼠基因组中是否存在piggyBac转
座子侧翼序列(piggyBac转座子以外转基因载体上

的质粒序列); 用Real-time PCR检测转基因阳性小鼠

基因组中agouti基因的相对拷贝数。

1.2.5   转基因小鼠中agouti基因插入位点检测      取
具有毛色表型变化的转基因小鼠DNA样本, 参照

TaKaRa Genome Walking Kit No.6018说明书, 通过

genomic walking的方法, 鉴定转基因在小鼠中的插

入方式和插入位点。

1.2.6   数据统计和分析      所得数据采用Origin-Pro-
8.0软件进行t显著性检验并制图。

2   结果
2.1   转基因小鼠中的agouti转基因阳性率和表型

变化

 两组实验先后注射受精卵640个, 得到成活

表2  子代小鼠出生率和agouti转基因阳性率统计结果

Table 2   Statistic results of the offspring natality and their agouti positive rate 
组别

Group

注射细胞数(个)

The number of  
cells injected

出生数

(只)
The number 
of birth

出生率

(%)
The birth rate 
(%)

agouti基因PCR检
测阳性鼠(只)
The number of 
agouti positive mice

agouti基因PCR检
测阳性率(%)
The rate of agouti 
positive mice (%)

Agouti毛色阳性

(只)
The number of 
phenotype positive 
mice

Agouti毛色阳性率

(%)
The rate of 
phenotype positive 
mice (%)

Group 1 300 37 12.33 6 16.20 0 0
Group 2 340 49* 14.41 9 19.15 8 88.89

*有2只子代小鼠在出生后死亡, 故统计agouti基因PCR检测阳性率时出生数按照47只计算。

*There are 2 offsprings died after birth, so the number of agouti positive mice are collected as 47.

14

9 15 13 72

12 10 87 14

9 15 13 72

12 10 87
(A) (B)

毛色黄色的小鼠总体比毛色黑色的小鼠肥胖。14、7、12、10、8、9、15号小鼠为agouti毛色阳性小鼠; 13为agouti基因检测阳性小鼠; 72号为

agouti基因检测阴性小鼠。

The mice with yellow coat were of bigger shape than the black coat mice. The mice marked as 14, 7, 12, 10, 8, 9, 15 are phenotype positive; The mouse 
marked as 13 were agouti positive; The mouse marked 72 is agouti negtive.

图2   agouti转基因鼠18周龄时的毛色情况

Fig.2  The coat color of 18-week-old agouti transgenic mice
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子代小鼠84只。agouti基因PCR检测和毛色表型观

察的统计结果见表2。其中, “Agouti/棕色毛色阳性”
指背部或腹部毛色表型为黄色或灰色。图2表示

agouti转基因鼠18周龄时的毛色变化范围(从黄色到

接近野生型的黑色)。发生毛色变化的样本均来自

于组2, 而组1小鼠的毛色均为黑色。以转基因检测

阴性的72号样本作为对照。

2.2   agouti转基因阳性小鼠基因组中piggyBac转
座子侧翼序列检测结果

两组得到的15只agouti转基因阳性小鼠基因组

中piggyBac转座子侧翼序列检测结果如图3所示。

组1样本检测均为强阳性, 组2的9个样本中, 检测出

强阳性2个, 弱阳性5个, 阴性2个。

2.3   agouti转基因阳性小鼠中外源片段插入位点

的检测

piggyBac共注射(组2)得到的9只agouti转基因

小鼠中, 有7只小鼠得到了Chromosome walking的检

测结果(表3), 证实转基因载体发生了piggyBac介导

表3  共注射组agouti转基因阳性小鼠的插入位点检测

Table 3   Identification of insertion site of positive transgenic agouti mice
编号

No
插入位点序列

Flanking sequence
染色体

Chromosome
插入位置

The location of the insert
7 AAC AAA ACT TTT AAA ATT TTT TTC (R) Chr 10 Lactation elevated protein 1, between exon 11 and exon 12

TCA TTT TTA TTT AAG ATA TCT ATA  (L) Chr 5 GPN-loop GTPase 1, between exon 2 and exon 3
8 AAC AAA ACT TTT AAA AAT CTA CTA (R) Chr 1 Probable between alpha-ketoqlutarate-dependent dioxygenase ABH 5 

and lethalqiant larvae protein homolog 1 isoform 1
GAA GTA CAG TTT AAG ATA TCT ATA  (L) Chr 11 Between uncharacterized protein LOC432589 and uncharacterized 

protein LOC217122 precursor
9 TCA TTT TTA TTT AAG ATA TCT ATA  (L) Chr 5 GPN-loop GTPase 1, between 730 to 1 748 bp.
10 AAC AAA ACT TTT AAT CGC CTT GCA  (R) Chr 15 Between uncharacterized protein CXorf49 homolog and 

uncharacterized protein LOC399603
TGG GCT TAC CTT AAG ATA TCT ATA  (L) Chr 6 Between polyhomeotic-like protein 1 isoform a and beta-citryI-

qlutamate synthase B
12 AAC AAA ACT TTT AAG ATA TAC TGA  (R) Chr 8 Between copine-7 and sulfotransferase family 5 A-member 1

TTC CAC ATC CTT AAG ATA TCT ATA  (L) Chr 3 CLONE RP24-66H10
14 AAC AAA ACT TTT AAA CAC TTT GCA  (R) Chr 11 Ran binding protein 17, between exon 19 to exon 20 

GTA GAC TAG GTT AAG ATA TCT ATA (L) Chr 18 Casein kinase I inform alpha, between exon 4 to exon 5
15 AAC AAA ACT TTT AAA GGA GAC TCC  (R) Chr 3 Between prostaglandin F2 receptor negative regulator precursor and T 

cell surface antigen CD2 precursor

WT为野生型; 0为水对照; M为1 Kb marker。1~6为组1小鼠样本, 7~15为组2小鼠样本。

WT: wild-type control; 0: blank control group; M: 1 Kb marker. The lines 1~6 were from the mice of group 1; The lines 7~15 were from the mice of group 2.
图3 agouti阳性小鼠基因组中piggyBac侧翼臂的鉴定 

Fig.3   Identification of piggyBac flanking sequence in genome of agouti positive mice

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 WT 0 M

*P<0.05, 与组1比较。

*P<0.05 vs group 1.
图4  不同来源agouti转基因阳性小鼠中的转基因拷贝数

Fig.4   The copy number of transgene in positive transgenic 
agouti mice of different originate
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的转座子插入。

2.4   agouti转基因阳性小鼠基因组中agouti基因

拷贝数检测结果

agouti转基因阳性小鼠基因组中拷贝数检测

结果如图4所示。数据表明单独注射agouti载体时, 
agouti拷贝数更高, 与agouti载体+PB转座酶cDNA共

注射样本的差异显著(P<0.05)。
2.5   转基因阳性小鼠中不同部位agouti基因的表

达谱

不同毛色的转基因阳性子代小鼠(14号黄色、

10号灰色、13号黑色)中, 不同部位agouti的表达谱

如图5所示。

从图中可见, 肺、肾、脑、睾丸中agouti基因

表达量均高于背部皮肤、腹部皮肤、心脏和肝。其中, 
毛色表型阳性小鼠(黄色和灰色)在肺、肾、脑、睾丸、

背部皮肤、肝脏中的表达量均高于黑色小鼠, 而腹

部皮肤中与黑色小鼠基本一致, 在心脏中, 黄色小鼠

与黑色小鼠小鼠基本一致, 而灰色小鼠表达量较高。

2.6   转基因阳性小鼠毛色与体重的关系

不同毛色转基因founder小鼠的体重统计结果

如图6所示。agouti转基因阳性小鼠体重与WT对照

组有显著差异(P<0.01)。其中表型为黄色和灰色的

agouti转基因阳性小鼠为7只, WT小鼠为13只。

3   讨论
我们的实验结果表明, 将agouti转基因载体

和PB转座酶cRNA原核共注射能够实现依赖于

piggyBac转 座 的agouti转 基 因, 在 所 检 测 的9只
founder小鼠中, 除两只(11、13号)没有得到测序结

果外, 其余7只小鼠的插入位点序列均符合piggyBac
转座特征。和传统的DNA原核注射方法相比，

piggyBac介导的转基因方式大大提高了agouti转基

因的表达效率(88.89%)。传统转基因小鼠的建立方

法, 常常导致转基因片段的串联整合, 这种多拷贝的

重复序列可能会引发转基因表达沉默。另外, 载体

上的原核质粒序列随转基因一同引入也会增加转基

因被甲基化的风险, 这也会引起转基因不表达。而

利用piggyBac介导基因的转入, 这些问题都可以避

免。我们的实验也表明, piggyBac介导的转基因小鼠, 
其中的转基因片段拷贝数明显少于传统的转基因小

鼠制备方法。序列测定也表明, 由piggyBac转座体

系介导的转基因确实没有带入转座子侧翼的质粒序

列。应该说明的是, 在我们的结果中可以看到, 传统
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Fig.5   agouti gene expression profile from different fractions in yellow, grey and black positive transgenic mice 
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的转基因插入方式(宿主基因组中带有piggyBac转
座子侧翼序列)在共注射的实验组中也会同时发生, 
通过降低转基因DNA的注射量, 调整其和piggyBac 
cRNA的比例也许可以减少这类非转座随机插入的

发生。需要提醒的是, 采用转座子介导的转基因方

式仍然是一种随机的插入, 因此仍需要和传统的转

基因小鼠技术一样, 即至少采用2个独立的首建者小

鼠及其后代用于研究, 并确认这两个小鼠的后代上

获得相同的表型结果, 以避免因为插入突变对表型

研究的干扰。

在我们的实验中可看到, 采用agouti基因作为

报告基因, 可以很方便地根据毛色判断转基因和转

基因表达的成功。同时, 由于本实验中采用了PGK
作为agouti基因的启动子, 因此该基因不仅在皮肤细

胞中表达, 也在其他脏器中表达, 致使毛色偏黄的小

鼠出现了肥胖表型, 这与文献中报道的agouti异位

过高表达可导致内分泌紊乱, 引起肥胖等表型的结

论[29]基本一致。研究也发现, PGK虽然是一个广谱

的启动子, 但agouti基因在不同部位的表达量差异

很大, 可能的原因是在不同的细胞中, 转录因子的资

源是不同的, 因此PGK启动子的活性必然受到细胞

内转录因子资源的影响, 而表现出表达量的不同; 其
次, 转基因插入到小鼠染色体中, PGK启动子的表达

可能受到插入位点附近染色体状况的影响, 而不同

细胞中, 同一染色体区域的表观遗传修饰可能不一

样, 因此这也会影响PGK的转录效率。需要提出的

是, agouti的表达虽然可以提供一个很好的识别标

志, 但它的异位表达会引发肥胖、糖尿病甚至肿瘤

等表型, 这会干扰转基因的研究。因此, 可以采用皮

肤细胞专一性的启动子来表达agouti基因, 达到既能

够根据毛色来判断转基因的成功, 也能够避免出现

肥胖表型的目的。

总之, 我们的结果明确证明, 采用piggyBac体系

制备转基因小鼠可显著提高外源基因在转基因小鼠

中的表达成功率, 克服了传统转基因小鼠制备方法

所具有的外源基因表达率低的问题; 另外, 本实验构

建的报告载体系统可根据毛色变化直接对小鼠进行

转基因阳性的筛选, 大大提高了对转基因表达阳性

小鼠的筛选效率。
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雄激素非依赖性前列腺癌细胞雄激素受体

靶基因的筛选与初步鉴定
徐思琪1,2  廖昭平1,2  刘春华3,2  程  玥2  季丽丽1,2  段秀枝2  陈玉华2  陶志华1,2*

(1 温州医科大学附属第一医院实验诊断中心, 温州 325000; 2浙江大学医学院附属第二医院临床检验中心, 杭州 
310009; 3温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 温州 325000)

摘要      采用染色质免疫共沉淀技术在全基因组水平筛选雄激素非依赖性前列腺癌细

胞LNCaP-AI的雄激素受体结合位点, 行高通量测序及生物信息学分析共得到2 876个peak(p-
value<1×10–5), peak平均长度为673 bp; 将peak序列定位到Hg19基因组, 共有1 865个靶基因, 其中

fold enrichment≥10的基因有425个。对peak相关基因进行GO分析发现, 与细胞、细胞组分、细胞

过程、结合、细胞器相关的基因位列前五位; 对peak相关基因进行通路分析发现, 与黏着斑、代谢

通路、癌症中的转录错误调控、嘌呤代谢等信号通路相关的基因占大多数。筛选出7个候选AR靶
基因, 采用Real-time qPCR技术分析它们在LNCaP-AI细胞和雄激素依赖性前列腺癌细胞LNCaP中
对DTH刺激的反应性, 发现DHT刺激可改变7个候选AR靶基因在LNCaP-AI细胞中的表达, 为进一

步研究雄激素依赖性前列腺癌向非依赖性前列腺癌发展的过程中雄激素受体及其调控的下游靶基

因功能起着至关重要的作用。

关键词      前列腺癌; 雄激素非依赖; 染色质免疫共沉淀; 雄激素受体; 靶基因

The Screening and Identification of Androgen Receptor Target Genes in 
Androgen-independent Prostate Cancer Cell  

Xu Siqi1,2, Liao Zhaoping1,2, Liu Chunhua3,2, Cheng Yue2, Ji Lili1,2, Duan Xiuzhi2, Chen Yuhua2, Tao Zhihua1,2* 

(1Department of Clinical Laboratory Medicine, First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, China;
2Department of Laboratory Medicine, the Second Affiliated Hospital, Zhejiang University School of Medicine, Hangzhou 310009, 

China; 3School of Laboratory Medicine and Life Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325000, China)

Abstract       Chromatin immunoprecipitation assay was performed to screen the androgen receptor binding sites 
in androgen-independent prostate cancer cell LNCaP-AI in the whole genomic. Using high-throughput sequencing and 
bioinformatic analysis, there were 2 876 peaks (p-value<1×10–5), and the average length of peaks was 673 bp; locating 
each peak in the Hg19 genome, 1 865 genes were founded. There were 425 genes which the fold enrichment was 
more than 10. It could be founded that the top five genes were associated with cell, cell part, cellular process, 
binding and organelle by GO analysis of peak related genes. Genes associated with focal adhesion, metabolic 
pathways, transcriptional misregulation in cancer and purine metabolism were the majority by pathway analysis of 
peak related genes. Seven candidated AR target genes were selected to analyze the reactivity to DHT stimulation 
in LNCaP-AI cell and LNCaP cell by Real-time qPCR. The result showed that DHT stimulation could change the 
expression of seven candidated target genes in LNCaP-AI cell. Our data play a vital role in the further study on 
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androgen receptor and it’s regulated target genes in the process of androgen-dependent prostate cancer progress to 
androgen-independent prostate cancer.

Key words        prostate cancer; androgen-independent; chromatin immunoprecipitation; androgen receptor; 
target gene

前列腺癌(prostate cancer, PCa)是西方男性发

病率最高的肿瘤[1]。近年来, 随着生活方式的改变, 
我国PCa的发病率呈逐年上升的趋势[2-3]。去势治

疗是PCa的主要治疗手段, 早期PCa呈雄激素依赖

性(androgen-dependent prostate cancer, ADPC), 其治

疗主要依赖手术去势; 晚期PCa的治疗手段为手术

去势联合雄激素去势。在2~3年缓解期后, 大部分

患者发展为极度恶性的雄激素非依赖性前列腺癌

(androgen-independent prostate cancer, AIPC), 预 后

极差[4]。雄激素受体(androgen receptor, AR)为核受

体超家族的成员之一, 它对前列腺正常功能的发挥、 
PCa的发生发展以及ADPC向AIPC转化的过程都起

着非常关键的作用[4-5]。AR及其调控的靶基因的改

变将导致AR信号通路的改变, 寻找AIPC细胞中的

关键AR靶基因对了解AIPC的发生有着重要意义。

本研究使用染色质免疫共沉淀(chromatin immuno-
precipitation assay, ChIP)联合高通量测序技术(ChIP-
seq)在全基因组水平对AIPC细胞LNCaP-AI[6]的AR
靶基因进行筛选与初步鉴定, 初步探索在AIPC发生

中可能起着关键作用的AR靶基因。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   常规培养细胞      ADPC细胞LNCaP购自中国

科学院上海细胞库, 培养于含10%胎牛血清(FBS)的
F12培养液中。AIPC细胞LNCaP-AI为本实验室前

期已诱导成功的雄激素非依赖性前列腺癌细胞株[6], 
培养于含10%碳吸附处理FBS(CCS)的DMEM/F12无
酚红培养液中。在5% CO2、37 °C培养箱中培养, 细
胞传代后第3~4 d换液一次, 7 d左右传代一次。

1.1.2   饥饿培养细胞      处于对数生长期的常规培

养LNCaP-AI细胞用胰酶消化后传代于15 cm培养

皿, 待细胞生长至60%左右时换液一次, 72 h后加入

10 nmol/L DHT, 24 h后收集细胞进行ChIP实验。处

于对数生长期的常规培养LNCaP细胞和LNCaP-AI
细胞用胰酶消化后传代于六孔板培养皿, 待细胞生

长至60%左右时用含10% CCS的DMEM/F12无酚红

培养液换液一次, 72 h后加入10 nmol/L DHT, 分别于

0, 3, 6, 9, 24, 48 h后收集细胞进行实验。

1.1.3   主要试剂和仪器      EZ-Zyme™ Chromatin Prep 
Kit(Millipore公司 ); F12培养基、DMEM/F12无酚红

培养基 (Gibco公司 ); FCS、CCS(Biowest公司 ); anti-
AR(Abcam公司); Protein G Magnetic Beads(Millipore
公司 ); NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 
Reagents(Thermo公司 ); DHT(Sigma公司 ); 总RNA提

取试剂Trizol(Invitrogen公司); Transcriptor First Strand 
cDNA Synthesis Kit(Roche公司 ); PCR Purification 
Kit(QIAGEN公司); SYBR Green Master(Roche公司); 
CO2培养箱 (Thermo公司 ); 倒置显微镜 (尼康公司 ); 
Stepone plus实时荧光定量PCR仪 (ABI公司 ); 凝胶成

像仪(BIO-RAD公司); 电泳仪(BIO-RAD公司); Nano 
drop紫外分光光度计(Thermo公司)。
1.2   方法

1.2.1   LNCaP-AI细胞胞质和胞核AR含量的检测      
收集经10 nmol/L DHT刺激24 h前后的LNCaP-AI细
胞, 按说明书进行操作, 分别提取胞质和胞核蛋白, 
以BSA为标准品进行定量, 100 °C 5 min将蛋白变性

后以适量蛋白进行电泳、转膜、孵育一抗(anti-AR)、
孵育二抗, 最后进行显色、曝光, 以GAPDH为内参

比较AR蛋白含量。

1.2.2   LNCaP-AI细胞染色质免疫共沉淀      (1)ChIP
方法富集LNCaP-AI细胞AR结合位点: LNCaP-AI
细胞在饥饿培养+10 nmol/L DHT 24 h后收集细胞

并按照Chromatin Prep Kit所述以80 U微球菌核酸

酶对4×107个细胞进行染色质片段化, 上清(含染色

质片段)按约4×106细胞/tube进行分装并验证酶切

效果。若染色质主片段集中在500 bp以下, 即在

每个Ep管中加入Dilution Buffer, 混匀后取1%作为

input储存于4 °C冰箱备用, 在不同的Ep管中分别加

入5 µg anti-AR和20 µL Protein G(ChIP实验组)、1 µg 
anti-RNA pol-II和20 µL Protein G(ChIP阳性对照组)、
1 µg normal IgG和20 µL Protein G(ChIP阴性对照组), 
并置于旋转混匀器于4 °C层流柜过夜。按Massie
等[7]的操作进行免疫复合物洗涤, 随后取出input管, 
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对input管和IP管同时进行洗涤及洗脱后, 按照PCR 
Purification Kit说明进行纯化并用30 µL DEPC水洗

脱, 所得离心液即含ChIP富集所得AR结合位点。

(2)染色质酶切效果验证: 取适量染色质片段溶

液, 按照Chromatin Prep Kit所述进行过夜解交联后, 
将100 bp DNA ladding marker和待测样品同时上样

进行2%琼脂糖凝胶电泳, 85 V 30 min后将凝胶置于

凝胶成像仪, 判断DNA片段长度。

(3)富集物含量测定: 使用Nano drop 2000进行

DNA浓度、D260/D280测定。打开软件, 初始化后用

2 µL DEPC水进行blank, 在检测基座上加2 µL待测

定样品, 检测结果显示于电脑界面。

(4)ChIP富集效果及富集效率判断: 以ChIP阴性

对照和阳性对照组DNA片段作为PCR模板, GAPDH
基因片段作为引物(表1), 通过Real-time PCR结果来判

断ChIP实验本身是否成功。用ChIP实验组DNA片段

作为PCR模板, 含ARE的PSA Promotor基因片段(表1)
作为引物, 通过Real-time PCR结果来初步判断anti-AR
对靶基因的富集效率。PCR反应体系为: 2.0 µL DNA, 
12.5 µL SYBR Green mix, 1 µL primer, 加DEPC水补

足至25 µL。PCR反应程序为: 94 °C 10 min; 94 °C 20 s, 
60 °C 1 min, 50个循环。PCR结束后调节基线至适

宜处, 基线与扩增曲线的交点即为Ct值。以input为
基准, 计算基因的相对富集效率(% of input)。第一

步, 将Ct(1% input)调整到Ct(100% input), Ct(100% 
input)=Ct Input(1% input)–6.644; 第二步, Percentage 
of input=2^[Ct(100% input)–Ct IP]×100%。

1.2.3   高通量测序及生物信息分析      使用Illumina 

HiSeq2000测序技术完成测序后, 对原始数据进行

去污染、去接头及去除低质量数据处理, 即为clean 
data。使用SOAP软件将clean data与Hg19基因组序

列进行比对, 允许不超过2个碱基的错配, 其中比对

到基因组上唯一位置的reads(唯一比对reads)将用于

后续的信息分析。将唯一比对reads与基因组参考数

据库做比对, 统计reads在基因间区、基因内含子区、

基因外显子区、基因上游20 Kb和基因下游20 Kb的
分布情况。使用MACS软件, 基于Poisson分布模型

在全基因组水平进行peak扫描(p-value<1×10–5), 可
得到peak在基因组上的位置信息、peak区域序列信

息等。最后进行peak相关基因筛选, 并对相关基因

进行GO功能聚类分析和pathway分析。

1.2.4   DHT刺激影响候选AR靶基因表达水平的检

测      (1)细胞总RNA提取: LNCaP细胞和LNCaP-AI
细胞经饥饿培养+10 nmol/L DHT, 0, 3, 6, 9, 24, 48 h
后分别收集细胞, 加入Trizol, 经异丙醇沉淀和75%
乙醇洗涤风干后 , 加入55 °C预热的DEPC水50 µL
溶解即可。(2)RNA浓度检测 : 使用Nano drop 2000
按上述操作进行检测。(3)RNA逆转录 : 使用 1 µg 
RNA按Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
说明书操作 , 总反应体系为 20 µL。反应结束后将

产物保存备用。(4)Real-time qPCR: 2.0 µL cDNA, 
12.5 µL SYBR Green mix, 1.0 µL primer, 加DEPC
水补足至25 µL。94 °C 10 min; 94 °C 20 s, 60 °C 
30 s, 50个循环。以GAPDH为内参 , 计算LNCaP细
胞和LNCaP-AI细胞中各靶基因的相对表达量以及

LNCaP-AI细胞相对于LNCaP细胞中各靶基因的相

表1   本实验所用引物序列列表

Table 1   List of primers used in the experiment
基因

Genes
上游引物(5′→3′）
Forward primers (5′→3′）

下游引物(5′→3′）
Reverse primers (5′→3′）

GAPDH TAC TAG CGG TTT TAC GGG CG TCG AAC AGG AGG AGC AGA GAG CGA

AR GCC ACT CAG ACC CAC TTA GC CCT CAC TCT TCG TCC ACA TCG

PSA CCT AGA TGA AGT CTC CAT GAG CTA C GGG AGG GAG AGC TAG CAC TTG

PTGER3 ACG GAG AAG CAG AAA GAA TG GCA GGG TAA GGA GGT GGA

FOXP2 ACA CGC ATT GGA TGA CCG A GTC TGA ATG TCG CCT TCG TAT G

FN1 ACA CGC ATT GGA TGA CCG A ACA CGC ATT GGA TGA CCG A

ZNF438 AGT TGT CGG ATT TGT CGC TTC GTC TGC CTG GTT TAG

PDE9A CTA ACG AGG TCC GTC CAA GGC GTC ATC TAT CCG CTT CA

BDNF TTC TGC CCA TCC TGT CT GCT TAT CCC TCA CCC TAC T

PCDH15 CCC AAA CCA ACA GAG CCA TCG TCC TCC TTC CCC ATA ATA CGG

GAPDH-ChIP TAC TAG CGG TTT TAC GGG CG TCG AAC AGG AGG AGC AGA GAG CGA

PSA-ChIP[8] CCT AGA TGA AGT CTC CAT GAG CTA C GGG AGG GAG AGC TAG CAC TTG
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对含量(2–ΔΔCt), 其中ΔCt=Ct(target gene)–Ct(GAPDH), 
ΔΔCt=ΔCt(LNCaP-AI)–ΔCt(LNCaP)。

2   结果
2.1   DHT刺激对LNCaP-AI细胞胞质和胞核中

AR蛋白表达的影响

提取10 nmol/L DHT刺激前后LNCaP-AI细胞的

胞浆和胞核蛋白, 利用anti-AR进行蛋白免疫印迹实

验, 以GAPDH为内参判断AR蛋白的表达情况。由

图1可以看出, LNCaP-AI细胞在DHT刺激后胞质AR
减少, 胞核AR增多, 提示AR信号通路的经典途径在

LNCaP-AI细胞中依然发挥着重要作用。

2.2   LNCaP-AI细胞染色质免疫共沉淀结果

2.2.1   LNCaP-AI细胞染色质片段合格性检测       (1)
染色质片段长度: ChIP-seq要求待检DNA片段应小

于1 000 bp, 尽量控制在500 bp范围内。本实验采用

微球菌核酸酶消化染色质使其片段化, 对交联的染

色质进行过夜解交联处理后, 用2%琼脂糖凝胶电泳

判断片段长度, 结果如图2所示。

(2) ChIP富集物含量: 使用Qubit Fluorometer对
LNCaP-AI细胞AR-ChIP后富集所得DNA样品的浓

度及体积进行检测, 结果为: 3.46 ng/µL, 135 µL, 总
量为0.467 1 µg。ChIP-seq要求待测样品总量不低于

5 ng, 结合DNA片段长度, 本次ChIP-ed DNA符合测

序建库要求。

2.2.2   ChIP富集效果和富集效率      以ChIP阴性

对照组和阳性对照组富集物及相应的input对照组

DNA作为PCR模板, GAPDH基因片段作为引物进

行Real-time qPCR; 以ChIP实验组富集物及相应的

input对照组DNA作为PCR模板, PSA基因片段作为

引物进行Real-time qPCR。PCR结束后计算GAPDH
和PSA的相对富集度(% of input）。ChIP阴性对照组

的GAPDH基因相对富集度为0.64%, ChIP阳性对照

组的GAPDH基因相对富集度为21.23%, ChIP实验组

的PSA基因相对富集度为4.71%(图3)。
2.3   高通量测序和生物信息学分析结果

本次测序结果中reads长度为49 bp, 共得到

11 416 877条reads, 总产量为559 426 973 bp。将其

与Hg19基因组序列进行比对, 比对reads数为10 854 724
条, 比对率95.08%, 唯一比对reads共10 056 037条, 
唯一比对率为88.08%。唯一比对reads在各基因功

能元件上的分布为: 基因间区58.26%, 基因内含子

区38.96%, 基因上游20 Kb 11.98%, 基因下游20 Kb 
11.66%, 基因外显子区2.11%(图4A)。使用MACS
软件进行peak区扫描, Poisson分布模型进行检验, 
共 得 到2 876个peak(p-value<1×10–5), peak平 均 长
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Nucle
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Nucle
us

AR
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DHT + + - -

3 2 1 Marker

−1 000 bp

−500 bp

−100 bp

1、2、3泳道均为LNCaP-AI细胞染色质片段化后的结果。

Lane 1,2,3 were all the chromatin fragments of LNCaP-AI cells.
图2  LNCaP-AI细胞染色质片段长度

Fig.2  The length of chromatin fragments of LNCaP-AI cells

图1  DHT刺激对LNCaP-AI细胞AR蛋白核转移的影响

Fig.1  The effect of DHT stimulation on nuclear transfer of 
AR protein in LNCaP-AI cell
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图3  染色质免疫共沉淀实验及PSA基因的富集效率

Fig.3  The efficiency of chromatin immunoprecipitation 
experiment and PSA gene enrichment
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表2   LNCaP-AI细胞ChIP-seq得到的部分雄激素受体靶基因举例

Table 2   Some of androgen receptor target genes analysed by the ChIP-seq
基因

Genes
Peak在基因上的位置

Peak position in the gene
Peak数
Number of peak

P值
P value

相对富集度

Fold enrichment

COL1A1 Up20k, exon, intron 3 2.54×10–21 16.54

TP53BP2 Up20k 2 1.16×10–11 16.35

PTPRH Up20k 2 1.48×10–6 13.48

ETV7 Up20k 1 4.55×10–6 13.24

MDM2 Up20k 1 3.48×10–6 10.29

BDNF Down20k 17 3.43×10–5 7.29

FOXP2 Intron 9 2.88×10–5 10

PCDH15 Intron 24 3.94×10–5, 4.09×10–5 8.75, 8.33

PDE9A Up20k 20 1.09×10–6 8.99

ZNF438 Intron 16 9.31×10–6, 8.83×10–5 7.5, 7.5

Up20k、Down20k、exon、intron分别表示peak位于基因上游20 Kb、下游20 Kb、外显子、内含子区域内。

Up20k, Down20k, exon, intron indicated that the peak was located in the region of upstream 20 Kb of gene, downstream 20 Kb of 
gene, exon of gene and intron of gene.
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图5    peak相关基因的GO功能聚类分析

Fig.5    GO analysis of peak-related genes

(A) (B)Unique mapped reads in intergenic and
gene region (AI+DHT)

Genome-wide distribution of peaks relative
to annotation gene (AI+DHT)
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A: 唯一比对reads在基因组各功能元件上的分布; B: peaks在基因组各功能元件上的分布。

A: the distribution of unique mapped reads in the functional elements of the genome; B: the distribution of peaks in the functional elements of the genome.
图4  唯一比对reads和peaks在基因组各功能元件上的分布情况

Fig.4  The distribution of unique mapped reads and peaks in the functional elements of the genome
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表3   与peak相关基因有关的主要信号通路举例

Table 3   Some of the main pathways of peak-related genes

信号通路

Pathway

与通路相关的基

因量(构成比)
Constituent ratio 
of pathway related 
genes

Regulation of actin cytoskeleton 75 (5.02%)
Focal adhesion 65 (4.35%)
Tight junction 68 (4.55%)
Pathways in cancer 53 (3.55%)
Metabolic pathways 244 (16.32%)
Purine metabolism 113 (7.56%)
Cell cycle 13 (0.87%)
Transcriptional misregulation in cancer 108 (7.22%)
Prostate cancer 11 (0.74%)

度为673 bp, peak在各基因功能元件上的分布特征

与唯一比对reads的分布类似(图4B)。将peak序列

定位到基因组, 共得到1 865个peak相关基因, 其中

fold enrichment≥10的基因有425个, 大部分基因fold 
enrichment集中于5~10。对数据进行分析, 我们发现

一个peak可以匹配到至少一个基因, 同时一个基因

至少有一个peak的富集, 平均每一个基因可有1.54个
peak。表2列举了部分fold enrichment较高的基因以

及peak较多的基因。对peak相关基因进行GO分析

发现, 与细胞、细胞组分、细胞过程、结合及细胞

器相关的基因量位列前五(图5)。对1 495个peak相
关基因进行信号通路的注释后, 我们发现与黏着斑、

代谢通路、癌症中的转录错误调控及嘌呤代谢等信

号通路相关的靶基因占大多数(表3)。
2.4   DHT刺激对候选AR靶基因表达情况的影响

我们推测, 若某一基因能富集到的peak越多, 其
与LNCaP-AI细胞的关联性越大, 与AIPC发生的相

关性越高。我们的数据表明, 某一基因所能富集到

的peak数最大为24, 富集peak数为1的基因有1 110
个, 富集peak数大于5的基因有99个, 其中富集peak
数大于9的基因有20个。我们以富集peak数大于9
的20个基因为初步对象, 结合文献报道筛选了其中

的7个候选基因(PTGER3、FN1、PDE9A、BDNF、
PCDH15、FOXP2、ZNF438)作为对象初步判断它

们在LNCaP细胞和LNCaP-AI细胞中的表达情况及

对DHT刺激的反应性。由图6可以看出, DHT刺激可

改变7个候选AR靶基因在LNCaP-AI细胞中的表达, 

与DHT刺激0 h相比, DHT刺激时间越长候选靶基因

表达差异越明显; 其中, FN1和PDE9A mRNA相对表

达量相对较高。各候选靶基因的相对表达量在两株

细胞间均具有差异, 其中差异最明显的为PTGER3
和BDNF; 与LNCaP细胞相比, 表达升高的基因为

PTGER3、FN1、ZNF438、FOXP2和PDE9A, 表 达

降低的基因为BDNF和PCDH15。

A、B分别表示AR靶基因在LNCaP-AI细胞和LNCaP细胞的相对表

达量; C: AR靶基因在LNCaP-AI细胞中相对于LNCaP细胞的表达量。

A,B: the relative expression levels of AR target genes in LNCaP-AI and 
LNCaP cells; C: the expression levels of AR target genes in LNCaP-AI 
cells compared to those of LNCaP cells.

图6   不同DHT刺激时间下候选AR靶基因的表达情况

Fig.6   The expression levels of candidated AR target genes 
after DHT stimulation in indicated times
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3   讨论
已明确AR作为转录因子在性别分化、前列

腺正常功能的发挥、PCa的发生发展以及ADPC向
AIPC转化的过程都起着非常关键的作用, 但机制尚

不明确, 目前的研究热点主要包括AR调控基因的异

常、AR过表达、AR突变、非雄激素依赖途径的出

现等[5]。LNCaP-AI细胞为模拟PCa的雄激素剥夺治

疗诱导而成的细胞株, 为AIPC细胞。本课题组前期

研究显示[9-10], AR蛋白和mRNA在LNCaP-AI细胞中

的表达比LNCaP细胞高, DHT可刺激AR表达; 使用

siRNA干扰AR表达后对LNCaP-AI细胞生长的抑制

率大于对LNCaP细胞的抑制率, 且无论干扰前还是

干扰后DHT对LNCaP-AI细胞生长的刺激作用都大

于LNCaP细胞; DHT可刺激AR蛋白在胞核中的表

达(图1), 因此AR信号途径在LNCaP-AI细胞的发生

中起着关键作用。根据前期研究结果, 我们推测由

AR调控的下游靶基因的改变参与了LNCaP细胞向

LNCaP-AI细胞的转化, 导致了两个细胞生物学功能

的不同。

本实验使用AR-ChIP联合高通量测序技术在

全基因组水平对LNCaP-AI细胞中的AR结合位点进

行富集, 并根据结合位点在基因组上的位置定位相

应的基因。由图3我们得知, 大部分peak位于功能

尚不能明确的基因间区, 其次约40%位于基因内含

子区, AR很可能参与调控了这些基因的表达。本次

AR-ChIP共得到1 865个基因, 我们初步筛选了7个基

因 (FN1、PDE9A、ZNF438、PTGER3、PCDH15、
FOXP2、BDNF)进行相对表达量检测, 其中尚未见

FN1、PDE9A、ZNF438与PCa的报道。

DHT刺激可改变AR靶基因在LNCaP-AI细胞

中的相对表达量, 且随着DHT刺激时间的延长表达

差异越明显, 这说明了它们可能为AR靶基因。前

列腺素E2受体3(PTGER3)基因为前列腺素受体EP3, 
该基因广泛分布于多个组织系统, 具有多种功能。

在本实验中LNCaP-AI细胞PTGER3 mRNA表达升

高, 与Kashiwagi等[11]的研究结果相反, 却与Miyata
等[12]的研究结果有着一致性。我们推测可能是由于

PTGER3亚型不同或PTGER3与不同亲和力的配体

结合产生不同的生物学功能导致的, DHT刺激会降

低PTGER3的表达水平, 说明PTGER3在LNCaP-AI细
胞中可能通过非雄激素依赖的AR调控途径影响PCa
的进展。PCDH15为钙黏着蛋白超家族的成员之一, 

已有报道显示N-钙黏着蛋白增加和E-钙黏着蛋白减

少(上皮–间质转化, EMT)在肿瘤的转移中起着重要

作用[13]。LNCaP-AI细胞中PCDH15 mRNA的表达

降低, 可能通过编码E-钙黏着蛋白参与EMT对AIPC
的发生起着一定作用。FOXP2在神经细胞的分化中

有着一定的作用, FOX家族参与了多数肿瘤的发生, 
FOXP2与PCa的发生发展也有着密不可分的关系, 
尤其在TMPRSS2-ERG融合阴性的PCa中, FOXP2表
达越高预后越差[14]。本研究中FOXP2在LNCaP-AI细
胞中表达升高, 证实了其与PCa的发展及AIPC的转

化有着不可分割的关系。BDNF为神经营养因子家

族的成员之一, 已明确了神经营养因子在男性生殖

器官发育中的重要作用。Mirabella等[15]的研究说明, 
BDNF在去势处理的小鼠中表达比正常小鼠高。本

实验中, LNCaP-AI细胞BDNF mRNA的表达降低, 与
预期不符, 还需进一步重复实验进行验证。FN1与
黏着斑和迁移密切相关; PDE9A与细胞转导途径相

关; ZNF438为一锌指蛋白, 与众多基因表达的调控

相关。LNCaP-AI细胞中它们的表达均与LNCaP细
胞中的表达存在差异, 暗示它们可能在PCa的发生

以及AIPC的转化中起着重要作用。但是关于与PCa
之间存在的关系以及它们在PCa的发生发展中所起

的作用还需要更多的实验来说明。

另外, Wang等[16]发现与细胞周期相关的基因, 
尤其是M期基因在AIPC的发展中起着重要作用。M
期直接影响了细胞分裂, M期基因表达升高与肿瘤

细胞的快速生长等特性有着密不可分的关系。由于

G2到M这个阶段正处在复杂活跃的分子水平变化的

时期, 容易受干扰, 因此我们猜测LNCaP-AI细胞中

也存在着某些调控G2/M期转位的关键AR靶基因。

AR-ChIP中我们富集了如Cdc14等与M期相关的AR
靶基因, 有望在下一步实验中进行深入的研究。另

外, 在与黏着斑、代谢通路、癌症中的转录错误调

控及嘌呤代谢等信号通路明确相关的基因中我们还

富集了较多基因, 这些代谢途径在肿瘤的发生过程

中都或多或少地发生了改变。

目前, 我们正在着手对LNCaP细胞进行AR-
ChIP及sequencing, 旨在通过对两个细胞的ChIP-ed 
DNA进行差异分析后, 期望找到不仅与PCa发生相关

同时也与LNCaP-AI细胞转化密切相关的AR靶基因。

另外, 对筛选得到的LNCaP-AI细胞AR靶基因, 我们

下一步将使用siRNA干扰AR基因的表达后检测各靶
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基因的表达, 以验证其与AR的关联性; 用凝胶迁移

试验分析靶基因与AR是否存在直接结合作用。

综上所述, 雄激素受体及其调控的靶基因在雄

激素依赖性前列腺癌向雄激素非依赖性前列腺癌转

化的过程中起着至关重要的作用, 我们期待下一步

的实验能筛选出某些关键的雄激素受体直接作用的

下游靶基因, 为雄激素非依赖性前列腺癌的治疗提

供新靶点。
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食蟹猴和恒河猴卵母细胞及早期胚胎玻璃化冻存
黄璋琼1  薛志刚2  高家红1  江勤芳1  吴正存1  李  聪1  罕园园1  曾  桥2* 马开利1*

(1中国医学科学院医学生物学研究所药物安全性评价研究中心, 昆明 650118;
2同济大学附属同济医院转化医学中心, 上海 200065)

摘要      为了节省经费和使转基因模型动物品种资源得到妥善保存, 该研究利用自制的梯度

浓度冷冻液和解冻液结合玻璃化方式分别冷冻和解冻了非人灵长类动物的183个卵母细胞(GV
期、MI期和MII期)、114个卵裂期胚胎(2-细胞期、4-细胞期和8-细胞期)及25个桑椹期胚胎。其

中食蟹猴卵母细胞67个, 卵裂期胚胎45个, 桑椹期胚胎11个; 恒河猴卵母细胞116个, 卵裂期胚胎

69个, 桑椹期胚胎14个。复苏后存活率分别为56/67(83.58%)、36/45(80.00%)、9/11(81.82%)、
102/116(87.93%)、55/69(79.71%)和11/14(78.57%)。结果表明, 快速玻璃化冷冻法简便且胚胎存活

率高, 是一种较好的冷冻食蟹猴和恒河猴卵母细胞及胚胎的方法。

关键词      食蟹猴; 恒河猴; 卵母细胞; 胚胎; 玻璃化冻存

Vitrification of Oocytes and Embryos of Macaca fascicularis and
Macaca mulatta 

Huang Zhangqiong1, Xue Zhigang2, Gao Jiahong1, Jiang Qinfang1, Wu Zhengcun1, 
 Li Cong1, Han Yuanyuan1, Zeng Qiao2*, Ma Kaili1*

(1Center for Drug Safety Evaluation and Research, Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences, 
Kunming 650118, China; 2Research Center for Translational Medicine, Shanghai Tongji Hospital, 

Medical School of Tongji University, Shanghai 200065, China)

Abstract       In order to retrench funds and preservation of variety resources of transgenic animal model, this 
study adopted vitrification method to cryopreserve and thaw 183 oocytes (at the GV, MI and MII stages), 144 em-
bryos in cleavage stage (at the 2- to 8-cell stages) and 25 mulberry of the nonhuman primate with the solution pre-
pared by ourselves. Including 67 oocytes, 45 embryos in cleavage stage and 11 mulberry of cynomolgus monkey; 
Including 116 oocytes, 69 embryos in cleavage stage and 14 mulberry of rhesus monkey. After thawing, the survival 
rate was respectively 83.58% (56/67), 80% (36/45), 81.82% (9/11), 87.93% (102/116), 79.71% (55/69) and 78.57% 
(11/14). The results showed that vitrification cryopreservation, simple and effective, is a good method to cryopre-
serve the oocytes and embryos of rhesus monkey and cynomolgus monkey. 

Key words        cynomolgus monkey (Macaca fascicularis); rhesus monkey (Macaca mulatta); oocyte; 
embryo; vitrification



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

950 · 研究论文 ·

随着转基因和基因敲除动物模型的大量建立

和广泛使用, 其保存和繁育体系的建立愈显重要。

其中, 胚胎冷冻是体外受精(In vitro fertilization, IVF)
工作中不可缺少的重要组成部分。非人灵长类动物

胚胎的冷冻保存是由于其物种的稀有性和灵长类动

物体外受精、胚胎培养和胚胎移植等技术条件的限

制。目前, 仅在狒狒、狨猴、食蟹猴和猕猴有相关

的研究报道[1-4], 其中猕猴胚胎通过卵细胞浆内单精

子注射术(intracytoplasmic sperm injection, ICSI)获得

并经冻融得到了后代。相对于精子和胚胎, 非人灵

长类动物的卵母细胞冷冻保存研究则更为罕见, 目
前共有3篇报道, 仅限于松鼠猴[5]、食蟹猴[6]和猕猴[7], 
但都没有提到玻璃化冷冻方式, 并且仅有松鼠猴报

道了复苏后的存活率为35.4%。而国内关于非人灵

长类动物的卵母细胞和胚胎冷冻的研究较少, 传统

的慢速冷冻法需要严格控制冷冻和解冻过程中形成

的冰晶数量, 期望在各因素间保持精细的平衡, 减少

冰晶造成的损伤、渗透压改变造成的损伤、透明带

和卵裂球破裂及细胞骨架的改变等, 慢冻法比较费

时, 且需要昂贵的程序化冷冻仪才能完成。近年来

应用的玻璃化冷冻技术是使用很高浓度的冷冻保护

剂和极高的冷冻速度, 使卵母细胞和胚胎在冷冻过

程中呈玻璃状固化, 与传统冷冻程序相比, 玻璃化冷

冻可以完全避免冰晶的形成, 降低模型动物遗传漂

变风险, 有望获得更高的胚胎复苏率; 具有简便、迅

速、经济的优点, 操作过程短, 减少了卵母细胞在低

温环境中的暴露时间; 无需昂贵的程序化冷冻设备, 
并已逐渐成为卵母细胞冷冻保存的研究热点[8-9]。用

玻璃化冻存方法保存卵细胞和胚胎已在一些物种获

得成功[8,10-11], 然而这个方法在非人灵长类动物卵母

细胞和胚胎的应用几乎没有报道。与普通小鼠和转

基因小鼠相比, 转基因猴的胚胎显得更加珍贵与脆

弱, 胚胎数量往往不及前者。为了节省经费和使转

基因模型动物品种资源得到妥善保存, 以便为后续

科研提供充足的资源, 本研究对恒河猴、食蟹猴的

卵母细胞和经ICSI及特定基因靶向修饰技术获得的

不同发育期的早期胚胎进行玻璃化冻存保种及复苏

技术进行了探索。

1   材料与方法
1.1   实验动物   

食蟹猴6只, 恒河猴13只, 由中国医学科学院医

学生物学研究所提供, 饲养于GLP中心。性成熟(4~6
岁)的公猴和母猴单笼饲养, 并给予12小时明/暗光控

及16~22 °C的温控, 每天喂食三餐, 每天给予一定量

的水果。

1.2   试剂与仪器   
人输卵管液(HTF)、卵母细胞体外操作液( 

HTF-HEPES)、代血清(SSS)、胚胎培养液、二甲基

亚砜(DMSO)购自美国IRVINE公司; TL-HEPES购由

LONZA公司提供; 庆大霉素、乙二醇及蔗糖购自美

国SIGMA公司; 玻璃化冷冻、解冻液自己配制; 解
剖显微镜和倒置显微镜购自日本NIKON公司; 显微

操作系统购自德国EPPENDORF公司; 培养皿、巴

斯德吸管购自美国FALCON公司; 移液管购自德国

EPPENDORF公司; 三气培养箱购自美国FORMA公

司; 达必佳购自德国辉凌制药有限公司; 注射用尿促

性腺素(hMG)和注射用绒促性素(hCG)购自丽珠制

药厂。

1.3   促排卵与卵母细胞采集    
对性成熟母猴通过阴道观察月经并记录, 月经

首日皮下注射达必佳0.1 mg; 月经第3 d开始, 食蟹猴

每天两次连续注射hMG 25 IU 7~8 d, 随之注射hCG 
1 500 IU; 月经第3 d开始, 恒河猴每天两次连续注

射hMG 30 IU 7~8 d, 随之注射hCG 2 000 IU。hCG
注射后27~32 h采集卵母细胞。动物经氯胺酮麻醉

后固定于手术台上, 经下腹中央或两侧做小切口

(1.5~2.0 cm), 暴露卵巢, 采用5 mL注射器负压抽吸

卵泡, 卵泡液收集到含有10 IU/mL肝素钠的卵子洗

涤液中, 在解剖镜下收集卵丘复合物。卵丘复合物

在体外培养2~4 h后经透明质酸酶消化后去除颗粒

细胞, 观察卵子成熟情况, 成熟卵子(MII期)直接进

行ICSI, 未成熟卵子则继续培养24~36 h, 期间观察卵

子成熟情况, 若发现成熟卵子则行ICSI。
1.4   精液采集、ICSI及胚胎培养   

性成熟公猴经肛门电刺激法采集精液。射出的

精液在液化后采用HTF-HEPES溶液洗涤两次。分别

将成熟卵子和精子置于10 μL的注射微滴中, 活动精

子在7%聚乙烯吡咯烷酮(polyvinylpyrrolidone, PVP)
制动后, 持卵针固定成熟卵母细胞, 并将第一极体置

于12点位置, 注射针在3点位置传入卵母细胞, 分别

穿过透明带和卵膜, 负压吸引轻轻破膜后缓缓将精

子注入到卵母细胞中, 再轻轻退针。卵母细胞经洗

涤后培养于37 °C、5% CO2、5% O2的三气培养箱中。
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1.5   胚胎遗传学修饰    
培养至1-细胞期, 利用显微程序注射仪注射

RNA或DNA 1×10-5 μL, 继续培养。

1.6   卵母细胞及胚胎冷冻   
分别对不同发育时期的卵母细胞(GV期、MI

期、MII期)、经遗传修饰的卵裂期胚胎(2-细胞期、

4-细胞期、8-细胞期)和桑椹期胚胎进行冻存, 2~3个
月后进行复苏鉴定。

1.6.1   冻存液配制      冻存液配方见表1。
1.6.2   冻存方法      分别用吸管吸出50 μL的冻存1号
液(ES液)、冻存2号液(VS液)于培养皿中。冻存1号
液中孵育5~6 min, 冻存2号液中孵育30~60 s, 将胚胎

和卵母细胞置于冻存叶片上, 吸取多余液体, 再直接

将叶片置于液氮中, 套好套管后保存于液氮中。室

温下操作, 将容器放在显微镜旁边, 方便操作。

1.6.3   解冻方法      解冻液配方见表1。分别用吸管

吸取1 000 μL TS液、400 μL DS液和500 μL WS液于

培养皿中, 其中TS液需37 °C预热, 并做好标记。去

掉叶片套管后, 分别按顺序将叶片直接置于解冻TS
液中孵育1 min, DS液中孵育3~4 min, 解冻3号液(WS
液)中孵育8~10 min, 再将胚胎和卵母细胞洗涤后转

移至培养微滴内。

1.6.4   解冻效果观察      卵母细胞存活标准, 根据中

国人类遗传资源卵母细胞冷冻保存技术规程(GB/
T.1.1-2000)[12]判断: 解剖镜下形态正常, 透明带和胞

膜无损伤, 透明带和胞质之间没有空隙, 卵周间隙清

楚, 无胞质外漏或卵母细胞萎缩, 大小正常, 则定为

存活。

胚胎复苏存活标准: 根据Mohr等[13]和Testart等[14]

报道的结果, 胚胎存活是指在倒置显微镜下观察, 解
冻后有50%以上细胞形态完整(即超过一半以上的

卵裂球存活)的胚胎可认为是成活的胚胎。胚胎破

损是指有一个或一个以上的卵裂球破损。将部分成

活的胚胎移入盛有含10% SSS的HTF液的四孔培养

皿中, 加盖矿物油,于37 °C、5% CO2培养箱中继续

培养, 观察其囊胚的形成率,  少量胚胎进行移植。

2   结果
共对322个卵母细胞和胚胎进行了玻璃化冻存

研究, 包括183个卵母细胞(GV期、MI期和MII期)、
114个卵裂期胚胎(2-细胞期、4-细胞期、8-细胞期)
和25个桑椹期胚胎(表2)。

其中, 食蟹猴卵母细胞和胚胎共123个: 卵母

细 胞67个, GV期、MI期、MII期 存 活 率 分 别 为

28/32(87.50%)、18/23(78.26%)和10/12(83.33%), 总

体复苏后存活率为56/67(87.93%); 卵裂期胚胎45个, 
2-细胞期、4-细胞期和8-细胞期复苏后存活率分别

为14/17(82.35%)、10/13(76.92%)和12/15(80.00%), 
总体复苏后存活率为36/45(80.00%), 2-细胞期、4-细
胞期和8-细胞期复苏后破损率分别为3/17(17.65%)、
5/13(38.46%)和6/15(40.00%), 总体破损率为14/45 
(31.11%); 桑 椹 期 胚 胎11个, 复 苏 后 存 活 率 为

9/11(81.82%), 破损率为5/11(45.46%)(表2)。
其中恒河猴卵母细胞和胚胎共199个: 卵母

细胞116个, GV期、MI期、MII期存活率分别为

59/66(83.39%)、33/37(89.19%)和 10/13(76.92%), 
复苏后总体存活率为102/116(87.93%); 卵裂期胚

胎69个, 2-细胞期、4-细胞期和8-细胞期复苏后

存 活 率 分 别 为23/29(79.31%)、19/23(82.60%)和
13/17(74.67%), 复苏后总体存活率为55/69(79.71%), 
2-细胞期、4-细胞期和8-细胞期复苏后破损率分别

为6/29(20.69%)、9/23(39.13%)和7/17(41.18%), 总体

破损率为22/69(31.88%); 桑椹期胚胎14个, 复苏后存

活率为11/14(78.57%), 破损率为7/14(50.00%)(表2)。
不同时期的卵母细胞(GV期、MI期和MII期)、

不同时期的卵裂期胚胎(2-细胞期、4-细胞期、8-细

表1  冻存液及解冻液成分

Table 1  Cryopreservation and thawing solution 
名称

Name
台氏缓冲液

TL-Hepes
庆大霉素

Gentamicin
二甲基亚砜

DMSO
乙二醇

Ethanediol
蔗糖

Sucrose
牛血清蛋白

BSA

Cryopreser-
vation

ES 85% 10 mg/L 7.5% 7.5% / 12 mg/mL

VS 70% 10 mg/L 15% 15% 0.5 mol/L 12 mg/mL

Thawing 
solution

TS 100% 10 mg/L / / 1.0 mol/L 12 mg/mL

DS 100% 10 mg/L / / 0.5 mol/L 12 mg/mL

WS 100% 10 mg/L / / / 12 mg/mL
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表2  食蟹猴和恒河猴卵母细胞与胚胎玻璃化冻存情况

Table 2  Cryopreservation cases of oocytes and embryos of cynomolgus monkey and rhesus monkey

动物种类

Animal species
发育阶段

Developmental stage
数量

Number
存活率(%)
Survival rate (%)

破损率(%)
Damage rate (%)

Cynomolgus monkey GV stage 32 28/32(87.50) 4/32(12.50)

MI stage 23 18/23(78.26) 5/23(21.74)

MII stage 12 10/12(83.33) 2/12(16.67)

2-cell stage 17# 14/17(82.35) 3/17(17.65)

4-cell stage 13 10/13(76.92) 5/13(38.46)

8-cell stage 15 12/15(80.00) 6/15(40.00)

morula stage 11 9/11(81.82) 5/11(45.46)
Rhesus monkey GV stage 66 59/66(89.39) 7/66(10.61)

MI stage 37 33/37(89.19) 4/37(10.81)

MII stage 13 10/13(76.92) 3/13(23.08)

2-cell stage 29## 23/29(79.31) 6/29(20.69)

4-cell stage 23 19/23(82.60) 9/23(39.13)

8-cell stage 17 13/17(76.47) 7/17(41.18)

morula stage 14 11/14(78.57) 7/14(50.00)
#: 5个胚胎用于移植; 9个胚胎继续体外培养, 其中3个发育成囊胚, 成囊率3/9(33.33%)。##: 15个胚胎用于移植, 2只受体猴妊娠; 14个胚胎继续体

外培养, 其中5个发育成囊胚, 成囊率5/14(35.71%).
#: five embryos were transferred; nine embryos were cultured In vitro, three of them developed into blastocysts, and the rate of blastocysts forming was 
33.33%. ##: fifteen embryos were transferred, and two recipients  pregnancy was determined by ultrasonogrphy after 25 days; fourteen  embryos were 
cultured in vitro, five of which developed into blastocysts, and the rate of blastocysts forming was 35.71%.

A1: 卵母细胞冻存前形态; A2: 卵母细胞在冻存液中的形态; A3: 卵母细胞解冻后的形态; B1: 卵裂期胚胎冻存前形态; B2: 卵裂期胚胎在冻存液

中的形态; B3: 卵裂期胚胎解冻后的形态; C1: 桑椹期胚胎冻存前形态; C2: 桑椹期胚胎在冻存液中的形态; C3: 桑椹期胚胎解冻后的形态。A: 
100×; B、C: 200×。
A1: oocytes morphology before freezing; A2: oocytes morphology of freezing stage; A3: oocytes morphology after thawing; B1: cleavage stage embryo 
morphology before freezing; B2: cleavage stage embryo morphology of freezing stage; B3: cleavage stage embryo morphology after thawing; C1: mo-
rula morphology before freezing; C2: morula morphology of freezing stage; C3: morula morphology after thawing. A: 100×; B,C: 200×.

图1  食蟹猴卵母细胞与胚胎璃化冻存前、冻存液孵育中与复苏后的形态

Fig.1  Oocytes and early embryos morphology of cynomolgus monkey before freezing, freezing stage and after thawing

1 2 3

1 2 3

1 2 3

(A)

(C)
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胞期)和桑椹期胚胎在冻存过程中, 由于冻存液为高

渗透压的溶液, 当卵母细胞或胚胎置于冻存液中后, 
胚胎会立即出现皱缩现象(图1和图2中的A2、B2和
C2), 经过梯度浓度的冻存液处理后, 尽可能地将卵

母细胞或胚胎卵裂球中的自由水置换出来, 以避免

在冻存和解冻过程中形成冰晶对细胞造成损害。复

苏后的卵母细胞和胚胎经过浓度梯度的解冻液后, 
形态逐渐恢复如初(图1和图2中的A3、B3和C3)。

3   讨论
玻璃化(vitrification)冷冻法是1985年发展起来

的一种快速冷冻胚胎的方法[15], 它的主要特点是使

用快的冷冻和解冻速率以及使用高浓度的低温保护

剂, 在超低温环境下凝固, 形成无规则的玻璃化固

体, 无任何冰晶形成。这种固态物质能保持液态时

的正常分子与离子分布, 而且在整个复温步骤中维

持这种状态, 减少了由于细胞内冰晶形成所引起的

一系列物理及化学损伤, 使存活率提高。其次是操

作简单, 不需要昂贵的设备。慢速冷冻法使用的冷

冻保护剂的浓度虽然较低, 但室温状态下冷冻保护

剂与胚胎接触的时间长达2~3 h, 而且随着细胞外冷

冻保护液的结冰, 溶液中保护液的浓度会越来越高。

而玻璃化冷冻法使用的冷冻保护液的浓度虽然较

高, 但冷冻保护液与胚胎接触的时间短。室温条件

下本研究严格控制玻璃化冷冻保护液与胚胎接触的

总时间在极短的时间内(冻存过程中不超过6 min, 解
冻过程中不超过15 min), 保证了胚胎的安全性。

尽管玻璃化冻存技术始于80年代, 但是真正的

临床应用是在最近几年才发展起来的, 并且被证实

玻璃化冻存是使用最小体积保存胚胎及卵母细胞最

有效的方法[8-9]。最初的玻璃化液是由20.5%二甲基

亚砜(DMSO)、15.5%乙酰胺、10%丙二醇、6%聚乙

二醇组成的混合液称玻璃化液(VS), 用于冷冻小鼠

8-细胞胚胎获得了成功。用这种方法冷冻胚胎不会

形成冰晶, 但可对胚胎发生毒性和渗透性损伤, 为了

控制这种有害作用, 胚胎必须分别暴露在含不同浓

度、温度的玻璃液中平衡。此后, 科学家发现了许多

冷冻保护剂的混合液如乙二醇与DMSO及乙二醇与

聚蔗糖、蔗糖等均被证实是有效的玻璃化液。由于

乙二醇的相对分子质量小(浓度为62.07 g/mol), 渗透

A1: 卵母细胞冻存前形态; A2: 卵母细胞在冻存液中的形态; A3: 卵母细胞解冻后的形态; B1: 卵裂期胚胎冻存前形态; B2: 卵裂期胚胎在冻存液

中的形态; B3: 卵裂期胚胎解冻后的形态; C1: 桑椹期胚胎冻存前形态; C2: 桑椹期胚胎在冻存液中的形态; C3: 桑椹期胚胎解冻后的形态。A: 
100×; B、C: 200×。
A1: oocytes morphology before freezing; A2: oocytes morphology of freezing stage; A3: oocytes morphology after thawing; B1: cleavage stage embryo 
morphology before freezing; B2: cleavage stage embryo morphology of freezing stage; B3: cleavage stage embryo morphology after thawing; C1: mo-
rula morphology before freezing; C2: morula morphology of freezing stage; C3: morula morphology after thawing. A: 100×; B,C: 200×.

图2  恒河猴卵母细胞与早期胚胎玻璃化冻存前、冻存液孵育中与复苏后的形态

Fig.2  Oocytes and early embryos morphology of rhesus monkey before freezing, freezing stage and after thawing
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性好, 进出胚胎的速度快, 冷冻时能在短时间内产生

玻璃化, 对胚胎产生的毒性最小, 解冻时容易从胚胎

中渗出而不引起一序列渗透损伤。本研究在已有胚

胎冷冻和体外受精技术基础上, 改进冷冻液和解冻

液的配方比例, 其中DMSO、乙二醇在ES和VS中均

是从7.5%升到15%, 蔗糖在这两溶液中从0变化到

0.5 mol/L, 而在TS、DS、WS中, 蔗糖浓度呈梯度降

低, 分别为1.0, 0.5, 0 mol/L。加入12 mg/mL的血清

可促进玻璃化的形成, 并可降低渗性保护液的毒性, 
增加细胞膜的稳定性; 同时, 蔗糖作为低分子化合物

在冷冻时有助于细胞脱水, 使胚胎发生收缩, 复苏时

有助于除去细胞内的冷冻保护液, 防止水分过快进

入细胞而引起细胞渗透性休克。对于冷冻液中15%
的DMSO浓度, 经我们反复地摸索, 复苏后对胚胎的

毒性不大, 因为我们的冻融过程是在室温条件下完

成的, 并且操作中严格控制卵母细胞和胚胎在不同

浓度的冷冻液中的停留时间和速度, 大大降低了冷

冻液对胚胎产生的毒性。2011年, Yamasaki等[4]也是

采用浓度梯度冷冻液和玻璃化冷冻法冻存食蟹猴

的经ICSI得到的4-细胞、6-细胞、8-细胞的胚胎和

囊胚, 冷冻液的主要成分是组织培养液TCM199, 其
中包含乙醇、二甲基亚砜、蔗糖、SSS。从平衡液

(ES)到冻存液(VS), 乙醇从7.5%升到15%, 二甲基亚

砜从7.5%升到15%, 蔗糖从0升到0.5 mol/L, SSS恒定

为20%; 解冻液主要成分也是组织培养液TCM199, 
解冻液(TS)、 稀释液(DS)、洗涤液(WS)中蔗糖浓度

分别为: 1.0 mol/L、0.5 mol/L、0, SSS恒定为20%。

其结果表明, 63个4~8-细胞胚胎冻融后有60个存活

(95.2%), 其中37个胚胎移植到24个受体, 7个怀孕

(29.2%)。本研究证实, 用冻存叶片(cryoleaf)对经过

反向遗传修饰技术(CRISPR/Cas9)处理的食蟹猴、

恒河猴的不同分裂期的胚胎进行冷冻和复苏取得初

步成果(数据另文发表), 并且冷冻、复苏效率高, 缩
小冷冻载体的结构, 减小样本体积, 使样本与液氮直

接接触, 从而明显提高降温速度。提高降温速度有

利于胚胎迅速通过危险温度地带减少损伤, 也有利

于采用较低浓度的保护剂, 减少毒性和渗透性损伤。

除了严格控制时间和技术娴熟外, 这个方法相对来

说是简单快捷的。

卵子与其他发展阶段如卵裂期胚胎和囊胚相

比, 细胞膜通透性和稳定性更差, 表面积与体积比更

小, 加上透明带、细胞骨架、纺锤体的因素, 因而更

容易受冷冻损伤。本研究用自己配制的冷冻液和解

冻液对食蟹猴和恒河猴的GV期、MI期、MII期卵

母细胞冻融进行了初步研究, 镜下形态学观察结果

表明, 复苏后卵母细胞的皮质颗粒较新鲜卵母细胞

没有明显减少, 卵母细胞纺锤体形态和染色体排列

没有受到明显影响, 初步证实此方法对食蟹猴和恒

河猴的不同发育期卵母细胞冻融有效。由于非人

灵长类动物的卵母细胞冷冻保存研究较少, 而人类

卵母细胞冷冻保存研究虽然取得一定进展, 但结果

并不一致。Mandelbaum等[16]报道, 冷冻GV期和MII
期卵母细胞的存活率并无显著差异; 也有报道表明, 
GV期卵母细胞的解冻复苏率比体外成熟的MII期卵

母细胞的解冻复苏率明显降低[17]。在本研究中, GV
期卵母细胞的解冻复苏率与MII期卵母细胞的解冻

复苏率相比无显著差异, 是否与样本量大小有关, 我
们正在进一步研究中。另外, 有研究表明, 冻融后的

卵母细胞可以应用ICSI技术克服卵母细胞透明带硬

化对受精的影响, 冻融后的卵母细胞存活率和受精

率可以达到99.4%和92.9%[18]。非人灵长类动物卵母

细胞的冷冻保存研究有如下意义: 供卵者不必行促

排卵方案, 减少了费用和简化了供卵过程, 减少了对

雌性猴的损伤; 在不影响卵母细胞存活率的条件下, 
提高了受精率; 为建立非人灵长类卵子库提供了更

为广阔的前景。

总之, 采用玻璃化冻存方式对非人灵长类动物

卵母细胞和经ICSI及特定基因靶向修饰技术获得的

早期分裂期胚胎的冻存获得成功, 将为我们下一步

建立非人灵长类动物特有品系胚胎库和转基因胚胎

库奠定坚实基础, 对进一步的医学生物学研究具有

重要价值和意义。
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震惊反射系统在研究小鼠感觉运动门控功能中的应用
王皓月1  黄丹仪1  李  俊2  吴文婷2  应  悦1  王维刚2  费  俭1,2*

(1同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092; 2上海南方模式生物研究中心, 上海 201203)

摘要      感觉运动门控功能异常与多种精神疾病相关, 前脉冲抑制是常用的测量感觉运动门

控的重要行为学参数。该文介绍了用震惊反射系统测定C57BL/6J品系小鼠前脉冲抑制的实验方法, 
并用N-甲基-D-天冬氨酸受体非竞争拮抗剂MK-801(Dizocilpine, 地卓西平)成功构建了药物诱发前

脉冲抑制缺失的小鼠模型。

关键词      感觉运动门控; 听震惊反射; 前脉冲抑制; MK-801

Application of Startle Response System in Study of 
Sensorimotor Gating of Mice

Wang Haoyue1, Huang Danyi1, Li Jun2, Wu wenting2, Ying Yue1, Wang Weigang2, Fei Jian1,2*
(1School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China; 2Shanghai Research Center for 

Model Organisms, Shanghai 201203, China)

Abstract       Dysfunction of sensorimotor gating is related to many kinds of psychiatric disorders. Prepulse 
inhibition, as a robust operational measure of sensorimotor gating, was tested in C57BL/6J mice using startle re-
sponse system in this study. Furthermore, a mouse model of PPI disruption induced by MK-801, which is a non-
competitive antagonist of the N-methyl-D-aspartate receptor, was successfully established.

Key words        sensorimotor gating; acoustic startle reflex; prepulse inhibition; MK-801

震惊反射(startle reflex, SR)是动物对威胁性

刺激的保护机制。在突发的强刺激(如声、光等)下, 
动物产生全身肌肉屈曲伸直的反射, 即震惊反射, 
在行为上表现为惊跳。听震惊反射(acoustic startle 
reflex, ASR)特指由强烈的声音刺激产生的震惊反

射。震惊反射虽然能够使动物快速对威胁性刺激

做出反应, 但是会干扰正常的行为活动和认知加

工[1-2]。中枢神经系统天然具有过滤和筛选信息的

能力, 来保证思维的连贯性, 这个机制称为感觉运

动 门 控(sensorimotor gating, SG)[3]。Graham的“加

工–保护”理论认为, 感觉运动门控的意义在于大脑

利用此机制对感觉信息进行过滤, 减少后出现的震

惊刺激对前脉冲刺激的干扰, 保护对前脉冲刺激信

号的早期知觉编码[4]。具体来讲, 当多个刺激信号

分先后出现时, 中枢神经系统优先处理先出现的刺

激信号, 即使后出现的信号强度较大也会得到抑制, 
这就是所谓的前脉冲抑制(prepulse inhibition, PPI)
现象。

前脉冲抑制效率(PPI, %)是目前评估感觉运动

门控功能是否完善的重要行为学参数。在强声音刺

激之前的一定时间(几十至几百毫秒)内, 先出现一

个弱的阈下声音刺激(即前脉冲), 会降低动物对强

声音刺激的听震惊反射幅度(startle amplitude, SA), 
对震惊反射幅度的抑制率即为PPI[5]。对于啮齿类动

物, 震惊反射幅度和PPI数值可以通过震惊反射系统
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(startle response system)获得。当感觉运动门控功能

正常时, 动物具有明显的PPI现象; 当该功能缺损时, 
PPI(%)的数值会显著下降, 称为PPI缺失。

在很多精神疾病中都发现有感觉运动门控失调

和前脉冲抑制缺失的现象, 如精神分裂症[6]、躁狂型

抑郁症[7]、强迫症[8]、成年自闭症[9]以及其他与皮质–
纹状体–丘脑环路紊乱相关的精神疾病等。由于前

脉冲抑制在哺乳动物中是保守的神经生物学过程[10], 
因此可以采用啮齿类动物模型研究感觉运动门控和

前脉冲抑制失调的机制, 这对研究和治疗此类精神

疾病有重要意义。本文中我们以C57BL/6J小鼠品系

为例, 建立了用震惊反射系统(即惊恐箱, startle box)
测定小鼠震惊反射和前脉冲抑制的实验方法, 并构

建了药物诱发PPI缺失的小鼠模型, 为研究感觉运动

门控机制及其相关精神疾病提供了基础数据和技术

支持, 也为筛选治疗PPI缺失的药物提供了良好的实

验平台。

1   材料与方法
1.1   材料和仪器

1.1.1   动物      6~8周雄性C57BL/6J小鼠, 体重22~30 g, 
购自上海斯莱克实验动物有限公司。实验动物饲

养和操作均符合AAALAC标准, 并获得上海南方模

式生物研究中心伦理委员会的批准。动物饲养于

SPF级动物房中, 12 h/12 h黑白交替(7:00~19:00亮
/19:00~次日7:00暗), 自由摄取食水。实验完成后, 
小鼠安乐死方式为CO2窒息。

1.1.2   试剂      地卓西平马来酸盐((+) MK-801, hydrogen 
maleate)购自Sigma公司。

1.1.3   仪器      震惊反射测试系统购自MED Associates
公司, 由隔音箱、扩音器、小鼠固定笼、重力感应器

(PHM-255A和PHM-250B)和Startle Reflex 5软件系统

等主要模块构成(图1)。
1.2   方法

1.2.1   实验分组及给药      对照组(n=10): 生理盐水

(10 μL/g); 给药组(n=10): MK-801(0.25 mg/kg, 生理

盐水溶解, 工作液浓度为0.025 mg/mL), 给药方式为 
腹腔注射, 给药10 min后启动前脉冲抑制测试程序。

1.2.2   输入输出测试(input/output test)      参数设置: 
适应时间2 min。Block I设置为14个trails。背景噪

音white noise, 65 dB, 全程打开。每个trail之间的间

隔在10~30 s之间随机变化。无prepulse stimulus。
Startle stimulus设置为white noise, 65~130 dB渐变, 
渐变阶梯5 dB; 刺激持续时间20 ms。
1.2.3   短期习惯性测试(short-term habituation test)      
参数设置: 背景噪音white noise, 65 dB, 全程打开。

适应时间2 min。Block I设置为30个trails。每个trail
之间的间隔在10~30 s之间随机变化。无prepulse 
stimulus。Startle stimulus设置为white noise, 105 dB; 
刺激持续时间20 ms。

短期习惯指数计算公式: 

1.2.4   前脉冲抑制测试(PPI test)      实验程序设置: 
实验程序如图2所示, 在实验阶段背景噪音(white 
noise, 65 dB)全程打开, 分为适应期、Block I和Block 
II三个阶段。

参数设置: 适应期持续时间2 min。Block I设置

Amplifier
Sound

attenuating
cubicle

Startle Reflex 5 software system

Noise burst onset
Startle response

Mouse fixing cage

PHM-255A PHM-250B
Gravity sensor

图1  震惊反射系统

Fig.1  Startle response system

Habituation index
average startle amplitude

the last 10 trails

the first 2 trails

average startle amplitude
×100%=
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为20个trails; 每个trail无prepulse stimulus; startle stimu-
lus设置为white noise, 105 dB; 刺激持续时间20 ms; 
Trail之间的间隔在10~30 s之间随机变化。Block II
设置为70个trails; 每个trail之间的间隔在10~30 s之
间随机变化。Block II中的刺激类型分为7种, 具体

组合方式见表1。每种刺激类型在70次trail中出现

10次, 出现顺序随机。Prepulse stimulus设置为0, 
68(+3), 71(+6), 74(+9), 77(+12), 80(+15) dB, white noise, 
持续时间10 ms。Prepulse/startle stimulus delay设置为

60 ms。Startle stimulus设置为white noise, 105 dB, 刺
激持续时间20 ms。

PPI计算公式: 

Acclimation Block I Block II

5 min

20 trails

70 trails

Startle
stimulus
duration
20 ms

Inter-trial
interval
10~30 s

Null period
Prepulse
stimulus
duration

Startle
stimulus
duration

Prepulse/startle
delay

Stimulus
Sample duration

Inter-trial
interval
10~30 s

0 ms 100 ms 110 ms 160 ms 180 ms 400 ms

图2  前脉冲抑制测试时间轴

Fig.2  Time line for PPI test

PPIxdB(%) =(1 −
SAxdBpp

SAstartle −only
)×100%

PPIpp(%)=(1−
SApp − only
SAstartle −only

)×100%

PPI(%)=(1 −
SApp
SA )×100%

表1  PPI测试Block II参数设置

Table 1  Parameters for Block II of PPI test 

前脉冲刺激

Prepulse stimulus

前脉冲刺激与震惊刺激

起始间隔时间

Prepulse/startle delay

震惊刺激

Startle stimulus
震惊反射振幅符号

Startle amplitude symbol 

0 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SAstartle-only (no prepulse stimulus, no inhibition, negative control)
68 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SA68 dBpp

71 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SA71 dBpp

74 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SA74 dBpp

77 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SA77 dBpp

80 dB, 10 ms 60 ms 105 dB, 20 ms SA80 dBpp

80 dB, 10 ms 60 ms 0 dB, 20 ms SApp-only (no startle stimulus, positive control)

1.2.5   数据统计      实验数据以mean±S.E.M.形式表

示。数据统计用GraphPad Prism 5软件进行。显著

性差异分析采用t-test, P<0.05为差异具有显著性, 
P<0.01和P<0.001为差异极显著。

2   结果
2.1   C57BL/6J小鼠品系震惊反射阈值

在设计前脉冲抑制实验方案之前, 我们首先需

要对C57BL/6J品系小鼠进行输入输出测试, 以明确

该品系小鼠能够产生显著震惊反射的声音强度阈

值。小鼠放置于重力感应器之上的固定笼中, 在背

景噪音65 dB的环境下适应2 min后, 从低到高连续

听65~130 dB的声音刺激, 其震惊反射幅度由重力

感应器采集。结果显示, 随着声音响度的增强, 小
鼠的震惊反射幅度逐步上升, 呈现出S形曲线(图3)。
对于C57BL/6J小鼠, 65~80 dB的声音刺激不会引

起显著的震惊反射, 从85 dB开始出现显著的震惊

反射, 并且随着刺激强度增加, 震惊反射幅度上升。
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当刺激强度大于100 dB时, 震惊反射幅度进入平台

期。鉴于以上结果, 我们在后续实验中选用处于稳

定平台期的105 dB作为震惊反射的刺激强度; 在前

脉冲抑制实验中选用低于80 dB的声音刺激(阈下刺

激)作为前脉冲刺激强度。

2.2   C57BL/6J小鼠短期习惯指数

动物连续经历多次强声音刺激时, 其震惊反

射幅度会逐渐下降, 这一现象被称为短期习惯性

(short-term habituation)。测试短期习惯性时, 小鼠连

续经历30次相同的强声音刺激(105 dB), 记录每次的

震惊反射强度。结果显示, 随着经历刺激次数的增

加, C57BL/6J小鼠的震惊反射略有下降, 短期习惯性

指数仅为(87.64±7.82)%(n=16), 约经历20次刺激后

进入平台期(图4)。
2.3   C57BL/6J小鼠前脉冲抑制测定

根据输入输出测试结果, 我们选择了105 dB作
为震惊刺激的强度, 选择了≤80 dB的5种阈下刺激

68, 71, 74, 77, 80 dB(分别比背景噪声65 dB高出3, 6, 
9, 12, 15 dB)作为前脉冲刺激。根据短期习惯性测

试结果, 我们在Block I设置20次重复强刺激。前脉

冲抑制实验的方案及具体参数见图2和表1。
实验结果显示, 5种强度的前脉冲刺激均能显

著抑制105 dB刺激产生的震惊反射振幅(图5A)。如

图5B所示, 随着前脉冲刺激的强度由68 dB增加

到80 dB, 前脉冲抑制效率从(24.83±5.37)%增加到

(34.67±5.30)%。但是与PPI68 dBpp相比, 只有PPI77 dBpp与
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C57BL/6J小鼠连续30次在105 dB声音刺激下产生的震惊反射幅度。数据表述为平均值±标准误差, 实验小鼠数量为16只。

Startle amplitudes of C57BL/6J mice in response to 30 startle stimulus (105 dB) were shown. Mean±S.E.M., n=16.
图4  C57BL/6J小鼠短期习惯性曲线

Fig.4  Short-term habituation curve of C57BL/6J mice

在不同强度的声音(65~130 dB)刺激下产生的震惊反射幅度。数据

表述为平均值±标准误差。实验小鼠数量为20只。SA85 dB vs SA65 dB, 
***P<0.001; SA80 dB vs SA65 dB, 无显著性差异。

Startle amplitudes at different stimulus intensity (65~130 dB) were 
shown. Mean±S.E.M., n=20. SA85 dB vs SA65 dB, ***P<0.001; SA80 dB vs 
SA65 dB, no significant difference. 

图3  C57BL/6J小鼠输入输出曲线

Fig.3  Input/output curve of C57BL/6J mice
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之有显著性差异(图5B)。
2.4   药物诱发C57BL/6J小鼠前脉冲抑制缺失

我们在以上实验平台基础上构建了药物MK-
801诱发PPI缺失的小鼠模型。实验结果表明, 在PPI
测试之前的10 min腹腔注射MK-801, 68, 71, 74, 80 dB
的前脉冲刺激均不能够显著抑制105 dB刺激产生的

震惊反射振幅(图6A)。在68 dB到80 dB前脉冲刺激条

件下, 注射MK-801的C57BL/6J小鼠, 其PPI均显著低

于同等条件下注射生理盐水组的PPI(图6B)。
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3   讨论
本文建立了C57BL/6J小鼠听震惊反射前脉冲

抑制的测量方法, 结果表明, 震惊反射可以被比背景

噪声高出3, 6, 9, 12, 15 dB的5种前脉冲刺激显著抑

制。由于物种、品系及年龄等因素的影响, PPI的测

定方案中, 很多参数(如震惊刺激强度与时间、前脉

冲刺激强度与时间、前脉冲刺激与震惊刺激起始时

间间隔等)是难以统一的[11-13]。在我们的研究中, 确

立了雄性C57BL/6J小鼠能够有效产生PPI的一系列

重要参数, 为今后研究该品系背景小鼠的感觉运动

门控功能提供了良好的实验平台。

我们采用MK-801作为诱导剂, 构建了药物诱发

PPI缺失的小鼠模型。MK-801(Dizocilpine, 地卓西

平)作用于中枢神经谷氨酸能系统, 是N-甲基-D-天
冬氨酸受体非竞争性拮抗剂[14]。该药物常常被用于

构建啮齿类精神分裂症动物模型, 可以有效地引起
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A: 不同前脉冲刺激条件下的震惊反射幅度, 对照为0 dB前脉冲刺激组; B: 不同前脉冲刺激条件下的PPI值, 对照为68 dB前脉冲刺激组。数据表

述为平均值±标准误差。实验小鼠数量为10只。PP: 只有80 dB前脉冲刺激, 没有震惊刺激。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: startle amplitudes at different prepulse intensity, 0 dB prepulse condition as control; B: PPIs at different prepulse intensity, 68 dB prepulse condition 
as control. Mean±S.E.M., n=10. PP: 80 dB prepulse only and no startle stimulus.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图5  C57BL/6J小鼠前脉冲抑制效果

Fig.5  Prepulse inhibition of C57BL/6J mice

(A) (B)

St
ar

tle
 a

m
pl

itu
de

PP
I (

%
)

**

** **

*

*
*

Prepulse intensity (dB)Prepulse intensity (dB)

Control
MK-801

1 600

1 200

800

400

0

100

80

60

40

20

0
0 68 71 74 77 80 PP 68 71 74 77 80 PP

A: 注射MK-801后不同前脉冲刺激条件下的震惊反射幅度, 对照为0 dB前脉冲刺激组; B: 不同前脉冲刺激条件下的PPI值。Control: 生理盐

水; MK-801: 0.25 mg/kg MK-801。数据表述为平均值±标准误差。实验小鼠数量为每组10只。PP: 只有80 dB前脉冲刺激, 没有震惊刺激。

*P<0.05, **P<0.01。
A: startle amplitudes at different prepulse intensity after MK-801 intraperitoneal injection, 0 dB prepulse condition as control; B: PPIs at different 
prepulse intensity. Control: saline; MK-801: 0.25 mg/kg MK-801. Mean±S.E.M., n=10. PP: 80 dB prepulse only and no startle stimulus. *P<0.05, 
**P<0.01. 

图6  MK-801诱导C57BL/6J小鼠前脉冲抑制缺失

Fig.6  Prepulse inhibition of C57BL/6J mice deficit induced by MK-801
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动物多动、刻板行为和PPI缺失[15]。在本研究中, 我
们采用一次性腹腔注射MK-801水溶液的方法, 确定

了C57BL/6J小鼠在0.25 mg/kg MK-801作用下能够

引起PPI显著缺失, 说明该PPI检测系统的结果可靠。

与文献结果比较, 引起昆明种小鼠和C57BL/6J小鼠

PPI显著缺失的MK801剂量均为0.25 mg/kg[16], 高于

WS品系和SD品系大鼠需要的剂量(0.05 mg/kg)[17]。

在短期习惯性实验中, 我们发现30次连续重复

刺激下, C57BL/6J小鼠的震惊反射下降幅度很小, 短
期习惯性指数仅为(87.64±7.82)%。而文献中报道的

昆明种小鼠的短期习惯性指数可以达到58%[16]。我

们推测这种差异可能由小鼠品系特异性引起的。在

选择prepulse stimulus音量时, 我们遵循不引起小鼠

震惊反射的原则, 因此选择了85 dB以下的68, 71, 
74, 77和80 dB, 得到了显著的PPI效果。特别值得注

意的是, MK-801可以提高小鼠的震惊反射幅度。如

果prepulse stimulus音量过大会使注射了MK-801的
小鼠对prepulse stimulus产生震惊反射, 反而增强对

startle stimulus的震惊反射, 出现PPI呈负值的现象。

而我们测定PPI的实验方案避免了C57BL/6J品系小

鼠在注射MK-801后的PPI出现负值。

PPI检测实验平台可以在研究感觉运动门控机

制方面提供实验证据。PPI是一种不经过大脑皮层

的快速自主神经反应, 涉及的神经环路集中于耳蜗

神经核、下丘脑、脑桥脚被盖核和脑桥尾部网状核, 
直接作用于感觉运动中枢[18]。海马、前额叶皮层、

基底外侧杏仁核和伏隔核等边缘系统参与PPI的调

节[19]。当小鼠以上脑区损伤或有特异性基因缺陷时, 
可能引起PPI异常。

PPI异常还与很多精神疾病相关。目前, 与PPI
缺失关系最密切的精神疾病是精神分裂症。精神分

裂症是一种病因复杂的恶性精神疾病, 近年来研究显

示, 该疾病主要根源在于感觉运动门控功能缺陷[20]。

精神分裂症患者正是因为不能够对环境纷繁复杂的

感觉信息进行有效筛选, 即PPI缺失, 造成大脑过度

刺激, 引起幻觉、刻板行为、不良情绪及认知缺陷

等症状。多项研究显示, 精神分裂症患者有PPI缺失

的症状[6,21-25]。因此, 如果在实验动物上发现刻板行

为、焦虑、注意力和认知缺陷等行为现象时, 可以

考虑进行PPI检测, 以判断其是否因感觉运动门控缺

失造成以上行为表型。

此外, 强迫症和图雷特氏综合征(Gilles de la 

Tourette’s syndrome, GTS)中, 感觉运动门控紊乱和

PPI缺失的症状也已经明确[18]。也有报道显示, 焦虑

症、自闭症、脆性X综合征(fragile X syndrome)等精

神疾病也与PPI缺失相关[18,26]。因此, 以上我们建立

的实验系统可以用于挖掘转基因或基因敲除小鼠与

此类精神疾病相关的表型, 或可以用于筛选治疗以

上疾病的药物。
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初断乳大鼠视网膜微血管周细胞的分离培养

杨密清1# 刘光辉2# 王 航1 黄陈稳3 郑永征2 任秉仪2 周子鑫2 杨 巍1 纪斌峰1 孟 春1*

 (1福州大学生物科学与工程学院, 福州 350108; 2福建中医药大学附属人民医院, 福州 350004; 
3同济大学生命科学与技术学院, 上海 200092)

摘要      探讨、优化初断乳大鼠视网膜微血管周细胞(retinal microvascular pericytes, RMPs)的
分离、培养方案。分别从15只初断乳大鼠及15只成年大鼠中剜取眼球, 采用眼科显微手术器械分

离获取视网膜, 经碎化、消化、过滤处理, 收集视网膜微血管片段, 予接种培养。MTT法测绘RMPs
生长曲线, 通过倒置显微镜观察RMPs形态, 免疫荧光法鉴定周细胞标记物。比较2组之间视网膜分

离操作时间、完整性、原代细胞数量、周细胞形态和表面标记物表达。结果显示, 初断乳大鼠视

网膜均成功分离, 其中24眼视网膜呈整片分出, 6眼视网膜破裂呈碎片状, 单个眼球视网膜分离时间

为14.3~45.5 s。视网膜分离操作时间及完整性与成年大鼠差异无统计学意义(P>0.05), 初断乳大鼠

原代RMPs细胞产量较成年大鼠高, 细胞增殖能力强, 细胞形态及表面标记物与成年大鼠一致。研

究结果表明, 初断乳大鼠视网膜是一种可用于RMPs培养的良好组织原料, 该实验成功建立了初断

乳大鼠RMPs分离培养体系。

关键词      初断乳大鼠; 视网膜微血管; 周细胞; 分离; 培养

Isolation and Cultivation of Retinal Microvascular Pericytes from 
Weanling Rats

Yang Miqing1#, Liu Guanghui2#, Wang Hang1, Huang Chenwen3, Zheng Yongzheng2, Reng Bingyi2, 
Zhou Zixin2, Yang Wei1, Ji Binfeng1, Meng Chun1*

(1College of Biological Science and Biotechnology, Fuzhou University, Fuzhou 350108, China; 
2Affiliated People’s Hospital, Fujian University of Traditional Chinese Medicine, Fuzhou 350004, China; 

3School of Life Science and Technology, Tongji University, Shanghai 200092, China)

Abstract       The aim of this work was to culture retinal microvascular pericytes (RMPs) from weanling rat 
and optimize the protocol for isolation and cultivation of rat RMPs. The retinas were obtained separately from 
weanling rats (n=15) and adult rats (n=15) by ophthalmic microsurgery instruments. RMPs were isolated from the 
retinas by mechanical morcel, enzymatic digestion and filtration, and were cultivated. Cell growth was assessed by 
MTT. Morphological examination of RMPs was performed by inverted microscopy, and further characterization 
was analyzed by immunofluorescence. The differences in isolating-time, integrity-ratio, total-numbers, morphol-
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ogy, and marker-expression were observed. All retinas of weanling rats were successfully isolated. 24 of them were 
intact and 6 of them were broken fragmentarily. The time for isolating retina from a single eye was about 14.3~45.5 
seconds. The isolating-time, integrity-ratio of 2 groups showed no significant difference (P>0.05). There was no 
significant difference in morphology and marker expression between the 2 groups. But the total numbers of primary 
RMPs and the proliferative ability of the cells from weanling rats were higher than those from adult rats. These re-
sults suggested that the retinas of weanling rats were favorable tissue source for RMPs culture. Here we established 
a protocol for the isolation and cultivation of RMPs from weanling rats.

Key words        weanling rat; retinal microvessel; pericytes; isolation; cultivation

视网膜微血管周细胞(retinal microvascular peri-
cytes, RMPs)是视网膜微血管的重要组成部分, 与内

皮细胞及基底膜共同构成微血管壁。RMPs因其在

微血管发生、成熟、稳定、重塑等生理病理过程

中发挥重要的调控作用[1-2]而日益受到关注。既往

RMPs体外相关研究多采用人源[3-5]、猴源[6]或牛源

性[7-9]细胞。但是受人、猴、牛视网膜获取不便的

影响, 研究的开展受到了一定的限制。自2003年来, 
已有学者探索从转基因或普通成年大鼠中分离培养

RMPs并取得了成功[10-11], 但是分离、培养的过程仍

有待优化。本实验拟在前期研究的基础上比较探讨

初断乳大鼠在RMPs分离培养中的应用。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   实验动物      实验采用健康清洁级雄性SD大

鼠30只, 分为初断乳大鼠组和成年大鼠组2组。其中

3周龄初断乳大鼠15只, 体重40±5 g; 6周龄成年大鼠

15只, 体重200±5 g。购买自上海斯莱克实验动物有

限责任公司。实验动物的使用遵循国家科学技术委

员会1988年颁布的《实验动物管理条例》。

1.1.2   主要试剂      低糖(1 g/L)型DMEM培养基(Hy-
clone公司), 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS, Hyclone
公司),  I型胶原酶(Sigma公司), α型平滑肌肌动蛋白小

鼠抗大鼠单克隆抗体 (α-smooth muscle actin, α-SMA, 
Sigma公司 ), 血小板源性生长因子受体 -β(platelet-
derived growth factor receptor-β, PDGFR-β)兔多克隆抗

体(Santa Cruz公司) , 胶质纤维酸性蛋白(glial fibrillary 
acidic protein, GFAP)小鼠抗大鼠单克隆抗体 (Santa 
Cruz公司), vWF(von Willebrand Factor, vWF)兔多克隆

抗体(Santa Cruz公司)。
1.1.3   主要耗材及仪器      六孔板(Corning公司), 眼
科显微剪、镊、虹膜恢复器 (苏州六六视觉科技股

份有限公司 ), CO2细胞培养箱 (Nuaire公司 ), 倒置

显微镜 (重庆光学仪器公司 ), 佳能 600D数码相机

(Cannon公司 ), 酶标仪Model550(Tecan公司 ), TCS 
SP5激光共聚焦显微镜(Leica公司)。
1.2   方法

1.2.1   RMPs的分离培养      按既往报道方式[5,12]进

行, 所有实验相关器械均经灭菌处理, 所有操作都在

无菌的环境中进行, 视网膜分离碎化等相关操作均

在PBS中进行。(1)予大鼠脱椎处死后立即摘取眼

球, 将其置于含有1%青链双抗的PBS中。10 min后
将眼球转移至75%酒精中浸泡消毒60 s, 取出再次

置入PBS中冲洗3次。于视神经根部处夹持固定眼

球, 沿角巩膜缘处剪开眼球, 用显微虹膜恢复器自

视神经根部起轻轻推出视网膜, 去除眼前节内容物

及玻璃体, 在PBS中轻轻漂洗3次去除残留玻璃体

等杂质, 备用。以上操作由同一实验人员进行, 操
作过程中统计眼球直径及单个眼球视网膜分离时间

和完整性。(2)将视网膜反复剪切至呈均匀细小片

状。加入2~3 mL 2 g/L的I型胶原酶, 轻轻吹打均匀, 
37 °C细胞培养箱中消化25 min。加入含有20% FBS
的DMEM终止消化。过55 μm滤网, 翻转滤网, 冲洗收

集含微血管片段洗脱液, 4 °C 250 g离心5 min。吸除

上清液, 加入适量DMEM将沉淀轻轻吹打混匀, 接种

于6孔板。

将6孔板置于5% CO2的细胞培养箱中37 °C下
培养。72 h内禁止移动培养板。72 h后开始更换

培养基, 每3 d更换1次培养基。换液时, 禁止吹打

以免影响贴壁的微血管碎片。当细胞长满孔底的

80%~90%时即行消化传代。弃旧培养基, 以PBS清
洗1次, 加入0.25%胰蛋白酶37 °C下消化1~2 min。
在显微镜下观察消化进程, 见杂质细胞开始收缩变

圆而RMPs尚变化不明显时, 吸除胰蛋白酶, 加入

DMEM终止消化。吹打培养板孔底以促进杂质细胞
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脱壁, 弃培养基并以PBS清洗2次。再次加入胰蛋白

酶消化2~3 min。细胞回缩变圆时, 吸除胰蛋白酶终

止消化, 加入DMEM吹打促进细胞脱壁, 细胞计数板

计数细胞密度, 统计两组原代RMPs总量。消化后按

1:2的比例接种培养次代细胞, 次代细胞培养改用含

10% FBS的DMEM。

取第3代近融合的RMPs, 消化后调整细胞密度

为l×104/mL的单细胞悬液, 接种于96孔板中, 每孔接

种100 μL, 每3 d换液1次。按文献[11]的方法测绘细

胞生长曲线。

1.2.2   细胞鉴定      形态学鉴定在倒置显微镜下进

行, 观察细胞的生长形态, 依据细胞形态对RMPs进
行初步鉴定。免疫荧光鉴定在激光共聚焦显微镜下

进行, 参照文献[13]的方法以周细胞标记物α-SMA
和PDGFR-β、内皮细胞标记物vWF、神经胶质细胞

标记物GFAP等相关抗体进行鉴定。

1.2.3   统汁方法      用SPSS 11.5进行数据处理。定

量资料以(x
_
±s)表示, 其中正态分布比较采用t检验。

定性资料的比较采用χ2检验(精确概率法)。P<0.05
为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   大鼠眼球视网膜的分离制备

初断乳大鼠眼球较成年大鼠小(P<0.05), 视网

膜的分离操作较成年大鼠难度大, 但是采用本方法

进行处理, 两组间的分离时间及完整性相较无统计

学差异(表1)。两组均全部成功分离出视网膜。初断

乳大鼠组中24眼视网膜呈整片分出, 6眼视网膜破裂

呈碎片状且耗时较长, 单个眼球视网膜分离时间为

14.3~45.5 s。成年大鼠组中29眼视网膜呈整片分出, 
1眼视网膜破裂呈碎片状且耗时最长, 单个眼球视网

膜分离时间为13.7~49.7 s。
2.2   初断乳大鼠RMPs生长特性的研究

两组视网膜微血管碎片在接种后24 h内即可

以贴壁。RMPs在接种后24~48 h开始游溢出微血管

片段, 以微血管片段为中心贴壁生长。此时细胞较

表1   眼球直径、视网膜完整性及分离时间的比较

Table 1   Comparison of eye diameter, integrity and isolating-time of retina
组别

Group
眼数(n)
Cases (n)

眼球直径(mm)
Eye diameter (mm)

分离时间(s)
Isolating-time (s)

完整性(%)
Integrity (%)

Weanling rat group 30 4.1±0.3* 27.0±8.9 80
Adult rat group 30 6.0±0.3 23.3±6.7 96.7

*P<0.05, 与成年大鼠组比较。

*P<0.05 compared with adult rat group.

A~C: 初断乳大鼠组; D~F: 成年大鼠组。A、D: RMPs从微血管碎片(箭头)中移出, 绕其周边生长(孵育72 h); B、E: RMPs细胞集落示细胞排列紧密, 
形态难辨, 期间夹杂少量杂质细胞(孵育10 d); C、F: 部分散在生长的RMPs胞体宽大扁平, 呈不规则三角形, 伴有多个突起。标尺=100 μm。

A~C: weanling rat group; D~F: adult rat group. A,D: RMPs migrated out of and grew from a central retinal microvascular fragment (white arrow) at 72 h; 
B,E: RMPs appeared as colonies of dense cells with illegible outline mixed with a few of contaminating cells (on day 10); C,F: some sparsely spreading 
cells presented with large flat irregular triangular cell bodies with multiple long processes. Scale bar=100 μm.

图1   大鼠原代RMPs
Fig.1    Primary RMPs of rat
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小, 呈不规则三角形(图1A和图1D)。在96 h时, 镜
检见初断乳大鼠组游溢出的细胞群落数较成年大

鼠多。原代RMPs生长缓慢, 约7 d后形成中等大的

细胞集落(图1B和图1E), 14~16 d后可以达到近融合

状态(80%~90%融合)。近融合时, 细胞集落处细胞

排列紧密, 无接触性抑制, 可见多层重叠生长而难

辨形态。部分散在生长的RMPs胞体宽大、扁平(图
1C和图1F)。14 d时消化、统计原代RMPs每孔总数

(共统计了5个批次实验统计数据), 其中初断乳大鼠

组原代RMPs平均约7.4×104/孔, 成年大鼠组平均约

4.2×104/孔, 两组间原代细胞数量的差异具有统计学

图2  原代RMPs平均总量(每孔)
Fig.2    Average total numbers of primary RMPs (per well)
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A~D: 初断乳大鼠第3代RMPs免疫荧光染色。A: α-SMA阳性表达; B: PDGFR-β阳性表达; C: DAPI核染; D: A~C复合图; E: 成年大鼠第三代

RMPs免疫荧光染色复合图(α-SMA+PDGFR-β+DAPI); F: 初断乳大鼠原代RMPs孵育48 h免疫荧光染色复合图(α-SMA+PDGFR-β+DAPI)。A~E: 
标尺=100 μm, F: 标尺=50 μm。

A~D: immunofluorescence of weanling rat RMPs at passage 3. A: positive staining of α-SMA; B: positive staining of PDGFR-β; C: nuclear DAPI 
staining; D: overlay of A to C; E: immunofluorescence of adult rat RMPs at passage 3 (Overlay: α-SMA+PDGFR-β+DAPI); F: immunofluorescence of 
weanling rat RMPs at 48 h (Overlay: α-SMA+PDGFR-β+DAPI). A~E: scale bar=100 μm, F: scale bar=50 μm.

图4   RMPs免疫荧光鉴定
Fig.4    Immunofluorescence of RMPs 

A: RMPs生长曲线。吸光度值表示RMPs的相对细胞量。RMPs 4~7 d进人对数生长期, 10~12 d进入平台期; B: 第9 d时两组吸光度值比较。

A: growth curve of RMPs. Absorbance value indicated the relative cell number of RMPs. The cells entered log phase by day 4~7, and transited to sta-
tionary phase by day 10~12; B: comparison of absorbance value on the 9th day.

图3   RMPs生长特性
Fig.3   Growth feature of RMPs 
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意义(P<0.05)(图2)。
传代后RMPs在4 h内开始贴壁, 细胞由圆形伸

展为不规则三角形, 4~6 d后细胞生长增殖形成片状, 
8~10 d后形成密集的细胞层, 胞体较窄。10~12 d后
细胞铺满整个孔板, 致密排列, 重叠多层。传代细胞

生长速度较原代明显加快, 绘测生长曲线显示次代

RMPs 5~7 d进入对数生长期, 至10~12 d进入平台期

(图3A)。其中初断乳大鼠RMPs增殖速度与能力较

成年大鼠强(P<0.05)(图3B)。
2.3   初断乳大鼠RMPs的鉴定及表征

胞体扁平呈不规则三角形或多角形并伴有多

个突起者初步判定为RMPs。两组细胞形态无明显

差异, 呈典型RPMs形态, 并可以传代至第9代无明显

形态变化。免疫荧光鉴定显示, 呈RMPs形态的细

胞其原代及传代细胞均表达周细胞标记物α-SMA
和PDGFR-β(图4), 未见表达阴性者。RMPs不表达

内皮细胞特异性标记物vWF、胶质细胞特异性标记

物GFAP(图5)。两组RMPs免疫荧光结果无明显差

异。所有细胞中未见vWF阳性表达的细胞, 极少量

细胞GFAP表达阳性(图5), 96%以上的细胞同时表达

RMPs标记物α-SMA和PDGFR-β。

3   讨论
周细胞是微血管的重要组成部分, 其在微血

管生理病理活动中扮演了重要角色[14]。研究表明, 
RMPs与糖尿病视网膜病变等视网膜新生血管相关

性疾病具有密切的关联[2]。因此, 进行体外RMPs培
养有助于研究RMPs在视网膜新生血管相关性疾病

中的病理机制。

当前, RMPs研究日益受到重视, 但是因组织原

料(视网膜)来源受限及纯化培养不易等因素[15]的限

制, RMPs的相关研究受到了一定的影响, 而远远落

后于内皮细胞。既往RMPs体外培养研究所用的组

织材料—视网膜多来源于人[3-5]、猴[6]或牛[7-9]。其

中人源性组织材料十分珍贵, 多从捐献的尸眼上取

得, 获取非常不易, 而且人眼的应用还涉及一定的伦

理道德问题, 目前, 以人RMPs为基础的报道极为罕

见。猴为非常规的模型动物, 猴源性组织材料亦十

分稀少, 研究成本高昂, 不为常用。牛视网膜是既往

研究中最为常见的组织材料, 因为单位眼球内视网

膜组织较其他属动物眼球的多, 只需少量眼球即可

以提供足量的RMPs, 故常用于分离培养RMPs。但

是牛源性组织材料往往由屠宰场提供, 在获取、保

鲜运输上不甚方便。同时, 牛眼的色素膜较厚, 在分

离视网膜的过程中去除色素膜的操作较为复杂。此

外, 牛属非糖尿病模型动物, 虽然当前大部分体外

RMPs研究多基于牛源性RMPs, 但是研究显示, 牛源

性RMPs与人源性RMPs在体外高糖实验中表现具有

一定的差异性[16], 影响了牛源性RMPs在体外实验中

的应用及相关实验结论的精确性。

考虑到人、猴、牛等上述组织材料的缺陷, 自
本世纪初, 人们开始探索以大鼠为组织原料培养

RMPs。大鼠是实验室常用的标准模型动物, 也是

常见的糖尿病模型动物。其购买、运输或自行饲养

均十分方便, 而且他们的基因和表型稳定统一, 易于

实验室进行标准化操作。但是大鼠眼球的直径相对

较小, 难于操作, 既往很少用于RMPs的体外研究。

2003年, 日本学者Kondo等[10]首次采用转基因大鼠

利用温敏激活法成功建立了RMPs细胞株, 并使用克

隆法对细胞株进行了纯化。但是Kondo培养的为细

A: 极少量细胞GFAP阳性表达, 呈绿色荧光, 为神经胶质细胞; B: 内皮细胞标记物vWF阴性表达; C: DAPI核染; D: A-C复合图。A~D: 标尺

=100 μm。

A: little positive staining of GFAP of glial cell with green fluorescence; B: negative staining of vWF, marker of endothelial cell; C: nuclear DAPI stain-
ing; D: overlay of A to C. A~D: scale bar=100 μm.

图5    RMPs培养中杂质细胞的鉴定

Fig.5    Identification of impure cells in RMPs culture
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胞株, 其所采用的组织原料及方法均非常规, 不具有

普遍适用性。2005年, 我国学者王应利等[11]采用免

疫磁珠法从大鼠中首次成功纯化培养出原代RMPs。
该法采用免疫磁珠吸附视网膜消化处理后所得的单

个免疫阳性的细胞, 活细胞产量偏低, 成本高昂, 且
磁珠与细胞结合后难以分离, 对细胞的生长有一定

影响[17]。2012年, 我们基于成年大鼠视网膜微血管

片段建立一种简便的原代RMPs的培养方案[12]。但

是我们发现, 成年大鼠细胞增殖能力稍差, 因此有必

要继续探讨、优化大鼠RMPs培养方案。

与上述实验采用成年大鼠的视网膜做为组织

材料不同, 我们在本次研究中选用了3周龄初断乳大

鼠视网膜作为主要组织原料。此周龄段的大鼠正值

断乳, 已经具有独立的存活能力, 比新生大鼠更易于

运输, 获取方便。更为重要的是, 大鼠视网膜微血管

网一般在出生后15 d左右发育成熟[18], 3周龄初断乳

大鼠的视网膜微血管网较更小年龄的大鼠已经充分

发育成熟, 不论是细胞成熟性还是细胞量均更适合分

离培养的需求, 而且相较成年大鼠而言, 此周龄段的

低龄大鼠细胞活性更高, 增殖能力更强[19]。但是初断

乳大鼠眼球相对偏小, 视网膜分离的难度较牛及成

年大鼠均要大, 既往用于成年大鼠眼球及牛眼的常

规器械已经不能适应于此。本实验选择了眼科显微

剪、镊、虹膜恢复器等显微手术器械用于操作。这

些器械用于初断乳大鼠视网膜分离时, 无需既往报

道所需的体视解剖显微镜等额外设备的辅助, 在超

净台上直视下即可进行。成功解决初断乳大鼠眼球

较小而不利于操作的缺点, 降低了视网膜分离的技

术要求。结果显示, 初断乳大鼠视网膜的分离时间、

完整度与成年大鼠相比并无统计学意义, 仍然能够

在短时间内完成足量的视网膜分离操作。

在操作中需要注意以下几个要点: (1)在前期剜

取眼球时, 尽可能获得连带视神经的眼球, 以便后期

操作中能夹持视神经辅助固定眼球。(2)初断乳大鼠

眼球壁较薄, 在75%的酒精中浸泡灭菌时间不宜过

长, 以免影响组织活性。(3)在解剖眼球时, 可以使用

显微剪刀沿最初的剪切口方向扩展切口, 宽度至少

为球周的2/3, 以方便视网膜的完整娩出。(4)在夹持

眼球娩出视网膜时, 夹持点为视神经的根部, 虹膜恢

复器的推起点也在视神经的根部, 力度不宜过大, 以
免造成视网膜受压过甚而乳化。一旦出现视网膜嵌

顿, 需及时调整虹膜恢复器的推动方向, 使推动方向

朝向切口, 切忌在嵌顿时强行推挤。(5)分离获得视

网膜后, 将其在PBS中轻轻漂洗, 以清除附着的玻璃

体等杂质组织。

视网膜组织是一种多细胞成分的组织, RMPs培
养容易混杂内皮细胞及神经胶质细胞[11,20]。因此, 细
胞鉴定是RMPs培养过程中一个重要内容。从形态

学而言, 初断乳大鼠的RMPs在刚游溢出微血管片段

时较小, 呈三角细条状, 经发育后呈扁平不规则三角

形或多角形, 与成年大鼠及既往报道的其他种属的

RMPs无明显差异[5,11,20]。免疫学鉴定较形态学鉴定

具有更高的可靠性, 但是当前RMPs缺少特异性标记

物。我们采用免疫荧光双标法提高了RMPs鉴定的

准确性和特异性。α-SMA和PDGFR-β是最常用的周

细胞标记物[13], 本研究结果显示, 培养的RMPs纯度

在96%以上, 初断乳大鼠的RMPs免疫荧光α-SMA及

PDGFR-β双染阳性, 与成年大鼠源性RPMs无明显差

异, 与其他种属源性RMPs亦相类似[3,9]。并且我们首

次鉴定了其在接种48 h自微血管片段中游溢出后标

记物α-SMA及PDGFR-β的表达, 发现这两种标记物

呈强阳性表达, 与在RMPs组织原位鉴定时的结果相

同[21]。上述形态学及免疫荧光的鉴定证明了初断乳

大鼠源性RMPs具有稳定的传代能力, 同时基于初断

乳大鼠视网膜组织原料培养获得的原代RMPs细胞

活力强、数量多, 表明初断乳大鼠用于RMPs的体外

分离培养研究更具优势。本实验基于初断乳大鼠视

网膜建立的RMPs分离培养体系将为后期的RMPs相
关研究提供极大的方便。
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肝癌肿瘤浸润淋巴细胞(TIL)体外扩增及特性研究
江珊珊  唐  艳  潘  科  翁德胜  赵靖靖  何  佳  夏建川*

(中山大学附属肿瘤医院生物治疗中心, 广州 510060)

摘要      探讨从原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)患者的术后肿瘤组织中分离肿瘤浸

润性淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocyte, TIL), 并进行体外大量扩增的方法。在该研究工作中, 组
织标本来源于术后的肿瘤癌旁组织, 经过组织破碎、酶消化后, 采用不连续密度梯度离心分离其中

淋巴细胞。分离的淋巴细胞先采用大剂量重组人白介素2(IL-2)(2 000 U/mL)进行引发, 然后采用同

种异体的外周血单核细胞作为饲养细胞进行扩增。针对9例原发性肝癌术后标本, 所分离的TIL均能

成功进行培养扩增, 扩增后细胞数为(1~5.5)×109。扩增倍数为111~572。扩增后的TIL, 表型检测发

现CD3+细胞的比例为(90.3±9.4)%, CD3+CD4+细胞的比例为(24.9±14.1)%, CD3+CD8+细胞的比例

为(56.4±20.2)%, CD3+CD56+细胞的比例为(14.8±12.6)%。杀伤检测结果显示, 肝癌TIL对非自体肿

瘤细胞系HepG2和Bel-7402有较强的杀伤作用。因此, 采用该改良的方法, 原发性肝癌的TIL在体外

可以成功进行培养扩增, 并具有较强抗肿瘤活性, 可以作为肝癌术后巩固性免疫治疗的一种手段。

关键词      肝癌; 肿瘤浸润性淋巴细胞; 免疫治疗; 体外扩增培养

In Vitro Culturing and Characteristics of Tumor-infiltrating 
Lymphocyte of Hepatocellular Carcinoma

Jiang Shanshan, Tang Yan, Pan Ke, Weng Desheng, Zhao Jingjing, He Jia, Xia Jianchuan* 
(Department of Biotherapy Center, Sun Yat-sen University Cancer Center, Guangzhou 510060, China)

Abstract       The aim was to investigate the methods of ex vivo expansion of tumor-infiltrating lympho-
cyte (TIL) obtained from hepatocellular carcinoma (HCC) biopsy specimens with a rapid expansion protocol. In 
this study, the specimen of primary liver cancer came from adjacent carcinoma tissues. After crushing and enzy-
matic digestion, the lymphocytes in the single-cell slurry were separated by density centrifugation. The isolated 
lymphocytes were triggered with high dose of recombinant human interleukin 2 (IL-2) (2 000 U/mL), then were 
expanded in large-scale using peripheral blood allogeneic mononuclear cells as feeder cells. Nine primary HCC 
samples were used to try to isolate and culture the TIL in vitro. After two-step culturing, the number of TIL could 
achieve (1.0~5.5)×109 cells, and the expansion fold was 111 to 572. After expansion, the ratio of CD3+ T cells was 
(90.3±9.4)%, the ratio of CD3+CD4+ T cells was (24.9±14.1)%, the ratio of CD3+CD8+ was (56.4±20.2)%, and 
the ratio of CD3+CD56+ was (14.8±12.6)%. Moreover, the TIL showed strong killing activity to HepG2 and Bel-
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原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一。

根据最新统计, 全世界每年新发肝癌患者约六十万, 
居恶性肿瘤的第五位。在我国, 肝癌的发病率在十

大恶性肿瘤中排名第三, 是严重危害人们身心健康

的重大疾病之一。肝癌的治疗方法包括手术治疗、

介入治疗、化疗、靶向治疗等多种方式, 对部分患

者有一定疗效, 但总体治疗效果并不理想。肝癌患

者的生存率目前仍维持在较低水平, 手术后五年生

存率仅为15%~40%, 两年内有62%~82%的患者复

发, 并最终因为疾病进展而死亡[1]。因此, 探索新的

治疗肝癌的有效手段具有重要的临床意义。

免疫治疗是新兴的一种肿瘤治疗方式, 已经被

列为继手术、放疗、化疗后的第四种治疗方式, 在肿

瘤的综合治疗中逐渐发挥重要作用[2]。2010年, 美国

FDA批准世界上第一个细胞免疫治疗产品Provenge
上市, 用于晚期前列腺癌的治疗, 充分显示出细胞免

疫治疗在肿瘤治疗中的价值[3]。对于肝癌的治疗, 一
些初步的临床研究表明, 细胞免疫治疗对于部分肝癌

患者有一定的疗效。因此, 在肝癌的综合治疗中, 细
胞免疫治疗也是一个很有发展潜力的方向。肿瘤浸

润淋巴细胞(tumor-infiltrating lymphocyte, TIL)是存在

于肿瘤间质内的以淋巴细胞为主的异质性淋巴细胞

群体, 大多聚集在肿瘤周围或其间质呈套状围绕癌

巢。其主要成分是存在于肿瘤间质内的T淋巴细胞, 
小部分为MHC非限制性的NK细胞, 其共同特征为表

达T细胞受体(T cell receptor, TCR)。TIL来自肿瘤组

织区域, 可特异识别自体肿瘤, 具有特异的MHC限制

性溶解肿瘤活性[4]。美国NCI的Rosenberg等[5]首次证

实, 从实体瘤组织分离的TIL在体外经IL-2激活并大

量扩增后, 可用于晚期黑色素瘤患者的治疗。其治疗

效果远远高于之前发展的LAK(lymphokine activated 
killer cells)细胞治疗技术。近年来发表的多篇II期临

床试验报道显示, TIL细胞免疫治疗可治愈20%~40%
的晚期黑色素瘤患者, 充分显示出TIL作为一种细胞

免疫治疗手段在肿瘤治疗中的潜力[6]。

目前, 由于针对肝癌所鉴定的抗原非常少, 因此

发展特异性免疫治疗受到很大限制。之前的研究明

确显示, 肝癌组织中存在TIL, 并且其组成及含量与患

者的预后显著相关[7-8]。由于肝癌组织中的TIL已经

接受了肝癌细胞抗原的刺激, 具有一定的抗原特异

性, 因此从肝癌组织中分离TIL, 并在体外进行活化及

扩增后, 可作为一种实用有效的针对肝癌患者的特异

性免疫治疗手段。目前, 关于肝癌TIL体外激活扩增

的报道不多。在本研究中, 我们将探讨从肝癌肿瘤组

织中分离纯化TIL, 并摸索体外大量扩增培养的方法, 
同时对扩增的TIL进行分子表型及抗肿瘤活性检测, 
为将来建立肝癌TIL细胞免疫治疗方法奠定基础。

1   材料与方法
1.1   肝癌组织标本和肝癌细胞系

取自外科手术切除的新鲜肝癌组织, 选取毗

邻肿瘤边界的癌旁组织, 共9例, 肿瘤组织均有明确

的病理诊断。人肝癌细胞株HepG2和Bel-7402来自

于中国科学院上海细胞库, 采用含10%胎牛血清的

RPMI1640培养基进行传代培养。

1.2   试剂和仪器

X-VIVO-15培养基购自Lonza公司; 磷酸缓冲液

(PBS)、RPMI1640培养基、CD3单抗、CD28单抗

购自Gibco公司; 人AB型血清由广州市血液中心提

供; rIL-2购自北京四环生物制药公司; 胶原酶IV型

购自Sigma公司; 淋巴细胞分离液购自天津美德太

平洋公司; 鼠抗人PC5-CD3、PE-CD4、FITC-CD8、
PC7-CD56、FITC-CD25等单克隆抗体购自美国BD 
Biosciences公司; 乳酸脱氢酶(lactate dehydrogenase, 
LDH)检测试剂购自美国Promega公司。12孔细胞培

养板购自美国Costar公司; CO2细胞培养箱购自美国

Forma Scientific公司; 倒置显微镜购自日本Olympas
公司。

1.3   实验方法

1.3.1   TIL细胞的分离      取手术切除的无菌新鲜肿

瘤癌旁组织浸泡于PBS中, 剔除周围的血块、脂肪

及坏死组织, PBS清洗一遍, 剪成1 mm3大小, 浸入

7402 cell lines in vitro. Taken together, the TIL from hepatocellular carcinoma can be successfully cultured and ex-
panded in vitro, and with strong anti-tumor activity. It can be served as a means of the candidate immunotherapy for 
postoperative HCC patients.

Key words        hepatocellular carcinoma; tumor-infiltrating lymphocyte; immunotherapy; ex-vivo expansion 
culture 
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0.1 μg/mL的IV型胶原酶(Sigma -Aldrich)溶液中, 37 °C
水浴消化2 h。消化完毕后用100 μm孔径的网筛过滤, 
用PBS冲洗组织块, 收集滤液。细胞滤液在室温下

离心, 1 500 r/min×5 min。弃上清, 加入1 mL的PBS
制成少量细胞悬液后, 用淋巴细胞分离液作不连续

密度梯度离心。离心结束后收取下层界面的淋巴细

胞, 经PBS清洗后, 按1×106/mL的浓度悬浮于含10%
人AB型血清和rIL-2(2 000 IU/mL)的X-VIVO-15培
养基内, 接种于12孔板上, 3 mL/孔。置于37 °C、5% 
CO2培养箱内培养, 每3~5 d换液一次。

1.3.2   TIL细胞的培养和扩增      当孔里的淋巴细胞

生长至1×107时, 将其转入含有30 ng/mL的抗CD3单
抗、30 ng/mL的抗CD28单抗和1×108同种异体的经

辐照灭活的健康供者外周血单个核细胞(peripheral 
blood mononuclear cell, PBMC)的培养瓶内。健康供

者PBMC的辐射剂量是180 Gy。刺激后的第2天加

入IL-2, 并调整其在培养液中的浓度为4 000 IU/mL, 
于CO2培养箱中进行连续培养。培养过程中每隔2~3 d
半量更换含同等浓度IL-2的新鲜培养基, 培养22~25 d
后收获体外扩增的TIL。
1.3.3   流式细胞术检测TIL的免疫表型      取扩增后

的TIL细胞, 约1×106, 经PBS洗涤2次, 200 μL的PBS悬
浮, 分别加入4 μL荧光素标记的鼠抗人CD3、CD4、
CD8、CD56、CD25及同型对照IgG1的单克隆抗体, 
混匀后室温避光孵育20 min, PBS液洗2次, 最后加入

4%的多聚甲醛固定, 于流式细胞仪上进行检测。

1.3.4   细胞毒检测      扩增后的TIL细胞和消化的肝

癌细胞, 分别计数, 按效靶比30:1、10:1的比例进行

混合, 于96孔圆底板内进行培养, 同时设置自发释放

孔和最大释放孔。培养时间约为18 h。取混合培养

的细胞上清, 采用LDH检测试剂盒检测LDH释放水

平。按照试剂盒说明书的方法计算杀伤活性。

2   结果
2.1   肝癌TIL的体外扩增培养情况

在活化阶段, 应用含有中等剂量IL-2(2 000 IU/mL)
和10% AB血清的培养基培养后, 从9例肝癌组织标

本中分离的TIL均能在体外适度扩增, 细胞数量达到

106~107数量级。在扩增阶段, 采用抗CD3、CD28单抗

和灭活的健康供者的PBMC作为饲养细胞进行刺激培

养后, 经过22~25 d的培养, 9例肝癌患者的TIL能快速

增长到(1.0~5.5)×109。在本研究中, TIL的扩增倍数大

约为111~572。9例患者的TIL的扩增情况见表1。
2.2   大量扩增后肝癌TIL的免疫表型

9例经两步法扩增的TIL, 经流式细胞分析检测

发现, CD3+细胞的比例为(90.3±9.4)%, CD3+CD4+
细 胞 的 比 例 为(24.9±14.1)%, CD3+CD8+细 胞 的

比例为(56.4±20.2)%, CD3+CD56+细胞的比例为

(14.8±12.6)%(表1)。 在TIL前 期 体 外 活 化(IL-2: 
2 000 IU/mL)的 第12 d, CD4+CD25+的 百 分 率 是

23.8%。在扩增阶段(IL-2: 4 000 IU/mL), 采用抗

CD3、CD28单抗和灭活的健康供者的PBMC作为

饲养细胞进行刺激培养后, 第17 d CD4+CD25+的
百分率是78.3%, 第20 d CD4+CD25+的百分率是

79.8%, 第24 d CD4+CD25+的百分率是67.8%(图1)。
以CD4+为主的TIL扩增后的表型为, CD3+CD4+: 
82.8%; CD3+CD8+: 11.8% ; CD3+CD56+: 1.4%(图2)。
以CD8+为主的TIL扩增后的表型为: CD3+CD4+: 

表1  各例肝癌TIL的细胞数目、快速扩增倍数及细胞表型

Table 1  Cell number, rapid expansion and phenotype of tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) from 
patients with hepatocellular carcinoma (HCC)

TIL编号
TIL No.

扩增倍数
Expansion fold

细胞数目(×106)
Cell number (×106) 

           细胞表型(占细胞总数的百分比)
                      Cell phenotype (% of final cells)

Initial Final CD3 CD4 CD8 CD56
1 111 9 1 000 82.6 3.4 70.5 41.2
2 375 4 1 500 98.9 37.8 56.6 14.5
3 572 7 4 000 98.7 16.8 82 2.2
4 360 15 5 400 98.4 18 75.4 5.7
5 200 10 2 000 83.8 28 29.7 14.7
6 500 5.0 2 500 97 41.3 47.4 9.6
7 196 8.7 1 700 88.8 13.3 61.6 23.9
8 200 6.0 800 74 40.4 27.7 6.9
9 267 7.5 2 000 96 82.8 11.8 1.4
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图2  以CD4+为主的TIL的细胞表型和对肝癌细胞系的杀伤检测

Fig.2  Cell phenotype from CD4+ TIL and cytotoxic activity of TIL from a HCC patient to target HCC cell line
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图1  肝癌患者不同天数不同IL-2剂量时TIL细胞中CD4+CD25+的百分率

Fig.1   The percentage of CD4+CD25+ TIL varying with different days and doses of IL-2

A: 流式细胞仪检测以CD4+为主的TIL细胞的表面抗原CD3、CD4、CD8、CD56的表达; B: 以CD4+为主的TIL对肝癌细胞系的杀伤检测。以

CD4+为主的TIL与肝癌细胞系Bel-7402和HepG2混合培养18 h, 用LDH 释放水平检测杀伤活性。

A: the expressions of CD3, CD4, CD8 and CD56 of CD4+ TIL analyzed by flow cytometer; B: cytotoxic activity of CD4+ TIL to target HCC cell line.  
CD4+ TIL was incubated with HCC cells Bel-7402 and HepG2 as indicated for 18 h and used for cytotoxicity by LDH assay.
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37.8%; CD3+CD8+: 56.6%; CD3+CD56+: 14.5%(图
3)。
2.3   肝癌TIL对 HepG2、Bel-7402细胞株的杀伤

作用

采用LDH释放法检测培养24 d的分别以CD4+
和CD8+为主的肝癌TIL在效靶比例分别为10:1, 30:1
时对肝癌细胞HepG2和Bel-7402的杀伤活性。如图

2、图3所示, TIL对非自体瘤细胞也有较强的杀伤

作用, 在以CD4+为主的TIL细胞中, 杀伤率在10:1
和30:1时 分 别 为52.45%、71.2%(HepG2)和25.3%、

51.54%(Bel-7402); 而以CD8+为主的TIL细胞中, 杀
伤率在10:1和30:1时分别为21.4%、78.6%(HepG2)
和6.4%、15.8%(Bel-7402)。

3   讨论
肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)是继LAK细胞后发现

的又一类具有抗癌活性的免疫效应细胞, 其细胞来源

是肿瘤组织及癌旁组织中分离的浸润淋巴细胞。TIL
的表型以CD4和CD8为主, 因此主要是T淋巴细胞。

新鲜分离的TIL抗肿瘤活性低下, 而经过IL-2体外培

养或体内激活, TIL的活性可明显增加。在体外IL-2

的刺激下, TIL细胞可快速增殖并可长期传代培养, 所
扩增出的细胞80%~90%为成熟的T细胞[9]。

在国内90年代初期, 宝建中等[10]在《中华实验

外科学杂志》发表的文章中介绍了其培养出肿瘤浸

润淋巴细胞的方法, 使用这种方法可以成功地培养

出TIL, 但培养出的TIL细胞数还远远不能满足于临

床应用。Topalian等[5]提出一种快速扩增法, 在TIL
的培养过程中称为REP(rapid expansion protocol)。
这种方法可以使TIL细胞在短期内达到109~1010数量

级。其主要是使用OKT3(anti-CD3)抗体、IL-2以及

经过辐照灭活后的健康供者的单个核细胞作为饲养

细胞进行刺激。这种方法可以使TIL的数量达到临

床治疗的数量级, 目前在大多数晚期黑色素瘤治疗

的临床试验中被采纳。

在本研究中, 我们通过两步法培养建立了一个新

的体外大量扩增肝癌TIL的方法。主要是降低了IL-2
的用量。有报道指出, 高剂量的IL-2(6 000 IU/mL)作
用虽然能够有效地扩增TIL, 但是后续进行回输的时

候也必须要辅助注射高剂量的IL-2来维持这些细胞

在体内的活性。同时, 高剂量的IL-2容易扩增CD56+
的抗原非特异性NK细胞, 而抗原特异性的CD8+的T
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图3  以CD8+为主的TIL的细胞表型和对肝癌细胞系的杀伤检测

Fig.3  Cell phenotype from CD8+ TIL and cytotoxic activity of TIL from a HCC patient to target HCC cell line

A: 流式细胞仪检测以CD8+为主的TIL细胞的表面抗原CD3、CD4、CD8、CD56的表达; B 以CD8+为主的TIL对肝癌细胞系的杀伤检测。以

CD8+为主的TIL与肝癌细胞系Bel-7402 和HepG2混合培养18 h, 用LDH 释放水平检测杀伤活性。

A: the expressions of CD3, CD4, CD8 and CD56 of CD8+ TIL analyzed by flow cytometer; B: cytotoxic activity of CD8+ TIL to target HCC cell line.  
CD8+ TIL was incubated with HCC cells BEL-7402 and HepG2 as indicated for 18 h and used for cytotoxicity by LDH assay.
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细胞含量会相对减少, 这可能不利于TIL在体内发挥

更好的抗肿瘤作用。如果能够降低IL-2的用量, 这
些问题能够得到一定的解决。我们采用改进的方法

进行培养的TIL, 表型检测发现主要以CD3+CD4+细
胞和CD3+CD8+细胞为主, 其中以CD8+细胞更甚, 表
明我们的培养方法获得了更多抗原特异性的效应T
细胞。在癌症患者免疫状况与预后的研究中, 有报道

认为, 癌症组织内浸润的CD8+细胞的数量与患者预

后呈正相关, 其数量越多, 预后就越好[11]。Rosenberg
等[12]发现, 富集CD8+ T细胞可以提高TIL细胞杀伤

黑色素瘤细胞的功能, 而这些结果提示了我们扩增

出来的TIL有很好的抗肿瘤活性。

为了进一步研究肝癌TIL抗肿瘤免疫应答的

作用, 我们进行了扩增后肝癌TIL对肝癌细胞株

HepG2、Bel-7402的杀伤实验。结果显示, 通过二步

法体外扩增出来的TIL不仅能够刺激以CD8+细胞为

主的T细胞的大量扩增, 而且对异体肝癌细胞有一定

的杀伤活性, 证实我们体外扩增培养的TIL是具有抗

肿瘤活性的细胞。

TIL具有抗肿瘤作用强并有一定的靶细胞特

异性等优点, 被誉为是继LAK细胞之后的第二代

抗肿瘤效应细胞, 有着广阔的临床应用前景。我

们后期将在此基础上, 进一步开展原发性肝癌患

者术后TIL过继性免疫治疗的临床试验研究, 观察

术后患者采用自体TIL进行巩固治疗后, 在预防复

发、延长生存时间、改善生活质量等方面的作用, 
从而为肝癌患者提供新的治疗手段。
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小鼠围着床期子宫内膜甲基化CpG结合域

蛋白2的表达规律
周一青  何俊琳  陈雪梅  王应雄  刘学庆  丁裕斌*

(重庆医科大学公共卫生与管理学院生殖生物学教研室, 重庆 400016)

摘要      为研究甲基化CpG结合域蛋白2(methyl-CpG binding domain protein 2, MBD2)在围

植入期小鼠子宫内膜的表达规律, 通过采用实时荧光定量PCR(Real-time fluorescence quantitative 
PCR, qPCR)、Western blot和免疫组化技术检测未孕小鼠(d0)和不同孕天小鼠子宫MBD2的表达情

况。qPCR结果显示, d0至d7的小鼠子宫内膜组织均有MBD2 mRNA表达, 在d5至d7高表达。MBD2
蛋白在子宫内膜的表达规律与qPCR结果相符。MBD2蛋白在孕d1到d4中度表达于腔上皮、腺上

皮和基质细胞, 在d5至d7基质细胞表达增强, 主要表达于蜕膜区。假孕小鼠子宫内膜中, MBD2在
腔上皮、腺上皮和基质细胞中中度表达, d5至d7基质细胞表达明显减弱。动物模型中, 宫角注射

MBD2基因反义寡聚脱氧核苷酸, 可抑制MBD2的表达, 降低人工诱导蜕膜化反应和蜕膜化标志物

PRL的表达。MBD2在早孕小鼠子宫内膜的表达模式提示其可能参与了蜕膜化过程。

关键词      甲基化CpG结合域蛋白2; 小鼠; 蜕膜化 

The Expression Pattern of Methyl-CpG Binding Domain Protein 2 (MBD2) 
in Mouse Endometrium during Preimplantation

Zhou Yiqing, He Junling, Chen Xuemei, Wang Yingxiong, Liu Xueqing, Ding Yubin*
(Laboratory of the Reproductive Biology, School of Public Health and Management, 

Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The experiment was aim to explore the expression pattern of Methyl-CpG binding domain 
protein 2 (MBD2) during peri-implantation in the mouse endometrium. Expression of MBD2 mRNA and MBD2 
protein in the non-pregnant and pregnant mouse endometrium from d0 to  d7 was examined by Real-time 
fluorescence quantitative PCR (qPCR), Western blot and immunohistochemistry. MBD2 mRNA expressed in uterine 
endometrium of the non-pregnant (d0) and pregnant mouse (d1 to d7). MBD2 mRNA increased gradually from d5 
to d7. Western blot analysis showed that the protein expression of MBD2 in mouse endometrium had the similar 
expression pattern to its mRNA that detected by Real-time fluorescence quantitative PCR. Moreover, from pregnant 
d1 to d4, MBD2 was expressed in epithelium, glandular cells and stromal cells in the endometrium. On d5 to d7, 
MBD2 was more intensely expressed in stromal cells, especially in the decidual zone. The expression of MBD2 in 
the pseudopregnant on d1 and d4 was expressed in epithelium, glandular cells and stromal cells in the endometrium. 
But it was significantly lower in the stromal on d5 to d7. Using artificial decidualization and treatment with 
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antisense oli-godexynucleotides of MBD2, the expression of MBD2 in the uterus was remarkably inhibited and 
the level of decidualization was decreased. These results suggested that MBD2 was involved in modulating the 
decidulization of mouse uterine.

Key words        MBD2; mouse; decidualization

胚胎着床是人类和哺乳动物生殖过程中的关

键环节。成功的胚胎着床受到子宫内膜容受性的形

成、囊胚的同步发育以及母胎同步对话等多因素的

影响[1-3]。近来研究发现, 围着床期子宫内膜功能性

变化(如受性建立、内膜细胞的增殖和分化)受到表

观遗传修饰的调控(如DNA甲基化、组蛋白乙酰化

和siRNA等)[4]。DNA甲基化修饰作用是生理活动中

最常见的表观遗传修饰方式之一, 它通过DNA甲基

转移酶(DNA methyltransferases, DNMTs)的作用, 可
在基因启动子CpG二核苷酸富集区域的胞嘧啶(C)
的5′端添加甲基基团, 从而达到抑制基因转录的效

果。Yamagata等[5]和Vincent等[6]研究发现, DNMT1
和DNMT3a mRNA在整个月经周期子宫内膜有规律

性表达, 并且DNMT1、DNMT3a、DNMT3b受类固

醇激素调控。这表明, DNA甲基化在子宫内膜月经

周期发挥作用。

Logan等[7]用DNMT抑制剂5′-AZA处理人子宫

内膜基质细胞第9 d, 诱发成纤维细胞样细胞转化

为蜕膜样细胞, 第10 d蜕膜化标志基因prolactin和
IGFBP-1表达上调。提示DNA甲基化参与子宫内膜

的蜕膜化过程。

DNMT1、DNMT3a和DNMT3b在小鼠早孕期

子宫内膜呈现规律性表达, 即在容受态前期表达逐

步升高, d3表达至峰值, 此后在容受期和着床期表达

逐步下降, 且三种DNMT在胚胎着床点的表达较着

床点旁降低, DNMT3a呈现显著性降低[8]。0.5 μm/kg
和5 μm/kg 5-AZA(DNMT抑制剂)腹腔注射假孕小鼠

2~4 d, 胚胎移植实验发现高剂量组能够明显抑制假

孕d5小鼠子宫内膜DNMT1和DNMT3a的表达, 并影

响胚胎的植入[9]。DNMT在子宫内膜特定时空的低

表达, 将引发基因或基因组被动去甲基化, 有利于子

宫内膜容受性的建立和蜕膜化。这均提示, 子宫内

膜表达的一些基因的甲基化修饰亦可能受到激素的

调控, 并参与调控胚胎植入前后子宫的发育、内膜

细胞的增殖和分化。

甲基化CpG结合蛋白(methyl-CpG binding domain, 
MBD)家族是一类与甲基化CpG二核苷酸结合的核

蛋白, MBD2作为该家族成员, 能有机地将DNA甲基

化和组蛋白修饰藕联起来, 在表观遗传学中发挥中

枢纽带作用。部分研究认为, MBD2还具有去甲基

化酶活性[10]。

MBD2在小鼠围植入期的表达如何以及是否参

与子宫内膜功能的调控, 目前还不清楚。为此, 本研

究利用小鼠着床模型, 分析了MBD2的表达规律, 以
探索其在胚胎着床中的功能。

1   材料与方法
1.1   动物与试剂

1.1.1   动物      由重庆医科大学实验动物中心提供

[合格证号: SCXK(渝)2012-0001] 30只8~10周龄SPF
级昆明雌小鼠, 5只同品系雄小鼠, 体重18~22 g。饲

养于重庆医科大学动物中心动物房, 控制温度适度、

湿度, 给予自由饮食和饮水, 12 h光照。

1.1.2   试剂      Trizol裂解液, 逆转试剂盒、实时

荧 光 定 量PCR(Real-time fluorescence quantitative 
PCR, qPCR)试剂盒购自大连宝生物(大连)有限公司; 
MBD2和β-actin引物由上海生工生物工程有限公司

合成; RIPA蛋白裂解液购自江苏碧云天生物技术研

究所; 预制胶购自上海文渊阁科技生物有限公司; 兔
来源多克隆一抗MBD2和PRL购自Santa Cruz公司; 
β-actin一抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 
二抗、SP9001免疫组化试剂盒、DAB显色试剂盒

均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   孕小鼠模型的建立      选择性成熟的小鼠, 
按雄雌比例1:2合笼, 次日晨7点有阴栓者记为妊娠

(d1)。未孕小鼠计为孕d0。将正常成年雄鼠输精管

结扎后饲养14 d, 按1:2与雌鼠合笼交配, 次日发现有

阴栓者记为假孕第1 d(pd1)。取pd4小鼠, 于上午9:00
在子宫角一侧注入10 μL芝麻油, 另一侧子宫角注射

PBS, 作为对照。于pd8获得人工诱导蜕膜化子宫。

1.2.2   siRNA沉默小鼠子宫MBD2基因表达      MBD2
基因反义片段(A-ODNs)和正义片段(S-ODNs)由
上海博尚生物技术有限公司设计并合成(表1)。将
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MBD2 A-ODNs(或S-ODNs) 10 μg溶入100 μL芝麻油

中, 取10 μL MBD2 A-ODNs或S-ODNs注射到pd4小
鼠子宫一侧, 另一侧子宫角注射PBS, 作为对照, 在
pd8早晨9:00将小鼠处死, 收集两侧子宫角, 解剖镜

下拍摄其形态。称重后石蜡包埋或液氮冻存, 用于

其他实验。

1.2.3   qPCR检测MBD2的表达      子宫内膜总RNA
的提取采用Trizol裂解液抽提, 氯仿萃取, 异丙醇沉

淀, 乙醇洗涤, RNase-free水溶解总RNA沉淀, 紫外

分光度计测总RNA的D值, 取部分RNA做琼脂糖凝

胶电泳检测完整性, –80 °C保存备用。cDNA合成

按照TaKaRa试剂盒(大连宝生物工程有限公司)说明

书逆转录。qPCR检测MBD2 mRNA表达反应体系: 
SYBR green mix 5 μL, 引物上下游各0.3 μL, cDNA 
1 μL, RNase-free H2O 3.4 μL。反应条件: 95 °C 3 min; 
95 °C 10 s, 60 °C 30 s, 循环40次, 65~95 °C的条件下

检测溶解曲线, 相应的PCR引物见表1。采用β-actin
作为内参, 进行归一化处理。每一实验重复3次, 每
次3个复孔。

1.2.4   免疫组织化学      4%多聚甲醛固定小鼠子宫

20 h, 经70%、80%、95%、100%梯度酒精脱水、二

甲苯透明、石蜡包埋后, 进行组织切片(厚度4 μm)。
按常规实验步骤进行免疫组化染色: 二甲苯I和二甲

苯II各20 min脱蜡; 流动自来水冲洗5 min, 蒸馏水冲

洗后入PBS浸洗3 min; 微波炉煮沸置在枸橼酸盐缓

冲液中的切片, 热修复抗原15 min; 3%的双氧水室温

孵育10 min灭活内源性酶; PBS浸洗3次, 每次3 min; 
湿盒内加入MBD2一抗(Santa Cruz公司)(1:100) 4 °C
过夜; 二步法免疫组化检测试剂盒(中杉金桥公司)
检测一抗表达, 37 °C孵育20 min, PBS冲洗, 2 min×3
次; DAB溶液显色, 苏木精复染细胞核, 脱水树胶封

片。显微镜观察并用奥林巴斯(日本)图像采集系统

拍摄, IPP医学图像分析管理系统(Media Cybernetics, 

美国)分析每张切片阳性表达的灰度值和阳性细胞

比例。

1.2.5   蛋白提取及Western blot      根据RIPA裂解液说

明书提取组织总蛋白, 用BCA蛋白定量法测定总蛋

白浓度。预制胶恒压电泳, 待分离后将蛋白转移至

聚偏二氟乙烯膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h后, 一抗4 °C
过夜, PBST洗3次, 辣根过氧化物酶标记二抗孵育1 h
后, PBST洗3次, ECL法显影。Quantity One(Bio-Rad
公司)软件对Western blot结果图像进行灰度分析。

1.3   统计学分析                                                                     
实验数据采用采用SPSS 17.0统计软件进行统计

分析。qPCR实验结果和Western blot结果均采用单因

素方差分析, 各组之间相互比较采用LSD-t法。每个

实验至少重复3次, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   qPCR检测MBD2 mRNA在围植入期子宫内

膜的表达

结果显示, MBD2 mRNA在d0到d7小鼠子宫内

膜组织中均有表达。与d0相比较, d1到d4表达差异

均无显著性; 至d5, MBD2的表达达到最高峰, d6和d7
的表达呈逐渐下降的趋势, 但仍显著高于d0(图1)。
2.2   MBD2蛋白在围植入期子宫内膜的表达及定位

不同孕天小鼠子宫内膜的免疫组化染色结果

显示, MBD2在d1~d5的腔上皮和腺上皮的表达均

为中度染色。MBD2在d1~d5的基质细胞中染色

逐渐加深, 即从d1的弱表达至d5的强表达。d5~d8, 
MBD2在基质细胞中的表达主要位于蜕膜区, 即在

d5点和d6点围绕胚胎的子宫基质发生蜕膜化形成初

级蜕膜区高表达, 随着蜕膜化的进行, 在d7和d8, 逐
渐表达在胚胎周围为次级蜕膜区域(图2)。
2.3   妊娠小鼠子宫内膜组织MBD2蛋白表达

Western blot结果显示, MBD2蛋白在d0~d7小

表1   qPCR引物和MBD2干扰序列

Table 1   Primer sequences for qPCR and short interfering RNA (siRNA) sequences for MBD2
引物

Primer
序列

Sequence
MBD2 forward primer 5′-CCT GGG AAA TGC TGT TGA-3′
MBD2 reverse primer 5′-CCT TAT TGC TCG GGT GGT-3′
β-actin forward primer 5′-CCT GAG GCT CTT TTC CAG CC-3′
β-actin reverse primer 5′-TAG AGG TCT TTA CGG ATG TCA ACG T-3′
MBD2 A-ODNs 5′-GTC GAC TCC AAA TGA AGA CTT CAG CTG AGG TTT ACT TCT GAA-3′
MBD2 S-ODNs 5′-AGG GTT AGA GAA GGG CTC ACG TGA GCC CTT CTC TAA CCC TGA-3′
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同孕天子宫内膜组织中的表达, 结果显示: MBD2在
pd1的基质细胞和腔上皮、腺上皮微弱表达, pd4时
在腔上皮和腺上皮、基质细胞的表达有所增加, 在
pd5~pd7基质细胞的表达明显减弱, 腔上皮, 腺上皮

表达微弱减少(图4) 。
2.5   MBD2对小鼠子宫蜕膜化的影响

pd4宫腔注射芝麻油溶解的MBD2反义寡聚脱

d1 d2 d3

d4 d5 d6

d7 d8 CON

d1′ d2′ d3′

d4′ d5′ d6′

d7′ d8′

le
le

le

le

st

st

st

st
ge

ge ge

ge

PDZ

SDZ

SDZ

PDZ

em

em
em

em

le: 腔上皮; ge: 腺上皮; st: 基质; em: 胚胎; PDZ: 初级蜕膜区; SDZ: 次级蜕膜区。棕色为阳性染色。d1´到d8´为该图中所框出区域的局部放大

(400×)。标尺=200 μm。

le: luminal epithelium; ge: glandular epithelium; st: troma; em: embryo; PDZ: primary decidual zone; SDZ: secondary decidual zone. Positive cells 
appeared in brown. d1´ to d8´for the frame out local amplification area (400×). Scale bar=200 μm.

图2  MBD2在小鼠不同孕天子宫内膜的免疫组化染色

Fig.2  Immunohistochemisty staining of MBD2 antibody in mice endometrium on different pregnant days
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A: Western blot检测MBD2蛋白表达; B: MBD2蛋白表达定量分析。

*P<0.05, 与d0比较。

A: Western blot analysis of MBD2 expression; B: densitometric analysis 
of MBD2 protein. *P<0.05 vs d0 group.

图3  MBD2蛋白在围植入期子宫内膜的表达

Fig.3  Expression of MBD2 protein during prei-mplantation

*P<0.05, 与d0比较。

*P<0.05 vs d0 group.
图1  qPCR检测MBD2 mRNA在小鼠子宫内膜孕的表达

Fig.1  The expression of MBD2 mRNA in mice endometria 
during d0~d7 pregnancy analyzed by qPCR
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鼠子宫内膜组织中均有表达, 且组间表达有差异

(P<0.05)。与d0比较, 在妊娠d1~d5, 随着妊娠天数

的递增, MBD2蛋白质的表达量逐渐升高, d1~d4均
无显著性差异。妊娠d5达到高峰, 随后的d6~d7持续

高表达(图3)。
2.4   假孕小鼠子宫内膜组织MBD2的表达

通过免疫组织化学检测了MBD2在假孕小鼠不
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pd1

pd6 pd8 CON
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棕色为阳性染色。Pd1′、pd4′、pd5′~pd7′为所框出区域的局部放大(400×)。标尺=200 μm。 
Positive cells appeared in brown. pd1′, pd4′, pd5′ to pd7′ for the frame out local amplification area (400×). Scale bar=200 μm.

图4   免疫组织化学检测MBD2在假孕小鼠子宫内膜中的表达

Fig.4  Immunohistochemistry of MBD2 in mice endometria during pseudopregnancy
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A: 免疫组化检测人工诱导蜕膜化小鼠子宫分别注射MBD2 A-ODNs和MBD2 S-ODNsMBD2后MBD2的表达; 棕色为阳性染色。pd8 S-ODNS′
和pd8 A-ODNs′为所框出区域的局部放大(400×)。标尺=200 μm; B: Western blot检测MBD2蛋白表达; C: MBD2蛋白表达定量分析。*P<0.05, 与
A-ODNs比较。

A: immunohistochemisty staining of artificial decidualization mice endometrium by MBD2 after S-ODNs: sense oligodeoxynucleotides; and A-ODNs: 
antisense oligodeoxynucleotides. Positive cells appeared in brown. pd8 S-ODNS´ and pd8 A-ODNs´ for the frame out local amplification area (400×). 
Scale bar=200 μm; B: Western blot analysis of MBD2 expression; C: densitometric analysis of MBD2 protein.*P<0.05 vs A-ODNs group.

图5  反义寡聚脱氧核苷酸沉默子宫MBD2的表达

Fig.5  MBD2 protein expression suppressed by ODNs 

氧核苷酸(A-ODNs)和对照MBD2正义链(S-ODNs), 
免疫组织化学结果显示, 子宫内膜基质细胞MBD2
表 达 降 低(图5A)。Western blot结 果 显 示, MBD2 
A-ODNs显著降低MBD2表达(图5B和图5C)。 

注射MBD2 A-ODNs后的一侧子宫湿重显著降

低(P<0.05), 子宫内膜蜕膜化受到明显抑制(图6A和

图6B)。Western blot进一步检测了蜕膜化标志分子

泌乳素(prolactin, PRL)的表达显著降低(P<0.05)(图

6C和图6D)。

3   讨 论
胚胎植入过程子宫内膜的程序性变化主要受

甾体激素的调节, 同时有诸多遗传学水平调控的基

因参与。近来研究发现, DNA甲基化可能在胚胎着

床过程子宫内膜程序性变化中担负重要角色。

MBD2是MBD蛋白家族成员之一, 是一类与甲
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基化CpG二核苷酸结合的核蛋白, 它位于18q21的保

守区域, 有6个外显子和一个长约50 Kb的无编码的

外显子[11], 它可与启动子区域甲基化的DNA结合招

募组氨酸去乙酰化酶, 导致染色质重塑, 从而抑制转

录, 抑制基因表达[12]; 另一方面, MBD2有去甲基化酶

的功能[13]。MBD2虽然不能直接导致某种疾病的发

生, 但其通过甲基化等表观遗传沉默方式参与了生

物体多种重要的生物功能。

van Kaam等[14]的结果显示, MBD2在子宫内膜

的分泌期表达水平高于增殖期和月经期, 这说明

MBD2的表达与子宫内膜的周期性变化相关联。此

外, 体外培养的增生期子宫内膜组织加入雌、孕激

素诱导后, 可上调MBD2和DNMT1的表达[12-13]。这

从另一个侧面证明了MBD2参与妊娠过程中子宫内

膜发育和分化的调控, 且可能与激素的调控相关。

现已知孕激素在妊娠的建立和维持中发挥了

重要作用[15]。孕激素的生物活性是通过细胞内孕激

素受体发挥作用的[16-17], 孕激素受体在d1表达极低, 
d2在上皮细胞和基质细胞有微弱的表达, d3和d4在
上皮细胞表达略有增强而在基质细胞表达显著增

强, 着床后期在基质细胞的表达继续增强, 显著高

于着床前期[18-19]。已有研究证实, MBD2能结合于甲

基化和非甲基化的孕激素受体-β启动子区, 从而调

控孕激素受体表达[20]。本文研究发现, MBD2表达

与孕激素的波动趋势相似, 在d5胚胎着床时到达高

峰, 并持续高表达至d6和d7, 这显示MBD2表达存在

的时空差异可能与小鼠围着床期子宫内膜的孕激

素动态波动有关联。此外, 在我们的研究中还发现, 
MBD2的表达在d5表达达到高峰, 可能与胚胎的出

现、促进了MBD2的表达有关。

本文探讨了胚胎着床前后子宫内膜中MBD2的
表达模式, 免疫组化结果显示, MBD2在子宫内膜发

生蜕膜化(d6、d7)时, 基质细胞增殖分化明显, 并开

始形成大量蜕膜细胞, 提示该基因可能参与胚胎着

床后子宫内膜的增殖与分化。MBD2在假孕小鼠子

宫内膜中发现pd5到pd7基质细胞表达明显减少, 已
知假孕pd5到pd7没有胚胎的植入, 因而不能发生蜕

膜化。推测MBD2可能和子宫内膜的蜕膜化相关。

通过人工诱导蜕膜化模型, 发现注射MBD2反义寡

聚脱氧核苷酸后, 在妊娠pd8子宫内膜蜕膜化程度减
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A: 人工诱导蜕膜化的小鼠子宫外形图。pd8a为左侧子宫注射玉米油溶解的MBD2反义寡聚脱氧核苷酸(A-ODNs), 右侧注射PBS; pd8b为右侧

注射玉米油溶解的MBD2正义寡聚脱氧核苷酸(S-ODNs), 左侧注射PBS; B: 人工诱导蜕膜化注射A-ODNs一侧和注射S-ODNs一侧子宫重量。

*P<0.05, 与pd8 A-ODNs比较; C: Western blot检测PRL蛋白表达; D: PRL蛋白表达定量分析。*P<0.05, 与A-ODNs比较。

A: artificial decidualized uterus. In pd8a, the left horn was injected with MBD2 A-ODNs dissolved in maize oil and the right horn was injected with 
PBS. In pd8b, the left horn was injected with PBS and the right horn was injected with MBD2 S-ODNs dissolved in maize oil. *P<0.05 vs pb8 A-ODNs 
group; B: the weight of artificial decidualized uterus injected with MBD2 A-ODNs or MBD2 S-ODNs; C: Western blot analysis of PRL expression; D: 
densitometric analysis of PRL protein.*P<0.05 vs A-ODNs group.

图6  MBD2反义寡聚脱氧核苷酸(ODNs)对小鼠子宫蜕膜化的影响

Fig.6  The effects of antisense oligo-deoxynucleotide (ODNs) of MBD2 on decidualization in mouse
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弱。进一步证明, MBD2的表达与子宫内膜的蜕膜

化相关。此外, 蜕膜化的标志分子PRL在MBD2的敲

低表达后, 其表达亦随之减弱, 进一步揭示MBD2可
能参与了子宫内膜的蜕膜化过程。但是MBD2对子

宫内膜蜕膜化的调控是通过影响基质细胞的增殖还

是分化仍有待进一步研究。  
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Galectin-7与MMP-9在食管鳞状细胞癌中的表达与

术后早期复发转移的关系
何从文  汪  斌*  向小勇

(重庆医科大学附属第一医院心胸外科, 重庆 400016 )

摘要      通过免疫组织化学法检测半乳糖凝集素-7(Galectin-7)与基质金属酶-9(matrix metal-
loproteinase-9, MMP-9)在食管鳞癌(esophageal squamous cell carcinoma, ESCC)组织和癌旁组织中

的蛋白表达, 分析其表达与食管鳞癌的临床病理参数及早期复发转移(≤1年)的关系。结果显示, 
Galectin-7和MMP-9在食管鳞癌组织中的阳性表达率增高。Galectin-7和MMP-9蛋白表达与TNM分

期、浸润深度以及淋巴结转移密切相关, 二者表达呈正相关。联合检测MMP-9和Galectin-7对于预

测术后早期的复发转移的灵敏度、特异度高于单独检测Galectin-7和MMP-9。Galectin-7和MMP-9
在食管鳞癌的发生发展过程中可能起着重要的协同作用, 联合检测二者可为预测食管鳞癌的复发

转移提供帮助。

关键词      食管鳞状细胞癌; 半乳糖凝集素-7; 基质金属酶-9; 侵袭转移; 复发转移

Expression of Galectin-7 and MMP-9 in Esophageal Squamous Cell 
Carcinoma and It’s Relationship with Early Postoperative Recurrence

He Congwen, Wang Bin*, Xiang Xiaoyong
(Department of Caridiothoracic Surgery, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       Examined the expressions of Galectin-7 and MMP-9 in esophageal squamous cell carcinoma 
(n=50) and noncencerous specimens (n=38) by immunohistochemistry to analyze the relationship between the ex-
pressions of Galectin-7, MMP-9 and the clinicopathological features. The expressions of Galectin-7 and MMP-9 
were increased in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). The expressions of Galectin-7 and MMP-9 were 
correlated with TNM stages, invasive depths and lymph node metastasis. Positive correlation between Galectin-7 
and MMP-9 were found in ESCC. For prognosis of early recurrence and metastasis, the specificity and sensitivity of 
combined detection of Galectin-7 and MMP-9 were both higher than detecting Galectin-7 or MMP-9 alone. Galec-
tin-7 and MMP-9 might play an important role in the pathogenesis and progress of ESCC. Combined detection of 
Galectin-7 and MMP-9 could be helpful for prognosis of early recurrence and metastasis in ESCC.

Key words        esophageal squamous cell carcinom; Galectin-7; matrix metalloproteinase-9; invasion and 
metastasis; recurrence

食管癌是人类常见的恶性肿瘤之一。在中国

大陆地区, 食管癌的主要类型为鳞状细胞癌, 发病

率居全国恶性肿瘤第五位, 死亡率居第四位[1]。食

管鳞癌与大多数侵袭性和致死性肿瘤一样, 对周围

组织的浸润与转移是影响预后的主要因素。Lou
等[2]研究发现, 食管癌术后复发转移主要集中在术

后1~2年, 复发率从第一年27%开始, 很快下降到第

二年的17%, 随后呈逐年递减的趋势, 到第6年只有

4%。Balon等[3]通过对439例接受了食管癌根治术的
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患者随访研究发现, 一共有230例术后出现了复发转

移, 其中有105例(45.7%)发生在术后一年以内。因

此, 食管癌早期术后复发转移(≤1年)对于整个预后

有着重要的影响。半乳糖凝集素-7(Galectin-7)是半

乳糖凝集素族(Galectins)的成员, 在不同类型肿瘤

的发生发展中起着促进或抑制的作用[4]。基质金属

酶-9(matrix metalloproteinase-9, MMP-9)是 基 质 金

属蛋白酶的一种,  与肿瘤浸润转移关系密切。本研

究通过免疫组化法检测了食管鳞癌中Galectin-7和
MMP-9的表达, 探讨二者的表达与临床病理参数和

早期复发转移的相关性。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   标本      收集重庆医科大学附属第一医院胸

外科2012年3月至2013年3月50例食管鳞癌者术后标

本, 同时收集其中38例距癌组织5 cm以外的食管上

皮组织。其中男性38例, 女性12例, 年龄44岁~83岁, 
平均年龄60.12岁; 美国肿瘤联合会(American Joint 
Committee on Cancer)食管癌TNM临床分期(2010年
标准): I期11例, II期20例, III期19例; 组织分化程度

中低分化35例, 高分化15例; 伴有淋巴结转移者27
例, 无转移者13例; 有侵及外膜者23例, 无外膜侵及

者27例, 排除身体其他部位原发性肿瘤。所选患者

术前均未使用化疗药物及免疫增强药物, 患者术后

第1年, 每3个月复查胸部增强CT、全身骨显像、头

颅CT、腹部彩超等以判断是否出现复发转移。术

后第2年, 每半年复查一次。患者随访时间12~24个
月, 平均随访时间16.5个月。

1.1.2   试剂      兔抗人Galectin-7蛋白多克隆抗体、

兔抗人MMP-9蛋白多克隆抗体均购自Proteintech公
司。二抗山羊抗兔SABC试剂盒及DAB染色试剂盒

购自武汉博士德公司。

1.2   方法

1.2.1   免疫组织化学      免疫组化采用链霉亲和

素–生物素复合物法(strept avidin-biotin complex, 
SABC), 兔抗人Galectin-7一抗、兔抗人MMP-9一抗

均以1:200比例稀释, PBS代替一抗作为阴性对照。

使用ImagePro Plus软件观察免疫组化染色结果, 采
用二级计分法: 阳性细胞数<5%为0分, 5%~20%为

1分, 20%~50%为2分, 51%~75%为3分, >75%为4分; 
阳性强度: 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 棕褐色为3

分, 不着色为0分。两者分数相加, <3分为阴性(–), 
≥3分为阳性(+)[5]。同时使用ImagePro Plus软件检

测MMP-9和Galectin-7的平均光密度值, 每张切片随

机取5个高倍镜视野, 检测每个视野下阳性细胞的平

均光密度值。

1.2.2   统计学分析      应用SPSS 17.0统计软件对数

据进行分析处理, 蛋白表达比较用卡方检验, 配对资

料的相关性分析采用Pearson检验。平均光密度值

以均数±标准差表示, 两组间比较采用t检验, 相关性

采用Spearman相关性分析。对诊断方法的判断使用

ROC曲线分析。均以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Galectin-7和MMP-9在食管鳞癌组织及癌旁

组织中的表达

免疫组化结果显示, Galectin-7阳性染色表现为

淡黄色至深棕色颗粒, 定位于细胞浆。MMP-9阳性

染色表现淡黄色至棕褐色颗粒, 定位于胞浆及间质

(图1和图2)。食管鳞癌组织Galectin-7、MMP-9表
达阳性率高于癌旁组织, 差异有统计学意义(表1)。
Galectin-7、MMP-9在食管鳞癌组织中的平均光密

度值与癌旁组织中的平均光密度值差异有统计学意

义(表2)。
2.2   食管鳞癌组织中Galectin-7和MMP-9的表达

与临床病理参数的关系

食管鳞癌中, Galectin-7表达阳性率在有淋巴结

转移病例中明显高于无淋巴结转移病例(χ2=6.269, 
P=0.012)、在III期病例中表达阳性率明显高于I/II

期病例(χ2=15.787, P=0.000), 在侵及外膜的病例中

表达阳性率明显高于未侵及外膜病例(χ2=16.689, 
P=0.000)。而且MMP-9在有淋巴结转移病例阳性

表达率高于无淋巴结转移病例(χ2=4.836, P=0.028)、
在III期病例中阳性表达率明显高于I期/II期病例

(χ2=16.486, P=0000)、在中低分化病例中的阳性表

达率高于高分化病例(χ2=5.357, P=0.021), 而二者蛋

白表达与性别、年龄之间均无相关性(P>0.05, 表3)。
分析二者的平均光密度值与临床病理参数的关系, 
也得到了一致的结果(表4)。
2.3   Galectin-7和MMP-9表达的相关性分析

对Galectin-7和MMP-9的表达进行的关联性

分析(Pearson关联性分析), 结果呈显著正相关性

(r=1.000, P=0.000)(表5)。 对MMP-9和Galectin-7表



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

何从文等: Galectin-7与MMP-9在食管鳞状细胞癌中的表达与术后早期复发转移的关系 985

表1  食管鳞癌组织及癌旁组织中Galectin-7和MMP-9蛋白表达情况的比较

Table 1  Comparison of Galectin-7 and MMP-9 expressions between noncancerous specimens and ESCC
组织类型

Tissue type
例数

n
Galectin-7阳性

Galectin-7 positive
χ2值

χ2 value
 P值
 P value

MMP-9阳性

MMP-9 positive
χ2值

χ2 value
P值
P value

Noncancerous specimens 38    2 33.250 0.000 4 25.539 0.000

ESCC specimens 50    33 32*

表2   食管鳞癌组织及癌旁组织Galectin-7和MMP-9平均光密度值的比较

Table 2    Comparison of the MOD of Galectin-7 and MMP-9 expressions between noncancerous specimens and ESCC
组织类型

Tissue type
例数

n
Galectin-7平均光密度值

MOD of Galectin-7 (x
_
±s)

t值
t value

P值
P value

MMP-9平均光密度值

MOD of MMP-9 (x
_
±s)

t值
t value

P值
P value

Noncancerous specimens 38 0.013 7±0.096 7 10.430 0.000 0.014 3±0.011 0 9.448 0.000

ESCC specimens 50 0.150 6±0.0921 6 0.137 5±0.091 0

A: Galectin-7在低分化食管鳞癌中的表达; B: Galectin-7在中分化食管鳞癌中的表达; C: Galectin-7在高分化食管鳞癌中的表达; D: Galectin-7在
癌旁组织中的表达。图中箭头所指黄色部分为阳性区域。

A: expression of Galectin-7 in poor differentiated ESCC; B: expression of Galectin-7 in moderate differentiated ESCC; C: expression of Galectin-7 in 
well differentiated ESCC; D: expression of Galectin-7 in noncancerous specimens. Positive areas were indicated by arrows in pictures.

图1   Galectin-7在食管鳞癌与癌旁组织中的表达

Fig.1   Expression of Galectin-7 in ESCC and noncancerous specimens

A B C D

400×

A: MMP-9在低分化食管鳞癌中的表达; B: MMP-9在中分化食管鳞癌中的表达; C: MMP-9在高分化食管鳞癌中的表达; D: MMP-9在癌旁组织

中的表达。图中箭头所指黄色部分为阳性区域。

A: expression of MMP-9 in poor differentiated ESCC; B: expression of MMP-9 in moderate differentiated ESCC; C: expression of MMP-9 in well dif-
ferentiated ESCC; D: expression of MMP-9 in noncancerous specimens. Positive areas were indicated by arrows in pictures.

图 2   MMP-9在食管鳞癌及癌旁组织中的表达

Fig.2   Expression of MMP-9 in ESCC and noncancerous specimens

A B C D

400×

*P<0.01, 与癌旁组织比较。

*P<0.01 vs noncancerous specimens.

达的平均光密度值进行Spearman相关性分析, 结果

(r=0.430, P=0.002)与Pearson关联性分析一致, 二者

表达呈正性相关。

2.4   食管鳞癌组织中联合检测Galectin-7和MMP-9
对食管癌早期复发转移的预测作用

50例患者中, 19例术后出现复发转移, 其中复

发伴肝转移2例, 复发伴肺转移5例, 复发伴骨转移2
例, 纵隔淋巴结转移3例, 复发伴胸膜转移1例, 吻合

口复发6例。其中I期0例, II期3例, III期9例。12例复

发转移均发现于术后一年以内(第6~12月), 平均发

生时间为第10.25月, 截止最后一次随访日(2014-04-
02), 已有7例患者死亡。19例复发转移患者Galec-
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表4  食管鳞癌组织中Galectin-7和MMP-9平均光密度值与临床病理参数的关系

Table 4   Relationship of the MOD of Galectin-7 and MMP-9 with clinical pathological parameters in ESCC

临床病理参数

Clinical parameter
例数

n
t值
t value

t值
t value

P值
P value

P值
P value

Galectin-7平均光密度(x
_
±s)

MOD of Galectin-7 (x
_
±s)

MMP-9平均光密度(x
_
±s)

MOD of MMP-9 (x
_
±s)

TNM stage

 I/II

 III

Invasive depths

 T3/T4

 T1/T2

Lymph node metastasis

 N0

 N1-2

Differentiation

 Low/medium

 High

0.112 60±0.092 11

0.212 6±0.049 4

0.194 5±0.070 8

0.118 3±0.096 0

0.176 40±0.085 28

0.091 3±0.924 4 

0.156 9±0.090 3

0.107 9±0.100 7

0.097±0.086

0.203 6±0.054 0

0.195 1±0.062 3

0.091 3±0.086 0

0.176 4±0.085 2

0.120 2±0.924 4

0.166 3±0.080 5

0.068 6±0.076 6 

31

19

23

27

27

23

35

15

4.986

3.217

2.234

1.708

5.378

4.933

2.234

4.048

0.000

0.002

0.030

0.094

0.000

0.000

0.030

0.000

表5  食管鳞癌组织中Galectin-7和MMP-9表达的相关性

Table 5   Expression correlation of Galectin-7 and MMP-9 in ESCC

Galectin-7的表达

Expression of Galectin-7

MMP-9的表达

Expression of MMP-9
合计

Total
r值
r value

P值
P value

+ –

+ 26 7 33

_ 6 11 17 1 0.000

Total 32 18 50

表3   食管鳞癌组织中Galectin-7和MMP-9的表达与临床病理参数的关系

Table 3   Relationship of Galectin-7 and MMP-9 expressions with clinical pathological parameters in ESCC

临床病理参数

Clinical parameter
例数

n
χ2值

χ2 value
χ2值

χ2 value
P值
P value

P值
P value

   Galectin-7
阳性        阴性

Positive   Negative

      MMP-9
阳性        阴性

Positive   Negative

TNM stage
I/II
III
Invasive depths
T3/T4
T1/T2
Lymph node metastasis
N0

N1-2

Differentiation
Low/medium
High

31
19

23
27

27
23

35
15

14
19

22
11

22
11

24
9

17
0

1
16

5
12

11
6

13
19

22
10

21
11

26
6

18
0

1
17

6
12

9
9

15.787

16.689

6.269

0.235

16.486

18.521

4.836

5.357

0.000

0.000

0.028

0.021

0.000

0.000

0.012

0.558

tin-7和MMP-9表达均阳性, 单阳性患者及双阴性患

者均未出现复发转移。将Galectin-7和MMP-9的平

均光密度值做为预测术后早期复发的检测指标, 通

过ROC曲线分析(图3), Galectin-7的灵敏度为89.5%, 

特异度为71%; MMP-9的灵敏度94.7%, 特异度为

77.4%; 联合MMP-9和Galectin-7的灵敏度为94.7%, 
特异度为96.8%, 说明联合检测MMP-9和Galectin-7
对于独立检测MMP-9或Galectin-7有更高的诊断价
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达。而且Galectin-7在有淋巴结转移者的食管鳞癌

组织中的表达高于无转移者, 侵及食管外膜者高于

未侵及食管外膜者, III期患者高于I-II期者, 差异均

有统计学意义(P<0.05)。我们通过分析Galectin-7表
达的平均光密度值与食管鳞癌临床参数之间的关系

也得出了一致的结论, 这表明, Galectin-7与食管鳞

癌的侵袭、浸润、转移有着密切的关系。

大量研究表明, 基质金属蛋白酶(MMPs)对肿瘤

的侵袭转移起重要作用。MMP-9在基质金属酶家族

中都属于明胶酶类, 是MMPs家族中分子量最大的

酶。大量研究发现, MMP-9在多种恶性肿瘤中过度

表达[13], 提示其与肿瘤的发生发展有着密切的关系。

Suzuki等[14]在利用Elisa法检测了四种侵袭能力不同

的食管癌细胞培养液中基质金属蛋白酶的表达后

发现, 四种细胞株均表达MMP-9、MMP-2, 但只有

MMP-9的表达量与食管癌细胞株的侵袭能力相关, 
说明MMP-9在食管癌的侵袭转移中可能发挥着更加

重要的作用, 更具有成为血清标志物的潜质。本研

究发现, MMP-9在食管鳞癌组织中表达阳性率与癌

旁组织有显著差异(P<0.01), 可能与癌细胞直接分泌

或促进MMP-9分泌有关。而外膜浸润者阳性表达率

显著高于无外膜浸润者, 有淋巴结转移者高于无淋

巴结转移者(P<0.05), 由此说明, MMP-9的表达上升

可能是食管癌浸润和转移机制中重要的一环。

图3   单独检测Galectin-7、 MMP-9与联合检测Galectin-7、 
MMP-9预测术后早期复发转移的ROC曲线分析

Fig.3  The ROC curve for separate detections of Galectin-7, 
MMP-9 and combine detection of Galectin-7 and MMP-9 

for predicting the recurrence and metastasis of ESCC

表6   单独检测Galectin-7、 MMP-9与联合检测Galectin-7、 MMP-9对预测食管鳞癌的早期复发转移的

ROC曲线分析结果

Table 6  The result of ROC analysis for separate detections of Galectin-7、MMP-9 and combine detection of 
Galectin-7 and MMP-9 at predicting the recurrence and metastasis of ESCC

检测指标

Detect biomarker
曲线下面积

AUC
最佳工作点

Cut-off point
灵敏度

sensitivity
特异度

specificity

MMP-9 0.865 0.162 89.5% 71.0%

Galectin-7 0.889 0.138 94.7% 77.4%

Galectin-7+MMP-9 0.965 0.292 94.7% 96.8%

值(表6和图3)。

3   讨论
Galectin-7是一种β-半乳糖苷结合蛋白, 在多

种类型的肿瘤中存在着过表达, 但是在不同肿瘤

中的作用有差异, 甚至完全相反。在多数鳞癌中, 
Galectin-7与肿瘤的浸润转移有着密切的关系[6-8]。

Cada等[9]通过免疫组化分析表皮、口咽和喉上皮的

正常组织和鳞状细胞癌组织中Galectin-7的表达, 结
果表明, 在正常组织中Galectin-7表达缺失, 而癌组

织中表达升高并且与肿瘤的临床分期相关。Saussez
等[10]应用免疫组化方法检测了IV期下咽喉癌组织

中Galectin-7的表达情况, 结果表明, 在下咽鳞癌中

Galectin-7的高表达与下咽喉癌的快速复发率有关。

Zhu等[11]使用比较蛋白质组学分析食管鳞癌组织和

正常食管组织的差异表达蛋白后发现, Galectin-7是
十二个表达上调的蛋白之一。而Shugo等[12]研究发

现, 转染了Galectin-7的结肠癌DLD-1V细胞株的侵

袭转移能力反而下降。本研究证实了Galectin-7在
食管鳞癌中呈强阳性表达, 而在癌旁组织中呈低表
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Saussez等[15]在利用免疫组化检测喉癌组织

中Galectin-7及MMP-9的表达时发现, Galectin-7与
MMP-9在喉癌组织中都存在过表达, 并且二者的

表达呈正相关, 这一发现提示内源性凝集素对于

MMP-9的表达有潜在的诱导作用。在本研究中, 50
例食管鳞癌组织中Galectin-7和MMP-9的表达呈显

著正相关, 这说明Galectin-7和MMP-9在食管鳞癌中

的发生发展中存在着协同作用。PARK等[16]研究发

现, 在HeLa宫颈癌细胞中转染Galectin-7后, 转染组

MMP-9的表达较空载体组显著升高, 并且MAPK通

路蛋白P38也显著上升, 说明Galectin-7通过MAPK 
P38通路促进MMP-9的表达。Zheng等[17]也发现, 在
食管鳞癌中磷酸化的P38也存在着过度表达, 在食管

鳞癌的恶性转化中具有重要作用。

在本研究中, 通过检测MMP-9与Galectin-7的表

达, 分析二者表达与患者术后早期复发转移的关系, 
我们发现联合检测MMP-9和Galectin-7对于预测食

管鳞癌早期复发转移具有较高的灵敏度和特异度, 
并且优于单独检测MMP-9和Galectin-7, 说明联合检

测MMP-9和Galectin-7可作为预测食管鳞癌早期复

发转移的指标, 并且比单独检测MMP-9及Galectin-7
更具诊断价值。

本研究表明, 在食管鳞癌中Galectin-7和MMP-9
蛋白存在正相关性, 且均与肿瘤的转移密切相关, 
提示二者可能存在某种内在联系, 共同影响了食管

鳞癌的生物学行为。联合检测Galectin-7和MMP-9
可有助于食管鳞癌早期复发转移的预测。但Galec-
tin-7是否通过MAPK p38信号通路参与食管鳞癌中

MMP-9蛋白的合成, 尚待进一步探讨。
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88例卵巢上皮性癌行ATP-TCA
体外药敏试验结果分析

崔  颖*  周  丹  李  叶  申桂华  张斯由

(北京医院妇产科, 北京 100730)

摘要      该研究是探讨三磷酸腺苷生物荧光肿瘤抗癌药物药敏性分析实验(ATP-TCA)在卵巢

癌患者化疗中的应用。研究选取88例卵巢上皮性癌新鲜组织行ATP-TCA体外药敏试验, 分析结果、

计算各种化疗药物敏感性, 并与48例对照组患者进行临床近期有效率的比较。结果显示, 在体外药

敏试验敏感性最强的单药为紫杉醇(51.9%), 敏感性强弱依次为: 紫杉醇>卡铂>顺铂>吉西他滨>拓
泊替康>多西他赛>依托泊苷>环磷酰胺>博来霉素, 联合用药方案敏感性较单药增加。药敏组患者

临床近期有效率(85.23%)高于对照(68.75%)。ATP-TCA是一种有效的抗癌药物敏感性分析实验, 可
为卵巢癌患者临床化疗提供个体化的指导方案。

关键词      原发卵巢上皮性癌; ATP-TCA; 个体化治疗

Analysis Results of ATP-Tumor Chemosensitivity Assay 
In Vitro of 88 Cases of Epithelial Ovarian Cancer

Cui Ying*, Zhou Dan, Li Ye, Shen Guihua, Zhang Siyou
(Department of Obstetrics and Gynecology, Beijing Hospital, Beijing 100730, China)

Abstract       In this research, we demonstrated the feasibility of ovarian cancer patients in clinical individual-
ized chemotherapy using ATP-tumor chemosensitivity assay (ATP-TCA) in vitro. We examined the heterogeneity 
of chemosensitivity in ovarian cancer specimens (n=88) using an ex vivo ATP-TCA. The short-term effectiveness 
of chemotherapy was compared between ATP group and control group.  We found that the most active single agent 
tested was paclitaxel, to which 51.9% of samples were sensitive. The order of the sensitivity is paclitaxel > carbo-
platin > cisplatin > gemcitabine > topotecan > docetaxel > etoposide > cyclophosphamide > bleomycin. Combina-
tions of agents showed more strong sensitivity cases. The short-term effectiveness rates in ATP group (85.23%) and 
control group (68.75%) were significantly different. Chemosensitivity testing may provide a practical method of 
testing new regimens before clinical trials in ovarian cancer patients. 

Key words        primary epithelial ovarian cancer; ATP-tumor chemosensitivity assay; individual chemotherapy

卵巢上皮性癌的特点是起病隐匿, 发现时大多

为晚期、易盆腔内种植转移、手术难以根治, 因而

化疗在卵巢癌的综合治疗中占有相当重要的地位。

对化疗药物的敏感程度直接影响到患者的生存率、

复发率。但由于肿瘤本身存在异质性, 不同的个体, 
即使组织来源与分期相同, 对化疗药物的敏感谱亦

会不同, 而原发耐药与复发耐药又是制约卵巢癌临

床疗效的关键因素[1]。如果仅依照临床固定的方案

进行化疗, 一部分患者不但对化疗药物无效, 而且会

产生副反应及耐药性。因此, 近年来许多学者致力

于探讨化疗药物敏感性测定, 对卵巢癌患者进行个

体化治疗, 目的是提高疗效、减少毒副反应、防止
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多重耐药性的诱导。三磷酸腺苷法肿瘤化学敏感检

测(ATP-tumor chemosensitivity assay, ATP-TCA)法是

目前技术较为稳定、结果相对可靠、操作简便的药

敏测定法。本文对近一年多来我院88例卵巢上皮性

癌用ATP-TCA技术行化疗药物敏感性检测的结果进

行分析, 探讨了卵巢肿瘤患者的临床个体化化疗的

可行性, 以期提高疗效, 降低毒副作用。

concentration, TDC): 0%, 100%, 50.0%, 25.0%, 12.5% 
PPC。每个TDC做2个平行对照孔, 重复3次。培养

板上剩下的孔可以用于MO(未加化疗药的细胞)和
空白孔(未加细胞)对照测试。100%实验药物测试浓

度配置见表2。
1.4.3   肿瘤细胞和药物共培养      计数后, 确定接种

细胞量, 将培养板置于37 °C、5% CO2、湿度>95%
的培养箱培养, 培养至第5 d时即可进行ATP检测。

1.4.4   数据分析      ATP的提取后进行荧光检测, 绘
制ATP标准曲线, 完成数据自动传输和分析。

1.5   药敏检测结果判定

体外药物敏感度根据以下四种进行分类。强

敏感: IC90≤100% TDC和IC50≤25% TDC; 中度敏

感: IC90>100% TDC和IC50≤25% TDC; 轻度敏感: 

表1 患者资料

Table 1  The basic information of the patients

分组

Groups
例数 
Number of cases                

平均年龄(岁)
Average age (years)

                                          分期

                                  Stage grouping

Stage I Stage II Stage III Stage IV

ATP group 88                           49.6 6 16 48 18

Control group 48                           50.3 4 9 21 14

表2  各种药物100% TDC配置表

Table 2   The 100% TDC of the drugs

抗癌药物

Anticancer drugs
100% TDC (μg/mL)
100% TDC (μg/mL)

PTX 13.8

DDP 6.3

CBP 25

TPT 0.14

GEM 25

VP-16 20

TXT 10

BLM 0.6

4-HC 1

1   材料与方法
1.1   标本来源

研究对象为北京医院2013年1月~2014年2月收

治并行手术治疗的原发卵巢上皮性癌患者, 根据患

者意愿将患者随机分为药敏组(88例)及对照组(48
例)(表1)。药敏组88例, 术中留取新鲜肿瘤组织采用

ATP-TCA技术行化疗药物敏感性检测; 对照组48例, 

未行药物敏感性检测。所有患者均经病理证实为卵

巢上皮性癌。

1.2   试剂与仪器

ATP生物荧光肿瘤药物敏感性检测试剂盒购自

湖州海创生物科技有限公司。

1.3   化疗药物

紫杉醇(PTX, 意大利百时美施贵宝公司, 批号: 
G00084)、顺铂(DDP, 江苏豪森药业股份有限公司, 
批号: 111103)、卡铂(CBP, 意大利百时美施贵宝公

司, 批号: 2G01278)、拓泊替康(TPT, 大连美仑生物

技术有限公司, 批号: 20111001)、吉西他滨(GEM, 
法国礼来公司, 批号: A812353C)、依托泊苷(VP-
16, 江苏恒瑞医药股份有限公司, 批号: 12010331)、
多西他赛(TXT, 江苏恒瑞医药股份有限公司, 批号: 
H20020543)、博来霉素(BLM, 日本化药株式会社, 
批号: Y20262)、环磷酰胺体内活化物(4-HC, 加拿大

TORONTO公司, 批号: 3-JBZ-104-1)。
1.4   试验流程

全过程需在无菌操作条件下进行。

1.4.1   标本制备      将新鲜卵巢肿瘤组织样本剪碎, 
经抗生素浸泡、消化酶消化、37 °C孵育2 h, 消化完

毕后, 混合液离心5~8 min, 用200目细胞筛过滤未分

解的肿瘤组织, 得到细胞悬液, 进行细胞分离、计数。

1.4.2   准备待测化疗药物      参照制药商的说明书

或药典中的化疗药物血浆峰值浓度(peak plasma 
concentration, PPC), 设定5个药物测试浓度(test drug 
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IC90≤100% TDC和IC50>25% TDC; 耐药: IC90>100% 
TDC和IC50>25% TDC。其中, IC90为抑制90%肿瘤细

胞生长时的血浆峰值浓度(PPC), 即本实验中的测试

药物浓度(TDC), IC50为抑制50%肿瘤细胞生长时的

血浆峰值浓度。

1.6   临床近期疗效评价

临床近期疗效主要参考Rustin等[2]的评价标

准: 治疗前1周内血清CA125异常升高的患者, 术后

CA125转阴为完全缓解(CR); 降低>50%为部分缓解

(PR); 降低<50%或增高<25%为稳定(SD); 增高>25%
为进展(PD)。
1.7   统计学分析

采用SPSS 13.0统计软件进行卡方分析, P<0.05
认为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   ATP-TCA法卵巢癌标本评价

88例卵巢肿瘤组织标本中, 5例因消化后细胞

数量过少无法检测, 3例因标本污染无法检测, 其余

80例均顺利完成ATP-TCA药敏检测, 可评价率为

90.91%(80/88)。
2.2   剂量–效应关系

通过1例卵巢癌标本ATP-TCA结果得出抗癌药

物的剂量–效应曲线(图1), 可以看出, 不同药物及同

种药物不同浓度对卵巢癌细胞的抑制率不同; 也可

以看出单药和联合药物对卵巢癌细胞抑制率的差异

符合药物的体内药代动力学。

表3   12种(组)抗癌药物对80例卵巢癌患者体外药敏情况

Table 3  The chemosensitivity of the ovarian cancer of 80 cases to 12 groups of anti-cancer drugs in vitro
药物

Drugs
例数

Number of cases
敏感

Sensitive cases
轻度敏感

Lightly sensitive cases
耐药

Resistant cases

PTX 79 41(51.90%) 34(43.04%) 4(5.06%)

DDP 16 4(25.00%) 5(31.25%) 7(43.75%)

CBP 62 17(27.42%) 29(46.77%) 16(25.81%)

TPT 78 14(17.95%) 31(39.74%) 33(42.31%)

GEM 79 15(18.99%) 24(30.38%) 40(50.63%)

VP-16 72 5(6.94%) 8(11.11%) 59(81.94%)

TXT 69 10(14.49%) 26(37.68%) 33(47.83%)

4-HC 57 2(3.51%) 22(38.60%) 33(57.89%)

BLM 52 0(0%) 3(5.77%) 49(94.23%)

PTX+DDP 41 30(73.17%) 5(12.19%) 6(14.63%)

GEM+TXT 39 13(33.33%) 18(46.15%) 8(20.51%)

TPT+VP-16 39 13(33.33%) 26(66.67%) 0(0%)

图1   抗癌药物不同药物浓度下对1例卵巢癌细胞

抑制率的剂量–效应曲线

Fig.1  The dose-effect curve of the inhibition of the 
anticancer drugs to the cancer cells of one case
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2.3   卵巢癌细胞对各种抗癌药物的敏感度

癌细胞对各种抗癌药物的敏感度各有不同, 单
药在体外药物敏感性强弱依次为: 紫杉醇>卡铂>顺
铂>吉西他滨>拓泊替康>多西他赛>依托泊苷>环磷

酰胺>博来霉素, 联合用药方案敏感性较单药增加

(表3)。卵巢癌细胞对目前临床上常用的紫杉醇联合

顺铂(PTX+DDP)方案敏感度更高, 与PTX、DDP单
药的敏感度相比具有显著性差异(χ2=17.72, P<0.01), 
显示出联合用药良好的药物协同效应。

2.4   临床近期疗效评价

88例药敏组患者术后根据药敏试验结果选择化

疗药物, 48例对照组患者根据临床经验用药, 治疗后

均评价疗效(表4)。完全及部分缓解(CR+PR)为临床

治疗有效, 计算两组患者临床治疗有效率。药敏组
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临床治疗有效率为85.23%, 对照组有效率为68.75%, 
差异有统计学意义(χ2=5.158, P<0.05), 说明根据药敏

试验选择治疗方案可提高临床治疗有效率。

3   讨论
ATP-TCA肿瘤体外药敏检测技术诞生于20世

纪70年代中后期。1983年, Moyer等[3]提出通过检测

三磷酸腺苷(ATP)的数量可以反映相应细胞的活性

度。1988年, Sevin等[3]将ATP生物的荧光检测技术

应用于卵巢癌, 进行体外卵巢癌的药物敏感性检测

实验。ATP-TCA肿瘤体外药敏检测技术的检测原理

是: 内源性ATP是活体的细胞能量来源的基本途径, 
在细胞死亡、细胞膜破裂时, ATP迅速地水解。因此, 
我们可以通过检测细胞内源性ATP的含量来反映活

细胞数量和细胞的活性。ATP在相关酶的作用下, 可
以和相关的荧光素结合, 并释放出波长为562 nm的

荧光。检测荧光强度, 由此测出ATP含量, 进而反应

活细胞数。肿瘤细胞通过在体外给药培养一段时间

后, 测定其ATP的含量, 并与未加药对照组加以比较, 
并计算出化疗药物的各个系列浓度对培养细胞的不

同的抑制率, 并参照相应的判断指标评估该化学治

疗药物对肿瘤细胞的杀伤程度[4]。这项技术高度敏

感, 只需50个细胞就能测出有荧光强度的改变, 进而

测出ATP的量[5]。而且, 当 ATP 含量为10-5~10-12 mol/L
时, 活细胞的对数值与ATP发光值的对数值之间存在

极好的线性关系, 从而达到精确定量[6]。ATP-TCA法

可评价率高, 本研究可评价率为90.91%, 与既往研究

相比, 高于MTT法(四唑蓝显色反应法)。在评估细

胞活力方面, ATP-TCA检测法比软琼脂集落形成实

验和MTT法具有更高的敏感性和特异度[7]。

上世纪80年代, 随着紫杉碱类药物的发现, 紫
杉醇进入了卵巢上皮性癌的一线化疗。目前, 国际

妇产科联盟(FIGO)和美国国家综合癌症网(NCCN)
等国际权威机构及多数妇科肿瘤中心制定的临床癌

症诊治指南中, 一致推荐紫杉醇和铂类(TP)联合方

案为卵巢上皮性癌的标准一线化疗方案。本研究中, 

单药中敏感性最高为紫杉醇, 其次为铂类, 且二者联

合应用时敏感性增加。从体外药敏实验角度证实, 
紫杉醇联合铂类为原发性卵巢癌的一线化疗方案。

目前, 紫杉醇和铂类联合化疗治疗卵巢癌是首选方

案, 并已广泛应用[8]。卵巢癌经过肿瘤细胞减灭术联

合紫杉醇、铂类辅助化疗, 虽然治疗后有60%~70%
的患者获得临床完全缓解, 但其余30%~40%的患者

仍有肿瘤残存甚至肿瘤进展, 预后很差[9]。原因是

其中一部分患者为紫杉醇、铂类耐药患者。本研究

中, 紫杉醇联合铂类耐药率为18.18%。不同个体的

体内代谢环境在现有的体外实验技术下尚无法建

模。Fruehauf等[10]认为, 在体外给予最适宜的药物及

作用环境, 肿瘤标本如果已经是完全耐药的话, 那么

体内因为肿瘤血供不良和(或)快速的药物失活, 更
有可能导致治疗失败, 即通过体外药敏试验预测治

疗失败的准确性更高。如果能够预测卵巢癌患者对

紫杉醇、铂类化疗的敏感性, 则可使那些耐药患者

免于不必要的化疗及由此带来的化疗副反应及经济

浪费, 争取宝贵的治疗时间, 使患者从中获益。赵丹

等[11]通过对59例原发性卵巢癌患者的无瘤生存时间

和总生存时间的分析显示, 体外药敏试验紫杉醇、

铂类敏感组患者的中位无瘤生存时间和总生存时间

分别为26个月和39个月, 均较体外药敏试验紫杉醇、

铂类耐药组患者的无进展生存时间(10个月)和总生

存时间(25个月)显著延长(P<0.01)。这说明, ATP-
TCA检测不仅可以预测多种化疗方案的敏感性, 同
时可以与手术病理分期、病理分化程度等经典的预

后因素一样, 是有效的预测卵巢癌患者复发及预后

的影响因素。本研究中, 药敏组患者术后根据药敏

试验结果选择化疗药物, 避免应用体外试验耐药药

物, 临床上取得了较好的近期疗效, 与根据经验用药

的对照组比较临床有效率差异明显, 说明体外药敏

试验对临床治疗方案的选择有良好的指导作用。

对于复发及难治性卵巢上皮性癌, 二线化疗疗

效低, 且无标准治疗方案供临床参考, 探索有效的、

有针对性的二线化疗方案成为当务之急。本研究

中, 作为二线化疗药物的吉西他滨、拓泊替康、多

西他赛体外药物试验敏感性接近20%, 个体差异较

大。若仅凭经验用药, 可能出现化疗无效, 而且会产

生化疗副反应、降低生活质量、增加治疗费用等问

题。本研究中, 依托泊苷、环磷酰胺、博来霉素体

外药敏试验敏感性均低于10%, 且博来霉素耐药率达

表4  临床治疗效果

Table 4   The clinical efficacy of the treatment
分组

Groups
完全缓解

CR
部分缓解

PR
稳定

SD
进展

PD

ATP group (cases) 61 14 10 3

Control group (cases) 23 10 11 4
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到94.23%, 临床不适合单独应用。但体外药敏试验为

轻度敏感的药物联合用药可增加敏感性。高克非等[12]

观察发现, 卵巢癌满意减灭术后应用TP(紫杉醇、卡

铂/顺铂)方案和CBP(环磷酰胺、博来霉素、卡铂/顺
铂)方案为一线化疗的两组患者, 其3年生存率、3年
无瘤生存率、3年内复发病例的无进展生存期、3年
生存分析和无瘤生存分析, 两组间比较均无显著性

差异, 说明虽然单独用药敏感性低, 但联合用药可提

高有效率。联合用药在提高有效率的同时, 也会增

加药物的毒副作用, 所以临床仍应选择针对不同患

者敏感性高的药物。因本研究中病例观察时间较短, 
未对两组患者生存期及无瘤生存期进行比较, 有待

进一步观察复发患者根据药敏结果选择化疗药物治

疗的有效率。

化疗在卵巢上皮性癌的综合治疗中占有相当

重要的地位, 在接受相同化疗方案治疗的个体中, 仍
有相当一部分患者经过标准方案治疗并未从中获

益。源于患者体内药物代谢酶的遗传性和肿瘤的异

质性导致了肿瘤对多种抗肿瘤药物敏感性的差异。

当某种抗肿瘤药物根据临床经验估计或盲目应用于

临床治疗时, 化疗表现出明显的疗效差异。有时, 正
在治疗中的肿瘤仍进展较快, 并发生严重的毒副反

应而未收到预期的疗效。针对临床这种状况, 采用

ATP-TCA法进行体外药物敏感性试验, 实行化疗药

物筛选, 进行个体化治疗是可行而且必要的。
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肝癌家族聚集性发病的分子遗传学研究进展
张存圳1,2  程玉强3  郭卫星2  程树群2*

(1苏州大学研究生院, 苏州 215006; 2第二军医大学东方肝胆外科医院, 上海 200438; 3解放军234医院, 朝阳 122000)

摘要      许多研究表明, 肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)呈家族聚集性发病的倾向比较明

显, 肝癌家族史阳性的人群罹患肝癌的风险远超阴性人群。但关于肝癌聚集性发病的机制并未得

到全面的阐释。该文对近几年来与肝癌家族聚集性发病相关的研究作出综述, 以期为肝癌家族聚

集性发病的研究提供一定的理论依据。

关键词      肝癌; 家族聚集性; 分子遗传

Advances in Familial Aggregation of Hepatocellular Carcinoma in 
Molecular Genetics

Zhang Cunzhen1,2, Cheng Yuqiang3, Guo Weixing2, Cheng Shuqun2*
(1Graduate College, Soochow Uiversity, Suzhou 215006, China; 2Eastern Hepatobiliary Surgery Hospital, 

Second Military Medical University, Shanghai 200438, China; 3234th Hospital of PLA, Chaoyang 122000, China)

Abstract       Many studies have shown that the incidence of cancer and heredity are closely related. For hepatocel-
lular carcinoma (HCC), the incidence of familial aggregation tendency is also obvious, and studies have shown that the 
people having a positive family history of HCC suffered from HCC far more than the chance of the negative ones, but the 
mechanism of HCC clusters of disease has not been fully explained. This paper reviewed the published papers about the 
familial aggregation of HCC to provide a theoretical basis for the research of the incidence of HCC.

Key words        hepatocellular carcinoma; familial aggregation; molecular genetics

肝癌是严重威胁人类健康的常见恶性肿瘤之

一, 全世界每年肝癌的新发病例超过26万人之多,
其中43.7%分布在我国[1-2]。我国的肝癌死亡率为

20.4/10万(高发地区达30/10万以上), 占全部恶性肿

瘤死亡的18.8%, 在男性中占癌症病死率的第2位, 女
性中为第3位。据流行病学调查研究显示, 肝癌的家

族聚集性发病倾向也很明显, 阳性肝癌家族史人群

可能发生肝癌的的机率要远高于阴性人群, 而相关

的分子流行病学研究也认为遗传易感基因在肝癌的

发病危险因素中有重要作用[1-5]。本文主要就肝癌家

族聚集性发病研究进展作一综述。

1   肝癌的家族聚集性发病
家族聚集性(familial aggregation)是指一个家族

中的各级亲属都呈现某种共同的特性。自1913年
Warthin首次对胃癌的家族聚集现象开始描述以来, 
许多研究均表明多数肿瘤与遗传因素有着高度密切

的关系[6-10]。近年来研究者发现, 肝癌的发生也有家
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族聚集倾向。一般认为, 满足肝癌家族聚集性的条

件有: (1)患者亲属患病率高于对照组; (2)家族史阳性

的家庭成员经统计学验证患病的危险性高于阴性人

员; (3)发病率随亲缘关系密切程度的不同而不同[11]。

根据Turati等[5]的研究显示, 肝癌家族史是增

加罹患肝癌风险的独立危险因素, 且肝癌家族史并

有乙肝病毒(HBV)和/或丙肝病毒(HCV)感染者, 其
患肝癌的风险比无肝癌家族史者增加70倍。另据

Donato等[4]做的一项包括287例HCC患者和450例对

照者(无任何肝脏疾病)的病例对照研究表明, 肝癌

家族史与肝癌具有明显的相关性(OR值2.4, 95% CI
为1.2~4.7)。而Hassan等[12]的研究(包括347例HCC病
人和1 075例健康受试者为对照)也显示, 相对肝癌家

族史阴性人群, 在调整消除了包括年龄、性别、种

族、教育、吸烟、饮酒、饮食及病毒性肝炎等众多

因素的影响后, 肝癌患者的一级亲属患HCC的相对

危险度增加3.9倍(95% CI为1.4~11.5); 并且, 对不伴病

毒性肝炎的一级亲属做多因素分析还发现, 有肝癌家

族史者患HCC的相对危险增加增加4.1倍(95% CI为
1.3~12.9)。类似的结论在Gao等[2](包括202例HCC家
庭和202例对照家庭)和Yu等[13]的研究(包括553例HCC
病人和4 684例对照)也有体现。由此可见, 肝癌的发

病有明显的家族聚集倾向, 家族史是肝癌发生的独立

危险因素, 而这极可能是由遗传易感性所引起的。

2   肝癌家族聚集性发病的分子遗传学研究
2.1   其他肿瘤的分子遗传学研究

与肝癌一样, 其他许多肿瘤的发病也表现有

家聚集族性。除某些遗传性肿瘤外, 遗传因素在其

发生过程中较为明确的被列为危险因素的肿瘤有

很多, 常见的主要包括乳腺癌、胃癌、鼻咽癌、肺

癌、前列腺癌以及腺瘤性息肉病等。在家族聚集性

胃癌的分子遗传学中, Guilford等[14]找到了一个与家

族性胃癌相关的基因——E-Cadherin, 并用SSCP和
DNA测序的方法检测到E-Cadherin基因第7外显子的

最后一个核苷酸由G→T, 从而影响了mRNA的正常

剪接, 导致缩短蛋白的形成。Gayther等[15]在其他家

族的研究中也发现了E-Cadherin基因突变, 从而排除

了血统相关性。而在家族聚集性乳腺癌的相关研究

中, BRCA1/2基因是研究最深入的。家族性乳腺癌中

BRCA1突变的频率在20%~30%, 女性BRCA1突变导

致罹患乳腺癌的终生风险为11%~12%, 超过70岁则

可达65%[16]。此外, Staff等[17]的研究发现, 11%的散发

乳腺癌中存在BRCA1启动子区域的甲基化, 45%存

在BRCA1拷贝数的缺失; Hughes-D-avies等[18]也发现, 
13%的散发性乳腺癌中存在EMSY扩增, 而EMSY是

和BRCA1/2相结合的。这也间接提示, BRCA1/2基因

在乳腺癌的发生中起作用。据此也能说明, 不同的

肿瘤可能具有相对较特异的一个或一些基因的改变, 
而就是这部分基因的改变才导致了该肿瘤的发生。

2.2   肝癌的分子遗传学研究

很多研究都表明, 肝癌的发生发展是一个多因

素、多阶段渐进的过程, 主要涉及到的分子遗传机制

包括染色体易位、数目结构的异常、脆性部位的改

变、细胞信号转导通路的异常、基因的突变如癌基

因的激活及抑癌基因的失活等。这其中, 遗传易感

性则主要表现在染色体的不稳定性。据Shen等[3]的

一项研究显示, 家族聚集性发病的HCC人群中存在

一个高度易感的外显性染色体阴性基因(该易感等位

基因的频率为0.25)。该研究中指出, 当遗传易感性存

在时, HBV感染人群中男性患HCC的累积风险从0.09
上升到0.85, 女性则从0.01升高到0.46; 年龄超过40岁
的男性HBV感染人群中, 具有遗传易感性的人群患

HCC的风险是没有者的9倍。Wang等[19]用比较基因

组杂交技术对60对肝癌样本的所有22个常染色体进

行对比分析发现, 染色体17p、9p21-23、4q、13q、
8p21-p23等存在等位基因缺失, 而1q、17q和8q24等
存在基因组扩增(表1)。类似的研究中, Midorikawa
等[20]利用基因芯片技术分析了36例肝癌样本中基因

组DNA拷贝数的水平, 发现1q、5p、5q、6p、7q、
17q等染色体有扩增, 而1p、4q、6q、8p、16p、16q、
17p等有杂合缺失区。Tarleton等[21]在分析有肿瘤家

族史的病例中发现, 8q24的异质性与肝癌的发生有密

切的关联(OR值为2.80; 95 % CI为1.15~6.80)。
除染色体异常改变之外, 部分基因及蛋白等分

子的改变也与肝癌的聚集发病关系密切。Zhong
等[1]的研究显示, 包括多数的载脂蛋白家族(ApoA1、 
ApoA2、ApoC3和ApoE)和 血 清 淀 粉 样A蛋 白 等

的9个蛋白在家族聚集性肝癌患者中存在突变, 且
有6个 蛋 白 位 点(m/z 6432.94、8478.35、9381.91、
17284.67、17418.34和18111.04)与肝癌家族聚集性

有关。Calvisi等[24]对6例正常肝组织和30对肝癌和

癌旁组织基因组甲基化水平进行检测发现, 肝癌组

织DNA甲基化水平明显低于癌旁组织和正常肝组
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织。许多研究还表明, DNA低甲基化在致使染色体

不稳定、转座软件激活、惰性基因的激活表达等

过程中也有重要的作用[25-27]。另外, 在蛋白表达异

常方面的研究中, Cheng等[28]通过观察转染miRNA-
34a的HepG2细胞引起的肝癌细胞整体蛋白表达的

改变情况去分析miRNA-34a的生物学作用, 发现了

一个蛋白调控网络。这个网络中的15个下调的蛋白

可能均是miRNA-34a的靶蛋白; 并且, 与该网络相关

的p53信号通路和细胞周期通路包括的许多蛋白如

LMNA、GFAP、 MACF1等就是通过miR-34a调控的。

同时, 也有文献报道, P450-2E1、p53抗体表达异常

也与肝癌家族聚集性发病有关[22-23]。这些研究均明

确地显示, HCC家族聚集性发病现象背后所蕴含的

染色体改变和相关基因调控作用的密切关系。

3   肝癌家族聚集性发病的其他相关因素

研究 
除分子水平改变直接与肝癌的家族聚集性发病

有关以外, 其他具有家族聚集性发病性质的疾病也与

肝癌的家族聚集性有关。目前已经确定与HCC高度

相关的危险因素有HBV及HCV慢性感染、酗酒、吸烟、

肥胖和糖尿病等[29-32]。尽管相关疫苗已经得到了广泛

的应用, 慢性HBV及HCV感染仍然是引起HCC的重要

原因[33-35]。据Yu等[36]针对我国台湾地区的一项研究显

示, 在感染乙肝病毒HBV的人群中, 有家族史的群组

罹患肝癌的累积风险比无家族史群组更高(P=0.001), 
而在无乙肝病毒HBV感染的情况下, 肝癌家族史与罹

患肝癌无明显的相关性。Yang等[37]的研究还发现, 在
一个家族中与HBV感染者亲缘关系的远近与肝硬化

及肝癌的发病率呈递减关系, 亲缘关系越远风险越

小。而在HCV与肝癌的相关研究中则发现, 感染HCV
者第一代亲属罹患肝硬化及肝癌的风险增大[38]。

4   展望
肝癌的家族聚集发病现象越来越受到研究者

的关注, 引起这一表现的遗传易感因素在其发生发展

过程中所起到的作用仍有待深入的研究取证。迄今

为止报道的与肝癌有关的相关基因虽有很多, 但均无

绝对的证据证明某一个或某类基因的作用, 其具体的

调控机制仍不清楚。如能将各相关基因在家族聚集

性肝癌患者和非家族聚集性肝癌患者之间以及肝癌

家族聚集性发病的家族成员之间进行筛选比较, 很有

可能会发现与肝癌相关的特异性易感基因, 并可作为

肝癌易感人群的早期筛查指标, 从而对减少肝癌的发

病或对肝癌的早期治疗产生重要的意义。
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Rho小G蛋白相关激酶的结构与功能
闫慧娟  勿呢尔  莫日根  范丽菲*

(内蒙古大学生命科学学院, 呼和浩特 010021)

摘要      Rho小G蛋白家族是Ras超家族成员之一, 人类Rho小G蛋白包括20个成员, 研究最

清楚的有RhoA、Rac1和Cdc42。Rho小G蛋白参与了诸如细胞骨架调节、细胞移动、细胞增

殖、细胞周期调控等重要的生物学过程。在这些生物学过程的调节中, Rho小G蛋白的下游效应

蛋白质如蛋白激酶(p21-activated kinase, PAK)、 ROCK(Rho-kinase)、PKN(protein kinase novel)和
MRCK(myotonin-related Cdc42-binding kinase)发挥了不可或缺的作用。迄今研究发现, PAK可调节

细胞骨架动力学和细胞运动, 另外, PAK通过MAPK(mitogen-activated protein kinases)参与转录、细

胞凋亡和幸存通路及细胞周期进程; ROCK与肌动蛋白应力纤维介导黏附复合物的形成及与细胞

周期进程的调节有关; 哺乳动物的PKN与RhoA/B/C相互作用介导细胞骨架调节; MRCK与细胞骨

架重排、细胞核转动、微管组织中心再定位、细胞移动和癌细胞侵袭等有关。该文简要介绍Rho
小G蛋白下游激酶PAK、ROCK、PKN和MRCK的结构及其在细胞骨架调节中的功能, 重点总结它

们在真核细胞周期调控中的作用, 尤其是在癌细胞周期进程中所发挥的作用, 为寻找癌症治疗的新

靶点提供理论依据。

关键词      Rho小G蛋白; 激酶; 细胞周期调控; 癌症

The Structure and Functions of Small Rho GTPase Associated Kinases 

Yan Huijuan,Wunier, Morigen, Fan Lifei*
(School of Life Sciences, Inner Mongolia University, Hohhot 010021, China)

Abstract       Small Rho GTPase protein family is a member of the Ras superfamily. The human Rho family of 
small GTPase is comprised of 20 members, of which RhoA, Rac1 and Cdc42 are best-studied. Small Rho GTPases are 
involved in many important biological processes, such as cell cytoskeleton regulation, cell migration, cell proliferation 
and cell cycle regulation. The downstream effectors (PAK, ROCK, PKN and MRCK) of small Rho GTPases play 
indispensible roles during the regulation of these biological processes. PAK regulates actin cytoskeleton dynamics and 
cell movement, and aslo is involved in MAPK mediated transcription, apoptosis and cell cycle progression; ROCK ind-
uces actin stress fiber and focal adhesion formation, and is a regulator of cell cycle progression as well; PKN regulates 
cell cytoskeleton rearrangement downstream of RhoA/B/C; MRCK is a central regulator in several physiological 
processes, like cell cytoskeleton rearrangement, nuclei rotation, microtubule organizing center relocation, cell 
movement and cancer cell invasion. Here, we summarize the current understanding of the structure information and 
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functions of small Rho GTPase associated kinases in cell cytoskeleton rearrangement, highlighting the contribution 
of these kinases on the eukaryotic cell cycle regulation, especially the roles in cancer cell cycle progression. We are 
hoping to shed light on the cancer treatment via identifying some new therapeutic targets.

Key words        small Rho GTPase; kinases; cell cycle regulation; cancer

1   Rho小G蛋白家族及效应蛋白质 
1.1   Rho小G蛋白家族

Rho小G蛋白家族是Ras超家族中的一员, 人类

Rho小G蛋白家族由20个成员组成, 分别是RhoA、

RhoB、RhoC、Rac1、Rac2、Rac3、Cdc42、
RhoD、Rnd1、Rnd2、RhoE/Rnd3、RhoG、TC10、
TCL、RhoH/TTF、Chp、Wrch-1、Rif、RhoBTB1
和RhoBTB2[1]。Rho小G蛋白参与细胞中多种生物学

过程的调控, 在细胞骨架动力学、细胞移动、细胞

增殖、细胞周期进程中具有重要作用[2]。

Rho小G蛋白是一类核苷酸依赖型分子开关, 
它能用一种简要的机制来控制复杂的细胞生理学

过程。Rho小G蛋白具有两种结合状态, 一种是结

合GTP的激活状态, 另一种是结合GDP的非激活状

态。在激活状态时, GTPase能识别目标蛋白, 即效

应蛋白质, 产生反应应答直至GTP水解转变为GDP
结合状态。这种活性由鸟嘌呤核苷酸转换因子

(guanine nucleotide exchange factors, GEFs)控制。鸟

嘌呤核苷酸转换因子催化GDP转变为GTP从而激活

开关。GTPase活化蛋白(GTPase activating proteins, 
GAPs)刺激激活的GTPase转化为非激活状态, 鸟嘌

呤核苷酸解离抑制剂(guanine nucleotide dissociation 
inhibitors, GDIs)抑制GTPase的自发激活。因此, 由
这三种蛋白质来调节Rho小G蛋白的活性, 其具体转

化方式如图1[3]。

1.2   Rho小G蛋白效应蛋白质分类

在GTP结合状态下, Rho小G蛋白可以结合其下

游效应蛋白质并激活它们, 起始下游信号转导途径

并重组肌动蛋白细胞骨架[5]。到目前为止, 通过亲

和纯化实验或酵母双杂交系统已鉴定出30多种Rho
小G蛋白效应蛋白质。这些蛋白质根据其保守的

GTP结合基序可分为三类, 这些保守的GTP结合基

序分别是Cdc42/Rac相互作用结合基序(Cdc42/Rac 
interactive binding motif, CRIB)、ROCK-I/Kinectin同
源结构域(ROCK-I/Kinectin homology region, RKH)
和Rho效应蛋白质基序(Rho effector motif, REM)[6]。

CRIB结构域存在于与Rac和Cdc42结合的效应

蛋白质中, 如激活的Cdc42相关酪氨酸激酶(activated 
Cdc42-associated tyrosine kinase, ACK)、Wiskott-
Aldrich综合症蛋白(Wiskott-Aldrich syndrome protein, 
WASP)、N-WASP(neuronal  Wiskot t–Aldrich 
syndrome protein)和p21激 活 激 酶(p-21 activated 
kinases, PAKs)。有研究表明, CRIB结构域是效应蛋

白质与GTPase结合必需的, 但其与GTPase的结合并

不紧密[6]。针对与Cdc42形成复合物的ACK或WASP
的结构研究表明, 存在于Rac 和Cdc42开关I中(即激

活状态下的Rac和Cdc42中)的Asp38对含CRIB的蛋

白质是一个必不可少的氨基酸残基。在所有的含

“CRIB的效应蛋白”中, 两个保守的His残基与Rac/
Cdc42小G蛋白开关I中的Asp38相互作用。这种特殊

Rho小G蛋白具有激活形式和非激活形式。Rho小G蛋白由GEFs、
GAPs和GDIs三种调节因子调节其活性。激活的Rho小G蛋白通过与

其效应蛋白质相互作用诱导下游反应。

Rho GTPases cycle between an active GTP-bound form and an inactive 
GDP-bound form.There are three factors (GEFs, GAPs and GDIs) to 
regulate activity of Rho GTPases. Active GTPases interact with effector 
proteins and induce downstream responses.

图1  GTPase循环(根据参考文献[4]修改)
Fig.1  The GTPase cycle (modified from reference [4]) 
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的识别机制将Rac的含“CRIB的效应蛋白”与Cdc42
的含“CRIB的效应蛋白”加以区分。通过开关I中所

含的特殊氨基酸残基, 使不同的效应蛋白质与不同

的Rho小G蛋白结合。

第 二 类Rho小G蛋 白 效 应 器 是 包 含ROCK/
Kinectin同源结构域的蛋白质。这类效应器含有的

C-端螺旋基序, 在ROCK、香木榬激酶(citron-kinase)
和驱动链接蛋白(kinectin)中均有发现。ROCK由一

个N-端丝氨酸/苏氨酸激酶结构域、一个位于中心

的长α螺旋区域、一个C端PH结构域和一个半胱氨

酸富集区域以及位于C端的长度为934~1 015残基的

Rho结合结构域组成。

蛋白激酶N(protein kinase N, PKN)是典型的

第三类Rho小G蛋白效应激酶, 可通过其N端Rho效
应蛋白质基序(Rho effector motif, REM)与RhoA结

合。PKN的REM结合结构域由类似亮氨酸拉链基

序的三个重复串联组成[HR1a(homology region 1a)、
HR1b和HR1c]。HR1a和HR1b都能独立的结合Rho, 
但只有HR1a和RhoA之间的相互作用是GTP依赖

的[7]。Rho效应蛋白rhotekin与rhophilin含一个N-端
HR1结构域(具有RhoA结合能力), 因此属于含REM
结构域的Rho效应器蛋白质。对RhoA-GTP与PKN N-
端形成的复合物的结构研究表明, 当HR1a与RhoA
的特异区域结合时, HR1a区域形成一个反向平行螺

旋(an antiparallel coiled-coil finger fold, ACC)指状折

叠[8]。

1.3   Rho小G蛋白效应激酶的结构与基本功能

1.3.1   PAK      PAKs是第一个被发现的Rho小G蛋

白调节的激酶, 属于STE20丝氨酸/苏氨酸激酶家族

成员。PAKs在很多组织中都有表达, 在多种癌细胞

中均过量表达。PAKs可分为两组, 第一组(group I)
包含PAK1、PAK2和PAK3; 第二组(group II)包含

PAK4、PAK5和PAK6。第一组PAKs通过GTPase依
赖或非GTPase依赖的形式受细胞外信号激活; 第二

组PAKs通常是持续激活的[9]。

Rac、Cdc42的GTP结合形式会与PAK相互作

用(图2)。人类的PAK包含6个亚型分别为PAK1、
PAK2、PAK3[10-11]、PAK4、PAK5和PAK6。 在 体

外, PAK1会受Rac1.GTP和Cdc42.GTP刺激, 并被磷

酸化激活。激活的PAK可磷酸化肌球蛋白轻链激酶

(myosin light chain kinase, MLCK)从而抑制其对肌

球蛋白轻链(myosin light chain, MLC)的活性, 导致

应力纤维的减少。另外, 效应蛋白质LIM激酶(LIM 
domain kinase, LIMK)位于PAK的下游, PAK通过磷

酸化LIMK的激活环内的Thr-508氨基酸残基激活

LIMK, 激活的LIMK磷酸化丝切蛋白(一种肌动蛋白

结合蛋白), 抑制F-肌动蛋白解聚活性, 从而调节肌

动蛋白动力学和细胞迁移[12-15]。

PAK1结合Rac1、Rac2、Rac3和Cdc42, 并由此

被激活, 但PAK1不会与RhoA、RhoB、RhoC、RhoE、
Rif和Ras结合。位于PAK1 N端p21结合结构域(p21-
binding domain, PBD)内的保守残基可通过与Rho.

GTPase结合激活PAK1。PAK可以通过CRIB与Rac
和Cdc42结合, PAK上的激酶抑制结构域(kinase 
inhibition, KI)对PAK具有重要的抑制作用, 在CRIB
上游的赖氨酸束对Rac.GTPase结合十分重要[16]。哺

乳动物的PAK1-PAK3 C-端的催化结构域序列相似

性较高。PAKs还含有2个保守的PXXP SH3结合基

序以及一个保守的非典型SH3结合基序。第一种保

守的SH3结合蛋白为Nck, 第二种SH3结合Grb2, PAK
可以通过Nck和Grb2而被富集到膜上使激酶活性受

到刺激, 参与脂类(如: 鞘氨醇)的相互作用等, 此特

点也说明, 三种PAKs在多种信号转导通路中发挥相

同的作用(图2)。
PAK分子水平的调节已研究得较清楚。PAK1

在溶液和细胞中具有同源二聚体结构, 存在反式抑

制构象, PAK1的KI结构域可包被另一个PAK1的催

化结构域, 从而抑制催化结构域。在这种抑制作用

中, PAK1的KI结构域残基发挥着重要的作用[17]。结

构分析和生物化学研究表明, GTPase结合PAK1导致

KI结构域的构象发生重要变化, 这种变化会破坏KI
结构域与催化结构域的相互作用, 导致自动磷酸化

使全酶激活。位于激活环内催化结构域的单个残基

(PAK1的Thr-423)的自动磷酸化, 对维持或解除自动

抑制以及对外源基质的催化功能具有重要作用。另

外, PAK1的Ser-144的自动磷酸化有助于激酶激活, 
从而PAK1的Ser-198/203的自动磷酸化会下调PIX-
PAK(PAK-interacting exchange factor)的相互作用, 
而降低PIX-PAK在Cdc42调节的趋化白细胞方向感

知中的作用[18]。PIX是一种Cdc42/Rac1鸟嘌呤核苷

酸转换因子(GEF), 与黏着斑有关, PIX-PAK的相互

作用会由于Rac.GTP或Cdc42.GTP的局部激活而强

烈激活PAK。

1.3.2   ROCK      ROCK是第一个被发现的RhoA
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下 游 激 酶。ROCK与RhoA的 活 性 有 直 接 关 系

(图2)。 ROCK有2种 亚 型 : ROCKα(ROCKII)和
ROCKβ(ROCKI/p160ROCK)。ROCKI和ROCKII的
功能不同, ROCKI主要在炎症细胞中发挥作用, 而
ROCKII主要在血管平滑肌细胞中发挥作用[19]。在

分布上, ROCKI主要存在于肺、肝、脾、肾和睾丸中, 
ROCKII主要在大脑、肌肉和心脏中表达[20-21]。在哺

乳动物体内, 均存在两种ROCK基因, ROCKI位于18
号染色体上, ROCKII基因位于2号染色体上[22]。前人

研究表明, ROCKα/ROCKII是一个独立的Rho结合蛋

白。RhoA、RhoB和RhoC可以激活其下游的ROCK
分子。ROCK可以磷酸化一系列肌动蛋白细胞骨架

调节因子(包括MLCK和LIMK), 激活的LIMK参与

丝切蛋白的磷酸化调节, 从而调节细胞骨架和细胞

收缩[23]。另外, ROCKs在有丝分裂中具有多重作用, 

如ROCKII磷酸化中间丝蛋白波形蛋白、角质纤维

酸性蛋白和神经丝蛋白大亚基, 使局部的中间丝状

体分解[24], 这在有丝分裂后期子细胞分离时是必要

的。

ROCKs是一类具有多个结构域的丝氨酸/苏氨

酸激酶, 分子量为160 kDa。在其N端存在丝氨酸/苏
氨酸激酶结构域。两种ROCK亚型的激酶结构域有

高达92%的相似性[25]。在ROCKs中, 有一个很长的

螺旋结构。ROCKII晶体结构显示, 同源二聚体的螺

旋结合RhoA·GTP, 此螺旋位于C端的10/13个氨基酸

残基的区域[26]。与Rac1和Cdc42相比, ROCKs与Rho
的相互作用与RhoA的Phe-39、Tyr-66、Leu-69残基

有关。ROCK的PH结构域被一个富含半胱氨酸的

结构中断。ROCK的自我抑制结构域位于激酶的C-
端, 在结合Rho·GTP后会解除抑制。自我抑制需要

Cdc42

Rho

MRCK

ROCK

LIMK2

MBS

PP1d
p

p
MLC

MLCK

F-actin cofilin cofilinMLC

Rac

Cdc42

PAK1

PAK4
LIMK1

MRCK

Cacalmodulin

RhoA、Rac1和Cdc42具有数种激酶效应蛋白质。RhoA磷酸化MBS, 导致PP1受到抑制, 促进R-MLC磷酸化, 然而, ROCK却可以使PP1δ受到阻滞。 
ROCK、ROCK、MRCK和PAK调节LIMK的活性, 使其磷酸化而使cofilin失活。当cofilin磷酸化后将不再绑定F-actin, 这些蛋白质可催化F-actin
的解聚和活性消失。MLCK是一种钙调激酶, 其可维持MLC复合物处于激活状态, 但PAK可以对MLCK其负调控作用。PAK1通过抑制MLCK
的活性调节R-MCL, 另外, PAK1可以结合和调节LIMK1。与PAK相比, Rho和Cdc42与LIMK2的活性关系更紧密。因此, RhoA和Cdc42通过其信

号通路中的下游激酶协同或单独发挥作用。

RhoA, Rac1 and Cdc42 have several kinase effectors. RhoA phosphorylates MBS and leads to inhibition of PP1,  increasing R-MLC phosphorylation, 
however, PP1δ is blocked by ROCK. ROCK, MRCK and PAK regulate LIMK activity, which inactivates cofilin by phosphorylation. Once 
phosphorylated, cofilin no longer binds to F-actin, and the ability of these proteins to catalyse both F-actin depolymerization and severing is inhibited.
Myosin light chain kinase (MLCK) is a calcium/calmodulin-responsive enzyme that maintains the myosin heavy chain (MLC) complex in an active 
state, but is negatively regulated by PAK. PAK1 regulates R-MLC by inhibition of MLCK activity and also PAK1 can bind to and regulate LIMK1 
activation loop downstream of Rac1. Rho and Cdc42 are more closely linked to the effects of LIMK2. Thus the Rac and Cdc42 signalling pathways, 
acting via PAKs, can function either co-operatively with or antagonistically to Rho/ROCK. 

图2  Rho小G蛋白相关激酶在非肌细胞的细胞骨架调节中的作用(根据参考文献[5]修改)
Fig.2  Rho-associated kinases in non-muscle cell cytoskeletal regulation (modified from reference [5])  
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PH/半胱氨酸富集结构域, 它可以激活N-端激酶区

域[27]。由于ROCKII的N-端二聚体结构域对其激酶

活性至关重要, 这对其激酶结构域二聚化和反式自

身磷酸化必不可少。ROCK的C-端缺失会导致组成

型激活[28] (图3)。
1.3.3   PKN      PKN又叫PKC依赖激酶(PKC-related 
kinase, PRK), 具有三个家族成员, 分别是PKN1、
PKN2和PKN3。哺乳动物的PKNs既可以与RhoA/
B/C相互作用, 也可以与Rac1相互作用[29]。PKN和

PKC催化结构域的结构相似性较大, PKN能有效地

磷酸化缩氨酸底物PXS/TXR/K。Rho和PKN1的相

互作用有利于PDK1介导的PKN1活化环的磷酸化。

PKN1活化环的磷酸化(发生在PKN1的Thr-774残基

和PKN2的Thr-816残基)对PKN1的活性是必需的。

PKN的C-端激酶结构域与PKCs的激酶结构域

类似, 含有Ser/Thr激酶结构域, N-端含有与Rho相互

作用的重复结构域, 例如重复的三个反向平行螺旋

(anti-parallel coiled-coil, ACC), 前两个ACC直接参加

与Rho的结合, 目前认为, ACC1和ACC2能通过不同

的结合模式与RhoA或Rac1结合(图2)。在PKN催化

结构域约130个氨基酸的位置, 与PKC的C2结构域

有微弱的相似性, 可能有自动抑制作用, 并对脂质敏

感, 例如花生四烯酸[30]。与其他GTPase相关联的激

酶一样, Rho与ACC1/2的相互作用会解除PKN分子

内部的自动抑制作用, 进而激活PKN。RhoA竞争性

的结合ACC1指状结构域可以脱去PKN的催化结构

域[31]。另外, PKN的ACC结构域能与其他蛋白质相

结合, 如锚定蛋白CG-NAPA(centrosome- and Golgi-
localized PKN-associated protein)。
1.3.4   MRCK      MRCKs是与Cdc42/Rac结合的丝

氨酸/苏氨酸激酶, 由MRCKα、MRCKβ和MRCKγ
三 种 亚 型 组 成。MRCKα能 结 合Cdc42·GTP和
Rac·GTP, 其中结合Cdc42·GTP的能力强于对Rac·GTP
的结合。它作为Cdc42的受体具有促进细胞骨架重

排的能力, 参与肌动蛋白重组和丝状伪足形成(图
2)。MRCK的GTPase结合结构域与PAK相似, 但是

激酶结构域与Rho的效应蛋白ROCK/CRIK(citron 
kinase)相近。MRCKα具有一个二酰基甘油类似物

PMA(benzenetetracarboxylic acid)的结合位点, 可通过

其与Cdc42发生相互作用[32]。

人类的MRCKα基因位于1q42.1, 长度大约是

250~300 Kb[33]。研究表明, MRCKγ基因更简洁, 其

PAK1/2/3
Nck CRIB/KI PIX binding Catalytic domain

ROCK

PKN1/2/3

MRCKα

MRCKβ/γ

Kinase
Hydrophobic 

motif

Hydrophobic 
motif

Coiled-coil
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Coiled-coil
domain KIM CR PH CH CRIB

RBD PH CRD

Rho-binding

ACC1 ACC2 ACC3 Kinase

Kinase
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PAK、ROCK、PKN和MRCK是Rho小G蛋白的下游效应蛋白质。它们具有一些保守的结构域, 这些结构域使其具有了相识的功能。同时也具

有不同的结构域, 使其可以结合不同的Rho小G蛋白(这些结构域中, CRIB是Cdc42/Rac相互作用结合基序, KI具有抑制激酶的功能, PIX是PAK
相互作用交换基序, RBD是Rho结合结构域, CRD是半胱氨酸富集结构域, PH表示PH结构域, ACC是反向平行螺旋区域, 可与Rho小G蛋白结合, 
PIF是一种疏水基序, CR是半胱氨酸富集结构域, CH表示香木榬同源结构域)。
PAK, ROCK, PKN and MRCK are downstream effectors of small Rho GTPases.They have some conservative domains, which associate with their 
similar function. And they also contain some various domain structures through which they can bind to different small Rho GTPases (CRIB: Cdc42/Rac 
interactive binding motif.  KI: kinase inhibition; PIX: PAK-interacting exchange factor; RBD: Rho-binding domain; CRD: cysteine-rich region/domain; 
PH: PH domain; ACC: anti-parallel coiled-coil; PIF: a hydrophobic motif; CR: cysteine-rich domain; CH: citron homology domain).

图3  PAK、ROCK、PKN和MRCK的结构(根据参考文献[5]修改)
Fig.3  Domain structures of PAK, ROCK, PKN and MRCK (modified from reference [5])
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产物具有MRCKα和MRCKβ的所有特点。在哺乳动

物体内, MRCK的表达是普遍的, 在脑中的表达量最

高。Ivan等[34]利用基因组和cDNA序列, 综合分析了

人类MRCKα基因芯片的特点。MRCKα的CRIB1(外
显子36)和CRIB2(外显子37)位于同一个转录单元。

在功能上, CRIB1会优先结合Cdc42·GTP, CRIB2可
以增强MRCK与Rac·GTP的相互作用。MRCKα的外

显子21~24表达一个可变区, 已经检测到有13种亚

型, 位于N-端70个氨基酸残基的保守区是激酶结构

域, 该结构域对激酶活性至关重要。延伸到中心的

螺旋结构域, 有1个激酶抑制基序(kinase inhibition 
motif, KIM)[33]。PH结构域和CH结构域的生物学功

能目前仍不清楚, 这些结构域在其独立表达时, 会抑

制MRCK的生物学活性。不同于ROCK, MRCK活性

的调节不包含PH结构域, 而是KIM通过配合和抑制

MRCK的催化结构域发挥负向调节功能。MRCKγ
的KIM共表达会抑制MRCKα和MRCKγ的活性(图
3)。

在Hela和PC12细胞中, MRCKα参与Cdc42调节

的肌动蛋白形成和神经突的生成。另外, MRCKα
可以调节细胞骨架重建, 其机制是通过磷酸化蛋白

磷酸酶1(protein phosphatase 1, PP1)和肌球蛋白轻

链(MLC2)的肌球蛋白结合亚单位来发挥作用的。

MRCK可以调节与细胞突触有关的肌动蛋白活性。

MRCK和肌球蛋白II相关的肌球蛋白18A(myosin 
18A, MYO18A), 通过接头蛋白LRAP35a(leucine-
rich adaptor protein 35a)形成三元复合物。具体的, 
LRAP35a通过其亮氨酸重复1(leucine Repeat 1, LR1)
与MRCK结合, 通过LRAP35a上保守的PDZ-结合基

序(PDZ-binding motif)与MYO18A相互结合[35]。这

个三元复合物对薄片肌动蛋白发挥作用。 LRAP35a
激活MRCK, 通过与MYO18A相互作用而作用于肌

动蛋白, 导致薄片中RMLC磷酸化和MYO2(myosin 
2)依赖的肌动蛋白组装。在LRAP35a激活MRCK
过程中, 主要是通过与MRCK上的KIM结构域相互

作用而激活MRCK。具体作用是这样的, KIM是

MRCK分子内的自动抑制结构域, 通过与MRCK上

的催化结构域结合来抑制MRCK的活性。LRAP35a
与KIM结合导致自动抑制机制解除而使MRCK激

活。

MRCK除参与上述的调节外, 还与核转动和微

管组织中心(microtubule-organizing center, MTOC)

再定位有关。在迁移的细胞中, MRCK通过F-肌动

蛋白逆流(actomyosin retrograde flow)的激活, 从而

促进核转动和微管组织中心(microtubule-organizing 
center, MTOC)再定位。血清中有一种称为溶血磷脂

酸(lysophosphatidic acid, LPA)的血清因子。在LPA
的刺激下细胞内Cdc42的水平升高。Cdc42刺激下

游的MRCK和Par6/PKC两条通路, 第一, MRCK调节

肌球蛋白II和F-肌动蛋白流促进核移动, 最终使微

管组织中心重新定位; 第二, Par6/PKC与MRCK均可

使Dynein/Dynactin在移动的细胞前缘富集, 富集的

Dynien/Dynactin使微管组织中心位于细胞中心, 进
而使微管组织中心重新定位[36]。

2   Rho、Cdc42和Rac及其激酶调节肌动

蛋白/肌球蛋白II动力学
在多种细胞中, Rho、Cdc42和Rac通过其相关

激酶调节具有收缩性的肌动蛋白/肌球蛋白II细丝

使细胞迅速的变形。例如, 血管平滑肌细胞通过收

缩和舒张控制血流, 而能够刺激血管平滑肌细胞

收缩和舒张的生理刺激就包括RhoA/ROCK[37]。在

非肌细胞中, 类似的收缩性部分是由肌动蛋白细

丝/肌球蛋白II装配形成的, 在这个过程中需要原

肌球蛋白和钙调蛋白等附属蛋白的参与。肌球蛋

白磷酸化依赖两种酶的动态平衡: Ca2+依赖的调

节肌球蛋白轻链激酶(regulatory myosin light chain 
kinase, R-MLCK)和调节肌球蛋白轻链磷(regulatory 
myosin light chain phosphatase, R-MLC)。 肌 动 蛋

白II的R-MLC的磷酸化导致其与肌动蛋白相互作

用, 由此激活肌球蛋白ATPase, 导致细胞收缩性

提高。R-MLC磷酸酶由三部分组成: 催化亚单位

(protein phosphatase type 1, PP1)、肌球蛋白结合亚

基(myosin-binding subunit, MBS)和一个小的非催化

亚基。MBS中心区域磷酸化会抑制PP1, 同时增加

磷酸化的R-MLC。MBS的N端和C端均可具有结合

肌球蛋白的结合位点[38] , C端具有RhoA结合位点。 
在体外, ROCK可以磷酸化R-MLC的Ser-19, 相

反, 磷酸酶可以抑制R-MLC脱磷酸化。ROCK磷酸

化MBS130发生在Thr-697、Ser-854和Thr-855三个

氨基酸位点。Thr-855的磷酸化诱导磷酸酶从肌球

蛋白上解离下来, 而更重要的是, 在与磷酸酶结合的

MBS130的抑制基序中Thr-697的改变会促进MBS130
直接结合和抑制PP1。与PAK相似, ROCK可以磷酸化
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LIMKs激酶结构域, 如LIMK2的Thr-505, 提高LIMK2
磷酸化cofilin的能力。PKN和PAK可以通过一种MBS/
PP1抑制剂—蛋白质激酶C抑制剂17(protein kinase 
C-potentiated inhibitor of 17 kDa, CPI-17) , 磷酸化MBS
的Thr-38位点并抑制MBS的活性[39]。 肌动蛋白轻链

激酶MLCK是一种钙/钙调蛋白(calcium/calmodulin)
调节的酶, 它受到Ca2+的调节后, 可使R-MLC处于

活化状态, 磷酸化活化状态的MLC促进F-肌动蛋白

组装, 而Rac下游的PAK1对其有负调控作用。位于

Cdc42、Rho和Rac下 游 的MRCK、ROCK、PAK可

以磷酸化激活LIMK, 激活的LIMK磷酸化cofilin蛋
白N端三个丝氨酸/苏氨酸残基, 抑制其解聚肌动蛋

白丝[40]。 

3   Rho小G蛋白效应激酶与细胞周期调控
3.1   PAK与细胞周期调控 

PAKs是细胞骨架动力学和细胞运动的重要调

节者。另外, PAKs通过MAPK参与转录、细胞凋亡、

幸存通路及细胞周期进程[41]。因此, PAKs在很多病

理学调节和细胞形态变化中发挥作用。

细胞中的PAK1定位于中心体、纺锤体和收缩

环处, 通过影响细胞周期进程对细胞增殖发挥作用。

PAK1参与肿瘤的发生, 在某些癌症, 如乳腺癌、直

肠癌、胃癌和卵巢癌细胞中, PAK1的表达均上调。

在乳腺癌细胞中, 通过siRNA干扰抑制PAK1的表达

能降低cyclinD1的表达量, 说明PAK1有促进细胞增

殖的作用[42]。在成胶质细胞瘤细胞中, PAK1磷酸化

与细胞存活时间的降低有关, 敲除PAK1会抑制成胶

质细胞瘤的侵袭性[43]。PAK1的表达会伴随恶性直

肠癌肿瘤发生的进程而增加, 敲除PAK1会降低直肠

癌的生长速度及其肿瘤体积, 其机制是PAK1下调能

延迟细胞周期, 并阻滞细胞周期在G1期, 从而降低结

肠直肠癌(colorectal cancer, CRC)细胞的增殖能力。 
PAK1降低结肠直肠癌细胞的增殖能力的具体

的机制是这样的, PAK1能调节cyclinD1:Cdk4/Cdk6
的表达。细胞从G0期进入G1期与cyclinD1:Cdk4/
Cdk6的 表 达 和 激 活 有 关, cyclinD1:Cdk4/Cdk6
在G1期时磷酸化和钝化视网膜母细胞瘤蛋白

(retinoblastoma, Rb)。Rb的磷酸化可与E2F转录因子

结合, 这对细胞周期进程及G1/S转变是必需的。在

多种细胞中, JNK(c-Jun N-terminal kinase)通路是细

胞增殖和诱导细胞从G0期进入G1期的重要通路, 这

条通路与细胞凋亡关系密切, 它调节cyclinD1/Cdk4
的表达。敲除PAK1将使JNK通路受到抑制, 通过降

低细胞周期导致G1期阻滞达到降低癌细胞的增殖的

效果。化学抑制剂SP600125可以抑制JNK的活性, 
通 过PTEN(phosphatase and tensin homolog deleted 
on chromosome 10)的积累, 减弱PAK1对结肠直肠癌

增殖的影响。PTEN可能会抑制PAK1/JNK调节的细

胞增殖和有丝分裂[44]。

PAK4在细胞凋亡、细胞骨架重排、细胞周期

等生物学活动中发挥重要功能, 主要调节诸如: 细
胞凋亡调节蛋白(apoptotic regulatory protein, BAD)、 
细胞骨架效应物蛋白LIMK、Rho GTPase、激活鸟

苷酸转换因子-H1(activator guanine nucleotide, GEF-
H1)等蛋白质来发挥作用。有研究者在实验中证明, 
在裸鼠中过表达激活的PAK4导致癌变, 抑制细胞

凋亡, 同时促进细胞增殖, 删除PAK4将产生相反的

生物学效应。在HeLa细胞中, PAK4的表达会阻止

TNFα诱导的细胞凋亡[45]。另有研究发现, PAK5的
表达能调节直肠癌细胞的黏附、转移, 促进恶性直

肠癌转移[46]。PAK6是第一个被发现的雄性激素受

体(AR)相互作用蛋白质, 在早期前列腺癌细胞和转

移性前列腺癌细胞中, PAK6会过量表达[47]。

近期研究发现, PAK4的ATP竞争性抑制剂PF-
3758309能抑制细胞独立锚定生长和增殖, 诱导细胞

凋亡和细胞骨架重排。因此, PF-3758309成为一种潜

在的治疗人类癌症的药物[48]。除此之外, 对于第一

组PAK来说, 变构抑制剂IPA-3可以抑制PAK1的活性, 
一些小分子抑制剂(如CEP-1347、SRC)和酪氨酸激

酶(tyrosine kinase, ETK)抑制剂(如AG879、FK228)都
能有效地抑制PAK的活性。而对于持续性激活的第

2组PAK来说, 还没能找到其有效的抑制剂[49]。

3.2   ROCK与细胞周期调控

ROCKs与众多的疾病发生有关, 如心血管疾

病、神经系统紊乱、癌症以及糖尿病并发症等。在

许多肿瘤细胞中, RhoA和RhoC蛋白的表达量较高; 
在某些癌细胞中, 如食道鳞状上皮细胞癌、睾丸生

殖细胞癌和膀胱癌等, RhoA和RhoC表达量的上升

增加了ROCKI和(或)ROCKII的表达量水平。而Rho
和ROCK表达量的增加有利于癌细胞的转移, 促进

癌细胞的增殖[50]。有研究表明, 在Swiss3T3细胞中, 
高水平的RhoA诱导G1/S期进程。在NIH3T3细胞

中, 激活的ROCK-雌激素受体蛋白(ROCK-estrogen 
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receptor, ROCK-ER)可刺激G1/S细胞周期进程。来

自海蜗牛的Rho可使NIH3T3细胞癌化转变[51]。另外, 
ROCK通过Ras和MAPK的激活来提高cyclinD1和
p21的表达水平, 通过LIMK提高cyclinA的表达水平, 
也可以降低p27的表达水平[52]。 ROCK还可以通过

调节致癌基因c-Myc活性来调节癌细胞周期[53]。因

此, ROCK能通过多种机制调节细胞周期和控制肿

瘤生长。

在众多癌细胞中, Rho/ROCK的激活和ROCK
的过量表达会提高癌细胞的侵袭和转移。 因此 , 抑
制ROCK的活性可以抑制癌细胞的转移和增殖。寻

找ROCK的抑制剂 , 对其进行抑制成为了治疗这些

疾病的新方向。目前研究发现 , 量子点 (Quantum 
dots, QDs)通过阻碍癌基因 c-Myc对细胞增殖的作

用 ,  达到抑制肿瘤细胞生长 ,  但其不会使细胞死

亡。而且 , QD通过抑制ROCK活性 , 降低 c-Myc蛋
白的稳定性 , 并减弱 c-Myc激活其靶基因的能力 [53]

(图 4)。Nakabayashi等 [54]发现 , Fasudil通过 Rho-
ROCK和促分裂原活化蛋白激酶 /细胞外信号调节

激酶 (mitogen-activated protein kinase/extracellular 
signal-regulated kinase, MEK/ERK)信号通路抑制神

经胶质瘤诱导的血管再生, 使Fasudil成为一种治疗

神经胶质瘤的潜在药物。另外有研究表明, Fasudil
可阻止小细胞肺癌细胞NCIH446的增殖和转移[55]。

除此之外, 近年来研究者还发现了很多的ROCKs抑
制剂, 如Y-27632, 它是一种通过与ATP竞争ROCKI
和ROCKII的催化位点的非特异抑制剂, 可以抑制血

管平滑肌的收缩[56]。 还有一些吲唑类(如SR-1459、
SR-899)和吡唑类的抑制剂也正在进行研发[57]。

3.3   MRCK与细胞周期调控

有研究表明, MRCK参与癌细胞侵袭。细胞

侵袭所需的肌动蛋白收缩力的产生依赖于Cdc42-
MRCK信号[58]。另外, 在间叶细胞侵袭过程中, 
ROCK和MRCK单独或协同参与调节过程, 并且

Quantum dots

ROCK P

P

c-Myc

c-MycLIMKRas

MAPK

CyclinD1 CyclinA
c-Myc-dependent

targetsp27

Cell cycle progression and proliferation Cell survival

ROCK通过不同的信号通路调节细胞周期进程、细胞增殖和细胞存活。ROCK激活Ras和MAPK, 提高cyclinD1的表达。ROCK激活LIMK2, 提
高cyclinA的表达。另外, ROCK的激活可使p27蛋白质水平降低。ODs通过抑制ROCK的活性降低c-Myc蛋白的稳定性, 提高对c-Myc蛋白的磷

酸化抑制, 从而影响细胞周期进程和细胞增殖。

ROCK can regulate cell cycle progression, proliferation and cell survival through different signaling pathways. ROCK activates Ras and MAPK, which 
along with an additional independent pathway, leading to elevation of cyclinD1 expression. CyclinA is independently elevated in response to ROCK 
activation via LIMK2. Reduced p27 protein levels were observed following ROCK activation, independent of the effect on cyclinD1, cyclinA. ODs 
can reduce c-Myc protein stability through inhibiting ROCK activity and impose inhibition on the phosphorylation of c-Myc that takes the principle 
responsibility for cell cycle progression and proliferation. 

图4  ROCK和细胞周期调控(根据参考文献[52-53]修改)
Fig.4  ROCK and cell cycle regulation (modified from references [52-53])  
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ROCK和MRCK能单独或协同促进癌细胞的侵袭。

因此, 单独抑制ROCK和MRCK或同时抑制ROCK
和MRCK均能抑制癌细胞的侵袭, 有数据显示, 同
时抑制ROCK和MRCK对抑制癌细胞侵袭的效果更

好。经筛选发现, 有3种抑制剂(Y-27632、Fasudil、
TPCA-1)对MRCKα和MRCKβ的 抑 制 效 果 显 著。

Y-27632和Fasudil同时也是ROCK抑制剂[59]。因此, 
对MRCK参与癌细胞侵袭过程的研究, 有望成为开

发治疗癌症新药的一个研究方向。 

4   问题与展望
目前 ,  对于 Rho小 G蛋白下游激酶 (PAKs、

ROCKs、PKNs和MRCKs)的研究多集中在这些激

酶的结构、基于保守结构域而发挥的功能(如细 胞

骨架重排、细胞移动、细胞周期和增殖等方面)以
及Rho小G蛋白下游激酶抑制剂开发等方面。

通过前文介绍, 这些激酶在其结构上既有相似

性也有差异性, 而这些结构上的相似性和差异性决

定了其功能上的相似性和差异性。例如, ROCK和

MRCK在其N-端激酶结构域内有45%~50%的相似

性, 而在其C-端则有很大的差异性。这些激酶的不

同亚型具有更高的相似度, 例如ROCKI和ROCKII
的激酶结构域相似性高达92%, MRCKα和MRCKβ
在其激酶结构域的相似性达77%。这些激酶结构域

的相似性保证其能与相同或相似的底物发生作用, 
从而使其有相同或相似的生物学作用, 例如ROCK、

MRCK具有相同的磷酸化底物, 而肌球蛋白轻链

(myosin light chain, MLC)和肌球蛋白磷酸酶的肌球

蛋白结合亚基[60](myosin-binding subunit of myosin 
phosphatase, MYPT1)均可在形成F-肌动蛋白丝参与

细胞骨架重排过程中发挥作用。这些激酶的差异性

也使其各自具有多样化的功能, 例如MRCKα还能通

过调节转铁蛋白受体, 胞吞/胞内体交换(依赖于细胞

骨架)参与转铁蛋白的吸收。同时, MRCKα活性受细

胞内铁水平的调节, 形成一种分子反馈调节机制[61]。

对于Rho小G蛋白及其效应蛋白质在细胞骨架

重排方面作用的研究已经相当深入, 近年来的研究

热点转向于Rho小G蛋白及其效应蛋白质在癌症的

发生和发展过程中的作用。癌细胞的形成、扩散及

侵袭涉及细胞骨架动力学、细胞周期进程、细胞逃

逸等生理学过程, Rho小G蛋白及其效应蛋白质在癌

细胞周期进程中的作用日益凸显, 尤其是Rho小G蛋

白效应激酶分子大多是原癌基因, 激酶分子的敲除

和抑制能有效地抑制癌细胞的增殖和转移。因此, 
筛选激酶分子抑制剂有重要的理论和临床意义。研

究证明, PAK4抑制剂PF-3758309能抑制细胞独立锚

定生长和增殖, 诱导细胞凋亡和细胞骨架重排; 化
学抑制剂SP600125可以间接减弱PAK1对结肠直肠

癌增殖的影响; Fasudil、Y-27632、Quantum dots等
ROCK抑制剂可以通过抑制ROCK的作用而抑制制

肿瘤细胞生长; 联合使用Fasudil和Y-27632可以同时

抑制ROCK和MRCK, 进而增强对癌细胞侵袭的抑

制作用。

效应激酶是Rho小G蛋白发挥作用不可缺少的

组分, 对其深入的研究是阐明Rho小G蛋白信号通路

的重要途径, 前人对于PAK、ROCK激酶的研究已

经比较深入, 但是对于MRCK的研究仍不完善, 例如

MRCK在细胞周期调控中的具体信号通路、MRCK
在不同癌症发生发展过程中的作用以及MRCK抑制

剂的筛选与研发都是亟待解决的科学问题。
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非典型E2F转录因子对细胞周期的调控及其功能
漆倩荣  杨增明*

(汕头大学生物系, 汕头 515063)

摘要      E2F家族转录因子是细胞周期调控网络中的重要环节之一, 对细胞的增殖、分化和凋

亡进行调节, 并参与多种生理和病理过程。近年来, 关于哺乳动物中E2F转录因子的生物学作用研

究取得了很大进展, 并鉴定出两个非典型的E2F家族成员: E2F7和E2F8。与典型的E2F转录因子相

比, 非典型E2F蛋白结构中含有两个相同的DNA结合域, 对靶基因转录的调控不依赖于二聚化蛋

白。非典型E2F蛋白进入细胞核后, 通过与经典的E2F靶基因启动子结合, 发挥转录抑制作用并调

节细胞周期的进程, 从而对细胞的大小、多倍化、增殖、分化和凋亡进行调控。随着基因敲除模

型的建立和完善, 使得进一步研究非典型E2F转录因子在不同组织或器官中的生物学作用成为可

能。非典型E2F在胚胎发育、血管发生及造血系统中均发挥重要作用。另外, 肿瘤细胞中典型E2F
和非典型E2F的表达比例发生改变, 说明非典型E2F成员还参与肿瘤的发生发展。该文综述了近年

来关于非典型E2F转录因子的表达、调节及其生理病理作用的研究进展。

关键词      E2F 转录因子; 多倍化; 增殖; 凋亡

Atypical E2F Transcription Factors Contributed to Cell Cycle Regulation

Qi Qianrong, Yang Zengming*
(Department of Biology, Shantou University, Shantou 515063, China)

Abstract      E2F transcription factors are important elements in cell cycle regulatory network that regulate 
cell proliferation, differentiation and apoptosis, consequently involved in many physiological and pathological pro-
cesses. The biological function of E2Fs has been widely investigated in mammals. The recent identified atypical 
E2F family members of E2F7 and E2F8 in mammals develop a new insight of cellular E2Fs function. Compared to 
the typical E2Fs, atypical E2F proteins have the duplication of DNA-binding domain and regulate gene expression 
independent of dimerization partner protein. Nuclear localized atypical E2F proteins act as transcription inhibitory 
factors on typical E2F-driven target genes and modulate cell cycle progression, and play a crucial role in cell size 
determination, polyploidization, cell proliferation, differentiation and apoptosis. The establishment and improve-
ment of knockout mice model make it possible for us to study the physiological function of atypical E2Fs in specific 
tissues and organs. Atypical E2Fs function in regulating embryonic development, angiogenesis and hematopoiesis. 
In addition, change of the expression levels of typical E2Fs and atypical E2Fs correlates with tumorigenesis in hu-
mans. This review summarized the latest advances in the studies on expression, regulation and function of atypical 
E2F transcription factors in physiological and pathological processes. 

Key words      E2F transcription factors; polyploidization; proliferation; apoptosis
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E2F家族蛋白作为一类重要的转录因子, 普遍

存在于高等真核生物中, 包括哺乳动物、蠕虫、果

蝇和植物等, 在进化上具有保守性[1-4]。在哺乳动物

中, 已经鉴定出六个典型的E2F转录因子, 其蛋白结

构主要包括二聚化结构域(dimerization domain)和高

度保守的DNA结合域(DNA-binding domain, DBD)。
E2F蛋白通过二聚化结构域与二聚化(dimerization 
partner, DP)蛋白形成异源二聚体, 从而使E2F/DP能
够进入细胞核并获得与特异性DNA序列结合的能

力[5]; DBD能够与特异性的DNA序列结合, 对靶基因

的转录进行调节[6]。典型E2F转录因子对细胞增殖

相关基因的转录调节与视网膜母细胞瘤(retinal blas-
toma, RB)家族蛋白紧密相关, RB蛋白通过与E2F蛋
白的反式激活结构域结合, 抑制E2F分子的转录活

性[7]。根据E2F蛋白对基因转录的调节作用, 将其

分为转录激活型(E2F1-E2F3)和转录抑制型(E2F4-
E2F6)。激活型E2F转录因子主要调控细胞周期过程

中的G1~S期转换, 使细胞进入S期[8]。E2F4和E2F5
通过募集囊蛋白(pocket proteins)以及组蛋白修饰酶, 
抑制E2F靶基因的表达[9-10]。E2F6蛋白结构中缺乏

与RB蛋白结合的反式激活结构域, 因此其转录抑制

作用不依赖于RB蛋白[11]。E2F1–/–E2F2–/–E2F3–/–三敲

除(E2F1-3-TKO)小鼠的胚胎成纤维细胞不能进入S期
及进行有丝分裂, 并且E2F靶基因表达明显下调[12]。

但后来的研究发现, E2F1-3-TKO的小鼠胚胎干细胞、

胚胎和小肠细胞表现为正常的细胞分裂过程。正在

分化的细胞中, RB蛋白与E2F1-E2F3结合从而抑制

E2F靶基因的表达, 并使细胞退出细胞周期。分化细

胞中RB蛋白失活后, 则使E2F1-E2F3从转录抑制因

子转变为转录激活因子, 从而促进靶基因的表达和

细胞分裂过程, 说明E2F分子的转录激活或抑制作

用取决于细胞的增殖或分化状态, 从而调控各种细

胞的增殖及分化过程[13]。

近年来通过基因组分析, 在哺乳动物、果蝇和植

物中均发现了一类新的E2F转录因子, 根据其特殊

的结构特点, 定义为非典型E2F转录因子[14-15]。哺乳

动物中已鉴定出两个非典型E2F转录因子(E2F7和
E2F8)(图1)。与典型的E2F蛋白相比, 非典型E2F蛋
白在结构、功能和作用机制上有着明显的差异[16-17]。

目前对小鼠敲除模型及人类肿瘤的研究, 已经确定

非典型E2F转录因子参与了哺乳动物胚胎发育、细

胞增殖、分化、凋亡以及肿瘤发生等过程。本文对

近年来关于非典型E2F转录因子在哺乳动物中的生

理及病理作用进行了综述。

1   非典型E2F转录因子的结构特点
在对拟南芥基因组进行测定时, 发现还存在

一类与典型E2F分子结构不同的E2F转录因子, 并
命名为DP-E2F-Like(包括DEL1、DEL2及DEL3)[18-19]。

在筛选人类和小鼠中E2F调节的靶基因时, 也发现

了不同于典型E2F家族成员的转录因子, 并命名为

E2F7, 其蛋白结构与拟南芥中鉴定的DEL蛋白相

似[17]。后来又鉴定出另一个非典型E2F家族成员并

命名为E2F8。E2F8的结构与E2F7相似, 并且E2F7和

图1    哺乳动物E2F家族转录因子进化分支图谱

Fig.1    Phylogenetic tree of mammalian E2F family
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E2F8可能以协同作用的方式共同参与细胞增殖的

调控过程[16,20]。

在蛋白结构上, 典型的E2F家族分子中含有一

个高度保守的DBD和一个二聚化结构域, 而非典型

E2F蛋白的结构特点是具有两个DBD[21-23]。另外, 
E2F1-E2F5的蛋白结构中还含有能够与RB蛋白结

合的保守性反式激活结构域, 而E2F6-E2F8蛋白中

不存在这种结构。非典型E2F蛋白第二个DBD中

也含有DNA结合区域与二聚化结构域。为验证非

典型E2F蛋白是否能与DP蛋白形成二聚体, 在细胞

中同时过表达带有绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP)的DP蛋白(DP-GFP)和E2F1, 可在细胞

核内观察到DP-GFP的信号, 说明E2F1与DP蛋白结

合后进入细胞核发挥转录调节作用。然而同时过表

达DP-GFP和E2F7发现, DP-GFP信号仍位于细胞质

中, 说明非典型E2F蛋白进入细胞核并不需要与DP
结合[22]。通过对E2F7和E2F8立体结构的分析, 证实

其蛋白中两个DBD的空间位置与E2F/DP二聚体中

DBD和二聚化蛋白之间的位置相似。推测非典型

E2F蛋白的第二个DBD在结构上可能与E2F/DP二聚

体形成的DNA结合表面相似, 可替代二聚化蛋白促

进E2F7和E2F8与特异性DNA序列结合[15]。但从进

化的角度, 目前尚未确定非典型E2F是由典型的E2F
基因复制而来, 或是由于非典型的E2F发生DBD丢

失而形成典型E2F蛋白(图2)。
尽管含有两个DBD, 但非典型E2F基因敲除后

可导致典型E2F靶基因的上调, 说明非典型E2F蛋白

主要作为转录抑制因子。E2F7和E2F8可竞争性地

与激活型E2F的靶基因结合, 从而抑制典型E2F分子

的转录激活作用[24]。另外, 非典型E2F分子中缺乏与

RB蛋白结合的反式激活结构域, 因此非典型E2F蛋
白的转录活性不依赖RB信号通路[25]。通过构建GFP
报告载体证实E2F7和E2F8蛋白主要定位在细胞核。

所有的E2F家族蛋白中均含有核定位序列(nuclear 
localization signal), 然而典型E2F蛋白只在N端含

有一个核定位序列, 而非典型的E2F蛋白在C端含

有一个双向的核定位序列, 但这种结构上的差异在

功能上的意义尚不明确[16,26]。在人细胞中, E2F7和
E2F8可形成同源或异源二聚体, 其中以E2F7同源二

聚体形式为主, 其次是E2F7/E2F8异源二聚体, 最后

是E2F8同源二聚体。E2F7+/–E2F8–/–敲除鼠(可形成

E2F7同源二聚体)表现为正常表型, 而E2F7–/–E2F8+/–

小鼠(只存在E2F8同源二聚体)在出生后存在发育缺

陷[27]。E2F7和E2F8二聚体的形成依赖蛋白分子中

图2  哺乳动物E2F家族蛋白结构示意图

Fig.2  The protein structure of mammalian E2F family
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DBD结构的完整性, E2F7和E2F8分子中任意一个

DBD的结构发生突变, 都可导致与靶基因的结合发

生障碍[28]。

2   非典型E2F转录因子的转录调节
激活型E2F转录因子的表达受细胞周期的影

响, 主要在G1~S期转换时高表达, 而典型的抑制型

E2F分子在整个细胞周期中表达不变。非典型E2F
基因的表达具有细胞周期依赖性, E2F7和E2F8的转

录在G1~S期转换时被激活, E2F7和E2F8的mRNA水

平在S~G2期达到高峰[29]。作为典型E2F蛋白的靶基

因, 非典型E2F基因的表达主要受RB/E2F/DP信号通

路的调节。在HeLaS3细胞中, 抑制RB-E2F信号通路

可上调E2F7和E2F8的表达。另外, 非典型E2F启动

子上含有E2F结合位点, 染色质免疫共沉淀(ChIP)结
果显示, E2F1/3/4/7可结合在E2F7和E2F8的启动子

上[17,20]。哺乳动物中E2F7和E2F8的表达模式相似, 
在小鼠胚胎发育过程中, E2F7和E2F8在妊娠中期的

胚胎和胎盘中高表达; 小鼠成年之后, 主要在皮肤

和胸腺中高表达, 其次是脾脏、小肠和睾丸。因此, 
哺乳动物中非典型E2F基因主要在增殖性组织中表

达[27]。尽管E2F7和E2F8是作为E2F1的靶基因发现

的, 但E2F7和E2F8也可结合在E2F1的启动子上, 对
E2F1的转录进行调控。作为E2F7和E2F8的靶基因, 
E2F1在细胞周期中的表达与E2F7和E2F8的表达呈

互补模式, E2F7和E2F8同时敲除可改变E2F1在细胞

周期中的表达模式[27]。因此, 在E2F转录因子调控网

络中, 典型E2F与非典型E2F的转录调节存在复杂的

反馈系统, 主要受到细胞周期进程的调控。

3   非典型E2F转录因子的生物学功能
3.1   非典型E2F转录因子对细胞有丝分裂周期的

调控

E2F家族转录因子主要参与调节细胞周期相关

基因的表达, 对细胞增殖、凋亡、分化和DNA修复

进行调控。典型的E2F蛋白主要调节与DNA复制、

合成相关基因的表达, 参与细胞周期中G1~S期和

G2~M期的转换过程, 从而促进细胞周期的进程[30]。

非典型E2F分子主要在增殖性组织中表达, 可能与

典型E2F分子一起参与细胞周期的调控, 尤其是细

胞增殖过程。例如, E2F7在S期的中期和末期高表达, 
并结合在G1~S期相关基因的启动子上, 抑制基因的

转录。染色体免疫共沉淀测序(ChIP-seq)分析发现, 
E2F7识别的特异性DNA序列为TTC CCG CC, 与典

型E2F识别位点相似。E2F7可结合到89个靶基因的

启动子上行使转录抑制调节, 其中大部分的基因为

激活型E2F蛋白的靶基因, 并参与了DNA复制和修

复过程。另外, 在G0~G1~S期诱导E2F7的表达可将

细胞阻滞在S期, 并造成DNA损伤。然而在G2~M期

诱导E2F7表达对细胞周期进程不会造成影响。因此, 
E2F7在细胞周期中的作用可能是抑制G1~S期相关

基因的表达, 从而使细胞离开S期[31]。E2F7和E2F8
功能缺失可导致滋养层巨细胞的DNA复制过程异

常。通过基因表达谱和ChIP分析显示, 大部分E2F7
和E2F8的直接靶基因在功能上参与了细胞周期的

调控, 尤其是G1~S转换时期的DNA复制过程[15]。以

上结果说明, 典型与非典型E2F转录因子共同参与

了正常细胞的有丝分裂过程。

3.2   非典型E2F转录因子对细胞核内复制周期的

调控

有丝分裂普遍存在于哺乳动物的发育过程, 是
产生体细胞的主要机制, 但在发育过程中, 部分增殖

细胞将退出细胞周期并分化成为特化细胞而发挥特

殊的功能[32]。细胞退出有丝分裂周期常伴随着细胞

周期的改变, 其中包括核内复制周期。核内复制周

期的特征是细胞只在S期和G期之间转换, 而不进入

分裂期, 经过多次基因组复制过程, 细胞内DNA含

量显著上升, 产生多倍体细胞。最初在植物中观察

到核内复制的过程, 后来在多细胞动物中也证实存

在核内复制。在哺乳动物中, 核内复制通常发生于

一些特定的组织或器官中, 形成多倍体细胞, 例如胎

盘、肝脏和巨核细胞[33]。核内复制的生理作用目前

尚不明确。在植物中, 核内复制可能是决定细胞大

小的主要机制[34]。核内复制周期可能是为了满足细

胞代谢需求的增加, 并参与细胞对DNA应激的耐受

过程。由于发生核内复制的细胞含有更多的基因拷

贝数, 因此能够更好地抵抗有害突变和凋亡, 促进遗

传多样性及肿瘤发生等过程[35-36]。

所有的哺乳动物在发育和衰老的过程中均会

发生程序性多倍化, 滋养层巨细胞(trophoblast giant 
cell, TGC)是发育过程中最早进行核内周期及形成

多倍体的细胞。TGC开始形成于第4.5 d的胚胎时期, 
通过连续的DNA复制, 而不进行细胞核分裂或胞质

分裂, 其基因组含量可达到1 000 C以上[37]。由于E2F
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家族转录因子是调节细胞周期的主要因素, 更多的

研究关注了E2F基因在哺乳动物核内周期中的生理

作用。小鼠胎盘TGC中E2F1和E2F2的mRNA在整

个胎盘发育阶段表达较低, 但E2F3在第8.5~13.5 d
的胎盘表达较高, 在胎盘发育过程中, E2F7和E2F8
在TGC中均有表达, 并且E2F7和E2F8蛋白定位在部

分TGC的细胞核中。最近通过条件性敲除模型, 对
典型的激活型E2F转录因子和非典型E2F转录在哺

乳动物细胞多倍化过程的作用进行了研究。在TGC
中将典型的激活型E2F(E2F1-E2F3)敲除后(E2F1-3 
TKO), 表现为多倍体细胞比例增加。而将两个非典

型E2F基因同时敲除后(E2F7–/–E2F8–/–), 则表现为多

倍体细胞比例下降, 并且E2F7–/–E2F8–/– TGC的DNA
含量不会超过64C。与正常组织相比, E2F7–/–E2F8–/–

组织中上调的基因明显多于下调的基因, 说明E2F7
和E2F8对靶基因的转录主要起抑制作用。另外, 
E2F7和E2F8表达缺失可导致G2~M期(cyclin A2)和
M期(cyclin B1)特异性表达的基因上调, 并且大部分

TGC表现为分裂中期或分裂后期[38]。

啮齿类动物的肝脏细胞在断奶后即启动多倍

化过程, 多倍体肝细胞的比例随着年龄的增长而增

加[39]。在肝细胞中, E2F1和E2F2的表达在胚胎发育

阶段较高, 出生后逐渐下降, E2F3在出生后表达逐

渐下降, 断奶后不表达。而E2F7和E2F8在断奶之后

即开始表达。与TCG相似, 在肝细胞中将E2F1特异

性敲除(E2F1–/–)后, 表现为多核肝细胞比例增加, 而
同时将E2F7和E2F8特异性敲除(E2F7–/–E2F8–/–)则呈

现相反的表型。检测发现, E2F7和E2F8表达缺失可

使典型E2F靶基因的表达增加, 促进细胞的有丝分

裂和增殖过程, 从而抑制了肝细胞的多倍化过程[38]。

另外, 同时敲除E2F1可恢复E2F7–/–E2F8–/–小鼠肝细

胞中多倍体细胞的比例[38,40]。尽管目前关于多倍体

细胞的生物优势尚不明确, 肝细胞中特异敲除E2F7
及E2F8的小鼠在肝功能、肝细胞再生等方面与正

常小鼠无明显差异, 但非典型E2F蛋白参与了哺乳

动物细胞的多倍化过程(图3)。
3.3   非典型E2F转录因子在细胞增殖、分化和凋

亡中的作用

 E2F7和E2F8作为E2F1的靶基因, 同时也可

调节E2F1的转录, 发挥转录抑制作用, 说明E2F家族

分子中存在负反馈调节。在G1~S期转换时, E2F1可
激活E2F7和E2F8的表达, 然后在S~G2期转换时E2F7

和E2F8可抑制E2F1的表达, 从而控制E2F1在细胞

周期中的活性。E2F7–/–E2F8–/–小鼠胚胎在第11.5 d
死亡, 检测发现E2F7–/–E2F8–/–胚胎并不存在增殖障

碍, 但第10.5 d的胚胎表现为广泛的细胞凋亡。另外, 
E2F7–/–E2F8–/–胚胎中E2F1、p53和其他应激相关基

因的表达上调, 同时敲除E2F1或p53可减少凋亡细

胞的数量, 说明E2F7和E2F8在胚胎发育过程中可抑

制E2F1或p53介导的凋亡信号通路, 起抗凋亡的作

用[27]。用DNA损伤试剂处理各种肿瘤细胞及小鼠胚

胎成纤维细胞, 可诱导E2F7和E2F8蛋白的表达, 并
且在E2F1启动子上可检测到E2F7和E2F8的募集。

过表达E2F7和E2F8可抑制E2F1的表达, 而E2F7和
E2F8表达缺失或降低使E2F1在G2期持续高表达, 导
致细胞对凋亡信号更加敏感, 抵抗损伤的能力下降。

除直接抑制E2F1的表达之外, E2F7和E2F8还可竞争

性地结合E2F1的靶基因, 抑制早期凋亡反应[28]。以

上结果说明, 在DNA损伤/E2F1介导的细胞凋亡过程

中, E2F7和E2F8是调节E2F1活性的关键因素, 并能

够防止细胞凋亡。

在角质细胞中, 典型E2F蛋白功能被抑制是启

动鳞状细胞分化的关键步骤。皮肤组织中, E2F7选
择性高表达于增殖能力较强的角质细胞中, 并且可

以拮抗E2F1诱导的增殖和凋亡作用。尽管E2F7在
角质细胞中主要起抗增殖和促分化的作用, 但E2F7
并不能拮抗E2F1诱导的分化抑制作用, 说明E2F7在
角质细胞中通过抑制E2F1通路来调节细胞增殖, 但
E2F7诱导的细胞分化并不依赖于E2F1。另外, 在体

外培养的角质细胞中, 细胞的增殖、分化和凋亡依

赖于E2F1和E2F7的相对比例。因此, E2F7和E2F1参
与了角质细胞的增殖和分化过程[41]。

图3    E2F转录因子对细胞周期转换的调控

Fig.3    The regulation of E2F family on cell cycle alternation

2N

2N 2N 2N 2N >4N

Typical E2Fs

Mitosis Polyplodization
(Hepatocyte TGC)

Atypical E2Fs



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

1014 · 综述 ·

3.4   非典型E2F转录因子在胎盘发育中的作用

E2F7和E2F8在胎盘中的表达明显高于胚胎组

织, 且胎盘中E2F8的表达与糖原滋养层细胞(glyco-
gen trophoblast cells)的增殖有关。另外, E2F7和E2F8
蛋白主要定位在胎盘迷路滋养层细胞(labyrinth 
trophoblasts, LT)、海绵体状滋养层细胞(spongiotro-
phoblasts, ST)和TGC中。与正常小鼠相比, E2F7–/–

E2F8–/–小鼠胎盘组织的体积明显减少, 形态学上表

现为滋养层细胞聚集成簇, 不能有效侵入母体蜕膜

组织; 血管网形成缺陷, 胎儿组织血管附近很少观察

到母体来源的血窦。TGC和ST中DNA复制和有丝

分裂标志分子表达增加, 并且ST中凋亡细胞比例明

显上升, 说明E2F7和E2F8参与了小鼠胎盘的发育过

程。为确定E2F7和E2F8调节胎盘发育的作用机制, 
已建立了小鼠不同胚外滋养层细胞E2F7和E2F8同
时敲除的模型, 发现单独敲除ST或TGC中的E2F7和
E2F8, 以及ST和TGC中同时敲除E2F7和E2F8, 对小

鼠各个时期的胎盘发育及分娩无任何影响; 但若将

整个胎盘组织中的E2F7和E2F8敲除(包括滋养层前

体细胞, trophoblast progenitor cells), 则表现为明显

的胎盘发育障碍和血管形成缺陷, 并导致胚胎死亡, 
说明在胎盘组织中, 主要是滋养层前体细胞中表达

的E2F7和E2F8对胎盘发育进行调节。基因表达谱

分析结果显示, 典型的激活型E2F3a转录因子是拮抗

E2F7和E2F8功能的关键分子。同时敲除E2F3a可纠

正E2F7–/–E2F8–/–小鼠胎盘中基因的表达模式, 恢复

正常的胎盘发育, 并能使E2F7和E2F8表达缺失的胚

胎存活至分娩[42]。因此, 典型E2F与非典型E2F分子

的转录调控网络与胎盘的发育及胚胎的存活能力紧

密相关。

3.5   非典型E2F转录因子在血管发生中的作用

E2F7和E2F8作为新的E2F家族成员, 对E2F靶
基因主要起转录抑制作用。E2F7–/–E2F8–/–小鼠胚胎

表现为广泛的细胞凋亡及严重的血管形成缺陷。同

时敲除p53或E2F1可挽救细胞凋亡过程, 但仍存在

血管发育障碍, 说明E2F7和E2F8可能通过其他方

式参与了血管生成的调节, 并是胚胎发育时期血管

生成的关键因素[27]。血管内皮生长因子A(vascular 
endothelial growth factor A, VEGFA)可激活血管内皮

细胞上的VEGF受体FLK1和KDR, 从而促进内皮细

胞的增殖。VEGFA敲除小鼠表现为胚胎致死和严

重的血管缺陷, 说明VEGFA是血管生成过程中的关

键因子[43]。E2F7–/–E2F8–/–小鼠中VEGFA表达明显

下降。与传统的转录抑制作用不同, E2F7和E2F8可
激活VEGFA的表达。实验证实, E2F7和E2F8可直接

结合在VEGFA的启动子上, 并不依赖于典型的E2F
结合元件, 而是直接通过与缺氧诱导因子1(hypoxia 
inducible factor 1, HIF1)形成转录复合物并结合在

VEGFA的启动子上, 激活VEGFA的转录, 从而促进

血管生成[44](图4)。
3.6   非典型E2F转录因子在造血系统中的作用

 RB除了作为经典的肿瘤抑制因子之外, 还
参与调节造血作用, 包括红细胞生成过程。RB敲除

(RB–/–)小鼠表现为轻度的贫血和外周血出现大量未

成熟的有核红细胞[45]。造血干细胞中RB特异性敲

除小鼠表现为轻度贫血、中度脾肿大、脾脏中有

核红细胞比例增加、骨髓增生和B淋巴细胞增殖受

到抑制[46-47]。另外, 红系细胞特异性敲除模型证实, 
RB可使细胞退出细胞周期并参与线粒体的生物合

成来促进红细胞生成[48]。在静止期细胞, RB蛋白通

过与E2F蛋白中的反式激活结构域结合, 从而抑制

E2F对S期相关基因的转录激活作用[7]。非典型E2F
成员可通过与HIF形成复合体而与RB蛋白发生相互

作用, 共同参与造血系统的功能调节[49], 其中E2F8表
达缺失可加重RB–/–小鼠的贫血症状。RB–/–E2F8–/–小

鼠造血干细胞表现为红细胞生成明显不足以及轻度

的溶血症状, 尽管造血系统仍进行细胞再生和红细

胞生成过程, 但仍出现严重的贫血症状。然而, 将与

E2F8具有相似生物学功能的E2F7敲除后, 却不会加

重RB–/–小鼠的贫血症状, 说明在造血系统中, 非典型

E2F转录因子中只有E2F8与RB蛋白相互作用, 确保

正常的红细胞生成, 可能的作用机制是促进红系细

胞的终末分化(图4)。另外, E2F8还可能参与维持红

系细胞膜的完整性, 从而防止发生溶血[50]。

3.7   非典型E2F转录因子在肿瘤发生中的作用

在人体中, 部分E2F分子在多种肿瘤细胞中表达

下调, 而E2F蛋白对靶基因转录的激活或抑制作用, 
以及对细胞增殖和凋亡的调控取决于细胞类型[13]。

癌基因激活诱导的细胞衰老是一种抵抗异常增殖的

程序性应激反应, 可作为一种保护机制来抑制细胞

发生不可调控的增殖而导致肿瘤形成。肿瘤抑制因

子p53和RB蛋白信号通路可调节细胞进行自发性癌

基因诱导的细胞衰老程序, p53/RB信号通路异常可

促进致癌性转变。p53能够与特异性的DNA序列结
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合, 从而诱导细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂p21的
表达, p21通过抑制细胞周期蛋白依赖性激酶(cyclin 
dependent kinase, CDK)的活性, 使得RB蛋白不能被

磷酸化, 从而抑制E2F对靶基因的转录激活作用。另

一方面, RB蛋白还可通过改变染色体的结构来抑制

增殖相关基因的表达, p53/RB信号通路激活能够促

进细胞衰老过程[51]。在细胞衰老过程中, E2F7的表

达逐渐增加, 并且在E2F7的启动子上检测到p53蛋
白的募集, 说明p53可调节E2F7的转录活性。E2F7
被激活后, 可与典型的E2F靶基因结合, 并与RB蛋白

共同作用使细胞进入静止期。另外, RB蛋白表达缺

失时, E2F7的表达可代偿性增加, 并抑制与细胞有

丝分裂相关的靶基因的表达, 说明E2F7可能参与了

p53/RB介导的细胞衰老过程, 从而抑制细胞发生致

癌性转变[52]。

在人肝细胞癌中, E2F1和E2F3的表达均上调[53-54]。

E2F1通过抑制c-Myc介导的凋亡过程, 从而在肝癌

细胞中起关键的抗凋亡作用[55]。另外, 在肝癌细胞

中E2F8的表达也明显上调。E2F8表达的异常增加

可促进细胞增殖、集落形成以及肿瘤发生等过程。

可能机制是E2F8通过促进cyclin D1的表达, 使S期细

胞比例增加, 从而促进肝癌的发生过程。在Huh-7、
Focus、Hep3B和YY-8103等人肝癌细胞系中, 降低

E2F8的表达可抑制肿瘤细胞的增殖[56]。另外, 在皮

肤鳞状细胞癌组织中, E2F1和E2F7的表达均上调, 
抑制鳞状细胞癌中E2F7的表达使癌细胞对紫外线

和阿霉素诱导的细胞凋亡更加敏感[41]。因此, 非典

型E2F转录因子可能也参与了部分肿瘤的发生过程, 
并可作为肝癌、皮肤鳞状细胞癌等肿瘤新的药物治

疗靶点。

4   结语与展望
非典型E2F转录因子作为E2F家族中重要的进

化分支, 自发现以来一直是细胞周期、胚胎发育、

肿瘤发生等领域的研究热点。非典型E2F蛋白结构

的特殊性赋予其新的生物学功能, E2F7和E2F8在
E2F调控网络中发挥抑制型转录因子的作用, 但也

可对部分靶基因起转录激活作用。最近通过各种小

鼠敲除模型证实, 哺乳动物的胚胎发育、细胞多倍

化、血管发生和造血过程等依赖于非典型E2F转录

因子的存在, 而且E2F7和E2F8也参与部分肿瘤的发

生过程。尽管E2F7和E2F8在结构和功能上相似, 且

E2F

E2F7/8

E2F7/8

E2F7/8

E2F7/8

E2F7/8 E2F7/8

HIF

HIF

E2F7/8

DP

RB

E2F DP
E2F DP

RB

RB RB

P P

Typical E2Fs

Atypical E2Fs

Transcriptional activation or
suppression:
G1~S transition;
G2~M transition;
Mitosis;
Cell proliferation.

Transcriptional suppression:

Endoreplication;
Polyploidization;
Cell proliferation, differentiation,
apoptosis;
Tumorigenesis.

Transcriptional activation:

Angiogenesis;
Hematopoietic function.

图4    E2F转录因子的转录调节作用

  Fig.4    The transcriptional regulatory function of E2F family
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具有协同效应, 但在不同的组织或细胞中可能具有

特异的生理或病理功能。例如, E2F7/RB通路主要

参与癌基因诱导的细胞衰老过程, 而E2F8/RB通路

则对红细胞生成和溶血进行调控。然而, 目前关于

典型与非典型E2F转录因子在进化上的生理意义、

非典型E2F如何抑制靶基因的转录以及靶基因的特

异性、非典型E2F对哺乳动物TGC和肝细胞多倍化

的调控机制以及促进和抑制肿瘤发生的作用机制都

尚未研究清楚。因此, 需要进一步对E2F调控网络机

制进行研究, 从而更好地阐述非典型E2F基因的生

理意义。
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细胞骨架和cAMP/PKA信号通路的互动效应调控

细胞行为的研究进展
黄帅帅  王宇多  王  萍*

(宁波大学医学院, 宁波大学转化医学中心; 浙江省病理生理学技术研究重点实验室, 宁波 315211)

摘要      细胞骨架的运动变化是一个多蛋白和多步骤参与的复杂过程。研究表明, 环状腺苷酸

(cyclic adenosine monophosphate, cAMP)作为第二信使, 参与调控多种细胞信号转导, 从而调控细胞

骨架重排过程及其介导的细胞分裂、迁移、分化和黏附等。然而, 另有文献报道, 细胞骨架纤维排

列首先通过影响信号通路中蛋白激酶的活性, 进而影响细胞行为。该文结合课题组的实验结果就

细胞骨架和cAMP信号通路互动效应调控细胞行为的研究进展作一综述。

关键词      cAMP; 细胞骨架; 细胞行为; 信号通路

      

Interactive Effects Between Cytoskeleton and cAMP/PKA Signaling 
Pathway in Regulation of Cell Behavior

Huang Shuaishuai, Wang Yuduo, Wang Ping*
(Center for Translational Medicine, Ningbo University School of Medicine; Zhejiang Provincial Key 

Laboratory of Pathophysiology, Ningbo 315211, China)

Abstract      Cytoskeleton arrangements are complex processes, which involved many proteins and multi-
steps. Cytoskeleton rearrangement-mediated cell behaviors are regulated by the protein kinases in cAMP signaling 
pathway, whereas, the contrast results are showed in some reports. Combined with our research, this review sum-
marized the interactive effects between cytoskeleton and cAMP signaling pathway in regulation of cell behavior.

Key words      cAMP; cytoskeleton; cell behavior; signaling pathway

细胞骨架作为真核细胞中的动态蛋白纤维网状

结构, 由微丝(microfilaments, MF)、微管(microtubules, 
MT)和中间纤维(intermediate filaments, IF)构成。MF
是由肌动蛋白聚合而成的多聚体, 广泛存在于真核

细胞应力纤维、黏着斑、伪足和收缩环中, 其结构

组成单元球状肌动蛋白(globular actin, G-actin)在ATP
和多种微丝相关蛋白的作用下, 通过与丝状肌动蛋

白(filamentous actin, F-actin)不断组装和解聚的转换, 

参与调控细胞形态改变、黏附、迁移和胞质分裂等

行为。MT由α-tubulin和β-tubulin聚合组成, 在微管

相关蛋白的作用下组装形成中空管状结构, 在细胞

内物质运输与胞质分裂中扮演重要角色。早期研究

认为, MF和MT在细胞中发挥的功能相对独立。然

而近年来大量文献表明, MF和MT细胞骨架相互联

系、相互依赖, 共同参与调控细胞行为。MT的重

排影响黏着斑和应力纤维结构的装配[1], MT受解聚
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凋亡细胞内Ca2+内流, 调控细胞骨架MF的解聚和

质膜下“环状”MT结构的形成[10], 抑制cAMP/PKC/
MARK/CREB信号通路, 从而抑制其下游蛋白cyclin 
A、 cyclin D1和Bcl-2基因的表达[11-12], 抑制细胞增殖

和侵袭能力[13], 最终诱导细胞凋亡; 同时, 细胞骨架

actin和tubulin亚型基因的表达也被显著抑制[14](图
1)。由此可见, cAMP和细胞骨架纤维排列之间存在

紧密的联系。本文就cAMP信号通路与细胞骨架纤

维排列之间的互动效应作一综述。

1   cAMP/PKA信号通路对细胞骨架的调控
1.1   PKA结构

PKA是由两个催化亚基(PKA-cat)和两个调节

亚基(PKA-reg)组成的变构酶。细胞未受刺激时, 
PKA-cat与PKA-reg结合, PKA活性受抑制; 细胞受刺

激后, 第二信使cAMP与PKA-reg结合并通过构型改

变释放PKA-cat, 从而实现其催化作用[15]。PKA调节

的活性十分广泛, 尤其是对MF、MT和细胞骨架相

关蛋白的调节[16]。

1.2   cAMP/PKA/MLC途径

肌球蛋白轻链(myosin light chain, MLC)在细胞

形态改变、细胞运动和肌肉收缩中扮演重要的作用。

MLC受肌球蛋白轻链激酶(myosin light chain kinase, 
MLCK)和Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激酶(Rho as-
sociated coiledcoil forming protein kinase, ROCK)磷 酸

化, 通过与F-actin相互作用, 参与诱导应力纤维形成

和黏着斑装配, 从而调控细胞内伪足运动[17-18]。有研

究表明, cAMP/PKA信号通过调节MLCK和ROCK
活性, 参与调控MLC介导的细胞运动。一方面, 
cAMP/PKA信号通过磷酸化β-磷脂酶C(β-PLC), 抑
制三磷酸肌醇(inositol 1,4,5-triphosphate, IP3)受体

活性, 参与调节细胞内Ca2+释放, 从而形成Ca2+/钙
调素, 结合并上调MLCK活性, 最终诱导MLC磷酸

化水平上调[19]; 另一方面, cAMP介导的PKA激活

也可以通过抑制RhoA活性, 下调其下游效应分子

ROCK的活性, 从而抑制MLC的去磷酸化[20]。因

此, MLCK和ROCK活性受PKA信号调控, 通过调

节MLC磷酸化水平影响其介导的细胞骨架运动。

Bogatcheva等[21-22]在研究MLC与内皮细胞通

透性之间的关系时发现, 脂多糖(lipopolysaccharide, 
LPS)通过诱导MLC磷酸化, 促进细胞通透性增加, 
下调诱导内皮屏障功能; 然而, 小RNA技术沉默

剂诺考达唑(nocodazole)的强力解聚导致巨噬细胞

中伪足结构的破坏[2]。Shirasaka等[3]为了研究MF和
MT在破骨细胞中的作用, 观察到MF大量聚集于破

骨细胞的褶皱边缘, 而正常情况下MT有两种分布形

态: 一种是从微管组织中心(microtubule organizing 
center, MOTC)向细胞四周发射的丝状网络结构, 另
一种则是与肌动蛋白丝形成环状分布于细胞外围, 
包绕着整个细胞; 然而有趣的是, MF破坏剂cytocha-
lasin D处理细胞后, 分布于细胞基质的MT丝状网络

结构聚集形成环状结构, 而环绕于细胞外围的MT结
构发生破坏; 使用MT解聚剂作用于破骨细胞后, MF
和MT结构均发生明显破坏。由此可见, MF和MT结
构网络在维持细胞行为中密不可分。

MF和MT不仅在稳定细胞形态、承受外力刺

激、维持细胞内部结构有序性中起重要作用, 而且

还参与调控细胞迁移、黏附、分裂以及细胞内信号

传递。其中, cAMP介导的信号通路与细胞骨架之间

存在的互动效应与细胞增殖、凋亡、黏附、迁移等

细胞行为密切相关, cAMP依赖的蛋白激酶A(cAMP-
dependent protein kinase, PKA)作为cAMP依赖的主

要靶向蛋白, 参与了这些过程。研究发现, cAMP/
PKA信号与肿瘤发生发展密切相关, 并且参与介导

缺氧环境诱导的肿瘤细胞上皮间质转化(epithelial-
mesenchymal transition, EMT)过程[4]。然而, Huynh
等[5]发现, PKA参与介导肿瘤抑制因子TGFβ抑制的

早期肿瘤转移和浸润过程。Mckenzie等[6]在研究中

发现, 迁移的卵巢癌SKOV-3 EOC细胞伪足前缘部

位有大量的活性PKA聚集; 然而, PKA活性抑制剂

H89作用后, 细胞迁移显著性下调; 进一步通过三维

细胞外基质培养模型(three-dimensional extracellular 
matrix)证明, PKA锚定于伪足前缘并且呈活化状态

是维持细胞迁移运动所必需的。Tkachenko等[7]的研

究进一步阐述了PKA介导的伪足收缩运动机制, 他
们认为, PKA通过磷酸化作用激活RhoA, RhoA激活

后除了进一步激活下游通路外, 还增强与Rho二磷

酸鸟苷解离抑制因子(Rho guanosine diphosphate dis-
sociation inhibitor, RhoGDI)的结合能力, 从而反向抑

制RhoA活性。因此, 这种调控RhoA活性的平衡机

制为调控迁移细胞行为奠定基础。此外, 小RNA技

术抑制PKA基因表达, 细胞减数分裂期纺锤丝遭破

坏, 细胞周期受阻, 诱导细胞走向凋亡[8-9]。

我们的前期研究发现, 抗肿瘤药物通过诱导
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MLCK或ROCK2基因表达后, MLC磷酸化水平下调, 
内皮细胞通透性也显著性下调, 因此, 他们初步认为

LPS通过MLCK和ROCK2激活MLC调控细胞骨架重

排, 下调内皮细胞通透性, 从而增强内皮细胞屏障功

能; 进一步研究发现, AC/PKA激活剂逆转了LPS诱
导的上述过程。由此可见, cAMP/PKA信号通过调

控MLCK或ROCK活性, 进而改变MLC磷酸化水平, 
激发细胞骨架重排, 促进内皮细胞屏障功能。

1.3   cAMP/PKA/ Rac1途径

Rac 1参与调控生长因子诱导的actin细胞骨架

动态平衡, 诱导膜突触与片状伪足的形成[23]。为了

研究Rac 1介导的细胞骨架重排机制, Logue等[24]使

用免疫荧光技术标记HEK 293细胞内的F-actin, 发现

只有在Ca2+升高到一定浓度时, 受A型激酶锚定蛋白

(A-kinase anchoring protein, AKAP)锚定的PKA才会

参与磷酸化含IQ基元的GTP酶激活蛋白2(IQ motif 
containing GTPase activating protein 2, IQGAP2), 招
募Rac 1蛋白参与形成PKA/IQGAP2/Rac 1信号复合

体, 从而调节actin细胞骨架。

Rac1蛋白虽然不受PKA的直接磷酸化, 但PKA
可以通过其作用底物蛋白酪氨酸磷酸酶(PTP-PEST)

活性的改变来调节Rac1活性[25-26]。Sastry等[25]在研

究中发现, 成纤维细胞中PTP-PEST过表达后Rac1
活性下调, 从而抑制血小板衍生生长因子(platelet-
derived growth factor, PDGF)诱导的细胞膜突触形成

和细胞流动性增加。Espejo等[26]在此基础上进一步

研究发现, PTP-PEST基因敲除后, Rac1活性显著性

增加, 细胞的迁移能力增强, 细胞之间的黏着连接减

弱; 相反, PTP-PEST过表达则抑制Rac1的活性, 从而

抑制上皮细胞运动。因此认为, PKA通过调节PTP-
PEST, 从而调节Rac1介导的细胞骨架改变。

此外, 最新研究表明, 除了PTP-PEST, PKA还可

以通过刺激P21活化激酶(p21-activated kinase, PAK)
来调节Rac1活性[27-28]。PAK作为一种丝氨酸/苏氨酸

激酶, 在肿瘤组织中呈高表达状态, 其N-端的CRIB
结构域受Cdc42/Rac1活化, 诱导肿瘤细胞骨架纤维

重组, 并促进细胞浸润和转移[29]。蔡松旺等[30]为了

研究PAK在肺癌A549细胞侵袭及迁移中的作用, 使
用小RNA干扰技术抑制细胞内PAK基因表达, 发现

细胞骨架应力纤维丝明显减少, actin皱缩, 癌细胞的

扩散和侵袭能力下调。此外, Baumer等[31]和Del等[32]

发现, β1-PAK交换因子(β1-PAK-interacting exchange 

图1  CREB介导的细胞行为

Fig.1  CREB mediated cell behavior
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factor, β1-Pix)通过与PAK结合后形成复合体, 激活

下游分子Cdc-42和Rac1, 诱导丝状伪足形成, 从而介

导肿瘤细胞的扩散和侵袭。Chahdi等[27]使用定点突

变载体W43K(丧失与PAK结合能力的β1-Pix SH3m)
和L238R/L239S(丧失GEF活性的β1-Pix DHm)处理

人肾小球系膜HMC细胞, 发现Cdc-42和Rac1蛋白

均不能被激活, 进一步通过PKA定点突变位点研究

发现, PKA通过磷酸化β1-Pix Ser-516与Thr-526位
点, 从而结合PAK发挥功能。这些结果表明, PAK受

PKA活化并通过调控其下游分子Rac1, 在肿瘤细胞

的浸润和转移中发挥重要作用。

1.4   cAMP/PKA/RhoA途径

Ras同源基因家族成员A(Ras homolog gene family 
member A, RhoA)作为一个小GTP酶蛋白, 通过激活

其下游激酶ROCK信号, 参与调控细胞伪足运动, 从
而诱导细胞迁移[33]。

RhoA诱导的细胞迁移与MF重排密切相关。

早期研究报道, RhoA在细胞迁移中参与调控细胞

应力纤维的形成, 其Ser-188位点可以直接受PKA磷

酸化。新近文献表明, PKA抑制细胞内应力纤维的

聚合和组装, 从而诱导细胞形态和运动的改变, 然
而, 这种作用被G14V RhoA组成型激活突变体所逆

转[34-35]。Jones等[36]在研究中发现, 前列腺癌上皮细

胞中, PKA介导的RhoA Ser-188磷酸化诱发神经内

分泌样表型(neuroendocrine-like phenotype)快速分

化; 然而, 这种变化受ROCK抑制剂Y-27632所逆转。

他们因此认为, PKA通过磷酸化RhoA Ser-188位点

抑制RhoA活性, 从而进一步抑制ROCK活性, 最终

诱导前列腺肿癌上皮细胞分化成神经内分泌样表

型。Jia等[37]在研究植物雌激素染料木黄酮改善血管

内皮细胞发生功能的分子机制中发现, 该药物显著

性抑制了thrombin诱导的cAMP水平下调、MLC磷
酸化水平增加和应力纤维形成, 从而下调单层内皮

细胞通透性, 维护内皮细胞障碍功能; 然而, 这些作

用被RhoA或ROCK抑制剂所逆转。他们因此认为, 
木黄酮通过刺激cAMP/PKA信号, 从而抑制RhoA/
ROCK活性, 最终逆转thrombin诱导的内皮细胞紊乱

功能。这些报道表明, RhoA/ROCK信号在PKA调控

细胞行为改变过程中扮演了重要角色。                                                                                     
深入研究发现, 在迁移细胞中RhoA活化并向

细胞膜褶皱样运动部位聚集, 活化的RhoA通过调节

下游底物ROCK的活性, 从而激活单丝氨酸蛋白激

酶(LIM kinase, LIMK), 最终激活丝切蛋白(cofilin), 
介导应力纤维聚合和组装[38-39]。Aslam等[20]发现, 
cAMP/PKA通过抑制CPI-17和RhoA/ROCK信号分

子, 激活MLCK, 调节MLC去磷酸化, 进而抑制内皮

细胞收缩, 增强内皮细胞屏障功能。深入研究发现, 
血浆中介素(intermedin)通过下调人脐静脉内皮细胞

HUVECs的RhoA/ROCK通路的活性, 进而诱导MLC
磷酸化和应力纤维丝的减少, 导致内皮细胞屏障功

能的失活。由此可见, cAMP/PKA通过RhoA/ROCK
信号通路介导了细胞的收缩抑制。

1.5   cAMP/PKA/VASP途径

血管扩张刺激磷蛋白(vasodilator-stimulated phosp-
hoprotein, VASP)是Ena/VASP蛋白家族的主要成员, 
作为一种肌动蛋白结合蛋白, 通过参与肌动蛋白丝

的解聚和聚合, 介导细胞迁移和黏着等过程。王婷婷

等[40]报道, VASP主要位于细胞间连接处、黏着连接

处以及细胞膜上动态性较高的区域, 参与调节细胞

骨架相关的各种细胞行为, 如成纤维细胞的迁移、

血小板的聚集和神经细胞轴突的形成等。

VASP作为PKA的一个重要底物, 在actin细胞

骨架重塑和细胞迁移中扮演重要角色。Zhang等[41]

在研究PKA调控的VASP在细胞迁移中的作用机制

中发现, 趋化因子PDGF通过磷酸化VASP Ser157位
点激活VASP, 并且伴随着PKA的激活和内皮细胞迁

移率的显著性上调; 然而, 转染VASP-S157A后逆转

了上述现象, 因此, 他们初步认为, PDGF通过激活

PKA, 进而增加VASP磷酸化水平, 促进细胞迁移。

通过免疫荧光技术进一步发现, 片状伪足数量显著

增加, VASP大量聚集于迁移细胞片状伪足前缘, 若
破坏PKA和AKAP的结合, PDGF诱导的这些现象被

逆转。因此, 他们认为, PKA与AKAP结合并活化, 促
进VASP磷酸化和定位于伪足前缘, 参与介导PDGF
诱导的内皮细胞迁移。由此可见, VASP在PKA介导

的细胞行为调控中发挥重要作用。

Lee等[42]为了研究VASP在二磷酸腺苷(adenosine 
diphosphate, ADP)诱导胶质细胞膜褶皱样运动和趋

化性中的作用, 首先使用ADP作用于胶质细胞, 发现

ADP能够快速上调细胞内的cAMP水平, 并且诱导

VASP的Ser-153位点磷酸化, 同时伴随着胶质细胞膜

褶皱样运动的形成和趋化性增强。其次, 他们分别

使用PKA抑制剂H89和PKA信号通路激动剂forsko-
lin作用于BV2胶质细胞, 发现H89可显著抑制VASP
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的磷酸化和细胞趋化性; 相反, forskolin活化PKA后, 
VASP的磷酸化水平升高, 细胞膜褶皱样运动和趋化

性显著下调。最后, 他们通过小RNA技术沉默VASP
基因表达, 发现ADP诱导的细胞膜褶皱样运动被显

著抑制, 表明VASP受PKA磷酸化调控, 在ADP诱导

的细胞膜褶皱样运动的形成和趋化性中起重要作

用。

Lebrand等[43]为了研究Ena/VASP蛋白在片状伪足

和丝状伪足形成中所发挥的作用, 首先根据Ena/VASP
蛋白的EVH1结构域, 构建与其特异性结合的FP4配
体基元载体, 并在此基础上分别构建FP4-Mito(将
胞内Ena/VASP移位至线粒体)、FP4-CAAX(将胞内

Ena/VASP移位至细胞膜)和AP4-Mito突变载体(FP4
的苯丙氨酸位点突变成丙氨酸, 丧失功能), 转染至

海马神经元细胞并通过免疫荧光定位观察。结果发

现, FP4-Mito转染后, 细胞丝状伪足和actin肌动蛋白

丝数量与野生型相比均显著下调, 而在FP4-CAAX
转染后效果相反; 进一步研究发现, AP4-Mito转染后

促进forskolin诱导的丝状伪足生长, 相反, FP4-Mito
处理后呈现抑制作用。由此可见, Ena/VASP参与

PKA介导的actin细胞骨架网络调控。

1.6   cAMP/PKA/LASP1途径   
LIM与SH3结构域蛋白1(LIM and SH3 protein 

1, LASP1)作为一个肌动蛋白结合蛋白, 其Ser-146位
点受cAMP/PKA信号磷酸化, 参与调控细胞骨架纤

维排列[44]。Zhang等[45]在研究中发现, 通过基因敲除

技术构建LASP1–/–基因敲除小鼠模型, 该模型小鼠

与对照组LASP1(+/+)相比, 损伤修复能力与肿瘤形

成能力较强, 并且来源于LASP1–/–小鼠的成纤维细胞

(embryonic fibroblasts, MEFs)在体外培养时迁移能

力与贴壁能力显著增强, 黏着蛋白表达水平显著升

高。因此, 他们认为, LASP1在MF介导的细胞黏着

和迁移过程中, 存在负性调节作用。Butt等[46]为了研

究LASP1和细胞转移之间的关系, 通过构建LASP1 
S146D模拟磷酸化突变体, 转染至乳腺癌PTK-2细
胞系后, 再通过细胞迁移实验发现, LASP1 S146D模

拟磷酸化突变体导入的细胞迁移率与对照组相比下

调了25%。进一步研究发现, LASP1 S146D模拟磷

酸化突变体转染的细胞株, LASP1蛋白从伪足前缘

和黏着连接处迁移至胞质溶胶。Keicher等[47]在研

究LASP1和PKA的关系时也发现了类似的现象, 他
们使用PKA激活剂处理PTK-2细胞后发现, LASP1

蛋白从黏着连接处移位至胞质溶胶, 而肌动蛋白丝

排列结构并未发生任何改变; 此外, 他们通过构建

LASP1 T156E模拟磷酸化突变体, 转染至细胞后发

现, LASP1与F-actin的结合能力显著下降。综上所述, 
LASP1受PKA磷酸化, 从而通过改变其细胞内定位, 
发挥细胞骨架重组和细胞迁移的功能。

LASP1还可以与黏着斑蛋白Krp或细胞骨架结

合蛋白palladin结合, 从而介导伪足生长和细胞迁移

运动。Spence等[48]在研究中发现, 缺失SH3结构域的

LASP1突变体细胞, 其伪足长度与对照相比显著缩

短, 并且不能参与延伸运动, 细胞的迁移能力显著性

下降; 有趣的是, 通过小RNA干扰技术沉默Krp1或
者LASP1基因表达后也发生了上述现象; 通过免疫

荧光技术进一步研究发现, Krp1和LASP1结合并聚

集于富含F-actin的区域。因此, 他们推测, LASP1通
过其SH3结构域与Krp结合, 参与调控细胞的伪足延

伸运动。Rachlin等[49]在研究中发现, LASP1通过和

actin相关蛋白palladin相互作用, 介导细胞形态变化

和细胞运动。他们使用小RNA技术沉默palladin基
因表达, 发现LASP1聚集于黏着斑, 而不能与肌动蛋

白丝相结合, 伪足的延伸运动也受抑制。由此可见, 
LASP1通过与palladin结合, 介导伪足生长和细胞迁

移运动。

1.7   cAMP/PKA/adducin途径

内收蛋白(adducin)作为一种细胞膜骨架蛋白, 
与血影蛋白spectrin-actin复合体具有较强的结合活

性, 并且被认为是spectrin-actin介导的细胞膜骨架组

装的调控蛋白[50]。研究表明, 内收蛋白受PKA磷酸

化后能够阻断肌动蛋白的聚合, 扮演着类似封端蛋

白的功能。Matsuoka等[51]为了研究内收蛋白介导的

蛋白激酶调控actin细胞骨架的机制, 通过体外实验

证明PKA和PKC均能磷酸化内收蛋白; 进一步研究

发现, PKA磷酸化内收蛋白后可显著下调内收蛋白

与胞衬蛋白fodrin/actin复合体的结合活性, 并促进

胞衬蛋白与actin的相互作用, 而PKC磷酸化内收蛋

白后却无此功能。因此, PKA通过磷酸化内收蛋白

抑制其与胞衬蛋白形成复合体, 从而增强了spectrin
与F-actin的结合作用。

1.8   cAMP/PKA/α4 intergrin 途径

α4整合素(α4 intergrin)作为一种介导细胞核与

细胞外基质连接的跨膜受体, 通过与细胞骨架桩蛋

白(paxillin)等配体作用, 介导细胞迁移运动。Liu等[52]
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研究发现, α4整合素细胞质内结构域与信号受体蛋

白整合素结合, 诱导细胞骨架MF纤维排列发生改

变, 显著上调细胞迁移率。然而, 破坏α4整合素和桩

蛋白复合体后, 细胞迁移能力显著下调。Han等[53]在

研究α4整合素和细胞迁移的关系时发现, α4整合素

Ser-988位点参与调控其与桩蛋白的结合。他们通

过构建α4整合素模拟磷酸化突变体α4整合素S988D, 
转染细胞后发现, α4整合素和桩蛋白的结合能力下

调, 迁移能力受抑制。因此, α4整合素受磷酸化调节

后与桩蛋白的结合活性下调, 最终抑制细胞迁移。

Goldfinger等[54]在此基础上经过深入研究发

现, α4整合素受PKA磷酸化后, 聚集于迁移细胞前

缘伪足, 并且与桩蛋白的结合活性显著下调, 细胞

迁移能力增强。他们首先使用特异性的磷酸化α4
整合素抗体, 发现荧光主要聚集于迁移细胞前缘伪

足中, 而非磷酸化的α4整合素蛋白则随机分布于整

个细胞体和伪足中。其次, 他们通过构建负显性突

变体α4整合素(S988A)抑制其磷酸化水平, 发现伪足

延伸至划痕处的细胞数显著下降, 细胞迁移率显著

下调; 同时, 使用PKA活性抑制剂Rp-cAMP或者H89
处理正常细胞株, 磷酸化的α4整合素蛋白表达量显

著下调, 然而, 在Rp-cAMP或者H89处理表达负显性

突变体α4整合素(S988A)的细胞株中却未发现此现

象。最后, 他们通过α4整合素和桩蛋白共染色进一

步发现, 桩蛋白与α4整合素共同定位于侧向边缘区

(lateral edge)和尾部边缘区(trailing edge); 有趣的是, 
桩蛋白并未定位于磷酸化α4整合素聚集的伪足前缘

(leading edge); 最后, 他们通过构建融合蛋白技术证

明, α4整合素受磷酸化后抑制其和桩蛋白的结合活

性, 从而促进细胞迁移。因此, PKA通过磷酸化作用

使α4整合素从α4整合素/桩蛋白复合体中释放, 转移

至伪足前缘, 在细胞迁移中扮演着十分重要的角色。

1.9   cAMP/PKA/MAP4途径

有研究表明, 微管相关蛋白4(microtubule-associated 
protein 4, MAP4)促进MT组装, 在细胞分裂间期抑制

MT解聚。MAP4作为微管相关蛋白, 具有促进MT组
装和聚合的功能[55]。MAP4受PKA磷酸化后与MT的
结合能力下降, 导致MT稳定性的破坏。Ou等[56]的

最新研究表明, 膀胱癌的恶性程度与MAP4的表达

水平呈正相关。为了进一步研究MAP4与膀胱癌转

移之间的关系, 使用cAMP激活剂dbcAMP作用于人

膀胱癌细胞T24和UM-UC-3细胞, 通过划痕实验发

现, 细胞转移和侵袭能力显著下调, MT骨架网路破

坏, 同时发现MAP4磷酸化水平升高; 然而上述现象

被PKA或者MAP4的小RNA干扰作用所逆转。因此, 
cAMP/PKA信号通过磷酸化MAP4, 从而导致MT细
胞骨架网络破坏, 抑制膀胱癌细胞转移和侵袭能力。

1.10   cAMP/PKA/DCX途径

双皮质素(doublecortin, DCX)作为微管相关蛋

白, 在体内和体外实验中已被发现具有稳定MT、导

致MT聚合的作用[57]。Toriyama等[58]在研究中发现, 
PKA促进神经迁移, 在此过程中受DCX所介导。进

一步研究发现, PKA激活剂处理后, DCX Ser-47位点

磷酸化, 伴随着与MT的结合能力下降, 细胞迁移能

力增加。因此认为, PKA通过促进DCX磷酸化, 降低

DCX与MT的结合能力, 从而促进细胞迁移。

然而, 我们的研究发现, PKA并不参与凋亡细胞

内特殊MT结构的形成。凋亡细胞内β-tubulin聚集

于细胞质膜下方, 形成环状MT结构并且包绕着凋亡

小体和片段化的细胞核[14]; 其次, Ca2+内流参与调节

凋亡细胞内特殊环状MT结构的形成; 最后, Ca2+内

流抑制了AC活性和cAMP水平, 然而, 这种抑制现象

被PKC激活剂而非PKA激活剂所逆转[10]。由此可见, 
细胞内cAMP/PKC, 而非cAMP/PKA信号在细胞凋

亡和增殖中起重要作用。

2   细胞骨架纤维排列对cAMP/PKA信号

通路的影响
传统观点认为, 细胞内信号分子通过调控细胞

骨架及其蛋白基因, 从而改变细胞骨架的组成成分

和装配方式, 最终诱导细胞骨架网络发生改变。然

而, 与传统观点不同的是, 细胞骨架MF纤维排列和

相关蛋白的改变能影响细胞内cAMP/PKA信号通

路。细胞骨架结构受解聚剂破坏后, 伴随着cAMP/
PKA下游效应分子的变化, 然而, 这种变化通常只

受MF纤维排列的影响, MT完整性的破坏并不起作

用。COOK等[59]为了研究MF和MT对表皮角化细胞

(normal human epidermal keratinocytes, NHEK)中层

黏连蛋白B2(laminin B2)的影响, 分别使用MF解聚

剂(cytochalasin D)和MT解聚剂(nocodazole)作用于

NHEK细胞, 发现只有cytochalasin D作用后, laminin 
B2合成显著增加, 而MT解聚剂加入无影响。因此, 
MF细胞骨架纤维排列的破坏影响laminin B2的合成

和分泌, 而MT细胞骨架并无影响。
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不同的细胞骨架状态对cAMP/PKA/RhoA/ROCK
信号具有反馈调节作用。Bhadriraju等[60]在研究中发

现, 细胞骨架张力状态的改变通过刺激cAMP/PKA/
RhoA/ROCK信号通路, 介导MLC磷酸化水平改变。

他们使用蛋白印章技术在聚二甲基硅氧烷材质(poly-
dimethylsiloxane, PDMS)的小皿中, 加入微量纤连蛋

白, 制作一些供悬浮细胞黏附、但不足以使细胞完

全铺展的‘‘微型小岛’’, 用以限制细胞骨架张力。结

果发现, 细胞骨架张力受限制时, ROCK活性和MLC
磷酸化水平均呈较低状态, 然而, 若使细胞充分铺展, 
ROCK与肌球蛋白活性恢复至正常水平。深入研究发

现, 细胞骨架张力破坏剂(cytochalasin D或blebbistatin)
处理后, ROCK活性受抑制, 然而这个过程并没有被

组成型突变载体RhoA-V14的转染所逆转。由此可见, 
细胞骨架张力和RhoA/ROCK信号之间存在反馈调节

机制, 在细胞外力与细胞内化学信号的转化中起重

要作用。我们的前期研究表明, 使用cytochalasin D破

坏MF细胞骨架后, RhoA活性显著性下调; 相反, 我们

使用RhoA负显性抑制剂RhoAT19N降低活化的RhoA
水平, 发现细胞骨架排列无明显改变。因此, 细胞骨

架纤维排列的改变对RhoA信号通路具有直接调控作

用。

综上所述, 细胞骨架MF纤维排列改变对cAMP/
PKA信号通路具有负性调控作用。

3   小结与展望
cAMP/PKA作为一条既保守又经典的信号通

路, 通过调控多种下游通路介导细胞迁移、收缩和

黏附等细胞行为(图2)。不同通路之间相互交联, 构
成缤纷复杂的调控体系, 然而, 这些交联的调控作用

最终指向了以MF和MT为基础的骨架网络, 参与调

控肿瘤细胞的发生、发展过程; 同时, 细胞骨架排列

改变对细胞骨架调控蛋白及其信号通路也具有反馈

调节作用。因此, 深入研究肿瘤发生、发展过程中

AMP和细胞骨架之间的互动效应, 并分析其对癌症

靶向研究的分子机制, 将为探索疾病的分子机制奠

定基础, 同时也为人类寻找克服相关疾病的靶向药

物提供新思路。
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蛋白质翻译后修饰研究进展
阮班军1  代  鹏1  王  伟1  孙建斌1  张文涛1  颜  真1*  杨静华2*

(1肿瘤生物学国家重点实验室, 第四军医大学药学院药物基因组学教研室, 西安 710032; 2美国波斯顿大学

肿瘤外科实验室及VA临床蛋白组学实验室, 波斯顿  02130, 美国)

摘要      蛋白质是执行细胞功能的基本功能单元, 其表达受基因组和表观遗传学的调控。通常, 
蛋白质在表达以后还需要经过不同程度的修饰才能发挥所需要的功能。这种翻译后修饰过程受到

一系列修饰酶和去修饰酶的严格调控, 使得在某一瞬间细胞中蛋白质表现出某种稳定或动态的特

定功能。最新的研究表明, 真核细胞中存在着各种各样的蛋白质修饰过程, 其中大约70%目前还无

法解释。有理由认为, 这种经过了特定修饰的蛋白质, 更客观地反映了细胞的各种生理以及病理过

程。因此, 除了基因组所编码的“裸”蛋白质组的表达以外, 更需要对经过翻译后修饰的蛋白质     及蛋

白质组的调控过程进行深入的研究。该文对常见翻译后修饰以及研究方法进行了综述。

关键词      蛋白质组; 蛋白质翻译后修饰; 基因组; 分子鉴定

Progress on Post-translational Modification of Proteins

Ruan Banjun1, Dai Peng1, Wang Wei1, Sun Jianbin1, Zhang Wentao1, Yan Zhen1*, Yang Jinghua2*
(1The State Key Laboratory of Cancer Biology, Department of Pharmacogenomics, School of Pharmacy, The Fourth 

Military Medical University, Xi’an 710032, China; 2Department of Surgery, VA Boston Healthcare System, 
Boston University School of Medicine, Boston MA02130, USA)

Abstract      Although protein expression is regulated through genetics and epi-genetics, its function is deter-
mined by many factors, of which post-translational modification (PTM) is particularly important. Protein modifica-
tions are precisely regulated through a variety of modifiers and de-modifiers, most of which are yet to be defined. 
Most physiological or pathological processes are usually regulated through typical but complex and dynamic PTM 
patterns and networks. Reasonably, proteome of PTM is more precise to describe the physiological or pathological 
processes of cells at the molecular level to clarify protein functions and easy to find out biomarkers and molecule 
targets for disease diagnosis and drug development. Here we reviewed some common types of modifications of pro-
teins and methods in PTM research.  

Key words      proteomics; post-translational modification; genomics; molecular identification

组中的独特基因表达程序。以上两种学科的研究都

只是停留在基因的层面, 然而蛋白质作为生命活动

的直接执行者, 还需要经过不同程度的加工和修饰

才能发挥功能。最新的研究表明, 真核细胞中存在

着各种各样的蛋白质修饰方式, 调控着细胞的各种

蛋白质是执行细胞功能的基本功能单元, 其表

达受基因组、表观遗传学和翻译后修饰多个层次的

调控。基因组学的主要任务是研究生物基因组的组

成以及组内各基因的精确结构、相互关系与表达调

控; 表观基因组[1]则指示了每种细胞类型及其基因
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生理以及病理过程, 因此对经过翻译后修饰的蛋白

质和蛋白质组需要更为深入的研究。本文对常见的

蛋白质翻译后修饰、多种修饰的功能协同作用对生

理和病理的影响以及蛋白翻译后修饰的常用研究方

法进行了综述。

1   蛋白质翻译后修饰概述 
早在HGP实施期间的1995年, 蛋白质组(pro-

teome)一词就由澳大利亚学者Williams和Wilkins[2]

提出, 该词源于蛋白质(protein)与基因组(genome)两
个词的组合, 意指“proteins expressed by a genome”, 
即“一个细胞或一个组织基因组所表达的全部蛋白

质”。其对应于基因组的所有蛋白质构成的整体, 将
研究从个别蛋白质扩展到从整体水平研究蛋白质。

然而, 对于蛋白质组的功能实现却远比想象中的复

杂。研究发现, 蛋白质组处于一个新陈代谢的动态

变化过程中, 蛋白质的合成在不同时空下受到不同

因素的调控, 同一种细胞的生长与活动, 因不同时

期、不同条件其蛋白质组也在不断变化过程中, 病
理或疾病治疗过程中的细胞蛋白质组及其变化也与

正常生理过程不同[3]。即虽然高等生物体内所有细

胞仅拥有一个相同的基因组, 但不同分化的组织细

胞却拥有不同的蛋白质组。

其中, 蛋白质翻译后修饰作为蛋白质功能调节

的一种重要方式, 对蛋白质的结构和功能至关重要, 
也是蛋白质组复杂性的主要原因之一。据估计, 人
体内50%~90%的蛋白质发生了翻译后修饰, 有的是

肽链骨架的剪接, 有的是在特定氨基酸侧链上添加

新的基团, 还有的是对已有基团进行化学修饰[4]。生

物体通过种类繁多的修饰方式直接调控蛋白质的活

性, 也大大扩展了蛋白质的化学结构和功能, 显著

增加了蛋白质的多样性和复杂性, 使可编码的蛋白

质种类大大超过了20种天然氨基酸的组合限制。因

此, 经典的一个基因一个蛋白的对应关系早已经被

打破, 据估计人类基因组可编码蛋白质的2万个基

因, 可表达超过20万个功能蛋白质。目前已经确定

的翻译后修饰方式超过400种, 常见修饰过程有磷酸

化、泛素化、甲基化、乙酰化、糖基化、SUMO化、

亚硝基化、氧化等等, 表1列出了Swiss-Prot Knowl-
edgebase更新至2014年6月所收集的以实验方法发

现的蛋白质翻译后修饰的种类和频率。然而, 我们

已掌握的蛋白修饰过程还非常有限, 至少70%还不

为人知, 包括未知的修饰种类、未知的修饰蛋白质、

未知的蛋白修饰位点等。蛋白质修饰分为可逆和不

可逆两种方式, 不可逆的如O位的羧基端甲基化, 而
磷酸化、N-位甲基化、N-乙酰化修饰均属于可逆的

修饰, 会随着细胞的生理状态和外界环境变化而改

变, 从而起到细胞内外信号传递、酶原激活的作用, 

表1  蛋白质翻译后修饰频率(http://selene.princeton.edu/PTMCuration/)
Table 1   Frequency of post-translational modification of proteins (http://selene.princeton.edu/PTMCuration/)

频率 修饰类型 频率 修饰类型

Frequency Modification Frequency Modification

39 818 Phosphorylation 156 ADP-ribosylation

9 119 Acetylation 140 Citrullination

5 976 N-linked glycosylation 82 Farnesylation

3 181 Amidation 81  S-nitrosylation

1 774 Methylation 63 Deamidation

1 698 Hydroxylation 62 Geranyl- geranylation

1 338 O-linked glycosylation 57 Formylation

1 136 Ubiquitylation 52 Nitration

921 Pyrrolidone Carboxylic Acid 39 GPI anchoring

595 Sulfation  33 Bromination
503 Sumoylation 29 S-diacylglycerol cysteine
413 Gamma-Carboxyglutamic Acid 21 FAD

348 Palmitoylation 9 571 Others

184 Myristoylation  67 975 Total characterized
156 C-linked glycosylation     77 546 Total processed
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因此可以作为蛋白质构象和活性改变的调控开关, 
一旦发生异常的修饰常常导致疾病的发生。正因如

此, 对蛋白质序列及其多样化的修饰尚待更为深入

的探究, 以阐明蛋白质多样化的动态修饰对蛋白质

功能和细胞功能的影响及其分子机制。

2   常见的蛋白质翻译后修饰
2.1   磷酸化

作为研究最广泛以及体内最为常见的蛋白质

翻译后修饰——蛋白质磷酸化修饰, 在蛋白激酶的

作用下, 将一个ATP或GTP上γ位的磷酸基转移到底

物蛋白质的氨基酸残基上, 影响了人类细胞中超过

1/3的蛋白质的功能。磷酸化发生的位点通常是Ser、
Thr、Tyr侧链的羟基或是His、Arg、Lys侧链的氨

基, 少数发生在Asp和Gln的侧链羧基或Cys的侧链

巯基, 因此, 可将磷酸化蛋白质分为O-磷酸化、N-磷
酸化、酰基磷酸化和S-磷酸化四类(图1)[5]。研究发

现, His位点发生磷酸化修饰的频率高于Tyr[6]。近年

来, 随着磷酸化肽段富集手段和高精度生物质谱发

展, 蛋白质磷酸化修饰位点的鉴定从数量和精度上

得到了长足发展, 然而如何将这些磷酸化蛋白质与

催化其磷酸化的蛋白质激酶一一对应成为了近年

来该领域的热点和难点问题。Tian等[7]在一项研究

中首次从蛋白质组学层面对嗜热四膜虫的蛋白质

磷酸化修饰进行分析, 该研究以具有1 069个蛋白质

激酶(人类仅为518个)的单细胞真核模式生物——

嗜热四膜虫为研究对象, 利用TiO2对磷酸化肽段进

行了富集, 并利用2D(SCX/RP)-nanoLC-MS/MS技术

鉴定得到了1 008个蛋白质的2 238个磷酸化修饰位

点。

磷酸化修饰几乎发生在生命活动的各个过程, 
如细胞膜上的Na+-K+-ATP酶泵的磷酸化控制钠离子

和钾离子的胞内浓度; Src家族Tyr激酶的磷酸化是

它激活的“开关”, 将使其构象改变从而能识别下游

蛋白[8]; 在细胞周期调控中, CDKs(cyclin-dependent 
protein kinases)这一类Ser/Thr激酶是否能激活Cy-
clins并形成复合物, 决定了细胞周期是否阻滞[7]。磷

酸化也是细胞呼吸过程的重要参与者, 线粒体中氧

化磷酸化的过程需要NADPH氧化酶的磷酸化调控, 
电子传递链中蛋白分子之间的相互作用由磷酸化调

控[8]。此外, 蛋白质降解也需要依赖于ATP参与的磷

酸化修饰。

2.2   糖基化

在生物体内, 糖类一般并不单独存在, 而是连

接在蛋白质或脂类分子上分别构成糖蛋白和糖脂, 
其中以己糖最为多见, 包括葡萄糖半乳糖和甘露糖

以及它们的一些简单修饰形式, 如葡萄糖的α-羟基

被酰化氨基取代生成 N-乙酰葡糖胺。根据蛋白质

A: O-磷酸化; B: N-磷酸化; C: 酰基磷酸化; D: S-磷酸化。

A: O-phosphorylation; B: N-phosphorylation; C: acetyl-phosphorylation; D: S-phosphorylation.

图1  磷酸化反应过程示意图

Fig.1  Schematic diagram of phosphorylation
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被糖类修饰形式的不同把蛋白质糖基化分成N-糖基

化、O-糖基化、C-糖基化和糖基磷脂酰肌醇锚定连

接四类[9]。最近几年, 对糖基转移酶的研究大幅度增

加, 主要针对这些酶的三维空间结构与反应机制, 在
对N-糖基化、O-糖基化的研究中发现, 在受体激活过

程中存在一些不常见的折叠方式与化学机制[10]。另

外, 来自上海交通大学系统生物医学研究院的研究

人员首次提出了内质网中可能存在新的蛋白质O-乙
酰半乳糖胺(GalNAc)糖基化调控机制, 挑战了教科

书上关于蛋白质的O-GalNAc糖基化过程只发生在高

尔基体中这一传统观念[11]。N-糖基化是最为常见的

糖基化修饰, 该修饰是由多糖与蛋白质的Asn残基的

酰氨氮连接形成, 糖链为N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc), 
发生在特定的氨基酸模序Asn-X-Ser/Thr或Asn-X-
Cys上。根据单糖的位置, N-糖基化修饰可以进一步

划分为复杂型多糖(图2A)、混合型多糖(图2B)和高

甘露糖型多糖(图2C), 研究表明, 三种类型的糖链具

有共同的生物合成起源, 即高甘露糖聚合物前体[12]。

图2  三种不同N-糖基化修饰类型的结构示意图

(根据参考文献[12]改编)
Fig.2  Schematic diagram of three different N-glycosylation 

type (modified from reference [12])

糖基化是真核生物蛋白质功能调节的基本环节, 
异常糖基化往往伴随着生理病理过程的异常。有研

究发现, N-GlcNAc可以通过Ser或Thr残基, 以单糖分

子连接到蛋白质上, 生成O-GlcNAc。该种修饰可发

生在许多与癌变相关的蛋白分子上, 如β2连环蛋白、

p53、pRb家族等。O-GlcNAc化也与糖尿病[13]、神经

退变性疾病[14]等疾病有关。因此, O-GlcNAc可以作

为临床上这些疾病诊断的分子标志物。目前, 已经

有超过600种蛋白质被鉴定发生了O-GlcNAc化, 但

其中只有低于15%的修饰位点得到了鉴定, 大多数

来自于脑和脊髓组织。O-GlcNAc修饰的重要性及

与磷酸化修饰之间的联系, 正在成为继磷酸化修饰

之后的又一个蛋白质翻译后修饰研究热点[15]。

2.3   泛素化

泛素是一种含76个氨基酸的多肽, 存在于除细

菌外的许多不同组织和器官中, 具有标记待降解蛋

白质的功能。被泛素标记的蛋白质在蛋白酶体中被

降解。由泛素控制的蛋白质降解具有重要的生理意

义, 它不仅能够清除错误的蛋白质, 还对细胞周期调

控、DNA修复、细胞生长和免疫功能等都有重要的

调控作用。

泛素蛋白C末端的Gly通常都经由异肽键与底

物蛋白的氨基连接在一起, 最常见的连接是与底物

蛋白Lys的ε氨基相连以及与底物蛋白的N末端相连。

最近还发现, 可以与Cys、Ser和Thr相连[16]。泛素控

制蛋白质水解的整个过程是通过泛素–蛋白酶体系

统(ubiquitin proteasome system, UPS)进行的[17], 介导

了真核生物体内80%~85%的蛋白质降解。去泛素

化酶(deubiquitin, DUB)可以将靶蛋白上的泛素蛋白

水解下来。由于DUB酶的存在, 泛素化作用只能是

暂时的。这种动态修饰过程构成了一个可逆的“开
关”, 来控制底物蛋白的不同功能状态, 调控细胞内

的多种生理活动[18](图 3)。

图3  蛋白质的泛素化修饰过程示意图

Fig.3  Schematic diagram of protein ubiquitination process

内质网相关的降解过程能清除错误折叠蛋白

的分泌途径, 同时介导一些内质网残留蛋白的调控

降解过程。研究发现, 一种蛋白与一种泛素连接酶

之间相互作用的细微增加, 都能引发信号底物的降

解, 一项最新的研究解析了其中的作用机制, 指出去

泛素化可以作为一种信号放大器, 放大信号, 从而进

行下游调控[19]。

(A) (B) (C)
SA SA SA

Gal Gal Gal Gal

GlcNAcGlcNAcGlcNAc GlcNAc

GlcNAc GlcNAc

GlcNAcGlcNAc

Man

Man ManMan Man

Man

GlcNAc

GlcNAc

Man

Man

Man Man Man

Man Man Man

Man

Man

Man

Fuc

~Asn-X-Ser/Thr~ ~Asn-X-Ser/Thr~ ~Asn-X-Ser/Thr~



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

阮班军等: 蛋白质翻译后修饰研究进展 1031

泛素化修饰途径在人体免疫调节过程中发挥

着重要的作用, 其不仅能够通过降解免疫调控蛋白

的方式来抑制免疫反应, 也能通过多泛素化修饰作

用激活NF-κB和IRF途径中的激酶来启动一些免疫

反应。随着能确定蛋白类型及其修饰状况的质谱

检测等高灵敏度检测技术的进步, 我们能够更容易

地发现泛素化途径的底物, 并且近年来发现了多种

UBD蛋白, 因此我们更容易地弄清楚泛素化修饰途

径在机体免疫调控中发挥的真正作用, 这将有助于

我们对免疫性疾病的诊疗技术研究[20]。

细胞内很多受泛素途径修饰的蛋白质都参与

控制细胞内肿瘤发生相关生理或病理进程, 比如细

胞周期调控、凋亡、受体下调以及基因转录等多种

重要的细胞进程, 所以一旦泛素修饰系统出了问题

就很有可能引起人体各种肿瘤的发生。因此, UBL
系统也是治疗肿瘤的靶点之一, 有望开发出更多有

效的抗癌疗法和药物[21]。

2.4   SUMO化

随着泛素化的研究, 科学家们相继发现了一

些类泛素蛋白, 其中小泛素相关修饰物(small ubiq-
uitin-related modifier, SUMO)是最受瞩目的一类。

SUMO化与泛素化修饰过程相似, 也是一个多酶参

与的酶联反应, 但两个途径参与的酶则完全不同。

首先, SUMO化修饰比泛素化修饰多一步成熟化的

过程, 即SUMO前体在SUMO蛋白酶(如Ulp1)的作用

下, C-端的4个(或多个)氨基酸残基被切除, 生成成熟

的SUMO并露出C-端2个Gly残基。接着, 在SUMO
化活化酶E1、结合酶E2和连接酶E3的作用下完成

SUMO化修饰过程, 并且这个过程是可逆的, 称为去

SUMO化[22-23](图4)。

图4  蛋白质的SUMO化修饰过程示意图

Fig.4  Schematic diagram of protein SUMOylation process

2012年, 来自德国马普生物化学研究院的研究

人员以DNA双链断裂修复作为例, 解析了类泛素蛋

白SUMO的作用新机制, 指出蛋白之间的SUMO化

修饰稳定相互作用是由DNA结合SUMO连接酶催

化, 并由单链DNA开启的, 而且只有整体清除几种修

复蛋白的SUMO化修饰, 才会通过大量减慢DNA修

复, 影响同源重组途径。因此, 研究人员认为SUMO
能协同作用于几种蛋白, 单个修饰叠加促进有效修

复, 这也就是说, SUMO化修饰过程也许常常能靶向

一组蛋白, 而不是单个蛋白, 局部修饰酶和高度特异

性启动则能确保特异性[24]。

SUMO化修饰不介导蛋白质的降解, 但依然对

许多生理过程产生重要作用。例如, 通过调节蛋白

质之间的相互作用、影响靶蛋白在细胞内的分布、

阻碍泛素蛋白对靶蛋白的共价修饰、提高靶蛋白的

稳定性等。此外, SUMO还借助各种方式参与DNA
复制和修复以及转录调控过程[25]。

Akt基因是一种原癌基因, 其表达产物蛋白激

酶B(protein kinase B, PKB)具 有Ser/Thr激 酶 活 性, 
作为磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphoinositide-3-kinase, 
PI3K)信号转导通路下游的信息分子, 已在许多常见

肿瘤的研究中发现其过量表达, 而研究人员已证实, 
SUMO化修饰是一种新型的Akt激活机制, 因此, Akt
的SUMO化可能为肿瘤的治疗提供新的靶点[23]。

2.5   乙酰化

蛋白质的乙酰化修饰影响着细胞生理的各个

方面, 主要集中在对染色体结构的影响以及对核内

转录调控因子的激活方面, 参与了包括转录调控、

信号通路调控、蛋白质稳定性调控、细胞代谢和

病原微生物感染调控等多个生理病理过程而被广泛
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关注。2012年, 清华大学生命学院俞立教授课题组

在Science杂志发表文章, 揭示了蛋白质乙酰化修饰

对细胞自噬调控的分子机制, 指出组蛋白乙酰化酶

Esa1以及去乙酰化酶Rpd3通过调节自噬发生关键蛋

白Atg3的乙酰化水平, 从而实现对自噬过程的动态

调控[26]。

目前文献报道的乙酰化修饰主要有三大类: N-
端α氨基乙酰化修饰(图5A)、 Lys的位氨基乙酰化(图 
5B)和Ser/Thr的乙酰化修饰。2006年, Mukherjee等[27]

通过研究鼠疫耶尔森菌分泌的毒力因子Yop J对细

胞MAPK通路和NFκB信号通路的阻断作用发现了

乙酰化修饰可以发生在磷酸化修饰的Ser位点上, 
从而竞争磷酸化修饰来干扰宿主细胞信号转导通

路。此类非氨基乙酰化修饰很有可能是一种未被发

现的存在于真核生物细胞自身的一种新的修饰类

型, 为乙酰化修饰在生理调控领域开拓了新的空间。

科学界早期一般认为, 乙酰化修饰功能主要集

中在对细胞染色体结构的影响以及对核内转录调控

因子的激活方面。但是, 复旦大学的科研人员通过

通量化的蛋白质组研究和不同物种的代谢通路研究

发现, 在生理状况下, 存在着大量非细胞核的蛋白被

乙酰化修饰。中国科学院上海生命科学院赵国屏院

士和复旦大学赵世民领导的科研团队发现, 在沙门

氏菌(Salmonella)中, 作为对不同碳源的响应, 中心

代谢酶被广泛而有差异地可逆乙酰化, 并伴随着细

胞生长和代谢流的变化, 可逆代谢酶乙酰化确保细

胞可以通过即时感应细胞能量状态和灵活地改变反

应速率或方向来响应环境变化[28-29]。

A: N-端α氨基乙酰化; B: 赖氨酸ε氨基乙酰化。

A: Nα-terminal acetylation); B: ε-amino group of lysine acetylation.

图5  乙酰化反应过程示意图

Fig.5  Schematic diagram of acetylation

2.6   甲基化

 甲基化是指从活性甲基化合物(如S-腺苷基甲

硫氨酸)上将甲基催化转移到其他化合物的过程, 底
物包括核酸、蛋白、激素和脂类。1964年, Allfrey等[28]

首次报道了Arg甲基化, 在随后的研究中人们发现其

在信号转导、转录活化、蛋白质分拣等生命过程中

发挥着重要作用。

蛋白质甲基化修饰是在蛋白质甲基转移酶的

作用下, 将甲基转移至特定的氨基酸残基。常见的

甲基化发生在Lys(图6A)和Arg(图6B)上, 分为组蛋

白Lys/Arg甲基化[29]和非组蛋白Lys/Arg甲基化[30], 分
别由相应的蛋白质Lys甲基化酶和Arg甲基化酶介导

反应。甲基化是一种可逆的修饰过程, 去甲基化酶

主要有Lys特异性去甲基化酶和包含Jumonji结构域

的蛋白质去甲基化酶家族。

蛋白质的甲基化修饰增加了立体阻力, 并且取

代了氨基酸残基上的氢, 影响了氢键的形成。蛋白

质发生甲基化后, 变换了肽链原来的结构顺序, 可以

编码出更多的信息, 从而调控信号分子间和信号分

子与目标蛋白之间的相互作用, 进而参与多种生命

调控过程, 如转录调控、RNA加工和运输、蛋白翻译、

信号转导、DNA修复、蛋白质相互作用、细胞发育

与分化等, 并与一些疾病(如肿瘤[31]、心血管疾病)的
发生发展密切相关。

3   蛋白质修饰的协同与动态调控网络
在生物体内, 各种蛋白质的修饰种类繁多, 并

且存在“时空特异性”, 即蛋白质修饰类型和程度随

着生物发育过程、生存环境与内在状态的变化而不

断发生变化, 使蛋白质的修饰成为一个动态变化的

过程, 而且往往各种修饰不是孤立存在的, 同一生理

或病理过程的发生, 需要各种修饰的蛋白质共同作

用, 同一个蛋白质又可以同时拥有一种以上的蛋白

质修饰过程, 彼此之间相互影响、相互协调。

阿尔茨海默氏病(Alzheimer’s disease, AD)[32]

是一种以记忆力损害和认知障碍为主的中枢神

经系统退行性疾病, 在AD中扮演重要角色的淀粉

样 前 体 蛋 白(amyloid precursor protein, APP)可 以

被SUMO1和SUMO2修饰, 该修饰可以降低β-淀
粉样蛋白(amyloid-β, Aβ)的积聚。推测AD患者中

可能存在APP代谢过程中的SUMO化失调[33-34], 但
失调的SUMO是否是AD的潜在危险因素以及能
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否成为治疗AD的靶蛋白, 尚需要更多的临床研

究。另外, 在AD的发病机制中存在另一个重要

的蛋白质——tau蛋白。tau蛋白是一种微管结合

蛋白, 也是泛素E3连接酶的底物, 可经UPS途径

降解。已知tau蛋白上有多个磷酸化位点, 其中有

21个Ser/Thr位点可能发生过度磷酸化。正常的

tau蛋白每分子只含有2~3个磷酸化基团, 而AD患

者的tau蛋白每分子会含有5~9个磷酸基团, 使其

构型发生改变, 不能与微管结合而形成不溶性沉

积[35]。Dorval等[36]发现, tau蛋白也为SUMO的底物

蛋白, 通过Lys340与SUMO1共价结合参与SUMO化

过程, 和泛素化处于一种动态平衡状态, 推测SUMO
化直接拮抗泛素或者通过阻止泛素与蛋白酶体的

结合而产生抑制tau蛋白降解的作用。另外, tau蛋
白SUMO化位点Lys340恰好位于其微管结合位点

的第4个重复序列上, 应用磷酸酶抑制剂增加tau蛋
白的磷酸化, 能刺激tau蛋白SUMO化, 提示tau蛋白

SUMO化可能与其磷酸化有关。还有研究表明, AD
患者的脑组织中tau蛋白也有过度糖基化的发生, 其
异常修饰的顺序有可能是先糖基化, 再磷酸化, 最后

泛素化[37], 构成了一个复杂调控网络。

近年来发现, 蛋白质巯基亚硝基化(S-nitrosyl 
ation, SNO)与AD也有着密切的关系。研究发现, 
发 动 蛋 白 相 关 蛋 白1(dynamin-related protein 1, 
Drp1)[38-39]、载脂蛋白E(apolipoproteinE, ApoE)[40]、

细胞周期依赖蛋白激酶(cyclin-dependent kinase, 

A: Lys甲基化; B: Arg甲基化。 
A: lysine methylation; B: arginine methylation.

图6  甲基化反应过程示意图

Fig.6  Schematic Diagram of Methylation

(A)

(B)

CO CO CO CO

COCOCOCO

C C C C

CHα

CHα
CHα

CHα
CHα

CHCHCH

NH

NH NH NH NH

NH NH NH

NH NH

NH N NH

NH NH

CH2

CH2

CH2

CH2 CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2 CH2

CH2

CH2

CH2

CH2 CH2 CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

CH2

NH3
+

NH2

NH2

+

NH2
+

NH2
+

NH2
+ NH+

NH+ NH+

CH3

CH3

CH3CH3

CH3

CH3

CH3

CH3CH3

CH3CH3

Methylation by

Methylation by

methyltransferases

methyltransferases

or

α α α



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

1034 · 综述 ·

Cdk)[41]、10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同

源基因(phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosometen, PTEN)[42]、 热 休 克 蛋 白90(heat shock
protein90, Hsp90)[43]等多种蛋白质巯基亚硝基化与

AD的病理机制存在诸多广泛的联系。

组蛋白是另一个研究较多的常见的多修饰蛋

白质。四种常见组蛋白(H2A、H2B、H3和H4)的
游离氨基端具有多个修饰位点, 包括乙酰化/去乙酰

化、甲基化/去甲基化、泛素化/去泛素化[44]、磷酸

化[45]以及SUMO化、生物素化等, 其最基本的作用

是调控基因表达, 例如组蛋白甲基化多导致基因沉

默, 去甲基化则相反; 乙酰化一般使转录激活, 去乙

酰化则相反。这些修饰方式及其作用的发挥并不是

相互独立的, 很多时候它们通过协同或拮抗来共同

发挥作用, 形成多亚基复合物, 与核小体重修饰复合

物(NuRcs, 如Swi/Snf、RSC、NURF)相互作用, 重
修饰染色质[46]。有证据表明, 这些重修饰复合物通

过组蛋白尾部由这些复合物所调节的启动子处不同

乙酰化方式的因子募集和识别而联合起作用。另外, 
修饰的发生受细胞生理状态的影响, 如DNA复制或

转录时常会发生组蛋白的去甲基化与乙酰化, 激活

基因的表达。

可见, 单纯的单一蛋白质、单一修饰的研究难

以阐明生理病理机制, 只有运用组学的方法, 对生理

病理状态下的蛋白质修饰动态网络进行研究, 才有

可能找到问题的答案。

4   蛋白质翻译后修饰常用的研究方法
蛋白质翻译后修饰的常用方法, 包括蛋白质分

离技术、以生物质谱(mass spectrum, MS)为代表的

鉴定技术、蛋白质相互作用分析技术以及生物信息

学技术等, 用于对蛋白质的高级结构、修饰、定位、

活性、相互作用以及功能的研究。

4.1   蛋白质的分离技术

双向凝胶电泳技术(two dimensional gel electro-
phoresis, 2D-PAGE)是常用的蛋白质分离技术, 由
O’Farrell于1975年创立, 用于分离细胞或组织蛋

白质粗提物、构建特定组织或细胞的蛋白质“二
维参考图谱”, 分析特定条件下病理与生理蛋白质

组的表达差异。2D-PAGE结合MS分析可以实现

较大规模的蛋白质分离和鉴定, 特别适用于修饰

后蛋白质(如糖基化、磷酸化、脱氨等)的发现和

鉴别。然而该技术也存在很多不足, 如对极酸或

极碱性蛋白质、疏水性蛋白质、极大或极小蛋白

质以及低丰度蛋白质难以有效分离, 胶内酶解过

程费时、费力, 难以与质谱联用实现自动化等[47]。

双向荧光差异凝胶电泳(two dimensional fluore- 
scence difference gel electrophoresis, 2D-DIGE)是 同

时分离多个由不同荧光标记的样品, 并以荧光标记

的样品混合物为内标, 对每个蛋白质点和每个差异

都进行统计学分析的蛋白质组学凝胶定量代表性技

术。这一技术具有以下优点: (1)精确, 可以检测到

<10%的样品间差异, 可信度>95%; (2)标准化, 内标

最大程度地降低偏差, 得出精确的实验结论; (3)高
重复性, 极佳的定量重复性和准确的量化蛋白表达

数据; (4)高效, 多个样品在同一块胶上同时分离, 减
少实验时间; (5)简化, 易于使用, 可以完全整合到蛋

白质组工作流程中[48]。 
高效液相色谱(high performance liquid chromat- 

ography, HPLC), 基于样品分子在固定相和流动相之

间的特殊相互作用而实现样品分离, 无须变性处理

样品, 可实现上样、收集、与质谱联用(LC/MS)、在

线分析的自动化。与双向电泳相比, 具有快速、分

辨率高的优点[49]。

4.2   蛋白质的鉴定技术

生物质谱技术是蛋白质鉴定的主要技术, 通过

测定样品的质荷比(m/z)进行高分子物质成分和结

构的精确分析, 基于电离方法的不同, 可分为基质辅

助激光解吸电离–飞行时间质谱(matrix assisted-laser 
desorption ionization-time of flight mass spectrome-
try, MALDI-TOF-MS)与电喷雾–串联质谱(ESI-MS/
MS)[50-52]。ESI-MS使分析物从溶液相中电离, 适合

与液相分离手段(如液相色谱和毛细管电泳)联用分

析复杂样品。而MALDI是在激光脉冲的激发下, 使
样品从基质晶体中挥发并离子化, 适于分析简单的

肽混合物。液质联用(LC/MS)、串联质谱(MS/MS)
的应用, 不仅可获得蛋白质的肽谱图, 更可获得蛋白

质氨基酸序列信息和精确的修饰信息。

EThcD(electron-transfer and higher-energy colli-
sion dissociation)是2012年Christian等[53]提出的在串

联质谱法中使用的一种新的碎片化方案。通过组合

电子转移解离(ETD)和更高的能量碰撞解离(HCD)
生成双碎片离子系列, 并促进广泛的肽骨架碎片。

在电子转移解离步骤之后, 所有的离子, 包括未反
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应的前体离子, 进行碰撞在单一的频谱诱导解离产

生b/y-和c/z-型碎片离子。相较于一般的破碎方法,  
EThcD方案提供了更丰富的MS/MS谱图, 大大增加

了肽序列覆盖面, 可以进行确切的肽测序和PTM定

位[54]。

蛋白质基因组学(proteo-genomics)是一种全新

的分析方法, 最早由哈佛大学Jaffe等[55]于2004年提

出, 是蛋白质组学与基因组学的新兴交叉, 指运用

蛋白质组技术注释基因组, 以弥补以往依赖DNA及

RNA序列信息注释基因组的不足。除此之外, 蛋白

质基因组学技术还可以进行蛋白质翻译后修饰的研

究, 这主要归功于串联质谱技术已经发展成熟, 实现

了对蛋白质组的高覆盖, 使得利用串联质谱数据进

行基因组注释成为可能, Gupta等[56]因此成功绘制出

了S. oneidensis MR-1的蛋白质翻译后修饰全图谱, 
包括对蛋白质的化学修饰、信号肽的切割以及N末

端甲硫氨酸的切割等, 这项技术的应用将给蛋白质

翻译后修饰的研究提供更直观、更全面的信息。

4.3   蛋白质相互作用分析技术

目前, 已建立了包括酵母双杂交系统、免疫共

沉淀(Co-IP)、串联亲和纯化(TAP)技术、表面等离

子共振技术(surface plasmon resonance, SPR)、荧光

共振能量转移(FRET)、GST-Pull-down实验以及蛋

白质芯片等多种研究方法, 这些方法各有所长, 为蛋

白质相互作用的研究提供了有效的分析方法, 也为

蛋白质组学研究奠定了坚实的基础[57]。表面等离子

共振技术(SPR)是目前蛋白质相互作用研究中的新

手段, 其利用一种纳米级的薄膜吸附上诱饵蛋白, 当
待测蛋白与诱饵蛋白结合后, 薄膜的共振性质会发

生改变, 通过检测便可知这两种蛋白的结合情况。

SPR技术的优点是不需标记物或染料, 反应过程可

实时监控, 测定快速且安全, 还可用于检测蛋白–核
酸及其他生物大分子之间的相互作用[58]。

4.4   生物信息学技术

生物信息学是在生命科学、计算机科学和数

学的基础上逐步发展而形成的一门新兴交叉学科, 
是以理解各种数据的生物学意义为目的, 运用数学

与计算机科学手段进行生物信息的收集、加工、存

储、传播、分析与解析的科学。生物信息学虽然以

基因组信息学为核心, 但其在蛋白质组学研究中的

作用日显突出。通过二维凝胶电泳、生物质谱、蛋

白质微阵列等方法所获得的大量数据最终都必须

依赖生物信息学的方法和手段才能实现对蛋白质

的种类、数量、结构和功能的最后确定, 被称为蛋

白质组研究的百科全书。常用的数据库有: Swiss-
Prot[59]、GenBank、PhosphoELM[60]、Phosphosite[61]、

O-glycbase等[62](表2), 修饰相关数据库多集中在磷

酸化和糖基化, 其中SwissProt是高质量的非冗余蛋

白数据库, 同时也有多种翻译后修饰的注释信息, 而
PhosphoELM和Phosphosite详细收录了实验验证的

磷酸化数据。

5   结论与展望
2007年, Dai和Rasmussen[63]在干细胞分化研究

中首次应用“表观蛋白质组(epi-proteome)”一词来特

指组蛋白的CpG甲基化修饰及其形成的特殊图谱, 
认为是干细胞分化中基因表达调控的关键。事实

上, 除了组蛋白之外, 细胞中绝大多数蛋白质在表达

以后都需要经过不同程度的修饰才能发挥相应的功

能。这种翻译后修饰过程受到严格的调控, 使得在

某一瞬间细胞中蛋白质表现出某种稳定或动态的特

定功能。因此我们认为, 这种经过了特定修饰的与

表2   蛋白质翻译后修饰相关数据库

Table 2   Protein post-translational modification databases
数据库 网址 功能

Databases Websites Functions

SwissProt http://www.ebi.ac.uk/swissprot/ Information on post-translational modification of proteins 

PhosphoELM http://phospho.elm.eu.org/ Adatabase of S/T/Y phosphorylation sites

Phosphosite http://www. phosphosite.org/homeAction.do A database of phosphorylation sites

PROSITE http://prosite.expasy.org/ Information on post-translational modification of proteins

HPRD http://www.hprd.org/ Integrated database

RESID http://www.biomedsearch.com/sci/RESID-database/0032931901.html Information on post-translational modification of proteins

O-GlycBase http://www.cbs.dtu.dk/databases/OGLYCBASE/ A database of O-glycosylation

dbPTM http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/ Information on post-translational modification of proteins 
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时间和空间相关联的蛋白质组, 已超越了组蛋白的

单一甲基化修饰, 可以称之为表观蛋白质组。基于

这个概念之上的研究很可能形成一个新的组学概念

和领域——表观蛋白质组学(epi-proteomics), 它可

以更客观地反映细胞的各种生理以及病理过程。最

新的研究表明, 真核细胞中存在的蛋白质修饰过程

的大约70%目前还无法解释。可以预见, 对经过翻

译修饰后的而非“裸”蛋白质及蛋白质组的调控过程

进行深入研究将更加关键, 能够更深层地揭示蛋白

质的多样性和活性状态以及发挥作用的方式和机

理, 并最终为重大疾病的诊断和治疗奠定基础。
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植物多酚通过microRNA调控脂质代谢研究进展
苏东晓1,2  张名位1   张瑞芬1*

(1广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所, 广州 510610; 2华中农业大学食品科技学院, 武汉 430070)

摘要      microRNA(简称miRNA)是长度18~25个核苷酸的非编码RNA分子, 具有调控mRNA的

翻译和/或稳定性的功能, 从而在转录后水平调节不同基因的表达。人体内约60%编码蛋白的基因

的表达受到miRNA调节, 其中包括脂质代谢调控相关基因。植物多酚具有良好的生物活性, 可以

通过调节脂质代谢相关miRNAs, 如miR-122和miR-33的表达进而发挥降血脂等活性。该文综述了

miRNA调控脂质代谢相关mRNA的作用机制以及植物多酚在这一过程中的可能作用。

关键词      miRNA; miR-122; miR-33; 多酚; 脂质代谢

Review: Plant Polyphenols Modulate Lipid Metabolism by 
Regulating MicroRNA

Su Dongxiao1,2, Zhang Mingwei1, Zhang Ruifen1*
(1Sericultural and Agri-food Research Institute, Guangdong Academy of Agricultural Sciences, Guangzhou 510610, China; 

2Department of Food Science and Technology, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China)

Abstract       MicroRNA (miRNA) is small non-coding RNA molecule, about 21~25 nucleotides in length, 
which regulates gene expression at the post transcriptional level by decreasing the translation and/or stability of 
messenger RNA. Approximately 60% genes encoding proteins in human are modulated by miRNAs, including 
genes modulating lipids metabolism. Plant polyphenols can exert hypolipidemic activity by regulating the lipid 
metabolism related miRNAs, such as miR-122 and miR-33. This paper reviewed the advances in action mechanism 
by which miRNAs modulate lipids metabolism related mRNAs and the possible effect of plant polyphenols in such 
a bioprocess.

Key words        microRNA; miR-122; miR-33; polyphenols; lipids metabolism

前言
MicroRNA(简 称miRNA)是 长 度 为18~25个

核苷酸的非编码单链RNA, 它由DNA转录而来, 
但不翻译合成蛋白质, 而是通过与靶基因mRNA 
3′UTR(untranslated regions)序列互补结合从而降

解mRNA和/或抑制蛋白合成来调节转录后基因的

表达[1-4]。最近有报道发现, miRNA也可以通过与

5′UTR(untranslated regions)或者基因蛋白编码外显

子结合来抑制mRNA翻译[5-7]。单个miRNA可以调

节多个靶向mRNA的表达, 而某一特定基因的转录

翻译也可能被多个miRNA共同调控[8-9]。miRNA在

调节细胞关键进程, 如细胞发育、分化、代谢、生长、
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增殖和凋亡等方面具有重要作用[4,10-11]。miRNA参

与多个代谢途径, 如胰岛素分泌、碳水化合物和脂

质代谢等[12], 它可能通过调节转录因子、分泌因子、

受体和转运子等来影响所有的生命过程。

miRNA自身的表达也受到多种因素的调节, 许
多生物活性物质可以通过改变miRNA的表达水平

从而间接调节其靶基因mRNA的表达[13-19]。植物

多酚是自然界最常见的一大类植物活性物质, 近年

来的研究发现, 植物多酚的健康保护作用与其调节

miRNA的表达有关[20-28]。已有大量的研究表明, 植
物多酚对改善脂质代谢有显著效果[29-32], 作用机制

与其调节肝脏酶活进而影响胆固醇吸收、调控甘

油三酯合成和分泌以及抑制血浆低密度脂蛋白氧

化等有关[33-34]。随着对miRNA研究的逐步深入, 研
究者发现, 植物多酚改善脂质代谢作用与其调节

miRNA的表达水平有重要关系, 如黄酮类化合物通

过调节脂代谢相关miRNA的表达水平来调控编码脂

代谢相关蛋白质的基因的表达, 进而发挥其调节脂

质代谢和降低血压的作用[14,35]。因此, 有科学家指出, 
miRNA可以作为预防和治疗脂质代谢相关疾病的潜

在生物标记。本文主要综述了miRNA调控脂质代谢

的作用机制和植物多酚对脂质代谢调控相关miRNA
的影响, 探讨多酚调控脂质代谢的分子机制。

1   miRNA与脂质代谢
miRNA是通过对脂质代谢相关基因和/或转录

因子的转录后调控来实现对脂类物质代谢的调节。

已报道与脂质代谢调控相关的miRNA有很多, 如
miR-122、miR-370、miR-33、miR-103、miR-107、
miR-758、miR-106b和miR-146a等, 其中研究较多的

是miR-122和miR-33。
1.1   miR-122与脂质代谢

miR-122是第一个被鉴定具有调节脂质代谢

功能的miRNA, 它在成人肝脏组织中表达丰度最

高, 占肝脏总miRNA表达量的72%[36]。动物实验

研究发现, miR-122可影响机体胆固醇和脂肪酸

代谢[37-38]。Esau等[37]采用反义寡核苷酸(antisense 
oligonucleotide, ASO)技术研究miR-122的功能, 发
现处理组小鼠与对照组比较血液中脂肪酸含量增

加, 而胆固醇含量下降, 同时肝脏脂肪酸和胆固醇合

成速度下降。进一步研究发现, miR-122缺失会导

致调控脂肪酸代谢相关酶FAS(fatty acid synthase)、

ACC1(acyl-CoA carboxylase 1)、ACC2(acyl-CoA 
carboxylase 2)、SCD1(stearoyl-CoA desaturase 1)、
ACLY(ATP citrate lyase)和胆固醇代谢相关蛋白

SREBP-1c(sterol regulatory element-binding protein 
-1c)等含量降低, 从而导致脂肪酸和胆固醇合成减

少。抑制miR-122基因表达后, 翻译脂肪酸代谢酶

FAS、ACC1和ACC2等的mRNA表达水平降低[37]。

Elmén等[38]采用ASO技术抑制灵长类动物非洲绿猴

肝脏miR-122表达, 发现血浆中总胆固醇含量随抑

制剂剂量增加而减少。也有研究报道, miR-122受
到抑制会导致胆固醇合成关键控制酶HMGCR(3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase)活性

降低, 进而影响胆固醇合成[39]。这些研究表明, miR-
122参与脂质代谢调控。

1.2   miR-370与脂质代谢

miR-370在脂质代谢调控方面与miR-122作用

相似, 它是通过调节miR-122的表达水平来调节脂

质代谢[40]。人肝癌细胞HepG2转染miR-370后, 细胞

中miR-122表达水平上调; 而抑制miR-370表达则会

降低miR-122水平。HepG2细胞转染miR-370后, 细
胞内SREBP-1c、FAS、DGAT2和ACC1等的表达水

平明显降低, 而用ASO处理细胞后, 上述基因的表

达水平则明显提高[40]。进一步通过ASO抑制HepG2
细胞miR-122表达后, 发现细胞内miR-370对上述

基因表达的影响就会消失。此外, miR-370也能与

Cpt1a(carnitine palmitoyltransferase 1a)基因3′UTR区
靶向结合, 进而使Cpt1a基因表达下调, 脂肪酸β氧化

率降低。这些研究结果表明, miR-370参与调节脂质

代谢。

1.3   miR-33与脂质代谢

miR-33位于SREBP基因的内含子中, 在调节脂

质代谢平衡中起重要作用[41-43]。它是维持细胞内胆

固醇和脂肪酸动态平衡的关键转录后调节因子[41-44]。

miR-33通过靶向调节ABCA1、ABCG1和NPC1等
基因的表达来调控胆固醇动态平衡。Marquart等[41]研

究miR-33对细胞内胆固醇含量的影响, 发现转染编码

miR-33的质粒于HEK293细胞, miR-33过表达细胞内

氚标记的胆固醇流向ApoA I减少, 而ASO静默miR-33
后, 细胞内胆固醇外流增加。Najafi-Shoushtari等[42]

报道了胆固醇含量对细胞内miR-33表达的影响, 增
加巨噬细胞和肝细胞内胆固醇含量, 胞内miR-33表
达下调; 而胞内胆固醇含量降低时, miR-33表达上
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调。Marquart等[41]进一步分析了小鼠肝脏ABCA1基
因及其相关蛋白的表达, 发现miR-33通过靶向调节

ABCA1来调控胆固醇动态平衡。Rayner等[17]研究证

实, 抑制灵长类动物非洲绿猴miR-33表达可以提高

肝脏ABCA1水平。也有研究发现, miR-33同时还调

控另一胆固醇转运体ABCG1[43]。这些研究结果表明, 
miR-33调节细胞内胆固醇动态平衡。

miR-33还通过调节脂肪酸β氧化相关mRNA的

表达调控脂质代谢。Dávalos等[44]从细胞和动物水平

研究抑制内源性miR-33的表达对脂肪酸β氧化相关

基因的影响, 发现抑制miR-33表达可以增加脂肪酸β
氧化关键酶CROT、CPT1a、HADHB和AMPKα等的

含量。灵长类动物实验也证实, 抑制miR-33表达上

述脂肪酸β氧化相关基因及蛋白含量增加, 同时脂肪

酸合成相关基因SREBP1、FAS、ACLY和ACACA等
下降。同时, 还观察到小鼠实验未发现的现象—血

浆VLDL甘油三酸酯水平显著降低[17]。

1.4   其他miRNA与脂质代谢

miR-103、miR-107、miR-758和miR-106b等也

参与脂质代谢的调控。Ramirez等[45]通过ASO静默

人神经胶质瘤细胞(H4)和小鼠巨噬细胞(J774)中的

miR-758, 发现ABCA1表达上调, 细胞内胆固醇含量

下降。Kim等[46]发现, miR-106b通过调控小鼠神经

元细胞中ABCA1表达进而阻止细胞中胆固醇外流。

可见, miR-758和miR-106b通过调节转录后ABCA1
基因的表达来调节胆固醇动态平衡, 其作用方式与

miR-33类似。

miR-103和miR-107位于 PANK(pantothenate 
kinase)内含子中。旁系同源基因miR-103和miR-107
与泛酸激酶共同作用, 通过抑制FAS等基因的表达来

调节脂肪酸含量[47]。此外, Yang等[48]发现, 巨噬细胞

内miR-146a过表达可显著降低细胞内低密度脂蛋白

胆固醇含量。

2   多酚对脂质代谢相关miRNA的调节
多酚具有抗氧化、抗炎、调节代谢、保护心血

管、抑制神经退化和抗癌等生物活性[49-50]。过去认

为, 抗氧化功效是其生物活性作用机制[51]。而近年

来文献报道了多酚生物活性的miRNA水平作用机

制。姜黄素通过干扰细胞信号通路表现其抗肿瘤活

性[52]。最新研究发现, 摄入姜黄素, 小鼠黑色素瘤组

织变小, 剂量组肿瘤细胞中miR-205-5p表达较对照

组显著提高[28]。因此, 推测姜黄素可能是通过改变

细胞信号来调节miRNA的表达, 进而体现其抗癌活

性。有文献报道, 芹菜素通过抑制MAPK(mitogen-
activated protein kinase)Erk来降低TRBP(TAR-binding 
protein)磷酸化进而抑制miRNA由前体向成熟体转

变从而抑制miRNA表达[53]。多酚与细胞信号相互作

用发生级联反应, 调节转录因子活性, 从而影响基因

表达[50-51]。然而关于多酚调控miRNA表达作用机制

的研究报道较少, 文献报道较多的是多酚对miRNA
表达水平变化的研究。

植物多酚能够调节生物机体miRNA的表达水

平, 而且不同酚类化合物影响miRNA的种类及水平

差异较大。Milenkovic等[21]通过miRNA和mRNA表

达谱基因芯片技术研究了槲皮素、橙皮甙、柚皮素、

花青素、儿茶素、姜黄素、原花色素、咖啡酸和阿

魏酸等9种植物多酚对高脂膳食喂饲的apoE–/–小鼠

体内miRNA的影响, 结果发现, 酚酸、黄酮和花青

素等不同酚类物质对小鼠miRNA种类数量和表达

水平的影响差异较大(表1)。摄入黄酮类化合物无论

是上调、下调还是总数发生变化的miRNA均较酚

酸类化合物多。需要指出的是, 实验所选酚酸种类

较少, 有待进一步考查其他酚酸调节miRNA情况。

另外, 酚类化合物所调节的miRNA自身的功能也不

能忽视。也有研究报道多酚对某些特定miRNA的

调节情况。An等[54]报道没食子儿茶素-3-没食子酸

酯(epigallocatechin gallate, EGCG)通过下调特异性

miRNA表达来保护紫外光诱导的人类真皮成纤维

细胞损伤。Kumazaki等[55]发现, 采用20 μmol/L白藜

芦醇处理结肠癌细胞DLD-1能显著提高细胞内miR-

表1  不同酚类物质调节apoE基因敲除小鼠体内miRNA的

数量(根据参考文献[21]修改)
Table 1  The numbers of miRNA regulated by different 

phenolics in apoE knockout mice (modified from reference [21])
多酚

Polyphenols
下调

Down
上调

Up
总计

Total

Quercetin 22 25 47
Hesperidin 53 44 97
Narangin 33 36 69
Anthocyanin 30 15 45
Catechin 36 44 80
Proanthocyanin 37 18 55
Caffeic acid 18 11 29
Ferulic acid 17 22 39
Curcumin 55 11 66
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34a(2.5倍)和let-7a(2倍)的表达, 进而下调其靶基因

细胞周期调控因子E2F3及其下游基因脂肪细胞和

肌细胞调控因子Sirt1(Sirtuin type 1)。
目前已有研究发现, 植物多酚单体及提取物通

过上调或下调脂肪酸和胆固醇等代谢相关miRNA
的表达水平, 进而调控脂类代谢相关酶的表达, 从而

实现其调节脂质代谢的作用。植物多酚调节miRNA
影响脂质代谢相关的研究报道归纳如表2。
2.1   植物多酚通过调控miRNA调节脂肪酸代谢

植物多酚提取物具有调节miRNA水平的作

用。Joven等[25]发现, 持续摄入玫瑰茄多酚提取物可

以降低高脂饲料喂养的LDL受体缺陷小鼠肝脏甘

油三酯和中性脂肪水平, 同时提高其多不饱和脂肪

酸与单不饱和脂肪酸构成比例。分析其机理发现, 
高脂膳食刺激动物体内miR-103和miR-107基因高

表达, 而摄入玫瑰茄多酚提取物能够使miR-103和
miR-107降低至与对照组相当的水平, 同时还显著

抑制miR-122的表达, 从而调控脂肪酸代谢相关基

因FAS、SREBP-1c和AMPK(AMP-activated protein 
kinase)等的表达, 起到降脂作用。不同植物源多酚

调节的miRNA不同。Baselga-Escudero等[56]对葡萄

籽原花青素提取物调节miR-122及其靶基因进行系

统研究发现, 摄入葡萄籽原花青素提取物可以快速

暂时性下调大鼠肝脏以及体外培养的肝细胞中miR-
122水平, 从而抑制其靶基因FAS表达, 减少脂肪酸

合成。在此基础上比较了长期摄入葡萄籽原花青素

提取物对血脂代谢异常模型组和剂量组脂肪酸代谢

情况的影响, 分析发现大鼠肝细胞中miR-122含量显

著降低, 靶基因FAS被显著抑制, 另一靶基因Pparβ/δ
表达上调, 脂肪酸含量降低[57]。Murase等[58]在高脂

膳食诱导的C57BL/6肥胖小鼠肝脏中发现, 咖啡多

酚通过下调FAS、ACC1、SCD1、SREBP-1c、ACC2
和PDK4等基因的表达减少肝脏脂肪蓄积。他们进

一步利用小鼠肝癌Hepa 1-6细胞验证了上述结果, 
同时还发现经咖啡多酚处理的Hepa 1-6细胞中miR-
122的表达水平提高了35%。因此, 推测植物多酚通

过调节miRNA表达水平的方式调控脂肪酸代谢。

2.2   植物多酚通过调控miRNA调节胆固醇代谢

植物多酚通过调节miR-33和miR-122表达水平

来调控胆固醇代谢。Baselga-Escudero等[56]设计了

雄性Wistar大鼠摄入猪油(2.5 mL/kg体重)或含有葡

萄籽原花青素提取物猪油(250 mg/kg体重)的急性

实验(0, 1, 3 h采集血液, 摘取肝脏), 研究发现葡萄

籽原花青素能够显著降低大鼠血液中甘油三酯含

量, 肝脏中总胆固醇和总甘油三酯含量, 进一步分

子水平研究发现剂量组肝脏中miR-33的表达较对

表2  多酚通过调节miRNA表达对脂代谢的调控作用

Table 2   The modulation of polyphenols on lipid metabolism by regulating the expression of miRNA

小RNA
miRNA

多酚

Polyphenol

上/下调

Up-/down-
regulation

实验情况

Experimental condition
代谢通路

Metabolic pathway
参考文献

References

miR-33 Grape seed
proanthocyanidins

Down 250 mg/kg, 1 h 
Male Wistar rats liver
25 mg/L, 1 h, FAO

Cholesterol efflux
HDL biogenesis,
and VLDL levels.
Fatty acid oxidation

[56]

miR-
103/107

Polyphenol extract
(Hibiscus sabdariffa)

Up 28.6 mg/kg/day 10 weeks
Male C57BL/6J (LDLr-/-) 
mice liver

TG storage
in adipocytes

[25]

miR-122 Polyphenol extract
(Hibiscus sabdariffa)

Down 28.6 mg/kg/day, 10 weeks
Male C57BL/6J (LDLr-/-) 
mice liver

Cholesterol synthesis
Bile acid biosynthesis
Fatty acid oxidation

[25,56,58-59]

Quercetin Up 2 mg/g diet, 6 weeks, Female 
C57BL/6J mice liver

Coffee polyphenols Up 0.5%~1.0% for 2-15 weeks
Male C57BL/6J mice liver
2.5 g/mL, 24 h, Hepa

Grape seed
proanthocyanidins

Down 250 mg/kg,1 h 
Male Wistar rats liver
25 mg/L, 1 h, FAO

miR-370 Ellagitannin Down 15 μg/mL, 6 h, HepG2 Fatty acid oxidation [60]
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照组降低, ABCA1表达水平提高, 高密度脂蛋白含量

显著增加, 同时还采用葡萄籽原花青素孵育大鼠肝

细胞FAO验证上述miR-33和ABCA1的表达情况, 得
到与动物实验相似的结果。这些结果提示, 葡萄籽

原花青素通过下调miR-33基因表达, 提高其靶基因

ABCA1的表达水平, 实现对胆固醇代谢的调节。在

急性实验基础上, Baselga-Escudero等[57]进一步考察

长期摄入葡萄籽原花青素提取物对血脂代谢异常雄

性肥胖Wistar大鼠脂代谢的影响, 发现剂量组(25 mg 
GSPE/kg)与模型组比较, 能够显著降低血浆中总甘

油三酯和低密度脂蛋白含量, 肝脏中总脂肪、总甘

油三酯和总胆固醇含量; 基因分析发现miR-33表达

被抑制, 其调控的靶基因ABCA1和Cpt1a水平显著升

高。此外, 通过外周血单细胞的验证实验也有类似

发现。也有研究报道, 植物多酚通过调节miR-122表
达, 调控胆固醇代谢。Boesch-Saadatmandi等[59]发现, 
摄入含有槲皮素(2 mg/g饲料)的半合成西式膳食的

雌性C57BL/6J小鼠肝脏miR-122水平较模型组提高

61%, 而肝脏中总胆固醇含量显著降低。Wen等[60]发

现, 经植物多酚Ellagitannin处理后6 h, HepG2细胞中

miR-370表达提高2.4倍, 并且随时间延长表达量增

加。 综上, 植物多酚能够通过调节miRNA调控机体

胆固醇代谢。

3   存在的问题
机体内超过60%的细胞水平的转录和翻译受

到miRNA的调控, 而植物多酚具有调节肝脏脂肪代

谢相关miRNA表达的作用, 这将为阐释多酚改善

机体健康作用提供新的研究视角。然而, 仍有许多

问题需要进一步深入研究: (1)目前, 尚缺乏多酚调

节miRNA分子机制的直接证据。有研究表明, 多
酚可以结合在mRNA和蛋白上, 故而多酚也可能与

miRNA或miRNA前体结合进而调节其表达水平和

稳定性; 而对于来自于内含子的miRNA, 多酚也有

可能通过调节宿主基因的表达, 进而调节miRNA
的表达。(2)目前的研究还仅局限于对多酚调节

miRNA现象的报道, 关于这一作用与不同种类多酚

之间的构效关系还未涉及。多酚种类繁多, 结构复

杂, 明确其调节miRNA的构效关系对深入了解和利

用多酚的生物活性有重要意义。(3)当前的研究集

中在验证多酚对单一miRNA及其靶基因的影响, 缺
少多酚对调节脂代谢相关的miRNA网络系统的研

究。机体内各miRNA的表达并非孤立, 相互之间可

能存在协同作用, 因此从生物学功能角度探讨多酚

对miRNA网络的调控可能会更接近其作用的本质。

上述问题还需要更多基于细胞和动物体内的研究, 
以便更加广泛、深入地评估多酚的靶向miRNA及其

作用的分子机制。
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