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2型糖尿病病理生理因素通过SKA1
诱导细胞中心体扩增

刘琴琴  王朴  李少钦*

(山西大学生命科学学院, 太原 030006)

摘要      为研究糖尿病相关的细胞中心体扩增的分子机制, 并证明糖尿病的病理生理因素(病生

因素)通过纺锤体和动粒相关蛋白1(spindle and kinetochore associated complex protein 1, SKA1)诱导细

胞中心体扩增, 该研究采用免疫荧光、Western blot检测糖尿病病生因素高葡萄糖、高胰岛素、高自

由脂肪酸(棕榈酸)处理下中心体扩增情况、SKA1表达情况及在干扰SKA1后对中心体扩增的影响。

结果显示, 糖尿病病生因素高葡萄糖、高胰岛素、高自由脂肪酸(棕榈酸)显著诱导HCT116、MCF-
7、Hela细胞中心体的扩增, 处理组较对照组细胞中心体扩增率显著升高(P<0.01); 糖尿病病生因素处

理组中SKA1蛋白表达量较对照组显著升高(P<0.01), SKA1 siRNA组中SKA1蛋白表达量与三因素处

理组相比显著降低(P<0.01); SKA1的siRNA组中的中心体扩增率较三因素处理组显著降低(P<0.01)。
该研究证明, 2型糖尿病病生因素在HCT116、MCF-7、Hela中通过SKA1诱导细胞中心体扩增。
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The Pathophysiological Factors of Type 2 Diabetes
Induce Centrosome Amplification Via SKA1

Liu Qinqin, Wang Pu, Li Shaoqin*
(School of Life Sciences, Shanxi University, Taiyuan 030006, China)

Abstract       In the present study, we investigated the molecular mechanism of diabetes-associated cell cen-
trosome amplification and proved that the pathophysiological factors of type 2 diabetes induced the centrosome 
amplification via spindle and kinetochore associated complex protein 1(SKA1). Firstly, cells were treated with 
the pathophysiological factors of type 2 diabetes (high glucose, high insulin, and high free fatty ) and centrosome 
amplification was detected by immunofluorescence. Secondly, the expression of SKA1 was detected by Western 
blot. Finally, the effect on the centrosome amplification after interference with SKA1 was detected by  immuno-
fluorescence. The results showed that high glucose, high insulin, high palmitic acid significantly induced the cen-
trosome amplification in HCT116, MCF-7 and Hela cell, the centrosome amplification rate of the treatment group 
was significantly higher than the control group (P<0.01). The expression of SKA1 protein in the diabetic disease 
treatment group was significantly increased (P<0.01), and the expression of SKA1 protein in SKA1 siRNA group 
was significantly lower than that in the three-factor treatment group (P<0.01). The centrosome amplification rate 
of SKA1 siRNA group was significantly lower than which of the three-factor treatment group (P<0.01). This study 中

国
细
胞
生
物
学
学
报



88 · 研究论文 ·

2型糖尿病是当今危害人类健康的第三大慢

性非传染性疾病, 国际糖尿病联盟(International 
Diabetes Federation, IDF)数据表明, 至2017年全

球有4.51亿糖尿病患者, 预计至2045年总人数将

增至6.93亿[1]; 其中, 1型糖尿病占糖尿病总病例的

5%~10%, 2型糖尿病占90%~95%[2], 除1型糖尿病

与2型糖尿病外, 糖尿病的分型还包括妊娠糖尿病

和其他特殊类型糖尿病。2型糖尿病是一种复杂

的代谢紊乱疾病, 长期高血糖会导致机体多器官

受损, 造成较严重的并发症, 进而导致发病率和死

亡率的升高。糖尿病的并发症分为急性并发症和

慢性并发症, 急性并发症包括酮症酸中毒(diabetic 
ketoacidosis acidosis, DKA)、高渗性昏迷(hyperos-
motic nonketonic coma, HNC)、乳酸性酸中毒(lactic 
acidosis, LA)以及糖尿病低血糖症[3]。糖尿病慢性

并发症根据累及器官和血管的不同, 又分为微血管

并发症(如糖尿病视网膜病变、糖尿病肾病以及糖

尿病周围神经病变等)和大血管并发症(如心脑血管

疾病、周围血管病变等)。有研究表明, 与无糖尿

病并发症的妇女相比, 糖尿病并发症严重指数等于

2和大于等于3(DCSI=2和DCSI≥3)的妇女更有可

能被诊断为乳腺癌[4]。同时, 流行病学研究表明, 糖
尿病患者患结肠癌、子宫内膜癌和乳腺癌等多种

类型癌症的风险更高[3,5]。这一现象在结肠癌中表

现尤为明显, 临床研究中发现, 糖尿病患者患结肠

癌的风险增加1.3~3.0倍[5-7]。然而, 2型糖尿病和癌

症之间潜在的生物学联系仍然未知。本实验通过

研究糖尿病与癌症相关的信号通路为防治糖尿病

相关癌症提供指导。

中心体是广泛存在于大多数动物细胞中的细

胞器, 是细胞中的微管组织中心, 调节细胞形态、

运动、胞质运输并对有丝分裂期间纺锤体正常形

成和功能发挥起重要作用。它由一对被中心体周

质蛋白(pericentriolar material, PCM)围绕的中心粒

组成。在正常情况下, 大多数动物细胞内不同的细

胞周期阶段有一个或两个中心体, 无论是中心体的

数目还是中心体的结构, 在每个细胞周期中都被精

准控制。这种精准的调控类似于DNA的复制, 中心

体在每个细胞周期内仅复制一次, 在复制过程中两

对中心粒组织两个中心体以确保双极纺锤体正确

组装[8]。然而临床研究中发现, 在许多肿瘤组织中

存在着中心体扩增现象[9-10], 并且中心体扩增往往

与不良预后有关[11-12]。在细胞水平上, 中心体扩增

调节细胞分裂、运动和转运[13]; 在生物体水平上, 
中心体扩增可以诱发果蝇[14]和小鼠[15]肿瘤的产生, 
并增加癌症的侵袭力[16]。

纺锤体和动粒相关蛋白1(spindle and kinetochore 
associated complex protein 1, SKA1), 不仅在有丝分

裂期间定位在纺锤体微管和外部动粒界面上, 而且

也富集在中心体上[17]。研究表明, SKA1是一种新的

中心粒蛋白, 首先SKA1与中心粒蛋白如Centrin-3、
Cep135和CP110实现了共定位, 其次通过延时成像

记录以及基因沉默实验表明, SKA1在中心粒的生成

过程中必不可少[17]。同时发现, SKA1的过表达会引

起中心体的扩增, 研究通过延时成像记录为前列腺

上皮细胞中由SKA1的过度表达通过中心粒的过度

复制进而导致中心体扩增提供了直接证据[17]。此外, 
在体外前列腺癌细胞中过表达和基因沉默实验表

明, 中心粒过度复制的严重程度与SKA1表达水平具

有相关性[17]。总之, 这些研究结果表明, SKA1的严

格监管对控制中心体复制和中心体数量至关重要。

研究表明, 2型糖尿病患者的外周血细胞中心体

扩增水平相比正常人增加了2.6倍, 且空腹血糖浓度、

糖化血红蛋白所占百分数与中心体扩增率呈现出明

显的相关性[18]。本实验基于2型糖尿病患者体内会

表现出高血糖症、高胰岛素血症和游离脂肪酸水平

升高的病理生理因素, 采用高糖(15 mmol/L)、胰岛

素(5 nmol/L)、棕榈酸(150 μmol/L)在体外处理细胞

的方法进行研究。我们的研究证明, 糖尿病病理

生理因素通过纺锤体和动粒相关蛋白1(SKA1)导
致中心体的扩增, 从而为糖尿病和糖尿病相关的

癌症的发生建立了生物学的联系。

1   材料与方法
1.1   细胞与试剂

人结肠癌细胞HCT116、人乳腺癌细胞MCF-7

demonstrates that the pathophysiological factors of type 2 diabetes induce cell centrosome amplification via SKA1 
in HCT116, MCF-7, and Hela cell.

Keywords       type 2 diabetes; SKA1; centrosome amplification
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和人宫颈癌细胞Hela为本实验室所保存。DMEM/
低糖细胞培养基、DMEM/高糖细胞培养基、胎

牛血清(货号: 11012-8611)购自浙江天杭生物科技

股份有限公司。青/链霉素混合液(货号: P1400)购
自北京索莱宝科技有限公司。细胞裂解液(货号: 
P0013B)、蛋白酶抑制剂混合物(货号: P1005)、蛋

白酶磷酸酶抑制剂混合物(货号: P1045)购自上海碧

云天生物技术有限公司。0.22 μm、0.45 μm PVDF
膜购自美国Milipore公司。转染siRNA包括SKA1-
siRNA、NC-siRNA均购自生工生物工程(上海)股
份有限公司。HRP-山羊抗兔抗体(货号: BA1054)
购买自武汉博士德生物有限公司。兔SKA1多克隆

抗体(货号: PAB16832)购自美国Abnova公司。兔

ACTB多克隆抗体(货号: D110001-0100)购自生工

生物工程(上海)股份有限公司。鼠Gamma Tubulin
单克隆抗体(货号: ab11316)、兔Anti-Pericentrin抗
体(货号: ab4448)、山羊抗鼠(货号: ab150116)荧光

二抗购自美国Abcam公司。山羊抗兔(货号: 4412S)
荧光二抗购自美国CST公司。胰岛素(货号: P3376-
100IU)购自上海碧云天生物技术有限公司。棕榈酸

(货号: P5585-25G)购自美国Sigma公司。转染试剂

Lipofectamine 2000(货号: 11668-019)购自美国Invi-
trogen公司。

1.2   细胞培养和实验分组

人结肠癌上皮细胞HCT116、人乳腺癌细胞

MCF-7和人宫颈癌细胞Hela置于37 °C、5% CO2的恒

温培养箱中, 用含10%胎牛血清、1%双抗(青/链霉素)
的DMEM培养基(低葡萄糖, 1g/L)培养。待细胞融合

度达70%~80%后, 将细胞分为空白对照组、三因素

组、三因素+SKA1 siRNA组、三因素+NC siRNA组。

其中, 三因素为高糖、高胰岛素、高棕榈酸。

1.3   方法

1.3.1      免疫荧光观察细胞内中心体扩增情况          
收集对数期生长的细胞, 以每孔1×105个细胞的密度

接种于6孔板内爬片上, 设置3个复孔。待细胞贴壁后, 
进行siRNA转染, 并给予三因素处理。处理24 h后, 用
预冷的PBS进行清洗, 用–20 °C预冷的甲醇丙酮(体
积比为11׃)混合液在–20 °C的冰箱中固定6 min, 之后

PBS清洗3次(每次10 min)。细胞在0.1% Triton X-100
中透化15 min, 再次PBS清洗后, 使用5%牛血清白蛋

白(bovine serum albumin, BSA)来封闭非特异性结合

位点。于4 °C条件下用5% BSA稀释的一抗(山羊抗鼠

Gamma Tubulin 1000 1׃; 山羊抗兔Percentrin 1000 2׃)孵
育过夜。第2天取出爬片, 用PBS洗3次(每次10 min), 
再用5% BSA稀释的FITC荧光二抗(1000 1׃)中室温

避光孵育1 h。孵育完成后用PBS洗3次(每次10 min),
接下来用DAPI染色封片。在荧光倒置相差显微镜

下, 用油镜观察各个细胞系的中心体扩增情况, 每
组200个细胞并记录每个细胞的中心体数目, 计算

中心体扩增率, 每组3个重复。

1.3.2   siRNA转染      首先从培养箱中取出生长为

合适汇合度的细胞, 轻轻用PBS洗2次, 加入无血

清、无双抗的低糖培养基1.5 mL。取两个1.5 mL无
RNA酶EP管, 在250 μL无血清、无双抗的低糖培养

基中, 加入10 μL siRNA(2×10–10 mol), 作为A液, 室
温静置5 min; 在250 μL无血清、无双抗的低糖培

养基中加入5 μL转染试剂Lipofectamine 2000, 作为

B液, 室温静置5 min。将A液与B液混合后, 室温静

置20 min。将A、B混合液缓缓加入培养基中, 在
37 °C、5% CO2恒温培养箱中培养4~6 h后, 将培养

液换为完全培养基, 培养箱继续培养24 h后, 进行后

续实验。siRNA序列如下所示, SKA1-si正义链: 5′-
CCC GCU UAA CCU AUA AUC AAA-3′, 反义链: 
5′-UUU GAU UAU AGG UUA AGC GGG-3′; 阴性

对照siRNA正义链: 5′-UUC UCC GAA CGU GUC 
ACG U-3′, 反义链: 5′-ACG UGA CAC GUU CGG 
AGA A-3′。
1.3.3   Western blot检测相关蛋白水平      使用预冷

的PBS清洗细胞后, 细胞在含有蛋白酶抑制剂与蛋

白酶磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液中裂解以提取总

蛋白, 采用BCA测定蛋白浓度, 将提取的蛋白裂解

液与上样缓冲液按照41׃比例混合后煮沸5 min。将

样品按30 μg/孔加入到配好的SDS-PAGE胶中, 以浓

缩胶80 V分离20 min、分离胶120 V分离90 min电
泳分离蛋白。然后通过恒流220 mA电转90 min, 将
蛋白转移至PVDF膜。用含5%脱脂奶的TBST室温

封闭1 h后, 将膜与一抗(1000 1׃)于4 °C孵育过夜。

TBST洗涤3次, 每次10 min, 羊抗兔HRP二抗在室温

下孵育1 h, TBST洗涤3次, 每次10 min。使用ECL试
剂观察PVDF膜上结合的蛋白条带, 并迅速用X-射
线胶片压片, 之后迅速放于显影液中显影, 显出条

带后, 置于清水中以洗去胶片上残留的显影液, 之
后迅速放于定影液中定影。使用ImageJ软件进行蛋

白灰度值分析。
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1.4   统计学分析

应用SPSS统计软件进行统计学分析, 采用t检
验, 单因素方差分析分析数据显著性, 实验数据采

用均数±标准差表示, 每个独立实验重复至少3次。

P<0.05表示差异显著, P<0.01表示差异极显著。

2   结果
2.1   高糖、胰岛素、棕榈酸诱导HCT116、MCF-7
与Hela细胞中心体扩增

用高糖、胰岛素、棕榈酸处理HCT116、MCF-7与
Hela细胞, 免疫荧光实验观察和计数中心体。如图1A、
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A、C、E为高糖、胰岛素、棕榈酸处理HCT116、MCF-7与Hela细胞中免疫荧光观察出现中心体扩增现象。B、D、F分别为对HCT116、
MCF-7与Hela细胞中心体扩增率进行统计的结果, 分别与各自细胞系的对照组相比中心体扩增率显著升高, **P<0.01。
A, C, and E were high glucose, insulin, and palmitic acid-treated HCT116, MCF-7, and Hela cells and immunofluorescence observed the phenomenon 
of centrosome amplification. B, D, and F were the results of statistical analysis of the centrosome amplification rate of HCT116, MCF-7 and Hela cells, 
respectively. The rate of centrosome amplification was significantly higher than that of the control group of each cell line, **P<0.01.

图1   高糖、胰岛素、棕榈酸处理后免疫荧光观察HCT116、MCF-7、Hela细胞中心体

Fig.1   HCT116, MCF-7 and Hela were treated with high glucose, insulin and palmitic, and the centrosome 
amplification was detected by immunofluorescent staining under microscope
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图1C和图1E所示, 蓝色为细胞核, 红色与绿色表示

中心体, 在三种细胞系中均出现了中心体扩增现象

(图中所示为细胞中发生中心体扩增和正常中心体

形态的代表图)。对中心体扩增率进行统计发现, 在
HCT116、MCF-7与Hela细胞中高糖、胰岛素、棕

榈酸处理会诱发细胞产生中心体扩增。结果表明, 
高糖、胰岛素、棕榈酸处理组中扩增的中心体数目

显著高于对照组(P<0.01)(图1B、图1D和图1F)。
2.2   高糖、胰岛素、棕榈酸处理促进SKA1的高

表达

高糖、胰岛素、棕榈酸处理HCT116、MCF-7
与Hela细胞系, 发现SKA1蛋白较对照组表达增强, 

将SKA1 siRNA转染入HCT116、MCF-7与Hela细胞

后, SKA1蛋白在siRNA组中的表达显著低于三因素

处理组(图2)。
2.3   SKA1介导中心体扩增

用三因素处理HCT116、MCF-7、Hela细胞后, 
细胞中心体扩增率显著升高(P<0.01), 而当加入SKA1 
siRNA后, 三因素诱导的中心体扩增明显受到抑制

(P<0.01), 表明SKA1介导中心体扩增(图3)。

3   讨论
本实验中, 与对照组相比高糖、高胰岛素、高

脂肪酸(棕榈酸)三因素处理组出现三个及以上中

A、C、E: Western blot检测HCT116、MCF-7与Hela细胞系中高糖、胰岛素、棕榈酸处理及在SKA1 siRNA转染后SKA1蛋白水平的变化; B、D、

F: 蛋白灰度分析; **P<0.01, 与对照组相比较; ##P<0.01, 与处理组相比较。

A,C,E: Western blot analysis of high glucose, insulin, palmitic acid treatment in HCT116, MCF-7 and Hela cell lines and changes in SKA1 protein levels 
after SKA1 siRNA transfection; B,D,F: gray-vaule of SKA1 protein level. **P<0.01 compared with the control group; ##P<0.01 compared with the   
treated group.

图2   高糖、胰岛素、棕榈酸处理后对SKA1蛋白表达的影响

Fig.2   Effect of high glucose, insulin and palmitic acid on the expression of SKA1 protein 
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A、C、E: 免疫荧光观察在高糖、胰岛素和棕榈酸处理HCT116、MCF-7和Hela及在转染SKA1 siRNA后对中心体扩增的影响; B、D、F: 为在高糖、

胰岛素和棕榈酸处理HCT116、MCF-7和Hela及在转染SKA1 siRNA后对中心体扩增数的统计; **P<0.01, 与对照组相比较; ##P<0.01, 与处理组

相比较。

A,C,E: immunofluorescence observation of HCT116, MCF-7 and Hela treated with high glucose, insulin and palmitic acid and effects on centrosome 
amplification after transfection of SKA1 siRNA; B,D,F: HCT116 MCF-7 and Hela were treated with high glucose , insulin and palmitic acid and the 
number of centrosome amplification after transfection of SKA1 siRNA; **P<0.01 compared with the control group; ##P<0.01 compared with the treated 
group.

图3   SKA1介导中心体扩增

Fig.3   SKA1 mediate the centrosome amplification
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心体扩增现象。在对中心体扩增率进行统计时

发现, 处理组中中心体扩增率较对照组显著升高

(P<0.01)。在相同处理条件下检测SKA1蛋白表达, 
发现SKA1蛋白表达增加, 在加入SKA1的siRNA后, 
SKA1蛋白表达降低, 免疫荧光观察发现, 中心体扩

增被抑制。本实验证明, SKA1参与了糖尿病病生因

素诱发的中心体扩增。

纺锤体和动粒相关蛋白1(SKA1)作为一种微管

结合蛋白, 定位于纺锤体微管和外动粒界面之间。

SKA1招募SKA复合物(SKA1、SKA2和SKA3)结合

到微管上, 在有丝分裂期间将动粒和纺锤体微管间

联系在一起, 保证了有丝分裂的顺利进行。SKA1的
缺失会导致严重的染色体分离缺陷, 而过度表达则

导致微管的成核, 这揭示了SKA1在微管组织中的作

用[19-24]。体外实验证明, 在转基因前列腺小鼠模型中, 
特异性上调SKA1会促进中心粒的过度复制, 导致自

发性肿瘤发生[17]。此外, SKA1是调控肝癌细胞增殖

和凋亡的关键因子, 研究表明, 通过敲低SKA1可以导

致细胞周期停滞在G0/G1期, 从而抑制肝癌细胞的增

殖[25]。研究表明, SKA1异常表达可能与其他实体瘤

如胃癌、口腔腺鳞癌和神经胶质母细胞瘤的发生密

切相关[25-28]。本研究结果表明, SKA1参与了糖尿病

的病生因素诱发的中心体扩增。

有研究表明, 细胞调节因子MDM2通过Notch1
信号传导参与高葡萄糖诱导的足细胞有丝分裂灾

难, 并在此过程中升高了细胞周期蛋白Aurora B的
表达[29]。有文献报道称, Aurora B可以通过磷酸化

SKA1从而改变SKA1的定位与功能[30], 但是并没有

研究直接表明糖尿病与SKA1蛋白的关系。在本次

实验中, 糖尿病的病生因素是否通过增加MDM2与
Aurora B的表达, 从而导致SKA1表达的升高, 还需

要更深入的研究。

中心体扩增的机制比较复杂, 目前潜在的机制

有: (1)在一个细胞周期中出现中心粒的过度复制; 
(2)中心粒在S期重头复制; (3)有丝分裂期间中心粒

复制, 但细胞没分裂, 即胞质分裂失败及细胞融合, 
中心粒不受控制的分裂[31]。随着研究深入, 越来越

多的蛋白可能与之有关, 在分子水平上已经鉴定了

许多用于细胞中心体扩增的信号介质。例如, Chk2
位于中心体, 并控制亚毒性浓度的羟基脲引起的中

心体扩增[32]。细胞周期蛋白E[33-35]的过表达也促进

中心体扩增。Ras是一种中心体外的蛋白质, 已被证

明会导致中心体扩增[36]。在OSCC中, 中心体扩增

是常见异常现象, 而p53/STK15转激活–非依赖通路

可能参与中心体异常的形成, 与之共同参与OSCC
的发生[37]; HPVE6和HPVE7可能通过作用于不同

的通路来阻碍中心体的自身平衡[38]。中心体蛋白

PLK4[13]或Aurora A[31]过度表达可导致中心体扩增。

在此之中, 我们发现, SKA1过表达出现的中心粒结

构与PLK4过表达所出现的结构相似, 通过SKA1-
GFP(SKA1绿色融合蛋白)与中心粒蛋白Centrin3、
Gamma tubulin、Cep135、CP110的共定位表明, SKA1
不仅富集在纺锤体微管与外动粒的交界面外, 还富

集在中心粒上, 所以SKA1的过表达导致中心粒的过

度复制进而导致中心体扩增[17]。

以上研究结果提示, 糖尿病病理生理因素通过

SKA1诱导细胞中心体的扩增, 有实验证明, 中心体

扩增能够使正常细胞转化为肿瘤细胞[13], 所以中心

体扩增可能是糖尿病人肿瘤易感性增加的生物学机

理。
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