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葡萄糖、棕榈酸通过ROCK1-KIF2A通路

诱导结肠癌细胞中心体扩增
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摘要      为了研究微管解聚酶KIF2A如何参与葡萄糖、棕榈酸诱导的结肠癌HCT116细胞中心

体扩增, 该实验使用葡萄糖(Glu, 25 mmol/L)、棕榈酸(Pal, 150 μmol/L)处理HCT116细胞后, 再使用

ROCK1抗体免疫沉淀其相互作用蛋白, 并将沉淀结果通过高通量质谱HPLC/MS鉴定。通过West-
ern blot、siRNA、免疫荧光验证ROCK1的相互作用蛋白。结果显示, 在葡萄糖、棕榈酸共同处理后, 
中心体定位的ROCK1可结合中心体蛋白定位的微管解聚酶KIF2A。敲降KIF2A的表达可降低葡萄

糖、棕榈酸诱导的中心体扩增率。生物信息学分析显示, 癌组织KIF2A的mRNA表达水平较健康组

织显著增加(健康组织3.275±0.385, Stage I 4.460±0.682, Stage II 4.436±0.620, Stage III 4.365±0.680, 
Stage IV 4.442±0.555, P<0.01), 不同临床分期的结肠癌组织中KIF2A的表达量无显著差异。KIF2A
的低表达与结肠癌的不良预后呈正相关(中位生存期为低表达1 765天vs高表达3 042天)。综上所述, 
ROCK1-KIF2A通路在葡萄糖、棕榈酸诱导的中心体扩增中起到了关键作用, 为糖尿病相关的结肠

癌综合防治提供了实验依据。

关键词      葡萄糖; 棕榈酸; 中心体扩增; ROCK1; KIF2A  

Glucose and Palmitic Acid Induce Colon Cancer Cell Centrosome 
Amplification through ROCK1-KIF2A Pathway
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Abstract     This work was to investigate how microtubule depolymerase KIF2A was involved in centrosome 
amplification induced by glucose and palmitic acid in colon cancer HCT116 cells. HCT116 cells were co-treated 
with glucose (25 mmol/L) and palmitic acid (150 μmol/L), and then immunoprecipitated with ROCK1 antibody, 
and the precipitation results were identified by high throughput mass spectrometry HPLC/MS. Western blot, siRNA 
and immunofluorescence were used to verify the interacting proteins of ROCK1. The results showed that the cen-
trosomal located ROCK1 could bind to the centrosomal protein-located microtubule depolymerase KIF2A after 
treatment with glucose and palmitic acid. Knockdown of KIF2A expression could reduce the amplification rate of 
centrosomes induced by glucose and palmitic acid. Bioinformatics analysis showed that the mRNA expression level 
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of KIF2A in cancer tissue was significantly higher than that in healthy tissue (healthy tissues 3.275±0.385, Stage I 
4.460±0.6818, Stage II 4.436±0.620, Stage III 4.365±0.680, Stage IV 4.442±0.555, P<0.01), there is no difference 
in the expression of KIF2A in colon cancer tissues of different clinical stages. The low KIF2A expression was posi-
tively correlated with poor prognosis of colon cancer (median survival: low expression 1 765 days vs high expres-
sion 3 042 days, P<0.01). In conclusion, ROCK1-KIF2A pathway plays a key role in centrosome amplification in-
duced by glucose and palmitic acid, which provides experimental basis for comprehensive prevention and treatment 
of diabetes-related colon cancer..
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在中国, 每年新发结肠癌患者为38.8万人, 发病

率持续上升, 时至今日, 结肠癌的发病率已跃居第三

位[1]。近年来临床研究表明, II型糖尿病(type 2 dia-
betes, T2D)可显著增加(1.5~3.0)倍的结肠癌发生率[2], 
与结肠癌的不良预后以及升高的死亡风险存在显著

相关性。

中心体扩增诱导的染色体不稳定是结肠癌发

生的重要机制。在85%的结肠癌患者中均可观察到

染色体不稳定的现象, 非整倍染色体的出现使得结

肠肿瘤具有高水平的瘤内异质性, 促进肿瘤的进化, 
且与结肠癌的不良预后密切相关。结肠癌中非整倍

染色体的出现与高水平的中心体扩增之间具有较强

的因果关系。

中心体扩增是指细胞内含有两个以上的中心

体数目。扩增的中心体可通过分散、聚集的方式形

成异常的纺锤体, 经由多极分裂、伪二级分裂等不

对称分裂的方式, 诱导有丝分裂过程中的染色体的

不均等分配, 导致子代细胞出现非整倍体[3]。癌组织

细胞的扩增率与癌症的TNM分期、病理分型、癌

症预后等存在显著的正相关。基因过表达、敲除动

物模型的研究表明, 体细胞的中心体扩增可诱导染

色体的不稳定[4], 致使各种癌症的发生、发展[5]。

前期的研究表明 , T2D常见病理生理因子葡

萄糖 (glusoce, Glu)、棕榈酸 (palmitic acid, Pal)可通

过AKT/ROS/ROCK1信号转导通路 , 增加HCT116、
MCF-7、HeLa等细胞的中心体扩增率[6]。

ROCK1(Rho-associated coiled-coil-containing 
protein kinase 1)是Rho下游的细胞骨架调控蛋白, 与
胰岛素抵抗[7]、血管功能障碍[8]等T2D并发症的发生

存在相关性, 是糖尿病治疗的潜在靶点[9]。ROCK1
的抑制可极显著降低AOM/DSS诱导的小鼠结肠癌

发生[10]。研究表明, ROCK1的缺失可降低细胞周期

相关蛋白Cyclin D1、CDK2及CDK4的表达, 抑制细

胞周期的G1/S转换[11], 降低癌细胞的增殖能力, 提示

ROCK1可间接影响细胞周期相关蛋白的表达, 从而

调控细胞周期的进行。前期研究中, 通过ROCK1与
中心体蛋白 γ-tubulin的荧光共定位 , 我们发现并初

步研究了ROCK1的中心体定位以及ROCK1的蛋白

表达量对中心体扩增的促进作用。但中心体定位

ROCK1诱导中心体扩增的分子机制仍需深入研究。

鉴于此, 我们将使用co-IP与HPLC/MS连用的方

式, 发现并鉴定与ROCK1存在相互作用的中心体蛋

白, 并初步探讨ROCK1与其潜在下游底物之间的相

互作用及其该通路对葡萄糖、棕榈酸诱导结肠癌细

胞中心体扩增的影响。

1   材料与方法
1.1   细胞与试剂

人结肠细胞HCT116购自中国医学科学院。低

糖 (5 mmol/L)/高糖 (25 mmol/L) DMEM培养基、

0.25%胰蛋白酶、青/链霉素均购自北京Gibco公
司; BSA、细胞转染脂质体Lipofectamine 2000购自

Thermo Fisher公司; 免疫沉淀琼脂糖珠IP05购自Mil-
lipore公司; 抗KIF2A兔抗体(D125969)购自生工生物

(上海)股份有限公司; 抗anti-γ-tubulin小鼠单克隆抗

体(ab113166)、山羊抗鼠荧光二抗594(ab150116)购
自Abcam公司; 抗ROCK1兔抗体(4035)、山羊抗兔

荧光二抗488购自CST公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      HCT116结肠癌细胞培养于37 °C, 
胎牛血清含量为10%的低糖DMEM培养基中。棕榈

酸使用无水乙醇溶解, 按照摩尔浓度比为13׃的比例

与5%的BSA混合, 于37 °C孵育30 min, 使BSA与棕

榈酸充分交联。

1.2.2   免疫荧光检测中心体数目      细胞培养24 h
后更换高糖培养基并加入终浓度为150 μmol/L的棕
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榈酸。处理48 h后加入–20 °C预冷的甲醇固定细胞, 
PBS清洗3次, 每次5 min, 0.1% Triton X-100透化细胞

10 min, PBS清洗, 3% BSA室温封闭1 h。湿盒4 °C
一抗(1000 1׃)孵育过夜, 室温避光孵育二抗(1000 1׃) 
1 h, 滴加封片液封片后立即使用显微镜观察, 每个

样本观察300个细胞, 统计中心体扩增比例。

1.2.3   siRNA干扰敲低KIF2A蛋白表达      细胞铺板

后, 当细胞聚合度达到50%左右时, 更换无血清、无

双抗培养基并进行转染。使用的siRNA序列如下, 
KIF2A: 5′-CCA CUA GUG GAA ACA AUT T-3′。
1.2.4   蛋白质免疫印迹(Western blot)检测相关蛋白

水平      HCT116细胞处理24 h后, 使用预冷的RIPA裂

解液收集细胞, 4 oC、10 000 r/min离心15 min, 100 °C
煮沸10 min充分变性蛋白。电泳、转膜后, 5%脱脂

牛奶封闭0.45 μmol/L的PVDF膜1 h, 4 °C孵育一抗

过夜, TBST清洗3次, 每次5 min, 二抗室温孵育1 h, 
TBST清洗PVDF膜3次, 每次5 min, 滴加ECL发光液, 
使用胶片曝光, 经显影, 定影后, 在扫描仪上扫描胶

片。

1.2.5   KIF2A恢复实验      构建pcDNA3.1-KIF2A过
表达质粒, 点突变KIF2A的siRNA靶序列为5′-CCC 
CUC GUU GAA ACA AUT T-3′, 提取质粒后使用

Lipofectamine 2000转染 siRNA及pcDNA3.1-KIF2A
过表达质粒至HCT116结肠癌细胞, Western blot检验

KIF2A蛋白表达量, 免疫荧光检测中心体扩增率。

1.2.6   蛋白免疫共沉淀及高通量质谱检测ROCK1差
异结合蛋白      细胞处理一定时间后丢弃培养基, 
每10 cm培养皿中加入1 mL RIPA裂解液, 冰浴裂解

30 min, 4 °C、10 000 r/min离心10 min后吸取澄清透

明溶液, 加入20 μL琼脂糖珠进行预清除, 冰上摇晃2 h。
样品中每1 mg总蛋白加入1 μg的ROCK1抗体, 冰浴4 h, 
每组加入30 μL琼脂糖珠冰浴2 h, 用预冷的RIPA裂解

液清洗琼脂糖珠3次。Western blot: 每管加入50 μL
的2.5× loading buffer, 100 °C煮沸10 min; HPLC/MS: 
上一步所得的沉淀经酸洗脱, 干冰中保存并送至上

海拜谱生物科技有限公司检测, 鉴定相关蛋白并进

行生物信息学分析。 
1.2.7   生物信息学分析 KIF2A在结肠肿瘤中的

mRNA表达量及其与预后的相关性      KIF2A在
正常组织与肿瘤组织中的mRNA表达量数据来自

临床生信之家 (www.aclbi.com/static/index.html), 
mRNA表达量与预后数据来自于HUMAN PROTEIN 

ATLAS(https://www.proteinatlas.org)。蛋白互作网络

使用STRING数据库进行分析(https://string-db.org)。
1.2.8   统计学分析      实验数据使用Graph pad 8.0进
行非参数t检验或One-Way ANOVA分析, 结果以平

均值±标准差(x
_
±s)形式呈现。#P<0.05表示差异显著, 

##P<0.01表示差异极显著, *P<0.05表示差异显著, 
**P<0.01表示差异极显著。

2   结果
2.1   葡萄糖、棕榈酸诱导结肠癌HCT116细胞中

心体扩增

使用葡萄糖(25 mmol/L)、棕榈酸(150 μmol/L)
处理HCT116细胞48 h, 可使得HCT116细胞中心体扩

增率显著增加(图1A), 中心体扩增如图1B所示。

2.2   高通量质谱鉴定ROCK1相互作用中心体蛋白

使用ROCK1抗体进行免疫沉淀, 并进行HPLC/
MS鉴定。仅存在于对照组的与ROCK1相互作用

的中心体蛋白有 ACTR1A、AURKB、MEAF6、
NUDT21、NUMA1、RANBP1、TOP2A; 仅存在

于处理组与ROCK1相互作用的中心体蛋白有BC-
CIP、DCTN2、KIF2A、PLEKHG6、TPR、ZW10; 
同时存在于两组与ROCK1相互作用的中心体蛋白

有 : CALM3、HSPA1B、CCT8、NPM1、HSPA6、
CCT4、TCP1、CCT5、MDH1、DHX9、RUVBL2、
C14oerf166、CROCC、MAPRE1、PAFAH1B1。将

上述结果通过STRING数据库进行蛋白相互作用分

析。结果如图2所示 , 与ROCK1存在相互作用的蛋

白存在于两个复合体中 , 分别为KIF2A、AURKB、
ZW10、DCTN2、ACTR1A、PAFAH1BA、NUMA1
构成的复合体与 CCT5、CCT8、TCP1、CCT4、
HSPA6、HSPA1A、HSPA1B、MDH1构成的复合体。

2.3   ROCK1结合KIF2A促进中心体扩增

通过分子对接分析, 我们发现ROCK1与KIF2A
存在直接结合的可能。基于生物信息学分析, 首
先我们检测了葡萄糖、棕榈酸处理36 h内KIF2A、

ROCK1的蛋白表达量, 结果显示, 处理24 h后KIF2A
的蛋白表达量显著下降, ROCK1的蛋白表达量显著

上调(图3A)。通过co-IP实验, 检验ROCK1与KIF2A
的相互作用。葡萄糖、棕榈酸处理后, 使用ROCK1
抗体进行免疫共沉淀 , 与ROCK1结合的KIF2A的

含量显著升高(图3B)。反之, 使用KIF2A的抗体进

行免疫共沉淀, 与KIF2A结合的ROCK1的含量显著
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A: 葡萄糖、棕榈酸共同处理HCT116细胞48 h诱导中心体扩增; B: 葡萄糖、棕榈酸诱导的HCT116结肠癌细胞中心体扩增示意图。蓝色: DAPI, 
红色: 中心体标记蛋白γ-tubulin。**P<0.01, n=3。
A: Glu, Pal co-treatment promote centrosome amplification of HCT116 cancer cells after 48 h treatment; B: diagrammatic drawing of Glu and Pal pro-
moted centrosome amplification. Blue: DAPI, red: centrosome marker γ-tubulin. **P<0.01, n=3.

图1   葡萄糖、棕榈酸共同诱导HCT116细胞中心体扩增

Fig.1   Glu, Pal promote centrosome amplification of HCT116 cancer cells
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图2   HPLC/MS鉴定的ROCK1结合蛋白生物信息学分析

Fig.2   Bioinformatics analysis of HPLC/MS identified ROCK1 and its interacting proteins 
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升高(图3C)。ROCK1与KIF2A的相互作用显著增

强。使用ROCK1、KIF2A抗体进行免疫荧光共定位, 
可见ROCK1与KIF2A存在相同中心体定位 (图3D)。

siRNA干扰KIF2A的表达可显著降低葡萄糖、棕榈

酸引起的中心体扩增, 回补野生型KIF2A后中心体扩

增被显著抑制(图3E和图3F)。结果提示, 中心体定位
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的ROCK1可通过结合KIF2A介导中心体扩增。

2.4   KIF2A与结肠癌的生物信息学分析

首先我们使用基于TCGA的在分析软件分析

了KIF2A在455例健康组织与820例结肠癌组织中

的mRNA表达水平 , 如图4A所示 , 癌组织中KIF2A
的 mRNA水平显著升高 (健康组织 3.275±0.385,  
Stage I 4.460±0.6818, Stage II 4.436±0.620, Stage III 
4.365±0.680, Stage IV 4.442±0.555, P<0.01), 不同临

床分期的结肠癌组织中KIF2A的mRNA表达无差异。

最后我们分析了KIF2A的mRNA表达量与结肠癌预

后的相关性, 如图4B所示, KIF2A的低表达与结肠癌

的不良预后显著相关, 中位生存期为低表达1 765天
vs高表达3 042天, P=0.001差异显著。

3   讨论
前期的研究中, 我们使用免疫荧光共定位发现

了ROCK1的中心体定位, 但对中心体分布的ROCK1
促进细胞中心体扩增的分子机制仍不清楚。通过

高通量质谱, 我们鉴定了两个可能与ROCK1存在相

互作用的复合体, 首先是分子伴侣复合体, 由CCT4、
CCT5、CCT8、TCP1、HSPA1A、HSPA6、HSP1B
组成, 通过消耗ATP来促进actin与tubulin的折叠。另

一复合体包含KIF2A、DCTN2、AURKB、 ZW10、
MAPRE1、PAFAH1B1、ACTR1A。它参与调节与

细胞器结合, 调节有丝分裂中期染色体排列和纺锤

体, 参与微管的中心体锚定。结合co-IP的质谱结果, 
我们发现ROCK1可能结合并磷酸化修饰微管解聚

酶KIF2A。

KIF2A是驱动蛋白超家族中的一员, 主要位于

中心体、纺锤体、间体、细胞质、细胞核; 通过调节

细胞微管的解聚与聚合, 促进细胞周期的进行[12-13]。

临床研究表明: KIF2A的T320L、S317N、H321D突

A: 葡萄糖、棕榈酸处理0、12、24、36 h后KIF2A、ROCK1的蛋白表达量; B: 使用ROCK1抗体进行免疫沉淀, 检测葡萄糖、棕榈酸处理24 h 
ROCK1结合KIF2A的蛋白量; C: 使用KIF2A抗体进行免疫沉淀, 检测葡萄糖、棕榈酸处理24 h KIF2A结合ROCK1的蛋白量; D: 免疫荧光共染

色检测ROCK1、KIF2A的亚细胞定位; E: siRNA敲降KIF2A, 同时回补野生型KIF2A, 处理48 h后检测HCT116细胞中心体扩增; F: 处理24 h后检

测KIF2A的蛋白表达量。**P<0.01, n=3。
A: the protein expression of KIF2A, ROCK1 after 12, 24, 36 h treatment of glucose and palmitic acid; B: immunoprecipitation and detect KIF2A pro-
tein expression using ROCK1 antibody after 24 h treatment of Pal and Glu; C: immunoprecipitation and detect ROCK1 protein expression using KIF2A 
antibody  after 24 h treatment of Pal and Glu; D: co-immunofluorescence detect the subcellular localization of ROCK1 and KIF2A; E: knock down the 
expression of KIF2A using siRNA and rescue, detect centrosome amplification after 48 h treatment; F: detect the protein level of ROCK1 after 24 h 
treatment. **P<0.01, n=3.

图3   ROCK1结合KIF2A促进中心体扩增

Fig.3   ROCK1 promote centrosome amplification through conjugate KIF2A
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变可引起新生儿的头小畸形, 发育迟缓[14]。

在有丝分裂的细胞中, KIF2A的表达与细胞纺

锤体、染色体稳定密切相关; KIF2A的缺失, 常导

致细胞周期延长、纺锤体紊乱、染色体不均等分

裂[15], 表明KIF2A的缺失可降低细胞染色体的稳定

性。当细胞进入分裂期, PLK1与Aruora A则在不同

的时期对KIF2A的活性进行完全不同的调控。PLK1
在T554处磷酸化KIF2A, 促进KIF2A对细胞微管的解

聚, 加速细胞的纤毛发生[16]。另一中心体相关的激

酶Aurora A对KIF2A的结合却能够抑制其解聚活性, 
从而促进微管结构的稳定[17]。然而KIF2A酶活性的

缺失或过度激活均会影响染色体间的微管长度并扰

乱中心纺锤体, 导致中心体扩增与细胞的不对称分

裂[18-19], ROCK1与ROCK2存在相似的催化结构域。

在神经细胞中, LPA的刺激可激活ROCK2, 直
接于T482磷酸化KIF2A, 增强KIF2A的微管解聚酶

活性, 降低微管的稳定性[20]。推测ROCK1也可能通

过类似的分子机制增强KIF2A解聚酶活性, 诱导中

心体的扩增、染色体不稳定。ROCK1如何磷酸化

修饰KIF2A, 调节其微管解聚酶活性及其解聚酶活

性与中心体扩增之间的关系有待进一步探讨。

在葡萄糖、棕榈酸处理后 ,  HCT116细胞中

KIF2A的蛋白水平显著降低, 进一步使用siRNA敲

降KIF2A的蛋白表达, 则显著抑制中心体扩增。提

示ROCK1-KIF2A通路促进细胞中心体扩增的方式

可能为: ROCK1磷酸化激活KIF2A, 促进微管的解

聚, 降低微管系统的稳定性, 诱导中心体扩增, 敲降

KIF2A的表达则有利于维持微管系统的稳定性并抑

制葡萄糖、棕榈酸引起的中心体扩增。

在我们的处理模型中, KIF2A一定程度的低表

达与细胞中心体的扩增存在相关性。基于TCGA的

生物信息学的分析显示, 相较于健康组织, 癌组织

KIF2A的mRNA表达量显著升高, 但KIF2A的mRNA
水平低表达与结肠癌的不良预后相关, 即KIF2A的

低表达与结肠癌的不良预后呈正相关。提示II型糖

尿病可能通过以下的两种机制促进结肠癌的发展: 
(1) 在蛋白功能方面, 通过ROCK1-KIF2A通路, 降
低KIF2A的微管解聚酶活性; (2) 在转录水平, 降低

KIF2A的表达量, 降低有丝分裂过程中微管系统的

动态调节能力, 诱导中心体扩增、染色体不稳定进

而促进结肠癌的发展, 降低结肠癌患者的预后。

综上所述, 我们通过免疫沉淀与高通量质谱的

方式鉴定了可能与ROCK1存在直接或间接作用的

蛋白及复合体。为研究ROCK1调节中心体、细胞

周期以及染色体稳定性的研究提供了实验基础。
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