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摘要　 目的 　 探究 ５⁃磷酸核糖醇转移酶 ｆｕｋｕｔｉｎ（ＦＫＴＮ）对

ＨｅＬａ 细胞周期、凋亡、迁移以及 α 抗肌萎缩相关糖蛋白（α⁃
ＤＧ）分泌的影响。 方法 　 构建质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ，
将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 转染至 ＨｅＬａ 细胞，提取总蛋白，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＦＫＴＮ 的过表达；过表达 ＦＫＴＮ 后利用流

式细胞术检测细胞周期、凋亡情况；过表达 ＦＫＴＮ 后，采用细

胞划痕实验检测细胞迁移速率，使用麦胚凝集素琼脂糖珠

（ＷＧＡ⁃ａｇａｒｏｓｅ）富集培养液中的 α⁃ＤＧ，然后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测。 结果　 成功构建 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 真核表达

质粒；ＦＫＴＮ 在 ＨｅＬａ 细胞中可过表达；过表达 ＦＫＴＮ 后与对

照组相比，实验组细胞周期 Ｓ 期百分比下降（Ｐ ＜ ０. ００１），细
胞凋亡率无变化（Ｐ ＞ ０. ０５）；过表达 ＦＫＴＮ 后与对照组相比，
实验组细胞迁移速率无变化（Ｐ ＞ ０. ０５），α⁃ＤＧ 分泌量减少。
结论　 过表达 ＦＫＴＮ 阻滞 ＨｅＬａ 细胞周期，抑制 α⁃ＤＧ 分泌，
但对细胞凋亡、迁移无影响。
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　 　 抗肌萎缩相关糖蛋白（ｄｙｓｔｒｏｇｌｙｃａｎ，ＤＧ）由 α 和

β 两个亚基构成［１］，位于胞外的 α 亚基通过与跨膜

的 β 亚基非共价连接，而将胞外基质组分（如层粘

连蛋白） 与胞内组分（如 ｄｙｓｔｒｏｐｈｉｎ） 连接起来［２］。
研究［２］ 表明 α⁃ＤＧ 在中枢神经系统的结构和功能、
上皮的形态发生、细胞黏附、突触的发生和信号转导

等方面发挥重要作用。
　 　 研究［３］表明 α⁃ＤＧ 的结构和功能与该蛋白复杂

的糖基化修饰密切相关。 ＦＫＴＮ 是 ５⁃磷酸核糖醇转

移酶家族成员之一，可将 ５⁃磷酸核糖醇共价连接到

α⁃ＤＧ Ｏ⁃糖基化的 Ｍ３ 核心，而 ｆｕｋｕｔｉｎ 相关蛋白

（ｆｕｋｕｔｉｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＫＲＰ）将 ５⁃磷酸核糖醇添加

到前一个 ５⁃磷酸核糖醇后，后续的糖基转移酶在串

联的 ５⁃磷酸核糖醇上继续延伸糖链［４］。 α⁃ＤＧ 的杂

多糖链上的木糖 －葡萄糖醛酸二糖重复单元是许多

胞外基质蛋白结合的区域，而 ５⁃磷酸核糖醇是这个

重复结构形成的必不可少的引物［４］。 课题组拟通

过在 ＨｅＬａ 细胞中过表达 ＦＫＴＮ 后探究其对细胞周

期、凋亡、迁移和 α⁃ＤＧ 分泌的影响。

１　 材料与方法

１． １ 　 细胞、菌株和质粒 　 ＨｅＬａ 细胞、ＴＧ１ 菌株、
ｐｃＤＮＡ３. １ 载体、质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＦＬＡＧ 为范

礼斌课题组保存［５］，质粒 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ
购自湖南优宝生物科技有限公司（货号：Ｆ１３８５７７）。
１． ２　 主要仪器 　 ＢＳＣ⁃Ⅱ级生物安全柜（１３００）、微
量核酸检测仪［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］；
小型梯度 ＰＣＲ 仪、电泳仪（美国伯乐生物科技有限

公司）；全自动化学发光成像仪、小型垂直转移槽

（上海天能生物科技有限公司）；倒置显微镜（日本

奥林巴斯株式会社）；ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪、高速冷

冻离心机［贝克曼库尔特商贸（中国）有限公司］；光
吸收酶标仪［美谷分子仪器（上海）有限公司］。
１． ３　 主要试剂 　 胎牛血清（美国 Ｃｌａｒｋ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
公司）；Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ［赛默飞世尔科技（中国）有限公

司］；Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂、苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、
胰酶细胞消化液（含 ＥＤＴＡ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ 细胞裂解液、
一抗稀释液（上海碧云天生物技术有限公司）；蛋白

酶抑制剂混合物（美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ）；改良型

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法蛋白浓度测定试剂盒、ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ限

制性内切酶、Ｔ４ 连接酶（上海生工生物有限公司）；
ＤＮＡ 聚合酶［宝日医生物技术（北京）有限公司］；
胶回收、质粒提取试剂盒（广州飞扬生物工程有限

公司）；ＰＩ 染液（美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ⁃
ＦＩＴＣ 细胞凋亡试剂（上海贝博生物科技有限公司）；
０. ２ μｍ ＰＶＤＦ 膜（美国伯乐生物科技有限公司）；
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ＷＧＡ⁃ａｇａｒｏｓｅ（美国 Ｖｅｃｔｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）；ＦＬＡＧ 抗体

［西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司］；ＨＡ 抗体

［圣克鲁斯生物技术（上海）有限公司］；ＧＡＰＤＨ 抗

体（武汉三鹰生物技术有限公司）；ＩＩＨ６ Ｃ４ 抗体（美
国爱荷华大学 Ｃａｍｐｂｅｌｌ， Ｋ． Ｐ 教授赠送）；辣根过氧

化物酶标记山羊抗鼠 ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术

有限公司）；辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠 ＩｇＭ（北
京博奥森生物技术有限公司）。
１． ４　 方法

１． ４． １　 质粒构建 　 ＰＣＲ 引物由通用生物系统（安
徽） 有限公司合成， α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 正向引物序列：
ＧＧＡＡＴＴＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＧＡＴＧＴＣＴＧＴ，反向引物

序列：ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＴＴＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣ⁃
ＧＴＡＴＧＧＧＴＡＧＣＣＣＣＧＧＧＴＧＡＴＡＴＴＣＴ。 以 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
α⁃ＤＡＧ⁃ＦＬＡＧ 质粒为模板，ＰＣＲ 扩增出含 ＨＡ 标签

的 α⁃ＤＡＧ，将 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶电泳，使用

胶回收试剂盒进行回收，得到其 ＰＣＲ 纯化产物。 使

用 ＥｃｏＲⅠ、ＸｂａⅠ限制酶分别酶切 ＰＣＲ 纯化产物和

ｐｃＤＮＡ３. １ 载体，用 Ｔ４ 连接酶将两者的酶切产物进

行连接。 连接产物转化至 ＴＧ１ 感受态细胞中，３７ ℃
培养约 １０ ｈ，分别挑取数个单克隆进行扩大培养约

１２ ｈ，提取质粒后，用 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ进行酶切鉴

定，最后将酶切正确的重组质粒送通用生物系统

（安徽）有限公司进行测序。
１． ４． ２　 细胞培养与转染　 用完全培养基（１０％ ＦＢＳ
＋ ９０％ＤＭＥＭ 高糖培养基 ＋ １００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素 ＋ １００
μｇ ／ ｍｌ 链霉素）于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中

培养 ＨｅＬａ 细胞，待细胞生长至 ９０％ 汇合度时即可

进行细胞传代。 提前一天接种 １. ５ × １０６ 个 ＨｅＬａ 细

胞至 ６ ｃｍ 培养皿中，使第 ２ 天细胞汇合度为 ７０％ ～
９０％ 。 取一个无菌的离心管，加入 ２５０ μｌ Ｏｐｔｉ⁃
ＭＥＭ，加入 ５ μｇ 质粒和 ８ μｌ Ｌｉｐｏ８０００ＴＭ转染试剂，
混合后加至培养皿中，培养至 ４８ ｈ 时用于后续实

验。
１． ４． ３　 流式细胞术检测细胞周期　 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 转染至 ＨｅＬａ 细胞中，培养 ４８ ｈ 后收集

细胞沉淀。 用预冷的 ＰＢＳ 清洗后，加入 ５００ μｌ 预冷

的 ７０％乙醇并 － ２０ ℃固定过夜。 离心后用预冷的

ＰＢＳ 清洗，再加入 ５００ μｌ ＰＩ 染液，４ ℃避光孵育 １５
ｍｉｎ 后，流式细胞仪检测细胞周期，ＦｌｏｗＪｏ 软件用于

分析细胞周期各时相百分比。
１． ４． ４　 流式细胞术检测细胞凋亡　 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 转染至 ＨｅＬａ 细胞中，培养 ４８ ｈ 后收集

细胞沉淀。 用预冷的 ＰＢＳ 清洗后，加入 ４００ μｌ Ａｎ⁃

ｎｅｘｉｎ Ｖ 结合液使细胞悬浮（密度大约为 １０６ ／ ｍｌ）。
再加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 染色液，４ ℃避光孵育

１５ ｍｉｎ，最后加入 １０ μｌ ＰＩ 染色液，４ ℃避光孵育 ５
ｍｉｎ 后立即用流式细胞仪检测细胞凋亡，用 Ｆｌｏｗ Ｊｏ
软件分析凋亡率。
１． ４． ５　 细胞划痕实验　 先用笔在 １２ 孔板背后均匀

划 ３ 条横线，每条线间隔 ０. ５ ｃｍ 横穿过孔，接种 ３. ５
× １０５ 个 ＨｅＬａ 细胞至 １２ 孔板中，第 ２ 天细胞单层

铺满。 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 分

别转染至 ＨｅＬａ 细胞中（设置复孔），转染 ６ ～ ８ ｈ 后

用 １００ μｌ 枪头垂直于背面的横线于汇合完全的单

细胞层中划线。 用 ＰＢＳ 清洗后，加无血清培养基。
显微镜下观察并记录，此为 ０ ｈ，继续培养至 ２４ ｈ 时

观察并记录。
１． ４． ６ 　 ＷＧＡ 富集实验 　 将相关质粒分别转染至

ＨｅＬａ 细胞中，培养 ４８ ｈ 后收集培养液，立即放置冰

上并加入 ＰＭＳＦ 和蛋白酶抑制剂混合物。 离心后取

少量上清液用于改良型 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 试剂盒测定总蛋白

浓度，其余加入 １０ μｌ ＷＧＡ⁃ａｇａｒｏｓｅ，４ ℃孵育过夜。
上述溶液离心后，沉淀用清洗液（ＰＢＳ ＋ ０. １％ Ｔｒｉ⁃
ｔｏｎＸ⁃１００）清洗，沉淀用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。
１． ４． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
后的凝胶用电转仪（２５２ ｍＡ 恒流 １. ５ ｈ）将目的蛋

白转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 膜置于 ５％脱脂牛奶中室温

封闭 １. ５ ｈ，然后分别于相应的一抗（稀释比为 １ ∶
１ ０００）４ ℃孵育过夜，二抗（稀释比为 １ ∶ ２ ５００）室
温孵育 １. ５ ｈ，用 ＥＣＬ 试剂盒进行显色，再用化学发

光仪拍摄。
１． ５　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计学分析，计量资料用 �ｘ ± ｓ 表示，采用 ｔ 检验

比较两组间均数。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 真核表达质粒构建　 将构建的 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃
ＤＡＧ⁃ＨＡ 质粒进行酶切鉴定，酶切鉴定正确的质粒

送通用生物系统（安徽）有限公司测序。 结果表明：
构建的质粒含有插入片段（图 １Ａ 泳道 ２、３、４），测序

结果显示载体上的插入片段是正确的（图 １Ｂ）。
２． ２ 　 ＨｅＬａ 细胞过表达 ＦＫＴＮ 　 ＨｅＬａ 细胞转染

ＦＫＴＮ 后，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 结果显示：ＦＫＴＮ
可见相应的目的条带，而对照组未见任何条带，表明

ＦＫＴＮ 在 ＨｅＬａ 细胞中可表达（图 ２ 泳道 ３）。
２． ３　 ＦＫＴＮ 阻滞细胞周期　 ＨｅＬａ 细胞过表达 ＦＫ⁃
ＴＮ 后，使用流式细胞仪检测细胞周期（表 １）。 结果
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图 １　 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 重组质粒的酶切鉴定与测序结果

　 　 Ａ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 重组质粒酶切鉴定图；１：ｐｃＤＮＡ３. １⁃
ＤＡＧ１⁃ＨＡ 酶切产物； ２ ～ ４： ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 酶切产物； Ｍ：
Ｍａｒｋｅｒ；Ｂ：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＤＡＧ１⁃ＨＡ 测序结果图

图 ２　 ＦＫＴＮ 在 ＨｅＬａ 细胞中的过表达

　 　 １：未转染的 ＨｅＬａ 细胞裂解液；２：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 的 ＨｅＬａ 细胞

裂解液；３：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 的 ＨｅＬａ 细胞裂解液

表 １　 ＦＫＴＮ 对细胞周期各时相平均百分比的影响（％ ，�ｘ ± ｓ）

组别 Ｇ１ Ｓ Ｇ２
对照 ４９． ６３ ± １． ０２１ ０ ３６． ７７ ± ０． １５２ ８ １２． ００ ± ０． ６０８ ３
ＦＫＴＮ 过表达 ５０． ７７ ± ０． ６０２ ８ ３４． ７３ ± ０． ３７８ ６ １４． １０ ± ０． ５２９ ２
ｔ 值 １． ６５５ ８． ６７７ ４． ５１２
Ｐ 值 ＞ ０． ０５ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ０５

显示：与对照组相比，ＦＫＴＮ 过表达组 Ｓ 期百分比下

降（Ｐ ＜ ０. ００１），Ｇ２ 期百分比升高（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｇ１ 期

百分比无变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 表明过表达的 ＦＫＴＮ 使

ＨｅＬａ 细胞 Ｓ 期减少、Ｇ２ 期增加，因而阻滞了细胞周

期（图 ３）。
２． ４　 ＦＫＴＮ 对细胞凋亡的影响　 ＨｅＬａ 细胞过表达

ＦＫＴＮ 后，使用流式细胞仪检测凋亡情况（表 ２）。

结果显示：与对照组相比，ＦＫＴＮ 过表达组细胞凋亡

率无变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 表明 ＦＫＴＮ 对 ＨｅＬａ 细胞凋

亡无影响（图 ４）。

图 ３　 ＦＫＴＮ 过表达后 ＨｅＬａ 细胞的细胞周期图

　 　 Ａ：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 的对照组；Ｂ：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 的

过表达组

表 ２　 ＦＫＴＮ 对细胞凋亡的影响（�ｘ ± ｓ）

组别
凋亡率（％ ）

１ ２ ３
平均凋亡率

（％ ）
对照 ５． ３１ ４． ２３ ４． １８ ４． ５７３ ± ０． ６３８ ５
ＦＫＴＮ 过表达 ４． １８ ４． ４４ ４． ２３ ４． ２８３ ± ０． １３８ ０
ｔ 值 ０． ７６９
Ｐ 值 ＞ ０． ０５

图 ４　 ＦＫＴＮ 过表达后 ＨｅＬａ 细胞的凋亡情况

　 　 Ａ：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 的对照组；Ｂ：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 的

过表达组

２． ５　 ＦＫＴＮ 对细胞迁移的影响　 ＨｅＬａ 细胞过表达

ＦＫＴＮ 后，采用细胞划痕实验检测细胞迁移速率。
Ｓ０ 表示 ０ ｈ 时两条线之间的面积，Ｓ２４表示 ２４ ｈ 时两

条线之间的面积，迁移速率 ＝ （Ｓ０ － Ｓ２４） ／ Ｓ０。 结果

显示：与对照组相比，ＦＫＴＮ 过表达组细胞迁移速率

无变化（Ｐ ＞ ０. ０５），如表 ３ 所示。 表明 ＦＫＴＮ 对 Ｈｅ⁃
Ｌａ 细胞迁移无影响（图 ５）。
２． ６　 ＦＫＴＮ 对 α⁃ＤＧ 分泌的影响　 ＨｅＬａ 细胞过表

达 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃
ＨＡ，ｐｃＤＮＡ３. １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 后， 进行

ＷＧＡ 富集实验和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ。 结果显示：细胞培

养液中与对照组相比，ＦＫＴＮ 过表达组 α⁃ＤＧ 分泌量
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表 ３　 ＦＫＴＮ 对细胞迁移的影响（�ｘ ± ｓ）

组别
迁移速率（％ ）

１ ２ ３
平均迁移速率

（％ ）
对照 １８． ３２ １９． １７ １５． ４６ １７． ６５ ± １． ９４４
ＦＫＴＮ 过表达 ２０． ０１ １６． ４７ ２０． ２３ １８． ９０ ± ２． １１０
ｔ 值 ０． ７５６ ７
Ｐ 值 ＞ ０． ０５

图 ５　 ＦＫＴＮ 过表达后 ＨｅＬａ 细胞的迁移图　 × １００

减少（图 ６Ａ 泳道 ２、３）。 细胞裂解液孵育 ＨＡ 抗体

后，对照组和 ＦＫＴＮ 过表达组均有目的条带，但 ＨＡ⁃
α⁃ＤＧ 表达量无变化（图 ６Ｂ 泳道 ５、６）；孵育 ＩＩＨ６ Ｃ４
抗体（此抗体特异性识别 α⁃ＤＧ 的糖链）后，ＦＫＴＮ
过表达组 α⁃ＤＧ 糖基化程度高于对照组（图 ６Ｂ 泳道

５、６）。 表明在 ＨｅＬａ 细胞中过表达 ＦＫＴＮ 促进 α⁃ＤＧ
糖基化，抑制 α⁃ＤＧ 分泌（图 ６）。

３　 讨论

　 　 肿瘤进展的标志是侵袭和转移，肿瘤细胞为了

远处转移，必须先从基膜中释放出来［６］。 细胞与细

胞或基质之间的黏附对于细胞增殖、迁移、分化以及

组织的稳定性具有关键性作用［７］，典型的黏附分子

包括整合素（ ｉｎｔｅｇｒｉｎ）和 ＤＧ。 位于胞外的 α⁃ＤＧ 是

高度糖基化的受体，它与胞外基质配体和跨膜的 β
抗肌萎缩相关糖蛋白（β⁃ｄｙｓｔｒｏｇｌｙｃａｎ，β⁃ＤＧ）结合从

而紧密连接基膜与细胞膜［７］。 ＦＫＴＮ 是福山型先天

性肌营养不良病的致病基因，这种疾病属于常染色

体隐性遗传病，患者表现为先天性肌无力、小脑发育

不全以及严重的智力缺陷［８］。 ＦＫＴＮ 的功能可能是

通过影响 α⁃ＤＧ 的糖基化从而对细胞的功能（如迁

移）产生影响，ｓｉＲＮＡ 抑制 ＦＫＴＮ 表达后，星形细胞

瘤细胞系出现明显的胞质突起［９］。
　 　 ＦＫＴＮ 与细胞增殖的关系已经有报道。 例如在

胃癌细胞系中ｓｉＲＮＡ抑制ＦＫＴＮ表达后，细胞增殖

图 ６　 ＦＫＴＮ 过表达对 α⁃ＤＧ 分泌的影响

　 　 Ａ：过表达 ＦＫＴＮ 后分泌的 α⁃ＤＧ；１：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 的 ＨｅＬａ 细

胞培养液；２：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 的 ＨｅＬａ 细胞

培养液；３：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 的

ＨｅＬａ 细胞培养液；Ｂ：过表达 ＦＫＴＮ 后细胞裂解液中 α⁃ＤＧ 及其相关

蛋白；４：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 的 ＨｅＬａ 细胞裂解液；５：转染 ｐｃＤＮＡ３. １ 和

ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 的 ＨｅＬａ 细胞裂解液；６：转染 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＦＫ⁃
ＴＮ⁃３ｘＦｌａｇ 和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃α⁃ＤＡＧ⁃ＨＡ 的 ＨｅＬａ 细胞裂解液

能力下降［１０］。 在星形胶质细胞中，ＦＫＴＮ 与激活蛋

白 １（ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１，ＡＰ１）结合，从而促进 ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 表达，有利于细胞增殖［１１］。 而稳定表达 ＤＧ 的

乳腺癌细胞中，细胞周期阻滞在 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期，且 α⁃ＤＧ
表达量无明显变化，β⁃ＤＧ 表达水平明显增加［１２］。
本研究表明过表达 ＦＫＴＮ 后，ＨｅＬａ 细胞的细胞周期

Ｓ 期百分比下降，阻滞细胞周期进程。 在不同的细

胞中 ＦＫＴＮ 对细胞增殖的影响不同，可能与组织和

细胞类型的特异性有关。 在前列腺癌和乳腺癌细胞

中，β３⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖基转移酶 １（β３⁃Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃
ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １，β３ＧｎＴ１）与类乙酰氨基葡

萄糖基转移酶 （ ｌｉｋｅ ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＬＡＲＧＥ）结合共同调节 α⁃ＤＧ 糖基化，随后糖基化的

α⁃ＤＧ 与 ｌａｍｉｎｉｎ 的相互作用可拮抗胞外基质组分诱

导的 ＥＲＫ ／ ＡＫＴ 磷酸化，从而抑制肿瘤细胞迁移，抑
制肿瘤形成［１３］。 本研究虽然表明过表达 ＦＫＴＮ 后，
细胞迁移速率增加，但差异无统计学意义（图 ５）。
　 　 目前暂无文献描述 ＦＫＴＮ 与细胞凋亡之间的关

系，但 ５⁃磷酸核糖醇转移酶家族的另一成员 ＦＫＲＰ
与细胞凋亡密切相关。 在 ＦＫＲＰ 基因突变患者的多
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功能干细胞来源的肌管细胞中，ＥＲＫ１ ／ ２ 活性降低，
细胞凋亡增加［１４］。 本研究表明在 ＨｅＬａ 细胞中过表

达 ＦＫＴＮ 后，细胞凋亡率无变化（图 ４）。 ＤＧ 在胞内

合成后，被内质网及高尔基体中的一系列糖基转移

酶修饰，从而成为细胞膜中的 α⁃ＤＧ 和 β⁃ＤＧ 或分泌

到胞外（α⁃ＤＧ） ［２］。 ＷＧＡ 富集实验常用来分离、鉴
定糖基化的 α⁃ＤＧ［１５］。 本研究用此方法富集了 Ｈｅ⁃
Ｌａ 细胞和培养液，并分析胞内和分泌的 α⁃ＤＧ 的含

量，结果表明过表达的 ＦＫＴＮ 抑制 α⁃ＤＧ 的分泌。
　 　 综上所述，本研究表明在 ＨｅＬａ 细胞中过表达

ＦＫＴＮ 阻滞细胞周期，抑制 α⁃ＤＧ 分泌，但对细胞凋

亡和细胞迁移无影响。
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萝卜硫素下调结直肠癌中 ｅＩＦ４Ｆ 翻译起始复合物的表达
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摘要　 目的 　 研究 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的表达与人类结直肠癌

（ＣＲＣ）的相关性，以及萝卜硫素（ＳＦＮ）影响 ＣＲＣ 细胞增殖

的可能机制。 方法 　 应用免疫组织化学染色法检测 １２ 例

ＣＲＣ 患者的肿瘤组织与癌旁组织中 ｅＩＦ４Ｆ 复合物相关蛋白

的表达水平； ＭＴＴ 比色法检测经 ＳＦＮ 处理后 ＣＲＣ 细胞的活

性；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测经 ＳＦＮ 处理后 ＣＲＣ 细胞中 ｅＩＦ４Ｆ 复

合物相关蛋白的表达；动物实验（裸鼠成瘤）比较腹腔注射

ＳＦＮ 后裸鼠皮下肿瘤的生长情况，采用免疫组织化学染色法

检测 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ／ ４ＥＢＰ１ 信号通路相关蛋白和 ｅＩＦ４Ｆ
复合物相关蛋白的表达。 结果　 在 ＣＲＣ 患者标本中，ｅＩＦ４Ｆ
复合物相关蛋白在肿瘤组织细胞中表达高于癌旁组织，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＳＦＮ 对 ＣＲＣ 细胞的增殖起抑制

作用，且浓度越高，抑制能力越强。 ＳＦＮ 能抑制 ＣＲＣ 细胞生

长发育，并下调 ＣＲＣ 细胞中 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的表达。 结论 　
ｅＩＦ４Ｆ 复合物的表达与 ＣＲＣ 的发展密切相关，ＳＦＮ 可能通过

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ ／ ４ＥＢＰ１ 信号通路影响 ｅＩＦ４Ｆ 复合物的上

调，从而影响 ＣＲＣ 细胞的发展。
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免疫组化
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　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是指结肠和

直肠黏膜上皮和腺体发生的恶性肿瘤。 ２０１８ 年的

全球癌症统计结果表明，ＣＲＣ 总发病人数 １８５ 万，
占比 １０． ２％ ，居全球癌症发病率第 ３ 位。 死亡人数

８８． １ 万（９． ２％ ），居第 ２ 位［１］。 在细胞翻译过程的

起始阶段，真核细胞启动因子 ４Ｆ（ｅＩＦ４Ｆ）翻译起始

２０２２ － ０６ － ０６ 接收
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复合物作为限速步骤发挥着重要作用［２］。 萝卜硫

素（ｓｕｌｆｏｒａｐｈａｎｅ，ＳＦＮ）是一种异硫氰酸酯，天然存在

于大多数十字花科蔬菜中。 １９９２ 年首次从西兰花

中提取，并定义为 ＩＩ 相解毒酶诱导剂［３］。 ＳＦＮ 已被

证实具有多种抗癌特性，特别是对 ＣＲＣ［４］。 该研究

从 ＣＲＣ 患者组织标本中检测 ｅＩＦ４Ｆ 翻译起始复合

物相关蛋白的表达，进一步探讨 ＳＦＮ 影响 ＣＲＣ 细胞

增殖的具体分子生物学机制，为 ＳＦＮ 治疗 ＣＲＣ 提供

理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 组织标本　 收集 １２ 例安徽医科大学第二附

属医院普外科 ＣＲＣ 患者的组织标本，分别收取肿瘤

组织与癌旁组织，放入装有 ＲＮＡ 组织保存液的标本

管中，并且所有标本在收集和运输过程中均置于冰

上，并于 － ８０ ℃冰箱中长期保存，将收集到的 １２ 例

组织样本制作为组织芯片。
１． １． ２　 细胞与动物　 原代 ＣＲＣ 细胞系 ＨＴ⁃２９ 购于

上海生命科学院细胞典藏库。 健康裸鼠，４ ～ ６ 周

龄，１８ ～ ２２ ｇ，购自江苏南京集萃药康生物有限公

司，动物生产许可证号：ＳＣＫＫ（苏）２０１８⁃０００８。 饲养

于 ２０ ～ ２５ ℃、４０％ ～ ６０％ 湿度、照明与黑暗各 １２ ｈ
交替环境中，自由进水、饮食，１ 周后行后续实验。
１． １． ３　 试剂和仪器　 ＳＦＮ、ＭＴＴ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公

司；胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；青霉素 ／链霉素、
ＢＣＡ 试剂盒和 ４％多聚甲醛购自上海碧云天生物技

术有限公司；ＤＭＥＭ 购自美国 Ｈｙｃｏｌｎｅ 公司；０. ２５％
胰酶购自美国 Ｗｉｓｅｎ 公司；β⁃ａｃｔｉｎ 和 ｅＩＦ４Ｆ 复合物

相关抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；
山羊抗兔或抗鼠二抗购自北京中杉金桥有限公司；
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）和 ０. １％ 结晶紫购自北京索莱

宝科技有限公司。 细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
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