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ＰＴＥＮ慢病毒过表达肝癌稳转株的构建

及对Ｈｕｈ７肿瘤活性的影响

余惟一１，甘露１，雷晨霞１，吴心怡１，胡学涛１，林乐颖１，付文涛１，祝珊珊１，２

（１．厦门医学院药学系，福建厦门３６１０２１；２．厦门市海洋药用天然产物资源重点实验室）

【摘要】　目的　构建过表达ＰＴＥＮ的人肝癌稳转细胞株，观察ＰＴＥＮ对肝癌细胞生物学行为的影响并探讨潜在机制。

　方法　将编码ＰＴＥＮ的基因编码片段克隆到慢病毒载体ｐＬＶｐｕｒｏＧＦＰ，利用２９３Ｔ细胞得到慢病毒原液感染肝癌细

胞 Ｈｕｈ７，嘌呤霉素筛选获得稳定过表达ＰＴＥＮ的 Ｈｕｈ７细胞。用ＲＴＰＣＲ、免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞内基

因和蛋白的表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移活性；探讨 ＡＫＴ抑制剂 ＭＫ２２０６对稳转株的药理作用。　结果　成功构建

了ＰＴＥＮ过表达的肝癌稳转细胞株（Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ）。与对照株Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ相比，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞ＰＴＥＮ的蛋白

和 ｍＲＮＡ表达升高（犘＜０．０１），Ｐ５３蛋白表达升高，Ｓｌｕｇ和ＡＲ的 ｍＲＮＡ表达水平下降（犘＜０．０１），ＨＮＦ４α的 ｍＲＮＡ

表达升高（犘＜０．０１），耐药蛋白ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的表达下降，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白和 ｍＲＮＡ表达升高（犘＜０．０１），Ｖｉｍｅｎ

ｔｉｎ的蛋白和 ｍＲＮＡ表达下降（犘＜０．０１），细胞迁移性能减少；Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞对ＡＫＴ抑制剂 ＭＫ２２０６的利用率升

高，并影响相关蛋白的表达。　结论　成功构建ＰＴＥＮ过表达肝癌稳转株，ＰＴＥＮ过表达可改善肝癌 Ｈｕｈ７细胞肿瘤

生物学效应，致癌蛋白表达下降，迁移减弱。

【关键词】　ＰＴＥＮ；肝癌稳转株；Ｐ５３；细胞迁移；ＭＫ２２０６
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　　肝细胞癌（Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是世

界上最常见的实体肿瘤之一。根据２０２０年全球癌症

统计数据，肝癌排在肺癌和结直肠癌后，２０２０年有９０

万肝癌新病例报告，每年有８３万人死于肝癌，这些数

字还在上升，从１９９０年到２０１６年，肝癌的发病率增加

了１１４．０％，是全球癌症死亡的最主要原因之一
［１２］。

尽管手术和抗癌药的兴起为治疗肝癌提供了有效的手

段和方式，但是不能降低肝癌的发生和死亡率，ＨＣＣ

的预后高度依赖于诊断时的疾病分期。如果肿瘤发现

得早，体积小，可以进行根治性治疗。如果在晚期才确

诊，治愈性治疗就不再可能，患者也无法治愈。因此，

早期诊断 ＨＣＣ至关重要
［３］。

１０号染色体上缺失的磷酸酶和张力蛋白同源物

（ｇｅｎｅｏｆｐｈｏｓｐｈａｔｅａｎｄｔｅｎｓｉｏｎｈｏｍｏｌｏｇｙｄｅｌｅｔｅｄｏｎ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ），也称为 ＭＭＡＣ１／ＴＥＰ１，是

１９９７年由三个实验室独立发现的肿瘤抑制因子，具有

脂质和蛋白磷酸酶活性［４６］。ＰＴＥＮ是一个经典的肿

瘤抑制因子，主要参与 ＡＫＴ级联的稳态维持。在细

胞内多条信号传导途径调控中起着重要作用。其在肿

瘤中经常表达缺失。通过对人类蛋白质图谱（ＨＰＡ）

分析显示，ＰＴＥＮ在正常肝组织中过表达，而在肝癌组

织中表达下调，而这种表达下调、缺失可能是肝癌患者

肿瘤细胞内ＰＴＥＮ 表达下调的主要机制之一，提示

ＰＴＥＮ在肝癌细胞中过表达后具有显著的抑癌作用及

预后价值［７］。ＰＴＥＮ在ＧＥＭＭ（基因工程小鼠模型）

肿瘤发生中研究提示ＰＴＥＮ可能是药物开发利用的

新靶点，为癌症预防和治疗提供潜在的治疗策略，可为

患者应付由 ＰＴＥＮ 功能异常驱动的肿瘤以及种系

ＰＴＥＮ突变引起的疾病提供希望。

本研究采用慢病毒感染法构建ＰＴＥＮ过表达的

肝癌稳转株，通过细胞外基因编辑技术使肝癌细胞稳

定表达ＰＴＥＮ，研究ＰＴＥＮ表达对肝癌细胞肿瘤生物

学活性的影响，为探讨ＰＴＥＮ在肝癌抗癌靶点提供研

究数据。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞　２９３Ｔ细胞购自武汉普诺赛生物科技有限

公司，人肝癌细胞Ｈｕｈ７购自上海富衡生物科技有限

公司。

１．２　主要试剂　慢病毒载体ｐＬＶＸｐｕｒｏＥＧＦＰ以及

包装质粒ｐＨ１和ｐＶＳＶＧ均购自厦门生命互联科技

有限公司；ＰＣＲ引物由江苏金唯智生物有限公司合

成；ＸｈｏＩ和ＳｍａＩ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶等

购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司。ＤＭＥＭ 培养基和磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）由美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司生产；胎牛血清（ＦＢＳ）

和胰蛋白酶由美国Ｇｉｂｃｏ公司生产；４％多聚甲醛、ＲＩ

ＰＡ和含ＤＡＰＩ抗淬灭封片剂由北京索莱宝科技有限

公司生产；ＣＣＫ８试剂购买于上海东仁化学科技有限

公司；Ｔｒｉｚｏｌ由美国赛默飞公司生产；ｃＤＮＡ反转录试

剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ、ＥＣＬＰｌｕｓ购买于北京兰博利

德商贸有限公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ?５９４标记的山羊抗兔

ＩｇＧ、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
?
６４７标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＰＴＥＮ

抗体、ＧＡＰＤＨ抗体、βａｃｔｉｎ抗体等均购买于英国Ａｂ

ｃａｍ公司；Ｅｃａｄｈｄｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体和Ｓｕｌｇ抗体购

买于美国 ＣＳＴ 公司；ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ 和

ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ由武汉联科生物技术有

限公司生产。ＡＫＴ抑制剂 ＭＫ２２０６购自上海 ＭＣＥ

公司。

１．３　主要仪器　细胞ＣＯ２ 培养箱（新加坡ＥＳＣＯ公

司）；荧光显微镜系统ＤＭＩ８和扫描激光共聚焦显微镜

系统ＳＰ８（德国Ｌｅｉｃａ公司）；荧光定量ＰＣＲ仪（瑞士

Ｒｏｃｈｅ公司）；多功能酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ公司）；电泳

及化学发光凝胶成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。

２　方法

２．１　质粒构建及鉴定　选择人ＰＴＥＮ（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：

ＮＭ＿０００３１４．８）基因序列设计引物，两端为限制性内

切酶位点ＸｈｏＩ和ＳｍａＩ，用于构建ＰＴＥＮ的过表达病

毒载体。引物序列：ＰＴＥＮＦ：５′ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡ

ＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡ３′；ＰＴＥＮＲ：５′ＣＣＣＣＣＧＧＧＣ

ＣＣＧＧＧＴＣＡＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＡＧ３′。

ＰＣＲ聚合酶链式反应得到的ＰＴＥＮ片段经限制

性内切酶酶切后与慢病毒空载ＰｌｖｘｐｕｒｏＧＦＰ在Ｔ４

ＤＮＡ连接酶的作用下４℃连接过夜，转化到大肠埃希

菌ＤＨ５ɑ内，经过摇菌扩增和质粒提取，ＤＮＡ电泳及

酶切鉴定和测序，最终得到ＰＴＥＮ过表达慢病毒质粒

（ＰｌｖｘｐｕｒｏＧＦＰＰＴＥＮ）。

２．２　慢病毒包装与鉴定　利用人胚肾细胞２９３Ｔ进

行慢病毒包装，细胞经传代后用转染试剂Ｌｉｐｏ８０００将

ＰｌｖｘｐｕｒｏＧＦＰＰＴＥＮ和ｐＶＳＶＧ、ｐＨＲ加入细胞，转

染２４ｈ后更换新鲜培养基。４８ｈ后收集２９３Ｔ细胞

上清液分装于１．５ｍＬ管并在液氮罐内急速冷冻后，

存放－８０℃冰箱待用。

２．３　病毒感染　培养人肝癌细胞 Ｈｕｈ７胰酶消化后

传于１０ｃｍ细胞培养皿，待细胞贴壁后加入慢病毒上

清液感染细胞。２４ｈ更换培养基并观察荧光表达情

况。利用２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素进行阳性细胞筛选，最终

得到ＰＴＥＮ过表达 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转株和对照稳

转株Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ。

２．４　ｑＲＴＰＣＲ法检测基因表达水平　分别将对数期

的肝癌细胞 Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ和 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ传代至

６ｃｍ盘，摇匀培养。待细胞密度达８０％～９０％后，弃
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去细胞培养液，Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞ＲＮＡ。将细胞中总

ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，进行扩增。引物序列见表１。

按照２
△△Ｃｔ方法计算 ｍＲＮＡ的倍数变化。实验重复

３次。
表１　犚犜犘犆犚基因引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犚犜犘犆犚

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＡＢＣＢ１Ｆ ＣＧＴＡＧＧＡＧＴＧＴＣＣＧＴＧＧＡＴＣＡ

ＡＢＣＢ１Ｒ ＧＣＧＡＧＣＣＴＧＧＴＡＧＴＣＡＡＴＧＣ

ＡＢＣＣ２Ｆ ＡＣＡＧＧＡＴＧＧＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡＣＡ

ＡＢＣＣ２Ｒ ＡＴＧＧＣＧＧＣＡＴＴＧＴＡＧＧＴＧＴＴＣ

ＰＴＥＮＦ ＧＣＴＧＧＡＡＡＧＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧＧＴＧ

ＰＴＥＮＲ ＡＣＡＧＧＴＡＡＣＧＧＣＴＧＡＧＧＧＡＡＣＴ

ＶｉｍｅｎｔｉｎＦ ＣＧＡＣＧＣＣＡＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＧＴＴ

ＶｉｍｅｎｔｉｎＲ ＴＧＣＣＡＧＡＧＡＣＧＣＡＴＴＧＴＣＡＡＣＡ

ＥｃａｄｈｅｒｉｎＦ ＣＧＡＧＴＧＣＣＡＡＣＴＧＧＡＣＣＡＴＴＣＡ

ＥｃａｄｈｅｒｉｎＲ ＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣＴＴ

ＨＮＦ４ɑＦ ＡＡＧＡＴＣＡＡＧＣＧＧＣＴＧＣＧＴＴＣＣ

ＨＮＦ４ɑＲ ＴＣＴＧＴＣＣＧＴＴＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＧＴ

ＡＲＦ ＣＴＣＴＣＡＣＡＴＧＴＧＧＧＡＡＧＣＴＧＣ

ＡＲＲ ＡＧＣＣＴＣＴＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＧＴＡ

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　收集肝癌 Ｈｕｈ

７／ＥＧＦＰ和 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞，加入 ＲＩＰＡ溶液裂

解提取总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度后每组加入３０

μＬ进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后将蛋白转移到ＰＶＤＦ膜，

用无蛋白快速封闭缓冲液封闭 ５ ｍｉｎ，分别加入

ＰＴＥＮ（１∶５０００）、Ｐ５３（１∶５０００）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶

４０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶３０００）、Ｓｌｕｇ（１∶３０００）、ＡＢＣＢ１

（１∶３０００和 ＡＢＣＣ２（１∶４０００），以及βａｃｔｉｎ（１∶

１００００）一抗４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜后二抗（１∶

６０００）室温孵育１ｈ，用ＥＣＬ进行显影，以βａｃｔｉｎ（１∶

１００００）为内参，分析印迹条带灰度值，并作差异分析。

２．６　免疫荧光法检测蛋白荧光表达　分别将肝癌细

胞Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ和Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ传代于３．５ｃｍ玻

璃细胞培养皿上，培养２４ｈ；用ＰＢＳ细胞后４％的多聚

甲醛固定，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化细胞，２％ＢＳＡ封

闭１ｈ。一抗ＰＴＥＮ（１∶４００），Ｐ５３（１∶４００），Ｅｃａｄ

ｈｅｒｉｎ（１∶３００），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶８００）和 ＡＢＣＢ１（１∶

５００）４℃孵育过夜，用ＰＢＳ清洗细胞后，荧光二抗室

温孵育１ｈ。用含ＤＡＰＩ的封片剂室温淬灭２０ｍｉｎ，

激光共聚焦显微镜下扫描拍照。

２．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞迁移　Ｈｕｈ７ＥＧＦＰ和

Ｈｕｈ７ｈＰＴＥＮ 细胞用无血清 ＤＭＥＭ 培养基重悬。

调整细胞密度至５×１０
５／ｍＬ。取细胞悬液２０（Ｌ加入

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，２４孔板下室加入５００（Ｌ含２０％

ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基，培养２４ｈ后，取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室，弃去孔中培养液，ＰＢＳ清洗细胞，甲醇固定后，

０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，用棉签轻轻擦掉上层未迁

移细胞，ＰＢＳ洗３遍后，显微镜观察细胞，记数。

２．９　统计学分析　本实验采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软

件进行统计学分析，数据以均数±标准差（狓±狊）表

示。组间比较采用单因素方差分析。采用狋检验法分

析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。每组实验独立重

复３次及以上。

结　果

１　犘犜犈犖慢病毒过表达质粒的构建及测序鉴定

慢病毒载体构建完成后，使用限制性内切酶Ｘｈｏ

Ｉ和ＳａｍＩ对连接载体进行双酶切，进行１％琼脂糖凝

胶电泳，经过酶切的片段在 ＤＮＡ 电泳结果显示，

ＰＴＥＮ片段的ＤＮＡ条带大小约为１２２４ｂｐ（图１Ａ）。

送样测序结果显示碱基正确，ＰＴＥＮ慢病毒过表达质

粒ＰｌｖｘｐｕｒｏＧＦＰＰＴＥＮ构建成功（图１Ｂ）。

图１　犘犜犈犖慢病毒质粒电泳与测序结果

犉犻犵．１　犘犜犈犖犾犲狀狋犻狏犻狉狌狊狆犾犪狊犿犻犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊

２　包装病毒上清和感染肝癌细胞

慢病毒质粒转染２９３Ｔ细胞，结果显示，ＧＦＰ荧光

表达显著（图２Ａ）。病毒颗粒感染肝癌细胞 Ｈｕｈ７

后，经过嘌呤霉素筛选后，结果显示，Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ和

Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞能正常存活在含２μｇ／ｍＬ嘌呤

霉素的培养环境中（图２Ｂ）。

图２　２９３犜和犎狌犺７细胞明场和荧光图（１００×）

犉犻犵．２　犅狉犻犵犺狋犳犻犲犾犱犪狀犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犻犿犪犵犲狊狅犳２９３犜

犪狀犱犎狌犺７犮犲犾犾狊

３　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株内基因和蛋白的表达

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组

Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ相比，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ组细胞ＰＴＥＮ和

Ｐ５３的ｍＲＮＡ和蛋白表达显著升高（犘＜０．０１），Ｓｌｕｇ

的ｍＲＮＡ和蛋白表达显著降低（犘＜０．０１）（图３Ａ和

３Ｂ）；免疫荧光结果如图３Ｃ所示，Ｐ５３和ＰＴＥＮ蛋白

表达显著增强。
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图３　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株内基因和蛋白情况

犉犻犵．３　犌犲狀犲犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎狌犺７／犺犘犜犈犖狊狋犪犫犾犲犮犲犾犾狊

４　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株耐药相关蛋白表达

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组

Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ细胞相比，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ组细胞耐药

蛋白ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达显著降

低（犘＜０．０１）（图４）。

图４　犃犅犆犅１和 犃犅犆犆２的 犿犚犖犃和蛋白表达

犉犻犵．４　犜犺犲犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃犅犆犅１犪狀犱犃犅犆犆２

５　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株对犈犕犜相关蛋白表达影响

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组

Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ细胞相比，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ 组 ＥＭＴ相

关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表

达显著降低（犘＜０．０１）。免疫荧光实验结果与 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ结果一致（图５Ａ和５Ｂ）。

图５　犈犮犪犱犺犲狉犻狀和犞犻犿犲狀狋犻狀的基因和蛋白表达

犉犻犵．５　犜犺犲犵犲狀犲犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犈犮犪犱犺犲狉犻狀犪狀犱犞犻犲犿狀狋犻狀

６　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株对细胞迁移的影响

利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转

株的迁移，结果显示，与对照组 Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ相比，

Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞迁移减弱，数量减少（犘＜０．０１）

（图６）。

图６　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株细胞迁移

犉犻犵．６　犆犲犾犾犿犻犵狉犪狋犻狅狀狅犳犎狌犺７／犺犘犜犈犖犮犲犾犾狊

７　犎狌犺７／犺犘犜犈犖稳转株增强抑制剂犕犓２２０６的抗癌

作用

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＫＴ 信号通路抑制剂

ＭＫ２２０６对 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转株抗癌效果的影响，

结果显示，与对照组 Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ相比，ＭＫ２２０６能

增强稳转株 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ 细胞 Ｐ５３和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

的表达，降低Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＡＢＣＢ１、ＡＢＣＣ２和Ｓｌｕｇ的表

达（图７）。
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图７　犕犓２２０６对犎狌犺７／犺犘犜犈犖细胞株蛋白表达的影响

犉犻犵．７　犈犳犳犲犮狋狅犳犕犓２２０６狅狀狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犎狌犺７／犺犘犜犈犖

犮犲犾犾犾犻狀犲

讨　论

自发现ＰＴＥＮ以来的二十多年里，已有近１８０００

篇文章试图阐明其在正常生理和疾病中的功能和作

用［８］。癌细胞中ＰＴＥＮ的频繁变异或缺失暗示它在

肿瘤抑制中具有关键作用，在对７４６个人类癌症基因

组的分析中，它被确定为具有最大选择压力的缺失位

点［９］。ＰＴＥＮ通过磷酸肌苷３激酶（ＰＩ３Ｋ）途径限制

致癌信号传导，控制了包括细胞存活、增殖、能量代谢

和细胞结构在内的许多过程。在对ＰＴＥＮ生物学和

信号传导的研究方面，最新研究显示它作为一种未被

认识的蛋白磷酸酶作用，确定了非酶支架功能，并阐明

了它的核功能［１０１１］。这些发现将会为其全部肿瘤抑制

潜力提供新的视角。本研究通过在肝癌细胞内构建

ＰＴＥＮ过表达稳转株，以这株细胞中获得的结果为探

索ＰＴＥＮ生物学的新的抗癌基因靶点策略提供依据。

在此研究中，成功构建了ＰＴＥＮ过表达的慢病毒

质粒载体，并通过慢病毒包装感染肝癌 Ｈｕｈ７细胞，

嘌呤霉素筛选后得到ＰＴＥＮ过表达的稳转肝癌细胞

株 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞。在该细胞中，ＰＴＥＮ的蛋白

和ｍＲＮＡ表达显著高于对照组 Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ细胞。

有研究表明，ＰＴＥＮ在细胞核的转录过程受到Ｓｎａｉｌ

和Ｓｌｕｇ的转录抑制
［１２］，这两个锌指样转录因子与ｐ５３

竞争ＰＴＥＮ启动子结合，ＰＴＥＮ通过与ｐ５３直接结合

促进肿瘤抑制因子ｐ５３的稳定性和转录活性
［１３１４］。我

们的研究显示，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ细胞Ｐ５３蛋白表达升

高，免疫荧光结果显示ｐ５３主要定位在细胞核内，这表

明ＰＴＥＮ能募集ｐ５３在细胞核内的表达。另外，Ｈｕｈ

７／ｈＰＴＥＮ细胞内Ｓｌｕｇ蛋白表达下降，Ｓｌｕｇ作为调节

ＥＭＴ进程的重要转录因子之一，也是ＰＴＥＮ的直接

转录抑制因子之一［１５］。研究结果显示，ＰＴＥＮ的过表

达能反转Ｓｌｕｇ的表达调控作用，且降低雄激素受体

（Ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ：ＡＲ）的ｍＲＮＡ表达，提高肝细胞

核因子 ＨＮＦ４ɑ的ｍＲＮＡ表达。

肿瘤患者对药物反应的个体差异是一个常见的临

床挑战，部分原因是药代动力学的差异。ＡＴＰ结合盒

（ＡＢＣ）转运体是药物处置的关键决定因素，它们受基

因调控和药物相互作用的影响。ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２

是三磷酸腺苷（ＡＴＰ）结合盒亚家族成员，是一种ＡＴＰ

依赖性药物转运体，大量的药理学研究显示，ＡＴＰ结

合盒（ＡＢＣ）转运体在癌症、干细胞和耐药中的作用是

将外界药物分子泵出细胞外，清除细胞中的异物，导致

药理浓度降低，影响药效发挥［１６１７］，即作为首过效应的

一部分，ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２能消除肠道吸收的药物。

在 ＰＴＥＮ 过表达稳转株 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ 细胞中，

ＰＴＥＮ的稳定表达降低了肝癌细胞内耐药蛋白 ＡＢ

ＣＢ１和ＡＢＣＣ２的表达，这个结果表示ＰＴＥＮ的表达

复苏能抑制ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的表达，ＰＴＥＮ或可能

降低肝癌细胞对外界药物的排异反应。此外，与对照

组细胞相比，Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转株细胞的上皮标记

物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，间质标记物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下

降。Ｔｒａｎｓｅｗｅｌｌ小室实验结果显示 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ

稳转株的迁移能力弱于Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ株，细胞迁移能

力减弱。这个结果说明 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转株肿瘤

迁移行为降低，细胞间的连接更加紧致。

众所周知，ＰＴＥＮ 信号调节的下游效应蛋白是

ＡＫＴ信号，ＡＫＴ在调控细胞生长、生存、细胞迁移和

分化、细胞和器官大小控制、代谢等一系列细胞活动中

发挥着重要作用［１８１９］。ＡＫＴ，也称为蛋白激酶 Ｂ

（ＰＫＢ），是一种丝氨酸／苏氨酸激酶。ＰＩ３Ｋ激活后，

ＰＩＰ３的积累使得ＡＫＴ通过与其ＰＨ结构域的直接相

互作用被募集到质膜上［２０］。为了研究抑制ＡＫＴ活性

是否有助于进一步降低 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ 稳转株的肿

瘤生物学活性，我们利用 ＡＫＴ激酶抑制剂 ＭＫ２２０６

抑制ＡＫＴ信号后发现 Ｈｕｈ７／ｈＰＴＥＮ稳转株在经过

ＭＫ２２０６处理后 ＡＢＣＢ１、ＡＢＣＣ２、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｓｌｕｇ

蛋白表达下降更显著，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达升高也更

显著。

在早期的研究中，ＰＴＥＮ被报道是一种仅局限于

细胞质的蛋白质。然而，现在已经明确的是不论在分

化和休眠的细胞中，ＰＴＥＮ可以同时存在于细胞质和

细胞核中［２１］。核ＰＴＥＮ除了具有脂质磷酸酶活性外，

还具有其他作用，ＰＴＥＮ的核功能对于ＰＴＥＮ抑制肿

·０４６·
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瘤发展的能力至关重要。本研究中我们构建了ＰＴＥＮ

过表达的稳转肝癌细胞株，这株细胞的肿瘤生物学行

为和蛋白活性相比于对照株 Ｈｕｈ７／ＥＧＦＰ明显减弱，

细胞内的ＡＴＰ结合盒家族成员ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＧ２表

达减少，肿瘤抑制因子ｐ５３表达上升，与上皮间质有

关的靶分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达下

降，细胞迁移性能减少。ＭＫ２２０６的参与表明 Ｈｕｈ７／

ｈＰＴＥＮ能提高细胞对外界药物的利用率，进一步增

强对相关蛋白的调控作用。我们的研究结果为ＰＴＥＮ

作为肝癌治疗的有效分子靶点提供了依据，未来在对

肝癌的治疗中，可以针对ＰＴＥＮ信号机制研究新的系

统性联合治疗，从而降低癌细胞对治疗产生耐药性的

可能性。
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