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#摘要$

!

目的
!

检测
:XA!

%

1G:XA&$#D

和
1,&I

蛋白在人类不同卵巢癌细胞株!

:I#HB

%

'3-<D

%

'!D

"和
S&I

#中的表达水平

及相关性$方法
!

应用
[*6A*09L+-A

检测
:XA!

%

1G:XA&$#D

和
1,&I

蛋白分别于
:I#HB

%

'3-<D

%

'!D

"和
S&I

细胞中表达水平)

应用
:XA!

激动剂胰岛素样生长因子
G!

!

(PQG!

#及
:XA!

特异性抑制剂
:1(GI

调节
:XA!

活化水平"观察
1,&I

蛋白表达水平变化$

结果
!

:XA!

"

1G:XA&$#D

及
1,&ID

种蛋白在
:I#HB

"

'3-<D

"

'!D

"和
S&I

卵巢癌细胞内均表达"但表达水平高低不一"即
:XA!

的

活化形式
1G:XA&$#D

与
1,&I

蛋白表达呈负相关)应用
(PQG!

上调
:XA!

的活性后"

S&I

和
'3-<D

中
1,&I

表达水平明显下降"

且与
(PQG!

的作用存在时间依赖性)应用特异性抑制剂
:1(GI

抑制
:XA!

的活性后"

:I#HB

中
1,&I

表达水平明显升高"且与

:1(GI

的作用存在时间依赖性$结论
!

人类卵巢癌细胞中
1,&I

蛋白的表达水平可能受活化
:XA!

的直接调控$

#关键词$

!

卵巢肿瘤)蛋白激酶类)胰岛素样生长因子
!
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:XA!

又称蛋白激酶
?

!

M

0-A*79X7936*?

#

1R?

"#是一种丝)

苏氨酸蛋白激酶#它是细胞生存信号通路
1(DR

)

:XA

的枢纽分

子#

:XA!

活化后可通过磷酸化作用#活化其下游生长因子及其

旁路分子#从而抑制细胞凋亡%促进细胞周期%促使细胞侵袭和

转移#促进血管生成等生物学效应$

:XA!

存在两个磷酸化位

点
O20DBH

和
&*0$#D

#只有当
&*0$#D

活化后
:XA!

才能完全活

化#

:XA!

通过磷酸化下游靶分子中保守序列
JVJVV&

)

O?

!

V

(任意氨基酸*

J

(精氨酸*

?

(疏水氨基酸"发挥其生物学效

应+

!

,

$

1,&I

是
,,J6

蛋白家族中的重要一员#它在保持基因

组稳定性中起至关重要的作用$

1,&I

基因突变或表达缺失

与
WU1''

及
!Kc

的实体肿瘤发生%发展密切相关+

I

,

$然而

有关
1,&I

与肿瘤相关性报道不尽相同#有研究证实(前列腺

癌中
1,&I

表达异常增高+

D

,

$因此#研究
1,&I

蛋白的表达调

控及稳定性#可能成为新的肿瘤防治靶点$应用
5U:439.3

软件分析发现(

1,&I

蛋白中存在
:XA!

识别及磷酸化的共有

基因序列
_1J1JPO

!

KEOg&g

$因此推测
:XA!

可能通过活

化共有序列中
O

!

KE

位点调控
1,&I

蛋白的表达及其稳定性$

本研究通过
[*6A*09L+-A

技术检测不同人类卵巢癌细胞

株中
:XA!

%

1G:XA&$#D

和
1,&I

蛋白的表达水平*应用
:XA!

激动剂和
:XA!

特异的抑制剂调节其活化水平#检测
1,&I

的

蛋白表达变化情况$初步探讨
1,&I

蛋白与活化
:XA!

的关

系#为进一步研究活化的
:XA!

与
1,&I

的作用机制奠定

基础$

!

!

材料与方法

!C!

!

细胞培养
!

将
:I#HB

%

'3-<D

#

'!D

"和
S&I

卵巢癌细胞株

于
!Bc

胎牛血清
J1,(G!E$B

中培养#每
I

天传代
!

次#选择

生长状态好的细胞进行试验$

!C#

!

[*6A*09L+-A

检测
1,&I

%

:XA!

和
1G:XA&$#D

的表达
!

各组细胞中加
J(1:

#超声裂解#

?':

法检测蛋白浓度#

&5&G

1:PS

电泳分离蛋白#转膜于
1g5Q

膜#室温封闭
!2

#加入

:XA!

抗体!

'&O

"%

1G:XA&$#D

抗体!

'&O

"%

1,&I

抗体!

S

M
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47;6

"%

P:15W

抗体!

'&O

"#稀释度均为
!i!BBB

#

$h

过夜#

加二抗!稀释度
!iKBBB

"室温孵育
!2

#曝光#利用
\/39A7A

@

G

-9*

软件进行分析#本试验重复
D

次$

!C$

!

:XA!

活性上调
!

选取已验证低
:XA!

活化状态的
S&I

及
'3-<D

卵巢癌细胞#于无血清培养基中饥饿过夜*应用
:XA!

活化剂胰岛素样生长因子
G!

!

(PQG!

#

!BB9

8

)

4T

"刺激细胞+

$GE

,

#

观察
:XA!

的活化是否与
(PQG!

作用存在时间依赖性$

!C%

!

:XA!

活性下调
!

选取已验证高
:XA!

活化的
:I#HB

卵

巢癌细胞#于无血清培养基中饥饿过夜*应用
:XA!

特异抑制

剂
:1(GI$

(

,

抑制其活性#观察
:XA!

活性抑制是否与
:1(GI

存在时间依赖性$

#

!

结
!!

果

#C!

!

[*6A*09L+-A

检测不同卵巢癌细胞株中
:XA!

%

1G:XA

&$#D

和
1,&I

的表达情况
!

1G:XA&$#D

在卵巢癌细胞株
S&I

中表 达 缺 失 !图
!

"$

1,&I

%

:XA!

和
1G:XA&$#D

蛋 白 在

:I#HB

%

'3-<D

及
'!D

"细胞株中均表达#且表达水平不一$如

图
!

示#

'!D

"

%

'3-<D

%

S&I

细胞株中
1G:XA&$#D

表达处于低

水平#与此同时
1,&I

蛋白高水平表达*

:I#HB

细胞株中#

1G

:XA&$#D

蛋白表达明显增高#但伴随
1,&I

蛋白的低表达$

因相关报道证实#

W*+3

宫颈癌细胞株中既无
,,J

蛋白表达

缺失+

#

,

#又无
:XA!

蛋白异常活化+

H

,

#故本试验中将其作为阳

性对照$综上所述#在不同的卵巢癌细胞株中#

1G:XA&$#D

蛋

白高表达对应
1,&I

蛋白低表达#

:XA!

低活化水平对应

1,&I

蛋白高表达$卵巢癌细胞株中
:XA!

的活化形式
1G:XA

&$#D

蛋白与
1,&I

蛋白表达水平呈负相关$

!!

P:15W

(内参照#

W*+3

(阳性对照$

图
!

!!

[*6A*09?+-A

检测卵巢癌细胞中
1,&I

(

:XA!

和

1G:XA&$#D

蛋白的表达水平

#C#

!

[*6A*09?+-A

检测不同卵巢癌细胞中
:XA!

活化与

1,&I

蛋白表达的关系

#C#C!

!

激活
:XA!

后卵巢癌细胞中
1,&I

蛋白表达水平
!

为

进一步检验
:XA!

的活性是否与其下游
1,&I

蛋白表达相关#

应用
:XA!

激动剂
(PQG!

上调
:XA!

蛋白激酶活性#检测卵巢

癌细胞株中
1,&I

蛋白表达情况$试验结果表明(应用
!BB

9

8

)

4T(PQG!

作用于卵巢癌细胞
S&I

和
'3-<D

后活化
:XA!

蛋白的表达水平明显增高#且与
(PQG!

作用呈时间依赖性*活

化的
:XA!

表达上调卵巢癌细胞株中
1,&I

的蛋白表达水平

明显下降#且亦存在时间依赖性#结果见图
I

$

#C#C#

!

抑制
:XA!

活性后卵巢癌细胞中
1,&I

蛋白表达水平

!

为进一步检测抑制卵巢癌细胞中
:XA!

活性后
1,&I

蛋白

表达变化情况#应用
:XA!

特异抑制剂
:1(GI

作用于卵巢癌细

胞
:I#HB

不同时间#如图
D

示(

:1(GI

可使卵巢癌细胞
:I#HB

中
1G:XA&$#D

的表达明显下调#且存在时间依赖性*在卵巢癌

细胞
:I#HB

中
:1(GI

作用
$H2

对
:XA!

活性抑制最明显#

1,&I

蛋白表达达峰值$

!!

:

(在
1,&I

高表达的
S&I

细胞株中#

(PQG!

上调
1G:XA&$#D

表达

水平#且呈时间依赖性*

:XA!

活化后
1,&I

蛋白的表达明显下降#亦存

在时间依赖性$

?

(

'3-<D

与
S&I

细胞中
(PQG!

上调
:XA!

活性后

1,&I

蛋白表达水平明显下调$

图
I

!!

不同卵巢癌细胞株中活化
:XA!

后
1,&I

的

蛋白表达水平

图
D

!!

[*6A*09?+-A

检测卵巢癌细胞中
1,&I

的表达

$

!

讨
!!

论

!!

肿瘤的发生%发展有明显的遗传倾向及相关性$

5U:

错

配修复即
,,J

系统#它是生物进化过程中演化出一种高度保

守的错配修复系统$

,,J

不仅能够识别和修复
5U:

重组和

复制过程中的单个碱基错配#还可矫正小片段
5U:

聚合酶滑

链的插入和缺失!

(5T6

"#以保持整个基因组的稳定性及高度

保真性*

,,J

亦可通过诱导细胞凋亡抑制细胞癌变+

"

,

$人类

对
,,J

的认识源于对
S;-+7

的研究+

!B

,

#且
,,J

的缺失与人

类多种肿瘤的发生密切相关#如(宫颈癌%乳腺癌%儿童肿瘤综

合征%

O/0;-A

综合征+

!!G!$

,等$

在对散发性结直肠癌的研究中首次发现人类肿瘤错配修

复基因#目前
,,J

家族公认有
,/A&

同源物
2,&WI

"

2,G

&WE

及
,/AT

的同源物
2,TW!

%

2,TWD

%

21,&!

和
21,&I

$

只有当错配识别复合物
,/A&

&

!

2,&WIG2,&WE

"和!或"

,/A&

!

!

2,&WIG2,&WD

"与
5U:

序列上错配位点结合后#使

得
:O1

依赖水解酶构象发生改变#复合物
,/AT

&

!

,TW!G

1,&I

"与
,/A&

&

或
,/A&

!

结合#才能激活
,,J

系统#从而发

挥其基因错配修复功能+

!KG!E

,

$以往经典研究发现#

,,J6

绝

大部分突变发生在
,TW!

%

,&WI

和
,&WE

#发生于
1,&!

和

1,&I

少见$随着研究深入#

1,&I

在人类肿瘤中的作用日益

受关注#与其他错配修复蛋白不同#

1,&I

具有高度不稳定性#

在人类多种肿瘤中表达缺失或功能缺失+

!#

,

$本试验发现#在

卵巢癌细胞株
:I#HB

%

'3-<D

%

S&I

和
'!D

"中
1,&I

均有表达#

但在
:I#HB

中
1,&I

表达水平极低#伴随高活化水平的
:XA!

#

即
1,&I

的表达水平与活化的
:XA!

呈负相关$

:XA!

是细胞生存通路
1(DR

)

:XA

的枢纽分子#广泛存在

于哺乳动物各组织中#参与细胞的生长%增殖及凋亡+

!HG!"

,

$通

常情况下#

:XA!

处于非激活状态#只有它被上游激酶磷酸化完

全活化后#磷酸化下游靶分子中保守序列#从而发挥其生物学

效应$

:XA!

异常活化与多种恶性肿瘤的发生%发展和转归关

$H!!

重庆医学
IB!E

年
D

月第
$K

卷第
"

期



系密切$在人类卵巢癌%前列腺癌%胰腺癌%骨髓瘤%直肠癌及

肾细胞癌中
:XA!

异常活化*应用抑制剂抑制
:XA!

磷酸化水

平后#明显抑制以上肿瘤的生长+

IBGID

,

$

大量 研 究 证 实#已 知
:XA!

下 游 靶 分 子#如
P&RD

%

QRWJT!

%

?:5

及
?J':!

等#均含有其磷酸化的保守序列

JVJVV&

)

O?

+

$

#

I$

,

$本研究前期实验发现#

1,&I

蛋白中存在

_1J1JPO

!

KEOg&g

共有基序#这一结果提示蛋白
1,&I

可

能被活化的
:XA!

磷酸化#影响稳定性#进而影响其生物学功

能$本研究发现#不同卵巢癌细胞株中蛋白
1,&I

及活化

:XA!

表达水平呈负相关#提示
1,&I

蛋白的表达水平可能受

活化
:XA!

的直接调控#

1,&I

可能为
1(DR

)

:XA

信号通路下

游新的靶分子#为人类卵巢癌的治疗寻找新靶点奠定基础$
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