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ＬＫＢ１抑制肿瘤机制的研究进展


杨事达，滕秋艳 综述，赵鸿梅△审校

（辽宁省人民医院检验科，辽宁沈阳１１００１５）
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　　ＬＫＢ１（ｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅＢ１）基因又被称为ＳＴＫ１１（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｏ

ｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ１１）基因，ＬＫＢ１的胚系突变可导致Ｐｅｕｔｚ

Ｊｅｇｈｅｒｓ综合征（ＰＪＳ），与错构瘤性息肉向肿瘤的发展密切相

关［１］。ＬＫＢ１基因的表达产物在细胞内分布较为广泛，通过多

种信号途径参与调节细胞的凋亡、极性等细胞生理过程。尽管

ＬＫＢ１的抑癌机制尚不完全清楚，但现有的研究表明作为一种

蛋白激酶，它对细胞的增殖、生长周期阻滞、凋亡、能量代谢和

极性等的调控可能都是抑制肿瘤的重要机制。本文就目前已

经证实的ＬＫＢ１抑制肿瘤的分子机制作一综述。

１　概　　述

人类ＬＫＢ１基因定位于人染色体１９Ｐ３．３带，ｃＤＮＡ全长

２１５８ｂｐ，编码区１３０２ｂｐ含有９个编码外显子和一个不编码

的外显子，编码的ＬＫＢ１蛋白相对分子质量为４８×１０３，由４３３

个氨基酸组成的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，包括一个激酶区域

（４９～３０９密码子处）、Ｎ端调节域和Ｃ端调节域。人ＬＫＢ１基

因在胎儿和成人的所有组织中广泛表达，尤以胰腺、肝、睾丸、

小肠和骨骼肌表达最多。

２　ＬＫＢ１的调节方式

ＬＫＢ１的调节方式主要有两种：磷酸化和亚细胞定位。

ＬＫＢ１至少有８个氨基酸残基可被磷酸化
［２４］。在哺乳动物细

胞内，ＬＫＢ１通过与ＳＴＲＡＤ和 ＭＯ２５结合形成三聚体复合物

调节ＬＫＢ１蛋白的稳定性、激酶活性和蛋白在细胞内的定位。

ＳＴＲＡＤ一方面与ＬＫＢ１结合能够激活ＬＫＢ１的自身磷酸化和

磷酸化下游底物的功能［５］；另一方面由于ＬＫＢ１缺乏核输出序

列，需要通过与ＳＴＲＡＤ结合帮助ＬＫＢ１核输出到细胞质中并

定位在细胞质中发挥生理功能［６］；ＭＯ２５则能够稳定ＳＴＲＡＤ

和ＬＫＢ１的相互作用并进一步放大ＬＫＢ１的激酶活性
［２］。

３　ＬＫＢ１的作用底物

ＡＭＰ活化的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）是 ＬＫＢ１最重要的底物。

ＡＭＰＫ包括三个亚基，催化亚基α和调节亚基β、γ。环境刺激

导致细胞内ＡＭＰ／ＡＴＰ比值升高，能量缺乏时，ＡＭＰ结合到

γ亚基上使 ＡＭＰＫ 发生变构，结构变化一方面促进 ＬＫＢ１对

ＡＭＰＫαＴｈｒ１７２位点的磷酸化活化 ＡＭＰＫ，另一方面抑制相

应磷酸酶对该位点的去磷酸化作用，二者协同增强 ＡＭＰＫ的

磷酸化水平而使之激活。尽管有研究认为钙调蛋白依赖性激

酶激酶β（ＣａＭＫＫβ）也可激活 ＡＭＰＫ，但ＣａＭＫＫβ只在Ｃａ
２＋

浓度改变时活化 ＡＭＰＫ，在能量下降时激活 ＡＭＰＫ 的是

ＬＫＢ１。活化的ＡＭＰＫ一方面降低耗能的合成代谢（如脂肪

酸、胆固醇、糖原和蛋白合成），另一面加快分解代谢（如葡萄糖

摄入、糖酵解）以产生能量稳定ＡＭＰ／ＡＴＰ比值
［７］。除ＡＭＰＫ

之外，１２种 ＡＭＰＫ相关激酶也是ＬＫＢ１的直接底物，然而引

起ＬＫＢ１磷酸化激活这些底物的信号刺激还有待于进一步

研究。

４　ＬＫＢ１的抑癌机制

４．１　ＬＫＢ１通过引起Ｇ１周期阻滞，调节细胞生长　将ＬＫＢ１

转入ＬＫＢ１缺失的肿瘤细胞如 Ｈｅｌａ和Ｇ３６０细胞，可引起Ｇ１

期细胞生长阻滞［８９］。在Ｇ３６１的Ｇ１期细胞中，ＬＫＢ１在细胞

核中稳定Ｐ５３并且能够直接或间接磷酸化Ｐ５３的１５和３９２

位［１０］，升高细胞周期依赖型激酶ＣＤＫ（ＣＤＫ）的抑制物Ｐ２１／

ＷＡＦ１的水平引起 Ｇ１细胞周期阻滞。不过在缺失 Ｐ５３的

ＨｅｌａＳ３细胞中，ＬＫＢ１则绕过Ｐ５３与ＬＭＯ４，ＧＡＴＡ６，和ＬＤＢ１

形成复合物诱导Ｐ２１表达
［１１］。Ｓｃｏｔｔ等研究发现ＬＫＢ１可以

不依赖Ｐ２１和Ｐ５３单独诱导Ｇ１周期阻滞，但当ＬＫＢ１与Ｐ２１

和Ｐ５３联合能够中等程度提高ＬＫＢ１介导的Ｇ１周期阻滞
［１２］。

４．２　ＬＫＢ１诱导细胞凋亡，调节细胞生长　Ｋａｒｕｍａｎ等
［１３］首

先证实在上皮细胞中，ＬＫＢ１诱导凋亡需要有功能的Ｐ５３蛋白

才能发生；在 Ｐ５３－／－果蝇的模型中也观察到 ＬＫＢ１依赖

Ｃａｓｐａｓｅ途径介导凋亡
［１４］；由此可见在调亡诱导过程中，ＬＫＢ１

与Ｐ５３独立进行或者联合诱导凋亡取决于细胞类型和细胞内

的环境条件。此外，ＪＮＫ途径作为ＬＫＢ１诱导凋亡的下游信

号，其激活对于线粒体释放细胞色素γ和Ｃａｓｐａｓｅ介导的凋亡

通路的激活是必需的，并且ＪＮＫ异常引起程序性死亡缺陷是

肿瘤发生的前提条件。在果蝇中ＬＫＢ１可以激活ＪＮＫ途径而

诱导发育过程中的细胞凋亡，ＬＫＢ１敲除的果蝇则表现出凋亡

缺陷和中央神经系统的异常增生；同样，ＪＮＫ信号通路阻滞可

抑制ＬＫＢ诱导的凋亡
［１４］。需要注意的是，在细胞内能量缺乏

时，ＡＭＰ／ＡＴＰ比值升高时，ＬＫＢ１ＡＭＰＫ信号途径首先是抑

制分解代谢，促进合成代谢，维持能量平衡，保护细胞，抑制细

胞凋亡；只有当 ＡＭＰ／ＡＴＰ比值持续异常难以逆转时，ＬＫＢ１

诱导细胞凋亡发生［１５１６］。

４．３　ＬＫＢ１ 下调 ｍＴＯＲＣ１ 信号途径，调节细胞生长 　

ｍＴＯＲＣ１是ＬＫＢ１ＡＭＰＫ调节细胞生长和细胞周期的最关键

靶点之一。ｍＴＯＲＣ１包括ｍＴＯＲ、ｍＬＳＴ８和ｒａｐｔｏｒ，ｍＴＯＲＣ１

活性受ｒａｐａｍｙｃｉｎ 抑制且对营养状况敏感。ＬＫＢ１ 主要在

ＴＳＣ２———结节性硬化综合征的突变致病蛋白介导下调节

ｍＴＯＲＣ１活性，是 ＡＭＰＫ的底物之一，有 ＧＴＰ酶激活蛋白
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（ＧＡＰ）结构域。ＡＭＰＫ被ＬＫＢ１磷酸化后激活ＴＳＣ２而抑制

ｍＴＯＲＣ１的活性
［１７］。除ＴＳＣ２依赖途径，上述调节因子在许

多肿瘤细胞中都出现活性异常，在能量压力下，ＬＫＢ１ＡＭＰＫ

还可直接磷酸化 ｍＴＯＲＣ１复合体的支架亚基Ｒａｐｔｏｒ而抑制

ｍＴＯＲＣ１活性
［１８］。

４．４　ＬＫＢ１调节葡萄糖和脂类代谢　ＬＫＢ１磷酸化ＡＭＰＫ的

第１７２位苏氨酸，激活型 ＡＭＰＫ能磷酸化多种物质代谢途径

的关键酶，促进分解代谢，抑制合成代谢，重建细胞能量稳态。

细胞能量下降时，ＡＭＰＫ被 ＬＫＢ１激活后可迅速磷酸化脂肪

酸和胆固醇合成限速酶乙酰辅酶Ａ羧化酶（ＡＣＣ）和 ＨＭＧ辅

酶Ａ还原酶（ＨＭＧＣＲ）从而抑制脂类合成，降低能量消耗，同

时快速调节糖酵解关键酶６磷酸果糖激酶（ＰＦＫ２）活性而促进

糖酵解过程产生能量。除通过酶活性修饰快速调节糖脂代谢

外，ＬＫＢ１还在转录水平上调节糖脂代谢相关基因的表达。

ｍＴＯＲＣ１依赖的转录因子ＳＲＥＢＰ１可促进生脂基因的表达，

其活性受固醇水平的调控，同时其核移位和转录激活功能还依

赖于 ｍＴＯＲＣ１。ＬＫＢ１磷酸化 ＡＭＰＫ，抑制 ｍＴＯＲＣ１而使

ＳＲＥＢＰ１活性下调，在转录水平上抑制脂类生成过程。ＡＣＣ

等酶类是一些肿瘤细胞生存所必需的，化学抑制其活性可抑制

肺癌和前列腺癌转移癌的生长［４，１９］，由此推测抑制脂类合成和

调节糖酵解过程可能是ＬＫＢ１抑癌机制的一部分。

４．５　ＬＫＢ１维持细胞极性　极性调节蛋白Ｐａｒ１ｂ／ＭＡＲＫ２／

Ｅｍｋ是受ＬＫＢ１调节的又一丝氨酸／苏氨酸激酶家族成员，从

酵母到人类高度保守，对多种组织和细胞极性的维持至关重

要［２０２３］。ＬＫＢ１调节细胞极性主要依赖 ＭＡＲＫ和Ｂｒｓｋ／ＳＡＤ

激酶以及ＡＭＰＫ。ＭＡＲＫ激酶是线虫、果蝇和哺乳动物中保

守的细胞极性调节激酶［２４］，Ｂｒｓｋ／ＳＡＤ激酶是脑中控制神经元

极性形成的激酶［２５］，二者均可磷酸化 ＭＡＰ的微管结合区域而

改变微管稳定性，进而影响细胞极性。ＡＭＰＫ调节细胞极性

是通过直接磷酸化肌球蛋白轻链（ＭＬＣ）实现的
［２６］。ＬＫＢ１可

以通过激活 Ｍｓｔ４激酶促进上皮细胞顶端膜刷状缘的形成，

ＬＫＢ１ＳＴＲＡＤＭＯ２５复合体的形成通过某种未知机制使

Ｍｓｔ４从高尔基体移位到质膜上，磷酸化骨架连接蛋白Ｅｚｒｉｎ

而诱导刷状缘形成［２７］。基因组学和蛋白组学研究发现，在

ＬＫＢ１缺失细胞中原癌蛋白激酶Ｓｒｃ活性升高，黏着斑激酶

（ＦＡＫ）表达增加，细胞迁移加快
［２８］；另有研究发现，ＬＫＢ可直

接磷酸化ＰＡＫ１（Ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ）Ｔｈｒ１０９并抑制其活性，

从而抑制细胞的运动［２９］。

５　小　　结

作为一个新的抑癌基因，ＬＫＢ１参与的信号通路和对生命

活动的调节作用正逐渐被揭示和解析，现有研究已证实一些关

于ＬＫＢ１抑癌机制，然而还存在许多未知困惑。随着对ＬＫＢ１

抑癌机制的深入研究会有更多肿瘤发生过程中的关键分子被

发现，从而被用来干预肿瘤的发生、发展，这也为广大医务工作

者理解肿瘤的发生和诊治提供更广泛的思路。
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ｉｎｄｕｃｅｓｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，６５（１５）：６７１９６７２５．

［４］ＢｅｃｋｅｒｓＡ，ＯｒｇａｎｅＳ，ＴｉｍｍｅｒｍａｎｓＬ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ

ａｃｅｔｙｌＣｏＡｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅｉｎｄｕｃｅｓｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｓｅ

ｌｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，６７（１７）：８１８０８１８７．

［５］ＢｏｕｄｅａｕＪ，ＢａａｓＡＦ，ＤｅａｋＭ，ｅｔａｌ．ＭＯ２５ａｌｐｈａ／ｂｅｔａｉｎｔｅｒａｃｔｗｉｔｈ

ＳＴＲＡＤａｌｐｈａ／ｂｅｔａｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｉｒａｂｉｌｉｔｙｔｏｂｉｎｄ，ａｃｔｉｖａｔｅａｎｄ

ｌｏｃａｌｉｚｅＬＫＢ１ｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００３，２２（１９）：５１０２

５１１４．

［６］ ＯｒｉｔａＨ，ＣｏｕｌｔｅｒＪ，ＬｅｍｍｏｎＣ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅｆｏｒｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２００７，１３（２３）：７１３９７１４５．

［７］ ＴｏｗｌｅｒＭＣ，ＨａｒｄｉｅＤＧ．ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｉｎｍｅｔａ

ｂｏｌｉｃｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｉｎｓｕｌｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００７，１００（３）：３２８

３４１．

［８］ Ｔｉａｉｎｅｎ Ｍ，ＹｌｉｋｏｒｋａｌａＡ，ＭｋｅｌＴＰ．Ｇｒｏｗｔｈｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ

Ｌｋｂ１ｉｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａＧ（１）ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄ

ＳｃｉＵＳＡ，１９９９，９６（１６）：９２４８９２５１．

［９］ Ｑｉｕ Ｗ，ＳｃｈｎｌｅｂｅｎＦ，ＴｈａｋｅｒＨＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｍｕｔａｔｉｏｎｏｆ

ＳＴＫ１１／ＬＫＢ１ｇｅｎｅｌｅａｄｓｔｏｔｈｅｌｏｓｓｏｆｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎ

ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００６，２５

（２０）：２９３７２９４２．

［１０］ＸｉｅＸ，ＷａｎｇＺ，ＣｈｅｎＹ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＬＫＢ１ｗｉｔｈａＷＤｒｅｐｅａｔ

ｐｒｏｔｅｉｎＷＤＲ６ｉｓｉｍｐｌｉｃａｔｅｄｉｎｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄｐ２７（Ｋｉｐ１）

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００７，３０１（１／２）：１１５１２２．

［１１］ＳｅｔｏｇａｗａＴ，ＳｈｉｎｏｚａｋｉＹａｂａｎａＳ，ＭａｓｕｄａＴ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＬＫＢ１ｉｎｄｕｃｅｓｐ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ＬＭＯ４，ＧＡＴＡ６，ａｎｄＬｄｂ１［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，

２００６，３４３（４）：１１８６１１９０．

［１２］ＳｃｏｔｔＫＤ，ＮａｔｈＳａｉｎＳ，ＡｇｎｅｗＭＤ，ｅｔａｌ．ＬＫＢ１ｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｔｍｕｔａｎｔｓｅｎｈａｎｃｅｃｙｃｌｉｎＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，

６７（１２）：５６２２５６２７．

［１３］ＫａｒｕｍａｎＰ，ＧｏｚａｎｉＯ，ＯｄｚｅＲＤ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｇｅｎｅ

ｐｒｏｄｕｃｔＬＫＢ１ｉｓａｍｅｄｉａｔｏｒｏｆｐ５３ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．Ｍｏｌ

Ｃｅｌｌ，２００１，７（６）：１３０７１３１９．

［１４］ＬｅｅＪＨ，ＫｏｈＨ，Ｋｉｍ Ｍ，ｅｔａｌ．ＪＮＫｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｓａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＬＫＢ１ｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２００６，１３（７）：１１１０１１２２．

［１５］ＬｅｅＪＨ，ＫｏｈＨ，Ｋｉｍ Ｍ，ｅｔａｌ．ＪＮＫｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｓａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｃｅｌｌｄｅａｔｈｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＬＫＢ１ｉｎＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ［Ｊ］．

ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｆｆｅｒ，２００６，１３（７）：１１１０１１２２．

［１６］ＳｈａｗＲＪ，ＫｏｓｍａｔｋａＭ，ＢａｒｄｅｅｓｙＮ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ

ＬＫＢ１ｋｉｎａｓｅｄｉｒｅｃｔｌｙａｃｔｉｖａｔｅｓＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅａｎｄｒｅｇｕ

ｌａｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｅｎｅｒｇｙｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉ

ＵＳＡ，２００４，１０１（１０）：３３２９３３３５．

［１７］ＭｕｋｈｅｒｊｅｅＰ，ＭｕｌｒｏｏｎｅｙＴＪ，ＭａｒｓｈＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｅｎｅｒｇｙｓｔｒｅｓｓｏｎＡＭＰＫｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌｂｒａｉｎｔｕｍｏｒａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒａｉｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２００８，７：３７．

［１８］ＨｕａｎｇＪ，ＭａｎｎｉｎｇＢＤ．ＴｈｅＴＳＣ１ＴＳＣ２ｃｏｍｐｌｅｘ：ａｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｓｗｉｔｃｈｂｏａｒｄｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２００８，４１２（２）：

１７９１９０．

［１９］ＣｈｅｎｇＳＷ，ＦｒｙｅｒＬＧ，ＣａｒｌｉｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｒ２４４６ｉｓａｎｏｖｅｌｍａｍ

ｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ（ｍＴＯＲ）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｒｅｇｕｌａ

ｔｅｄｂｙｎｕｔｒｉｅｎｔｓｔａｔｕｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００４，２７９（１６）：１５７１９

１５７２２．

［２０］ＡｌｍｅｉｄａＡ，ＭｏｎｃａｄａＳ，ＢｏｌａｎｏｓＪＰ．Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｗｉｔｃｈｅｓｏｎｇｌｙ

ｃｏｌｙｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＡＭＰｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅａｎｄ６ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏ２

ｋｉｎａｓｅｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，６（１）：４５５１．

［２１］ＬｉａｎｇＪ，ＳｈａｏＳＨ，ＸｕＺＸ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｅｎｅｒｇｙｓｅｎｓｉｎｇＬＫＢ１ＡＭＰＫ

ｐａｔｈｗａｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｐ２７（ｋｉｐ１）ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｉｎｇｔｈｅｄｅｃｉ

ｓｉｏｎｔｏｅｎｔｅｒａｕｔｏｐｈａｇｙｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００７，９

（２）：２１８２２４．

［２２］ＭａｒｔｉｎＳＧ，ＳｔＪｏｈｎｓｔｏｎＤ．ＡｒｏｌｅｆｏｒＤｒｏｓｏｐｈｉｌａＬＫＢ１ｉｎａｎｔｅｒｉ

ｏｒｐｏｓｔｅｒｉｏｒａｘｉｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｏｌａｒｉｔｙ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，

２００３，４２１（６９２１）：３７９３８４．

［２３］ＫｕｓａｋａｂｅＭ，ＮｉｓｈｉｄａＥ．ＴｈｅｐｏｌａｒｉｔｙｉｎｄｕｃｉｎｇｋｉｎａｓｅＰａｒ１ｃｏｎ

·８５５１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１２



ｔｒｏｌｓＸｅｎｏｐｕｓｇａｓｔｒｕｌａｔｉｏｎｉｎｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈ１４３３ａｎｄａＰＫＣ

［Ｊ］．ＥＭＢＯＪ，２００４，２３（２１）：４１９０４２０１．

［２４］ＢａｙｒａｋｔａｒＪ，ＺｙｇｍｕｎｔＤ，ＣａｒｔｈｅｗＲＷ．Ｐａｒ１ｋｉｎａｓｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓ

ｃｅｌｌｐｏｌａｒｉｔｙａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎＮｏｔｃｈｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｔｈｅＤｒｏｓｏｐｈｉｌａ

ｅｍｂｒｙｏ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＳｃｉ，２００６，１１９（４）：７１１７２１．

［２５］ＣｏｈｅｎＤ，ＢｒｅｎｎｗａｌｄＰＪ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＢｏｕｌａｎＥ，ｅｔａｌ．Ｍａｍｍａｌｉａｎ

ＰＡＲ１ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｕｍｅｎｐｏｌａｒｉｔｙｂｙｏｒｇａｎｉｚｉｎｇｔｈｅｍｉ

ｃｒｏｔｕｂｕｌｅｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，１６４（５）：７１７７２７．

［２６］ＫｉｓｈｉＭ，ＰａｎＹＡ，ＣｒｕｍｐＪＧ，ｅｔａｌ．ＭａｍｍａｌｉａｎＳＡＤｋｉｎａｓｅｓａｒｅ

ｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｎｅｕｒｏｎａｌｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００５，３０７（５７１１）：

９２９９３２．

［２７］ＬｅｅＪＨ，ＫｏｈＨ，ＫｉｍＭ，ｅｔａｌ．Ｅｎｅｒｇｙｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｂｙＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００７，４４７

（７１４７）：１０１７１０２０．

［２８］ＤｅｇｕｃｈｉＡ，ＭｉｙｏｓｈｉＨ，ＫｏｊｉｍａＹ，ｅｔａｌ．ＬＫＢ１ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐ２１ａｃ

ｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１ （ＰＡＫ１）ｂｙｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＴｈｒ１０９ｉｎｔｈｅ

ｐ２１ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５（２４）：１８２８３

１８２９０．

［２９］ＣａｒｒｅｔｅｒｏＪ，ＳｈｉｍａｍｕｒａＴ，ＲｉｋｏｖａＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅｇｅｎｏｍｉｃ

ａｎｄｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｎａｌｙｓｅｓｉｄｅｎｔｉｆｙｔａｒｇｅｔｓｆｏｒＬｋｂ１ｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｅｔａ
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单核苷酸多态性检测方法的研究进展
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　　单核苷酸多态性（ＳＮＰ）是指ＤＮＡ序列上发生的单个核

苷酸碱基的变异。ＳＮＰ是人类基因组ＤＮＡ序列中最常见的

变异形式，被认为是决定疾病易感性和药物反应的决定因

素［１］。本文就ＳＮＰ检测技术的传统方法进行回顾并介绍几种

具有代表性的高、中通量ＳＮＰ检测技术。

１　传统方法

１．１　单构链多态性技术（ＰＣＲＳＳＣＰ）　该技术是出现最早、

应用较广的等位基因分型方法［２］，其原理是单个碱基差异导致

单链ＤＮＡ构象不同，这种构象差异可导致单链ＤＮＡ在凝胶

电泳中迁移率的改变，使基因的多态性得以检测和鉴定。利用

该方法进行ＳＮＰ分型的主要限制来自于ＤＮＡ片段的长度，

ＤＮＡ片段越长，单碱基差异引起构象改变造成的正常基因与

突变基因之间的电泳迁移率的区别越小。ＰＣＲＳＳＣＰ一般用

于３００ｂｐ以内的ＤＮＡ片段。ＰＣＲＳＳＣＰ基因分型方法耗时

较长，操作繁琐，对聚丙烯酰胺凝胶要求较高，目前已经很少

采用。

１．２　限制性片段长度多态性聚合酶链反应（ＰＣＲＲＦＬＰ）　

ＰＣＲＲＦＬＰ是ＰＣＲ技术与ＲＦＬＰ技术的结合，通过ＰＣＲ扩增

目的片段，然后选择适当的限制性内切酶，消化ＰＣＲ产物，不

同的基因型会得出不同的特异性长度的电泳谱带，据此来进行

ＳＮＰ分型。ＰＣＲＲＰＬＦ技术应用范围仅限于ＳＮＰ位点突变引

起酶切位点改变时，不适用于所有ＳＮＰ位点。ＰＣＲ扩增完成

后，需进行纯化才能进行限制性酶切，ＰＣＲ体系中的成分会影

响酶活性，导致酶切反应的失败。

１．３　等位基因特异性ＰＣＲ（ＡＳＰＣＲ）　根据ＰＣＲ过程中要

求引物与模板之间严格互补配对来实现对ＳＮＰ的检测。利用

此原理，除一条公共引物外，再设计两条等位基因特异性引物，

使引物的３′末端最后碱基与正常或异常ＳＮＰ位点的碱基互

补，其余引物的碱基一样。通过加入的特异性引物的类型以及

ＰＣＲ扩增后电泳检测产物的有无来区分ＳＮＰ的类型。该方法

需要的仪器及试剂简单且花费较小，但是需要两个反应得到一

个ＳＮＰ位点的分型，同时由于两条等位基因特异性引物只有

末端碱基不同，有时候可能会出现错误的扩增，从而产生错误

的判断［３］。

２　高通量ＳＮＰ检测方法

２．１　基因芯片　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ以及Ｉｎｆｉｎｉｕｍ基因芯片技术是目

前高通量的基因芯片ＳＮＰ分型技术的代表。ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕ

ｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０基因芯片，在一张芯片上可以分析一个样

本的９０６６００个ＳＮＰ的基因型，Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术是目前ＳＮＰ芯

片技术中通量最高的，可达１１０万。ＳＮＰ分析百万级通量技

术的出现，使全基因组关联研究（ＧＷＡＳ）成为可能；ＧＷＡＳ在

本质上，就是从人类全基因组范围内序列变异中，筛选出与疾

病性状相关联的ＳＮＰ。ＧＷＡＳ分析基因组内的所有基因，不

再受候选基因的限制，使众多功能不明的基因以及基因间区的

ＳＮＰ位点都为疾病的研究提供了相关线索。

２．１．１　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０　ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕ

ｍａｎＳＮＰＡｒｒａｙ６．０采用原位合成法制备芯片。利用 ＬＭ

ＰＣＲ的方法进行全基因组扩增制备靶基因。提取的基因组

ＤＮＡ进行纯化后，分别使用ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ限制性内切酶处

理ＤＮＡ样品。酶切片段形成黏性末端，在Ｔ４连接酶的作用

下，ＮｓｐⅠ接头和ＳｔｙⅠ接头分别连接至ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ酶切

产物上，形成正反两条链５′端部分序列相同的双链 ＤＮＡ片

段。以ＮｓｐⅠ和ＳｔｙⅠ酶切产物即片段化后基因组ＤＮＡ为

模板，使用与ＮｓｐⅠ接头和ＳｔｙⅠ接头上的碱基序列互补的一

条通用引物进行单引物ＰＣＲ扩增，从而得到大量片段化的基

因组ＤＮＡ。将ＳｔｙⅠＰＣＲ产物和ＮｓｐⅠ ＰＣＲ产物混合后进

行纯化洗脱，并测定纯化度。将纯化后的ＰＣＲ产物片段化后

在末端脱氧核糖转移酶的作用下进行标记反应。将标记后的

ＰＣＲ产物变性后杂交，杂交完成后经过洗涤、染色后，用专业

分析平台采集荧光信号进行ＳＮＰ位点分析
［４］。

２．１．２　Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术　Ｉｎｆｉｎｉｕｍ技术采用的是点样法合成芯

片，芯片介质是微珠。将提取的基因组 ＤＮＡ 定量，利用

ＮａＯＨ变性后，进行全基因组扩增，将扩增后的产物进行随机

内切酶酶切，使ＤＮＡ片段化。将完成片段化后的ＤＮＡ片段

经沉淀纯化，重悬后与芯片杂交。在杂交过程中，ＤＮＡ片段与

位于微珠上的特异性探针退火，杂交后洗去未杂交和非特异性

杂交的ＤＮＡ片段，用已捕获的ＤＮＡ为模板，在芯片上进行单

碱基延伸反应，延伸反应中，经过不同荧光染料标记的ｄＮＴＰ
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