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!!摘!要"目的!探讨蛋白酶体'*"亚基非+,!酶%&"!"#$%&#在胰腺癌中的表达及其与患者预后的关
系!并分析其对胰腺癌细胞增殖的影响和潜在机制$方法!用基因表达谱交互分析工具"-.!/+'#分析

!"#$%&信使01+"201+#在胰腺癌组织中的表达及其与患者预后的关系!并用 34564789:;6"3<#进一步检
测!"#$%&蛋白在胰腺癌组织和配对癌旁正常组织中的表达情况$对!"#$%&表达可能参与调控的生物学
过程进行基因富集分析$用!"#$%&小干扰01+"5=01+#和阴性对照5=01+转染胰腺癌细胞系!+1>?%和

<@!>?(细胞!3<检测转染效率$通过>>A?B试验检测!"#$%&对细胞增殖的影响$通过葡萄糖摄取试验
和乳酸生成试验检测!"#$%&对细胞糖酵解的影响$通过相关性分析挖掘!"#$%&可能调控的糖酵解关键
酶!并用 3<和反转录?实时荧光定量聚合酶链反应"0,?C!>0#进行实验验证$结果!,>-+数据分析显示%

!"#$%&201+在胰腺癌组织中的表达水平高于癌旁正常组织"!$)D)E#!其高表达与患者预后不良有关
"!$)D)E#$与配对的癌旁正常组织相比!!"#$%&蛋白在胰腺癌组织中表达水平升高"!$)D)E#$基因富集
分析提示!"#$%&可能参与调控胰腺癌的细胞增殖$与阴性对照5=01+ 相比!!"#$%&5=01+ 降低了

!+1>?%和<@!>?(细胞中的!"#$%&蛋白表达水平"!$)D)E#$干扰!"#$%&表达能显著抑制细胞增殖&葡
萄糖摄取和乳酸生成"!$)D)E#$!"#$%&201+表达与己糖激酶"FA'#&磷酸果糖激酶"!GAH#&丙酮酸激
酶'"!A#'#201+表达呈正相关""I)D()&)D'E&)D&%!!$)D)E#$3<证实干扰!"#$%&表达只降低

!A#'蛋白表达水平"!$)D)E#!不影响 FA'和!GAH蛋白表达"!%)D)E#!并且0,?C!>0结果显示%干扰

!"#$%&表达不影响!A#'201+表达水平"!%)D)E#$结论!!"#$%&在胰腺癌组织中高表达!其高表达
与患者预后不良有关$!"#$%&有促进胰腺癌细胞糖酵解和细胞增殖的作用!这可能与其增强!A#'蛋白的
表达有关$
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!!胰腺癌是一种具有高度侵袭性的肿瘤(严重威胁
人类生命健康)%*'胰腺癌发病隐匿(早期诊断困难(
仅%E\"'E\的患者确诊时有机会接受手术治疗)'*'
绝大多数胰腺癌患者确诊时已处于中晚期(E年生存
率低至J\(预后极差)(*'缺乏早期检测手段%肿瘤转
移及化疗抵抗等多方面因素是患者预后不良的原

因)%*'研究表明(胰腺癌中存在广泛的基因和表观遗
传学改变(导致肿瘤驱动基因异常激活)&?E*'因此(挖
掘潜在的肿瘤驱动基因并探索其与胰腺癌的关系将

有助于人们认识胰腺癌的进展机制(改善患者预后'
泛素化是常见的转录后修饰方式(即泛素分子与底物
蛋白赖氨酸残基连接的过程'泛素化的蛋白通常被
蛋白酶体识别并降解(而去泛素化则是将泛素分子从
底物蛋白移除(从而维持蛋白的稳定性)**'由于作用
底物的多样性(去泛素化酶在多种生物学进程中发挥
重要调控作用(与肿瘤的发生密切相关)L?B*'蛋白酶
体'*"亚基非+,!酶%&$!"#$%&&是去泛素化酶中

Z+<%"#!1"#;M(&金属酶$Z+##&结构域蛋白酶家
族的一员(在卵巢癌%肝癌和头颈癌等多种肿瘤中表
达上调)J?%%*'其表达上调与病理高分期%血管侵袭和
肿瘤增殖等多种预后不良因素有关)%)?%'*(而下调

!"#$%&表达则能诱导细胞凋亡%抑制细胞增殖和上
皮间质转化过程)J(%(*'在结直肠癌中(!"#$%&通过
促进致癌基因+HA'的去泛素化而维持其蛋白稳定
性(从而促进结直肠癌细胞增殖和化疗抵抗)%&*'在头
颈癌中(!"#$%&则介导了"1+/H的去泛素化和蛋

白的稳定性(从而促进肿瘤的侵袭转移)%E*'由此可见

!"#$%&通过作用于多种不同的底物在多种肿瘤中
扮演了+促癌,的角色(而其在胰腺癌中的作用及机制
尚不清楚'本研究旨在分析!"#$%&在胰腺癌中的
表达情况及与患者预后的关系(并初步探讨其作用于
胰腺癌细胞的分子机制'

A!资料与方法

ADA!一般资料!*对胰腺癌组织和癌旁正常组织$距
离肿瘤边缘'T2以上&来源于')')年&月至')')年

%'月于本院进行手术切除治疗并经病理检查确诊为
胰腺癌的患者'本研究经安徽医科大学第一附属医
院医学伦理委员会批准'标本来源的患者均对本研
究知情同意并签署知情同意书'

ADB!细胞与试剂!胰腺癌!+1>?%和<@!>?(细胞
购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心'

$#.#培养基%胰酶及胎牛血清%]Q6=?#.# 培养基
为-=9T;公司产品(链霉素?青霉素双抗为FWT:;84公
司产品'H=Q()))转染试剂购自/8M=67;N48公司(

!"#$%&小干扰01+$5=01+&和阴性对照5=01+购
自,P472;G=5P47"T=486=R=T公司'葡萄糖摄取试验
试剂盒%乳酸生成试验试剂盒为 +9TO2 公司产品'

>>A?B试剂盒%组织总蛋白提取试剂盒%0/!+ 裂解
液%<>+蛋白定量试剂盒%Ê 蛋白上样缓冲液购自碧

云生物技术公司'!"#$%&%肝脏磷酸果糖激酶
$!GAH&抗体购自+9TO2公司(己糖激酶'$FA'&抗
体%丙酮酸激酶'$!A#'&抗体%#?OT6=8抗体购自!7;?
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64=864TP公司'![$G膜%增强化学发光液购自 #=::=?

Q;74公司',7=X;:试剂购自H=R464TP8;:;N=45公司'

!7=24"T7=Q6反转录试剂盒%"_<0!742=@.@,OC,#

$试剂盒购自,OYO7O公司'

ADC!方法

ADCDA!!"#$%&201+表达分析!通过基因表达
谱交互分析工具 $-.!/+'(P66Q!""N4Q=O'DTO8T47?

QYSDT8"%=8U4@&分析 ,>-+ 数据库中 !"#$%&
201+在胰腺癌患者癌组织和正常组织中的表达差
异(同时分析!"#$%&201+表达水平与患者总生
存率和无病生存率的关系'对!"#$%&表达可能参
与调控的生物学过程进行基因富集分析(即-]功能
注释和A.--通路富集分析'

ADCDB!34564789:;6$3<&检测蛋白表达水平!将组
织进行充分研磨后(使用0/!+试剂在&`条件下充
分裂解细胞(按照组织蛋白提取试剂盒说明书中的步
骤提取总蛋白'用<>+法测定蛋白浓度(取适量蛋
白加入Ê 上样缓冲液后于%))`水浴%)2=8使蛋
白变性'将处理好的蛋白在%)\"$"聚丙烯酰胺凝
胶上电泳(然后电转至![$G膜(用含E\牛奶的缓
冲液将膜封闭'P(将![$G膜与一抗$!"#$%&%a
%)))稀释(FA'%a%)))稀释(!GAH%a%)))稀
释(!A#'%a%)))稀释(#?OT6=8%a')))稀释&&`
孵育过夜'洗膜$%)2=8̂ (次&后(将膜与二抗$%a
()))&室温孵育%P(再洗膜$%)2=8^(次&(最后用
化学发光液显影并用凝胶成像仪拍照'

ADCDC! 细胞培养和细胞转染 ! 人胰腺癌细胞

!+1>?%和<@!>?(用含%\双抗%%)\胎牛血清的

$#.#培养基(在(L`%E\>]' 条件下培养'取对

数生长期的细胞计数(按'^%)E 个细胞"孔接种于*
孔板(待细胞融合度达E)\"L)\时进行转染'按照

H=Q()))转染试剂说明书(将'DE&N5=01+用%'E

&H无血清培养基稀释(E&HH=Q()))用%'E&H无血
清培养基稀释(两者混合后加入细胞中(BP后换液继
续培养至&BP'!"#$%&5=01+的序列如下(G!Eb?
->>+c>c+>>+>cc->++c,,?(b(0!Eb? +cc
->++-c--c+-+c-->,,?(b'

ADCDD!>>A?B试验!细胞转染&BP后按()))个"
孔接种于J*孔板(每组设置E孔(分别培养)%'&%&B%

L'P(每孔加入%)&H>>A?B试剂(孵育%P(酶标仪
测定&E)82处吸光度$$&值'

ADCDE!葡萄糖摄取试验%乳酸生成试验及相关性分
析!肿瘤细胞常通过增强糖酵解来保证细胞的快速
增殖)%**(因此本研究对!"#$%&是否通过调控胰腺
癌细胞的糖酵解来促进细胞增殖进行研究'葡萄糖
摄取试验!将转染的细胞以()))个"孔接种于J*孔

板中(待细胞贴壁后(更换为无血清培养基使细胞饥
饿过夜'!<"洗(次(加入'?脱氧葡萄糖'按照葡萄
糖摄取检测试剂盒说明书处理细胞(酶标仪测定&%'
82处$ 值$可反映葡萄糖摄取量&'乳酸生成试验!
将转染的细胞以()))个"孔接种于J*孔板中(待细
胞贴壁后(更换为无血清培养基(于'&P收集细胞培
养上清(离心去除细胞碎片(按照乳酸生成检测试剂
盒说明书加入试剂(酶标仪测定&E)82 处$ 值$可
反映乳酸生成量&'为了进一步探讨!"#$%&调控细
胞糖酵解的机制(通过 -.!/+'分析!"#$%&20?
1+与糖酵解限速酶 FA'%!GAH%!A# 201+表达
水平的相关性'

ADCDF!01+提取及反转录实时荧光定量聚合酶链
反应$0,?C!>0&!按照试剂说明用,7=X;:提取细胞
总01+(并用核酸仪检测 01+ 浓度'用 !7=24?
"T7=Q60,Y=6将 01+反转录为T$1+(再用"_<0
!742=@.@,OC,# $ A=6及相应引物对T$1+ 进行

!>0扩增'反转录及 C!>0 在 <=;?7OU>GdJ*型

!>0仪上进行'引物序列如下(!A#'正向为Eb?
,>->+,->+-[+>>,-+,,?(b(反向为Eb?>>,>?
-++,+->,->++-,--,+?(b-#?OT6=8正向为Eb?
--+>,,>-+->++-+-+,--?(b(反向为Eb?+-?
>+>,-,-,,-->-,+>+-?(b'

ADD!统计学处理!采用"!""''D)软件进行数据统
计分析'符合正态分布%方差齐性的计量资料以5eB
表示(组间比较采用独立样本8检验'采用 AOQ:O8?
#4=47生存曲线分析!"#$%&表达水平与患者生存
预后的关系'!$)D)E为差异有统计学意义'

B!结!!果

BDA!!"#$%&在胰腺癌和癌旁正常组织中的表达情
况及与患者预后的关系!,>-+ 数据分析显示!

!"#$%&201+在胰腺癌组织中的表达水平显著高
于癌旁正常组织$!$)D)E&'3<显示!!"#$%&蛋
白在胰腺癌组织中的表达水平高于癌旁正常组织

$!$)D)E&'以!"#$%&201+表达水平中位数为
界(将胰腺癌患者分为!"#$%&高表达组和低表达
组(!"#$%&高表达组的总生存率和无病生存率均明
显低于!"#$%&低表达组$!$)D)E&'见图%'

BDB!基因富集分析!-]功能注释和A.--通路富
集分析显示!!"#$%&表达与细胞增殖的相关功能和
通路有关(如$1+重组%细胞周期的正向调控等(提
示!"#$%&可能影响胰腺癌细胞的增殖'

BDC!!"#$%&对胰腺癌细胞增殖的作用!3<检测
显示!转染!"#$%&5=01+的细胞与转染阴性对照

5=01+的细胞相比(!"#$%&蛋白表达水平明显降低
$!$)D)E&'>>A?B试验显示!与转染阴性对照5=0?
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1+的细胞相比(转染!"#$%&5=01+的细胞增殖被
明显抑制$!$)D)E&(说明!"#$%&可以促进胰腺癌

细胞的增殖'见图''

!!注!+为,>-+数据中!"#$%&201+在胰腺癌组织和癌旁正常组织中的表达水平比较(胰腺癌组织%LJ例(癌旁正常组织%L%例("表示两

组间比较!$)D)E(以,!#表示201+的表达水平(纵轴数值为将,!#进行对数处理后的数值-<为 3<检测!"#$%&蛋白在胰腺癌组织和癌

旁正常组织中的表达水平(!%"!*为标本编号(,表示胰腺癌组织(1表示癌旁正常组织->为!"#$%&高%低表达组的总生存曲线和无病生存

曲线'

图%!!!"#$%&在胰腺癌和正常组织中的表达情况及与预后的关系

!!注!+为 3<检测各组细胞中!"#$%&蛋白的表达水平及!"#$%&蛋白表达水平的比较-<为>>A?B试验检测细胞的增殖能力-阴性对照表

示转染阴性对照5=01+(5=01+表示转染!"#$%&5=01+'

图'!!干扰!"#$%&表达对胰腺癌细胞增殖的影响

BDD!!"#$%&促进细胞糖酵解!干扰!"#$%&表达
能显著抑制细胞的葡萄糖摄取和乳酸生成$! $
)D)E&(见图('

BDE!!"#$%&对糖酵解限速酶表达的影响!通过

-.!/+'分析发现!"#$%&201+与糖酵解限速酶

FA'%!GAH%!A# 201+的表达水平呈正相关$"I
)D()%)D'E%)D&%(!$)D)E&'3<检测显示!干扰

!"#$%&表达能抑制!A#'蛋白的表达$!$)D)E&(
而对 FA'和 !GAH蛋白的表达无明显影响$!%
)D)E&(说明!"#$%&可能通过调控!A#'蛋白的表
达影响胰腺癌细胞的糖酵解'0,?C!>0结果显示!
干扰!"#$%&表达对!A#'201+表达无明显影响
$!%)D)E&(提示!"#$%&可能通过转录后修饰的方

式调控!A#'蛋白的表达'见图&'

!!注!+为葡萄糖摄取试验-<为乳酸生成试验-阴性对照表示转染

阴性对照5=01+(5=01+表示转染!"#$%&5=01+-葡萄糖摄取量和

乳酸生成量分别由相应的+值表示'

图(!!干扰!"#$%&表达对胰腺癌细胞葡萄糖摄取和

乳酸生成的影响
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!!注!+为通过-.!/+'分析胰腺癌中!"#$%&与 FA'%!GAH和!A#'201+表达水平的相关性(以,!#表示201+的表达水平(横纵轴

数值为将,!#进行对数处理后的数值-<为 3<检测各组细胞中 FA'%!GAH和!A#'蛋白的表达水平及!A#'蛋白相对表达水平的组间比

较->为0,?C!>0检测各组细胞中!A#'201+的表达水平-阴性对照表示转染阴性对照5=01+(5=01+表示转染!"#$%&5=01+'

图&!!!"#$%&对 FA'#!GAH和!A#'表达的影响

C!讨!!论

!!蛋白的泛素化和去泛素化是常见的转录后修饰
过程(近年来越来越多的研究证实了其在肿瘤进展中
发挥重要的调控作用)B*'!"#$%&是去泛素化酶中

Z+##家族成员之一(其在肝癌%肺癌%结直肠癌等多
种肿瘤中表达上调(而且是影响预后的因素)%)(%'(%&*'
本研究首次探讨了!"#$%&在胰腺癌调控中的分子
机制(发现!"#$%&在胰腺癌组织中表达异常上调(
其高表达与患者预后不良有关(这与其在其他多种肿
瘤中的促癌作用一致)%)(%'(%&*'

既往的研究表明(!"#$%&可通过促进细胞增
殖%促进上皮间质转化%介导侵袭转移过程%促进血管
侵袭等多种方式促进肿瘤进展)%'(%L?%B*(而!"#$%&导
致胰腺癌患者预后不良的分子机制尚不清楚'本研
究通过基因富集分析挖掘了!"#$%&在胰腺癌中可
能参与的生物学过程(发现其富集的功能和通路与细
胞增殖有关(提示!"#$%&可能参与调控胰腺癌细胞
增殖'进一步的实验验证发现(干扰!"#$%&表达可
抑制胰腺癌细胞增殖'在其他多种肿瘤中(靶向抑制

!"#$%&表达也能明显抑制肿瘤进展'在黑色素瘤
中(靶向抑制!"#$%&可导致"#+$(的聚集和锌指
转录因子$"Hc-&的减少(从而抑制肿瘤细胞的增殖
和迁移)%J*'Z/1-等)%%*研究发现(!"#$%&抑制剂可
拮抗.'G%"+Y6""]d'信号介导的肿瘤干性(从而逆
转化疗抵抗现象'以上研究说明!"#$%&可能作为
肿瘤治疗的潜在靶点'然而(在胰腺癌中!"#$%&调
控细胞增殖的机制尚不清楚(进一步阐明其机制将有
助于评估其作为胰腺癌精准治疗靶点的潜力'

无氧糖酵解(也称为+3O79S7N效应,(是肿瘤的
重要代谢重塑方式之一(肿瘤细胞因此可快速获得能

量供给并产生有利于肿瘤生长的微环境)')*'有研究
表明(泛素化和去泛素化可调控肿瘤细胞的无氧糖酵
解(并导致细胞增殖%迁移和侵袭能力等生物学行为
的改变)'%*'泛素化酶,0/#&L通过增加果糖?%(*?二
磷酸酶%$G<!%&的泛素化降解而促进细胞糖酵解(导
致胰腺癌进展)''*(去泛素化酶 ],c<'通过调控

c'+G'的去泛素化维持其稳定性(从而促进肺癌细
胞的糖酵解)'(*'本研究结果显示!干扰!"#$%&表
达能抑制胰腺癌细胞的葡萄糖摄取和乳酸生成(提示

!"#$%&可抑制细胞糖酵解'"c1 等)J*研究发现

!"#$%&可促进卵巢癌细胞糖酵解进而加速肿瘤进
展(使用!"#$%&抑制剂可抑制肿瘤生长(与本研究
结果一致'本研究发现(干扰!"#$%&可抑制胰腺癌
细胞增殖(但其对胰腺癌细胞侵袭能力的影响及在体
内的效应仍需进一步地研究'

研究证实!"#$%&可催化多种底物的去泛素化
过程)%)(%&?%E*(通 过 相 关 性 分 析(本 课 题 组 发 现

!"#$%&与糖酵解关键酶 FA'%!GAH和!A# 存在
共表达(提示!"#$%&可能参与调控这(种酶的表
达'进一步地发现(干扰!"#$%&表达可降低!A#'
蛋白表达水平(而对 FA'和!GAH蛋白表达水平无
影响(说明!A#'是!"#$%&的调控靶点(此结果与
在卵巢癌中的研究结果一致)J*'!A#'是糖酵解限
速酶之一(参与调控包括胰腺癌在内的多种肿瘤细胞
的糖酵解过程(能显著影响肿瘤进展)'&?'E*'多种泛素
化酶(如HF!!%!O7Y=8%,0/#EB等)'*?'B*(以及多种去
泛素化酶(如 ],c<'和 c"!')(可调控!A#'的泛
素化 和 去 泛 素 化 过 程)'*?()*'HF!!%,0/#EB 和

],c<' 调 控 !A#' 的 泛 素 化 及 蛋 白 的 稳 定

性)'*('B?'J*'>F.1 等)(%* 研 究 发 现(!O7Y=8 调 控
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!A#'的泛素化及降解过程(而H/c等)'L*研究表明

!O7Y=8促进!A#'的泛素化并抑制酶活性(但不影响
蛋白稳定性'c"!')促进!A#'的去泛素化但不影
响蛋白稳定性)()*'本研究结果发现干扰!"#$%&表
达能抑制!A#'蛋白的表达(但不影响!A#'20?
1+表达'因此(笔者推测!"#$%&可能通过促进

!A#'的去泛素化而增加其蛋白稳定性(但仍有待进
一步的实验研究来证实'鉴于泛素化和去泛素化对

!A#'的蛋白稳定性和活性的调控机制复杂多变(结
合本研究结果(下一步仍需要继续研究!"#$%&调控

!A#'蛋白表达的具体机制(如明确 !"#$%&对

!A#'的泛素化调控位点以及这种调控是否影响

!A#'进入细胞核(是否影响!A#'的聚合形式等'
综上所述(本研究证实了!"#$%&在胰腺癌组织

中高表达(!"#$%&高表达与患者预后不良有关'

!"#$%&促进胰腺癌细胞糖酵解和增殖(这可能与其
上调!A#'蛋白表达有关(而这也可能是其导致患者
预后不良的原因之一'
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作用机制还需后续进一步研究'本研究结果发现(

0c1d'高表达的良性脑膜瘤患者复发率较高(并且

0c1d'高表达是良性脑膜瘤患者复发的独立危险因
素(表明检测0c1d'的表达水平有助于良性脑膜瘤
患者的随访管理'此外(本研究还显示肿瘤最大径%
)DET2%有瘤周水肿及 A=?*L指数&&\均是良性脑
膜瘤患者复发的独立危险因素(与</>f]A等)%**的

研究具有一致性'
综上所述(-+,+&和0c1d'均在良性脑膜瘤

中表达上调(并在肿瘤最大径%)DET2%有瘤周水肿
及A=?*L指数&&\的患者中表达水平更高(两者都是
良性脑膜瘤复发的独立危险因素'
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