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慢病毒介导的 ＦＬＯＴ１基因表达对胃癌细胞侵袭凋亡的机制研究
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摘要：目的　探讨抑制ＦＬＯＴ１基因表达对胃癌细胞侵袭、凋亡的影响及机制。方法　将设计合成的ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体
（ｓｉＦＬＯＴ１组）转染人胃癌ＭＫＮ４５细胞，同时转染阴性对照慢病毒载体（阴性组），并设置空白组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测转染
４８ｈ后细胞ＦＬＯＴ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白表达。ＣＣＫ８法检测转染２４、４８、７２和９６ｈ的细胞
活力。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、流式细胞术及ＤＣＦＨＤＡ法分别检测转染４８ｈ的细胞侵袭能力、凋亡率及活性氧（ＲＯＳ）含量。结果　
ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体可明显抑制ＭＫＮ４５细胞ＦＬＯＴ１表达，与空白组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。ｓｉＦＬＯＴ１组
与空白组比较，细胞活力降低，细胞侵袭能力降低，细胞凋亡率升高，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ蛋白表达升高，αＳＭＡ
和Ｂｃｌ２蛋白表达降低，ＲＯＳ含量升高，差异均具有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论　下调ＦＬＯＴ１基因表达可通过抑制ＥＭＴ降
低胃癌细胞侵袭能力，通过调控凋亡相关蛋白表达及提高细胞ＲＯＳ含量促进细胞凋亡。
关键词：胃癌；ＦＬＯＴ１基因；侵袭；凋亡；上皮细胞间质转化
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　　胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，发病隐匿，
早期症状不明显，就诊时多数患者已处于中晚期，预

后不佳，５年生存率低，严重威胁人民的健康及生
命［１］。恶性肿瘤发生发展是多阶段、多因素及多基

因改变的结果，近些年分子靶向治疗肿瘤成为研究

热点。脂筏（ｌｉｐｉｄｒａｆｔ）是生物膜表面富含鞘糖脂及
胆固醇的微结构域，ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ是脂筏的一种标记蛋
白，由ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１（ＦＬＯＴ１）和ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ２（ＦＬＯＴ２）２种特
征蛋白组成，人 ＦＬＯＴ１基因定位于染色体 ６ｐ２１３

区段，是一种高度保守的蛋白，几乎在所有细胞型中

都能表达［２］。最近研究表明，多种癌细胞中 ＦＬＯＴ１
表达上调，其表达与临床病理特征有关，其高表达患

者预后较差［３４］。而下调ＦＬＯＴ１表达可抑制肿瘤细
胞生长［５］。胃癌中 ＦＬＯＴ１研究较少，有研究表明，
胃癌ＦＬＯＴ１的高表达与肿瘤浸润深度、淋巴结转
移、远处转移和肿瘤临床分期有关［６］；ｍｉＲ４８５５ｐ
可靶向ＦＬＯＴ１抑制胃癌细胞增殖、迁移及上皮细胞
间质 转 化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，
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ＥＭＴ）［７］。本实验旨在ＦＬＯＴ１表达抑制对胃癌细胞
侵袭、凋亡影响，并进一步研究其作用机制。

１　材料和方法
１１　试剂和仪器

人胃癌 ＭＫＮ４５细胞（美国 ＡＴＣＣ公司）；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（杭
州四季青公司）；ＦＬＯＴ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；
ＣＣＫ８试剂盒（上海碧云天公司）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶及酶标仪均（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；ＤＣＦＨＤＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；流式
细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１２　细胞培养及转染

ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒载体由美国 Ｓｉｇｍａ设计合
成及包装。ＭＫＮ４５细胞在５％ＣＯ２、３７℃恒温培养
箱，使用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液连续
培养。实验为生长至对数期的细胞。随机将 ＭＫＮ
４５细胞分为３个处理组，即空白组、阴性组和实验
组。空白组不特殊处理，阴性组和实验组分别转染

阴性对照慢病毒载体及 ＦＬＯＴ１基因的 ｓｉＲＮＡ慢病
毒载体。用绿色荧光染料ＣＦＳＥ标记生长状态良好
的细胞，以２×１０５个·孔 －１接种细胞于６孔板，不含
抗生素的培养液培养细胞 ２４ｈ，细胞汇合度达
４０％～６０％时，参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭＲＮＡｉＭＡＸ转
染试剂盒说明将 ｓｉＲＮＡ慢病毒转染细胞，含 ｓｉＲＮＡ
慢病毒转染试剂与细胞共孵育５ｈ，加新鲜培养基继
续孵育。４８ｈ后，收集细胞，用于后续实验研究。
１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ

收集转染ｓｉＲＮＡ慢病毒４８ｈ的细胞，加适量蛋
白裂解液在冰上反应１５～２０ｍｉｎ，离心，上清液即为
蛋白质。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒定量蛋白，每孔
上样 ４０μｇ蛋白，经 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，电转 ＰＶＤＦ
膜，电转完成后将膜置于 ５％封闭液中缓慢摇动 ２
ｈ，洗膜，加一抗（ＦＬＯＴ１、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和Ｂａｘ抗体，稀释比例均为１∶５００），
使一抗能充分淹没ＰＶＤＦ膜为准，４℃冰箱过夜，洗
膜，加二抗（稀释比例１∶２０００），洗膜，ＥＣＬ显色剂
滴加至ＰＶＤＦ膜，在凝胶成像仪内显影。通过Ｑｕａｎ
ｔｉｔｙＯｎｅ计算各个条带灰度值。以目的蛋白与内参
ＧＡＰＤＨ灰度值比值代表各个目的蛋白的相对表达
量。实验重复３次。
１４　ＣＣＫ８实验检测细胞增殖

每组５个复孔、每孔５×１０３个细胞接种生长至

对数期的ＭＫＮ４５细胞于９６孔板，常规培养２４ｈ同
步化处理细胞，将 ＦＬＯＴ１基因的 ｓｉＲＮＡ慢病毒载体
转染ＭＫＮ４５细胞，在转染的２４、４８、７２和９６ｈ，向各
孔加ＣＣＫ８溶液，每孔１０μＬ，孵育１ｈ后，避光条件
及４５０ｎｍ使用酶标仪测定吸光度。实验重复３次。
１５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验

将５０ｍｇ·Ｌ－１的Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶铺在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底
部，３７℃条件下３ｈ以使稀释液干燥，形成固体“薄
膜”。无血清的培养液将转染ＦＬＯＴ１基因ｓｉＲＮＡ慢病
毒载体的ＭＫＮ４５细胞制备成单细胞悬液，以每孔５×
１０３个接种细胞悬液于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室，下室加６００
μＬ含１０％胎牛血清的培养液，每组３个复孔，将２４孔
板放置于培养箱中过夜，２４ｈ后，取出２４孔板，棉签轻
拭去上室，以将基质胶和细胞除去，ＰＢＳ洗涤，结晶紫
染色及甲醇固定后，光学显微镜下随机选择５个视野
观察并计数。实验重复３次。
１６　流式细胞术测定细胞凋亡率

胰酶消化、计数转染ＦＬＯＴ１基因 ｓｉＲＮＡ慢病毒
载体４８ｈ的 ＭＫＮ４５细胞，使１ｍＬ细胞悬液至少
含有１×１０６个细胞，预冷 ＰＢＳ洗涤，离心，弃掉上
清，３００μＬ结合缓冲液将管底部的细胞沉淀制作为
细胞悬液，使其浓度大于１×１０５个·ｍＬ－１，避光条
件，在流式管中分别加入 １００μＬ细胞悬液、５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ及５μＬＰＩ，混匀，避光反应１５ｍｉｎ，
流式细胞仪检测。实验重复３次。
１７　ＤＣＦＨＤＡ法测定细胞活性氧（ＲＯＳ）含量

收集转染 ＦＬＯＴ１基因 ｓｉＲＮＡ慢病毒载体４８ｈ
的 ＭＫＮ４５细胞，加终浓度为 １０μｍｏｌ·Ｌ－１的
ＤＣＦＨＤＡ，３７℃、避光条件下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
２遍，流式细胞仪检测ＤＣＦ荧光强度，以此反映细胞
内ＲＯＳ含量。实验重复３次。
１８　统计学方法

所有实验数据采用ＳＰＳＳ２１０软件进行分析，计
量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，多组差异比较采用单因素方
差分析，两两比较采 ＳＮＫｑ检验，以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结　果
２１　转染效果检测结果

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测转染ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢
病毒的 ＭＫＮ４５细胞 ＦＬＯＴ１蛋白表达，结果见图１
和表 １，ｓｉＦＬＯＴ１组 ＦＬＯＴ１表达明显低于空白组
（Ｐ＜００５），而阴性组 ＦＬＯＴ１表达与空白组差异无
统计学意义（Ｐ＞００５）。
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２２　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞活力的
影响

通过ＣＣＫ８法检测抑制ＦＬＯＴ１表达后ＭＫＮ４５
细胞活力，结果见图 ２，转染 ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒
２４～９６ｈ的细胞活力均明显降低，与空白组比较差
异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２３　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞侵袭能
力的影响

通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞侵袭能力，结
果见表２，ｓｉＦＬＯＴ１组细胞侵袭能力明显低于空白
组（Ｐ＜００５）。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测转染 ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒的
ＭＫＮ４５细胞ＦＬＯＴ１蛋白表达
Ｆｉｇ１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＦＬＯＴ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

表１　ＦＬＯＴ１蛋白相对表达量．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＬＯＴ１ｐｒｏｔｅｉｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　　 ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦＬＯＴ１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂｌａｎｋ ０４６３±００４５

ＮＣ ０４７６±００４７

ｓｉＦＬＯＴ１ ００９５±００１２１）

注：与空白组比，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

图２　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞活力的影响．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

表２　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞侵袭能力的影
响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｏｎｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ

Ｂｌａｎｋ ２２６５±１５３

ＮＣ ２２２９±１４４

ｓｉＦＬＯＴ１ １１１２±７１１）

注：与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

２４　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞凋亡的
影响

流式细胞术检测转染 ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒的
ＭＫＮ４５细胞凋亡率，结果见图３，ｓｉＦＬＯＴ１组细胞
凋亡率明显高于空白组（Ｐ＜００５）。
２５　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞 ＥＭＴ相
关蛋白表达的影响

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞 ＥＭＴ相关
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ蛋白表达，结果见图４，与空白
组比较，ｓｉＦＬＯＴ１组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显升高，α
ＳＭＡ表达明显降低（Ｐ＜００５）。
２６　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞凋亡相
关蛋白表达影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞凋亡相关的Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，结果见图５，与空
白组比较，ｓｉＦＬＯＴ１组Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达
明显升高，Ｂｃｌ２表达明显降低（Ｐ＜００５）。
２７　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞 ＲＯＳ含
量的影响

ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒转染 ＭＫＮ４５细胞４８ｈ，
细胞加ＤＣＦＨＤＡ，流式细胞术检测 ＤＣＦ荧光强度，
以此反映细胞的ＲＯＳ含量，结果见表３，与空白组比
较，ｓｉＦＬＯＴ１组ＲＯＳ含量明显升高（Ｐ＜００５）。

３　讨　论
近年来的大量研究表明，ＦＬＯＴ１与肿瘤发生发

展密切相关。舌癌、肝癌中 ＦＬＯＴ１呈现高表达，与
患者预后密切相关［８９］。上调ＦＬＯＴ１表达可促进鼻
咽癌细胞侵袭和迁移能力［１０］。而也有多项研究表

明，抑制ＦＬＯＴ１表达可降低肿瘤细胞生长。如抑制
小细胞肺癌ＦＬＯＴ１表达可降低细胞活性、克隆形成
能力、侵袭和转移能力，并可诱导细胞凋亡［１１］。本

实验将 ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒转染胃癌 ＭＫＮ４５细
胞，试图证实 ＦＬＯＴ１表达抑制对胃癌细胞生长
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图３　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对ＭＫＮ４５细胞凋亡的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞ＥＭＴ相关蛋白表达．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

影响，结果发现，ＦＬＯＴ１表达被抑制后的ＭＫＮ４５细
胞活力、侵袭能力均明显降低，凋亡率升高，这与

ＦＬＯＴ１在其他肿瘤中的研究结果一致。
肿瘤侵袭能力增强是肿瘤进展及转移的一个启

动因素。ＥＭＴ是指上皮细胞在特定的生理病理条
件下，转化为具有间质样表型细胞的生物学过程，参

与肿瘤侵袭转移、胚胎发育、组织纤维化等多种生理

病理过程［１２］。有研究表明，中断或逆转 ＥＭＴ，可抑
制肿瘤细胞的侵袭能力，从而降低细胞的转移

率［１３］。因此，ＥＭＴ已是肿瘤侵袭转移调控机制研究
的一个热点。ＥＭＴ过程涉及大量蛋白表达变化，如
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１等上皮表型蛋白下调；αＳＭＡ、Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ等间质表型蛋白上调［１４］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ是
ＥＭＴ发生的重要标志，其表达减少，可导致细胞间
黏附减弱及细胞活性增强，在胃癌、食管癌等多种肿

瘤中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达减少，而重新表达 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
可降低肿瘤细胞侵袭性［１５１６］。多种肿瘤 αＳＭＡ表
达明显升高，抑制 αＳＭＡ表达可降低肿瘤细胞

·２０３１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１６　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０１９年８月第５４卷第１６期



　　　

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞凋亡相对蛋白表达．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

表３　ＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡ慢病毒对 ＭＫＮ４５细胞 ＲＯＳ含量的影
响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＬＯＴ１ｓｉＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｏｎＲＯＳｃｏｎｔｅｎｔｉｎ
ＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　　 ＤＣＦｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

Ｂｌａｎｋ ３１２４±２５９

ＮＣ ３０８７±２４１

ｓｉＦＬＯＴ１ ５２１３±３４５１）

注：与空白组相比，１）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ

侵袭性［１７］。本实验结果显示，抑制 ＦＬＯＴ１表达可
上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，下调 αＳＭＡ。有研究表明，
ＦＬＯＴ１可通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ及 ＮＦκＢ信号调控的
ＥＭＴ促进宫颈癌细胞转移［１８］。因此，本实验提示下

调ＦＬＯＴ１表达可通过抑制 ＥＭＴ降低胃癌细胞的侵
袭能力。

近年来大量研究表明，线粒体途径在细胞存亡

机制中发挥重要作用，Ｂｃｌ２及 ｃａｓｐａｓｅ蛋白家族在
众多凋亡调控基因中最受关注。Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ属于
Ｂｃｌ２家族成员，发挥抑凋亡及促凋亡作用［１９］。研

究发现，细胞内 Ｂａｘ超表达时可启动凋亡，Ｂｃｌ２高
表达时可抑制细胞凋亡，因此多项研究认为 Ｂｃｌ２
及 Ｂａｘ间的比率是决定细胞存亡的关键［２０］。

ｃａｓｐａｓｅ３是ｃａｓｐａｓｅ家族成员之一，是多种凋亡途径
共同下游的效应部分，被称为“死亡执行蛋白

酶”［２１］。目前Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及 ｃａｐａｓｅ３广泛的应用于
肿瘤凋亡机制研究。本实验结果显示，下调 ＦＬＯＴ１
表达可上调 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ，下调 Ｂｃｌ２表
达。提示下调ＦＬＯＴ１表达同样可通过对 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ
及ｃａｐａｓｅ３调控诱导胃癌细胞凋亡。ＲＯＳ是一类具
有很高生物活性的氧分子，大量研究表明，ＲＯＳ在

凋亡过程中发挥重要作用［２２２３］。多项研究表明，提

高胃癌细胞 ＲＯＳ含量可促进癌细胞凋亡［２４２５］。本

实验发现，下调ＦＬＯＴ１表达可提高胃癌细胞ＲＯＳ含
量，提示提高ＲＯＳ含量可能是ＦＬＯＴ１诱导胃癌细胞
凋亡的另一机制。

综上所述，下调 ＦＬＯＴ１表达可通过抑制 ＥＭＴ
途径降低胃癌细胞凋亡，通过提高细胞 ＲＯＳ含量、
激活ｃａｓｐａｓｅ３、上调 Ｂａｘ表达及下调 Ｂｃｌ２表达诱
导胃癌细胞凋亡。提示 ＦＬＯＴ１可能是胃癌分子诊
疗的有效靶点，值得我们进一步研究。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＺＨＯＵＸ，ＷＡＮＧＷ，ＬＩＰ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｆ５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌａｎｄｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎｉｎｉｎｄｕｃｉｎｇｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｂｏｔｈｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｓ，２０１６，２３（１）：
２９３４．

［２］　ＫＯＨＭ，ＹＯＮＧＨＹ，ＫＩＭＥＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｒｏｌｅｆｏｒｆｌｏｔｉｌｌｉｎ
１ｉｎＨｒａｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪ
Ｃａｎｃｅｒ，２０１６，１３８（５）：１２３２１２４５．

［３］　ＬＩＨ，ＷＡＮＧＲＭ，ＬＩＵＳＧ，ｅｔａｌ．Ａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＦＬＯＴ１ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｏｏｒｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａ
ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｕｍｏｒＢｉｏｌ，２０１４，３５
（４）：３３１１３３１５．

［４］　ＺＨＡＮＧＹ，ＬＩＪ，ＳＯＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕ
ｍａｎｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃａｎｃｅｒｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｏｏｒｐａｔｉｅｎｔｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐｏｒｔｓ，２０１４，
１０（２）：８６０８６６．

［５］　ＱＩＮＹ，ＭＩＮＺ，ＺＩＷ，ｅｔａｌ．４１Ｎｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１／β
ｃａｔｅｎｉｎ／Ｗｎｔｐａｔｈｗａｙａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａ
ｔｉｏｎｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＴｕｍｏｒＢｉｏｌ，
２０１６，３７（９）：１２７１３１２７２３．

［６］　ＣＡＯＣＬ，ＬＩＴＹ，ＣＡＯＣ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｃｅｏｆＦＬＯＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＣｈｉｎＪＤｉ
ｇｅｓｔｏｌ（世界华人消化杂志），２０１５，２３（３２）：５１４１５１４７．

［７］　ＫＡＮＧＭ，ＲＥＮＭＰ，ＺＨＡＯＬ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ４８５５ｐＡｃｔｓａｓａ
ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｆｌｏｔｉｌ
ｌｉｎ１［Ｊ］．ＡｍＪＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２０１５，７（１１）：２２１２２２２２．

［８］　ＬＩＨ，ＺＨＡＮＧＹ，ＣＨＥＮＳＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆ
ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｌｙＮＯｔｏｎｇｕｅｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ

·３０３１·
中国药学杂志２０１９年８月第５４卷第１６期　　　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１６



［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ，２０１４，７（３）：９９６１００３．
［９］　ＺＨＡＮＧＳＨ，ＷＡＮＧＣＪ，ＳＨＩＬ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＦＬＯＴ１ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８（６）：
ｅ６４７０９．

［１０］　ＣＡＯＳ，ＣＵＩＹ，ＸＩＡＯＨ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＴＧＦβｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（４）：４２５２
４２６４．

［１１］　ＬＩＪＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１ｉｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ［Ｄ］．Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ：ＨｅｂｅｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１６．

［１２］　ＢＲＥＹＥＲＪ，ＧＩＥＲＴＨＭ，ＳＨＡＬＥＫＥＮＯＶＳ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｐｒｅ
ｄｉｃｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｔａｇｅｐＴａｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．
ＷｏｒｌｄＪＵｒｏｌ，２０１６，３４（５）：７０９７１６．

［１３］　ＬＩＵＦ，ＫＯＲＣＭＣｄｋ４／６ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｅｎｈａｎｃｅｓｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＴｈｅｒ，２０１２，１１（１０）：２１３８２１４８．

［１４］　ＳＨＩＮＨＷ，ＣＨＯＫ，ＫＩＭＤＷ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ
１ｍｅｄｉａｔｅｓｎａｓａｌｐｏｌｙｐｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎ
ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔｉｃＣａｒｅＭｅｄ，２０１２，１８５
（９）：９４４９５４．

［１５］　ＳＩＴＡＲＺＲ，ＬＥＧＵＩＴＲＪ，ＤＥＬＥＮＧＷＷ，ｅｔａｌ．Ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎ
ａｓｅ２ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｏｃｃｕｒｓｉｎｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ
ｂｕｔｎｏｔｅａｒｌｙｏｎｓｅｔｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＯｎｃｏｌ，
２０１６，３１（６）：４７５４８５．

［１６］　ＬＩＮＹ，ＳＨＥＮＬＹ，ＦＵＨ，ｅｔａｌ．Ｐ２１，ＣＯＸ２，ａｎｄＥｃａｄｈｅｒｉｎ
ａｒｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒ
ｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＤｉｓＥｓｏｐｈａｇｕｓ，２０１６，３０（２）：１１０．

［１７］　ＩＮＯＵＥＨ，ＴＳＵＣＨＩＹＡＨ，ＭＩＹＡＺＡＫＩＹ，ｅｔａｌ．Ｐｏｄｏｐｌａｎｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｎｇｃａｎｃｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｉｎｏｒａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｔｕｍｏｒ
Ｂｉｏｌ，２０１４，３５（１１）：１１３４５１１３５２．

［１８］　ＬＩＺ，ＹＡＮＧＹ，ＧＡＯＹ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｖａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｌｏｔｉｌｌｉｎ１
ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎ
ｅａｒｌｙｓｔａｇｅｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１５，６（１）：
３８５０．

［１９］　ＺＨＡＯＳＣ，ＷＵＱＷ，ＣＨＥＮＧＹＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔａｎｄ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅｏｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙＭＰＰ＋［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＧｅｒｏｎｔｏｌ（中国老年学杂志），２０１７，３７
（２）：３１６３１８．

［２０］　ＬＩＫ，ＸＵＧ，ＬＩＵＣ，ｅｔａｌ．Ｂｃｌ２／Ｂａｘｓｗｉｔｃｈｗａｓｆｌｉｐｐｅｄｄｕｒｉｎｇ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＣＴ１１６ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙａｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＢａｎｘｉａＸｉｅｘｉｎｄｅｃｏｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣｌｉｎＥｘｐ
Ｍｅｄ，２０１７，１０（７）：１０５３５１０５４１．

［２１］　ＣＨＥＣＩＮＳＫＡＡ，ＨＯＯＧＥＬＡＮＤＢＳＪ，ＲＯＤＲＩＧＵＥＺＪＡ，ｅｔａｌ．
ＲｏｌｅｏｆＸＩＡＰｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄｃａｓｐａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎ
ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２０１６，３１３
（６）：１２１５１２２４．

［２２］　ＫＯＵＬＭ，ＭＥＥＮＡＳ，ＫＵＭＡＲＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｆｒｏｍｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｕｓＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｐｉｎｏｐｈｉｌｕｍｉｎｄｕｃｅＲＯＳｍｅｄｉ
ａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐａｔｈｗａｙｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａＭｅｄ，２０１６，８２（４）：３４４３５５．

［２３］　ＳＥＯＢＲ，ＭＩＮＫＪ，ＷＯＯＳＭ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＳ
ｉｎｄｕｃｅｓｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＲＯＳｔｈａｔｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓＴＲＡＩＬｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｐ５３ｍｅｄｉａｔｅｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｃｌ２ａｎｄｃＦＬＩＰ
［Ｊ］．ＡｎｔｉｏｘｉｄＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２０１７，２７（４）：２１５２３３．

［２４］　ＬＩＡＮＧＴ，ＺＨＡＮＧＸ，ＸＵＥＷ，ｅｔａｌ．Ｃｕｒｃｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｈｕｍａｎ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙＲＯＳＭｅｄｉａｔｅｄＡＳＫ１
ＭＫＫ４ＪＮＫｓｔｒｅｓｓｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１４，
１５（９）：１５７５４１５７６５．

［２５］　ＬＩＵＣ，ＳＵＮＨＮ，ＬＵＯＹＨ，ｅｔａｌ．Ｃｒｙｐｔｏｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｉｎｄｕｃｅｓ
ＲＯＳｍｅｄｉａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏ
ｔａｒｇｅｔ，２０１７，８（７０）：１１５３９８１１５４１２．

（收稿日期：２０１８０９２８）

·４０３１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ａｕｇｕｓｔ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１６　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０１９年８月第５４卷第１６期
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