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摘要　 Ｈｉｐｐｏ 信号通路在哺乳动物肝脏发育、动态平衡、再生和疾病中发挥非常重要的作用ꎮ 大肿

瘤抑制基因 １ / ２( ｌａｒｇｅ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ １ / ２ꎬ ＬＡＴＳ１ / ２)激酶是 Ｈｉｐｐｏ 信号通路的关键激酶ꎬ可以磷

酸化 ＹＥＳ 相关蛋白( ｙｅｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＹＡＰ)ꎬ从而调节 ＹＡＰ 的核质定位和降解ꎮ 本文采用

ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 方法构建慢病毒介导的 Ｌａｓｔ１ / ２ 基因敲除的载体ꎬ通过包装、感染和嘌呤霉素筛选ꎬ
获得 ＬＡＴＳ１ / ２ 部分敲除的人卵巢癌 ＥＳ￣２ 和 Ｈ０８９１０ 细胞ꎬ免疫印迹方法检测 ＬＡＴＳ１ / ２ 表达明显减

少ꎮ 细胞增殖实验检测 ＬＡＴＳ１ / ２ 缺失明显抑制 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞增殖ꎮ 软琼脂克隆形成实验

表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 缺失抑制卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞的克隆形成能力ꎮ 细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验证明ꎬ
ＬＡＴＳ１ / ２ 缺失明显抑制卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞迁移ꎮ 流式细胞检测发现ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除促进卵巢癌 ＥＳ￣２
细胞凋亡并影响细胞周期ꎮ 裸鼠成瘤实验表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 缺失明显抑制体内肿瘤组织增殖ꎮ 分子

机制研究表明ꎬ ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除促进卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中胶原 Ｉ 型 α１(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ α１ꎬＣｏｌＩα１)基因

表达量增加ꎬ在卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中同时敲除 ＬＡＴＳ１ / ２ 和 ＣＯＬ１Ａ１ꎬ可以促进细胞克隆形成ꎮ 综上

结果ꎬ人卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中 ＬＡＴＳ１ / ２ 缺失能促进 ＣＯＬ１Ａ１ 表达增加ꎬ 从而抑制细胞增殖、转移和

克隆形成ꎬ并影响细胞周期和促进细胞凋亡ꎮ
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ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓꎬ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＤＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ( ２μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ３ ｄａｙｓ.
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＬＡＴＳ１ / ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. ＬＡＴＳ１ / ２
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ＬＡＴＳ１ / ２
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＬＡＴＳ１ / ２ ａｌｓｏ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ
ｖｉｖｏ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＣＯＬ１Ａ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＣＯＬ１Ａ１ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｈｅ ａｎｃｈｏｒａｇｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｅｄ
ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇꎬ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｌａｒｇｅ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ １ / ２(ＬＡＴＳ１ / ２)ꎻ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 卵巢癌是妇科的恶性疾病ꎬ致死率在所有妇科

癌症中居第 １ 位ꎮ 由于缺少特殊的临床症状和有效

的筛检手段ꎬ患者被确诊为卵巢癌时往往已是晚期ꎬ
预后亦比其他癌症差ꎮ 因此ꎬ发现新的卵巢癌治疗

靶点对于治疗显得尤为重要ꎮ
Ｈｉｐｐｏ 信号通路与癌症发生密切相关ꎮ 在哺乳

动物中ꎬＨｉｐｐｏ 信号通路的主要功能是抑制转录调

节因子 ＹＥＳ 相关蛋白( ｙｅｓ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＹＡＰ)
和转录共激活 ＰＤＺ 结合域蛋白( ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏ￣
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｗｉｔｈ ＰＤＺ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｔｉｆꎬ ＴＡＺ)的活性[１ꎬ２]ꎮ
其核心组成元件为哺乳动物 ＳＴＥ２０ 样蛋白激酶

(ｍａｍｍａｌｉａｎ ＳＴＥ２０￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ １ / ２ꎬ Ｍｓｔ１ /
２) [３]ꎬ大肿瘤抑制基因 １ / ２ ( ｌａｒｇｅ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
１ / ２ꎬ ＬＡＴＳ１ / ２) [４ꎬ５] 以及它们的适配器蛋白质 ＳＡＶ
( Ｓａｖ ｆａｍｉｌｙ ＷＷ ｄｏｍａｉｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ
Ｓａｌｖａｄｏｒ１) [６] 和 ＭＯＢ１ ( ｍｐｓ ｏｎｅ ｂｉｎｄｅｒ ｋｉｎａｓｅ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ￣ｌｉｋｅ １) [７]ꎮ ＬＡＴＳ１ / ２ 被 ＭＳＴ１ / ２ 磷酸化ꎬ可
能也有自磷酸化作用ꎮ 具有活性的 ＬＡＴＳ１ / ２ 可以

磷酸化 ＹＡＰꎬ并转录共激活 ＴＡＺ 蛋白的 ＰＤＺ 结合

域来维持组织器官大小ꎬ影响癌症发生ꎮ
ＬＡＴＳ１ / ２ 分别定位于 ６ｑ２５􀆰 １ 和 １３ｑ１２􀆰 １１ 染色

体上ꎬ具有调控细胞周期和 ＤＮＡ 损伤信号通路的作

用[８]ꎮ ＬＡＴＳ１ / ２ 可以结合有丝分裂器ꎬ通过 Ｇ２ / Ｍ
期阻滞和 Ｇ１ / Ｓ 期阻滞调控细胞周期[９ꎬ １０]ꎮ ＬＡＴＳ１ /
２ 不仅作为肿瘤抑制基因发挥作用ꎬ同时也影响正

常细胞的命运ꎮ 此外ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 通过 Ｃｈｋ１￣Ｌａｔｓ２￣１４￣
３￣３ 和 Ｃｈｋ１￣Ｌａｔｓ２￣ｐ２１ 轴参与 ＤＮＡ 损伤过程[１１ꎬ １２]ꎮ
Ｚｈｏｕ 等[１３]研究表明ꎬＬＡＴＳ１ 蛋白在胃癌组织中低

表达ꎬＸｕ 等[１４]研究表明ꎬＬＡＴＳ１ 在卵巢癌组织中的

表达与 ＹＡＰ 呈负相关ꎮ ＬＡＴＳ１ / ２ 在卵巢癌中的作

用 研 究 较 少 且 至 今 尚 不 清 楚ꎮ 本 研 究 通 过

ＣＲＩＳＲＰ / Ｃａｓ９￣ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除的慢病毒感染卵

巢癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞ꎬ获得 ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除

的 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞ꎬ通过细胞增殖、克隆形成

和细胞迁移ꎬ研究 ＬＡＴＳ１ / ２ 缺失在卵巢癌中的作

用ꎬ为进一步研究 Ｈｉｐｐｏ 信号通路关键蛋白质抑制

剂在卵巢癌治疗中的作用奠定理论基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

ＴＡＫＡＲＡ ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ ＨＳ 高保真酶、５×ＰＳ 缓冲

液、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和氨苄霉素均购自大连宝生物

公司ꎮ Ｔ４ ＰＮＫ 和 ＢｓｍＢ１ 购自 ＮＥＢ 公司ꎮ ＤＬ１００００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ＰＣＲ 产物回收试剂盒、ＤＮＡ 小量胶回

收纯化试剂盒和质粒提取试剂盒均购自 Ａｘｙｇｅｎ
ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司ꎮ Ｅ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 由本实验室保存ꎮ
Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 购自 Ｓｉｇｍａꎻｐｏｌｙ Ｊｅｉｔ 购自 ＳｉｇｎａＧｅｎꎻＦＢＳ
购自 ＧｉｂｃｏꎻＤＭＥＭ / ＦＩ２ 和 ＲＰＩＭ１６４０ 细胞培养液ꎬ
ＰＢＳ、胰蛋白酶、青链霉素购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻＴＲＩｚｏｌ
购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻｃＤＮＡ 逆转录试剂盒和 Ｑ￣ＰＣＲ
试剂盒购自大 连 宝 生 物ꎻ β￣肌 动 蛋 白、 ＬＡＴＳ１、
ＬＡＴＳ２、ｐ￣ＹＡＰ、ｐ￣ＥＲＫ１ / ２ 和 ＥＲＫ１ / ２ 抗体购自 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎻＣＯＬ１Ａ１ 抗体和 ＹＡＰ / ＴＡＺ 抗体购自

Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅꎻ 各 种 二 抗 购 自 Ｊａｃｋｓｏｎ ｌａｂｓꎮ
ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ ｖ２、ｐｓＰＡＸ２ 和 ｐＭＤ２.Ｇ 质粒由美国加

州大学圣地亚哥分校管坤良教授赠送ꎮ
１􀆰 ２　 细胞培养

卵巢癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞购自中科院上海

细胞所ꎮ 取﹣ ８０ ℃下保存的细胞复苏至 １０ ｃｍ 的

培养皿ꎬ以含有 １０％ ＦＢＳ、１％青链霉素的 ＤＭＥＭ /
Ｆ１２ 细胞培养液ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱中

培养ꎬ每 ｄ 换液ꎮ 当细胞密度达 ９０％时ꎬ以 １ ∶３的比

例接种到 ２ 个 １０ ｃｍ 培养皿ꎬ每 １ ~ ２ ｄ 换新鲜培养

液ꎬ供后续实验使用ꎮ
１􀆰 ３　 基因敲除的 ｓｇＲＮＡ 序列

ｈＬａｓｔ１: ５′￣ＡＣＡＡＧＡＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＧＣＧＡ￣３′ꎻ

６６５



第 ５ 期 林仙德等:ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 介导的 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制卵巢癌细胞 ＥＳ￣２ 增殖

ｈＬａｓｔ１: ５′￣ＡＡＡＴＣＣＡＴＧＣＴＡＴＣＴＴＧＣＣＧ￣３′ꎻ
ｈＬａｓｔ２: ５′￣ＧＴＡＧＧＡＣＧＣＡＡＡＣＧＡＡＴＣＧＣ￣３′ꎻ

ｈＬａｓｔ２: ５′￣ＴＣＣＡＡＡＣＴＡＣＡＴＣＧＣＡＣＣＣＧ￣３′
ｈｃｏｌ１ａ１￣１: ５′￣ＧＡＣＧＧＧＡＣＡＧＣＡＣＴＣＧＣＣＣＴ￣３′ꎻ

ｈｃｏｌ１ａ１￣２: ５′￣ＧＣＡＧＧＡＧＡＴＴＡＣＣＴＣＧＡＣＧＣ￣３′
１􀆰 ４　 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 慢病毒载体构建

上下游引物混合物退火体系:上游引物 ５ μＬ
(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ 下游引物 ５ μＬ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ５×退
火缓冲液 １０ μＬꎬ无菌水 ３０ μＬꎬ共 ５０ μＬ 体系ꎮ 退

火条件:９５ ℃ ２ ｍｉｎꎬ每 ９０ ｓ 降低 １ ℃ꎮ 退火引物的

磷酸化:上游引物 １ μＬ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ下游引物 １
μＬ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１０×Ｔ４ 连接缓冲液 １ μＬꎬＴ４ ＰＮＫ
０􀆰 ５ μＬꎬ无菌水 ６􀆰 ５ μＬꎬ共 １０ μＬꎮ 使用 ＢｓｍＢ１ 酶

切 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ ｖ２ 空载体ꎬ琼脂糖凝胶电泳酶切产

物ꎬ 胶 回 收 酶 切 后 的 空 载 体 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ ｖ２ /
ＢｓｍＢ１ꎬ核酸定量分析仪测回收空载体浓度ꎬ取回收

的空载体 ５０ ｎｇꎬ空载酶切产物与目的基因酶切产物

连接ꎬ１６ ℃ꎬ８ ｈ 连接过夜ꎬ连接产物于 ４ ℃ 保存ꎮ
将重组连接产物转化 Ｅ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ并同

时设置阴性和阳性对照ꎬ涂布于含氨苄抗性的 ＬＢ
培养基ꎬ于 ３７ ℃恒温培养箱中培养过夜ꎮ 挑取含重

组连接产物的单克隆ꎬ接种于含氨苄抗性的 ＬＢ 培

养液ꎬ于 ３７ ℃恒温摇床 ３００ ｒ / ｍｉｎ 摇过夜ꎮ 离心ꎬ弃
去上清至剩一滴菌液ꎬ用质粒提取试剂盒 ４０ μＬ 洗

提液水抽提ꎮ Ｌｅｎｔｉ￣ｌａｔｓ１ / ２ 质粒送至上海生物工程

科技有限公司测序ꎮ
１􀆰 ５　 病毒包装和 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌细胞筛选

接种 １􀆰 ０×１０５ ２９３Ｔ 细胞至 ６ 孔板过夜培养ꎮ 第

２ ｄ 加质粒前ꎬ给 ２９３Ｔ 细胞换上新鲜 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ
再将 ｐｏｌｙ Ｊｅｔ 与病毒空载或含有 Ｌｅｎｔｉ￣Ｌａｔｓ１ ＫＯ 病毒

质粒ꎬ或 Ｌｅｎｔｉ￣Ｌａｔｓ２ ＫＯ 病毒质粒混合均匀( ｌｅｎｔｉ￣
ｌａｔｓ１ ＫＯ ４００ ｎｇꎬｐｓＰＡＸ２ ２００ ｎｇ 和 ｐＭＤ２Ｇ ２００ ｎｇ 和

２􀆰 ４ μＬ ｐｏｌｙ Ｊｅｔ)ꎬ轻轻加入到 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ并使其均

匀分布于细胞上ꎮ 置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中过夜

培养ꎮ 同时ꎬ将 １×１０５ 个 ＥＳ￣２ 细胞种于 ６ 孔板ꎮ 第 ３
ｄꎬ使用 ０􀆰 ４５ μｍ 过滤器过滤病毒上清(空载病毒和

ＬＡＴＳ１ / ２ 双基因敲除病毒)ꎬ使其感染 ＥＳ￣２ 细胞ꎬ并
在病毒上清中加入 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅꎮ 病毒感染 ２４ ｈ 后ꎬ换
成含嘌呤霉素(２ μｇ / ｍＬ)的培养液ꎬ筛选对照细胞

(感染病毒空载)ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除细胞ꎮ Ｃｏｌ１ａ１ 基

因敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞获取过程同上ꎮ
１􀆰 ６　 ＹＡＰ５ＳＡ 过表达细胞

接种 １􀆰 ０ × １０５ ２９３Ｔ 细胞至 ６ 孔板过夜培养ꎮ
第 ２ ｄ 加质粒前ꎬ给 ２９３Ｔ 细胞换上新鲜 ＤＭＥＭ 培养

液ꎬ再将 ｐｏｌｙ Ｊｅｔ 与逆转录病毒空载体 ｐＱＣＸＩＨ 或

ｐＱＣＸＩＨ￣ＹＡＰ５ＳＡ 载体混匀ꎬ加入到 ２９３Ｔ 细胞中ꎬ
并使其均匀分布于细胞上ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ使用 ０􀆰 ４５ μｍ
的过滤器过滤病毒上清(空载病毒和 ＹＡＰ５ＳＡ 过表

达病毒)使其感染 ＥＳ￣２ 细胞ꎬ并在病毒上清中加入

Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅꎮ 病毒感染 ４８ ｈ 后ꎬ换成含潮霉素 ( ５０
μｇ / ｍＬ)的培养液ꎬ筛选对照细胞(感染病毒空载)
和 ＹＡＰ５ＳＡ 过表达细胞ꎮ
１􀆰 ７　 细胞连续 ３ ｄ 计数

血细胞计数板计数ꎬ分别取 １×１０５ 个细胞 /孔对

照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞接

种于 ６ 孔板过夜培养ꎬ换成新鲜培养基或无血清培

养基连续 ３ ｄ 计数ꎬ每 ｄ 计数前用倒置荧光显微镜

拍照ꎮ
１􀆰 ８　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ 和定量 ＰＣＲ

用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取卵巢癌细胞总 ＲＮＡꎬ过程详见

试剂说明ꎮ 使用核酸定量分析仪测 ＲＮＡ 浓度ꎮ 逆

转录过程如下:６５ ℃ 保温 ５ ｍｉｎꎬ冰上迅速冷却ꎬ
９８ ℃ １０ ｓꎬ５５ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ３０ 个循环ꎮ 将

ｃＤＮＡ 以 １ ∶５比例用 ＤＥＰＣ 水稀释ꎬ对照组 ｃＤＮＡ 和

实验组 ｃＤＮＡ 用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎮ
１􀆰 ９　 免疫印迹检测

将对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细

胞过夜培养ꎬ计数ꎬ分别收集 ３×１０５ 个对照细胞与

ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌细胞于 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎ 弃培养液ꎬ加 １００ μＬ ＲＩＰＡ
蛋白质裂解液重悬细胞ꎬ提取细胞总蛋白质ꎬ再加

２５ μＬ ５×蛋白质上样缓冲液混匀ꎬ置于金属浴上 ９５
℃加热 ５ ｍｉｎ 后取出放冰上迅速冷却ꎮ 将制好的蛋

白质样品用微孔进样针ꎬ各吸取 １５ μＬ 加入到浓缩

胶的上样孔中ꎮ 电泳 ９０ ｍｉｎꎬ湿转 ６０ ｍｉｎꎬ将蛋白质

转到 ＰＶＤ 膜上ꎮ ５％ 脱脂奶粉室温封闭 １ ｈꎬ１ ×
ＰＢＳＴ 洗 ２ 次ꎬ每次 ７ ｍｉｎꎮ 然后ꎬ按照需要对膜进行

裁剪ꎬ分别与 β￣肌动蛋白(１ ∶ ２ ０００)ꎬＬＡＴＳ１ (１ ∶ ２
０００)ꎬＬＡＴＳ２ (１ ∶２ ０００)ꎬｐ￣ＹＡＰ(１ ∶２ ０００)ꎬＣＯＬ１Ａ１
(１ ∶１００)一抗 ４ ℃孵育过夜ꎮ 第 ２ ｄꎬ将膜取出ꎬ用
ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ１０ ｍｉｎ /次ꎮ 再用二抗室温孵育 １ ｈ
(二抗按 １ ∶５ ０００ 配到 ５％脱脂奶粉中)ꎬ再用 ＰＢＳＴ
洗膜 ３ 次ꎬ １０ ｍｉｎ /次ꎮ 杂交反应 后ꎬ 应 用 ＥＣＬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹化学发光试剂盒暗房显影ꎮ
１􀆰 １０　 ＰＥ￣Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色检测细胞凋亡

将对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细

胞过夜培养ꎬ计数ꎬ分别收集 １×１０６ 个细胞于 １５ ｍＬ
的离心管中(对照卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞需要 ２ 管)ꎮ 用

７６５
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预冷 １×ＰＢＳ 补足至 ２ ｍＬꎬ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 弃

上清ꎬ再用预冷的 ２ ｍＬ １×ＰＢＳ 洗涤 ２ 次ꎬ用 １ ｍＬ １
× 结合缓冲液重悬细胞ꎬ取 １×１０５ 个细胞(即 １００
μＬ 液体)放置到 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中ꎬ ＰＥ￣Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
染色按照试剂盒说明操作ꎬ设置对照ꎬ室温避光放置

１５ ｍｉｎꎬ用流式细胞仪检测细胞凋亡ꎮ
１􀆰 １１　 软琼脂克隆形成实验

配置 ０􀆰 ５％下层胶ꎬ取 １􀆰 ５ ｍＬ 混合液于 ６ 孔板ꎬ
配制底层胶ꎬ室温静置 １５ ｍｉｎꎬ待胶凝固ꎮ 将对照细

胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞ꎬ用培养液

将细胞吹打成单细胞悬液ꎬ血细胞计数板计数ꎬ与
０􀆰 ３５％顶层胶混合ꎬ接种于 ６ 孔板ꎬ细胞数为 ２ ５００ /
孔ꎮ 室温静置 １５ ｍｉｎ 待胶凝固ꎬ在上层放入 ２ ｍＬ
新鲜 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ每 ２ ~ ３ ｄ 换新鲜 ＤＭＥＭ 培养

液ꎬ３７ ℃ꎬ５％ＣＯ２ 培养 １４~２０ ｄꎬ用结晶紫染色后计

算克隆数(细胞数目大于 ５０ ｃｅｌｌｓ / ｃｏｌｏｎｙ)ꎬ每组设 ３
个重复ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 １２　 细胞划痕实验

将对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细

胞接种于 ６ 孔板过夜培养ꎬ待细胞密度达到 ８０％ꎬ用
枪头在细胞表面划过ꎬ使细胞形成划痕ꎮ 给细胞换

成无血清培养液ꎬ分别在 ０ 和 ２０ ｈ 在同一位置照

相ꎬ观察细胞的迁移ꎮ
１􀆰 １３　 免疫荧光

分别取 １×１０５ 对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵

巢癌 ＥＳ￣２ 细胞ꎬ接种于放置玻片的 ２４ 孔板ꎬ细胞过

夜培养ꎬＰＢＳ 洗 １ 次ꎬ４％多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 用含 ５％ ＢＳＡ / ＰＢＳＴ 的封闭液室温封

闭 １ ｈꎬ弃封闭液加入 ＹＡＰ / ＴＡＺ 一抗(１ ∶２００)室温 １
ｈꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎮ 加入 １５０ μＬ 二抗ꎬ室温避光 １ ｈꎬ
ＤＡＰＩ 复染 ５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ封片ꎬ观察ꎮ
１􀆰 １４　 ＰＩ 染色检测细胞周期

将对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细

胞过夜培养ꎬ计数ꎮ 分别收集 １×１０６ 个细胞于 １􀆰 ５
ｍＬ 的离心管中ꎬ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎꎬ弃上清ꎮ 再

用预冷的 １ ｍＬ １×ＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎮ 用 ３００ μＬ 预冷的

１×ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ然后缓慢加入到含有 ７００ μＬ 预冷

的无水乙醇的 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中ꎬ固定过夜ꎮ 第 ２
ｄꎬ将含有细胞的 １ ｍＬ 固定液转移到 １５ ｍＬ 的离心

管中ꎬ补加 ２ ｍＬ 预冷的 １×ＰＢＳＴꎬ １ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

８ ｍｉｎ 弃上清ꎬ用仪器检测细胞周期ꎮ
１􀆰 １５　 裸鼠荷瘤模型

雌性裸鼠 １０ 只ꎬＳＰＦ 级饲养(６ ~ ８ 周龄)ꎮ 将

裸鼠分成 ２ 组ꎬ每组各 ５ 只ꎮ 无菌的条件下分别给

第 １ 组ꎬ每只裸鼠的背部皮下注射 ５ × １０５ 个对照

ＥＳ￣２ 细胞ꎮ 第 ２ 组ꎬ每只裸鼠背部注射 ５ × １０５

ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞ꎮ １ 周后ꎬ使用游

标卡尺测量裸鼠肿瘤大小ꎮ 待肿瘤直径≥１５ ｍｍꎬ
处死裸鼠ꎮ 取出裸鼠皮下肿瘤称重ꎮ
１􀆰 １６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞迁移实验

将对照细胞与 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细

胞过夜培养ꎬ计数ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养板上室加入 １００
μＬ 单细胞悬液(２􀆰 ５ × １０３)ꎬ并加入无血清培养基

２００ μＬꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 培养板下室加入 ５００ μＬ 无血清

培养液ꎬ细胞培养 １２ ｈ 后用湿棉签轻轻擦去表面细

胞ꎮ 预冷的冰甲醇固定 ３０ ｍｉｎꎬ苏木精染色 ３０ ｓꎬ细
胞在高倍镜下随机取 １０ 个视野计数ꎬ取平均值ꎮ
１􀆰 １７　 统计学方法

数据用均数±标准差表示ꎬ两组间比较采用 ｔ 检
验分析和 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 检验ꎬ以 Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异

有显著性ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｌａｔｓ１ / ２ 基因敲除的人卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞的构

建和鉴定

为研究 ＬＡＴＳ１ / ２ 在人卵巢癌中的作用ꎬ构建了

ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除的慢病毒载体ꎬ通过包装、感染人

卵巢 癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细 胞ꎬ 获 得 稳 定 敲 除

ＬＡＴＳ１ / ２ 的细胞池ꎮ Ｆｉｇ. １ Ａ 所示ꎬ分别针对人

Ｌａｓｔ１ 和 Ｌａｔｓ２ 基因各设计了 ２ 个不同的敲除序列ꎬ
琼脂糖凝胶电泳结果显示ꎬＬｅｎｔｉ￣Ｌａｔｓ１ / ２ 敲除载体

构建成功ꎮ 如 Ｆｉｇ.１Ｂ 和 １Ｅ 所示ꎬ通过免疫印迹ꎬ检
测 Ｌａｔｓ１ / ２ 基因敲除人卵巢癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞

中ꎬＬＡＴＳ１ 和 ＬＡＴＳ２ 蛋白表达显著降低ꎬ磷酸化

ＹＡＰ 表达量也降低ꎮ ＬＡＴＳ１ / ２ 主要通过磷酸化

ＹＡＰꎬ调节 ＹＡＰ 的细胞质和细胞核定位ꎮ 免疫荧光

检测发现ꎬ ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中ꎬ
ＹＡＰ 蛋白在细胞核表达增加(Ｆｉｇ.１Ｃ)ꎮ 定量 ＰＣＲ
检测结果显示ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞

中ꎬＹＡＰ / ＴＡＺ 下游基因 Ｃｔｇｆ 和 Ａｍｏｔｌ２ 表达量明显

增加ꎮ 这些结果表明ꎬ我们成功获得了 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲

除的人卵巢癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞池ꎮ
２􀆰 ２　 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞增殖ꎬ克
隆形成和迁移

为进一步研究 ＬＡＴＳ１ / ２ 在人卵巢癌 ＥＳ￣２ 和

ＨＯ８９１０ 细胞中的作用ꎬ通过连续 ３ ｄ 细胞计数发

现ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除细胞在有血清和无血清环境下增

殖明显比对照细胞慢(Ｆｉｇ.２Ａ￣２Ｃ)ꎮ 这表明ꎬＬＡＴＳ１ /
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Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＡＴＳ１ / ２ ｋｎｏｃｋ ｏｕｔ (ＬＡＴＳ１ / ２ ＫＯ) ｃｅｌｌｓ 　 　 ( Ａ) Ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ｐＬｅｎｔｉｖ２￣ｌａｔｓ１ / ２ ｖｅｃｔｏｒ.
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｓ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ. Ｍ:１０ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ
１: Ｌｅｎｔｉ ｖ２￣Ｌａｔｓ１ ｇｕｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣１ꎻ ２: Ｌｅｎｔｉ ｖ２￣Ｌａｔｓ１ ｇｕｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣２ꎻ ３: Ｌｅｎｔｉ ｖ２￣Ｌａｔｓ２ ｇｕｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣１ꎻ ４: Ｌｅｎｔｉ ｖ２￣
Ｌａｔｓ２ ｇｕｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣２. ( Ｂ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ＬＡＴＳ１ꎬ
ＬＡＴＳ２ꎬ ｐ￣ＹＡＰ ａｎｄ Ａｃｔｉｎ. ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎꎬ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ.
(Ｃ) ＹＡＰ / ＴＡＺ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ａｎｄ Ｌａｔｓ１ / ２ ＫＯ ｃｅｌｌｓ. Ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＹＡＰ / ＴＡＺ ａｎｔｉｂｏｄｙ (ｇｒｅｅｎ) ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ ｆｏｒ ＤＮＡ
(ｂｌｕｅ). Ｓｃａｒ ｂａｒ: １０ μｍ. (Ｄ) ＹＡＰ / ＴＡＺ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ Ｃｔｇｆ ａｎｄ Ａｍｏｔｌ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｑ￣ＰＣＲ. ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎꎬ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｆｏｒ Ｃｔｇｆ ａｎｄ
Ａｍｏｔｌ２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳＤ. ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＷＴ. Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ￣
ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ. ｎ＝ ３. (Ｅ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ＬＡＴＳ１ꎬ ＬＡＴＳ２
ａｎｄ Ａｃｔｉｎ. ＨＯ８９１０ ＷＴ ａｎｄ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

２ 敲除抑制人卵巢癌 ＥＳ￣２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞的增殖ꎮ
肿瘤细胞在软琼脂里形成克隆能力可体现肿瘤细胞

恶性程度高低ꎮ 通过软琼脂克隆形成实验发现ꎬ
ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除细胞克隆形成能力降低(Ｆｉｇ.２Ｄ)ꎮ 这

表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制肿瘤细胞恶性转化ꎮ 本文

通过细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验ꎬ检测

ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除可抑制人卵巢癌细胞的迁移(Ｆｉｇ.２Ｅ￣
２Ｆ)ꎮ 综上所述ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除可抑制人卵巢癌 ＥＳ￣
２ 和 ＨＯ８９１０ 细胞的增殖、克隆形成和迁移能力ꎮ
２􀆰 ３　 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除促进卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞凋亡和

影响细胞周期

上述结果验证了 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制卵巢癌细

胞增殖和克隆形成ꎮ 本文还通过流式细胞仪检测细

胞周期和凋亡的变化ꎮ 结果表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除使

Ｇ１ 和 Ｇ２ 期细胞减少ꎬＳ 期细胞增加(Ｆｉｇ.３ Ａꎬ３Ｂ)ꎬ
ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除还促进 ＥＳ￣２ 细胞凋亡(Ｆｉｇ.３Ｃꎬ３Ｄ)ꎮ
ｐ５３ 和 ｐ１６ / ｐＲＢ 轴是影响细胞衰老及细胞周期调控

的重要信号通路[１５]ꎮ Ｆｉｇ.３ Ａꎬ３Ｂ 结果显示ꎬＬＡＳＴ１ /
２ 缺失影响了卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞周期ꎮ 为进一步在

分子水平检测 ＬＡＳＴ１ / ２ 缺失是否可影响细胞周期

相关基因表达ꎬ通过定量 ＰＣＲ 检测发现ꎬＬＡＴＳ１ / ２
敲除影响了 Ｐ５３ 下游基因 ＮＯＸＡ 和 Ｐ１６ 表达ꎮ
ＭＡＰＫ 信号通路参与细胞增殖分化调控过程ꎬ丝裂

酶原活化蛋白激酶 ＥＲＫ１ / ２ 作为细胞增殖调节的关

键蛋白质ꎬ广泛存在于各种组织中ꎮ 通过蛋白质水

平检测发现ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌细胞中ꎬｐ￣ＥＲＫ

９６５



中国生物化学与分子生物学报 第 ３５ 卷

Ｆｉｇ.２　 ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　 　 (Ａ￣Ｃ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｅｒｕｍ ( ＋ＦＢＳ / ￣ＦＢＳ). Ｃｅｌｌｓ (１× １０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ
ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. ( Ｄ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ. ＥＳ￣２ ＷＴ ａｎｄ ＬＡＴＳ１ / ２
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ (２􀆰 ５ × １０３ ) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓ. Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｆｏｒ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. (Ｅ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌｓ (８×１０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ａｎｄ ｓｃｒａｔｃｈｅｄ
ｗｉｔｈ ２００ μＬ ｔｉｐｓ. Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｔ ０ ｈｏｕｒ ａｎｄ ２０ ｈｏｕｒｓ. Ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. (Ｆ) Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｔｒａｎｓｗｅｌｌｓ ａｎｄ ａｌｌｏｗｅｄ ｔｏ
ｍｉｇｒａｔｅ ｆｏｒ １２ ｈｏｕｒｓ. Ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｔｔｏｎ ｓｗａｂｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ
ｓｕｒｆａｃｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｏｔｔｏｍ ｓｕｒｆａｃｅ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｄ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳＤ ∗∗∗ Ｐ<０􀆰 ００１. ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１. ｎ＝ ３. Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ

明显减少ꎬ并且与增殖相关蛋白质 ｐ￣Ｈｉｓｔｏｎ Ｈ３ 表达

也显著降低ꎮ 这些结果表明ꎬ人卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞

中ꎬ敲除 ＬＡＴＳ１ / ２ 可通过影响多个信号通路促进细

胞凋亡ꎬ与影响细胞周期ꎬ从而抑制细胞增殖ꎮ
２􀆰 ４　 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除通过激活 ＹＡＰ 转录活性调节

Ｃｏｌ１ａ１ 基因的表达从而影响肿瘤细胞增殖

ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除直接影响 ＹＡＰ 转录活性ꎮ 为进

一步验证 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除是通过调节 ＹＡＰ 转录活性

影响细胞增殖ꎬ通过逆转录病毒在卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞

中过表达持续激活型 ＹＡＰ(ＹＡＰ￣５ＳＡ)ꎬ免疫印迹结

果显示ꎬ与对照组相比较ꎬ过表达组 ＹＡＰ 蛋白表达

量明显增加(Ｆｉｇ.４ Ａ)ꎮ 细胞增殖检测发现ꎬ过表达

持续激活型 ＹＡＰ(ＹＡＰ￣５ＳＡ)明显抑制卵巢癌细胞

增殖(Ｆｉｇ.４Ｂ)ꎮ 这一结果表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除是通

过激活 ＹＡＰ 转录活性从而影响细胞增殖ꎮ
为了进一步寻找 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制细胞增殖
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Ｆｉｇ.３　 ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ　 　 (Ａ) Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｈａｓｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｃｅｌｌｓ (１ × １０６) ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｖｅｒｎｉｇｈｔꎬ ａｎｄ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ＦＡＣＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ.
(Ｂ) Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇ１ꎬ Ｓꎬ ａｎｄ Ｇ２ / Ｍ ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ. (Ｃ) Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＥ￣Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ.
Ｔｏｔａｌｌｙ １ × １０５ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＥ / Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＦＡＣＳ ｗｉｔｈｉｎ １ ｈｏｕｒ. (Ｄ) Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｅｌｌｓꎻ
∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗∗ Ｐ <０􀆰 ００１. ｎ ＝ ３. Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ. (Ｅ) Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｘａ ａｎｄ ｐ１６ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｑ￣
ＰＣＲ. ( Ｆ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｏｕｂｌｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ａｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ

的下游分子ꎬ经查阅文献发现ꎬ在小鼠的结肠癌

ＭＣ３８ 细胞中敲除 ＬＡＴＳ１ / ２ 可以影响许多基因表

达[８]ꎮ 选取该文献中表达变化大的基因ꎬ通过定量

ＰＣＲ 进行验证ꎮ 结果(Ｆｉｇ.４Ｃꎬ４Ｄ)表明ꎬＡｄａｍｔｓ１６、
Ｌｄｈｂ、Ｐｎｍａ５、Ｊｕｐ、Ｒａｓｓｆ４ 和 Ｚｆｐ５７１ 基因在 ＬＡＴＳ１ / ２
敲除的 ＥＳ￣２ 细胞中低表达ꎬ 而 Ｃｏｌ１ａ１ 基因在

ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中高表达ꎮ 这一

结果表明ꎬ在卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中ꎬＣｏｌ１ａ１ 基因很可

能是 ＬＡＴＳ１ / ２ 和 ＹＡＰ 的下游靶基因ꎮ 为了进一步

验证 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除是通过增加 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白的表

达ꎬ从而抑制卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞增殖和克隆形成ꎬ在
ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中敲除 ＣＯＬ１Ａ１ 的

表达ꎮ 如 Ｆｉｇ.４Ｅ 所示ꎬＣＯＬ１Ａ１ 表达量降低ꎬ可恢复

卵巢癌 ＥＳ￣２ ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除细胞的克隆形成能力ꎮ
综上所述ꎬ在人卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中ꎬ敲除 ＬＡＴＳ１ / ２
蛋白可激活 ＹＡＰ 蛋白的转录活性ꎬ促进 Ｃｏｌ１ａ１ 基

因高表达ꎬ从而抑制卵巢癌细胞增殖和克隆形成ꎮ
２􀆰 ５　 裸鼠皮下成瘤实验体内验证 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑

制卵巢癌细胞增殖

上述结果显示ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制卵巢癌细胞

的增殖、克隆形成ꎬ促进卵巢癌细胞凋亡ꎮ 为进一步

在体内验证 ＬＡＴＳ１ / ２ 缺失对卵巢癌细胞增殖的影

响ꎮ 给裸鼠分别注射对照细胞和 ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲

除细胞ꎬ定期测量肿瘤大小ꎮ 如 Ｆｉｇ.５ Ａꎬ５Ｂ 所示ꎬ
ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除明显抑制肿瘤细胞增殖ꎮ 通过定量

ＰＣＲ 检测发现ꎬＹＡＰ 下游基因 Ｃｙｒ６１ 和 Ａｍｏｔｌ２ 在
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ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的肿瘤组织中高表达ꎮ 并且发现ꎬ在
ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除的肿瘤组织中ꎬＣｏｌ１ａ１ 基因也高

表达ꎬ而 Ｄｉｋ１ 和 Ｐｎｍ５ａ 低表达(Ｆｉｇ.５Ｃ)ꎮ 这些结果

进一步证明ꎬ在体内 ＬＡＴＳ１ / ２ 基因敲除抑制肿瘤细

胞增殖ꎬ该抑制作用是通过增加 ＹＡＰ 转录活性ꎬ从
而影响 Ｃｏｌ１ａ１ 等基因的表达实现的ꎮ

Ｆｉｇ.４　 ＹＡＰ ５ＳＡ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ　 　 (Ａ) ＹＡＰ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. ＹＡＰ
(５ＳＡ) ａｒｅ ａｃｔｉｖｅ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ＹＡＰ / ＴＡＺ ｗｉｔｈ ａｌｌ ｆｉｖｅ ＬＡＴＳ１ / ２ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｍｕｔａｔｅｄ ｔｏ ａｌａｎｉｎｅꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｕｎｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｂｙ ｔｈｅ ＬＡＴＳ１ / ２ ｋｉｎａｓｅ. ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｂｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＹＡＰ ( ５ＳＡ) ｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌ ｖｅｃｔｏｒ ｗｅｒｅ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. (Ｂ) ＹＡＰ ５ＳＡ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ. Ｃｅｌｌｓ (１×１０５) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ
ｉｎ ６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｙｐａｎ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. (Ｃ) ＣＯＬ１Ａ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｏｆ ＣＯＬ１Ａ１ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｏｕｂｌｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ (ＫＯ) ｃｅｌｌｓ ｂｕｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＬＡＴＳ１ / ２ ＫＯ
ａｎｄ ＣＯＬ１Ａ１ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ. (Ｄ) ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｃｏｌ１ａ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｏｔａｌ ｍＲＮＡ
ｗａｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＲＴ￣ＰＣＲ ｆｏｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ａｄａｍｔｓ１６ꎬ Ｌｄｈｂꎬ Ｐｎｍａ５ꎬ Ｊｕｐꎬ Ｃｏｌ１ａ１ꎬ Ｄｉｋ１ꎬ Ｒａｓｓｆ４ꎬ
Ｚｆｐ５７１２ ａｎｄ Ａｃｔｉｎ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳＤ. ∗∗∗ Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＷＴ. ｎ ＝ ３. Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ ｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄ. (Ｅ) Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌ１ａ１ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ａｎｃｈｏｒａｇｅ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ. Ｃｅｌｌｓ (５×１０３) ｗｅｒｅ ｐｌａｔｅｄ ｉｎ
６￣ｗｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ｆｏｒ １４ ｄａｙｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｃｒｙｓｔａｌ ｖｉｏｌｅｔ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ｄａｔｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎ ±ＳＤ ｆｒｏｍ
ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. ∗∗∗ Ｐ<０􀆰 ００１ ｖｓ ＷＴ. ｎ＝ ３. Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｔｅｓｔ
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Ｆｉｇ.５　 ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｖｉｖｏ 　 　 (ＡꎬＢ)ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｉｎ ＥＳ￣２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ
ｉｎ ｖｉｖｏ. ＥＳ￣２ ＷＴ ａｎｄ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ (０􀆰 ５×１０６ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ) ｗｅｒｅ ｉｍｐｌａｎｔｅｄ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｉｎｔｏ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ.
Ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. (Ｃ) Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＹＡＰ / ＴＡＺ
ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ Ｃｙｒ６１ꎬ Ａｍｏｔｌ２ ａｎｄ Ｃｏｌ１ａ１ꎻ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｄｉｋ１ꎬ Ｐｎｍ５ａｉｎ ｔｈｅ ＬＡＴＳ１ / ２ ｄｅｌｅｔｅｄ ｔｕｍｏｒｓ. Ｔｈｅ ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＳＤ. ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ∗∗ Ｐ<０􀆰 ０１ꎬ ∗ Ｐ<０􀆰 ０５ ｖｓ ＷＴ. ｎ＝ ６. Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ ｔ￣ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ

３　 讨论

癌症是目前人类尚未攻克的重大疾病ꎬ癌症的

发生机制尚未被完全阐明ꎬ其难点之一在于不同组

织细胞类型中癌症的发生机制可能有所区别ꎮ 卵巢

癌症是妇科恶性疾病ꎬ其致死率在所有妇科癌症中

居于第一位ꎮ 但是ꎬ目前对卵巢癌症的发生机制所

知甚少ꎬ治疗手段也很不完备ꎬ特别是缺少早期卵巢

癌细胞的检测分子ꎮ 人卵巢癌症多发于女性更年期

(４５~５０ 岁)ꎬ而且 ９０％以上起源于卵巢表面的上皮

细胞ꎮ 但是ꎬ对于卵巢表面上皮增殖与分化的调控

机制仍不清楚[１６]ꎮ 近年来的研究表明ꎬ正常的卵巢

表面上皮中可能存在可以自我更新的干细胞[１７]ꎮ
同时ꎬ在卵巢癌细胞系中ꎬ可能也存在具有增殖、分
化潜能并对化疗药物具有耐受力的卵巢癌干细

胞[１８]ꎮ 虽然目前已有多种卵巢癌症临床治疗的技

术手段ꎬ但治愈率较低ꎬ特别是对于癌症恶性转移和

复发缺乏有效的治疗措施ꎮ
Ｈｉｐｐｏ￣ＹＡＰ 信号通路是近年来发现的一个与器

官大小维持、干细胞全能性维持和癌症发生密切相

关的信号通路ꎮ 最早是在果蝇中通过筛选抑制细胞

无限制增殖的关键基因而发现ꎬ并进而在包括人类

在内的高等动物中证实ꎬ但其在进化过程中的功能

高度保守[１９]ꎮ 该信号通路关键的上游激酶有

ＭＳＴ１ / ２、ＬＡＴＳ１ / ２ 和 ＭＡＰＫ４Ｋｓꎮ ＹＡＰ 和 ＴＡＺ 是

Ｈｉｐｐｏ 信号通路关键效应分子并具有转录活性ꎮ 大

多数研究表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 是抑癌基因ꎬＹＡＰ / ＴＡＺ 则

是作为原癌蛋白发挥作用ꎮ ＹＡＰ 基因的扩增以及过

表达与肿瘤的发生密切相关[２０]ꎮ 在小鼠肝中诱导

ＹＡＰ 过表达ꎬ肝的体积会增大 ４ 倍以上ꎬ最终导致

肝癌的发生[２１]ꎮ 在多种人类癌症组织中ꎬ都能检测

到 ＹＡＰ 在发生癌变的细胞中表达量显著增高[２２]ꎬ

３７５
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如肝癌、前列腺癌、结肠癌和卵巢癌ꎮ Ｈｕａｎｇ 等[２３]

研究表明ꎬＹＡＰ 可以通过下调 ＧＰＸ２ 和增加 ＲＯＳ 抑

制肺癌细胞增殖ꎮ 这表明ꎬＹＡＰ 也可以作为抑癌基

因发挥作用ꎮ 此外ꎬ我们在 ９ 种不同的小鼠肿瘤细

胞中 敲 除 ＬＡＴＳ１ / ２ 发 现ꎬ 在 多 数 肿 瘤 细 胞 中ꎬ
ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除促进肿瘤细胞增殖ꎬ然而在小鼠结肠

癌 ＭＣ３８ 细胞中ꎬ敲除 ＬＡＴＳ１ / ２ 却抑制肿瘤细胞的

增殖ꎮ 这些研究结果表明ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 作为癌基因还

是抑癌基因发挥作用主要取决于不同的细胞系ꎮ
Ｘｉａ 等[２４ꎬ ２５] 在 人 卵 巢 癌 Ａ２７８０ 细 胞 中 过 表 达

ＹＡＰ５ＳＡ 发现ꎬＹＡＰ 蛋白激活可以通过促进卵巢癌

细胞的上皮￣间质转化ꎬ从而影响细胞增殖和迁移ꎮ
我们的研究表明ꎬ在卵巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中ꎬ敲除

ＬＡＴＳ１ / ２ 可以抑制肿瘤细胞的增殖和迁移ꎬ并且促

进细胞凋亡ꎮ 如 Ｆｉｇ.４Ｅ 所示ꎬ在 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除的卵

巢癌 ＥＳ￣２ 细胞中敲除 ＣＯＬ１Ａ１ 蛋白ꎬ并不能完全补

救 ＬＡＴＳ１ / ２ 敲除抑制肿瘤细胞克隆的形成能力ꎮ
这进一步说明ꎬＣＯＬ１Ａ１ 很可能只是 ＬＡＴＳ１ / ２ 下游

底物之一ꎮ Ｈｉｐｐｏ￣ＹＡＰ 信号通路在卵巢癌细胞中可

能与多个信号通路相互作用ꎬ从而影响细胞存活ꎬ如
ＭＡＰＫ 信号通路ꎮ 因此ꎬ敲除 ＬＡＴＳ１ / ２ 可以通过

ｐ５３、Ｒｂ / ｐ１６ 和 ＭＡＰＫ 等信号通路影响卵巢癌细胞

周期、细胞增殖及细胞凋亡ꎮ 此外ꎬＨｉｐｐｏ￣ＹＡＰ 信号

通路在不同类型的卵巢癌中作用有可能不同ꎮ 本研

究结果表明ꎬ在卵巢癌治疗中ꎬ如果联合使用 ＹＡＰ /
ＴＥＡＤ 抑制剂ꎬ应先明确 ＹＡＰ 蛋白的作用ꎮ 另外ꎬ
在某些肿瘤中ꎬＬＡＴＳ１ / ２ 发挥癌基因作用时ꎬ采用

ＬＡＴＳ１ / ２ 抑制剂可能对于抑制该肿瘤的发展具有一

定的治疗作用ꎮ
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ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ
ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｙｏｒｋｉｅꎬ ｔｈｅ Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ Ｈｏｍｏｌｏｇ ｏｆ ＹＡＰ[ Ｊ] . Ｃｅｌｌꎬ
２００５ꎬ １２２(３): ４２１￣４３４

[２１] 　 Ｓｔｅｉｎｈａｒｄｔ ＡＡꎬ Ｇａｙｙｅｄ ＭＦꎬ Ｋｌｅｉｎ ＡＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｙｅｓ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｍｍｏｎ ｓｏｌｉｄ ｔｕｍｏｒｓ [ Ｊ] . Ｈｕｍ Ｐａｔｈｏｌꎬ
２００８ꎬ ３９(１１): １５８２￣１５８９

[２２] 　 Ｈａｌｌ ＣＡꎬ Ｗａｎｇ Ｒꎬ Ｍｉａｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｐｐｏ ｐａｔｈｗａｙ ｅｆｆｅｃｔｏｒ Ｙａｐ ｉｓ
ａｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｏｎｃｏｇｅｎｅ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１０ꎬ ７０( ２１):
８５１７￣８５２５

[２３] 　 Ｈｕａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｗꎬ Ｐａｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＹＡＰ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｌｕｎｇ
ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＤＮｐ６３￣ＧＰＸ２ ａｘｉｓ ａｎｄ ＲＯＳ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ
２０１７ꎬ ７７(２１): ５７６９￣５７８１

[２４] 　 Ｘｉａ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ ＹＬꎬ Ｙｕ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＹＡＰ / ＴＥＡＤ ｃｏ￣ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
ｉｎｉｔｉａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９(１１): ｅ１０９５７５

[２５] 　 Ｘｉａ Ｙꎬ Ｃｈａｎｇ Ｔꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＹＡＰ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｖｅ ｏｆ ａ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｆｏｒ ｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１４ꎬ ９(３): ｅ９１７７０
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