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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

AP ammonium persulfate 过硫酸铵 

ATCC American type culture collection 美国模式培养研究所 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

EMT epithelial-mesenchymal transition 上皮间质转化 

ERK extracellular regulated protein kinases 胞外调节蛋白激酶 

FBW7 F-box/WD repeat-containing protein 7 泛素连接酶 

HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IHC Immunohistochemistry 免疫组织化学染色 

miRNA Micro-RNA 微小 RNA 

NSCLC non-small cell lung cancer 非小细胞肺癌 

OS overall survival 总生存期 

PBS phosphate buffer saline 磷酸缓冲盐溶液 

PFS progression-free survival 无进展生存期 

PI3K phosphatidylinositol 3-kinase 磷脂酰肌醇 3 激酶 

rpm Revolutions per minute 每分钟转速 

SDS sodium dodecylsulfate 十二烷基硫酸钠 

TBST Tris-buffered saline withTween-20 含吐温-20 缓冲盐溶液 

TFs Transcription factors 转录因子 

TKIs tyrosine-kinase inhibitors 酪氨酸激酶抑制剂 
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中文摘要 
作为泛素连接酶 SCF 复合体中的一种 F-box 分子，FBW7（F-box/WD 

repeat-containing protein 7）在调控细胞周期、细胞增殖、分化、凋亡和转移等细胞生

物学过程中起到重要作用。FBW7 在人体组织内广泛存在。FBW7 作为重要的抑癌蛋

白参与多种细胞生理和病理活动。FBW7 表达含量的降低可促使某些癌蛋白不能被

降解继而引起细胞和组织正常功能的变化，诱导癌症的发生。这一现象在许多不同

类型肿瘤中广泛存在。此外，FBW7 表达降低可促使某些肿瘤发生远处转移。由此

可见，作为抑制癌症发生发展的新兴靶点，在一定范围内提高体内 FBW7 表达水平

可能在延缓癌症进展和避免肿瘤晚期转移等方面发挥关键作用。本实验从肿瘤侵袭

转移角度入手，以 NSCLC 为研究对象，探讨 FBW7 在参与转录抑制因子 Snail 蛋白

的泛素化修饰和降解过程并抑制上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT）和肿瘤转移的机制研究。 

第一部分：目的：明确 NSCLC 组织中 FBW7 的表达水平，探索 FBW7 在正常

肺组织和 NSCLC 中的表达差异，从组织水平研究 FBW7 与 NSCLC 在转移作用中的

相关性并从 EMT 角度阐释 FBW7 在肺癌中引起转移的作用。方法：通过临床数据库

分析 FBW7 在 NSCLC 中的表达差异和突变类型，将组织芯片进行免疫组织化学染
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色明确 FBW7 的表达情况，在 NSCLC 样本中通过 Western blot 方法检测 FBW7 和

E-cadherin 的表达水平并进行统计学分析。结果：FBW7 基因在 mRNA 水平的变化

主要集中于 NSCLC 中的腺癌，其变异程度呈多样性，但以点突变为主； FBW7 高

表达患者总生存期（overall survival, OS）和无进展生存期（progression free survival, 

PFS）均较 FBW7 低表达患者明显延长；患者肿瘤组织标本中的 FBW7 表达水平较

其正常肺组织明显降低；肿瘤组织内 FBW7 表达水平明显高于肿瘤组织，作为上皮

间质转化的标志物之一的 E-cadherin 的变化与 FBW7 表达一致且两者间存在相关性。

结论：FBW7 可作为抑癌基因在细胞组织内发挥作用，其表达增高提示良好的远期

预后，患者的 OS 及 OFS 较 FBW7 低表达患者显著延长；肿瘤组织中 FBW7 蛋白表

达明显低于正常肺组织，且 FBW7 表达的变化可能是引起肿瘤侵袭转移能力变化的

一个重要原因；可将 FBW7 表达水平作为评价 NSCLC 患者预后的临床参考指标。 

第二部分：目的：明确 FBW7 与 Snail 间的相关性；FBW7 表达降低对细胞侵袭

转移能力的影响；下调 FBW7 表达水平引起细胞侵袭转移能力的变化与 Snail 蛋白稳

定性间的关系。方法：给予 FBW7 激动剂处理并导入相关质粒从内源性和外源性角

度探索 FBW7 与 Snail 间的作用关系；获取转基因小鼠 MEF 细胞并通过下调表达明

确 FBW7 与肿瘤转移之间的关系；构建低表达 FBW7 的稳定细胞系通过平板克隆形

成实验观察细胞形态并经 Transwell 实验检测细胞侵袭转移能力变化；对小鼠进行尾

静脉注射并经小动物成像检测不同 FBW7 表达水平的肺癌细胞转移能力和细胞成瘤

性的影响。结果：在黑色素瘤细胞系中，上调 FBW7 表达后 Snail 表达水平降低且其

半衰期较正常组明显缩短；提高 FBW7 表达后 Snail 蛋白含量明显降低，而给予

MG132 处理后 Snail 表达升高；导入 Cre 质粒后可敲除 MEF 细胞中 FBW7 的表达，

内源性 Snail 表达明显升高，间质细胞标记物 Vimentin 表达上升； A549 和 H1299

肺癌细胞系中 Snail 呈高表达状态，下调两株细胞 FBW7 水平可使细胞形态发生变化

且侵袭转移能力发生改变；下调 FBW7 的 Lewis 肺癌细胞成瘤性和转移能力明显增

强。结论：上调 FBW7 可通过蛋白酶体途径引起 Snail 蛋白稳定性下降；下调 FBW7

可引起 Snail 表达上升，导致 EMT 过程的发生，使上皮来源肿瘤细胞获得间质细胞

特性，并可在体内引起肿瘤转移能力和成瘤性的升高。 

第三部分：目的：明确 Snail 氨基酸序列内 PEST 结构域的保守性；探索 FBW7

降解 Snail 的潜在分子机制；研究 FBW7 与 Snail 的结合方式和降解作用机制。方法：
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通过分析不同种属 Snail 氨基酸序列并分析 PEST 结构域的保守性；将不通过质粒导

入细胞给予蛋白酶体抑制剂处理并通过 Western blot 方法检测相关分子表达水平；运

用 co-IP 方法研究 FBW7 与 Snail 分子间的相互作用关系。结果： Snail 蛋白的氨基

酸序列中存在 PEST 结构域，且无种属特异性；随着 FBW7 表达升高，Snail 表达水

平下降；与 FBW7 FL 组相比，FBW7ΔF 组 Snail 蛋白表达升高；内源性和外源性水

平证实 FBW7 与 Snail 存在相互作用关系。结论：Snail 可通过某种方式被磷酸化修

饰进而被泛素化降解，且这种作用依赖于 FBW7 的表达水平和结构完整性，两者间

可通过直接的相互作用结合实现 Snail 蛋白的降解。 

因此，临床工作中可将 FBW7 作为评价患者预后的指标之一，FBW7 可通过与

Snail 的直接结合并进行泛素化修饰和降解抑制上皮间质转化过程，进而抑制 NSCLC

的侵袭转移作用。在一定范围内提高 FBW7 表达可抑制晚期 NSCLC 患者远处转移

并提高患者无进展生存期和总生存期。FBW7 可能成为临床预防和治疗 NSCLC 侵袭

和转移的新靶点。 

 

关键词：FBW7；EMT；Snail；肿瘤侵袭转移  
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Abstract 
As a number of F-box proteins in SCF complex E3 ligase, FBW7 (F-box/WD 

repeat-containing protein 7) plays an important role in modulate cell biological process, 

such as cell cycle, proliferation, differatiation, apoptosis and metastasis. FBW7 is 

extensively expressed in normal tissues, which is performing as a tumor suppressor 

protein to regulate biological activities. Depression of FBW7 is liable to block the 

degradation of oncoproteins, in turn to deteriorate normal functions of cell and lead to 

tumorigenesis. This phenomenon exists in different types of cancer. Furthermore, 

depression of FBW7 may facilitate distant metastasis. Thus, acting as a brand new target 

to inhibit tumor, escalation of FBW7, to some extent, is of vital significance to delay the 

progression of cancer and prevent metastasis. In this study, we preliminarily explore the 

mechanism of which FBW7 participates the ubiquitination and degradation of 

transcription inhibitory factor, Snail, leading to NSCLC metastasis by EMT 

(epithelial-mesenchymal transition) from the point of tumor invasion and migration. 

Section One: Objects: we aim to explore the expression FBW7 in NSCLC and the 

difference of FBW7 among the normal and NSCLC. Furthermore, we tend to study the 
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relationship of FBW7 and metastasis in NSCLC and in perspective of EMT to illustrate 

the role of FBW7 in NSCLC metastasis. Methods: clinical database of lung cancer is 

applied to explore the expression of FBW7 and variants types, which is further confirmed 

by immunohistochemical analysis. Western blot assay is performed to detect the 

expression FBW7 and E-cadherin in NSCLC samples and analysed in statistical methods. 

Results: FBW7 variation in mRNA level often occurs in adenocarcinoma of NSCLC, and 

point mutation is the main variation manner. Overall survival and progression free survival 

is extended in FBW7 high-expression group. In NSCLC samples, FBW7 expresses in high 

level and is in accordance with E-cadherin, a EMT biomarker on epithelial cell membrane, 

which exists a correlation between the two molecules. Conclusions: FBW7 functions as a 

tumor suppressor and its escalation illustrates benign prognosis, of which OS and PFS are 

evidently prolonged compared with normal group. Then, the expression of FBW7 

decreases in tumor and its variation determines the change of capacity to metastasis, so 

FBW7 could be regarded as a clinical marker to determine prognosis of NSCLC. 

Section Two: Objects: we aim to illustrate the correlation of FBW7 and Snail and 

further explore the exact role of FBW7 in tumor metastasis. The relationship between 

stability of Snail and tumor metastasis fluctuation aroused by down-regulation of FBW7 is 

ought to be verified. Methods: to explore the exact relation between FBW7 and Snail, we 

transfect corresponding plasmids into cells with FBW7 agonist treatment endogenously 

and exogenously. Then, we extracted MEF cell from transgenic mice and down-regulated 

FBW7 expression to confirm its relation with metastasis. We next constructed 

low-expressed FBW7 cell lines, which underwent plate colon formation and transwell 

assay to test capacity of metastasis. To further explore the ability to metastasis and 

tumorigenicity, tail vein injection and bioluminescence imaging were performed using 

corresponding cells. Results: in melanoma cell lines, up-regulation of FBW7 weakened 

Snail expression and shortened its half-life. Snail was decreasing after escalation of FBW7, 

which could be blocked by MG132. After transfected with Cre to down-regulate FBW7, 

MEFs exhibited high Snail and mesnechymal cell biomarker vimentin protein. Owing to 

abundant Snail protein in A549 and H1299, down-regulation of FBW7 could trigger 
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morphology changes and capacity of invasion and migration. Lewis lung cancer cell line 

was liable to perform enhanced tumorigenicity and metastasis capacity. Conclusion: 

stability of Snail is down-regulated by up-regulation of FBW7 via proteasome pathway. 

Down-regulation of FBW7 enriches Snail, leading to the development of EMT, conferring 

mesenchymal traits to epithelial-oriented cells and facilitating tumor metastasis and tumor 

formation. 

Section Three: Objects: we aim to confirm the conservatism of PEST motif in Snail 

and explore the potential mechanism of FBW7 degradating Snail. We also tend to study 

the combination of FBW7 and Snail, coupled with degradation pathway. Methods: 

sequence analysis in database was performed to test conservatism of Snail PEST sequence 

in different species. Then, corresponding plasmids were transfected into cells with MG132 

to test expression of corresponding proteins. Co-IP assay was inevitable to confirm the 

direct relationship between FBW7 and Snail. Results: PEST motif in Snail protein 

exhibited no specificity in different species and escalation of FBW7 down-regulated 

FBW7 expression. Compared with FBW7-full-length group, Snail expressed in a high 

level in FBW7 ΔF (without F-box protein) group. FBW7 had a direct relationship between 

Snail in endogenous and exogenous. Conclusion: Snail has the potential to be degradated 

by FBW7 in an ubiquitin-proteasome-dependent pathway, based on the expression of 

FBW7and structural integrity. Direct interaction between FBW7 and Snail leads to the 

degradation of Snail. 

In a word, FBW7 is liable to be regarded as one of biomarkers to evaluate prognosis of 

patients and it mediates the degradation of Snail in an ubiquitin-proteasome dependent 

pathway by directinteraction with Snail, leading to inhibit EMT process and NSCLC 

metastasis. To some extent, up-regulation of FBW7 inhibits tumor metastasis of advanced 

NSCLC and prolongs overall-survival and progression-free survival, which is able to be a 

new target to prevent and overcome NSCLC invasion and metastasis in clinical. 

 

Key words: FBW7; EMT; Snail; tumor invasion and migration 
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前    言 
 

近年来，由于社会经济发展的迫切需要和环境污染问题的日益突出，肺癌的发

病率呈逐年增高的趋势。约 80%的肺癌患者在就诊时已处于晚期（即临床诊断为Ⅲ/

Ⅳ期），手术和放化疗对治愈这部分患者已无明显作用，部分患者由于转移病灶广泛

而失去治疗机会。虽然针对 EGFR 突变的靶向药物的应用对治疗 NSCLC 患者发挥显

著地作用，但部分患者在应用后存在耐药的问题，疾病进展迅速且广泛转移的晚期

肺癌患者仍难逃死亡的厄运。因此，从源头上抑制 NSCLC 的进展，延缓肿瘤转移病

灶的形成对延长患者生存时间，提高患者生存质量，节约社会医疗卫生资源都具有

重要的现实意义。 

目前，在肺癌研究领域针对肿瘤转移的研究多集中在上皮间质转化，即上皮来

源的肺癌细胞在获得间质细胞特性后具备侵袭和转移能力，并可随血液在全身多数

组织定值增生，最终发育为肺癌来源的转移灶。因此，深入研究 EMT 过程的调控机

制，探索抑制上皮间质转化过程关键分子的途径，对抑制肿瘤细胞 EMT 的发生发展

和晚期 NSCLC 患者肿瘤转移具有重要价值。 

Snail 是上皮细胞标记物 E-cadherin 上游的转录抑制因子之一，可结合在其启动

子上游特定序列抑制后者转录，并引起 E-cadherin 表达减少从而引起 EMT 并最终介

导肿瘤细胞转移。Snail 蛋白主要依靠泛素化修饰并通过蛋白酶体实现最终的降解。

我们前期研究中发现，FBW7 可泛素化修饰 Mcl-1，通过蛋白酶体途径对其降解，并

参与到 NSCLC EGFR TKIs 耐药过程。另有部分文献报道，FBW7 可与多种底物结合

并参与肿瘤细胞的转移过程。其含量减少可促进肿瘤发生上皮间质转化过程并引起

细胞转移能力变化。因此，本课题旨在探索 FBW7 对 EMT 转录因子 Snail 的降解作

用，初步探索 FBW7 在介导肿瘤细胞转移过程中的分子机制，并从临床应用角度探

索 FBW7 治疗晚期 NSCLC 转移的意义和价值。 

  



空军军医大学硕士学位论文 

-9- 

 

 

文献回顾 
 

1 肺癌简述 

作为发病率和死亡率增长最快的恶性肿瘤之一，肺癌（lung cancer）对人类健康

和生命的威胁日益严峻。根据美国权威杂志CA：A Cancer Journal for Clinicians报道，

全美范围内约有 52.65 万例例患者曾患肺癌，仅在 2016 年有 22.43 万例患者新被确

诊为肺癌（美国男性癌症发病率第一位为前列腺癌，女性癌症发病率第一位为乳腺

癌）[1]。虽然早期诊断和筛查技术水平不断发展加之靶向药物和免疫治疗等新兴治疗

手段的更新，肺癌的预防和治愈已经都达到了新的水平，从一定程度上可以控制肺

癌的发生和进展。然而预测至 2026 年，美国仍有 14.68 万例患者被新确诊为肺癌（图

1A）[1]。在我国，随着工业生产的不断发展和经济发展的迫切需求，环境污染等现

实问题加剧了我国肺癌患者的发生。根据对中国肺癌数据最新统计，仅 2015 年我国

新发肺癌 73.33 万例，其中男性患者 20.93 万例，女性患者 22.40 万例（图 1B）[2]。

由此可见肺癌已经成为我国的最常见癌症之一，也因此成为癌症致死的重要原因。

这对我国在肺癌预防、诊断和治疗领域的基础研究和临床研究提出了严峻考验。预

防肺癌发生，早期诊断和及时治疗并制定个体化治疗方案对控制肺癌发生发展，节

省社会医疗卫生公共资源，促进社会经济发展具有重要意义。 

A                                    B 

  

图 1. 美国（A）与中国（B）癌症发病率数据统计 

根据国际抗癌联盟（UICC）和美国癌症联合委员会（AJCC）对肺癌的分类，通
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常将肺癌分为两大类，即小细胞肺癌（small cell lung cancer，SCLC）和非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer，NSCLC），并根据细胞形态和来源将后者进一步分为

腺癌（adenocarcinoma）、鳞癌（squamous cell carcinoma）、腺鳞癌（adenosqumaous 

carcinoma）、大细胞肺癌（large cell carcinoma）及其他类型，在实际临床工作中以

NSCLC 患者多见，约占全部肺癌患者的 85%
[3]。因此我们将重点关注这种类型肺癌

患者。针对 NSCLC 患者的临床治疗有多种形式，对于早期 NSCLC 患者的治疗多采

用手术或联合放化疗方案获得根治[4]。而对于存在远处转移的晚期 NSCLC 患者，目

前多采用化疗、放疗、免疫以及靶向治疗等方案，部分患者则无法进行医疗干预[5]。

肺癌靶向治疗药物的推广和免疫治疗的广泛应用可在一定程度上延缓晚期患者生存

时间[6, 7]。 

2 EMT 

2.1 EMT 概述  

上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）作为近十年来的研究热

点已成为癌症研究领域的重要方向。其基本含义是上皮来源的细胞在某些生理或病

理情况下可向某些具有间质特性的细胞转化，这种由上皮向间质的转化过程成为

EMT
[8]。从细胞形态学角度看，这一过程主要表现为细胞失去极性，细胞间黏附能

力下降，呈梭形或纺锤状改变。这些形态变化可使细胞失去彼此联系，获得突破基

底膜进入血液及其他组织的能力，从而实现肿瘤细胞的侵袭转移[9]。大量研究证实，

EMT 参与的细胞生理过程主要包括以下几个方面：1）胚胎产生与组织发育：上皮组

织来源细胞获得间质细胞特性并表现出不同的组织细胞类型，此过程不会引起组织

的纤维性变化，也不会赋予细胞侵袭转移能力，主要表现为细胞类型的改变，同时

具有一定的间质上皮转化能力（mesenchymal-epitheial transition，MET）为后续胚胎

发育成不同组织来源细胞提供可能[10, 11]。尤其在原肠胚与神经嵴的形成过程中发挥

重要作用[12]；2）组织修复与器官纤维化：组织损伤后引起炎症因子的释放，后者在

一系列介质的参与下引起组织的炎症反应，由此启动 EMT 过程促进损伤组织的修复

和再生[13]，长期炎症刺激等病理过程可持续活化 EMT 最终引起组织器官的纤维化[14, 

15]。值得注意的是，在组织损伤后位于边缘的角化细胞表现为具有转移特性的中间

状态，这使得细胞间失去紧密连接并获得转移特性[16]；3）肿瘤进展和转移：具有癌

变倾向的异常细胞内，部分癌蛋白和抑癌蛋白存在基因水平改变与表观遗传学变化，
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这些变化可调控 EMT 上游信号并引起 E-cadherin
[17]和 Vimentin

[10]表达变化，从而使

细胞获得侵袭转移能力（图 2）[18]。 

 

图 2 EMT 介导的肿瘤进展和转移 

2.2 EMT 的调节 

针对 EMT 过程的发生发展涉及复杂的调控网络，主要包括表观遗传学修饰、转

录水平调控、基因的选择性剪接、蛋白稳定性以及亚细胞结构定位等多种修饰途径

（图 3）[9]。因此涉及 EMT 上游调控并非简单的线性关系。尽管涉及正常组织的发

育和肿瘤的发生发展的 EMT 过程存在普遍的调控机制，但在一些特定组织和肿瘤细

胞背景下存在部分的异质性。因此，进一步研究 EMT 过程的调控机制，从多角度解

释 EMT 过程在肿瘤细胞癌变中的调控机制对解释肿瘤的发生发展具有重要意义。 

在 EMT 调控机制中，E-cadherin 处于核心地位，即经典的 EMT 过程调节主要由

各种转录因子作用于 E-cadherin 基因上游启动子，抑制或促进其基因转录和表达并

最终调节 EMT 过程[17, 19]。在这些上游的 EMT 转录因子（EMT-TFs）中，针对 Snail、

Slug、ZEB1 和 Twist1 等蛋白质的研究较为深入，加之 miRNA 和可变剪接对基因遗

传修饰作用研究的异军突起[20]，使得转录因子对 E-cadherin 表达水平以及整个 EMT

过程的调控变得更为复杂。研究表明，miR-200 与 miR-34 参与 ZEB1 和 Snail 转录水

平表达[21, 22]，通过特定序列的特异结合抑制其转录从而降低蛋白表达水平，起到负

性调节作用。后者可负反馈作用于 miRNA 影响其与 EMT-TFs 基因的结合从而将上

皮细胞稳态维持在正常水平。值得注意的是，这种 miRNA 的干扰作用并非简单的线

性关系，许多分子间存在交叉影响并与其他分子产生交互作用，鉴于其调控通路的

复杂性和多样性，本文在此不做详述。此外  ，由上皮特异性调节蛋白

（epithelial-specific regulatory protein 1 and 2，ESRP1 and ESRP2）介导的可变剪接可

维持上皮细胞特性，通过对 FGFR2、CD44 以及 p120-catenin 等与细胞黏附和转移相

关的靶蛋白的剪接作用促进 E-cadherin 等上皮细胞特性基因的表达[23]。同时 QKI
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（Quaking）等因子通过介导 circRNAs、RonTK 以及 Dynamin 等蛋白的可变剪接促

进间质性基因的转录和翻译过程，进而促进细胞的侵袭转移过程[24]。从另一个角度

讲，组蛋白的乙酰化修饰和甲基化修饰可对上皮及间质细胞标记物进行表观遗传学

修饰[25]，从而调节细胞黏附作用并导致 EMT 过程。 

 

图 3 EMT 调控网络示意图 

EMT-TFs是作为启动EMT过程的关键分子，其主要通过与E-cadherin和 vimentin

等标记物基因的启动序列结合，抑制基因的转录和表达，从而使其蛋白表达水平降

低，导致细胞黏附分子减少和间质细胞特性分子表达增多，进一步介导细胞的 EMT

过程。对转录因子的研究主要从三个方面着手：即定位、含量以及活性：1）定位：

由于 EMT-TFs 主要调控转录过程，因而其主要存在于细胞核内，但在某些生理病理

条件下，对这些因子的磷酸化、乙酰化等修饰过程会引起其在细胞内的定位，介导

其向核外转移并被进一步修饰或降解；2）含量：EMT-TFs 蛋白含量的多少直接影响

其下游 E-cadherin 等分子的转录进而调节表达含量，两者间存在明显的负性调节关

系；3）活性：转录因子的活性受诸多因素调节，翻译后修饰过程是控制蛋白分子生

物学活性的一个重要途径，针对蛋白氨基酸序列内不同位点的磷酸化、乙酰化及泛

素化等修饰形式对蛋白体细胞内的生物学活性进行调节，从而发挥生物学功能。 

作为 E-cadherin 上游主要的转录抑制因子之一，针对 Snail 的研究较为深入。其
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最早在 2002 年由 Nieto 等人在研究果蝇 shortgun 蛋白（一种 E-cadherin 类似物）时

发现，Snail 蛋白增多可抑制 shortgun 转录从而调控果蝇原肠胚形成[26]。随后的研究

进一步证实了 Snail 作为转录抑制因子广泛存在于人及其他哺乳动物细胞内，并在抑

制上皮细胞标记物 E-cadherin 表达并促进上皮间质转化过程中发挥重要作用[27]。除

此之外，Snail 还参与非 EMT 介导的细胞转移和衰老，Snail 表达含量的增高可通过

TGF-β 影响细胞周期并延缓细胞衰老，而下调 Snail 可通过 AKT/p16INK4A/RB 信号

通路引起细胞衰老[28]。针对 Snail 蛋白的降解有很多方式，最为经典的是 GSK3β 介

导的 Snail 双位点磷酸化。其大致过程为：各种信号分子刺激通过 PI3K/AKT、Wnt

以及 MAPK 等信号通路抑制 GSK3β，受抑制的 GSK3β 进入细胞核，发挥生物学活

性对 Snail 位点进行磷酸化修饰并介导其向和外转移，同时 GSK3β 再次磷酸化细胞

质内 Snail，随后含有双磷酸化位点修饰的 Snail 被 β-Trcp 识别通过泛素化修饰进行

降解[29]。此外，同样作为 F-box 蛋白家族成员，FBXO11
[30]和 FBXL14

[31]对 Snail 的

泛素化降解则不依赖于 Snail 的磷酸化修饰，两者可直接识别 Snail 并经非依赖的

β-Trcp 泛素-蛋白酶体途径对其降解。这些结果表明针对 Snail 降解主要依赖泛素化修

饰，但磷酸化修饰在其降解过程更中并非必须，即 Snail 在无 GSK3β 介导的磷酸化

修饰状态下直接通过 FBWO11 和 FBXL14 进行降解，而在 GSK3β 参与条件下则通

过双位点的磷酸化修饰并经β-Trcp进行降解，从而实现E-cadherin表达的变化和EMT 

过程。 

3 蛋白质的泛素化修饰 

3.1 概述 

泛素化修饰（ubiquitin modification）是细胞内蛋白质翻译后修饰的一种常见形

式，参与细胞内约 80%的蛋白质降解，可对特定蛋白质底物进行识别并通过多种酶

将泛素（ubiquitin）整合至蛋白质特定位点的氨基酸残基上，进而通过泛素 -蛋白酶

体途径（ubiquitin-proteasome pathway，UPP）实现对底物的降解[32]。在这一途径中

主要由泛素（ubiquitin，Ub）、泛素活化酶（ubiquitin activating enzyme，E1）、泛素

结合酶（ubiquitin conjugating enzyme，E2）、泛素连接酶（ubiquitin protein ligase，

E3）以及蛋白酶体组成。其大致过程为：泛素活化酶首先将泛素进行活化，使其获

得可与底物结合并被蛋白酶体识别的活化状态；随后泛素结合酶识别底物中特定位

点并将其与泛素连接酶结合；泛素连接酶将活化的泛素整合至底物特定氨基酸位点
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进行泛素化修饰（整合形式多样且泛素可被磷酸化或甲基化修饰，在此不做赘述）；

经泛素化修饰的蛋白质则被运输至蛋白酶体经去泛素化酶的去泛素化作用继而实现

蛋白质降解。在这一过程中，泛素连接酶主要连接底物与泛素，其结构或功能缺失

将直接导致相关蛋白质不能够降解从而引起细胞代谢、分化、黏附等方面异常。因

此我们的研究将主要集中于泛素连接酶。 

3.2 泛素连接酶 

泛素连接酶是泛素蛋白酶体途径的重要组成部分，起泛素与底物间的连接作用。

根据其结构域特征以及泛素传递到底物蛋白的作用机制不同，可将其分为三类：

HECT 结构域家族（homologous to E6-APC terminus，HECT）、RING 结构域家族和

U-box 蛋白家族[33]。其中以 RING 结构域家族研究较为深入，因这些结构域家族最典

型的特点是具有环指结构域（Ring-finger domain）而得名。其主要成员包括：SCF

复合体、APC 复合体以及一些 IAP 家族成员。我们的研究重点将从 SCF 复合体角度

进行研究。 

SCF 复合体（SKP1-CUL1-F-box complex）是目前研究较为清楚地一种泛素连接

酶家族成员，主要由 SKP1（S-phase kinase associated protein 1）、CUL-1（cullin-1）、

RBX1（RING box 1）和 F-box 蛋白（F-box protein）四种蛋白质成分构成[34]。RBX1

与携带活化状态泛素的泛素结合酶结合，通过 CUL1 和 SKP1 的连接与 F-box 蛋白相

互作用，后者的 WD40 结构域（WD40 domain）识别并结合待降解底物，随后通过

这种环状结构实现对底物的泛素化修饰（图 4 A）[35]。 

3.3 FBW7 

FBW7（F-box/WD repeat-containing protein 7）属 F-box 家族成员之一，作为 SCF 

E3 泛素连接酶的重要组成部分起底物识别的作用[36, 37]。FBW7 又被称为 hCDC4，

FBXW7 或 Sel-10，1973 年由 Washington 大学的 Hartwell 等人在研究酵母分裂周期

的基因调控中被首次发现[38]。此后大量实验数据表明 FBW7 可负性调节多种癌蛋白

而发挥肿瘤抑制作用[39-41]，同时作为 SCF 复合体重要的组成部分实现对底物的泛素

化修饰和降解。 
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图 4 SCF 复合体（A）和 FBW7 结构示意图（B） 

人类 FBW7 基因位于染色体 4q32，约占人类基因组 210kb，包含 4 个未编码和

13 个编码外显子。其编码的蛋白质包含了一段 WD40 重复序列、F-box 结构、5’尾

端和 α 螺旋线性结构。其中 WD40 由 4 条反向平行的 β 链形成亲水的圆柱形空间结

构从而决定了此结构可与特定底物的结合[41, 42]。人类 FBW7 蛋白质包括 3 中亚型，

分别为 FBW7α、β 和 γ
[43]。这 3 种亚型基因均位于 4 号染色体，含有 D-domain、F-box

结构及WD40重复序列，且其C端均含有编码F-box与底物识别序列的10个外显子，

这保证了每种亚型均可识别特异性底物并进行泛素化修饰（图 4 B）[35, 44]。所不同的

是，其 N 端特异的结构序列决定了功能定位：FBW7α 主要位于细胞浆，FBW7β 位

于细胞核，FBW7γ 位于核仁。由于其定位不同，因此 3 种 FBW7 亚型在功能上也存

在差异：由于 FBW7α 在人体中表达含量最多，其变异几率较高且存在多种变异形式，

因而在包括肿瘤组织在内的人类组织中发挥调控细胞周期等作用；FBW7β 则仅在非

增值性组织（如脑和骨骼肌）和某些肿瘤组织中表达并维持细胞稳定和调控细胞衰

老的作用；而对 FBW7γ 的研究较少，目前发现其常与其他两种亚型协同对多种底物

进行降解[45]。 

目前针对 FBW7 上游调控的研究主要从转录因子和 microRNAs 两个方面阐释。

乳腺癌细胞中，转录因子 CCAAT 增强子结合蛋白 δ（C/EBPδ）可直接与 FBW7 启

动子结合，干扰其转录过程抑制 FBW7 基因表达，同时活化 PI3K/Akt/mTOR 信号通

路，促进 HIF-1α 表达进而介导肿瘤细胞的缺氧适应和侵袭转移[46]。另外，人腺病毒

产物 E1A 与 PS（Presenilins）也会在 FBW7 基因转录水平进行调控。相比之下，针

对 microRNAs 影响 FBW7 表达与功能的研究则较为深入[47]。microRNAs 是平均长度
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为 22bps 的短核苷酸序列，其主要与转录产物互补结合抑制目的基因的表达[48]。目

前已发现 miR-223 和 miR-27a 等 microRNAs 参与 FBW7 的转录调控[49, 50]。除上述负

性调控外，SGK1（serum/glucocorticoid-inducible kinase 1）可通过 Notch 信号通路介

导的 FBW7 正性调节作用[51]。这些结果表明：FBW7 上游调控信号可有多种分子参

与，而这些信号可影响 FBW7 转录、翻译及翻译后修饰等一系列过程进而改变 FBW7

下游的信号分子与靶蛋白，最终引起细胞功能的改变。 

作为肿瘤抑制因子之一，FBW7 的表达改变可直接影响下游靶分子的含量并进

一步引起细胞功能的改变。明确 FBW7 参与的生物学功能调控对进一步揭示肿瘤的

发生发展和演变具有重要意义。其介导的生物学作用主要有一下几个方面： 

1）细胞周期：Cyclin E 可与 Cdk2 结合并调控 G1 期向 S 期的转变，而作为细胞

周期的主要因子，Cyclin E 蛋白表达水平和激酶活性主要由泛素-蛋白酶体途径调控，

p53与FBW7通路的失活可引起Cyclin E蛋白的降解进而引起细胞的恶性增殖[52-54]；

FBW7 介导的 c-myc 蛋白降解可使处于分裂间期的细胞提前进入 S 期进行分裂并影

响负性调节细胞糖代谢过程[55]；FBW7 同样可负性调节 Notch 蛋白，通过 Notch PEST

结构域磷酸化实现两者间的结合并介导其降解进而调控细胞周期 [56-58]。此外，

KLF5
[59]、c-myb

[60]及 c-Jun
[61]等可作为 FBW7 底物参与其介导的细胞周期调控，引起

肿瘤的恶性增殖。 

2）DNA 损伤与细胞凋亡：FBW7 可作为 p53 上游信号信号调控有丝分裂并抑制

细胞的增殖[62]；FBW7 可将磷酸化修饰的 TGIF1（TGFβ-induced factor 1）进行泛素

化修饰并降解，后者可负性调控 TGFβ 信号通路引起细胞凋亡和分化[63]；Mcl-1 属抗

凋亡蛋白 Bcl-2 家族成员，通过阻断促凋亡蛋白 Bax 和 Bak 实现细胞的抗凋亡作用，

FBW7 可将 GSK3β 磷酸化修饰的 Mcl-1 降解并促进细胞凋亡[64, 65]。 

3）肿瘤细胞耐药：NSCLC 中 FBW7 介导的肿瘤细胞耐药主要通过 Mcl-1 实现，

即对于 EGFR TKIs 耐药的 NSCLC 不依赖于经典的 PI3K/AKT 与 MEK/ERK 信号通

路，而通过抑制 Mcl-1 蛋白的降解阻断细胞的凋亡，实现肿瘤细胞的耐药[65, 66]。 

4）细胞侵袭转移：目前 FBW7 在肿瘤细胞中的细胞侵袭转移作用存在争议，在

成神经管细胞瘤中，FBW7 可在 GSK3β 的参与下通过对 SOX9 的降解实现肿瘤的侵

袭转移[67]；下调肝外胆管癌细胞中 FBW7 表达水平可促进肿瘤细胞获得干性并引起

EMT 过程，实现肿瘤的侵袭和转移[68]。然而有实验表明 FBW7 表达降低可抑制细胞
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转移[69]。因此，进一步阐释 FBW7 在肿瘤细胞中的侵袭转移作用，明确 FBW7 引起

细胞转移的信号通路和作用机制对抑制肿瘤转移具有重要意义。 
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正    文 
 

 

第一部分 FBW7 在非小细胞肺癌中的        

表达及意义 
 

1 实验材料 

1.1 NSCLC 大体组织标本 

所有组织来自于第四军医大学唐都医院胸外科，经充分检查后确诊或部分疑似

病例，行开胸或胸腔镜下取得肺癌手术标本组织，手术时间为 2015-2017。肺癌组织

为术中可见病变部位（借助 CT 进行定位及定性）；正常组织为术中切除肿瘤组织旁

2cm 肺组织。取少许术中组织进行病理学检查，均证实为非小细胞肺癌组织及正常

肺组织。本实验涉及大体组织均经第四军医大学伦理委员会批准，充分告知患者及

其家属后获取。男性病例 3 人，女性病例 5 人，平均年龄为 57.4 岁，病理类型均为

腺癌。将组织标本储存于液氮中用于后续 Western blot 实验。 

1.2 NSCLC 组织芯片 

非小细胞肺癌组织芯片有第四军医大学唐都医院胸外科景鹏宇博士提供（图 

1-1），芯片中所含组织标本来自开胸或胸腔镜下取得的肺癌组织，手术时间在

2010-2017 年之间，并经病理组织染色证实为 NSCLC。将肿瘤组织和正常肺组织固

定包埋，制成组织芯片用于后续研究。组织芯片包含 64 例 NSCLC 标本，每例含 2

组肿瘤组织和 1 组正常肺组织（肿瘤组织旁 2cm 肺组织定义为正常肺组织，与肿瘤

组织进行对比）。本芯片用于回顾性分析非小细胞肺癌患者肿瘤分期分级、淋巴结转

移、预期预后和相关分子表达水平。 
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图 1-1 NSCLC 组织芯片示意图 

1.3 细胞 

Beas2B 购自 ATCC（美国） 

H345 购自 ATCC（美国） 

H446 购自上海细胞库（中国） 

H520 购自 ATCC（美国） 

H460 购自 ATCC（美国） 

H358 购自 ATCC（美国） 

A549 购自 ATCC（美国） 

H1299 购自 ATCC（美国） 

1.4 试剂、设备及耗材 

RPMI 1640 培养液 Hyclone 公司（美国） 

DMEM 培养液 Hyclone 公司（美国） 

胰酶 Hyclone 公司（美国） 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS） Gibco 公司（美国） 

青霉素/链霉素 Hyclone 公司（美国） 

RIPA 裂解液（强效） 碧云天生物技术研究所（中国） 

蛋白酶/磷酸酶抑制剂（Cocktail） Roche 公司（瑞士） 

BCA 蛋白定量试剂盒 Takara 公司（日本） 

5×上样缓冲液 碧云天生物技术研究所（中国） 
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Tris MP Biomedicals 公司（美国） 

甘氨酸 MP Biomedicals 公司（美国） 

SDS MP Biomedicals 公司（美国） 

丙烯酰胺 MP Biomedicals 公司（美国） 

甲双叉丙烯酰胺 碧云天生物技术研究所（中国） 

过硫酸铵 碧云天生物技术研究所（中国） 

TMEMD MP Biomedicals 公司（美国） 

甲醇 天津富宇精细化工有限公司（中国） 

预染蛋白 Marker Fermentas 公司（加拿大） 

NC 膜（硝酸纤维素膜） Millipore 公司（美国） 

Tween20 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

BSA MP Biomedicals 公司（美国） 

发光试剂盒 Millipore 公司（美国） 

兔抗 FBW7 抗体 Santa Cruz 公司（美国） 

兔抗 E-cadherin 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

鼠抗β -actin 抗体 Sigma 公司（美国） 

HRP 标记羊抗兔 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

HRP 标记羊抗鼠 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

发光用胶片 Canon 公司（日本） 

显影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

定影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

超净工作台 亚泰科隆仪器技术有限公司（中国） 

细胞培养箱 Thermo 公司（美国） 

细胞培养皿（6cm） Thermo 公司（美国） 

细胞培养皿（10cm） Thermo 公司（美国） 

移液器 Gilson 公司（美国） 

负压吸引泵 其林贝尔仪器制造有限公司（中国） 

高压灭菌锅 TOMY 公司（日本） 
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电子天平 上海良平仪器仪表有限公司（中国） 

磁力搅拌器 上海司乐仪器有限公司（中国） 

纯水净化仪  Millipore 公司（美国） 

WB 电泳仪 上海天能科技有限公司（中国） 

SDS-PAGE 电泳槽 上海天能科技有限公司（中国） 

SDS-PAGE 转膜槽 上海天能科技有限公司（中国） 

玻璃板 上海天能科技有限公司（中国） 

 

2 实验方法 

2.1 FBW7 生物信息学分析 

分析 FBW7在NSCLC蛋白水平表达差异，从Kaplan Meier-plotter网站获取数据，

回顾性分析 1145 例患者的总生存期（Overall Survival, OS）及 596 例患者的无进展生

存期（Progression-Free Survival, PFS），评估患者预后与 FBW7 蛋白表达差异间的关

系及相关性。因本部分涉及生物信息学相关知识，专业性较强，故本部分内容由第

四军医大学西京医院肿瘤科张潇怡硕士协助完成。 

2.2 NSCLC 组织芯片免疫组织化学染色 

2.2.1 免疫组织化学实验操作步骤，具体如下： 

（1）制片：获取临床标本并有效保存，由第四军医大学病理教研室完成制片； 

（2）烤片：将制备完成的芯片平置于烤片机上，65-70℃烤片 30min； 

（3）脱蜡：按不同浓度配置二甲苯Ⅰ/Ⅱ溶液，通风橱中室温静置备用。将烤干的组

织芯片置于二甲苯Ⅰ/Ⅱ溶液中过缸，每次 15min，然后依次放入浓度分别为 100%、

95%、75%和 50%的乙醇溶液中水化，每次 5min； 

（4）抗原修复： 

（5）封闭：因修复抗原后内源性过氧化物酶对实验结果产生影响，故将抗原修复后

的芯片置于 3% H2O2 溶液中室温孵育 30min 以封闭内源性过氧化物酶； 

（6）血清封闭：用 PBS 溶液轻柔冲洗芯片 3 次，每次 5min，用免疫组化专用记号

笔圈出带有组织标本的区域以防止液体外流，在区域内滴加正常山羊血清，左右轻

柔晃动以均匀覆盖标本，室温孵育 30min； 
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（7）一抗杂交：根据所选用抗体公司推荐的 IHC 抗体应用浓度进行本步骤。轻柔去

除玻片上的山羊血清，滴加 BSA 稀释的 FBW7 抗体（1:100-1:200），均匀覆盖芯片

中的标本组织，放入玻片槽中移入 4℃冰箱中低温过夜保存； 

（8）二抗杂交：将玻片取出后用 PBS 室温冲洗 3 次，每次 5min，滴加 SP 试剂盒中

的抗兔二抗及辣根过氧化物酶底物，室温孵育 60min； 

（9）显色：运用 DAB 显色法进行显色。用 PBS 室温冲洗 3 次，每次 5min，在标

本区域内逐滴滴加 DAB 显色液，并在显微镜下观察，待达到预期显色程度时及时终

止显色； 

（10）复染：为增加目的蛋白分子与背景间的对比，对芯片进行苏木素复染。在冲

洗净的芯片组织中滴加苏木素染液，室温孵育 3min，用自来水轻柔冲洗玻片背面及

两侧，洗去多余染液； 

（11）脱水：将玻片依次通过 75%、95%和 100%的乙醇溶液以去除组织内多余的液

体； 

（12）透明：依次通过二甲苯Ⅰ/Ⅱ溶液透明并在组织一侧滴加中性树胶，将盖玻片

轻柔放置在一侧缓慢盖住组织，去除气泡，完成封片。 

2.2.2 免疫组织化学实验结果判读 

本部分芯片处理由谷歌生物科技有限公司完成，涉及芯片染色剂扫描、软件分

析和相应结果判读均由该公司提供技术支持。。 

2.3 细胞实验相关方法 

2.3.1 细胞复苏 

用 75%酒精擦拭细胞培养所用材料和耗材，将其置于细胞超净台中紫外灯灭菌

30min 以上。从液氮中取出所用细胞，认真核对后立即放入 37℃水浴锅中迅速复温。

待细胞悬液变为液态时放入离心机内 800rpm 离心 5min。将离心后的细胞冻存管移

入细胞超净工作台中，取酒精棉球擦拭冻存管，用镊子小心拧开冻存管盖，吸除管

内多余液体。用移液器吸取 1ml 含有 10%胎牛血清和青霉素/链霉素双抗的细胞培养

液（根据不同细胞选用不同的细胞培养液）吹悬冻存管底的细胞沉淀，轻柔吹打数

次制成单细胞悬液，将无细胞团块的复苏细胞悬液移至 6cm 细胞培养皿中，添加 3ml

细胞培养液，十字交叉摇晃轻柔混匀细胞。做好标记后置于含 5%CO2 的 37℃细胞培

养箱中常规培养。次日观察细胞培养液颜色并在显微镜下观察细胞形态、活力及贴
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壁情况，更换培养液继续培养。 

2.3.2 细胞培养 

因本课题所用细胞来源明确，故采用ATCC推荐的细胞培养方法进行细胞培养。

Beas2B 为正常肺支气管上皮细胞，使用含 10%FBS 和 1%双抗的 DMEM 培养液进行

培养。H345、H446、H520、H460、H358、A549 和 H1299 等 7 中 NSCLC 细胞系均

使用 10%FBS 和 1%双抗的 RPMI1640 培养液进行培养。待细胞融合度达到 80%-90%

时，用预冷的 PBS 缓冲液轻柔冲洗细胞 2-3 次以去除死亡细胞和背景，加入 1-2ml

预冷的 0.05%胰酶并放入细胞培养箱内消化。1-2 分钟后镜下观察细胞形态呈圆形且

漂浮后，加入适量细胞培养液轻柔吹打，制备成单细胞悬液，以 1:3 比例进行传代。

传代比例可根据细胞生长状态和实验需要调整。 

2.3.3 细胞冻存 

为保证细胞复苏的成功率，冻存时应确保细胞良好状态。细胞培养至良好状态

时，提前更换细胞培养液。次日待细胞长至 80%-90%时，用预冷 PBS 冲洗 2-3 次，

加入 1-2ml 胰酶静置于孵箱中消化细胞。3-5min 后轻轻摇晃培养皿，待细胞悬浮后

加入含血清培养液终止消化，将细胞悬液移至 15ml 无菌离心管中，做好标记后放入

离心机内 800rpm 离心 5min。将离心管转移至细胞操作台内，酒精擦拭后将离心管

管盖打开，吸除上清液后，用移液器加入 1-2ml 细胞冻存液，轻柔吹悬制成单细胞

悬液，移至干净的冻存管中，盖紧冻存管盖并做好标记后迅速移至-20℃冰箱，采用

阶梯降温法进行细胞冻存。待 2h 后，将冻存管移至-80℃保存至少 24h 并尽快置于液

氮中长期保存。 

2.4 Western blot 

2.4.1 细胞蛋白的提取和保存 

为明确细胞内某些分子在蛋白水平的表达差异和含量变化，遂裂解细胞并提取

细胞蛋白进行 western blot 检测。选取处于对数生长期的状态良好的细胞，用预冷的

PBS 冲洗 2-3 次以去除培养液对后续试验的影响。向细胞培养皿中加入 1ml 预冷的

PBS，用干净刮匙刮取贴壁细胞。将细胞转移至干净的 2mlEP 管中，置于 4℃离心机

中，12000rpm 离心 1min。将 EP 管中的细胞上清液吸净，根据细胞沉淀的量加入适

量含 cocktail 蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液，轻柔吹打重悬细胞，置于冰上裂解 20min。

以 40-50Hz 强度超声裂解后继续冰上静置 10min。将 EP 管置于 4℃离心机中，
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12000rpm 离心 10min，上清液即为提取的细胞裂解液。可置于-80℃保存 1-3 天。 

2.4.2 组织蛋白的提取和保存 

从液氮中取出待检测的肺组织，室温融化后置于电子天平上秤取适量组织块，

去除多余脂肪组织和血凝块，用眼科剪将组织剪碎后置于研磨器内，加入适量含有

cocktail 的强效 RIPA 充分研磨。待基本无肉眼可见组织时将裂解液移至 EP 管中，冰

上裂解 20min。以 40-50Hz 强度超声裂解后继续冰上静置 10min。将 EP 管置于 4℃

离心机中，12000rpm 离心 10min，上清液即为提取的细胞裂解液。可置于-80℃保存

1-3 天（注：因取材等问题，组织中可能含有较多的脂肪组织影响后续试验，因此吸

取上清时尽量避免吸取脂肪等杂质）。 

2.4.3 蛋白制样 

采用 TaKara 公司的 BCA 蛋白定量试剂盒进行本操作。将预冷的试剂盒中的 A

试剂和 B 试剂按 50:1 的比例均匀混合，根据提取蛋白样品数量向清洁的 96 孔板中

各加入 200μl 混合液，置于冰上备用。向其中 5 个孔内依次加入 0mg/ml、0.5 mg/ml、

1 mg/ml、1.5 mg/ml和 2 mg/ml蛋白标准品各 10μl，其余孔内加入提取的蛋白样品 2μl，

置于 37℃孵箱中反应 30min。在酶标仪上读取待测样品在 550nm 处的吸光值，并根

据标准蛋白样品的吸光度值绘制蛋白标准曲线，计算各蛋白样品的蛋白浓度。向各

组蛋白样品中加入总体积 1/5 的 5×loading buffer，充分震荡混匀后置于 100℃环境

中煮沸变性 10min，冷却至室温后低速离心，保存于-20℃冰箱或-80℃长期保存。 

2.4.4 缓冲液制备 

缓冲液 试剂制备比例 备注 

PBS NaCl(8.0g)+KCl(0.2g)+Na2HPO4(1.44g)+ 

KH2PO4 (0.24g) 

pH7.4，定容至

1L 

电泳缓冲液 Tris (3.02g)+甘氨酸(14.4g)+SDS (4.0g) 定容至 1L 

转膜缓冲液 Tris (3.02g)+甘氨酸(14.4g) 定容至 1L 

30%AB 丙烯酰胺(29g)+甲双叉丙烯酰胺(1g) 定容至 100ml 

10%SDS SDS (5g) 定容至 50ml 

10%AP 过硫酸铵(1g) 定容至 10ml 

2.4.5 凝胶制备 
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分离胶（下层） 

1.5M Tris 1ml 将各溶液混匀后

迅速向玻璃板内

灌胶，加入适宜量

后异丙醇压低液

面，静置 10-30min

（环境温度不同，

凝胶速度各异） 

H2O 1.62ml 

30%AB 1.34ml 

10%SDS 40μl 

10%AP 40μl 

TEMED 6μl 

 

 

 

浓缩胶（上层） 

1M Tris 0.5ml 将异丙醇倒净，将

各溶液混匀后立

即加入并迅速插

入相应孔道的梳

子 ， 室 温 静 置

10-30min 待凝固。

4℃湿润保存。 

H2O 1ml 

30%AB 0.4ml 

10%SDS 20μl 

10%AP 20μl 

TEMED 3μl 

2.4.6 蛋白电泳 

将蛋白电泳装置按要求组装，将电泳缓缓冲液倒入装置中（注：内外层应无液

体接触以防止短路），沿垂直方向拔出梳子。从冰箱中取出待检测蛋白样品，室温融

化，低速离心。上样前轻弹管壁以充分混匀，每孔道内加入总量 20-30μg 样品及预染

的蛋白 marker 以标记分子量大小，各孔以 1×loading buffer 补齐。插好电极盖好电泳

槽，打开电泳仪开关进行电泳。采用恒压电泳，即 120V 电压。待肉眼可见蓝色标记

物（loading 中的溴酚蓝染液）移动至凝胶适宜位置时关闭电源，准备进行后续实验

操作步骤。 

2.4.7 转膜 

打开电泳槽，将电泳液倒出后取下玻璃板，用薄板轻柔取下凝胶。打开转膜夹，

按照黑面在下白面在上的顺序摆放，依次将海绵垫、4 层滤纸、SDS-PAGE 凝胶、

NC 膜、4 层滤纸和海绵垫压紧，各层间不留气泡。固定转膜夹并移至转膜槽中，向

转膜槽中加入冰盒并倒满转膜液，插好电极盖好转膜槽，向转膜槽四周填充冰块后

以 300mA 恒流转膜，转膜 1.5h 后准备进行后续实验操作步骤。 

2.4.8 封闭及抗体杂交 
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将转膜槽取出后小心打开，逐层取出 NC 膜，将其置于配置好的丽春红染色液

中 3-5min 以显示相应蛋白条带。根据预染 marker 位置及目的蛋白分子量大小裁剪适

宜大小。将裁剪好的NC膜置于TBST中洗涤 1-2次，每次 3min。将膜取出置于 5%BSA

溶液室温封闭 1h。用过 TBST 再次洗涤 NC 膜，1-2 次，每次 3min。将膜置于含有

目的蛋白抗体的塑封袋中（注：抗体浓度根据抗体说明书中建议的最佳浓度配置），

平放于 4℃冰箱内过夜保存。次日将抗体回收，取出 NC 膜用 TBST 洗涤 3 次，每次

3min。将漂洗过的 NC 膜置于含有相应二抗的塑封袋中，置于摇床上室温孵育 1-1.5h

（注：二抗孵育时间过长会导致发光时背景过强，影响目的条带的显影）。 

2.4.9 发光显影 

将 NC 膜从二抗中取出，置于 TBST 中漂洗 3 次，每次 3min。避光条件下将发

光试剂盒中的 A 液和 B 液等体积混合，置于冰上。将 NC 膜、发光液、胶片及其他

材料一同带入暗室进行曝光。将膜置于发光盒上滴加发光液黑暗中观察显影，待观

察到目的条带后压片显影，将 X 线片一次放入显影液和定影液中，得到预期条带。

将 X 线片流水冲洗并烘干。用电子扫描仪获取图像，ImageJ 软件分析所得目的条带

灰度并进行统计。 

2.5 统计学分析 

本部分涉及实验均重复 3 次，组间差异比较采用 t 检验。*P<0.05 认为有统计学

意义。 

 

3 实验结果 

3.1 FBW7 在 TCGA 数据库中的表达和变异 

为明确 FBW7 在 NSCLC 中的表达和变异情况，我们在 TCGA 数据库中查询了

FBW7 在 mRNA 水平的变化情况（图 1-2）。结果显示：FBW7 在 mRNA 水平的变

化主要包括以下 4 种变化，即点突变、缺失、扩增和多种变异同时存在的情况。FBW7

基因的点突变主要集中在肺癌腺癌，突变频率约为 5%。而基因的扩增和缺失也多见

于肺腺癌。这说明 FBW7 基因在 mRNA 水平的变化主要集中于 NSCLC 中的腺癌，

其变异程度呈多样性，但以点突变为主。此结论可在多种数据库内得到验证，因此

我们将后续研究重点集中在肺腺癌。 
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图 1-2 TCGA 数据库分析 FBW7mRNA 在 NSCLC 中表达和变异 

3.2  FBW7 蛋白水平表达差异与 NSCLC 患者生存及远期预后的关系 

由于 FBW7 在 NSCLC 中作为抑癌基因发挥作用，既往研究也证实了 FBW7 的

抑癌作用，因此FBW7表达变化可作为NSCLC患者远期预后的评价指标。由于TCGA

数据库在 mRNA 水平对各分子的表达差异进行分析，因此我们在 www.kmplot.com

网站进行 FBW7 蛋白表达差异分析（图 1-3）。结果显示：对 1145 例 NSCLC 患者进

行 FBW7 检测及总生存期（overall survival, OS）分析，FBW7 高表达患者总生存期

较 FBW7 低表达患者明显延长。对 596 例 NSCLC 患者的无进展生存期（progression 

free survival, PFS）分析，可得到相似的结论。这些结果与既往研究一致，FBW7 可
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作为抑癌基因在细胞组织内发挥作用，其表达增高提示良好的远期预后，患者的 OS

及PFS较FBW7低表达患者显著延长。这为我们进一步的研究提供较为充分的依据。 

          

图 1-3 FBW7 表达差异与 NSCLC 患者远期预后的关系 

3.3 NSCLC 组织芯片中 FBW7 的表达 

我们接下来利用 NSCLC 组织芯片对肿瘤组织和正常肺组织中的 FBW7 蛋白进

行检测。由第四军医大学唐都医院胸外科景鹏宇博士提供组织芯片标本，共 64 例

NSCLC 患者的标本，每例肿瘤组织 2 组和正常肺组织 1 组，因 3 例患者的正常肺组

织缺失，故通过免疫组化实验实际检测 61 例患者 FBW7 的表达差异，组化结果通过

H-score 进行评分（图 1-4）。结果显示：相当部分患者肿瘤组织标本中的 FBW7 表

达水平较其正常肺组织明显降低。对全部 61 例患者 FBW7 表达水平进行统计，FBW7

在正常肺组织与肿瘤组织中表达存在明显差异。组化结果可清晰显示这一结论。但

值得注意的是，所有标本中 FBW7 表达水平不高，除去抗体效价和 IHC 操作因素影

响，FBW7 在肿瘤组织和正常肺组织内的低表达也会引起这种现象。这对于后续细

胞实验提出了挑战。 
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图 1-4 NSCLC 组织芯片中 FBW7 的表达 

 

3.4 FBW7 作为抑癌基因在 NSCLC 中的表达差异与肿瘤转移 

FBW7在mRNA水平的差异提示在蛋白水平检测FBW7表达更具临床实用价值。

作为一种潜在的抑癌基因，其表达产物蛋白分子是否也能对肿瘤的发生发展产生影

响呢？部分研究证实 FBW7 缺失后肿瘤获得更强的侵袭转移能力，这一现象是否通

过 EMT 而发生呢？我们从进行手术的临床 NSCLC 患者肿瘤与正常肺组织进行活组

织检查，并将部分标本进行实验室检查。提取蛋白后进行 Western blot 检测（图 1-5）。

结果显示：在 8 组临床标本中，肿瘤组织内 FBW7 表达水平明显高于肿瘤组织，作

为上皮间质转化的标志物之一的 E-cadherin 的变化与 FBW7 表达一致。对 WB 结果

进行统计学分析，正常组织（红色）与肿瘤组织（黑色）在同一统计图中展示，两

者间存在相关性并绘制出拟合曲线，r=0.6161。以上结果说明肿瘤组织中 FBW7 蛋白

表达明显低于正常肺组织，且 FBW7 表达的变化可能是引起肿瘤侵袭转移能力变化

的一个重要原因。但应注意的是，本实验中涉及临床标本较少，难以满足大数据背

景下对分子相关性的研究，只能对 FBW7 与 EMT 作相关性的简单分析，两者间具体

的相关性需要扩大样本量并从多角度进行统计学分析。 
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图 1-5 临床标本中 FBW7 与 E-cadherin 间的表达与关系 

 

4 讨论 

本部分研究首先阐述了 FBW7 在 NSCLC 中的表达，从 TCGA 数据库入手着重

探讨 FBW7 在 mRNA 水平的改变与肿瘤发生发展的关系，发现 FBW7 在 mRNA 水

平的变化主要为点突变，在肺腺癌中这一突变率达 5%。但值得注意的是，mRNA 水

平的变化不足以解释 FBW7 对远期预后的影响，且从蛋白水平对 FBW7 在 NSCLC

患者的分析中可知，FBW7 蛋白表达水平的高低更可能影响患者的远期预后。运用

Western blot 方法对 NSCLC 患者的大体标本进行分析可知，相较于正常肺组织，肿

瘤组织内 FBW7 表达明显降低，且这一过程中提示肿瘤侵袭转移变化的 E-cadherin

蛋白亦发生改变。因此我们将研究重点放在对 FBW7 蛋白水平表达的研究及其与肿

瘤侵袭转移功能方面的研究。 

作为肿瘤发生发展的抑制因子之一，FBW7 参与到许多重要癌蛋白的修饰和降

解过程中。大量研究结果表明，FBW7 可降解多种与细胞周期、增殖和分化有关的

癌蛋白。因此，充分了解 FBW7 对这些蛋白分子的作用并阐释其生物学功能对于揭

示 FBW7 介导细胞转化和肿瘤发生发展具有重要意义。目前针对 FBW7 引起肿瘤细
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胞侵袭转移能力的变化的相关研究存在分歧。在成神经管细胞瘤中，FBW7 可对

SOX9蛋白进行泛素化修饰，在GSK3激酶的参与下通过蛋白酶体途径对其进行降解，

下调 FBW7 的表达可促进肿瘤转移。mTOR 可作为上皮间质转化的启动因子之一，

下调 FBW7 不仅可以直接引起 mTOR 表达升高，同时也会赋予肿瘤细胞干性潜能从

而获得侵袭转移的能力。从其他角度讲，作为 mTOR 下游的信号分子，ZEB1 可直

接参与到 E-cadherin 的表达，FBW7/mTOR/ZEB1 信号通路亦可介导 EMT 过程而引

起肿瘤的侵袭转移。而另有部分研究证实，FBW7 蛋白的升高对肿瘤细胞的转移能

力具有促进作用。研究发现，p65 过表达可以通过抑制 PTENmRNA 的表达使 FBW7

免于降解，从而泛素化修饰并降解 RhoGDIα 蛋白并最终促进膀胱癌细胞的转移。因

此，针对 NSCLC 中 FBW7 对肿瘤细胞的转移作用的影响仍有待进一步研究。 

本课题组在研究过程中发现，FBW7 可以影响 NSCLC 病人的远期预后，与正常

组相比，存在 FBW7 变异的 NSCLC 患者的远期预后明显降低，不论是总生存期还

是无进展生存期都低于正常组，这表明 FBW7 可以作为评价 NSCLC 患者预后状况

的临床参考指标。但在临床应用过程中的准确性和实用性仍需进一步验证。在对肿

瘤组织进行蛋白水平验证时，FBW7 在正常组织与肿瘤组织中的表达情况与数据库

中获得结果类似，但由于标本数量限制和分析方法的制约，结论有待进一步验证。

我们采用 Western blot 方法对正常肺组织和肿瘤组织的 FBW7 和 E-cadherin 水平进行

性验证发现，正常肺组织内 E-cadherin 表达水平高于肿瘤组织，其变化趋势与 FBW7

一致。这说明 FBW7 表达水平变化引起肿瘤细胞侵袭转移能力的改变与 E-cadherin

有关，而这一过程可能存在上皮间质转化。目前已经开展的研究证实了两者之间存

在相关性，在多种肿瘤中已经得到验证，作为泛素连接酶系统中的重要组成部分，

FBW7 对底物的识别与结合是多种癌蛋白的降解途径，而这些蛋白有部分参与到

EMT 过程中，包括 c-myc、mTOR、ZEB1 以及许多 E-cadherin 上游的转录抑制因子。

这些蛋白的复杂调控过程直接影响了肿瘤细胞的侵袭转移能力变化，这为我们后续

的研究提供了新的思路和方向。 
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第二部分 FBW7 表达变化对 NSCLC          

侵袭转移能力的影响 
 

1 实验材料 

1.1 细胞 

A375 购自 ATCC 细胞库（美国） 

MDA-MB-435S 购自 ATCC 细胞库（美国） 

A549 购自 ATCC 细胞库（美国） 

H1299 购自 ATCC 细胞库（美国） 

HEK293 购自上海细胞库（中国） 

1.2 试剂、设备和耗材 

RPMI 1640 培养液 Hyclone 公司（美国） 

DMEM 培养液 Hyclone 公司（美国） 

胰酶 Hyclone 公司（美国） 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS） Gibco 公司（美国） 

青霉素/链霉素 Hyclone 公司（美国） 

细胞培养皿（60mm/100mm） Thermo 公司（美国） 

Transwell 小室及 24 孔板 Corning 公司（美国） 

RIPA 裂解液（强效） 碧云天生物技术研究所（中国） 

蛋白酶/磷酸酶抑制剂（Cocktail） Roche 公司（瑞士） 

BCA 蛋白定量试剂盒 Takara 公司（日本） 

5×上样缓冲液 碧云天生物技术研究所（中国） 

Tris MP Biomedicals 公司（美国） 

甘氨酸 MP Biomedicals 公司（美国） 

SDS MP Biomedicals 公司（美国） 

丙烯酰胺 MP Biomedicals 公司（美国） 
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甲双叉丙烯酰胺 碧云天生物技术研究所（中国） 

过硫酸铵 碧云天生物技术研究所（中国） 

TMEMD MP Biomedicals 公司（美国） 

甲醇 天津富宇精细化工有限公司（中国） 

预染蛋白 Marker Fermentas 公司（加拿大） 

NC 膜（硝酸纤维素膜） Millipore 公司（美国） 

Tween20 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

BSA MP Biomedicals 公司（美国） 

发光试剂盒 Millipore 公司（美国） 

兔抗 FBW7 抗体 Santa Cruz 公司（美国） 

兔抗 E-cadherin 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

兔抗 Snail 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

兔抗 Slug 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

兔抗 Vimentin 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

鼠抗β -actin 抗体 Sigma 公司（美国） 

鼠抗 Flag 标签蛋白抗体 Abbkine 公司（美国） 

鼠抗 Myc 标签蛋白抗体 Abbkine 公司（美国） 

HRP 标记羊抗兔 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

HRP 标记羊抗鼠 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

发光用胶片 Canon 公司（日本） 

显影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

定影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

超净工作台 亚泰科隆仪器技术有限公司（中国） 

细胞培养箱 Thermo 公司（美国） 

Oridonin Selleckchem 公司（美国） 

MG132 Selleckchem 公司（美国） 

移液器 Gilson 公司（美国） 

负压吸引泵 其林贝尔仪器制造有限公司（中国） 
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高压灭菌锅 TOMY 公司（日本） 

电子天平 上海良平仪器仪表有限公司（中国） 

磁力搅拌器 上海司乐仪器有限公司（中国） 

纯水净化仪  Millipore 公司（美国） 

WB 电泳仪 上海天能科技有限公司（中国） 

SDS-PAGE 电泳槽 上海天能科技有限公司（中国） 

SDS-PAGE 转膜槽 上海天能科技有限公司（中国） 

玻璃板 上海天能科技有限公司（中国） 

酶标仪（Model 680 型） Bio-Rad 公司（美国） 

光学显微镜 Olympus 公司（美国） 

制冰机 上海斯科茨满公司（中国） 

质粒小提试剂盒 天根生化科技有限公司（中国） 

Lipofectamine2000 Invitrogen 公司（美国） 

 

2 实验方法 

2.1 FBW7 shRNA 构建 

2.1.1 shRNA 质粒构建 

shRNA（short hairpin RNA，短发卡 RNA ）是下调基因表达的常用手段，在本

部分实验中需构建稳定下调 FBW7 表达的相应肺癌细胞系验证 FBW7 的功能，因此

构建 FBW7 shRNA 质粒和对照组 GFP shRNA 质粒，载体骨架见图 2-1。 

shGFP： 

CCGGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTCGAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTG

CTTTTTT 

shFBW7#1： 

CCGGCCTAAAGAGTTGGCACTCTATCTCGAGATAGAGTGCCAACTCTTTAGGTT

TTT 

shFBW7#2： 

CCGGTCAAACCAGGTGCAATTATTTCTCGAGAAATAATTGCACCTGGTTTGATT
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TTTG 

 

图 2-1 pLKO.1-puro 下调质粒表达图谱模式图 

2.1.2 转化 

为实现外源性质粒的大量扩增并产生可以导入细胞内部的质粒结构，需将外源

性质粒导入原核细菌（目前常用感受态大肠杆菌）进行大量扩增进行转化操作。从-80℃

冰箱中将Stbl3感受态细菌取出置于冰上解冻待用。吸取适量质粒（为确保转化效率，

一般吸取量为 1000ng）加入到感受态细菌中，轻弹混匀，置于冰上静置 30min。将

混有质粒的 EP 管静置于 42℃水浴锅中 90sec，进行热休克处理以确保质粒可进入感

受态细菌中。重新置于冰上 2-5min。在超净工作台中打开 EP 管并向其中加入 1ml

无抗性 LB 液态培养基，置于摇床上 37℃转速 120rpm 恒温孵育 45-60min，以备后续

实验。 

2.1.3 涂菌 

将混有菌液的 EP 管取出，6000rpm 室温离心 2-3min，吸弃部分上清液，将剩余

的 100μl 培养基吹打并重悬细菌备用。在预热的青霉素固态 LB 培养基中倒入 10-15

粒无菌涂菌珠，向一侧倾斜培养板并将重悬的菌液徒涂布在涂菌珠上，盖好盖子后

以十字摇菌发充分混匀使菌液均匀涂布于平板内，将平板倒置做好标记后，置于 37℃

孵箱中静置培养 24-36h。待平板内存在肉眼可见的单个细菌集落后可终止孵箱培养。

具体配置方法如下： 
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LB 液态培养基 

胰蛋白胨 10g 调节培养基 pH 至

7.2，定容至 1L。

高压锅蒸汽灭菌。 

酵母提取物 5g 

NaCl 5g 

 

 

LB 固态培养基 

胰蛋白胨 10g 调节 pH至 7.2， 定

容至 1L。高压蒸汽

灭菌后备用，待降

至 50℃后加入抗

生素并倒板备用。 

酵母提取物 5g 

NaCl 5g 

琼脂粉 30g 

青霉素（Amp） 100mg 

2.1.4 单克隆获取及扩增 

将 LB 平板取出后在超净工作台中用无菌 10μl 枪头尖端挑取肉眼可见单克隆菌

落，将枪头放入 6-8ml 青霉素抗性 LB 液态培养基中，轻轻拧紧菌种盖子并置于 37℃

摇床以 220rpm 孵育 8-12h。为节省时间，亦可先将单克隆置于 3ml 培养液中扩增，

待 3h 后再扩大培养液体积。值得注意的是，挑取适宜大小的细菌菌落且挑取克隆的

时间应适宜，否则极容易造成质粒提取浓度降低或未能挑取目的菌种，造成时间和

试剂的浪费。 

2.1.5 质粒提取 

根据实验需要采用天根生物科技公司质粒小提试剂盒提取质粒，具体步骤如下： 

（1） 平衡吸附柱：向吸附柱中加入 500μl 平衡液 BL，12000rpm 离心 1min，倒掉

管中废液，将吸附柱重新放入收集管中备用； 

（2） 裂解：将待提取的菌液依次加入到离心管中，12000rpm 离心 1min，倒净上清

液。加入 250μl 含 RNA 酶（去除 RNA 的影响）的 P1 溶液重悬细菌沉淀，充

分吹打震荡至无细菌团块； 

（3） 提基因组：向离心管中加入 250μl P2 溶液，轻柔混匀 6-8 次，保证基因组未

被打断； 

（4） 提 DNA：向离心管中加入 350μl P3 溶液，轻柔混匀 6-8 次，12000rpm 离心

10min； 

（5） 吸附：将按上述步骤获得的上清液加入到预先处理的吸附柱中，12000rpm 离

心 1min，将收集管中的废液倒净，将吸附柱重新置于收集管内； 
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（6） 蛋白漂洗：向吸附柱内加入 500μl 去蛋白液 PD，12000rpm 离心 1min，将收

集管中的废液倒净，将吸附柱重新置于收集管内； 

（7） 杂质漂洗：向吸附柱内加入 600μl 预先加入无水乙醇的 PW 溶液，12000rpm

离心 1min，将收集管中的废液倒净，将吸附柱重新置于收集管内，并重复操

作一次； 

（8） 烘干：吸附柱放入收集管中，12000rpm 离心 2min 以去除吸附柱上残存的乙

醇的影响（残留乙醇对后续定量有很大影响），敞开管口室温静置 5min； 

（9） 溶解：将吸附柱置于收集管中，向其中央网膜上加入 50-80μl 洗脱缓冲液 EB

以将所提取的质粒溶解，静置 5min 后，12000rpm 离心 1min，将收集到的质

粒重新加入相应的吸附柱膜上再次离心。此时收集管中所得即为质粒 DNA。

用酶标仪进行相应浓度测定，做好标记后置于-20℃保存备用； 

（10）测序：根据实验需要对所提质粒进行测序，测序交由公司处理。 

2.2 FBW7 shRNA 慢病毒包装 

为实现细胞能稳定表达下调，我么构建了慢病毒载体的 FBW7下调 shRNA病毒，

将包装载体质粒导入 HEK293 细胞中，表达的质粒在宿主细胞内完成病毒的组装和

复制，通过细胞的裂解释放入培养液中并以病毒颗粒的形式存在，具体操作步骤如

下： 

（1） 细胞准备：按前述方法复苏 HEK293 细胞，待细胞密度为 40-60%时进行后续

试验； 

（2） 质粒准备：在超净工作台中准备灭菌 2ml EP 管备用，向其中加入

200μlOpti-MEM 培养液以去除血清影响。向其中一管中加入 4μg shFBW7 干

扰质粒、3μg psPAX2 和 1μgpMD2.G 病毒包装质粒，另一管中按 1:2.5 比例加

入 lipofectamine2000 脂质体 20μl； 

（3） 融合：将两管液体混合，轻弹混匀，室温静置 5min 以保证脂质体与质粒间的

充分接触，尽最大可能保证脂质体将质粒包裹； 

（4） 转染：将上述混合物逐滴加入到生长状态良好的 HEK293 细胞中，轻柔晃动

培养皿以防止细胞悬浮死死亡，置于 37℃细胞培养箱中，4-6h 换液并继续培

养； 

（5） 获取慢病毒：病毒包装后 48h 达到产毒高峰，此时收集细胞上清液，培养皿
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中添加 4ml 培养液继续培养。次日将细胞及培养液冲下与前日所得病毒液混

合，轻柔吹打后，1250rpm 离心 5min，0.45μm 滤器过滤以除去细胞沉淀，将

滤出液用 2mlEP 管收集，即为病毒液。如 7 日内使用可先置于 4℃冰箱中保

存，否则封口后置于-80℃冰箱中长期保存（避免反复冻存影响病毒滴度和活

性）； 

（6） 感染：准备待感染的细胞，细胞密度为 50%时，将收集到的病毒液与培养液

以 1:1 比例混合加入到细胞培养皿内，培养 48h。值得注意的是，在感染过程

中应观察细胞状态，良好的细胞状态可保证病毒感染效率； 

（7） 筛选：根据病毒载体所带标签特性和导入质粒的细胞对筛选和药物的耐受情

况，加入含有 1-2μg/ml puromycin 培养液，轻柔混匀后继续培养细胞。维持药

物浓度 2 周后，部分细胞扔存活，将次部分细胞传代培养并进行部分冻存，

Western blot 检验目的分子下调效率和蛋白表达，并根据需要进行后续实验； 

（8） 注意事项：本部分操作涉及病毒有潜在感染风险，为确保安全应在省公务安

全柜中完成。接触的培养皿、枪头和 EP 管等耗材应妥善处理并用次氯酸钠消

毒集中丢弃。 

2.3 Western blot 

见前文所述 

2.4 平板克隆形成实验 

平板克隆形成实验是验证细胞增殖能力所采用的方法，通过不同处理检测细胞

在不同环境下形成细胞集落的数量，大小和形态，对明确细胞增值能力具有一定意

义。本实验中只需探求单个细胞集落的形态学表现，为对其增殖能力进行检测，具

体步骤如下： 

（1） 准备：选取对数生长期的细胞，待细胞密度长至 80%时用 PBS 冲洗并常规消

化离心； 

（2） 铺板：将离心后的细胞用培养液制成单细胞悬液并进行细胞计数，吸取 1000

个细胞接种于 6 孔板中并加入培养液，常规培养 1 周； 

（3） 染色：在小显微镜下观察细胞集落形态，待细胞长至适宜大小后吸除培养液，

向每孔中加入 1ml 固定液，固定 30min 后吸除并加入结晶紫染液进行染色。

1h 后将结晶紫染液吸除并用流水轻柔冲洗干净备用； 
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（4） 拍照：将 6 孔板自然烘干后擦净底部水渍，置于倒置显微镜下观察单个细胞

集落。注意观察细胞染色情况，集落大小及细胞形态。 

2.5 Transwell 侵袭转移实验 

为明确细胞在体外侵袭转移能力的变化，需进行 transwell 实验对肿瘤细胞穿透

基底膜等功能进行检测。应用 matrigel 基质胶模拟基底膜结构，以血清内各种细胞因

子诱导细胞转移。具体操作步骤入下： 

（1） 准备：将 matrigel 提前置于 4℃冰箱融化为液态备用。待检测细胞用无血清培

养液培养 24h 以去除血清影响，同时保证后续试验的转移效率； 

（2） 包被：用 50mg/L matrigel 与培养液 1:8 比例稀释，取 100μl 稀释后的混合液加

入到 transwell 小室并覆盖住小室底部，将小室置于配套的 24 孔板内，室温静

置 30min（有基质胶为检测侵袭能力，无基质胶为检测转移能力）； 

（3） 制样：将待检测细胞消化离心后用无血清培养液按适当比例重悬，吸取 10μl

进行细胞计数。调整细胞密度至 10
3 个/ml 细胞进行后续试验备用； 

（4） 加样：将小室内未凝的基质胶吸除（注意避免将已经凝固的胶层破坏），向 24

孔板底部加入 500μl 含血清培养液，将 transwell 小室倾斜放入孔内，注意与

液面之间不留气泡，以免影响细胞的侵袭转移。在小室内加入 500μl 无血清培

养液重悬的单细胞悬液，并置于 37℃细胞培养箱内孵育 24-48h； 

（5） 染色：取出 transwell 小室小心吸除上下两层的细胞培养液，并在两层内加入

细胞固定液，对穿过小室的细胞进行固定。30min 后，将小室置于 4g/L 的结

晶紫溶液内染色。1-2h 将小室取出并用 PBS 轻柔冲洗 1-3 次以淡化染色背景，

在通风条件下自然晾干后，置于倒置显微镜下调节适宜视野大小，计数转移

至小室外层的细胞个数； 

（6） 统计：每个样本随机计数 5 个视野，取均值后采用 t 检验进行统计学分析。 

2.6 小鼠尾静脉注射 

为明确肿瘤细胞在小鼠体内的侵袭转移能力和成瘤性等问题，我们构建了下调

FBW7 的 Luciferase 标记的小鼠 Lewis 肺癌细胞（具体步骤如前所述），将细胞注入

小鼠尾静脉以引起细胞的转移，并观察小鼠的生存及肿瘤转移情况。具体操作如下： 

（1） 准备：从第四军医大学动物实验中心购买 5 周龄雌性 C57/BL 小鼠若干只，分

笼饲养备用，构建下调 FBW7 的 luciferase 标记的小鼠 Lewis 肺癌细胞，经
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Western blot 检测无误后扩大培养备用； 

（2） 获取细胞：将细胞用 PBS 缓冲液冲洗后消化离心，用培养液重悬后进行细胞

计数，将细胞密度调整过至 2×10
7 个/ml，吸取 200μl 单细胞悬液置于 EP 管

中，冰上保存备用； 

（3） 注射：在超净工作台中，将小鼠固定于小鼠固定器内并使其尾部保持外露状

态，准备温开水（水温保持在 37-40℃最佳）将小鼠尾部置于温水内 30-60sec

以充分扩张尾部静脉血管。尾部常规消毒擦干后，用 1ml 注射器吸取待注射

的单细胞悬液，左手固定尾部位置右手持针沿静脉血管走行方向进针。轻轻

抽吸未见血液回流后缓慢注射，速度过快会导致循环血量骤升引起小鼠死亡。

注射后应观察小鼠状态； 

（4） 小动物成像：常规饲养小鼠，定期更换垫料并观察小鼠状态。注射后第 2 周

进行小动物成像。吸取 100μl D-Luciferin（即荧光素酶底物）对麻醉后的小鼠

进行腹腔注射，2min 后将小鼠平置于小动物成像仪内进行观察。调整曝光时

间可在其尾部见成像荧光。细胞浓度不同，成像强度不同。在注射后的第 5

周重复此步骤观察肿瘤转移情况。 

（5） 组织获取：第 5 周时采用颈部脱臼法处死小鼠，打开胸腔并获取小鼠肺组织，

将表面血液冲洗干净后拍照。将肺组织置于 4%浓度的多聚甲醛溶液中常温摇

床固定 1-3 天并定期换液。随后将肺组织进行蜡块包埋切片进行免疫组化染色，

具体步骤如前所述。 

 

3 实验结果 

3.1 上调 FBW7 引起 Snail 蛋白稳定性下降 

目前有文献报道称 FBW7 表达降低会引起细胞侵袭转移能力的升高，这一机制

与其降解多种底物蛋白有关。根据我们前期的研究，这一过程与 EMT 的发生具有一

定的相关性。而作为 EMT 过程核心分子 E-cadherin 上游的 Snail 会因 FBW7 表达差

异而变化，因此我们将在此探讨 FBW7 对 Snail 表达的影响。Oridonin 是从自然植物

中提取的一种双萜类化合物，在体内外显著降低 c-myc 蛋白表达水平，在细胞内可

上调 FBW7 蛋白的表达进而促进 FBW7 与底物的结合介导其对底物的降解[70]。同时
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选取了两株高表达内源性 Snail 的黑色素瘤细胞系以探究 FBW7 对内源性 Snail 的作

用和影响（图 2-2）。结果发现：在 A375 和 MDA-MB-435S 细胞系中，上调 FBW7

表达后 Snail 表达水平降低。给予 20μM CHX（cycloheximide，放线菌酮）按不同时

间梯度处理检测 Snail 半衰期发现，上调 FBW7 表达后，其半衰期明显缩短。在

HEK293 细胞中导入 Flag-Snail 进行相同处理，其结果与前文所述一致。这说明上调

FBW7 表达可引起转录抑制因子 Snail 蛋白稳定性下降，而这种稳定性下降可能与蛋

白酶体途径有关。 

 

图 2-2 上调 FBW7 引起 Snail 蛋白稳定性下降 

 

3.2 Snail 降解依赖于蛋白酶体途径 

既往研究证实 Snail 降解依赖于 GSK3β 参与的双位点磷酸化并通过 β-Trcp 经蛋

白酶体进行降解，这一过程亦经过泛素化修饰。为证明 FBW7 同样存在降解 Snail

的可能性，我们将 Myc-FBW7 质粒导入两株黑色素瘤细胞中以提高 FBW7 的表达，

同时给予 20μM 蛋白酶体抑制剂 MG132 处理以抑制蛋白酶体途径对 Snail 的降解（图 

2-3）。结果发现：在两株细胞中，提高 FBW7 表达后 Snail 蛋白含量明显降低，而给

予 MG132 处理后 Snail 表达升高。这些结果表明：转录抑制因子 Snail 在进行降解时

除了 β-Trcp 参与外，FBW7 亦可能发挥了重要作用，Snail 降解很可能依赖 FBW7 参

与的蛋白酶体途径。 
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图 2-3 Snail 降解依赖于蛋白酶体途径 

 

3.3 MEF 细胞中 Snail 蛋白受 FBW7 影响 

肿瘤细胞内存在复杂的变异调控网络，某个分子的改变可能对细胞本身产生很

大影响。因此我们选取 Cre/loxp 系统修饰的 FBW7
flox/flox小鼠进行 MEF 细胞（mouse 

embryonic fibroblasts，小鼠胚胎成纤维细胞）的提取以保证无其他基因突变对其影响。

将 Cre 质粒导入 MEF 细胞中以从基因水平敲除内源性 FBW7，并将细胞进行

Transwell 实验以明确敲除 FBW7 后细胞侵袭转移能力的变化（图 2-4）。结果发现：

导入 Cre 质粒后可敲除 MEF 细胞中 FBW7 的表达，内源性 Snail 表达明显升高，间

质细胞标记物 Vimentin 表达上升。Transwell 实验表明敲除 FBW7 后的 MEF 细胞侵

袭转移能力增强。以上结果说明，MEF 细胞中 Snail 蛋白受 FBW7 影响，可进一步

影响细胞的侵袭转移能力。 

 

图 2-4 MEF 细胞中 Snail 蛋白受 FBW7 影响 
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3.4 下调 FBW7 引起 Snail 蛋白表达升高及细胞形态改变 

为在 NSCLC 细胞系中验证我们之前的猜想，我们对本课题组获得的多种肺癌细

胞系进行 Western blot 实验，检测各种细胞内 FBW7 与 Snail 的表达情况，选取高表

达内源性 Snail 的两株 NSCLC 进行后续试验。我们通过 shRNA 干扰 FBW7 的表达，

通过 Western blot 验证相关蛋白的含量以明确干扰 RNA 的下调效率。同时，通过平

板克隆形成实验观察单个细胞集落的形态以明确下调 FBW7 对细胞形态的影响（图 

2-5）。结果发现：在多种肺癌细胞系中，H460、A549 及 H1299 细胞中 Snail 呈高表

达状态，但由于 H460 为大细胞肺癌细胞系，临床出现频率较低，因此本部分实验在

另两株细胞系中进行。下调 FBW7 后，两株细胞内 Snail 及 Slug 表达水平均升高，

E-cadherin 表达降低，且细胞集落呈离散状，细胞呈梭形和纺锤状，极性增强，形态

较前有明显改变。这表明下调 FBW7 可引起 Snail 表达上升，导致 EMT 过程的发生，

使上皮来源肿瘤细胞获得间质细胞特性，细胞侵袭转移能力增强。 

 

图 2-5 下调 FBW7 引起 Snail 蛋白表达升高及细胞形态改变 

3.5 Snail 是引起肺癌细胞转移的关键分子之一 

如前所述，下调 FBW7 可引起肿瘤侵袭转移能力的变化，但参与此过程的分子

有很多，如 Twist、mTOR 及其他信号分子，下调 FBW7 同样可引起这些分子表达变

化进而引起肿瘤细胞转移。为验证本实验中下调 FBW7 引起的肿瘤侵袭转移是否有
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Snail 参与，我们在下调 FBW7 基础上进一步下调 Snail 表达以明确两者间的相关性。

同时进行 transwell 实验检测给予相应处理后细胞侵袭转移能力的变化。结果发现：

在 A549 细胞中，下调 FBW7 表达后继续下调 Snail 表达，引起肿瘤侵袭转移能力下

降（图 2-6），统计学分析存在明显差异。在 H1299 细胞中可以得到相关同的结论（图 

2-7）。这些结果说明在本实验下调 FBW7 引起的肿瘤细胞侵袭转移能力变化与 Snail

相关，我们后续的实验在此基础上展开。 

 

图 2-6 A549 细胞中下调 FBW7 对细胞转移的影响  

 

图 2-7 H1299 细胞中下调 FBW7 对细胞转移的影响 

3.6 下调 FBW7 引起小鼠肺癌细胞转移能力增强 

为明确下调 FBW7 在小鼠体内对肿瘤转移的影响，我们首先构建了稳定表达下
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调 FBW7 的荧光素酶标记的小鼠 Lewis 肺癌细胞，同时将获得的下调细胞对小鼠进

行尾静脉注射（图 2-8），以明确体内水平实验能否进一步证实 FBW7 的致肿瘤转移

作用。值得注意的时，尾静脉注射只能模拟肿瘤细胞在体内随血流转运的情况，难

以说明上皮来源细胞变为间质细胞并穿透基底膜的过程。所以本部分实验旨在初步

说明 FBW7 与肿瘤细胞成瘤性和癌转移的关系。结果表明：下调 FBW7 后，Lewis

肺癌细胞成瘤性明显增强。注射后第 5 周小鼠肺部可见明显转移灶形成且肺部转移

灶明显增多。部分小鼠颌面部软组织可见赘生物生成，小动物成像可清晰看到此现

象。这些结果说明下调 FBW7 可引起小鼠肺癌细胞转移能力增强。 

 

图 2-8 小鼠 Lewis 细胞成瘤及小动物成像 

随后为进一步明确相关分子的变化水平，我们将小鼠脱颈椎法处死并将其肺组

织取出，固定后行免疫组织化学染色，观察在肿瘤组织、癌旁组织和正常肺组织内

FBW7 和 Vimentin 的表达（因 Lewis 肺癌细胞为间质来源细胞，故 E-cadherin 表达

水平极低）明确在转移的组织中相关分子的变化水平（图 2-9）。结果发现：下调 FBW7

表达后肺部肿瘤组织内 FBW7 表达较正常肺组织和癌旁组织下降，Vimentin 表达升

高。这些结果进一步从分子水平说明下调 FBW7 蛋白表达可引起小鼠肺癌细胞（即

Lewis 肺癌细胞）转移能力增强，而此过程可能涉及上皮间质转化。 
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图 2-9 相关分子免疫组织化学染色 

 

4 讨论 

本部分实验主要从功能学角度对 FBW7 引起的肿瘤细胞侵袭转移作用进行研究。

运用 shRNA 干扰 FBW7 基因的表达，下调其表达水平后检测 Snail、E-cadherin 和

Vimentin 与上皮间质转化相关的分子，发现下调 FBW7 后 Snail 蛋白表达升高而处于

其下游的上皮细胞标记物 E-cadherin 呈下降趋势。与之相反，部分细胞中间质来源

小细胞标记物 Vimentin 表达升高，这符合我们之前的假设，即 FBW7 表达变化引起

的肿瘤细胞转移能力变化与 EMT 过程密切系相关。这一过程不仅在 NSCLC 中得到

验证，在黑色素瘤中也符合预期。同时，在黑色素瘤细胞中上调 FBW7 表达后，Snail

表达下降，此过程可被蛋白酶体抑制剂 MG132 阻断，说明 Snail 是通过蛋白酶体途

径进行降解，同时 oridonin 可作为上调 FBW7 的药物从一定程度上抑制肿瘤细胞的

转移。为进一步明确 FBW7 介导的肿瘤转移与 Snail 的关系，我们构建了下调 FBW7

的 NSCLC 细胞系并观察其形态学变化。结果表明其一系列形态改变具有上皮间质转

化过程的特性。我进一步探究 FBW7 引起的 EMT 过程是否与 Snail 相关，我们在下

调 FBW7 的两株 NSCLC 细胞基础上进一步下调 Snail 的表达，经 transwell 实验表明

Snail 确实参与了 FBW7 介导的肿瘤侵袭转移。这些结果说明 Snail 在下调 FBW7 后

引起细胞功能和形态学变化中的关键作用，上调 FBW7 表达可以抑制肿瘤转移并可

作为治疗晚期 NSCLC 的临床药物。 

为进一步在体内水平验证猜想，即低表达 FBW7 可引起肿瘤侵袭转移能力增强

和成瘤性增高，我们构建了低表达 FBW7 的小鼠 Lewis 肺癌细胞并用荧光素酶进行



空军军医大学硕士学位论文 

-47- 

标记，通过尾静脉注射方式将肿瘤细胞注入小鼠体内。5 周后进行小动物成像观察发

现，下调 FBW7 后肿瘤成瘤性明显增强，且肿瘤细胞会在体内多处进行转移，尤以

头面部软组织内明显。将肿瘤组织和正常肺组织进行病理学检测，各种检测分子的

表达含量与预期相符，肿瘤组织内 FBW7 含量较正常肺组织明显减少而 Vimentin 表

达呈上升趋势。这些结果更加直观的解释了 FBW7 下调后肿瘤细胞侵袭转移能力的

变化。本部分研究未验证上调 FBW7 后肿瘤的成瘤性问题，因为我们进行尾静脉注

射的 Lewis 肺癌细胞属于肺腺癌，其本身 E-cadherin 表达较低且 Snail 含量在免疫组

化试验中难以染色，因此我们只检测了 FBW7 与间质细胞标记物 Vimentin。同时按

照我们的猜想，上调 FBW7 后肿瘤侵袭转移能力降低，成瘤性下降，难以满足 本实

验的实验要求，因此未进行上调体外成瘤实验。 

值得注意的是，在研究相关机制和现象的过程中，我们选择高表达内源性 Snail

的两株黑色素瘤细胞系进行下调 FBW7 的相关处理，使 Snail 在蛋白水平变化最为明

显。但是为何未从 mRNA 水平对下调 FBW7 后的细胞进行 Snail 表达检测？这是因

为 Snail 在非小细胞肺癌中表达含量极低，进行 q-PCR 检测时起峰时间多在 35 个循

环以后，从技术角度分析这种差异不具有统计学意义。而且 FBW7 的生物学作用为

在蛋白水平对底物进行泛素化修饰并最终介导底物的降解。因此本课题未就 Snail 在

mRNA 水平的变化进行说明。 

综上所述，我们就 FBW7 在黑色素瘤细胞和 NSCLC 细胞系中进行功能学的验

证，明确了下调 FBW7 后细胞形态和侵袭转移能力的变化情况，初步探讨了下调

FBW7 对 E-cadherin 上游的转录抑制因子 Snail 的作用并通过功能学实验对其进行验

证。随后，我们构建了小鼠下调 FBW7 的 Lewis 细胞系并通过尾静脉注射对其致转

移作用进行有关研究，表明了 FBW7 确实参与了肿瘤的侵袭转移作用。以上结果说

明，针对 FBW7 引起的肿瘤侵袭转移能力变化可能与 EMT 过程有关，而这一过程可

能由 FBW7 针对 Snail 的泛素化作用实现。这些结果引起我们对其机制的进一步探索

和研究。 
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第三部分 FBW7 泛素化修饰降解 Snail 的     

分子机制 
 

1 实验材料 

1.1 细胞 

A375 购自 ATCC 细胞库（美国） 

MDA-MB-435S 购自 ATCC 细胞库（美国） 

HEK293 购自上海细胞库（中国） 

1.2 试剂、设备和耗材 

RPMI 1640 培养液 Hyclone 公司（美国） 

DMEM 培养液 Hyclone 公司（美国） 

胰酶 Hyclone 公司（美国） 

胎牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS） Gibco 公司（美国） 

青霉素/链霉素 Hyclone 公司（美国） 

细胞培养皿（60mm/100mm） Thermo 公司（美国） 

RIPA 裂解液（强效） 碧云天生物技术研究所（中国） 

蛋白酶/磷酸酶抑制剂（Cocktail） Roche 公司（瑞士） 

BCA 蛋白定量试剂盒 Takara 公司（日本） 

5×上样缓冲液 碧云天生物技术研究所（中国） 

Tris MP Biomedicals 公司（美国） 

甘氨酸 MP Biomedicals 公司（美国） 

SDS MP Biomedicals 公司（美国） 

丙烯酰胺 MP Biomedicals 公司（美国） 

甲双叉丙烯酰胺 碧云天生物技术研究所（中国） 

过硫酸铵 碧云天生物技术研究所（中国） 

TMEMD MP Biomedicals 公司（美国） 
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甲醇 天津富宇精细化工有限公司（中国） 

预染蛋白 Marker Fermentas 公司（加拿大） 

NC 膜（硝酸纤维素膜） Millipore 公司（美国） 

Tween20 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

BSA MP Biomedicals 公司（美国） 

发光试剂盒 Millipore 公司（美国） 

兔抗 FBW7 抗体 Santa Cruz 公司（美国） 

兔抗 Snail 抗体 Cell Signaling Technology 公司（美国） 

鼠抗β -actin 抗体 Sigma 公司（美国） 

鼠抗 Flag 标签蛋白抗体 Abbkine 公司（美国） 

鼠抗 Myc 标签蛋白抗体 Abbkine 公司（美国） 

HRP 标记羊抗兔 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

HRP 标记羊抗鼠 IgG Cell Signaling Technology 公司（美国） 

发光用胶片 Canon 公司（日本） 

显影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

定影粉 科昊生物工程有限责任公司（中国） 

超净工作台 亚泰科隆仪器技术有限公司（中国） 

细胞培养箱 Thermo 公司（美国） 

Oridonin Selleckchem 公司（美国） 

MG132 Selleckchem 公司（美国） 

移液器 Gilson 公司（美国） 

负压吸引泵 其林贝尔仪器制造有限公司（中国） 

高压灭菌锅 TOMY 公司（日本） 

电子天平 上海良平仪器仪表有限公司（中国） 

磁力搅拌器 上海司乐仪器有限公司（中国） 

纯水净化仪  Millipore 公司（美国） 

WB 电泳仪 上海天能科技有限公司（中国） 

SDS-PAGE 电泳槽 上海天能科技有限公司（中国） 
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SDS-PAGE 转膜槽 上海天能科技有限公司（中国） 

玻璃板 上海天能科技有限公司（中国） 

酶标仪（Model 680 型） Bio-Rad 公司（美国） 

光学显微镜 Olympus 公司（美国） 

制冰机 上海斯科茨满公司（中国） 

质粒小提试剂盒 天根生化科技有限公司（中国） 

Lipofectamine2000 Invitrogen 公司（美国） 

1.3 质粒 

本课题组涉及 Flag-Snail、Myc-FBW7 FL 及 Myc-FBW7 ΔF 质粒均由叶明翔博士

构建，质粒序列及引物均经公司检测无误后使用。 

2 实验方法 

2.1 质粒转染 

如前所述 

2.2 Western blot 

如前所述 

2.3 免疫共沉淀 

免疫共沉淀实验（co-immunoprecipitation assay，co-IP）是研究两种或多种蛋

白分子间相互作用关系时常用的分子生物学方法。其原理是运用抗体与抗原的特

异性识别，并与 beads 结合形成“抗原-抗体-beads 复合物”，经蛋白变性后进行

Western blot 验证相关分子。具体步骤如下： 

（1） 蛋白裂解：常规刮取细胞，将细胞置于冰上备用。根据细胞沉淀量吸取适当

细胞裂解液，轻柔吹打并混匀，冰上裂解 30min。应注意的是，此实验应保证

相关蛋白分子的相互租用和结合，因此在提取蛋白时除捶打轻柔外，不可进

行产生裂解和剧烈震荡，否则部分连接较弱的分子会因此而断开，对后续实

验产生较大影响； 

（2） 抗原抗体结合：将细胞裂解液进行定量，蛋白与目的抗体按 500:1 比例混合，

用封口膜将 EP 管管口封住并置于 4℃转盘上过夜转动使抗体与对蛋白充分接

触和结合； 
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（3） 抗原-抗体-beads 复合物：将 EP 管取出后打开管口并向其中加入 50-80μl 

agrose-beads（琼脂糖珠）并重新将 EP 管密封，置于 4℃转盘匀速转动 4-6h。

应注意的是琼脂糖珠为细小颗粒，在吸取时应选取 200μl 枪头并将其尖端剪开，

将 beads 充分震荡后吸取相应体积，枪头深入液面下缓慢注入 EP 管中； 

（4） 洗脱：将 EP 管取出后 6000rpm 离心 5min，吸弃上清，向其中加入 1ml 预冷

的 PBS 缓冲液，并置于 4℃转盘匀速转动 10min 后取出，重复上述操作 3 次。

向最终获得的细胞沉淀内加入等体积的 2×loading buffer（体积与加入的

agrose-beads 相同），轻叹混匀后 100℃ 110min 煮沸备用； 

（5） 检测：后续检测与 Western blot 相同，具体步骤如前所述。应注意的是，最终

获取的蛋白样品中含有目的抗体，为证明抗体有效性和操作无误，在发光检

测蛋白时应注意在 55kD 和 25kD 处存在强度较高的条带，此为抗体重链和轻

链。 

3 实验结果 

3.1 Snail 序列内存在 PEST 结构域 

根据之前的实验结果，我们猜测 Snail 可作为泛素连接酶 FBW7 潜在的底物，可

通过对特定磷酸化位点的识别进行修饰并最终通过蛋白酶体途径进行降解。FBW7

的众多底物氨基酸序列中存在 PEST 结构域，即死亡结构域，此结构域的存在标志着

该蛋白可通过泛素化途径降解。通过对 Snail 氨基酸序列进行分析和比对（图 3-1），

结果发现：在 Snail 蛋白的氨基酸序列 98-137 号位点存在 PEST 结构域，且此结构域

存在于多种属结构中，无种属特异性。在 Snail 的 PEST 结构域中含有两个磷酸化位

点，而在既往的报道中发现 Snail 可被 GSK3β 磷酸化。因此我们认为 Snail 可通过某

种方式被磷酸化修饰进而被泛素化降解。 
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图 3-1 Snail 序列内存在 PEST 结构域 

 

3.2 Snail 降解依赖 FBW7 结构完整性 

PEST 结构域的存在为研究 FBW7 对其降解作用提供了可能性，我们进一步探索

FBW7 结构完整性对 Snail 降解的影响。我们将 Flag-Snail 质粒与不同浓度的

Myc-FBW7 质粒瞬时导入 HEK293 细胞中，并根据实验目的对不同组别给予 MG132

处理（图 3-2）。结果发现：未导入 FBW7 质粒时 Snail 降解可被 MG132 阻断；导入

FBW7 后，Snail 蛋白随 FBW7 含量增多而降低，而给予 MG132 后 Snail 表达升高，

即 FBW7 含量越高 Snail 含量越低。这一结果在高表达内源性 Snail 的 A375 细胞中

可得到同样验证（图 3-2）。这一结果说明，Snail 可通过泛素化途径降解，这一过程

中 FBW7 可作为潜在修饰和降解 Snail 的分子而发挥作用。 

    

图 3-2 FBW7 表达影响 Snail 蛋白含量 

 

FBW7 作为 SCF 复合体家族成员发挥功能依赖蛋白结构完整性，其组成成分包括

与 skp1 结合起连接作用的 F-box 以及与底物连接的 7 个 WD40 重复序列。我们推测
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FBW7 结构的缺失会影响其功能的发挥。因此，我们将结构完整的 FBW7（FL）与

F-box 结构缺失的 FBW7（ΔF）导入 HEK23 细胞中，给予相应的 MG132 处理后检

测相应的蛋白表达水平（图 3-3）。结果发现：与 FBW7 结构完整组相比，FBW7ΔF 组

Snail 蛋白表达升高。同样， 在黑色素瘤细胞中可得到相同结果（图 3-3）。这说明

FBW7 对 Snail 的降解依赖其结构完整性，部分结构的缺失会影响蛋白稳定性进而导

致底物的不会被降解。 

   

图 3-3 FBW7 结构完整性影响 Snail 蛋白稳定性 

3.3 细胞内源性 Snail 与 FBW7 存在直接相互作用关系 

基于以上研究结果，为验证细胞内源性 Snail 与 FBW7 之间的相互作用，我们选

择在 Snail 蛋白高表达的两株黑色素瘤细胞系中进行后续试验。在 A375 和

MDA-MB-435S 细胞系中，预先给予 oridonin 和 MG132 处理（上调 FBW7 同时抑制

Snail 降解）细胞，分别加入 Snail 抗体与 FBW7 抗体，通过 co-IP 实验验证我们的猜

想（图 3-4）。结果发现：两株细胞内均表达 Snail 与 FBW7 蛋白，且两者间存在直接

相互作用关系。这些结果说明 Snail 可作为 FBW7 降解的底物参与 FBW7 介导的肿

瘤侵袭转移作用。 
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图 3-4 A375 与 MDA-MB-435S 细胞中 Snail 与 FBW7 的相互作用关系 

3.4 细胞外源性 Snail 与 FBW7 的相互作用 

为进一步验证两者间的相互作用关系，我们将 Flag-Snail 与 Myc-FBW7 两种质

粒同时导入 HEK293 细胞中，预先给予 MG132 处理后进行 co-IP 实验（图 3-5）。结

果发现：与内源性检测相同，在外源性检测中两种分子可存在相互作用关系。这进

一步说明 Snail 参与了 FBW7 介导的肿瘤细胞侵袭转移过程。 

 

图 3-5 细胞外源性 Snail 与 FBW7 的相互作用 

 

4 讨论 

本部分实验主要从分子生物学角度对FBW7修饰和降解Snail的机制进行初步探

索和研究。通过对 Snail 蛋白结构域的分析和比对，我们发现在 Snail 氨基酸序列的

第 98-137 号位点存在一段保守性片段，在多种种属中均有表达且序列高度一致。经

阅读文献和结构分析，我们发现此段序列为泛素相关结构域，又称 PEST 结构域，即

主要由脯氨酸（P）、谷氨酸（E）、丝氨酸（S）和苏氨酸（T）等氨基酸构成的具有

特定空间结构的保守序列。该片段的存在从一定程度上表明该蛋白存在被泛素化修
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饰并降解的可能性，从一定程度上可影响蛋白稳定性。而 Snail 中 PEST 结构域的存

在表明 Snail 可通过泛素化修饰并降解。同时，该结构中存在两个磷酸化修饰位点（即

108 号和 112 号位点的丝氨酸），这提示 Snail 可被磷酸化修饰从而经蛋白酶体途径降

解。 

在既往研究中，Snail 的降解主要依赖 GSK3β 的双磷酸化位点修饰。GSK3β 首

先将 Snail 101 号位点的丝氨酸磷酸化修饰，并通过核膜转运至细胞质中，随后 GSK3β

再次磷酸化修饰 97 号位点的丝氨酸并经 β-TrCP 进行泛素化修饰，最终通过蛋白酶

体途径降解。基于此前的研究和 Snail 结构的分析，我们认为 Snail 存在除依赖 β-TrCP

外的其他的泛素化降解方式。结合之前的实验发现，我们尝试研究 FBW7 对 Snail

的降解作用。将外源性 Snail 和不同含量 FBW7 质粒同时导入 HEK293 细胞，并在不

同组别给予 MG132 处理。我们发现 Snail 的降解有依赖于 FBW7 表达含量，且这种

作用可被蛋白酶体抑制剂阻断。随后将构建的 WD 结构缺失的 FBW7 质粒和全长的

FBW7 质粒分别导入 HEK293 细胞中，并根据需要给予 MG132 处理。结果显示 FBW7

部分结构缺失不能降解 Snail，这表明 Snail 的降解依赖于 FBW7 结构完整性。这些

结果说明 Snail 的降解依赖于 FBW7 且 FBW7 结构完整性对 Snail 蛋白稳定性具有重

要作用。 

那么 FBW7 是否直接与 Snail 相互作用而介导其 泛素化降解呢？我们在 Snail

高表达的两株黑色素瘤细胞系内进行 co-IP 实验，结果发现不论是 IP: Snail 还是 IP: 

FBW7，均发现两者间存在直接相互作用。同时我们将 Snail 与 FBW7 质粒同时导入

HEK293 细胞中进行外源性 IP 实验，结果与内源性检测相同。这表明 FBW7 与 Snail

可直接结合并通过泛素化修饰将其降解。这进一步验证了我们之前对 Snail PEST 结

构域的分析结果，即 FBW7 对 Snail 特定结构域的磷酸化位点识别。但 FBW7 介导

的 Snail 泛素化修饰是否依赖 GSK3β 对 Snail 位点的磷酸化修饰仍需进步研究。我们

预测 108 号位点的丝氨酸对 FBW7 介导的 Snail 降解具有重要作用，但是否依赖双磷

酸化位点的修饰仍有待进一步验证。一般认为对转录因子的调节主要包括三个方面，

即含量、定位和功能活性[71]，这些位点的作用部分通过听定位点的磷酸化修饰作用，

因此对于 Snail 氨基酸序列中的特定位点的作用需要进一步研究。 
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小    结 
 

第一部分：在非小细胞肺癌中 FBW7 表达变化主要以点突变为主。FBW7 表达

水平变化可明显影响患者远期预后。FBW7 在肺肿瘤组织中表达明显少于癌旁组织，

可作为临床评价 NSCLC 患者恶性程度的重要指标。 

第二部分：下调 FBW7 可使细胞侵袭转移能力增强；上调 FBW7 可使肿瘤侵袭

转移能力下降。这种作用是通过稳定 E-cadherin 上游转录抑制因子 Snail 蛋白继而引

起 EMT 过程来实现的。同时，下调 FBW7 引起的 EMT 可促进肿瘤在体内的侵袭转

移作用并提高肿瘤细胞成瘤性。上调 FBW7 可作为临床治疗晚期 NSCLC 转移的重

要策略。 

第三部分：FBW7 的表达水平与结构完整性参与细胞内 Snail 含量的调控。FBW7

介导的 Snail 降解与 Snail 蛋白内 PEST 结构域的存在密切相关，两者可通过直接的

结合，最终通过对 Snail 进行泛素化修饰并降解，介导 EMT 的发生并引起 NSCLC

的转移。 

根据以上的实验结果，我们认为FBW7参与调节转录抑制因子Snail蛋白稳定性，

影响上皮细胞标记物 E-cadherin 表达水平，调控上皮间质转化过程并引起 NSCLC 侵

袭和转移的一个关键分子。 

本课题首次探讨泛素连接酶 FBW7 与转录抑制因子 Snail 间的相互作用关系，在

多水平进一步探索 FBW7 引起 EMT 的分子机制，明确 FBW7 在肿瘤转移中的作用

并为 NSCLC 患者转移的临床治疗提供可能，为应用 FBW7 激动剂提高晚期 NSCLC

患者生存率，延长患者无进展生存期（PFS）和总生存期（OS）提供理论支持，具

有一定的应用价值和现实意义。 
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年 9 月至 2018 年 6 月经全国硕士研究生入学考试考入空军军医大学（原第四军医大

学）西京医院呼吸内科攻读硕士研究生，导师张艰教授，主要研究方向为肺癌早期
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致   谢 
 

三年的研究生阶段学习即将结束，回顾过去的三年，从收到硕士研究生录取通

知书时的欣喜若狂到如今即将毕业时的惴惴不安，心态的变化使我更加理解了研究

生阶段培养的意义，更加懂得了团结协作在科研领域的重要作用，深刻体会到科研

思维在个体走向成熟过程中具有举足轻重的地位。硕士阶段基本课程和专业课程学

习为临床思维的初步建立和科研思维的培养提供支撑，这些都使我获益匪浅。当然，

纸上得来终觉浅，学以致用才能将所知所学转化为一生受用的本领。掌握基本的临

床操作技能，建立正确的临床诊治思维，树立端正的科研态度和严谨的科研风格，

凡此种种均会对我以后的工作生活产生积极影响。 

三年的学习时光漫长而短暂，一路走来心怀感激，他们在工作学习和生活上对

我的支持和帮助都作为前进的动力促使我不断努力。首先，要感谢我的导师张艰教

授。在科研工作上的耐心指导，在学习生活上的悉心帮助以及在未来人生规划上的

竭尽全力，她为我所做的不仅是传授临床专业知识，拓展思维眼界，更是在用实际

行动证明老师与学生间浓浓的师生情谊。当我每一次面临关键的人生选择，她都能

及时地给予中肯的建议。当我每一次面临困境而感到彷徨迷茫时，她总能及时地为

我开导心结并教会我做人做事的道理。学生所得即为恩师所授，溢美之词不便多言，

这份难得宝贵的师生情谊和您教给我的全部定当留在心底，将此化作人生接下来面

临的每一次考验的勇气，继续向着梦想和远方迈进。 

当然，攻读研究生阶段在实验方面给予我支持和帮助的老师和同学是不能忽略

的。感谢生物化学教研室的张健老师，在我实验遇到困境时凭借他丰富的科研储备

知识和活跃的科研思维为我提供专业的建议，并指导我在研究生阶段能顺利完成课

题内容。在生活上的支持和理解为我能够全身心投入科研工作提供不竭动力。在此

向他表示由衷的谢意。感谢叶明翔博士在科研过程中的真诚帮助和支持，他的真心

付出和耐心教导为我能顺利完成学业发挥重要作用。本人实验技能的培养和临床思

维的建立与他的无私奉献是分不开的。感谢景鹏宇博士、葛英为博士、孔静博士、

赖晓凤博士、李梦阳博士、秦娜博士、马勇政博士和王哲硕士在课题研究中给予的
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帮助和支持，在实验遇到困境和瓶颈时向他们寻求帮助总是明智的。感谢张信信、

李楠、熊洁、常宁、曹晶和韩志萍师姐在工作和学习中的不吝赐教，帮助我顺利完

成学业，生活中给予理解和支持使我铭记于心。感谢颜泽栋和赵承磊同学陪伴我度

过那些艰难的日子，遇到的困难和挫折在沟通倾诉中变得微不足道，彼此分享的泪

水和笑声都使那段时光变得熠熠生辉。感谢王丽亚、王亚翠实验员和全体生化老师

们对我工作和生活中的帮助，感谢科室秘书孙婧和吴朔为我学习中提供的方便和支

持，研究生阶段的顺利结束与她们的努力和理解密不可分。 

最后，我要感谢我的父母和家人，他们对我生活上无微不至的关心和照顾让我

深感愧疚，离家千里在外求学的日子因为他们的挂念和期待变得更加有意义。多年

来疏于对父母和家人的照顾使我久不能释怀。在临近毕业的今天，只能在此向他们

表达我最真诚的歉意，并再次由衷的感谢他们多年的记挂，本人学业的完成与他们

的理解是分不开的。 

岁月悠长，前路漫远，我心归处恰逢佳期盼，只待初梦还„„ 

 

 


