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FBW7泛素化修饰 Snail促进上皮间质转化的实验研究 *
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摘要 目的：探讨 FBW7(F-box/WD repeat-containing protein 7)是否参与转录抑制因子 Snail的泛素化修饰，通过调节上皮间质转化

(EMT)进而导致非小细胞肺癌的侵袭和转移，为治疗非小细胞肺癌(NSCLC)患者晚期转移提供新的思路。方法：首先，通过

Western Blot方法检测多种人肺细胞系中 Snail的表达水平。上调(药物处理)及下调(设计并合成特异性 shRNA转染)H460细胞中

FBW7的表达后，检测 Snail的表达水平。采用平板克隆及 Transwell方法检测下调 FBW7的 H460细胞形态改变和侵袭转移能力

变化。结果：人非小细胞肺癌 H460细胞中 Snail表达水平较高。上调 FBW7表达可使 Snail表达下降，经蛋白酶抑制剂MG132处

理后 Snail表达升高；而下调 FBW7表达后 Snail表达增加。下调 FBW7表达细胞后，细胞形态改变，侵袭转移能力增强。结论：

FBW7参与了 Snail泛素化修饰，进而经蛋白酶体途径将其降解引起 EMT，导致肿瘤转移和进展的发生。
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The Ubiquitination of Snail by FBW7 leads to Epithelial-to-Mesenchymal
Transition*

To explore whether F-box/WD repeat-containing protein 7 (FBW7) participates in the ubiquitination of

transcription factor, Snail, which leads to epithelial to mesenchymal transition and then induces tumor invasion and metastasis in non

small cell lung cancer (NSCLC), and provides new insights for the treatment of advanced NSCLC. The expression levels of

Snail in different lung cancer cell lines are detected by western blot. Up-regulation (drug treatment) and down-regulation (specific

siRNAs are designed and synthesized) of FBW7 in H460 lung cancer cell line are applied to detect the variation of Snail expression.

Utilization of plate clone formation assay and transwell assay are to confirm morphological changes and the capacity of metastasis and

invasion in FBW7-down-regulated H460. Compared with other cell lines, Snail expresses in higher grade. The down-regulation

of Snail after enhancement of FBW7 can be blocked by treatment of proteasome inhibitor, MG132, while up-regulation of FBW7 may

lead to opposite results. Morphological varieties and enhancement of the ability of metastasis and invasion are proved by down-regulation

of FBW7 in H460. FBW7 participates in the ubiquitination of Snail, which in turn is degraded by ubiquitin-proteasome

pathway, and then triggers EMT, leading to tumor metastasis and progression.

FBW7; EMT; Snail; Invasion and metastasis

*基金项目：国家自然科学基金项目（81272518）

作者简介：张勇（1991-），硕士研究生，研究方向：肺癌个体化治疗和耐药机制，电话：15829245717，E-mail: 15829245717@163.com

△ 通讯作者：张艰，教授，主任医师，博士生导师，E-mail: 13991802890@163.com

（收稿日期：2017-05-19 接受日期：2017-06-10）

前言

目前，恶性肿瘤的发病率呈逐年增高的趋势，而肺癌作为

发病率最高的恶性肿瘤之一，多数患者在确诊时已发展至终末

期，错过了治疗的最佳时期。部分晚期肺癌患者死于远处转移，

其中脑[1]、骨[2]等部位的转移尤为明显。针对肺癌细胞转移的研

究已逐步成为肺癌研究领域的的热点。

上皮 -间质转化(epithelial-to-mesenchymal transition，EMT)

概念的提出为肿瘤侵袭转移机制的研究提供了新的研究思路。

即上皮细胞失去细胞极性，细胞间粘附性降低，并开始出现侵

袭和转移能力[3]，此过程可发生于胚胎早期发育[4]、伤口愈合[5]

以及肿瘤转移等多种生理和病理过程。在这一过程中，E-钙离

子依赖的细胞粘附素蛋白(E-cadherin)可作为 EMT标记物以判

断此过程的发生，即 E-cadherin表达下降和 Vimentin表达升高
[6]。而 E-cadherin的表达与其上游的转录抑制因子(如 Snail1/2，

Twist，ZEB1/2等)有关，其中 Snail抑制 E-cadherin表达的作用

最为明显[7]。

真核细胞内蛋白质有多种降解途径，其中泛素 -蛋白酶体

途径可对细胞中多种蛋白进行泛素化修饰并通过蛋白酶体对

蛋白质进行降解。泛素连接酶可与多种底物结合并降解而发挥
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图 1 Western blot检测多种肺细胞系中 Snail的表达水平

Fig.1 The expression level of Snail in different lung cell lines were

detected by western blot

作用。FBW7作为泛素连接酶 SCF复合体中的一种 F-box分子

在调控细胞周期、细胞增殖、分化、凋亡、转移等细胞生物学过

程中起到重要作用[8]。研究证实 FBW7可降解多种蛋白分子(如

Mcl-1[9]、Notch[10]、mTOR[11]、Cyclin E[12]、KLF5[13]、c-Jun[14]等)发挥

抑制肿瘤增殖、转移等作用。本实验通过检测不同肺癌细胞系

中 Snail表达水平，并改变细胞系中 FBW7表达水平，检测其侵

袭转移能力变化，以明确 FBW7 是否参与了肺癌细胞系中

Snail的泛素化降解过程。

1 材料与方法

1.1 材料

H460细胞购自 ATCC；RPMI1640和 DMEM培养基购自

Gibco公司，胎牛血清购自 Hyclone公司；兔抗人 FBW7抗体

(CDC4) 购自 SanTaCruz 公司，兔抗人 Snail 抗体、鼠抗人

茁-actin抗体、HRP标记的羊抗兔 IgG 和羊抗鼠 IgG 购自 Cell

Signaling Technology公司；化学发光试剂盒购自 Millipore公

司；Matrigel购自美国 BD公司；Transwell小室购自 Corning公

司；Lipo2000转染试剂购自 Thermo公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 H460 细胞培养于含 10%胎牛血清的 RP-

MI1640培养基中，5%CO2 37℃孵育箱中常规培养，定期更换培

养液，0.25%胰酶消化后 800 rpm 5 min离心传代。

1.2.2 Western blot实验 细胞样品收集于 2 mLEP 管中，各

EP管中加入 100 滋L含有蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解液，置于

冰上裂解 20 min后进行超声裂解，再继续裂解 10 min。待裂解

充分后 12000 rpm 4℃离心 10 min，收集裂解液上清。BCA法

测定蛋白浓度，加入 1/4体积的 5× loading buffer，100℃煮沸

10 min，于 -80℃保存备用。配置聚丙烯酰胺凝胶，于加样孔中

加入待检测蛋白样品，设置电泳装置 120 V，2 h。300 mA恒流

低温转膜 90 min，根据待检测蛋白分子量大小将 NC膜裁剪至

适宜大小，置于 5%浓度脱脂牛奶中，摇床上室温封闭 1h。经

TBST冲洗后，将膜置于配制好的一抗缓冲液中 4℃孵育过夜。

TBST洗膜 15 min后，加入相应二抗缓冲液中 4℃孵育 1h。将

膜取出并经 TBST洗膜 15min后，待发光检测。

1.2.3 人 FBW7特异性干扰序列 shRNA的合成 由北京奥科

公司合成 FBW7特异性干扰序列，shFBW7#1：5'-CCGGCCTAA

AGAGTTGGCAC TCTATCTCGAGATAGAGTGCCAACTCTT

TAGGTTTTT-3'、shFBW7#2：5'-CCGGTCAAACCAGGTGCAAT-

TATTTCTCGA GAAATAATTGCACCTGGTTTGATTTTTG -3'

以及对照序列 shGFP：5'-CCGGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCA

TCTCGAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCTTTTTT-3 '。

1.2.4 细胞转染 将细胞常规消化离心后，细胞均匀铺入 6

cm细胞培养皿中，待细胞密度约达到 60%时，更换为无血清培

养液 (DMEM) 采用脂质体转染法将 shGFP、shFBW7#1、shF-

BW7#2用 Lipo-2000按转染试剂说明书相应比例稀释混匀后

加入 H460 细胞中，转染 6h 后更换为含血清培养液 (RP-

MI1640)继续培养。

1.2.5 Transwell侵袭转移实验 提前用无血清培养液处理细

胞 12 h。于 4℃条件下将 50 mg/L Matrigel融化为液态，并用

RPMI1640 培养液以 1:8 比例稀释，吸取 100 滋L 均匀覆盖

Transwell小室底部，室温风干。常规消化细胞离心，进行细胞

计数，用无血清 RPMI1640调整细胞密度至 2× 106/mL，吸取

200 滋L细胞悬液分别置于无 Matrigel包被及有 Matrigel包被

的 Transwell小室内。向 24孔板下室内加入 500 滋L含 10%血

清的 RPMI1640培养液并将小室置于孔中，常规培养 24 h后，

固定、染色并进行细胞计数。相关结果进行统计分析。

1.2.6 平板克隆形成实验 取对数生长期细胞，常规消化离

心。重悬细胞沉淀进行细胞计数，调整细胞浓度为 1× 105/mL，

倍比稀释只 1× 103/mL。取 200 滋L细胞悬液接种平皿，补加培
养液至 10 mL。十字晃动使细胞分散均匀，放入孵箱常规培养

2-3周。当镜下出现细胞集落时进行拍照，选取单个克隆集落进

行观察。

1.3 统计学分析

采用 SPSS19.0统计软件进行数据分析。每组实验重复 3

次以上，每次实验至少重复 3个复孔。计量资料采用均数± 标

准差(x依s)表示，并进行两独立样本 t检验，以 P<0.05表示差异

存在统计学意义。

2 结果

2.1 Snail在多种肺细胞系中的表达

Western blot方法检测人支气管上皮样细胞(Beas2B)、小细

胞肺癌细胞 (H345、H446) 和非小细胞肺癌细胞(H520、H460、

H358、A549、H1299)中 Snail的蛋白表达水平，结果显示：在众

多细胞系中，H460、A549和 H1299肺癌细胞系中 Snail表达水

平较高，以 H460 最为明显。这表明 H460 是高表达内源性

Snail的肺癌细胞系，后续实验主要在 H460细胞系中进行。

2.2 Snail可通过 FBW7修饰经蛋白酶体途径降解

Oridonin是从中药中提取的一种双萜类化合物，可通过上

调 FBW7的表达并促进 FBW7与底物的结合，在体内外显著

降低 c-myc蛋白水平[15]。因此，Oridonin可作为抗肿瘤药物应用

于临床。本实验中主要应该用其对 FBW7的激动作用以提高细
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图 4平板克隆和 Transwell实验检测细胞形态和侵袭转移能力变化

Fig.4 Morphological changes and the capacity of metastasis and invasion

detected by plate clone formation assay and transwell assay. *p<0.05

图 3 H460细胞 shGFP、shFBW7#1和 shFBW7#2组中 Snail表达

Fig.3 Smail expression levels in shGFP and shFBW7 groups of H460

胞内 FBW7的表达水平。预先给予 H460 细胞相应浓度 Ori-

donin处理(滋M)，24h后给予蛋白酶体抑制剂 MG132(10 滋M，
5h)处理。采用Western blot方法检测 FBW7和 Snail的蛋白表

达水平。结果显示：随着 Oridonin浓度的增加，H460细胞中

FBW7表达升高而 Snail表达减少；经 MG132处理后，FBW7

表达未见明显变化而 Snail表达增加。这表明 Snail可通过与

FBW7结合经蛋白酶体途径降解。

2.3 干扰 FBW7表达可上调 H460中 Snail表达

干扰细胞中 FBW7表达，建立稳定低表达 FBW7的 H460

细胞系。采用 Western blot方法检测干扰效率。结果显示：与

shGFP 组相比，shFBW7#1 及 shFBW7#2 组 H460 细胞中

FBW7表达减少，而 Snail和 Vimentin表达升高。H460细胞中

E-cadherin表达量低，未能用Western blot方法检测。这表明

FBW7与 Snail间可能存在作用关系，并可发生上皮间质转化

引起细胞侵袭转移能力的变化。

2.4 下调 FBW7表达可引起细胞形态和侵袭转移能力的变

对 H460 shGFP、shFBW7#1和 shFBW7#2组细胞进行平板

克隆形成实验，观察单克隆集落形态。结果显示：与对照组细胞

相比，实验组细胞形态改变，呈梭形长条状，集落边缘尤为明

显，细胞间连接疏松并向周围伸展。这表明敲除 FBW7引起细

胞形态的改变可能与细胞侵袭转移能力改变有关。

根据上述实验结果，对 H460 shGFP、shFBW7#1 和 shF-

BW7#2组细胞进行 Transwell实验，观察不同组细胞侵袭和转

移能力的差异并进行统计。结果显示：与对照组相比，实验组细

胞穿过小室的细胞数明显增多，差异存在统计学意义(p<0.05)。

这说明在敲除 FBW7后，H460细胞的侵袭转移能力增强，这一

过程可能有 EMT的发生。

3 讨论

EMT可发生于胚胎组织器官的早期发育、组织损伤修复、

抗细胞衰老死亡、细胞干性的获得、肿瘤进展及侵袭转移等诸

多生理病理过程。在不同的生理病理阶段，EMT的发生受转录

调节、转录后修饰及翻译后修饰等复杂的调控网络参与。EMT

的发生机制十分复杂，涉及 TGF-茁、Wnts、Notch、EGF、HGF、

图 2上调 FBW7表达并给予MG132处理后 H460细胞中 Snail表达

Fig.2 Snail expression in H460 cells after up-regulation of FBW7 and

MG132 treatment
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FGF和 HIF等多种信号通路，这些通路的激活可进一步调控下

游的关键分子从而引起上皮细胞标志物 (E-cadherin) 的改变。

E-cadherin表达主要受结合在其基因上的转录抑制因子影响，

这些分子可结合在特定的 DNA 区域抑制 E-cadherin 基因转

录，从而降低其 mRNA水平进而影响蛋白表达。这些转录抑制

因子主要包括 Snail1/2、Twist、Zeb1/2 和 E47 等。另外，mi-

croRNA(如 miR-200 家族、miR-373和 miR-21 等)在调控肿瘤

细胞的侵袭转移过程各种也起到重要作用[16]。目前诸多研究已

明确 Snail在 EMT发生过程中起到关键作用。Snail首次于果

蝇中发现，其可下调果蝇细胞内 E-cadherin的同源类似物进而

控制原肠胚的形成。即各种信号分子激活细胞内信号通路，在

不同水平引起 Snail蛋白表达变化，E-cadherin上游的转录抑制

因子 Snail(Snail1和 Snail2)表达增多，抑制 E-cadherin的转录

过程从而降低蛋白表达水平，同时引起 Vimentin表达升高，进

而导致 EMT的发生。

针对 Snail的研究最早在 2004年由 Mien-Chie Hung等人

提出，即 Snail可由 GSK3-茁磷酸化修饰从而被 茁-Trcp进行泛
素化降解[17]。其降解过程大致为：未磷酸化的 GSK-3茁与 Snail

其中一个磷酸化位点结合介导其从细胞核进入细胞质，随后再

结合 Snail第二个磷酸化位点使其磷酸化并与 茁-Trcp结合进
行泛素化修饰后经蛋白酶体途径降解。茁-Trcp又称 FBXW1，属

于 E3连接酶中 SCF复合体 F-box成员，可与 茁-catenin等多种
底物结合将其降解而发挥功能。目前已发现多种 SCF复合体

F-box成员参与 EMT的发生，并引起肿瘤细胞转移能力的改

变，如 茁-Trcp[18]、FBW7[19]、FBXL5[20]以及 FBXO11[21]等。

基于前期研究，我们将研究重点放在 FBW7 分子上。

FBW7为肿瘤抑制因子，多种肿瘤相关蛋白可与之结合从而被

降解发挥抑癌作用，主要包括 cyclinE、Notch、c-Jun、c-Myc及

mTOR等与细胞周期、代谢、分化以及凋亡有关分子 22。人类

FBW7基因定位于染色体 4q32，其序列长度约为 210 kb。其转

录过程中进行选择性拼接，翻译后形成 3种 N端不同的 FBW7

亚型，即 FBW7琢、FBW7茁和 FBW7酌，分别定位于核浆、细胞质
及核仁 [22]。所有亚型均由 D domain、F-box domain、WD40-re-

peat domain以及底物识别模体构成。既往报道中，FBW7介导

EMT发生主要与 Notch与 c-Myc等通路相关[23]，而与 EMT转

录抑制因子有关的研究却鲜有报道。鉴于 FBW7与 茁-Trcp在
结构和功能上的相似性，我们着重研究 FBW7在泛素化修饰

Snail引起 E-cadherin表达水平改变并导致上皮间质转化的作

用。这对于揭示 FBW7在肿瘤侵袭转移中发挥作用及临床上对

晚期肿瘤转移患者的治疗具有重要意义。

本研究通过上调 H460 细胞中 FBW7 的表达并给予

MG132处理，结果显示随着 FBW7表达升高，Snail蛋白水平

降低，但抑制其蛋白酶体途径后 Snail蛋白表达水平明显升高。

这说明 FBW7可能参与 E-cadherin上游控制其基因表达的转

录抑制因子 Snail的泛素化修饰，进而通过蛋白酶体途径降解。

其次，构建稳定下调 FBW7的 H460细胞系并经Western Blot

检测发现，FBW7表达水平的下降伴随着 Snail与 Vimentin表

达大水平的升高，这说明 FBW7可能参与到 Snail的降解过程

并由此引起 EMT的发生。最后，对稳定下调 FBW7的 H460细

胞进行 Tranwell和平板克隆形成实验，结果显示下调 FBW7

可引起细胞转移和侵袭能力变化，细胞在形态上由上皮细胞向

间质细胞改变。这说明 FBW7与细胞形态、细胞间黏附以及细

胞的侵袭转移有关，而这一过程可能有 EMT的发生。

以上结果提示 FBW7在晚期非小细胞肺癌转移过程中发

挥重要作用，有望成为治疗非小细胞肺癌转移的新靶点。但

FBW7泛素化修饰 Snail并经蛋白酶体途径降解的分子机制仍

有待进一步研究，如 FBW7对 Snail修饰的磷酸化位点的确定，

介导 Snail泛素化修饰的细胞定位以及其他信号通路在这一过

程中发挥作用等，这些问题对于完善 Snail经泛素 -蛋白酶体

途径降解的分子机制和临床应用 FBW7激动剂对晚期非小细

胞肺癌远处转移的治疗具有重要意义。
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