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摘要　 目的　 构建 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ突变的小鼠模型，利用其间充质

干细胞（ＭＳＣ）研究激活突变引发的 ＳＨＰ２ 蛋白相分离对其

细胞增殖能力的影响及其机制。 方法　 将 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ⁃ｎｅｏ ／ ＋ 的

Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠与 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ 工具鼠杂交，得到所需要的 Ｍｘ１⁃
ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 小鼠，并对后者注射

ｐＩ⁃ｐＣ 以诱导 Ｃｒｅ 酶的表达，使 Ｐｔｐｎ１１ 在骨髓 ＭＳＣ 中突变。
从 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 小鼠体内分离

培养 ＭＳＣ，通过细胞免疫荧光染色确定所分离的细胞为

ＭＳＣ。 以 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 的ＭＳＣ 为对照组，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 的ＭＳＣ 为

实验组，通过加药将两种细胞分成 ６ 组：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组；Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组； Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组； Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋

组；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组。 免疫

荧光染色法观察 ６ 组细胞内 ＳＨＰ２ 蛋白相分离的差异，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ６ 组 ＭＳＣ 中 ＳＨＰ２ 蛋白表达水平的差

异。 ＣＣＫ⁃８ 检测相分离被影响之后细胞增殖能力的改变。
提取实验组与对照组细胞总蛋白通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测

ＥＲＫ ／ ｐ⁃ＥＲＫ、ＡＭＰＫ ／ ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｍＴＯＲ ／ ｐ⁃ｍＴＯＲ 等蛋白的表

达水平。 结果 　 小鼠基因型鉴定证实得到 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 小 鼠 并 分 离 出 原 代 Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 骨髓 ＭＳＣ。 与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组相比，Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组的 ＳＨＰ２ 蛋白产生更多的相分离冷凝物；与 Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相比，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组和 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋
ＥＴ０７０ 组 ＳＨＰ２ 蛋白凝聚成的冷凝物在均明显减少；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测各组 ＳＨＰ２ 蛋白表达水平差异无统计学意义；与 Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组相比， Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组 和 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋
ＥＴ０７０ 组 ＭＳＣ 的增殖能力下降， 细胞内 ｐ⁃ＥＲＫ 和 ｐ⁃ｍＴＯＲ
蛋白表达减少，ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达增加；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相

比，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组和 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组 ＭＳＣ
的增殖能力下降，细胞内 ｐ⁃ＥＲＫ 和 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达减少，
ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达增加。 结论 　 ＳＨＰ２ 的相分离通过刺激

ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 信号通路的表达参与了 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ 激活突变的

ＭＳＣ 的增殖能力改变。
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　 　 ＳＨＰ２ 是由 ＰＴＰＮ１１ 基因编码的非受体型酪氨

酸磷酸酶，ＰＴＰＮ１１ 的激活突变与多种肿瘤的发生密

切相关，除了非小细胞性肺癌［１］、乳腺癌［２］、血液系

统肿瘤［３］ 等常见肿瘤外，在人类的横纹肌肉瘤

（ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＭＳ）中也发现了 ＰＴＰＮ１１ 的激

活突变［４］。 肉瘤是一种复杂的间叶肿瘤，其发生的

潜在分子机制仍未完全明了，其中大部分原因是对

其细胞起源缺乏共识，但现在越来越多的证据表明

它们来源间充质干细胞 （ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，
ＭＳＣ） ［５］。 与此同时，相分离作为一种与肿瘤发生

相关的机制被越来越多地提及，它是指生物体内的

大分子物质之间由于多价相互作用而聚集在一起，
形成生物分子冷凝物的现象［６］。 有研究［７］ 提示激

活突变的 ＳＨＰ２ 蛋白会在细胞内形成大量的生物分

子冷凝物，然而激活突变 ＳＨＰ２ 蛋白的相分离与人

类横纹肌肉瘤的发生之间的联系还有待探究。 该研

究构建 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ突变的小鼠模型，探究激活突变引

发的 ＳＨＰ２ 蛋白相分离对小鼠 ＭＳＣ 增殖能力的影

响及其机制，以期为肉瘤的诊断和治疗寻找新的作

用靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 本研究所用 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ⁃ｎｅｏ ／ ＋ 小鼠

（Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 品系），由美国埃默里大学血液 ／肿瘤系

的瞿成奎教授赠予， Ｍｘ１⁃ｃｒｅ（Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 品系）小鼠

购自上海南方模式生物研究中心，于安徽医科大学

基础医学院动物实验中心 ＳＰＦ 级环境中饲养。 本

研究对照组小鼠为 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ （Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ
品 系 ）， 实 验 组 小 鼠 为 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋

（Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 品系）。 该研究的动物实验均经安徽医

科 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号：
ＬＬＳＣ２０２１０８０７）。
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１． １． ２　 主要试剂　 琼脂糖粉末购自北京兰杰柯科

技有限公司；鼠尾鉴定聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）试剂盒购自成都福际生物技术

有限公司；胎牛血清购自美国普诺赛公司；高糖

ＤＭＥＭ 细胞培养基、低糖 ＤＭＥＭ 细胞培养基均购自

美国 Ｇｉｂｉｃｏ 公司；细胞培养皿、细胞计数板均购自

美国康宁公司；ＳＨＰ２ 抗体、ｐ⁃ＥＲＫ 抗体、ＥＲＫ 抗体、
ｐ⁃ＡＭＰＫ 抗体、ＡＭＰＫ 抗体、ｐ⁃ｍＴＯＲ 抗体、ｍ⁃ＴＯＲ 抗

体均购自美国 ＣＳＴ 公司；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体购自美国 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；ＳＨＰ０９９ 购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司；ＥＴ０７０
由中国科学院上海有机化学研究所提供；预染蛋白

分子量 Ｍａｒｋｅｒ 购自美国赛默飞公司；细胞总蛋白裂

解液、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、二甲亚砜、ＰＢＳ 粉末均购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司。
１． １． ３ 　 主要仪器 　 ＣＯ２ 细胞培养箱（德国 Ｅｐｐｅｎ⁃
ｄｏｒｆ 公司，型号：Ｇａｌａｘｙ１７０Ｓ）；正置显微镜（日本 Ｏ⁃
ＬＹＭＰＵＳ 公司，型号：ＴＭＴ２⁃２１）；倒置显微镜（日本

尼康公司，型号：ＥＣＬＩＰＳＥ ＴＳ１００）；细胞计数仪（江
苏卓微生物科技有限公司，型号：ＪＩＭＢＩＯ ＣＬ）；普通

ＰＣＲ 仪（德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司，型号：２５０６２６１）；多功

能酶标仪（型号：Ｖａｒｉｏｓｋａｎ）、低温冷冻离心机（型
号：Ｈｅｒａｅｕｓ Ｍｅｇａｆｕｇｅ １６） （美国赛默飞公司）；生物

安全柜（美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司，型号：Ｔｙｐｅ Ａ２）； 化学

发光凝胶成像仪（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，型号：Ｃｈｅｍｉ⁃
Ｄｏｃ ＭＰ）；电泳仪（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号：Ｐｏｗ⁃
ｅｒｐａｃ Ｂａｓｉｃ Ｐｏｗｅｒ Ｓｕｐｐｌｙ）
１． ２　 方法

１． ２． １　 小鼠尾部组织基因组 ＤＮＡ 的提取　 子鼠 １
周龄时，将小鼠尾部组织剪取长约 ０. ２ ｃｍ 的小段于

１. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，在 ＥＰ 管中加入 ５０ μｌ Ｂｕｆｆｅｒ ＭＰ，２
μｌ Ｆｏｒｅｇｅｎｅ Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｐｌｕｓ，６５ ℃金属浴 ３０ ｍｉｎ，然后

９５ ℃水浴 ５ ｍｉｎ，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。
１． ２． ２　 ＰＣＲ 扩增反应及琼脂糖凝胶电泳进行的基

因型鉴定 　 小鼠基因型鉴定引物序列： Ｅ７６ＫＮｅｏ
Ｆｏｒｗａｒｄ， ５′⁃ＴＧＧＧＡＡＧＡＣＡＡＴＡＧＣＡＧＧＣＡ⁃３′； Ｅ⁃
７６ＫＮｅｏ Ｒｅｖｅｒｓｅ，５′⁃ＣＣＣＡＣＴＣＡＣＣＴＴＧＴＣＡＴＧＴＡ⁃３′；
Ｍｘ１⁃ｃｒｅ Ｆｏｒｗａｒｄ， ５′⁃ＧＡＣＣＡＧＧＴＴＣＧＴＴＣＡＣＴＣ⁃３；
Ｍｘ１⁃ｃｒｅ Ｒｅｖｅｒｓｅ， ５′⁃ ＴＡＧＣＧＣＣＧＴＡＡＡＴＣＡＡＴ⁃３′。
ＰＣＲ 反应体系：２ × ＰＣＲ 反应缓冲液 １０ μｌ，前引物

０. ５ μｌ，后引物 ０. ５ μｌ，超纯水 ５ μｌ，ＤＮＡ 模板 ４ μｌ，
总体积 ２０ μｌ。 ＰＣＲ 反应程序：Ｅ７６Ｋ 扩增反应程序

为：① ９４ ℃、３ ｍｉｎ；② ９４ ℃、３０ ｓ；③ ５５ ℃、３０ ｓ；④
７２ ℃、３０ ｓ；⑤ ７２ ℃、５ ｍｉｎ；⑥ ４ ℃保持。 ② ～④为

循环反应，循环数为 ３２。 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ 扩增反应程序为：

① ９４ ℃、３ ｍｉｎ；② ９４ ℃、３０ ｓ；③ ５８ ℃、３０ ｓ；④ ７２
℃、６０ ｓ；⑤ ７２ ℃、５ ｍｉｎ；⑥ ４ ℃保持。 ② ～ ④为循

环反应，循环数为 ２８。 琼脂糖凝胶电泳：琼脂糖 １. ５
ｇ，５ × ＴＡＥ 缓冲液 ２ ｍｌ，双蒸水 ９８ ｍｌ，溴化乙啶

（ＥＢ）５ μｌ，ＤＮＡ 样本 １０ μｌ，电泳电压 ９０ Ｖ，时间 ４０
ｍｉｎ，凝胶成像仪成像。
１． ２． ３ 　 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 小鼠的获得 　 取经

ＰＣＲ 鉴定的基因型 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 的小鼠，待
其长至 ４ 周龄时按照 ２０ μｇ ／只的剂量腹腔注射 ｐＩ⁃
ｐＣ，每隔 １ ｄ 注射 １ 次，共 ３ 次，注射完成后 ３０ ｄ 左

右即可用于实验。
１． ２． ４ 　 原代骨髓 ＭＳＣ 的分离　 取基因型为 Ｍｘ１⁃
ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 的雄性小鼠，
脱颈处死后放入 ７５％的乙醇中消毒 １０ ｍｉｎ，在生物

安全柜内，按照无菌操作原则分离其股骨和胫骨，用
ＰＢＳ 清洗，剪去两侧干骺端，用 １ ｍｌ 注射器吸取 ＰＢＳ
反复冲洗骨髓腔直至骨髓腔发白为止，收集骨髓冲

洗液置于 １５ ｍｌ 离心管中；１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ
后去上清液，用含 １０％ ＦＢＳ 的低糖 ＤＭＥＭ 完全培养

基吹打沉淀，制成单细胞悬液，以 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ 为
密度将细胞接种在大皿中，放入细胞培养箱中培养；
２ ｄ 后半换液，５ ｄ 后全换液，之后每 ２ ～ ３ ｄ 换 １ 次

液，当细胞长至 ８０％ 进行传代，传至第 ３ 代用于实

验。
１． ２． ５　 ＭＳＣ 的鉴定　 在 ２４ 孔板中放入细胞爬片，
取正在培养的第 ３ 代 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 和 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＭＳＣ
消化后制成单细胞悬液并计数，保持每孔液体体系

为 ０. ５ ｍｌ，每孔种入 ２ × １０４ 个细胞，每组 ３ 个复孔，
共两组，在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 浓度条件下培养 ４８ ｈ，之
后吸弃各孔培养基，加入 ４％ 的多聚甲醛固定 ０. ５
ｈ，室温下用 １０％ 的山羊血清封闭 １ ｈ，用含有 １％
ＢＳＡ 和 ０. ２５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 以 ２００ ∶ １ 的比

例稀释一抗（Ｓｃａ⁃１），每孔加入 ２００ μｌ，４ ℃孵育过

夜（超过 １２ ｈ），用上述试剂以 １ ０００ ∶ １ 稀释二抗，
每孔加入 ２００ μｌ，避光条件下在常温孵育 １. ５ ｈ，用
ＤＡＰＩ 室温避光染细胞核 ５ ｍｉｎ，滴加抗荧光淬灭剂

封片，风干并拍照计数。
１． ２． ６　 细胞免疫荧光实验　 在 ２４ 孔板中放入细胞

爬片， 取正在培养的第 ３ 代 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 和 Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＭＳＣ 消化后制成单细胞悬液并计数，每孔

种入 ２ × １０４ 个细胞，每组 ３ 个复孔，共 ６ 组；４ ～ ６ ｈ
后，对照组和实验组分别换上完全培养基和加了相

应浓度的分子变构抑制剂（ ＳＨＰ０９９ 和 ＥＴ０７０ 的浓

度均为 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的培养基，在细胞培养箱中培养
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４８ ｈ，期间每 ２４ ｈ 更换相应的培养基；４８ ｈ 后，吸弃

各孔培养基，后续操作参照 １. ２. ５ 项进行。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 消化离心的细胞沉淀用

ＲＩＰＡ 重悬，置于冰上 ３０ ｍｉｎ，每 ４ ～ ５ ｍｉｎ 振荡 ３ ～ ５
ｓ，在 ４ ℃条件下以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，吸出

上清液转移至新 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管；用 ＢＣＡ 方法测蛋白

浓度并绘制标准曲线；按照 ５ × 上样缓冲液体积：蛋
白体积为 １ ∶ ４，加入上样缓冲液，９９ ℃水浴加热蛋

白 １０ ｍｉｎ；制备 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，根据 ＢＣＡ 结果上

样后进行电泳和 ＰＶＤＦ 膜转膜，用 ５％ 的脱脂牛奶

封闭 １ ｈ 以上，分别将膜置于稀释好的一抗中，４ ℃
条件下孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗膜，室温孵育二抗 １ ｈ，洗
膜后显影。
１． ２． ８ 　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 取状态良好的细胞进行离心

消化并计数，将细胞悬液调制浓度为 １ × １０４ ／ ｍｌ，９６
孔板每孔加入 ２００ μｌ 细胞悬液，每组 ５ 个复孔，每
板 ６ 组，需要 ４ 个 ９６ 孔板（０、２４、４８、７２ ｈ）；铺板后 ４
～ ６ ｈ 后实验组和对照组分别换成加变构抑制剂的

完全培养基和普通完全培养基，培养至相应时间点

后取出检测（０ ｈ 的无需继续培养），期间每 ２４ ｈ 更

换每个孔相应的培养基；当达到相应时间时，取出孔

板，在各孔中加入 ２０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，培养箱中继续

孵育 ２ ～ ４ ｈ；孵育结束后，用酶标仪检测其在 ４８０
ｎｍ 处吸光度值。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件进行数据

分析，进行方差齐性检验、正态性检验。 计量资料实

验数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 单变量两组资料之间的比较

采用 ｔ 检验；多组资料之间的比较采用单因素方差

分析；方差不齐则采用非参数检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠基因型鉴定结果 　 将工具鼠 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ 与

Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ⁃ｎｅｏ ／ ＋ 的 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠杂交，得到的小鼠通

过基因型鉴定确定得到 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ （２、１０、
１５、１８、１９、２１、２４、２５、２６ 号）和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋

（３、４、７、９、１０ 号）小鼠。 见图 １。
２． ２ 　 ＭＳＣ 细胞形态及鉴定 　 分离 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 两种基因型小鼠的

ＭＳＣ 并进行体外传代培养，在培养过程中观察到

ＭＳＣ 呈集落式贴壁生长，细胞呈梭形，放射状排列，
并伸出长短不一粗细不均的突起并且伴随传代数增

加，细胞形态趋于统一。 见图 ２Ａ。 细胞免疫荧光检

测显示，第３代细胞的表面抗原蛋白均表达干细胞

图 １　 小鼠基因型鉴定结果

表面抗原 Ｓｃａ⁃１（图 ２Ｂ、Ｃ），由此可确定分离所得细

胞为 ＭＳＣ。
２． ３ 　 细胞免疫荧光实验观察变构抑制剂 ＳＨＰ０９９
和 ＥＴ０７０ 对 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 激活突变的 ＭＳＣ 内的

ＳＨＰ２ 的相分离现象的影响　 细胞免疫荧光染色结

果显示，与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组相比，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组 ＭＳＣ 在

显微镜下可观察到更多的 ＳＨＰ２ 蛋白由相分离而产

生的生物分子冷凝物，且两组 ＭＳＣ 细胞内形成的冷

凝物的数量差异有统计学意义（图 ３Ａ，ｔ ＝ ２１. ６２，Ｐ
＜ ０. ０００ １）；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相比较，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋

＋ ＳＨＰ０９９ 组和 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组的 ＭＳＣ 在显

微镜下可见的 ＳＨＰ２ 蛋白由相分离而产生的生物分

子冷凝物明显减少，差异有统计学意义 （图 ３Ｂ，
ｔＳＨＰ０９９ ＝ ２０. ５４，ｔＥＴ０７０ ＝ ２３. ８８，Ｐ ＜ ０. ０００ １）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验表明，野生型和突变型 ＭＳＣ 以及添加变构

抑制剂 ＳＨＰ０９９ 和 ＥＴ０７０ 作用之后，细胞内 ＳＨＰ２ 蛋

白本身的表达水平几乎没有差异（图 ３Ｃ）。
２． ４　 ＭＳＣ 中 Ｅ７６Ｋ 突变的 ＳＨＰ２ 蛋白的相分离被

抑制后干细胞的增殖能力的变化 　 用 ＣＣＫ⁃８ 试剂

盒检测 ６ 个组细胞药物作用后第 ０、２４、４８、７２ ｈ ４ 个

时间段细胞生长密度及各组各个时间点吸光度值并

进行统计分析，如图 ４ 所示，实验结果显示，与

ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ 突变组相比， ＳＨＰ２ＷＴ 组 （ ｔ ＝ １０. ３６， Ｐ ＜
０. ０１）、 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组 （ ｔ ＝ ４２. ３１， Ｐ ＜
０. ００１）、 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ ＋ ＥＴ０７０ 组 （ ｔ ＝ ３２. ０２， Ｐ ＜
０. ０００ １）细胞的吸光度值均下降，差异有统计学意

义。 结果提示 ＭＳＣ 增殖能力较差。
２． ５　 抑制 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 突变的 ＭＳＣ 中 ＳＨＰ２ 的相

分离之后 ＭＳＣ ＥＲＫ 及 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 信号通路部

分相关蛋白活化的改变 　 提取药物处理了 ４８ ｈ 的

野生型和突变型的ＭＳＣ 的总蛋白，通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
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图 ２　 成功分离并培养 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 和 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＭＳＣ
　 　 Ａ１ － ３：依次是第 ２、４、９ 代野生型 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 小鼠 ＭＳＣ 细胞形态图 × １００；Ａ４ － ７：依次是第 ０、２、５、１５ 代突变型 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 小鼠 ＭＳＣ 细

胞形态图 × １００；Ｂ、Ｃ：免疫荧光染色鉴定 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 、Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＭＳＣ 表面抗原 × ４００

图 ３　 免疫荧光检测实验组和对照组 ＳＨＰ２ 蛋白由于相分离产生的冷凝物液滴数量

并且通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测实验组和对照组 ＳＨＰ２ 蛋白的表达差异

　 　 Ａ：免疫荧光实验对野生型和突变型 ＭＳＣ 内的 ＳＨＰ２ 蛋白染色结果及两种细胞内 ＳＨＰ２ 蛋白产生冷凝物液滴数量的统计 × １００；Ｂ：免疫荧

光实验对突变组和加药组 ＭＳＣ 内 ＳＨＰ２ 蛋白染色结果及相应蛋白冷凝物产生液滴数量的统计 × １００；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＳＨＰ２ 蛋白表达结果

图及差异统计；ａ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组；ｂ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组；ｃ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组；ｄ：Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组；ｅ：Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组； ｆ：Ｐｔ⁃

ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组；与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组比较：＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １
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图 ４　 ＭＳＣ 的 ＳＨＰ２ 发生 Ｅ７６Ｋ 突变以及

相分离被抑制之后细胞增殖能力的变化

　 　 与 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ 组比较： ∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜
０. ０００ １

实验检测与细胞增殖和代谢相关的蛋白的表达水

平，结果显示：与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组相比， Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋
ＳＨＰ０９９ 组 （ ｔ ＝ ２２. ２， Ｐ ＜ ０. ０００ １ ）、 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋
ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝ ５５. ８，Ｐ ＜ ０. ０００ １）ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达减

少；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相比，Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组

（ ｔ ＝ ９６. ８７，Ｐ ＜ ０. ０００ １）、Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组（ ｔ
＝ ４１. １４， Ｐ ＜ ０. ０００ １） ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达减少 （图

５Ｂ、Ｃ）。 此结果提示 ＳＨＰ２ 相分离被抑制后 Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＭＳＣ ＥＲＫ 蛋白活化程度降低（图 ５Ａ）。
ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 信号通路相关蛋白表达检测显示：
ｍＴＯＲ 蛋白、ＡＭＰＫ 蛋白的相对表达量在实验组和

对照组之间差异无统计学意义（图 ５Ｅ、Ｆ）。 而 ｐ⁃
ＡＭＰＫ 蛋白的相对表达统计结果显示：与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋

组相比较，Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组（ ｔ ＝ ４. ５７３，Ｐ ＜
０. ０５）、Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝ １０. ２５，Ｐ ＜ ０. ００１）
蛋白 表 达 增 加； 与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组 相 比 较， Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组（ ｔ ＝ １７４. ３，Ｐ ＜ ０. ０００ １）、Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝ ７４. ８２，Ｐ ＜ ０. ０００ １）蛋白

表达增加（图 ５Ｇ）。 ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白的相对表达统计

结 果 显 示： 与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组 相 比， Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋
ＳＨＰ０９９ 组 （ ｔ ＝ ４６. ９８，Ｐ ＜ ０. ０００ １）、 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋
ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝ ３８. ２７，Ｐ ＜ ０. ０００ １）蛋白表达减少；与
Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相比， Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组（ ｔ ＝
３７. ３９， Ｐ ＜ ０. ０００ １）、Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝
１１３. ３，Ｐ ＜ ０. ０００ １）蛋白表达减少（图 ５Ｈ）；ｐ７０ｓ６ｋ
蛋白 的 相 对 表 达 统 计 结 果 显 示： 与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋

组相比， Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组 （ ｔ ＝ ４７. ００， Ｐ ＜

０. ０００ １）、Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组 （ ｔ ＝ １９. ３８， Ｐ ＜
０. ０００ １）蛋白表达减少；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组相比，Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组（ ｔ ＝ ４３. ２９，Ｐ ＜ ０. ０００ １）、Ｐｔ⁃
ｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组（ ｔ ＝ ４９. ６３，Ｐ ＜ ０. ０００ １）蛋白

表达减少（图 ５Ｉ）。 此结果提示，ＳＨＰ２ 相分离被抑

制后， Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＭＳＣ ＡＭＰＫ 蛋白被活化，并且

ｍＴＯＲ 的磷酸化被抑制，导致下游蛋白 ｐ７０ｓ６ｋ 表达

减少（图 ５Ｄ）。

３　 讨论

　 　 据相关报道［４］，在横纹肌肉瘤中发现了 Ｐｔｐｎ１１
的激活突变，但其机制尚不清楚。 Ｐｔｐｎ１１ 是一种原

癌基因，它编码的 ＳＨＰ２ 蛋白是非受体蛋白酪氨酸

磷酸酶家族的一员。 ＳＨＰ２ 蛋白的构象在生理状态

下自我抑制，几乎没有催化活性，当 Ｐｔｐｎ１１ 发生突

变导致 ＳＨＰ２ 蛋白活性异常时，蛋白的蛋白酪氨酸

磷酸酶结构域暴露，从而使酪氨酸磷酸酶活性的作

用发挥出来［８］。 研究［７，９ － １０］ 表明在 ＳＨＰ２ 异常突变

中，Ｅ７６Ｋ 突变为第 ７６ 位的谷氨酸突变为赖氨酸，其
ＳＨＰ２ 的磷酸酶催化活性相较于其他突变较高，是目

前 Ｐｔｐｎ１１ 突变中最活跃的激活突变之一。 而肉瘤

的发生与 ＭＳＣ 的恶性转化之间有密切联系，ＭＳＣ 的

转化主要通过敲除抑癌基因、过表达癌基因和给药

影响信号通路等方法实现［５，１１］。 近年来，大量研究

表明癌症的发生与原致癌蛋白相分离有关［１２ － １４］，但
是肉瘤的发生发展与蛋白相分离是否有关，目前还

没有相关研究报道。
　 　 课题组既往的实验［３］ 表明，ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ突变细胞

增殖能力远远高于野生型细胞，而细胞的恶性转化

总是伴随恶性增殖。 本研究利用了 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 激

活突变类型小鼠，分离与肉瘤发生密切相关的 ＭＳＣ
作为实验工具，通过使用两种分子构象抑制剂

（ＳＨＰ０９９ 和 ＥＴ０７０）抑制 ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ激活突变蛋白的

相分离，检测相分离被抑制之后突变细胞增殖能力

的变化及相应蛋白表达的改变。 实验结果显示

ＳＨＰ２Ｅ７６Ｋ激活突变后蛋白在细胞内产生了更多相分

离，并且由此刺激了 ＥＲＫ 及 ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 信号通路

活化，促进了 ＭＳＣ 增殖。 由于细胞的恶性转化总是

伴随着细胞增殖能力异常增强，可以以此为切入点，
深入探究 ＳＨＰ２ 激活突变的蛋白产生的相分离与

ＭＳＣ 恶性转化之间关系，并可以进一步研究肉瘤治

疗新的靶点，为其临床治疗提供新的依据。
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图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＭＳＣ 细胞总蛋白中 ＥＲＫ 通路、ＡＭＰＫ⁃ｍＴＯＲ 通路部分蛋白的表达情况及统计图

　 　 Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ６ 组 ＭＳＣ 内参蛋白、ＥＲＫ、ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达显影结果；Ｂ、Ｃ：ＥＲＫ、ｐ⁃ＥＲＫ 蛋白表达统计学分析图；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ６
组 ＭＳＣ 内参蛋白、ｍＴＯＲ、ｐ⁃ｍＴＯＲ、ＡＭＰＫ、ｐ⁃ＡＭＰＫ、ｐ７０ｓ６ｋ 蛋白表达显影结果；Ｅ、Ｆ：ｍＴＯＲ 蛋白、ＡＭＰＫ 蛋白的相对表达量在实验组和对照组

之间差异的统计学分析；Ｇ：ｐ⁃ＡＭＰＫ 蛋白表达差异的统计学分析；Ｈ：ｐ⁃ｍＴＯＲ 蛋白表达差异的统计学分析；Ｉ：ｐ７０ｓ６ｋ 蛋白表达差异的统计学分

析；ａ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组；ｂ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组；ｃ：Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ 组；ｄ：Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组；ｅ：Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ 组； ｆ：Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋
ＥＴ０７０ 组；与 Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ 组比较：＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １
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ＰＮ１１Ｅ７６Ｋ⁃ＮＥＯ ／ ＋ Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｏｕｓｅ ｗｅｒｅ ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈ Ｍｘ１⁃ｃｒｅ ｔｏｏｌ ｍｉｃｅ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ Ｍｘ１⁃ｃｒｅ；Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋
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ｚｙｍｅ ａｎｄ ｍｕｔａｔｅ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ｉｎ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ（ＭＳＣ）． Ｔｈｅ Ｍｘ１⁃ｃｒｅ； Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｍｘ１⁃
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ｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｗｉｔｈ Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＭＳＣ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＭＳＣ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｔｗｏ
ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ６ ｇｒｏｕｐｓ ｂｙ ａｄｄｉｎｇ ｄｒｕｇｓ： Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ； Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ ｇｒｏｕｐ； Ｐｔ⁃
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳＨＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳＨＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． ＣＣＫ⁃８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ
ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＲＫ ／
ｐ⁃ＥＲＫ，ＡＭＰＫ ／ ｐ⁃ＡＭＰＫ， ｍＴＯＲ ／ ｐ⁃ｍＴＯＲ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｒｏｕｐｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ Ｍｘ１⁃
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ｔｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ，ＳＨＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｍｏｒｅ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｎ⁃
ｄｅｎｓａｔｅｓ， ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ ＳＨＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ ａｎｄ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋

＋ ＥＴ０７０ ｇｒｏｕｐｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｌｅｓｓ ｐｈａｓｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｅｓ． Ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＳＨＰ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＭＳＣ ｉｎ Ｐｔ⁃
ｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ ａｎｄ Ｐｔｐｎ１１ ＋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃ｍＴＯＲ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＡＭＰＫ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＭＳＣ ｉｎ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＳＨＰ０９９ ａｎｄ Ｐｔｐｎ１１Ｅ７６Ｋ ／ ＋ ＋ ＥＴ０７０ ｇｒｏｕｐｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ⁃ＥＲＫ ａｎｄ ｐ⁃
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