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摘要　 目的　 探讨 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织中表达及其对骨

肉瘤细胞增殖和凋亡的影响。 方法　 通过免疫组化和 ｑＰＣＲ
的方法检测 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤及癌旁组织中的表达情况，
同时还通过 ｑＰＣＲ 检测 ＦＡＳＴＫＤ４ 在不同骨肉瘤细胞中的表

达情况，根据结果选择 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞作为研究对象，细胞转染

ＦＡＳＴＫＤ４ 小干扰 ＲＮＡ（ ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组） 及对照阴性序列

（ｓｈＣｔｒｌ 组）。 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后细胞中 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 高内涵筛选和 ＣＣＫ⁃８ 检测细

胞增殖，基质胶成球实验检测细胞克隆形成能力，流式细胞

仪检测细胞凋亡。 结果　 免疫组化和 ｑＰＣＲ 结果显示 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 在骨肉瘤组织中表达水平高于癌旁组织（Ｐ ＜ ０. ０５），与
ｓｈＣｔｒｌ 组比较，ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组骨肉瘤增殖能力受到抑制（Ｐ ＜
０. ０５），且 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组骨肿瘤细胞形成的克隆球直径小于

ｓｈＣｔｒｌ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组骨肿瘤细胞凋亡率高于

ｓｈＣｔｒｌ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织中高表

达，沉默 ＦＡＳＴＫＤ４ 可以抑制骨肉瘤细胞增殖和克隆能力，并
促进肿瘤细胞凋亡，进一步研究显示 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除使

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路失活。
关键词　 骨肉瘤；ＦＡＳＴＫＤ４；癌旁组织；Ｓａｏｓ⁃２
中图分类号　 Ｒ ７３８． １
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２２）０３ － ０３５５ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２２． ０３． ００４

　 　 骨肉瘤是恶性程度最高的肿瘤之一，好发于儿

童和青少年，目前以手术治疗和化学治疗为主，复发

率较高，预后往往不佳［１ － ３］。 过去三十年来，骨肉瘤

患者的预后并未改变，凸显了临床对新研究、新方法

的需求［４］。 肿瘤的发生、发展涉及多个基因、多个

环节的调控异常，寻找有效的靶基因治疗骨肉瘤可

能会有效的改善其预后［５ － ６］。
　 　 Ｆａｓ 活化激酶结构域蛋白 ４ （ｆａｓｔ ｋｉｎａｓｅ ｄｏｍａｉｎ⁃
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ４，ＦＡＳＴＫＤ４）也被称为细胞周期进

程修复蛋白 ２（ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｔｏｒａｔｉｏｎ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ２，ＣＰＲ２）和转化生长因子 β 调节蛋白 ４（ ｔｒａｎｓ⁃
ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｅｔａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ４ ，ＴＢＲＧ４），是一

种线粒体蛋白，广泛分布在整个线粒体基质中，能够

调节线粒体中 ＲＮＡ 的表达［７］。 ＦＡＳＴＫＤ４ 在之前的

研究报道中较少，２０１４ 年 Ｗｏｌｆ ｅｔ ａｌ［８］ 首次通过 Ｍｉ⁃
ｔｏＳｔｒｉｎｇ 测试发现 ＦＡＳＫＴＤ４ 是一种新的线粒体蛋

白。 随后 ２０１７ 年 Ｂｏｅｈｍ ｅｔ ａｌ［７］证实 ＦＡＳＫＴＤ４ 对线

粒体能量代谢有着重要的调节作用，这也是首次证

实 ＦＡＳＴＫＤ４ 可以通过影响线粒体，从而进一步干预

肿瘤的发生发展。 但是 ＦＡＳＴＫＤ４ 对骨肉瘤是否有

影响，目前尚无研究。 为了明确 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤

中的作用，该研究拟检测 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织和

骨肉瘤细胞中的表达，并通过小干扰 ＲＮＡ 沉默骨肉

瘤细胞中的 ＦＡＳＴＫＤ４，观察其对骨肉瘤细胞生物学

的影响。

１　 材料与方法

１． １　 标本的采集　 收集 ２０１７—２０１９ 年安徽医科大

学第四附属医院 ３０ 例骨肉瘤患者的股骨远端骨肉

瘤标本。 通过免疫组化和 ｑＰＣＲ 检测骨肉瘤组织和

癌旁组织中 ＦＡＳＴＫＤ４ 的表达。
１． ２　 细胞系　 骨肿瘤细胞系 Ｓａｏｓ⁃２、ＨＯＳ 和成骨细

胞株均购自中国科学院上海细胞库。 使用含 １０％
胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青 －链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养

基，并在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的环境中进行细胞培养。
１． ３　 免疫组化　 将骨肉瘤组织和癌旁组织切片进

行福尔马林固定和石蜡包埋后，切片（５ μｍ）进行免

疫组 化。 用 抗 ＦＡＳＴＫＤ４ 的 一 抗 （ 兔 抗， 浓 度

１ ∶ １ ０００，ＣＳＴ）４ ℃孵育过夜，重复洗涤后再用二抗

孵育 ３０ ｍｉｎ。 最后切片用 ＤＡＰＩ 染色，并用苏木精

复染。
１． ４　 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 慢病毒的构建与转染 　 为了有

效阻止 ＦＡＳＴＫＤ４ 的表达，本研究构建了靶向干扰

ＦＡＳＴＫＤ４ 的 小 干 扰 ＲＮＡ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ） 慢病毒载体。 方法如下：靶向干扰 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 的 ｓｈＲＮＡ 的干扰序列为 ＧＴＴＣＴＴＣＡＧＣＣＴＧＧ⁃
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ＴＡＣＡＴ。 被用于对照组的，加扰（ｓｃｒａｍｂｌｅｄ） ｓｈＲＮＡ
（ｓｈＣｔｒｌ）的干扰序列为 ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ。
相关茎环结构的 ＤＮＡ ｏｌｉｇｏ （ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ） 被合

成，并被植入 ｐＧＶ１１５⁃ＧＦＰ 慢病毒载体（上海吉凯基

因医学科技股份有限公司）。 通过这个慢病毒表达

系统来构建 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｃｒａｍｂｌｅｄ ｓｈＲＮＡ。 为了

进行慢病毒转染，用 ６ 孔板培养 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞，并根据

ＭＯＩ 加入 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒。 转染后 ７２
ｈ 左右，荧光显微镜观察绿色荧光蛋白（ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）的表达情况。 转染 １２０ ｈ 后，收
集细胞进行 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲减效率。
１． ４． １　 ＲＮＡ 提取和 ｑＰＣＲ 检测　 按照说明书的方

法，使用 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解肿瘤组织、癌旁组织和肿瘤细胞

并收集 ＲＮＡ。 每个样本取 ２. ０ μｇ ＲＮＡ 在 Ｍ⁃ＭＬＶ
逆转录酶和 ｏｌｉｇｏ ｄＴ 作用下合成 ｃＤＮＡ。 使用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂进行 ｑＰＣＰ 实验，并在 ＡＢＩ
７５００ ＱＰＣＲ 仪进行检测。 使用 ＧＡＰＤＨ 做为内参。
ＦＡＳＴＫＤ４ 的正向引物为 ５′⁃ ＣＡＧＣＴＣＡＣＣＴＧＧＴＡ⁃
ＡＡＧＣＧＡＴ⁃３′， 反 向 引 物 为 ５′⁃ＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴ⁃
ＧＣＴＣＧＴＴＣＣＴＴＣ⁃３′ （１９４ ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ 的正向引物

为 ５′⁃ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ⁃３′， 反向引物

为 ５′⁃ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ⁃３′（１２１ ｂｐ）， 参

考 ＧＡＰＤＨ 的表达结果标准化 ＦＡＳＴＫＤ４ 的表达结

果。 用 ＤＮＡ 相对拷贝数和相对表达量（２ － ΔΔＣｔ） 表

示 ＦＡＳＴＫＤ４ 基因的相对表达量。
１． ４． ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 为了检测 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞中

ＦＡＳＴＫＤ４ 的敲减效率，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的方法检

测细胞中 ＦＡＳＴＫＤ４ 蛋白的表达水平。 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞

被转染 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒后培养 ７２ ｈ，然
后用 ＰＢＳ 洗涤，并用预冷的 ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 进行裂解。
细胞裂解液在 ４ ℃，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收集

上清液，并用 ＢＣＡ 试剂盒检测蛋白水平。 ４０ ｍｇ 的

蛋白被 ８％ ～ １２％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 溶解后转移到

ＰＶＤＦ 膜上，然后用 ＴＢＴＳ 配制的 ５％的脱脂牛奶封

闭 ＰＤＶＦ 膜 １ ｈ，一抗 ４ ℃孵育过夜，ＴＢＴＳ 液洗涤 ３
次后，二抗孵育室温孵育 １ ｈ，使用 ＥＣＬ 法显影。
１． ４． ３　 细胞增殖实验　 通过高内涵筛选的方法检

测 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒转染的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞

的增殖。 将处于对数生长期并转染 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和

ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞按 ２ × １０３个 ／孔种植到

９６ 孔板中。 在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２环境中培养 ４ ｄ，且每

天用高内涵细胞分析仪 ＣｅｌｌｏｍｉｃｓＡｒｒａｙＳｃａｎ ＶＴＩ
（Ｔｈｅｒｍｏ） 检测读板一次并定量细胞数量，连续检测

读板 ４ ｄ，实验重复 ３ 次。

　 　 除了高内涵筛选的方法，本研究还采用 ＣＣＫ⁃８
试剂盒来检测 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒转染的

Ｓａｏｓ⁃２ 细胞的增殖。 按 ２ × １０３ 个 ／孔将细胞种植到

９６ 孔板中，连续培养 ４ ｄ。 每天在每孔加入 １０ μｌ
ＣＣＫ⁃８ 溶液 ３７ ℃ 孵育 ４ ｈ，酶标仪 ＥＬｘ８００ Ａｂｓｏｒ⁃
ｂａｎｃｅ Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ （ ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，
Ｗｉｎｏｏｓｋｉ，ＶＴ，ＵＳＡ） 选择 ４９０ ｎｍ 检测 ＯＤ 值，连续

检测 ４ ｄ。 所有实验重复 ３ 次。
１． ４． ４　 细胞克隆形成实验　 将处于对数生长期的

ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒转染的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞与基

质胶混匀后，１ × １０３ 个 ／孔将细胞种植到 ２４ 孔板

中，使用含有 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＥＧＦ、１０ ｎｇ ／ ｍｌ ｂ⁃ＦＧＦ、５ μｇ ／
ｍｌ 胰岛素和 ０. ４％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液

培养 １２ ｄ，并在 １、６、１２ ｄ 时进行荧光拍照，每组实

验重复 ３ 次。 并用荧光图像分析软件（ ＰｈｅｎｏＲｉｐ⁃
ｐｅｒ）测量克隆球直径。
１． ４． ５　 细胞凋亡检测　 采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ 凋亡

试剂盒检测细胞凋亡。 将 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢
病毒转染的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞培养 ４８ ｈ 后，收集细胞，并
用 ＰＢＳ 洗涤，用细胞染色液调整细胞浓度为 １ ×
１０６ ／ ｍｌ，每 １００ μｌ 细胞悬液加入 １０ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＡＰＣ 染色，室温避光 １５ ｍｉｎ。 使用 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流

式细胞仪检测细胞凋亡，每组实验重复 ３ 次。
１． ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行统计

学分析，数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，数据比较采用独立样

本 ｔ 检验或单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １ 　 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织和骨肉瘤细胞系中

的表达分析 　 采用免疫组化和 ｑＰＣＲ 的方法检测

ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肿瘤组织中的表达情况，结果见图

１Ａ、Ｂ，ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织中呈高表达，而在癌

旁组织中呈低表达，ｑＰＣＲ 的结果也表明 ＦＡＳＴＫＤ４
ｍＲＮＡ 在骨肉瘤组织中表达水平要高于癌旁组织，
两组之间差异有统计学意义（图 １Ｃ，ｔ ＝ １０. ８６，Ｐ ＜
０. ０５）。 同时 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲＮＡ 在骨肉瘤细胞系

Ｓａｏｓ⁃２ 中表达最高，与 ＨＯＳ 及成骨细胞比较差异有

统计学意义（图 １Ｄ，ｔ ＝ １９. ７２，Ｐ ＜ ０. ０５）。 因此选择

Ｓａｏｓ⁃２ 骨肉瘤细胞系进行后续实验。
２． ２　 慢病毒介导的 ｓｈＲＮＡ 转染骨肿瘤细胞抑制

ＦＡＳＴＫＤ４ 的表达 　 为了评估慢病毒的敲减效率，
Ｓａｏｓ⁃２ 细胞被分别转染 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 慢病毒

载 体。如图２Ａ ～ Ｄ所示，转染７２ ｈ后，ｓｈＦＡＳＴＫＤ４
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图 １　 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤及癌旁组织中的表达

　 　 Ａ：免疫组化显示 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉瘤组织中表达水平　 × １００；
Ｂ：免疫组化显示 ＦＡＳＴＫＤ４ 在癌旁组织中表达水平　 × １００；Ｃ：ｑＰＣＲ
显示骨肉瘤组织和癌旁组织中 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲＮＡ 表达水平，与癌旁组

织比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｄ：ｑＰＣＲ 显示不同骨肉瘤细胞中 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲ⁃

ＮＡ 表达水平，与 ＨＯＳ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，与成骨细胞比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

和 ｓｈＣｔｒｌ 组中超过 ８０％ 的细胞 ＧＦＰ 表达阳性。 随

后，本研究用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的方法验证

ＦＡＳＴＫＤ４ 的表达情况。 如图 ２Ｅ 所示，与 ｓｈＣｔｒｌ 组
比较，ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲＮＡ 的表达下

降 ６１％ ，两组之间差异有统计学意义（ ｔ ＝ １２. ４５，Ｐ
＜ ０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果（图 ２Ｆ）与 ｑＰＣＲ 一致，
同样显示 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组 ＦＡＳＴＫＤ４ 的蛋白表达水平

低于 ｓｈＣｔｒｌ 组。 因此慢病毒介导的 ｓｈＲＮＡ 转染有

效的抑制了 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达。
２． ３ 　 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除抑制骨肉瘤细胞增殖 　 增殖

是肿瘤细胞的一个重要特性，本研究通过高内涵筛

选和 ＣＣＫ⁃８ 实验分析了 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除后对骨肉瘤

细胞增殖的影响。 在高内涵检测实验中，转染

ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 和 ｓｈＣｔｒｌ 的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞，被培养在 ９６ 孔

板中，并且通过 ＣｅｌｌｏｍｉｃｓＡｒｒａｙＳｃａｎ ＶＴＩ 连续观察细

胞 ４ ｄ 生长情况（图 ３Ａ）。 如图 ３Ｂ 所示，与 ｓｈＣｔｒｌ
组比较，ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中细胞增殖能力受到抑制。
培养到第 ４ 天时， ｓｈＣｔｒｌ 组细胞增殖 ３. ０５ 倍，而
ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中细胞增殖 １. ７３ 倍，两者之间差异

有统计学意义（ ｔ ＝ ４. ６８，Ｐ ＜ ０. ０５）。 课题组同时还

用 ＣＣＫ⁃８ 实验检测了 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除对骨肉瘤细胞

增殖能力的影响。 如图 ３Ｃ 所示，ＣＣＫ８ 结果同样显

示了 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中细胞增殖能力低于 ｓｈＣｔｒｌ 组，
两组之间差异有统计学意义（ ｔ ＝ ４. ７２，Ｐ ＜ ０. ０５）。

图 ２　 ＦＡＳＴＫＤ４ 转染效率及转染后细胞中表达水平

　 　 Ａ、Ｂ： ｓｈＣｔｒｌ 组转染细胞后光镜图及荧光图 　 × ２００； Ｃ、Ｄ：
ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组转染细胞后光镜图及荧光图　 × ２００；Ｅ：ｑＰＣＲ 检测细

胞中 ＦＡＳＴＫＤ４ ｍＲＮＡ 表达水平；与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＦＡＳＴＫＤ４ 蛋白表达水平

２． ４　 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除抑制骨肉瘤细胞克隆能力 　
本研究通过基质胶成球实验测定模拟体内三维情况

下肿瘤细胞的克隆和成瘤能力。 肿瘤细胞被接种在

２４ 孔板中，并在 １、６、１２ ｄ 时进行荧光拍照（图 ４Ａ）。
如图 ４Ｂ 所示，在培养 １２ ｄ ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中肿瘤细

胞形成的克隆球直径小于 ｓｈＣｔｒｌ 组，两组之间差异

有统计学意义（ ｔ ＝ １４. ８７，Ｐ ＜ ０. ０５），表明 ＦＡＳＴＫＤ４
敲除后抑制了肿瘤细胞的克隆形成能力。
２． ５ 　 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除诱导骨肿瘤细胞凋亡 　 为了

分析 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除对骨肿瘤细胞凋亡的影响，本实

验采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ 单染法流式细胞仪检测细胞

凋亡（图 ５Ａ）。 检测结果显示 ｓｈＣｔｒｌ 组和 ｓｈＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 组细胞凋亡百分比分别为（２. ３６ ± ０. １１）％ 和

（８. ４１ ± １. ３１）％ （图 ５Ｂ），两组之间差异有统计学

意义（ ｔ ＝ ７. ９７，Ｐ ＜ ０. ０５）。 这表明 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲除

可以诱导骨肿瘤细胞的凋亡。
２． ６ 　 ＦＡＳＴＫＤ４ 的敲除使骨肉瘤细胞中 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路失活　 为了进一步探讨 ＦＡＳＴＫＤ４ 在

骨肉瘤中发生的分子机制，本课题组研究了 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路，这是骨肉瘤中最常见的异常信号通

路之一。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦＡＳＴＫＤ４ 敲低对

Ｓａｏｓ ⁃２细胞中ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ和ＡＫＴ表达的
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图 ３　 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉默后骨肉瘤细胞增殖能力检测

Ａ：高内涵检测细胞生长荧光图；Ｂ：高内涵检测细胞增长倍数；Ｃ：ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增长倍数；与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉默后骨肉瘤细胞克隆形成能力检测

Ａ：基质胶克隆形成荧光图；Ｂ：克隆球直径对比；与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉默后骨肉瘤细胞凋亡检测

Ａ：凋亡流式细胞图；Ｂ：凋亡百分比；与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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影响。 如图 ６Ａ、 Ｂ 所示，与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较， 敲除

ＦＡＳＴＫＤ４ 下调了 ｓｈＦＡＳＴＫＤ４ 组中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ
蛋白的表达，两组之间差异有统计学意义 （ ｔ ＝
２６. ４２、２４. ９８，均 Ｐ ＜ ０. ０５），但在总的 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ
水平上未观察到明显差异。 这些数据进一步说明，
敲除 ＦＡＳＴＫＤ４ 使 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路失活。

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞中 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉默

对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞中 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｔ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 和 ｔ⁃
ＡＫＴ 相关蛋白的表达水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲除 ＦＡＳＴＫＤ４ 相关

蛋白定量分析；在 ＰＩ３Ｋ 信号通路中，与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；在
ＡＫＴ 信号通路中，与 ｓｈＣｔｒｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 随着分子靶向治疗技术的发展以及对骨肉瘤发

生、发展机制研究的深入，目前骨肉瘤的分子靶向治

疗是临床研究的一个热点［９］。
　 　 肿瘤的发生、发展与肿瘤细胞的快速增殖和凋

亡有关。 作为与代谢和凋亡两大癌症标志相关的细

胞器，线粒体正受到越来越多的关注。 研究［７］ 表明

肿瘤中抑癌基因的突变和癌基因的表达是通过作用

线粒体来执行逃避凋亡和改变细胞代谢，进而促进

癌细胞的生长。 ＦＡＳＴＫＤ４ 是线粒体基因中的一种，
被认为是细胞周期相关基因，受到 ＩＬ⁃２ 和 ＪＡＫ３ 的

负调控。 虽然 ＦＡＳＫＴＤ４ 与骨肉瘤之间的直接关系，
目前尚无报道，但 ＦＡＳＫＴＤ４ 也已经被证实与多种肿

瘤的发生有关，有研究［１０］ 表明 ＦＡＳＫＴＤ４ 在肺癌组

织中高表达，敲除 ＦＡＳＫＴＤ４ 后可以下调 ＣＡＶ１ 和

ＲＲＭ２，上调 ＤＤＩＴ３ 来抑制肺癌细胞的增殖并促进

凋亡。 还有研究［１１］发现 ＦＡＳＫＴＤ４ 在鳞状细胞癌中

发挥着重要作用，下调 ＦＡＳＫＴＤ４ 后，可以下调 ＣＡＶ⁃
１ 并引起氧自由基的蓄积，同时抑制线粒体介导的

凋亡反应。 这也证实 ＦＡＳＫＴＤ４ 可以通过影响线粒

体，在肿瘤的发生发展中发挥作用。 因此本课题组

推测 ＦＡＳＴＫＤ４ 可能也参与骨肉瘤的发生、发展。
　 　 本研究的结果表明在 ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肿瘤组织

中表达显著高于癌旁组织。 在细胞实验中，选择了

ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肿瘤细胞中表达最高的 Ｓａｏｓ⁃２ 作为

研究对象，通过细胞转染小干扰 ＲＮＡ 沉默 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 的表达，ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果证实了小

干扰 ＲＮＡ 沉默 ＦＡＳＴＫＤ４ 的有效性。 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉

默后的 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞增殖的数量和克隆球直径均小

于对照组，而凋亡细胞的百分比高于对照组。 这些

结果表明 ＦＡＳＴＫＤ４ 沉默可以有效的抑制 Ｓａｏｓ⁃２ 细

胞的增殖和克隆能力的形成，并促进 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞的

凋亡。 本研究认为 ＦＡＳＴＫＤ４ 促进 Ｓａｏｓ⁃２ 细胞凋亡

可能是导致细胞增殖受限的一个重要原因，这也与

之前 ＦＡＳＴＫＤ４ 在其他肿瘤研究中的报道一致。
　 　 本研究评估了敲除 ＦＡＳＴＫＤ４ 对骨肉瘤细胞中

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的影响。 结果显示，敲除 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 可抑制 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 的表达水平，但在总

的 ＰＩ３Ｋ 和 ＡＫＴ 水平上未观察到明显差异，因此本

研究推测 ＦＡＳＴＫＤ４ 基因表达下调是通过 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ
信号通路抑制骨肉瘤细胞的增殖、转移和诱导细胞

凋亡，进而抑制 ＦＡＳＴＫＤ４ 表达，这可能成为改善骨

肉瘤预后的一个可行方法。 然而，ＦＡＳＴＫＤ４ 在骨肉

瘤进展中的潜在抑瘤机制涉及多个分子水平，需要

进一步研究。 下一步本课题组将进一步研究 ＦＡＳＴ⁃
ＫＤ４ 在骨肉瘤其他细胞中作用的分子机制，为临床

治疗提供坚实的理论基础。
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