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　　［摘要］　目的　观察Ｓｕｆｕ在肺腺癌中的突变情况以及 Ｓｕｆｕ突变后对 Ｇｌｉ１转录调控的变化，探讨
Ｓｕｆｕ对肺腺癌进展的作用。方法　通过ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ网站获取 Ｓｕｆｕ在肺癌中的突变情况；构建４个 Ｓｕｆｕ
单碱基突变载体；在肺腺癌细胞株（Ａ５４９和Ｈ１９７５）中分别对Ｓｕｆｕ进行过表达和敲除；通过细胞划痕实
验检测Ｓｕｆｕ对肺腺癌细胞迁移能力的影响；通过 ＲＴｑＰＣＲ、细胞免疫荧光和双荧光素酶报告基因实验
观测Ｓｕｆｕ突变后对 Ｇｌｉ１转录水平的影响。结果　ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ网站数据显示：Ｓｕｆｕ在肺腺癌中突变率分
别为１１．７６％（肺鳞癌：２／１７）、０．９６％（肺腺癌：６／６２５）、１．０１％（小细胞肺癌：４／３９６）和０．６９％（非小细胞
肺癌：７７／１１２２７）；Ｓｕｆｕ发生突变后，肺癌患者中位生存期显著降低［５４．３４（未突变组）ｖｓ３８．００（突变
组）个月，ＨＲ＝１．９４３，Ｐ＜０．０５］；Ａ５４９细胞对Ｓｕｆｕ敲除敏感，能显著上调Ｇｌｉ１的转录水平（Ｐ＜０．０５）；在
Ａ５４９和Ｈ１９７５中，过表达Ｓｕｆｕ能抑制细胞迁移（Ｐ＜０．０５）；Ｓｕｆｕ突变后，Ｇｌｉ１细胞定位未发生明显改
变；ＳｕｆｕＴ４１１Ｍ突变能上调Ｇｌｉ１的转录水平（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｓｕｆｕ对肺腺癌转移有抑制作用，Ｓｕｆｕ具
有成为肺腺癌转移治疗靶点的潜力。
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　　２０２４年 ２月 ２日，ＷＨＯ国际癌症研究机构
（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＡｇｅｎｃｙｆｏｒＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＣａｎｃｅｒ，ＩＡＲＣ）发
布了２０２２年全球癌症报告，肺癌新增病例 ２５０万，死
亡１８０万，发病率和病死率均为全球第一。随着环境
污染的日益严重，肺癌发病率将在长时间内呈上升趋

势。在新确诊的肺癌患者中，肺腺癌已成为占比最大

的肺癌亚型，在男女性别中比例分别为 ３９％和
５７％［１］。尽管近年来不断有新的抗肿瘤药物问世，尤
其是靶向药物和免疫联合化疗在临床上的应用使得

大量患者受益，但肺癌仍然呈现高病死率。因此，寻

找新的肺癌相关靶点，评估其在整个病程中的影响

和作用，对肺癌的发病特点和预后提供新的解释，具

有重要意义。

　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路是在胚胎发育阶段激活
的重要信号通路，但在成年体细胞内保持静息状态。

Ｓｕｆｕ和Ｇｌｉ１蛋白分别是Ｈｈ信号通路重要的中游抑制
蛋白和下游促癌蛋白，Ｓｕｆｕ可在细胞质中与 Ｇｌｉ１形成
聚合体，阻遏 Ｇｌｉ１入核［２］。一旦 Ｈｈ信号通路激活，
Ｇｌｉ１将与Ｓｕｆｕ解离，进入细胞核，作为正向转录因子，
激活下游靶基因。Ｈｈ信号通路已在基底细胞癌和髓
母细胞瘤等多种肿瘤中被广泛研究［３］。ＬＯ等［４］报

道，Ｇｌｉ１促进胶质瘤侵袭和转移。然而，Ｓｕｆｕ作为肿瘤
抑制因子，在肺腺癌中能否通过抑制 Ｇｌｉ１来抑制肿瘤
转移，尚不清楚。本实验以 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ资源库数据为
起点，以肺腺癌细胞Ａ５４９和Ｈ１９７５为实验对象，构建
４个单碱基突变载体，初步探索 Ｓｕｆｕ在肺腺癌细胞中
的作用机制，为进一步研究Ｓｕｆｕ突变对肺腺癌细胞功
能的影响打下基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　本研究进行质粒提取纯化使用的无内毒素质粒大
提试剂盒（ＤＰ１１７）购自天根生化科技有限公司；构建
单碱基突变载体使用的基因定点突变试剂盒

（Ｄ０２０６Ｓ）购自上海碧云天公司；双荧光素酶报告基因
检测试剂盒（Ｅ１９１０）购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２　数据库分析
　　登录 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ网站，检索泛癌组（ＰａｎＣａｎｃｅｒ

Ｓｔｕｄｉｅｓ）和肺癌组（ＬｕｎｇＣａｎｃｅｒＳｔｕｄｉｅｓ）数据。得出
Ｓｕｆｕ在泛癌中突变情况，Ｓｕｆｕ在肺癌中的突变情况及
肺癌患者生存期差异情况。

１．３　Ｓｕｆｕ过表达慢病毒载体构建
　　ＥＧＦＰＰｕｒｏ空载慢病毒载体和 ＳｕｆｕＭｙｃ普通载
体从课题组内获得［５］。对前者进行酶切，暴露出酶切

位点，对后者进行ＰＣＲ，扩增Ｓｕｆｕ片段，然后通过载体
连接，构建过表达Ｓｕｆｕ的慢病毒载体。
１．４　ＳｕｆｕＣＲＩＳＰＲ基因敲除慢病毒载体构建
　　依托 ＣＲＩＳＰＲＤＢ网站，预测 Ｓｕｆｕ敲除位点为
“ＣＣＡＧＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＴＣＴＧＣＡ”，设计引物：正向 ５′
ＣＡＣＣＧＧＴＧＣＡＧＡＣＡＣＣＡＡＣＧＡＴＣＴＧ３′， 反 向 ５′
ＡＡＡＣＣＡＧＡＴＣＧＴＴＧＧＴＧＴＣＴＧＣＡＣＣ３′。引物配制为
１０μｍｏｌ／Ｌ的溶液，正、反向引物各吸取 ５μＬ至 ＰＣＲ
单管中，移液枪吹打混匀，８００ｒ／ｍｉｎ，离心２ｓ。１００℃
水浴瞬时加热，缓慢降温至室温，引物进行互补配对。

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９质粒载体经ＢｓｍＢⅠ酶切后，与互补的引
物片段进行连接，获得携带 Ｓｕｆｕ敲除位点的 ＣＲＩＳＰＲ
Ｃａｓ９基因敲除载体。
１．５　突变型Ｓｕｆｕ载体构建
　　根据Ｓｕｆｕ单碱基突变位点前后的碱基序列，设计
４对引物（表１），按照试剂盒说明书进行载体克隆。
１．６　细胞免疫荧光
　　将２９３Ｔ细胞培养在共聚焦培养皿中，将 Ｇｌｉ１质
粒进行单转染作为对照组，将Ｇｌｉ１与野生型Ｓｕｆｕ质粒
以及突变型 Ｓｕｆｕ质粒进行共转染作为实验组。各质
粒定量２μｇ。转染后继续培养２４ｈ确保 Ｇｌｉ１充分表
达，对细胞进行固定打孔以及免疫染色。

１．７　Ｓｕｆｕ过表达及Ｓｕｆｕ敲除细胞稳转株的建立
　　在１５ｃｍ皿中培养２９３Ｔ细胞，待细胞融合度接近
７０％时，分别对１．３和 １．４中构建的慢病毒载体进行
病毒包装，转染方案为：ＶＳＶＧ质粒１０μｇ，ｄｅｌｔａ８．９１质
粒１０μｇ，目的载体 ２０μｇ。于 ２４、４８、７２ｈ收集上清
液，经ＰＥＧ８０００浓缩后，在１０ｃｍ细胞培养皿中感染
肺腺癌细胞，分别建立 Ｓｕｆｕ过表达（Ａ５４９／Ｓｕｆｕ和
Ｈ１９７５／Ｓｕｆｕ）和 Ｓｕｆｕ敲除（Ａ５４９ｓｇＲＮＡ和 Ｈ１９７５
ｓｇＲＮＡ）的稳转株。
　　Ｓｕｆｕ过表达对照（Ａ５４９／Ｃｔｒｌ和 Ｈ１９７５／Ｃｔｒｌ）稳转
株通过感染ＥＧＦＰＰｕｒｏ空载慢病毒建立。Ｓｕｆｕ敲除

３４１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）



表１　构建突变载体的引物 （５′→３′）

突变位点 正向引物 反向引物

Ｒ１２３Ｃ ＧＧＴＴＴＴＧＡＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＴＧＴＣＴＧＡＡＧＡＧＡＧＡＡＡＣＴＧＧ ＣＣＡＧＴＴＴＣＴＣＴＣＴＴＣＡＧＡＣＡＡＡＡＧＧＴＣＡＡＣＴＣＡＡＡＡＣＣ

Ｓ３５２Ｆ ＣＴＧＧＡＡＡＧＴＧＡＣＡＧＣＴＴＣＡＣＧＧＣＣＡＴＣＡＴＴＣＣＣ ＧＧＧＡＡＴＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＡＡＧＣＴＧＴＣＡＣＴＴＴＣＣＡＧ

Ｓ３７７Ｆ ＧＡＡＡＴＴＣＡＡＣＣＡＧＧＡＧＴＴＣＧＧＡＧＣＣＣＴＣＡＴＴＣＣＴ ＡＧＧＡＡＴＧＡＧＧＧＣＴＣＣＧＡＡＣＴＣＣＴＧＧＴＴＧＡＡＴＴＴＣ

Ｔ４１１Ｍ ＣＡＴＣＡＣＧＴＴＴＧＴＣＴＣＣＡＴＧＧＧＡＧＴＧＧＡＡＧＧＣＧＣ ＧＣＧＣＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＣＡＴＧＧＡＧＡＣＡＡＡＣＧＴＧＡＴＧ

表２　进行ＲＴｑＰＣＲ的引物 （５′→３′）

基因名 正向引物 反向引物

Ｓｕｆｕ ＣＡＧＣＡＡＡＣＣＴＧＴＣＣＴＴＣＣＡＣＣＡ ＣＡＧＡＴＧＴＡＣＧＣＴＣＴＣＡＡＧＣＴＧＣ

Ｇｌｉ１ ＡＧＣＣＴＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＣ ＧＴＣＡＧＧＡＣＣＡＴＧＣＡＣＴＧＴＣＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ ＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ ＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ

对照（Ａ５４９ｓｇＲＮＡＣｔｒｌ和 Ｈ１９７５ｓｇＲＮＡＣｔｒｌ）稳转株
通过感染ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９空载慢病毒建立。
１．８　实时荧光定量ＰＣＲ
　　设计ＲＴｑＰＣＲ引物（表 ２），分别以 Ａ５４９／Ｃｔｒｌ细
胞和Ａ５４９ｓｇＲＮＡＣｔｒｌ细胞为对照，对在 Ａ５４９中建立
的Ｓｕｆｕ过表达稳转株和Ｓｕｆｕ敲除稳转株进行 Ｓｕｆｕ和
Ｇｌｉ１的转录水平检测。
１．９　双荧光素酶报告基因实验
　　本研究构建了携带 Ｇｌｉ１结合域的 Ｇｌｉ１ＦＬｕｃ报告
基因载体、作为阳性对照的 ｍＧｌｉ１ＦＬｕｃ报告基因载体
和作为内参的空载Ｒｌｕｃ报告基因载体。吸取２９３Ｔ细
胞５×１０５个于６孔板铺匀，培养 １０ｈ后，进行质粒转
染，转染方案如表３所示。转染后继续培养２４ｈ，裂解
细胞，荧光检测方法按照试剂盒说明书进行。

表３　双荧光素酶报告基因实验转染方案

组别 Ｇｌｉ１ＦＬｕｃ ｍＧｌｉ１ＦＬｕｃ ＲＬｕｃ Ｇｌｉ１ Ｃｔｒｌ ＳｕｆｕＷＴ Ｔ４１１Ｍ

１
! ! ! !

２
! ! ! !

３
! ! ! !

４
! ! ! !

５
! ! ! !

６
! ! ! !

１．１０　细胞划痕实验
　　吸取 Ｈ１９７５／Ｓｕｆｕ细胞（实验组）、Ｈ１９７５／Ｃｔｒｌ细
胞（对照组）、Ａ５４９／Ｓｕｆｕ细胞（实验组）、Ａ５４９／Ｃｔｒｌ细
胞（对照组），以１×１０６／孔平铺于６孔板中，过夜后用
无菌２００μＬ枪头沿着无菌直尺在培养皿底部划线。
用ＰＢＳ溶液润洗 ２次细胞，彻底清洗悬浮细胞和血
清，换液成无血清 ＤＭＥＭ培养基。于０、２４、４８ｈ分别
在光镜下同一视野进行拍照，使用ＩｍａｇｅＪ软件计算像
素面积，以划痕愈合率反映细胞的迁移能力。

　　愈合率＝（０ｈ划痕像素面积－４８ｈ划痕像素面积）／
０ｈ划痕像素面积×１００％
１．１１　统计学分析
　　使用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
８．０软件进行统计学分析和图表制作。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验。以 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存
曲线和ｌｏｇｒａｎｋ检验分析 Ｓｕｆｕ的突变、未突变组间生
存率差异。Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｓｕｆｕ突变在肺癌组中表现出更高的风险率
　　ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据显示，在泛癌组７４９７８例患者中，
Ｓｕｆｕ总突变率为 ０．６％。在肺癌组 １２２６５例患者中，
Ｓｕｆｕ的突变率为０．７３％，各肺癌亚型的突变率不一致
（表４）。５７４５例肺癌患者的生存曲线表明，Ｓｕｆｕ发生
突变后，中位生存期［５４．３４（未突变组）ｖｓ３８．００（突变
组）个月，ＨＲ＝１．９４３］显著降低（Ｐ＜０．０５，图１）。本研
究从泛癌组中挑选出 ４个突变位点，分别为 Ｒ１２３Ｃ、
Ｓ３５２Ｆ、Ｓ３７７Ｆ和 Ｔ４１１Ｍ。Ｒ１２３Ｃ指 Ｓｕｆｕ第 １２３位氨
基酸由Ｒ（精氨酸）突变成为 Ｃ（半胱氨酸）；Ｓ３５２Ｆ指
Ｓｕｆｕ第３５２位氨基酸由 Ｓ（丝氨酸）突变为 Ｆ（苯丙氨
酸）；Ｓ３７７Ｆ指Ｓｕｆｕ第３７７位氨基酸由Ｓ（丝氨酸）突变
为Ｆ（苯丙氨酸）；Ｔ４１１Ｍ指 Ｓｕｆｕ第４１１位氨基酸由 Ｔ
（苏氨酸）突变为Ｍ（甲硫氨酸）。

表４　肺癌突变比率的亚型分布数据 ［例（％）］

突变类型
肺鳞癌

（ｎ＝１７）
小细胞肺癌

（ｎ＝３９６）
肺腺癌

（ｎ＝６２５）
非小细胞肺癌

（ｎ＝１１２２７）

碱基突变 ２（１１．７６） ２（０．５１） ５（０．８０） ４２（０．３７）

深度缺失 ０ ０ １（０．１６） ２３（０．２０）

扩增 ０ ２（０．５１） ０ ９（０．０８）

结构变异 ０ ０ ０ ３（０．０３）

总计 ２（１１．７６） ４（１．０１） ６（０．９６） ７７（０．６９）

４４１１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　Ｓｕｆｕ突变与未突变肺癌患者生存率比较

２．２　Ｓｕｆｕ敲除可上调Ａ５４９细胞中Ｇｌｉ１转录水平
　　Ｓｕｆｕ过表达细胞株和基因敲除细胞株的建立是成
功的（图２）。由于外源性Ｓｕｆｕ为添加了Ｍｙｃ和ＥＧＦＰ
的融合蛋白，所以蛋白分子量与内源性 Ｓｕｆｕ不一致，
过表达蛋白通道中Ｓｕｆｕ呈双带。在Ａ５４９的敲除细胞
株中，Ｇｌｉ１的转录水平出现了上调，而过表达 Ｓｕｆｕ对
Ｇｌｉ１转录活性无影响（图 ３），说明在 Ａ５４９细胞中，
Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１转录的抑制作用可能趋于饱和状态，Ｇｌｉ１

转录活性很低，对Ｓｕｆｕ过表达不敏感。
２．３　Ｓｕｆｕ抑制Ａ５４９细胞和Ｈ１９７５细胞的迁移能力
　　分别于０、２４、４８ｈ使用 ４０倍光镜对划痕同一位
置进行拍照（图４Ａ），统计各组细胞划痕愈合率。实验
结果显示：Ａ５４９／Ｓｕｆｕ和Ｈ１９７５／Ｓｕｆｕ细胞的迁移能力均
显著小于对照细胞（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。
２．４　突变型Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１的细胞定位没有影响
　　Ｒ１２３Ｃ、Ｓ３５２Ｆ、Ｓ３７７Ｆ和Ｔ４１１Ｍ质粒载体经测序，
显示克隆成功，序列比对无误（图５）。免疫荧光染色
结果显示：在 Ｇｌｉ１过表达的情况下，其主要定位在细
胞核；在Ｇｌｉ１与Ｓｕｆｕ共表达的情况下，Ｇｌｉ１主要定位
在细胞质，说明Ｓｕｆｕ对 Ｇｌｉ１入核的阻遏作用明显（图
６Ａ）；在 Ｇｌｉ１与突变型 Ｓｕｆｕ共表达的情况下，Ｇｌｉ１的
细胞定位无明显改变（图６Ｂ）。
２．５　突变型Ｓｕｆｕ逆转对Ｇｌｉ１转录的抑制作用
　　双荧光素酶报告基因实验证明了 Ｓｕｆｕ对 Ｇｌｉ１的
转录有抑制作用（Ｐ＜０．０１），而 Ｔ４１１Ｍ突变可以有效
逆转这种抑制（Ｐ＜０．０１，图７）。
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图２　Ｓｕｆｕ过表达稳转株和Ｓｕｆｕ敲除稳转株蛋白表达验证
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图３　ＲＴｑＰＣＲ检测Ａ５４９／Ｓｕｆｕ稳转株和Ａ５４９ｓｇＲＮＡ稳转株中Ｓｕｆｕ和Ｇｌｉ１的表达
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图４　Ｓｕｆｕ抑制肺腺癌细胞的迁移能力

突变前

突变后

突变前

突变后

图５　Ｓｕｆｕ突变载体碱基测序峰图
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图６　突变型Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１细胞定位的影响
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图７　Ｔ４１１Ｍ可以逆转Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１转录活性的抑制
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３　讨论

　　Ｈｈ通路的异常激活被广泛认为是肿瘤发生与进
展的风险因素，Ｓｕｆｕ作为该通路的重要抑制因子，已被
报道为“肿瘤保护蛋白”，其丢失或者突变会导致髓母

细胞瘤和基底细胞癌等多种肿瘤发病率上升［６－７］。然

而，Ｓｕｆｕ却在其他肿瘤中表现出促癌作用。ＦＡＮＧ
等［８］报道了Ｓｕｆｕ在乳腺癌细胞中通过下调Ａｃｓｌ４的表
达进而抑制 ＲＳＬ３诱导的铁死亡，从而提出 Ｓｕｆｕ的靶
向疗法可能成为乳腺癌治疗的新策略。Ｓｕｆｕ对肺腺癌
的调控机制尚不清楚。许多肺腺癌患者，在确诊初期

就已发生肿瘤的转移，导致了患者的高病死率［９］。在

肺腺癌侵袭转移方面寻找新的靶点，具有重要意义。

本研究证明在Ｓｕｆｕ过表达的情况下，肺腺癌细胞迁移
受到了显著性抑制。从 ｃＢｉＯＰｏｒｔａｌ数据来看，Ｓｕｆｕ发
生突变以后，肺癌患者生存期发生显著性降低，说明

Ｓｕｆｕ突变是肺腺癌恶性进展的风险因素。本研究结果
显示，Ｓｕｆｕ可以通过抑制肿瘤转移来抑制肺腺癌恶性
进展，但具体机制还需要进一步研究。

　　Ｇｌｉ１是Ｈｈ通路下游的促癌蛋白，在肿瘤细胞中
可以促进多种抗凋亡基因或促癌基因的转录，如

ＢＣＬ２、ＭＹＣＮ和ＣＣＮＤ１等［１０］。ＬＥＩ等［１１］认为 Ｇｌｉ１在
肺腺癌细胞中可作为肿瘤转移的靶点。既然 Ｇｌｉ１在
肺腺癌中的促癌效应是明确的，而Ｇｌｉ１又受到Ｓｕｆｕ的
抑制，那么Ｓｕｆｕ突变是否通过上调Ｇｌｉ１转录活性来促
进肺腺癌恶性进展，还需要进一步验证。为探究上述

问题，本研究建立了 Ｓｕｆｕ过表达的肺腺癌细胞系。
ＲＴｑＰＣＲ结果显示：在 Ｓｕｆｕ过表达的情况下，Ｇｌｉ１转
录活性无明显变化，这说明 Ｇｌｉ１在肺腺癌细胞的转录
活性本来就很低，Ｓｕｆｕ的抑制作用已趋于饱和；Ｓｕｆｕ
可通过非Ｈｈ通路途径来抑制肺腺癌细胞迁移，这种
可能性在其他肿瘤细胞中已得到证明。ＤＥＮＧ等［１２］

报道，Ｓｕｆｕ在肝癌细胞 ＨＣＣ中通过抑制 ＺＮＦ２８１来抑
制肿瘤迁移和ＤＮＡ修复。为了进一步探究 Ｓｕｆｕ突变
促进肺腺癌恶性进展的机制，本研究对肺腺癌细胞进

行了Ｓｕｆｕ敲除，ＲＴｑＰＣＲ结果显示在 Ｓｕｆｕ敲除细胞
株中，Ｇｌｉ１的转录活性得到显著性上调，说明肺腺癌细
胞对Ｓｕｆｕ的敲除是敏感的。同样，Ｓｕｆｕ发生突变，也
有可能激活 Ｇｌｉ１的转录活性。双荧光素酶报告基因
实验的结果显示，在２９３Ｔ细胞中，Ｓｕｆｕ对 Ｇｌｉ１的转录
活性有抑制作用，而 Ｔ４１１Ｍ能逆转这种抑制。Ｔ４１１Ｍ
是在非小细胞肺癌患者基因组二代测序（ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）中被报道的突变位点［１３］。

Ｔ４１１Ｍ能否在肺腺癌细胞中上调Ｇｌｉ１转录活性，还需
进一步研究。

　　通过查阅文献，发现在不同的疾病中，Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１
转录调控效应不一致，甚至相反。赖舒等［１４］报道，在

小鼠胃溃疡模型中，Ｓｕｆｕ和 Ｇｌｉ１的转录都出现了显著
性上调，并没有体现Ｓｕｆｕ对Ｇｌｉ１的拮抗作用。在胰腺
导管癌细胞中，Ｓｕｆｕ也可通过促进 Ｇｌｉ１转录发挥促癌
作用［１５］。ＳＭＩＴＨ等［１６］报道，Ｓｕｆｕ突变将会导致经典
的Ｇｏｒｌｉｎ综合征，该疾病将导致患者对多种肿瘤易感。
Ｓｕｆｕ突变的功能研究很有意义。
　　Ｇｌｉ１的核聚集现象，被普遍认为是 Ｈｈ通路激活
响应的“金标准”［１７］。为了进一步探究 Ｓｕｆｕ突变对
Ｇｌｉ１细胞定位的影响，本研究进行了细胞免疫荧光实
验，观察突变型Ｓｕｆｕ能否恢复Ｇｌｉ１的核聚集现象。结
果显示：在 Ｇｌｉ１Ｓｕｆｕ共转染的情况下，Ｇｌｉ１定位在胞
质，说明 Ｓｕｆｕ对 Ｇｌｉ１入核的阻遏作用很明显；然而，
４种突变型Ｓｕｆｕ均没有明显促进 Ｇｌｉ１的核聚集现象
恢复。

　　本研究存在一定局限性：一是不能提供 Ｇｌｉ１的
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白印迹图片，可能是由于肺腺癌细胞中
Ｇｌｉ１内源性表达较低所致；二是缺乏细胞增殖实验，无
法描述Ｓｕｆｕ对肺腺癌细胞增殖能力的影响；三是需要
补充Ｒ１２３Ｃ、Ｓ３５２Ｆ和 Ｓ３７７Ｆ与 Ｇｌｉ１的双荧光素酶报
告基因实验，探究是否都能引起 Ｇｌｉ１的转录水平上
调。下一步，需要通过ＣｏＩＰ的方法，富集结合Ｓｕｆｕ特
异性的蛋白质进行质谱检测，进一步研究 Ｓｕｆｕ下游是
否存在除Ｈｈ通路以外的其他靶点。通过建立４种突
变型Ｓｕｆｕ的肺腺癌稳转株，探究Ｓｕｆｕ发生突变后对肺
腺癌细胞增殖能力和迁移能力的影响。

　　综上所述，本研究证明了Ｓｕｆｕ对肺腺癌细胞迁移
有抑制作用，Ｓｕｆｕ突变通过上调 Ｇｌｉ１转录活性促进肺
腺癌恶性进展，Ｓｕｆｕ有望成为肺腺癌转移的潜在靶点。
本研究为进一步探索肺腺癌细胞中 Ｓｕｆｕ对 Ｇｌｉ１的调
控机制提供依据。
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（１５）：１１９９－１２１６．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＢＣＪ２０２２０４３９．

［１６］ＳＭＩＴＨＭＪ，ＢＥＥＴＺＣ，ＷＩＬＬＩＡＭＳＳＧ，ｅｔａｌ．Ｇｅｒｍｌｉｎｅ
ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ＳＵＦＵ ｃａｕｓｅ Ｇｏｒｌｉｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｃｈｉｌｄｈｏｏｄｍｅｄｕｌｌｏｂｌａｓｔｏｍａａｎｄｒｅｄｅｆｉｎｅｔｈｅｒｉｓｋａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈＰＴＣＨ１ｍｕｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１４，３２（３６）：
４１５５－４１６１．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．２０１４．５８．２５６９．

［１７］ＱＵＡＴＡＮＮＥＮＳＤ，ＶＥＲＨＯＥＶＥＮＹ，ＶＡＮＤＡＭＰ，ｅｔａｌ．
Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｅｄｇｅｈｏｇ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０２２，２３６：１０８１０７．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｈａｒｍｔｈｅｒａ．２０２２．１０８１０７．

（收稿：２０２４０２２５；修回：２０２４０３０２）

（编辑　李　癑）

９４１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１０）




