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葡萄糖饥饿促进ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位并激活ＡＫＴ维持前列腺癌细胞存活

孙梁博１，贺　梦１，刘　冬１，何凤田２，连继勤１，杨明珍１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）：药学与
检验医学系临床生物化学教研室１，基础医学院生物化学与分子生物学教研室２

　　［摘要］　目的　探讨葡萄糖饥饿后介导核不均一核糖核蛋白 Ａ２Ｂ１（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＡ２Ｂ１，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１）向细胞质转位的分子机制及 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位增加对前列
腺癌ＰＣ３细胞存活的影响。方法　前列腺癌 ＰＣ３细胞株在含葡萄糖的正常１６４０培养基中常规培养
（正常组），在不含葡萄糖的１６４０培养基中培养构建葡萄糖饥饿模型（饥饿组）。２组分别进行不同处
理：去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素 Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）联合尼克酰胺（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ，ＮＡＭ）处理
（ＴＳＡ／ＮＡＭ组）、ＡＫＴ抑制剂ＢＥＺ２３５处理、ｓｉＮＣ转染和ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１转染。采用细胞质和细胞核蛋
白分离技术、免疫沉淀联合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化（ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ，Ａｃ）水平、ＡＫＴ总蛋
白及其磷酸化水平、细胞质和细胞核中 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１的表达水平；采用 ＣＣＫ８检测各组细胞存活情况。
结果　与正常组比较，在葡萄糖饥饿处理３～５ｈ后，ＰＣ３细胞 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白乙酰化降低（Ｐ＜０．０１），
其细胞质转位增加（Ｐ＜０．０１），ＡＫＴ磷酸化增强促进 ＡＫＴ信号通路的激活；与饥饿组比较，使用
ＴＳＡ／ＮＡＭ、ＢＥＺ２３５和转染ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１处理后ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化水平明显上调（Ｐ＜０．０１），能够抑
制葡萄糖饥饿介导的ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位、抑制ＡＫＴ磷酸化，同时导致葡萄糖饥饿处理后的细胞存
活率进一步降低（Ｐ＜０．０１）。结论　葡萄糖饥饿环境通过诱导 ＡｃｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１ＡＫＴ信号通路激活，从
而维持ＰＣ３细胞存活。
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ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎｏｆｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｔｓｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎ
ＰＣ３ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｃｈｗａｓａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｅｎｈａｎｃｅｄＡＫＴｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＡＫＴ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．ＴＳＡ／ＮＡＭｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ＢＥＺ２３５ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｎｄｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｌｌｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎ
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　　根据２０２３年在美国范围内的癌症病例报告，前列
腺癌（ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＰＣａ）在所有癌症中的预计发生
率排第１位，预计死亡率排第２位［１］。前列腺癌在中

国所有癌症中的预计新发生率居第７位，死亡率居第
１４位［２］。因此，前列腺癌已成为一种对男性健康造成

巨大威胁的疾病，不容忽视。目前对前列腺癌治疗方

式包括根治性手术治疗、放疗、内分泌治疗等，但适用

范围有限，不良反应明显且常发生各种并发症，甚至导

致死亡。前列腺癌为实体瘤，其中心很难获取营养，常

处于缺氧缺血以及缺乏葡萄糖、氨基酸等营养物质的

状态，但其在这些应激条件下仍具有强大的适应能力。

肿瘤细胞对营养物质缺乏环境的适应能力是影响其生

存和发展的关键。

　　癌症发展过程中常见的并发症为营养限制性疾
病。与正常细胞相比，肿瘤细胞需要吸收更多的葡萄

糖才能维持其生长［３］。在实体瘤的快速增殖过程中，

由于血管生成不足导致肿瘤的中心区域出现葡萄糖供

应不足［４］。葡萄糖饥饿可导致不同类型肿瘤细胞的

凋亡、坏死、自噬或生长停滞，具体取决于遗传、表观遗

传和环境等因素［５－６］。葡萄糖水平影响细胞的存活

率，而葡萄糖饥饿引发前列腺癌细胞的相关反应及葡

萄糖剥夺诱导细胞死亡的分子机制尚未完全明确。核

不均 一 核 糖 核 蛋 白 Ａ２Ｂ１（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＡ２Ｂ１，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１）通过识别并结合
特定的ＲＮＡ底物和 ＤＮＡ基序，参与 ＲＮＡ的转录、剪
接、稳定性及翻译过程，调控多种基因表达。有研究报

道显示，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１调控多种肿瘤细胞存活以及促进
肿瘤细胞应对营养物质缺乏［７－８］。本研究采用葡萄糖

饥饿的方法，利用ＰＣ３细胞在体外模拟ＰＣａ晚期葡萄
糖缺乏的生存环境，发现葡萄糖饥饿导致 ＰＣ３细胞中

ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化（ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ，Ａｃ）降低、ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
蛋白由细胞核向细胞质的转位，进而激活 ＡＫＴ，最终
维持ＰＣ３细胞存活，为 ＰＣａ的研究、治疗新思路提供
实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人前列腺癌细胞株 ＰＣ３细胞由陆军军医大学药
学与检验医学系临床生物化学教研室保存。正常含葡

萄糖１６４０培养基和不含葡萄糖的 １６４０培养基购自
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；胎牛血清、０．２５％胰酶购自 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＣＣＫ８试剂、蛋白定量试剂盒、ＲＩＰＡ裂解液
（强）、ＰＭＳＦ、ＩｇＧ均购自碧云天公司；ＢＥＺ２３５、组蛋白
去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素Ａ（ｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ，ＴＳＡ）、
组蛋白去乙酰化酶抑制剂尼克酰胺（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ，
ＮＡＭ）购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、
Ｈ３、βａｃｔｉｎ抗体购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＧＡＰＤＨ抗体、
山羊抗兔的二抗购自Ｂｉｏｗｏｒｌｄｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；赖氨酸
乙酰化修饰抗体（Ａｃｅｔｙｌｙｓｉｎｅ）购自 Ａｂｃａｍ公司；
ＰＶＤＦ膜，ＥＣＬ发光液购自ＢｉｏＲａｄ公司。
１．２　细胞培养与加药处理
　　ＰＣ３细胞在含１０％胎牛血清的含葡萄糖１６４０培
养基中，于５％ＣＯ２、３７℃条件下培养。利用胰酶消化
进行细胞传代。细胞生长至对数生长期后，进行药物

处理，处理时间为２４ｈ，然后收集细胞进行后续实验。
１．３　细胞处理
　　前列腺癌ＰＣ３细胞株在含葡萄糖的正常１６４０培
养基中常规培养（正常组），在不含葡萄糖的 １６４０培
养基中培养构建葡萄糖饥饿模型（饥饿组），饥饿时间

为１、３、５ｈ。在以上２组基础上细胞分别加入 ＴＳＡ联

５８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２０）



合ＮＡＭ处理（ＴＳＡ／ＮＡＭ组）、ＡＫＴ抑制剂 ＢＥＺ２３５处
理（ＢＥＺ２３５组）、小干扰 ＲＮＡ阴性对照转染（ｓｉＮＣ
组）、小干扰 ＲＮＡｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１转染（ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
组），以加ＤＭＳＯ作为溶剂对照组。
１．４　细胞转染
　　细胞转染使用 ＯｐｔｉＭＥＭ转染专用的无葡萄糖培
养基，并按照供应商提供的比例加入质粒／ｓｉＲＮＡ和
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，混合液室温下静置２０ｍｉｎ后，加入
到待转染的细胞中。转染１２ｈ后，移除转染试剂并继
续后续处理。ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１及对照的 ｓｉＲＮＡ由北京擎
科生 物 公 司 合 成。ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１＃１序 列：５′
ＧＧＡＧＡＧＴＡＧＴＴＧＡＧＣＣＡＡＡ３′和 ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１＃２
序列：５′ＧＣＴＡＣＧＧＡＧＧＴＧＧＴＴＡＴＧＡ３′。
１．５　ＣＣＫ８实验
　　将ＰＣ３细胞培养至对数生长期后，通过消化和重
悬细胞，使用血球计数板进行细胞计数，将大约

３０００个细胞接种到９６孔板的每孔中，并在培养箱中
过夜。第２天，对细胞进行药物处理持续２４ｈ。处理
完成后，移除每孔中的旧培养基，并加入１００μＬ含有
１０％ＣＣＫ８的含葡萄糖１６４０培养基。将孔板放回细
胞培养箱中继续培养约２ｈ，然后使用４５０ｎｍ波长在
光谱仪上测定每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］。记录测量
结果后，计算各组的细胞存活率，以评估不同处理条件

对细胞存活率的影响。

１．６　总蛋白的提取
　　在４℃以１０００×ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞，然后向各
组加入含有１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液，在冰上
裂解２０ｍｉｎ。在４℃以１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心吸
取上清液并转移到新的 ＥＰ管中，使用 ＢＣＡ法测定蛋
白质浓度，根据需要将各组的蛋白质浓度调整至一致。

１．７　细胞核蛋白与细胞质蛋白的分离与提取
　　细胞处理后离心收集２×１０７个细胞，将２０μＬ细
胞沉淀加入２００μＬ含有１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ的细胞质蛋
白抽提试剂中，然后置于冰浴中孵育１５ｍｉｎ。在４℃
条件下以１６０００×ｇ离心５ｍｉｎ，立即小心吸取上清液
转移到１个预冷的塑料管中，该成分为细胞质蛋白。
对于细胞沉淀，彻底吸除残留的上清液，然后加入

５０μＬ添加了 ＰＭＳＦ的细胞核蛋白抽提试剂，每隔
２ｍｉｎ进行１次高速剧烈涡旋 ３０ｓ，持续 ３０ｍｉｎ。在
４℃条件下以 １６０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ。吸取上清液转
移到另１个预冷的塑料管中，该成分为细胞核蛋白。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　首先对蛋白质样品进行定量，然后将其与适量的
５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混合，并在１００℃下煮沸５ｍｉｎ变性蛋
白质，将蛋白样品上样到凝胶中进行电泳，每孔加入

２０μｇ蛋白，然后使用半干转法将蛋白质从凝胶转移
到ＰＶＤＦ膜上，使用碧云天的快速封闭液在３７℃下封
闭膜３０ｍｉｎ。用一抗稀释液（１∶１０００）在４℃下摇床
孵育过夜。第 ２天，用含 ０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳＴ溶
液洗膜３次。随后用 ＰＢＳＴ溶液（１∶５０００）稀释的山
羊抗兔二抗在室温下孵育膜 １ｈ。再次用 ＰＢＳＴ溶液
洗膜３次。最后，将膜放入化学发光仪中进行显影和
曝光，以检测目标蛋白质。

１．９　免疫沉淀（ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＩＰ）实验
　　免疫沉淀实验遵循 ＰｉｅｒｃｅＣｒｏｓｓｌｉｎｋＭａｇｎｅｔｉｃＩＰ／
ＣｏＩＰ试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）的说明书指导，首
先收集细胞进行裂解，在１５０００×ｇ离心１０ｍｉｎ以沉淀
细胞蛋白质。随后，通过ＢＣＡ法检测蛋白质样品的浓
度，并根据检测结果对样品进行浓度标定，确保每个样

品中包含１．５ｍｇ的总蛋白，溶于５００μＬ的细胞裂解
缓冲液中。接着，取 ５μｇ的抗赖氨酸乙酰化抗体与
Ａ／Ｇ蛋白磁珠进行交联结合。每个样品中的 ５００μＬ
细胞裂解液与带有交联磁珠的管子一起在旋转器中于

４℃下孵育过夜，以实现免疫沉淀过程。沉淀完成后，
使用酸性洗脱液洗脱结合在磁珠上的蛋白质，随后用

中和液中和洗脱液。最后，将变性的蛋白质样品加入

非还原电泳缓冲液中，并进行煮沸处理以进行后续的

免疫印迹分析（ｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＩＢ），并设置阳性对照
（ｉｎｐｕｔ）。
１．１０　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件对数据进行分析，
数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多
样本间的两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验进行多重比较。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　葡萄糖饥饿条件下 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１去乙酰化和细
胞质转位增强

　　免疫沉淀联合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ＰＣ３细
胞在不含葡萄糖的培养基培养 ５ｈ后，细胞质中
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白表达显著升高，而细胞核中的
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白含量降低（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ、Ｂ），提示
葡萄糖的缺乏可能导致 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白向细胞质转
位。蛋白质的翻译后修饰是影响蛋白质亚细胞定位的

关键因素，进一步检测 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白的乙酰化水
平，发现在正常培养条件下，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白发生明
显乙酰化修饰（图１Ｃ），而在经不含葡萄糖的培养基中
培养１ｈ后，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白乙酰化修饰未发生显著
改变，而随着葡萄糖饥饿时间延长，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白
发生明显去乙酰化修饰（Ｐ＜０．０１，图１Ｄ、Ｅ）。

６８２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：正常组；２～４：饥饿培养１、３、５ｈ组；ａ：Ｐ＜０．０１
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检测总蛋白中 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化水平（ＡｃｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１）；Ｄ：免疫沉淀联合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测葡萄糖饥饿不同时间后
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白表达及乙酰化水平；Ｅ：ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白乙酰化水平定量分析

图１　葡萄糖饥饿条件下ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１去乙酰化和亚细胞定位的改变

２．２　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１去乙酰化促进其向细胞质转位
　　免疫沉淀联合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＴＳＡ／
ＮＡＭ组ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白的乙酰化修饰水平显著上调
（Ｐ＜０．０１，图 ２Ａ、Ｂ）。在联合使用 ＴＳＡ和 ＮＡＭ作用
２４ｈ后，细胞分别在正常培养基和不含葡萄糖的培养
基中培养５ｈ，发现ＴＳＡ／ＮＡＭ组显著抑制葡萄糖缺乏
条件下ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白向细胞质的转位（Ｐ＜０．０１，图
２Ｃ～Ｅ）。这说明ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白去乙酰化是葡萄糖
剥夺介导 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白向细胞质转位的关键因
素。ＣＣＫ８实验结果发现 ＴＳＡ联合 ＮＡＭ的加入使
ＰＣ３细胞对葡萄糖剥夺更不耐受，细胞存活率进一步
降低（Ｐ＜０．０１，图 ２Ｆ），这提示 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白向细
胞质的转位可能对 ＰＣ３细胞在葡萄糖剥夺环境中的
生存是有益的。

２．３　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１激活ＡＫＴ信号通路
　　实验结果显示：随葡萄糖饥饿时间延长，ＰＣ３细胞
ＡＫＴ磷酸化水平上调（Ｐ＜０．０１，图 ３Ａ、Ｂ），在葡萄糖

饥饿条件下，使用 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１的 ｓｉＲＮＡ转染 ＰＣ３细
胞３６ｈ敲低ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１表达，ＰＣ３细胞 ＡＫＴ磷酸化
水平受抑制（Ｐ＜０．０１，图３Ｃ、Ｄ）。表明葡萄糖饥饿可
能通过上调ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１表达激活ＡＫＴ信号通路。
２．４　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１通过激活 ＡＫＴ信号通路来维持细

胞存活

　　为了明确葡萄糖缺乏环境中 ＡＫＴ信号通路的激
活、ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化与 ＰＣ３细胞存活之间的关系，
研究加入ＡＫＴ抑制剂 ＢＥＺ２３５处理 ＰＣ３细胞２４ｈ后
进行葡萄糖饥饿处理，结果显示：抑制 ＡＫＴ信号通路
后ＰＣ３细胞的存活率进一步降低（Ｐ＜０．０１，图４Ａ），提
示ＡＫＴ激活在饥饿环境中利于ＰＣ３细胞的存活。
　　经 ＴＳＡ／ＮＡＭ处理后 ＰＣ３细胞中 ｐＡＫＴ显著降
低，表明 ＴＳＡ／ＮＡＭ处理与 ＡＫＴ抑制剂 ＢＥＺ２３５处理
效果一致，均能抑制ＡＫＴ磷酸化（Ｐ＜０．０１，图４Ｂ、Ｃ）。
提示ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白乙酰化水平上调后，可能通过
转位到细胞质发挥激活ＡＫＴ信号通路的作用。

７８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２０）
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１：正常溶剂对照组；２：正常ＴＳＡ／ＮＡＭ组；３：饥饿溶剂对照组；４：饥饿ＴＳＡ／ＮＡＭ组；ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：去乙酰化酶抑制剂作用后免疫沉淀联合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测总蛋白中的ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白表达水平及乙酰化水平；Ｂ：ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
蛋白乙酰化水平定量分析；Ｃ：去乙酰化酶抑制剂作用后葡萄糖饥饿处理，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ３细胞胞质和胞核中ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
蛋白表达水平；Ｄ、Ｅ：细胞核和细胞质中ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白表达定量分析；Ｆ：ＣＣＫ８检测去乙酰化酶抑制剂作用后ＰＣ３细胞存活情况

图２　上调ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化对ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位和细胞存活的影响
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１：正常组；２～４：饥饿组培养１、３、５ｈ；５：正常ｓｉＮＣ组；６：正常ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１组；７：饥饿ｓｉＮＣ组；８：饥饿ｓｉｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１组；ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测葡萄糖饥饿不同时间后 ＡＫＴ及 ｐＡＫＴ蛋白表达；Ｂ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测敲低
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１后ＡＫＴ及ｐＡＫＴ蛋白表达；Ｄ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量

图３　葡萄糖饥饿条件下沉默ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１对ＡＫＴ信号通路的影响

８８２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：正常溶剂对照组；２：正常ＢＥＺ２３５组；３：饥饿溶剂对照组；４：饥饿ＢＥＺ２３５组；５：正常ＴＳＡ／ＮＡＭ组；６：饥饿ＴＳＡ／ＮＡＭ组；ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＣＣＫ８检测ＡＫＴ抑制剂ＢＥＺ２３５作用后细胞存活情况；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测去乙酰化酶抑制剂作用后ＡＫＴ及ｐＡＫＴ蛋白表
达；Ｃ：ｐＡＫＴ蛋白相对表达量

图４　葡萄糖饥饿条件下上调ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１乙酰化靶向ＡＫＴ信号通路对细胞存活的影响

３　讨论

　　癌症进展过程中常会处于营养限制环境［９］，肿瘤

细胞适应饥饿环境的分子机制尚未完全了解。本研究

选用前列腺癌ＰＣ３细胞株，采用葡萄糖饥饿的方法在
体外模拟前列腺癌晚期肿瘤细胞面临的葡萄糖匮乏的

生存环境。ＣＣＫ８实验结果表明葡萄糖饥饿使 ＰＣ３
细胞活力降低及数量减少，但细胞仍保持了一定的存

活能力抵抗葡萄糖饥饿。在无葡萄糖条件下，ＰＣ３细
胞可通过调节ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１的细胞质转位来激活 ＡＫＴ
信号通路从而促进细胞存活。

　　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１具有促进多种肿瘤细胞存活的作用。
研究表明ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１在前列腺癌、肝癌、结直肠癌等
多种肿瘤组织中异常高表达［１０－１３］，与肿瘤的恶性程度

和不良预后密切相关。研究发现酪蛋白激酶１可促进
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋 白 磷 酸 化 增 强 其 蛋 白 稳 定 性，
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１进一步诱导 ｍｉＲ２５３ｐ／ｍｉＲ９３５ｐ的成
熟，调节 ＴＧＦβ和 ＦＯＸＯ途径，从而显著促进前列腺
癌进展与细胞存活［１３］；ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１还可通过靶向
ＥＲＫ和ＳＴＡＴ３信号通路显著促进非小细胞肺癌和乳
腺癌的细胞存活［１４－１５］。本研究证明ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１可以
通过激活 ＡＫＴ信号通路，在葡萄糖饥饿条件下维持
ＰＣ３细胞存活，而靶向敲低 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１削弱了 ＰＣ３
细胞抗葡萄糖饥饿的存活能力，这表明 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
在响应葡萄糖信号并维持细胞存活过程中发挥重要

作用。

　　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白能够在细胞质和细胞核之间穿
梭，且在肿瘤细胞质和细胞核的 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１可能发
挥不 同 的 功 能。在 人 正 常 肝 组 织 中 １００％的
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白均定位在细胞核，而随着病毒性肝炎
进展为不同分化程度肝癌的过程中，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１逐渐

转位到细胞质，在晚期或低分化的肝癌样本中，约有

７２％的肝癌细胞出现大量的 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１聚集定位到
细胞质［１６］。随肝癌进展，ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质定位显
著增加，提示肿瘤组织中 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质定位百
分比可反映肿瘤组织的去分化、恶性潜力、肿瘤的转移

和血管浸润程度等［１６］。晚期实体瘤中心组织常处于

缺血缺氧环境（即营养匮乏或饥饿环境），因此

ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位可能是在营养限制环境中维
持肿瘤细胞存活及促进肿瘤进展的重要因素。本研究

发现葡萄糖饥饿促进ＰＣ３细胞中 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白由
细胞核向细胞质转位，而 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１细胞质转位可
能正是维持ＰＣ３细胞在葡萄糖饥饿存活的重要因素。
　　ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１的去乙酰化是增强其细胞质转位的
重要因素。蛋白质亚细胞定位的精确控制对于蛋白质

的功能至关重要，在不同的调控过程中，可逆的翻译后

修饰提供了一种精准的机制来控制蛋白质定位［１７］。

乙酰化修饰可通过影响被修饰蛋白的空间结构而广泛

影响蛋白质的亚细胞定位、稳定性、酶活性等［１８－１９］。

但是关于ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１的亚细胞定位是否受到翻译后
修饰的调控，目前尚未见报道。本研究发现葡萄糖饥

饿条件下可使ＰＣ３细胞中的 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白乙酰化
显著降低，进而促进 ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白在细胞质转位
增加并进一步激活ＡＫＴ通路，最终维持葡萄糖饥饿环
境中ＰＣ３细胞存活。
　　综上所述，本研究发现在葡萄糖饥饿环境中，ＰＣ３
细胞中ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１蛋白的乙酰化水平降低，明显由
细胞核向细胞质转位，进一步激活ＡＫＴ通路，维持ＰＣ３
细胞在葡萄糖饥饿环境中存活。抑制ＡｃｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１
ＡＫＴ信号通路能够降低 ＰＣ３细胞在葡萄糖饥饿环境
中的细胞存活能力。本研究发现葡萄糖饥饿触发 Ａｃ
ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１ＡＫＴ通路的激活，上述信号通路是 ＰＣ３

９８２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２０）



细胞在葡萄糖饥饿环境中维持细胞存活能力的重要因

素，为理解在葡萄糖饥饿环境中维持前列腺癌细胞存

活等科学问题提供了理论与实验依据。
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