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摘要：目的 探究 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ（Ｐｉｆｉ⁃μ） 对 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞增殖的影响及潜在作用机制。 方法 采用多种 Ｔｓｃ２
突变的小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦｓ）及肝癌细胞株，通过 ＣＣＫ８ 法检测 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 处理后的细胞增殖能力；利用慢

病毒感染技术构建 ＴＳＣ２ 敲低及过表达的稳转肝癌细胞株，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＳＣ２ 及 ｍＴＯＲ 通路下游的蛋白质表

达，ＣＣＫ８ 法检测其对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 的敏感性；建立裸鼠皮下移植瘤模型进行体内药效评估；采用 ＲＮＡ 测序进行差异

基因及通路富集分析，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＣＣＫ８ 法进行验证。 结果 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 以剂量依赖性方式，选择性抑制

Ｔｓｃ２ 突变的 ＭＥＦｓ 及肝癌细胞株增殖（Ｐ＜０􀆰 ０５）；在肝癌细胞中敲低 ＴＳＣ２ 会增强其对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 的敏感性，而过表

达 ＴＳＣ２ 则能对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 产生抵抗（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 能够在裸鼠体内抑制 Ｔｓｃ２ 突变的移植瘤生长（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 能选择性下调 Ｔｓｃ２ 突变细胞中 Ｓｍａｄ７ 蛋白质表达，导致 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 水平升高，过度激活 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信

号通路（Ｐ＜０􀆰 ０５）；６ 种细胞死亡抑制剂分别与 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 联合作用发现活性氧抑制剂及 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路抑制剂

能够逆转 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 诱导的 Ｔｓｃ２ 突变细胞死亡（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 能选择性抑制 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞株

增殖，其作用机制与下调 Ｓｍａｄ７，破坏 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路平衡有关。
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　 　 肝癌（ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ） 是全球

第六大常见癌症，也是癌症死亡的第三大原因，中
国肝癌发病及死亡病例数分别约占全球 ５０％ ［１］ ，
使其成为中国发病率第四、死亡率第二的恶性肿

瘤［２］ 。 尽管目前临床上应用了多种治疗方法，包
括手术切除、消融治疗、血管内介入治疗、放射治

疗（放疗）、化学治疗（化疗）、分子靶向药物治疗

及免疫检查点抑制剂治疗，但由于肝癌起病隐匿，
大多数肝癌患者确诊时已处于中晚期，错过手术

治疗机会，且中晚期肝癌对系统性治疗不敏感，导
致中国肝癌五年生存率仅为 １４􀆰 ４％ ［３］ 。 因此，明
确肝癌分子分型及开发新型治疗策略，是对肝癌

患者开展精准治疗的关键。
结节性硬化症复合体（ｔｕｂｅｒｏｕｓ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ，

ＴＳＣ）主要由 ＴＳＣ１、ＴＳＣ２ 蛋白质构成，其中 ＴＳＣ２
亚基具有 ＧＴＰ 酶活化蛋白质 （ ＧＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＡＰ）结构域，能够导致脑 Ｒａｓ 同源蛋白

质（Ｒａｓ ｈｏｍｏｌｏｇ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｂｒａｉｎ， Ｒｈｅｂ）失活，从
而负调控哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ｔａｒｇｅｔ ｏｆ ｒａｐａｍｙｃｉｎ， ｍＴＯＲ） 通路，发挥抗肿瘤功

能。 ＴＳＣ１ ／ ２ 在 肝 癌 患 者 中 突 变 率 约 １０％ ～
１６％ ［４⁃５］ ，其造成的 ｍＴＯＲ 过度激活，通过调节细

胞的生长、存活、增殖和自噬，从而促进肿瘤的发

生发展。 目前用于治疗 ｍＴＯＲ 过度活化的一线靶

向药物仍为 ｍＴＯＲ 抑制剂（依维莫司、西罗莫司），
但其在肿瘤中的治疗效果有限［６⁃７］ 。 因此，针对

ＴＳＣ２ 突变的肝癌，亟需发现更有效的靶向治疗

药物。
热休克蛋白 ７０（ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０， ＨＳＰ７０）

在多种恶性肿瘤中异常表达。 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ，也被称为

２⁃苯基 乙 炔 磺 酰 胺 （ ２⁃ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅ，
ＰＥＳ），是一种 ＨＳＰ７０ 抑制剂。 已有研究报道，
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 可以抑制非小细胞肺癌细胞系的增殖及

迁移，并诱导细胞凋亡，具有抗肿瘤活性［８］。 但

Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 对 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞株增殖的影响

尚不清楚。 因此，本研究旨在探究 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 对

ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞株增殖的影响及可能的分子

机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞系：野生型（ＷＴ），Ｔｓｃ２ 基因缺失突变

（Ｔｓｃ２－ ／ －）及 Ｔｓｃ１ 基因缺失突变（Ｔｓｃ１－ ／ －）的小鼠胚

胎成纤维细胞（ｍｏｕｓｅ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ， ＭＥＦｓ）
系由实验室先前构建［９⁃１０］；鼠源肝癌细胞系 Ｈｅｐａ１⁃６
（武汉普诺赛生物科技有限公司）；人源肝癌细胞系

ＭＨＣＣ９７Ｈ、ＨＣＣＬＭ３ （国家实验细胞资源共享平

台）；人源肝癌细胞系 ＳＮＵ８８６（南京科佰生物科技

有限公司）；人源肝癌细胞系 ＳＮＵ３９８（广州赛库生

物技术有限公司）；人胚胎肾细胞 ２９３ＦＴ（武汉爱博

泰克生物科技有限公司）。
１􀆰 １􀆰 ２　 动物：选取 ＳＰＦ 级雄性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠共
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范文怡　 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 抑制 ＴＳＣ２ 突变肝癌细胞株增殖

１８ 只，６ 周龄，体质量为 ２０～２３ ｇ。 动物饲养及实验

操作均在中国医学科学院基础医学研究所动物中心

进行，已通过动物伦理审查委员会审查并批准（批
准号 ＡＣＵＣ⁃ＸＭＳＢ⁃２０２４⁃１１８）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要试剂：ＤＭＥＭ 高糖培养基、ＲＰＭＩ １６４０
培养基及胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司）；Ｌｉｐｏ２０００ 转染试

剂盒（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；ＣＣＫ８ 检测试剂盒（上海翊

圣生物科技有限公司）；无内毒素大提试剂盒（天根

生化科技有限公司）； 蛋白酶和磷酸酶抑制剂

（Ｒｏｃｈｅ 公司）； β⁃ａｃｔｉｎ、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３、 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 抗体

（武汉爱博泰克生物科技有限公司）；ＴＳＣ２、ＴＳＣ１、
ｐ⁃Ｓ６、Ｓ６、ｐ⁃４ＥＢＰ１、４ＥＢＰ１ 抗体（Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ 公司）；Ｓｍａｄ６、Ｓｍａｄ７ 抗体（武汉三鹰生物技

术有限公司）；荧光兔二抗⁃８００ 通道（ＬＩ⁃ＣＯＲ 公司）；
Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ（Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司）；Ｃａｓｐａｓｅ 抑制剂

（Ｚ⁃ＶＡＤ）、坏死性凋亡抑制剂（ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１， Ｎｅｃ⁃１）、
抗氧化剂（Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ｃｙｓｔｅｉｎｅ， ＮＡＣ）、自噬抑制剂

（ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ， ＣＱ） （Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司）；铁死亡抑制剂

（ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ⁃１， Ｆｅｒ⁃１） （Ｓｉｇｍａ 公司）；ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通

路抑制剂（ＳＢ⁃４３１５４２）（Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ Ｅｘｐｒｅｓｓ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养：ＭＥＦｓ、２９３ＦＴ、Ｈｅｐａ１⁃６、ＭＨＣＣ９７Ｈ、
ＨＣＣＬＭ３ 使 用 ＤＭＥＭ 高 糖 培 养 基， ＳＮＵ８８６ 及

ＳＮＵ３９８ 采用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，上述两种培养基

均添加 １０％的胎牛血清及 １％的青霉素、链霉素双

抗，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的恒温恒湿培养箱中培养。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖及活力：将细胞以

３ ０００～４ ０００ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板中，等待细胞贴

壁后，按所需 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 药物浓度加药处理，同时设

置对照组，４８ ｈ 后加入 ＣＣＫ８ 孵育 １ ～ ２ ｈ，随后在

４５０ ｎｍ 波长处检测各孔的吸光度值并分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 慢病毒包装及稳转细胞株构建：两种有效靶

向 ＴＳＣ２ 基因的特异性短发夹 ＲＮＡ（ ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ
ＲＮＡ， ｓｈＲＮＡ）质粒及阴性对照质粒购自泓迅生物

公司。 将 ２９３ＦＴ 细胞预先铺于 １０ ｃｍ 皿中。 第 ２ 天，
先将目的质粒、ＰＭＤ２Ｇ、ＰＳＰＡＸ２ 质粒以 ２ ∶ １ ∶ ２ 的

比例混合，再与 Ｌｉｐｏ２０００ 混合后静置 ２０ ｍｉｎ。 将

２９３ＦＴ 细胞培养基更换为无血清的 ＤＭＥＭ 并加入

上述转染混合液作用 ６ ～ ８ ｈ，随后更换为含血清的

ＤＭＥＭ 继续培养。 在转染后 ４８ ｈ 及 ７２ ｈ 时间点，
收集细胞上清并通过 ０􀆰 ４５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的滤膜过滤，于

－８０ ℃保存。 将细胞铺于 １２ 孔板中，待细胞贴壁

并稳定生长后，按培养基：病毒液 １ ∶ ２ 的比例作

用于细胞，同时加入聚凝胺浓缩液，以便细胞充分

感染。 ４８ ｈ 后，将细胞扩至 ６ ｃｍ 皿中，并加入嘌

呤霉素（终浓度为 ２ μｇ ／ ｍＬ）选择性筛选，连续两

代后获得稳定表达目的基因的细胞系。 过表达

ＴＳＣ２ 的高浓度病毒液购买自吉凯基因公司，以培

养基：病毒液为６００ ∶ １的比例作用于待转染细胞，
其余操作同上。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白质表达水平：利用裂

解液（加入蛋白酶和磷酸酶抑制剂）对细胞进行裂

解，提取细胞内蛋白质并进行 ＢＣＡ 定量，统一蛋白

质浓度。 配置 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行蛋白质电泳

分离，上样前对样品进行 ９８ ℃加热处理。 电泳结束

后，通过电转仪，控制电流 ４００ ｍＡ，湿转 １ ｈ １０ ｍｉｎ，
将蛋白质转至 ＮＣ 膜。 配置 ５％脱脂牛奶封闭 １ ～
２ ｈ后，于 ４ ℃孵一抗过夜。 第 ２ 天，先 ＴＢＳＴ 清洗

３ 次，后采用与一抗属性相对应的二抗室温孵育 １ ～
２ ｈ，再 ＴＢＳＴ 清洗 ３ 次，最后显影并获取图像，使用

ＩｍａｇｅＪ 软件对蛋白质表达进行定量。
１􀆰 ２􀆰 ５　 裸鼠皮下成瘤：在裸鼠右侧背部接种 ２×１０６

个 Ｔｓｃ２－ ／ － 的 ＭＥＦｓ 细胞。 待大多数肿瘤体积约

１００ ｍｍ３时，将裸鼠随机分为 ２ 组，每组 ９ 只，以腹腔

注射方式，１０ ｍｇ ／ ｋｇ，每 ２ ｄ 给药处理 １ 次。 药物配

置比为 １０％ ＤＭＳＯ＋２０％ ＰＥＧ＋５％吐温＋６５％ ＰＢＳ，
实验组给与 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ，对照组给与等量 ＤＭＳＯ。 每

２ ｄ 测量一次肿瘤体积及裸鼠体质量。 肿瘤体积计

算公式为长 ×宽２ × ０􀆰 ５。 当大多数肿瘤体积达到

１ ０００ ｍｍ３时，用 １％戊巴比妥钠，腹腔注射麻醉裸

鼠并拍照，随后颈椎脱臼处死后取材称重。
１􀆰 ２􀆰 ６　 苏木精⁃伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ，
ＨＥ）和免疫组化染色 （ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｔａｉｎ⁃
ｉｎｇ， ＩＨＣ）：将裸鼠皮下肿瘤组织于 ４％多聚甲醛溶

液中室温固定 １ ｈ，随后将样本送至武汉塞维尔生物

科技有限公司进行切片染色。
１􀆰 ２􀆰 ７　 转录组测序（ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）：将
细胞预先铺于 ６ ｃｍ 皿中，待细胞稳定生长后，加入

６ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 作用 ２４ ｈ，同时设置对照组。 然

后用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取细胞中的总 ＲＮＡ，并于－８０ ℃保存。
随后将样本送至北京擎科生物科技股份有限公司进

行测序及差异分析。 项目采用 ＤＥＳｅｑ２ 软件进行差
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

异显著性分析，将 Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｐ＜０􀆰 ０５、表达量倍数之比

大于等于 ２（ ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ≥１）作为差异显著性标准。
１􀆰 ２􀆰 ８　 功能富集分析：求取差异基因交集，随后使

用 Ｒ ４􀆰 ４􀆰 ２ 软件的“ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”包对该 ６ 个基因

进行 ＧＯ 富集分析，以了解这些基因涉及的生物学

过程及潜在信号通路，并选取排名前 １０ 的通路进行

展示。
１􀆰 ３　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０􀆰 ０ 软件进行数据分析，
实验结果以平均值±标准差（ｘ±ｓ） 表示。 两组数据

间比较采用独立样本 ｔ 检验，多组样本间比较采用

单因素或双因素方差分析。 当 Ｐ＜０􀆰 ０５ 时，表示差

异有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ（Ｐｉｆｉ⁃μ）选择性抑制 Ｔｓｃ２ 突变的

ＭＥＦｓ 细胞增殖

验证实验室已有的 Ｔｓｃ２ 缺失突变（Ｔｓｃ２－ ／ －）的

ＭＥＦｓ 细胞，与对照细胞（Ｔｓｃ２＋ ／ ＋）相比，ＴＳＣ２ 蛋白质

表达量显著下降 （图 １Ａ），ｍＴＯＲ 通路下游 ｐ⁃Ｓ６、
ｐ⁃４ＥＢＰ１蛋白质水平升高（图 １Ｂ），说明 Ｔｓｃ２－ ／ －成功

引起 ｍＴＯＲ 通路激活。 饥饿 ２４ ｈ 后，血清再刺激

１０ ｍｉｎ可以使 ｐ⁃Ｓ６ 蛋白质水平升高，说明 ｍＴＯＲ 通

路功能正常（图 １Ｂ）。 在 ４８ ｈ、７２ ｈ 时间点，ｍＴＯＲ
通路激活可以促进细胞增殖（图 １Ｃ）。 将 Ｐｉｆｉ⁃μ 以

０～８ μｍｏｌ ／ Ｌ 的浓度作用于 Ｔｓｃ２－ ／ －及 Ｔｓｃ２＋ ／ ＋细胞，发
现 Ｐｉｆｉ⁃μ 以剂量依赖性方式选择性抑制 Ｔｓｃ２－ ／ －细胞

增殖（图 １Ｄ）。 ＴＳＣ１ 被认为可以稳定 ＴＳＣ２ 并防止

其被泛素化降解。 通过 Ｔｓｃ１ 缺失突变（Ｔｓｃ１－ ／ －）引

起 ＴＳＣ２ 蛋白质水平降低的细胞同样对 Ｐｉｆｉ⁃μ 更敏

感（图 １Ｅ， Ｆ）。
２􀆰 ２　 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞对 Ｐｉｆｉ⁃μ更敏感

在 ５ 种 肝 癌 细 胞 系 （ Ｈｅｐａ１⁃６、 ＭＨＣＣ９７Ｈ、
ＨＣＣＬＭ３、ＳＮＵ３９８、ＳＮＵ８８６）中，Ｐｉｆｉ⁃μ 以剂量依赖

性方式显著抑制含有 ＴＳＣ２ 缺失突变的肝癌细胞系

增殖（图 ２Ａ， Ｂ）。 通过两种具有特异性识别位点的

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ􀆰 ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｆｔｅｒ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｒｅ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｔ ２４ ｈ， ４８ ｈ ａｎｄ ７２ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８；
Ｄ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｔｓｃ２＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｔｓｃ２－ ／ － ｗｉｔｈ ０ ～ ８ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｉｆｉ⁃μ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８； Ｅ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＴＳＣ１， ＴＳＣ２ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ Ｔｓｃ１＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｔｓｃ１－ ／ － ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｆ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｔｓｃ１＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｔｓｃ１－ ／ － ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０－ ８ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｉｆｉ⁃μ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 １　 Ｐｉｆｉ⁃μ选择性抑制 Ｔｓｃ２ 突变的 ＭＥＦｓ 细胞增殖

Ｆｉｇ １　 Ｐｉｆｉ⁃μ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｓｃ２ ｍｕｔａｎｔ ＭＥＦｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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ｓｈＲＮＡ 构建 ＴＳＣ２ 敲低的细胞株，在 ＭＨＣＣ９７Ｈ 和

Ｈｅｐａ１⁃６ 两种细胞株中，与对照组 ｓｈＮＣ 相比，ＴＳＣ２
蛋白质水平下降， ｐ⁃Ｓ６ 蛋白质水平升高，表明

ＴＳＣ２ 敲低细胞株构建成功（图 ２Ｃ， Ｅ）。 与对照组

ｓｈＮＣ 相比，ｓｈＴＳＣ２ 组的 ＭＨＣＣ９７Ｈ 和 Ｈｅｐａ１⁃６ 细

胞对 Ｐｉｆｉ⁃μ 的敏感性增加（图 ２Ｄ， Ｆ）。 在 ＳＮＵ８８６
和 ＳＮＵ３９８ 这两种细胞中，与对照组 ｖｅｃｔｏｒ 相比，
过表达 ＴＳＣ２ 成功引起 ＴＳＣ２ 蛋白质水平升高

（图 ２Ｇ， Ｉ），并对 Ｐｉｆｉ⁃μ 引起的细胞死亡产生抵抗

（图 ２Ｈ， Ｊ）。

２􀆰 ３　 Ｐｉｆｉ⁃μ抑制 Ｔｓｃ２ 突变的移植瘤生长

在体内实验中，将有成瘤能力的 Ｔｓｃ２－ ／ － ＭＥＦｓ
细胞接种到裸鼠皮下，成瘤后给药处理，与对照组相

比，Ｐｉｆｉ⁃μ 治疗组肿瘤体积较小（图 ３Ａ， Ｂ， Ｃ），质
量较轻（图 ３Ｄ），且不影响裸鼠体质量（图 ３Ｅ）。 对

肿瘤组织进行 ＨＥ 染色结果表明，与对照组相比，
Ｐｉｆｉ⁃μ 治疗可以抑制肿瘤进展，Ｋｉ６７ 染色提示细胞

增殖能力下降，ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ ３ 染色提示细胞凋亡

水平升高（图 ３Ｆ）。 此外，本实验室已有研究表明，
Ｐｉｆｉ⁃μ 同样可以抑制 ＴＳＣ２ 突变的 ＳＮＵ８８６ 接种的

Ａ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０－１２ μｍｏｌ ／ Ｌ ｏｆ Ｐｉｆｉ⁃μ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＣＣＫ８； Ｃ􀆰 ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ＭＨＣＣ９７Ｈ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｓｈＮＣ ａｎｄ ｓｈＴＳＣ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｄ􀆰 ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＨＣＣ９７Ｈ ｃｅｌｌｓ ｔｏ Ｐｉｆｉ⁃μ ａｆｔｅｒ ｓｈＮＣ ａｎｄ ｓｈＴＳＣ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８； Ｅ， Ｆ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｐｉｆｉ⁃μ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ Ｈｅｐａ１⁃６ ｗｉｔｈ ｓｈＮＣ ａｎｄ ｓｈＴＳＣ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＣＣＫ８； Ｇ， Ｈ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｐｉｆｉ⁃μ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ
ＳＮＵ８８６ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｏｅ⁃ＴＳＣ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＣＣＫ８； Ｉ， Ｊ􀆰 ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＳＣ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ Ｐｉｆｉ⁃μ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ＳＮＵ３９８ ｗｉｔｈ ｖｅｃｔｏｒ ａｎｄ ｏｅ⁃ＴＳＣ２ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＣＣＫ８；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 Ｐｉｆｉ⁃μ选择性抑制 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞增殖

Ｆｉｇ ２　 Ｐｉｆｉ⁃μ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＴＳＣ２ ｍｕｔａｔｉｏｎ（ｘ±ｓ， ｎ＝６）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２６􀆰 ４６（８）

Ａ， Ｂ􀆰 ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｆｏｒ ３２
ｄａｙｓ（ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ： ｎ＝ ９， Ｐｉｆｉ⁃μ ｇｒｏｕｐ： ｎ ＝ ９）； Ｃ􀆰 ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｖｏｌｕｍｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｄ􀆰 ｔｕｍｏｒ ｗｅｉｇｈｔ ａｔ ｔｈｅ
ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｅ􀆰 ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ； Ｆ􀆰 ｔｈｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ
ＨＥ， Ｋｉ６７， ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ ３ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ３　 Ｐｉｆｉ⁃μ抑制 Ｔｓｃ２ 突变的移植瘤生长

Ｆｉｇ ３　 Ｐｉｆｉ⁃μ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｔｕｍｏｒｓ ｗｉｔｈ Ｔｓｃ２ ｍｕｔａｔｉｏｎ（ｘ±ｓ， ｎ＝９）

裸鼠异种移植瘤生长［１１］。
２􀆰 ４　 Ｐｉｆｉ⁃μ通过下调 Ｓｍａｄ７ 破坏 ＴＧＦ⁃β／ Ｓｍａｄ 通

路平衡选择性诱导 Ｔｓｃ２ 突变细胞死亡

为进一步探讨 Ｐｉｆｉ⁃μ 选择性抑制 Ｔｓｃ２－ ／ －细胞增

殖及诱导死亡的原因，通过 ＲＮＡ 测序分析 Ｔｓｃ２＋ ／ ＋和

Ｔｓｃ２－ ／ －细胞在 Ｐｉｆｉ⁃μ 处理后，与对照组相比，其差异

基因表达情况。 我们假设某些基因表达水平在

Ｔｓｃ２－ ／ －及 Ｔｓｃ２＋ ／ ＋ 细胞本底中没有明显区别，Ｐｉｆｉ⁃μ
处理可使这些基因表达水平在 Ｔｓｃ２－ ／ －细胞中下降，
而对 Ｔｓｃ２＋ ／ ＋细胞中该基因表达水平影响不大。 结

果表明， 该假设可以取到基因交集， 其中包含

Ｓｍａｄ６、Ｖｅｐｈ１ 等 ６ 个差异表达基因（图 ４Ａ， Ｂ）。 对

６ 个差异基因进行功能富集提示 Ｐｉｆｉ⁃μ 处理后 Ｓｍａｄ
负调控蛋白及 ＴＧＦ⁃β 通路可能出现差异性改变（图
４Ｃ）。 进一步对 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路的负调控蛋白

Ｓｍａｄ６ ／ ７ 验证发现，与对照组相比，Ｐｉｆｉ⁃μ 处理后，
Ｔｓｃ２－ ／ －细胞中 Ｓｍａｄ７ 蛋白质水平下降更为明显，同
时 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ 蛋白质水平升高，表明 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ

通路在 Ｔｓｃ２－ ／ －细胞中上调（图 ４Ｄ， Ｅ）。 将 Ｐｉｆｉ⁃μ 与

各种死亡抑制剂联合作用，发现活性氧抑制剂

（ＮＡＣ）及 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路抑制剂（ＳＢ⁃４３１５４２）可
以逆转 Ｐｉｆｉ⁃μ 引起的细胞死亡（图 ４Ｆ， Ｇ， Ｈ）。

３　 讨论

ＴＳＣ２ 是一种抑癌基因，其编码的生长抑制蛋白

ｔｕｂｅｒｉｎ 为 ＴＳＣ 的重要成分，ＴＳＣ２ 突变导致 ｍＴＯＲ
通路过度激活，进而促进细胞生长并与多种良恶性

肿瘤发生有关，如结节性硬化症、淋巴管肌瘤病及乳

腺癌、肝癌、肺癌、结直肠癌等。 有研究表明，ＴＳＣ２
低表达与肿瘤侵袭性及不良预后有关［１２］，然而目前

临床应用的 ｍＴＯＲ 抑制剂对引起 ｍＴＯＲ 活化的泛

癌疗效差，急需发现新的靶向治疗药物。
已有研究表明，Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 在非小细胞肺癌及

白血病细胞中具有抗肿瘤能力［８］，同时 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ
也可以作为增敏剂增强 ｍＴＯＲ 活化的肝癌细胞对

索拉非尼的敏感性［１１］ ， 然而 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 对 ＴＳＣ２ 突
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范文怡　 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 抑制 ＴＳＣ２ 突变肝癌细胞株增殖

Ａ􀆰 ｔｈｅ Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ （ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｉｆｉ⁃μ ｆｏｒ ２４ ｈ； Ｃ􀆰 ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｔ􀆰 ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）；
Ｂ􀆰 ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ６ ｇｅｎｅｓ； Ｃ􀆰 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ６ ｇｅｎｅｓ； Ｄ􀆰 ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ Ｓｍａｄ６， Ｓｍａｄ７， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ａｎｄ Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｉｎ Ｔｓｃ２＋ ／ ＋ ａｎｄ Ｔｓｃ２－ ／ － ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ６ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｐｉｆｉ⁃μ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｅ􀆰 ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｓｍａｄ７ ａｎｄ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ ／ ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｆ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｐｉｆｉ⁃μ（６ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎ
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＳＢ ４３１５４２（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎ Ｔｓｃ２－ ／ － ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８； Ｇ， Ｈ􀆰 ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｐｉｆｉ⁃μ（８ μｍｏｌ ／ Ｌ）
ｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｚ⁃ＶＡＤ（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｆｅｒ⁃１（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｎｅｃ⁃１（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， ＮＡＣ（１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）， ＣＱ（５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ｉｎ Ｔｓｃ２－ ／ －

ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＳＮＵ８８６ ｆｏｒ ４８ ｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
图 ４　 Ｐｉｆｉ⁃μ通过下调 Ｓｍａｄ７ 选择性诱导 Ｔｓｃ２ 突变细胞死亡

Ｆｉｇ ４　 Ｐｉｆｉ⁃μ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｔｓｃ２ ｍｕｔａｎｔ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｂｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｍａｄ７（ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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变的肝癌细胞增殖的影响及其机制有待进一步研

究。 本研究结果显示，Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 可以选择性抑制

Ｔｓｃ２ 突变的 ＭＥＦｓ 细胞增殖且 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细

胞对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 更敏感。 为进一步研究 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ
对 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞增殖的影响，本研究在肝

癌细胞中敲低 ＴＳＣ２ 后，其对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 的敏感性增

强，在肝癌细胞中过表达 ＴＳＣ２ 可以对 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 产

生抵抗，提示 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 对 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞增

殖具有选择性抑制作用。 此外，在动物体内同样发

现 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 可以抑制 Ｔｓｃ２ 突变的移植瘤生长，为
本研究补充了体内实验证据。 另外，本实验室已有

文章报道，Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 在 ＳＮＵ８８６ 接种的异种移植瘤

模型及肝脏 Ｔｓｃ２－ ／ － 导致原位自发肝癌小鼠中均具

有一定的肿瘤抑制作用［１１］。
已有研究表明，在小鼠肝脏中仅 Ｔｓｃ２ 突变就

可以导致原位自发肝癌［１１］ 。 本研究采用 Ｔｓｃ２ 突

变及对照的 ＭＥＦｓ 细胞进行实验，因其基因突变背

景干净，不受复杂基因突变的干扰。 本研究预先

进行了 ４ 种不同假设［ １）用药引发选择性下调：
Ｔｓｃ２突变细胞与对照在基础状态下基因表达相似，
Ｐｉｆｉ⁃μ 处理后，某些基因表达在突变细胞中特异性

下降；２）用药引发选择性上调：两者基础表达无差

异，用药外理后，某些基因在突变细胞中特异性上

升；３）纠正原本的高表达：Ｔｓｃ２ 突变细胞本身某些

基因表达高于对照，用药处理后使这些基因选择

性下降；４）逆转原本的低表达：Ｔｓｃ２ 突变细胞本身

某些基因表达低于对照，用药处理后使这些基因

表达选样性上升］，通过转录组测序并求取差异基

因交集，发现只有结果展示的这种假设方案可以

取到功能明确的基因交集，并提示与 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ
通路差异性改变有关。 已有研究表明 ＴＳＣ２ 突变

导致 ｍＴＯＲ 过度激活，引发线粒体氧化应激及

ＲＯＳ 产生增多［１３］ ，ＲＯＳ 作为第二信使可以激活

ＴＧＦ⁃β 信号通路［１４］ 。 Ｓｍａｄ 通路作为 ＴＧＦ⁃β 下游

的经典信号转导通路，ＴＧＦ⁃β１ 的活性同源二聚体

ＴＧＦＲ１、ＴＧＦＲ２ 结合后，磷酸化 Ｓｍａｄ２ ／ ３，随后与

Ｓｍａｄ４ 结合并易位到细胞核并调控基因表达，
Ｓｍａｄ７ 则可以抑制 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 的磷酸化过程，负反

馈调节并控制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路活性。 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ 信号通路在肿瘤发生中具有双重作用，早期

阶段其激活被认为可以诱导凋亡、抑制细胞增殖

并发挥抗肿瘤功能［１５］ 。 本研究进一步验证发现在

Ｔｓｃ２ 突变细胞中 Ｓｍａｄ７ 表达水平较高，Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ
可以选择性使 Ｔｓｃ２ 突变细胞的 Ｓｍａｄ７ 表达下调，
并导致 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号通路过度激活，破坏其通

路平衡，进而抑制细胞 增 殖。 此 外，本 研 究 将

Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 与死亡抑制剂联用发现，活性氧抑制剂

及 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路抑制剂可以逆转 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 引

起的 Ｔｓｃ２ 突变细胞死亡，从而验证了本研究的

假设。
综上所述，本研究揭示了 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 可以选择

性抑制 ＴＳＣ２ 突变的肝癌细胞株增殖， 并指出

Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 通 过 选 择 性 下 调 Ｓｍａｄ７， 从 而 破 坏

ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 通路平衡，在 Ｔｓｃ２ 突变的细胞增殖中

发挥关键作用。 该研究为针对 ＴＳＣ２ 突变的肝癌患

者提供了新的潜在治疗策略和理论依据。

参考文献：

［１］ Ｓｉｎｇａｌ ＡＧ， Ｋａｎｗａｌ Ｆ， Ｌｌｏｖｅｔ ＪＭ． Ｇｌｏｂａｌ ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ ｈｅｐａ⁃
ｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ： ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ ］． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃｌｉｎ
Ｏｎｃｏｌ， ２０２３， ２０： ８６４⁃８８４．

［２］ Ｈａｎ Ｂ， Ｚｈｅｎｇ Ｒ， Ｚｅｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ Ｃｈｉｎａ， ２０２２［Ｊ］． Ｊ Ｎａｔｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｎｔ， ２０２４，
４： ４７⁃５３．

［３］ Ｚｅｎｇ Ｈ， Ｚｈｅｎｇ Ｒ， Ｓｕｎ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
ｉｎ Ｃｈｉｎａ ２０１９—２０２１： ａ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｅｒ， ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ
ｓｔｕｄｙ［Ｊ］． Ｊ Ｎａｔｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｎｔ， ２０２４， ４： ２０３⁃２１３．

［４］ Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｃ， Ｘｕｅ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｅｐ ｗｈｏｌｅ⁃ｇｅｎｏｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ４９４ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ，
２０２４， ６２７： ５８６⁃５９３．

［５］ Ｈｏ ＤＷＨ， Ｃｈａｎ ＬＫ， Ｃｈｉｕ ＹＴ， ｅｔ ａｌ． ＴＳＣ１ ／ ２ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｄｅｆｉｎｅ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｕｂｓｅｔ ｏｆ ＨＣＣ ｗｉｔｈ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅ
ｂｅｈａｖｉｏｕｒ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｇｕｔ， ２０１７， ６６：
１４９６⁃１５０６．

［６］ 李杰， 浦洋， 张梦迪， 等． ｍＴＯＲ 活化上调 ＭＧＳＴ１ 并

增强细胞抗氧化能力［ Ｊ］． 基础医学与临床， ２０２２，
４２： ５５３⁃５５９．

６６０１



范文怡　 Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ 抑制 ＴＳＣ２ 突变肝癌细胞株增殖

［７］ Ｗｏｏｄ ＫＣ， Ｇｕｔｋｉｎｄ ＪＳ． Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｏｐｐｏｒｔｕ⁃
ｎｉｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍＴＯＲ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０２２， ８２： ３８８４⁃３８８７．

［８］ Ｚｈｏｕ Ｙ， Ｍａ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ ｉｓ ｅｆｆｉｃａｃｉｏｕｓ
ａｇａｉｎｓｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｔ
ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ７０［Ｊ］． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１７， ３７： ３１３⁃３２２．

［９］ Ｗｕ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｓ， Ｈａｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＩＲＰ２⁃ｐｒｉｍｅｄ
ｉｒｏｎ ａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｓ ｄｒｕｇｇａｂｌｅ
ｆｏｒ ａｃｔｉｖｅ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ，
２０２３， ２１： ５０． ｄｏｉ： １０．１１８６ ／ ｓ１２９６７⁃０２３⁃０３９１４⁃０．

［１０］ Ｌｉ Ｃ， Ｃｈｅｎ Ｈ， Ｌａｎ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ｍＴＯＲ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｕｐｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｘＣＴ ｂｌｏｃｋｓ ｍｅｌａｎｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｕｍｏｒｉ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１９， ２６： ２０１５⁃２０２８．

［１１］ Ｌｖ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｌｖ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｉｆｉｔｈｒｉｎ⁃μ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｍＴＯＲ⁃ａｃ⁃
ｔｉｖａｔｅｄ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｓｏｒａｆｅｎｉｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ［ Ｊ］． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ

Ｄｉｓ， ２０２５， １６： ４２． ｄｏｉ： １０．１０３８／ ｓ４１４１９⁃０２５⁃０７３３２⁃６．
［１２］ Ｚｈｕ ＱＹ， Ｈｅ ＺＭ， Ｃａｏ ＷＭ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＴＳＣ２ ｉｎ

ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ： ａ ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ ｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ Ｏｎｃｏｌ， ２０２３，
１３： １１８８３７１． ｄｏｉ： １０．３３８９ ／ ｆｏｎｃ．２０２３．１１８８３７１．

［１３］ Ｇｌｏｒｉｅｕｘ Ｃ， Ｅｎｒíｑｕｅｚ Ｃ， Ｂｕｃ Ｃａｌｄｅｒｏｎ Ｐ． Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｉｎｔｅｒｐｌａｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄｏｘ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ： Ａ ｒａｔｉｏｎａｌｅ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［ Ｊ］．
Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０２５， ２３２： １１６７２９． ｄｏｉ： １０．１０１６ ／
ｊ．ｂｃｐ．２０２４．１１６７２９．

［１４］ Ｃｈｕｎｇ Ｊ， Ｈｕｄａ ＭＮ， Ｓｈｉｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ｂｅｔａ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２１， ２２： １３１８１． ｄｏｉ： １０．
３３９０ ／ ｉｊｍｓ２２２４１３１８１．

［１５］ Ｍａｓｓａｇｕé Ｊ， Ｓｈｅｐｐａｒｄ Ｄ． ＴＧＦ⁃β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］． Ｃｅｌｌ， ２０２３， １８６： ４００７⁃４０３７．

本刊稿件格式要求（２）

２􀆰 １　 摘要：一般以第三人称撰写，采用“结构式摘要”，包括目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）、方法（Ｍｅｔｈｏｄｓ）、 结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）
和结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）４ 部分。 摘要应具有独立性和自明性，宜 ３００～４００ 字。 英文缩写在摘要中首次出现时用

“中文全称（英文缩写）”格式。 关键词 ５ 个以内。 在关键词下行标注中图分类号（按中国图书馆分类法第四

版查阅）。 中、英文摘要及关键词应一致。
２􀆰 ２　 引言：应引用近期参考文献，概述该领域的国内外研究现状及存在的主要问题，明确提出本研究的立题

依据、目的及意义，一般 ４００ 字以内。 英文缩写在正文中首次出现时用“中文全称（英文全称，英文缩写）”
格式。
２􀆰 ３　 方法：新方法或有特殊程序者应写明白。 常用方法或可引用参考文献者不必详述，写明“见参考文献

［文献序号］”即可。
２􀆰 ４　 结果：只列实验结果，不重复方法，不对结果进行分析、评述。 图、表均须有中、英文题目，题目应具有自

明性，图表的标目需写完整，图表内的内容及注释只用英文（注：短篇综述和医学教育栏目的图表内容及注

释只用中文）。 表格使用“三线表”； 计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，注明例数（ｎ）；图的标值线分别在

横坐标的上侧及纵坐标的右侧；镜下图片应清晰易辨，标明放大倍数。
２􀆰 ５　 讨论：应紧扣实验结果进行讨论，不重复具体方法和结果，一般在 ８００ 字以内。

７６０１




