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SCFβ - TrCP 泛素化降解 TFAP4 抑制结直肠癌
上皮间质转化的分子机制研究

厉金雷 　 吴祥斌 　 蔡剑辉

摘 　 要 　 目的 　 探究 SCFβ - TrCP泛素化降解转录因子激活增强子结合蛋白 4( transcription factor - activated enhancer - binding
protein 4, TFAP4)对结直肠癌上皮间质转化的影响。 方法 　 体外培养人结肠腺癌细胞 SW480,分别用不同浓度的 MLN4924 处理

24h,然后采用 Western blot 法检测内源性 TFAP4 蛋白水平变化。 在 MLN4924 处理的基础上,加入 CHX 分别干预不同时间,检测

TFAP4 的蛋白半衰期和泛素化水平差异。 在 CHX 干预的 SW480 细胞中过表达带 FLAG 标签的 TrCP - 1,探究 β - TrCP 对

TFAP4 表达的影响,通过免疫共沉淀( co - immunoprecipitation,Co - IP)实验检测过表达或敲低 β - TrCP 不是因为影响了其他信

号通路而改变 TFAP4 的水平。 将 TFAP4 上 135 位的 E 突变为 A,139 位的 S 突变为 A,然后在 CHX 干预的 SW480 细胞中转染结

构域突变的 TFAP4,测定 TFAP4 半衰期和泛素化水平变化。 CK1 / CK2 / GSK3 磷酸化关键酶抑制剂对 SW480 细胞进行干预,
Western blot 法检测 TFAP4 水平,随后检测 CK2 抑制剂对 TFAP4 泛素化水平的影响,通过划痕实验分析细胞迁移能力,通过 Tran-
swell 实验分析细胞侵袭能力。 结果 　 TFAP4 随着 MLN4924 处理浓度变化呈剂量依赖式增加,MLN4924 处理能够显著延长内源

TFAP4 蛋白的半衰期,TFAP4 和 CK2 存在相互作用,CK2 抑制剂能降低 TFAP4 泛素化水平,蛋白的半衰期得到明显延长,敲低

β - TrCP 引起 TFAP4 的降解受到明显抑制,β - TrCP 与 TFAP4 直接相互作用,并促进其被泛素化,TFAP4 中 E135A 和 S139A 位

点突变延长其半衰期,沉默 β - TrCP 能促进细胞增殖和迁移。 结论 　 SCFβ - TrCP可能通过泛素化修饰降解 TFAP4,从而抑制结直

肠上皮间质转化的发生,进而抑制肿瘤的浸润、转移,可为结直肠癌治疗提供新的思路。
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Molecular Mechanism of SCFβ - TrCP Ubiquitination and Degradation of TFAP4 to Inhibit Epithelial - mesenchymal Transition in Colorectal

Cancer. 　 LI Jinlei, WU Xiangbin, CAI Jianhui. Department of Colorectal and Anal Surgery, The First Affiliated Hospital of Wenzhou Medi-
cal University, Zhejiang 325000, China

Abstract　 Objective　 To explore the effect of SCFβ - TrCP ubiquitination and degradation of transcription factor - activated enhancer -
binding protein 4 (TFAP4) on epithelial - mesenchymal transformation in colorectal cancer. Methods　 Human colorectal adenocarcinoma
cells SW480 were cultured in vitro and treated with different concentrations of MLN4924 for 24h, and then Western blot assay was used to
detect the changes of endogenous TFAP4 protein levels. On the basis of MLN4924 treatment, CHX was added to intervene at different
times to detect the difference of TFAP4 protein half - life time and ubiquitination level. Flag - labeled TrCP - 1 was overexpressed in
CHX - interfered SW480 cells to explore the influence of β - TrCP on TFAP4 expression. The overexpression or knockdown of β - TrCP in
co - immunoprecipitation (Co - IP) experiments did not change the level of TFAP4 because it affected other signaling pathways. The E
(135) on TFAP4 was mutated to A, and the S (139) was mutated to A, and then transfected TFAP4 with mutated domain in SW480 cells
treated with CHX to detect the changes in TFAP4half - life time and ubiquitination level. CK1 / CK2 / GSK3 phosphorylated key enzyme in-
hibitors were used to intervene SW480 cells, Western blot assay was used to detect TFAP4 levels, and then the influence of CK2 inhibitors
on TFAP4 ubiquitination level was detected. Cell migration performance was analyzed by scratch assay, and cell invasion ability was ana-
lyzed by Transwell assay. Results　 TFAP4 increased in a dose - dependent manner with the concentration change of MLN4924 treatment.
MLN4924 treatment could significantly prolong the half - life time of endogenous TFAP4 protein. There was an interaction between TFAP4
and CK2, CK2 inhibitor could reduce the ubiquitination level of TFAP4 and significantly prolong the half - life time of the protein. The
knockdown of β - TrCP significantly inhibited the degradation of TFAP4. β - TrCP directly interacted with TFAP4 and promoted its ubiq-
uitination. The mutation of E135A and S139A in TFAP4 prolonged its half - life time, and the silencing of β - TrCP promoted cell prolif-
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eration and migration. Conclusion　 SCFβ - TrCP may degrade TFAP4 through ubiquitination modification, thereby inhibiting the occurrence
of colorectal epithelial - mesenchymal transformation, and then inhibiting tumor invasion and metastasis, which may provide a new idea for
the treatment of colorectal cancer.

Key words　 SCFβ - TrCP; Ubiquitination; TFAP4; Colorectal cancer; Epithelial - mesenchymal transition

　 　 结直肠癌(colorectal cancer,CRC)是胃肠道系统

中最常见的恶性肿瘤,占所有恶性肿瘤的 13% ,已成

为世界范围内人类的第二大死亡诱因 [1 ~ 3] 。 数据统

计显示,2018 年有 180 万例的新 CRC 病例,到 2035
年每年的新病例数可能增加至 250 万 [4] 。 近年来,由
于筛查和治疗方法的改进,CRC 的病死率已经明显

降低 [5] 。 目前,手术和化疗依旧是 CRC 的主要治疗

手段,但患者的预后并不理想,特别是转移性 CRC 患

者。 因此,需要进一步探究 CRC 浸润、转移的机制,
并寻求更有效的治疗方法 [6,7] 。

在临床中 5 - 氟尿嘧啶(5 - Fluorouracil,5 - FU)
是 CRC 最常用的化疗药物,但由于对正常组织的毒

性不良作用和癌细胞的耐药表型,其疗效存在明显局

限性 [8] 。 已有研究表明,CRC 对 5 - 氟尿嘧啶产生耐

药的主要原因是 TFAP4 / Wnt / β - catenin 信号通路的

过度激活,并且 TFAP4 可激活上皮间充质转化( epi-
thelial - mesenchymal transition,EMT) 增强肿瘤细胞

的迁移和转移 [9,10] 。 据此猜想通过降解 TFAP4 抑制

EMT 的发生,从而抑制肿瘤的浸润、转移,但是具体

的分子机制需要进一步研究。 因此,本研究主要探讨

SCFβ - TrCP泛素化降解 TFAP4 抑制 CRC 上皮间质转化

的分子机制。
材料与方法

1. 实验材料与试剂:人结肠腺癌细胞 SW480 购

自武汉普诺赛生命科技有限公司,MLN4924 ( HY -
70062)、 MG - 132 ( HY - 13259 )、 CHX ( HY -
B0713)、5 - fluorouracil ( HY - 90006 )、 CK1 抑制剂

(HY - 111820)、CK2 抑制剂 ( HY - 145260 )、GSK3
抑制剂(HY - Q48328)购自美国 MedChemExpress 公

司,ATPlite 试剂盒 ( ml077069) 购自上海酶联生物,
TFAP - 4(PA5 - 40719)抗体购自美国 Thermo Fisher
Scientific 公司, cullin1 ( 4995S)、 β - TrCP ( 4394S)、
ubiquitin(20326T)、CK2 (2656S) 抗体购自美国 Cell
Signaling Technology 公司。

2. 细胞培养:SW480 细胞使用 DMEM 完全培养

基(含 10% FBS + 1% P / S),HEK293 细胞使用 MEM
完全培养基(含 10% FBS + 1% P / S),于 37℃ 5% CO2

恒温培养箱中培养。 显微镜下观察细胞生长情况,待
细胞长到合适密度用于后续实验。 将细胞进行分组

培养:0μmol / L MLN4924(酶抑制剂)组、0. 25μmol / L
MLN4924 组、0. 5μmol / L MLN4924 组、DMSO + CHX
组、MLN4924 + CHX 组、CHX 组、oe - TrCP - 1 + CHX
组、kd - TrCP - 1 + CHX 组、CK2 抑制剂 + CHX 组、si-
Control 组、siControl + 5′ - F 组、 siTRCP + 5′ - F 组、
siTFAP + 5′ - F 组。

3. Western blot 法检测:使用 RIPA 蛋白裂解液提

取细胞蛋白,12000r / min 离心半径为 9. 8cm 离心

7min 后取上清,BCA 法测定蛋白总量,加入蛋白上样

缓冲液后煮 10min,用 12. 5% SDS - PAGE 聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳,将电泳后的蛋白转移到 PVDF 膜

上,室温下 5% 脱脂奶粉封闭 2h,加入一抗 4℃ 摇床

孵育过夜,将一抗洗干净后荧光二抗室温避光孵育

2h,TBST 将二抗洗干净后进行曝光。
4. 免 疫 共 沉 淀 ( co - immunoprecipitation, co -

IP):转染 48h 后,吸除细胞培养基,PBS 洗两遍,加入

适量细胞裂解缓冲液,冰上裂解 30min,离心后取上

清,取少量裂解液以备 Western blot 法分析,剩余裂解

液加 1μg 相应的抗体,4℃ 孵育过夜。 取 10μl protein
A 琼脂糖珠,用裂解缓冲液洗 3 次,3000r / min 离心半

径 9. 8cm 离心 3min;将预处理过的 protein A 琼脂糖

珠加入到和抗体孵育过夜的细胞裂解液中,4℃ 孵育

4h,使抗体与 protein A 琼脂糖珠偶联。 3000r / min 离

心半径 9. 8cm 速度离心 3min,将琼脂糖珠离心至管

底;将上清小心吸去,琼脂糖珠用 1ml 裂解缓冲液洗

3 次;最后加入 15μl 的 2 × SDS 上样缓冲液,沸水煮

7min, - 20℃保存,经 Western blot 法分析确定免疫共

沉淀结合蛋白。
5. CRISPR - cas9:从数据库挑选 3 条脱靶效应最

低的靶向敲除 β - TrCP 的序列插入 pspcas9(BB) -
2APuro 敲除质粒中;利用转染试剂盒将构建好的敲

除质粒转染进细胞中,随后用 Puromycin 进行筛选,
去掉转染效率低的细胞;3 天后收集细胞,免疫印迹

分析 MDM2 表达水平,挑选敲除效果最好的质粒用

于构建相应的细胞系;用构建好的质粒转染相应的细

胞,用 Puromycin 筛选 3 天后,流式细胞仪筛选含有

绿色荧光的单细胞,并将该细胞扩大培养,最终形成

成功敲除的单克隆细胞。
6. 体外泛素化修饰:在细胞中外转带有 HA 标签
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的 β - TrCP 质粒,并用偶联有 HA 抗体的磁珠纯化β -
TrCP 蛋白,同样的方法用偶联 FLAG 抗体的磁珠纯化

FLAG - TFAP4 蛋白。 在含有相应 E1 和 E2 等成分的

反应缓冲液中加入纯化的 HA - β - TrCP 和 FLAG - T
TFAP4,37℃条件下进行反应,结束后用蛋白凝胶电泳

分离蛋白,并用相应的抗体进行免疫印迹分析。
7. 流式细胞术检测细胞凋亡:用冷 PBS 洗涤细

胞两次,然后以 1 × 106 / ml 的浓度将细胞重悬于 1 ×
结合缓冲液中,将 100μl 细胞转移到 5ml 培养管中,
加入 5μl FITC Annexin V 和 5μl PI,轻轻涡旋并在室

温下避光孵育 15min,每管加入 400μl 1 × binding
Buffer,1h 内通过流式细胞仪进行检测。

8. 划痕实验:6 孔板背面提前用马克笔划线,在 6
孔板中接种适宜浓度的细胞,培养至细胞融合,用无

菌枪头进行划痕。 划痕完成后,使用无菌 PBS 溶液

洗细胞 3 次,洗去不贴壁的细胞,即划线时划线的细

胞,使划线后留下的间隙清晰可见,然后更换新鲜无

血清培养基。 培养箱培养 24h 后取出细胞,显微镜线

观察并拍照。
9. Transwell 实验:用无血清培养基重悬细胞,调

整细胞浓度至 2 × 105 / ml,取 200μl 细胞悬液加入至

Transwell 小室,24 孔板下室加入 500μl 的含血清培

养基,37℃ 5% CO2 培养箱中培养 24h 后,吸出小室

培养基,用 PBS 溶液清洗细胞 2 次,加入 4% 多聚甲

醛固定 30min,然后结晶紫染色 20min,冲洗晾干后显

微镜下计数。
10. 统计学方法:应用 SPSS 26. 0 统计学软件对

数据进行统计分析,使用 Prism 8. 0 软件进行作图,所
有数据均以均数 ± 标准差( x ± s)表示,t 检验进行组

间比较,以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。
结 　 　 果

1. TFAP4 是潜在的 CRL E3 泛素连接酶的底物:
在 MLN4924(酶抑制剂)处理 SW480 后,TFAP4 发生

累积且随着 MLN4924 浓度变化呈剂量依赖式增加

(图 1A)。 为了进一步证实 TFAP4 是 CRL E3 泛素连

接酶的底物,在 MLN4924 处理的基础上,加入 CHX
分别 干 预 不 同 时 间, DMSO 作 为 阳 性 对 照, 检 测

TFAP4 的 蛋 白 半 衰 期。 发 现 在 结 直 肠 癌 细 胞 系

SW480 细胞中,MLN4924 处理能够显著的延长内源

TFAP4 蛋白的半衰期(图 1B),TFAP4 泛素化模式如

图 1C 所示,以上结果提示 TFAP4 是潜在的 CRL E3
泛素连接酶的底物。

图 1　 TFAP4 与 CRL E3 泛素连接酶的关系

A. TFAP4 水平随着 MLN4924 浓度呈剂量依赖式升高;B. 加入 CHX 干预不同时间,检测 TFAP4 的蛋白水平;C. TFAP4 泛素化模式图

　

　 　 2. FLAG - β - TrCP1 与 TFAP4 直接相互作用:通
过查找 TFAP4 的氨基酸序列上可能存在的 F - box
结合和绑定的特定结构域,发现了在各物种间进化上

十分保守的 β - TrCP( DSGXXS) 的降解结构域 (图

2A);为了探究 β - TrCP 对 TFAP4 在蛋白水平表达

变化的影响,在 CHX 处理 SW480 细胞中转染 TrCP -
1,对照组只做 CHX 处理。 过表达 β - TrCP 会加快

TFAP4 的降解,用 siRNA 直接敲低 β - TrCP,发现

TFAP4 的降解受到明显抑制,半衰期延长(图 2 中 B、
C)。 为了确保过表达或敲低 β - TrCP 不是因为影响
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了其他信号通路而改变 TFAP4 (信号转导及转录激

活蛋白)的水平,在 SW480 细胞中过表达带有 FLAG
标签的 β - TrCP1,并进行免疫沉淀(图 2D),TFAP4

泛素化模式如图 2E 所示,结果表明 FLAG - β -
TrCP1 与 TFAP4 直接相互作用。

图 2　 FLAG - β - TrCP - 1 与 TFAP4 直接相互作用

A. β - TrCP(DSGXXS)的降解结构域;B. 过表达 TrCP - 1 后 TFAP4 蛋白水平变化;

C. β - TrCP 敲低后 TFAP4 蛋白水平变化;D. 免疫共沉淀;E. 泛素化模式图

　

　 　 3. TFAP4 结构域突变后泛素化修饰水平降低:
β - TrCP1 绑定和泛素化底物依赖于其特定的降解基

序,而且底物上降解基序中两个丝氨酸需要被磷酸化

才能 被 β - TrCP 识 别。 为 了 确 定 β - TrCP1 和

TFAP4 的相互作用是否也依赖于 TFAP4 氨基酸序列

上的结构域,将 TFAP4 上 135 为的 E 突变为 A,139
位的 S 突变为 A(图 3A),在 CHX 处理的 SW480 细

胞中转染结构域突变的 TFAP4,空白对照只用 CHX
处理(图 3B),然后测定其半衰期,发现这位点突变后

TFAP4 的半衰期都得到了延长,与空白对照和阳性对

照组比较,结构 域 突 变 的 TFAP4 结 合 力 减 弱 ( 图

3C),TFAP4 泛素化模式如图 3D 所示,与对照组比

较,结构域突变后泛素化修饰水平降低。
4. TFAP4 是 CK2 的底物:为探究磷酸化关键酶

对 TFAP4 表达的影响,分别对 SW480 细胞进行干预,

结果显示,CK2 抑制剂能显著增加 TFAP4 表达 (图

4A);加入 CHX 后干预不同时间(0、2、4h),发现 CK2
抑制剂能显著抑制 TFAP4 降解(图 4B)。 TFAP4 泛

素化模式如图 4C 所示,与对照组比较,CK2 抑制剂

能降低 TFAP4 泛素化水平,免疫共沉淀结果显示,
CK2 和 TFAP4 存在相互作用(图 4D)。

5. β - TrCP 泛素化降解 TFAP4 抑制结直肠癌上

皮间质转化:为探究 TrCP 对 TFAP4 表达的影响,在
SW480 细胞中分别进行 TRCP、TFAP4 敲低加 5 - 氟

尿嘧啶干预,结果显示,与对照组比较,siTrCP + 5′ - F
组 TFAP4、cleaved caspase - 3 水平都较高 (图 5A)。
与对照组比较,siControl + 5′ - F 组细胞凋亡和坏死

显著增加,而与 siControl + 5′ - F 组比较, siTrCP +
5′ - F 组这一趋势有缓解,siTFAP4 + 5′ - F 组趋势缓

解更明显(图 5B),划痕实验结果显示,siTrCP 组细胞
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图 3　 TFAP4 结构域突变后泛素化修饰水平降低

A. TFAP4 氨基酸序列上的结构域突变位点;B. 结构域突变后 TFAP4 蛋白水平变化;

C. Western blot 法检测结构域突变结合能力;D. 泛素化模式图

　

图 4　 TFAP4 与 CK2 的关系

A. CK1 / CK2 / GSK3 抑制剂对 TFAP4 表达影响;B. CK2 抑制剂联合 CHX 处理对 TFAP4 表达影响;C. 泛素化模式图;D. 免疫共沉淀
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迁移能力增强,siTFAP4 组细胞迁移能力减弱,siTrCP
+ siTFAP4 组能恢复单纯 siTFAP4 敲降的细胞迁移能

力减弱(图 5C),同样的趋势在 Transwell 实验结果中

也能得到验证(图 5D),表明敲低 TrCP 后结直肠细胞

的迁移速度变快,侵袭能力增强。

图 5　 β - TrCP 泛素化降解 TFAP4 抑制结直肠癌上皮间质转化

A. siTrCP + 5′ - F、siTFAP4 + 5′ - F 对 TFAP4、cleaved caspase - 3 表达水平的影响;

B. 敲降后细胞流式图;C. 划痕实验检测细胞迁移能力;D. Transwell 检测细胞侵袭能力

　

讨 　 　 论

细胞内蛋白质代谢的平衡对于维持正常细胞的

生理功能起着至关重要的作用 [11] 。 泛素 - 蛋白酶体

系统(ubiqutin - proteasome system,UPS)是哺乳动物

细胞内最主要的蛋白质降解途径,也是维持蛋白质稳

态的主要保护机制,对生命体内一系列生命活动的正

常维持起着重大作用 [12] 。 蛋白质被泛素分子修饰的

过程是一个级联的酶促反应,其中 SCFβ - TrCP E3

泛素连接酶通过降解一系列重要的底物蛋白,在多种

生物学进程中起着关键的调控作用 [13,14] 。
转录因子激活增强子结合蛋白( TFAP4)是亮氨

酸拉链亚群家族的成员之一,广泛参与恶性肿瘤的增

殖、分化、转移、血管生成等生物调控功能,且与各种

恶性肿瘤的预后不良密切相关 [15 ~ 19] 。 研究显示,
TFAP4 在人类结直肠癌、肝细胞癌和胃癌中均呈高表

达,可促进 CRC 细胞侵袭并通过激活 PI3K / Akt 信号
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通路促进肿瘤的转移 [20] 。 通常情况下,EMT 会导致

细胞迁移和侵袭能力增强,而 TFAP4 通过激活 EMT
增强肿瘤细胞的迁移和转移,在 CRC 中通过激活

Wnt / β - catenin 通路而增强成瘤能力 [21 ~ 23] 。
底物蛋白结合结构域中两个丝氨酸( S)需要被

磷酸化才能被 TrCP 识别,而 TrCP 的底物主要被酪

蛋白激酶 1( CK1) ,酪蛋白激酶 2( CK2)及糖原合成

激酶 3(GSK3)3 种激酶磷酸化,因此用这 3 种抑制

剂进行排查 [24] 。 结果显示 CK2 的抑制剂可以抑制

TFAP4 的降解,并延长半衰期,降低其泛素化水平,
而且 CK2 可以与 TFAP4 直接结合,证明 TFAP4 是

CK2 的底物。 本研究结果显示 siRNA 敲低 β - TrCP
后,TFAP4 的蛋白水平得到积累,Transwell 实验表

明敲低 β - TrCP 后,结直肠癌细胞系的侵袭能力增

强,而同时敲低 TFAP4 则能明显逆转这一现象;划
痕实验表明,敲低 β - TrCP 后结直肠细胞的迁移速

度变快。
综上所述,本研究利用免疫印迹,免疫共沉淀,基

因沉默等生物化学手段,在生理条件下发现:在结直

肠癌细胞中抑制 SCFβ - TrCP E3 泛素连接酶中 cullin1
骨架蛋白被 NEDD8 修饰而使其失活的小分子抑制剂

MLN4924 能明显延长 TFAP4 的半衰期,并降低其泛

素化水平,而且在生理条件下 MLN4924 也能以剂量

依赖性的方式使 TFAP4 得到积累;利用干扰 RNA 直

接敲低或者基因敲除 cullin1 或 β - TrCP 可以明显稳

定 TFAP4 延长其半衰期。 在 TFAP4 氨基酸序列中存

在保守的 β - TrCP 识别和结合的降解结构域,将该

结构域中的关键氨基酸突变,可以抑制 TFAP4 与β -
TrCP 的结合,降低 TFAP4 的泛素化水平,并使其半衰

期得 到 延 长。 以 上 结 果 表 明 在 结 直 肠 癌 细 胞 中

SCFβ - TrCP很有可能通过泛素化修饰降解 TFAP4,从而

抑制上皮 - 间质转化的发生,从而抑制肿瘤的迁移和

侵袭,这提示或许可以通过检测 SCFβ - TrCP以及 TFAP4
的水平来判断结直肠癌患者发生转移的可能性,以及

利用 SCFβ - TrCP激动剂促进 TFAP4 的降解从而为结直

肠癌的治疗提供新的方案。
利益冲突声明:所有作者均声明不存在利益冲突。
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综上所述,PKP 治疗不同 BMD - T 的 OSF 患者

可达到理想的临床效果。 BMD - T 越低,术后椎体高

度和脊柱后凸矫正就越明显,同时也更容易发生骨水

泥渗漏。 所以在制定外科手术计划时,有必要仔细考

虑。 此外,年龄、骨水泥渗漏、BMD - T、术前楔形角

是影响 OSF 患者术后再骨折发生的相关因素,因此

在随访临床治疗中应充分重视上述指标,并提供更可

靠的治疗措施,以改善患者的预后。
利益冲突声明:所有作者均声明不存在利益冲突。
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