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AMPK抑制剂抑制FASN影响宫颈癌细胞胆固醇代谢过程
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(蚌埠医科大学第一附属医院妇瘤科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探明AMPK抑制剂影响脂肪酸合成酶(FASN)调控宫颈癌细胞胆固醇代谢过程的分子机制。方法 免

疫组化检测FASN在宫颈癌中的表达,CCK-8、EdU、胆固醇检测沉默FASN后对宫颈癌增殖和胆固醇影响,IF检测各

组脂筏和p-FAK的表达情况,WesternBlot检测调控FASN后FASN、ERK1/2、p-ERK1/2、p-JUN和p-p38的表达。结

果 FASN在宫颈癌中过表达,高表达FASN与较差的预后直接相关。沉默FASN组的增殖、胆固醇和游离胆固醇水平

下降,且脂筏表达下降。相较于NC组,si-FASN 组中p-FAK的表达下降。相较于 NC组,si-FASN组和 MAK8722组

(AMPK抑制剂)中FASN、p-ERK1/2、p-JUN和p-p38的表达下降。结论 沉默FASN调控宫颈癌细胞胆固醇代谢和

增殖过程,而加入AMPK抑制剂后抑制了FASN和AMPK信号轴的关键蛋白表达。

关键词:脂肪酸合成酶;AMPK信号通路;胆固醇代谢;宫颈肿瘤

中图分类号:R737.33   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2024)05-0661-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2024.05.002

InhibitionofFASNbyAMPKinhibitoraffectstheprocess
ofcholesterolmetabolismincervicalcancercells

ZHANGHuihui,CHENGCui,LIYan,WEILi,WANGLihua,WANGLiangliang

(DepartmentofGynecologicOncology,TheFirstAffiliatedHospital
ofBengbuMedicalUniversity,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToexplorethemolecularmechanismthroughwhichAMPKinhibitoraffectsthe
regulationoffattyacidsynthase(FASN)oncholesterolmetabolismincervicalcancercells. Methods The
expressionofFASNincervicalcancerwasdetectedbyimmunohistochemistry.TheeffectsofsilencedFASNon
proliferationandcholesterolofcervicalcancerweredetectedbyCCK-8,EdUandcholesteroldetection.IFwas
usedtodetecttheexpressionoflipidraftsandphosphorylatedfocaladhesionkinase(p-FAK)invarious
groups.WesternBlotanalysiswasperformedtoevaluatetheexpressionofFASN,ERK1/2,p-ERK1/2,p-
JUN,andp-p38aftermodulationofFASN. Results FASNwasoverexpressedincervicalcancer,andhigh
FASNexpressionwasdirectlyassociatedwithpoorprognosis.Theproliferation,cholesterol,andfreecholes-
terollevelsdecreasedintheFASN-silencedgroup,accompaniedbyreducedlipidraftexpression.Compared
withthenegativecontrol(NC)group,theexpressionofp-FAKwasdecreasedinthesi-FASNgroup.Addi-
tionally,theexpressionsofFASN,p-ERK1/2,p-JUN,andp-p38weredecreasedinboththesi-FASNgroup
andtheMAK8722group(AMPKinhibitor)comparedwiththeNCgroup. Conclusion SilencingofFASN
regulatesthecholesterolmetabolismandproliferationincervicalcancercells.Additionally,theadditionof
AMPKinhibitorfurtherinhibitstheexpressionofkeyproteinsintheFASNandAMPKsignalingaxis.
  Keywords: fattyacidsynthase;AMPKsignalingpathway;cholesterolmetabolism;cervicalcancer
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  宫颈癌是全球妇女死亡的主要原因之一[1]。我国

宫颈癌患者发病率逐年升高[2-3]。胆固醇代谢已被认

为是癌症转移的重要组成部分[4-5]。通过TCGA数据

库,本课题组筛选出脂肪酸合成酶(FASN)作为潜在

靶点。FASN可能作为致癌因子,因为它在调节癌细

胞脂肪酸合成或驱动癌细胞异常脂肪生成方面发挥作

用[6-7]。研究表明AMPK信号通路参与胆固醇代谢过

程[8-9],因此本研究拟探究 AMPK抑制剂抑制FASN
从而影响宫颈癌细胞胆固醇代谢过程,为探究宫颈癌

恶性进展提供新的分子靶点。

1 方法与材料

1.1 主要试剂 DMEM高糖培养基(ThermoFisher
Scientific公司)、胎牛血清(ThermoFisherScientific
公司)、1%青-链霉素(上海碧云天生物技术股份有限

公司)、Lipofectamine2000(ThermoFisherScientific
公司)、CCK-8试剂(上海碧云天生物技术股份有限公

司)、RIPA裂解液(上海碧云天生物技术股份有限公

司)、BCA试剂盒(上海碧云天生物技术股份有限公

司)、Trizol(上海碧云天生物技术股份有限公司)、

DABKit(MaximBioTech公司)、胆固醇/胆固醇酯检

测试剂盒(Abcam公司)。

1.2 实验仪器 细胞培养箱(ThermoFisherScien-
tific公司)、ProFlexTMPCR系统(ThermoFisherSci-
entific公 司)、EVOSTM M7000 成 像 系 统(Thermo
FisherScientific公司)、BX43-LED/BX53-LED 显微

镜(奥林巴斯公司)。

1.3 临床样本收集 收集10例于本院行宫颈癌根治

术的患者癌组织样本及癌旁2~3cm样本,并经病理

学检测确诊为宫颈癌。纳入标准:①经组织活检确诊

为宫颈癌患者;②ECOG评分0~1分;③经过影像学

确诊无淋巴结转移,并经根治性切除者;④临床资料完

整者。排除标准:①合并远处转移无法接受根治性切

除术者;②有严重并发症,如心肺功能不全者;③病历

资料不全者;④继发性肿瘤者。收集患者免疫组化蜡

块,并用于后续免疫组化染色检测。所有患者均签署

知情同意书。本研究经过蚌埠医科大学伦理委员会批

准(伦科批字:2022第248号)。

1.4 细胞培养 正常宫颈上皮细胞 HUCEC,宫颈癌

细胞系 Hela、Caski、C33A、MS751和 HeLa229均购

自中科院细胞研究所。5株细胞利用DMEM 高糖培

养基(10%胎牛血清和1%青-链霉素)培养。在37
℃、5%CO2 饱和度湿度的恒温培养箱中培养。

1.5 细胞转染操作 取各组细胞种植于6孔板中。

si-FASN01序列:5′-TGCTTTGGTTTGGGTGAT
T-3′;si-FASN02序列:5′-TACGGTCCTATAAC
GTGTGC-3′(购自上海吉凯基因科技有限公司)。取

Hela和Caski细胞种植于6孔板中,随后生长至密度

达孔视野50%~60%左右,更换为无血清培养基,随
后siRNA于Lipofectamine2000(Invitrogen公司)混
合后,加入到细胞孔中,10h左右去除原液,更换为含

血清培养基。

1.6 CCK-8实验 根据需要进行转染操作即处理

后,培养1d、2d、3d后,取出后避光每孔加入10μL
CCK-8试剂,37.5℃恒温培养箱中静置120min左

右,酶标仪检测OD450波段的变化强度。

1.7 WesternBlot实验检测 用RIPA裂解液提取

总蛋白裂解物。BCA法测定蛋白浓度。将等量配置

好的蛋白质加载到凝胶上,在10%凝胶上电泳分离,
然后转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上,用5%脱脂乳

溶液封闭PVDF膜封闭1h,一抗4℃孵育过夜。第2
天用与二抗在37℃下孵育1h。

1.8 PCR实验 使用Trizol分离细胞中的总RNA,
并将其稀释到不含DNase/RNASE的水中。定量后,
用RevertAidFirstStrandcDNASynthesisKit将总

RNA(每个样品2个μg)逆转录为cDNA。最后,采用

SYBRTMGreenPCRMasterMix进行实时定量PCR,
测定目的基因的表达水平。GAPDH 作为内参对照。
本研究的引物序列购自生工生物工程股份有限公司,
如表1所示。

表1 所有PCR序列

Gene Primersequence(5′-3′)

FASN 5′-CGCGTGGCCGGCTACTCCTAC-3′
5′-CGGCTGCCACACGCTCCTCT-3′

GAPDH 5′-CCTGGAGAAACCTGCCAAGTA-3′
5′-TCATACCAGGAAATGAGCTTGAC-3′

1.9 免疫组化实验 福尔马林固定的石蜡包埋组织

脱蜡后,用高压锅在柠檬酸缓冲液中煮沸,在3%过氧

化氢酶拮抗剂缓冲液和10%胎牛血清中孵育。然后

将切片在4℃下与一抗孵育过夜,然后使用DABKit
对染色蛋白进行可视化。

1.10 EdU实验 细胞种植于12孔板中,随后配制

2X的EdU工作液,固定液固定15min,每孔用0.1~
0.2mL通透液通透10min,用内源性过氧化物酶封

闭液室温孵育20min,随后配置综合反应液,室温避

光孵育30min后,在孵育DAPI,最后荧光显微镜下检

测。

1.11 胆固醇和游离胆固醇检测 根据胆固醇/胆固

醇酯检测试剂盒进行总胆固醇和游离胆固醇的测量。
细胞消化离心后,在15000r/min的条件下离心5
min,液相转移到新的EP管中,在50℃下风干,然后
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用200μL的胆固醇测定缓冲液溶解。用胆固醇标准

品绘制标准曲线。随后按试剂盒说明书依次加入试

剂,样品在37℃下孵育30min。酶标仪450nm处测

量吸光度。检测游离胆固醇,则在反应中减少胆固醇

酯酶的加入(方法同上)。

1.12 免疫荧光及脂筏检测 细胞接种在盖玻片上。

4%多聚甲醛固定30min左右,用0.1%TritonX通

透性30min。随后5%牛血清白蛋白封闭30min。随

后与一抗稀释液在4℃下孵育过夜,二抗孵化。细胞

核用DAPI逆染。随后显微镜观察免疫荧光。购买

VybrantTMAlexaFluorTM555脂筏标记试剂盒。在4
℃下用荧光标记的CT-B偶联物标记10min,然后用

抗CT-B抗体在4℃下交联15min。随后荧光显微镜

检测表达。

1.13 数 据 统 计 及 生 信 数 据 库 使 用 GraphPad
prism8.0进行统计分析。计量资料符合正态分布的

利用(췍x±s)表示。组间差异用独立t检验或单因素方

差分析(ANOVA)进行分析。P <0.05为差异有统计

学意 义。通 过 Timer2.0(http://timer.cistrome.
org/)下载FASN 在多种癌症中的表达情况。利用

GEPIA2.0(http://gepia2.cancer-pku.cn/)数据库

检测FASN 在宫颈癌中表达情况,同时下载 OS和

RFS曲线。

2 结果

2.1 FASN在宫颈癌中高表达且与较差的预后相关

 基于Timer2.0数据库和TCGA数据库数据,显示

FASN在宫颈癌中高表达,且FASN随着Stage分级

的增高而增加(见图1A、图1B)。TCGA数据库中宫

颈癌显示低表达FASN的OS和RFS曲线更好(见图

1C)。IHC结果显示,宫颈癌样本中FASN高表达,且
随着G分级的增高,FASN表达升高(见图2)。

图1 FASN在宫颈癌中高表达且与较差的预后相关

图2 IHC检测FASN在宫颈癌患者样本中的表达情况(×20)
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2.2 沉默FASN抑制宫颈癌细胞增殖 RT-PCR和

WesternBlot结果提示,Hela和Caski细胞中FASN
的表达最高(见图3A、图3B),RT-PCR结果显示沉默

载体构建成功(见图3C)。CCK-8和EdU提示,相较

于NC 组,si-FASN01 组 和si-FASN02 组(P <
0.001)中宫颈癌细胞增殖效率下降(见图3D、图3E)。

注:*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001,****P<0.0001,ns:P>0.05。

图3 沉默FASN抑制宫颈癌细胞增殖(×20)

2.3 沉默FASN后抑制了宫颈癌细胞胆固醇代谢过

程 多项研究显示FASN参与胆固醇代谢过程[10-12]。
相较于NC组,si-FANS组中总胆固醇(见图4A,P=
0.0405)和 游 离 胆 固 醇 表 达 下 降(见 图 4B,P =
0.0021)。而胆固醇代谢重编辑主要由脂筏和肌动蛋

白重塑来影响细胞转移过程,FASN被敲除后,在 He-
La和CaSki细胞中观察到的脂筏较少(见图4C,P=
0.0051)。随后在肌动蛋白重塑实验中,免疫荧光结果

显示,磷酸化FAK(p-FAK)共定位于CC细胞的丝状

足部,用siRNA敲除FASN后,p-FAK阳性面积和丝

足数目均减少(见图5)。

2.4 MAPK抑制剂(MAK8722)抑制FASN/ERK/

JUN轴的表达 研究发现 MAPK信号通路与胆固醇

代谢密 切 相 关[8],在 加 入 50μmol/L 浓 度 剂 量 的

MAPK抑制剂(MAK8722)后,WesternBlot实验检测

各组 MAPK信号轴通路关键蛋白的表达情况。结果

显示,相较于 NC组,si-FASN 组和 MAK8722组中

FASN、p-ERK1/2、p-JUN和p-p38的表达均下降,且

MAK8722组抑制更强(见图6)。
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注:*P<0.05,**P<0.001。
图4 沉默FASN抑制宫颈癌细胞胆固醇代谢过程(×40)

注:红色为鬼笔环肽染色,绿色为p-FAK染色,蓝色为细胞核染DAPI;***P<0.0001。
图5 免疫荧光染色检测各组p-FAK表达情况(×40)

注:*P<0.05。
图6 WesternBlot检测FASN、ERK1/2、p-ERK1/2、p-JUN和p-p38的表达
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3 讨论

FASN基因在胆固醇代谢中起着至关重要的作

用[13-14],FASN在多种癌症中过表达且促进癌细胞进

展[15]。本次研究显示,FASN在宫颈癌中过表达且与

较差的预后相关。作为脂类代谢的关键酶,FASN调

节多种脂类的合成代谢和分解代谢过程,其中胆固醇

是脂筏的主要成分[16]。本次研究显示抑制FASN降

低细胞总胆固醇和游离胆固醇,这与之前的报道一

致[17]。脂筏被认为是癌细胞入侵的信号中枢[18],而

FAK介导的肌动蛋白重塑在癌症转移中的重要性已

经被证明[19]。在本次研究中,沉默FASN后,FAK磷

酸化表达下降,这提示FASN影响FAK的磷酸化激

活从而激活脂筏形成,影响宫颈癌细胞肌动蛋白重塑

过程,促进其增殖和转移。

AMPK的磷酸化激活可以调节多种脂肪生成因

子,其中包括FASN[20-21]。AMPK的激活抑制可以抑

制其转录共激活因子p300的活性,而p300是FASN
表达的关键因子,因此,改变AMPK的激活状态,亦有

可能 改 变 FASN 的 表 达。在 本 研 究 中,通 过 抑 制

AMPK的激活,可明显抑制宫颈癌中的 AMPK信号

通路的关键分子p-ERK1/2、p-JUN和p-p38的磷酸化

激活。同时,在抑制 AMPK 激活的同时,宫颈癌中

FASN的表达明显被抑制,表明抑制 AMPK的激活,
可以抑制FASN的表达,进而影响宫颈癌的脂质代谢

和肿瘤进程。
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