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PCYT1A调控胃癌细胞增殖的研究

陈夏武,陈小勋

(广西贵港市人民医院胃肠外科,广西 贵港 537100)

摘 要:目的 探讨胆碱磷酸胞苷转移酶1A(PCYT1A)在胃癌中的表达特征,并分析其对胃癌细胞恶性生物学行为的

影响。方法 首先通过TCGA数据库分析胃癌患者的PCYT1A表达水平及其与患者预后的关系。随后采用慢病毒技

术构建PCYT1A基因沉默的胃癌细胞系,通过CCK-8和EdU实验评估PCYT1A对胃癌细胞增殖的影响,通过Tran-
swell实验评估PCYT1A对胃癌细胞侵袭和迁移能力的影响。结果 PCYT1A在胃癌组织中的表达显著增加,并与患

者的不良预后相关,尤其在T4期胃癌患者中PCYT1A表达水平增高。PCYT1A基因沉默显著抑制了胃癌细胞的增

殖、迁移和侵袭。结论 PCYT1A在胃癌中的高表达与患者预后不良密切相关,抑制PCYT1A表达可有效抑制胃癌细

胞的增殖、迁移和侵袭。本研究为胃癌的早期诊断和治疗提供了新的潜在靶点,未来可通过进一步的体内实验和机制研

究深入探讨PCYT1A在胃癌中的作用。
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  Abstract: Objective Toinvestigatetheexpressionprofileofcholinephosphatecytidylyltransferase1A
(PCYT1A)ingastriccancer(GC)andanalyzeitsimpactonmalignantbiologicalbehaviorsofGCcells. 
Methods PCYT1AexpressionlevelsinGCpatientsanditsassociationwithprognosiswereanalyzedusingThe
CancerGenomeAtlas(TCGA)database.LentiviraltechnologywasemployedtoestablishPCYT1A-silenced
GCcelllines.TheeffectsofPCYT1AonGCcellproliferationwereevaluatedviaCCK-8andEdUassays,while
Transwellassayswereconductedtoassessitsroleincellinvasionandmigration. Results PCYT1Aexpres-
sionwassignificantlyupregulatedinGCtissuesandcorrelatedwithpoorpatientprognosis,particularlyinT4-
stagetumorspatients.SilencingofPCYT1Amarkedlysuppressedproliferation,migration,andinvasionofGC
cells. Conclusion OverexpressionofPCYT1AiscloselyassociatedwithunfavorableprognosisinGC.Inhibi-
tionofPCYT1Aeffectivelyattenuatestheproliferative,migratory,andinvasivecapacitiesofGCcells.This
studyprovidesanovelpotentialtargetforearlydiagnosisandtreatmentofGC,therefore,furtherinvivoex-
perimentsandmechanisticstudiesarewarrantedtoexploretheroleofPCYT1Aingastriccancerindepthinthe
future.
  Keywords: gastricneoplasms;proliferation;cholinephosphatecytidylyltransferase1A;invasion/migra-

tion;prognosis
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  胃癌是世界上发病率和死亡率第五高的恶性肿

瘤,2020年全球新发病例超100万例,导致超过76万

人死亡[1-2]。胃癌发病率在世界各地存在较大的差异,
尤其是亚洲、南美和东欧发病率较高,男性发病率高于

女性[3-4]。过去的一个世纪,尽管胃癌发病率有所降

低,病例总数却有所增加,其原因可能与亚洲人口老龄

化有关[5-6]。胃癌的预后取决于肿瘤分期、治疗方式、
生物学特性及患者相关因素,例如营养与性别等。对

于错配修复缺陷(dMMR)型或微卫星不稳定(MSI)型
具有较好的预后价值[7-9]。随着分子生物学的不断发

展,联合临床上的治疗手段,如外科手术、化疗,靶向治

疗及免疫治疗等治疗测学[10-12],在过去的二十年里胃

癌的死亡率持续在下降。但复发率高、易转移以及对

药物敏感性降低等严重影响患者的预后。因此,未来

有必要深入研究胃癌发生发展的分子机制,探索和识

别新的标志物及治疗靶点,对于提高胃癌患者的预后

具有重要的临床价值。
自 Warburg效应提出以来,启发了大家对肿瘤代

谢与肿瘤发生发展相互作用的理解。大多数肿瘤细胞

即便在有氧条件下仍倾向于通过糖酵解获取能量,表
现出对葡萄糖摄取增加和乳酸产生升高,这种有氧糖

酵解不仅提供快速的ATP生成,也为合成核苷酸、脂
质和氨基酸等提供代谢中间产物[13-15]。此外,脂质代

谢在肿瘤发生发展中的作用日益受到关注。脂质不仅

是细胞膜的基本组成成分,也是信号分子和能量储存

的关键来源。肿瘤细胞常表现出磷脂酰胆碱(phos-
phatidylcholine,PC)、磷脂酰乙醇胺(phosphatidyle-
thanolamine,PE)和磷脂酰肌醇(phosphatidylinosi-
tol,PI)等代谢物水平异常增多,参与AKT、mTOR等

信号通路激活,促进肿瘤细胞增殖与存活等[16-18]。PC
代谢作为构成生物膜的主要磷脂合成途径之一,对维

持细胞膜结构稳定性、信号传导和细胞周期调控具有

重要作用。PC的合成主要依赖CDP-胆碱途径(ken-
nedypathway),该途径由三步酶促反应组成,其中限

速酶为胆碱磷酸胞苷转移酶1A(cholinephosphate
cytidylyltransferase1A,PCYT1A)。PCYT1A 催 化

磷酸胆碱与胞苷三磷酸(cytidinetriphosphate,CTP)
生成CDP-胆碱,是PC合成的关键节点。近年来研究

表明,PCYT1A不仅在正常细胞膜稳态中发挥基础性

作用,还在多种肿瘤中呈现出表达上调,提示其可能参

与肿瘤代谢重编程过程。已有文献报道,PCYT1A可

通过调控磷脂合成影响细胞增殖、迁移和应激耐受能

力[19-20]。例如,在乳腺癌和前列腺癌 等 实 体 瘤 中,

PCYT1A的高表达与较差的预后指标密切相关[20-21]。
尽管如此,目前关于PCYT1A在胃癌中的生物学功能

及其具体作用机制尚未被系统阐明,其是否通过调节

特定磷脂亚型改变肿瘤细胞的膜结构或信号响应,是
否能影响肿瘤细胞的恶性生物学功能,仍是亟待深入

探索的问题。
本研究通过对TCGA数据库中胃癌相关转录组

数据的系统分析发现,PCYT1A在胃癌组织中的表达

水平显著高于邻近正常组织,并且其高表达与患者的

整体生存率下降密切相关,提示其可能具有促进肿瘤

生长 作 用。进 一 步 分 期 分 析 显 示,T4 期 患 者 的

PCYT1A 表 达 显 著 高 于 T1~T3 期 患 者,表 明

PCYT1A的异常激活可能参与了胃癌晚期进展过程。
为验证上述生物信息学发现,并初步探讨PCYT1A在

胃癌细胞增殖过程中的功能作用,本研 究 构 建 了

PCYT1A稳定沉默的胃癌细胞株,采用慢病毒介导的

RNA干扰技术实现靶向敲低,并通过 WesternBlot
检测确认敲低效率。功能实验方面,通过CCK-8和

EdU实验评估细胞增殖情况。上述结果为PCYT1A
在胃癌代谢重编程和恶性进展中的功能研究提供了重

要实验依据。

1 资料与方法

1.1 细胞系及培养 研究使用的AGS细胞购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。细胞在RPMI-1640(Gib-
co)培养基中生长,培养基中添加10%胎牛血清(FBS)
和1%青霉素/链霉素,并在37℃、5% CO2 的条件下

于恒温培养箱内孵育。当细胞生长到达80%~90%
的密度时,进行传代或冻存,所有实验均在细胞对数生

长期完成。

1.2 慢病毒构建与转染 为构建PCYT1A沉默的胃

癌 细 胞,采 用 慢 病 毒 介 导 的 shRNA 技 术 构 建

PCYT1A沉默的 AGS细胞。特异性shRNA 序列

(shPCYT1ARNA1:5′-CCGAGAATTCATTGGAA
GTTT-3′,shPCYT1ARNA2:5′-CCCGAGAGTTCA
TTGGAAGTT-3′)由上海吉凯基因医学科技股份有

限公司合成,并包装成慢病毒颗粒。AGS细胞在病毒

感染48h后,加入含有2μg/mL嘌呤霉素的培养基

进行 筛 选,筛 选 5d 后,使 用 WesternBlot验 证

PCYT1A的沉默效率,最终得到稳定表达PCYT1A
沉默的AGS细胞株。

1.3 WesternBlot检测PCYT1A沉默效率 为了评

估PCYT1A的沉默效果,提取了细胞内的总蛋白,并
采用SDS-PAGE技术进行电泳。转膜后,使用特异性

抗体对PCYT1A进行免疫印迹分析,同时以GAPDH
作为内参对照。通过对PCYT1A蛋白条带的强度进

行测定,比较不同组别的表达水平,从而确认沉默的有

效性。

1.4 CCK-8细胞增殖实验 为评估PCYT1A对胃

癌细胞增殖的影响,采用CCK-8法检测细胞增殖情
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况。将3000个野生型 AGS细胞与PCYT1A 沉默

AGS细胞分别接种于96孔板中,按不同时间点加入

CCK-8试剂。置于培养箱孵育2h后使用酶标仪测定

450nm波长处的吸光度(OD值),绘制细胞增殖曲

线,比较不同组别的细胞增殖情况。

1.5 EdU 实 验 检 测 细 胞 增 殖  为 进 一 步 探 讨

PCYT1A沉默对胃癌细胞增殖的影响,采用EdU法

检测细胞增殖。根据EdU试剂盒(Servicebio)说明书

操作,细胞在玻片上培养并固定,使用EdU试剂进行

染色。通过荧光显微镜观察并统计每组细胞增殖的比

例,评估PCYT1A沉默对细胞增殖的影响。

1.6 Transwell迁移与侵袭实验 取对数生长期的

shNC和shPCYT1AAGS细胞接种于 Transwell小

室上室,每孔50000个细胞,侵袭实验在膜上预先铺

设 Matrigel。上室加入不含血清的培养基,下室加入

含10%FBS的培养基作为诱导液。迁移实验孵育24
h,侵袭实验孵育48h。孵育结束后,去除上室未迁

移/侵袭的细胞,PBS清洗并用4%多聚甲醛固定,

0.1%结晶紫染色,显微镜下拍照观察并计数穿膜细

胞。

1.7 TCGA数据分析 本研究从TCGA数据库(ht-
tps://portal.gdc.cancer.gov)下载并整理了TCGA-
STAD(胃腺癌)项目中经STAR流程处理的 RNA-
seq数据并提取TPM格式的表达数据以及临床数据,
最后差异分析纳入正常组织31例,胃癌组织374例。
下载和预处理过程使用了R语言中的TCGAbiolinks
包(v2.26.3)。在数据整理过程中,去除了缺乏完整临

床信息(如生存状态、生存时间、TNM 分期)的样本,
最终纳入分析的样本数为365例(T1~T3期266例,

T4期99例)。表达量数据统一以log2(TPM+1)进
行转换以满足后续统计分析需求。表达差异分析经

Shapiro-Wilk正态性检验后使用 T检验分析,使用

ggplot2包进行可视化。在生存分析方面,使用 Kap-
lan-Meierplotter在线工具(https://kmplot.com)探
讨PCYT1A表达水平与胃癌患者总生存期(overall
survival,OS)、无病生存期(firstprogression,FP)和术

后进展生存期(post-progressionsurvival,PPS)之间

的关系,并通过log-rank检验评估生存曲线差异的统

计学意义。

2 结果与分析

2.1 胃癌中PCYT1A的基因与蛋白表达特征 为揭

示PCYT1A在胃癌中的表达特征,首先基于 TCGA
数据库中TCGA-STAD数据(stomachadenocarcino-
ma,胃腺癌)对胃癌组织与正常胃黏膜组织的 mRNA
表达水平进行了差异分析。结果显示,PCYT1A在胃

癌组织中的表达显著上调,差异具有统计学意义(P
<0.001)(见图1A、图1B)。进一步结合TheHuman
ProteinAtlas(THPA)数据库,发现在蛋白水平上,

PCYT1A在胃癌组织中同样表现出更高的表达水平

(见图2),且在正常胃组织中表达较低。这一结果提

示,PCYT1A可能在胃癌的发生与发展过程中具有重

要的生物学功能,并可能参与癌细胞代谢通路的重编

程。

注:A为胃癌与正常组织在TCGA数据库中的基因表达热图对比;

B为在TCGA数据集中,比较PCYT1A在胃癌与正常胃组织中的表达情况。***P<0.001。

图1 PCYT1A在胃癌与正常胃组织中的表达情况
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图2 PCYT1A在胃组织与胃癌组织中的蛋白质表达情况

2.2 PCYT1A表达水平与胃癌进展的关系 为了进

一步探讨PCYT1A在胃癌病理进展中的作用,分析了

其在不 同 T 分 期 患 者 中 的 表 达 特 征。结 果 显 示,

PCYT1A在T4期胃癌中的表达显著高于T1~T3期

(见图3),提示其可能与肿瘤的局部侵袭能力密切相

关。此外,本 研 究 通 过 体 外 功 能 实 验 进 一 步 验 证

PCYT1A是否参与胃癌细胞迁移与侵袭过程。

2.3 PCYT1A与胃癌患者生存期的关系 考虑到

PCYT1A在胃癌中的持续高表达,本研究进一步探索

其表达水平与患者生存预后的关系。通过 Kaplan-
Meier分析将患者分为PCYT1A高表达组与低表达

组,发现高表达组在 OS、FP以及PPS上均显著短于

低表达组(见图4)。该结果不仅明确了PCYT1A高表

达是胃癌患者不良预后的独立危险因素,也提示其可

能参与驱动胃癌进展相关的分子通路,具有潜在的临

床预后预测价值。

注:在不同的T分期(T1~T4)胃癌样本中,

观察PCYT1A的表达差异。**P<0.01。

图3 PCYT1A表达与胃癌分期的关系

注:A为对PCYT1A表达水平的高低分组患者进行的OS分析;B为对PCYT1A表达水平不同的

患者进行FP的评估;C为对PCYT1A高表达与低表达组患者的PPS进行评估。

图4 PCYT1A与胃癌患者生存期的关系

2.4 PCYT1A沉默 AGS胃癌细胞的构建与验证 
为进 一 步 验 证 PCYT1A 的 功 能,本 研 究 构 建 了

PCYT1A稳定敲低的AGS胃癌细胞系。通过慢病毒

介导的shRNA技术进行沉默,并采用 WesternBlot
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对敲低效率进行检测,结果显示PCYT1A蛋白表达在

shPCYT1A组显著下降(见图5),表明PCYT1A沉默

的胃癌细胞模型的构建成功。该模型为后续深入研究

PCYT1A在胃癌细胞中的恶性生物学行为奠定了实

验基础,后续干扰PCYT1A表达的实验均基于此细胞

系展开。

注:#1为shPCYT1ARNA1;#2为shPCYT1ARNA2。
***P<0.001。

图5 WesternBlot验证PCYT1A沉默效率

2.5 PCYT1A促进胃癌细胞的增殖与迁移 为了进

一步探索PCYT1A在胃癌细胞中的恶性生物学行为,
本研究通过CCK-8和EdU实验评估PCYT1A对胃

癌细胞增殖的影响。结果显示,PCYT1A敲低组中,
胃癌 细 胞 的 生 长 速 度 显 著 低 于 对 照 组,表 明 沉 默

PCYT1A显著抑制了 AGS细胞的增殖活性(见图

6A);EdU实验结果显示,沉默PCYT1A组中,绿色荧

光显著低于对照组细胞(蓝色为细胞核),表明抑制

PCYT1A表达显著降低了DNA合成活跃细胞的比例

(见图6B)。此外,本研究还进一步探索了PCYT1A
对胃癌细胞迁移和侵袭能力的影响。结果显示,迁移

实验中,敲低PCYT1A的细胞穿膜的数量明显少于对

照组(见图6C、图6D);在侵袭实验中,沉默PCYT1A
组细胞穿膜数量也是显著少于对照组(见图6E、图

6F),以上研究结果表明,抑制PCYT1A的表达可以抑

制胃癌细胞的迁移与侵袭功能。
综上所述,PCYT1A不仅在胃癌组织中持续高表

达,还通过促进细胞增殖与迁移,协助肿瘤进展,提示

其在胃癌中可能作为一个重要的功能性代谢酶并具备

治疗靶点潜力。

注:A为CCK-8实验检测PCYT1A沉默对胃癌细胞AGS增殖的影响;B为EdU细胞增殖检测PCYT1A
沉默对胃癌细胞AGS增殖的影响;C、D为迁移实验检测PCYT1A对胃癌细胞AGS迁移能力的影响;

E、F为侵袭实验检测PCYT1A对胃癌细胞AGS迁移能力的影响。比例尺为50μm,

放大倍数为×200。*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图6 PCYT1A对胃癌细胞增殖的影响

3 讨论

本研究揭示了代谢关键酶PCYT1A在胃癌中的

重要生物学功能,并提供了其作为潜在治疗靶点的创

新思路。通过对TCGA数据库和TheHumanProtein
Atlas(HPA)数 据 库 的 综 合 分 析,本 研 究 发 现

PCYT1A在胃癌组织中的表达显著高于正常胃组织,
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且这种表达与胃癌的临床分期密切相关。特别是在

T4期胃癌中,PCYT1A的高表达与肿瘤的局部浸润

性和恶性进展有关,这一发现提示PCYT1A可能在胃

癌的局部进展中发挥关键作用。进一步的实验结果表

明,PCYT1A在胃癌细胞中的沉默显著抑制了细胞的

增殖和迁移。通过CCK-8和EdU实验,本研究发现

PCYT1A的沉默降低了胃癌细胞的增殖活性,这可能

与其在细胞膜合成和脂质代谢中的关键作用密切相

关。通 过 Transwell实 验,本 研 究 进 一 步 证 实 了

PCYT1A不仅对细胞增殖起到促进作用,还显著增强

了胃癌 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 能 力。这 些 结 果 表 明,

PCYT1A可能通过调节脂质代谢、膜合成以及细胞骨

架的变化,促进胃癌细胞的侵袭性生长,从而推动肿瘤

的局部进展。

PCYT1A作为磷脂合成途径中的关键酶,其在胃

癌细胞中的高表达,可能通过维持细胞膜的稳定性和

功能,支持肿瘤细胞的快速增殖与迁移。脂质代谢的

重编程是肿瘤细胞常见的特征之一,PCYT1A可以影

响细胞膜脂质的合成,可能在这一过程中发挥着重要

的调控作用。高水平的PCYT1A不仅可能直接促进

胃癌细胞的增殖与迁移,还可能通过影响多个细胞内

信号通路(如PI3K/Akt、mTOR等)进一步促进肿瘤

的生长与转移[22-24]。此外,PCYT1A作为潜在的治疗

靶点,可能为胃癌的靶向治疗提供了新的思路。基于

本研究的实验结果,靶向抑制PCYT1A可能成为一种

有效的治疗策略,尤其是在肿瘤局部进展的早期阶段。
未来的研究可以进一步探索PCYT1A抑制剂在体内

和临床治疗中的应用潜力,并联合其他治疗手段(如免

疫治疗)进行联合治疗,进一步揭示肿瘤代谢与肿瘤免

疫的调控机制,以提高胃癌患者的生存率和治疗效果。
然而,本研究也存在一些局限性。尽管本研究已经通

过体外细胞实验验证了PCYT1A的生物学功能,但其

具体的分子机制仍需进一步深入研究,特别是在脂质

代谢与信号通路之间的相互作用。此外,虽然本研究

发现PCYT1A的高表达与胃癌的局部侵袭性进展密

切相关,但其在胃癌转移中的作用仍需更多临床数据

的支持。因此,未来的研究应关注PCYT1A在不同胃

癌分期和转移阶段中的角色,进一步揭示其在胃癌发

展中的全貌。
综上所述,本研究揭示了PCYT1A在胃癌中的关

键作用,特别是在肿瘤细胞增殖、迁移及局部侵袭中的

促进作用。PCYT1A作为脂质代谢的关键酶,其在胃

癌中的高表达为该酶作为治疗靶点提供了理论依据。
未来的研究应进一步探讨其作用机制及其在胃癌治疗

中的应用潜力,期望为胃癌的早期诊断和个性化治疗

提供新的策略。
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