
Wnt信号通路(Wnt通路)是近年来肿瘤分子
生物学领域研究的热点,在胚胎发育、中枢神经系
统形成中起关键作用, 研究发现, 其信号传导通路
的各种分子成分及它们的结构和功能、活化与失活

与肿瘤的发生密切相关[1, 2]. 这种异常活化的 Wnt
通路,有可能产生抑制肿瘤细胞生长的作用.

目前研究表明 , FrpHE (Frizzled鄄related pro鄄

tein)是 Wnt通路的抑制因子[3, 4], 通过与 Wnt蛋白
结合, 形成复合物, 诱导快速内吞作用, 从而抑制
Wnt信号通路. FrpHE是由细胞内分泌的内源性
蛋白质或生物活性物质, 它不但在机体内发挥主
要功能, 而且其本身也肯定会受到许多细胞内外
因素的调控. 例如, 在 p53 阳性细胞有 Wnt通路
抑制剂的大量表达[5], 外源性 p53可通过抑制 Wnt
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摘 要院 将携带 p53基因的复制缺陷型腺病毒载体 Adp53导入到 p53完全缺失的人肝癌细胞株中, 培养人肿
瘤细胞, 并分别加入 5 滋mol/L 顺铂(Pt)作用 24 h, 以 RT鄄PCR技术检测 FrpHE mRNA的表达作用, 以流式细胞
术检测 Adp53的转基因情况和 茁鄄catenin的改变为功能指标评价 Wnt通路的变化. FrpHE mRNA表达水平在
转染 Adp53和作用 Pt 24 h后即有明显升高, 在人大肠癌细胞和人神经胶质瘤细胞中, 未见 FrpHE mRNA表
达. 茁鄄catenin表达水平逐渐下降. 提示外源性物质 p53和顺铂能明显诱导 FrpHE的表达, 进而产生抑制 Wnt
通路的作用.
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Abstract：Human hepatocarcinoma cells were transfected with a replication鄄defective advenovirus encoding
(Adp53), human tumor cells were transfected with antitumor鄄drug cisplatin after 24 h, Adp53 and 茁鄄catenin
expression was measured by fluorescence鄄activated cell sorting (FACS) and then Wnt signaling pathway inhibitor
FrpHE expression was detected by RT鄄PCR. FrpHE mRNA was initially potentiated by Adp53 and cisplatin
after 24 h, no inhibitor FrpHE was expressed in Lovo and U251, 茁鄄catenin expression levels was descent.
Extogenous materials p53 and cisplatin induced expression of FrpHE and suppress Wnt signaling pathway.
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图 1 流式细胞术检测 p53蛋白的表达
1: 对照组; 2: Adp53转染 24 h; 3: Adp53转染 48 h. 感染复数=5 pfu/cell.
Fig.1 p53 protein expression was measured by fluorescence-activated cell sorting (FACS)
1: Control group; 2: 24 h after infection of Adp53; 3: 48 h after infection of Adp53. MOI=5 pfu/cell.

信号通路可能会作为抗肿瘤作用的一个靶点 ,
Wnt信号通路很可能会作为抗肿瘤作用的一个靶
点. 既然如此, 说明外源性物质对 Wnt信号通路
存在调节, 换言之, Wnt信号通路是否为外源性
物质的作用靶点呢？阐明这个问题对于抑制剂和

外源性物质在肿瘤治疗中所起的作用以及应用价

值是非常有意义的, 因此, 本文选择了外源性物
质抑癌基因 p53 和抗肿瘤药顺铂对 Wnt 通路抑
制剂表达的影响进行研究, 以了解外源性物质是
否通过抑制剂介导 Wnt通路的调控.
1 材料与方法
1.1 材料

Hep3B 为第二军医大学郭亚军博士惠赠 ;
Adp53为深圳市赛百诺有限公司惠赠; 小鼠抗人
p53抗体购自 Santa 公司; 羊抗小鼠 IgG鄄FITC购
自 Sigma公司; Trizol购自核酸蛋白分离液 Gibico
公司 ; AMV 酶、dNTP Mixture、Taq 酶、Oligo (dT)18
为大连宝生物工程有限公司产品.
1.2 HepG2尧Hep3B尧U251和 Lovo细胞培养

该细胞生长于 10%胎牛血清的 DMEM 完全
培养液, 细胞培养于 37 益、5% CO2培养箱中.
1.3 Adp53基因转染

基因转染前一天将细胞接种于 6孔板中. 去
除培养液, 将感染液(Adp53)加入细胞中, 浓度按
需要进行调整, 总体积为每孔 0.5 mL. 摇匀后放
入 37 益, 5% CO2培养箱中孵育, 每 15 min摇晃
1次, 1 h后除去感染液, 加入培养液, 放入培养
箱中培养.
1.4 流式细胞术

细胞感染 Adp53, 经顺铂作用后以胰酶消化

成单细胞悬液, PBS 洗涤两遍后以 2%多聚甲醛
固定 30 min, 离心去上清后悬于 PBS+0.1% Tri原
ton鄄100+10%山羊血清的染色液中 30 min, 离心
去上清后加入小鼠抗人 p53, 兔抗人 茁鄄catenin抗
体后室温孵育 60 min, 洗涤 2次后加入羊抗小鼠
LgG鄄FITC, 室温孵育 30 min后洗两遍, 过 400目
尼龙网, 上机检测.
1.5 反转录 PCR

分别收集经转染后转染时间为 16、20、24、
28、32、36、40 h和转染剂量为 0.05、0.5、5、50 pfu/
cell 的各个时间点的 Hep3B 细胞 , 按 TRIZOL
Reagent 使用说明进行抽提细胞总 RNA. FrpHE
引物序列[6]: 上游引物 5忆鄄CCGTGCTGCGCTTCTT鄄
CTTCTGTG鄄3忆 , 下游引物 5忆 鄄GCGGGACTTGAG鄄
TTCGAGGGATGG鄄3忆 (461 bp); GAPDH 引物序列:
上游引物 5忆鄄CACAGTCCATGCCATCACTGC鄄3忆下
游引物 5忆鄄GGTCTACATGGCAACTGTGAG鄄3忆 (609
bp)(上海博亚生物技术有限公司合成); RT鄄PCR
过程:按产品说明书操作,逆转录反应条件为 42 益,
60 min. PCR 条件为: 94 益 2 min 热启动, 94 益
1 min变性, 58 益 1 min退火, 72 益 1 min 延伸,
反应 35个循环.
2 结果

2.1 Adp53的转染
将转染剂量为 0(空白)、5 pfu/cell时应用流式

细胞术观察 Adp53的转基因情况, 从图 1可看出,
空白组 p53表达呈阴性, 未有荧光量显示, Adp53
转染 24 h后 96%以上的细胞 p53表达呈阳性, 平
均荧光量增加了约 50倍,表明 p53基因转染成功.

FITC 1 000100101鄄10

18

37

56

75 Overlay:single parameter

1
2

3

416



第 5期 腊 蕾等：p53和顺铂对 Wnt通路抑制剂 FrpHE的表达作用

2.2 Adp53诱导 FrpHE表达的时效关系
为研究 p53诱导 FrpHE的时效关系, 我们观

察了 Adp53转染后不同时间 FrpHE表达, 如图 2

所示, FrpHE在 p53转染后 20 h起明显增加, 在
32 h最高, 36、40 h时逐渐回落, 但仍高于对照组
水平.

图 2 肝癌细胞中 Adp53诱导 FrpHE基因表达的时效关系
1: 对照组; 2: 16 h; 3: 20 h; 4: 24 h; 5: 28 h; 6: 32 h; 7: 36 h; 8: 40 h.
Fig.2 Time course of FrpHE gene expression in Adp53 infected Hep3B cells
1: Control groups; 2: 16 h; 3: 20 h; 4: 24 h; 5: 28 h; 6: 32 h; 7: 36 h; 8: 40 h.
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2.3 Adp53诱导 FrpHE mRNA表达的量效关系
为研究 p53诱导 FrpHE mRNA的量效关系, 我

们观察了不同剂量 Adp53 转染后 FrpHE mRNA

的表达, 如图 3 所示, FrpHE mRNA 在 Adp53 转
染剂量为 5 pfu/cell时最强, 在 50 pfu/cell时逐渐
回落, 但仍高于对照水平.

图 3 肝癌细胞中 Adp53诱导 FrpHE基因表达的量效关系
1: 对照组; 2: 0.05 pfu/cell; 3: 0.5 pfu/cell; 4: 5 pfu/cell; 5: 50 pfu/cell.
Fig.3 Dose鄄effect relationship between Adp53 and FrpHE gene expression in Adp53 infected Hep3B cells
1: Control group; 2: 0.05 pfu/cell; 3: 0.5 pfu/cell; 4: 5 pfu/cell; 5: 50 pfu/cell.
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2.4 顺铂对肿瘤细胞 FrpHE mRNA表达的影响
在人肿瘤细胞加入顺铂作用 24 h后, FrpHE

mRNA的表达较未加药物的肿瘤细胞(对照组)明

显增加, 在人大肠癌细胞和人神经胶质瘤细胞中,
未见 FrpHE mRNA表达, 见图 4.

图 4 顺铂对肿瘤细胞中的 FrpHE基因表达的影响
1: 人肝癌细胞 (对照组); 2: 人肝癌细胞 (野生型 p53, 顺铂); 3: 人大肠癌细胞 (对照组); 4: 人大肠癌细胞 (野生型 p53, 顺
铂); 5: 人肝癌细胞 (对照组); 6: 人肝癌细胞(p53 缺失, 顺铂); 7: 人神经胶质瘤细胞 (对照组); 8: 人神经胶质瘤细胞(突变
型 p53, 顺铂).
Fig.4 Expression of FrpHE by cisplatin in cancer cells
1: HepG2 (control groups); 2: HepG2 (wt p53, Pt); 3: Lovo (control groups); 4: Lovo (wt p53, Pt); 5: Hep3B (Control groups); 6:
Hep3B(p53 null, Pt); 7: U251 (Control groups); 8: U251 (mutant p53, Pt).
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以上结果显示外源物质 Adp53 和抗肿瘤药
顺铂的导入对 Wnt通路抑制剂 FrpHE mRNA表
达具有上调作用, 为了进一步观察 FrpHE上调后
是否对Wnt通路产生抑制作用,我们进一步观察了
Wnt通路的关键因子 茁鄄catenin表达水平的变化.
2.5 外源性 Adp53 转染后 Hep3B (p53 缺失)茁鄄
catenin表达的时效关系

为研究 茁鄄catenin表达的时效关系, 我们观察
了肝癌细胞 Hep3B (p53缺失)Adp53转染后不同
时间 茁鄄catenin的表达. 采用流式细胞术检测, 结
果显示 , 在转染时间为 0、24、36、48、60 h 时 , 茁鄄
catenin的表达水平 (阳性细胞数) 分别为: (82依
7)%、(66依9)%、(39依5)%、(33依6)%, (21依3)%. 可见,
随着转染时间的增加, 茁鄄catenin的阳性细胞百分
比强度和平均荧光量强度逐渐下降, 表明在 p53
诱导 Wnt通路抑制剂 FrpHE上调后, Wnt通路受
到抑制而引起 茁鄄catenin 的下调 (经 x2 检验 , P<
0.05).
2.6 外源性 p53转染 Hep3B(p53缺失)茁鄄catenin
表达的量效关系

采用流式细胞术检测, 结果显示, 当转染剂
量分别为 0、0.5、5、50 (pfu/cell) 时, 茁鄄catenin的阳
性细胞百分比数和平均荧光量强度表达水平分别

为 (89依6)%、(80依4)%、(66依9)%、(22依6)%. 可见, 随
着转染剂量的增加, 茁鄄catenin的阳性细胞百分比
强度和平均荧光量强度逐渐下降, 表明 p53对 茁鄄
catenin起下调作用(经 x2检验, P<0.05).
2.7 人肝癌细胞 HepG2尧人大肠癌细胞 Lovo尧人
神经胶质瘤细胞 U251尧 人肝癌细胞 Hep3B中加
入顺铂后 茁鄄catenin的表达

采用流式细胞术检测 , 加药 24 h 后 , 结果
显示:

1) 在人肝癌细胞 (HepG2, wt p53) 中 , 茁鄄
catenin 的阳性细胞百分比强度为: 对照组 (71依
9)%、顺铂组(46依7)%, 表达水平降低.

2) 在人大肠癌细胞 ((Lovo, wt p53) 中 , 茁鄄
catenin 的阳性细胞百分比强度为: 对照组 (39依
5)%、顺铂组(11依7)%, 表达水平降低.

3) 在人神经胶质瘤细胞 (U251, mutant p53)
中, 茁鄄catenin的阳性细胞百分比强度为: 对照组
(79依6)%、顺铂组(58依5)%, 表达水平降低.

4) 在人肝癌细胞 ((Hep3B, p53 null) 中, 茁鄄
catenin 的阳性细胞百分比强度为: 对照组 (85依
9)%、顺铂组(62依8)%, 表达水平降低.

经 x2检验, P<0.05.
以上结果显示通过外源性 p53和抗肿瘤药顺

铂的导入, 茁鄄catenin 的表达下调, 而 茁鄄catenin 这
种变化在时间及剂量上与 p53和抗肿瘤药顺铂诱
导抑制剂 FrpHE是相吻合的, 表明外源性 p53和
顺铂能诱导 FrpHE的表达, 进而引起 Wnt通路的
抑制.
3 讨论

Wnt通路包括细胞外因子 Wnt、跨膜受体、茁
连环蛋白(茁鄄catenin)、降解复合物(Destruction com鄄
plex)以及转录因子 T细胞因子(T cell factor, TCF)
等组成[7]. 正规的 Wnt信号只有在卷曲蛋白和辅助
受体低密度脂蛋白受体相关蛋白 (Low density
lipoprotein receptor related protein, LRP) 均与 Wnt
结合时才能激活 . 该通路通过调节 TCF 家族的
DNA蛋白结合转录性质来调控细胞的行为, 其核
心是胞质内 茁鄄catenin稳定, 当 茁鄄catenin水平低下
时, Wnt通路关闭; 反之, Wnt通路开启.
在没有 Wnt 信号刺激的情况下 , 胞质内的

GSK鄄3茁能与其它蛋白(如: APC、Axin等)以复合物
的形式磷酸化 茁鄄catenin, 使 茁鄄catenin 降解 , 茁鄄
catenin处于低水平状态. 在有 Wnt信号刺激的情
况下, 由细胞分泌的 Wnt 蛋白与细胞表面受体
FZD(frizzled protein receptor)和 LRP5/6结合后, 即
激活细胞内的信号传导 , 不能磷酸化 茁鄄catenin,
导致 茁鄄catenin积聚进入细胞核, 促进靶基因无限
制转录, 肿瘤细胞增殖[8, 9]. 本研究结果显示, 加入
外源性物质 p53和顺铂后, 在肿瘤细胞中, 抑制
剂 FrpHE mRNA的表达水平下降(见图 2~4), Wnt
信号通路的关键调节因子 茁鄄catenin 表达水平下
降(见 2.5、2.6、2.7),从而抑制Wnt通路,提示 FrpHE
的表达机制非常复杂, 其本身会受到许多内外因
素的影响, 例如: 它可能与受体竞争结合 Wnt蛋
白, 或直接与 Wnt蛋白结合, 由此阻断了 Wnt信
号传导通路[10].抑癌基因 p53能直接抑制或杀灭癌
细胞, 顺铂通过直接抑制 DNA复制抗肿瘤, 现有
的实验说明抑癌基因 p53和抗肿瘤药顺铂还可通
过对抑制剂 FrpHE的上调作用, 从而抑制 Wnt通
路, 抑制剂 FrpHE可能是 p53和顺铂抗肿瘤作用
的一个靶点, 这很可能是 p53和顺铂抗肿瘤作用
的另外一种方式. 因此, 通过对新作用环节的研
究, 进一步探寻抗肿瘤的新靶点, 为研究抗肿瘤
新药提供新靶点和新依据.
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令人意外的是, 通过顺铂对抑制剂的诱导作
用, 在人大肠癌细胞株 Lovo 及神经胶质瘤细胞
U251 中未见 FrpHE mRNA的表达, 说明它们可
能是 FrpHE缺失型的肿瘤细胞株, 也许是抑制剂
FrpHE本身或通过顺铂的介入在大肠癌中的表达
水平很微弱或者根本就没有表达. 看来, 抑制剂
在肿瘤细胞中的表达并不都是一致的, 存在着一
定的差异, FrpHE在肿瘤的发生过程可能是一个
很关键的因素, 有待于我们进一步的探讨.
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