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磷酸丝氨酸氨基转移酶 1介导肺腺癌细胞粘附及其机制探究 *

罗鸣宇 周 烨 梁 倩 邹菁华 沈 瑛△

（上海交通大学医学院药理学与化学生物学系 上海 200025）

摘要目的：探究丝氨酸生物合成途径（SSP）关键酶磷酸丝氨酸氨基转移酶 1（PSAT1）与肺腺癌细胞粘附的关系，并初步探讨其作

用机制。方法：使用 siRNA抑制 PSAT1蛋白表达，观察肺腺癌细胞形态以及粘附变化，同时过表达 PSAT1，反向观察 PSAT1对肺

腺癌细胞粘附的影响。初步探究其作用机制，采用免疫共沉淀 -蛋白质谱法寻找与 PSAT1直接相互作用的蛋白，筛选差异蛋白，

并在过表达细胞体系中验证。结合临床公共数据库分析互作蛋白与患者预后关系。结果：发现敲低 PSAT1引起肺腺癌细胞形态

改变；敲低 PSAT1抑制肺腺癌 PC9、HCC827细胞粘附；过表达 PSAT1增强 PC9及 HCC827细胞粘附；免疫共沉淀 -蛋白质谱检

测到 2560个可能与 PSAT1结合的蛋白，进一步通过免疫共沉淀 -免疫印迹法验证 PSAT1过表达使细胞中与间皮素（MSLN）结

合显著上升；通过临床样本数据观察 PSAT1与MSLN共同高表达的肺腺癌患者，其预后更差。结论：本文首次报道 PSAT1可能

通过与MSLN等蛋白 -蛋白相互作用影响肺腺癌细胞粘附的新机制，提示 PSAT1有望成为潜在抗肿瘤靶点，靶向其相互作用蛋

白能为小分子抑制剂设计及患者个体化治疗提供新思路。
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Effect and Mechanism of Cell Adhesion in Lung Adenocarcinoma Mediated
by Phosphoserine Aminotransferase 1*

To explore the relationship between phosphoserine aminotransferase 1 (PSAT1), a key enzyme of serine

biosynthesis pathway (SSP), and the adhesion of lung adenocarcinoma cells, and to clarify the potential mechanism. Knocking

down PSAT1 by siRNA to observe the morphology and adhesion changes of lung adenocarcinoma cells. Meanwhile, overexpressing

PSAT1 to observe the effect of PSAT1 on the adhesion of lung adenocarcinoma cells. Immunoprecipitation-proteomic analysis was used

to explore the protein that directly interacts with PSAT1, the differential proteins were screened and verified in overexpressed cells to

investigate the mechanism. And the relationship between interaction proteins and patient prognosis was analyzed by clinical public

database. Morphological changes of lung adenocarcinoma cells was induced by knocking down PSAT1. Knockdown of PSAT1

inhibited adhesion of PC9 and HCC827 cells. Overexpression of PSAT1 enhanced the adhesion of PC9 and HCC827 cells. About 2560

proteins that may bind to PSAT1 were detected by proteomic analysis. It was further verified by co-immunoprecipitation-Western blotting

the overexpression of PSAT1 promoted a significant increase in the binding of mesothelin (MSLN) in lung adenocarcinoma cells. High

expression of PSAT1 and MSLN was correlated negatively with the prognosis of patients with lung adenocarcinoma according to the

clinical data. The new mechanism was first reported that PSAT1 might affect the adhesion of lung adenocarcinoma cells by

binding to MSLN and other proteins. Targeting the interacting proteins of PSAT1, a potential anti-tumor target, could provide new

insights for the design of small molecular inhibitors and individualized therapy for patients.
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前言

肺癌因其高发病率及高致死率已成为人类健康的头号杀

手之一[1]。以表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（Epidermal

growth factor receptor-tyrosine kinase inhibitors, EGFR-TKIs）为

主的靶向药在肺癌治疗中取得了很大进展[2]，但是由于不可避
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免的耐药问题使肺癌治疗瓶颈依旧难以突破，根据肺癌疾病特

点选择新的治疗策略至关重要[3，4]。在肺癌进展过程中，原发部

位肿瘤细胞会通过局部浸润、血管及淋巴管途径转移到其他部

位继续生长[5]。转移不仅是治疗失败耐药复发的常见原因，更是

患者最常见的死因[6，7]。肿瘤细胞可通过灵活调节代谢酶适应转

移过程中不同环境维持自身生长[8]，靶向肿瘤代谢关键酶已成

为抗肿瘤药物研究热点之一[9]。

磷酸丝氨酸氨基转移酶 1（Phosphoserine aminotransferase

1, PSAT1）是丝氨酸生物合成途径（Serine synthesis pathway,

SSP）关键酶，在催化 3-磷酸羟基丙酮酸生成磷酸丝氨酸的同

时可将谷氨酰胺转化为 琢-酮戊二酸，为下游一系列生化反应
提供能量和物质基础[10]。PSAT1在乳腺癌组织中高表达[11]，作

为癌基因促进结直肠癌发生发展[12]，是肺鳞癌中潜在的治疗靶

点[13]，以及能够促进肺腺癌细胞体内转移[14]，但目前尚无关于

PSAT1促进肿瘤细胞粘附具体分子机制的报道。由于体循环中

细胞能否定植到远端部位与其粘附能力密切相关[15]，所以充分

了解肿瘤转移机制并从这一角度寻找新的靶点进行药物开发

能帮助我们更有效地治疗肿瘤。课题组前期研究首次报道 SSP

关键酶磷酸甘油酸脱氢酶（Phosphoglycerate dehydrogenase,

PHGDH）在肺腺癌获得性耐药中发挥重要作用[16]，我们之后发

现 PSAT1 也能参与肺腺癌细胞对 EGFR-TKIs 的适应性耐

药[17]，提示 PSAT1同样具有重要的生物学功能。本研究将围绕

PSAT1是否影响肺腺癌细胞粘附及其分子作用机制进行深入

探究，我们通过敲低以及过表达 PSAT1蛋白，观察肺腺癌细胞

粘附的变化，并利用免疫共沉淀 -银染法 -蛋白质谱法寻找并

验证相互作用蛋白，通过肿瘤公共数据库分析互作蛋白与临床

预后相关性。

1 材料与方法

1.1 实验仪器

生物安全柜，CO2 细胞培养箱购自美国 Thermo Fisher

Scientific公司；制冰机购自美国 Scotsman公司；蛋白电泳及转

印系统，预制胶，多功能酶标仪购自美国 Bio-Rad公司；实验用

超纯水系统购自美国Millipore公司；Incucyte活细胞动态实时

成像仪购自美国 Essen公司；Odyssey双色红外成像系统购自

美国 LI-COR公司；倒置显微镜购自日本 Nikon公司；磁力搅

拌器购自德国 IKA公司；移液器，低温高速离心机购自德国

Eppendorf公司。

1.2 细胞系与试剂

人肺腺癌细胞系 HCC827及 PC9，人胚肾上皮永生化细胞

系 293FT均在上海交通大学医学院药理学与化学生物学系保

存并使用，过表达 PSAT1细胞模型由本课题组自行构建。

0.25 %胰蛋白酶、PBS缓冲液、青霉素 -链霉素（双抗）溶液

及谷氨酰胺溶液购自上海源培生物科技股份有限公司；助转染

试剂聚凝胺（Polybrene）购自上海吉凯基因化学技术有限公司；

转染专用减血清培养基、RPMI 1640培养基、BCA蛋白定量试

剂盒、预染蛋白分子量 marker、Lipofectamine 3000试剂、P3000

试剂及 ECL显色液购自美国 Thermo Fisher Scientific公司；胎

牛血清购自美国 Gemini公司；Ku86抗体、正常兔 IgG及琼脂

糖珠子（Protein A/G PLUS-Agarose）购自美国 Santa Cruz

Biotechnology公司；PSAT1 抗体及 MSLN抗体购自美国 Pro-

teintech Group公司；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG及抗

小鼠 IgG购自美国 Cell Signaling Technology公司；RIPA裂解

液、NP40裂解液、Western一抗稀释液、快速银染试剂盒及蛋白

酶抑制剂 PMSF购自上海碧云天公司；siRNA购自上海吉玛制

药技术有限公司，正义链序列（5'-3'）如下：

siNC: UUC-UCC-GAA-CGU-GUC-ACG-UTT、

siPSAT1#1：CCU-CGG-UCC-UGG-AAU-ACA-ATT、

siPSAT1#2：CCA-GAC-AAC-UAU-AAG-GUG-ATT、

siPSAT1#3：GCC-AAG-AAG-TTT-GGG-ACT-ATA。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养及传代 向 RMPI 1640培养基中加入 10%胎

牛血清，1%双抗，1%谷氨酰胺配成完全培养基。待 25 cm2培养

瓶中细胞汇合度约 85%左右时传代，吸去原培养基，用 3 mL

PBS缓冲液清洗，加入 1 300 滋L提前预热的 0.25%胰蛋白酶，显

微镜下观察细胞消化下来后，使用 3 mL新鲜完全培养基终止消

化。用移液枪轻柔吹打，按 1:3-1:5的比例吸取单细胞悬液至新

培养瓶中，加入新鲜完全培养基至终体积为 5 mL，在培养瓶上

注明细胞名称代数等信息，摇匀后将细胞放入恒温培养箱中培

养，第二天视细胞生长情况半量换液或继续生长至下次传代。

1.3.2 构建过表达 PSAT1细胞系 将 293FT细胞种于 6孔板

中，细胞汇合度达 90%可进行慢病毒包装。配制 A液（250 滋L
转染专用减血清培养基 + 8 滋L Lipo3000）和 B液（250 滋L转染
专用减血清培养基 + 8 滋L P3000试剂 +慢病毒质粒混合物），

混合 AB液后室温放置 10 min。更换 6孔板中包装培养基，小

心滴加上述混合物后继续培养，6 h后更换包装培养基继续培

养。24 h后第一次收集病毒，再过 24 h第二次收集病毒。待 6

孔板中细胞汇合度达 50%可慢病毒感染，吸掉培养基，用 PBS

缓冲液清洗，加入 1 mL含病毒培养液，加入聚凝胺（终浓度为

5-10 滋g/mL），感染 6 h后补加完全培养基；第二天换液，待细胞

汇合度达到 90%后转移至 25 cm2培养瓶中培养，加入对应的

抗生素筛除 2-3次后扩增、保种及后续实验。

1.3.3 siRNA转染 转染方法如下（以 6孔板为例）：将消化后

的细胞种于 6孔板中，待细胞汇合度达 40%即可进行转染。更

换培养基为不含双抗的完全培养基，配置 20 nM siRNA，A液：

转染专用减血清培养基 125 滋L+ Lipo 3000 5 滋L，B液：转染专
用减血清培养基 125 滋L+ siRNA 2 滋L，将 A液加至 B液中，静

置 5-10 min后逐滴加入，摇晃均匀后放入培养箱继续培养；转

染相应时间可进行后续操作。

1.3.4 粘附实验 消化对数生长期或者 siRNA作用 48 h后的

细胞，计数后按 30000个 /孔种于 96孔板，保证各组细胞数目

相同，将 96孔板放入培养箱中。1.5 h后轻轻吸掉培养基，缓缓

加入 100 滋L PBS缓冲液洗涤 2次，洗掉 96孔板中未粘附到板

上的细胞。加入 100 滋L 4%多聚甲醛固定，在 Incucyte活细胞

动态实时成像仪拍照，对数据进行分析后导出结果。

1.3.5 免疫印迹法（Western blotting） 撕掉预制胶底部胶条，

将组合好的凝胶架放在电泳槽中，倒入电泳缓冲液，拔出梳齿，

加入蛋白样品及适量蛋白分子量 marker，60 V电压至蛋白样

品压缩为细条状，调整电压为 90 V至蛋白样品跑至分离胶底

部；从电泳槽中取出凝胶板，弃去浓缩胶，使用甲醇活化 PVDF
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图 1敲除 PSAT1引起肺腺癌细胞形态变化

Fig.1 Morphological changes of lung adenocarcinoma cells induced by PSAT1 knockdown

Note: A. Knockdown efficiency of PSAT1 measured by western blotting; B. Morphological changes of HCC827 cells;

scale bar=250 滋m; Ku86 as loading control; siNC as negative control.

膜。转膜夹子从下往上分别放好滤纸 -凝胶 -PVDF膜 -滤纸，

将转膜夹子固定在转膜槽中，放入冰盒并补充转膜液，于冷室

0.22 A恒流转膜 2-3 h；5 %脱脂奶粉室温封闭 2 h；加入一抗，

于冷室孵育过夜；室温二抗孵育 1-2 h；显影：用 ECL显色液显

影，保存条带结果进行数据处理。

1.3.6 免疫共沉淀（Co-Immunoprecipitation） 10 cm皿中细胞

汇合度到达 90%可提蛋白，每个皿加入 800 滋L NP40裂解液

（已提前加入蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂），在冰板上裂解

10 min，研磨后收集裂解液至 1.5 mL EP管中，在冷室继续裂解

30 min。提前预冷离心机，14000 r/min离心 20 min，收集上清用

于 BCA定量。平衡琼脂糖珠子，放入冰盒中备用。调整样品浓

度，取含有 0.5 mg总蛋白的上清加入琼脂糖珠子中，在冷室摇

床孵育 30 min，去除非特异性结合。另取部分上清，制备 TL

（Total lysate）样品。预孵育结束后样品在 1000 r/min离心 2 min，

取出上清用于制备 IP样品及 IgG阴性对照，以 PSAT1为例 IP

总蛋白约为 0.5 mg，各加 10 滋L PSAT1 IP 抗体（20 滋L抗体：
1 mg起始总蛋白量）。孵育 24-48 h再加入平衡好的琼脂糖珠

子，在冷室摇床孵育过夜。第二天样品 1000 r/min，离心 2 min。

弃去上清，用提前预冷的 PBS缓冲液洗三次。用注射器吸净剩

余液体，IP样品中加入 2伊 SDS上样缓冲液，金属浴加热变性
5-10 min，待样品冷却后立即上样或者保存至冰箱等待后期上

样检测。免疫印迹法检测过程同 1.3.3。

1.3.7 银染法 将跑完电泳后凝胶放入加有固定液的玻璃皿

中，在水平摇床上以 70 rpm的转速摇动过夜。倒掉固定液，加

入 30%乙醇，摇动 10 min。弃 30%乙醇，用超纯水洗 3次。弃

水，加入银染增敏液，摇 2 min。弃增敏液，加入超纯水洗 2次。

弃水，加入银溶液，摇床室温摇动 10 min。弃银溶液，加水洗涤。

弃水后，加入银染显色液，摇动直至出现预期条带。弃显色液，

加入终止液，摇 10 min。弃终止液，超纯水洗 2-5 min。拍照后切

割胶条，可直接送样检测。

1.3.8 定性蛋白质组学分析 胶条送样至上海交通大学基础

医学院公共技术平台蛋白质组学实验室检测。

1.4 统计学分析

细胞粘附实验结果采用 mean 依 SD表示，使用 t-test进行

检验各组间是否具有显著性差异，GraphPad Prism 7软件作图。

P<0.05表示有显著性差异（其中 <0.05用 "*"表示，P<0.01用
"**"表示，P<0.001用 "***"表示，P<0.0001用 "****"表示）。

2 结果

2.1 敲除 PSAT1引起肺腺癌细胞形态变化

免疫印迹法结果显示 siPSAT1#1和 #3 序列作用 48 h 均

可成功敲低 HCC827细胞 PSAT1蛋白水平（图 1A）。为了探究

PSAT1在肺腺癌中的作用，我们采用 20 nM siPSAT1#1作用于

HCC827细胞 48 h，显微镜观察细胞形态变化（图 1B）。siNC对

照组细胞轮廓清晰，骨架正常，触角结构明显，呈星状或不规则

形状成团伸展生长，背景干净，未观察到漂浮细胞，细胞生长状

态好。敲除 PSAT1蛋白后，HCC827细胞之间轮廓模糊，触角

结构减少，细胞团最外层细胞变圆皱缩，表明敲除 PSAT1引起

细胞形态发生改变。

2.2 敲除 PSAT1抑制肺腺癌细胞粘附

肿瘤细胞形态与粘附能力有关 [18]，表型实验结果显示

siPSAT1引起肺腺癌细胞形态改变，那么对其粘附是否也有影

响，值得深入探究。采用 siPSAT1#1 和 siPSAT1#3 两个序列

均能减弱 HCC827细胞粘附率（图 2A，siPSAT1#1 P<0.0001；
siPSAT1#3 P<0.001），提示敲除 PSAT1可抑制肿瘤细胞粘附。

随后我们也在 PC9细胞中进行验证（图 2C），siPSAT1#1和 #2

序列作用 48 h均可成功敲低 PC9细胞 PSAT1蛋白水平（图

2B），siPSAT1同样抑制 PC9细胞粘附（图 2C，siPSAT1#1 P<0.
01；siPSAT1#2 P<0.01）。
2.3 过表达 PSAT1促进肺腺癌细胞粘附

为了进一步探究 PSAT1调控细胞粘附的作用，我们采用

慢病毒感染构建过表达细胞进行反向验证，免疫印迹法结果证

实细胞构建成功（图 3A）。当 PC9 及 HCC827 细胞过表达

PSAT1之后，细胞粘附能力均发生显著上调（图 3B和 3C，PP：

P<0.001；HP：P<0.01）。对照为空载体组，排除慢病毒感染这一
操作对实验结果的影响。

2.4 在肺腺癌细胞中 PSAT1结合MSLN

蛋白 -蛋白相互作用（Protein-Protein Interaction, PPI）在生

物体中极其常见，在肿瘤发生发展过程中起到了重要的角色[19，20]。

为了寻找与 PSAT1直接结合的蛋白，我们进行了免疫共沉淀 -

蛋白质谱法检测。银染结果（图 4A）提示在 43 KDa附近，相比
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图 2敲除 PSAT1抑制肺腺癌细胞粘附

Fig.2 Knockdown of PSAT1 inhibits adhesion of lung adenocarcinoma cells

Note: A. The adhesion inhibition of HCC827 cells after 20 nM siPSAT1s transfection for 48 h; B. Knockdown efficiency of PSAT1 measured by western

blotting; C. The adhesion inhibition of PC9 cells after 20 nM siPSAT1s transfection for 48 h;

scale bar = 100 滋m; siNC as negative control; Ku86 as loading control.

图 3过表达 PSAT1促进肺腺癌细胞粘附

Fig.3 Overexpression of PSAT1 promotes adhesion of lung adenocarcinoma cells

Note: A. Overexpression efficiency of PSAT1 measured by western blotting; B. Effect of overexpression of PSAT1 on adhesion of PC9 cells;

C. Effect of overexpression of PSAT1 on adhesion of HCC827 cells; scale bar = 100 滋m; HE=HCC827-EV, HP=HCC827-PSAT1, PE=PC9-EV,
PP=PC9-PSAT1, EV= Empty Vehicle; Ku86 as loading control.

图 4在肺腺癌细胞中 PSAT1能结合MSLN

Fig.4 PSAT1 binds to MSLN in lung adenocarcinoma cells

Note: A. Silver staining of proteins binding to PSAT1; B. List of candidate proteins screened; C. Identification of PSAT1-binding proteins by coIP-western

blotting; PE=PC9-EV, PP=PC9-PSAT1, FC=fold change, TL=total lysate; IgG as negative control; Ku86 as loading control; Heavy chain suggested the

same volume of antibody was added.

于 PE组，PP组有多个更明显的蛋白条带。蛋白质谱检测共发

现了 2560个可能与 PSAT1结合的蛋白，用 PP组中信号值比

上 PE组信号值，定义两组间差异大于 1.5的为差异蛋白，将差

异蛋白按 Fold change值排序得到 8个候选蛋白（图 4B）。通过

验证我们发现间皮素（Mesothelin, MSLN）能够与 PSAT1结合

并且在过表达细胞中结合更多（图 4C）。
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图 5 PSAT1-MSLN共同高表达与肺腺癌患者不良预后相关

Fig.5 High level of PSAT1 and MSLN is associated with unfavorable prognosis in lung adenocarcinoma patients

Note: A. Lung adenocarcinoma; B. Lung squamous cell carcinoma; Data was downloaded from Kaplan-Meier plotter.

2.5 PSAT1-MSLN共同高表达与肺腺癌患者不良预后相关

为了验证我们的实验结果与临床的契合性，我们在临床数

据库中观察 PSAT1和 MSLN水平与患者预后关系，PSAT1和

MSLN同时高表达与肺腺癌患者的预后呈负相关，与两个蛋白

同时低表达的患者具有显著性差异（图 5A, P<0.0001），而在肺
鳞癌患者中并未观察到类似的相关性（图 5B），以上结果提示，

PSAT1与MSLN相互作用可能与肺腺癌恶性转化密切相关。

3 讨论

肿瘤转移是多种癌症进展到晚期的重要表现，深入研究其

机制对于寻找新的治疗策略提高患者生存率至关重要[21]。我们

发现敲低 PSAT1后肺腺癌细胞贴壁所用时间会更长，而粘附

能力又影响体循环中转移的肿瘤细胞能否在远端部位定植[22]，

但目前尚未见关于 PSAT1影响肺腺癌细胞粘附的报道。于是

我们提出科学假设：PSAT1是否会影响肺腺癌细胞粘附，其所

依赖何种分子作用机制？不同于 SSP起始酶 PHGDH[23]，目前尚

无 PSAT1小分子抑制剂的报道，而 PSAT1在多种肿瘤中高表

达，是一个极具潜力的治疗靶点[24]，我们是否可以利用其粘附

特性为 PSAT1小分子抑制剂的研发提供新的思路?

为了解决这些问题，我们在体外敲除 PSAT1作用 48 h后

重新种板观察细胞粘附能力的变化，模拟肿瘤细胞进入血液循

环到其他部位定植的过程。结果显示敲除 PSAT1 明显抑制

HCC827及 PC9细胞粘附。为了进一步说明 PSAT1与肺腺癌

细胞粘附的关系，我们通过慢病毒过表达 PSAT1反向验证，结

果显示过表达 PSAT1能够促进肺腺癌细胞粘附。与此同时，

Hua等的研究也证实了 PSAT1能够影响肺腺癌运动[14]：他们利

用小鼠尾静脉模型发现侵袭力强的肺癌细胞在敲除 PSAT1后

形成的肺部结节减少。相反，过表达 PSAT1促进了侵袭力弱的

细胞在小鼠肺部结节的形成。综合我们的试验结果及文献报

道，我们认为 PSAT1是调节肺癌细胞运动潜能的关键分子。

随后我们对 PSAT1促进肺腺癌细胞运动的机制做了初步

探究，通过免疫共沉淀 -蛋白质谱法筛选并确证MSLN能够和

PSAT1结合，提示 PSAT1可能通过与 MSLN结合促进肺腺癌

粘附。MSLN作为一种肿瘤抗原，在包括恶性间皮瘤、肺腺癌及

胰腺癌等许多肿瘤中异常表达[25]。并且MSLN与肿瘤侵袭性相

关，在肺腺癌转移灶及 KRAS 突变的肿瘤中 MSLN 均高表

达 [26]。由于正常情况下它仅在间皮细胞表达，故被视为肿瘤免

疫治疗中一个有吸引力的靶点。目前已经有几种针对 MSLN

的疫苗、T细胞疗法和抗体 -药物结合物正在开展临床试验，包

括免疫毒素 LMB-100 [27]、结合 DNA 烷化剂 MED2460 的

MDX-1382、以及结合微管蛋白聚合酶抑制剂 DM4的 Anetum-

ab ravtansine等[28，29]。多个临床试验均证实了 MSLN是一种具

有安全性和可行性的免疫治疗靶点[30，31]。结合肺癌患者临床数

据库，我们发现 PSAT1与MSLN共同高表达仅与肺腺癌患者

预后呈负相关，提示 PSAT1-MSLN可能为促进肺腺癌发展特

异性机制，为肺腺癌的治疗提供新的思路。PSAT1与的MSLN

结合提示我们是否一方面可以从两者蛋白结合位点进行

PSAT1的小分子抑制剂的设计，另一方面是否可以通过构建靶

向 MSLN 的 siPSAT1 纳米载体，使用 siRNA 在体内抑制

PSAT1抑制肿瘤生长。

综上所述，本研究表明丝氨酸生物合成途径关键酶 PSAT1

是极具潜力的抗肿瘤靶标，首次发现 PSAT1与肺腺癌细胞粘

附能力密切相关，并初步探究了 PSAT1参与调控肿瘤细胞粘

附的新机制，为靶向 PSAT1研发新型抑制剂治疗肿瘤提供理

论基础，对肺腺癌患者个体化治疗具有重要意义。
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