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［摘 要］ 目的：探讨在髓母细胞瘤（medulloblastoma，MB）中磷酸化修饰对 Suppressor of fused（Sufu）抑癌活性的调节和潜在

机制。方法：免疫组化分析MB组织芯片中Sufu的表达及磷酸化水平。在MB细胞系DAOY中转染野生型Sufu或其磷酸化位

点突变质粒，分别通过细胞免疫化学染色、Western blot、CCK8、EdU标记、细胞流式检测等分析Sufu的核浆分布以及转染细胞

的增殖、凋亡等指标，通过荧光素酶报告基因实验检测转染细胞Hedgehog（Hh）信号通路下游胶质瘤相关癌基因同源物（hlioma
⁃associated oncogene homologue，Gli）的转录活性，Western blot检测鸟氨酸脱羧酶（ornithine decarboxylase，ODC1）的表达水平。

结果：Sufu在MB组织的表达明显高于正常小脑，并呈现磷酸化的修饰状态。磷酸化 Sufu主要聚集在细胞核。Sufu能抑制

DAOY细胞的增殖及克隆形成，促进细胞凋亡。非磷酸化的Sufu突变体抑癌作用明显减弱。已知在Hh通路下游，Gli介导的

转录活化以及ODC1介导的多胺合成增加均可以促进MB细胞的生长。磷酸化Sufu抑制Gli介导的转录活化，非磷酸化Sufu对
Gli的抑制作用减弱，并促进ODC1的表达。结论：Sufu发生磷酸化修饰后，对MB的抑制作用增强，其机制可能与抑制Hh信号

下游的Gli转导活性和细胞的多胺代谢有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to investigate how phosphorylation regulates the tumor⁃suppressive activity of Suppressor of
fused（Sufu）in medulloblastoma（MB）cells and elucidate the potential mechanism. Methods：The expression and phosphorylation
levels of Sufu in MB tissue microarrays were detected by immunohistochemistry. Wild type Sufu or its phosphorylation sites mutated
plasmids were transfected into MB cell line DAOY. The cellular distribution of Sufu was detected by ICC and Western blot，and the
cell proliferation and apoptosis were detected by CCK8，EdU labeling，and flow cytometry. Besides，the transcriptional activity of
Glioma⁃associated oncogene homologue（Gli）at downstream of Hedgehog（Hh）signaling was analyzed by luciferase reporter assay，and
the protein level of ornithine decarboxylase（ODC1）was detected by Western blot in transfected cells. Results：Sufu was highly
expressed and phosphorylated in MB tissues，compared to normal cerebellum. Phosphorylated Sufu was mainly concentrated in the
nucleus. Unphosphorylation dampened the inhibitory effect of Sufu on proliferation and its promotion of apoptosis in DAOY cells. It is
known that Gli ⁃ mediated transcriptional activation and ODC1 ⁃ mediated polyamine synthesis can promote MB cell growth at the
downstream of Hh signaling. Phosphorylated Sufu inhibited the transcriptional activity of Gli. Unphosphorylated Sufu showed impaired
repressor activity and promoted the expression of ODC1. Conclusion：Phosphorylation enhances the inhibitory effect of Sufu on MB
cell growth，which may be related to inhibition of Gli⁃mediated Hh signaling transduction and the metabolism of polyamines.
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髓母细胞瘤（medulloblastoma，MB）是最常见的

儿童脑部恶性肿瘤，约占儿童中枢神经系统恶性肿

瘤的20%［1-2］，病理上分为经典型（classic）、促纤维增

生型（desmoplastic）、结节型（extensive nodularity，
MBEN）和大细胞间变型（large cell/anaplastic，LCA）。

在过去 10年里，转录谱研究确定MB有 4个分子亚

群：WNT型、SHH型、Group 3和Group 4［3-4］，其中SHH
型超过 50%［5］。分子分型与病理分型无明显相关

性，但对MB治疗有指导意义。

SHH型MB的发生与Hedgehog（Hh）通路的异

常活化关系密切。Hh 蛋白家族在胚胎发育和肿瘤

发生中都扮演重要角色，例如，对于指导小脑发育

和MB的产生，具有深远影响［6］。Hh信号通路的活

化，开始于Hh配基与膜受体Patched（Ptch）的结合，

解除了Ptch对G蛋白偶联受体 Smoothened（Smo）的

抑制作用，进而激活下游胶质瘤相关癌基因同源物

（glioma⁃associated oncogene homologue，Gli）转录因

子家族，最终促进靶基因的表达［7］。Gli家族有 3个
成员，Gli1、Gli2及Gli3。Gli2和Gli3有全长及截短

形式，但Gli1只存在全长形式［8］。Gli1和Gli2是主

要的激活子，而Gli3的截短形式为主要的抑制子［8］，

三者识别相同的DNA结合位点，共同调节下游靶基

因的转录。Gli1作为Hh的靶基因，在通路激活时表

达明显上调，因此Gli1的高表达可以作为Hh通路活

化的标志之一［9］。靶向Hh信号通路已成为临床治

疗该型MB的重要策略。Smo是目前临床试验的主

要靶点，但使用 Smo 抑制剂（如 GDC⁃0449、NVP⁃
LDE225等）的患者有耐药的高风险［10-11］，因此寻求新

的治疗靶点已成为治疗SHH型MB的首要任务。

SHH型MB的发生机制尚不完全清楚。目前认

为，在正常小脑发育进程中，位于表层外颗粒层的

颗粒性神经元前体细胞（granular neuron precursor
cells，GNPCs）增殖必需依赖Hh信号［12］。Hh通路异常

活化时，诱导转录因子Gli1下游N⁃Myc等癌基因的表

达上调，促进GNPCs过度增殖［13］。近年来，有研究发

现，Smo还可以不依赖Gli，旁路激活腺苷酸活化蛋白

激酶（AMP⁃activated protein kinase，AMPK）⁃细胞核酸

结合蛋白（cellular nucleic acid ⁃binding protein，CN⁃
BP）轴，使鸟氨酸脱羧酶（ornithine decarboxylase，
ODC1）的翻译增加，升高多胺代谢水平，从而促进MB
细胞的增殖［14］。ODC1是多胺代谢过程中的限速

酶［15］，在一些癌细胞中发现多胺处于高表达状态［16］。

Suppressor of fused（Sufu）是Hh信号通路下游的

重要成员之一。在通路关闭时，Sufu将Gli1滞留在

胞浆中，从而抑制通路的激活［17］。由基因敲除小鼠

模型可见，Sufu的纯合缺失会导致Hh通路的持续激

活及胚胎致死，Sufu杂合缺失合并P53缺失的小鼠

发生MB及横纹肌肉瘤［18-19］。有报道儿童MB患者

可见 Sufu基因的突变［20］。因此，Sufu被认为是肿瘤

抑制因子。本课题组先前的研究发现，Sufu的 346
及 342丝氨酸位点能被蛋白激酶 A（protein kinase
A，PKA）和糖原合成酶激酶 3（glycogen synthase ki⁃
nase 3β，GSK3β）顺序磷酸化，持续磷酸化的 Sufu突
变体更稳定，能抑制Hh通路的活化［21］。但是，磷酸化

修饰对Sufu抑癌活性的调节作用尚不清楚。

为了阐明 Sufu的磷酸化修饰在MB发生的意

义，本研究观察分析了MB样品的Sufu磷酸化水平，

并在MB细胞中研究了磷酸化Sufu的功能和潜在的

作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料

MB细胞系DAOY为本实验室资源。8×GliBS⁃
Luc、Renilla、pRK5、pRK5 ⁃ Sufu ⁃ Myc、pRK5 ⁃ Sufu ⁃
S342A⁃Myc、pRK5⁃Sufu⁃S342/6D⁃Myc为本实验室质

粒库保存。脑MB及正常脑组织芯片（西安艾丽娜

生物公司）；DMEM、胰酶（Gibco公司，美国）；胎牛血

清（Wisent公司，澳洲）；转染试剂FuGENE HD（Pro⁃
mega公司，美国）；免疫组化试剂盒（北京中杉金桥

生物技术有限公司）；CCK8试剂盒（南京迅贝生物

科技有限公司）；Cell⁃LightTM EdU试剂盒（广州锐博

生物技术有限公司）；双报告基因试剂盒（南京诺唯

赞生物技术有限公司）；BCA蛋白定量分析试剂盒

（Thermo公司，美国）；流式细胞凋亡试剂盒（南京福

麦斯生物技术有限公司）。一抗：Sufu抗体（26759⁃
1⁃AP，Proteintech公司，美国）；Sufu⁃S342位点磷酸化

抗体（Anti⁃P⁃Sufu）由南京Signalway Antibody公司定

制而成；ODC1抗体（17003⁃1⁃AP，Proteintech公司，

美国）；Myc 抗体（9E10）、β ⁃ actin 抗体（C4，Santa
Cruz Biotech公司，美国）；LaminB抗体（66095⁃1，Pro⁃
teintech公司，美国）；二抗：羊抗小鼠 IgG HRP、羊抗

兔 IgG HRP（Santa Cruz Biotech公司，美国）。报告基

因检测仪（Promega公司，美国）；倒置光学显微镜

（Olympus公司，日本）；Sunrise酶标仪（Tecan公司，奥

地利）；激光共聚焦显微镜LSM710（Zeiss公司，德国）。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色

将组织芯片放入二甲苯中脱蜡 3 次，100%~
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50%乙醇梯度脱水，柠檬酸盐高温抗原修复。5%正

常山羊血清（TBS稀释）封闭1 h，将Sufu或Sufu⁃S342
位点磷酸化抗体滴加到组织上，4 ℃孵育过夜。次

日，按免疫组化试剂盒说明，进行试剂孵育和DAB
显色。苏木素复染2 min，梯度脱水，二甲苯反应，中

性树脂封片。倒置显微镜下拍照分析。

1.2.2 细胞免疫化学染色

将DAOY细胞种于 6孔板，转染 Sufu⁃Myc和其

S342A、S342/6D 突变质粒（前者模拟持续去磷酸

化修饰，后者模拟持续磷酸化修饰），24 h后重新消

化细胞种于铺有爬片的24孔板中，待细胞密度达到

70%~80%，用 4% PFA 4 ℃固定 10 min，3% NP40
4 ℃透化 5 min，Sufu抗体孵育过夜。按免疫组化试

剂盒说明，进行试剂孵育和DAB显色，封片。倒置

显微镜下拍照并分析Sufu突变体的核浆分布情况。

1.2.3 检测DAOY细胞的增殖情况

CCK8实验：DAOY细胞转染Sufu⁃Myc的野生型和

突变体质粒24 h后，胰酶消化，细胞计数，以4 000个/孔
的密度接种到 96孔板，连续观察 4 d。种板后的第

2天加入1∶10稀释好的CCK8，100 μL/孔，37 ℃孵育

4 h后，酶联免疫检测仪选择 450 nm的波长测定各

孔吸光度值，记录结果，次日同一时间点重复上述操

作。以时间为横坐标，以第1天的吸光度值标化计算

的细胞增殖率为纵坐标，绘制细胞生长曲线。

EdU增殖实验：转染后的DAOY细胞，每孔 1×
105个细胞接种到铺有爬片的 24孔板中，待细胞密

度长至 70%~80%，每孔加入 1∶1 000稀释的EdU溶

液，37 ℃孵育 4 h后，4% PFA常温固定 30 min。按

照说明书室温避光孵育1×Apollo染色反应液，DAPI
复染细胞核，封片。荧光显微镜下观察分析细胞的

EdU插入情况。

克隆形成实验：转染后的DAOY细胞以500个/皿
的密度接种到P60细胞培养皿，培养14 d。4% PFA
固定，结晶紫染色，清水冲洗培养皿直至洗脱液变

清，通风橱晾干后拍照计数。

1.2.4 流式细胞检测细胞凋亡

转染后的DAOY细胞用胰酶消化1~2 min，轻柔

吹打细胞，用PBS洗细胞2遍后加入1×Binding buffer
重悬细胞，密度调至1×106个/mL，取100 μL细胞悬液

于5 mL流式检测管中，依次加入FITC⁃Annexin V及

PI各 5 μL，轻轻晃匀，室温避光孵育 15 min，再加入

400 μL 1×Binding buffer，混匀后用流式细胞仪分析。

1.2.5 荧光素酶双报告基因实验

在 DAOY细胞中转染 8×GliBS⁃Luc、Renilla及

Sufu质粒。转染36 h后，加入1×cell lysis buffer 100 μL/
24孔板，室温裂解 20 min后，4 500 g离心 20 min，
取40 μL上清用于测试。根据双报告基因检测试剂

盒说明书，先往样品中加入等体积试剂A检测 Luc
荧光强度，随后加入试剂B再次检测内参Rellina荧
光强度，前后读值之比即为样品的相对荧光强度。

每个实验组设3个复孔。

1.2.6 蛋白印迹法（Western blot）
同上在 6孔板转染 Sufu的野生型和突变体质

粒，36 h后用RIPA裂解液提取全细胞裂解物，BCA
法测蛋白浓度，将蛋白充分变性后在 SDS⁃PAGE胶

上进行电泳分离，转膜，5%牛奶封闭，ODC1抗体4 ℃
孵育过夜，常温二抗孵育1 h，化学发光法显影分析。

1.3 统计学方法

实验数据重复3次后采用SPSS18.0统计软件及

GraphPad Prism6.0医学绘图软件进行分析及数据处

理。实验结果用均数±标准差（x ± s）表示，单因素方

差分析进行组间变异度分析，两两比较采用 t检

验。以P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Sufu在MB组织中呈现磷酸化修饰

检测了MB组织芯片的 Sufu表达水平，共 20例
MB肿瘤标本，每例 3个重复，包含病理分型的经典

型（Classic，n=9×3）、促纤维增生型（Desmoplastic，n=
3× 3）、结节型（MBEN，n=6× 3）和大细胞间变型

（LCA，n=2×3）。免疫组织化学分析显示，Sufu蛋白

在MB组织内普遍表达（图 1），阳性率高达 90%，而

在正常小脑组织不表达。

进一步检测该组织芯片中 Sufu 的磷酸化水

平。类似地，免疫组化染色显示磷酸化 Sufu在MB
组织均为阳性（图 2），而在正常小脑组织未检测

到。在Sufu总蛋白抗体检测强阳性的组织，通常可

见磷酸化Sufu的强阳性，Spearman相关分析计算两

者的信号强度相关系数为 r=0.363（P=0.003）。
2.2 磷酸化Sufu聚集在MB细胞核内

有报道，在 Ptch-/+小鼠的自发MB肿瘤组织中，

Sufu蛋白在细胞核和细胞浆内均有分布，而磷酸化

Sufu主要聚在细胞核内［22］。因此，通过对人的MB
标本和细胞系的观察，判断Sufu蛋白和磷酸化修饰

的Sufu的核浆分布是否与小鼠MB模型相一致。统

计发现，在人MB标本中，Sufu蛋白主要以细胞浆或

核浆均染为主，而磷酸化Sufu主要以细胞核或核浆

均染为主（图 3A）。进一步在 SHH 型 MB 细胞系
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A：正常小脑和不同病理类型MB的Sufu免疫染色代表性图片（×400）；B：MB芯片的Sufu免染色结果汇总；C：统计各病理类型MB的Sufu
阳性率。

图1 MB组织芯片的Sufu表达

Figure 1 Expression of Sufu in MB tissue microarrays
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A：正常小脑和不同病理类型MB的Sufu⁃S342磷酸化抗体染色代表性图片（×400）；B：MB芯片的Sufu磷酸化抗体免疫染色结果汇总；C：统
计各病理类型MB的Sufu磷酸化抗体染色阳性率。

图2 MB组织芯片的Sufu磷酸化水平

Figure 2 The phosphorylation levels of Sufu in MB tissue microarrays
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DAOY中转染Sufu和其磷酸化位点突变质粒。通过

细胞免疫化学染色发现，Sufu在DAOY细胞中核浆

都有分布。而与野生型 Sufu相比，持续磷酸化的

Sufu⁃S342/6D在核内的定位增加，去磷酸化的 Sufu⁃
S342A在核内定位减少，更多地表现为核浆均匀分

布（图3B、C）。此外，通过核质分离实验检测DAOY
细胞中Sufu蛋白的核浆定位。与野生型Sufu相比，

模拟磷酸化的 Sufu⁃S342/6D在核内定位增加；而去

磷酸化的Sufu⁃S342/6D在核内的定位减少，主要分布

于胞浆（图3D）。这一结果与小鼠MB标本的发现一

致，提示磷酸化使Sufu的核定位增加。

2.3 磷酸化Sufu抑制DAOY细胞生长并促细胞凋亡

通过以上实验得知磷酸化Sufu在MB中表达阳

性，且主要在核内聚集，但它在MB发生发展中的作
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A：MB组织芯片Sufu和Sufu⁃S342磷酸化抗体染色的细胞核浆定位统计；B：外源性转染的Sufu在DAOY细胞的免疫细胞染色（×20）；C：为
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图3 磷酸化Sufu聚集在细胞核内

Figure 3 Phosphorylated Sufu aggregates in the nucleus

—57 kDa
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用并不清楚。为了阐明磷酸化Sufu对MB的作用，在

DAOY细胞中转染 Sufu和其磷酸化位点突变质粒，

CCK8法绘制细胞生长曲线，发现Sufu能抑制细胞增

殖，去磷酸化突变的Sufu对细胞增殖的抑制作用明显

减弱，而持续磷酸化突变体与野生型Sufu的抑制作用

相当（图4A）。EdU结果与CCK8结果一致，与对照组

相比，Sufu和其持续磷酸化突变质粒的转染组细胞增

殖能力明显下降，而转染去磷酸化突变体的细胞增殖

能力无明显变化（图4B、C）。类似地，平板克隆实验

显示去磷酸化Sufu突变体对细胞克隆形成的抑制作

用减弱（图 4D）。以上实验结果说明，Sufu对DAOY
细胞增殖的抑制作用依赖Sufu蛋白的磷酸化修饰。

通过流式细胞实验检测细胞的早期和晚期凋

亡。结果显示，野生型 Sufu促进了DAOY细胞的凋

亡，去磷酸化的 Sufu突变体促凋亡能力减弱，持续

磷酸化的Sufu突变体促凋亡作用与野生型相当（图

4E）。综合以上结果，Sufu可以通过抑制增殖和促进

凋亡来抑制MB肿瘤细胞的生长，上述作用依赖Sufu
蛋白的磷酸化修饰状态。但是，磷酸化Sufu对MB的

这种调控作用机制尚不清楚。

2.4 磷酸化修饰调节Sufu对DAOY细胞的Hh信号

转导的抑制作用

本研究从Gli转录因子活性和ODC1这两方面

探究磷酸化 Sufu调控MB细胞生长的机制。首先，

在DAOY细胞中转染了Sufu和其磷酸化位点突变质

粒，利用双报告基因检测Gli的转录活性。Gli是Hh
信号通路下游的转录因子。观察发现，在DAOY细

胞中，野生型Sufu会显著抑制Gli介导的转录活性，

持续磷酸化的 Sufu⁃S342/6D对Gli的抑制作用与野

生型相当，而去磷酸化突变体的抑制作用明显减弱

（图 5A）。说明，磷酸化 Sufu可能通过抑制Hh信号

通路活性来实现对DAOY细胞生长的抑制作用。

2.5 Sufu的磷酸化状态影响DAOY细胞的ODC1表达

ODC1促多胺合成，促进MB细胞的增殖。有文
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图4 Sufu对DAOY细胞增殖和凋亡的调控依赖其磷酸化修饰

Figure 4 Sufu’s regulation of the proliferation and apoptosis of DAOY cells depends on its phosphorylation modification
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献报道 Sufu 能够调节 ODC1 的翻译［5］，所以进一

步检测不同磷酸化状态的 Sufu对ODC1表达的影

响。结果发现，与对照组相比，表达去磷酸化 Su⁃
fu⁃S342A 的 DAOY 细胞，其 ODC1 的蛋白水平升

高；而表达野生型及持续磷酸化 Sufu⁃S342/6D 的

细胞 ODC1无明显变化（图 5B）。上述结果提示，

磷酸化 Sufu抑制 DAOY 细胞生长也可能与 ODC1
的表达抑制有关。

3 讨 论

本文主要研究了磷酸化Sufu对SHH型MB细胞

系DAOY的作用。课题组前期工作显示在Ptch⁃/+杂

合子小鼠自发产生的MB中，Sufu蛋白的表达及磷

酸化水平较同基因型正常小脑组织有明显增高，且

磷酸化Sufu主要聚集在细胞核内［23］。本研究发现，

MB组织内Sufu呈现磷酸化修饰状态，Sufu抑制MB细

胞系DAOY的增殖、促进凋亡依赖Sufu的S342位点的

磷酸化修饰。磷酸化Sufu对MB的抑制作用，可能与

抑制Hh通路活性和抑制ODC1表达有关。

配基刺激后促使Sufu通过泛素蛋白酶体途径降

解，而Sufu发生磷酸化修饰后变得更稳定，能抵抗通

路活化后诱导的蛋白质降解，发挥对通路的抑制作

用，除此之外，磷酸化的 Sufu在核内定位增加［21-22］。

另有文献报道，磷酸化的Sufu能抑制Gli2的核内定

位，进而抑制Hh通路的活性［24］。结合研究结果发

现，磷酸化 Sufu抑制了MB细胞的Gli的转录活性，

而非磷酸化的 Sufu对Gli的抑制作用减弱，与前期

报道相一致。

本文虽阐明了磷酸化 Sufu在MB中的作用，但

具体作用机制有待深入研究。SHH型MB的Hh通

路异常活化，Sufu的高表达和磷酸化修饰机制尚不

清楚，可能是细胞内抑制Hh通路过度激活的负反

馈调节。根据文献报道，在中枢神经系统肿瘤中

ODC1表达增加，促进多胺合成［25］。MB细胞的Hh
激活后，由AMPK磷酸化锌指结合蛋白CNBP，与Su⁃
fu的结合使CNBP稳定性增强，促进ODC1的翻译和

多胺代谢［26］，这一过程不依赖于Gli转录因子，被认

为是非经典通路。本研究提示，Sufu对ODC1的调

节可能与它的磷酸化修饰状态有关，具体机制还有

待进一步研究。

综上所述，本研究发现Sufu的磷酸化状态调控

其对MB生长的抑制作用，其机制可能与抑制Hh信
号转导和细胞的多胺代谢有关，为临床靶向治疗

MB提供了新的治疗思路。
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