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细胞转录组学和代谢组学整合策略表征突变影响

谷氨酰胺合成酶酶活的关键代谢通路
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摘要：谷氨酰胺合成酶（ＧＳ）是细胞中唯一可以从头合成谷氨酰胺的酶，在癌症代谢中扮演着重要角色。 ＧＳ 酶活

缺陷突变往往导致严重的代谢疾病甚至是死亡。 理解 ＧＳ 酶活降低对生理功能的影响可能为靶向治疗提供新的方

向，同时对其内在机制的探索可以为治疗干预开辟新的途径。 已报道的 ＧＳ 酶活缺陷突变包括 Ｒ３２４Ｃ（第 ３２４ 位精

氨酸突变为半胱氨酸）和 Ｒ３４１Ｃ（第 ３４１ 位精氨酸突变为半胱氨酸）等，本研究新发现了 ＧＳ 的另一个酶活缺陷突

变位点 Ｋ２４１（第 ２４１ 位赖氨酸）。 为了探究 ＧＳ 酶活缺陷突变带来的影响，本研究利用双组学技术对 ＧＳ 的酶活缺

陷突变 Ｒ３２４Ｃ 和 Ｋ２４１Ｒ（第 ２４１ 位赖氨酸突变为精氨酸）在肺癌细胞中的功能进行研究，通过对转录组和代谢组数

据的整合揭示了 ＧＳ 酶活缺陷突变对一些重要生物过程的显著影响。 ＧＳ 的缺陷突变阻碍了细胞周期和多种氨基

酸代谢途径。 除了谷氨酰胺合成受到抑制，精氨酸⁃脯氨酸代谢、甘氨酸⁃丝氨酸⁃酪氨酸代谢以及天冬氨酸⁃谷氨酸⁃
丙氨酸代谢在 ＧＳ 突变的细胞中表现出更强的活力，同时，氨酰⁃ｔＲＮＡ 的生物合成途径也显著被激活。 进一步的研

究发现，ＧＳ 酶活缺陷带来氨基酸代谢的改变源自谷氨酸的重新定向和相关代谢酶的表达变化，同时，氨酰⁃ｔＲＮＡ
生物合成的激活源自谷氨酰胺在 ＧＳ 酶活缺陷细胞中带来的能量应激激活了特定蛋白的表达，如转录因子 ４
（ＡＴＦ４）。 此外，细胞表型实验表明，ＧＳ 酶活缺陷细胞的迁移能力低于野生型细胞。 以上结果揭示了 ＧＳ 酶活缺陷

突变体细胞中的代谢重编程现象，突出了癌细胞代谢的复杂性和适应性。
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ｏｆ ｔｈｅ ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｙｃｌｅ， ａｂｕｎｄａｎｔ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｉｓ ｒｅｄｉｒｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｔｉｏｎ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ， ｋｅｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｇｌｕｔａｍｉｃ⁃ｏｘａｌｏａｃｅｔｉｃ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ １ （ＧＯＴ１）， ｇｌｕｔａｍｉｃ⁃ｐｙｒｕｖｉｃ
ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ ２ （ＧＰＴ２）， ｐｙｒｒｏｌｉｎｅ⁃５⁃ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ １ （ ＰＹＣＲ１）， ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅ
ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ １ （ＰＳＡＴ１）， ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ＧＳ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｐ⁃
ｐｅａｒｅｄ ｔｏ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ ＳＬＣ３８Ａ２ ａｎｄ ＳＬＣ１Ａ５． Ｔｈｕｓ， ｒｅ⁃
ｓｔｒｉｃｔｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ｓｕｃｈ ａｓ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ， ｉｎｄｕｃｅｓ ａ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｗｈｉｌｅ ｐｒｏｍｏ⁃
ｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｒ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｓｅｌｅｃｔ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄａｐｔａ⁃
ｔｉｏｎ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ＧＳ＿ＷＴ， ｂｏｔｈ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ａｎｄ ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ ｗｅｒｅ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｌｕｔａ⁃
ｍｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ．
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代谢通路． 色谱，２０２５，４３（３）：２０７－２１９．
ＬＩＮＧ Ｔｉｎｇ， ＳＨＩ Ｊｉｎｇ， ＦＥＮＧ Ｔｉｎｇｚｅ， ＰＥＩ Ｓｈａｏｊｕｎ， ＬＩ Ｓｉｙｉ， ＰＩＡＯ Ｈａｉｌｏｎｇ． Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ⁃ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ
ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（３）：２０７－２１９．

　 Ａｍｏｎｇ ＧＳ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ， ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ａｍｉｎｏａｃｙｌ⁃
ｔＲＮＡ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓ （ＡＲＳｓ）， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ａｍｉｎｏａｃｙｌ⁃ｔＲＮＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｒｅｍａｉｎｓ ｐｏｏｒｌｙ
ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄ． Ｍｏｓｔ ＡＲＳ⁃ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ａｒｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ ４ （ＡＴＦ４）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｕｎｄｅｒ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ， ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕ⁃
ｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ， ｈｙｐｏｘｉａ， ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ． Ｉｎ ＧＳ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＡＴＦ４ ｗａｓ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｐｒｏｎｏｕｎｃｅｄ ｓｔｒｅｓｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｕｓ， ＡＲＳ ｕｐ⁃
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｍａｙ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ ａｒｉｓｅ ｆｒｏｍ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＡＴＦ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＧＳ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｃｅｌｌｓ．
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｓ，
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谷氨酰胺合成酶酶活的关键代谢通路

ｒｅｇａｒｄｌｅｓｓ ｏｆ ＧＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＧＳ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｇｌｕｔａ⁃
ｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｏｕｒ ｏｍｉｃｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｌｉｍｉｔｅｄ ｔｏ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ， ｉｎ
ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ， ｗｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｕｓｉｎｇ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｈｅｐａ１⁃
６ ａｎｄ ＬＮ⁃２２９． Ｔｏ ａｔｔａｉｎ ａ ｍｏｒｅ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｗｌｙ ｉｄｅｎｔｉ⁃
ｆｉｅｄ ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ ｍｕｔａｎｔ， ｏｕｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｍｏｕｓｅ
ｍｏｄｅｌｓ．
　 Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｗｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｎｄ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ＧＳ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｃｏｎ⁃
ｄｕｃｔｅｄ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ⁃ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｔｏ ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ＧＳ．
Ｔｈｉｓ ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ｃｒｕｃｉａｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｉｎｔｒｉｃａｔｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｍｏｄｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ＧＳ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｏｕｒ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ａｄｖａｎｃｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｈｏｗ ＧＳ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｘｔ ｏｆ ｒｅ⁃
ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｄｕｒｉｎｇ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｍｅｔａｂ⁃
ｏｌｉｓｍ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｂｙ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｒｉｓｉｎｇ ｆｒｏｍ ＧＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ｔｈｅ ｒｅｍａｒｋａｂｌｅ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ． Ｎｏｔａｂｌｙ， ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ＧＳ
ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｃａｎｃｅｒ ｔｙｐｅｓ， ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ
ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ； ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ；
ｇｌｕｔａｍｉｎｅ

　 　 谷氨酰胺稳态的维持关系到细胞生理过程的正

常进行。 大多数癌症细胞的增殖显著地表现出谷氨

酰胺成瘾的特征，最近的研究发现不同癌症类型或

亚型的代谢过程均发生变化，这进一步印证了癌症

是一种代谢疾病这一概念［１，２］。 我们对癌症细胞代

谢认知的进步已经改变了肿瘤有氧糖酵解的代谢特

征仅仅源于线粒体功能障碍的观念。 此外，人们认

识到谷氨酰胺是一种多功能生物合成底物，可以通

过生成 α⁃酮戊二酸和柠檬酸参与氧化磷酸化和脂

肪酸从头合成途径［３］。 鉴于其多能性，谷氨酰胺在

促进癌细胞的生长和存活方面发挥着关键作用［４］。
　 　 除谷氨酰胺外，其他氨基酸也可作为支持三羧

酸（ＴＣＡ）循环的替代能量库［５，６］。 此外，氨基酸在

嘌呤和嘧啶（核苷酸结构的重要组成部分）的合成

中起着不可或缺的作用［７－９］。 例如丝氨酸在转化成

甘氨酸的过程中提供了核苷酸代谢必需的一碳单

位［７］。 氨基酸衍生物也积极参与表观遗传调控和

翻译后修饰［１０，１１］，例如氨基酸衍生的乙酰辅酶 Ａ 是

蛋白质乙酰化修饰的直接参与者［１２］。 此外，谷氨

酸、甘氨酸和半胱氨酸直接参与谷胱甘肽的合成，同
时丝氨酸驱动的叶酸循环是磷酸戊糖途径外细胞产

生的还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）
的另一条主要途径，而谷胱甘肽和 ＮＡＤＰＨ 对于维

持氧化还原稳态至关重要［１３，１４］。

　 　 细胞内的谷氨酰胺可从血液中获得或者通过谷

氨酰胺合成酶（ＧＳ）催化的从头合成来产生。 在肝

脏和肾脏中，高表达的 ＧＳ 利用细胞内和细胞外的

游离氨来调节酸碱平衡并消除高氨带来的氨中毒现

象［１５，１６］。 在神经系统中，尤其是星形胶质细胞中，
ＧＳ 承担着维持适当谷氨酸水平的责任，从而保护神

经元免受兴奋性毒性的影响［１７］。 多种癌症中 ＧＳ
表达都显著升高，包括肝癌、乳腺癌、卵巢癌、胰腺癌

和肺癌［１６，１８－２２］。 谷氨酰胺是核苷酸产生的重要原

料，肿瘤中这种增强的 ＧＳ 表达促进了谷氨酰胺的

合成，进而促进了肿瘤的进展［２３］。 此外，新兴的研

究强调了在特定癌症治疗中 ＧＳ 表达与耐药性之间

的相关性，例如在吉非替尼耐药细胞中 ＧＳ 水平降

低，而吉非替尼敏感的细胞中 ＧＳ 水平升高，这种差

异表明 ＧＳ 在影响癌症耐药性和治疗结果方面具有

潜在作用［２１，２４］。
　 　 尽管如此，对突变引起 ＧＳ 酶活缺陷的报道相

对较少，仅在患者病例中报告了少数突变，包括

Ｒ３２４Ｃ 和 Ｒ３４１Ｃ［２５，２６］。 此外，对于 ＧＳ 酶活缺陷所

产生的生物学效应和生理功能也罕有报道。 本研究

通过全面整合转录组学和代谢组学分析弥补空缺，
目的是揭示 ＧＳ 酶活缺陷突变体 Ｒ３２４Ｃ 和 Ｋ２４１Ｒ
（第 ２４１ 位赖氨酸突变为精氨酸）对肺癌细胞代谢

途径的调节和影响，研究结果最终揭示了 ＧＳ 酶活

·９０２·
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缺陷突变对氨基酸代谢相关的特定信号通路产生了

显著的影响。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 Ｇ７１００Ａ 毛细管电泳仪、Ｇ６２２４Ａ 飞行时间质谱

仪（ ＴＯＦ⁃ＭＳ） 和 ８８９０⁃Ｇ３５４２Ａ 气相色谱⁃质谱仪

（ＧＣ⁃ＭＳ）购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司。 毛细管电泳⁃质
谱（ＣＥ⁃ＭＳ）代谢分析中使用的熔融石英毛细管（８０
ｃｍ×５０ μｍ ｉ．ｄ．）购自日本 ＨＭＴ 公司。 用来进行定

量 ＰＣＲ 反应的 ＣＦＸ⁃９６ 仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
　 　 人肺癌细胞系 Ｈ１２９９ 购自中国科学院典型培

养物保藏委员会细胞库（ＣＴＣＣ）。 人胚肾细胞系

ＨＥＫ２９３Ｔ、人胶质瘤细胞系 ＬＮ⁃２２９ 和小鼠肝癌细

胞系 Ｈｅｐａ１⁃６ 来自美国典型培养物保藏 中 心

（ＡＴＣＣ）。 完全或不含谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 细胞

培养基、完全或不含谷氨酰胺的 ＤＭＥＭ 细胞培养基

购自中国美仑生物科技有限公司。 细胞培养所用血

清（ＦＢＳ）购自美国 ＧＢＩＯＣ 公司，青霉素 ／链霉素、
ＣＯ２ 细胞加湿培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 蛋白

酶和磷酸酶抑制剂购自美国 Ｂｉｍａｋｅ 公司。 ＲＮＡ 提

取所用的 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂、反转录试剂 Ｐｒｉｍｅ⁃
ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司。
实时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 所 用 试 剂 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 和

ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ Ⅰ均购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司。 磷酸盐溶

液（ＰＢＳ）、引物购自上海生工生物工程公司。
　 　 抗体：抗 ＧＳ 一抗购自美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司，抗 Ｖｉｎｃｕｌｉｎ 抗体、抗 Ｓ６ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司，抗 ｐＳ６ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公

司。 慢病毒载体 ＰＢＯＢＩ 载体和 ＬｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ⁃Ｖ２ 均

来自厦门大学林圣彩实验室。
１．２　 细胞培养、质粒构建与细胞侵染

　 　 细胞培养［２７］： Ｈ１２９９ 细胞接种在含有 １０％ ＦＢＳ
的 ＲＰＩＭ⁃１６４０ 完 全 培 养 基 中 培 养。 Ｈｅｐａ１⁃６、
ＨＥＫ２９３Ｔ 和 ＬＮ⁃２２９ 细胞均接种在含有 １０％ ＦＢＳ
的 ＤＭＥＭ 完全培养基中培养。 在制备样品时，用
ＰＢＳ 洗涤细胞并在不含谷氨酰胺的培养基中培养。
　 　 质粒构建［２８］：将重叠延伸 ＰＣＲ 产生 ＧＳ 的突变

体克隆到 ＰＢＯＢＩ 载体中。 所有质粒的验证均通过

ＤＮＡ 测序的方法进行。 ＧＳ 敲除的慢病毒载体的构

建：将单导向 ＧＬＵＬ （ｓｇＧＬＵＬ）序列克隆到 ＬｅｎｔｉＣ⁃
ＲＩＳＰＲ⁃Ｖ２ 载体中，具体来说，利用单酶切连接的方

法将退火的单导向 ＲＮＡ（ ｓｇＲＮＡ）序列连接到位于

线性化载体 Ｕ６ 启动子后的 ＢｓｍｂＩ 位点上。 靶向

ＧＬＵＬ 的序列为 Ｈｕｍａｎ ＧＬＵＬ ｓｇＲＮＡ （ＡＡＧＴＡ⁃
ＣＡＡＴＣＧＡＡＧＧＣＣＴＧＣ）。
　 　 细胞侵染［２８］：转染 ４８ ｈ 后收集含有病毒的上

清液，通过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤去除细胞碎片，然后

添加到靶细胞培养基中。 １８ ｈ 后，用对应的抗生素

进行筛选。
１．３　 谷氨酰胺合成酶活性检测

　 　 ＧＳ 催化的 γ⁃谷氨酰胺羟肟酸转移实验按照

Ｈａｇｈｉｇｈａｔ［２９］的描述进行。 简而言之，用 １５０ μＬ ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑水溶液（ｐＨ ６􀆰 ８）重悬细胞后，将其置

于－８０ ℃冰箱中，３０ ｍｉｎ 后取出样品并置于室温进

行解冻，随后离心，取上清，获得细胞裂解液。 取 ５０
μＬ 细胞裂解液，用于蛋白质印迹定量，剩余裂解液

与等体积的反应缓冲液 （含 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 咪唑、２０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４、 ０􀆰 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二 磷 酸 腺 苷

（ＡＤＰ）、５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酰胺（Ｇｌｎ）、２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 羟

胺、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｎＣｌ２ 的水溶液）混合并在 ３７ ℃下

孵育 ４５ ｍｉｎ。 用 ４００ μＬ 终止液（含 ２􀆰 ４２％ ＦｅＣｌ３、
１􀆰 ４５％ 三氯乙酸和 １􀆰 ８２％ ＨＣｌ 的水溶液）终止反应。
在 ５４０ ｎｍ 处测定吸光度。
１．４　 ＲＮＡ 提取和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）
　 　 将细胞接种于 ６ ｃｍ 培养皿中，并在含有 １０％
血清的 ＤＭＥＭ 或 ＲＰＩＭ⁃１６４０ 培养基中培养。 对于

样品制备，待细胞完全贴壁后用 ＰＢＳ 洗涤细胞并在

无谷氨酰胺的培养基中培养 ８ ｈ。 如文献［２８］ 所述，
通过 ＲＮＡｉｓｏ Ｐｌｕｓ 试剂进行细胞样品的 ＲＮＡ 抽提，
使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 通过逆转录反

应获得 ｃＤＮＡ。 实时荧光定量 ＰＣＲ 由 ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ
和用 于 检 测 的 ＤＮＡ 双 链 特 异 性 试 剂 ＳＹＢＲ⁃
Ｇｒｅｅｎ Ⅰ在 ＣＦＸ⁃９６ 仪器中进行。 引物序列如表 １
所示。
１．５　 基于 ＣＥ⁃ＭＳ 的代谢组学分析

　 　 使用甲醇（７００ μＬ）进行细胞刮取，使用氯仿

（７００ μＬ）对样品进行涡旋后加入超纯水（２８０ μＬ）
涡旋并静置 ５ ｍｉｎ，在 ４ ℃ 下以 １５ ０００ ｇ 离心 １５
ｍｉｎ，并将过滤的水相冷冻干燥。 随后，样品通过熔

融石英毛细管进行色谱分离，使用 ＣＥ 系统结合

ＴＯＦ⁃ＭＳ 进行整体代谢物分析。 ＣＥ⁃ＭＳ 分析方法

按照先前建立的步骤［３０］ 进行。 代谢组学数据根据

总峰面积矫正标准化后，使用 ＭｅＶ ４􀆰 ８􀆰 １ 进行热图

可 视 化。 采 用 ＳＩＭＣＡ 软 件 进 行 ＰＬＳ⁃ＤＡ
分析，对投影中的可变重要性（ＶＩＰ）值大于 １ 的代

·０１２·
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谷氨酰胺合成酶酶活的关键代谢通路

表 １　 ｑＰＣＲ 所用的引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） ａｓｓａｙ

Ｇｅｎｅ　 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＧＬＵＬ ＧＣＣＴＣＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＴＣＣ ＴＣＣＧＴＴＴＡＣＡＧＧＴＧＴＧＣＣＴＣ
ＧＬＮＳ２ ＧＧＣＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＣＴＧＧＡＴＡ ＡＧＴＧＧＣＴＣＴＧＣＴＡＧＧＧＡＧＡＡ
ＰＯＬＥ２ ＴＧＴＴＴＧＴＡＣＣＴＧＧＴＣＣＡＧＡＧＧ ＴＣＴＴＧＧＡＡＡＡＧＡＧＣＣＡＧＧＧＴ
ＦＥＮ１ ＣＣＣＡＡＡＧＧＣＣＡＧＴＣＡＴＣＣＣＴ ＧＣＧＧＴＡＧＡＡＣＡＴＧＣＣＣＡＴＣＡ
ＭＣＭ４ ＴＣＣＴＴＧＴＣＧＣＧＣＡＧＧＴＡＣＴ ＴＣＡＡＡＧＴＣＡＡＧＡＧＧＧＡＴＡＧＣＴＧＡ
ＣＣＮＢ１ ＧＡＣＣＴＧＴＧＴＣＡＧＧＣＴＴＴＣＴＣＴＧ ＧＧＴＡＴＴＴＴＧＧＴＣＴＧＡＣＴＧＣＴＴＧＣ
ＣＣＮＤ１ ＴＣＴＡＣＡＣＣＧＡＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣＣＧ ＴＣＴＧＧＣＡＴＴＴＴＧＧＡＧＡＧＧＡＡＧＴＧ
ＣＣＮＤ３ ＡＧＡＴＣＡＡＧＣＣＧＣＡＣＡＴＧＣＧＧＡＡ ＡＣＧＣＡＡＧＡＣＡＧＧＴＡＧＣＧＡＴＣＣＡ
ＣＤＣ６ ＧＧＡＧＡＴＧＴＴＣＧＣＡＡＡＧＣＡＣＴＧＧ ＧＧＡＡＴＣＡＧＡＧＧＣＴＣＡＧＡＡＧＧＴＧ
ＡＴＦ４ ＴＴＣＴＣＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧＧＣＴＡＡＧＧ ＣＴＣＣＡＡＣＡＴＣＣＡＡＴＣＴＧＴＣＣＣＧ

谢物进行单因素方差分析从而开展多组间比较。 通

过基 于 网 络 的 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｅｎａｐ．
ｍｅｔａｂｏａｎａｌｙｓｔ．ｃａ ／ ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ／ ）进行差异蛋白

通路富集分析。
１．６　 基于 ＧＣ⁃ＭＳ 的代谢分析

　 　 对于 ＧＣ⁃ＭＳ 样品的准备，提前对接种在 １０ ｃｍ
培养皿中的细胞进行 ８ ｈ 谷氨酰胺饥饿处理，将培

养基更换为含 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 谷氨酰胺、２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
１５ＮＨ４Ｃｌ的 ＲＰＩＭ⁃１６４０ 培养基。 标记 ０􀆰 ５ ｈ 后，用
０􀆰 ９％ ＮａＣｌ 洗涤细胞，并用液氮淬灭，以进行下一

步代谢物提取。 使用 ８０％ 甲醇水溶液进行细胞中

代谢物的提取，在 ４ ℃下以 １５ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ，
取上清液进行冷冻干燥。 代谢物衍生化按照先前建

立的步骤进行［３１］。 样品在 ＤＢ⁃６２４ ＭＳ 毛细管柱

（２０ ｍ×０􀆰 １８ ｍｍ×１ μｍ， Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美
国）上分离，在 ７０ ｅＶ 电子轰击下运行的单四极杆质

谱仪中电离；进样口、接口和离子源温度均保持在

２３０ ℃，四极杆温度保持在 １５０ ℃；以 １ ∶２１ 的分流

比进样 １ μＬ 样品；载气氦气流速恒定为 ０􀆰 ９５
ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温起始于 ３５ ℃，并以 ２５ ℃ ／ ｍｉｎ 的速率

升高直至 ２４０ ℃；在选择离子监测（ＳＩＭ）模式下进

行代谢物同位素谱分析。
１．７　 ＲＮＡ 测序和生物信息学分析

　 　 ＲＮＡ 测序由广州锐博生物科技有限公司完成，
测序的具体过程见文献［３２］。 简而言之，对总 ＲＮＡ
进行清洁和富集后，进行逆转录反应，并在反应中加

入 ｂａｒｃｏｄｅ 和适配子序列，制备的 ｃＤＮＡ 库经过质

量评估并使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 平台（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国）测序。
采用 ＤＥＳｅｑ２ 软件进行基因差异表达分析。 调整后

的 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ 且 ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ 大于 １ 的基

因被归类为正差异表达基因。 使用 Ｒ 编程语言进

行通路富集分析。

１．８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验

　 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验按照文献［３３］所述进行。
将约 ３×１０５ 个细胞接种在带有未包被膜（２４⁃ｗｅｌｌ
ｉｎｓｅｒｔ， ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，美国）的上室中，室中加入

２００ μＬ 不含血清和谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基。
将 ７００ μＬ 不含谷氨酰胺的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基（含
２０％ ＦＢＳ）倒入下室中。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板在 ３７ ℃下孵

育 １０ ｈ。 将通过孔迁移的细胞用冷甲醇固定，用结

晶紫染色，并在光学显微镜下计数，以确定每个实验

组中迁移细胞的数量。
１．９　 统计分析

　 　 每个实验重复 ３ 次或以上。 除非另有说明，数
据表示为平均值±标准误差。 使用 ｔ 检验（不配对，
双尾）进行分析，以比较两个独立样本的差异。 通

过 ｔ 检验分析的数据服从正态分布，我们进行 Ｆ 检

验来比较方差，结果没有显著差异。 因此，当使用未

配对 ｔ 检验时，我们假设方差相等，并且没有样本被

排除在分析之外。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示有统计学意义。

２　 结果与讨论

２．１　 ＧＳ 酶活关键位点 Ｋ２４１ 的鉴定

　 　 在之前关于 ＧＳ 的苏木化的研究［３４］ 中，我们发

现第 ２４１ 位赖氨酸（Ｋ２４１）的突变对 ＧＳ 的酶活产生

了重大影响。 为了更加全面地了解 Ｋ２４１Ｒ 突变体

的酶活，我们在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中过表达不同剂量

的 Ｋ２４１Ｒ 突变体和野生型 ＧＳ 质粒，并对细胞进行

了体外酶活检测。 值得注意的是，与野生型 ＧＳ 相

比，Ｋ２４１Ｒ 突变体的酶活性明显降低（图 １ａ）。 为了

排除精氨酸引入带来的非特异性影响，我们在 Ｋ２４１
处引入不同氨基酸（包括丙氨酸和甘氨酸）突变。
正如预期的那样，在突变成其他氨基酸后，Ｋ２４１ 位

的 ＧＳ 突变体依然表现出低于野生型蛋白的酶活，

·１１２·
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图 １　 ＧＳ 和突变体 Ｋ２４１Ｒ 的酶活
Ｆｉｇ． １　 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ （ＧＳ） ａｎｄ ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ

　 ａ： Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＧＳ （ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ （ＷＴ） ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ Ｋ２４１Ｒ）， ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｘａｍａｔｅ
（ｂｏｔｔｏｍ）， ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｔｏｐ） ． ｂ： Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ａ ａｎｄ ＧＳ＿
Ｋ２４１Ｇ， ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｘａｍａｔｅ （ｂｏｔｔｏｍ， ｎ＝ ３）， ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（ ｔｏｐ） ． ｃ： Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ， ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ， ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｈｙｄｒｏｘａｍａｔｅ
（ｂｏｔｔｏｍ， ｎ＝ ３）， ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｔｏｐ） ． ｄ： Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＧＳ＿ＷＴ ａｎｄ ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ ｉｎ
ＧＳ⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ （ｍ＋０： ｕｎｌａｂｅｌｅｄ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ， ｍ＋１： ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎｅ １５Ｎ ａｔｏｍ， ａｎｄ ｍ＋２： ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｗｏ １５Ｎ ａｔｏｍｓ）， ａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＧＣ⁃ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ １５Ｎ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ （ｂｏｔｔｏｍ）， ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ ｔｏｐ） ．
　 ＥＶ： ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ； ｎｓ： ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

这表明 Ｋ２４１ 这个位点在协调谷氨酰胺合成活性中

可能具有关键作用（图 １ｂ）。 此外，与已被报道的

ＧＳ 酶活缺陷突变 Ｒ３２４Ｃ 相比，Ｋ２４１Ｒ 突变 ＧＳ 显

示出相似的酶活水平（图 １ｃ）。
　 　 为了进一步确认 ＧＳ 酶活缺陷突变体 Ｋ２４１Ｒ 的

酶活水平，我们在已经敲除 ＧＳ 的肺癌细胞系

Ｈ１２９９ 中重新进行了 ＧＳ 野生型、突变体 Ｋ２４１Ｒ 以

及空载体（ＥＶ）的引入。 单胺氧化酶 Ａ（ＭＡＯＡ）是
调节生物体内氨的最重要的酶之一［３５］，而以上细胞

系中 ＭＡＯＡ 的 ｍＲＮＡ 水平并无二致（附图 １ａ，详见

ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ），这说明细胞内氨的产生

不存在明显差异。 之后，对表达 ＧＳ 野生型或突变

体 Ｋ２４１Ｒ 的细胞在含１５Ｎ 标记的氯化铵、不含谷氨

酰胺的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中进行了 ３０ ｍｉｎ 的标记

后进行 ＧＣ⁃ＭＳ 分析。 结果显示，在 ＧＳ 野生型细胞

中，大约 １３％ 的谷氨酰胺被标记，而 Ｋ２４１Ｒ 细胞仅

仅只有 ６％ 的标记量（图 １ｄ）。 这种显著的差异再一

次验证了 ＧＳ 的 Ｋ２４１ 处的突变是酶活缺陷突变。

·２１２·
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２．２　 通过 ＲＮＡ 测序分析 ＧＳ 调控的转录本

　 　 为了进一步探究 ＧＳ 调控的基因表达，我们对

图 ２　 ＧＳ 敲除细胞的 ＲＮＡ 测序分析
Ｆｉｇ． ２　 ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＳ⁃ｋｎｏｃｋｏｕｔ （ＫＯ） Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

　 ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＳ⁃ＫＯ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ． ｂ： Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ＧＳ⁃ＫＯ ｃｅｌｌｓ （ｃｕｔ⁃ｏｆｆ ｃｒｉｔｅ⁃
ｒｉａ： Ｐ ｖａｌｕｅ＜０􀆰 ０５， ｜ ｌｏｇ２ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｜ ＞０􀆰 ５； ｂｌｕｅ ａｎｄ ｒｅｄ ｐｌｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ） ． ｃ： Ｇｅｎｅ
ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＧＳＥＡ） ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ４０２ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ． ｄ： Ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｃｏｒｅ （ＮＥＳ） ａｎａｌｙｓｉｓ． ｅ： ｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ．

ＧＳ 敲除后的 Ｈ１２９９ 细胞进行了 ＲＮＡ 测序分析（图
２ａ）。 与对照组细胞相比，ＧＳ 敲除组细胞中 １８３ 个

基因上调，２１８ 个基因下调（图 ２ｂ）。 使用京都基因

与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库进行进一步分析

得到了与变化基因相关的生物过程，包括细胞有丝

分裂、ＤＮＡ 合成和细胞凋亡等（图 ２ｃ）。
　 　 随后，采用标准化富集评分分析发现了一些信

号通路在 ＧＳ 敲除的细胞中表现出明显的抑制状
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态，包括与离子的摄取与转运、神经系统发育和糖酵

解信号传导相关的途径等（图 ２ｄ）。 此外，我们在

Ｈ１２９９ 中重新进行了 ＲＮＡ 的提取，并对 ＤＮＡ 合成

相关的基因的转录水平进行了验证，包括 ＧＬＮＳ２、
ＰＯＬＥ２、ＦＥＮ１ 和 ＭＣＭ６，结果显示这些基因的转录

在 ＧＳ 酶活缺陷的细胞系中受到抑制（图 ２ｅ）。 为

了验证结果的普适性，在 ＧＳ 敲除的人胶质细胞

ＬＮ⁃２２９ 和小鼠肝细胞 Ｈｅｐａ１⁃６ 中，我们对上述

ＤＮＡ 合成相关的基因同样进行了验证，得到了相同

的结论（附图 ２ａ）。
２．３　 筛选依赖 ＧＳ 酶活性的下游信号途径

　 　 高表达的 ＧＳ 通过促进谷氨酰胺合成显著促进

肿瘤进展。 尽管人们不断探索潜在的分子机制，但
对 ＧＳ 酶活缺陷引起的转录变化仍然了解有限［３６］。
为了探究 ＧＳ 酶活缺陷对细胞的影响，在 ＧＳ 敲除后

的 Ｈ１２９９ 细胞中重新引入了 ＧＳ 野生型以及新发现

的酶活缺陷突变体 Ｋ２４１Ｒ 和前面提到的新生儿致

死突变 Ｒ３２４Ｃ（图 ３ａ）。 随后，通过 ＲＮＡ 测序，揭示

了不同组间差异表达的基因（图 ３ｂ）。 此外，通过比

较 ＧＳ 野生型和不同突变体之间的基因，分别在表

达 ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ 和 ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ 的细胞中鉴定了 １ ４６２
个和 １ １５８ 个差异基因（图 ３ｃ）。 ＫＥＧＧ 分析进一

步证实了 ＧＳ 酶活缺陷对氨基酸生物合成、ＤＮＡ 复

制和细胞周期相关的基因的表达产生了巨大影响

（仅举几例，如图 ３ｄ 所示）。 此外，调节细胞周期的

特定基因（如 ＣＣＮＢ１、ＣＣＮＤ１ ／ ３ 和 ＣＤＣ６），在表达

ＧＳ 酶活缺陷突变的 Ｈ１２９９ 细胞中相比表达野生型

ＧＳ 的细胞表现出显著的下调（如图 ３ｅ 所示）。 同

时，我们在敲除 ＧＳ 的 ＬＮ⁃２２９ 细胞中同样进行了

ＧＳ 野生型和突变体回补的稳定细胞系的构建（附
图 １ｃ），并对上述细胞周期相关的基因转录水平进

行了检测，结果与 Ｈ１２９９ 细胞类似（附图 ２ｂ）。
２．４　 确定 ＧＳ 酶活缺陷影响的代谢途径和代谢物

　 　 ＧＳ 酶活缺陷可能导致新生儿早夭，同时 ＧＳ 的

异常表达在多发性骨髓瘤和少突胶质细胞瘤中已得

到证实［２６，３７，３８］。 为了揭示 ＧＳ 酶活缺陷突变引起的

代谢变化，本研究利用 ＣＥ⁃ＭＳ 对上述提到的 ＧＳ 野

生型和突变体稳转 Ｈ１２９９ 细胞系进行了代谢组学

分析，并对得到的代谢物进行了热图展示 （附图

３ａ）。 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析发现，４ 个组别（ＥＶ、ＧＳ＿ＷＴ、ＧＳ
＿Ｋ２４１Ｒ 和 ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ）得到了很好的区分（附图

３ｂ， ｃ）。 利用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ 软件对主成分中 ＶＩＰ
值大于 １ 的代谢物（附图 ３ｄ）进行代谢通路分析，结

果显示精氨酸生物合成和嘌呤代谢等途径在野生型

和突变 ＧＳ 组中存在显著差异（图 ４ａ）。 此外，通过

比较 ＧＳ 野生型和突变体细胞之间的代谢数据，我
们得到了 ４４ 种差异代谢物（图 ４ｂ）。 上述结果表明

ＧＳ 酶活缺陷可以影响包括精氨酸⁃脯氨酸在内的多

种氨基酸代谢途径，我们对其中的一些代谢物的含

量进行了详细表征（图 ４ｃ）。
２．５　 探索 ＧＳ 突变影响代谢途径的机制

　 　 生物过程本质上具有复杂性和整体性，通常需

要采取多方面的手段来充分揭示疾病发生和进展的

复杂机制。 采用代谢组学分析和转录组学分析相结

合的方法可以提供双重视角，从而更全面地了解 ＧＳ
酶活变化对生物过程的影响。 双组学整合的研究结

果揭示了响应 ＧＳ 酶活变化的 ４ 个途径，即精氨酸⁃
脯氨酸代谢、甘氨酸⁃丝氨酸⁃苏氨酸代谢、天冬氨酸⁃
谷氨酸代谢以及氨酰⁃ｔＲＮＡ 生物合成（图 ５ａ）。
　 　 对氨基酸代谢途径的进一步整合揭示了其中关

键的差异表达基因，包括与精氨酸⁃脯氨酸代谢相关

的基因（ＰＹＣＲ１、ＯＤＣ１、ＳＡＴ１、ＳＭＯＸ），与甘氨酸⁃
丝氨酸⁃苏氨酸代谢相关的基因 （ＤＭＧＤＨ、ＰＨＧ⁃
ＤＨ、ＰＳＡＴ１、ＳＤＳＬ、ＳＨＭＴ） （附图 ４ｂ），以及与天冬

氨酸⁃谷 氨 酸⁃丙 氨 酸 代 谢 相 关 的 基 因 （ ＡＳＮＳ、
ＧＯＴ１、ＧＰＴ２）（附图 ４ｃ）。 我们在 Ｈ１２９９ 和 ＬＮ⁃２２９
的 ＧＳ 稳转细胞系中重新对 ＡＳＮＳ 和 ＧＯＴ１ 的转录

水平进行了检测，结果与 ＲＮＡ 测序的结果吻合（附
图 ２ｃ）。 在谷氨酰胺饥饿条件下 ＧＳ 酶活缺陷的细

胞的 ＡＳＮＳ 和 ＧＯＴ１ 水平有所提高，这可能是由这

两种酶各自的底物天冬酰胺和谷氨酸水平升高所引

起的；同时，这种条件下 ＧＳ 酶活缺陷细胞多种氨基

酸水平的增加和氨酰⁃ｔＲＮＡ 合成酶（ＡＲＳ）表达的增

加（附图 ４ｄ， ｅ），说明尽管在 ＧＳ 酶活缺陷细胞中谷

氨酰胺的合成受到抑制，但是细胞通过其他氨基酸

的补充和 ＡＲＳ 的上调进行弥补，维持 ＲＮＡ 翻译并

促进 ｔＲＮＡ 依赖性的生物修饰。 同时，谷氨酰胺合

成的减少激活了 Ｈ１２９９ 和 ＬＮ⁃２２９ 中转录因子 ４
（ＡＴＦ４）的表达（图 ５ｂ）。 ＡＴＦ４ 是一种应激诱导的

转录因子，负责大多数编码胞质 ＡＲＳ 基因的转

录［３９，４０］。 概括说来，谷氨酰胺饥饿导致 ＧＳ 酶活缺

陷细胞中的谷氨酰胺含量明显低于野生型细胞，而
谷氨酰胺水平的降低引起了谷氨酸水平的升高和其

他代谢物的变化，同时相关基因的表达也受到影响

（图 ５ｃ）。 细胞迁移能力与谷氨酰胺合成能力息息

相关，为揭示 ＧＳ 酶活缺陷的生理功能，我们对细胞
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图 ３　 Ｈ１２９９ 细胞中 ＧＳ 重新敲入的 ＲＮＡ 测序分析
Ｆｉｇ． ３　 ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧＳ⁃ｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

　 ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ｔｏｐ） ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ （ｂｏｔｔｏｍ， ｎ＝ ３） ｏｆ ＧＳ⁃ＫＯ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ，
ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ｐｌａｓｍｉｄｓ． ｂ： Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ （ａ） ． ｃ： Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＧＳ
＿Ｋ２４１Ｒ ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ｃｅｌｌｓ （ｃｕｔ⁃ｏｆｆ ｌｉｎｅ ａｔ Ｐ ｖａｌｕｅ＝ ０􀆰 ０１； ｂｌｕｅ ａｎｄ ｒｅｄ ｐｌｏｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍＲＮＡ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ） ． ｄ： Ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １３７１ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ． ｅ： ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ （ｎ＝ ３） ．
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图 ４　 ＧＳ 突变对 Ｈ１２９９ 细胞中代谢物和代谢通路的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＧＳ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ

　 ａ： ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｕｓｉｎｇ ４１ ａｌｔｅｒｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ （ＶＩＰ＞１） ． ｂ： Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ
ＧＳ⁃ＫＯ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ， ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｕｓｉｎｇ ｏｎｅ⁃ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ． ｃ： Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｇｕａｎｏｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ， ｇｌｕｔａｍｉｎｅ， Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ， ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ａｎｄ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｉｎ ＥＶ， ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ
＿Ｋ２４１Ｒ， ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ （ｎ＝ ５； ｄａｔａ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｍｅａｎ±ＳＤ） ．

的迁移能力进行了检测，结果显示表达 ＧＳ 野生型

的细胞表现出更强的迁移能力，而表达 ＧＳ 酶活缺

陷突变体 Ｋ２４１Ｒ 和 Ｒ３２４Ｃ 的细胞其迁移能力明显

受到抑制（图 ５ｄ）。
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第 ３ 期
凌　 婷，等：细胞转录组学和代谢组学整合策略表征突变影响

谷氨酰胺合成酶酶活的关键代谢通路

图 ５　 转录组学⁃代谢组学整合分析 ＧＳ 酶活缺陷突变影响的代谢通路
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ａｌｔｅｒｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｐａｔｈｗａｙｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ＧＳ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
　 ａ： Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｌｔｅｒｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ⁃ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ． ｂ： ＡＴＦ４ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＧＳ⁃ＫＯ Ｈ１２９９
ａｎｄ ＬＮ⁃２２９ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＶ， ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ， ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ｐｌａｓｍｉｄｓ． ｃ： Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ⁃
ｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｒｇｉｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｌｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｇｌｙｃｉｎｅ⁃ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ａｍｉｎｏａｃｙｌ⁃ｔＲＮＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ａｎｄ ａｌａｎｉｎｅ⁃ａｓｐａｒｔａｔｅ⁃ｇｌｕｔａ⁃
ｍａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ （ｒｅｄ ａｎｄ ｂｌｕｅ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｒ ｇｅｎｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｉｎ ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ ａｎｄ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ ｃｅｌｌｓ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧＳ＿ＷＴ ｃｅｌｌｓ） ． ｄ： Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ａｎｄ ｄａｔａ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｔｈａｔ ｍｉｇｒａｔｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｗｉｔｈ ｅｃｔｏｐｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＶ， ＧＳ＿ＷＴ， ＧＳ＿Ｋ２４１Ｒ， ｏｒ ＧＳ＿Ｒ３２４Ｃ （ｄａｔａ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ） ．
Ｓｃａｌｅ ｂａｒ： １００ μｍ．
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２．６　 讨论

　 　 我们的研究结果从新的角度支持了最近的报

道，即在谷氨酰胺剥离条件下，ＧＳ 的缺失会导致与

谷氨酰胺代谢相关的多种信号级联被抑制［４，４１，４２］。
这些过程包括 ＤＮＡ 合成、柠檬酸循环和活性氧

（ＲＯＳ）解毒等。 这种抑制源于 ＧＳ 酶活缺陷细胞在

谷氨酰胺耗尽的条件下细胞无法正常自主合成谷氨

酰胺。
　 　 利用 ＧＳ 的 Ｒ３２４Ｃ 和 Ｋ２４１Ｒ 突变体，我们进行

了转录组学和代谢组学的整合分析。 这些酶活性降

低的 ＧＳ 突变体激活了多种氨基酸生物合成途径，
例如精氨酸和脯氨酸代谢，甘氨酸⁃丝氨酸⁃苏氨酸

代谢和丙氨酸⁃天冬氨酸⁃谷氨酸代谢。 此外，ＧＳ 酶

活缺陷似乎会导致谷氨酰胺转运蛋白 ＳＬＣ３８Ａ２ 和

ＳＬＣ１Ａ５ 表达上调（附图 ２ｄ）。 事实上，细胞外氨基

酸（例如谷氨酰胺）限制会引发应激反应，促使一组

特定的基因转录或翻译上调，从而使细胞适应变

化［４３－４５］。 此 外， 与 野 生 型 ＧＳ 类 似， Ｒ３２４Ｃ 和

Ｋ２４１Ｒ 突变体在谷氨酰胺饥饿处理时蛋白水平都

有所提高，这说明 ＧＳ 酶活水平的高低似乎并不会

影响其受到谷氨酰胺浓度调控的这一特征（附图

１ｂ）。
　 　 在 ＧＳ 酶活依赖性数据整合分析中，令人困惑

的方面在于许多 ＡＲＳ 的表达增强，而 ＡＲＳ 是氨酰

基⁃ｔＲＮＡ 生物合成的关键参与者。 据报道，大多数

ＡＲＳ 编码基因是由 ＡＴＦ４ 转录诱导的，在氧化应激、
内质网应激和缺氧以及氨基酸限制的条件下，ＡＴＦ４
的表达增加［４６］。 考虑到 ＧＳ 酶活缺陷的细胞中

ＡＴＦ４ 表达增加，再加上这些细胞中谷氨酰胺饥饿

会造成更明显的应激，有理由认为 ＡＲＳ 的上调主要

来自 ＧＳ 酶活缺陷背景下 ＡＴＦ４ 表达的增加。 此

外，转录组学数据分析发现，与对照细胞相比，表达

野生型或酶活缺失的 ＧＳ 蛋白的某些基因都表现出

差异表达，证实了 ＧＳ 在细胞中的多功能性，例如其

在谷氨酰胺合成之外的血管生成中的作用［３１］。 我

们的组学研究范围仅限于 Ｈ１２９９ 细胞，但在随后的

实验中，我们使用其他细胞系（包括 Ｈｅｐａ１⁃６ 和 ＬＮ⁃
２２９ 细胞）验证了我们的发现，确认了本研究发现的

可靠性。 为了更全面地理解新发现的 ＧＳ 的 Ｋ２４１Ｒ
突变影响的信号途径和生理过程，后续我们会将研

究范围扩展到更多细胞类型及小鼠模型中，为揭示

ＧＳ 的生物学功能提供更多线索。

３　 结语

　 　 综上，我们发现了影响 ＧＳ 酶活的关键突变，并
在肺癌细胞中通过转录组学和代谢组学对 ＧＳ 以及

其酶活缺陷突变体影响的信号通路和代谢过程进行

了对比与整合，为 ＧＳ 以酶活依赖方式调节的复杂

途径提供了重要信息。 这项研究扩展了我们对 ＧＳ
如何在细胞代谢重编程背景下，特别是在谷氨酰胺

缺乏时发挥作用的理解。 ＧＳ 酶活缺陷引起的谷氨

酸水平升高引发的代谢重编程提示了癌细胞代谢的

高度可塑性。 值得注意的是，考虑到 ＧＳ 作为各种

癌症 前 瞻 性 治 疗 靶 点 的 新 兴 研 究 不 断 涌

现［２０，２１，３６－３８，４７，４８］，该研究可能会对靶向 ＧＳ 酶活的治

疗药物的开发提供创新性的临床治疗参考。
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［２０］ 　 Ｆａｎ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１８， １１９

（７）： ６００８
［２１］ 　 Ｗａｎｇ Ｌ， Ｐｅｎｇ Ｗ， Ｗｕ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓｃｏｖ， ２０１８， ４：

２４
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［２２］　 Ｗａｎｇ Ｙ， Ｆａｎ Ｓ， Ｌｕ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１７， １１８
（８）： ２０１８

［２３］　 Ｔａｒｄｉｔｏ Ｓ， Ｏｕｄｉｎ Ａ， Ａｈｍｅｄ Ｓ Ｕ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ，
２０１５， １７（１２）： １５５６

［２４］　 Ｖｅｔｔｏｒｅ Ｌ， Ｗｅｓｔｂｒｏｏｋ Ｒ Ｌ， Ｔｅｎｎａｎｔ Ｄ Ａ． Ｂｒ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ，
２０２０， １２２（２）： １５０

［２５］　 Ｈäｂｅｒｌｅ Ｊ． ＮＥＪＭ， ２００５， ３５３（１８）： １９２６
［２６］　 Ｈäｂｅｒｌｅ Ｊ， Ｓｈａｈｂｅｃｋ Ｎ， Ｉｂｒａｈｉｍ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｇｅｎｅｔ⁃

ｉｃｓ ａｎｄ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ２０１１， １０３（１）： ８９
［２７］　 Ｙａｎ Ｍ， Ｌｉｕ Ｊ， Ｘｉａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ⁃

ｒａｐｈｙ， ２０１９， ３７（８）： ８８７
严敏， 刘静， 夏天， 等．色谱， ２０１９， ３７（８）： ８８７

［２８］　 Ｘｉａ Ｔ， Ｃｈｅｎ Ｄ， Ｌｉｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ ＆ Ｄｉｓｅａｓｅ， ２０２２，
１３（４）： ３１４

［２９］　 Ｈａｇｈｉｇｈａｔ Ｎ． Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ Ｒｅｓ， ２００５， ３０（５）： ６６１
［３０］　 Ｚｅｎｇ Ｊ， Ｙｉｎ Ｐ， Ｔａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｒｅｓ， ２０１４， １３（７）：

３４２０
［３１］　 Ｅｅｌｅｎ Ｇ， Ｄｕｂｏｉｓ Ｃ， Ｃａｎｔｅｌｍｏ Ａ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１８，

５６１（７７２１）： ６３
［３２］　 Ｘｕ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２３， ２１（１）：

３０７
［３３］　 Ｐｉａｏ Ｈ Ｌ， Ｙｕａｎ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１４， １６

（３）： ２４５
［３４］　 Ｌｉｎｇ Ｔ， Ｌｉ Ｓ， Ｃｈｅｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． ＦＡＳＥＢ Ｊ， ２０２３， ３７ （ １２）：

ｅ２３３１９
［３５］　 Ｈｕ Ｓ， Ｄｅｎｇ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１１， ６３

（３）： ２４７
［３６］ 　 ＭａｃＫｅｒｅｌｌ Ａ， Ｆｒｉｅｇ Ｂ， Ｇöｒｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． ＰＬＯＳ Ｃｏｍｐｕｔ Ｂｉｏｌ，

２０１６， １２（２）： ｅ１００４６９３
［３７］ 　 Ｂｏｌｚｏｎｉ Ｍ， Ｃｈｉｕ Ｍ， Ａｃｃａｒｄｉ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｏｄ， ２０１６， １２８

（５）： ６６７
［３８］ 　 Ｃｈｉｕ Ｍ， Ｔａｕｒｉｎｏ Ｇ， Ｂｉａｎｃｈｉ Ｍ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ，

２０１８， １９（４）： １０９９
［３９］ 　 Ｓｈａｎ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｆ， Ｓｈａｒｋｅｙ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ，

２０１６， ４４（２０）： ９７１９
［４０］ 　 Ｓｕｎｇ Ｙ， Ｙｏｏｎ Ｉ， Ｈａｎ Ｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２２， ５４

（５）： ５５３
［４１］ 　 Ｙａｎｇ Ｌ． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｂｉｏｍｅｄ Ｅｎｇ， ２０１７， １９： １６３
［４２］ 　 Ｃｈｅｎ Ｌ， Ｃｕｉ Ｈ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０１５， １６（９）： ２２８３０
［４３］ 　 Ｓｔｒｅｔｔｏｎ Ｃ， Ｌｉｐｉｎａ Ｃ， Ｈｙｄｅ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｃｈｉｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ａｃｔａ

Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０１９， １８６６（６）： ９７８
［４４］ 　 Ｇａｚｚｏｌａ Ｒ Ｆ， Ｓａｌａ Ｒ， Ｂｕｓｓｏｌａｔｉ Ｏ， ｅｔ ａｌ． ＦＥＢＳ Ｌｅｔｔ， ２００１，

４９０（１ ／ ２）： １１
［４５］ 　 Ａｍａｙａ Ｍ Ｌ， Ｉｎｇｕｖａ Ａ， Ｐｅｉ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｂｌｏｏｄ， ２０２２， １３９（４）：

５８４
［４６］ 　 Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ Ｄ Ｃ， Ｈａｒｒｉｓ Ａ Ｌ． Ｅｘｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｔｈｅｒ Ｔａｒｇｅｔｓ，

２０１２， １６（１２）： １１８９
［４７］ 　 Ｆｕｒｕｓａｗａ Ａ， Ｍｉｙａｍｏｔｏ Ｍ， Ｔａｋａｎｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅ⁃

ｓｉｓ， ２０１８， ３９（６）： ７５８
［４８］ 　 Ｙａｎｇ Ｌ， Ａｃｈｒｅｊａ Ａ， Ｙｅｕｎｇ Ｔ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃｅｌｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１６， ２４

（５）： ６８５
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