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［摘 要］　目的: 探讨 PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）基因对结肠癌细胞活性、迁

移、凋亡的影响以及对结肠癌细胞的表观调控作用。方法: 利用慢病毒包装技术

构建 PINK1 基因过表达和敲降的 HCT116 和 DLD1 结肠癌细胞系，应用定量逆转

录聚合酶链反应、蛋白质印迹法验证 PINK1 基因的表达情况；利用 CCK-8 法和克

隆形成实验检测细胞增殖能力；细胞划痕实验和 Transwell小室实验检测细胞迁移

能力；Hoechst 33258 染色观察细胞凋亡情况；蛋白质印迹法检测组蛋白修饰相关

蛋白的表达；染色质转座酶可及性（ATAC）测序技术分析染色质开放状态。结果:
PINK1 mRNA 在结直肠癌组织中表达下调，结直肠癌组织中 PINK1 蛋白表达也较

正常组织减少。在 HCT116 和 DLD1 细胞中，过表达 PINK1 显著抑制细胞增殖（均

P<0.01）和克隆形成（均 P<0.05），并降低细胞迁移能力（均 P<0.01）。相反，敲低

PINK1 可促进细胞增殖、克隆形成和迁移（均 P<0.05）。PINK1 过表达导致凋亡细

胞数增加（均 P<0.05），伴随抗凋亡蛋白髓样细胞白血病蛋白（MCL）-1、B细胞淋巴

瘤（BCL）-2 和 BCL-XL 下调，以及促凋亡蛋白 BCL-2 相关 X 蛋白（BAX）上调（均 P<
0.01），而 p53 蛋白表达差异无统计学意义（均 P>0.05）。同时，PINK1 过表达可抑

制组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸三甲基化（H3K9me3）和组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸三甲

基化（H3K27me3）表达，增加组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸乙酰化（H3K9ac）和组蛋白

H3 第 27 位赖氨酸乙酰化（H3K27ac）表达，且 PINK1 过表达细胞中组蛋白甲基化

相关蛋白 Zeste 基因增强子同源物（EZH）22、EZH1、Zeste 基因抑制因子 12 同源物

（SUZ12）以及组蛋白脱乙酰酶 3（HDAC3）的蛋白表达均减少（均 P<0.01）。ATAC
测序证实 PINK1过表达结肠癌细胞中测序峰在基因转录起始位点区域明显富集。

结论:PINK1 能够抑制结肠癌细胞的增殖和迁移能力，促进其凋亡，并影响结肠癌

细胞的组蛋白修饰及染色质开放状态。
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［中图分类号］ R735. 3   ［文献标志码］  A
PINK1 suppresses colorectal cancer cell growth through 
epigenetic regulation of histone modifications
WANG Meng1, LUAN Shijia2, FAN Xiang2, HAN Dong2, ZHU Yuping1 （1. Department of 
Colorectal Surgery, Zhejiang Cancer Hospital, Hangzhou Institute of Medicine, Chinese 
Academy of Sciences, Hangzhou 310022, China; 2. Department of Biochemistry and 
Molecular Biology, Harbin Medical University, Harbin 150081, China）
Corresponding author: ZHU Yuping, E-mail: zhuyp@zjcc.org.cn, ORCID: 0000-0001-5045-
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［Abstract］  Objective: To investigate the role of PTEN-induced putative kinase 1 
(PINK1) in regulating the viability, migration, and apoptosis of colorectal cancer (CRC) 
cells, and to explore its potential epigenetic mechanisms. Methods: PINK1 was overex-

pressed or knocked down in HCT116 and DLD1 CRC cell lines using lentiviral vectors, 
with efficiency verified by qRT-PCR and Western blotting. Cell proliferation was 
assessed using CCK-8 and colony formation. Cell migration was detected using wound 
healing and Transwell assays. Apoptosis was assessed using Hoechst 33258 staining. 
Protein levels of apoptosis-related and histone modification-related markers were analyzed 
by Western blotting. Genome-wide chromatin accessibility was profiled using assay for 
transposase-accessible chromatin with sequencing (ATAC-seq). Results: PINK1 expression 
was significantly downregulated at both mRNA and protein levels in CRC tissues com-

pared to normal tissues. PINK1 overexpression inhibited cell proliferation, colony formation, 
and migration in HCT116 and DLD1 cells (all P<0.05), whereas PINK1 knockdown 
promoted these malignant phenotypes (all P<0.05). PINK1 overexpression induced 
apoptosis, associated with decreased levels of anti-apoptotic proteins (MCL-1, BCL-2, 
BCL-XL) and increased pro-apoptotic BAX (all P<0.05), without altering p53 expression. 
Mechanistically, PINK1 overexpression reduced histone H3 lysine 9 trimethylation 
(H3K9me3) and histone H3 lysine 27 trimethylation (H3K27me3), and increased histone 
H3 lysine 9 acetylation (H3K9ac) and histone H3 lysine 27 acetylation (H3K27ac). It 
also downregulated key histone-modifying enzymes, including enhancer of Zeste homolog 
(EZH)2, EZH1, SUZ12, and histone deacetylase 3 (HDAC3) (all P<0.01). ATAC-seq 
revealed that PINK1 overexpression increased chromatin accessibility, particularly around 
transcription start sites. Conclusion: PINK1 acts as a tumor suppressor in colorectal 
cancer by inhibiting proliferation and migration, promoting apoptosis, and remodeling the 
epigenetic landscape through altering histone modifications and enhancing chromatin 
accessibility.

［Key words］ Colon cancer; PTEN-induced putative kinase 1; Epigenetics; Histone 
modifications; Bioinformatics; In vitro experiment

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2025, 54(6): 820-829.]

·· 821



浙江大学学报（医学版） Journal of Zhejiang University（Medical Sciences）

［缩略语］ 组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸三甲基化（histone H3 lysine 9 trimethylation，

H3K9me3）；组蛋白 H3第 27位赖氨酸三甲基化（histone H3 lysine 27 trimethylation，

H3K27me3）；组蛋白脱乙酰酶（histone deacetylase，HDAC）；组蛋白H3第27位赖氨

酸乙酰化（histone H3 lysine 27 acetylation，H3K27ac）；PTEN 诱导假定激酶 1（PTEN-

induced putative kinase 1，PINK1）；人类蛋白质图谱（Human Protein Atlas，HPA）；癌症

基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）；B 细胞淋巴瘤蛋白（B-cell lymphoma 
protein，BCL）；BCL-2相关 X 蛋白（BCL-2 associated X protein，BAX）；组蛋白 H3第9
位赖氨酸乙酰化（histone H3 lysine 9 acetylation，H3K9ac）；Zeste 基因增强子同源物

（enhancer of Zeste homolog，EZH）；Zeste 基因抑制因子 12 同源物（suppressor of Zeste 
12 homolog，SUZ12）；髓系细胞白血病蛋白（myeloid cell leukemia protein，MCL）；甘油

醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）；聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）；定量逆转录 PCR（quantitative reverse transcription 
PCR，qRT-PCR）；细胞计数试剂盒（cell counting kit，CCK）；互补 DNA（complementary 
DNA，cDNA）；信使 RNA（messenger RNA，mRNA）；染色质转座酶可及性测序（assay 
for transposase-accessible chromatin with sequencing，ATAC 测序）；多梳抑制因子复

合物（polycomb repressive complex，PRC）
结直肠癌是全球范围内高发的恶性疾病，其

发病率在我国恶性肿瘤中居于第二位［1］。组蛋

白修饰是表观遗传学中重要的调控机制之一，某

些特定位点的修饰、转录因子和某些 DNA 结合

蛋白的状态均与组蛋白修饰密切相关［2］。研究

发现，组蛋白修饰在结直肠癌的发生发展中起关

键作用［3］。近年来，单细胞多组学测序技术揭示

了结直肠癌患者的组蛋白修饰特征［4］。其中，组

蛋白赖氨酸的甲基化和乙酰化修饰在结直肠癌

的发生过程中扮演了重要角色［5］，如 H3K9me3 和

H3K27me3 在常染色质区域高度富集，进而导致

转录抑制［6］。

组蛋白乙酰化在多种细胞功能中发挥精细的

调控作用，如细胞分化、核小体组装、基因表达的

稳定性以及染色质结构的变化［7］。结直肠癌的发

生与异常组蛋白乙酰化调控密切相关，而这一过

程主要受调控酶的调节，包括 HDAC 和组蛋白乙

酰基转移酶。研究表明，与正常结肠上皮细胞比

较，HDAC2 在结肠癌细胞中表达显著上调［8］；结

肠癌组织中 H3K27ac 水平显著升高［9］，且 HDAC2
表达在腺癌中高于腺瘤［10］。值得注意的是，组蛋

白修饰还能影响结肠肿瘤微环境的构建，进而对

肿瘤的转移产生重要影响［11］。

PINK1 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶［12］，其前

体蛋白质经细胞质转运至线粒体后，经过剪切

成熟获得激酶活性［13］。PINK1 在维持线粒体功

能以及保护细胞免受线粒体损伤方面起着关键

作用［14］。研究表明，PINK1 在癌细胞的多种生理

和病理过程中发挥重要作用，包括调节细胞内稳

态、细胞存活和细胞死亡等，且在不同环境下呈

现 促 癌 或 抑 癌 的 双 重 效 应［15］。 有 研 究 指 出 ，

PINK1 能通过激活代谢重编程和减少乙酰辅酶 A
的合成来调控细胞代谢、促进细胞死亡，从而抑

制结肠癌细胞增殖［16］。然而，目前对 PINK1 的表

观遗传调控机制仍知之甚少，尚无关于 PINK1 在

表观遗传层面影响结肠癌的研究报道［15］。本文

旨在探究 PINK1 在结肠癌中的表观遗传调控作

用，并分析其对肿瘤细胞增殖、迁移和凋亡的影

响，从而为结肠癌的诊疗提供依据。

1　材料与方法

1. 1　数据库

从 HPA 数据库（https：//www.proteinatlas.org）
获取结肠癌组织中 PINK1 蛋白的免疫组织化学

图像，确定 PINK1 蛋白在结肠癌组织中的表达水

平和定位 ；利用 TIMER 数据库（https：//cistrome.
shinyapps. io/timer），基 于 TCGA 数 据 在 线 分 析

PINK1 基因在结肠癌及其他恶性肿瘤组织与癌旁

正常组织中的表达差异；从 UCSC Xena 数据库

（https：//xenabrowser. net）下 载 GDC TCGA Colon 
Cancer 基因表达数据，利用 R 语言中的 limma 包

进行分析，绘制 PINK1 基因差异表达散点图。
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1. 2　细胞及试剂

人结肠癌细胞系 HCT116、DLD1 均为哈尔滨

医科大学大肠癌研究所惠赠。McCoy’s 5A（改

良）培养基（12330031）为美国 Gibco 公司产品；

DMEM/F12（1∶1）培养基（含 L-谷氨酰胺、HEPES）
（SH30023.01B）为美国 HyClone 公司产品；胎牛

血清（10099141C）为美国 Gibco 公司产品；青霉

素/链霉素溶液（CR-15140）为中国浙江森瑞生物

科技有限公司产品；TRIzol 试剂（15596026CN）、

LipofectamineTM 3000 转染试剂（L3000015）为美国

Invitrogen 公司产品 ；PINK1（D8G3）兔单克隆抗

体 #6946、BCL-2（124）小 鼠 单 克 隆 抗 体 #15071、

BAX（D2E11）兔单克隆抗体#5023、H3K9me3 抗体

［二/三甲基化组蛋白 H3（Lys9）（6F12）小鼠单克隆

抗体#5327］、H3K27me3 抗体［三甲基化组蛋白 H3
（Lys27）（C36B11）兔单克隆抗体#9733］、H3K9ac
抗体［乙酰化组蛋白 H3（Lys9）（C5B11）兔单克隆

抗 体 #9649］、H3K27ac 抗 体［乙 酰 化 组 蛋 白 H3
（Lys27）（D5E4）兔单克隆抗体#8173］、组蛋白 H3
（D1H2）兔单克隆抗体#4499、EZH1（D7D5D）兔单

克隆抗体#42088、EZH2（D2C9）兔单克隆抗体#
5246、SUZ12（D39F6）兔单克隆抗体#3737、HDAC3

（D2O1K）兔单克隆抗体#85057 为美国 Cell Sig-

naling Technology 公司产品；抗 BCL-XL 兔多克隆

抗体（WL03353）为中国沈阳万类生物科技有限

公司产品；MCL-1 抗体（T40058）为中国艾比玛特

医药科技（上海）有限公司产品；GAPDH 内参单克

隆抗体（GA1R）（MA5-15738）为美国 ThermoFisher 
Scientific 公 司 产 品 ；ReverTra Ace® qPCR 逆 转

录试剂盒（FSQ-101）为日本 TOYOBO 公司产品；

Hoechst 33258 染液（BL2846A）为北京兰杰柯科

技有限公司产品；SYBR Green 实时荧光定量 PCR
预混液为美国 ThermoFisher Scientific 公司产品。

过表达载体 pLV-PINK1、psPAX2、pMD2.G 由中国

云舟生物科技（广州）股份有限公司设计。qRT-

PCR 引物序列 PINK1：正向 GACCTGAAATCCGA
CAACATCC，PINK1：反向 CCATCAGACAGCCGT
TTCC，GAPDH：正向 CGCTGAGTACGTCGTGGA
GTC，GAPDH：反向 GCTGATGATCTTGAGGCTGT
TGTC，均由中国杭州有康生物科技有限公司合

成。小干扰 RNA、乱序小干扰 RNA（用于敲低对

照）和慢病毒由中国和元生物技术（上海）股份有

限公司合成和包装。

1. 3　细胞培养

使用添加了 10% 胎牛血清和 1% 青霉素/链霉

素的培养基传代培养处于对数生长期的 HCT116
和 DLD1 细胞，在 37℃、5% 二氧化碳培养箱中孵

育细胞。

1. 4　细胞转染和慢病毒感染构建稳转细胞株

将 HCT116 和 DLD1 细胞按 1×105 个/孔分别

接种至六孔板中，24 h 后更换新鲜培养基。使用

LipofectamineTM 3000 按照说明书中的方法转染过

表达质粒，转染空载体作为过表达对照组。慢病

毒感染前加入感染增强剂并根据细胞感染复数

值加入适量慢病毒。24 h 后更换培养基，使用

4 μg/mL 嘌呤霉素筛选稳转细胞株。敲低 PINK1
后进行过表达 PINK1 实验：利用 PINK1 慢病毒构

建稳定敲减的细胞，再进行 PINK1 过表达载体的

转染。

1. 5　CCK-8 和克隆形成实验检测细胞增殖能力

采用 CCK-8 试剂盒检测细胞增殖。取对数

生长期的细胞铺 96 孔板，分别在 0、24、48 和 72 h
加入 10 μL CCK-8 溶液孵育 2 h。使用酶标仪测

量 450 nm 处的吸光度，每组设置 6 个复孔。克隆

形成实验：细胞以 1000/孔接种到六孔板中，然后

放入培养箱中培养 10~14 d。固定后加入 1% 结

晶紫进行染色，拍照后用 ImageJ 软件统计，设定

细胞数为 30~300 时的克隆是有效克隆。实验独

立重复三次。

1. 6　细胞划痕实验和 Transwell 小室实验评估细

胞迁移能力

细胞划痕实验：用记号笔和直尺在六孔板背

面做好标记，接种细胞，实验前汇合度达到 90%。

对细胞进行划痕，分别在 0 和 24 h 对细胞划痕处

进行拍照，ImageJ 软件分析细胞迁移率（%）。

Transwell 小室实验：在 24 孔板中加入体积为

600 μL 含血清培养基，将 Transwell 小室移至孔板

中。将离心管中的细胞混匀后在小室的上室滴加

200 μL 细胞混悬液，置于细胞培养箱中培养，48 h
后取出小室，4% 多聚甲醛溶液固定后使用 0.1%

结晶紫溶液染色。晾干并放大 200倍后拍照计数。

1. 7　Hoechst 33258 染色观察细胞凋亡情况

用细胞固定液在 4 ℃下固定细胞 5 min，蒸馏

水清洗后加入 Hoechst 33258染液染色 10 min。洗

去多余的液体后，在荧光显微镜下观察细胞凋亡

情况。实验重复三次，拍照后用 ImageJ软件统计。
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1. 8　qRT-PCR 检测目的基因表达

TRIzol 法提取总 RNA，并检测 RNA 的纯度

和浓度。使用 ReverTra Ace® qPCR 逆转录试剂

盒将总 RNA 逆转录为 cDNA。将 cDNA 稀释后，

用 SYBR Green 实时荧光定量 PCR 试剂进行扩

增。实验重复三次，以 GAPDH 作为内参，采用

2－ΔΔCt法计算目的基因表达。

1. 9　蛋白质印迹法检测蛋白质表达

使用放射免疫沉淀法裂解液提取总蛋白并

经 BCA 法测定浓度后，进行 SDS 聚丙烯酰胺凝

胶 电 泳 并 转 膜 至 聚 偏 二 氟 乙 烯

膜；随后用 5% 脱脂牛奶封闭，加

入一抗抗体于 4 ℃下孵育过夜，

加入二抗抗体室温孵育 1.5 h；最

后通过增强化学发光法显影，并

使用 ImageJ 软件对条带进行灰度

值分析，实验独立重复三次。

1. 10　ATAC 测序分析基因组开

放染色质区域

由北京诺禾致源科技股份有

限公司完成基于 Illumina 平台测

序。首先使用 FastQC 评估原始数

据质量，并通过 Trimmomatic 去除

测序接头；使用 Bowtie2 将序列映

射到参考基因组后，通过 MACS2 在比对结果中识

别染色质开放区域；随后，使用 ChIPseeker 将识别

出的峰注释到基因组的不同功能区域，并使用

DESeq2 识别在 PINK1 过表达 HCT116 细胞中显

著开放或关闭的区域。

1. 11　统计学方法

所有数据均使用 GraphPad Prism 10.0 软件分

析，数据采用均数±标准差（x̄±s）表示，两组之间

比较采用独立样本 t 检验，三组及以上组间比较

采用方差分析。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结 果

2. 1　PINK1 在原发性结直肠癌中呈低表达状态

TCGA 数据分析结果显示，与癌旁正常组织

比较，PINK1 mRNA 表达在多种肿瘤组织中表达

异常，其在结直肠癌组织中的表达减少（图 1、附

图 1）；HPA 数据库中免疫组织化学结果显示，结

直肠癌组织中 PINK1 蛋白表达较正常组织减少

（图 2）。提示 PINK1 可能存在抑制肿瘤作用。

2. 2　PINK1 抑制结肠癌细胞增殖

qRT-PCR 和蛋白质印迹法结果显示 PINK1 过

表达和敲低细胞模型成功构建，见附表 1。CCK-8
结果显示，与相应对照组比较，稳定过表达 PINK1 
72 h 后，HCT116 和 DLD1 细胞的增殖能力均降低

（均 P<0.01），而稳定敲低 PINK1 后两种结肠癌细

胞的增殖能力均增强（均 P<0.01）。克隆形成实

验结果表明，与相应对照组比较，PINK1 过表达后

两种结肠癌细胞形成的集落数减少（均 P<0.05），

而敲低 PINK1 后两种结肠癌细胞形成的集落数

A BP<0.01

5

0

10

15

20

PI
N
K
1 

m
RN

A
�
�
�
	

PI
N
K
1 

m
RN

A
�
�
�
	

�	�� ������
0

5

10

15

20

�	�� ������

P=0.01

A：正常组织（n=41）和结直肠癌组织（n=471）中 PINK1 mRNA 表达比较；B：配

对后正常组织（n=41）和结直肠癌组织（n=41）中 PINK1 mRNA 表达比较 . TCGA：

癌症基因组图谱；PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1；mRNA：信使 RNA.
图1　结直肠癌组织和癌旁正常组织中 PINK1 mRNA 表达比较（源自

TCGA 数据库）
Figure 1　Comparison of PINK1 mRNA levels in colorectal cancer versus 

adjacent normal tissues (from TCGA database)
�	�� ������

结直肠癌组织中 PINK1 蛋白表达较正常组织减少 . 
HPA：人类蛋白质图谱；PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1.
图2　结直肠癌组织和癌旁正常组织中 PINK1 蛋白

表达（源自 HPA 数据库）
Figure 2　PINK1 protein expression in colon cancer 

tissues and adjacent normal tissues (from 
the HPA database)
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增加（均 P<0.05）。见表 1 和附图 2。

提示 PINK1 抑制结肠癌细胞增殖和

克隆形成。

2. 3　PINK1 抑制结肠癌细胞迁移

细胞划痕实验结果显示，与相应

对照组比较，PINK1 过表达组细胞迁

移率下降，而敲低 PINK1 后细胞迁移

率增加（均 P<0.01）。Transwell 小室

实验结果显示，与相应对照组比较，

PINK1 过表达组细胞迁移数减少（均

P<0.01），而 敲 低 PINK1 后 细 胞 迁

移数增加（均 P<0.01）。见表 2 和附

图 3、4。提示 PINK1 对结肠癌细胞的

迁移具有抑制作用。

功能挽救实验结果显示，与对照

组 比 较［集 落 数 143.00±35.59，细 胞

迁移率（13.61±4.59）%］，敲低 PINK1
后 HCT116 细胞集落数增加（320.00±
31.61，P<0.01）、细 胞 迁 移 率 增 加

［（57.76±3.34）% ，P<0.01］；而 敲 低

PINK1 后 再 过 表 达 PINK1 的 HCT116
细胞与对照组差异无统计学意义［集

落数 221.00±41.58，细胞迁移率（13.47±
5.62）%，均 P>0.05］，见附图 5、6。进

一步提示 PINK1 对结肠癌细胞克隆

形成、迁移具有抑制作用。

2. 4　PINK1 促进结肠癌细胞凋亡

与过表达对照细胞比较，PINK1
过 表 达 HCT116 和 DLD1 细 胞 的 凋

亡数增加，抗凋亡相关蛋白 MCL-1、

BCL-2、BCL-XL 表达水平降低（均 P<
0.05），促凋亡蛋白 BAX 表达水平升

高（均 P<0.05），而 p53 的表达无明显

变化，见图 3、4 和表 3。提示 PINK1 对

结肠癌细胞的凋亡有促进作用。

2. 5　PINK1 调节结肠癌组蛋白修饰

蛋白质印迹法结果显示，在两种

结肠癌细胞中，PINK1 过表达可显著

降 低 H3K9me3 和 H3K27me3 的 表 达

水平，同时增加 H3K9ac 和 H3K27ac 的表达（均

P<0.01）。进一步研究发现，PINK1 过表达细胞中

组蛋白甲基化相关蛋白 EZH2、EZH1、SUZ12 以及

脱乙酰酶 HDAC3 的蛋白表达均减少（均 P<0.01），

而 HDAC2 蛋白表达则无显著变化（均 P>0.05）。

见图 5 和表 4。提示 PINK1 能够通过调控组蛋白

修饰酶的表达改变组蛋白 H3 在赖氨酸 9 和 27 位

的甲基化和乙酰化修饰状态。

表1　过表达或敲低 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞的增殖能力比较
Table 1　Proliferation of HCT116 and DLD1 cells after PINK1 

overexpression or knockdown
（x̄±s，n=3）

组 别

过表达对照组

PINK1 过表达组

敲低对照组

PINK1 敲低组

吸光度值

HCT116 细胞

1.55±0.07
1.10±0.12**

1.10±0.14
1.55±0.07##

DLD1 细胞

1.31±0.12
1.05±0.13**

0.69±0.17
0.91±0.03##

集落数

HCT116 细胞

349±35
142±18**

57±4
230±36#

DLD1 细胞

205±18
149±12*

85±14
172±16##

与过表达对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与敲低对照组比较，#P<0.05，##P<
0.01. PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1.

表2　过表达或敲低 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞迁移能力比较
Table 2　Migration of HCT116 and DLD1 cells after PINK1 overexpression 

or knockdown
（x̄±s，n=3）

组 别

过表达对照组

PINK1 过表达组

敲低对照组

PINK1 敲低组

细胞迁移率（%）

HCT116 细胞

46.67±5.85
17.70±2.69**

18.37±1.96
68.37±5.24##

DLD1 细胞

50.70±7.00
14.97±1.68**

16.20±3.05
47.87±2.81##

迁移细胞数

HCT116 细胞

468.67±35.80
257.03±34.70**

316.67±36.91
525.67±31.79##

DLD1 细胞

312.00±55.83
72.00±23.07**

280.67±13.65
519.67±26.28##

与过表达对照组比较，**P<0.01；与敲低对照组比较，##P<0.01. PINK1：PTEN 诱

导假定激酶 1.
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过表达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞凋亡增多 . 标尺=200 μm. PINK1：

PTEN诱导假定激酶 1.
图3　过 表 达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细 胞 凋 亡 情 况（Hoechst 

33258 染色）
Figure 3　Apoptosis in HCT116 and DLD1 cells after PINK1 

overexpression (Hoechst 33258 staining)
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2. 6　PINK1 促进结肠癌的染色质可及性

PINK1 过表达及其对照 HCT116 细胞的 ATAC
测序峰在各个染色体的分布如附图 7 所示，PINK1
过表达细胞中位于转录起始位点区域附近的峰

数增加较明显（图 6）。提示 PINK1 过表达后结肠

癌细胞基因的转录起始位点附近染色质开放程

度增加。

3　讨 论

大量研究表明，PINK1 在肺癌、肝细胞癌、食

管鳞状细胞癌和胰腺癌等多种实体肿瘤中具有

不同的功能［17-20］。既往研究证实，小鼠体内过表

达 PINK1 能够通过促进细胞凋亡抑制肿瘤的生

长，减少了异种移植瘤的体积和质量［16］。本文资

料显示，PINK1 能够抑制结肠癌细胞的增殖和克

隆形成能力，降低结肠癌细胞迁移速度，并促进

细胞凋亡，与既往研究结果一致［15］。

肿瘤的发生发展与细胞增殖和凋亡的失衡

密切相关。多种应激信号可触发主要由 BCL-2
家族蛋白调控的内源性凋亡过程［21］。当 BCL-2
家族中的促凋亡蛋白 BAX 转移至线粒体并附着

在线粒体膜上时，线粒体外膜通透性增加，线粒体

膜间隙中的蛋白质如细胞色素 c 等释放到细胞质

中，最终启动典型的凋亡反应［22］。本文资料显示，

PINK1 过表达显著降低了 BCL-2 及 MCL-1 的蛋白

水平，同时激活了促凋亡蛋白 BAX 的表达。值得

注意的是，另一关键促凋亡蛋白 p53水平未发生明

显变化，提示 PINK1 对结肠癌细胞凋亡的调控作

用主要是通过调节 BCL-2家族蛋白表达来实现。

表 观 遗 传 修 饰 是

调 控 蛋 白 翻 译 后 修 饰

的重要机制，且表观遗

传学变化是可逆的［23］。

组 蛋 白 修 饰 的 两 种 主

要 形 式 是 乙 酰 化 和 甲

基化，由 HDAC 和组蛋

白 乙 酰 基 转 移 酶 共 同

调 控 。 高 水 平 的 乙 酰

化 可 以 通 过 松 散 染 色

质 结 构 和 激 活 基 因 转

录来促进基因表达，而

低 乙 酰 化 则 通 常 与 基

因 表 达 抑 制 或 沉 默 相

关。组蛋白甲基化是以相反的方式调控，高甲基

化往往抑制基因表达，反之亦然。PRC2 复合物调

节组蛋白 H3 甲基化，组蛋白甲基转移酶 EZH2、

EZH1 以及锌指蛋白 SUZ12 是 PRC2 的主要组成

成分［24］。研究显示，PRC2 可催化 H3K27me3，这

与基因沉默相关［25］。

本研究通过蛋白质印迹法检测了组蛋白乙

酰化和甲基化修饰的相关生物标志蛋白，探讨了

PINK1 在结肠癌中调控组蛋白修饰的作用。实验

结果表明，PINK1 过表达后，H3K27ac 和 H3K9ac
表达上调，而 H3K27me3 和 H3K9me3 表达下调。

此 外 ，HDAC3、EZH2、EZH1 和 SUZ12 表 达 均 下

降。由此推测，PINK1 过表达可能通过 HDAC 介

导 的 H3K27ac 和 H3K9ac 去 乙 酰 化 修 饰 ，以 及
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PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1；MCL：髓系细胞白血病

蛋白；BCL：B 细胞淋巴瘤蛋白；BAX：BCL-2 相关 X 蛋白；

GAPDH：甘油醛-3-磷酸脱氢酶 .
图4　过表达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞中凋亡

相关蛋白电泳图
Figure 4　Electrophoretograms of apoptosis-related 

proteins in HCT116 and DLD1 cells after 
PINK1 overexpression

表3　过表达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞凋亡率及凋亡相关蛋白表达水平比较
Table 3　Apoptosis quantity and apoptosis-related protein expression levels in HCT116 and 

DLD1 cells after PINK1 overexpression
（x̄±s，n=3）

组 别

HCT116 细胞

 过表达对照组

 PINK1 过表达组

DLD1 细胞

 过表达对照组

 PINK1 过表达组

凋亡率（%）

12.00±4.06
29.50±5.39*

7.23±1.51
32.77±3.14**

MCL-1

1.00±0.00
0.67±0.04**

1.00±0.00
0.46±0.04**

BCL-2

1.00±0.00
0.45±0.03**

1.00±0.00
0.59±0.03**

BCL-XL

1.00±0.00
0.57±0.02**

1.00±0.00
0.71±0.02**

BAX

1.00±0.00
1.36±0.02**

1.00±0.00
1.67±0.02**

p53

1.00±0.00
1.05±0.09

1.00±0.00
0.99±0.03

与相应过表达对照组比较，*P<0.05，**P<0.01. PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1；MCL：髓系细胞白血

病蛋白；BCL：B 细胞淋巴瘤蛋白；BAX：BCL-2 相关 X 蛋白 .

·· 826



王 猛，等 .PTEN 诱导假定激酶 1 表观调控及对结肠肿瘤细胞的抑制作用

PRC2 介 导 的 H3K27me3
甲 基 化 修 饰 参 与 结 肠 癌

的 发 生 发 展 。 值 得 注 意

的是，PRC2 在多种生物过

程中发挥重要作用，包括

细胞分化、增殖以及干细

胞 可 塑 性 维 持［24］。 研 究

发现，PRC2 在乳腺癌和前

列腺癌等多种人类癌症中

过表达［26］。推测 PINK1 对

PRC2 的影响可能与其在

表4　过表达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞中组蛋白 H3 表观修饰标志物蛋白和组蛋白修饰相关蛋白表达水平比较
Table 4　Expression of histone H3 epigenetic modification markers and histone modification-associated proteins in HCT116 

and DLD1 cells after PINK1 overexpression
（x̄±s，n=3）

组 别

过表达对照组

PINK1 过表达组

组 别

过表达对照组

PINK1 过表达组

组 别

过表达对照组

PINK1 过表达组

H3K9me3
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.41±0.04**

H3K27ac
HCT116 细胞

1.00±0.00
3.04±0.13**

SUZ12
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.55±0.09**

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.53±0.04**

DLD1 细胞

1.00±0.00
2.58±0.13**

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.63±0.09**

H3K27me3
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.38±0.04**

EZH2
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.55±0.03**

HDAC2
HCT116 细胞

1.00±0.00
1.08±0.05

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.50±0.04**

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.37±0.03**

DLD1 细胞

1.00±0.00
1.04±0.05

H3K9ac
HCT116 细胞

1.00±0.00
1.66±0.05**

EZH1
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.54±0.05**

HDAC3
HCT116 细胞

1.00±0.00
0.78±0.05**

DLD1 细胞

1.00±0.00
1.85±0.05**

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.50±0.05**

DLD1 细胞

1.00±0.00
0.77±0.05**

与相应过表达对照组比较，**P<0.01. PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1；H3K9me3：组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸三甲基化；H3K27me3：组蛋

白 H3 第 27 位赖氨酸三甲基化；H3K9ac：组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸乙酰化；H3K27ac：组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸乙酰化；EZH：Zeste 基因增

强子同源物；SUZ12：Zeste 基因抑制因子 12 同源物；HDAC：组蛋白脱乙酰酶 .

A

H3K9me3 17 000

H3K27me3 17 000

H3K9ac 17 000

H3K27ac 17 000

���H3 17 000

HCT116�� DLD1��
���
���

PINK1
����

���
���

PINK1
����

B HCT116�� DLD1��
���
���

PINK1
����

���
���

PINK1
����

EZH2 98 000

EXH1 95 000

SUZ12 83 000

HDAC2 60 000

HDAC3 49 000

GAPDH 36 000

A：组蛋白 H3 表观修饰标志物蛋白；B：组蛋白修饰相关蛋白 . PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1；H3K9me3：组蛋白 H3 第 9 位赖

氨酸三甲基化；H3K27me3：组蛋白 H3 第 27 位赖氨酸三甲基化；H3K9ac：组蛋白 H3 第 9 位赖氨酸乙酰化；H3K27ac：组蛋白 H3 第

27 位赖氨酸乙酰化；EZH：Zeste 基因增强子同源物；SUZ12：Zeste 基因抑制因子 12 同源物；HDAC：组蛋白脱乙酰酶；GAPDH：甘油

醛-3-磷酸脱氢酶 .
图5　过表达 PINK1 后 HCT116 和 DLD1 细胞中组蛋白 H3 表观修饰标志物蛋白和组蛋白修饰相关蛋白电泳图
Figure 5　Electrophoretograms of histone H3 epigenetic modification markers and histone modification-associated proteins 

in HCT116 and DLD1 cells after PINK1 overexpression
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图6　PINK1 过表达及其对照 HCT116 细胞峰相对基因位置的分布
Figure 6　Genomic distribution of peaks annotated to gene positions in PINK1 

overexpression and control HCT116 cells
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结肠癌中的抑癌作用有关。然而，调控组蛋白乙

酰化和甲基化修饰的酶种类繁多，具体哪些在这

一过程中起着关键作用以及 PINK1 通过组蛋白修

饰影响哪些基因表达，还有待进一步研究。

染色质的开放状态并非静态，而是具有特异

性和动态变化的特点。在癌症发生发展过程中，

染色质开放状态起着重要作用［27］。为从全局视

角评估 PINK1 对染色质结构的影响，利用 ATAC
测序检测 PINK1 过表达后结肠癌细胞中染色质

的开放状态，并对各峰的位置及其在染色体上的

分布进行总结。结果显示，染色质开放区域的峰

值多位于转录起始位点附近，且当 PINK1 过表达

后，位于转录起始位点的峰值显著高于对照组，

提示 PINK1 可能促进结肠癌细胞的染色质开放，

这为理解其如何调控基因表达提供了新的方向。

综上所述，PINK1 影响结肠癌细胞的增殖、迁

移和凋亡，并影响组蛋白修饰及染色质可及性。

未来进一步研究 PINK1 在全基因组水平上如何

影 响 表 观 遗 传 修 饰 ，将 有 助 于 更 全 面 地 阐 明

PINK1 在结肠癌中的作用机制。

本文附加文件见电子版。
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