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  摘 要:目的 探讨雷帕霉素靶蛋白(mTOR)-真核启动因子4E结合蛋白1(4EBP1)/核糖体蛋白S6激酶

1(p70S6K1)信号通路在良、恶性胸腔积液中的表达情况,为恶性胸腔积液的发生机制及诊疗靶标研究提供新思

路、新方法。方法 选取恶性胸腔积液作为恶性测定组(44例),良性胸腔积液作为良性对照组(44例),实时荧

光定量PCR法(RT-qPCR)检测mTOR、4EBP1及p70S6K1mRNA表达情况,Western
 

blot检测 mTOR、磷酸

化mTOR(p-mTOR)、4EBP1、磷酸化4EBP1(p-4EBP1)、p70S6K1及磷酸化p70S6K1(p-p70S6K1)蛋白表达情

况。结果 RT-qPCR结果显示,恶性测定组中 mTOR、4EBP1及p70S6K1
 

mRNA表达水平明显高于良性对

照组,差异有统计学意义(P<0.05)。Western-blot
 

结果显示,恶性测定组中p-mTOR、p-4EBP1、p-p70S6K1
蛋白表达水平明显高于良性对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。两组 mTOR、4EBP1、p70S6K1蛋白表达

水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 mTOR-4EBP1/p70S6K1信号通路是通过激活 mTOR,调节

下游4EBP1、p70S6K1靶蛋白的活性,从而调节胸腔积液中恶性肿瘤细胞的表达。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

mammalian
 

rapamycin
 

target
 

protein
 

(mTOR)-eukary-
otic

 

promoter
 

4E
 

binding
 

protein
 

1
 

(4EBP1)/ribosomal
 

protein
 

S6
 

kinase
 

1
 

(p70S6K1)
 

signal
 

pathway
 

in
 

be-
nign

 

and
 

malignant
 

pleural
 

effusion,so
 

as
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

and
 

methods
 

for
 

the
 

occurrence
 

mechanism
 

and
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

targets
 

of
 

malignant
 

pleural
 

effusion.Methods Malignant
 

pleural
 

effusion
 

was
 

select-
ed

 

as
 

the
 

malignant
 

group
 

(44
 

cases)
 

and
 

benign
 

pleural
 

effusion
 

as
 

the
 

benign
 

control
 

group
 

(44
 

cases).The
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

mTOR,4EBP1
 

and
 

p70S6K1
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR),and
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

mTOR,p-mTOR,4EBP1,p-4EBP1,p70S6K1
 

and
 

p-p70S6K1
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

results
 

of
 

RT-qPCR
 

showed
 

that
 

the
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

mTOR,4EBP1
 

and
 

P70S6K1
 

in
 

malignant
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

benign
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

p-mTOR,p-4EBP1
 

and
 

p-
p70S6K1

 

in
 

the
 

malignant
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

benign
 

control
 

group
 

(P<0.05).
Protein

 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

differences
 

of
 

mTOR,4EBP1
 

and
 

p70S6K1
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).Conclusion By
 

regulating
 

the
 

activity
 

of
 

downstream
 

4EBP1
 

and
 

p70S6K1
 

target
 

proteins
 

by
 

activating
 

mTOR,mTOR-4EBP1/p70S6K1
 

signaling
 

pathway
 

could
 

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

malignant
 

tumor
 

cells
 

in
 

pleural
 

effusion.
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  胸腔积液是临床上常见的症状。恶性肿瘤转移、
炎症刺激以及循环障碍等病理状况是引起胸腔积液

的主要病因[1]。近年来积液的诊断方法包括了影像

学检查和实验室检查。胸腔积液脱落细胞学是目前

临床上最常用来诊断恶性胸腔积液(MPE)的实验室

方法,其特异度可高达89%~98%,但因受多种因素

影响,灵 敏 度 只 有 40% ~80%[2],假 阴 性 率 为

31.5%[3]。探寻弥补其不足之处的新胸腔积液诊断
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靶标 势 在 必 行。有 研 究 表 明,雷 帕 霉 素 靶 蛋 白

(mTOR)-真核启动因子4E结合蛋白1(4EBP1
 

)/核

糖体蛋白S6激酶1(p70S6K1)信号通路在肿瘤的发

生发展中发挥重要的作用[4]。本研究从分子水平探

讨该信号通路在良恶性胸腔积液中的表达差异,期待

为 MPE的发生机制及诊疗靶标研究提供新思路、新
方法。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集内蒙古科技大学包头医学院第

一附属医院2020年1月至2021年1月符合病例纳入

标准及试验要求的131例胸腔积液标本。通过患者

的临床资料结合胸膜活检病理结果或胸腔积液脱落

细胞学检查结合免疫组化结果,明确上述131例积液

的良、恶性质后,从中选取44例良性胸腔积液(BPE)
标本为良性对照组,44例 MPE标本为恶性测定组。
恶性测定组中男22例,女22例;年龄23~80岁,中
位年龄73岁;肺癌32例,乳腺癌5例,消化道肿瘤4
例,淋巴瘤2例,膀胱癌1例。良性对照组中男32
例,女12例;年龄18~75岁,中位年龄70岁;肺炎旁

积液22例,结核性胸膜炎11例,充血性心力衰竭11
例。恶性测定组与良性对照组年龄差异无统计学意

义(P>0.05)。对标本进行RT-PCR检测、Western-
blot检测。

病例纳入标准:(1)确认有胸腔积液的患者;(2)
所有患者均经病理及临床资料诊断明确;(3)既往未

经过放疗及化疗的患者;(4)病例资料无遗漏的患者。
排除标准:(1)诊断不明的胸腔积液标本;(2)患者胸

腔积液病因复杂,合并多种疾病者。
病例分组标准:(1)良性对照组入组标准。肺炎

旁胸腔积液的诊断标准为肺脓肿、肺炎和感染引起的

胸腔积液。结核性胸膜炎的诊断标准为胸膜涂片检

出抗酸杆菌和结核分枝杆菌,胸膜活检病理检查结果

显示为结核引起的胸腔积液。充血性心力衰竭所引

起的胸腔积液只能依据患者的病史、体征、心电图、超
声心动图等辅助检查来诊断。(2)恶性测定组入组标

准:在胸腔积液脱落细胞中找到恶性肿瘤细胞,或在

胸膜活检组织中看到恶性肿瘤细胞的病理变化。
1.2 主要试剂和仪器 实时荧光定量PCR反应试

剂盒[天根生化科技(北京)有限公司];Western
 

blot
相关 抗 体 [GAPDH、mTOR、磷 酸 化 mTOR(p-
mTOR)、4EBP1、磷 酸 化 4EBP1 (p-4EBP1)、

p70S6K1、磷酸化p70S6K1(p-p70S6K1)兔多克隆抗

体、HRP标记山羊抗兔IgG抗体,Cell
 

Signaling公

司];BCA蛋白浓度测定试剂盒(包含BSA标准品)、
牛血清清蛋白(BSA,北京索莱宝科技有限公司)。液

基薄层制片机(中国湖北德里森实业有限公司)、RT-
PCR分析仪(Applied

 

Biosystems
 

7900
 

Fast)、电泳仪

(北京六一生物科技有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 收集符合要求的胸腔积液40
 

mL,分别置于2支试管中,每支20
 

mL。以2
 

000
 

r/
min离心5

 

min,保存沉渣并标记。放置于-80
 

℃冰

箱中,用于RT-qPCR及 Western
 

blot检测。
1.3.2 提取总RNA (1)向分装处理好的标本中加

入500
 

μL细胞裂解液和10
 

μL
 

ProteinaseK,室温下

静置15
 

min。4
 

℃、12
 

000
 

r/min
 

离心5
 

min,保留上

清液并将其转入基因组去除柱中。(2)将基因组去除

柱离心2
 

min,留取滤液。(3)向滤液中加入70%乙醇

(加入体积与上清液相同),将其混匀,将处理好的混

合液转入RNase
 

Free吸附柱中,经12
 

000
 

r/min离

心2
 

min后将废液倒掉。(4)将500
 

μL蛋白去除液加

入吸附柱中,高速离心2
 

min,倒出废液。(5)将500
 

μL冲洗液加入吸附柱中,室温条件下静置5
 

min,离
心2

 

min,丢弃废液,再次冲洗离心一遍。(6)将吸附

柱在室温下静置2
 

min晾干。(7)将吸附柱转移入

RNA收集管中,滴加30
 

μL
 

RNase-Free
 

ddH2O,静
置5

 

min后在12
 

000
 

r/min离心2
 

min,得到RNA溶

液。(8)分光光度法检测RNA浓度。
1.3.3 逆转录 (1)RNA变性:50

 

℃放置2
 

min,置
于冰上冷却;(2)逆转录:95

 

℃、1
 

min,结束后将cD-
NA保存于-20

 

℃冰箱保存。
1.3.4 实时荧光定量PCR (1)引物:β-actin上游,
5'-TCC

 

CTG
 

GAG
 

AAG
 

AGC
 

TAC
 

GA-3';下游,5'-
AGC

 

ACT
 

GTG
 

TTG
 

GCG
 

TAC
 

AG-3'。mTOR上

游,5'-CGC
 

TGT
 

CAT
 

CCC
 

TTT
 

ATC
 

G-3';下游,
5'-ATG

 

CTC
 

AAA
 

CAC
 

CTC
 

CAC
 

C-3。4EBP1上

游,5'-CAA
 

GGG
 

ATC
 

TGC
 

CCA
 

CCA
 

TT-3';下游,
5'-ACA

 

CGA
 

TGG
 

CTG
 

GTG
 

CTT
 

TA-3'。

p70S6K1上游,5'-AAG
 

GGG
 

GCT
 

ATG
 

GAA
 

AGG
 

CAA-3';下游,5'-TTT
 

CCA
 

CCA
 

GTC
 

TGA
 

AAG
 

GCA
 

T-3'。(2)反应体系:TBGreenPremix
 

Ex
 

Taq
 

Ⅱ(10
 

μL),上游和下游引物各0.8
 

μL,ROX
 

Refer-
ence

 

Dye(50×,0.4
 

μL),cDNA模板(2
 

μL),dH2O(6
 

μL)。(3)扩增:50
 

℃、2
 

min;95
 

℃、1
 

min;95
 

℃、15
 

s;59
 

℃、30
 

s;74
 

℃、30
 

s;72
 

℃、2
 

min,共40个循环。
记录扩 增 曲 线、熔 解 曲 线、循 环 阈 值 (Ct),采 用

ΔΔCt=2-ΔΔCt 法 计 算 mTOR、4EBP1 和 p70S6K1
 

mRNA相对表达量。
1.4 Western

 

blot检测蛋白表达水平 将收集好的

胸腔积液标本由-80
 

℃冰箱取出复溶,混匀后用新的

EP管分装标本,每管取100
 

μL并按顺序编号,置于

冰上备用。将400
 

μL细胞蛋白裂解液(含PMSF)加
入分装好的标本中,在冰上放置25

 

min,期间需研磨。
在12

 

000
 

r/min条件下,将标本放入4
 

℃低温超速离

心机中离心10
 

min,取上清液,用BCA法测定其蛋白

浓度。将蛋白样品加上样缓冲液煮沸变性后,进行

10%
 

SDS-PAGE 电 泳、转 膜,用 5% 脱 脂 奶 粉 的

TBST封 闭1
 

h,分 别 加 入 GAPDH(1∶10
 

000)、
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mTOR(1∶500)、p-mTOR(1∶500),4EBP1(1∶
1

 

000)、p-4EBP1(1∶1
 

000)、p70S6K1(1∶1
 

000)、p-
p70S6K1(1∶1

 

000)抗体4
 

℃孵育过夜。一抗孵育结

束后,室温摇床上用 TBST洗3次,稀释 HRP(1∶
5

 

000)37
 

℃室温孵育2
 

h,用ECL化学发光法显影。
Image

 

J软件进行灰度值数据测定。
1.5 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行统

计分析。非正态分布的计量资料用 M(P25,P75)表
示,组间比较采用 Mann-Whitney

 

U 检验。PCR数据

采用ΔΔCt=2-ΔΔCt 均一化方法处理,Western
 

blot蛋

白条带采用Image
 

J
 

进行灰度值数据测定。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 mTOR、4EBP1、p70S6K1
 

mRNA 表达情况 
RT-qPCR 显 示,恶 性 测 定 组 mTOR、4EBP1、

p70S6K1的mRNA表达水平均高于良性对照组,差

异有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 mTOR、p-mTOR、4EBP1、p-4EBP1、p70S6K1、

p-p70S6K1蛋白表达情况 Western
 

blot显示,两组

胸腔积液内 mTOR、4EBP1、p70S6K1蛋白表达水平

比较,差异无统计学意义(P>0.05
 

)
 

。恶性测定组

p-mTOR、p-4EBP1、p-p70S6K1蛋白表达水平高于良

性对照组,差异均有统计学意义(P<0.05)
 

。见表2、
图1。
表1  两组胸腔积液内

 

mTOR、4EBP1、p70S6K1
 

mRNA
   表达水平比较[M(P25,P75)]

组别 n mTOR 4EBP1 p70S6K1

良性对照组 44 1.34(0.12,8.89) 0.03(0.02,0.05) 0.02(0.01,0.08)

恶性测定组 44 7.07(4.27,24.31) 0.80(0.32,3.12) 1.06(0.54,2.54)

Z -2.078 -4.157 -4.041

P 0.038 <0.001 <0.001

表2  两组胸腔积液内 mTOR、p-mTOR、4EBP1、p-4EBP1、p70S6K1、p-p70S6K1蛋白表达水平比较[M(P25,P75)]

组别 n mTOR p-mTOR 4EBP1 p-4EBP1 p70S6K1 p-p70S6K1

良性对照组 44 0.36(0.33,0.37) 0.24(0.16,0.31) 0.54(0.45,0.69) 0.20(0.16,0.37) 0.29(0.14,0.33) 0.15(0.08,0.27)

恶性测定组 44 0.36(0.34,0.38) 0.45(0.41,0.50) 0.65(0.47,0.73) 0.63(0.58,0.67) 0.44(0.35,0.46) 0.46(0.40,0.48)

Z -0.289 -2.312 -0.866 -2.306 -0.908 -2.318

P 0.773 0.023 0.386 0.024 0.067 0.020

图1  Western
 

blot检测两组胸腔积液内各蛋白的表达

3 讨  论

  在恶性肿瘤中,最常见的引起胸膜转移癌的是肺

癌,其次是乳腺癌、恶性淋巴瘤,胃癌、结直肠癌等较

少见[5]。MPE通常是胸膜转移癌患者的首发症状,
也是晚期肿瘤患者的预后影响因素。MPE的存在通

常意味着患者疾病进入晚期[6],中位生存期一般为

3~12个月[7],肿瘤伴 MPE 的患者病死率高于无

MPE的患者[8]。尽早确定胸腔积液的性质对下一步

治疗有很重要的参考价值。目前临床上常用的诊断

MPE的有效方法仍是脱落细胞形态学检查。由于胸

腔积液的脱落细胞存在非典型性的形态,增生的间皮

细胞与分化良好的腺癌细胞在形态上难以鉴别,从而

造成结果的误判,使得液基薄层细胞检测(TCT)的特

异度高,但灵敏度低。由于TCT诊断性能评价仍存

在不足,探寻弥补其不足之处的新胸腔积液诊断靶标

势在必行。
mTOR-4EBP1/p70S6K1信号通路在细胞的生

长、增殖、分化及蛋白质的合成过程中占据重要地位。
mTOR是一种重要的进化上保守的丝氨酸/苏氨酸蛋

白激酶,其作为多条信号通路汇聚的交点,可整合各

通路传递的信息并对细胞生长、增殖、存活及自噬等

过程作出相应调节。在肿瘤患者中 mTOR信号在多

种因子的刺激下过度激活为p-mTOR;在p-mTOR
的作用下,下游的两个重要因子4EBP1和p70S6K1
磷酸化(p-4EBP1、p-p70S6K1)[9-10],p-4EBP1失去与

真核细胞翻译启动因子4E(eIF4E)结合的能力,
eIF4E与亚单位eIF4G、eIF4A 和eIF4B结合形成

eIF4F复合物,加速Cap-依赖型的 mRNA的翻译过

程;p-p70S6K1可磷酸化S6核糖体蛋白,从而使5'
TOP结构的mRNA的翻译过程加快;两者发挥作用

促进肿瘤细胞的形成与增殖。本研究通过对 mTOR-
4EBP1/p70S6K1信号通路在良恶性胸腔积液中的表

达进行检测,从分子水平上探明此信号通路在BPE
及 MPE中均有表达,且根据其基因和蛋白水平表达

的趋势变化可以初步推测是通过激活了 mTOR进而

使4EBP1、p70S6K1磷酸化,来调节胸腔积液中恶性

细胞的生长、增殖。
本研究显示,恶性测定组的 mTOR、4EBP1及

p70S6K1
 

mRNA的表达水平高于良性对照组,差异

有统计学意义(P<0.05)。这与此信号通路对原发肿

瘤细胞代谢的调节相一致[11]。同时,本研究显示,恶
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性测定组p-mTOR、p-4EBP1、p-p70S6K1蛋白表达水

平明显高于良性对照组,差异有统计学意义(P<
0.05);mTOR、4EBP1、p70S6K1在恶性测定组中的

表达水平稍高于良性对照组,变化趋势与磷酸化后一

致,但差异无统计学意义(P>0.05)。可能原因为

MPE中,p-mTOR具有活性,从而刺激4EBP1上的

Thr37/46、Thr70、Ser65位点,使得4EBP1变成磷酸

化形式(p-4EBP1),p-4EBP1失去与eIF4E结合的能

力,eIF4E与亚单位eIF4G、eIF4A和eIF4B结合形成

eIF4F复合物,加速Cap-依赖型的 mRNA的翻译过

程[12],促进肿瘤细胞的形成与增殖。p-mTOR的过

度活化刺激p70S6K1上的Thr389位点,使其成为磷

酸化形式(p-p70S6K1),从而具备生物学活性发挥作

用,p-p70S6K1可磷酸化S6核糖体蛋白,从而使5'
TOP结构的 mRNA 的翻译过程加快[13]。mTOR、
4EBP1及p70S6K1信号分子在基因层面和蛋白层面

的表达变化相一致,也与该信号通路在其他肿瘤细胞

中变化相一致[14]。
综上所述,mTOR-4EBP1/p70S6K1信号通路在

BPE和 MPE中表达存在差异,在肿瘤细胞的生长、代
谢及其转移中该信号通路发挥着重要作用,可作为新

的分子靶标,对临床鉴别诊断胸腔积液的性质具有提

示性作用。对于此信号通路在胸腔积液中的具体调

节机制仍需进一步研究。
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