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　　［摘要］　背景与目的：跨膜接头蛋白(Csk-binding protein，CBP)是新发现的Src家族成员，与多种肿瘤

的发生有关。该研究旨在观察CBP基因过表达对皮肤鳞癌细胞系A431增殖及细胞凋亡的影响，探讨其相关的

分子机制。方法：构建CBP-增强型绿色荧光蛋白(enhanced green fluorescent protein，EGFP)融合蛋白的慢病毒

过表达载体，采用反转录病毒转染的方法建立CBP过表达的A431细胞株。实验分为亲本细胞组(未进行基因转

染的A431细胞)、对照组(A431细胞转染仅含EGFP阴性对照病毒)和实验组(A431细胞转染CBP-EGFP病毒)。在

激光共聚焦显微镜下观察细胞转染率，验证转染成功与否；CCK-8法检测CBP过表达对A431细胞增殖能力的

影响，并采用流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测对细胞凋亡的影响；实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 
fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)和蛋白［质］印迹法(Western blot)检测Lck、Csk
和Fyn三种上游信号转导分子分别在mRNA和蛋白中的表达水平变化。结果：建立了稳定过表达CBP的A431细

胞株；CCK-8法结果提示，CBP过表达明显抑制细胞生长，第2~6天的组间差异有统计学意义(P<0.05)；FCM检

测显示，实验组细胞凋亡率显著增加，与亲本细胞组及对照组相比差异有统计学意义(P<0.001)；RTFQ-PCR结

果显示，实验组A431细胞Lck mRNA的相对表达水平显著下调(P<0.001)，实验组细胞Csk和Fyn mRNA的表达

分别约为亲本细胞组的1.6倍和3.8倍，表达显著上调(P<0.001)；Western blot结果表明，实验组Lck蛋白的相对

表达水平明显下降(P<0.001)，实验组细胞Csk和Fyn蛋白与亲本细胞组和对照组相比表达明显增加(P<0.001)。
结论：CBP过表达可抑制皮肤鳞癌细胞增殖，诱导细胞凋亡及坏死。CBP通过调节上游信号转导通路中的蛋白

酪氨酸激酶Lck、Csk和Fyn来调控细胞的增殖活性。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The transmembrane adaptor Csk-binding protein (CBP), a recently 
identified tyrosine kinase of the Src family, is implicated in various aspects of cancer cell biology. This study aimed to 
investigate the effect of the transmembrane protein CBP on the proliferation and apoptosis ability of A431 cells of hu-
man cutaneous squamous cell carcinoma and the implicated molecular mechanism. Methods: The CBP-EGFP lentiviral 
vector was constructed. A431 cells were transfected with CBP-EGFP lentiviral vector or negative-EGFP lentiviral vec-
tor, or remained untransfected. The transfection efficiency was detected by laser confocal microscope. After additional 
culture, the proliferation potential of A431 cells was assayed with CCK-8, and the apoptotic rate was assessed by flow 
cytometry (FCM). Lck, Csk and Fyn mRNA levels were detected by real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction (RTFQ-PCR) and their protein levels by Western blot. Results: The A431 cell line with overexpression of 
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　　皮肤鳞状细胞癌(cutaneous squamous cell 
carcinoma，cSCC)起源于表皮角质形成细胞，

是世界第2常见的非黑色素瘤皮肤癌［1］。皮肤

鳞癌的发病涉及多个基因的改变［2］，其具体

的机制当前尚未完全阐明，因此，进一步寻找

与该病发生相关的基因是一项非常有意义的工

作。跨膜接头蛋白(Csk-binding protein，CBP)是
近年来新发现的Src家族中的一个成员，其主要

参与细胞的生长、增殖和分化等过程，并与多

种肿瘤的发生相关［3］。但CBP对皮肤鳞癌生物

学特性的影响及与皮肤鳞癌发生的关系，相关

研究较少。本实验初步探讨CBP过表达对皮肤

鳞癌的细胞增殖及凋亡的影响。

1　材料与方法

1.1　主要材料

　　人皮肤鳞癌细胞株A431购自中国科学院上

海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究

所细胞库，CBP-增强型绿色荧光蛋白(enhanced 
green fluorescent protein，EGFP)融合蛋白及慢

病毒载体由上海吉凯基因化学技术有限公司构

建。CCK-8购自北京泛博生物化学有限公司。

Annexin V apoptosis detection kit APC购自美国

eBioscience公司。Csk、Fyn和Lck引物由南京

金斯瑞生物科技有限公司合成，反转录及实时

荧光定量试剂盒均购自美国Roch公司。兔抗人

Csk、Fyn和Lck多克隆抗体购自美国Abgent公
司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔IgG购自生工

PAG was constructed successfully. CCK-8 results suggested that overexpression of CBP markedly inhibited cell growth, 
with statistically significant differences at 2-6 days between the groups (P<0.05). FCM showed that both the apoptotic 
rate and the death rate of the cells transfected with CBP-EGFP lentiviral vector were increased significantly compared 
to those of the cells transfected with negative-EGFP lentiviral vector or untransfected cells (P<0.001). RTFQ-PCR 
results showed that the Lck mRNA relative expression level of the cells transfected with CBP-EGFP lentiviral vector 
was significantly reduced (P<0.001), but Csk and Fyn mRNA expression levels were 1.6 times and 3.8 times as high as 
the untransfected cells, respectively (P<0.001). Western blot results showed that the Lck protein level was significantly 
decreased after transfection with CBP-EGFP lentiviral vector (P<0.001), whereas the Csk and Fyn protein levels were 
significantly increased (P<0.001). Conclusion: The ectopic expression of CBP might inhibit the proliferation or growth 
of A431 cells, induce cell apoptosis and accelerate cell death, which may be related to down-regulation of Lck and 
up-regulation of Csk and Fyn expression.
  　［Key words］ cutaneous squamous cell carcinoma; Csk-binding protein; proliferation; apoptosis

生物工程(上海)股份有限公司。ECL发光试剂购

自美国Thermo公司。激光共聚焦显微镜为Leica 
SP8。流式细胞仪为美国BD公司C6。PCR仪为

美国Bio-Rad公司CFX96。

1.2　方法

1.2.1　CBP过表达细胞株制备

　　根据慢病毒载体操作说明，收集处于对数

生长期的正常A431细胞，以5 000个/孔接种于

96孔板内，按MOI值为100加入反转录病毒。转

染96 h后在激光共聚焦显微镜下观察融合蛋白

荧光表达，检测转染率，扩大培养建立稳定的

CBP过表达细胞株。实验分为亲本细胞组(未进

行基因转染的A431细胞)、对照组(A431细胞转

染仅含EGFP阴性对照病毒)和实验组(A431细胞

转染CBP-EGFP病毒)。
1.2.2　CCK-8检测各组细胞增殖率

　　收集处于对数生长期的上述3组细胞，调整

细胞密度为1×105个/mL，分别接种于96孔板，

100 μL/孔。以上各组均设立1个调零孔和4个平

行复孔。在37 ℃、CO2体积分数为5%的条件

下预培养24 h后开始检测0、24、48、72、96和

120 h(即第1、2、3、4、5和6天)6个时间点细胞

增殖情况，每孔加入10 μL CCK-8溶液，继续温

育2 h，多功能酶标仪检测450 nm处吸光度(D)
值。以D值为纵坐标，时间为横坐标绘制生长 

曲线。

1.2.3　流式细胞术(flow cytometry，FCM)检测细

胞凋亡

　　收集处于对数生长期的上述3组细胞，以
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5×104个 /孔接种于12孔板内，在37 ℃、CO2

体积分数为5%的条件下预培养24 h完全贴壁

后，撤血清饥饿12 h，再换成10%的G-DMEM
继续培养48 h。分别用0.25%胰蛋白酶消化各

组细胞制备单细胞悬液，冷PBS、1×Binding 
Buffer各洗涤细胞1次，再用100 μL 1×Binding 
Buffer重悬，调整细胞浓度为1×106个 /mL。

取1 mL加入2.5 μL Annexin V-APC避光室温

下反应15 min，2 300×g离心30 s后用500 μL 
1×Binding Buffer重悬细胞，再加2.5 μL PI，

用 4 0 0 目 的 筛 网 过 滤 后 ， 上 流 式 细 胞 仪 

检测。

1.2.4　实时荧光定量聚合酶链反应(real-time 

f luorescence quantitat ive polymerase chain  

reaction，RTFQ-PCR)

　　收集以上各组A431细胞，用TRIzol法提

取细胞总RNA，SYBR Green标记产物，按照

RTFQ-PCR检测试剂盒操作说明建立反应体

系。反应条件： 95 ℃ 10 min；95 ℃ 10 s、 

60 ℃ 20 s、72 ℃ 10 s，40个循环。各样品目的

基因和管家基因进行RTFQ-PCR反应，分别获得

Ct值，通过2-△△Ct方法分析各样品相对CBP表达

差异，每组实验重复3次。各组实验以亲本细胞

组的表达量设定为1，计算出其他组的相对表达

量，以相对倍数进行作图。所检测的基因及相

关PCR引物序列见表1。

1.2.5　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测

　　收集对数生长期的3组细胞，每组约107个

细胞，加入200 μL预冷的蛋白裂解液4 ℃裂解

2 h，4 ℃下20 800×g离心20 min，收集上清。

BCA法测定蛋白浓度，加入5×SDS上样缓冲

液，煮沸5 min。10%SDS-PAGE后转膜，5%脱

脂奶粉室温低速摇床封闭2 h，加入一抗4 ℃摇

床过夜温育。TBST漂洗3次，每次10 min，加入

辣根过氧化物酶标记二抗，室温摇床温育2 h。

加入ECL显色液，室温避光温育3~5 min，曝

光、显影。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 17.0统计软件分析数据，结果以

x±s的形式表示，两组间比较采用独立t检验，多

组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2.1　CBP在A431细胞中的表达

　　反转录病毒转染A431细胞(MOI值为100)，
转染72 h后出现绿色荧光，荧光表达于细胞膜，

转染后96 h荧光表达达到高峰，转染细胞在激

光共聚焦显微镜下观察，实验组和对照组均可

见绿色荧光几乎遍布整个视野(图1A、C)，同时

采集同视野两组细胞在普通光镜下分布情况(图
1B、D)，两种病毒的转染率均接近100%，说明

建立了稳定表达的细胞株。

2.2　CBP过表达对A431细胞增殖的影响

　　CCK-8法对3组细胞的生长情况进行检测，

第1~5天，亲本细胞组和对照组细胞增殖率均在

逐渐增加，第6天开始趋于稳定，两组之间各时

间点增殖效率差异无统计学意义(P＞0.05)。实

验组细胞在检测的第2~6天内的增殖效应明显低

于亲本细胞组和对照组，统计分析显示，第2~6
天组间差异有统计学意义(P<0.05)，提示CBP过

表达明显抑制细胞的生长效率(图2)。

表 1　RTFQ-PCR引物

Fig. 1    RTFQ-PCR Primer

Primer Forward primer (5’→3’) Reverse primer (5’→3’) Size/bp

Csk GCACTACCGCATCATGTACC ACAGAGTCCATCTGCGTCTG 1 032

Lck GCATGGCATTCATTGAAGAG CCTGGCTGTGTACTCGTTGT 140

Fyn CTGCGATCAGCAAACATTCT GGGAACTTTGCACCTTGTCT 116

GAPDH GAT GACCTTGCCCACAGCCT ATCTCTGCCCCCTCTGCTGA 353
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图 1　激光共聚焦显微镜观察反转录病毒转染效率

Fig. 1    The transfection efficiency was examined by laser confocal scanning microscope

A: A431 cells transfected with negative-EGFP lentiviral vector were observed with florescence. B: A431 cells transfected with negative-EGFP 
lentiviral vector were observed without florescence. C: A431 cells transfected with CBP-EGFP lentiviral vector were observed with florescence. 
D: A431 cells transfected with CBP-EGFP lentiviral vector were observed without florescence

 

图 2　CCK-8检测CBP过表达对细胞增殖能力的影响

Fig. 2    The effect of overexpression CBP on prolieration ability 

of human cSCC cell line A431 were detected by CCK-8 assay

Parental: A431 cells were not transfected; Control: A431 cells 
were transfected with neg-EGFP; Experimental: A431 cells were 
transfected with CBP-EGFP. n=4; *: P<0.05, compared with parental

2.3　CBP过表达对A431细胞凋亡的影响

　　采用Annexin V Apoptosis Detection Kit 
A P C 染 色 ， F C M 检 测 的 散 点 图 分 析 结 果 显

示，实验组细胞发生中晚期凋亡坏死的细胞

为(27.2±0.70)%，亲本细胞组和对照组分别为

(9.9±1.50)%和(15.33±2.00)%。由此可见，实

验组细胞出现凋亡及坏死的数量显著增多，与

亲本细胞组及对照组相比，差异有统计学意义

(P<0.001，图3)，说明CBP过表达可以诱导A431

细胞发生明显的凋亡现象。

2.4　CBP过表达对Lck、Csk和Fyn在mRNA中

表达水平的影响

　　RTFQ-PCR检测结果表明，实验组A431细

胞Lck mRNA的表达约为亲本细胞组的0.4倍，

相对表达水平显著下调(P＜0.001)，亲本细胞组

与对照组之间表达差异无统计学意义(P>0.05)；
实验组细胞Csk和Fyn mRNA的表达分别约为

亲本细胞组的1.6倍和3.8倍，表达显著上调

(P<0.001)，亲本细胞组与对照组之间表达差异

无统计学意义(P>0.05，图4)。
2.5　Western blot检测Lck、Csk和Fyn蛋白表

达水平

　 　 W e s t e r n  b l o t 结 果 显 示 ， 与 对 照 组

(0.857±0.007)和亲本细胞组(0.910±0.006)相比，

实验组Lck蛋白的相对表达水平(0.809±0.016)明
显下降(P<0.001)，亲本细胞组与对照组的表达

差异无统计学意义(P>0.05)；实验组细胞Csk和

Fyn蛋白相对表达(0.786±0.006，1.313±0.039)
与亲本细胞组(0.542±0.007，0.000±0.000)和对

照组(0.527±0.007，0.416±0.008)相比明显增加

(P<0.001，图5)。这与3种基因在mRNA水平的

表达结果相一致。

图 3　FCM法检测CBP过表达对A431细胞凋亡的影响

Fig. 3    The effect of overexpression CBP on apoptosis and mortality rate of human cSCC cell line A431 were detected by FCM

A: The rate of apoptosis and mortality analysis was analyzed by FCM. B: Statistical result figure, n=3; ***: P<0.001, compared with parental
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3　讨　　论

　　皮肤鳞癌的发生大多位于暴露辐射紫外线

较多的皮肤部位，如面部和上肢，致使外形受

损，严重影响患者的身心健康。有研究显示，

其发病率一直呈持续上升趋势，给卫生保健系

统造成巨大的负担，因此其防治越来越受到

重视［4］。近年来，随着分子生物学技术及遗

传学的发展，靶分子治疗在皮肤鳞癌中的应用

越来越受关注。CBP是2000年发现报道的新基

因，是跨膜接头蛋白家族成员之一，肿瘤相关

性是其研究的热点［3］。关于CBP在肿瘤中的

表达和其在肿瘤中的生物学影响的报道不少，

图 4　RTFQ-PCR分析CBP过表达对Lck，Csk和Fyn在mRNA表达水平的影响

Fig. 4    The influence of overexpression CBP on the relative mRNA expression of Lck, Csk and Fyn assayed by RTFQ-PCR

n=3; ***: P<0.001, compared with parental

图 5　Western blot检测CBP在A431细胞中过表达对Lck，Csk和Fyn活性的影响

Fig. 5    The influence of overexpression CBP on the activation of Lck, Csk and Fyn measured by Western blot

A: Total cell lysates from parental, control and experimental cells were analyzed by Western blot with indicated antibodies. B: Statistical result 
figure, n=3; ***: P<0.001, compared with parental
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但在不同类型的肿瘤中，其表达结果各异。在

神经母细胞细胞系中，敲除CBP基因可促进其

增殖，使CBP过表达则出现明显的抑制作用，

提示CBP可能在某些类型的肿瘤中起抑制作 

用［5］。然而，在肾癌组织中，CBP过表达有致

癌作用，并与肿瘤转移相关［6］。在非小细胞肺

癌中，CBP明显抑制伴有c-Src上调类型的肿瘤

细胞生长，而对不伴有c-Src上调类型的肿瘤细

胞没有抑制作用［7］。因此，CBP的作用机制根

据肿瘤类型不同而不同［3］。

　　为了探讨CBP对皮肤鳞癌的作用，本实验

将构建有CBP基因的载体转染进入A431细胞

中，观察CBP过表达对A431细胞增殖及凋亡的

影响。细胞增殖实验结果显示，CBP表达上调

可使细胞增殖活性明显下降。细胞凋亡检测发

现，上调表达CBP有助于诱导细胞凋亡，甚至

导致细胞发生坏死。CBP主要由SFK家族的Fyn
磷酸化激活后招募胞质蛋白Csk到脂筏上，进

而通过调节SFKs参与细胞转化和恶性疾病发 

病 ［ 8 ］。 也 有 研 究 证 明 ， C B P - F y n - S a m 6 8 -
RasGAP复合体参与SFK负性调控Ras蛋白［9］。

本研究通过RTFQ-PCR和Western blot检测Csk和

Fyn蛋白的表达，结果显示，实验组伴随外源

性CBP表达的提高，Csk及Fyn的表达都显著提

高。Lck是细胞活化信号转导通路中重要的上游

激活蛋白。提示CBP表达增强后，会相应的抑

制Lck表达，阻断Lck的激酶活性。因此，我们

认为CBP招募CSK进入脂筏发挥抑制作用，可

能主要是通过阻断LCK等活化类蛋白酪氨酸激

酶的磷酸化，进而阻断了下游信号的传导。

　　本研究表明，CBP的表达可以抑制皮肤癌

细胞增殖，并促进细胞凋亡，具有明显的抑

癌效应。它是一种新的肿瘤抑制基因，可通过

调节信号转导通路中相关蛋白酪氨酸激酶的

表达来实现其功能。后续需要围绕CBP对皮肤

癌细胞的侵袭、迁移及体内效应展开进一步的 

研究。
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