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　　［摘要］　目的　构建表达细胞穿透肽融合蛋白第１０号染色体同源缺失性磷酸酶张力蛋白基因（ＰＴＥＮ）ＶＰ２２的真核表达

质粒，在食管癌细胞Ｅｃａ１０９细胞中验证细胞穿透肽ＶＰ２２能否增强抑癌蛋白ＰＴＥＮ体外抗肿瘤作用。方法　通过本实验室前期

构建成功的重组真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ、ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２和ｐｃＤＮＡ３ＶＰ２２，转染至Ｅｃａ１０９细胞，以ｐｃＤＮＡ３空质粒

转染作为阴性对照，细胞免疫荧光法检测各组ＰＴＥＮ蛋白表达情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组ＰＴＥＮ蛋白和免抗磷酸化Ａｋｔ（ｐ

Ａｋｔ）蛋白的表达水平，ＣＣＫ８法检测细胞增殖活性，流式细胞术测细胞凋亡率。结果　与ｐｃＤＮＡ３相比，ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ、ｐｃＤ

ＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２都能抑制Ｅｃａ１０９细胞增殖（犘＜０．０５），促进Ｅｃａ１０９细胞凋亡（犘＜０．０５）；ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２抗肿瘤活性显

著高于ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ（犘＜０．０５），ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２的ｐＡｋｔ表达显著低于ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ（犘＜０．０５）。结论　细胞穿透肽

ＶＰ２２能增强抑癌蛋白ＰＴＥＮ对Ｅｃａ１０９细胞体外抗肿瘤活性，其机制可能与其下调ｐＡｋｔ表达水平有关。

［关键词］　食管肿瘤；肿瘤蛋白质类；重组融合蛋白质类；转染；肽类；ＰＴＥＮ；ＶＰ２２；基因治疗
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ｃｅｌｌｓ，ｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐＡｋｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ．
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　　食管癌是全球常见的十大恶性肿瘤之一，我国食管癌发病

率、病死率高居榜首［１２］。研究发现第１０号染色体同源缺失性

磷酸酶张力蛋白基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｕｅｄｅｌｅ

ｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ１０，ＰＴＥＮ）表达下调与食管癌细胞分化程

度、浸润深度及淋巴结转移密切相关［３５］，但基因转导效率低阻

碍了肿瘤基因治疗的应用。１型单纯疱疹病毒（ｈｅｒｐｅｓｓｉｍｐｌｅｘ

ｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，ＨＳＶ１）间层蛋白 ＶＰ２２是一种高效的细胞穿透

肽，研究已经报道了ＶＰ２２能介导抑癌蛋白Ｐ２７、Ｐ５３在细胞间

转运，并显示出对多种肿瘤细胞显著的抗肿瘤活性［６７］。本研

究通过构建ＰＴＥＮ／ＶＰ２２融合蛋白真核表达质粒，验证 ＶＰ２２

能否增强ＰＴＥＮ的转运和表达，为研究体内治疗奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料　真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３由本实验室保存，购自美

国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ、ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２、

ｐｃＤＮＡ３ＶＰ２２由本实验室构建并保存
［８］；人食管癌细胞

Ｅｃａ１０９由川北医学院分子生物学研究所惠赠；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００脂质体购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗ＰＴＥＮ单克隆抗体

购自美国ａｂｃａｍ公司；兔抗磷酸化Ａｋｔ（（ｐＡｋｔ）单克隆抗体购

自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗

兔ＩｇＧ、ＨＲＰ标记羊抗小鼠ＩｇＧ、鼠抗βａｃｔｉｎ购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公

８０３ 重庆医学２０１７年１月第４６卷第３期
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司；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）羊抗兔ＩｇＧ购自武汉博士德公

司；二氨基联苯胺（ＤＡＢ）辣根过氧化物酶显示试剂盒、ＣＣＫ８

试剂盒、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶

配置试剂盒购自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司；细胞凋亡 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／碘化丙

啶（ＰＩ）试剂盒购自联科生物。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将Ｅｃａ１０９细胞培养在含１０％热灭活的胎

牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０

培养基中，在３７℃、含５％ＣＯ２ 的孵箱中孵育。

１．２．２　试验分组和细胞转染　（１）试验分为４组，ＰＴＥＮ组、

ＰＴＥＮＶＰ２２组、试验组（ＶＰ２２组），对照组（ｐｃＤＮＡ３组）。（２）

细胞转染：取对数生长期的Ｅｃａ１０９细胞接种于相应的培养板

中，待细胞长至５０％～７０％融合时更换无血清培养基，按ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书步骤进行转染，同时用荧光标记的质粒

ｐＥＧＦＰＮ１转染目的细胞，在荧光显微镜下观察转染效率。

１．２．３　细胞免疫荧光检测ＰＴＥＮ蛋白的表达　待２４孔板中

细胞长至５０％～７０％融合时按每孔转染０．５μｇＤＮＡ，４８ｈ后

用含多聚甲醛免疫染色固定液固定１０ｍｉｎ，含ＴｒｉｔｏｎＸ１００免

疫染色洗涤液透化５ｍｉｎ，共两次，ｒａｂｂｉｔａｎｔｉＰＴＥＮ（１∶１００）

一抗４℃过夜封闭，次日加入ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０

稀释），３７℃孵育１ｈ，荧光显微镜下观察ＰＴＥＮ蛋白的表达，

并用荧光酶标仪检查荧光光密度（犗犇）值。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＴＥＮ蛋白和ｐＡｋｔ蛋白的表达　

待２５ｃｍ２ 细胞培养瓶中细胞生长至５０％～７０％融合时按上述

方法每瓶转染１０μｇＤＮＡ，４８ｈ后用预冷刮刀刮取细胞至ＥＰ

管中离心，加入５０μＬ裂解液（１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）４℃持续振

摇裂解３０ｍｉｎ后离心，上清液即为所提蛋白。按照碧云天二

喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒步骤测定蛋白浓度，与

５×蛋白上样缓冲液按照５∶１的比例混匀，沸水中加热５ｍｉｎ

充分变性，进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后转移至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜上，Ｗｅｓｔｅｒｎ封闭液１ｈ，一抗４℃摇床过夜孵育，二

抗室温孵育１ｈ，ＤＡＢ显色，用Ｉｍａｇｅｌａｂｅ软件读取各组条带

灰度值。

１．２．５　ＣＣＫ８法细胞增殖活性检测　取对数生长期细胞，以

每孔１×１０４／１００μＬ接种到９６孔板，当细胞生长至５０％融合

时，分别用４组质粒转染，设置５个浓度梯度，即１、２、３、４、５

μｇ／ｍＬ，每组每个浓度设置３个复孔，分别培养２４、４８、７２ｈ后

按ＣＣＫ８试剂说明书进行犗犇值的检测。

１．２．６　流式细胞术测细胞凋亡率　待６孔板中的细胞长至

５０％～７０％融合时每孔转染２．５μｇＤＮＡ，４８ｈ后加入不含乙

二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰酶（０．２５％）消化，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ收集１×１０５／管细胞沉淀，５００μＬ１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬

细胞，加５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ，室温暗室孵育

５ｍｉｎ，４００目筛网过滤后，用流式细胞仪进行检测，Ｗｉｎｍｄｉ软

件分析细胞凋亡率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行试验数据的统计

学分析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；多个样

本均数的多重比较采用单因素ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ检验分析，首

先进行方差齐性检验，若方差齐，两两比较则用最小差异法

（犔犛犇），检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞免疫荧光检测ＰＴＥＮ蛋白和ＰＴＥＮＶＰ２２融合蛋白

的表达情况　分别用４组质粒转染Ｅｃ１０９细胞４８ｈ后，细胞

免疫荧光检测发现ＰＴＥＮ组和ＰＴＥＮＶＰ２２组可见发绿色荧

光细胞，ＰＴＥＮＶＰ２２组绿色荧光蛋白的量明显多于 ＰＴＥＮ

组，ｐｃＤＮＡ３组和ＶＰ２２组未见发绿色荧光的细胞（图１）。通

过荧光定量酶标仪对各组绿色荧光蛋白的犗犇值进行测量，发

现ＰＴＥＮ 组和 ＰＴＥＮＶＰ２２组犗犇 值明显高于ｐｃＤＮＡ３组

（犘＜０．０５），ＰＴＥＮＶＰ２２组犗犇值明显高于ＰＴＥＮ组，差异具

有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ：ＰＴＥＮ组；Ｂ：ＰＴＥＮＶＰ２２组；Ｃ：ｐｃＤＮＡ３组；Ｄ：ＶＰ２２组。

图１　　细胞免疫荧光检测ＰＴＥＮ蛋白在不同质粒转染组的表达情况（×２０）

　　：犘＜０．０５，与ｐｃＤＮＡ３组比较；＃：犘＜０．０５，与ＰＴＥＮ组比较。

图２　　各转染组ＰＴＥＮ荧光蛋白定量犗犇值

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白的表达情况　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

结果显示ＰＴＥＮ和ＰＴＥＮＶＰ２２组分别检测到相对分子质量

为５４×１０３ 的 ＰＴＥＮ 蛋白和相对分子质量为９０×１０３ 的

ＰＴＥＮＶＰ２２融合蛋白的特异性条带（图３）。和ｐｃＤＮＡ３组相

比，ＰＴＥＮ组和ＰＴＥＮＶＰ２２组ｐＡｋｔ蛋白的表达减少（犘＜

０．０５），ＰＴＥＮＶＰ２２组ｐＡｋｔ蛋白灰度值低于ＰＴＥＮ组（犘＜

０．０５），差异具有统计学意义，见图４、５。

　　１：ＰＴＥＮ组；２：ＰＴＥＮＶＰ２２组；３：ｐｃＤＮＡ３组；４：ＶＰ２２组。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各转染组ＰＴＥＮ、

ＰＴＥＮＶＰ２２蛋白表达情况
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　　１：ｐｃＤＮＡ３组；２：ＰＴＥＮ组；３：ＰＴＥＮＶＰ２２组；４：ＶＰ２２组。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＡｋｔ蛋白在

各转染组中的表达水平

　　：犘＜０．０５，与ｐｃＤＮＡ３组比较；＃：犘＜０．０５，与ＰＴＥＮ组比较。

图５　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ｐＡｋｔ蛋白在不同质粒

转染组中表达水平

２．３　ＣＣＫ８检测４组质粒对Ｅｃａ１０９细胞增殖活性的影响　

与ｐｃＤＮＡ３组相比，ＰＴＥＮＶＰ２２组和ＰＴＥＮ组Ｅｃａ１０９生长

呈现抑制作用（犘＜０．０５），其抑制作用具有时间、浓度依赖性，

ＰＴＥＮＶＰ２２组在０．５μｇ／ｍＬ处开始，较ＰＴＥＮ组出现显著地

抑制细胞增殖的活性（犘＜０．０５），作用４８ｈ后在０．５μｇ／ｍＬ

浓度处其抑制率接近５０％，而 ＶＰ２２对Ｅｃａ１０９的生长未表现

出抑制作用（犘＞０．０５），见图６。

　　Ａ：作用４８ｈ时不同浓度药物对细胞的生长抑制曲线；Ｂ：０．５

μｇ／ｍＬ药物作用不同时间对细胞的生长抑制曲线。

图６　　ＣＣＫ８检测各组细胞增殖活性

２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测４组质粒对Ｅｃａ１０９细胞凋亡

的影响　ＰＴＥＮ组、ＰＴＥＮＶＰ２２组、ＶＰ２２组细胞凋亡率分别

为（３０．６６±０．９９）、（６９．５５±０．３８）％和（７．８６±０．１３）％，ｐｃＤ

ＮＡ３组凋亡率为（７．６５±０．２８）％。和ｐｃＤＮＡ３组相比，ＰＴＥＮ

组、ＰＴＥＮＶＰ２２组凋亡率明显升高（犘＜０．０５），并且ＰＴＥＮ

ＶＰ２２组凋亡率也明显高于ＰＴＥＮ组，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５），见图７、８。

　　Ａ：ＰＴＥＮ组；Ｂ：ＰＴＥＮＶＰ２２组；Ｃ：ｐｃＤＮＡ３组；Ｄ：ＶＰ２２。

图７　　流式细胞仪检测各组细胞凋亡

　　：犘＜０．０５，与ｐｃＤＮＡ３组比较；＃：犘＜０．０５，与ＰＴＥＮ组比较。

图８　　流式细胞仪检测各组细胞凋亡

３　讨　　论

　　ＰＴＥＮ基因定位于人类染色体１０ｑ２３．３，全长２００ｋｂ，有９

个外显子和８个内含子，编码的ＰＴＥＮ蛋白含有４０３个氨基

酸。ＰＴＥＮ的基因产物是一种多功能蛋白，具有脂质磷酸酶活

性，可对抗磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ，

ＰＩ３Ｋ）调控的细胞生长因子信号转导通路，降低脂酰肌醇３，４，

５三磷酸（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３，４，５ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩＰ３）水

平，抑制肿瘤细胞的增殖、促进凋亡［８９］。根据ＰＴＥＮ基因及

其表达产物结构和ＰＴＥＮ在其他肿瘤表达下调机制的研究，

发现ＰＴＥＮ 基因遗传学及表观遗传学异常导致食管癌中

ＰＴＥＮ表达减少
［１０］。本研究通过外源性导入表达ＰＴＥＮ蛋白

的重组质粒，结果发现ＰＴＥＮ重组质粒能在Ｅｃａ１０９细胞中表

达ＰＴＥＮ蛋白，发挥抑制肿瘤细胞增殖，促进肿瘤细胞凋亡的

作用，这与李菲［１１］研究的转染 ＰＴＥＮ 质粒对食管癌细胞增殖

具有一定的抑制作用的报道一致。

研究已经证实，ＶＰ２２融合蛋白能够介导治疗蛋白在相邻
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的细胞间进行转运，从而达到治疗性蛋白发挥功效的水平，在

整体上发挥生物学效应。本研究将重组质粒ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮ、

ｐｃＤＮＡ３ＰＴＥＮＶＰ２２用脂质体介导的基因转染方法转入细

胞后进行免疫荧光实验，结果发现ＰＴＥＮＶＰ２２组ＰＴＥＮ绿色

荧光蛋白的表达量明显高于ＰＴＥＮ组，说明ＶＰ２２确实能够介

导ＰＴＥＮ蛋白在细胞间转运，增加ＰＴＥＮ蛋白的表达和分布，

ＶＰ２２介导蛋白的转运机制大体是通过高尔基体依赖的途径

将其蛋白从最初转染的细胞分泌，并且非常高效地转运至邻近

的细胞［１２］。同时，本研究观察到ＰＴＥＮ／ＶＰ２２蛋白主要在细

胞质表达，细胞核也有少量的表达，这和ＰＴＥＮ蛋白的表达一

致，所以ＶＰ２２并不改变ＰＴＥＮ蛋白在细胞中的定位，这就决

定了ＰＴＥＮ和其他只在细胞核发挥作用的肿瘤抑制基因不一

样，ＰＴＥＮ 在调节细胞质和细胞核的功能上都发挥着重要

作用［１３］。

大量研究发现ＰＴＥＮ的基因产物是一种具有蛋白和脂类

双重磷酸酶活性的抑癌蛋白，并且大多数肿瘤相关ＰＴＥＮ基

因的突变都聚集在磷酸酶结构域，提示ＰＴＥＮ磷酸酶活性在

控制肿瘤的发生中起着重要的作用。ＰＴＥＮ蛋白能够使局部

黏著斑激酶（ＦＡＫ）、Ｓｈｃ信号分子去磷酸化，ＦＡＫ是调节细胞

与细胞间黏附的关键分子，Ｓｈｃ与细胞的扩散和迁移调控有

关。ＰＴＥＮ的脂质磷酸酶活性在调控ＰＩ３Ｋ细胞增殖信号通

路中发挥着重要作用，同时ＰＴＥＮ也能抑制ＰＩ３Ｋ下游目标丝

氨酸／苏氨酸激酶（Ａｋｔ／ＰＫＢ）活性，此活性被认为是ＰＴＥＮ抗

肿瘤作用的关键［１４］。研究还发现ＰＴＥＮ过表达会减少Ａｋｔ信

号通路的激活，使其下游作用分子ｐＡｋｔ表达量下降
［１５］。本

试验发现ＰＴＥＮＶＰ２２和ＰＴＥＮ组中ｐＡｋｔ蛋白的量低于阴

性对照组和空白对照组，ＰＴＥＮＶＰ２２组蛋白水平又低于

ＰＴＥＮ组，说明抑癌蛋白ＰＴＥＮ确实能减少ｐＡｋｔ蛋白表达水

平，同时ＶＰ２２能增强ＰＴＥＮＶＰ２２融合蛋白表达，并且保留

ＰＴＥＮ蛋白的生物学活性，即负性调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，

降低Ａｋｔ的磷酸化水平，从而发挥抑癌活性。
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［８］ ＨｕａｎｇＦＦ，ＺｈａｎｇＬ，ＷｕＤＳ，ｅｔａｌ．ＰＴＥＮｒｅｇｕｌａｔｅｓＢＣＲＰ／

ＡＢＣＧ２ａｎｄｔｈｅｓｉｄｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈ

ｗａｙｉｎｃｈｒｏｎｉｃｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９（３）：

ｅ８８２９８．

［９］ ＤｅＰ，ＳｕｎＹ，ＣａｒｌｓｏｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｄｏｕｂｌｉｎｇｄｏｗｎｏｎｔｈｅ

ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｉ

ｃａｃｙｏｆＰＡＲＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｍｏｄｅｌｂｅｙｏｎｄＢＲＣＡｎｅｓｓ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｉａ，２０１４，１６（１）：４３

７２．

［１０］王帅，王洲．抑癌基因ＰＴＥＮ与食管癌关系的研究进展

［Ｊ］．中华肿瘤防治杂志，２０１３，２０（８）：６２７６３１．

［１１］李菲．ＰＴＥＮ与 ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路在食管癌进展中的研

究［Ｄ］．河北：河北医科大学，２０１３．

［１２］ＺａｖａｇｌｉａＤ，ＦａｖｒｏｔＭＣ，ＥｙｍｉｎＢ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｆ

ｆｉｃｋｉｎｇａｎｄｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｖｉｖｏａｎｔｉｔｕｍｏｕｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａｎｏｎ

ｖｉｒａｌｌｙｄｅｌｉｖｅｒｅｄＰ２７ＶＰ２２ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＧｅｎｅＴｈｅｒ，

２００３，１０（４）：３１４３２５．

［１３］ＧｉｌＡ，ＲｏｄｒｉｇｕｅｚＥｓｃｕｄｅｒｏＩ，ＳｔｕｍｐｆＭ，ｅｔａｌ．Ａｆｕｎｃｔｉｏｎ

ａｌｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮＮｔｅｒｍｉｎｕｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎＰＴＥＮ

ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｔａｒｇｅｔｉｎｇａｎｄｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．

ＰＬｏｓＯｎｅ，２０１５，１０（４）：ｅ０１１９２８７．

［１４］ＮｉＪ，ＣｏｚｚｉＰ，ＨａｏＪ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅ

ｃｕｌｅ（ＥｐＣＡＭ）ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａ

ｓｉｓａｎｄｃｈｅｍｏ／ｒａｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｖｉａｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１３，１２

（４５）：２７３６２７４８．

［１５］ＴａｋａｓｈｉｍａＭ，ＰａｒｓｏｎｓＣＪ，ＩｋｅｊｉｍａＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎＰＴＥＮｉｎｈｉｂｉｔｓｒａｔｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２００９，４４（８）：８４７８５５．

（收稿日期：２０１６０７１３　修回日期：２０１６１００４
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《重庆医学》开通微信公众平台

《重庆医学》已开通微信公众平台（微信号：ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ），《重庆医学》将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道、各期杂志目录、主编推荐文章、学术会议、《重庆医学》最新资讯等消息。欢迎广大读作者免费订阅。读作者可

以点击手机微信右上角的“＋”，在“添加朋友”中输入微信号“ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃｉｎｅ”，或在“添加朋友”中的“查找公众号”一栏

输入“重庆医学”，添加关注。
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