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POT1对黑色素瘤细胞生物学行为及
DNA 修复相关分子表达的研究
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［摘要］　目的　探究端粒保护蛋白 1（protection of telomeres 1，POT1）对黑色素瘤细胞生物学行为及 DNA 修

复相关分子表达的影响。方法　使用小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）技术敲低黑色素瘤 A2058 和

A375 细胞中 POT1 的表达。通过细胞计数试剂盒 8（cell counting kit-8，CCK8）实验、细胞划痕实验和 transwell实验

检测细胞增殖、迁移和侵袭能力。采用实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative real-time polymerase chain 
reaction，qRT-PCR）和蛋白质免疫印迹法验证敲低效率并检测线粒体凋亡相关分子包括 B 细胞淋巴瘤 2（B-cell 
lymphoma 2，Bcl2）、Bcl2 相关 X 蛋白（Bcl2-associated X protein，Bax）、半胱天冬酶 3（cysteine-aspartic acid protease 
3，Caspase3）及 DNA 损 伤 修 复 相 关 分 子 包 括 DNA 连 接 酶 3（DNA ligase 3，LIG3）、磷 酸 化 组 蛋 白 H2A.
X（phosphorylated histone H2A.X，γH2A.X）、剪切型聚 ADP 核糖聚合酶 1［cleaved poly（ADP-ribose） polymerase 1，
c-PARP1］的表达水平。结果　与对照组相比，A2058 细胞和 A375 细胞敲低组 POT1 mRNA 和蛋白表达水平显著

下降（P<0.05）。CCK8 结果显示 2 种细胞的敲低组在 24 h、48 h、72 h 和 96 h 的光密度（optical density，OD）值均低

于对照组，组间、时点间、组间·时点间交互作用差异有统计学意义（P<0.05）。细胞划痕实验显示 2 种细胞敲低组

的划痕愈合率显著低于对照组（P<0.05）。Transwell 实验显示 2 种细胞的敲低组穿过基底膜的细胞数较对照组均

显著降低（P<0.05）。在敲低 POT1 后，2 种细胞 Bcl2 mRNA 表达均显著下调（P<0.05），Bax mRNA 表达显著上

调（P＜0.05），蛋白免疫印迹结果与之一致（P＜0.05），且敲低组 Caspase3 蛋白表达量高于对照组（P<0.05）。2 种

细胞敲低组 LIG3、γH2A.X、c-PARP1 的蛋白表达均显著上调（P<0.05）。结论　敲低 POT1 可使黑色素瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭能力下降，激活线粒体凋亡途径并上调 DNA 修复相关分子的表达。
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Study on the effect of POT1 on biological behavior of melanoma cells and the expression of 

DNA repair-related molecules 

ZENG Lin-xi， YAO Yue， WANG Bin， WANG Dong-xue， ZHU Qing， ZHANG Guo-qiang*

（Discipline of Dermatology and Cosmetic Plastic Surgery， the First Hospital of Hebei Medical University， 

Shijiazhuang 050031， China）

［Abstract］ Objective　 To investigate the effects of protection of telomeres 1 （POT1） on the biological 
behavior of melanoma cells and the expression of DNA repair-related molecules. Methods　 Small interfering 
RNA （siRNA） technology was used to knock down POT1 expression in melanoma A2058 and A375 cells. Cell 
proliferation， migration， and invasion were assessed using the cell counting kit-8 （CCK-8） assay， wound healing 
assay， and Transwell assay. The knockdown efficiency was verified， and the expression levels of mitochondrial 
apoptosis-related molecules including B-cell lymphoma 2 （Bcl2）， Bcl2-associated X protein （Bax）， and cysteine-
aspartic acid protease 3 （Caspase3）， as well as DNA damage repair-related molecules including DNA ligase 
3 （LIG3）， phosphorylated histone H2A. X （γH2A. X）， and cleaved poly（ADP-ribose） polymerase 1 （c-PARP1）， 
were detected by quantitative real-time polymerase chain reaction （qRT-PCR） and Western blotting. Results　
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Compared with the control group， the expression levels of POT1 mRNA and protein in the A2058 and A375 cell 
knockdown groups were significantly decreased （P<0.05）. The CCK8 assay showed that the optical density （OD） 
values of the knockdown groups of both cell lines at 24 h， 48 h， 72 h and 96 h were significantly lower than those of the 
control groups， and significant differences were found for the between-group effect，time effect，or group-by-time 
interaction effect （P<0.05）. The wound healing assay indicated that the cell migration rate in the knockdown groups of 
both cell lines was significantly lower than that of the control group （P<0.05）. Transwell assay demonstrated that the 
number of cells passing through the basement membrane in the knockdown groups of both cell types was significantly 
lower than that in the control group （P<0.05）. After POT1 knockdown， the mRNA expression levels of Bcl2 in 
A2058 and A375 cells were significantly downregulated （P<0.05）， while the Bax mRNA levels were significantly 
upregulated in both cell lines （P<0.05）， which was consistent with the Western blotting results （P<0.05）. 
Meanwhile， the expression levels of Caspase3 protein in the knockdown groups were significantly higher than those in 
the control group （P<0.05）. In addition， the protein expression levels of LIG3， γH2A. X and c-PARP1 in the 
knockdown groups of both cell lines were significantly upregulated （P<0.05）. Conclusion　Knockdown of POT1 can 
reduce the proliferation， migration and invasion abilities of melanoma cells， activate the mitochondrial apoptotic 
pathway and affect the expression of DNA repair-related molecules. 

［Key words］ melanoma； POT1； cell proliferation； apoptosis

黑色素瘤是一种恶性程度高、易转移、预后

差的皮肤肿瘤［1］。尽管靶向与免疫治疗显著改善

了 患 者 生 存 率 ， 但 耐 药 及 耐 受 等 问 题 依 然 突

出［2-3］，探寻新的治疗靶点及机制仍具有重要临床

价值。端粒是真核生物染色体末端的保护性结构，

其长度的维持与细胞的衰老、凋亡及恶性转化密

切 相 关［4］ 。 端 粒 保 护 蛋 白 1 （protection of 
telomeres 1，POT1）直接结合于端粒单链 DNA，

在维持端粒稳定性和长度调控中起关键作用［5］。

研究［6-9］显示 POT1 种系功能失调性变异与常染色

体显性遗传家族性癌症综合征有关，如皮肤黑色

素瘤、慢性淋巴细胞白血病、血管肉瘤和胶质瘤

等，这些变异多位于寡核苷酸/寡糖结合折叠域，

所产生的突变蛋白无法结合端粒 DNA，常导致端

粒异常延长，从而增加黑色素瘤的发病风险［10］。

DNA 双链断裂修复是维持基因组稳定的核心过程。

非 同 源 末 端 连 接 （non-homologous end joining，
NHEJ）是其核心修复途径之一，可分为经典非同

源末端连接和替代性非同源末端连接（alternative 
non-homologous end joining，A-NHEJ）。NHEJ 通

路在黑色素瘤的 DNA 损伤应答中至关重要［10］。

DNA 连接酶 3（DNA ligand 3，LIG3）是 A-NHEJ
的关键调节因子［11］，有研究［12］提示 POT1 可能通

过影响 LIG3 的蛋白稳定性来调控 A-NHEJ 效率。

磷 酸 化 组 蛋 白 H2A. X （phosphorylated histone 
H2A. X，γH2A. X）是 DNA 双链断裂的主要组蛋

白标志物，当 DNA 受损时，γH2A. X 会在损伤区

域迅速磷酸化，招募其他修复蛋白来修复受损

DNA 区域［13］。而当 DNA 损伤过于严重时，半胱

天 冬 酶 3 （cysteine-aspartic acid protease 3，
Caspase3） 活 化 并 切 割 聚 ADP 核 糖 聚 合 酶 1
［poly （ADP-ribose）  polymerase 1， PARP1］ 为

剪 切 型 PARP1 ［cleaved poly （ADP-ribose）  
polymerase 1，c-PARP1］，后者是细胞修复失败走

向凋亡的标志［14］。DNA 损伤修复与细胞凋亡间有

着紧密关联。当 DNA 损伤较轻时，细胞会启动修

复程序，通过多种修复途径完成损伤修复，保持

基因的完整性。当超出修复能力时，细胞则会启

动凋亡程序清除受损细胞，防止基因组不稳定性

的传递［15］。这一过程对于肿瘤细胞的存活至关重

要，而 POT1 是否参与其中目前尚缺乏系统研究。

本研究在体外水平对 POT1 在皮肤黑色素瘤细胞中

的作用及其对 DNA 损伤修复的影响进行探索，旨

在能为黑色素瘤的靶向治疗提供新思路。

1　材料与方法

1.1　试 剂 与 仪 器　 主 要 试 剂 包 括 Lipofectamine 
3000（美国 Invitrogen 公司），敲低 POT1 的小干扰

RNA（small interfering RNA，siRNA）（上海吉玛

制药有限公司），高糖型 Dulbecco 改良 Eagle 培养

基（Dulbecco's modified eagle medium， DMEM）、

磷 酸 盐 缓 冲 液 （phosphate buffered saline，
PBS）（ 美 国 Gibco 公 司 ）， 胎 牛 血 清 （ 武 汉

Servicebio 公司），兔抗人 POT1、 LIG3、 γH2A.
X、 B 细胞淋巴瘤 2（B-cell lymphoma 2， Bcl2）、

Bcl2 相 关 X 蛋 白 （Bcl2-associated X protein，
Bax）、 Caspase3、 c-PARP1 及 GAPDH 抗体（武

汉 Proteintech 公司），Matrigel 胶（北京 BD 公司），
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细 胞 计 数 试 剂 盒 8 （cell counting kit-8，
CCK8）（上海翊圣生物）。

实验仪器包括低速离心机（湖南赫西仪器装

备有限公司），低温高速离心机（德国 Eppendorf
公司），细胞培养箱、超净工作台、聚合酶链式反

应仪（美国 Thermo 公司），酶标仪（瑞士帝肯公

司），倒置荧光显微镜（日本 Olympus公司），蛋白

电 泳 仪 、 蛋 白 转 膜 仪 （ 美 国 Bio-Rad 公 司 ），

Odyssey 双色红外激光成像分析仪（美国 LI-COR
公司），实时荧光定量聚合酶链式反应仪  （美国

Thermo Fisher 公司），Transwell 侵袭小室（美国

Corning Costar公司）。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　人黑色素瘤细胞系 A2058 由南

京皮肤病研究所馈赠，人黑色素瘤细胞系 A375 由

中国医学科学院皮肤病医院馈赠。2 种细胞均采用

含 10% 胎牛血清和 1% 青―链霉素的 DMEM 高糖

完全培养基培养，置于 37 ℃、5% CO₂的恒温培养

箱 中 ， 待 细 胞 生 长 至 80%~90% 融 合 时 ， 用

0. 25% 胰酶消化传代，按 1∶2~1∶3 比例接种至新

的培养瓶或培养板中，并维持稳定的生长状态用

于后续实验。

1.2.2　细胞转染与分组　将细胞接种于 6 孔板，待

密度达 70% 时进行转染。转染前更换新鲜完全培

养 基 。 细 胞 分 为 2 组 ： ① 小 干 扰 RNA 阴 性 对

照（small interfering RNA negative control，si-NC）

组：转染阴性对照 siRNA； ② 小干扰 RNA 靶向

POT1 基 因 （small interfering RNA targeting 
protection of telomeres 1，si-POT1）组：转染靶向

POT1 的 siRNA。参照 Lipofectamine 3000 说明书，

将 siRNA 与转染试剂于无血清 DMEM 中混合，室

温静置 15 min 形成复合物。弃去旧培养基，PBS
洗涤后加入含复合物的新鲜培养基，继续培养。

分别于转染后 24 h、48 h、72 h 收集细胞用于后续

实验。所用 siRNA 序列如下：POT1-siRNA：上

游 5′-GCUCUGGCUUUGAUCUUTT-3′， 下 游

5′-AAAGAUGCAAAGCCTT-3′； 阴 性 对 照

siRNA： 上 游 5′-UUCUCCGAACGUGUCACG-
UTT-3′， 下 游 5′-ACGUGACACGUUCGGAG-
AATT-3′。

1.2.3　实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative 
real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）　提

取细胞总 RNA，逆转录合成 cDNA，以 GAPDH
为内参基因，使用 SYBR Green 法进行检测。引物

序列如下：GAPDH 上游： 5′-GGGAGCCAAA-

AGGGTCATCA-3′，下游： 5′-GCATGGACT-
GTGGTCATGAGT-3′； POT1 上游： 5′-AGC-
CCCTATCATACCTCGCA-3′，下游：5′-TGG-
TGCCATCCCATACCTTTAG-3′； Bcl2 上 游 ：

5′-GGGATTCCTGCGGATTGACA-3′， 下 游 ：

5′-AGTCTACTTCCTCTGTGATGTGTTG-3′；

Bax 上 游 ： 5′-AAACTGGTGCTCAAGGCCC-
3′， 下 游 ： 5′-GTCTTGAGATCCAGCCCAA-
CA-3′； LIG3 上游： 5′-GCTACTTCAGCCGC-
AGTCTCAA-3′，下游： 5′-GCAGTGGTTTG-
CCTGTCTTGTTG-3′。反应体系包括 2×SYBR 
Green Master Mix、上下游引物及 cDNA 模板，反

应条件为：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 15 s、60 ℃
退火 10 s、 72 ℃ 延伸 30 s，共 40 个循环。采用

2−ΔΔCt法计算 mRNA 相对表达量。

1.2.4　 蛋 白 质 免 疫 印 迹 实 验　 收 集 转 染 后 的

A2058 和 A375 细胞，加入含磷酸化蛋白酶抑制剂

的裂解液冰上裂解 10 min， 4 ℃ 、 14 000 g 离心

5 min，取上清。加入 5×蛋白上样缓冲液，100 ℃
加热 10 min，-20 ℃保存。配制 10% 十二烷基硫酸

钠―聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶进行电泳，转膜

至聚偏氟乙烯膜上， 5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h。
分别用兔抗人 POT1（1∶800）、LIG3（1∶5 000）、
γH2A. X （1∶ 2 000）、 c‑PARP1 （1∶ 5 000）、

Bax（1∶10 000）、Bcl2（1∶7 000）、Caspase3（1∶
1 500）及 GAPDH（1∶7 000）抗体 4 ℃孵育过夜，

TBST 洗涤后以相应二抗（1： 1 000）室温孵育

1 h。使用 Odyssey CLx 成像系统显影，以 GAPDH
为内参进行灰度分析。

1.2.5　CCK-8 实验　将转染后的 A2058 及 A375 细

胞以每孔 5×10³个密度接种于 96 孔板，每组设 6 个

复孔，孔板周边孔加 PBS 以减小蒸发影响。分别

于 0 h、 24 h、 48 h、 72 h、 96 h 各孔加入 10 μL 
CCK-8 试 剂 ， 37 ℃ 孵 育 2 h 后 ， 用 酶 标 仪 测 定

450 nm 处光密度（optical density，OD）值。实验

独立重复 3 次。

1.2.6　 细 胞 划 痕 实 验　 将 转 染 后 的 黑 色 素 瘤

A2058 及 A375 细胞接种于 6 孔板中培养。待细胞

长满单层后，用 200 μL 枪头在各孔中央划直线。

PBS 冲洗 2 次以去除脱落细胞，加入不含血清的

DMEM 培养基继续培养。分别在 0 h 和 24 h 于显微

镜下观察并拍照，计算划痕愈合面积变化率。

1.2.7　Transwell 侵袭实验　在 24 孔板小室上室铺

20 μL Matrigel 胶于 37 ℃过夜包被。收集转染后细

胞 ， 用 无 血 清 DMEM 重 悬 并 调 整 浓 度 为 2×

·· 529



河 北 医 科 大 学 学 报   第  47 卷  第  5 期

10 ⁵ 个/mL。 上 室 加 200 μL 细 胞 悬 液 ， 下 室 加

600 μL 含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，培养

24 h。取出小室，擦除 Matrigel 胶及未穿膜细胞，

PBS 清洗 3 次，甲醛固定 20 min。晾干后结晶紫染

色 20 min，显微镜下观察并拍照计数。

1.3　统计学方法　应用 SPSS 25. 0 统计软件进行

数据分析。采用 Image J 软件进行蛋白免疫印迹条

带灰度值分析。符合正态分布的计量资料以（x̄±
s）表示，比较采用独立样本 t 检验、Dunnett 多重

比较检验和重复测量方差分析；不符合正态分布

的计量资料以 ［M（QR）］ 表示，比较采用秩和

检验分析。若不满足球形假设，采用 Greenhouse-
Geisser 法校正。多重比较采用 Bonferroni 法校正。

P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　 siRNA 转染有效降低黑色素瘤细胞中 POT1
的表达　通过 qRT-PCR 检测 siRNA 转染 48 h 后

A2058 和 A375 细胞中 POT1 mRNA 的表达水平。

结果显示，在 A2058 细胞中， si-POT1 组 POT1 
mRNA 表 达 量 低 于 对 照 组 ， 差 异 有 统 计 学 意

义 （P＜0. 05），； 在 A375 细 胞 中 ， si-POT1 组

POT1 mRNA 表达量较对照组降低，差异有统计

学意义（P＜0. 05），见表 1。蛋白免疫印迹结果显

示，2 种细胞 si-POT1 组 POT1 蛋白表达量均明显

低于 si-NC 组，见图 1、表 2。表明 siRNA 转染可

有效降低 POT1 的表达。

2.2　敲低 POT1 显著抑制黑色素瘤细胞的增殖能

力　采用 CCK-8 法检测 si-NC 组与 si-POT1 组在

0 h、24 h、48 h、72 h 和 96 h 的细胞增殖情况。在

A2058 细胞中，随着时间延长， si-NC 和 si-POT1
组的 OD 值均呈升高态势，且 si-POT1 组的 OD 值

显著低于 si-NC 组。2 组在组间、时点间及组间·

时点间交互作用比较差异均有统计学意义（P<
0. 001），见表 3。在 A375 细胞中亦观察到相同趋

势，si-POT1 组在各时间点的增殖能力均低于对照

组 2 组在组间、时点间及组间·时点间交互作用比

较差异均有统计学意义（P<0. 001），见表 4。
2.3　敲低 POT1 显著抑制黑色素瘤细胞的迁移能

力　 通 过 划 痕 实 验 检 测 2 种 细 胞 si-NC 组 与 si-
POT1 组在 0 h 和 24 h 的划痕愈合率（图 2A~B）。

结果显示，在 A2058 细胞中，si-POT1 组的迁移率

较对照组下降；在 A375 细胞中， si-POT1 组的迁

移率低于对照组，差异有统计学意义（P＜0. 05），
表明敲低 POT1 可显著抑制黑色素瘤细胞的迁移能

力，见表 5。
2.4　敲低 POT1 显著抑制黑色素瘤细胞的侵袭能

力　Transwell 侵袭实验显示，在 A2058 细胞中，

si-POT1 组穿过基底膜的细胞数显著低于对照组；

在 A375 细胞中， si-POT1 组穿过基底膜的细胞数

低于对照组的，差异有统计学意义（P＜0. 05），
见表 6，图 3，表明敲低 POT1 可显著抑制黑色素

瘤细胞的侵袭能力。

表 1　si-POT1转染对黑色素瘤 A2058和 A375细胞中

POT1 mRNA表达水平的影响

Table 1　Effect of si-POT1 transfection on the expression 
levels of POT1 mRNA in melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞 POT1 
mRNA 水平

1.000±0.011
0.248±0.067

19.184
<0.001

A375 细胞 POT1 
mRNA 水平

1.002±0.073
0.373±0.019

14.443
<0.001

图 1　si-POT1转染对黑色素瘤 A2058和 A375细胞 POT1蛋白表达水平的影响

Figure 1　Effect of si-POT1 transfection on the protein expression levels of POT1 in melanoma A2058 and A375 cells

表 2　si-POT1转染对黑色素瘤 A2058和 A375细胞 POT1
蛋白表达水平的影响

Table 2　Effect of si-POT1 transfection on the expression 
levels of POT1 protein in melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞 POT 蛋白

水平

0.896±0.019
0.536±0.051

11.457
<0.001

A375 细胞 POT 蛋

白水平

0.925±0.038
0.664±0.037

8.524
<0.001
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2.5　敲低 POT1 调控线粒体凋亡相关分子的表

达　 qRT-PCR 结果显示，在 A2058 细胞中， si-

POT1 组 Bcl2 mRNA 表 达 低 于 si-NC 组 ； Bax 
mRNA 表 达 高 于 si-NC 组 ， 差 异 有 统 计 学 意

义（P＜0. 05）。在 A375 细胞中， si-POT1 组 Bcl2 
mRNA 表达低于 si-NC 组，Bax mRNA 表达高于

si-NC 组，差异有统计学意义（P＜0. 05），见表 7。

蛋白免疫印迹结果显示 2 种细胞 si-POT1 组 Bax 和

表 3　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058细胞增殖能力的影响

Table 3　Effect of POT1 gene knockdown on the proliferation ability of melanoma A2058 cells
（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

组间

时点间

组间·时点间

OD 值

0 h
0.409±0.015
0.407±0.024

F 值=15.430   P 值<0.001
F 值=131.200   P 值<0.001
F 值=6.825    P 值<0.001

24 h
0.691±0.050
0.525±0.029

48 h
0.794±0.047
0.531±0.033

72 h
1.064±0.040
0.549±0.049

96 h
2.253±0.048
0.771±0.052

表 4　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A375细胞增殖能力的影响

Table 4　Effect of POT1 gene knockdown on the proliferation ability of melanoma A375 cells
（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

组间

时点间

组间·时点间

OD 值

0 h
0.514±0.020
0.505±0.019

F 值=5.682   P 值=0.044
F 值=278.900  P 值<0.001
F 值=18.320   P 值<0.001

24 h
0.789±0.036
0.641±0.032

48 h
0.902±0.029
0.716±0.034

72 h
1.188±0.046
0.898±0.054

96 h
2.367±0.054
1.077±0.054

表 5　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞迁移

能力的影响。

Table 5　Effect of POT1 gene knockdown on the migration 
ability of melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s，%）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞划痕

愈合率

39.280±1.209
23.942±1.802

12.243
＜0.001

A375 细胞划痕

愈合率

44.457±2.347
25.577±2.066

10.592
＜0.001

图 2　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058（A）与 A375（B）细胞迁移能力的影响

A. A2058 细胞的划痕实验；B. A375 细胞的划痕实验

Figure 2　Effect of POT1 gene knockdown on the migration ability of melanoma A2058 （A） and A375 （B） cells

表 6　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞侵袭

能力的影响

Table 6　Effect of POT1 gene knockdown on the invasion 
ability of melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s，个）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 侵袭细胞数目

171.000±9.092
93.333±5.312

12.776
＜0.001

A375 侵袭细胞数目

193.667±8.731
105.000±12.675

9.976
＜0.001
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Caspase3 蛋白表达均显著高于 si-NC 组，Bcl2 蛋白

表达相反，差异有统计学意义（P＜0. 05），见图

4，表 8。以上结果提示，敲低 POT1 可能通过调

控 Bcl2/Bax/Caspase3 轴激活线粒体凋亡途径。

2.6　敲低 POT1 影响 DNA 修复相关分子的表达　

　 qRT-PCR 结 果 显 示 ， 在 A2058 细 胞 中 ， si-

POT1 组 LIG3 mRNA 表达高于对照组，差异有统

计学意义（P＜0. 05）；在 A375 细胞中， si-POT1
组 LIG3 mRNA 表达高于对照组，差异有统计学意

义（P＜0. 05），见表 9。蛋白免疫印迹实验显示，

敲低 POT1 后 DNA 修复相关蛋白 LIG3、γH2A. X
和 c-PARP1 的表达较对照组均升高，差异有统计

学 意 义 （P＜0. 05）， 表 明 敲 低 POT1 可 能 参 与

DNA 修复并诱导细胞凋亡，见图 5，表 10。

3　讨　　论

黑色素瘤是一种黑素细胞来源的高度恶性肿

瘤，发病率和死亡总数每年持续上升［16］。近年来，

靶向治疗和免疫治疗的进展为黑色素瘤患者带来

了新的希望，但仍面临晚期转移、耐药性等挑战。

因此，识别新的治疗靶点依然至关重要。POT1 作

为端粒保护蛋白复合体的成员之一，近年来越来

越多的研究［17-18］ 显示其功能缺失与家族性黑色素

瘤的易感性密切相关。 Bakr 等［19］ 显示 POT1 p.
G95V 变体破坏端粒结合导致功能的丧失。已有研

究［20］报道小分子抑制剂可干扰 POT1 与端粒 DNA
的结合，诱导肿瘤细胞凋亡。本研究通过敲低黑

色素瘤 A2058 和 A375 细胞中 POT1 的表达，初步

探讨了 POT1 对黑色素瘤细胞恶性表型的影响及其

可能涉及的分子机制。

端粒能够保护染色体末端免受降解和不适当

的 DNA 损伤反应的影响，而 POT1 作为保护蛋白

表 7　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞中 Bcl2与 Bax基因 mRNA表达水平的影响

Table 7　Effect of POT1 gene knockdown on the expression levels of Bcl2 and Bax gene mRNA in melanoma 
A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞

Bcl2
1.001±0.069
0.511±0.046

10.213
0.001

Bax
1.007±0.169
1.744±0.070

7.042
0.002

A375 细胞

Bcl2
1.003±0.105
0.469±0.041

8.164
0.001

Bax
1.002±0.095
1.802±0.022

14.242
＜0.001

表 8　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞中 Bcl-2、Bax和 Caspase蛋白表达水平的影响

Table 8　Effect of POT1 gene knockdown on the protein expression levels of Bcl-2， Bax and Caspase3 
in melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞

Bcl2
1.043±0.047
0.817±0.066

4.831
0.008

Bax
0.775±0.037
1.058±0.064

6.631
0.003

Caspase3
0.791±0.052
0.970±0.062

3.831
0.018

A375 细胞

Bcl2
1.162±0.061
0.747±0.051

9.040
0.001

Bax
0.864±0.050
1.145±0.044

7.308
0.002

Caspase3
0.838±0.057
1.143±0.042

7.461
0.002

图 3　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞侵袭

能力的影响

A. A2058 细胞；B. A375 细胞

Figure 3　Effect of POT1 gene knockdown on the invasion 
ability of melanoma A2058 and A375 cells
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复合体的核心成分，会直接与单链端粒 DNA 结

合，以防止 DNA 损伤通路的激活。POT1 功能的

丧失与端粒功能障碍和基因组不稳定有关，最终

可 能 导 致 细 胞 生 长 停 滞 或 死 亡［21］。 本 研 究 在

POT1 基因敲除后观察到的黑色素瘤细胞增殖、迁

移和侵袭的抑制现象，与 POT1 在维持端粒和基因

组稳定性方面所发挥的关键作用相一致。POT1 缺

失后迁移和侵袭显著减少这一点尤为重要，因为

转移仍然是黑色素瘤相关死亡的重要原因之一。

细胞凋亡是一种被严格控制的程序性细胞死

亡，线粒体途径介导的内源性凋亡是经典凋亡途

径之一。Bcl2 家族蛋白是内在凋亡途径的关键调

节因子，而 Bax/Bcl2 比值则决定了细胞对凋亡刺

激的敏感性。Caspase3 作为凋亡程序的执行者，意

图 4　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞中 Bcl2、Bax、Caspase3蛋白表达的影响

Figure 4　Effect of POT1 gene knockdown on the expression of Bcl2，Bax and Caspase3 protein in melanoma A2058 and 
A375 cells

表 9　敲低 POT1对黑色素瘤 A2058和 A375中 LIG3 
mRNA表达的影响

Table 9　Effect of POT1 gene knockdown on the 
expression levels of LIG3 mRNA in melanoma 

A2058 and A375 cells
（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞

1.000±0.070
1.610±0.087

9.462
0.001

A375 细胞

1.000±0.308
2.314±0.009

7.386
0.002

图 5　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞中 LIG3、γH2A. X和 c-PARP1蛋白表达的影响

Figure 5　Effect of POT1 gene knockdown on the expression of LIG3，γH2A. X and c-PARP1 protein in melanoma A2058 
and A375 cells

表 10　敲低 POT1基因对黑色素瘤 A2058与 A375细胞中 LIG3、γH2A. X和 c-PARP1蛋白表达的影响

Table 10　Effect of POT1 gene knockdown on the expression of LIG3，γH2A. X and c-PARP1 protein 
in melanoma A2058 and A375 cells

（n=3，x̄±s）

 组别

si-NC 组

si-POT1 组

 t值

 P 值

A2058 细胞

LIG3
0.415±0.073
0.585±0.035

3.627
0.022

γH2A.X
0.625±0.078
1.040±0.033

8.634
0.001

c-PARP1
0.611±0.026
0.858±0.070

5.707
0.005

A375 细胞

LIG3
0.662±0.056
1.099±0.027

12.172
<0.001

γH2A.X
0.674±0.050
1.039±0.065

7.663
0.002

c-PARP1
0.751±0.031
1.057±0.057

8.077
0.001
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味着凋亡进入不可逆的阶段［22］。本研究显示，在

敲低 POT1 基因后，Bax mRNA 及蛋白表达水平升

高 ， Bcl2 则 降 低 ， Bax/Bcl2 比 值 增 加 ， 同 时

Caspase3 蛋白表达水平升高，提示线粒体凋亡途径

的激活。此外，本研究还显示敲低 POT1 后 c-
PARP1 蛋 白 表 达 升 高 。 c-PARP1 是 由 激 活 的

Caspase3 作用于 PARP1 产生的裂解产物，也是细

胞凋亡执行的证据［23］。这一显示进一步证实了敲

低 POT1 可诱导黑色素瘤细胞凋亡，同时也提示

DNA 修复相关蛋白 PARP1 功能遭到破坏，进入不

可逆的凋亡执行程序。

DNA 损伤修复对维持基因组稳定性至关重要，

同时在癌症中扮演着复杂的角色［24］。在 POT1 缺

失后观察到 γH2A. X 水平升高提示存在 DNA 损伤

累积，这很可能是由端粒功能障碍引起的。作为

核心的保护蛋白，POT1 保护端粒免受 DNA 损伤

位点的影响。当 POT1 缺失时，未受保护的端粒触

发 DNA 损伤信号，γH2A. X 作为 DNA 双链断裂的

标志物表达相应升高。这一解释得到了相关研究

的支持：敲低 POT1 会延缓辐射诱导的端粒 DNA
损伤的修复，并增强放射敏感性，同时伴随着基

因组不稳定性的发生，包括染色体融合和微核。

从机制上讲，POT1 与磷酸化的共济失调毛细血管

扩 张 症 突 变 蛋 白 （ataxia telangiectasia mutated，  
ATM） 相互作用， POT1 的缺失会降低磷酸化

ATM 的水平，这表明 POT1 可能通过 ATM 调节

DNA 损伤信号传导［13］。这些显示进一步巩固了

POT1 在端粒维持和 DNA 损伤反应中的地位。

LIG3 是一种参与碱基切除修复和 A-NHEJ 的
多功能连接酶［25］，本研究显示敲低 POT1 后 LIG3
的 mRNA 和蛋白表达显著升高，这意味着可能存

在一种补偿性的修复尝试。这一显示与 Yu 等［12］

研究结果一致，即 POT1 过度表达会抑制 LIG3 的

稳定性，这证实了 POT1 对 LIG3 具有负向调节作

用。Yu 等［12］ 研究侧重于 NHEJ 调控的分子机制，

而本研究侧重细胞凋亡和转移障碍在内的生物学

后果。这些互补的研究结果表明 POT1 在 DNA 修

复过程中扮演着重要的角色。同时， c-PARP1 的

升高表明这些修复尝试最终失败，细胞转而进入

凋亡程序。

本研究存在一些局限性。首先，实验仅在体

外进行，难以模拟体内复杂的肿瘤微环境。其次，

POT1 对 LIG3 的具体调节机制仍需要进一步研究。

此外，本研究结果的临床相关性仍有待证实。未

来的研究应检测临床黑色素瘤样本中的 POT1 表达

情况，并将其与肿瘤分期、转移情况以及患者生

存率等进行关联分析。还应通过功能修复实验明

确 POT1 对 DNA 修复活性的影响，利用裸鼠移植

瘤模型验证体内抗肿瘤效应，并深入探究 POT1 与

LIG3 之间的调控机制。同时，本研究仅检测线粒

体途径部分分子，后续需结合多方法深入验证。

综上所述，本研究证实敲低 POT1 能显著抑制

A2058 和 A375 黑色素瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，

诱导线粒体凋亡，并上调 DNA 损伤反应相关分

子，为 POT1 作为黑色素瘤潜在治疗靶点提供了新

的实验依据，也为后续深入研究 POT1 在黑色素瘤

中的分子机制奠定了基础。
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