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转化生长因子 β调节子 ４对人肺鳞状细胞癌类器官增殖、侵袭和
转移的影响
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摘要：　目的　探讨转化生长因子β调节子４（ＴＢＲＧ４）在肺癌细胞中的表达及其对人肺鳞状细胞癌类器官增殖、
侵袭和转移的影响，并分析可能的分子机制。方法　收集２０２０年１月至２０２１年１月蚌埠医学院第一附属医院手术
切除的肺鳞状细胞癌患者的癌组织和癌旁组织，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测癌组织和癌旁组织中 ＴＢＲＧ４蛋白的表达。
采用胰蛋白酶消化癌组织，分离肿瘤细胞，将分离的肿瘤细胞培养形成人肺鳞状细胞癌类器官。将人肺鳞状细胞癌

类器官分为对照组和ＴＢＲＧ４沉默组，对照组类器官转染空载体慢病毒，ＴＢＲＧ４沉默组类器官转染 ＴＢＲＧ４沉默慢病
毒。采用细胞计数试剂盒８检测人肺鳞状细胞癌类器官转染２４、４８、７２、９６ｈ时的增殖活力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测人肺鳞
状细胞癌类器官的迁移和侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测人肺鳞癌类器官中 ＴＢＲＧ４、增殖细胞核抗体（ＰＣＮＡ）、磷酸酯
酶与张力蛋白同源物（ＰＴＥＮ）、磷酸化磷脂酰肌醇激酶（ｐＰＩ３Ｋ）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐＡＫＴ）蛋白表达。结果　肺鳞
状细胞癌组织中ＴＢＲＧ４蛋白相对表达量显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）。ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官转染
２４、４８、７２、９６ｈ时的增殖活力均显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。ＴＢＲＧ４沉默组穿膜细胞数和迁移细胞数均显著少于对照
组（Ｐ＜０．０５）。ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官中ＴＢＲＧ４、ＰＣＮＡ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白的相对表达量均显著低于对
照组（Ｐ＜０．０５），ＰＴＥＮ蛋白的相对表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＢＲＧ４在肺鳞状细胞癌组织中高表达，
其可能是通过ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路调节人肺鳞状细胞癌类器官的增殖、侵袭和转移，ＴＢＲＧ４有望成为肺癌治疗
的新靶点。
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ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＢＲＧ４ｉｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｗｈｉｃｈｍａｙｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓ
ｔｈｒｏｕｇｈＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．ＴＢＲＧ４ｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅｃｏｍｅａｎｅｗｔａｒｇｅｔｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｉｎｖａｓｉｏｎ；ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｒｅｇｕｌａｔｏｒ４；
ｏｒｇａｎｏｉｄｓ

　　肺癌作为全球最常见的恶性肿瘤，其病死率一
直位于肿瘤相关病死率的首位。据报道，２０１８年肺
癌的发生率占全部恶性肿瘤的１５％左右，肺癌的死
亡比例占全部恶性肿瘤死亡病例的 ２５％左右［１］。

尽管靶向治疗和免疫治疗相关的新药研发提高了肺

癌的总体生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ），但 ２０１２～
２０１５年中国的肺癌患者５ａ存活率仍仅为１９．７％，
其中农村地区患者５ａ生存率仅为１５．４％［２］，而预

计肺癌仍会是未来 １０年病死率最高的肿瘤之一。
有研究报道，肺癌的发生是由众多基因的突变引起

的，包括上皮生长因子细胞增殖和信号传导的受体

基因、鼠类肉瘤病毒癌基因、ｐ５３和磷酸酯酶与张力
蛋白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ，ＰＴＥＮ）
基因等基因，但肺癌发生的具体机制尚不完全清楚，

值得深入探讨［３］。

原始干细胞或成体干细胞在体外３Ｄ环境下培
养形成类器官模型，是最近新兴起来的体外模型，其

在结构和功能上与成体组织高度接近［４］。类器官

模型弥补了细胞系和小鼠品系等传统模型存在细胞

系细胞类型单一和某些小鼠品系胚胎容易致死等问

题［５］。肺癌类器官是收集患者手术切除的癌组织，

然后进行消化分离出肿瘤细胞，紧接着进行３Ｄ细
胞培养，使得肿瘤细胞形成“微器官”。与传统的肿

瘤细胞系相比，该模型的优点是具有更高的临床相

关性和个体多样性。

转化生长因子 β调节子 ４（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒβｒｅｇｕｌａｔｏｒ４，ＴＢＲＧ４）是编码转化生长因子β

（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）的调节子。近
年来越来越多的研究发现，ＴＢＲＧ４的异常高表达与
肿瘤的发生、发展密切相关［６］，但其在肺癌中的作

用尚未阐明。因此，本研究采用沉默ＴＢＲＧ４的慢病
毒转染人肺鳞状细胞癌类器官观察 ＴＢＲＧ４是否通
过ＰＴＥＮ／磷脂酰肌醇激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）信
号通路调节人肺鳞状细胞癌类器官增殖、侵袭和迁

移等生物学行为，为初步探讨ＴＢＲＧ４基因作为治疗
肺鳞状细胞癌的可能潜在靶点提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　ＴＢＲＧ４沉默慢病毒购自汉
恒生物科技（上海）有限公司，细胞计数试剂盒８
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）购自上海贝博生物有限
公司，小鼠抗 βａｃｔｉｎ抗体、兔抗增殖细胞核抗体
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｂｏｄｙ，ＰＣＮＡ）、兔抗
ＰＴＥＮ抗体、兔抗磷酸化ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ，
ｐＰＩ３Ｋ）抗体以及兔抗磷酸化 ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＰＩ３Ｋ，ｐＡＫＴ）抗体均购自英国 Ａｂｃａｍ公司，所有抗
体稀释比例均为１１０００；双面超净操作台购自苏
州净化设备有限公司，冷冻离心机购自德国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎ公司；光学显微镜购自重庆光电仪器厂，电热恒
温水浴锅购自北京医疗设备厂，低速大容量离心机

购自上海安亭科学仪器厂，小型固定转速离心机购

自美国ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司，立式压力蒸汽灭菌器购自
上海博讯实业有限公司医疗设备厂，电热鼓风干燥
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箱购自上海市实验仪器总厂，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ实验室纯水
机购自美国Ｐａｌｌ公司，－８０℃超低温冰箱购自日本
三洋公司，ＣＯ２细胞培养箱、酶标仪购自美国Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，恒温多功能振荡器购自美国ＨＲＹＳＴＡＬ
公司，旋涡混合器购自邯郸天仪电子仪表有限公司，电

子分析天平购自上海精科天平厂，移液器购自法国

ＰＩＰＥＴＭＡＮ公司，ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＢａｓｉｃ电泳仪电源、垂
直电泳槽购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，化学发光成像系
统购自北京天伦生物科技有限公司。

１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测人肺鳞状细胞癌患者癌
组织和癌旁组织中 ＴＢＲＧ４蛋白表达　收集 ２０２０
年１月至２０２１年１月蚌埠医学院第一附属医院手
术切除的早期肺鳞状细胞癌患者癌组织和癌旁组织

（距病灶 ＞５ｃｍ以上的正常肺组织），置于 －８０℃
冰箱冻存以供后续研究使用。取１ｇ冻存的癌组织
和癌旁组织加入１ｍＬ裂解液［苯甲基磺酰氟／ＲＩＰＡ
裂解液（ＲＩＰＡＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ）］，使用前加入２μＬ蛋白
酶抑制剂与 ５μＬ磷酸酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ（２×）混
合，用研磨器充分研磨组织，置于冰盒上，震摇裂解

约１５ｍｉｎ后，于４℃下１４０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，用移
液器吸出上清液保存于新的离心管中，将其置入

－８０℃冰箱保存备用。紧接着用二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒测定蛋白
浓度，调整蛋白浓度。取３０μｇ等量蛋白上样，聚丙
烯酰胺凝胶电泳分析细胞蛋白后，进行常规湿法转

膜。用５０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶在室温条件下封闭膜１ｈ，
然后加入一抗稀释液４℃ 孵育过夜。用含吐温２０
的 Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液（ＴｒｉｓｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅａｎｄＴｗｅｅｎ２０，
ＴＢＳＴ）洗膜后，加入二抗稀释液室温孵育１ｈ。洗膜
后进行化学发光显色。以βａｃｔｉｎ作为内参对照，应
用ＩｍａｇｅＪ软件对目的蛋白的表达进行量化。
１．３　人肺鳞状细胞癌肿瘤细胞的分离及体外类器
官培养　将收集的癌组织标本冰上切割成直径约
４ｍｍ的组织块，用提前预冷的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗干净。然后用胶原
酶消化组织１ｈ，用胰蛋白酶ＴｒｙｐＬＥＥｘｐｒｅｓｓ在３７℃
条件下轻微振荡消化 １０ｍｉｎ，最后形成的单细胞
悬液既分离得到的肿瘤细胞。用细胞计数仪对单细

胞悬液进行计数，调节细胞密度为１×１０７Ｌ－１，然后
将细胞和基质胶均匀混合后重悬，最后按照每孔

５０μＬ细胞接种于２４孔板中形成基质胶凝固液滴，
将其放置于３７℃培养箱中固化１０～２０ｍｉｎ。每孔
中加入５００μＬ肺鳞状细胞癌类器官条件培养基，使
其完全淹没基质胶凝固液滴，最后置于３７℃、含体

积分数５％ ＣＯ２培养箱中培养４８ｈ。所有与获取人
肺鳞状细胞癌标本相关的实验程序均在蚌埠医学院

第一附属医院伦理委员会的监督和指导下完成，符

合医学伦理要求。获取人肺鳞状细胞癌标本已获得

患者知情同意。

１．４　慢病毒转染人肺鳞状细胞癌类器官　将培养
的人肺鳞状细胞癌类器官分为对照组和 ＴＢＲＧ４沉
默组。对照组类器官转染空载体慢病毒，ＴＢＲＧ４沉
默组类器官转染 ＴＢＲＧ４沉默慢病毒，具体方法为：
将含有慢病毒的肺癌类器官培养基与人肺鳞状细胞

癌组织单细胞悬液均匀混合，然后将其接种于４８孔
板中，用封口膜密封４８孔板，３２℃下２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１ｈ，然后继续培养６ｈ。最后按照“１．３”项所
述方法对细胞进行肺鳞状细胞癌类器官培养。７２ｈ
后用荧光显微镜观察 ＴＢＲＧ４在肺鳞状细胞癌类器
官中的沉默效率，培养２代后即可获得稳定沉默目
的基因的肺鳞状细胞癌类器官。

１．５　ＣＣＫ８法检测人肺鳞状细胞癌类器官增殖活
力　取对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组类器官消化制备单
细胞悬液，按每孔１５００个细胞接种到９６孔板进行
培养。对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组各铺９个孔。分别
在转染２４、４８、７２、９６ｈ时，每孔加１０μＬＣＣＫ８试
剂，继续培养２ｈ，应用酶标仪检测４５０ｎｍ波长处各
孔的吸光度值，绘制细胞活力曲线。每组设３个复
孔，实验重复３次，取均值。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测人肺鳞状细胞癌类器官的迁
移和侵袭能力　取２组转染慢病毒后的人肺鳞癌类
器官，消化制备单细胞悬液。将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于
２４孔板中。侵袭实验前，取５０μＬ（１８稀释）基质
胶铺于小室内，４℃凝固后备用。迁移实验无需铺胶。
收集转染４８ｈ的各组细胞，消化后制成３×１０８Ｌ－１的
细胞悬液。向小室上室内加入２００μＬ的细胞悬液，
下室加入５００μＬ的含２０％血清的培养基，将含有
小室的２４孔板置于细胞培养箱常规培养２４ｈ。取
出小室，擦去上室面未过膜细胞，甲醇固定下室面

１５ｍｉｎ，结晶紫染色后置于显微镜下观察并拍照，计
算穿膜细胞数。每组设置３个复孔，实验重复３次。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测人肺鳞癌类器官ＴＢＲＧ４、
ＰＣＮＡ、ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表达　取２组转
染慢病毒后的人肺鳞癌类器官，消化制备单细胞悬

液，收集细胞加入 ＲＩＰＡ裂解１５ｍｉｎ后提取细胞蛋
白。用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，调整蛋
白浓度。取３０μｇ等量蛋白上样，聚丙烯酰胺凝胶电
泳分析细胞蛋白后，进行常规湿法转膜。５０ｇ·Ｌ－１
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脱脂牛奶室温下封闭膜 １ｈ，然后加入 ＴＢＲＧ４、
ＰＣＮＡ、ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ一抗稀释液４℃ 孵育
过夜。用 ＴＢＳＴ缓冲液洗膜后，加入二抗稀释液室
温孵育１ｈ。洗膜后进行化学发光显色。以 βａｃｔｉｎ
作为内参对照，应用ＩｍａｇｅＪ软件对目的蛋白进行量
化，分析其表达水平。

１．８　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行数据
统计与分析。符合正态分布的计量资料以均数±标
准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，
两两比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　肺鳞状细胞癌组织和癌旁组织中 ＴＢＲＧ４蛋
白表达比较　结果见图１。肺鳞状细胞癌组织和癌
旁组织中ＴＢＲＧ４蛋白的相对表达量分别为０．９８±
０．０４、０．５０±０．１２，肺鳞状细胞癌组织中ＴＢＲＧ４蛋白相
对表达量显著高于癌旁组织，差异有统计学意义（ｔ＝
３．１２０，Ｐ＜０．０５）。

图１　肺鳞状细胞癌组织和癌旁组织中ＴＢＲＧ４蛋白的表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＢＲＧ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

２．２　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类
器官增殖活力比较　结果见表１。ＴＢＲＧ４沉默组人
肺鳞状细胞癌类器官在转染２４、４８、７２、９６ｈ时的增
殖活力均显著高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。
表１　对照组和ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官增殖
活力比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇ
ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＲＧ４ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
增殖活力（吸光度值）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
对照组 ３ ０．５１±０．２４ ０．６１±０．１７ ０．８０±０．２３ １．２５±０．２３
ＴＢＲＧ４沉默组 ３ ０．５３±０．１３ ０．８２±０．２４ １．２８±０．３７ １．９３±０．２６
ｔ ２．８４３ ５．７６１ ７．６３８ ９．８７０
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

２．３　对照组与 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类
器官的迁移和侵袭能力比较　结果见图２。ＴＢＲＧ４
沉默组、对照组穿膜细胞数分别为（４６．７３±８．２６）、
（１４８．７２±１１．９０）个，迁移细胞数分别为（３８．６４±

７．９２）、（１７８．５３±１０．８７）个；ＴＢＲＧ４沉默组穿膜细
胞和迁移细胞数均显著少于对照组，差异有统计学

意义（ｔ＝－８．２２０、－１０．５１８，Ｐ＜０．０５）。

图２　２组人肺鳞状细胞癌类器官的侵袭和迁移情况
Ｆｉｇ．２　Ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

２．４　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类
器官中ＴＢＲＧ４和ＰＣＮＡ蛋白表达的比较　结果见图
３和图４。ＴＢＲＧ４沉默组和对照组人肺鳞状细胞癌类
器官中ＴＢＲＧ４蛋白的相对表达量分别为０．１６±０．１２、
０．６３±０．０２，ＰＣＮＡ蛋白的相对表达量分别为０．５３０±
０．２４３、１．３９０±０．５６０；ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌
类器官中ＴＢＲＧ４、ＰＣＮＡ蛋白的相对表达量均显著低
于对照组，差异有统计学意义（ｔ＝－３．２１４、－４．３２４，
Ｐ＜０．０５）。

图３　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官中
ＴＢＲＧ４蛋白的表达
Ｆｉｇ．３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＢＲＧ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＲＧ４
ｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ

图４　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官中
ＰＣＮＡ蛋白的表达
Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＲＧ４
ｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ
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２．５　对照组与ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器
官中 ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ相对表达量比较　结果
见表２和图５。ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器
官中ＰＴＥＮ蛋白的相对表达量显著高于对照组，
ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白的相对表达量显著低于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
表２　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官中
ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白相对表达量比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅ
ＰＴＥＮ，ｐＰＩ３Ｋ，ｐＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ＴＢＲＧ４ｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ （珋ｘ±ｓ）

组别
蛋白相对表达量

ＰＴＥＮ ｐＰＩ３Ｋ ｐＡＫＴ
对照组 ０．５４±０．１７ １．２５±０．２７ １．３９±０．４６
ＴＢＲＧ４沉默组 ３．４７±０．８６ ０．７２±０．３０ ０．７９±０．５４
ｔ ７．３１９ －８．２１３ －９．３７２
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

图５　对照组和 ＴＢＲＧ４沉默组人肺鳞状细胞癌类器官中
ＰＴＥＮ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白的表达
Ｆｉｇ．５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮ，ｐＰＩ３Ｋ，ｐＡＫＴｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｈｕｍａｎｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｉｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＴＢＲＧ４ｓｉｌｅｎｃｅｇｒｏｕｐ

３　讨论

使用靶向药物治疗肺癌可以提高部分临床患者

的生存率［７］，但耐药性和药物不良反应的存在仍然

限制了其使用，患者的生存率仍较低，不超过

１５％［８］。基于此，深入研究肺癌发生发展的新机制

和关键分子具有重要意义。小干扰 ＲＮＡ沉默技术
是一种主要通过外源性小分子干扰 ＲＮＡ或内源性
小分子ＲＮＡ沉默靶基因的调控方法［９］。慢病毒载

体具有低免疫原性，能转染细胞并将携带的外源基

因片段整合到宿主基因组中，因此，在基因工程中得

到广泛应用［１０１１］。

ＴＢＲＧ４是位于７号染色体上可以编码 ＴＧＦβ
调节子的基因。有研究报道，ＴＢＲＧ４不仅可以参与
细胞周期调控，还可以维持细胞的稳定性［１２］。张

伟［１３］研究表明，ＴＢＲＧ４可能通过调节线粒体ｍＲＮＡ
的稳定性和细胞周期蛋白 ＣＬＮ１和 ＣＬＮ２的转录来

调节细胞增殖。此外，ＴＢＲＧ４蛋白在多发性骨髓瘤
患者髓外肿瘤组织［１４］、原代乳腺癌细胞中［１５］异常

高表达，且其表达水平与乳腺癌的恶性程度呈正相

关［１５］。目前，成体组织来源的干细胞培养的类器官

发展较为迅速，正逐渐成为研究疾病发生发展的良

好模型。基于此，本研究采用沉默ＴＢＲＧ４基因的慢
病毒对人肺鳞状细胞癌类器官进行特异性干扰，以

期探索ＴＢＲＧ４对肺癌生物学行为的影响。本研究
结果显示，沉默ＴＢＲＧ４基因能够抑制人肺鳞状细胞
癌类器官的增殖，这表明ＴＢＲＧ４可以在体外抑制肺
癌增殖；此外，沉默 ＴＢＲＧ４基因还能够抑制人肺鳞
状细胞癌类器官的侵袭和迁移能力。

ＰＴＥＮ具有脂质和蛋白的双重特异性磷酸酶活
性，是继ｐ５３之后第２个被发现的抑癌基因。ＰＴＥＮ
发挥作用的主要方式是调控多种信号通路，以此达

到抑制肿瘤细胞增殖、转移、黏附，促进肿瘤细胞分

化、凋亡等目的［１６］。研究发现，ＰＴＥＮ低表达是促进
非小细胞肺癌发生和转移的原因［１７１８］。本研究结

果表明，ＴＢＲＧ４基因敲低可能通过激活人肺鳞状细
胞癌类器官中 ＰＴＥＮ的表达，进而下调 ｐＰＩ３Ｋ、
ｐＡＫＴ等下游基因的表达，从而发挥抑制人肺鳞状
细胞癌类器官增殖、侵袭和迁移的作用。

综上所述，ＴＢＲＧ４可能成为肺癌的潜在治疗靶
点，在调节肺癌的增殖、侵袭和迁移等方面发挥重要

的作用，但其具体调节机制有待进一步深入研究。
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［１３］　张韶凯，赵方辉，乔友林．中国宫颈癌防治研究２０年历程与
成就［Ｊ］．中华流行病学杂志，２０２０，４１（６）：８０９８１２．
ＺＨＡＮＧＳＫ，ＺＨＡＯＦＨ，ＱＩＡＯＹＬ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄａｃｈｉｅｖｅ
ｍｅｎｔｓｒｅｇａｒｄｉｎｇｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｉｎ
ｔｈｅｌａｓｔ２０ｙｅａｒｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＥｐｉｄｅｍｉｏｌ，２０２０，４１（６）：
８０９８１２．

［１４］　ＫＵＭＫ，ＮＴＴＴ，ＨＡＭＩ，ｅｔａｌ．Ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ，ｏｐｅｎｌａｂｅｌ，ｍｕｌｔｉ
ｃｅｎｔｅｒ，ｐｈａｓｅＩＩｔｒｉａｌｏｆｔｒａｎｓｃａｔｈｅｔｅｒａｒｔｅｒｉａｌｃｈｅｍｏｅｍｂｏｌｉｚａｔｉｏｎ
（ＴＡＣＥ）ｔｈｅｒａｐｙｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｏｒａｆｅｎｉｂａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ＴＡＣＥａｌｏｎｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ：ＴＡＣＴＩＣＳ
ｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１８，３６（１５ｓｕｐｐｌ）．

［１５］　刘人杰．索拉菲尼治疗原发性肝癌的效果及对患者血清
ＨＳＰ９０α、ＶＥＧＦ水平的影响［Ｊ］．中国医学创新，２０２１，１８
（１４）：１５１９．
ＬＩＵＲＪ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｒａｆｅｎｉｂｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｐｒｉｍａｒｙｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ
ａｎｄｉｔｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｓｅｒｕｍＨＳＰ９０αａｎｄＶＥＧＦｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．Ｍｅｄ
ＩｎｎｏｖＣｈｉｎａ，２０２１，１８（１４）：１５１９

［１６］　ＯＫＵＹＡＭＡＨ，ＩＫＥＤＡＭ，ＫＵＷＡＨＡＲＡＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓ
ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｏｒｉｎｔｏｌｅｒａｎｔｔｏ
ｓｏｒａｆｅｎｉｂ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，２０１５，８８（４）：２４１２４６．

［１７］　ＳＯＮＧＣ，ＺＨＡＮＧＪ，ＷＥＮＲ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄａｎｔｉｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｅｆｆｅｃｔｂｙｅｎｈａｎｃｅｄＣｏｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆＴｉｍ３ｓｉＲＮＡａｎｄ
ｓｏｒａｆｅｎｉｂｖｉａｍｕｌｔｉｐｌｅｐＨ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄｄｒｕｇｅｌｕｔｉｎｇｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
［Ｊ］．ＭａｔｅｒＴｏｄａｙＢｉｏ，２０２２，１６：１００３５０．

［１８］　ＤＵＶＡＬＡＰ，ＴＲＯＱＵＩＥＲＬ，ＤＥＳＯＵＺＡＳＩＬＶＡＯ，ｅｔａｌ．Ｄｉｃｌｏｆｅ

ｎａｃｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓｓｏｒａｆｅｎｉｂｂａｓｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉ
ｎｏｍａｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），２０１９，
１１（１０）：１４５３．

［１９］　ＡＢＤＥＬＲＡＨＭＡＮＯ，ＦＯＵＡＤＭ．Ｓｏｒａｆｅｎｉｂｂａｓｅｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｓ
ａｆｉｒｓｔｌｉｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒａｄｖａｎｃｅｄｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ：ａｓｙｓ
ｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＯｎｃｏｌＨｅｍａｔｏｌ，
２０１４，９１（１）：１８．

［２０］　ＣＨＲＩＳＴＥＮＫＥ，ＤＡＶＩＳＲＡ，ＫＥＮＮＥＤＹＤ．ＰｓａｍｍａｐｌｙｓｉｎＦｉｎ
ｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｎｄｓｏｒａｆｅｎｉｂｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｓｔｒｅｓｓｇｒａｎｕｌｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１９，
１１２：２４３８．

［２１］　ＧＯＮＧＧ，ＬＩＵＱ，ＤＥＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ａｒａｂｉｎｏｇａｌａｃｔａｎｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ
Ｌｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍｆｒｕｉｔｉｎｈｉｂｉｔｓｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｖｉａｃｅｌｌｃｙｃｌｅ
ａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０２０，１４９：６３９
６５０．

［２２］　ＫＩＭＩＳ．Ｃｕｒｒｅｎｔｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓｏｎｔｈｅｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ
ｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｓａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｆｏｒｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ
（Ｂａｓｅｌ），２０２１，１０（７）：１０６４．

［２３］　ＨＩＬＬＭＡＮＧＧ．Ｓｏｙｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓｓｐｒｏｔｅｃｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｈｉｌｅｅｎ
ｈａｎｃｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＲａｄｉａｔＯｎｃｏｌ，２０１９，２９
（１）：６２７１．

［２４］　ＢＲＯＷＮＬＯＷＢ，ＮＡＧＡＲＡＪＶＪ，ＮＡＹＥＬＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｖｉｔａｍｉｎＥｅｎｒｉｃｈｅｄｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎｖｅｈｉ
ｃｌｅｓｌｏａｄｅｄｗｉｔｈｇｅｎｉｓｔｅｉｎｆｏｒｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＵＶＢｉｎ
ｄｕｃｅｄｓｋｉｎｄａｍａｇｅ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＳｃｉ，２０１５，１０４（１０）：３５１０
３５２３．

（本文编辑：周二强）

（上接第９１１页）
［８］　郭浩，周淑妮，冉瑞智．吉非替尼联合培美曲塞和顺铂治疗晚

期非小细胞肺癌的安全性和有效性［Ｊ］．现代肿瘤医学，２０１９，
２７（５）：７９６８００．
ＧＵＯＨ，ＺＨＯＵＳＮ，ＲＡＮＲＺ．Ｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｇｅｆｉｔｉｎｉｂ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｐｅｍｅｔｒｅｘｅｄａｎｄｃｉｓｐｌａｔｉｎｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ
ａｄｖａｎｃｅｄｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＭｏｄｅｒｎＯｎｃｏｌ，２０１９，
２７（５）：７９６８００．

［９］　ＧＵＯＤ，ＷＡＮＧＢ，ＨＡＮＦ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｈｅｒａｐｙｆｏｒ
ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＢｉｏｌＴｈｅｒ，２０１０，１０（６）：９２７９３６．

［１０］　ＷＩＺＮＥＲＯＷＩＣＺＭ，ＴＲＯＮＯＤ．ＨａｒｎｅｓｓｉｎｇＨＩＶｆｏｒｔｈｅｒａｐｙ，ｂａｓｉｃ
ｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００５，２３（１）：
４２４７．

［１１］　ＳＵＩＧ，ＳＯＯＨＯＯＣ，ＡＦＦＡＲＥＬＢ，ｅｔａｌ．ＡＤＮＡｖｅｃｔｏｒｂａｓｅｄ
ＲＮＡｉｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｔｏｓｕｐｐｒｅｓｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００２，９９（８）：５５１５５５２０．

［１２］　叶柯，郑晓丽，葛红，等．ＴＢＲＧ４在肺腺癌中的作用及其机制
研究［Ｊ］．中国癌症杂志，２０１９，２９（４）：２６５２７１．
ＹＥＫ，ＺＨＥＮＧＸＬ，ＧＥＨ，ｅｔａｌ．ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆＴＢＲＧ４ｉｎ
ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＯｎｃｏｌ，２０１９，
２９（４）：２６５２７１．

［１３］　张伟．线粒体蛋白ＴＢＲＧ４在乳腺癌中的功能研究［Ｄ］．上海：
复旦大学，２０１１．
ＺＨＡＮＧＷ．ＦｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｒｏｔｅｉｎＴＢＲＧ４ｉｎｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１１．

［１４］　廖法学．转化生长因子 β调节蛋白４在骨肉瘤增殖、凋亡中

的作用及其机制的初步探讨［Ｄ］．合肥：安徽医科大学，２０１９．
ＬＩＡＯＦＸ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ４ｉｎｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｒｅｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ［Ｄ］．Ｈｅｆｅｉ：ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１９．

［１５］　徐晓恩．以同一病人来源的系列乳腺细胞系研究乳腺癌致病
的蛋白质基础［Ｄ］．上海：复旦大学，２０１１．
ＸＵＸＥ．Ｐｒｏｔｅｉｎｂａｓｉｓｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｕ
ｓｉｎｇａｓｅｒｉｅｓｏｆｂｒｅａｓｔｃｅｌｌｌｉｎｅｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｐａｔｉｅｎｔｓｏｕｒｃｅ［Ｄ］．
Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＦｕｄａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１１．

［１６］　ＤＥＡＳＳＩＳＬＶ，ＩＳＯＬＤＩＭＣ．Ｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，ａｎｄｒｏｌｅ
ｏｆｔｈｅｇｅｎｅｓＰＴＥＮａｎｄＴＰ５３ａｎｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｓｂｅｓｔｏｓｉｎｔｈｅｄｅ
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｓｏｔｈｅｌｉｏｍａ：ａｒｅｖｉｅｗｆｏｃｕｓｅｄｏｎｔｈｅ
ｇｅｎｅｓ′ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２０１４，３５（２）：８８９
９０１．

［１７］　Ｐ?ＲＥＺＲＡＭ?ＲＥＺＣ，ＣＡＮ
～
ＡＤＡＳＧＡＲＲＥＭ，ＭＯＬＩＮＡＭ?，ｅｔ

ａｌ．ＰＴＥＮａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１５，１６（１６）：１８４３１８６２．

［１８］　柳亮，张志强，吴瑞峰，等．ＰＴＥＮ及 ＦＯＸＣ１在非小细胞肺癌
组织中的表达及临床意义［Ｊ］．现代医药卫生，２０２０，３６（１３）：
１９８０１９８３．
ＬＩＵＬ，ＺＨＡＮＧＺＱ，ＷＵＲＦ，ｅｔａｌ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
ｏｆＰＴＥＮａｎｄＦＯＸＣ１ｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］．ＪＭｏｄＭｅｄＨｅａｌｔｈ，２０２０，３６（１３）：１９８０１９８３．

（本文编辑：孟　月）

·８１９· 新乡医学院学报　　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｘｙｘｙｘｂ．ｃｏｍ　　　　　　　　　２０２２年　第３９卷


