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摘要　 目的　 分析转谷氨酰胺酶 ２（ＴＧＭ２）基因的敲低对肺

癌细胞 Ａ５４９ 恶性增殖和侵袭的影响。 方法　 将对数生长期

的 Ａ５４９ 细胞分为对照组、 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组和 ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１
组。 转染后，采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染后 ＴＧＭ２
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，检测 Ａ５４９ 细胞的克隆形成情况、增
殖能力、细胞凋亡率和侵袭细胞数，显微镜下观察各组 Ａ５４９
细胞的小管形成数，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ａ５４９ 细胞的 Ｅ 钙

黏蛋白（Ｅ⁃ｃａｄ）、Ｎ 钙黏蛋白（Ｎ⁃ｃａｄ）、纤连蛋白（ＦＮ）和血管

内皮生长因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达。 结果　 与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组相

比，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组细胞 ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 水平和蛋白表达下

降（Ｐ ＜ ０. ０５），细胞的克隆形成率、增殖活性、侵袭细胞数和

小管形成数下降（Ｐ ＜ ０. ０５），细胞凋亡率、Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白表达升

高（Ｐ ＜ ０. ０５ ）， Ｎ⁃ｃａｄ、 ＦＮ 和 ＶＥＧＦ 蛋白表达下降 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＴＧＭ２ 基因沉默可以抑制 ＶＥＧＦ 蛋白表达，
抑制 Ａ５４９ 细胞的恶性增殖和侵袭，促进细胞凋亡。
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　 　 肺癌是一种与吸烟、辐射、遗传、环境等因素有

关的呼吸道恶性肿瘤，早期通常不表现明显症状，随
病情发展可出现咳嗽、咯血、胸痛、消瘦等［１］。 肺癌

恶性程度较高，可以直接扩散或者经血、淋巴道转移

至周围的组织， 预后较差［２］。 转谷氨酰胺酶 ２
（ｔｒａｎｓｇｌｕｔａｍｉｎａｓｅ ２，ＴＧＭ２）属于转谷氨酰胺家族，可
以催化蛋白质多肽内部的结构变化，调控蛋白分子

间的相互作用，调控多种肿瘤细胞的生长和转

移［３ － ４］。 近年来研究［５］ 显示，ＴＧＭ２ 高表达可以促

进肺癌细胞的侵袭，在肺癌的恶性进展中发挥重要

作用。 但目前国内关于 ＴＧＭ２ 在肺癌中研究报道较

少，且其作用于肺癌的机制尚不明确。 该研究探讨

了 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞的作用及可能机制，
旨在为肺癌新靶向药物的研发提供一定的理论支

撑。

１　 材料与方法

１． １　 材料与仪器 　 ３１１１型 ＣＯ２ 培养箱购自美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；多功能酶标检测仪 （ ｉＭａｒｋ
６８０）购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；光学显微镜（ＢＸ６０ 型）
购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；ＩＱＴＭ５ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪

购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；ＦＡＣＳｃａｎ 流式细胞仪购自

美国 ＦｒａｎｋｌｉｎＬａｋｅｓ；Ａ５４９ 细胞购自中科院上海生命

科学研究院；ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ 质粒（ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１：５′⁃
ＣＣＧＧＴＧＡＧＡＡＡＴＡＣＣＧＴＧＡＣＴＧＣＣＴＣＴＣＧＡＧＡＧＧＣ
ＡＧＴＣＡＣＧＧＴＡＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＴＴ⁃３′，作用位点为 ＮＭ＿
００４６１３． ｘ⁃１７７９ｓ１ｃ１；ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ２：５′⁃ＣＣＧＧＣＣＡＣ⁃
ＣＣＡＣＣＡＴＡＴＴＧＴＴＴＧＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＣＡＡＡＣＡＡＴＡＴＧ
ＧＴＧＧＧＴＧＧＴＴＴＴＴ⁃３′，作用位点为 ＮＭ ＿００４６１３． ｘ⁃
２５１９ｓ１ｃ１；ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ３：５′⁃ＣＣＧＧＡＧＡＡＡＴＡＣＣＧＴ⁃
ＧＡＣＴＧＣＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＴＣＡＣＧＧＴＡＴＴＴＣ
ＴＴＴＴＴＴ⁃３′，作用位点为 ＮＭ ＿００４６１３． ｘ⁃１７８１ｓ１ｃ１；
ｓｈＲＮＡ ＮＣ： ５′⁃ＣＣＧＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴ
ＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴ⁃３′）、
ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物由上海生工生物工程

有限公司合成； ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应相关试剂盒、 ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋

亡检测试剂盒购自上海源叶生物科技有限公司；兔
抗人 Ｅ 钙黏蛋白（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ⁃ｃａｄ）、Ｎ 钙黏蛋白

（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ⁃ｃａｄ）、纤连蛋白（ ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）和

血管内皮生长因子（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、β⁃ａｃｔｉｎ、辣根过氧化酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒ⁃
ｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记羊抗兔二抗购自美国 ＣＳＴ 中国

公司。
１． ２　 Ａ５４９ 细胞培养及转染　 将 Ａ５４９ 细胞接种于

含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液，３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中培养至 ８０％融合时，开始进行传代培

养。 取对数期细胞进行脂质体转染，按照操作说明

将 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 分别与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ、 ＴＧＭ２⁃
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ｓｈＲＮＡ１、ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ２ 和 ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ３ 进行稀释

混合，瞬时转染 ６ ｈ 后，更换为完全培养基继续培养

２４ ｈ 后，收取细胞。 采用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测转染各组

Ａ５４９ 细胞中 ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 水平，ＰＣＲ 上游引物：５′⁃
ＣＣＣＡＧＣＡＧＧＧＣＴＴＴＡＴＣＴＡＣＣＡ⁃３′， 下 游 引 物： ５′⁃
ＧＣＡＧＡＴＧＴＣＴＡＧＧＡＴＣＣＣＡＴＣＴＴＣＡ⁃３′， 以 ＧＡＰＤＨ
为内参，采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析 ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 的相对表达

量。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染各组 Ａ５４９ 细胞中 ＴＧＭ２
蛋白表达水平。 选择干扰后相对表达量最低的

ｓｈＲＮＡ１ 进行后续的细胞实验。
１． ３　 细胞分组　 取对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整细

胞浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，将其分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组 （ ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ ）、 ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组

（ＴＧＭ２⁃ ｓｈＲＮＡ１）。 对照组只加入 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００，ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组转染 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１
组转染 ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１。
１． ４　 Ａ５４９ 细胞的克隆形成率测定　 取各组转染后

对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整为单细胞悬液（１ × １０５

个 ／ ｍｌ），以 ２ × １０４ 个 ／孔接种于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养

箱中继续培养 １２ ～ １４ ｄ，待孔中大多数克隆中的细

胞数量大于 ５０ 个，ＰＢＳ 轻轻洗涤 ２ 次，每孔加入 ４％
多聚甲醛室温固定 １０ ｍｉｎ 后，每孔加入 １％ 结晶紫

染色 ５ ｍｉｎ，观察每孔内 Ａ５４９ 细胞的克隆形成情

况。
１． ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 Ａ５４９ 细胞的增殖　 取各组转

染后对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整为单细胞悬液（１
× １０５ 个 ／ ｍｌ），以 ２ × １０４ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板中培

养，每组设置 ３ 个复孔，继续培养，分别于培养 １、２、
３、４ ｄ 进行 ＣＣＫ⁃８ 检测，严格按照试剂盒的说明书

进行操作，采用酶标仪检测波长为 ４５０ ｎｍ 时，各个

孔的吸光度值。
１． ６　 流式细胞仪检测 Ａ５４９ 细胞凋亡 　 取各组转

染后对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整为单细胞悬液（１
× １０５ 个 ／ ｍｌ），ＰＢＳ 洗涤 ２ 次后，采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法进行染色，上流式细胞仪检测细胞

凋亡率，严格按照凋亡试剂盒的说明书进行实验操

作。
１． ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 Ａ５４９ 细胞的侵袭力　 取各组

转染后对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整为单细胞悬液

（１ × １０５ 个 ／ ｍｌ），向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室 （自带 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶）加入 １００ μｌ 稀释好的细胞悬液，然后加入 ２００
μｌ 的无血清培养基，下室为常规的含质量分数 １０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养液，培养 ４８ ｈ 后，取出

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室，除去上腔底部剩余的细胞，采用

Ｄｉｆｆ⁃Ｑｕｉｋ Ｆｉｘ 固定 ２ ｍｉｎ，ｄｉｆｆ⁃ｑｕｉｃｋ 染色液进行染

色，清水洗 ３ 次以上，显微镜下观察观察下室侵袭的

细胞数。
１． ８　 小管形成实验检测 Ａ５４９ 细胞小管形成数目

　 取各组转染后对数生长期 Ａ５４９ 细胞，调整为单

细胞悬液（１ × １０５ 个 ／ ｍｌ），以 ２ × １０４ 个 ／孔接种于

铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶（冰上预冷，避免气泡出现）的 ２４
孔板，进行常规培养，每间隔 ４ ｈ，密切监测细胞小管

结构变化，在显微镜下观察 Ａ５４９ 细胞的小管结构，
继续培养 １６ ｈ 后，计数细胞小管形成数目。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅ⁃ｃａｄ、Ｎ⁃ｃａｄ、ＦＮ 和 ＶＥＧＦ
蛋白表达水平　 取各组转染后对数生长期 Ａ５４９ 细

胞，采用细胞裂解液提取 Ａ５４９ 细胞的总蛋白，并进

行蛋白定量，经聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转膜至

ＰＶＤＦ，加入 ５％ 脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，加入一抗

（分别为 Ｅ⁃ｃａｄ、Ｎ⁃ｃａｄ、ＦＮ 和 ＶＥＧＦ，β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
稀释比例均为１ ∶ １ ０００），４ ℃孵育过夜，洗膜缓冲

液洗膜后加入二抗（稀释比例为１ ∶ ５ ０００），室温孵

育 ２ ｈ，化学发光显影，采用凝胶图像分析系统对比

条带强弱。
１． １０　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件对所得实

验数据进行分析，所有符合正态分布的计量资料均

以 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素方差分析比较组间的差异

性，ＳＮＫ⁃ｑ 比较三组两两间的差异，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＴＧＭ２ 基因干扰后肺癌细胞中 ＴＧＭ２ 表达　
ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ 组细胞 ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 水平和蛋白表达低于 ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃ＮＣ 组（Ｆ ＝ ２７７. ４１６、３４８. ６３９，Ｐ ＜ ０. ０５），其中转

染 ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 后 ＴＧＭ２ ｍＲＮＡ 水平和蛋白表达

最低。 见图 １。
２． ２　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞克隆形成率的影

响　 克隆形成实验结果显示，对照组与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ
组 Ａ５４９ 细胞的克隆形成率差异无统计学意义；与
ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 Ａ５４９ 细胞的克

隆形成率降低（Ｆ ＝ ６２. ５３４，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞增殖活性的影响

　 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，对照组与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

Ａ５４９ 细胞的增殖活性差异无统计学意义；与 ｓｈＲ⁃
ＮＡ⁃ＮＣ 组比，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 Ａ５４９ 细胞的增殖活

性降低（Ｆ ＝ ４７. ３３９，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。
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图 １　 ＴＧＭ２ 基因干扰后肺癌细胞中 ＴＧＭ２ 表达

　 　 Ａ：ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ａ５４９ 细胞ｍＲＮＡ 水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａ５４９ 细胞 ＴＧＭ２ 蛋白表达；１：对照组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；４：

ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ２ 组；５：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ３ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞克隆形成率的影响　 结晶紫染色 × １００
　 　 Ａ：克隆形成实验检测 Ａ５４９ 细胞克隆形成情况；Ｂ：Ａ５４９ 细胞克隆形成率；１：对照组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞的增殖活性的影响

与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞凋亡率的影响　
流式细胞仪检测结果显示，与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组相比，对

照组 Ａ５４９ 细胞的凋亡率差异无统计学意义；
ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 Ａ５４９ 细胞的凋亡率升高，差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ７５. ８２７，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ４。
２． ５　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞侵袭能力的影响

　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测结果显示，与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组相比，对
照组侵袭 Ａ５４９ 细胞数差异无统计学意义；ＴＧＭ２⁃
ｓｈＲＮＡ１ 组侵袭 Ａ５４９ 细胞数下降，差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ５２. ９３０，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。
２． ６　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞侵袭相关蛋白的

影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组

相比，对照组 Ａ５４９ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄ、Ｎ⁃ｃａｄ 和 ＦＮ 蛋白表

达差异无统计学意义；ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 Ａ５４９ 细胞

Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白表达升高，Ｎ⁃ｃａｄ 和 ＦＮ 蛋白表达下降，差
异有统计学意义（Ｆ ＝ ７６. ３１５、１４３. ３４２、１０２. ７１６，Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ６。
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图 ４　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞凋亡率的影响

　 　 Ａ：流式细胞仪检测 Ａ５４９ 细胞凋亡；Ｂ：Ａ５４９ 细胞凋亡率；１：对照组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞侵袭能力的影响　 Ｄｉｆｆ⁃Ｑｕｉｋ × ４００
　 　 Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 Ａ５４９ 细胞侵袭；Ｂ：侵袭 Ａ５４９ 细胞数；１：对照组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞侵袭相关蛋白的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａ５４９ 细胞蛋白表达图谱；Ｂ：Ａ５４９ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄ、Ｎ⁃ｃａｄ 和 ＦＮ 蛋白相对表达量；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ７ 　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞小管形成数及

ＶＥＧＦ 蛋白表达的影响　 小管形成实验结果显示，
对照组与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组 Ａ５４９ 细胞小管形成数差异

无统计学意义；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比，ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１
组 Ａ５４９ 细胞小管形成数减少 （Ｆ ＝ ５３. ３７３， Ｐ ＜
０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ
组相比，对照组 Ａ５４９ 细胞 ＶＥＧＦ 蛋白表达差异无统

计学意义；ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组 Ａ５４９ 细胞 ＶＥＧＦ 蛋白

表达下降，差异有统计学意义 （Ｆ ＝ １６２. ４５１，Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 肺癌是一种预后较差的呼吸道恶性肿瘤，近年

来有研究基于肺癌的发病机制，研发了多种小分子

靶向药物，并将其应用于临床，取得了较好的临床疗

效，可以改善晚期肺癌患者的预后［６］。 ＴＧＭ２ 是近

年来研究比较多的一种广泛存在于人体的蛋白质酰

基转移酶，在胃癌、乳腺、肺癌等许多恶性肿瘤中均

出现表达异常升高，且异常升高的 ＴＧＭ２ 可以调控

肿瘤细胞的恶性进展。 该研究中，相较于正常的

Ａ５４９细胞，ＴＧＭ２基因沉默后，Ａ５４９细胞的克隆形
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图 ７　 ＴＧＭ２ 基因干扰对肺癌细胞小管形成数及 ＶＥＧＦ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：小管形成实验检测 Ａ５４９ 细胞小管形成数，箭头所指为小管　 × ４０；Ｂ：Ａ５４９ 细胞小管形成数；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａ５４９ 细胞蛋白表达；

１：对照组；２：ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组；３：ＴＧＭ２⁃ｓｈＲＮＡ１ 组；与 ｓｈＲＮＡ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

成率和增殖活性降低，细胞的凋亡率升高。 研究结

果表明，ＴＧＭ２ 基因可以调控 Ａ５４９ 细胞恶性生物学

行为，ＴＧＭ２ 基因沉默可以抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞的生

长，诱导细胞凋亡。 研究［７］ 显示，ＴＧＭ２ 高表达可以

调节 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路表达，促进结直肠癌细

胞的血管生成，还可以激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，改变

肿瘤微环境，促进肿瘤细胞增殖，抑制细胞凋亡，提
示 ＴＧＭ２ 基因可能通过调节相关蛋白的表达，调控

肺癌的恶性进展，有望成为肺癌治疗的新靶点，但其

具体的调控机制有待于进一步研究。
　 　 该研究中，ＴＧＭ２ 基因沉默后，Ａ５４９ 细胞的侵

袭细胞数降低。 肺癌细胞的侵袭力是肿瘤细胞侵犯

邻近血管、组织的基础，是影响患者肺癌预后的关

键，提示 ＴＧＭ２ 基因沉默可以抑制肺癌的转移，改善

患者预后。 该研究中， ＴＧＭ２ 基因沉默可以促进

Ａ５４９ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白表达，抑制 Ｎ⁃ｃａｄ 和 ＦＮ 蛋白

表达水平。 Ｅ⁃ｃａｄ 和 Ｎ⁃ｃａｄ 蛋白均为机体重要的

Ｃａ２ ＋ 依赖的跨膜蛋白，其中 Ｅ⁃ｃａｄ 广泛分布于多种

正常上皮细胞，对于维持细胞形态和细胞间连接具

有重要的作用，可以介导肿瘤细胞间的相互作用，其
表达下调是细胞发生间质转换的标志［８］。 Ｎ⁃ｃａｄ 在

正常上皮细胞表达水平较低，Ｎ⁃ｃａｄ 蛋白表达上调

可以诱导细胞表型发生间质转换，介导肿瘤细胞表

面的黏附作用，增强肺癌细胞侵袭的能力［９］。 ＦＮ 是

广泛存在于细胞表面的蛋白，是细胞外基质的重要

组成成分，也可以介导细胞间黏附作用，参与肿瘤细

胞的迁移、黏附、侵袭等多种生物学过程［１０］。 Ｓｈａｎ
ｅｔ ａｌ［１１］ 研究表明，ＴＧＭ２ 可以调节细胞外基质稳定

性，诱导细胞内骨架重建，调节肿瘤细胞的间质转化

和侵袭，提示 ＴＧＭ２ 基因沉默可以影响细胞外基质

的形成，抑制 Ａ５４９ 细胞的表型转换，抑制肿瘤转

移。
　 　 该研究中，ＴＧＭ２ 基因沉默后，Ａ５４９ 细胞的小

管形成数降低。 小管形成实验是临床常用的一种评

估血管生成的方法，可以反应肿瘤细胞的血管形成

情况［１２］。 已有研究［１３］ 显示，血管形成数可以反映

肿瘤细胞的增殖和侵袭能力，抑制肿瘤细胞的血管

形成，可以抑制肿瘤的恶性进展，提示 ＴＧＭ２ 基因沉

默后，Ａ５４９ 细胞的血管形成减少，增殖活性和侵袭

能力下降。 该研究中，ＴＧＭ２ 基因沉默后，Ａ５４９ 细

胞 ＶＥＧＦ 蛋白表达降低。 ＶＥＧＦ 是细胞内最重要的

促血管生成因子，可以促进肺癌细胞血管的生成，为
肺癌细胞恶性增殖提供营养，同时也为肺癌的侵袭

和迁移提供途径［１４］。 Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ［１５］ 研究显示，ＴＧＭ２
干扰可以抑制 ＶＥＧＦ 蛋白表达，抑制 ＶＥＧＦ 诱导的

纤维化，促进血管内皮 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白表达，提示 ＴＧＭ２
基因沉默可能通过抑制 Ａ５４９ 细胞 ＶＥＧＦ 蛋白的表

达，抑制肺癌细胞的恶性生物学行为。
　 　 综上所述，ＴＧＭ２ 基因沉默可以抑制 Ａ５４９ 细胞

ＶＥＧＦ 蛋白表达，抑制血管形成，抑制肺癌细胞的增

殖和侵袭，诱导细胞凋亡。
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