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摘 要!$目的% 研究组蛋白三甲基化转移酶
17EF!

与肺腺癌的临床相关性及其在肺腺癌组织中的
表达"探讨

17EF!

对肺腺癌细胞株
G(2#

和
H$#*(

增殖&迁移&侵袭能力及上皮'间充质转化!

7+E

(

过程的影响) $方法% 结合癌症基因组图谱数据库!

E6IG

("分析
17EF!

的表达水平与肺腺癌患者总
生存期!

J1

(的相关性) 分别应用
5?9;!K:8? L65

和
0?MK?NO P;CK

方法检测
17EF!854G

和蛋白在人
肺腺癌组织芯片!包含
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对肺腺癌组织标本(中的表达情况) 构建慢病毒载体过表达
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稳转细胞株及阴性对照组
QR!
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稳转细胞株) 通过细胞计数试剂盒!

66/!'

(法&细胞划痕和
EN9OMS?;;

小室实验"分别检测
过表达和沉默

17EF!

对细胞增殖&迁移和侵袭能力的影响) 采用
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方法比较
2

组细胞株
中
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(&波形蛋白!
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(及正常对照组!

IGFLH

(的表达水平差异*应用免疫荧光法检测
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组间
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+
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的表达水平)$结果% !
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表达与肺腺癌患者
J1

成正相关!

L"DAD&2
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!

(
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和蛋白
在肺腺癌组织中表达明显下降"且与临床分期明显相关!
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降低*这些指标"在
17EF!

沉
默组中恰恰相反) -
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(与阴性对照组相比"过表达
17EF!

可上调
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&
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细胞株中
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沉默组中则相
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组
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低表达组患者
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较高表达明显下降) 上调
17EF!

表达水平能够有效抑制肺腺癌细胞的增
殖&迁移和侵袭能力"且逆转其发生
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"抑制
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的表达则可诱导上述过程*
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可能发挥
抑癌作用)
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%靶向治疗(

免疫治疗的快速发展%给肺癌治疗带来了新的曙光)

近年来#表观遗传学逐渐成为研究热点#研究表明组

蛋白甲基化转移酶参与多种细胞进程# 其编码的基

因突变及下游信号通路失活可导致肿瘤发生!
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;3

"

(骨肉瘤!
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在肺腺癌中研究较少%本研究探讨
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=/+'$B.99

小室购自
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@J7=!6,;-

改 变 的 倍 数 %

""+7K

#

+7

靶基因
I+7

内参!正常肺组织
I

#

+7

靶基

因
I+7

内参!腺癌组$

/L!M! N1F41OP Q3R4

检测蛋白表达

收集细胞加入
,%*-

细胞裂解液%离心取上清%

测定蛋白浓度% 加入
!#H

加样缓冲液煮沸
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图像分析

软件对图片进行灰度值扫描% 记录各组目的和内参
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个复孔"在慢病毒感染

细胞
G[.!V

时%分别用
*'@

洗
&

次%加入
HGG!3

培

养液和
HG!3 ++]!?

检测试剂% 在
&."

'

ES +9

!

培

养箱中孵育
CV

$ 用自动酶标仪在
CEGP6

波长处测定

吸光度#

-

!值%参比波长为
>GGP6

%测定各孔的
-

值$

细胞相对增殖活力
&

处理组
-

值
^

空白对照组
-

值$

HM!ME

细胞划痕实验检测细胞迁移能力

将对数生长期的细胞消化接种到
>

孔板中%待

细胞融合度达
>GS

左右%用无菌枪头在
>

孔板中均

匀划线"用磷酸盐缓冲液#

*'@

!洗去漂浮细胞%然后

更换新鲜培养基% 置于细胞培养箱中继续培养"

!CV

后% 取出细胞% 在荧光倒置显微镜下拍照 #放大倍

数
%HGG

!%测量细胞迁移距离$

HM!M> 7O2PF_133

小室侵袭实验检测细胞侵袭能力

将
&G!3

液化的
$24O5`13

基质胶均匀铺于
7O2P!

F_133

小室的微孔膜上%于
&."

孵育
H!G65P

%使
$2!

4O5`13

聚合成胶$ 使用不完全培养基调整细胞密度至

H%HG

?

^:

%取细胞悬液
HGG!3

加入
$24O5`13

小室%下室

加入
EGG!3

含
!GS ('@

的培养基$ 将细胞培养板置

于
&."

'

ES +9

!

培养箱中培养
!CV

$ 用棉签擦去基

质胶和上室的细胞%移去小室%倒置%风干%后将小室

置于
GMHS

结晶紫中%

&." &G65P

后取出%

*'@

清洗
!

次% 在荧光倒置显微镜下随机选取
&

个视野% 照相

#

%HGG

!并计数$

HM!M.

免疫荧光检测

晾干细胞图片样本% 浸入
CS

的多聚甲醛固定

液中$ 将放有切片的耐高温塑料染色架放入盛有抗

原修复缓冲液的烧杯中%高温煮沸后冷却%每张切片

滴加
!

滴
&S Z

!

9

!

a

甲醇溶液%室温#

HE"'!E"

!封

闭
H"65P

$滴加即用型山羊血清
E"'H""!3

%室温孵育

!"65P

$ 滴加一抗#

H(!""

稀释!

E"'H""!3

%

&."

%湿盒

孵育
!V

$滴加
-31bC??^-31bEC#

标记的荧光二抗
E"'

H""!3

%

&."

%避光孵育
HV

$ 每张片子滴加配制
C)

%

>!

二脒基
!!!

苯基吲哚#

=-*%

!染液
E"'H""!3

%室温避

光放置
E65P

$ 用防萃灭封片胶封片$ 荧光显微镜下

观察细胞中蛋白的表达% 取
&

个高表达区域拍照保

存$

!"$

统计学处理

应用
TO2cV*2\ *O5F6 >0"

统计软件分析% 生存

分析采用
]2c32PI$151O

法及
:R`!O2Pd

检验$ 实验数

据均经
@*@@H?0"

统计软件处理%组间均数比较采用

独立样本
4

检验%

**"0"E

作为检验水准$

!

结 果

#"!

临床相关性分析

本研究从
7+T-

数据集下载'整理'分析了
E!!

例肺腺癌患者的临床数据和
@J7=!

的表达信息%其

中男性患者
!C!

例#

C>0CS

%

!C!^E!!

!%女性
!?"

例

#

E&0>S

%

!?"^E!!

!"平均年龄#

>E0.+H"0E

!岁$ 临床分

期
#2[Q

期
H##

例#

&?0HS

%

H##^E!!

!%

$2[Q

期
.C

例

论 著 HC!



中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

!

$%&!'

"

(%)*!!

#"

!+,-

期
.(

例!

('

"

.()*!!

$"

"

期

$/

例 %

!'

"

0/)*!!

$"

!/!

例分期情况缺失 !

.1&('

"

!/!)*!!

$& 分析
*!!

例肺腺癌患者
2345!

的表达情

况与临床预后的关系"结果显示
2345!

高表达肺腺

癌患者
62

较低表达患者显著延长!

78"&"0%

$&

!"! 2345!

在肺腺癌组织标本中的表达

通过
9:+;!<=>: 7?9

检测人肺腺癌组织芯片!包

含
0!

对肺腺癌组织标本及正常肺组织$中
2345!

>9@A

的表达" 利用
BA75C

作为内参" 结果提示

2345! >9@A

在肺腺癌组织中表达较正常肺组织

明显下降 !

78/&//0

$!

D=EFG: $A

$'

H:I<:GJ -;K<

检测

$!

对肺腺癌组织中!其中
#

(

$

(

!

(

"

期各
.

例$

2345!

蛋白的表达"利用
BA75C

作为内参"结果显

示"

2345!

蛋白在肺腺癌组织中表达较低" 且与肺

腺癌分期明显相关!

D=EFG: $L

$&

!"#

细胞增殖能力检测

与阴性对照组相比" 在慢病毒转染后的第
/"

(!M

过表达
NO!2345!!A*%#

细胞的相对增殖活力显

著降低"第
!%"(!M

过表达
NO!2345!!C0#(*

细胞的

相对增殖活力显著降低"差异均有统计学意义!

7P

"&"*

$!

D=EFG: !A

$'相反"沉默
I=!2345!!A*%#

和
I=!

2345!!C0#(*

细胞的相对增殖活力均稍有增高

!

D=EFG: !L

$& 表明过表达
2345!

能明显抑制肺腺癌

A*%#

(

C0#(*

细胞的增殖能力&

!"$

细胞迁移能力检测

与阴性对照组相比" 过表达
NO!2345!!A*%#

(

NO!2345!!C0#(*

细胞的迁移能力均稍减弱 !

D=EFG:

.A

$'相反"沉默
I=!2345!!A*%#

(

I=!2345!!C0#(*

细

胞的迁移能力均显著增加"细胞大量迁入划痕区域"

差异均具有统计学意义!

7P"&"*

$!

D=EFG: .L

$& 沉默

I=!2345!!A*%#

(

I=!2345!!C0#(*

细胞的迁移间距分

别为
A*%#

)

.&0*#"&.1

'

C0#(*

)

!&#*$"&..

"较阴性对照

组
I=!@?

!

A*%#

)

0&""$"&0*

'

C0#(*

)

0&""$"&01

$明显减

少& 表明沉默
2345!

对肺腺癌
A*%#

(

C0#(*

的细胞

迁移均有明显促进作用&

!"%

细胞侵袭能力检测

过表达
NO!2345!!A*%#

(

NO!2345!!C0#(*

细胞

穿膜数分别为
*%&""$00&!.

'

*(&0.$0"&!1

" 与阴性对

A

)

4M: :QRG:II=KJ KS 2345! >9@A =J ;FJE +T:JKU+GU=JK>+ +JT JKG>+; ;FJE <=IIF:

!

78"&""0V

L

)

H:I<:GJ -;K< G:IF;<

)

<M: :QRG:II=KJ KS 2345! RGK<:=J =J 0! R+=GI KS ;FJE +T:JKU+GU=JK>+

<=IIF:

!

UK>R+G:T <K BA75CV

A

)

4M: U:;; O=+-=;=<W =J NO!2345!!A*%# +JT NO!2345!!C0#(* +< T=S!

S:G:J< <=>: RK=J<I

!

"M

"

!%M

"

%1M

"

(!MV

!

UK>R+G:T <K NO!@U

"

7%"&"*V

L

)

4M: U:;; O=+-=;=<W =J I=!2345!!A*%# +JT I=!2345!!C0#(* +< T=S!

S:G:J< <=>: RK=J<I

!

"M

"

!%M

"

%1M

"

(!MV

!

UK>R+G:T <K 2=!@UV

&'()*+ , -./*+00'12 13 4-56! 789: ;2< /*1=+'2

@KG>+; 4F>KG

*&(*

*&*"

*&!*

*&""

%&(*

A L

2
3
4
5
!
:
Q
R
G
:
I
I
=
K
J
O
+
;
F
:

!11 X5

.* X5

2345!

BA75C

2<+E:% 2<+E:& 2<+E:! 2<+E:"

&'()*+ ! 5>+ ?+@@ A';B'@'=C <+=+?='12 *+0)@=0 13 :%$D ;2<

E,DF% ;3=+* 4-56! 1A+*!+./*+00'12 1* 0'@+2?+

NO!2345!

NO!@?

NO!2345!

NO!@?

I=!2345!

I=!@?

I=!2345!

I=!@?

" !% %1 (!

0&*

0&"

"&*

?
:
;
;
O
=
+
-
=
;
=
<
W
Y
A
*
%
#
V

/ !% %1 (!

$&*

$&/

/&*

?
:
;
;
O
=
+
-
=
;
=
<
W
Y
C
$
#
(
*
V

/ !% %1 (!

$&*

$&/

/&*

?
:
;
;
O
=
+
-
=
;
=
<
W
Y
A
*
%
#
V

/ !% %1 (!

$&*

$&/

/&*

?
:
;
;
O
=
+
-
=
;
=
<
W
Y
C
$
#
(
*
V

A

L

论 著
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中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

!"#$%& ' ()* +*,, "-./0"1- 23","45 6&4&+4"1- %&0$,40 17 89': 2-; <=>?@ A74*% BC(D 1.*%!*EF%*00"1- 1% 0",*-G*

!

!=HHI

$%&# '(#)%

$%&#

'*#)%

+,"-./0!+,"12 +,"-./0!+,"12

34"-./0!34"12 34"-./0!34"12

$%&# '*#)%

+,"-./0!

+,"12

!""

*%"

*""

%"

"

2
5
6
6
7
8
9
:
5
;
<
!
!
"
"
=
4
5
6
>

!%?

!""

*%"

*""

%"

"

2
5
6
6
7
8
9
:
5
;
<
!
!
"
"
=
4
5
6
>

$%&# '*#)%

34"-./0!

34"12

$

!

/@5 A566 47,B34C7 B:464DE 47 +,"-./0!"$%&# B7> +,"-./0!"'*#)%

"

AC9FB;5> DC +,"1A

#

G#HI??(J

K

!

/@5 A566 47,B34C7 B:464DE 47 34"-./0!"$%&# B7> 34"-./0!"'*#)%

"

AC9FB;5> DC -4"1AJ

$

K

$

!

/@5 A566 94L;BD4C7 B:464DE 47 +,"-./0!"$%&# B7> +,"-./0!"'*#)% BD >4==5;57D D495 FC47D3

"

H@

$

!&@J

%

AC9FB;5> DC +,"1AJ

K

!

/@5 A566 94L;BD4C7 B:464DE 47 34"-./0!"$%&# B7> 34"-./0!"'*#)% BD >4==5;57D D495 FC47D3M"@

$

!&@J

"

AC9FB;5> DC -4"1A

$

G$"I"%J

照组细胞穿膜数"

$%&#

!

*N%I!%%*HIO#

&

'*#)%

!

*%*I)%%

#IN&

'相比均显著减少$差异均具有统计学意义"

GP

HIHH*

(%

Q4L8;5 &$

() 沉默
34"-./0!"$%&#

*

34"-./0!"

'*#)%

细胞穿膜数稍有增加 "

Q4L8;5 &K

()表明过表

达
-./0!

能明显抑制肺腺癌
$%&#

*

'*#)%

的细胞侵

袭能力)

JKL R53D5;7 :6CD

方法检测
-./0!

对
.S/

相关蛋白

表达的影响

与阴性对照组相比$以
T$G0'

为内参$过表达

+,"-./0!"$%&#

*

+,"-./0!"'*#)%

后上皮细胞标志

物
."AB>@5;47

的蛋白表达水平明显增加$ 间质细胞

标志物
1"AB>@5;47

*

U4957D47

的蛋白表达水平明显

M"N$%& O P)& +&,, Q"N%24"1- 23","45 ;&4&+4"1- %&0$,40 17 R9S: 2-; <=:T9 274*% UCPD 1.*%!*EF%*00"1- 1% 0",*-+*

$%&#

'*#)%

$%&# '*#)%

+,"-./0!+,"12 +,"-./0!+,"12

34"-./0!34"12 34"-./0!34"12

$%&#

'*#)%

+,"-./0!

+,"12

*I%

*IH

HI%

H

34"-./0!

34"12

V
5
6
B
D
4
,
5
9
4
L
;
B
D
4
C
7
>
4
3
D
B
7
A
5

$%&#

'(#)%

&

N

!

(

H

V
5
6
B
D
4
,
5
9
4
L
;
B
D
4
C
7
>
4
3
D
B
7
A
5

$

K

H@

!&@

H@

!&@

论 著 (&&



中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

下降 !

$%&'() *+

"# 相反$ 沉默
,%!-./0!!+*1#

%

,%!

-./0!!23#4*

后上皮细胞标志物
.!5678)(%9

的蛋白

表达水平明显下降$ 间质细胞标志物
:!5678)(%9

%

;%!

<)9=%9

的蛋白表达水平明显增加!

$%&'() *>

"&

!"#

免疫荧光实验结果

与阴性对照组
?@!:A

相比$ 过表达
?@!-./0!!

+*1#

%

?@!-./0!!2B#4*

组的
.!5678)(%9

的红色荧

光均增强$

?@!-./0!!+*1#

组显著增强#而
;%<)9=%9

的绿色荧光均明显减弱 !

$%&'() C

"& 表明过表达

-./0!

能够逆转肺腺癌
+*1#

%

2B#4*

细胞株由多边

形上皮样形态转变为梭形间叶性细胞形态$在形态

学上逆转肺腺癌细胞的
.D/

过程&

E

讨 论

肺癌是全世界发病率和死亡率均较高的恶性

肿瘤 '

BF!

(

)在男性患者中$发病率和死亡率均居第一

位#在女性患者中$发病率居第三位$死亡率居第一

位& 肺癌是目前全球发生率和死亡率增长最快的肿

瘤$其中非小细胞肺癌占
GHIJG*I

$而肺腺癌的比

例非常高& 手术%化疗%靶向治疗%免疫治疗及放疗

等使肺癌患者的
*

年生存率有所提高$但仍未达到

理想水平& 因此$研究肺腺癌发病的分子机制有助

于发现新的治疗靶点&

-./0!

!也称为
2'9=%9&=%9 %9=)(65=%9& K(L=)%9

$

2MN>

" 是哺乳动物体内唯一的特异性三甲基化转

移酶$最早从人造血干细胞中分离$被认为与亨廷

顿病相关&

-./0!

编码基因位于人类染色体
EN!BOEB

区'

BG

(

&

-./0!

蛋白主要由以下部分组成)酶活性区

域'包括
+P-

域 !

6,,L5%6=)7 Q%=8 -./

"%

-./

域%

N-

域 !

KL,= -./

"($ 蛋白结构域 '

PP

域!

=(RK=LK869!

=(RK=LK869

"%

AA

域 !

AL%S)7!AL%S)7

" 和
-TU

域!

-)=!!

TKVB %9=)(65=%9&

"($还有一些区域尚待进一步研究&

-./0!

与
T:+

聚合酶
!

的最大亚基结合$ 形成转

录延长复合物$参与转录调控过程 '

E

$

B#

(

#

-./0!

可参

与人类
0:+

同源重组修复和错配修复 '

!WF!B

(

$从而保

持基因稳定性#

-./0!

还参与非组蛋白相关过程$

如有丝分裂过程$

-./0!

促进染色体分离从而保证

基因组稳定'

!!F!E

(

&已有研究显示$

-./0!

在多种实体

肿瘤中均发生突变$在胃癌中$

-./0!<T:+

和蛋白

的表达较癌旁组织明显下降$提示
-./0!

表达水平

与胃癌的预后相关$进一步研究显示过表达
-./0!

+

)

/8) )XK(),,%L9 LY .!5678)(%9

$

:!5678)(%9 697 ;%<)9=%9 %9 ?@!-./0!!+*1# 697 ?@!-./0!!2B#4* 6Y=)( -./0! L@)(!)XK(),,%L9 5L9Y%(<)7 VR

P),=)(9 VSL=

!

5L<K6()7 =L ?@!:5Z

>

)

/8) )XK(),,%L9 LY .!5678)(%9

$

:!5678)(%9 697 ;%<)9=%9 %9 ,%!-./0!!+*1# 697 ,%!-./0!!23#4* 6Y=)( -./0! ,%S)95) 5L9Y%(<)7 VR P),=)(9

VSL=

!

5L<K6()7 =L ,%!:5Z

+

>

$%&'() * +,) )--)./ 0- 1*23 456 783#* 4-/)( 9:+;! 0<)(!)=>()??%05 0( ?%@)5.) .05-%(A)6 BC D)?/)(5 B@0/

+*1# 23#4*

?@!:A

?@!-./0!

?@!:A

?@!-./0!

?@!:A

?@!-./0!

+*1# 23#4* +*1# 23#4*

+*1# 23#4* +*1# 23#4* +*1# 23#4*

,%!:A

,%!-./0!

,%!:A

,%!-./0!

,%!:A

,%!-./0!

+*1# 23#4*
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中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
!
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后能明显抑制胃癌细胞的增殖!迁移和侵袭"可能与

$%&

的活性下调相关#

'!

$

%

()*+!

在透明细胞肾癌中频

繁突变"

()*+!

突变和
,&-&./0&

的表达下降"与

肿瘤分期相关" 且常常提示不良预后"

()*+!

突变

和
,&-&./0&

表达的缺失导致细胞无法完成
+12

损伤修复!可变剪接"从而导致肿瘤发生#

!34!%

$

& 近期

有研究显示 "

()*+!

突变也发生在血液系统肿瘤

中"

()*+!

的缺失与白血病相关" 可能发挥抑癌基

因作用#

&

$

&

本研究结合
*562

数据库中
%!!

例肺腺癌患者

数据进行临床相关性分析"结果显示
()*+!

的表达

水平与患者的
7(

成正相关"

()*+!

低表达对肺腺

癌患者预后具有不良影响& 通过
809:!;</0 =58

和

>0?;0@A B:C;

检测显示"

()*+!/812

和蛋白在肺腺

癌中表达明显下降"且临床分期越晚"表达越低& 我

们通过慢病毒感染的方法分别构建过表达
()*+!

的 肺 腺 癌 细 胞
DE!()*+!!2%3#

!

DE!()*+!!,'#F%

"

沉 默
()*+!

的 肺 腺 癌 细 胞
(<!()*+!!2%3#

!

(<!

()*+!!,'#F%

"探讨
()*+!

对肺腺癌细胞表型的影

响&通过
55-G

!细胞划痕和
*@9A?H0::

小室实验分别

证实了过表达
()*+!

的肺腺癌细胞
2%3#

!

,'#F%

较阴性对照组的增殖能力!侵袭能力显著增加"沉默

()*+!

的肺腺癌细胞
2%3#

!

,'#F%

较阴性对照组的

迁移能力显著增加& 另外"

)I*

过程是上皮细胞来

源的恶性肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力的重要生物

学过程"我们的研究也显示"表达
()*+!

后上皮细

胞标志物相关蛋白表达明显增加" 间质细胞标志物

相关蛋白表达下降"免疫荧光同样证实了该结果"表

明过表达
()*+!

能够逆转肺腺癌
2%3#

!

,'#F%

细

胞株由多边形上皮样形态转变为梭形间叶性细胞形
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中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
!

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.0+

态!在形态学上逆转肺腺癌细胞的
$%&

过程" 本研

究结果提示!

'$&(!

在肺腺癌发生# 发展中发挥抑

癌作用!有望成为肺腺癌治疗的新靶点"

由于
'$&(!

在肺腺癌中的研究较少!综合已往

研究与本次实验结果!我们发现上调
'$&(!

的表达

水平能够有效抑制肺腺癌细胞增殖#迁移和侵袭能

力!且逆转其发生
$%&

!而抑制
'$&(!

的表达则可

诱导上述过程" 因此!

'$&(!

可能发挥抑癌基因作

用!但具体机制尚待进一步研究阐明"
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