
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＴＮＦα／ＮＦκＢｐ６５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｒｅｄｕｃｉｎｇｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｏｆｂｌｏｏｄ
ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆＤｒａｃｏｃｅｐｈａｌｕｍｍｏｌｄａｖｉｃａＬ．；ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｇｎｉｔｉｖｅｉｍｐａｉｒｍｅｎｔ；ｎｅｔｗｏｒｋｐｈａｒｍａｃｏｌｏ
ｇｙ；ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ；ＴＮＦα／ＮＦκＢｐ６５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍｓ　ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ（Ｎｏ．２０２４ＬＨＭＳ０８００４）；
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｉｎＨｉｇｈｅｒＥｄｕｃａｔｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｏｆＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ（Ｎｏ．
ＮＪＺＹ２３０１９）；ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＴｈｅＪｏｉｎｔＦｕｎｄｏｆＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｆｏｒＴｈｅＰｕｂｌｉｃＨｏｓｐｉｔａｌｓｏｆ
ＩｎｎｅｒＭｏｎｇｏｌｉａＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ（Ｎｏｓ．２０２３ＧＬＬＨ０１９１，２０２４ＧＬＬＨ０５６５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ　ＧｕｏＸｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｘｉａ０４２４＠１６３．ｃｏｍ；ＷｕＬｉ’ｅ，Ｅｍａｉｌ：ｄｘ６９１７＠１６３．ｃｏｍ

转录因子 ＳＯＸ４调控 Ｂｅｃｌｉｎ１
介导的自噬对小细胞肺癌细胞行为的影响

韩忠诚，马丽丽，苏　莹，柳　江
（新疆维吾尔自治区人民医院肿瘤科，乌鲁木齐　８３００００）

摘要　目的　探究性别决定区 Ｙ框转录因子４（ＳＯＸ４）调控自噬对小细胞肺癌（ＳＣＬＣ）细胞的影响及机制。方法　小干扰
ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）介导敲低人ＳＣＬＣ细胞系ＮＣＩＨ４４６细胞中的ＳＯＸ４。ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ｓｉＲＮＡ后ＮＣＩＨ４４６细胞
中ＳＯＸ４的表达。细胞实验分为对照组、ｓｉＳＯＸ４组、ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组、ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各分组细胞中微
管相关蛋白１轻链３（ＬＣ３）ＩＩ／ＬＣ３Ⅰ的表达之比、Ｂｅｃｌｉｎ１及ｐ６２的表达。荧光素酶报告基因实验和染色质免疫共沉淀 ＰＣＲ
（ＣｈＩＰＰＣＲ）实验检测ＳＯＸ４对Ｂｅｃｌｉｎ１的转录调控作用。ＣＣＫ８法检测各分组细胞增殖能力。流式细胞术检测各分组细胞凋
亡率。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测分组细胞迁移与侵袭能力。结果　与对照组或 ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＳＯＸ４组 ＮＣＩＨ４４６细胞中 ＳＯＸ４
ｍＲＮＡ和蛋白表达下调（Ｐ＜００５），ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率和Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达下降（Ｐ＜００５），ｐ６２蛋白表达升高（Ｐ＜
００５）。ｓｉＳＯＸ４组的Ｂｅｃｌｉｎ１ＷＴ相对荧光素酶活性低于ｓｉＮＣ组（Ｐ＜００５）；ＡｎｔｉＳＯＸ４组中Ｂｅｃｌｉｎ１启动子相对富集程度高
于ＡｎｔｉＩｇＧ组（Ｐ＜００５）。与对照组比较，ｓｉＳＯＸ４组ＮＣＩＨ４４６细胞增殖活性降低、细胞凋亡率增加、迁移数目和侵袭数目也
减少（Ｐ＜００５）；与ｓｉＳＯＸ４组比较，ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组ＮＣＩＨ４４６细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率和 Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表
达升高、ｐ６２蛋白表达下降，同时ＮＣＩＨ４４６细胞增殖活性升高、细胞凋亡率减少、迁移数目和侵袭数目也增加（Ｐ＜００５）。结
论　下调ＳＯＸ４通过抑制Ｂｅｃｌｉｎ１表达来抑制自噬，降低ＮＣＩＨ４４６细胞增殖活性，抑制细胞迁移与侵袭。
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　　小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）是一
种高级别神经内分泌癌，约占所有肺癌的１５％，其
特点是生长迅速、容易转移和复发，且放化疗后易产

生耐药性［１］。由于 ＳＣＬＣ缺乏特异性症状，大部分
患者在第一次诊断时已出现远处转移，无法进行根

２０２４－１２－１８接收

基金项目：新疆 维 吾 尔 自 治 区 自 然 科 学 基 金 项 目 （编 号：

２０２３Ｄ０１Ｃ６７）

作者简介：韩忠诚，男，主任医师；

柳　江，男，主任医师，通信作者，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｊｉａｎｇ＠ｃｓｃｏ．

ｏｒｇ．ｃｎ

治性治疗，因此，ＳＣＬＣ患者的 ５年生存率低于
５％［２］。因此，迫切需要了解该肿瘤的发病机制，从

而寻找诊断及治疗的有效潜在靶点。

　　性别决定区 Ｙ框转录因子 ４（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎＹｂｏｘｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｍｆａｃｔｏｒ４，ＳＯＸ４）属于ＳＯＸ家
族Ｃ亚组的成员，参与调节多种细胞生物学过程。
ＳＯＸ４在乳腺癌、前列腺癌、肝癌、结直肠癌等多种
肿瘤中过表达，并与肿瘤进展和转移密切相关［３］。

此外，ＳＯＸ４在非小细胞肺癌患者肿瘤组织中表达
升高，下调其表达抑制非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭

等恶性肿瘤行为［４－５］。并有研究［６］表明，ＳＯＸ４是
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ＳＣＬＣ肿瘤细胞的代表性标志物。然而，关于 ＳＯＸ４
在ＳＣＬＣ中的具体作用及机制尚不明确。该研究旨
在探讨ＳＯＸ４对ＳＣＬＣ恶性进展的影响及其调控的
机制，以期为ＳＣＬＣ的靶向治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料　ＳＣＬＣ细胞系 ＮＣＩＨ４４６购自上海
生命科学研究院细胞库，胎牛血清购自澳大利亚

ＡｕｓＧｅｎｅＸ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自深圳中科百
抗生物科技有限公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，２×ＢａｌｂＳｃｒｉｐｔ
１ｓｔｃＤＮＡＳｕｐｅｒＭｉｘ和 ＢａｌｂＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＴｗｏＳｔｅｐ
ＲＴｑＰＣＲＫｉｔ购自北京百奥莱博科技有限公司，ＢＣＡ
蛋白质定量试剂盒购自北京天根生化科技公司，荧

光素酶报告基因检测试剂盒购自苏州近岸蛋白质科

技有限公司，细胞染色质免疫共沉淀（ｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｍ
ｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，ＣｈＩＰ）试剂盒购自沈阳万类生物
科技有限公司，ＣＣＫ８试剂盒和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ
试剂盒购自江苏凯基生物技术公司，结晶紫染液购

自上海经科化学科技有限公司，抗体ＳＯＸ４、ＬＣ３Ⅱ、
ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２、ＧＡＰＤＨ、ＩｇＧ等均购自英国
Ａｂｃａｍ公司，ｓｉＲＮＡＳＯＸ４（ｓｉＳＯＸ４）、ｓｉＲＮＡ阴性对
照（ｓｉＮＣ）及引物序列由上海生工生物工程公司合
成，过表达 Ｂｅｃｌｉｎ１载体（ｏｅＢｅｃｌｉｎ１）、Ｂｅｃｌｉｎ１野生
型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）质粒的构建由广州艾迪生
物科技公司完成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养、分组与转染　将 ＮＣＩＨ４４６细胞
置于培养箱内培养，条件设为３７℃、５％ＣＯ２，细胞
内添加含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。待
细胞生长至８０％融合度时，ＰＢＳ洗涤，按照每孔１×
１０６个的密度接种至６孔板，首先分为３组进行实
验，包括对照组、ｓｉＮＣ组（转染 ｓｉＮＣ）、ｓｉＳＯＸ４组
（转染ｓｉＳＯＸ４）。再分为４组进行实验，包括对照
组、ｓｉＳＯＸ４组（转染 ｓｉＳＯＸ４）、ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１
组（转染ｓｉＳＯＸ４和ｏｅＢｅｃｌｉｎ１）、ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组（转染
ｏｅＢｅｃｌｉｎ１）。采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行细胞转
染，按照试剂说明书步骤操作。

１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）　ＴＲＩｚｏｌ法提取不同处
理后的 ＮＣＩＨ４４６细胞总 ＲＮＡ，逆转录法合成 ｃＤ
ＮＡ。根据 ＢａｌｂＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲＴｗｏＳｔｅｐＲＴｑＰＣＲＫｉｔ
说明书进行荧光定量，以 ＧＡＰＤＨ作为内参基因。
在无酶洁净离心管内加入２×ＳＹＢＲｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ

１０μｌ、上游引物和下游引物各１μｌ、ｃＤＮＡ１μｌ、无
酶水补至２０μｌ，设置两步法扩增程序：９４℃ ５ｍｉｎ，
循环１次；９５℃ １５ｓ，６０℃ １ｍｉｎ，循环 ３８次。
２－ΔΔＣＴ法分析 ＳＯＸ４的 ｍＲＮＡ相对表达量。ＳＯＸ４
上游引物序列５′ＣＣＡＧＴＴＣＴＴＧＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴ３′，下
游引 物 序 列 ５′ＴＧＴＴＧＣＡＡＧＧＴＡＧＧＡＡＧＣＣＡ３′；
ＧＡＰＤＨ上游引物序列 ５′ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧ
ＡＡＣ３′，下游引物序列 ５′ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣ
ＣＡＧＴ３′。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　收集不同处理后的ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞，采用总蛋白提取液分离细胞总蛋白，
ＢＣＡ法测定其浓度后，加入适量缓冲液，１００℃煮沸
蛋白进行变性，在１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔中加入等
量蛋白样品，电泳分离，并将蛋白转至聚偏二氟乙烯

膜，用５％脱脂奶粉作为膜封闭液，室温摇床孵育１
ｈ。在４℃下将膜与稀释后的各一抗（１∶１０００）共
孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，室温下再将膜与稀释后的二
抗（１∶１０００）共孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，加入 ＥＣＬ，在
凝胶成像系统下检测蛋白条带，通过ＩｍａｇｅＪ软件分
析目的蛋白 ＳＯＸ４、ＬＣ３Ⅱ、ＬＣ３Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２的
灰度值，并计算相对表达量。

１．２．４　荧光素酶报告基因实验　构建 Ｂｅｃｌｉｎ１ＷＴ
和Ｂｅｃｌｉｎ１ＭＵＴ荧光素酶报告基因质粒，将 ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞按照 ２×１０４个接种于 ２４孔板中，使用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂，将 ｓｉＮＣ、ｓｉＳＯＸ４分别与
待测质粒转染至细胞。转染４８ｈ后，按照荧光素酶
报告基因检测试剂盒说明书步骤操作，对各组细胞

的荧光素酶活性进行测定。

１．２．５　染色质免疫沉淀（ＣｈＩＰ）ＰＣＲ实验　采用
１％甲醛固定ＮＣＩＨ４４６细胞，超声破碎获取ＤＮＡ片
段。设置 Ｉｎｐｕｔ组、ＡｎｔｉＩｇＧ组、ＡｎｔｉＳＯＸ４组，按照
ＣｈＩＰ试剂盒说明书操作，使用 ＩｇＧ抗体或 ＳＯＸ４抗
体进行特异性免疫沉淀，去除交联，收集ＤＮＡ片段，
进行琼脂糖凝胶电泳，通过 ＰＣＲ法检测 Ｂｅｃｌｉｎ１的
富集程度。

１．２．６　ＣＣＫ８实验　将 ＮＣＩＨ４４６细胞按照 １×
１０４个接种于 ９６孔板中过夜培养，进行对应处理
后，弃原液，加入含１０％ ＣＣＫ８溶液的完全培养基，
在３７℃、５％ＣＯ２环境中孵育２ｈ，采用酶标仪检测
吸光度（ＯＤ）值，选择波长为 ４５０ｎｍ，记录实验结
果，并绘制细胞增殖活性曲线。

１．２．７　流式细胞术　收集经过不同处理后的 ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞，ＰＢＳ漂洗，加入４００μｌ结合缓冲液悬浮
细胞，再与５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染液混匀，室温下
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置于避光环境孵育１５ｍｉｎ，接着加入１０μｌＰＩ，混匀
后继续孵育 １０ｍｉｎ，经流式细胞仪检测 ＮＣＩＨ４４６
细胞凋亡率。

１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验　使用无血清培养液重
悬处理后的ＮＣＩＨ４４６细胞，吸取２００μＬ悬液（５×
１０４个）铺于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，在下室加６００μｌ完全
培养液。将小室置于３７℃、５％ＣＯ２环境中孵育２４
ｈ后取出，４％多聚甲醛固定细胞，再加结晶紫染色
后，在光学显微镜下观察迁移结果。侵袭检测中，提

前在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶进行包被，其余
步骤与上述相同。

１．３　统计学处理　所有实验重复６次，每次实验设
置３个生物学重复。应用ＳＰＳＳ２３０软件进行统计
学分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。多组间数据进行单因素
方差分析，ＬＳＤｔ法对两组间数据进行进一步比较，

以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　转染后 ＮＣＩＨ４４６细胞中 ＳＯＸ４表达比较　
对转染后的 ＮＣＩＨ４４６细胞进行 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测，以明确 ＳＯＸ４转染效果。与对照组、
ｓｉＮＣ组比较，ｓｉＳＯＸ４组中 ＳＯＸ４的 ｍＲＮＡ和蛋白
相对表达量均显著下降（Ｐ＜００５）。见图１。
２．２　下调 ＳＯＸ４对 ＮＣＩＨ４４６细胞自噬水平的影
响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后ＮＣＩＨ４４６细胞中自噬
相关蛋白表达，结果显示，与对照组或 ｓｉＮＣ组比
较，ｓｉＳＯＸ４组中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率、Ｂｅ
ｃｌｉｎ１蛋白表达量显著下降（Ｐ＜００５），ｐ６２蛋白表
达量显著升高（Ｐ＜００５）。见图２。
２．３　ＳＯＸ４对Ｂｅｃｌｉｎ１表达的调控作用　荧光素酶

图１　转染后ＮＣＩＨ４４６细胞中ＳＯＸ４表达比较

Ｆｉｇ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＳＯＸ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

　　Ａ：ＳＯＸ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：ＳＯＸ４ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｐ＜００５ｖｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　转染后ＮＣＩＨ４４６细胞中自噬相关蛋白表达比较

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

·６８６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



报告基因实验检测结果如图３Ａ所示，与ｓｉＮＣ组比
较，ｓｉＳＯＸ４组 ＮＣＩＨ４４６细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１ＭＵＴ相对
荧光素酶活性无显著变化，但 Ｂｅｃｌｉｎ１ＷＴ相对荧光
素酶活性降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
　　ＣｈＩＰＰＣＲ实验结果如图３Ｂ所示，与阴性对照
ＡｎｔｉＩｇＧ组比较，在 ＡｎｔｉＳＯＸ４组 ＮＣＩＨ４４６细胞中
Ｂｅｃｌｉｎ１启动子相对富集程度显著升高（Ｐ＜００５）。
２．４　ＳＯＸ４调控 Ｂｅｃｌｉｎ１表达影响 ＮＣＩＨ４４６细胞
自噬水平　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同处理下 ＮＣＩＨ４４６
细胞中自噬相关蛋白的表达，实验结果显示，与对照

组比较，ｓｉＳＯＸ４组 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率、
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量显著下降（Ｐ＜００５），ｐ６２蛋白
表达量显著升高（Ｐ＜００５）；与 ｓｉＳＯＸ４组比较，ｓｉ
ＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率、
Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量显著升高（Ｐ＜００５），ｐ６２蛋白
表达量显著下降（Ｐ＜００５）；与 ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃ

ｌｉｎ１组比较，ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达
比率、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量显著升高（Ｐ＜００５），ｐ６２
蛋白表达量显著下降（Ｐ＜００５）。见图４。
２．５　ＳＯＸ４调控 Ｂｅｃｌｉｎ１表达影响 ＮＣＩＨ４４６细胞
增殖活性　ＣＣＫ８法检测不同处理下各时间点
ＮＣＩＨ４４６细胞增殖活性，结果如图 ５所示。ｓｉ
ＳＯＸ４组细胞增殖活性显著低于对照组（Ｐ＜００５）；
ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞增殖活性显著高于 ｓｉ
ＳＯＸ４组（Ｐ＜００５）；且 ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞增殖活性
显著高于ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组（Ｐ＜００５）。
２．６　ＳＯＸ４调控 Ｂｅｃｌｉｎ１表达影响 ＮＣＩＨ４４６细胞
凋亡水平　流式细胞术检测不同处理下 ＮＣＩＨ４４６
细胞凋亡率，结果如图６所示。与对照组比较，ｓｉ
ＳＯＸ４组细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜００５）；与 ｓｉ
ＳＯＸ４组比较，ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞凋亡率显
著减少（Ｐ＜００５）；与ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组比较，

图３　ＳＯＸ４对Ｂｅｃｌｉｎ１表达的调控作用分析

Ｆｉｇ．３　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＳＯＸ４ｏｎＢｅｃｌｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　Ａ：ＲｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５

ｖｓＡｎｔｉＩｇＧｇｒｏｕｐ．

图４　各组ＮＣＩＨ４４６细胞中自噬相关蛋白表达比较

Ｆｉｇ．４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ．
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图５　各组ＮＣＩＨ４４６细胞增殖活性比较

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜

００５ｖｓｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ．

ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞凋亡率显著减少（Ｐ＜００５）。
２．７　ＳＯＸ４调控Ｂｅｃｌｉｎ１表达影响ＮＣＩＨ４４６细胞
迁移与侵袭　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测不同处理下
ＮＣＩＨ４４６细胞迁移与侵袭的细胞数目，结果如图７
所示。与对照组比较，ｓｉＳＯＸ４组细胞迁移和侵袭
的细胞数目显著减少（Ｐ＜００５）；与 ｓｉＳＯＸ４组比
较，ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞迁移和侵袭的细胞
数目显著增加（Ｐ＜００５）；此外，ｏｅＢｅｃｌｉｎ１组细胞
迁移和侵袭的细胞数目还要显著多于 ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅ

Ｂｅｃｌｉｎ１组（Ｐ＜００５）。

３　讨论

　　ＳＣＬＣ恶性程度高，且缺少有效的治疗方法。近
年来，新型免疫疗法为ＳＣＬＣ治疗带来了新的曙光。
免疫药物或细胞毒性药物的作用靶点主要为程序性

死亡受体（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＤ１）／程序
性死亡配体１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｄｅａｔｈｌｉｇａｎｄ１，ＰＤＬ１）、
细胞毒性 Ｔ淋巴细胞相关抗原 ４（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍ
ｐｈｏｃｙｔｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ４，ＣＴＬＡ４）等，以这些靶点
的免疫抑制剂虽然在一定程度上提高了 ＳＣＬＣ患者
的生存及预后，但疗效存在局限性，仅有部分患者从

中获益［７］。面对复发率高、受益人群少、生存获益

低等问题，当前需要探索更多的关键靶点，从而为

ＳＣＬＣ提供更精准的治疗策略。
　　ＳＯＸ４作为一种关键的转录调节因子，参与胚
胎发育、肿瘤发生及进展，通过直接或间接调节靶基

因的表达介导多种生理病理过程［８］。ＳＯＸ４在分化
型甲状腺癌中表达上调，并与甲状腺外延伸、淋巴结

转移和晚期疾病分期相关，敲低甲状腺癌细胞中

ＳＯＸ４表达会抑制肿瘤细胞增殖与肿瘤生长［９］。

ＳＯＸ４过表达促进结直肠癌细胞的肿瘤球体形成和
自我更新能力，提高肿瘤细胞的干性，进一步机制研

究［１０］表明，ＳＯＸ４直接与ＨＤＡＣ１的启动子结合促进
其转录，从而维持结直肠癌细胞的干性。尽管已有

图６　各组ＮＣＩＨ４４６细胞凋亡率比较

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆ

ＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆａｐｏｐｔｏ

ｓｉｓｒａｔｅｏｆＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉ

ＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１

ｇｒｏｕｐ．
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图７　各组ＮＣＩＨ４４６细胞迁移与侵袭数目比较

Ｆｉｇ．７　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　Ａ：ＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｍａｇｅ×４０；Ｂ：ＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｉｍａｇｅ×４０；Ｃ：ＮＣＩＨ４４６ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ；Ｄ：ＮＣＩＨ４４６

ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ；ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；ｄ：ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜００５ｖｓｓｉＳＯＸ４＋ｏｅＢｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐ．

大量研究评估了ＳＯＸ４在一些肿瘤中的表达水平和
功能，但其在 ＳＣＬＣ中的具体作用，特别是对人
ＳＣＬＣ细胞增殖、迁移及侵袭等恶性生物学行为的影
响，尚未进行系统的研究与报道。在该研究中，通过

将ｓｉＳＯＸ４转染至人 ＳＣＬＣ细胞系 ＮＣＩＨ４４６中，检
测到ＳＯＸ４ｍＲＮＡ相对表达量和蛋白相对表达量均
显著下降，说明成功下调了 ＮＣＩＨ４４６细胞中 ＳＯＸ４
表达；进一步检测到，在 ＮＣＩＨ４４６细胞中下调
ＳＯＸ４表达后，细胞增殖活性显著降低，细胞凋亡率
显著增加，细胞迁移和侵袭的细胞数目显著减少，由

此说明，下调ＳＯＸ４表达表达能够抑制ＮＣＩＨ４４６细
胞增殖、迁移及侵袭，促进细胞凋亡。

　　自噬是一种细胞内溶酶体依赖性降解系统，通
常吞噬和消化受损的细胞器和长寿命蛋白质，为细

胞存活提供营养或能量，以应对细胞内外应激反应。

自噬失调与肿瘤发生、肿瘤 －基质相互作用以及肿
瘤细胞耐药性有关［１１］。在肿瘤的发生和发展中，大

量证据［１２－１３］表明自噬具有作为肿瘤抑制或促癌机

制的双重作用。在正常细胞中，自噬通过去除致癌

蛋白底物、有毒未折叠蛋白和受损细胞器来维持正

常的细胞稳态，这有助于防止慢性细胞损伤以及抑

制其向癌细胞的转变。然而，一旦恶性肿瘤发生后，

自噬增加有利于肿瘤细胞在肿瘤组织及临近组织中

存活，促进肿瘤细胞的耐药表型的获得。Ｂｅｃｌｉｎ１作
为自噬的关键调节因子，其通过介导自噬来调节有

关信号转导或基因表达，从而影响肿瘤进展［１４］。该

研究分析了 ＳＯＸ４表达与自噬的相关性，检测结果
显示，下调ＮＣＩＨ４４６细胞中ＳＯＸ４表达后，ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量显著下
降，ｐ６２蛋白表达量显著升高，说明下调 ＳＯＸ４表达
降低了ＮＣＩＨ４４６细胞内自噬；机制研究结果表明，
ＳＯＸ４能够结合到 Ｂｅｃｌｉｎ１启动子区促进其转录。
为了进一步验证 Ｂｅｃｌｉｎ１过表达逆转下调 ＳＯＸ４对
ＮＣＩＨ４４６细胞生长的抑制作用，该研究在 ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞中转染 ｓｉＳＯＸ４和 ｏｅＢｅｃｌｉｎ１，即下调
ＳＯＸ４表达的同时提高 Ｂｅｃｌｉｎ１表达，检测结果显
示，细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比率、Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达量显著升高，ｐ６２蛋白表达量显著下降，说明
自噬水平升高；此外，细胞增殖活性显著升高，细胞

凋亡率显著减少，细胞迁移和侵袭的细胞数目显著
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增加。以上结果表明，ＳＯＸ４通过靶向调控 Ｂｅｃｌｉｎ１
表达来增加细胞自噬水平，进而影响ＳＣＬＣ进展。
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ＥＺＨ２甲基化与甲状腺癌
分化相关标志物的关系及治疗价值的研究
荆　琳１，蒋　奇２，顾江宁３，罗海峰４，郭晓４，沈天赐４，戴子豪４，陈　丹１

（大连医科大学附属第一医院１病理科、４普通外科，大连　１１６０１１；
２大连大学附属中山医院病理科，大连　１１６００１；３北部战区总医院内窥镜科，沈阳　１１００１６）

摘要　目的　探讨ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物２（ＥＺＨ２）Ｈ３第２７位赖氨酸三甲基化（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３）轴在甲状腺癌去分化过程的
作用及作为甲状腺未分化癌（ＡＴＣ）治疗潜在靶点的临床价值。方法　采用免疫组化ＳＰ法检测ＡＴＣ和甲状腺乳头状癌（ＰＴＣ）
及其癌旁正常甲状腺组织中ＥＺＨ２、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３、配对盒基因８（ＰＡＸ８）、甲状腺球蛋白（ＴＧ）和甲状腺转录因子１（ＴＴＦ１）的表
达。应用基因表达汇编（ＧＥＯ）数据库进一步分析ＥＺＨ２与甲状腺分化标志物（ＰＡＸ８、ＴＴＦ１、ＴＧ）之间的关系。体外培养 ＡＴＣ
细胞株８３０５Ｃ和ＢＨＴ１０１，采用实时定量反转录聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）法检测经ＥＺＨ２抑制剂（ＧＳＫ１２６）处理后的 ＡＴＣ细
胞株中甲状腺分化标志物（ＴＴＦ１、ＰＡＸ８）ｍＲＮＡ的表达变化，评估 ＧＳＫ１２６在体外潜在的治疗效果。采用细胞增殖实验观察
ＧＳＫ１２６和丝／苏氨酸特异性激酶基因（ＢＲＡＦ）抑制剂维罗非尼对 ＡＴＣ细胞株增殖的影响。结果　ＥＺＨ２在 ＡＴＣ组织中的表
达明显高于ＰＴＣ及其癌旁正常甲状腺组织（Ｐ＜００５），Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３在 ＡＴＣ组织中的表达明显低于 ＰＴＣ组织（Ｐ＜００５）。
ＥＺＨ２与ＰＡＸ８和ＴＧ表达水平呈负相关，而与ＴＴＦ１表达水平无相关性。在体外实验中，ＧＳＫ１２６可以逆转甲状腺分化标志物
ＰＡＸ８和ＴＴＦ１在ＡＴＣ细胞株中的表达，ＧＳＫ１２６联合 ＢＲＡＦ抑制剂维罗非尼可显著抑制 ＡＴＣ细胞株的生长。结论　 ＥＺＨ２
Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３轴在调节甲状腺癌去分化过程中起重要作用，ＥＺＨ２可能是甲状腺未分化癌的潜在治疗靶点。
关键词　ＥＺＨ２；Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３；甲状腺未分化癌；去分化；甲基化；ＧＳＫ１２６
中图分类号　Ｒ７３６１
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０４－０６９１－０７
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．０４．０１５

　　甲状腺癌是常见的内分泌恶性肿瘤，在２０２２年
全球恶性肿瘤中排名第１１位［１］，其中甲状腺乳头状

癌（ｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＰＴＣ）占甲状腺癌的
８０％［２］，大多预后较好，免疫表型呈现甲状腺分化
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作者简介：荆　琳，女，硕士研究生；

陈　丹，女，教授，主任医师，硕士生导师，通信作者，Ｅ
ｍａｉｌ：ｃｈｅｎｄａｎ７８＠ｄｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

标志物甲状腺球蛋白 （ｔｈｙｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＴＧ）、甲状腺转
录因子１（ｔｈｙｒｏｉｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１，ＴＴＦ１）、配对
盒基因８（ｐａｉｒｅｄｂｏｘｇｅｎｅ８，ＰＡＸ８）阳性表达。甲
状腺未分化癌（ａｎａｐｌａｓｔｉｃｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒ，ＡＴＣ）侵袭
性较强，总生存期仅约３～５个月［３］，甲状腺分化标

志物通常阴性表达。关于 ＡＴＣ的起源有学者认为
ＡＴＣ由ＰＴＣ演变而来，由此猜测甲状腺癌去分化的
机制可能在诱导甲状腺癌的形态转变中起重要作

用。
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