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Testin在非小细胞肺癌组织和细胞株中的表达及其对癌细胞恶性生物习

行为的影响

王玲 1，邹潇 1，刘辉国 2（1. 武汉大学医院 内科，湖北 武汉430071；2. 华中科技大学同济医学院附属同济医院 呼

吸内科，湖北 武汉 430030）

[摘 要] 目的: 探讨Testin基因（TES）在非小细胞肺癌（NSCLC）组织和细胞株中的表达及其对人肺癌A549细胞增殖、迁移、侵

袭和凋亡的影响。方法: 收集2015年1月至2015年12月在华中科技大学同济医学院附属同济医院手术切除的27例NSCLC患

者的癌组织及癌旁组织标本，用Western blotting法检测癌组织和癌旁组织，以及正常人胚肺成纤维细胞株MRC5和肺癌细胞株

A427、A549、H1299、LK2、PC9和SW900中TES蛋白的表达水平。应用短发卡RNA（shRNA）瞬时转染肺癌细胞株A549干扰TES

基因的表达，并进一步检测TES低表达对A549细胞增殖、迁移、侵袭以及凋亡的影响，同时检测凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2和Cas-

pase-3的表达。结果：在NSCLC组织和细胞株中TES蛋白的表达明显下降（均P<0.05）。shTES干扰A549细胞后，TES mRNA

和蛋白表达水平均显著下降（均P<0.05）。抑制 TES表达显著增强A549细胞的增殖[(2.75±0.04) vs (1.79±0.06), P<0.05]、迁移

［(52.3±2.6)% vs(19.7±1.4)%, P<0.05］和侵袭能力［(31.2±3.9) % vs (14.5±4.1)%, P<0.05］，同时降低了细胞凋亡率［(8.2±1.1)% vs

(23.1±1.7)%, P<0.05］。TES 低表达使 A549 细胞 Bax 和 Caspase-3 蛋白表达明显下降（P<0.05）、Bcl-2 蛋白表达明显升高（P<

0.05）。结论：TES在NSCLC组织中呈低表达，TES表达下调具有促进肺癌细胞的增殖、迁移、侵袭并抑制凋亡等生物学效应，其

有可能成为肺癌治疗一个新靶点。
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Effect of expression of Testin gene in non- small cell lung cancer tissues and cell
lines on the malignant biological beharior of cancer cells

WANG Ling1, ZOU Xiao1, LIU Huiguo2 (1. Internal Medicine，Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, Hu-

bei，China; 2. Respiratory Medicine，Tongji Hospital Affiliated to Tongji Medical College of Huazhong University

of Science and Technology, Wuhan 430030, Hubei，China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of Testin (TES) gene in non-small lung cancer cell (NSCLC)

lines, and also to investigate its effect on cell proliferation, migration, invasion and apoptosis of human lung cancer

cell line A549. Methods: Twenty-seven cases of cancer tissues and corresponding para-cancerous tissues from non-

small lung cancer patients that treated in Tongji Hospital Affiliated to Tonji Medical College of Huazhong Universi-

ty of Science and Technology between January 2015 and December 2015 were collected for this study; and the ex-

pression of TES protein in collected tissues was examined by Western blotting. In the meanwhile,TES protein ex-

pressions in six human lung cancer cell lines (A427, A549, H1299, LK2, PC9 and SW900) and lung fiberblast cell

line MRC5 were also detected. shTES was transiently transfected into A549 cells to interfere the expression of TES

gene; the effect of low TES expression on proliferation, migration, invasion and apoptosis of A549 were further as-

sessed, and its effect on the expressions of apoptosis related proteins (Bax, Bcl-2 and Caspase-3) were also tested by

Western blotting. Results: The expression of TES protein in lung cancer tissues and lung cancer cell lines was signif-

icantly decreased (all P<0.05). After shTES transfection in A549 cells, the expressions of TES mRNA and protein
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were significantly down-regulated (P<0.05). Additionally, shTES significantly increased cell proliferation ([2.75±

0.04］vs [1.79±0.06], P<0.05), migration ([52.3±2.6]% vs [19.7±1.4]%, P<0.05), and invasion ([31.2±3.89]% vs

[14.5±4.1]%, P<0.05), while inhibited cell apoptosis ([8.2±1.1]% vs [23.1±1.7]%, P<0.05) of A549 cells. Moreover,

TES low expression significantly decreased the expressions of Bax and Caspase-3 (P<0.05) but increased the expres-

sion of Bcl-2 (P<0.05) in A549 cells. Conclusion:TES was low expressed in NSCLC tissues, and down-regulation

of TES could promote cell proliferation, migration, invasion and inhibit the apoptosis of lung cancer cells, which

may serve as a new target for lung cancer treatment.

[Key words] non-small cell lung cancer; A549 cell line; Testin gene (TES); RNA interference

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(9): 984-989. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.09.010]

近年来，肺癌的发病率在全球范围内呈持续上

升趋势，严重威胁着人们的健康和生命[1, 2]。Testin基

因（TES）是Tatarelli等[[3]从人 7号染色体克隆得到的

一种抑癌基因，定位于染色体 7q31.2 脆性部位

FRA7G，在正常组织中广泛表达，而在多种原发肿瘤

和肿瘤细胞系中表达缺失，表明 TES是参与肿瘤发

生、发展的重要分子，并可能成为癌症恶性程度及预

后的预测因子[4-6]。有研究证实，TES参与胃癌[7]、乳腺

癌[8]、结直肠癌[9]、头颈部实体恶性肿瘤[10]以及血液系

统肿瘤[7,11]等多种肿瘤的发生发展，但其在肺癌中的

表达尚未见文献报道，TES能否影响肺癌的生物学行

为也没有相关研究。本课题通过检测TES基因在非

小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）组织

和肺癌A549细胞株中的表达水平，同时用 shRNA干

扰 A549 细胞 TES 基因的表达，检测对 A549 细胞增

殖、迁移、侵袭及凋亡能力的影响，分析TES在肺癌发

生发展中的作用及其机制，旨在为肺癌分子靶向治

疗提供实验依据。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集华中科技大学同医学院院附属同济医院

2015年1月至2015年12月在胸外科因肺癌行手术

切除的27例NSCLC患者癌组织及癌旁组织（远离

肿瘤浸润部位 5 cm以上的肺组织）。所有患者在

术前均未接受过化疗和放疗，术后经病理学确诊

为NSCLC。手术标本在提取RNA及蛋白质前均

放入液氮保存，部分组织标本经 10%甲醛固定、石

蜡包埋后做免疫组化染色。

1.2 细胞株及主要试剂

肺癌A549细胞株从ATCC细胞库获得，人胚肺

成纤维细胞MRC5和肺癌A427、H1299、LK2、PC9、

SW900细胞株购于中国科学院上海细胞库。RP-

MI 1640培养液、胎牛血清及 0.05%胰酶/EDTA购自

美国Gibco公司，蛋白裂解液、BCA蛋白定量试剂盒

以及蛋白质电泳 Maker 购于 Thermo 公司，抗 TES、

GAPDH单克隆抗体购于Santa Cruz，抗Bax、Bcl-2及

Caspase-3 抗体购于 CST 公司，FuGENE HD 转染试

剂、RT试剂盒、SYBR Green Ⅰ Master购于Roche公

司，TRIzol 购于 Invitrogen 公司，四甲基偶氮唑盐

（MTT）购于 Sigma 公司，Transwell 小室购自美国

Corning公司。

1.3 细胞培养及转染

细胞置于含10% 胎牛血清的RPMI 1640完全培

养基中，在 37 ℃、5%CO2、饱和湿度的恒温培养箱中

培养、传代。将A549细胞接种于 6孔培养板（2×105/

孔），培养24 h，待细胞汇合度达到60%~75%时，利用

FuGENE HD转染试剂盒分别转染短发卡RNA（shR-

NA）及 shTES，转染 6 h后更换含血清培养基继续培

养用于后续实验。

1.4 shTES重组质粒的构建与鉴定

根据TES mRNA的已知序列，针对TES基因设计

的 shTES 序列 5'-GAATGTCTCCATCAATACAG-3'。

引物退火后，在T4 DNA连接酶作用下连接到HpaⅠ/

Xho Ⅰ双酶切的 pSicoR载体上。shTES重组质粒通

过测序，用实时定量 PCR（qPCR)及 Western blotting

法鉴定。

1.5 Western blotting检测肺癌组织和细胞株TES蛋

白以及凋亡相关蛋白的表达

提取ESCC组织或细胞总蛋白，进行蛋白浓度测

定后，取50 μg上样。以12%聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离，电转移至硝酸纤维素膜上。以TBST配制的 5%

脱脂奶粉室温封闭1 h，然后分别加入相应稀释比例

后的一抗（TES 1∶500，GAPDH 1∶2 000，Bax 1∶1 000，

Bcl-2 1∶1 000，Caspase-3 1∶1 000)，4 ℃孵育过夜。

TBST漂洗3次，再加入1∶2 000稀释的辣根过氧化物

酶标记的二抗，室温孵育1 h。采用化学发光法显色，

用Quantity One软件分析图像，以GAPDH为内参，以

目的蛋白条带灰度值与内参蛋白条带灰度值的比值

表示目的蛋白的相对表达水平。实验重复3次。

1.6 qPCR检测A549细胞中TES mRNA表达水平

肺癌 A549 细胞分别转染 shRNA 和 shTES 后培
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养24 h，用TRIzol法提取各组细胞中总RNA，逆转录

合成 cDNA，使用SYBR Green I Master进行 qPCR检

测，每个样本均设 3 个复孔。TES 上游引物为 GC-

CAAGAAGAATGTCTCCA,TES 下游引物为 TTGA

AGGGTCCTGGTCAT；GAPDH 上 游 引 物 为 CCA

CTCCTCCACCTTTGAC,下游引物为 ACCCTGTT-

GCTGTAGCCA。反应体系如下：模板 1 μl，SYBR

Green I Master 10 μl，primer mix 2 μl，加 ddH2O 至 20

μl。在 PCR 仪按如下条件进行反应：预变性：95 ℃

30 s；PCR反应：95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，共 40个循环；

60~95 ℃溶解曲线，以 2-△△Ct进行相对定量分析。实

验重复3次。

1.7 MTT法检测TES低表达对A549细胞增殖能力

的影响

肺癌 A549细胞分别转染 shRNA和 shTES后培

养48 h，按3×103个/孔接种于96孔板，分别于培养1 、

2、3、4和5 d时各取6个复孔，避光下将20 μl MTT溶

液加入到各孔，孵育4 h后将上清弃去，加入150 μl二

甲基亚砜摇匀，待 15 min 后用酶标仪记录波长 490

nm处各样品的光密度（D）值，以D值表示细胞的增

殖能力，每次设 6个重复孔，最后取其平均值。按照

D490值大小绘制细胞增殖曲线。实验重复3次。

1.8 划痕实验检测TES低表达对A549细胞迁移能

力的影响

肺癌 A549 细胞分别转染 shRNA 和 shTES 后分

组接种于6孔板。培养至约70%汇合时，用移液枪头

沿培养板底部呈一字型划痕，分别于培养 1 h和 24 h

时倒置显微镜下测量划痕的宽度。细胞迁移率（%）=

（1-测量时划痕宽度/初始时划痕宽度）×100%。实验

重复3次。

1.9 Transwell侵袭实验检测TES低表达对A549细

胞侵袭能力的影响

将 Matrigel 胶稀释后，每个 Transwell 小室加入

50 μl，37 ℃孵育3 h凝固。分组转染后的细胞接种入

Transwell小室上室，并加入无血清培养基，将含10%

胎牛血清的培养基加入下层小室。常规培养24 h后

取出小室，将小室内细胞擦除后，染色固定，于显微

镜下随机选取 10个视野进行观察，通过比较各组穿

膜细胞数量来判断细胞的侵袭性。细胞侵袭率(%)=

穿膜细胞数/细胞总数×100%。实验重复3次。

1.10 Tunel法检测TES低表达对A549细胞凋亡率

的影响

分别转染 shRNA和 shTES的A549细胞培养 48

h后，4%的多聚甲醛固定后3%H2O2常温作用10 min，

加入 0.1% TritonX⁃100柠檬酸钠缓冲液，4 ℃作用 20

min后加50 μl Tunel反应混合液，湿盒中37 ℃作用1

h，用 3%的小牛血清白蛋白（BSA）37℃封闭 20 min，

加 50 μl转换 POD溶液，湿盒中 37 ℃作用 30 min后

加 50 μl DAB底物，室温避光显色 10 min。封片，在

光镜下分析结果。细胞核内出现棕褐色沉淀为凋亡

细胞，高倍镜下数1 000个细胞，计算凋亡率（%）=（凋

亡细胞数/计数细胞总数）×100%。每个样本均设3个

复孔，实验重复3次。

1.11 统计学处理

应用SPSS 19.0统计软件，计量资料采用 sx ± 表

示，组间比较采用 t 检验和单因素方差分析，以 P<

0.05或P<0.01表示为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 TES蛋白在肺癌组织和细胞株中低表达

Western blotting 法检测结果 (图 1)显示，ES-

CLC组织中TES蛋白的表达水平明显低于癌旁组

织 [(0.256 ± 0.037) vs (0.931 ± 0.342), t=6.742；P＜

0.05;图 1A]；在肺癌A427、A549、H1299、LK2、PC9

和SW900细胞株中TES蛋白的表达水平也明显低

于人胚肺成纤维细胞 MRC5 细胞[(0.324±0.021)、

(0.156 ± 0.013)、(0.122 ± 0.015)、(0.192 ± 0.021)、

(0.235±0.017)、(0.246±0.028) vs (0.927±0.158)，F=

4.315, P<0.05;图1B]。

A: Expression of TES protein in NSCLC tissues；

B: Expression of TES protein in lung cancer cell lines

图1 NSCLC组织和细胞株中的TES蛋白的表达

Fig.1 Expression of TES protein in the NSCLC tissues

and lung cancer cell lines

2.2 shTES转染后肺癌A549细胞中TES蛋白和TES

mRNA低表达

Western blotting检测结果（图2）显示，shTES转

染组肺癌A549细胞中TES蛋白的表达水平显著低

于 shRNA组[(0.297±0.107) vs (0.876±0.131); t=6.732,

P<0.05]。qPCR 结果显示，shTES 转染组肺癌 A549

细胞中TES mRNA相对表达水平显著低于 shRNA组

[(0.185±0.049) vs (1.000±0.217)；t=4.298, P<0.05]。结

果表明，shTES能够抑制TES mRNA和蛋白表达，说

明 shTES的构建和转染的成功。
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2.3 TES低表达显著增强肺癌A549细胞的增殖能力

MTT法检测结果（图3）显示，shTES组转染1、2、

3、4、5 d时肺癌A549细胞的增殖能力均高于 shRNA

对照组（F=2.764，P<0.05），结果提示TES表达下调能

够显著增强细胞的增殖能力。

图2 shTES转染后A549细胞中TES的蛋白水平

Fig. 2 TES protein level in A549 cells

after shTES transfection

* P<0.05 vs shRNA group

图3 shTES转染对肺癌A549细胞增殖能力的影响

Fig. 3 Effect of shTES transfection

on proliferation of A549 cells

2.5 TES低表达显著增强肺癌A549细胞的迁移能力

划痕实验检测结果（图 4）显示，shTES 组肺癌

A549 细胞的迁移率显著低于 shRNA 组 [(52.3 ±

2.6)% vs (19.7±1.4)%, t=-4.627, P<0.05]。结果表明

TES表达下调能够显著增强A549细胞的迁移能力。

图4 shTES转染对A549细胞迁移能力的影响

Fig. 4 Effect of shTES transfection on

migration of A549 cells

2.6 TES低表达显著增强肺癌A549细胞的侵袭能力

Transwell侵袭实验结果（图 5）显示，shTES组肺

癌A549细胞的穿膜细胞率明显高于 shRNA对照组

细胞 [(31.2 ± 3.8)% vs (14.5 ± 4.1)% , t=- 8.623, P<

0.05]。结果表明TES表达下调会增强肺癌A549细胞

的侵袭能力。

图5 shTES转染对A549细胞侵袭能力的影响

（结晶紫染色，×100））

Fig. 5 Effect of shTES transfection on invasive ability of

A549 cells (crystal violet staining, ×100)

2.7 TES低表达显著抑制肺癌A549细胞的凋亡率

Tunel法检测结果（图6）显示，shTES转染组肺癌

A549 细胞的凋亡率明显低于 shRNA 对照组细胞

[(8.2±1.1)% vs (23.1±1.7)%, t=6.279, P<0.05]。结果

表明TES表达下调会减少肺癌A549细胞的凋亡。

图6 shTES转染对肺癌A549细胞凋亡的影响（（×200））

Fig.6 Effect of shTES transfection on apoptosis

of A549 cells（（×200））

2.8 TES 低表达对 A549 细胞中 Bax、Bcl-2 和 Cas-

pase-3蛋白表达水平的影响

Western blotting 法检测结果（图 7）显示，与

shRNA 组比较, shTES 转染组 A549 细胞：(1) Bax

蛋白的表达水平明显降低 [(0.364 ± 0.104) vs
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(1.342±0.216), t=7.213, P<0.05]；(2) Bcl-2蛋白的表

达水平明显升高[(0.937±0.152) vs (0.276±0.098),

t=-6.375, P<0.05]；(3) Caspase-3蛋白的表达水平明

显降低 [(0.197±0.069）vs（1.183±0.145）, t=5.029,

P<0.05]。结果表明，转染 shTES导致的TES低表达

可降低促凋亡因子Bax和Caspase-3蛋白表达水平，

升高抑制凋亡因子Bcl-2蛋白的表达水平。

图7 shTES转染对A549细胞凋亡相关蛋白表达的影响

Fig. 7 Effect of shTES transfection on apoptosis related

proteins in A549 cells

3 讨 论

肺癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，也是全球

恶性肿瘤致死的重要因素。近年来，肺癌因其发病

率和病死率的不断攀升而越发受到关注。虽然人们

已经在肺癌的诊断和治疗方面做出了极大的努力，

但肺癌患者的总体预后仍然不佳，即使是早期肺癌

也存在高病死率和易复发现象[12]。研究人员已经认

识到原癌基因及抑癌基因的异常变化在人类肿瘤发

生发展中起着重要作用，尤其是抑癌基因功能的丧

失得到越来越多的重视。因此，新的抑癌基因研究

对肺癌发病机制的阐明以及寻找有效的治疗靶点具

有重要意义。

TES 基因是一种抑癌基因，TES 编码一个含有

421个氨基酸残基的蛋白质序列，蛋白相对分子质量

为48 000。TES蛋白的NH2端含有一个PET结构域，

COOH 端含有 3 个串联的富含半胱氨酸的区域

（LIM），这种特殊的串联LIM结构域与TES蛋白在细

胞中的定位和调控细胞生物学行为如细胞分化、细

胞骨架构成、细胞成瘤的功能密切相关[13-14]。TES基

因广泛表达于许多正常组织中（包括卵巢、乳腺、前

列腺、食管、头颈部、血液系统等），尤其睾丸和卵巢

的表达水平最高[15]。自发现并确定了人类TES基因，

研究人员通过对 26种实体肿瘤细胞株和 18组造血

系统肿瘤的研究，发现22%的实体肿瘤细胞株和44%

的造血系统肿瘤细胞株中TES表达缺失，从而确定了

TES是新的候选抑癌基因[4]。有研究[7-11]发现，TES基

因在人类多种肿瘤组织如胃癌、乳腺癌、卵巢癌、前

列腺癌、结肠癌、头颈部实体恶性肿瘤、血液系统肿

瘤、脑胶质细胞瘤、子宫内膜癌等中的表达水平明显

降低，而相关研究表明，TES高表达可以明显抑制恶

性肿瘤细胞的增殖并促进其凋亡。目前有关TES在

肿瘤中的表达及其作用机制的研究仍然较少，主要

集中在胃癌、乳腺癌、卵巢癌等肿瘤中，而在肺癌的

研究极少。

在对多种肿瘤的研究中，研究者发现过表达TES

能够抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭，并促进肿瘤

细胞的凋亡，而降低TES的表达会得到相反的结果。

Li等[9]研究发现，在细胞中高表达TES基因能够抑制

肠癌细胞株HCT116和DLD-1的增殖、迁移及侵袭能

力，并促进细胞凋亡的发生；而在细胞中干扰TES的

表达后则会促进肿瘤细胞的增殖、迁移及侵袭，并抑

制细胞凋亡。Zhong等[10]的研究果显示，高表达TES

基因能过抑制人鼻咽癌细胞株 5-8F的增殖、侵袭能

力；而Gu等[16]通过高表达或者干预TES的表达，同样

证明TES可以抑制子宫内膜癌细胞的增殖。Qiu等[17]

同样通过实验证明了TES基因的高表达可以抑制卵

巢癌细胞的增殖。本研究结果显示，TES在肺癌组织

及肺癌细胞株中的表达水平均明显低于癌旁组织及

肺成纤维细胞，提示TES表达下调或缺失可能参与肺

癌的发生发展，这与有关学者在其他肿瘤中的对TES

的研究结果是一致的。为了进一步研究TES对肺癌

发生的作用，本研究利用 shRNA技术沉默 TES基因

的表达，并用Westen blotting和实时荧光定量PCR法

检测基因沉默效果，结果显示 shTES能有效降解肺癌

A549细胞中的 TES mRNA，并使TES蛋白表达明显

减少。所以，利用 shRNA 干扰技术降低 A549 细胞

TES蛋白表达的效果是明显的。随后的体外实验结

果验证了笔者的假设。MTT实验干扰TES表达会促

进肿瘤细胞的增殖、细胞划痕实验证实 shTES能够加

强肺癌细胞的迁移能力、Transwell侵袭试验结果提

示肺癌细胞的侵袭能力随着TES蛋白表达水平的降

低而增强。Tunel法结果提示，TES表达水平降低会

抑制肿瘤细胞的凋亡能力；进一步对凋亡相关蛋白

检测发现，降低TES的表达会下调促凋亡因子Bax和

Caspase-3蛋白的表达，而使凋亡抑制因子Bcl-2蛋白

表达上调。由此可见，本研究结果与TES在多种肿瘤

中的研究结果是一致的，进一步证实了TES是一多肿

瘤的抑癌基因，提示 TES可能会抑制肺癌细胞的进

展，此为深入了解肺癌发生发展的机制及靶向肺癌

的基因治疗提供了实验依据。

总之，TES在肺癌组织及细胞株中表达下调，特

异性沉默TES基因会促进肺癌细胞的增殖、侵袭和迁

移，并抑制肿瘤细胞的凋亡。TES可能在肺癌细胞的
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增殖、迁移、侵袭及凋亡过程中发挥重要调控作用，

并有可能成为肺癌治疗的新靶点，为肺癌的基因治

疗提供了新的思路。
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