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成纤维细胞生长因子 13 通过 ROS/Caspase-3 通路调控非小细胞肺癌

A549 细胞的凋亡
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[ 摘　要 ]     目的：探讨成纤维细胞生长因子 13（fibroblast growth factor 13，FGF13）对非小细胞肺癌 A549细胞活性氧（reactive

oxygen species，ROS）的生成和凋亡的影响及其调控机制。方法：WB法检测 FGF13在人正常肺上皮细胞 BEAS-2B和肺癌

A549、H460细胞中的本底表达量。采用 FGF13过表达载体转染 BEAS-2B和 A549细胞；设计两组靶向 FGF13的 shRNA序

列，构建慢病毒干扰载体，包装病毒后侵染 A549细胞，采用 qPCR和 WB法检测干扰效果，DCFH-DA探针结合荧光酶标仪分

析敲减 FGF13对 A549细胞内 ROS水平的影响，MitoSOX与 WB法检测对线粒体 ROS水平及烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧

化酶 4（nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase 4，NOX4）蛋白表达量的影响，Annexin V-FITC-PI双染法检测对细胞

凋亡和 Caspase-3及 Cleaved Caspase-3蛋白表达的影响。结果：与 BEAS-2B细胞相比，FGF13蛋白在两种肺癌细胞中均高表

达（均 P<0.05）。成功构建 FGF13过表达、低表达的 A549细胞系。过表达 FGF13后，BEAS-2B和 A549细胞内 ROS水平显著

降低（P<0.05）；敲减 FGF13表达后，A549细胞内 ROS水平显著升高（P<0.05）；然而过表达及干扰 FGF13对 A549细胞内线粒

体 ROS水平无显著影响，但 NOX4蛋白表达量显著下调（P<0.05）及显著上调（P<0.05）。FGF13干扰后 A549细胞凋亡率显著

升高（P<0.01），Caspase-3及 Cleaved Caspase-3蛋白表达量显著上调（P<0.05）。结论：FGF13可能通过 NOX家族途径调控

ROS的生成，并通过 ROS/Caspase-3通路调控 A549细胞凋亡。
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Fibroblast  growth  factor  13  regulates  apoptosis  of  A549  cells  through  the  ROS/
Caspase-3 pathway

LIU  Tianyu,   TANG Chengcheng,   FENG Guang,   LEI  Jingjing,   SUN Chenhao,   WANG Ling,   LU  Hongzhao  (School  of  Biologic
Science and Engineering, Shaanxi University of Technology, Hanzhong 723001, Shaanxi, China)

[Abstract]  Objective: To explore the effect of fibroblast growth factor13 (FGF13) on the generation of reactive oxygen species (ROS)
and apoptosis of non-small cell lung cancer A549 cells and its regulatory mechanism. Methods: WB was used to detect the background
expression of FGF13 in human normal lung epithelial BEAS-2B cells and lung cancer A549 and H460 cells. BEAS-2B and A549 cells
were  transfected  with  FGF13  over-expression  vector.  Two  groups  of  shRNA sequences  targeting  FGF13  were  designed  to  construct
lentivirus interference vector. The packaged lentivirus was used to infect A549 cells. qPCR and WB were used to detect the interference
efficiency. DCFH-DA probe combined with fluorescence microplate reader was used to analyze the effect of FGF13 knock-down on the
level  of ROS in A549 cells.  MitoSOX and WB were used to detect  mitochondrial  ROS levels and nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate  oxidase  4  (NOX4)  protein  expression  levels.  Annexin  V-FITC-PI  double  staining  method  was  used  to  detect  the  cell
apoptosis and expressions of Caspase-3 and Cleaved Caspase-3 protein. Results: FGF13 protein was highly expressed in lung cancer
cells compared with BEAS-2B cells (both P<0.05). A549 cell line with over-expression and low-expression of FGF13 were successfully
constructed. Over-expression of FGF13 significantly reduced the level of ROS in A549 and BEAS-2B cells (P<0.05), while knockdown
of FGF13 significantly increased the level of ROS in A549 cells (P<0.05). Though over-expression and interference of FGF13 had no
significant effect on mitochondrial ROS levels in A549 cells, NOX4 protein expression was significantly down-regulated (P<0.05) after
FGF13  over-expression  and  significantly  upregulated  after  FGF13  knockdown  (P<0.05),  respectively.  The  interference  of  FGF13
significantly increased the apoptosis rate (P<0.01) of A549 cells and significantly upregulated the protein expression levels of Caspase-3
and  Cleaved  Caspase-3  (P<0.05).  Conclusion: FGF13  regulates  ROS  production  possibly  through  the  NOX  family  pathway  and
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成纤维细胞生长因子 13（fibroblast growth factor
13，FGF13）属于成纤维细胞生长因子家族成员，其

相对分子质量为 28 000[1]。FGF13基因存在不同亚

型[2]，如“1S”（FGF13 1A）、“1U”（FGF13 1B）、

“1V”、“1Y”和“1V+1Y”等，这些亚型在个体

组织中差异性表达并分别定位于不同的细胞区域[3]，

推测它们可能具有不同的生物学特性和功能。

FGF13在卵巢癌、前列腺癌和乳腺癌等多种癌症

组织中呈高水平表达[4-5]，与肿瘤细胞的增殖、侵袭、

迁移及耐药性的产生有关 [6-8]。研究结果 [9] 显示，

FGF13在非小细胞肺癌（non-small-cell lung cancer，
NSCLC）细胞中表达水平较高，通过减少核糖体和

蛋白质的合成、降低活性氧（reactive oxygen species，
ROS）的生成维持细胞内环境稳态。与机体正常细

胞相比，恶性肿瘤细胞内 ROS水平显著升高[10-11]。

适量的 ROS能够促进肿瘤细胞增殖和分化[12]，过多

则又会导致细胞内氧化应激增强，而造成脂质、蛋

白质和 DNA的氧化损伤，最终导致肿瘤细胞的凋

亡或坏死[11]。因此，ROS是维持肿瘤细胞内环境稳

态的重要成分。然而，NSCLC细胞中 FGF13如何

调控 ROS的生成目前尚不明确。鉴于此，本研究通

过过表达或干扰 A549细胞中 FGF13基因的表达，

探究 FGF13对 ROS生成和 A549细胞凋亡的影响

以及相关的调控机制，为进一步研究 FGF13在

NSCLC内环境稳态中的作用和机制奠定实验基础。 

1    材料与方法
 

1.1    细胞株、质粒及主要试剂

pcDNA3.1-FGF13及 Empty  vector质粒为本实

验室保存，人 NSCLC细胞株 A549、人大细胞肺癌

细胞株 H460、HEK-293T细胞购自上海赛百慷公

司，人正常肺上皮细胞 BEAS-2B购自上海艾睿生物

科技有限公司，慢病毒包装辅助载体 psPAX2、
pMD2.G和慢病毒载体 pLKO.1-TRC购自武汉淼灵

生物科技有限公司，限制性核酸内切酶 AgeⅠ、

EcoRⅠ、嘌呤霉素、质粒提取试剂盒均购自博日公

司，LipofectamineTM 2000、T4 DNA连接酶、DNase
（RNase-free）均购自美国 Invitrogen公司，总 RNA
提取试剂盒、反转录试剂盒、实时荧光定量检测试

剂盒购自美国 AG公司，ROS检测试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，线粒体超氧化物红色荧

光探针（MitoSOX）购自 Life  Technologies公司，

Annexin Ⅴ Apoptosis Detection Kit FITC购自生工生

物工程（上海）股份有限公司，鼠抗人 FGF13单克隆

抗体、山羊抗兔 IgG、山羊抗鼠 IgG抗体购自英国

Abcam公司，兔抗人 NOX4多克隆抗体、HRP-抗
GAPDH鼠单克隆抗体购自 Proteintech公司，兔

抗 人 Caspase-3单 克 隆 抗 体 购 自 Cell  Signaling
Technology公司，shRNA引物由通用生物系统（安

徽）有限公司合成。 

1.2    细胞转染与分组

调整 A549细胞密度至 1×106 个/ml，取 2 ml接
种于 6孔板，培养过夜，将细胞分为 pcDNA3.1-
FGF13组 及 Empty  vector组 （ 对 照 组 ） ， 采 用

LipofectamineTM 2000将质量浓度为0.5 μg/μl的FGF13
过表达质粒和阴性对照分别转染至该组细胞。 

1.3    shRNA 引物设计与合成

从 NCBI中检索人 FGF13基因序列（NM_0011
39502.2），采用美国 Sigma公司（http//www.sigmaal
drich.com）在线设计软件，设计两组针对人 FGF13
基因的 shRNA和对照组 NC-shRNA序列（表 1）
并委托公司合成。 

表 1  shRNA 序列

Tab.1  Sequence of shRNA

shRNA Sequence (5’-3’)

FGF13-shRNA-1-F CCGGGAACAAGCCTGCAGCTCATTTCTCGAGAAATGAGCTGCAGGCTTGTTCTTTTTG

FGF13-shRNA-1-R AATTCAAAAAGAACAAGCCTGCAGCTCATTTCTCGAGAAATGAGCTGCAGGCTTGTTC

FGF13-shRNA-2-F CCGGCAAGCTGTACTTGGCAATGAACTCGAGTTCATTGCCAAGTACAGCTTGTTTTTG

FGF13-shRNA-2-R AATTCAAAAACAAGCTGTACTTGGCAATGAACTCGAGTTCATTGCCAAGTACAGCTTG

NC-shRNA-F CCGGTACAACAGCCACAACGTCTATCTCGAGATAGACGTTGTGGCTGTTGTATTTTTG

NC-shRNA-R AATTCAAAAATACAACAGCCACAACGTCTATCTCGAGATAGACGTTGTGGCTGTTGTA
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1.4    重组质粒的构建与鉴定

pLKO.1-TRC载 体 经 Age  I、 EcoR  I酶 切 后 ，

FGF13-shRNA-1、FGF13-shRNA-2经 T4 DNA连接

酶连接入载体，然后将连接产物转入 DH5α感受态

菌进行转化，均匀涂布在 Amp抗性的 LB固体培养

基上，倒置平皿，37 ℃ 恒温培养箱培养过夜。次日

进行菌落 PCR鉴定，选取阳性克隆测序。 

1.5    慢病毒的包装与收集

将 6 μg重组质粒 pLKO.1-FGF13-shRNA及 4 μg
的 包 装 质 粒 pMD2.G和 psPAX2用 Opti-MEM混

匀，常温静置 20  min。混合物经 LipofectamineTM

2000介导共转染 293T细胞，培养 16 h后弃去含转

染混合物的培养上清液，PBS洗涤，加入含 10%
FBS的 DMEM培养基，分别培养 40、64 h后收集培

养液，503.1×g离心 5 min，收集上清液于–80 ℃ 保存。 

1.6    A549-FGF13-shRNA 稳转细胞株的建立

接种处于对数生长期的 A549细胞，加入病毒

上清液进行感染，以 FGF13-shRNA慢病毒感染

A549细胞作为实验组（shRNA-1、shRNA-2），空载

体病毒感染的细胞作为阴性对照组（NC），不感染

病毒的细胞作为空白对照。感染 12 h后更换新鲜培

养基继续培养。72 h后采用嘌呤霉素筛选。嘌呤霉

素筛选后的阳性细胞经扩大培养后用于后续研究。 

1.7    qPCR 检测 FGF13 mRNA 表达

利用 TRIzol法提取细胞总 RNA，按照 Evo
M-MLV RT Kit  with  gDNA Clean试剂盒说明书将

其反转录为 cDNA。设计 PCR引物，FGF13基因上

游引物：5’-GGTCTGCGAGTGGTGGCTAT-3’，下

游引物： 5 ’-CCTGACTGCTGCTGACGGTAT-3 ’；
GAPDH基因上游引物：5’-GCACCGTCAAGGCT
GAGAAC-3 ’ ，下游引物： 5 ’-TGGTGAAGACGC
CAGTGGA-3 ’。反应体系配制及条件按 SYBR
Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit试剂盒说明书进

行，每个样本重复 3次，用 2−ΔΔCt 法计算目的基因的

表达量。 

1.8    WB 法检测蛋白质表达

RIPA裂解液裂解细胞，制备蛋白质样品。用

BCA法测定蛋白质浓度。制备的蛋白质样品进行

SDS-PAGE，电转法将凝胶中的蛋白质转移到

PVDF膜上。5%脱脂奶粉室温封闭，一抗孵育过

夜 ， 使 用 的 抗 体 包 括 抗 FGF13（ 1∶2  000） 、 抗

NOX4（ 1∶1  000） 、抗 Caspase-3（ 1∶1  000）和抗

GAPDH（1∶5 000）。次日去除一抗，TBST洗涤，

加入二抗室温孵育 2 h，使用的抗体包括山羊抗兔

IgG（1∶5 000）、山羊抗鼠 IgG（1∶2 000），ECL化

学发光检测，采用 Image J软件进行灰度分析并计算

目的蛋白的相对表达量。 

1.9    细胞内总 ROS 及线粒体 ROS 水平检测 

1.9.1    细胞内总 ROS水平检测　将细胞接种于

96孔板，12 h后移去培养液，用 PBS以 1∶1 000稀

释 ROS探针，使终浓度为 10 μmol/L。加入探针后

于 37 ℃ 细胞培养箱内避光孵育 20  min。PBS洗

涤。荧光酶标仪（488 nm激发波长，525 nm发射波

长）检测荧光强度，取 3次检测结果计算平均值。 

1.9.2   细胞内线粒体 ROS水平检测　将细胞接种

于 96孔板，12 h后移去培养液，将 MitoSOX探针用

培养基稀释至浓度为 5 μmol/L。37 ℃ 细胞培养箱

内避光孵育 30 min，PBS洗涤，荧光酶标仪（510 nm
激发波长，580 nm发射波长）检测荧光强度，取 3次

检测结果计算平均值。 

1.10    荧光显微镜检测 A549 细胞凋亡

接种处于对数生长期的 A549细胞，PBS清洗

1次 。 均 匀 地 将 细 胞 与 5 μl  Annexin   Ⅴ-FITC、
10 μl碘化丙啶（PI）染色液以及 195 μl 1×结合缓冲

液混合，室温避光孵育 20 min。荧光显微镜下观

察，Annexin Ⅴ-FITC为绿色荧光，PI为红色荧光。 

1.11    统计学处理

¹x

采用 SPSS  13.0软件进行统计分析，Origin
2017软件绘图。所有实验独立重复 3次，符合正态

分布的计量资料以 ±s表示，采用单因素方差分析

对多组间均数进行比较，以 P<0.05或 P<0.01表示

差异具有统计学意义。 

2    结   果
 

2.1    过表达 FGF13 抑制 A549 细胞内 ROS 的生成

首先检测了 FGF13基因在人正常肺上皮细胞

BEAS-2B与 2种肺癌细胞 A549和 H460中本底表

达情况。WB检测结（图 1A、B）显示，与 BEAS-
2B相比，FGF13蛋白在 2种肺癌细胞中表达较高，

约为 BEAS-2B细胞的 3.2倍和 2.9倍（均 P<0.05）。

鉴于 FGF13在 A549细胞中表达最高，因此将该种

细胞用于后续研究。在 A549细胞中转染 FGF13的

过表达质粒，WB检测其在蛋白水平上的过表达效

率。结果（图 1C）发现，FGF13蛋白表达量较对照

组明显上调，可用于后续研究。进一步在 BEAS-2B
和 A549细胞中过表达 FGF13后，检测 2种细胞中

ROS水平变化。结果（图 1D）显示，过表达 FGF13
后，BEAS-2B与 A549细胞内 ROS水平分别较对照

组降低了约 20%和 21%（均 P<0.05），表明 FGF13
抑制 2种细胞中 ROS的生成。
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*P<0.05 vs BEAS-2B cells group

A, B: Protein expression level of FGF13 in BEAS-2B, A549 and H460 cells; C: Protein expression level of FGF13 in A549 cells
transfected with empty vector or pcDNA3.1-FGF13; D: ROS levels in BEAS-2B and A549 cells transfected with empty vector or

pcDNA3.1-FGF13
图 1  FGF13 表达水平及 ROS 水平检测

Fig.1   Determination of expression level of FGF13 and ROS
 
 

2.2    pLKO.1-FGF13-shRNA 慢病毒干扰载体的构建

为进一步验证 FGF13对 ROS生成的影响，构

建了 FGF13慢病毒干扰载体。重组质粒 pLKO.1-
FGF13-shRNA的 PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳

分析，可见 264 bp的特异条带（图 2A），大小与预期

一致。测序结果（图 2B）显示，其发夹结构中的干

扰序列均与之前设计的目的片段完全一致，说明合

成的两组 FGF13-shRNA核苷酸序列插入正确，

pLKO.1-FGF13-shRNA慢病毒干扰载体构建成功。

 
 

 
A: Electrophoretic profile of colony PCR product; M: Marker; 1-4: pLKO.1-FGF13-shRNA1 positive clones (264 bp); 5: Negative
control; 6-9: pLKO.1-FGF13-shRNA2 positive clones(264 bp); 10: Negative control. B: Sequencing results of recombinant plasmid;

shRNA-1: pLKO.1-FGF13-shRNA-1; shRNA-2: pLKO.1-FGF13-shRNA-2
图 2  重组质粒的鉴定

Fig.2   Identification of recombinant plasmid
 
 

2.3      A549-FGF13-shRNA 稳转细胞株的建立及对

ROS 的影响

慢病毒感染 A549细胞，嘌呤霉素筛选 NC（对

照组）和 FGF13-shRNA-1、 FGF13-shRNA-2（实验

组）阳性细胞株。结果（图 3A）显示，空白组

（Blank）细胞全部死亡，而对照组和实验组细胞正常

生长，为阳性细胞株，用于后续研究。利用 qPCR

和 WB检测慢病毒干扰效率，qPCR结果（图 3B）显

示，与 NC（对照组）相比，FGF13-shRNA-1组细胞

中 FGF13 mRNA表达水平下降约 90%（P<0.01），

FGF13-shRNA-2组细胞中 FGF13 mRNA表达水平

下降约 22%（P<0.05）。WB结果（图 3C、D）显示，
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与 NC（ 对 照 组 ） 相 比 ， FGF13-shRNA-1组 细 胞

中 FGF13蛋白表达水平降低约 62%（ P<0.01） ，

FGF13-shRNA-2组细胞中 FGF13蛋白表达水平降

低约 68%（P<0.01）。因此，FGF13-shRNA-1组干扰

效果最明显，用于后续实验。为分析干扰 FGF13
对 A549细胞内 ROS生成的影响，检测了FGF13-

shRNA-1组细胞内 ROS水平。结果（图 3E）表明，

与 NC（对照组）相比，FGF13-shRNA-1组细胞内

ROS水平显著升高，约为 NC组的 1.6倍（P<0.05），
说明干扰 FGF13促进 A549细胞内 ROS的生成。

进一步确定了 FGF13调控 A549细胞内 ROS的

生成。
 

 
*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A: Pictures of positive cells after 48 h of purinomycin screening (×100); Blank: A549 cells; NC: Negative control;
shRNA-1:pLKO.1-FGF13-shRNA-1; shRNA-2: pLKO.1-FGF13-shRNA-2; B: qPCR for FGF13 mRNA expression in

shRNA-transfected A549 cells; C, D: Protein expression level of FGF13 in shRNA-transfected A549 cells;
E: ROS levels in A549-FGF13-shRNA stably transfected cell line

图 3  A549-FGF13-shRNA 稳转细胞株的建立及对 ROS 的影响

Fig.3   Establishment of A549-FGF13-shRNA stably transfected cell line and its effect on ROS
 
 

2.4      FGF13 下调 NOX4 蛋白表达调控 A549 细胞

内 ROS 的生成

为探究 FGF13通过哪条途径抑制 A549细胞内

ROS的生成，首先检测了 NOX4蛋白在 BEAS-2B、
A549和 H460细胞中的本底表达水平。结果（图

4A、B）表明，与 BEAS-2B相比，NOX4蛋白在 2种

肺癌细胞中均高表达，约为 BEAS-2B细胞的 2.8倍

和 3倍（均 P<0.05）。其次，在 A549细胞中分别过

表 达 和 干 扰 FGF13， 检 测 线 粒 体 ROS水 平 与

NOX4蛋白表达的情况。结果（图 4C）显示，与对照

组相比，过表达或干扰 FGF13后，A549细胞内线粒

体 ROS水平均无明显变化；然而，NOX4蛋白表达

量发生明显变化。过表达 FGF13后 NOX4蛋白相

对表达量降低了约 48%（P<0.05，图 4D、E），而干

扰 FGF13后，NOX4蛋白相对表达量升高至 NC组

的 2.6倍（P<0.05，图 4F、G），表明 FGF13通过影

响 NOX4蛋白途径调控细胞内 ROS的生成。 

2.5    干扰 FGF13 引起的 ROS 升高促进 A549 细胞

凋亡

研究发现，肿瘤细胞内 ROS的水平直接影响细

胞的凋亡，本试验结合荧光显微镜，采用 Annexin
V-FITC凋亡检测试剂盒检测干扰 FGF13后 A549
细胞的凋亡率。结果（图 5A、B）显示，与对照组细

胞（1.12±0.06）%相比，FGF13-shRNA-1组细胞凋亡

率达到（92±4.6）%（P<0.01）；WB检测 Caspase-3
及 Cleaved Caspase-3蛋白表达量，结果（图 5C-E）
显示，干扰 FGF13后 Caspase-3及 Cleaved Caspase-3
蛋白表达量分别升高至对照组的 1.5倍和 1.9倍

（P<0.05），以上结果表明干扰 FGF13引起细胞内

ROS升高诱导了 A549细胞的凋亡。 
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3    讨    论

肺癌是重大公共卫生问题，目前在中国位居肿

瘤发病率和死亡率的首位 [13]，其中 NSCLC是最普

遍的肺癌类型[14]。近年来，随着研究的深入，对肿

瘤发生、发展机制的认识已经取得相当大的进展，

已开发出一些新型抗肿瘤药物，例如程序性死亡受

体 1（programmed cell death protein 1，PD-1）免疫药

物、靶向药物和抗肿瘤血管生成药物等，这些药物

在某些 NSCLC患者治疗中展现出较好的抗肿瘤效

果 [15-16]。然而，由于肿瘤异质性以及复杂的肿瘤

微环境，导致大部分患者在治疗后产生复发和转

移 [17]。因此，寻找新的靶点和治疗方法是当前

NSCLC的研究主题。

与 FGF家族的其他成员不同，FGF13是一种胞

内蛋白 [18]。研究 [7, 19-20] 表明，FGF13在多种类型的

肿瘤中过表达，参与肿瘤的侵袭和迁移，并通过维

持肿瘤细胞内环境稳态促进肿瘤细胞的存活。肿瘤

细胞内环境是细胞代谢的主要场所，各种复杂的生

命活动都依赖于细胞内环境稳态的维持[9]，其中细

胞内膜系统，如线粒体、内质网、核膜等以及细胞内

氧化还原水平（包括 ROS和抗氧化体系）的稳定是

肿瘤细胞内环境稳态尤为重要的两大部分[21]。ROS
是一类在细胞正常代谢过程中产生的具有强氧化性

的小分子化学物质[22]，在肿瘤的发生、生长、增殖、

 

*P<0.05 vs NC group
A, B: Protein expression level of NOX4 in BEAS-2B, A549 and H460 cells; C: MitROS levels in A549 cells transfected with

empty vector or pcDNA3.1-FGF13,NC or shRNA-1; D, E: Protein expression level of NOX4 in A549 transfected with
empty vector or pcDNA3.1-FGF13; F,G: Protein expression level of NOX4 in shRNA-transfected A549 cells; shRNA-1:

pLKO.1-FGF13-shRNA-1; NC: Negative control
图 4  FGF13 对 A549 细胞内线粒体 ROS 水平及 NOX4 蛋白表达的影响

Fig.4   Effects of FGF13 on ROS levels and NOX4 protein expression in A549 cells
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凋亡和转移中发挥重要作用[23]。研究结果[9] 显示，

在 NSCLC细胞中 FGF13可降低 ROS的水平，但

ROS的具体生成途径尚不清楚。首先，本研究检测

了 FGF13基因在人正常肺上皮细胞 BEAS-2B与

2种肺癌细胞 A549和 H460中本底表达情况，结果

发现 FGF13在 2种肺癌细胞中均高表达。其次，检

测了过表达 FGF13后 BEAS-2B与 A549细胞内 ROS

水平变化，发现过表达 FGF13后 ROS水平显著降

低；再利用慢病毒干扰技术，成功构建两组稳定干

扰 FGF13基因的 A549细胞株，ROS检测结果表

明，干扰 FGF13基因后 ROS水平显著升高，进一步

验证了 FGF13调控 A549细胞内 ROS的生成，与

BUBLIK等[9] 报道结果一致。

 
 

 
*P<0.05, **P<0.01 vs NC group

A, B: A549 cell apoptosis was determined by Annexin V-FITC-PI staining followed by fluorescence microscope (×100);
Phase contrast: Survival cells; Annexin V-FITC: Apoptosis cell in the early; PI: Apoptosis cell in the late; Merge: Dead cells.

C-E: Protein expression level of Caspase-3 and Cleaved Caspase-3 in shRNA-transfected A549 cells;
NC: Negative control; shRNA-1: pLKO.1-FGF13-shRNA-1

图 5  干扰 FGF13 对 A549 细胞凋亡的影响

Fig.5   The effect of interfering FGF13 on A549 cell apoptosis
 

据报道[24]，肿瘤细胞内 ROS的生成主要来源于

线粒体氧化呼吸链途径和 NADPH氧化酶 NOX家

族。其中，线粒体是细胞内重要的一种细胞器，可

通过氧化磷酸化途径产生 ROS[24]，而 NOX家族则

被认为是细胞内产生 ROS的最主要的来源 [25]。

NOX家族由 NOX1、NOX2、NOX3、NOX4、NOX5
以及二元氧化酶 1（DUOX1）、二元氧化酶 2（DUOX2）
7个亚型组成 [26]。在肺组织中，包含了 40多种细

胞，主要表达 NOX1、NOX2、NOX4与 Duox1/2；
在 NSCLC中 Duox1/2发生甲基化，表达水平极低，

NOX2主要与吞噬细胞介导的免疫反应有关[27]。与

NOX1相比，NOX4高度表达，不仅能够生成大量

的 ROS，促进 NSCLC细胞增殖并抑制凋亡，而且可

通过正反馈 PI3K/Akt信号通路促进其转移 [12]。因

此，首先，本研究检测了 NOX4蛋白在 BEAS-2B、
A549和 H460细胞中的本底表达水平。结果表明，

与 BEAS-2B相比，NOX4蛋白在 2种肺癌细胞中均

高表达，这与吴启鹏[12] 的研究结果相一致。其次，

检测了过表达或干扰FGF13后A549细胞内线粒体ROS
的水平，结果发现无论过表达或干扰 FGF13，ROS
的生成量都无变化。这说明在 A549细胞中，FGF13
调控的 ROS并非来源于线粒体氧化呼吸链途径。

进一步检测 NOX家族中的 NOX4蛋白表达量，发

现过表达 FGF13后，NOX4蛋白显著下调，相反干

扰 FGF13后其蛋白表达量显著上调。这说明在 A549
细胞中，FGF13可能是通过影响 NOX家族而调控

细胞内 ROS的生成。

ROS生成过多会引起细胞脂质、蛋白质和

DNA氧化损伤，最终导致肿瘤细胞凋亡[28]，许多化

疗药物都是通过引起 ROS生成增多并促进肿瘤细

胞凋亡，以发挥治疗癌症、提高患者生存率的作

用[29]。例如 5-氟尿嘧啶通过 p53依赖途径产生大量
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ROS，诱导结直肠癌细胞凋亡[30]；利妥昔单抗抑制

Bcl-2和 p38/MAPK途径并促进 ROS生成，诱导淋

巴瘤细胞凋亡等[31]。细胞凋亡是一个重要的生理过

程，内源性凋亡途径始于 Caspase-9的激活，然后激

活 Caspase-3、6和 7，通过下游半胱天冬酶切割特定

底物蛋白质，促使细胞凋亡[32-33]，其中 Caspase-3是

凋亡级联反应途径的核心蛋白，它的激活是细胞凋

亡的重要条件[34]。因此，为探究 FGF13是否通过调

控 ROS的生成进而影响 A549细胞凋亡，本研究检

测了干扰 FGF13后 A549细胞凋亡率和 Caspase-3
及 Cleaved Caspase-3蛋白表达情况。结果发现，干

扰 FGF13后 A549细胞凋亡率显著升高，Caspase-3
及 Cleaved Caspase-3蛋白表达量显著升高，表明干

扰 FGF13后引起的 ROS升高促进细胞凋亡，说明

FGF13可 能 通 过 ROS/Caspase-3通 路 调 控 A549
细胞凋亡。

综上所述，本研究分别通过过表达 FGF13和构

建稳定干扰 FGF13的 A549细胞株，研究结果表明

FGF13可能是通过 NOX家族途径调控 A549细胞

内 ROS的生成进而通过 ROS/Caspase-3通路调控细

胞凋亡，而具体 FGF13通过何种作用机制调控

NOX4的表达还需进一步研究。该研究结果为深入

研究 FGF13在 NSCLC内环境稳态中的作用和机制

提供了一定的实验依据。
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