
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.cn

Chin J Cancer Biother, Sep. 2022, Vol. 29, No. 9

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.09.003

[基金项目] 山东省中医药科学技术研究项目（No.Q2022004)；山东省医药卫生科技发展计划（No.202104080454）；济南市中心医院高层次课题

培育计划青年项目（No.202007018）

[作者简介] 仝安娜（1985—），女，硕士生，主治医师，主要从恶性肿瘤放射治疗及分子靶向治疗的研究，E-mail：tonganna@126.com

[通信作者] 闫鹏，E-mail：phoenix142@126.com

羧肽酶A4促进非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移、侵袭和EMT进程的

机制及其相关意义

仝安娜 1，闫鹏 2（1.中国人民解放军联勤保障部队第960医院 放疗科，山东 济南 250031；2.济南市中心医院

肿瘤科，山东 济南 250013）

[摘 要] 目的：探究羧肽酶A4（ CPA4）促进非小细胞肺癌（NSCLC）细胞增殖、迁移、侵袭和EMT进程的机制及其临床意义。

方法：通过 IHC和WB法检测2012年2月至2015年12月济南市中心医院收治的105例晚期或转移性NSCLC患者的癌组织及其

癌旁组织标本，以及NSCLC细胞中CPA4的表达；c2检验分析CPA4表达与患者临床病理特征之间的关联，Kaplan-Meier法分析

CPA4表达与患者OS之间的关系。采用细胞转染的方法分别构建稳定过表达和低表达CPA4的H1299与A549 NSCLC细胞，利

用CCK-8法、细胞集落形成实验、划痕愈合实验和Transwell小室实验检测过表达或敲减CPA4后细胞增殖、迁移和侵袭能力的变

化。建立裸鼠细胞移植瘤模型和尾静脉-肺转移肿瘤模型，检测过表达CPA4和敲减CPA4表达对在裸鼠体内成瘤和转移的影响，

通过WB和 IHC法检测移植瘤组织中上皮间质转化（EMT）相关标志物的变化。结果：与癌旁组织和正常肺上皮细胞比较，CPA4

在 NSCLC 组织和细胞中均呈高表达（均 P˂0.05）；CPA4 高表达 NSCLC 患者的OS显著短于低表达患者（P˂0.05），CPA4的高

表达更多见于分化差、N2~N3淋巴结受累和TNM Ⅳ期（P˂0.05或P˂0.01）。过表达CPA4促进H1299细胞而敲减CPA4表达则抑

制A549细胞的增殖、迁移和侵袭；过表达CPA4促进裸鼠H1299细胞移植瘤生长和肺的转移；过表达CPA4促进H1299细胞的

EMT进程相关分子的变化。结论：NSCLC组织和细胞中CPA4均呈高表达，过表达CPA4可诱导EMT进程促进NSCLC细胞的增

殖、迁移和侵袭且与肿瘤进展和预后有关，CPA4是一个预测NSCLC复发、预后及可用于靶向治疗的潜在标志物。
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[Abstract] Objective: To explore the mechanism and clinical significance of carboxypeptidase A4 (CPA4) promoting the proliferation,

migration, invasion and epithelial-mesenchymal transformation (EMT) progression of non-small cell lung cancer (NSCLC) cells.

Methods: IHC and WB were employed to detect the expression of CPA4 in NSCLC tissues and adjacent tissues of 105 patients with

advanced or metastatic NSCLC in Jinan Central Hospital from February 2012 to December 2015 and the expression of CPA4 in

NSCLC cells. Chi-square test was used to analyze the association between CPA4 expression and the clinicopathological characteristics

of the patients. The relationship between CPA4 expression and the overall survival (OS) of the patients was analyzed by Kaplan-Meier

method. H1299 and A549 NSCLC cells with stable overexpression and downexpression of CPA4 were constructed by cell transfection.

Changes in the cell proliferation, invasion and migration after overexpression and knockdown of CPA4 were detected by CCK-8 assay,

cell colony formation assay, scratch healing assay and Transwell assay. Xenograft tumor models and tail vein‐lung metastasis tumor

models of nude mice were established to detect the role of CPA4 in tumor tumorigenesis and metastasis in vivo. Changes in the markers

of EMT in the tissues of xenografts were detected by WB and IHC. Results: Compared with paracancer tissues and normal lung

epithelial cells, CPA4 was highly expressed in cancer tissues and cancer cells (all P˂0.05). The OS of NSCLC patients with high CPA4

expression was significantly shorter than that of patients with low CPA4 expression (P˂0.05). High expression of CPA4 was more

common in poor differentiation, N2-3 lymph node involvement and TNM stage Ⅳ (P˂0.05 or P˂0.01). Overexpression of CPA4
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promoted H1299 cells, while knockdown of CPA4 inhibited the proliferation, migration and invasion of A549 cells. Overexpression of

CPA4 promoted the growth of H1299 cell xenograft tumors and lung metastatic tumors in nude mice. Overexpression of CPA4

promoted the changes of EMT process-related molecules in H1299 cells. Conclusion: CPA4 is highly expressed in NSCLC tissues and

cells. Overexpression of CPA4 can induce EMT, promote the proliferation，migration and invasion of NSCLC cells and is related to

tumor progression and prognosis. CPA4 is a potential biomarker for predicting relapse and prognosis of NSCLC and can be used for

targeted therapy.

[Key words] non-small cell lung cancer (NSCLC); carboxypeptidase A4 (CPA4); epithelial-mesenchymal transition (EMT);

proliferation; migration; invasion；metastasis

[Chin J Cancer Biother, 2022, 29(9): 797-805. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.09.003]

在全球范围内，肺癌是发病率第二，且是病死率

第一的恶性肿瘤，2020年有220万新发病例和180万

死亡病例[1]。非小细胞肺癌（non-small cell lung

cancer，NSCLC）占所有肺癌病例的80%~85%[2]，其中

大多数发现时已是晚期[3]。随着靶向治疗和免疫治

疗的进展，NSCLC生存期显著延长，但总体预后仍然

很差。因此，深入了解NSCLC生物学分子机制，可为

改善NSCLC预后及探索新的靶向药物提供理论支

持。羧肽酶 A4（carboxypeptidase A4，CPA4）是金属

羧肽酶家族的成员[4]。金属羧肽酶是锌依赖性酶，可

催化肽和蛋白质底物的C末端裂解，在消化和神经内

分泌肽的选择性生物合成中发挥作用[5-6]。最近，发

现 CPA4 在多种实体瘤组织中呈高表达，包括胰腺

癌[7]、胃癌[8]、乳腺癌[9]和食管癌[10]，且可作为潜在的诊

断和预后标志物。此外，本研究的前期工作也发现

NSCLC 消融后的残留肿瘤细胞出现上皮间质转化

（epithelial-mesenchymal transition，EMT)，且 CPA4 呈

显著的高表达[11]。因此，推测 CPA4 有可能参与

NSCLC 的 EMT 进程。本研究旨在观察 CPA4 在

NSCLC恶性进展中的作用，并探索CPA4是否能成为

治疗NSCLC的新的潜在靶点。

1 材料与方法

1.1 组织标本与实验动物、细胞及主要试剂

本研究采用 2012年 2月至 2015年 12月在济南

市中心医院接受治疗的 105 例局部晚期或转移性

NSCLC患者的癌组织及其癌旁组织，从病理科获得

石蜡包埋的组织块并切片。济南市中心医院伦理委

员会批准了这项研究（批准号：JNCH2021-26），所有

患者都签署了知情同意书。

3~4周龄BALB/c裸鼠（雄鼠，18~20 g）20只购自

斯贝福生物有限公司（北京），动物合格证号码：

[SCXK(京)2019-0010]。

人 NSCLC 细胞 A549、H1299、H1975 和 PC9，以

及正常肺/支气管上皮细胞BEAS-2B均购自中国科

学院细胞库（中国上海）。A549和BEAS-2B细胞在

含有 10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养液中培养。

H1299、H1975 和 PC9 细胞在含有 10% FBS 的 RPMI

1640培养液中培养。

FBS、DMEM 培养基购自 HyClone 公司，RPMI

1640 培养基购自 Gibco 公司。 TRIzol 试剂购自

Thermo Fisher Scientific公司、一体式cDNA第一链合

成试剂盒、BlazeTaq SYBR Green qPCR MIX 2.0试剂

盒均购自GeneCopoeia公司，PCR引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司设计合成，蛋白酶抑制剂、

RIPA裂解缓冲液、BCA试剂盒均购自Thermo Fisher

Scientific公司，兔抗E-cadherin、N-cadherin抗体购自

CST公司，兔抗 vimentin抗体购自Abcam公司，兔抗

CPA4抗体购自Genetex公司，鼠抗GAPDH抗体、辣

根过氧化酶标记羊抗兔及羊抗鼠 IgG均购自亚太恒

信生物科技（北京）有限公司，CCK-8溶液购自武汉

博士德生物工程有限公司，Transwell小室购自康宁

公司，RNA测序由北京博云华康基因科技有限公司

操作。

1.2 TCGA（The Cancer Genome Atlas）数据库数据

分析

CPA4基因在肺癌中的表达水平通过肿瘤基因图

谱 TCGA 数据库（http：//cancergenome.nih.gov）进行

查询并下载。将从TCGA数据库中获取的肺腺癌相

关数据导入R3.6.3软件中，进行NSCLC的生存分析。

1.3 细胞转染及分组

内源性CPA4表达较低的H1299细胞通过慢病

毒感染稳定过表达CPA4，其慢病毒载体由吉凯基因

（上海）公司协助构建。将人 CPA4 DNA 序列插入

pcDNA3.1(+)载体构建CPA4过表达质粒。质粒转染：

H1299细胞以 5×105个/孔密度铺板于 6孔板中，当细

胞汇合率到达约80%时更换为无双抗无血清培养基

饥饿处理2～4 h，转染步骤参照LipofectamineTM 2000

说明书进行。实验分为 2 组：质粒转染组（H1299-

NC，空质粒组）、过表达质粒转染组（H1299-CPA4，过

表达组），每组3个重复。转染后培养72 h，显微镜视

野下观察荧光并收集细胞和上清液。

使用慢病毒 shRNA技术构建稳定低表达CPA4

shRNA 或 shNCRNA 的细胞。使用 X-treme GENE
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HP Reagents（购自Roche公司）将shCPA4或 shNCRNA

质粒（购自苏州吉玛基因公司）转染到内源性高表达CAP4

的A549细胞中，质粒中核酸序列如下：shNC-CPA4：

5'-GGCCGAUGUAUGUACUGAATT-3' ； sh-CPA4：

5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'。

1.4 qPCR法检测CPA4和EMT相关基因的表达

使用 TRIzol 试剂提取转染后各组细胞中总

RNA，电泳验证完整性后，使用一体式 cDNA第一链

合成试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA，使用 BlazeTaq

SYBR Green qPCR MIX 2.0 试 剂 盒 进 行 qPCR。

qPCR采用两步法，反应条件：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s、

60 ℃ 30 s，共计 40 个循环。相关引物序列如下：

CPA4正向引物为CTGCTGATGTATCCATATGGGT、

反向引物为 GAATGCAATTTGATGCCG T T G，

E-cadherin 正向引物为 AATGAAGCCCCCATCTTTAT、

反向引物为 GC G T CTTCTCTGTCC AT C T C，

N-cadherin 正 向 引 物 为 AGGCTTCTGGTGAAA

TTGCAT、反向引物为 GTCCACCTTGAAATCTGC

TGG，vimentin 正 向 引 物 为 CGTCCACACGCA

CCTACAG、反 向 引 物 为 CGTCCACACGCA

CCTACAG，GAPDH 正 向 引 物 为 GAAGGTGAA

GGTCGGAGTC、反 向 引 物 为 GAAGATGGG

TGATGGGATTTC。以GAPDH作为内参照基因，通

过2-ΔΔCt方法计算相关基因的相对表达量。

1.5 WB法检测NSCLC细胞、转染后各组细胞和移

植瘤组织中CPA4和EMT相关蛋白的表达

使用含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解缓冲液提取

NSCLC细胞、各组转染后细胞及移植瘤组织的总蛋

白，用 BCA 试剂盒检测蛋白质浓度。用 10%SDS-

PAGE分离蛋白质，将蛋白质条带转移至PVDF膜上，

5%脱脂奶粉室温封闭1 h，加入E-cadherin（1∶1 000）、

N-cadherin（1∶1 000）、vimentin（1∶1 000）、CPA4

（1∶500）和GAPDH（1∶2 000）一抗 4 ℃处理过夜，加

入 IgG二抗（1∶10 000）室温下处理 1 h，ECL试剂显

影，以GADPH用作内参照，使用 ImageJ软件分析蛋

白条带的灰度值。

1.6 IHC法检测移植瘤组织中CPA4和EMT相关蛋

白的表达

将移植瘤组织石蜡包埋、切片、脱蜡水化，H2O2封

闭内源性过氧化物酶，加入 E-cadherin、N-cadherin、

vimentin（1∶200）和CPA4（1∶100）抗体4 ℃下处理过夜。

次日，加入辣根过氧化酶标记羊抗兔二抗室温处理1 h，

DAB显色，复染、脱水、封片，观察拍照。

IHC染色结果由两名主治以上的病理医生判断。

阳性细胞百分率评分代表阳性染色肿瘤细胞的评估

分数（0分=无；1分<25%；2分=25%~75%；3分>75%），

强度评分代表阳性肿瘤细胞的平均染色强度分数

（0=无；1=弱；2=中；3=强），将阳性细胞百分率评分×

平 均 染 色 强 度 评 分 = 某 病 例 的 IHC 评 分

（immunohistochemical score, IS）。在每例组织染色

切片中，随机抽取5个视野，取其平均 IS。CPA4表达

程度分为高表达（IS>3）或低表达（IS≤3）两种。

1.7 CCK-8法检测过表达或敲减CPA4表达后细胞

的增殖能力

将转染后各组细胞以 1×103个细胞/孔接种到 96

孔板中，分别培养 24、48、72、96 h 后，每孔加 10 μL

CCK-8 溶液处理 4 h，使用微孔板读数器读取在

450 nm波长处的光密度（D）值。实验重复3次。

1.8 细胞集落形成实验检测过表达或敲减CPA4表

达后细胞的增殖能力

将转染后各组细胞接种到 6孔板中（5×102个细

胞/孔）培养2周。去除培养液，用甲醇固定后进行结

晶紫染色，光镜下拍照并计数细胞集落，细胞数超过

50个的集落被视为阳性集落。每组设定3个复孔。

1.9 Transwell实验检测过表达或敲减CPA4表达后

各组细胞的迁移和侵袭能力

迁移实验：将转染后各组细胞（5×104 个）悬浮于

100 μL无血清DMEM或RPMI 1640培养基中，将其

加入 Transwell 上室，将含 10% FBS 的 DMEM 或

RPMI 1640培养基加入下室，进行细胞迁移实验。进

行侵袭实验时，在上室中预铺基质胶，其他操作同迁

移实验。然后在 37 ℃、5% CO2条件下培养 24 h（迁

移实验）或 48 h（侵袭实验）后，用棉签除去上室中残

留的细胞，用 4%多聚甲醛固定 15 min，0.1%结晶紫

染色 15 min。然后在每孔随机选择 5个区域（×100）

进行计数、拍照。每组设立3个复孔。

1.10 划痕愈合实验检测过表达或敲减CPA4表达后

各组细胞的迁移能力

将 1 mL（1×105 个）转染后各组细胞悬液接种

在6孔板中，待细胞汇合度达约80 %时，使用无菌的

200 μL移液器吸头横向划痕，保证每个孔中的划痕

基本一致。用无菌PBS溶液重复洗板 3次去除脱落

的细胞，加入无血清培养基，在37 ℃、5% CO2培养箱

培养 24 h。利用显微镜观察 0、24 h时的划痕宽度。

划痕愈合率=（1-48 h 划痕宽度/0 h 划痕宽度）×

100%。实验重复3次。

1.11 裸鼠皮下H1299细胞移植瘤模型和尾静脉-肺

转移肿瘤模型的建立及观察

裸鼠皮下H1299细胞移植瘤模型建立方法参见课

题组以往的研究[11]。将稳定过表达CPA4的H1299-CPA4

细胞及其对照细胞（H1299-NC细胞）1×106个注射至裸

鼠右侧腋部皮下，H1299-CPA4组和H1299-NC组各5只
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裸鼠。接种完后每3 d观察记录1次，使用游标卡尺测

量记录肿块长径（L）和短径（W），计算出肿瘤体积，绘制

肿瘤生长曲线。体积（mm3）=（L×W 2）/2。

尾静脉-肺转移瘤模型：分别将A549-shNC、A549-

shCPA4、H1299-NC和H1299-CPA4细胞（各5×106个细

胞）通过小鼠尾静脉注射至裸鼠体内，每组各3只裸鼠。

注射后12周，对小鼠实施安乐死，收集肺脏组织，在解

剖显微镜下观察转移结节数量。转移性结节用甲醛溶液

固定、石蜡包埋、连续切片、H-E染色、显微镜观察拍照。

1.12 RNA测序（RNA-seq）和数据分析

使用RNA Fast2000试剂盒抽提A549-shNC、A549-

shCPA4细胞总RNA，在 Illumina HiSeq2500测序仪上

根据 Illumina TruSeq v3协议对DNA文库进行转录组

RNA-seq测序。基于GRCH38的ENSEMBL基因注释，

使用FeatureCounts软件（版本1.4.6）对基因表达进行量

化。使用EdgeR的归一化因子通过M值的修剪平均值

（TMM）对RNA-seq数据进行归一化，然后进行分位数

归一化，结果以Log2倍数变化（Log2 FC）表示。使用基

于网络的功能分析工具 Ingenuity Pathway Analysis

（IPA），根据指定条件分析具有显著下调或上调（倍数

变化≥1.5，P<0.001）的基因，注释它们的生物学功能和

途径。使用GSEA软件（//software.broadinstitute.org/

gsea/）进行基因集富集分析。

1.13 统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。采用SPSS23.0统

计软件和Prism GraphPad 8.0对实验数据进行分析，符

合正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，两组间数据比较采

取t检验；CPA4表达与NSCLC临床病理特征之间的关

系用χ2检验；使用Kaplan-Meier方法构建生存曲线，并

使用对数秩检验进行比较。所有检验均为双尾检验，

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 晚期NSCLC组织中CPA4呈高表达且其与晚期

患者短OS相关联

IHC 染色结果（图 1A）显示，与癌旁组织相比，

NSCLC 组 织 中 CPA4 呈 显 著 高 表 达（P<0.01）。

Kaplan-Meier 生存分析显示，CPA4 高表达的晚期

NSCLC患者的中位OS为 14.0个月，而CPA4低表达

晚期患者的中位OS为 20.0个月，CPA4高表达患者

的OS明显短于低表达患者（P=0.036，图 1B、C）。此

外，本研究还利用TCGA数据库分析了502例肺腺癌

患者的OS，结果（图1D）显示，CPA4高表达的肺腺癌

患者OS显著短于低表达患者（P=0.044）。

A ：CPA4在晚期NSCLC组织和癌旁组织中的表达（标尺100 µm）；B：晚期NSCLC组织中，CPA4高表达(评分>3)和低表达（评分≤
3）的代表性图像（标尺100 µm）；C：通过Kaplan-Meier法对CPA4高表达（评分>3）或低表达（评分≤3）晚期NSCLC患者的生存分

析；D：TCGA数据库中502例Ⅰ~Ⅳ期肺腺癌组织中CPA4表达与患者OS的关系

图1 CPA4在晚期NSCLC组织和癌旁组织中的表达及其与患者OS的关系

本研究进一步分析了CPA4表达与临床病理特

征之间的关系。如表1所示，在晚期NSCLC患者中，

CPA4的高表达更多见于分化差（P=0.03）、N2~N3淋

巴结受累（P=0.01）和TNM Ⅳ期(P=0.02）。

2.2 NSCLC 细胞中 CPA4 呈高表达及 CPA4 在

A549、H1299细胞中成功被敲减或过表达

WB 法检测结果显示，与正常肺/支气管上皮

BEAS-2B 细胞比较，CPA4 在 NSCLC 细胞（H1299、

A549、H975 和 PC9 细胞）中呈高表达（图 2A，均

P˂0.05）。qPCR 和 WB 法检测结果显示，与 A549-

shNC 细胞或 H1299-NC 细胞比较，A549-shCPA4 细

胞或H1299-CPA4细胞中的CPA4 mRNA及蛋白水平

明显降低或升高（图 2B、C，P˂0.05或 P˂0.01），说明

在 A549-shCPA4 细胞或 H1299-CPA4 细胞中成功地

敲减或过表达了CPA4。

2.3 过表达/敲减 CPA4 对 H1299 和 A549 细胞增殖

能力的影响

CCK-8法和集落形成实验检测结果（图3）显示，
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与H1299-NC细胞相比，H1299-CPA4细胞的增殖能

力明显增强（P˂0.05或P˂0.0）；与A549-shNC细胞相

比，A549-shCPA4细胞的增殖能力明显下降（P˂0.05

或 P˂0.01）。这些实验说明，过表达 CPA4 会促进

H1299细胞增殖而敲减CPA4表达则抑制A549细胞

增殖。

2.4 过表达CPA4促进H1299细胞迁移和侵袭而敲

减CPA4表达则抑制A549细胞迁移和侵袭

划痕愈合和Transwell小室实验检测结果（图 4）

显示，与A549-shNC细胞相比，A549-shCPA4细胞的

迁移和侵袭能力明显下降（均P˂0.01）；与H1299-NC

细胞相比，H1299-CPA4细胞的迁移和侵袭能力明显

增强（均P˂0.01）。这些实验结果说明，过表达CPA4

会促进H1299细胞的迁移和侵袭能力，而敲减CPA4

表达则抑制A549细胞的迁移和侵袭能力。

2.5 过表达或敲减CPA4对裸鼠移植瘤和肺转移瘤生

长的影响

裸鼠移植瘤和肺转移肿瘤模型检测结果显示，

与H1299-NC细胞组比较，H1299-CPA4细胞组的移

植瘤体积显著增大（图5A，P<0.05），肺转移瘤结节数

目明显增加（图B，P<0.01）；与A549-shNC细胞组比

较，A549-shCPA4细胞组，转移瘤结节数目明显减少

（图 5B，P<0.01）。这些实验结果说明，过表达CPA4

可促进裸鼠H1299细胞移植瘤生长和肺转移瘤结节

数目的增加，敲减CPA4则能减少转移瘤结节数目。

2.6 过表达CPA4促进H1299细胞的EMT进程

RNA-seq检测结果（图 6）显示，与H1299-NC细

胞相比，H299-CPA4过表达细胞中 58个基因表达上

调、41个基因表达下调（图6A、B）。GSEA分析显示，

与 EMT 相关的基因显著富集（图 6C、D）。此外，

TGF-β信号通路相关基因也显著富集（图6E、F）。

表1 CPA4的表达与NSCLC患者临床病理特征之间的关系(n)

临床病理特征

性别

男性

女性

年龄/岁

<70

≥70

是否吸烟

吸烟

不吸烟

组织学

鳞状细胞癌

非鳞状细胞癌

分化程度

中高分化

低分化

肿瘤直径/cm

≤5.0

>5.0

区域淋巴结受累

N0-1

N2-3

TNM分期

Ⅲ

Ⅳ

高表达

(N=65)

45

20

44

21

51

14

22

43

19

46

33

32

20

45

25

40

低表达

(N=40)

22

18

20

20

30

10

17

23

20

20

24

16

22

18

25

15

c2

2.17

3.26

0.17

0.79

4.58

0.85

6.01

5.74

P值

0.14

0.07

0.68

0.37

0.03*

0.36

0.01*

0.02*

与低表达患者组比较，*P<0.05

*P<0.05，**P<0.01

A：WB法检测CPA4在不同NSCLC细胞和正常肺/支气管上皮BEAS-2B细胞中的表达；

B,C: qPCR法和WB法分别检测在转染后A549细胞和H1299细胞中敲减和过表达CPA4的效果

图2 CPA4在NSCLC细胞中的表达及对NSCLC细胞转染效果的鉴定
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*P<0.05，**P<0.01

图3 CCK-8法（A）和细胞集落形成实验（B，×10）分别检测过表达或敲减CPA4对H1299或A549细胞增殖能力的影响

*P<0.05，**P<0.01；图A、B标尺分别为200、100 µm

图4 划痕愈合实验（A）和Transwell实验（B）分别检测过表达或敲减CPA4对H1299与A549细胞迁移和侵袭能力的影响

为了验证 RNA-seq 结果中过表达 CPA4 促进

EMT进程 ，本 实 验 使 用 qPCR 和 WB 法 检 测了

N-cadherin、E-cadherin和 vimentin的表达，检测结果

（图7A-C）显示，与H1299-NC细胞比较，H1299-CPA4

细胞 中 E-cadherin 表 达 明 显 下 调（ 均 P<0.05，

图7A、C），而N-cadherin、vimentin 的表达明显上

调（P<0.05 或 P<0.01）。另外，还检测了敲减 CPA4

的A549细胞中与EMT 相关分子的表达。检测结

果（图 7B、C）显示，与 A549-NC 细胞比较 ，A549-

shCPA4 细胞中E-cadherin表达上调（均P<0.05），而
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N-cadherin、vimentin的表达下调（P<0.05）。此外，用

IHC检测了CPA4 过表达移植瘤中与 EMT 相关分

子的表达，检测结果（图 7D）显示，移植瘤组织中

E-cadherin 表 达 明 显 下 调（P<0.01），N-cadherin、

vimentin的表达明显上调（P<0.05或P<0.01）。这些

结果证实了RNA-seq结果：过表达CPA4促进H1299

细胞的EMT进程。

与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01；图B标尺为50 µm，箭头指示肺转移瘤

图5 过表达或敲减CPA4表达对裸鼠H1299细胞和A549细胞移植瘤（A）和肺转移瘤（B）生长的影响

A：RNA测序显示的上调和下调基因的数量（倍数变化≥1.5和P<0.001），红色柱代表上调基因、蓝色柱代表下调基因；

B：用热图显示差异表达基因，红色表示上调而绿色表示下调；C~D：GSEA显示与EMT相关基因富集；

E~F：GSEA显示与TGF-β信号通路相关基因的富集

图6 RNA-seq检测过表达CPA4的H1299细胞中差异表达基因及其功能变化

3 讨 论

虽然近些年来对NSCLC治疗的研究进展突飞猛

进，但晚期NSCLC患者的预后仍然很差，局部晚期

NSCLC 患者的 5 年 OS 仅为 15%~20%[13]。转移性

NSCLC患者的预后更差，5年OS仅为4%[14]。

CPA4是一种新发现的致癌基因，在实体瘤中普

遍存在[7-9, 11, 15-19]。本研究发现CPA4在NSCLC组织中

和肺癌细胞中呈高表达，其表达水平与NSCLC患者

的分化、TNM分期、淋巴结受累和OS相关联。然后

以体内、外实验验证过表达CPA4促进了肺癌细胞的

生长、侵袭和转移；通过临床标本收集和基础实验证

实了CPA4在NSCLC发生发展中起到重要作用。

最近一些研究也报道了CPA4促癌作用的机制。

ZHANG等[18]和HANDA等[19]发现，高表达CPA4的肝

细胞癌和三阴性乳腺癌（triple negative breast cancer，

TNBC）的肿瘤细胞具有干细胞特征。PAN 等[17]发

现，过表达CPA4促进肿瘤细胞生长的分子机制可能
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是由于STAT3和ERK信号通路的激活。

SUN等[15]发现，除癌细胞本身外，在肿瘤基质中

也观察到CPA4呈阳性染色，特别是在肺癌组织的微

血管区域周围，认为CPA4的过表达与高水平的存活

蛋白（survivin）或血管内皮生长因子显著相关。

*P<0.05，**P<0.01

A~C: qPCR检测在过表达（A）和敲低（B）CPA4后H1299或A549细胞中EMT相关基因的mRNA和蛋白（C）表达；

D: 裸鼠模型中H1299-NC和H1299-CPA4组移植瘤组织中CPA4和EMT相关蛋白的表达（标尺=100 µm）

图7 过表达或敲减CPA4促进或抑制H1299细胞或A549细胞的EMT进程

以往的研究结果表明，CPA4可能是胰腺癌[7]和

TNBC[19]发生EMT的调节因子。本研究发现，过表达

CPA4可促进NSCLC细胞的EMT进程。另外还通过

RNA-seq 发现，EMT 相关基因在 CPA4 高表达的

NSCLC细胞中显著富集，在过表达CPA4肺癌细胞和

其移植瘤组织中也确实观察到EMT相关分子的相应

变化。EMT是上皮细胞经过表型转化成为间质细胞

的过程[20-21]。经历EMT的细胞失去其细胞-细胞连接

和上皮细胞极性，随后经历细胞骨架重组和间质基

因程序的激活。EMT对许多发育、生理和病理过程

至关重要，包括器官发育、伤口愈合、组织纤维化和

癌症转移。EMT的关键特征是上皮黏附分子标志物

（E-cadherin和 β-catenin）的减少和间质标志物（如N-

cadherin 和 vimentin）的增加[22]。TANCO 等[4]和 YE

等[23]认为CPA4介导的EMT可能通过CPA4激活神经

降压素来诱导。本研究在RNA-seq中发现TGF-β信

号通路基因的富集，因此推测在 NSCLC 细胞中，

CPA4可能通过TGF-β信号通路诱导EMT进程，但这

一推测还有待进一步研究。

本研究发现，CPA4在NSCLC组织和相应细胞中

呈明显高表达，且其为NSCLC患者预后差的一个潜

在预测指标，过表达CPA4可通过诱导EMT进程促进

肿瘤生长与转移。CPA4是一种分泌蛋白，可以在患

者的外周血中检测到。因此，CPA4可作为血清肿瘤

标志物监测NSCLC复发和转移。此外，羧肽酶抑制

剂（sabellastarte magnifica，SmCI）通过与 CPA4 结合

形成复合物，可抑制 CPA4 的金属羧肽酶活性[24-25]。

因此，预测将来可以使用 SmCI靶向CPA4来治疗过

表达CPA4的NSCLC。

总之，CPA4在NSCLC组织和相应细胞中呈明显

高表达，CPA4高表达是NSCLC患者的多用途标志

物，过表达CPA4促进NSCLC细胞的恶性生物学行

为，这可能与CPA4诱导EMT进程密切相关。因此，

CPA4可作为一个评估NSCLC复发、预后及靶向治疗

的潜在分子。
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