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Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 促进肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力

韩觉明ꎬ王晖ꎬ吴倩ꎬ郑慧玲ꎬ朱琳
(山东大学第二医院呼吸与危重症医学科ꎬ山东 济南 ２５００３１)

摘要:目的　 评估 ４￣Ｎ￣乙酰半乳糖氨基转移酶 ４(β￣１ꎬ ４￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ Ⅳꎬ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４)在肺

腺癌中的作用ꎮ 方法　 通过肿瘤基因图谱(Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓꎬ ＴＣＧＡ)数据库分析 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌

中的表达ꎬ探讨 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 与肺腺癌患者预后的关系ꎮ 应用免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 研究 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺

癌组织中的表达ꎬ通过小干扰 ＲＮＡ 瞬时转染在 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 并进行功能实验ꎬ应用

ＣＣＫ￣８、ＥｄＵ 实验检测肺腺癌细胞的增殖潜力ꎮ 通过细胞划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移和侵袭实验ꎬ检测肺腺癌细胞

的迁移和侵袭能力ꎮ 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 探讨 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 发挥功能的潜在分子机制ꎮ 结果　 ＴＣＧＡ 数据库分析

结果显示ꎬ与癌旁正常组织相比ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 基因在肺腺癌组织中的表达升高(Ｐ<０.０５)ꎬ且 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 高表达与

患者的不良预后相关(Ｐ<０.０１)ꎻ免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示ꎬ肺腺癌组织中 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 蛋白水平较其

癌旁正常组织升高ꎻ在 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞系中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 会抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力

(Ｐ<０.０５)ꎬ其机制可能与 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 通路密切相关ꎮ 结论　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌的发展中可能起到促癌

基因的作用ꎬ该作用可能通过影响 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路中关键蛋白的表达水平从而发挥作用ꎮ
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Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ

ＨＡＮ Ｊｕｅｍｉｎｇꎬ ＷＡＮＧ Ｈｕｉꎬ ＷＵ Ｑｉａｎꎬ ＺＨＥＮＧ Ｈｕｉｌｉｎｇꎬ ＺＨＵ Ｌｉｎ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ β￣１ꎬ４￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ Ⅳ(Ｂ４ＧＡＬＮＴ４) ｉｎ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ (ＴＣＧＡ) ｄａｔａｂａｓｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｅｘｐｌｏｒｅｄ. Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏ￣
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ
ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ. Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ＣＣＫ￣８ ａｎｄ ＥｄＵ ａｓｓａｙｓ. Ｔｈｅｎꎬ ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙ
ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ
ｔｏ ｕｎｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｔｈｅ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｇｅｎｅ ｈａｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ
(Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ (Ｐ<０.０１) . Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ａｄｊａｃｅｎｔ
ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆ￣
ｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｃｌｏｓｅｌｙ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｍｉｇｈｔ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ａｓ ａ ｐｒｏ￣ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌ￣
ｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ａｎｄ ｔｈｉｓ ｒｏｌｅ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｋｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ
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ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: β￣１ꎬ ４￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓꎻ Ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ Ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 在中国ꎬ肺癌是发病率居首位的肿瘤[１]ꎮ 肺腺

癌约占所有肺癌的 ４０％ꎬ是最常见的类型[２]ꎬ５ 年生

存率仅为 １５％[３]ꎮ 目前肺腺癌的发病机制仍不明

确ꎬ想要提高肺腺癌患者生存率ꎬ进一步明确肺腺癌

的潜在发病机制尤为重要ꎮ
糖基化修饰是一种常见的蛋白质翻译后修饰ꎬ

既往研究显示ꎬ异常的糖基化修饰可以参与肿瘤的

增殖、迁移、侵袭、黏附、血液转移和血管生成[４]ꎮ
糖基化修饰类型主要包括 Ｎ￣糖基化和 Ｏ￣糖基化ꎮ
４￣Ｎ￣乙酰半乳糖氨基转移酶(β￣１ꎬ ４￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ ｇａｌａｃ￣
ｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓꎬ Ｂ４ＧＡＬＮＴｓ)包括 Ｂ４ＧＡＬＮＴ３
和 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ꎬ并在多种肿瘤中呈高表达ꎬ对肿瘤

的增殖、侵 袭 等 有 调 节 作 用ꎮ Ｂａｂａ 等[５] 发 现ꎬ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 能促进食管鳞状细胞癌的增殖、侵袭、
黏附和迁移ꎮ Ｆａｎ 等[６] 发现ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 通过调控

铜增生机制影响前列腺癌细胞的增殖ꎮ 而在神经母

细胞瘤中ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ３ 的表达预示着良好的预后ꎬ
并通过 β１ 整合素信号抑制细胞的迁移和侵袭[７]ꎮ
但 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌增殖、迁移、侵袭的影响还

尚未明确ꎮ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路是真核细胞中高

度保守的信号转导网络ꎬ可促进细胞存活、细胞生长

和细胞周期进展ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路是

人类癌症中最常激活的信号通路ꎬ该通路成分的功

能障碍是导致癌症发生和进展的驱动因素[８]ꎮ 多

项关于肺腺癌的研究均发现ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信

号通路参与肺腺癌的发生及进展[９￣１１]ꎮ 但目前为

止ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ
通路的影响尚不清楚ꎮ

因此ꎬ本研究拟探讨 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中的

表达ꎬ并进行关于肺腺癌增殖、迁移和侵袭的体外功

能实验ꎬ旨在考察 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 影响肺腺癌进展的潜

在机制ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 肺腺癌配对组织

所有肺腺癌和癌旁正常组织均来自山东大学第

二医院胸外科手术切除的肺腺癌患者ꎮ 每例患者均

经独立病理复查确诊为肺腺癌ꎮ 共 ６ 例患者ꎬ其中

男 ３ 例ꎬ女 ３ 例ꎬ ５７ ~ ７８ 岁ꎮ 所有研究均在山东大

学第二医院伦理委员会的监督和批准下进行[ＫＹ￣
ＬＬ￣２０２３(ＬＷ)０７７]ꎬ并遵守«赫尔辛基宣言»ꎮ 研究

已获得受试者的知情同意ꎮ
１.１.２　 实验细胞

人支气管上皮细胞( ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬ ＨＢＥ) 以及肺腺癌细胞系 (Ａ５４９、Ｈ１２９９ 及

Ｈ１９７５)均购自武汉 Ｐｒｏｃｅｌｌ 生命科技有限公司ꎮ 所

有细胞均置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 细胞恒温培养孵箱中

培养ꎮ
１.１.３　 主要试剂

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基、 胎牛血清 ( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ环保型脱蜡透明

剂购自武汉赛维尔生物科技有限公司ꎬＥＤＴＡ 抗原

修复液购自上海碧云天生物技术有限公司ꎬ５％山羊

血清购自武汉博士德生物工程有限公司ꎬ用于免疫

组化的 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 抗体购自英国 Ｂｉｏｒｂｙｔ 公司ꎬ通
用两步法试剂盒、ＤＡＢ 显色试剂盒购自北京中杉金

桥生物技术有限公司ꎬ中性树脂购自武汉博士德生

物工程有限公司ꎬ小干扰 ＲＮＡ 购自上海吉玛制药

技术 有 限 公 司ꎬ ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转 染 试 剂 购 自 法 国

Ｐｏｌｙｐｌｕｓ 公司ꎬ蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和ＲＩＰＡ
缓冲液购自北京索莱宝科技有限公司ꎬ１０％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 购自上海碧云天生物技术有限公司ꎬＰＶＤＦ 膜

和 ＥＣＬ 试剂购自美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司ꎬ用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的抗体 β￣ａｃｔｉｎ、ｐ￣ＡＫＴ、ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ、ｐ￣ｍＴＯＲ、
ｍＴＯＲ 及鼠 /兔二抗均购自美国 ＣＳＴ 公司ꎬ用于

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 的 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 抗体购自美国 Ｉｍｍｕ￣
ｎｏｗａｙ 公司ꎬＣＣＫ８ 试剂购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
公司ꎬＥｄＵ 试剂盒购自广州锐博生物技术有限公司ꎬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎮ
１.１.４　 主要仪器设备

细胞恒温培养孵箱购自美国 ＢＤ 公司ꎬ光学显

微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ电泳仪购自美国

Ｂｉｏ￣ｒａｄ公司ꎬ显影仪购自上海天能科技有限公司ꎬ
酶标仪购自瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司ꎬ荧光显微镜购于日

本尼康公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 免疫组化

４ μｍ 的组织切片在透明剂中脱蜡ꎬ并在乙醇中

复水ꎬ然后进行抗原提取ꎮ 将玻片置于 １× ＥＤＴＡ 缓
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冲液中ꎬ微波照射(５００Ｗ) １５ ｍｉｎꎬ进行抗原回收ꎮ
用 ３％过氧化氢处理样品 １０ ｍｉｎꎬ淬灭内源性过氧化

物酶ꎮ 完成上述步骤后ꎬ在载玻片上加入 ５％山羊

血清进行阻断ꎬ３０ ｍｉｎ 后ꎬ在 ４ ℃下用一抗染色过夜

(Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ꎬ１ ∶１００)ꎮ 经过 １ ｈ 的复温阶段后ꎬ涂
抹二抗ꎬ然后在室温下进行 １ ｈ 的 ＤＡＢ 处理ꎮ 用苏

木素进行染色ꎬ然后将玻片在流动水中冲洗 ５ ｍｉｎꎬ
再用 １％盐酸￣乙醇分化 ２ ｓꎬ直到细胞核恢复蓝色ꎮ

最后将组织经乙醇脱水后用中性树脂封片ꎮ 光学显

微镜拍摄图像ꎮ
１.２.２　 小干扰 ＲＮＡ 转染

ｓｉＲＮＡ 来自 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ 公司(中国ꎬ上海)ꎬ用
于基因沉默ꎮ ｓｉＲＮＡ 序列见表 １ꎮ 用 ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转

染试剂将 ｓｉＲＮＡ 瞬时转染到 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞

中ꎮ 转染 ４８ ｈ 后ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证转染效

率ꎮ ４８ ｈ 后ꎬ收集转染细胞进行功能实验ꎮ
表 １　 ｓｉＲＮＡｓ 序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｓｉＲＮＡｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
名称 正义链 /反义链 ｓｉＲＮＡ 序列

ｓｉＮＣ 正义链 ５′￣ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ￣３′
反义链 ５′￣ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ￣３′

ｓｉＢ４ＧＡＬＮＴ４￣１ ｓｉＲＮＡ 正义链 ５′￣ＧＡＣＵＧＣＧＧＡＡＵＵＵＣＵＡＵＣＡＴＴ￣３′
反义链 ５′￣ＵＧＡＵＡＧＡＡＡＵＵＣＣＧＣＡＧＵＣＴＴ￣３′

ｓｉＢ４ＧＡＬＮＴ４￣２ ｓｉＲＮＡ 正义链 ５′￣ＣＣＵＧＧＡＧＡＡＵＵＣＡＣＣＡＡＧＵＴＴ￣３′
反义链 ５′￣ＡＣＵＵＧＧＵＧＡＡＵＵＣＵＣＣＡＧＧＴＴ￣３′

１.２.３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
分别应用添加了蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的 ＲＩＰＡ 缓冲液提取总蛋白用来检测目标蛋白的表

达ꎮ 在恒定电压下ꎬ将裂解液在 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶上分离ꎮ 凝胶电泳后ꎬ立即在恒定电流下将蛋白

质转印到 ＰＶＤＦ 膜(０.４５ μｍ)上ꎮ 用溶于 ＴＢＳＴ 的

５％脱脂牛奶在室温下封闭印记 １ ｈꎬ然后用一抗溶液

在 ４ ℃下孵育过夜ꎮ 第 ２ 天应用二抗溶液孵育 １ ｈꎬ然
后用 ＴＢＳＴ 进行大量清洗ꎮ 所有印记在清洗后均用

ＥＣＬ 试剂检测ꎬ并使用天能系统进行显像ꎮ
１.２.４　 ＣＣＫ￣８ 实验

将 １００ μＬ 含有 １ ５００ 个细胞的细胞悬液接种到

９６ 孔板中ꎬ然后在细胞培养箱中培养ꎮ 细胞接种

２４ ｈ后ꎬ使用 ＣＣＫ￣８ 试剂孵育 １ ｈꎬ按照说明书测定

细胞活力ꎮ 这一天作为第 ０ 天ꎮ 检测接种后第 ０、
１、２、３、４ 天的细胞增殖率ꎮ 在每个时间点ꎬ每孔更

换 １００ μＬ 不含 ＦＢＳ 的 ＣＣＫ￣８ 培养基ꎬ孵育 １ ｈ 后

用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 测量 ＯＤ 值ꎮ
１.２.５　 ＥｄＵ 细胞增殖实验

将 １００ μＬ 含有 ５００ 个细胞的细胞悬液接种于

９６ 孔板中ꎬ在含有 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵ 的培养基中预培

养 ２ ｈꎮ 然后去除含 ＥｄＵ 的培养基ꎬ用 ４％多聚甲醛

在室温条件下固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ并用 ＰＢＳ 冲洗细胞

两次ꎮ 经过 ２０ ｍｉｎ 的 ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ￣１００ 透化处理后ꎬ
按照说明书使用 Ａｐｏｌｌｏ 和 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染料ꎮ 在尼康显

微镜下记录每个视野中的 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色细胞(蓝色

荧光ꎬ总细胞数)和 ＥｄＵ 阳性细胞(红色荧光)的数

量ꎮ ＥｄＵ 阳性细胞的百分比按以下公式计算:ＥｄＵ
阳性率＝(ＥｄＵ 阳性细胞数 /总细胞数)×１００％ꎮ

１.２.６　 细胞划痕试验

用于细胞划痕试验的细胞在 ６ 孔板中培养ꎬ并
生长至 １００％融合ꎮ ２００ μＬ 移液管吸头制造均匀划

痕ꎮ ＰＢＳ 冲洗两次去除碎屑后ꎬ在 ６ 孔板中加入不

含 ＦＢＳ 的培养基ꎮ 在细胞培养箱中培养 ０、２４ ｈ 后ꎬ
用显微镜(１００ 倍放大率)对损伤区域进行拍照ꎮ 数

据用以下公式量化:细胞迁移百分比＝ (初始划痕面

积－时间 ｔ 时的划痕面积) /初始划痕面积×１００％ꎮ
１.２.７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移和侵袭实验

使用 ８.０ μｍ 的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
试验ꎮ 将悬浮在 ２００ μＬ 无 ＦＢＳ 培养基中的 ５×１０４ 个

细胞均匀地播种到未涂 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶或涂有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ
胶的上层孔中进行迁移和侵袭试验ꎬ并在下层孔中加

入 ７００ μＬ 培养基(添加 ２０％ＦＢＳ)ꎮ ２４ ｈ 后用棉签轻

轻拭去上层未迁移和未侵袭的细胞ꎬ用 ４％多聚甲醛

固定下层的迁移和侵袭细胞ꎬ最后用 ０.１％龙胆紫染

色ꎮ 用显微镜随机拍摄 ３ 个染色细胞区域并分析ꎮ
１.２.８　 ＴＣＧＡ 数据库

利用肿瘤基因图谱数据库(Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ
Ａｔｌａｓꎬ ＴＣＧＡꎬｈｔｔｐ: / / ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)展开研

究和分析ꎬ查找在癌组织中 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 基因的表达

水平ꎬ整理和分析数据ꎮ
１.３　 统计学处理

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６(美国ꎬＧｒａｐｈＰａｄ 软件

公司)进行数据统计分析和绘图ꎮ 以 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ
法检验计量资料符合正态分布ꎬ以 􀭰ｘ± ｓ 表示ꎮ 生

存率比较所用的假设检验方法为 ｌｏｇ￣ｒａｎｋ 检验ꎬ不
同组之间的比较采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 检验水准

α＝ ０.０５(双侧)ꎮ
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２　 结　 果

２.１　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中高表达并与不良预后

相关

ＴＣＧＡ 数据库分析表明ꎬ肺腺癌中 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４
的 ｍＲＮＡ 相对表达水平高于其对应的癌旁正常组

织中的表达水平(Ｐ< ０.０５)ꎮ Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存分

析结果表明ꎬ高表达 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 的肺腺癌患者的生

存率低于低表达 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 的肺腺癌患者 (Ｐ <
０.０１)ꎮ 免疫组化结果表明ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中的

表达高于其癌旁正常组织ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测发

现ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 蛋白在肺腺癌中的表达高于其癌旁正

常组织ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中高表达并与不良预后相关
Ａ:ＴＣＧＡ 数据库分析表明ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 基因在癌组织中表达水平高于癌旁组织(∗Ｐ<０.０５)ꎻ Ｂ: ＴＣＧＡ 数据库分析表
明ꎬ与 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 基因低表达患者相比ꎬ高表达患者预后更差(Ｐ<０.０１)ꎻ Ｃ: 利用免疫组化法对比癌旁组织和癌组织
的基因表达情况ꎻ Ｄ: 利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测癌旁组织和癌组织中基因的表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
Ａ: Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ (∗Ｐ<０.０５)ꎬ ｓｈｏｗｎ ｂｙ
ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｄ ａ ｐｏｏｒｅｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｓｈｏｗｎ ｂｙ ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅꎻ Ｃ: Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｉｔｓ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｄ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｅｄ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ６ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ.
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２.２ 　 敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可降低肺腺癌细胞的增殖

能力

肺腺癌细胞系中ꎬＢ４ＧＡＮＬＴ４ 的表达水平较肺

泡上皮细胞系增高ꎬ其中 Ａ５４９、Ｈ１２９９ 细胞系中

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 表达较 Ｈ１９７５ 升高ꎬ后续选择 Ａ５４９ 和

Ｈ１２９９ 细胞系进行 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 的小干扰 ＲＮＡ 敲

减ꎬ先通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证了 Ｂ４ＧＡＮＬＴ４ 的

表达效率ꎮ ＣＣＫ￣８ 实验表明ꎬ随着培养时间的延

长ꎬ敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 会抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞的

增殖能力(Ｐ<０.０１ꎬＰ<０.００１)ꎻＥｄＵ 实验也表明ꎬ在
Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细胞中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ꎬ能降低肺

腺癌细胞的增殖能力(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细胞增殖能力的影响(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在人正常肺上皮细胞 ＨＢＥ 和肺腺癌细胞系(Ａ５４９ꎬＨ１２９９ꎬＨ１９７５)中的表达ꎻ
Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证小干扰 ＲＮＡ 的敲减效率ꎻＣ: ＣＣＫ￣８ 检测敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对 Ａ５４９、Ｈ１２９９ 细胞增殖能力的影
响ꎻＤ: ＥｄＵ 检测敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对 Ａ５４９、Ｈ１２９９ 细胞增殖能力的影响ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ (Ａ５４９ꎬ Ｈ１２９９ꎬ Ｈ１９７５) ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ＨＢＥ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎻ Ｃ: ＣＣＫ￣８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓꎻ Ｄ: ＥｄＵ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ.
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２.３　 敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可抑制肺腺癌细胞的迁移和

侵袭能力

细胞划痕实验发现ꎬ在 Ａ５４９、Ｈ１２９９ 细胞中敲

减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可抑制细胞的迁移能力(Ｐ< ０.０５ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验亦发现ꎬ 在 Ａ５４９、

Ｈ１２９９ 细胞中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可抑制细胞的迁移

能力(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验发现ꎬ在 Ａ５４９、
Ｈ１２９９ 细胞中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可抑制细胞的侵袭

能力(Ｐ<０.０５ꎬ Ｐ<０.００１)ꎮ 见图 ３ꎮ



韩觉明ꎬ等.Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 促进肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力 ２９　　　 　

图 ３　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细胞迁移和侵袭能力的影响(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: 细胞划痕实验检测 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细胞迁移能力的影响ꎻＢ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验检测 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细
胞迁移能力的影响ꎻＣ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细胞侵袭能力的影响ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ａ: Ｃｅｌｌ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ｔｒａｎ￣
ｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ: Ｔｒａｎ￣
ｓｗｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｓｓａｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ.

２.４ 　 敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 抑制肺腺癌细胞中 ＡＫＴ /
ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ 通路

上述实验结果表明ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 敲减可以抑

制肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力ꎬ为了进一

步探讨潜在分子机制ꎬ本研究选择一种小干扰

ＲＮＡ 序列进行机制实验ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检

测了 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 敲减后对 ＡＫＴ / ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ 通

路上 ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ 的蛋白磷酸化水平的情况ꎮ
与对照 相 比ꎬ 在 Ａ５４９ 和 Ｈ１２９９ 细 胞 中 敲 减

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可降低 ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 的磷酸化水

平ꎬ降低 ＰＩ３Ｋ 的表达水平ꎬ总 ＡＫＴ、总 ｍＴＯＲ 未

受明显影响ꎮ 见图 ４ꎮ

图 ４　 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌细胞 ＡＫＴ / ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ 通路的影响
Ａ: 在 Ａ５４９ 细胞中敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可降低 ｐ￣ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ 和 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达水平ꎻＢ: 在 Ｈ１２９９ 细胞中敲减
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可降低 ｐ￣ＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ 和 ｐ￣ｍＴＯＲ 蛋白表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｏｎ ＡＫＴ / ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ￣ＡＫＴꎬ ＰＩ３Ｋꎬ ａｎｄ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎻ
Ｂ: Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ ｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ￣ＡＫＴꎬ ＰＩ３Ｋ ａｎｄ ｐ￣ｍＴＯＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.
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３　 讨　 论

本研究发现 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中具有致癌

作用ꎬ并阐明了 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 影响肺腺癌增殖、迁移、
侵袭的潜在机制ꎮ 首先通过 ＴＣＧＡ 数据库发现ꎬ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中表达升高ꎬ并与患者的不良

预后相关ꎮ 进一步收集肺腺癌患者的癌与癌旁正常

组织ꎬ进行免疫组化及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 发现ꎬ肺腺

癌患者的癌组织较癌旁正常组织 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 表达

明显增高ꎮ 在肺上皮细胞系及 ３ 组肺腺癌细胞系

(Ａ５４９、Ｈ１２９９、Ｈ１９７５)中也发现ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺

腺癌细胞系中较 ＨＢＥ 细胞系高表达ꎮ 在 Ａ５４９ 细

胞及 Ｈ１２９９ 细胞中ꎬ应用小干扰 ＲＮＡ 转染技术敲

减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 后ꎬ发现 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 表达下调可降

低肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力ꎮ 进一步探

索 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺腺癌影响的潜在分子机制ꎬ发现

敲减 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 后ꎬＡ５４９ 细胞及 Ｈ１２９９ 细胞中磷

酸化 ＡＫＴ、磷酸化ｍＴＯＲ 及 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达均下调ꎬ
总 ＡＫＴ、总 ｍＴＯＲ 蛋白表达未受影响ꎬ提示敲减

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 可以通过抑制 ＡＫＴ / ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ 通路

起到抑制肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的作用ꎮ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 属于糖基转移酶家族ꎬ参与糖蛋白

合成ꎬ多种细胞膜蛋白、分泌蛋白等均为糖蛋白ꎮ 研

究表明ꎬ在胚胎时期活跃而成熟后趋于静止的糖基

转移酶一旦被异常激活ꎬ可导致细胞表面糖蛋白中

糖链结构发生变化ꎬ继而导致细胞发生恶变[１２]ꎮ 肿

瘤细胞表面糖蛋白的结构改变和表达异常与肿瘤细

胞的增殖、迁移、侵袭和细胞外基质的黏附有关[１３]ꎮ
许多研究也证明ꎬ糖基转移酶表达水平异常所导致

的异常糖基化通常与肿瘤的侵袭和转移有关[１４￣１５]ꎮ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 作为糖基转移酶家族中的一员ꎬ其表达

升高会提高细胞内蛋白质的 ＬａｃｄｉＮＡｃ￣糖基化水

平[１６]ꎮ ＬａｃｄｉＮＡｃ 基团和 Ｂ４ＧＡＬＴＮｓ 具有组织特

异性ꎬ在不同部位肿瘤中表达水平不同ꎬ且与肿瘤的

增殖密切相关ꎮ 在结肠癌、前列腺癌等肿瘤中ꎬ
ＬａｃｄｉＮＡｃ基团表达明显上调ꎻ而在乳腺癌、胃癌和

神经 母 细 胞 瘤 中ꎬ ＬａｃｄｉＮＡｃ 基 团 表 达 明 显 减

少[１７￣１９]ꎮ 在人类结肠癌中ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ３ 基因表达

上调ꎬ过表达 Ｂ４ＧＡＬＮＴ３ 基因的癌细胞呈现更强的

细胞黏附、 迁移和侵袭能力[１３]ꎮ 本研究发现ꎬ
Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌中表达升高ꎬ并与患者的不良

预后相关ꎬ并且 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 表达下调抑制肺腺癌的

增殖、迁移和侵袭能力ꎮ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路异常发生在大约

５０％的肿瘤中[２０]ꎬ是人类癌症中最常被激活的通

路[２１￣２３]ꎮ 此外ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路在癌症

中的过度激活往往是肿瘤发生和进展的基础[２１ꎬ２４]ꎮ
已知该通路中许多成分的异常表达或突变与人类肿

瘤发生有关[２５￣２６]ꎮ 例如ꎬＰＩ３Ｋ 的基因突变、膜受体

(ＲＴＫ 或 ＧＰＣＲ)的激活、ＰＩ３Ｋ 上游致癌基因的诱

导、激酶(如 ＰＩＫ３ＣＡ)的突变或扩增、肿瘤抑制因子

ＰＴＥＮ 的表达减少或失活ꎬ和 /或 ＡＫＴ 基因突变(如
ＡＫＴ 的扩增和功能增益错义突变)ꎬ都可能导致癌

症的 发 生 和 /或 进 展[２７￣３０]ꎮ 本 研 究 发 现ꎬ 敲 减

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 后ꎬＡ５４９ 细胞及 Ｈ１２９９ 细胞中磷酸化

ＡＫＴ、磷酸化 ｍＴＯＲ 及 ＰＩ３Ｋ 蛋白表达均下调ꎬ总
ＡＫＴ、总 ｍＴＯＲ 蛋白表达未受影响ꎬ提示 ＰＩ３Ｋ /
ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路可能参与了 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 对肺

腺癌增殖、迁移和侵袭的过程ꎮ
本研究的不足之处:①肺腺癌患者的病理标本

收集过少ꎬ未能对肺腺癌患者进行长期随访ꎬ缺少真

实世界中的预后信息ꎻ②在体外研究中ꎬ仅在 Ａ５４９
细胞 及 Ｈ１２９９ 细 胞 中 应 用 小 干 扰 ＲＮＡ 进 行

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 敲减并进行相关功能实验ꎬ 缺少对

Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 过表达之后对于肺腺癌细胞系功能的

研究ꎻ③仅进行了体外的功能实验ꎬ缺乏体内动物研

究ꎮ 后续需要针对上述问题ꎬ增加临床病理样本ꎬ收
集临床相关资料及进行预后分析ꎬ并开展进一步的

体内及体外研究ꎬ进一步说明 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 在肺腺癌

中的功能及潜在作用机制ꎮ
综上所述ꎬ本研究发现 Ｂ４ＧＡＬＮＴ４ 敲减可抑制

肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力ꎬＢ４ＧＡＬＮＴ４
在肺腺癌的发展中可能起到促癌基因的作用ꎬ该促

癌作用可能通过影响 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路

中关键蛋白的表达水平发挥作用ꎮ
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