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ＧＰＸ１ 基因在肺癌中的表达特征及其
对肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡的影响
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(１.解放军医学院ꎬ北京 １００８５３ꎻ ２.中国人民解放军总医院第一医学中心呼吸与危重症医学科ꎬ北京 １００８５３ꎻ
３.南开大学医学院ꎬ天津 ３０００７１)

摘要:目的　 探讨谷胱甘肽过氧化物酶 １(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１ꎬ ＧＰＸ１)在不同病理类型肺癌细胞系中的表达特

征、亚细胞定位以及对肺腺癌细胞生物学功能的影响ꎮ 方法　 分别采用实时荧光定量 ＰＣＲ 和蛋白质免疫印迹检

测正常肺上皮细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ、肺腺癌细胞系 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２、肺鳞癌细胞系 Ｃａｌｕ１、大细胞肺癌细胞系 ９５Ｄ、小细胞肺

癌细胞系 Ｈ４４６ 中 ＧＰＸ１ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平的表达情况ꎬ通过方差分析对比不同病理类型肺癌细胞系与正常肺

上皮细胞之间的 ＧＰＸ１ 表达差异ꎻ通过免疫荧光染色明确 ＧＰＸ１ 在肺腺癌细胞中的亚细胞定位ꎻ构建肺腺癌细胞

系 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ ＧＰＸ１ 基因稳定敲低细胞株ꎬ于 ｍＲＮＡ 和蛋白水平验证敲低效率ꎮ 分别采用 ＣＣＫ￣８ 实验、划痕实

验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验和流式细胞术检测 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ 细胞株增殖、迁移、侵袭能力和细胞凋亡ꎮ 结果　 实时荧

光定量 ＰＣＲ 结果显示ꎬ与正常肺上皮细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ 相比ꎬＧＰＸ１ 基因在肺腺癌细胞系 Ｈ２９２ 中的表达上调(Ｐ ＝
０.００６)ꎮ 蛋白质免疫印迹结果显示ꎬ与正常肺上皮细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ 相比ꎬＧＰＸ１ 在多种肺癌细胞系(Ａ５４９、Ｈ２９２、
Ｃａｌｕ１、９５Ｄ、Ｈ４４６)中表达均上调(Ｐ<０.００１)ꎮ ＣＣＫ￣８ 实验、划痕实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验、流式细胞术结果显示ꎬ
敲低 ＧＰＸ１ 基因表达后ꎬＨ２９２ 和 Ａ５４９ 细胞增殖 (Ｐ < ０. ００１)、迁移 (Ｐ < ０. ００１ꎬＰ ＝ ０. ００２)、侵袭能力均减弱

(Ｐ＝ ０.０３９ꎬＰ＝ ０.０１４)ꎬ细胞凋亡增加(Ｐ＝ ０.００８ꎬＰ＝ ０.０４０)ꎮ 结论　 ＧＰＸ１ 基因在多种病理类型肺癌细胞系中高表

达ꎬ且在肺腺癌细胞系中表达水平最高ꎬＧＰＸ１ 主要定位于细胞质ꎮ 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达可显著抑制 Ａ５４９ 和

Ｈ２９２ 肺腺癌细胞株的增殖、迁移及侵袭能力ꎬ并促进细胞凋亡ꎮ
关键词:肺腺癌ꎻ谷胱甘肽过氧化物酶 １ꎻ增殖ꎻ迁移ꎻ侵袭ꎻ凋亡
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Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

ＹＩＮ Ｙｕｅ１ꎬ２ꎬ ＭＯ Ｚｈｅｎｆｅｉ１ꎬ２ꎬ ＷＵ Ｐｅｉｘｉｎ３ꎬ ＬＩＵ Ｊｉｎｘｉａ２ꎬ ＷＥＩ Ｙｕａｎｈｕｉ３ꎬ ＲＥＮ Ｊｉａｂｏ１ꎬ２ꎬ ＬＩ Ｃｈｕｎｓｕｎ２

(１. Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００８５３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ ＰＬＡ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００８５３ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｎａｎｋａｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔｉａｎｊｉｎ ３０００７１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１
(ＧＰＸ１) ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＰＸ１ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ＨＰＡＥｐｉｃꎬ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ２９２ꎬ ｌｕｎｇ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｃａｌｕ１ꎬ ｌａｒｇｅ ｃｅｌｌ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ９５Ｄꎬ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈ４４６ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ＧＰＸ１ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ＧＰＸ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗａｓ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｔｈｅ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ Ｈ２９２ ａｎｄ Ａ５４９ ＧＰＸ１ ｓｔａｂｌｙ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｖｅｒｉ￣
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ｆｉｅｄ ａｔ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ｈ２９２
ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙꎬ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ
ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ｈ２９２ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＰＡＥｐｉｃ (Ｐ＝ ０.００６) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＨＰＡＥｐｉｃꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ (Ａ５４９ꎬ Ｈ２９２ꎬ Ｃａｌｕ１ꎬ ９５Ｄꎬ ａｎｄ Ｈ４４６) (Ｐ<０.００１) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ￣８ꎬ
ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＧＰＸ１ꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
(Ｐ<０.００１)ꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ (Ｐ<０.００１ꎬ Ｐ＝０.００２) ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ (Ｐ＝０.０３９ꎬ Ｐ＝０.０１４) ｏｆ Ｈ２９２ ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ
ａｌｌ ｗｅａｋｅｎｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ＝０.００８ꎬ Ｐ＝０.０４０). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｕｐｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｍｏｎｇ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ. ＧＰＸ１ ｉｓ ｍａｉｎｌｙ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ. Ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ Ｈ２９２ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓꎬ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｏｒｄｓ: Ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１ꎻ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎻ Ｉｎｖａｓｉｏｎꎻ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肺癌在全球癌症相关死亡原因中居首位[１]ꎬ其
发生发展涉及驱动基因突变、甲基化以及肿瘤微环境

等多方面交互作用[２]ꎮ 虽然免疫治疗和表皮生长因

子受体酪氨酸激酶抑制剂靶向治疗药物的出现极大

改变了肺癌的治疗格局[３]ꎬ但是获得性耐药限制了患

者的预后获益[４]ꎬ因此从分子层面深入探究肺癌发生

发展的作用机制ꎬ寻找新的治疗靶点至关重要ꎮ
越来越多的证据显示ꎬ癌细胞的代谢重编程促

进了肿瘤生长ꎮ 与正常细胞相比ꎬ肿瘤细胞内活性

氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)水平升高[５]ꎬ而过

量的 ＲＯＳ 会对蛋白质、脂质和 ＤＮＡ 造成氧化损

伤[６]ꎬ因此肿瘤细胞通过上调 ＲＯＳ 清除系统———如

谷胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＧＰＸ)、 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 ( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ
ＧＲ)、硫氧还原蛋白( ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎꎬ Ｔｒｘ)、超氧化物歧

化酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ ＳＯＤ)、 过氧化氢酶

(ｃａｔａｌａｓｅꎬ ＣＡＴ)和过氧化物还原蛋白(ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎꎬ
ＰＲＸ)———的表达来控制 ＲＯＳ 引起的损伤[７]ꎮ 其中

ＧＰＸ 家族以谷胱甘肽为底物ꎬ催化还原过氧化氢ꎬ
减少脂质过氧化物ꎬ是人体抗氧化系统的重要组分ꎮ
ＧＰＸ１ 是 ＧＰＸ 家族表达最广泛的成员ꎬ在多种实体

肿瘤中表达异常[８]ꎮ 然而ꎬ近年来关于 ＧＰＸ１ 基因

在恶性肿瘤中的作用始终存在争议ꎬ其功能具有显

著的肿瘤类型依赖性:在胰腺癌[９] 和早期胃癌[１０]

中ꎬＧＰＸ１ 基因起抑癌作用ꎬ而在肝细胞癌[１１]、结肠

癌[１２]、食管鳞状细胞癌[１３] 中ꎬＧＰＸ１ 是明确的促癌

因子ꎬ其高表达与不良预后相关ꎮ 这种矛盾的表达

模式与功能定位提示 ＧＰＸ１ 基因在不同肿瘤微环境

中可能通过差异调控通路发挥作用ꎬ其分子机制具

有高度复杂性ꎮ 尽管 ＧＰＸ１ 基因在多种肿瘤中的作

用已被探讨ꎬ但针对肺癌尤其是肺腺癌的研究尚不

充分ꎬ其在肺腺癌中的表达特征、生物学功能及临床

意义尚未明确ꎬ成为制约其在肺癌领域转化应用的

障碍ꎮ 因此ꎬ本研究旨在探索 ＧＰＸ１ 基因在肺腺癌

发生发展中的功能定位ꎬ为肺腺癌的临床治疗提供

参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 细胞来源

肺腺癌细胞系 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２、肺鳞癌细胞系

Ｃａｌｕ１、小细胞肺癌细胞系 Ｈ４４６ 以及正常肺泡上皮

细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ 均购自中国医学科学院细胞中心ꎬ大
细胞肺癌细胞系 ９５Ｄ 由中国人民解放军总医院病

理科陈乐真教授惠赠ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器

慢病毒购自镇江维根生物科技有限公司ꎮ 胰蛋

白酶购自北京索莱宝科技有限公司(Ｔ１３００)ꎬ胎牛

血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司(１００９９１４１)ꎬＲＩＰＡ 裂解液

购自北京普利莱基因技术有限公司(Ｃ１０５３)ꎬＢＣＡ
蛋白定量试剂盒购自北京普利莱基因技术有限公司

(Ｐ１５１１)ꎬＣＣＫ￣８ 购自上海碧云天生物技术有限公

司(Ｃ００３８)ꎬ细胞凋亡检测试剂盒购自美国 ＢＤ 公

司 ( ５５９７６３)、 ＧＰＸ１ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司

(ａｂ１０８４２９) 和杭州华安生物有限公司 (ＥＭ１７０１￣
９６)ꎬＧＡＰＤＨ 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司

(８１６４０￣５￣ＲＲ)ꎬ山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自北京阳光英

锐生物科技有限公司 (Ｃ０８１８０２)ꎬ山羊抗鼠 ＩｇＧ
(ＡＢ０１４２)购自英国Ａｂｃａｍ公司ꎬ荧光倒置显微镜购

自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎬ３７ ℃恒温细胞培养箱购自美

国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ天能发光成像系统购自上海

天能科技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 细胞培养与传代

ＨＰＡＥｐｉｃ 细胞及 ９５Ｄ、Ｈ４４６ 和 Ｈ２９２ 细胞系使
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用 １６４０ 培养基、Ａ５４９ 细胞系使用 Ｆ１２￣Ｋ 培养基、
Ｃａｌｕ１ 细胞系使用 ＭｃＣｏｙ̓ｓ５Ａ 培养基ꎬ均添加 １０％
胎牛血清和 １％ 青霉素－链霉素ꎬ于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃
恒温细胞培养箱中培养ꎮ 待细胞达到 ８０％融合度

时进行传代等操作ꎮ
１.２.２　 实时荧光定量 ＰＣＲ

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂按照说明书提取正常肺上皮细

胞和肺癌细胞系 ＲＮＡꎬ测 ＲＮＡ 浓度后定量逆转录

为 ｃＤＮＡꎬ按照 ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 说明

书以 １０ μＬ 体系以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参进行荧光聚合酶链

式反应ꎬ引物序列如下:ＧＰＸ１ Ｆ￣ＧＣＧＧＧＧＣＡＡＧＧ￣
ＴＡＣＴＡＣＴＴＡꎬ Ｒ￣ＧＴＧＧＣＡＧＴＧＡＴＧＧＡＡＧＴＧＴＧꎻ β￣
ａｃｔｉｎ Ｆ￣ＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧＴＧꎬＲ￣ＴＣＴＴＣＡＴ￣
ＴＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＣＣꎮ
１.２.３　 蛋白质免疫印迹

按照蛋白酶抑制剂:磷酸酶抑制剂:ＲＩＰＡ 缓冲

液＝ １ ∶１ ∶ １００ 体积配比配置蛋白裂解液ꎬ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 膜上ꎮ 使

用 ５％ ＢＳＡ 在 室 温 下 封 闭 １ ｈꎬ 然 后 在 ＧＰＸ１
(１ ∶１ ０００)、ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ５０ ０００)一抗中 ４ ℃孵育过

夜ꎬ然后应用二抗(ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗ꎬ
１ ∶１００ ０００)室温孵育 １ ｈꎬ之后用 ＴＢＳＴ 快速冲洗

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 所有条带在冲洗后均匀覆盖

ＥＣＬ 试剂ꎬ并使用天能系统进行显像ꎮ
１.２.４　 细胞爬片免疫荧光染色

取对数生长期 Ｈ２９２ 细胞ꎬ调整至次日可生长

至 ５０％ ~ ７０％的细胞密度ꎬ接种至事先放好合适大

小盖玻片的 １２ 孔板中ꎬ在 ３７ ℃细胞培养箱培养过

夜ꎮ 弃去培养基ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 遍后ꎬ每孔加入 １ ｍＬ
多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎮ 使用 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ加入破

膜工作液 ２ ｍＬꎬ室温孵育 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次

５ ｍｉｎꎮ 使用 ３％ＢＳＡ 室温封闭 ３０ ｍｉｎꎮ 轻轻弃去封

闭液ꎬ使用 ＰＢＳ 按 １ ∶１００ 体积比配置 ＧＰＸ１ 一抗ꎬ
细胞培养板放在湿盒内 ４ ℃孵育过夜ꎮ 弃去一抗ꎬ
加入 ＰＢＳꎬ把细胞培养板放在摇床上晃动洗涤３ 次ꎬ
每次 ５ ｍｉｎꎮ 按体积比 １ ∶ ４００ 配置二抗山羊抗鼠

ＩｇＧꎬ室温孵育 ５０ ｍｉｎꎮ 弃去二抗ꎬ加入 ＰＢＳꎬ把细胞

培养板放在摇床上晃动洗涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ 爬片

稍甩干后滴加 ＤＡＰＩ 染液ꎬ复染细胞核ꎬ避光室温孵

育 １０ ｍｉｎꎮ 爬片置于 ＰＢＳ 中摇床晃动洗涤 ３ 次ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎮ 稍甩干后用抗荧光淬灭封片剂封片ꎮ 将

爬片置于荧光显微镜下观察ꎮ
１.２.５　 短发夹 ＲＮＡ( ｓｈｏｒｔ￣ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡꎬ ｓｈＲＮＡ)慢

病毒感染肺腺癌细胞及分组

基于 ＮＣＢＩ ＧｅｎｅＢａｎｋ 中 ＧＰＸ１ 的参考转录本

设计 ３ 个不同的靶点序列ꎬ构建慢病毒载体ꎬ转入

Ｓｔｂｌ３ 大肠杆菌感受态细胞ꎬ抽提 ｓｈＲＮＡ 慢病毒载

体重组质粒ꎮ 使用二代自我失活慢病毒包装系统ꎬ
在 ２９３Ｔ 细胞系中包装质粒ꎬ收集上清ꎬ获得慢病毒

浓缩液ꎮ ＧＰＸ１ 敲低慢病毒共分为 ａ、ｂ、ｃ ３ 个靶点

序列ꎬ分别检测敲低效率后ꎬ选取敲低效率最高同时

细胞状态最好的一株进行后续实验ꎮ 取处于对数生

长期的 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２ 肺腺癌细胞系ꎬ消化重悬后调

整密度至 ２×１０６ / ｍＬꎻ向每个 ＥＰ 管加入 １００ μＬ 对

应细胞悬液ꎬ然后加入 ２０ μＬ 对应靶点慢病毒液ꎬ以
及 １ ｍｇ / ｍＬ 的聚凝胺助感染ꎮ 随后放入 ３７℃细胞

培养箱孵育 ６０ ｍｉｎꎮ 按照 １ ∶１ ０００ 的体积比配置聚

凝胺－全培养基ꎬ按照每孔 ２ ｍＬ 的体积加入 ６ 孔

板ꎮ 将孵育好的慢病毒－细胞悬液混合物接种到对应

孔中ꎮ 培养２４~４８ ｈ 后吸出培养基ꎬ加入含有２ μｇ / ｍＬ
嘌呤霉素的全培养基进行筛选ꎮ 将所得细胞株分为

２ 组: Ｈ２９２￣ＮＣ 和 Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 组、 Ａ５４９￣ＮＣ 和

Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１ 组ꎬ其中 ＮＣ 代表对照组ꎬｓｈＧＰＸ１ 代

表 ＧＰＸ１ 敲低组ꎮ ｓｈＲＮＡ 序列如下:Ｌｖ￣ＧＦＰ￣Ｐｕｒｏ＋
ｓｈＲＮＡ￣ＧＰＸ１￣ａ:ＧＣＡＴＣＡＧＧＡＧＡＡＣＧＣＣＡＡＧＡＡꎻ
Ｌｖ￣ＧＦＰ￣Ｐｕｒｏ ＋ ｓｈＲＮＡ￣ＧＰＸ１￣ｂꎻＧＣＡＡＧＧＴＡＣＴＡＣ￣
ＴＴＡＴＣＧＡＧＡꎻＬｖ￣ＧＦＰ￣Ｐｕｒｏ ＋ ｓｈＲＮＡ￣ＧＰＸ１￣ｃ: ＣＴ￣
ＴＣＧＡＧＡＡＧＴＧＣＧＡＧＧＴＧＡＡꎮ
１.２.６　 ＣＣＫ￣８ 实验检测细胞增殖能力

分别选取处于对数生长期的 Ａ５４９￣ＮＣ、Ａ５４９￣
ｓｈＧＰＸ１、Ｈ２９２￣ＮＣ 和 Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株ꎬ消化离

心后重悬ꎬ以每孔 １００ μＬ、３×１０３ 个细胞的数量接种

至 ９６ 孔板中ꎬ每个细胞株重复 ３ 个孔ꎬ每个实验重

复独立 ３ 个批次ꎬ放入细胞培养箱培养 ２４、４８、７２、
９６、１２０ ｈ 时分别取出细胞培养板ꎬ加入 ＣＣＫ￣８ 工作

液在 ４５０ ｎｍ 波长下检测 ＯＤ 值ꎬ借以判断细胞的增

殖能力ꎮ
１.２.７　 划痕实验检测细胞迁移能力

将 Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１、Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 及各自的对照

细胞株接种到 ６ 孔板内ꎬ每个细胞株重复 ３ 个孔ꎬ每
个实验重复独立 ３ 个批次ꎬ待细胞融合度达到 ９０％
以上时ꎬ使用 ２００ μＬ 移液器枪头在孔内垂直画一条

直线ꎮ 用 ＰＢＳ 轻轻洗掉脱落细胞ꎬ加入基础培养基

后分别于 ０、２４ ｈ 在倒置显微镜下拍照ꎮ
１.２.８　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞侵袭能力

使用 １６４０ 培养基将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶按 ４ ∶１的比例进

行稀释ꎬ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的每个上室中铺入 ２０ μＬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶ꎮ 置于细胞培养箱凝固 ２ ｈ 后ꎬ将胰酶消

化后的 Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１、Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 及各自的对照

细胞株用基础培养基重悬ꎬ按 ５×１０４ 个 /孔的数量接
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种于上室ꎬ下室每孔加入 ６００ μＬ 完全培养基ꎮ 每个

细胞株重复 ３ 个孔ꎬ每个实验重复独立 ３ 个批次ꎮ
将上室放入细胞培养箱中继续培养 ２４ ｈ 后用 ４％多

聚甲醛固定ꎬ１％结晶紫染液染色ꎬ清水反复洗涤ꎬ晾
干后在倒置显微镜下拍照ꎬ使用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算穿

过小室小孔的细胞数目ꎮ
１.２.９　 流式细胞术检测细胞凋亡

将 Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株、Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株

及其对应的对照细胞株培养至对数生长期ꎬ消化计

数后ꎬ取 １ ｍＬ １×１０６ 个 / ｍＬ 的细胞悬液离心、弃上

清ꎮ 每种细胞系分别设置未加染料组、ＰＥ 单染组、
ＡｎｎｅｘｉｎⅤ单染组以及双染组ꎮ 每个细胞株重复 ３
次ꎬ每个实验重复独立 ３ 个批次ꎮ 将 １０ ×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 用水稀释成 １×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液ꎮ 每管

加入１ ｍＬ１×Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液洗细胞 １ 次ꎬ离心

１ ５００ ｒ / ｍｉｎꎬ５ ｍｉｎꎬ去上清ꎮ 每管加入 １ ×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液 １００ μＬ 重悬细胞ꎮ 未加染料组不染

色ꎬＰＥ 单染组只加 ５ μＬ ＰＥ 染料ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ 单染组

只加 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染液ꎬ双染组加入 ５ μＬ ＰＥ 和

５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ染料ꎬ混匀后室温避光孵育 １５ ｍｉｎꎮ
然后转移到新流式管中ꎬ各试验管中分别加入 １×
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液 １００ μＬꎬ上机检测ꎮ
１.３　 统计学处理

实验数据的统计学处理和可视化采用 Ｇｒａｐｈ￣
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.０ 软件进行ꎮ 每组实验重复 ３ 次ꎬ每次

设置 ３ 个技术重复ꎮ 对于数值变量ꎬ使用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣
Ｗｉｌｋ 检验评估数据的正态分布特性ꎬ本研究数据均

符合正态分布ꎬ以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间差异比较采用独

立样本 ｔ 检验ꎮ 多组间比较且方差齐的数据采用单

因素方差分析ꎬ整体有差异后ꎬ使用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 法比较

各实验组与对照组之间的差异ꎮ 多个时间点比较且

方差齐的数据采用重复测量方差分析ꎮ 检验水准

α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＧＰＸ１ 在肺癌细胞中的表达及亚细胞定位

在 ｍＲＮＡ 水平上ꎬ与正常肺上皮细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ
相比ꎬＧＰＸ１ 基因在肺腺癌细胞系 Ｈ２９２ 中的表达升

高(Ｆ＝ ５.８０ꎬＰ ＝ ０.００６)ꎮ 在蛋白水平上ꎬ与正常肺

上皮细胞 ＨＰＡＥｐｉｃ 相比ꎬＧＰＸ１ 在 Ａ５４９、Ｈ２９２ 肺腺

癌细胞系、Ｃａｌｕ１ 肺鳞癌细胞系、９５Ｄ 大细胞肺癌细

胞系、Ｈ４４６ 小细胞肺癌细胞系中表达均升高(Ｆ ＝
４１２.００ꎬＰ<０.００１)ꎮ 与其他病理类型的肺癌细胞系

相比ꎬＧＰＸ１ 在肺腺癌细胞系中的蛋白表达升高尤

为显著ꎬ因此选取肺腺癌细胞系 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２ 进行

后续实验ꎮ 在肺腺癌细胞系中使用免疫荧光染色检

测 ＧＰＸ１ 的细胞内定位ꎬ结果显示 ＧＰＸ１ 主要分布

于细胞质和细胞核ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ＧＰＸ１ 在肺癌细胞中的表达及亚细胞定位
Ａ:ＧＰＸ１ 在肺癌细胞系和正常肺上皮细胞中的 ｍＲＮＡ 表达ꎻ Ｂ:ＧＰＸ１ 在肺癌细胞系和正常肺上皮细胞中的蛋白表达ꎻ
Ｃ:ＧＰＸ１ 的亚细胞定位ꎮ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ＨＰＡＥｐｉｃꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
Ａ: ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＰＸ１ ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ Ｂ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＧＰＸ１
ｉｎ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ: Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１. ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ.
ＨＰＡＥｐｉｃ.



殷悦ꎬ等.ＧＰＸ１ 基因在肺癌中的表达特征及其对肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡的影响 ６９　　　 　

２.２　 慢病毒感染肺腺癌细胞 ＧＰＸ１ 基因敲低效果

验证

由于 ＧＰＸ１ 在 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ 肺腺癌细胞系中

表达最高ꎬ选取这两种细胞系使用慢病毒感染的方

式对 ＧＰＸ１ 基因表达进行敲低ꎬ同时构建 Ｈ２９２ 和

Ａ５４９ 对照细胞株ꎮ 使用实时荧光定量 ＰＣＲ 验证

ＧＰＸ１ 基因敲低效率ꎬ结果显示ꎬＨ２９２ 对照细胞株

和 ３ 个靶点 ＧＰＸ１ 基因敲低细胞株的 ＧＰＸ１ ｍＲＮＡ
表达水平分别为 １.０４±０.３５、０.０１±０.０１、０.０３±０.０１
和 ０.１７±０.０６ꎬＡ５４９ 对照细胞株和 ３ 个靶点 ＧＰＸ１
基因敲低细胞株的 ＧＰＸ１ ｍＲＮＡ 表达水平分别为

１.０８±０.１６、０.０７±０.０２、０.１３±０.０３ 和 ０.１８±０.０３ꎬ在

Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ ３ 个靶点敲低细胞株中 ＧＰＸ１ 表达均

显著降低(ＦＨ２９２ ＝ ２３.０６ꎬＰＨ２９２ <０.００１ꎻＦＡ５４９ ＝ ９８.５６ꎬ
ＰＡ５４９<０.００１)ꎬ其中在 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ 细胞系中均为

ｓｈ￣ａ 靶点敲低效率最强ꎮ 使用蛋白质免疫印迹的方

法从蛋白水平验证 ｓｈ￣ａ 靶点 ＧＰＸ１ 基因敲低细胞

株的敲低效率ꎬ结果显示与 Ｈ２９２ 对照细胞株相比ꎬ
Ｈ２９２ ｓｈ￣ａ 靶点敲低细胞株蛋白水平 ＧＰＸ１ 基因表

达显著降低( ｔ ＝ ６.７５ꎬＰ ＝ ０.００３)ꎬ与 Ａ５４９ 对照细胞

株相比 Ａ５４９ ｓｈ￣ａ 靶点敲低细胞株蛋白水平 ＧＰＸ１
表达显著降低( ｔ＝ ９.９５ꎬＰ<０.００１)ꎬ因此选取 ｓｈ￣ａ 细

胞株进行后续实验ꎮ 见图 ２ꎮ

图 ２　 慢病毒感染肺腺癌细胞 ＧＰＸ１ 基因敲低效果验证
Ａ:ｑＰＣＲ 检测 Ｈ２９２ ＧＰＸ１ 基因敲低细胞株及对照细胞株 ｍＲＮＡ 水平 ＧＰＸ１ 表达ꎻ Ｂ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ｈ２９２ ＧＰＸ１
基因敲低细胞株及对照细胞株蛋白水平 ＧＰＸ１ 表达ꎻ Ｃ:ｑＰＣＲ 检测 Ａ５４９ ＧＰＸ１ 基因敲低细胞株及对照细胞株 ｍＲＮＡ
水平 ＧＰＸ１ 表达ꎻ Ｄ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ａ５４９ ＧＰＸ１ 基因敲低细胞株及对照细胞株蛋白水平 ＧＰＸ１ 表达ꎮ∗∗Ｐ<
０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ. ｓｈ￣ｃｔｌꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ
Ａ: ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ２９２ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎꎻ Ｂ: Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈ２９２ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎꎻ Ｃ: ｑＰＣＲ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎꎻ Ｄ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎ.∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１
ｖｓ. ｓｈ￣ｃｔｌ.

２.３　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞增殖能力

的影响

ＣＣＫ￣８ 实验显示ꎬ与对照肺腺癌细胞株相比ꎬ
ＧＰＸ１ 基因敲低肺腺癌细胞株 Ｈ２９２(Ｆ组间 ＝ ８７.８４ꎬ
Ｐ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ２２６.４ꎬＰ < ０.００１ꎻＦ交互 ＝ ５. ３０７ꎬＰ ＝

０.００２)和 Ａ５４９(Ｆ组间 ＝ ７１.２８ꎬＰ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ２４１.７ꎬ
Ｐ<０.００１ꎻＦ交互 ＝ ６.２２６ꎬＰ ＝ ０.００１)培养 １ ~ ５ ｄ 后在

４５０ ｎｍ 处 ＯＤ 值减低ꎬ提示敲低 ＧＰＸ１ 基因可抑制

肺腺癌细胞的增殖能力ꎮ 见表 １、表 ２ꎮ
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表 １　 对照和 ＧＰＸ１ 敲低 Ｈ２９２ 细胞株 ＣＣＫ￣８ 实验 ４５０ ｎｍ ＯＤ 值比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ４５０ ｎｍ ｉｎ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｏｆ Ｈ２９２ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ

细胞株 １ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ
Ｈ２９２￣ＮＣ ０.２８±０.０５ ０.４１±０.０３ ０.５６±０.０６ ０.９５±０.１３ １.５０±０.１３

Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ ０.２２±０.０６ ０.２８±０.０５ ０.４１±０.０５ ０.７０±０.０９ １.１０±０.１４
　 　 Ｆ组间 ＝ ８７.８４ꎬＰ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ２２６.４ꎬＰ<０.００１ꎻＦ交互 ＝ ５.３０７ꎬＰ＝ ０.００２ꎮ

表 ２　 对照和 ＧＰＸ１ 敲低 Ａ５４９ 细胞株 ＣＣＫ￣８ 实验 ４５０ ｎｍ ＯＤ 值比较
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ａｔ ４５０ ｎｍ ｉｎ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＧＰＸ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ

细胞株 １ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５ ｄ
Ａ５４９￣ＮＣ ０.２２±０.０２ ０.３９±０.０６ ０.６３±０.０８ １.００±０.１４ １.５０±０.１６

Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１ ０.１５±０.０１ ０.２６±０.０７ ０.４０±０.０８ ０.６２±０.０７ １.１０±０.１４
　 　 Ｆ组间 ＝ ７１.２８ꎬＰ<０.００１ꎻＦ时间 ＝ ２４１.７ꎬＰ<０.００１ꎻＦ交互 ＝ ６.２２６ꎬＰ＝ ０.００１ꎮ

２.４　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞迁移能力

的影响

划痕实验结果显示ꎬ细胞迁移 ２４ ｈ 后ꎬＨ２９２￣
ＮＣ 和 Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株的划痕愈合率分别为

(６４.６４±１.５９)％和(２６.７０±３.８８)％ꎬ与对照肺腺癌细

胞株相比ꎬＧＰＸ１ 基因敲低 Ｈ２９２ 肺腺癌细胞株划痕

愈合 率 减 低 ( ｔ ＝ １５. ６７ꎬ Ｐ < ０. ００１ )ꎻ Ａ５４９￣ＮＣ
和 Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株的 划 痕 愈 合 率 分 别 为

(５９.５５±７.８２)％和(１６.５４±６.９１)％ꎬ与对照肺腺癌细

胞株相比ꎬＧＰＸ１ 基因敲低的 Ａ５４９ 肺腺癌细胞株划

痕愈合率减低( ｔ ＝ ７.１４ꎬＰ ＝ ０.００２)ꎬ提示敲低 ＧＰＸ１
基因可降低肺腺癌细胞的迁移能力ꎮ 见图 ３ꎮ

图 ３　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞株 Ｈ２９２(Ａ)和 Ａ５４９(Ｂ)迁移能力的影响(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＧＰＸ１ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓＨ２９２(Ａ) ａｎｄ Ａ５４９

(Ｂ)(∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)

２.５　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞侵袭能力

的影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵 袭 实 验 结 果 显 示ꎬ Ｈ２９２￣ＮＣ 和

Ｈ２９２￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株穿越基质胶的细胞数量分别

为(１６７.００±１２.５３)个和(１４１.３０±７.６３)个ꎬ与对照

Ｈ２９２ 肺腺癌细胞株相比ꎬＧＰＸ１ 基因敲低 Ｈ２９２ 肺

腺癌细胞株侵袭能力减低 ( ｔ ＝ ３. ０３ꎬＰ ＝ ０. ０３９)ꎻ
Ａ５４９￣ＮＣ和 Ａ５４９￣ｓｈＧＰＸ１ 细胞株穿越基质胶的细

胞数量分别为(１４１.３０±６.０３)个和(１２３.３０±４.５１)
个ꎬ与对照肺癌细胞株相比ꎬＧＰＸ１ 基因敲低 Ａ５４９
肺腺癌细胞株穿越基质胶的细胞数量减低( ｔ＝ ４.１４ꎬ
Ｐ＝ ０.０１４)ꎬ提示敲低 ＧＰＸ１ 基因可降低肺腺癌细胞

的侵袭能力ꎮ 见图 ４ꎮ

２.６ 　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞凋亡的

影响

流式细胞术结果显示ꎬＨ２９２￣ＮＣ 和 Ｈ２９２￣ｓｈＧ￣
ＰＸ１ 细胞株的凋亡细胞比例分别为(９.４０±０.８９)％
和(１８.３５±３.００)％ꎬ与对照肺腺癌 Ｈ２９２ 细胞株相

比ꎬＧＰＸ１ 基因敲低 Ｈ２９２ 肺腺癌细胞株凋亡细胞比

例增加 ( ｔ ＝ ４. ９５ꎬＰ ＝ ０. ００８)ꎮ Ａ５４９￣ＮＣ 和 Ａ５４９￣
ｓｈＧＰＸ１ 细胞株凋亡细胞比例分别为(９.９１±０.８１)％
和(１１.８４±０.７６)％ꎬ与对照 Ａ５４９ 肺腺癌细胞株相

比ꎬＧＰＸ１ 敲低的 Ａ５４９ 肺腺癌细胞株凋亡细胞比例

增加( ｔ＝ ３.００ꎬＰ ＝ ０.０４０)ꎬ提示敲低 ＧＰＸ１ 基因可增

加肺腺癌细胞的凋亡比例ꎮ 见图 ５ꎮ
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图 ４　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞株 Ｈ２９２(Ａ)和 Ａ５４９(Ｂ)侵袭能力的影响 (∗Ｐ<０.０５)
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ Ｈ２９２ (Ａ) ａｎｄ Ａ５４９ (Ｂ)

(∗Ｐ<０.０５)

图 ５　 敲低 ＧＰＸ１ 基因表达对肺腺癌细胞株 Ｈ２９２(Ａ)和 Ａ５４９(Ｂ)凋亡的影响(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)
Ｆｉｇｕｒｅ ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ Ｈ２９２ (Ａ) ａｎｄ Ａ５４９ (Ｂ)

(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)

３　 讨　 论

ＧＰＸ 通过将谷胱甘肽转化为氧化谷胱甘肽来

催化过氧化氢和脂类氢过氧化物的还原[８]ꎮ 其中ꎬ
ＧＰＸ１ 蛋白在所有过氧化物酶中表达水平最高ꎬ且
在所有细胞中广泛表达ꎬ其在细胞内主要定位于细

胞质、线粒体、细胞核和过氧化物酶体[１４]ꎮ ＧＰＸ１
在头颈鳞状细胞癌[１５]、乳腺癌[１６]、卵巢癌[１７]、胰腺

癌[９]、胃癌[１８]、白血病[１９]、肝细胞癌[１１] 等多种癌症

中异常表达ꎬ并与肿瘤发生发展相关ꎮ 然而ꎬ在以上

不同癌症类型中ꎬＧＰＸ１ 基因扮演着看似矛盾的抑

癌、促癌的双重角色ꎬ并且在肺癌中 ＧＰＸ１ 基因究竟

起到抗癌还是促癌作用ꎬ尚无充分研究ꎮ 本研究发

现相对于正常肺上皮细胞ꎬＧＰＸ１ 在多种肺癌细胞

系中表达均升高ꎬ并且 ＧＰＸ１ 在 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９ 肺腺

癌细胞系中表达上调尤为显著ꎬ揭示了 ＧＰＸ１ 在不

同病理类型肺癌中的特异性表达模式ꎬ提示 ＧＰＸ１
基因可能对肺腺癌的发生发展起促进作用ꎮ

无限增殖和凋亡逃逸是癌症的经典恶性功能表

型ꎬ抑制肿瘤增殖与诱导肿瘤细胞凋亡也是抗肿瘤

药物的常见机制ꎮ 本研究通过在 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２ 两

种肺腺癌细胞系中感染 ＧＰＸ１ 基因敲低慢病毒ꎬ从
基因组水平下调 ＧＰＸ１ 基因表达ꎬ并进行 ＣＣＫ￣８ 和

流式细胞术实验ꎬ发现肺腺癌细胞株 Ｈ２９２ 和 Ａ５４９
在不同生长时间的 ＯＤ 值明显减低ꎬ而细胞凋亡比

例显著升高ꎬ表明敲低 ＧＰＸ１ 基因显著抑制了肺腺

癌细胞的增殖能力ꎬ并且同时促进肺腺癌细胞的凋

亡ꎬ提示 ＧＰＸ１ 蛋白可能成为肺腺癌临床治疗的分

子靶标ꎮ 由于肿瘤细胞的高代谢特性ꎬ氧化应激在

肿瘤细胞中显著增强ꎬＧＰＸ１ 蛋白作为一种经典的

抗氧化酶ꎬ可以高效清除过量的活性氧ꎮ 既往研究

发现ꎬＧＰＸ１ 基因可以通过调控肿瘤细胞内 ＲＯＳ 水

平来促进头颈部鳞状细胞癌的增殖[１５]ꎮ 在卵巢癌

中ꎬ既往研究发现 ＧＰＸ１ 基因表达的敲低可以导致

肿瘤细胞增殖的减低和凋亡比例的增加ꎬ同时使癌

细胞内活性氧负荷增加[１７]ꎮ 本研究结果提示ꎬ
ＧＰＸ１ 基因可能通过将癌细胞内氧化还原状态维持

在一个利于存活和增殖的“最佳窗口”ꎬ协助癌细胞

逃避高氧化应激导致的细胞凋亡以及大量活性氧介
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导的细胞周期阻滞ꎮ
肿瘤细胞的迁移和侵袭是介导极早期肺腺癌

由癌前病变进展为浸润性腺癌的重要过程ꎬ也是

临床早诊早治的最关键检测和治疗阶段ꎮ 本研究

通过在肺腺癌细胞 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２ 的 ＧＰＸ１ 基因敲

低细胞株和对照细胞株中开展划痕迁移实验和

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验ꎬ发现 Ａ５４９ 和 Ｈ２９２ 敲低细胞

株的划痕愈合率以及穿过基质胶的细胞数量均减

低ꎬ表明 ＧＰＸ１ 基因表达敲低显著抑制了肺腺癌细

胞的迁移和侵袭能力ꎮ 氧化还原过程能够影响

ＲＯＳ 敏感型的众多核心致癌通路ꎬ进而促进肺癌

细胞迁移侵袭ꎬＧＰＸ１ 基因可能通过此机制促进肿

瘤迁移侵袭ꎮ 既往研究发现:在喉癌中ꎬＧＰＸ１ 基

因的表达敲低可以逆转 ｍｉＲ￣６４６ 过表达导致的肿

瘤细胞侵袭能力升高[２０] ꎻ在胃癌中ꎬ敲低 ＧＰＸ１ 基

因表达使肝细胞生长因子介导的胃癌细胞增殖和

侵袭减低[１８] ꎻ在肝细胞癌中ꎬ硒结合蛋白 １ 降低能

够上调 ＧＰＸ１ 活性ꎬ诱导氧化应激ꎬ促进肝细胞癌

的侵袭性[１１] ꎮ 结合本实验结果ꎬＧＰＸ１ 基因可能

通过调控氧化应激ꎬ促进肺癌细胞的迁移侵袭

能力ꎮ
在既往研究中ꎬＧＰＸ１ 基因在肿瘤中的作用具

有促癌和抑癌的双向性ꎮ 在胃癌[１８]、肝细胞癌[１１]、
食管鳞状细胞癌[１３]、肉瘤[２１] 和结肠癌[１２] 中ꎬＧＰＸ１
基因促进肿瘤细胞增殖[１３]、迁移[１３]、侵袭[１１ꎬ１３ꎬ２０￣２１]ꎬ
抑制肿瘤细胞凋亡[１２]ꎬ发挥促癌作用ꎮ 与以上癌症

类型中报道的趋势一致ꎬ本研究在肺腺癌中验证了

敲低 ＧＰＸ１ 基因表达抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移、
侵袭能力ꎬ并增加肺腺癌细胞的凋亡比例ꎮ 然而在

胰腺癌中ꎬ既往研究结论相反ꎬ在接受辅助化疗的胰

腺导管腺癌患者中ꎬＧＰＸ１ 低表达与不良预后正相

关ꎬ并且 ＧＰＸ１ 基因沉默可以促进胰腺导管腺癌细

胞的上皮－间质转化和化疗耐药性[９]ꎮ 并且在甲状

腺癌中ꎬ与正常组织相比ꎬ癌组织中 ＧＰＸ１ 表达更

低[２２]ꎮ 针对 ＧＰＸ１ 基因在不同研究中截然相反的

发现ꎬ考虑主要与肿瘤微环境中的氧化应激平衡以

及肿瘤组织特异性有关ꎮ 首先ꎬＧＰＸ１ 基因在癌症

中的双重作用与氧化应激在癌症中的双重作用密切

相关ꎮ 氧化应激是一种由 ＲＯＳ 水平升高引起的氧

化还原信号失调和大分子氧化损伤的病理性状况ꎬ
氧化应激与肿瘤细胞生长调控和肿瘤微环境重塑相

互作用ꎬ是癌症的关键特征[２３]ꎮ 适当的 ＲＯＳ 升高

可以诱导原癌基因 ＲＡＳ 突变以及抑癌基因 ＴＰ５３

的突变ꎬ加速肿瘤发生[２４] ꎮ ＲＯＳ 作为关键信使ꎬ
还可以通过氧化信号蛋白中特定的氨基酸残基

(如半胱氨酸)来激活独特的信号通路ꎬ从而促进

肿瘤增殖和存活ꎬ例如ꎬ过氧化氢可能氧化 ＰＴＰ１Ｂ
催化域中的半胱氨酸 Ｃｙｓ２１５ꎬ氧化后的 ＰＴＰ１Ｂ 促

进肝细胞癌和表皮癌细胞的克隆形成[２５] ꎮ 这时抗

氧化酶 ＧＰＸ１ 上调会减弱 ＲＯＳ 的促癌作用ꎮ 然

而ꎬ过量 ＲＯＳ 会直接造成肿瘤细胞 ＤＮＡ 损伤、线
粒体蛋白受损ꎬ最终导致肿瘤细胞凋亡[２６] ꎬ此时抗

氧化酶 ＧＰＸ１ 表达上调有助于肿瘤细胞存活ꎬ发
挥促癌作用ꎮ 因此ꎬＧＰＸ１ 基因在肿瘤中的功能作

用与不同类型癌症的基础氧化应激水平有关ꎬ不
同类型癌症具有不同的抗氧化应激水平[２７] ꎬ谷胱

甘肽对不同类型癌细胞的作用也截然不同ꎮ 在自

身氧化应激水平极高的癌症类型中ꎬＧＰＸ１ 基因通

过强力清除 ＲＯＳꎬ可能将 ＲＯＳ 降至维持癌细胞存

活和增殖所需的阈值以下ꎬ反而抑制了肿瘤生长ꎮ
而在肺癌ꎬ特别是肺腺癌中ꎬ其基础氧化应激水平

可能处于能使 ＧＰＸ１ 基因发挥促癌效应的阈值范

围内[２８] ꎮ 据此ꎬ本研究结果初步提示:在体外实验

体系中ꎬＧＰＸ１ 基因可能通过下调肺腺癌细胞内

ＲＯＳ 水平ꎬ解除对 ＲＯＳ 敏感型促生存信号通路的

抑制效应ꎬ同时下调促凋亡相关蛋白的表达丰度ꎬ
最终促进肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭ꎬ并抑制

其凋亡ꎮ
然而ꎬ本研究尚存在局限性:ＧＰＸ１ 基因发挥

作用的具体分子机制还需进一步明确ꎬ仍需要通

过分子对接、质谱分析ꎬ利用蛋白质组学 / ＣＲＩＳＰＲ
筛选等技术ꎬ系统解析其下游调控网络ꎮ 本研究

属于探索性研究ꎬ未来将完善空白对照组、计算样

本量ꎬ收集临床样本进行验证性实验ꎮ 体外实验

对于肿瘤微环境的模拟具有局限性ꎬ未来还需在

更接近于人体环境的模型中ꎬ对 ＧＰＸ１ 基因进行更

全面、更细致的研究ꎬ同时还需开展 ＧＰＸ１ 基因特

异性抑制剂的临床前药效学评价ꎬ评估其临床应

用价值ꎮ
综上所述ꎬ 本研究通过体外基础实验探索

ＧＰＸ１ 在肺癌细胞系中的表达特征ꎬ以及该基因对

肺腺癌细胞生物学功能的影响ꎬ研究结果提示

ＧＰＸ１ 基因可能通过促进肺腺癌细胞的增殖、迁移

与侵袭ꎬ并抑制其凋亡ꎬ参与肺腺癌的发生发展

进程ꎮ
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ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒꎬ
２０２１ꎬ １７(１): ２２￣２８.

[６] Ｈｕｍｐｈｒｉｅｓ ＢＡꎬ Ｚｈａｎｇ Ａꎬ Ｂｕｓｃｈｈａｕｓ ＪＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｉｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ＲＯＳ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ [Ｊ] .
ｉＳｃｉｅｎｃｅꎬ ２０２３ꎬ ２６ ( ６): １０６７８８. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｉｓｃｉ.
２０２３.１０６７８８

[７] Ｃｈｅｕｎｇ ＥＣꎬ Ｖｏｕｓｄｅｎ ＫＨ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＲＯＳ ｉｎ ｔｕｍｏｕｒ ｄｅ￣
ｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２２ꎬ
２２(５): ２８０￣２９７.

[８] Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｗａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈｏｕ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
ＧＰＸ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｃｈｏｔｏｍｏｕｓ ｒｏｌｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒｓ
(Ｂａｓｅｌ)ꎬ ２０２２ꎬ １４(１０): ２５６０.ｄｏｉ: １０.３３９０ / ｃａｎｃｅｒｓ１４１０２５６０

[９] Ｍｅｎｇ Ｑꎬ Ｓｈｉ Ｓꎬ Ｌｉａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｂｒｏｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１ ｄｒｉｖｅｓ ＥＭＴ ａｎｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＲＯＳ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ Ａｋｔ / ＧＳＫ３ β / Ｓｎａｉｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [Ｊ] . Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ ２０１８ꎬ ３７(４４): ５８４３￣５８５７.

[１０] 包舒晴ꎬ 杨明月ꎬ 刘端瑞ꎬ 等. ＮＯＸ４ 在幽门螺旋杆菌

诱导胃癌细胞 ＲＯＳ 中的作用 [ Ｊ] . 山东大学学报(医
学版)ꎬ ２０２２ꎬ ６０(６): １９￣２５.
ＢＡＯ Ｓｈｕｑｉｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｍｉｎｇｙｕｅꎬ ＬＩＵ Ｄｕａｎｒｕｉꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＯＸ４ ｉｎ ＲＯＳ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｐｙｌｏｒｉ
ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
(Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ)ꎬ ２０２２ꎬ ６０(６): １９￣２５.

[１１] Ｈｕａｎｇ Ｃꎬ Ｄｉｎｇ Ｇꎬ Ｇｕ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｅｌｅｎｉｕｍ￣
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ １
ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＨＩＦ￣１α ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌ￣
ｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ [ Ｊ ] . Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ
２０１２ꎬ １８(１１): ３０４２￣３０５３.

[１２] Ｈｕａｎｇ Ｙꎬ Ｆａｎｇ Ｗꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ￣β１ ｉｎｄｕｃｅｓ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１ ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ｆｒｏｍ Ｈ２Ｏ２ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ Ｓｍａｄ２ / ＥＲＫ１ / ２ / ＨＩＦ￣１α ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ
Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２０１２ꎬ ２９(５): ９０６￣９１２.

[１３] Ｇａｎ Ｘꎬ Ｃｈｅｎ Ｂꎬ Ｓｈｅｎ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｕｔ ｃａｎ
ｂｅ ｒｅｄｕｃｅｄ ｂｙ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ [ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄꎬ
２０１４ꎬ ７(９): ２５３０￣２５４０.

[１４] Ｈａｎｄｙ ＤＥꎬ Ｌｏｓｃａｌｚｏ Ｊ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉ￣
ｄａｓｅ￣１ ｉｎ ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄꎬ
２０２２ꎬ １８８: １４６￣６１. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｆｒｅｅｒａｄｂｉｏｍｅｄ.２０２２.
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[１５] Ｈｅ Ｒꎬ Ｊｉａｎｇ Ｈꎬ Ｚｈａｎｇ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. ＣＸＣＬ１６ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄ ｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＧＰＸ１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｌｅｖｅｌｓ [Ｊ] . Ｊ Ｚｈｅ￣
ｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖ Ｓｃｉ Ｂꎬ ２０２４ꎬ ２６(１): ９２￣１０６.

[１６] Ｌｅｅ Ｅꎬ Ｃｈｏｉ Ａꎬ Ｊｕｎ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ￣１
ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ａｄｈｅｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｅ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＦＡＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ[ Ｊ] . Ｒｅｄｏｘ Ｂｉｏｌꎬ ２０２０ꎬ
２９: １０１３９１. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｒｅｄｏｘ.２０１９.１０１３９１

[１７] Ｇｏｎｇ ＴＴꎬ Ｇｕｏ Ｑꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ ｉｂｅｒｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｏｖａｒｉａｎ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ＲＯＳ ａｃｃｕｍｕ￣
ｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ [Ｊ] . Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒꎬ
２０２１ꎬ １４２: １１１５３３. ｄｏｉ: １０.１０１６ / ｊ.ｂｉｏｐｈａ.２０２１.１１１５３３

[１８] Ｊａｎｇ ＢＩꎬ Ｊｕｎｇ ＪＹꎬ Ｋｏｈ ＳＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＧＰＸ１ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ:
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ [ Ｊ ] .
Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓꎬ ２０２４ꎬ ２１(３): ３０５￣３１５.

[１９] Ｐａｎｇ Ｂꎬ Ｍａｏ Ｈꎬ Ｗａｎｇ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉＲ￣１８５￣５ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＧＰＸ１ [Ｊ] . Ｍｉｃｒｏ￣
ｖａｓｃ Ｒｅｓꎬ ２０２２ꎬ １４０: １０４２９６. ｄｏｉ: １０. １０１６ / ｊ. ｍｖｒ.
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[２０] Ｙｕａｎ Ｘꎬ Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｃｈｅｎ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. ＭｉＲ￣６４６ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＧＰＸ１ [ Ｊ] . Ｏｒａｌ
Ｄｉｓꎬ ２０２１ꎬ ２７(７): １６７８￣１６８６.

[２１] Ｈｕｅｒｇｏ Ｃꎬ Ｔｏｒｎíｎ Ｊꎬ Ｅｓｔｕｐｌñáｎ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＰＸ１ ｅｘｐｒｅ￣
ｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ａｎｄ ａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｎｅｓｓ ｉｎ ｍｙｘｏｉｄ
ｌｉｐｏｓａｒｃｏｍａｓ [Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０２５ꎬ ２１(１３): ５６０９￣
５６２７. ｄｏｉ: １０.７１５０ / ｉｊｂｓ.１０５２１７

[２２] Ｍｅｔｅｒｅ Ａꎬ Ｆｒｅｚｚｏｔｔｌｆ Ｆꎬ Ｇｒａｖｅｓ ＣＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ
ｒｏｌｅ ｆｏｒ ｓｅｌｅｎｏｐｒｏｔｅｉｎ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ( ＧＰｘ１)
ａｎｄ ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ ｒｅｄｕｃｔａｓｅｓ (ＴｒｘＲ１) ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ:
ｏｕｒ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｓｕｒｇｅｒｙ [ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔꎬ
２０１８ꎬ １８: ７. ｄｏｉ: １０.１１８６ / ｓ１２９３５￣０１８￣０５０４￣４

[２３] Ｌｉａｎｇ Ｘꎬ Ｗｅｎｇ Ｊꎬ Ｙｏｕ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ: ｆｒｏｍ ｔｕｍｏｒ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｔｏ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０２５ꎬ ２４(１):
２１９. ｄｏｉ: １０.１１８６ / ｓ１２９４３￣０２５￣０２３７５￣ｘ

[２４] Ｓｏｎ Ｙꎬ Ｃｈｅｏｎｇ ＹＫꎬ Ｋｉｍ ＮＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ: ｈｏｗ ｃａｎ
ＲＯＳ ａｃｔｉｖａｔｅ ＭＡＰＫ ｐａｔｈｗａｙｓ? [Ｊ] . Ｊ Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔꎬ
２０１１ꎬ ２０１１: ７９２６３９. ｄｏｉ: １０.１１５５ / ２０１１ / ７９２６３９
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