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TNKS2促进肺鳞癌恶性表型的机制研究

曾晖 章浙伟 洪凤鸣

[摘要] 目的 探讨端锚聚合酶 2（TNKS2）促进肺鳞癌恶性表型的作用及机制。方法 采用 shTNKS2转染H647细

胞制备TNKS2的低表达细胞模型，采用慢病毒载体转染A549细胞制备TNKS2的高表达细胞模型，并采用RT-PCR

和免疫印迹分析对两种细胞模型进行验证。采用流式细胞术、Transwell法检测细胞凋亡、增殖、侵袭能力。结果

经过 shTNKS2干扰后，H647细胞中TNKS2 mRNA表达下降，蛋白表达同步下降（t分别=51.98、70.23，P均＜0.05）；经

过TNKS2基因高表达后，A549细胞中TNKS2 mRNA表达上升，同时蛋白表达升高（t分别=54.64、16.84，P均＜0.05）。

流式细胞仪检测结果显示，H647 细胞经过 TNKS2 干扰后细胞凋亡百分比相较于对照组明显升高（t=35.10，P＜

0.05），A549细胞经过TNKS2高表达后细胞凋亡百分比相较于对照组明显降低（t=58.09，P＜0.05）。H647细胞经过

TNKS2基因干扰后，细胞增殖能力在 24 h、48 h均呈下降趋势（t分别=5.77、6.92，P均＜0.05），细胞侵袭能力呈同步

下降（t=6.75，P＜0.05）；A549细胞在经过 TNKS2基因高表达后，细胞增殖能力在 24 h、48 h均呈上升趋势（t分别=

452.90、96.45，P均＜0.05），同时细胞侵袭能力也增强（t=12.87，P＜0.05）。结论 TNKS2在肺鳞癌恶性表型中发挥

重要作用，而这一作用可能是通过TNKS2/β-catenin途径促进肺鳞癌细胞的增殖和侵袭。
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[Abstract] Objective To investigate the role and mechanism of Tankyrase 2（TNKS2）in promoting malignant behav-

ior of lung squamous cell carcinoma. Methods The TNKS2 low expression cell model was replicated in H647 cells by

shTNKS2 transfected，and the TNKS2 high expression cell model was replicated in A549 cells via transfected with lentivi-

ral vector.The two cell models were verified by RT-PCR and Western blotting analysis.The abilities of apoptosis，prolifera-

tion and invasion were detected by flow cytometry and Transwell.Results After shTNKS2 interference，the expression of

TNKS2 mRNA and protein decreased synchronously in H647 cells（t=51.98，70.23，P＜0.05），while the expression of

TNKS2 mRNA and protein in A549 cells increased after overexpression of TNKS2 gene（t=54.64，16.84，P＜0.05）.Flow

cytometry showed that the apoptosis increased in H647 cells after interference with TNKS2 when compared with the con-

trol group（t=35.10，P＜0.05），whereas in A549 cells，apoptosis decreased after overexpression of TNKS2 compared with

the control group（t=58.09，P＜0.05）.After TNKS2 gene interference，the proliferation ability of H647 cells decreased at

24h and 48h（t=5.77，6.92，P＜0.05），and the invasiveness of H647 cells decreased synchronously（t= 6.75，P＜0.05）.

After overexpression of TNKS2 gene，the proliferation ability of A549 cells increased at 24h and 48h（t=452.90，96.45，P

＜0.05），and the invasive ability of A549 cells was also enhanced（t=12.87，P＜0.05）. Conclusion The TNKS2 plays

an important role in the malignant phenotype of lung squamous cell carcinoma，and this role may be through TNKS2/β-

catenin pathway to promote the proliferation and in-

vasion of lung squamous cell carcinoma.

[Key words] tankyrase 2； lung squamous cell

carcinoma； β-catenin； malignant phenotype
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肺癌目前是世界上恶性程度最高的肿瘤之一，

发病率和死亡率位居恶性肿瘤的第一位[1]。非小细

胞肺癌约占所有肺癌的 80％，而腺癌及鳞癌是非小

细胞肺癌病理类型中最常见的两种类型[2]。随着对

腺癌研究的深入，各种靶向药物被发现并应用于临

床，使肺腺癌患者的生存期逐渐延长。但目前对肺

鳞癌研究相对较少，预后仍无明显改善。因此，更

精确地了解肺鳞癌侵袭与恶化机制，发现有效的靶

点，研发针对性的药物，对肺鳞癌的治疗具有重要

的意义。前期研究中发现端锚聚合酶2（tankyrase2，
TNKS2）基因多态性与女性肺鳞癌高风险密切相

关[3]。本次研究旨在探讨TNKS2促进肺鳞癌恶性表

型的作用及机制。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 细胞培养 本次研究于 2019年 3 月至 2020年

3 月在浙江省肿瘤医院开展。H647细胞株及A549
细胞株由中国科学院基础医学与肿瘤研究所惠赠。

使用含 10％胎牛血清的完全培养基进行培养，待培

养一个周期后分瓶，收集各细胞株其中一瓶细胞，

提取总 RNA，通过反转录酶-聚合酶链式反应（re⁃
verse transcription- polymerase chain reaction，RT-
PCR）检测各株细胞内 TNKS2 基因表达，留取验证

TNKS2基因高表达和低表达细胞各一株，作为体外

实验模型。

1.2 慢病毒构建 利用 RT-PCR 技术扩增 TNKS2
基因，并将 PCR扩增产物通过酶切、酶连技术整合

进入慢病毒载体质粒内，构建慢病毒载体质粒。将

载体质粒与骨架质粒共同整合进入 293T 细胞内，

培养 48 h 后，收集上清液，通过超速离心收集病

毒。检测病毒滴度并调整适当的病毒滴度感染肺

癌细胞，通过嘌呤霉素筛选稳定高表达 A549 细

胞株。

1.3 荧光定量PCR 细胞用磷酸盐缓冲液洗涤、离

心 3 次，再次离心收集细胞沉淀。组织使用MP磁

珠匀浆设备进行研磨，收集分离物。采用酚-氯仿

法提取细胞总RNA，紫外分光光度法测定其浓度。

采用 primer premier 5.0 软件设计基因特异性 RT-
PCR引物。以细胞总RNA为模板，采用 SYBR Pre⁃
mix Ex-TaqTM荧光定量试剂盒（由日本 TaKaRa公
司生产）及上述RT-PCR引物逆转录为互补脱氧核

糖核酸，然后用实时荧光定量 PCR仪（由美国 Bio-
Rad公司生产）扩增，采用 ΔΔCt模型及GraphPad软件

对 RT-PCR结果进行分析。实验中以 3-磷酸甘油

醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge⁃
nase，GAPDH）编码基因为内参。过表达慢病毒构

建稳定 A549 细胞系引物：Homo TNKS2 Forward：
5’- GCTGAGCCAACCATCCGAAAT - 3’；Homo
TNKS2 Reverse：5’- ACTTGCGTGGCAGTTGACA -
3’；Homo GAPDH Forward：5’- GGAGCGAGA⁃
TCCCTCCAAAAT-3’；Homo GAPDH Reverse：5’-
GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’。干扰病毒构

建稳定 H647 细胞系引物：Homo TNKS2 Forward：
5’- GCTGAGCCAACCATCCGAAAT - 3’；Homo
TNKS2 Reverse：5’- ACTTGCGTGGCAGTTGACA -
3’；Homo GAPDH Forward：5’- GGAGCGAGA⁃
TCCCTCCAAAAT-3’；Homo GAPDH Reverse：5’-
GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3’。
1.4 蛋白免疫印迹检测 采用 0.05％磷酸盐缓冲

液裂解细胞，8 000 r/min、4°C离心收集蛋白上清，采

用二喹啉甲酸法测定其浓度。将上述细胞蛋白样

本经聚丙烯酰胺凝胶电泳后电转至聚偏二氟乙

烯尼龙膜上，以商品化抗鼠或抗人抗体蛋白为一

抗（由英国Abcam公司生产）、竦根过氧化物酶标记

抗体蛋白为二抗（由美国Licor公司生产），采用蛋白

免疫印迹法检测上述细胞蛋白样本中 TNKS2蛋白

表达情况。实验中以β-actin蛋白表达为内参。

1.5 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集细胞悬液及

贴壁细胞，用磷酸盐缓冲液进行清洗3 次，加入凋亡

染色试剂Annexin V/PI染色进行孵育，15 min后用

磷酸盐缓冲液进行清洗，去除参与的染色试剂，并

在 30 min内采用流式细胞仪［由锘海生物科学仪器

（上海）有限公司生产］检测细胞凋亡情况。

1.6 侵袭实验 使用侵袭小室（Transwell）细胞专

用培养板及 Transwell 小室（由美国 Corning 公司生

产），在细胞上室进行铺板，待细胞稳定生长，在细

胞上室加入不含血清的培养基，在细胞下室加入含

血清的细胞培养基，待 24 h后，用棉签剔除上室细

胞，再使用染色试剂对下室细胞进行染色，观察记

录细胞团数量。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 19.0对数据进行统计

分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。组间

计量资料比较采用 t检验；计数资料比较采用 χ2检

验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 转染 shTNKS2 后，H647 细胞中 TNKS2 mRNA
及蛋白表达结果见图1
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图1 转染shTNKS2后，H647细胞中TNKS2 mRNA及蛋白表达

由图 1可见，RT-PCR检测结果显示，TNKS2干

扰组 TNKS2 mRNA表达相较于对照组表达降低（t=
51.98，P＜0.05）；Western blot检测结果显示，TNKS2
干扰组 TNKS2蛋白表达相较于对照组表达降低（t=
70.23，P＜0.05）。
2.2 TNKS2 高表达后，A549 细胞中 TNKS2mRNA
及蛋白表达见图2
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图2 TNKS2高表达后A549细胞中TNKS2 mRNA

及蛋白表达

由图 2可见，RT-PCR检测结果显示，TNKS2高

表达组 TNKS2 mRNA 表达相较于对照组表达升高

（t=54.64，P＜0.05）；Western blot 检测结果显示，

TNKS2高表达组 TNKS2蛋白表达相较于对照组表

达升高（t=16.84，P＜0.05）。
2.3 TNKS2低表达对肺鳞癌细胞凋亡的影响见图3
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图3 TNKS2低表达对肺鳞癌细胞凋亡的影响

由图 3 可见，流式细胞仪检测结果显示，H647
细胞经过 TNKS2干扰后细胞凋亡百分比相较于对

照组明显升高（t=35.10，P＜0.05）。
2.4 TNKS2高表达对肺鳞癌细胞凋亡的影响见图4
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图4 TNKS2高表达对肺鳞癌细胞凋亡的影响

由图 4 可见，流式细胞仪检测结果显示，A549
细胞经过 TNKS2高表达后细胞凋亡百分比相较于

对照组明显降低（t=58.09，P＜0.05）。
2.5 TNKS2 高表达与肺鳞癌细胞增殖的关系见封

二图1
由封二图 1可见，H647细胞系经过TNKS2干扰

后在 24 h、48 h 细胞增殖速率略有降低（t分别=
5.77、6.92，P均＜0.05）。A549细胞系经过TNKS2高

表达后，在24 h细胞增殖速率明显高于对照组A549
细胞系，经过 48 h后，绝大部分A549细胞系均经过

一次分裂，发生扩增（t分别=452.90、96.45，P均＜

0.05）。
2.6 转染 shTNKS2后测定H647、A549细胞的相对

侵袭率见图5
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图5 转染shTNKS2后测定H647、A549细胞的相对侵袭率

由图 5 可见，H647 细胞经过 TNKS2 基因干扰

后，细胞侵袭能力明显下降，侵袭细胞数目相对于

正常H647细胞减少（t=6.75，P＜0.05）；A549细胞经

过 TNKS2基因高表达后，细胞侵袭能力明显升高，

细胞侵袭数目增多（t=12.87，P＜0.05）。

2.7 TNKS2低表达对肺鳞癌细胞侵袭能力的影响

见封三图2
由封三图2可见，与对照组相比，经TNKS2干预

后，侵袭的肺鳞癌细胞数减少。

2.8 TNKS2高表达对肺鳞癌细胞侵袭能力的影响

见封三图3
由封三图 3可见，与对照组相比，TNKS2高表达
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后，侵袭的肺鳞癌细胞数增加。

3 讨论

TNKS 是人端粒复合物中的一个重要成分，其

基因定位于人第 8号染色体，含有 1 327 个氨基酸

残基。TNKS是具有聚腺苷二磷酸-核糖聚合酶活

性的蛋白质，能够促使端粒DNA结合蛋白因子核糖

基化而从端粒脱落，使端粒酶能够接近端粒并使端

粒延长，起到正向调节端粒长度的作用。由于

TNKS2 分布广泛，参与调节多种生理病理过程，包

括细胞生长[4]、增殖、凋亡[5]、信号转导[6]。此外，它还

与包括癌症在内的多种疾病的发生发展密切相关。

本次研究构建改变 TNKS2 基因表达的 shRNA
和过表达载体，建立并验证TNKS2稳定敲减或过表

达的肺鳞癌细胞系，并进一步研究TNKS2表达与肺

鳞癌细胞生物学行为的相关性。结果显示在H647
细胞内经过 TNKS2 干扰后，细胞内 TNKS2 mRNA、

蛋白表达同步降低；而在 TNKS2 低表达的 A549 细

胞内，通过慢病毒构建 TNKS2 高表达稳定细胞系

后，A549细胞内TNKS2 mRNA、蛋白表达同步升高。

细胞凋亡是细胞在基因表达控制下，为维持内

部环境稳定而有序自主死亡的过程[7~9]。与细胞坏

死不同，细胞凋亡不是一个被动的过程，而是一个

涉及一系列基因的激活、表达和调节的主动过程。

它不是一种病理条件下的自体损伤现象，而是一种

以诱导死亡来更积极地更好地适应生存环境的过

程。从细胞凋亡的角度来看，肿瘤的发生是由于细

胞凋亡机制受到抑制，无法通过凋亡正常清除肿瘤

细胞，从而促进增殖[10]。本次研究结果显示，在

TNKS2基因高表达的A549细胞内，细胞凋亡百分比

明显低于 TNKS2基因低表达的细胞。表明 TNKS2
具有促进肺鳞癌进展的可能。

恶性肿瘤易通过淋巴管、血液循环等多种途径

转移[11~13]。迁移和侵袭是肿瘤转移的关键过程[14,15]。

本次研究采用 Transwell 实验确定 TNKS2如何影响

肿瘤细胞的侵袭。结果显示，经过 TNKS2 干扰的

H647 细胞增殖能力、侵袭能力同步降低；而经过

TNKS2基因高表达后的A549细胞增殖、侵袭能力均

提升。表明 TNKS2高表达增强了肺鳞癌细胞的侵

袭和迁移能力，而TNKS2低表达则相反。与既往研

究Yu等[16]、Kang等 [17]结果一致。

综上所述，TNKS2在肺鳞癌细胞恶性表型中发

挥重要作用，而这一作用可能是通过 TNKS2/β-
catenin 途径促进肺鳞癌细胞的增殖、凋亡和侵袭。

这些发现为开发以 TNKS2为靶点治疗肺鳞癌的治

疗方法提供理论基础。但本次研究仅进行了体外

细胞实验。由于肺是人体主要的呼吸器官，体外培

养的肺癌细胞的生长环境和氧浓度与体内肺组织

不同。因此，本次研究结果并不能反映TNKS2在细

胞体内的具体影响。此外，未来的研究需要包括更

详细和深入地分析，以探索 TNKS2/β-catenin 或其

他途径的机制。
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