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摘要 目的：探讨核蛋白 1（Nupr1）调控非小细胞肺癌细胞迁移、凋亡机制的研究。方法：肿瘤抑制剂盐酸素（salinomycin）不同时间

处理非小细胞肺癌细胞 A549 后采用 Western Blot法检测非小细胞肺癌细胞 A549 中 Cleaved Caspase-3、Nupr1 的蛋白表达；

Transwell小室检测 Nupr1基因沉默后非小细胞肺癌细胞 A549细胞体外迁移、侵袭能力的变化；Western Blot法检测 Nupr1沉默

后非小细胞肺癌细胞 A549 MMP-2、TIMP-1的蛋白表达；流式细胞仪检测 Nupr1沉默后非小细胞肺癌细胞 A549的凋亡情况。结

果：与未经肿瘤抑制剂 salinomycin处理对照组相比较，salinomycin处理后的非小细胞肺癌细胞 A549中 Nupr1蛋白表达量下降，

Cleaved Caspase-3蛋白表达量升高，并且随着作用时间呈依赖关系。Nupr1-siRNA转染组的迁移能力相比对照组未转染组下降

（64.4± 7.2）%，Nupr1-siRNA转染组的侵袭能力相比对照组下降（58.7± 7.3）%。与未转染 Nupr1-siRNA对照组相比较，转染后

TIMP-1的表达明显上调，而MMP-2的表达则明显下调。流式细胞仪检测结果显示 Nupr1沉默后非小细胞肺癌细胞 A549出现大

量凋亡。结论：Nupr1基因沉默后通过上调 TIMP-1的表达，下调MMP-2的表达降低肺癌 A549细胞的侵袭和迁移能力，进而促进

非小细胞肺癌细胞凋亡。
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Nupr1 Regulates the Migration and Apoptosis of Non-small Cell Lung
Cancer Cells*

To explore the migration and apoptosis mechanism of Nupr1 in non-small cell lung cancer cells (NSCLC).

Western Blot was used to detect the protein expression of Cleaved Caspase-3 and Nupr1 in NSCLC A549 cells after treated by

tumor suppressor salinomycin for different time. The Transwell inserts was applied to detect the changes of migration and invasion ability

of A549 cells after silence of Nupr1. The MMP- and TIMP-1 protein expression in A549 cells were detected by western blot after Nupr1

gene silencing. The apoptosis of A549 cells after Nupr1 silencing was detected by flow cytometry. Compared with control group

which had no tumor suppressor salinomycin treatment, the Nupr1 protein expression was decreased in non-small cell lung cancer A549

cells which were treated by salinomycin, and the Cleaved Caspase-3 protein expression was increased in a time-dependent way. Migra-

tion of Nupr1-siRNA group decreased by (64.4± 7.2)%, compared with control group, and the invasion ability of Nupr1-siRNA group

decreased by (58.7 ± 7.3)% . The TIMP-1 expression was significantly up-regulated and the MMP-2 expression was significantly

down-regulated as compared with control group. Flow cytometry results showed that NSCLC A549 cells were largely apoptotic after

Nupr1 silencing. The inhibition of Nupr1 gene expression can reduce the invasion and migration of A549 cells co that can

accelerate the apoptosis of NSCLC A549 cells by up-regulating the expression of TIMP-1 and down-regulating the expression of MMP-2.
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前言
核蛋白 1（Nupr1）是早期从胰腺炎小鼠模型中鉴定出的一

种核蛋白，带有核定位信号并具有转录活性[1]。研究表明 Nupr1
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参与细胞内多种信号途径，在肿瘤的抑制和凋亡中发挥着重要

作用[2]，在受到大麻酚刺激后依赖 Nupr1的胶质瘤细胞迁移被

停滞，MMP-2、TIMP-1表达量降低[3]，Guo等研究表明非小细胞

肺癌细胞中的 Nupr1能够促进肿瘤增殖[4]。Nupr1是一种多功

能基因，参与到许多病理及生理途径，在不同肿瘤中其所起到

的功能性作用也不相同[5]，深入研究这些 Nupr1抗肿瘤作用机

理有助于研发新的肿瘤治疗方案，本文 RNA干扰(RNA inter-

ference, RNAi)抑制非小细胞肺癌细胞 A549中 Nupr1的表达，

通过检测肿瘤抑制剂对 Nupr1的影响，观察 Nupr1基因沉默后

非小细胞肺癌细胞迁移侵袭能力的变化，检测非小细胞肺癌细

胞凋亡情况，探究 Nupr1促进非小细胞肺癌细胞迁移、凋亡可

能的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

非小细胞肺癌细胞 A549购自于自美国典型培养物保藏

中心。F12-K干粉、DEME培养液、Salinomycin、胰蛋白酶和

EDTA（Sigma公司）、小牛血清（美国 Gibo公司）、细胞凋亡检

测试剂盒、Western Blot一抗稀释液购自于碧云天生物技术研

究所。Lipofectamine imax、Opti-MEM培养基（Invitrogen公司），

PVDF 膜（Millipore 公司）。一抗 (Nurp1，cleaced caspase3)

（Abeam公司）、二抗(FITC-羊抗兔)IgG（Cell signaling techology

公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 从液氮中取出预冻存的非小细胞肺癌细胞

A549，置于 37℃水浴锅中温育 15 min，待细胞解冻后，加入

PBS缓冲液清洗，离心后加入 5 mL含 10%FBS的 DEME培养

液，置于 37℃ 5% CO2的培养箱中，培养至第二天更换新鲜培

养基，待细胞贴壁生长至 80%时，小心吸出上层培养液，PBS溶

液清洗细胞后，800 rpm离心 5 min，加入 0.2%胰酶和 EDTA，

加入 0.5%胰酶和 EDTA进行细胞消化，加入新鲜的 DEME培

养液终止消化，2000 rpm离心 5 min，收集菌体，加入含小牛血

清 10%的 DEME培养基重悬细胞，按照 1:3的比例将细胞悬浮

液接种至新的培养基中进行传代培养，接种至第 3代时可用于

后续实验。

1.2.2 Western Blot 法检测非小细胞肺癌细胞 A549 中对

Cleaved Caspase-3、Nupr1蛋白表达的影响 将生长到对数期

的皮肤肿瘤细胞接种添加 10%FBS的 DMEM培养基中，置于

37℃ 5% CO2的培养箱中培养 1 d后，用 2.5 滋M肿瘤抑制剂
salinomycin分别处理非小细胞肺癌细胞 A549 6 h、8 h、12 h、24

h、48 h，收集处理后的细胞，参照细胞蛋白提取试剂盒进行细

胞总蛋白的提取，采用 BCA法在核酸测定仪上进行蛋白含量

的检测，将蛋白等样上样 20 滋g，Marker 5滋L，浓缩胶、分离胶浓
度分别为 12%、5%,待样品进入浓缩胶时电压设置为 80V，进入

分离胶后电压调节至 120V，电泳结束后，将蛋白凝胶置于 TB-

ST溶液中清洗三次每次约 10 min，加入一抗稀释液 4℃下进

行转膜，过夜后加入 5%脱脂牛奶进行封闭 4 h，TBST溶液中

清洗三次，加入稀释后的二抗室温下 2h后，加入 TBST溶液清

洗三次，每次 10 min，在蛋白凝胶成像仪中进行观察，保存实验

结果。

1.2.3 Transwell小室检测 Nupr1基因沉默对 A549细胞体外迁

移、侵袭能力的影响 在 NCBI数据库中获得 Nupr1 mRNA

序列，利用 Primer5 软件设计 Nupr1 siRNA 序列：5'-GAC-

CAAGCTGCAGAATTCA-3'，5'-GACTCCAGCCTGGATGAAT-

3'，取培养至对数期的非小细胞肺癌细胞 A549，用 0.25%胰酶

消化后，接种 6孔培养板中，待细胞为单层即可，siRNA和 lipo-

fectamine imax用 Opti-MEM培养液分别稀释 200倍，将二者

混匀，室温反应 15 min，将混合液加入培养板内进行转染，37℃

5% CO2培养箱内培养 6 h，弃去上清培养液，加入新的含 10%

FBS的 Opti-MEM培养液继续培养 12 h后，除去上清中废弃的

培养液，PBS溶液清洗三次后，加入 0.25%胰酶消化后，加入

DEME培养基终止消化反应，将细胞吹打为单细胞悬浮液，细

胞浓度调至 106个 /mL，在 Transwell小室的上加入 100 滋L单
细胞悬浮液，在下室中加入 600 滋L含 10%FBS的 F12K培养

液，37℃ 5% CO2培养箱内培养 12 h，反应结束后用 PBS溶液

清洗小室，加入甲醇固定 5 min，加入结晶紫染色 30 min，在显

微镜下计算细胞的个数。进行侵袭能力检测时，在小室的上表

面加入Matrigel，置于通风橱内使其凝固，操作方法同迁移检测

方法。

1.2.4 Western Blot法检测 Nupr1沉默后 MMP-2、TIMP-1表达

接种培养至对数期的非小细胞肺癌细胞 A549，接种至细胞培

养板中，添加含 10%FBS新鲜培养基，37℃ 5% CO2培养箱内

培养 2 d后，800 rpm离心 5 min，收集细胞沉淀，加入 PBS溶液

清洗 2次，用细胞总 RNA提取试剂盒对收集细胞进行蛋白的

提取，采用 BCA法测定蛋白浓度，配置 12%的浓缩胶、5%的分

离胶，蛋白上样量统一为 10 滋g，Marker 5 滋L加入等体积预变
性后的上样缓冲液，待指示剂进入浓缩胶时电压调至 80 V，进

入分离胶后电压调节至 120 V，电泳结束后，将蛋白凝胶用

PBS溶液清洗三次，每次 10 min，在 NC膜 4℃过夜转膜,加入

脱脂牛奶 4℃下进行封闭 4 h，加入 TBST稀释后的一抗，4℃孵

育过夜，TBST清洗三次每次约 10 min，加入稀释后的标记羊

抗兔抗体室温下反应 1h，加入 TBST清洗三次每次约 10 min，

加入 ECL超敏发光底物，反应 10 min后进行压片和显影，在凝

胶成像仪中保存结果。

1.2.5 流式细胞仪检测 Nupr1沉默后非小细胞肺癌细胞 A549

凋亡情况 将对数期的非小细胞肺癌细胞 A549用胰酶处理

后，接种新鲜含 10%FBS的 DEME溶液中将细胞培养为单层

即可，用 Opti-MEM培养液将 siRNA和 lipofectamine imax稀

释 200倍，二者混匀后室温放置 15 min，将混合液加入培养好

的单层非小细胞肺癌细胞中进行转染，37℃ 5% CO2培养箱内

培养 6 h，弃去上清培养液，加入新的含 10%FBS的 Opti-MEM

培养液继续培养 12 h后，除去上清中废弃的培养液加入 0.25%

胰酶进行消化加入 DEME培养基终止消化反应，PBS溶液清

洗细胞将细胞吹打成单细胞悬浮液，800 rpm离心 3 min后收

集细胞，加入 Annexin-FITC避光反应 25 min，加入 Propidiuym

Iodide避光反应 5 min，在流式细胞仪机器上检测流式细胞仪

检测非小细胞肺癌细胞 A549的凋亡。

1.3 统计学分析
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数据采用 (x± s) 描述，组间差异性比较使用 GraphPad

Prism5软件 t检验进行分析。*P＜0.5，**P＜0.01表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 非小细胞肺癌细胞 A549 中对 Cleaved Caspase-3 、Nupr1

蛋白表达的影响

与未经肿瘤抑制剂 salinomycin处理对照组相比较，salino-

mycin处理后的非小细胞肺癌细胞 A549中 Nupr1蛋白表达量

下降，Cleaved Caspase-3蛋白表达量升高，并且随着作用时间

呈依赖关系，Caspase-3为凋亡蛋白，salinomycin分别处理非小

细胞肺癌细胞，抑制了癌细胞的增殖，使 Caspase-3表达量升

高，而处理前 Nupr1比处理后表达量较为显著，表明 Nupr1参

与非小细胞肺癌细胞 A549的凋亡（图 1、2）。

图 1 Salinomycin不同时间处理后 Cleaved Caspase-3、Nupr1蛋白表达

Fig.1 The protein expressions of Cleaved caspase-3 and Nupr1 after

treated by Salinomycin for different time

图 2 salinomycin不同时间处理后 Cleaved Caspase-3、Nupr1蛋白表达

Fig.2 The protein expressions of Cleaved caspase-3 and Nupr1 after treated by Salinomycin for different time

Note: compared with control group, *P<0.05,** P<0.01.

2.2 Nupr1基因沉默对 A549细胞体外迁移和侵袭能力的影响

Nupr1-siRNA转染组的迁移能力相比对照组未转染组明

显减少（P＜0.01），下降了（64.4± 7.2）%；Nupr1-siRNA转染组

的侵袭能力相比对照组未转染组明显降低（P＜0.01），下降了

（58.7± 7.3）%，这些结果表明由于 Nupr1基因表达受到了明显

抑制，A549细胞体外迁移和侵袭受到了不同程度的抑制作用

（图 3）。

图 3 Transwell法检测 A549细胞迁移侵袭能力的变化

Fig.3 Transwell detection of migration and invasion capacity of A549 cells

Note: compared with control group, *P<0.05,** P<0.01.

2.3 Nupr1基因沉默后MMP-2、TIMP-1蛋白的表达 与未转染 Nupr1-siRNA对照组相比较，转染非小细胞肺癌
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细胞 A549后 TIMP-1的表达明显上调，而 MMP-2的表达则明

显下调，结果表明 Nupr1基因沉默对细胞侵袭迁移能力的抑制

作用可能与抑制细胞对外基质的降解有关（图 4）。

图 4 Nupr1基因沉默后MMP-2、TIMP-1蛋白的表达

Fig. 4 The protein expression of MMP-2 and TIMP-1 after Nupr1 gene silencing

Note: A: the protein expressions of MMP-2 and TIMP-1 in control group that without transfecting Nupr1-siRNA and in the group with transfecting

Nupr1-siRNA; B: the MMP-2 relative protein expression in control group and Nupr1-siRNA group; C: the TIMP-1 relative protein expression in control

group and Nupr1-siRNA group. Compared with control group, *P<0.05, ** P<0.01.

2.4 流式细胞仪检测 Nupr1沉默后非小细胞肺癌细胞 A549凋

亡

活细胞对于染料 PI具有抗性，而坏死细胞则无抗性，通过

Annexin-FITC、PI双染色法来检测 Nupr1 沉默后非小细胞肺

癌细胞 A549凋亡，流式细胞仪检测结果（图 5），左下象限为活

细胞，右上象限是坏死细胞，右下象限为凋亡细胞。与未转染

Nupr1-siRNA对照组相比较，Nupr1沉默后非小细胞肺癌细胞

A549死亡及凋亡数量明显升高。表明 Nupr1受到干扰后能够

诱导非小细胞肺癌细胞 A549的凋亡（图 5）。

图 5 流式细胞仪检测 Nupr1基因沉默后非小细胞肺癌细胞 A549凋亡

Fig.5 The apoptosis of NSCLC A549 cells after Nupr1 gene silencing assessed by flow cytometry

Note: A: control group; B: transfecting Nupr1-siRNA group.

3 讨论

近年来肺癌的发病率和死亡率居于各种癌症之首，其中非

小细胞肺癌(NSCLC)占 80%左右，目前肺癌的治疗手段主要是

主要是化疗、放疗等[6,7]。研究肺癌细胞的迁移、与凋亡在肿瘤的

抑制中有着重要意义。研究表明 Nupr1在多种肿瘤细胞内存在

差异表达通过影响，细胞的生长、凋亡及迁移等过程参与肿瘤

发展[8,9]，如抑制肿瘤细胞的增殖、增加肿瘤细胞的耐药性[10,11]。

细胞增殖早期 Nupr1主要分布于细胞核内；细胞数目逐渐增高

时，则逐渐分布于胞浆中，这可能与 Nupr1自身特性核蛋白相

关。本文研究发现沉默 Nupr1基因后可以促进非小细胞肺癌细

胞 A459凋亡，表明 Nupr1可能为肺癌细胞的凋亡因子。

为研究非小细胞肺癌细胞受到抑制后对 Nupr1基因的影

响，实验前期加入 Salinomycin (盐霉素)，Salinomycin是能特异

性杀死肿瘤干细胞的化合物[12]，也能够诱导人的非小细胞肺癌

细胞凋亡，致使 MAP1LC3B 蛋白表达明显下调从而抑制

MTOR通路 [13]。本研究通过加入 Salinomycin后通过Western

Blot检测发现 Nupr1蛋白表达量下降，Cleaved Caspase-3蛋白
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表达量升高，Caspase-3为凋亡蛋白是细胞凋亡发生的关键酶

及一切凋亡信号传导的共同通路[14]，标志着细胞凋亡进入不可

逆阶段；表明加入 Salinomycin后小细胞肺癌细胞发生凋亡，而

Nupr1表达量显著下降，表明 Nupr1参与非小细胞肺癌细胞

A549 的凋亡。Guo 等发现 Nupr1 在非小细胞肺癌（A459，

1299，95-D）及相应癌旁组织中均有表达，进一步研究发现沉默

Nupr1基因的表达后，非小细胞肺癌的增殖速率受到显著抑

制，肿瘤细胞数目和集落中细胞数目明显出现大量的减少表明

Nupr1在非小细胞肺癌中能够促进肿瘤生长[15]。

肺癌迁移与侵袭是一个多基因调控复杂的过程，其中包含

与迁移与侵袭相关基因结构、功能的异常[16]，基因被激活或抑

制会使得对应的功能发生拮抗、失活等，均会导致肺癌细胞的

转移[17]。胞外基质分解肺癌迁移与侵袭发生的主要原因之一，

其中MMPs发挥着重要作用[18]，有研究表明小细胞癌的MMP-2

及MMP-9蛋白表达量明显高于腺癌，且淋巴结转移患者癌组

织中二者的表达量明显高于未转移者，这些研究结果表明

MMP-2及MMP-9与癌细胞的转移相关[19]。本实验采用 Tran-

swell小室检测 Nupr1基因沉默后非小细胞肺癌 A549细胞体

外迁移、侵袭能力的变化，结果表明 Nupr1基因沉默后迁移和

侵袭能力均下降，主要因为 Nupr1基因抑制后抑制了癌细胞的

增殖，从而使非小细胞肺癌 A549细胞体外迁移、侵袭能力下

降。Nupr1基因沉默后MMP-2蛋白的表达量下降、TIMP-1蛋

白的表达量升高，表明 Nupr1基因沉默后使细胞质基质内金属

蛋白酶结构或功能发生了改变，避免了癌细胞转移时发生胞外

机制过度降解，降低了细胞的浸润与转移。

Nupr1基因沉默后通过抑制细胞增殖、降低细胞迁移侵袭

能力以及改变肺癌细胞外基质金属蛋白酶的蛋白表达等共同

作用使非小细胞肺癌细胞 A459凋亡，但分子机制尚有待进一

步深入研究。
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