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慢病毒载体沉默 ADAMTS6人非小细胞肺癌稳转株的构建 *

刘 捷 施露露 刘春燕 帅 优 束永前△

(南京医科大学第一附属医院肿瘤科 江苏南京 210029)

摘要 目的：通过数据库预测 ADAMTS6在非小细胞肺癌(Non-small-cell lung cancer，NSCLC)组织中的表达及其与 NSCLC患者临

床预后的关系，构建 ADAMTS6的 shRNA干扰载体并建立 ADMATS6的 NSCLC稳定敲减细胞株。方法：通过 Oncomine数据库

分析 ADAMTS6在 NSCLC组织和肺正常组织的表达差异，通过 Kaplan-Meier Plotter数据库分析 ADAMTS6的表达水平与临床

NSCLC患者预后关系，设计合成 ADAMTS6的 shRNA干扰序列，shRNA模板退火并与双酶切 pGLV3-GFP线性化载体连接，转

化挑取阳性菌落后送测序。干扰质粒进行病毒包装并感染人 NSCLC细胞株 NCI-H358，使用嘌呤霉素进行稳定敲减细胞株筛选。

荧光观察慢病毒感染细胞密度，通过 qRT-PCR 和 Western blot 检测 ADAMTS6 的 mRNA 和蛋白水平的敲减效果。结果：

Oncomine数据库分析结果显示 NSCLC组织中 ADAMTS6 mRNA表达较正常肺组织显著升高(P<0.001)；Kaplan-Meier Plotter数

据库分析结果显示高表达 ADAMTS6的 NSCLC患者预后较低表达 ADAMTS6的 NSCLC患者差 (P<0.05)；pGLV3-GFP载体双
酶切线性化后与 shRNA退火模板连接成功，测序结果正确。荧光观察显示慢病毒感染细胞密度在 95 %左右，通过 qRT-PCR和

Western blot检测 ADAMTS6慢病毒干扰质粒已成功敲减 ADAMTS6的 mRNA和蛋白水平。结论：ADAMTS6的高表达可能与

NSCLC患者的不良临床预后密切相关。本研究构建了 ADAMTS6的慢病毒感染质粒，并成功建立 NCI-H358稳定敲减细胞株，为

进一步研究 ADAMTS6在 NSCLC中的作用及机制奠定了基础。
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Construction of ADAMTS6 Stable Knockdown Non-small Cell Lung Cancer
Cell Line Using Lentiviral Vector*

To predict the expression of ADAMTS6 in non-small cell lung cancer (NSCLC) tissue and the prognosis of

NSCLC patients via database, constract the ADAMTS6 shRNA vector and establish ADMATS6 stable knockdown cell line.

The different expression of ADAMTS6 in NSCLC tissue and normal lung tissue was analyzed through the Oncomine database. The

relationship between the expression level of ADAMTS6 and the prognosis of patients with NSCLC was analyzed by Kaplan-Meier

Plotter database. Subsequently, the shRNA interference sequences of ADAMTS6 were designed and synthesized, and then was cloned

into the pGLV3-GFP vector linearized by digestion with the restriction enzymes. The positive transformed bacteria were picked and sent

for DNA sequencing. The lentiviral vector was subjected to virus packaging and then infected the NSCLC cell line NCI-H358. The stable

knockdown cell line was selected through puromycin. The density of lentivirus-infected cells were observed by fluorescence microscope,

and the knockdown effect of mRNA and protein levels of ADAMTS6 were detected by qRT-PCR and Western blot analysis,

respectively. The mRNA levels of ADAMTS6 were significantly higher in NSCLC tissue than in normal lung tissue according to

the Oncomine database (P<0.001). Kaplan-Meier Plotter database analysis showed that NSCLC patients with high expression of

ADAMTS6 had a poorer prognosis than patients with low expression (P<0.05). The shRNA annealing template was successfully cloned

into the restriction digestion and linearized pGLV3-GFP vector. The DNA sequencing result was correct. Fluorescence observation

showed that the density of lentivirus-infected cells was about 95% . The mRNA and protein levels of ADAMTS6 were successfully

knocked down detected by qRT-PCR and Western blot analysis. The high expression of ADAMTS6 might be related to the

poor clinical prognosis of NSCLC patients. We constructed the ADAMTS6 lentiviral vector and successfully established the stable

knockdown cell line to lay the foundation for the future study of ADAMTS6 in NSCLC.
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前言

肺癌以其高发病率已成为影响我国居民健康的恶性肿瘤

之一，其 5年生存低于 18 %[1]。非小细胞肺癌(Non-small-cell

lung cancer，NSCLC)占肺癌种类的 85 %，吸烟和遗传风险因素

是导致 NSCLC主要的发病因素[2]。目前，NSCLC的治疗主要包

括顺铂联合吉西他滨和多西紫杉醇等化疗方案，然而化疗导致

患者的药物不良反应、患者机体免疫力下降和长期用药导致的

肿瘤耐药性局限了临床药物的使用，寻找毒副作用小的手段成

为了目前临床治疗 NSCLC的热点[3]。

解聚蛋白样金属蛋白酶(a disintegrin and metalloproteinase

with thrombospondin motifs, ADAMTS)属于多域细胞外蛋白酶

家族，主要由 19个家族成员构成，其在组织形态发生、病理生

理重塑、炎症和血管生物学中有着不同的功能[4，5]。ADAMTS6

由 1117个氨基酸组成，位于染色体 5q12.3位置，GeneCards数

据库表明与 ADAMTS6 相关的疾病包括腹股沟疝和

Weill-Marchesani综合征，其相关途径包括蛋白质代谢和 O-连

接糖基化[6]。目前，有关于 ADAMTS6在 NSCLC中的研究尚未

见报道，本研究拟采用慢病毒载体短发夹 RNA (short hairpin

RNA, shRNA)技术构建 ADAMTS6稳定敲减 NSCLC细胞系，

以期为进一步探索 ADAMTS6在 NSCLC中的作用机制研究

奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

人 NSCLC细胞株 NCI-H358购于上海中乔新舟生物科技

有限公司；DMEM培养基、RMPI-1640培养基、0.25 %胰蛋白酶

和 100× 青霉素 -链霉素双抗购于上海源培生物科技股份有限

公司；胎牛血清 FBS 购于 Gibco 公司；ADAMTS6 抗体购于

Abcam公司；GAPDH抗体购于巴傲得生物科技有限公司；辣

根过氧化酶标记兔二抗购于 Proteintech 公司；pGLV3-GFP载

体购于上海吉玛生物制药有限公司；蛋白裂解液 RIPA购于南

京凯基生物科技有限公司；qPCR SYBR Green Master Mix于上

海翊圣生物科技有限公司；DNA质粒转染试剂 Lipofectamine

2000和 RNA裂解液 Trizol购于 Life Technologies公司；限制

性内切酶 BamHI/EcoRI、10× NEBuffer 3.1 和 T4 DNA Ligase

购于 NEB公司。

1.2 方法

1.2.1 敲减引物合成 针对 ADAMTS6基因设计 shRNA干扰

片段 shADMATS 正义链：5′ -GATCCCCTGACTTATCTTGA

ACACTATTCAAGAGATAGTGTTCAAGATAAGTCAGGTTT

TTTG-3′ , 反义链：5′ -AATTCAAAAAACCTGACTTATCTT

GAACACTATCTCTTGAATAGTGTTCAAGATAAGTCAGGG

-3′ 。

1.2.2 细胞培养 人 NSCLC细胞株 NCI-H358培养于添加 10%

胎牛血清和 1 %双抗的 RMPI-1640培养基中，293T细胞培养

于添加 10 %胎牛血清和 1 %双抗的高糖 DMEM培养基中，细

胞株均于 5 % CO2的 37℃培养箱中进行培养。

1.2.3 ADAMTS6慢病毒表达载体构建 将 ADAMTS6干扰

引物使用 TE Buffer进行溶解后在 PCR仪上进行退火，利用限

制性内切酶 BamHI和 EcoRI双酶切 pGLV3-GFP载体过夜，快

速琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒进行胶回收，紫外可见分光光

度计 Nano Drop测定 DNA浓度。使用 T4连接酶进行退火模

板工作液与线性化载体进行 4℃连接过夜，DH5琢感受态进行
转化，冰浴静置 30 min，42℃放置 90 sec，随后快速转移至冰

上，冷却 2 min，加入 900 滋L无菌不含抗生素培养基，37℃摇
床振荡培养 45 min，取 100 滋L已转化的感受态均匀涂在添加
抗生素的 LB固体琼脂糖培养基，37℃倒置培养 12 h-16 h。挑

取阳性单克隆摇菌并送 DNA序列测序，取测序正确已插入

shRNA片段菌液进行摇菌并使用无内毒素中提试剂盒进行质

粒中提。

1.2.4 ADAMTS6慢病毒包装 将 293T细胞种板至 10 cm培

养皿，当细胞长至 60~70 %密度时，将 ADAMTS6敲减质粒与

慢病毒包装质粒按照比例与无血清培养基和 Lipofectamine

2000进行混合，根据说明书共转染 293T细胞系，于 37℃，5 %

CO2培养箱中进行培养，6 h后换 10 % FBS的 DMEM的新鲜

培养基，转染 48 h后收集上清培养基至无菌离心管中，4000 rpm

离心 5 min，将上清倒至新无菌离心管，使用 0.45 滋m过滤器进
行过滤，分装后放置于 -80℃冰箱进行保存。

1.2.5 NCI-H358细胞感染及筛选 感染前 24 h 将细胞以每

孔 4× 104密度接种于 6孔板中，含有 10% FBS的 RPMI-1640

培养基中进行培养，待细胞贴壁后长至 50 %左右密度进行慢

病毒感染，在 6孔板中加入已滤病毒液，于 5 % CO2的 37℃培

养箱中培养，病毒感染 48 h后使用荧光显微镜进行观察，感染

细胞出现绿色荧光，使用添加嘌呤霉素的 10 % FBS RPMI-1640

培养基进行筛选，获得稳定敲减细胞系。

1.2.6 实时荧光定量 qRT-PCR 检测 取处于对数生长期的

NCI-H358对照和敲减细胞系，使用 Trizol收取细胞 RNA裂解

液，按照说明书提取 RNA，测定 RNA浓度，逆转录 RNA成

cDNA后进行 qRT-PCR检测，ADAMTS6正向引物：5′ -TTTG

AGCCTCATCATGGCTTC-3′ ，反向引物：5′ -AGGGTCCAT-

ACTCCGTCTTCT-3′ ；内参基因 GAPDH正向引物：5′ - AAT

CCCATCACCATCTTCCA-3′ ，反向引物：5′ - TGGACTCCA

CGACGTACTCA-3′ ；使用 2-△ △ CT算法处理原始 CT数值。

1.2.7 蛋白提取与免疫印迹Western blot检测 取处于对数生

长期的 NCI-H358对照和敲减细胞系，小心弃去上清培养基，

使用 PBS清洗两遍，将细胞使用已加蛋白酶抑制剂的蛋白裂

解液 RIPA刮下收集在 1.5 mL EP管中，冰上裂解 30 min，4℃

离心取上清使用 BCA浓度定量试剂盒进行定量，加入 5× SDS

loading buffer在 95℃进行蛋白变性，随后使用 10 %十二烷基

磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)进行电泳，5 %脱脂牛奶

封闭 2 h，1:1000比例稀释一抗 ADAMTS6兔多克隆抗体 4℃

孵育过夜，次日 PBS-T洗涤三次后，1:5000比例稀释 HRP标记

二抗山羊抗兔抗体，室温孵育 2 h，PBS-T洗涤三次，ECL化学

发光显影，以 GAPDH作为内参。

1.2.8 ADAMTS6在 NSCLC表达情况数据库预测 使用大型

肿瘤基因芯片数据库 Oncomine网站(www.oncomine.org)[7]，进

行预测 ADAMTS6在临床 NSCLC患者的表达情况。

1.2.9 ADAMTS6 表达水平在临床患者中预后分析 使用

Kaplan-Meier Plotter网站 (http://kmplot.com/analysis/)[8]，进行
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图 1 NSCLC组织与肺正常组织中 ADAMTS6 mRNA的表达差异

Fig.1 The different mRNA expression of ADAMTS6 in NSCLC tissue and normal lung tissue

图 2 NSCLC患者 ADAMTS6 mRNA表达与总生存期分析

Fig.2 Analysis of ADAMTS6 mRNA expression and overall survival in

patients with NSCLC

ADAMTS6在临床 NSCLC患者中预后分析。

1.3 统计学分析

数据使用 GraophPad Prism5.0软件进行统计学分析，各组

数据以均数± 标准差(x依s)表示，组间进行双尾 t检验，以 P<0.05
认为有统计学差异。

2 结果

2.1 数据库分析 ADAMTS6 mRNA在 NSCLC的表达情况

Oncomine 数据库根据 Garber 等研究者结果预测显示 [9]：

NSCLC组织 ADAMTS6表达显著高与正常肺组织，差异具有

统计学意义(P<0.001)，见图 1。

2.2 ADAMTS6表达与 NSCLC临床患者预后的关系

Kaplan-Meier Plotter网站分析 Der等研究者结果显示[10]：

红色代表 ADAMTS6 mRNA 水平高表 达， 黑色代表

ADAMTS6 mRNA水平低表达，ADAMTS6 mRNA高表达组生

存率明显低于 ADAMTS6 mRNA低表达组，且差异具有统计

学意义(P=0.035)。见图 2。

2.3 ADAMTS6慢病毒敲减质粒构建测序验证

pGLV3-GFP载体使用限制性内切酶 BamHI和 EcoRI双酶
切后，DNA琼脂糖电泳结果显示，pGLV3-GFP载体酶切成功，

而阳参质粒未被酶切。测序结果显示 ADAMTS6敲减片段已成

功插入 pGLV3-GFP载体上，说明 ADAMTS6慢病毒干扰质粒

构建成功，见图 3。

2.4 ADAMTS6敲减慢病毒感染NCI-H358细胞株绿色荧光观察

荧光显微镜下观察 ADAMTS6对照细胞株和敲减株荧光

表达情况，通过明场 DIC观察荧光密度约为 95 %左右，说明慢

病毒感染 NCI-H358细胞株成功，见图 4。

2.5 ADAMTS6 慢病毒感染 NCI-H358 细胞株对 ADAMTS6

mRNA水平抑制效果验证

ADAMTS6慢病毒感染 NCI-H358获得稳定细胞株，通过

三次独立 qRT-PCR实验检测 NCI-H358稳转株 ADAMTS6敲

减效果，结果显示与 shADAMTS6 阴性对照稳转株相比，

shADAMTS6干扰序列 ADAMTS6 的 mRNA 水平显著降低，

具有统计学差异 (P<0.01)，表明慢病毒敲减 ADAMTS6基因

NCI-H358稳定细胞株构建成功，见图 5。

2.6 ADAMTS6慢病毒敲减感染 NCI-H358细胞株蛋白敲减效

果验证

通过 Western blot 检测 ADAMTS6 干扰质粒在非小细胞

肺癌 NCI-H358细胞株中对 ADAMTS6蛋白的抑制效果，结果

显示：较对照组相比，ADAMTS6慢病毒敲减感染 NCI-H358细

胞株 ADAMTS6蛋白水平显著降低(P<0.05)，见图 6。

3 讨论

肺癌已成为危害全球人类健康的恶性肿瘤之一，随着吸

烟、大气污染和粉尘颗粒物等环境问题，肺癌的发病率还在逐

年升高[11]。有报道我国的肺癌发病率增长迅速，在我国男性恶

性肿瘤中排名第一位，在女性恶性肿瘤中排名第二位，仅次于

乳腺癌[12]。因此，寻找可行有效的方法抑制肺癌的发生和发展
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图 3 pGLV3-GFP载体双酶切 DNA胶电泳和 ADAMTS6慢病毒干扰质粒 DNA测序结果(M为 1kb DNAMarker；A1和 A2为 pGLV3-GFP载体

双酶切样品；B为 pGLV3-GFP载体未酶切样品；DNA测序结果加下划线部分为 shRNA插入片段)

Fig.3 Digital image of DNA gel electrophoresis of pGLV3-GFP vector restriction enzyme and results of ADAMTS6 lentivirus interfering plasmid DNA

sequencing (M is 1kb DNAMarker; A1 and A2 are pGLV3-GFP vector double enzyme digested samples; B is the undigested sample of pGLV3-GFP

vector; DNA sequencing results underlined is shRNA insertion fragment.)

图 4非小细胞肺癌 NCI-H358细胞株荧光密度观察(A为 NCI-H358阴性对照稳转株；B为 NCI-H358敲减 shADAMTS6稳转株)

Fig.4 The fluorescence density observation of NCI-H358 cell line(A: NCI-H358 negative control stable strain;

B: NCI-H358 ADAMTS6 stable knockdown strain)

仍是提高我们居民公共健康的主要任务。

RNA 干扰技术(RNA interference，RNAi)以其靶向性高在

肿瘤的基因治疗中呈现出极大的优势，小发夹 RNA(short hair-

pin RNA，shRNA)是人工合成的一段茎环发卡结构沉默基因的

表达[13]。目前，已有多项临床药物研究表明 shRNA治疗肿瘤的

安全有效性。例如，Gradalis公司研制的 FANG疫苗针对设计

转化生长因子 茁 (transforming growth factor beta, TGF-茁)的
shRNA对治疗晚期癌症有效 [14]。Marina Biotech公司研发的

CEQ508药物针对 茁-catenin设计 shRNA对家族性腺瘤性息肉

病和结直肠癌有着抑制作用[15]。ADAMTS是分泌多结构基质

相关的锌金属内肽酶，根据其已知靶向的基质可以分为 19个

家族成员，其主要功能是参与细胞外基质(extracellular matrix，

ECM)结构的调控，对关节炎、肿瘤和心血管疾病的发生发展有

着重要的作用[16]。

目前，有多篇报道关于 ADAMTS家族成员与多种大肠癌、

乳腺癌、脑胶质瘤、胰腺癌和急性淋巴细胞白血病等肿瘤的的

发生密切相关。例如，Yu等研究表明在大肠癌中通过 qRT-PCR

检测 60对大肠癌临床样品发现 ADAMTS5的 mRNA水平在

大肠癌样本较对照样本显著增高，ADAMTS5受 miR-140调控

导致蛋白和 mRNA 水平的降低从而导致大肠癌 HCT116 和

RKO细胞迁移和侵袭能力降低[17]。Masui等研究表明在胰腺癌

中 ADAMTS1表达的增高与严重的淋巴结转移或者腹膜后浸

润相关，并且 ADAMTS1 高表达表现为较差的临床预后 [18]。

Janka等研究表明 ADAMTS5的 mRNA和蛋白水平在人类胶

质母细胞瘤中表达升高，并且免疫荧光实验证明 ADAMTS5与

胶质细胞瘤中细胞外蛋白聚糖 Brevican存在共定位现象，研究

者推断 ADAMTS5蛋白酶与有助于增加胶质细胞瘤的侵袭能

力 [19]。Li等研究表明在乳腺癌中 miR-365处于高表达状态而
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图 5通过 qRT-PCR进行 ADAMTS6敲减 mRNA抑制效果检测

Fig.5 The detection of ADAMTS6 mRNA inhibition by qRT-PCR

Note: **P< 0.01, compared with shControl group.

图 6通过Western blot进行慢病毒敲减 ADAMTS6蛋白效果检测

Fig.6 The detection of ADAMTS6 protein inhibition by Western blot

ADAMTS1表达下调，miR-365表达的下调可以抑制乳腺癌细

胞体外的增值，在乳腺癌细胞MCF7和MDA-MB-231中过表

达 miR-365抑制剂可以诱导细胞 G0/G1期阻滞和抑制细胞侵

袭，通过 Western blot 和报告基因实验证明 ADAMTS1 是

miR-365的直接靶点，作者由此认为过表达 miR-365可以通过

靶向 ADAMTS1促进乳腺癌细胞的增值和侵袭能力[20]。Liu等

研究者通过比较 35例急性淋巴细胞白血病患者和 30名健康

对照者的血浆中 ADAMTS13水平发现 ADAMTS13在急性淋

巴细胞白血病患者中处于低表达状态且与 C- 反应蛋白

(C-re active protein, CRP) 和白细胞介素 1茁 (interleukin 1茁,
IL-1茁)呈负相关状态，ADAMTS13的表达水平与急性淋巴细胞

白血病患者的危险分层有着密切关系[21]。

目前，有关于 ADAMTS6与 NSCLC的研究尚未见报道，

本次研究首先通过数据库分析了 ADAMTS6在 NSCLC组织

和肺正常组织的表达，结果显示较肺正常组织而言，ADAMTS6

在 NSCLC 组织中处于显著高表达，且 ADAMTS6 高表达

NSCLC 患者的预后较差。两种数据库的预测结果提示

ADAMTS6在 NSCLC的发生和发展起着促进的作用。随后我

们设计 ADAMTS6 的干扰序列并进行敲减载体构建，使用

pGLV3-GFP载体且经过双酶切结果显示载体已经成功线性

化，通过干扰序列与载体连接后进行测序，结果显示干扰发卡

结构已成功连接到载体上，接着使用干扰质粒进行慢病毒包装

感染 NCI-H358细胞株，通过嘌呤霉素进行稳定细胞系筛选，

观察绿色荧光后我们发现荧光密度在 95 %以上，说明细胞已

被慢病毒感染成功，为了验证我们 ADAMTS6的干扰序列的敲

减效果，我们进行 qRT-PCR和Western blot实验，验证敲减细

胞较对照细胞中 ADAMTS6的 mRNA和蛋白水平，结果显示

ADAMTS6被敲减成功。

总之，本研究通过数据库预测了 ADAMTS6与 NSCLC的

密切关系并建立了 ADAMTS6稳定敲减 NSCLC细胞系模型，

为日后研究 ADAMTS6在 NSCLC的功能及机制奠定了良好

的基础。
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