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[摘要] 目的 探究核不均一核糖核蛋白 U(hnRNPU)对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞迁移和增殖的影响。

方法 基于TCGA数据库,对hnRNPU 基因在各类肿瘤组织中表达水平进行泛癌分析;并选取NSCLC亚型肺腺

癌(LUAD)与肺鳞癌(LUSC)患者数据集,通过Kaplan-Meier曲线进行生存分析。通过蛋白免疫印迹(WB)实验检

测NSCLC细胞系(H460、A549、H1299、Anip973、PC9)和人正常肺上皮细胞Beas-2B中hnRNPU蛋白相对表达水

平。将 H1299细胞分为A、B组,A549细胞分为C、D组,其中 A、C组转染 Myc空载载体,B、D组细胞转染 Myc-
hnRNPU过表达质粒,并通过细胞划痕及平板克隆形成实验分别检测各组细胞的迁移和增殖能力。结果 基于

TCGA数据库分析显示,LUAD与LUSC患者肿瘤组织中hnRNPU 的表达水平均显著高于相应癌旁正常组织

(P<0.05),且肿瘤组织中hnRNPU 表达水平与LUAD患者无病生存率、总生存率及LUSC患者总生存率呈显著

负相关(P<0.05)。WB实验结果显示,与Beas-2B细胞相比,A549、Anip973、H460、H1299细胞中hnRNPU蛋白

的相对表达水平均显著升高(F=28.118,tLSD=-8.576~-2.462,P<0.05)。细胞划痕和平板克隆形成实验结果

显示,B组与A组相比、D组与C组相比较,细胞迁移率和平板克隆形成数目均显著增加(t=-13.539~3.859,P<
0.05)。结论 hnRNPU在NSCLC患者肿瘤组织和NSCLC细胞系中均表达上调,高表达的hnRNPU可以促进

NSCLC细胞的迁移和增殖。
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofheterogeneousnuclearribonucleoproteinU(hnRNPU)onthemigra-

tionandproliferationofnon-smallcelllungcancer(NSCLC)cells. Methods BasedontheTCGAdatabase,apan-canceranaly-

siswasperformedfortheexpressionlevelofthehnRNPUgeneinvarioustumortissues.ThedatasetsofpatientswithNSCLC

subtypesoflungadenocarcinoma(LUAD)andlungsquamouscellcarcinoma(LUSC)werecollected,andtheKaplan-Meiercurves

wasusedforsurvivalanalysis.WesternblotwasusedtomeasuretherelativeproteinexpressionlevelofhnRNPUinNSCLCcell

lines(H460,A549,H1299,Anip973,PC9)andthehumannormallungepithelialcelllineBeas-2B.H1299cellsweredividedinto

groupsAandB,andA549cellsweredividedintogroupsCandD.ThecellsingroupsAandCweretransfectedwithanemptyMyc

vector,whilethoseingroupsBandDweretransfectedwithaMyc-hnRNPUoverexpressionplasmid.Cellscratchassayandplate

colonyformationassaywereusedtomeasurethemigrationandproliferationabilitiesofcellsineachgroup. Results Theanalysis

basedontheTCGAdatabaseshowedthatinthepatientswithLUADandLUSC,theexpressionlevelofhnRNPUintumortissue

wassignificantlyhigherthanthatinthecorrespondingadjacentnormaltissue(P<0.05),andtheexpressionlevelofhnRNPUin

tumortissuewassignificantlynegativelycorrelatedwiththedisease-freesurvivalrateandoverallsurvivalrateofLUADpatients

andtheoverallsurvivalrateofLUSCpatients(P<0.05).TheresultsofWesternblotshowedthatcomparedwithBeas-2Bcells,

therewasasignificantincreaseintherelativeproteinexpressionlevelofhnRNPUinA549,Anip973,H460,andH1299cells
(F=28.118,tLSD=-8.576--2.462,P<0.05).Theresultsofcellscratchassayandplatecolonyformationassayshowedthat

comparedwithgroupA,groupBhadsignificantincreasesincellmigrationrateandthenumberofplatecolonies,andcompared

withgroupC,groupDhadsignificantincreasesinthesetwoindicators(t=-13.539-3.859,P<0.05). Conclusion Theex-

pressionofhnRNPUisupregulatedinboththetumortissueofNSCLCpatientsandNSCLCcelllines,andthehighexpressionof

hnRNPUcanpromotethemigrationandproliferationofNSCLC

cells.
[KEY WORDS] Carcinoma,non-small-celllung;Cellline,

tumor;Heterogeneous-nuclearribonucleoproteins;Cellprolifera-
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  肺癌是全球人群中发病率和死亡率均居首位的

肿瘤[1]。非小细胞肺癌(non-smallcelllungcan-
cer,NSCLC)占所有肺癌病例的80%~85%,起病

隐匿,多数NSCLC患者确诊时已处于晚期,预后较

差[2]。除手术、放化疗及中医药等传统治疗手段外,
以分子靶向治疗、抗血管生成治疗及免疫治疗为代

表的新型系统性疗法,已成为当前 NSCLC治疗的

重要补充[3],但其仍面临靶点覆盖不全、靶点作用机

制不明和耐药性等现实挑战[4]。核不均一核糖核蛋

白(hnRNP)家族是重要的选择性剪接调节因子,其
成员表达的失调可通过损害凋亡基因功能,导致肿

瘤细胞无限增殖与化疗耐药[5]。hnRNPU是该家

族中分子量最大的成员,参与染色质形成和基因的

转录与表达等过程,与细胞的有丝分裂、凋亡过程及

DNA损伤密切相关[6-9]。研究显示,hnRNPU在肝

癌、胰腺癌等多种肿瘤组织中呈高表达,表明其对于

肿瘤诊断和治疗具有潜在价值[10]。相关的研究结

果表明,hnRNPU可能会通过与生长停滞特异性蛋

白7(GAS7)相结合以及与含LIM 结构域的蛋白1
(LIMD1)相互作用影响肺癌细胞的迁移[11-12]。然

而,hnRNPU在NSCLC细胞中的表达水平及对肿

瘤细胞增殖和迁移的影响尚不明确。本研究拟分析

hnRNPU在NSCLC中的表达水平,并通过细胞过

表达功能实验探讨其对NSCLC细胞增殖和迁移的

调控作用及机制,旨在为 NSCLC患者的临床靶向

治疗提供新的研究靶点和理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人正常肺上皮细胞系Beas-2B和NSCLC细胞

系 H460、A549、H1299、Anip973及PC9均由青岛

大学基础医学院遗传学与细胞生物学系实验室提

供。Myc-hnRNPU过表达质粒及空载体购自上海

吉凯基因医学科技股份有限公司。DMEM 以及

RPMI-1640培养基均购自武汉普诺赛生命科技有

限公司,F-12K高糖培养基购自大连美仑生物技术

有限公司。脂质体购自翌圣生物科技(上海)股份有

限公司,RIPA裂解液(强)购自上海碧云天生物技

术股份有限公司,hnRNPU抗体购买于美国SAN-
TACRUZ公司,GAPDH 抗体购自上海埃必威生

物技术有限公司,二抗购买于北京中杉金桥生物技

术有限公司,Western抗体稀释液购自上海雅酶生

物医药科技有限公司。4%多聚甲醛购自北京兰杰

柯科技有限公司,结晶紫溶液购自北京索莱宝科技

有限公司。

1.2 hnRNPU 在肿瘤组织中的表达水平及其与

NSCLC患者预后关系的分析

从TCGA 数据库(https://portal.gdc.cancer.
gov)中获取31种癌症患者肿瘤组织和相应癌旁正

常组织的RNAseq数据,转换为TPM格式后,使用

R语言分析hnRNPU 基因在各类肿瘤组织中表达

水平的差异。从 TCGA 数据库当中选取 NSCLC
亚型肺腺癌(LUAD)与肺鳞癌(LUSC)患者的数据

集进行生存分析,其中LUAD患者共478例,包括

hnRNPU 高表达和低表达者各239例;LUSC患

者共482例,包括hnRNPU 高表达和低表达者各

241例。基于hnRNPU 表达水平的中位数划分高

表达和低表达者。通过 Kaplan-Meier曲线分析上

述所有患者无病生存率和总体生存率的差异。

1.3 细胞分组与处理

取出冻存的 Beas-2B、A549、Anip973、H460、

PC9、H1299细胞快速复苏,将A549细胞接种至含

10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素混合液的 Ham’s
F-12K培养基中,其他细胞则接种至含10%胎牛血

清、1%青霉素-链霉素混合液的RPMI1640培养基

中,均置于培养箱(37℃、含体积分数0.05CO2)中
培养至对数生长期,用于后续的实验。将 H1299和

A549细胞接种至6孔板当中,当细胞融合度达到

75%~85%时,将培养基更换为不含有胎牛血清和

青霉素-链霉素混合液的 Opti-MEM 培养基,并将

H1299细胞分为 A、B组,A549细胞分为C、D组,
每组设3个复孔。其中,A、C组细胞转染 Myc空载

体,B、D组细胞转染Myc-hnRNPU过表达质粒,具
体的转染操作如下:在Opti-MEM 培养基中加入脂

质体转染试剂(质粒∶脂质体为1∶2),于室温下孵

育5min;随后加入含上述质粒的EP管中混合,于
室温下继续共同孵育20min,形成质粒-脂质体复合

物;将相应复合物缓慢滴加至各组细胞孔中,轻轻摇

匀后放回培养箱培养。H1299细胞转染6h时将原

培养基更换为新的含10%胎牛血清、1%青霉素-链
霉素混合液的RPMI1640培养基,A549细胞转染

6h时将原培养基更换为新的含10%胎牛血清、1%
青霉素-链霉素混合液的Ham’sF-12K培养基。转

染24h时重复上述换液操作。转染48h时收集各
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组细胞用于后续实验。

1.4 蛋白免疫印迹(WB)实验检测各组细胞当中

hnRNPU蛋白表达水平

取已培养至对数生长期的Beas-2B、Anip973、

A549、H460、PC9、H1299细胞和转染48h的A~D
组细胞,使用含蛋白酶磷酸酶抑制剂的RIPA裂解

液(强)提取总蛋白。对提取得到的蛋白样品进行变

性处理,通过SDS-PAGE凝胶进行电泳分离,转膜、
封闭后,浸泡于hnRNPU(稀释比1∶1000)和

GAPDH(稀释比1∶1000)一抗稀释液中,于摇床

上4℃孵育12~16h,而后加入对应二抗稀释液(稀
释比均为1∶10000),于室温下孵育1.5h,使用

TBST清洗。使用ECL化学发光试剂盒曝光蛋白

条带,而后使用ImageJ软件分析蛋白条带灰度值,
并以GAPDH为内参计算hnRNPU蛋白相对表达

水平。实验独立重复3次,结果取平均值。

1.5 细胞划痕实验检测各组细胞的迁移能力

取转染48h的A~D组细胞,使用200μL无

菌移液器吸头于细胞孔底部垂直画直线,每孔的划

痕宽度尽量保持一致。随后用PBS冲洗孔内细胞,
加入2mL不含胎牛血清和青霉素-链霉素混合液

的Opti-MEM培养基后继续培养。使用光学显微

镜在划痕后的第0和第24小时时拍摄图像,使用

ImageJ软件计算各组细胞划痕面积,并计算细胞迁

移率。实验独立重复3次,结果取平均值。

1.6 平板克隆形成实验检测各组细胞的增殖能力

取转染48h的A~D组细胞,使用完全培养基

重悬为单细胞悬液并调整细胞密度至5×105个/L,
以每孔2mL接种到6孔板中,置于培养箱中培养

10~14d,期间每3d更换1次完全培养基。肉眼可

以观察到细胞集落时,弃去培养基并用PBS清洗,
每孔加入1mL4%多聚甲醛固定45min,纯水清洗

后,加入结晶紫溶液染色30~45min,纯水清洗后

倒置晾干,置于光学显微镜下观察、拍照,并计算各

组平板克隆形成数目。

1.7 统计学处理

使用IBMSPSSStatistics29.0.2.0软件对数据

进行统计分析。符合正态分布的连续资料以􀭺x±s
表示,两组数据间比较采用独立样本t检验,多组数

据间比较采用单因素方差分析,进一步两两比较采

用LSD-t检验;采用Kaplan-Meier曲线进行生存分

析,并采用Log-rank检验进行比较。以P<0.05为

差异有显著性。

2 结  果

2.1 hnRNPU 在肿瘤组织中的表达水平及其与

NSCLC患者预后的关系

泛癌分析结果显示,与相应癌旁正常组织相比,

hnRNPU 的表达水平在 NSCLC、胶质母细胞瘤、
结肠腺癌等24种癌症患者的肿瘤组织中存在显著

差异(P<0.05);其中,NSCLC亚型 LUAD以及

LUSC患者肿瘤组织当中hnRNPU 的表达水平均

显著高于相应癌旁正常组织(P<0.05)。Kaplan-
Meier生存分析结果显示,肿瘤组织中hnRNP U
表达水平与LUAD患者无病生存率、总生存率及

LUSC患者总生存率呈显著负相关(P<0.05),而与

LUSC患者无病生存率无显著相关性(P>0.05)。
见图1。

A:hnRNPU 表达水平对LUAD患者无病生存率的影响,B:hnRNPU 表达水平对LUSC患者无病生存率的影响,C:hnRNPU 表达水平

对LUAD患者总体生存率的影响,D:hnRNPU 表达水平对LUSC患者总体生存率的影响

图1 hnRNPU 表达水平与LUAD及LUSC患者无病生存率和总体生存率的关系

2.2 正常肺上皮细胞及NSCLC细胞中hnRNPU
蛋白相对表达水平比较

WB实验结果显示,正常肺上皮细胞Beas-2B
和NSCLC细胞A549、Anip973、H460、PC9、H1299
细胞当中hnRNPU 蛋白的相对表达水平分别为

1.00±0.49、2.02±0.54、2.67±0.21、2.90±0.44、

1.51±0.59、5.74±0.82,各组间比较具有显著差异

(F=28.118,P<0.05)。其中,与Beas-2B细胞相

比,A549、Anip973、H460、H1299细胞中hnRNPU
蛋白的相对表达水平均显著升高(tLSD=-8.576~
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-2.462,P<0.05),而PC9细胞中hnRNPU蛋白

的相对表达水平无显著差异(P>0.05)。见图2。

2.3 A与B组、C与D组细胞中hnRNPU蛋白相

对表达水平比较

WB实验结果显示,A、B组细胞中hnRNPU
蛋白的相对表达水平分别为1.00±0.19、1.36±
0.17,两组数据间比较差异具有显著的统计学意义

(t=-2.448,P<0.05);C、D组细胞中hnRNPU
蛋白的相对表达量分别为0.48±0.28、0.61±0.35,
两组数据间比较差异有显著意义(t=-3.418,P<
0.05)。见图3。

2.4 A与B组、C与D组细胞的迁移能力比较

细胞划痕实验结果显示,A、B组细胞培养至第

24小时时的细胞迁移率分别为(42.57±7.35)%、
(61.15±4.77)%,两组比较差异具有显著意义(t=
-3.671,P<0.05);C、D组细胞在培养至第24小时

时的细胞迁移率分别为(4.21±2.63)%、(25.68±
9.27)%,两组比较差异具有显著性(t=3.859,P<

0.05)。见图4。

2.5 A与B组、C与D组细胞的增殖能力比较

平板克隆形成实验结果显示,A、B组细胞平板

克隆形成数目分别为(240.00±21.93)、(356.00±
19.31)个,两组比较差异有显著性(t=-6.875,P<
0.05)。C、D组细胞的平板克隆形成数目分别为

(327.00±25.51)、(642.00±31.19)个,两组比较差

异有显著性(t=-13.539,P<0.05)。见图5。

A~F分别为Beas-2B、A549、Anip973、H460、PC9、H1299细胞

图2 正常肺上皮细胞及NSCLC细胞中hnRNPU蛋白表达水平

图3 A与B组、C与D组细胞中hnRNPU蛋白表达水平

图4 A与B组、C与D组细胞的迁移能力比较(放大100倍)

图5 A与B组、C与D组细胞的增殖能力比较(结晶紫染色,放大100倍)

3 讨  论

肺癌是我国罹患恶性肿瘤人群中发病率与死亡

率最高的肿瘤,而NSCLC是其最主要的病理亚型,
约占全部肺癌的85%[13]。多数 NSCLC患者在早

期无特异性症状,部分表现为咳嗽、咳痰、胸痛、咯血

等,易与肺炎、肺结核等疾病混淆,确诊时多为中晚

期;此时肿瘤细胞通常已转移至脑、骨、肝、肾上腺等

远处器官,导致患者预后较差[14]。NSCLC的早期

治疗以 手术切除为主,晚期患者多采用放化疗联合
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等综合治疗手段[15]。近年来,免疫治疗、分子靶向

治疗及抗血管生成治疗在肿瘤治疗领域取得重大突

破,“新辅助治疗+手术+辅助治疗”成为肿瘤治疗

新模式[3]。NSCLC的治疗逐步向精细化、个体化方

向迈进,但仍面临许多关键问题:首先,肿瘤治疗的

靶点覆盖范围有限,并且相关检测技术仍存在局限

性,导致部分患者“无靶可用”或出现靶点漏检;其
次,分子靶向治疗与免疫治疗的耐药现象普遍存在,
耐药机制复杂且缺乏有效的解决措施;此外,分子靶

向治疗等新兴治疗方法的价格普遍较高,部分患者

难以承担;最后,大量潜在分子靶点的作用机制尚不

明确,难以转化为临床治疗方案。因此,探索新的肿

瘤治疗靶点并阐明其作用机制对于新型抗肿瘤药物

的开发至关重要。

hnRNPs家族中的许多成员属于重要的选择性

剪接调节因子,可通过调控凋亡相关基因的表达诱

导细胞异常增殖,进而增强细胞耐药性,促进肿瘤的

发生发展[5,16]。hnRNPU是hnRNPs家族中分子

量最大的磷酸化蛋白质,广泛参与 mRNA生成过

程,并发挥关键调控作用[17-18]。hnRNPU 还可与

蛋白质及DNA分子特异性结合,参与DNA在核基

质上的锚定以及染色质三维空间结构的形成[8-9]。
此外,hnRNPU与细胞的有丝分裂和凋亡过程密切

相关,其在多种肿瘤组织中高表达,通过产生致癌性

剪接异构体或调控肿瘤相关基因的稳定性,进而影

响肿瘤细胞的增殖、凋亡、上皮-间质转化以及肿瘤

相关免疫反应等生物学过程,促进肿瘤的发生发

展[10]。研究显示,hnRNPU在肝细胞癌(HCC)患
者肿瘤组织中呈显著高表达,参与调节 HCC细胞

的增殖、凋亡、自我更新和成瘤潜能,并与 HCC患

者的预后不良相关;在机制上,hnRNPU 能够与

c-Myc形成调控环路,共同促进 HCC的发生发展,
提示其可能作为c-Myc驱动型 HCC的潜在治疗靶

点[19]。hnRNPU 在胰腺癌细胞中高表达,敲低

hnRNPU 可以抑制胰腺癌细胞的迁移和增殖能

力[20]。此外有研究表明,hnRNPU在NSCLC中可

与β-转导重复包含蛋白(β-TrCP)发生相互作用,调
控β-TrCP对β-连环蛋白的泛素化修饰作用,进而

提高肿瘤细胞的存活能力[11]。然而,hnRNPU在

NSCLC细胞中的表达情况及其对 NSCLC细胞迁

移和增殖的影响尚不明确。
本研究首先基于TCGA数据库进行泛癌分析,

结果显示hnRNPU 在NSCLC患者肿瘤组织中显

著高表达。进一步的分析结果显示,hnRNPU 在

NSCLC的两个亚型LUAD和LUSC患者肿瘤组织

中表达水平均显著高于相应癌旁正常组织,且肿瘤

组织中hnRNPU 表达水平与LUAD患者无病生

存率、总生存率及LUSC患者总生存率呈显著负相

关。这提示hnRNPU 的表达水平与NSCLC患者

预后密切相关,且在 NSCLC的发生发展进程中发

挥重要作用。WB实验结果显示,NSCLC细胞系

A549、Anip973、H460、H1299细胞中该蛋白的相对

表达水平均显著高于人正常肺上皮细胞Beas-2B,
从细胞层面验证了上述泛癌分析的结果。

本研究选择NSCLC细胞系 H1299和A549细

胞进行hnRNPU过表达研究[21],并通过 WB实验

证实转染 Myc-hnRNPU过表达质粒后,上述两种

细胞均成功高表达hnRNPU。细胞划痕实验结果

显示,与对照组细胞相比,过表达hnRNPU的细胞

迁移率显著升高。平板克隆形成实验结果显示,与
对照组细胞相比,过表达hnRNPU的细胞平板克

隆形成数目显著增多。上述结果提示,hnRNPU的

高表达可促进NSCLC细胞的迁移和增殖。据此推

断,hnRNPU 可能作为促癌基因参与NSCLC的发

生与发展。其机制可能在于:作为支架附着因子,

hnRNPU参与调控 mRNA的转运和加工,进而干

扰正常的选择性剪接过程,可能导致致癌相关基因

的转录增强,促进肿瘤细胞迁移、增殖并抑制其凋

亡,进而推动NSCLC进展。
综上所述,hnRNPU在NSCLC患者肿瘤组织

和NSCLC细胞系中均表达上调,高表达的hnRNP
U可促进NSCLC细胞的迁移和增殖。该分子有望

成为治疗NSCLC的潜在新靶点。
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