
２０２５ 年 １ 月

第 ３５ 卷　 第 １ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｊａｎｕａｒｙ， ２０２５
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马超楠，王梦瑶，张飒，等． ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌中的调控作用：ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 通路的关键角色 ［ Ｊ］． 中国比较医学杂志，
２０２５， ３５（１）： １－１２．
Ｍａ ＣＮ， Ｗａｎｇ ＭＹ， Ｚｈａｎｇ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ
ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， ２０２５， ３５（１）： １－１２．
ｄｏｉ： １０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－７８５６􀆰 ２０２５． ０１． ００１

［基金项目］河南省教育厅资助项目（２４Ａ３２０００２，２５Ｂ３２００１８，２５Ｂ３２００１４，２５Ｂ３２００２２）；河南省科技厅科技攻关项目（２５２１０２３１１０５５，
２５２１０２３１１０５３）；河南省医学科技攻关计划项目（ＬＨＧＪ２０２４０４１１）。

［作者简介］马超楠（１９８２—），女，硕士，副主任医师，研究方向：胸部肿瘤的基础研究与诊疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：５４４１２２１８８＠ ｑｑ． ｃｏｍ

王梦瑶（２００１—），女，在读硕士研究生，研究方向：肿瘤护理。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｗｍｙ１８６３７８７６１１３＠ １６３． ｃｏｍ　 ∗共同第一作者

［通信作者］李丽（１９７６—），女，博士，教授，硕士生导师，研究方向：肿瘤基础研究与诊疗。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：１０２１００５１＠ ｖｉｐ． ｈｅｎｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
韦海涛（１９７６—），男，博士，主任医师，硕士生导师，研究方向：胸部肿瘤的基础研究与诊疗。

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｔａｏｇｅ９８８５＠ １６３． ｃｏｍ　 ＃共同通信作者

ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌中的调控作用：ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 通路
的关键角色

马超楠１∗，王梦瑶２∗，张　 飒２，李　 丽２，３＃，韦海涛３＃

（１．河南大学淮河医院呼吸与危重症医学科，河南 开封　 ４７５０９９；２．河南大学护理与健康学院，河南 开封　 ４７５００４；
４．河南大学淮河医院胸外科，河南 开封　 ４７５０９９）

　 　 【摘要】 　 目的　 探究 ＫＨＳＲＰ 靶向调控 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号轴对肺腺癌（ＬＵＡＤ）恶性生物学行为的影响。
方法　 收集 ２０１７ 年 １ 月至 ２０１８ 年 １２ 月间在淮河医院确诊的 ６４ 例 ＬＵＡＤ 组织及癌旁组织标本及临床病例资

料。 免疫组化法对比肺腺癌组织和癌旁组织中 ＫＨＳＲＰ 的表达情况。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测肺腺癌细胞系（ＳＰＣ⁃
Ａ１、Ｈ１９７５、ＣＬ１⁃５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３、Ｈ４４６）与正常人支气管上皮细胞系（ＮＨＢＥ）中 ＫＨＳＲＰ 的表达差异。 慢病毒转

染改变肺腺癌细胞系 ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 中的 ＫＨＳＲＰ 表达情况；采用细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ⁃８）、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验测定 ＫＨＳＲＰ 对肺腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响。 异种移植肿瘤模型检测敲降和过表达

ＫＨＳＲＰ 在活体动物体内的作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验证 ＫＨＳＲＰ 靶向 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路。 Ｒｅｓｃｕｅ 实验验证

ＫＨＳＲＰ 是否通过调节 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路促进 ＬＵＡＤ 细胞的恶性进程。 结果　 与癌旁组织相比，ＫＨＳＲＰ
在 ＬＵＡＤ 组织中的表达显著增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 细胞功能实验分析显示，ＫＨＳＲＰ 过表达在体外显著促进 ＬＵＡＤ
细胞增殖、迁移和侵袭（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 体内动物实验结果显示，ＫＨＳＲＰ 在裸鼠体内具有促进 ＬＵＡＤ 细胞移植瘤

生长与肺结节转移的作用（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在敲降 ＫＨＳＲＰ 后，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路中 ＪＡＫ１、ｐ⁃ＪＡＫ１、ＳＴＡＴ３ 水平明

显降低，过表达 ＫＨＳＲＰ 后情况则反之（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｒｅｓｃｕｅ 实验显示，ＫＨＳＲＰ 可以逆转敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 对细

胞增殖、迁移和侵袭能力的抑制作用（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＫＨＳＲＰ 靶向 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路在肺腺癌中发挥

致癌基因的作用。
【关键词】 　 肺腺癌；ＫＨＳＲＰ；ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３；恶性进展；细胞增殖；侵袭迁移

【中图分类号】 Ｒ⁃３３　 　 【文献标识码】 Ａ　 　 【文章编号】 １６７１－７８５６ （２０２５） ０１－０００１－１２

Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ
ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ： ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ

ＭＡ Ｃｈａｏｎａｎ１∗， ＷＡＮＧ Ｍｅｎｇｙａｏ２∗， ＺＨＡＮＧ Ｓａ２， ＬＩ Ｌｉ２，３＃， ＷＥＩ Ｈａｉｔａｏ３＃



（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｎｄ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５０９９， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｎｕｒｓｉｎｇ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５００４． ３． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｓｕｒｇｅｒｙ，

Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｋａｉｆｅｎｇ ４７５０９９）

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＫＨ⁃ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ （ＫＨＳＲＰ） ｏｎ ｔｈｅ
ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ （ ＬＵＡＤ） ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ １ （ ＪＡＫ１） ／ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ （ ＳＴＡＴ３） ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ６４
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＬＵＡＤ， ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ａｔ Ｈｕａｉｈｅ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｆｒｏｍ Ｊａｎｕａｒｙ ２０１７ ｔｏ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１８． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＫＨＳＲＰ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． ＫＨＳＲＰ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ （ＳＰＣ⁃Ａ１， Ｈ１９７５， ＣＬ１⁃５， ＰＣ⁃９， Ｃａｌｕ⁃３， Ｈ４４６） ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｈｕｍａｎ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｕｓｉｎｇ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ． ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ＳＰＣ⁃Ａ１， Ｈ１９７５， ＰＣ⁃９， ａｎｄ Ｃａｌｕ⁃３ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｍａｎｉｐｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙｓ． Ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｉｎ ａ ｍｏｕｓｅ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｍｏｄｅｌ， ａｎｄ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｃｕｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｉｆ
ＫＨＳＲＰ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ
　 ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）．
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ （Ｐ
＜０􀆰 ０５）． ＫＨＳＲＰ ａｌｓｏ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｘｅｎｏｇｒａｆｔ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｎｏｄｕｌｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｖｉｖｏ
（Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＫＨＳＲＰ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＪＡＫ１， ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＪＡＫ１， ａｎｄ ＳＴＡＴ３ ｉｎ ｔｈｅ ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ＫＨＳＲＰ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｒｅｓｃｕｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＫＨＳＲＰ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
ＫＨＳＲＰ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｃｔｓ ａｓ ａｎ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｉｎ ＬＵＡＤ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】 　 ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ； ＫＨＳＲＰ； ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３； ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
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　 　 肺癌是一种生长迅速、死亡率高、预后差的

恶 性 肿 瘤［１］。 肺 腺 癌 （ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＬＵＡＤ）是非小细胞肺癌中最常见的组织学类型，
占所有肺癌病例的 ４４􀆰 ０％ ～５５􀆰 ７％［２］。 尽管对肺

癌的研究取得了很大进展，但 ＬＵＡＤ 的发病率仍

在逐年上升，患者 ５ 年生存率低于 １５％［３］。 因

此，探索促进 ＬＵＡＤ 启动和进展的新生标志物，评
估潜在的分子机制，对于开发 ＬＵＡＤ 恶性肿瘤的

靶向治疗至关重要。 ＫＨ 型剪切调节蛋白（ＫＨ⁃
ｔｙｐｅ ｓｐｌｉｃｉｎｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＫＨＳＲＰ）是一种多

功能核酸结合蛋白，在癌症侵袭中起着重要作

用，其表达水平及蛋白结构的改变与肿瘤的发生

发展密切相关［４］。 研究表明，ＫＨＳＲＰ 参与各种生

物过程中的信号转导［５］。 Ｊａｎｕｓ 激酶信号传感器

和转录激活剂（ Ｊａｎｕｓ ｋｉｎａｓｅ ／ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ）通路是一种

跨膜信号转导的进化保守机制，使细胞能够与外

部环境通信［６－７］。 各种细胞因子、干扰素、生长因

子和其他特定分子激活 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号，以驱动

一系列生理和病理过程，包括增殖、新陈代谢、免
疫反应、炎症和恶性肿瘤［８－９］。 多数研究表明，
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号转导的异常激活导致肿瘤发生和

进展［１０］。 然 而， ＫＨＳＲＰ⁃ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信 号 轴 与

ＬＵＡＤ 中的具体功能尚未得到充分阐明。
因此，本研究基于数据库检索和以往研究经

验，将研究目标锁定在 ＫＨＳＲＰ 和 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号

通路，并通过预实验初步验证 ＫＨＳＲＰ 和 ＪＡＫ ／
ＳＴＡＴ 信号通路在 ＬＵＡＤ 细胞中的表达水平，进一

步探 讨 ＫＨＳＲＰ 对 ＬＵＡＤ 进 展 的 影 响， 以 及

ＫＨＳＲＰ 是否通过调节 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号转导促进

或抑制 ＬＵＡＤ 发展，从而为 ＬＵＡＤ 分子靶向精准

治疗提供理论依据。
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１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ５６ 只 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ ｎｕｄｅ 雄性裸鼠，４～６ 周

龄，体重 １６～２２ ｇ，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］，饲养于河南

大学（抗体药物开发技术国家地方联合工程实验

室）［ＳＹＸＫ（豫） ２０２４－ ００１０］。 饲养条件为温度

２２～２６ ℃、日温差≤４ ℃、相对湿度为 ４０％～６０％、
昼夜明暗交替时间 １２ ｈ ／ １２ ｈ、不锈钢分体笼具、
全天候不间断通风供电的饲养环境。 所用垫料、
笼罩、饲料及饮水均经灭菌处理。 所有相关动物

实验均获河南大学生物医学科研伦理委员会批

准（ＨＵＳＯＭ２０２０⁃２５０），并遵循实验动物使用的

３Ｒ 原则进行人道化处理。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 研究选用正常人类支气管上皮细胞株 ＮＨＢＥ
（宁波明舟生物科技有限公司）和肺腺癌细胞株

ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５、ＣＬ１⁃５、ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３、Ｈ４４６（武汉

普诺赛公司）。
１􀆰 １􀆰 ３　 临床组织

　 　 本研究选取了 ２０１７ 年 １ 月至 ２０１８ 年 １２ 月

的在河南大学淮河医院确诊的 ６４ 例 ＬＵＡＤ 组织

及其癌旁组织标本。 患者纳入标准：（１）影像和

病理确诊的 ＬＵＡＤ；（２）进行根治性切除术治疗，
并有完整的临床病理记录。 排除标准：（１）曾经

接受手术、放化疗或辅助治疗的患者；（２）存在基

础疾病及其他恶性肿瘤病史；（３）临床病理资料

记录不全。 本实验经河南大学生物医学科研伦

理委员会批准（ＨＵＳＯＭ２０２０⁃２５０）。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （１５５９６０２６ＣＮ）、ＣＣＫ⁃８ 试剂盒

（９６９９２）、１０％聚偏二氟乙烯膜 （ ＧＦ８８１７０１０５）、
１０％胎牛血清（１２１０３Ｃ）购自美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ
公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔ 􀅺Ⅱ逆转录酶试剂盒（Ｒ２１１⁃０１）、
通用型高特异性染料法定量 ＰＣＲ 检测试剂盒

（Ｔ２２１０）、ＲＩＰＡ 缓冲液（Ｒ００１０）购自北京索莱宝

公司；ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（Ｅ１１２⁃０１ ／ ０２）购自

南京诺唯赞公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（３４２８）购自美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ 公司；慢病毒试剂（Ｇ０５００１）
购自上海吉玛公司；山羊抗兔一抗、二抗 （ １ ∶

５０００）（Ａ⁃１１００８）购自中国 ＹＥＡＳＥＮ 公司。
流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司；

荧光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司；Ｎａｎｏ Ｄｒｏｐ
２０００ｃ 分光光度计购自美国赛默飞公司；酶标仪

购自北京普天新桥有限公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养及转染

　 　 正常人支气管上皮细胞系（ＮＨＢＥ）和肺腺癌

细胞 系 （ ＳＰＣ⁃Ａ１、 Ｈ１９７５、 ＣＬ１⁃５、 ＰＣ⁃９、 Ｃａｌｕ⁃３、
Ｈ４４６）在含 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素、０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ 链霉素

和 １０％胎牛血清的培养基中培养，并置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 的湿化培养箱中。 根据 ＫＨＳＲＰ 序列设

计 ＲＮＡ，构建到载体上进行敲降或过表达处理

（ＳＰＣ⁃Ａ１、Ｈ１９７５ 细胞过表达，ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 细胞

敲降）。 细胞接种到 ６ 孔板中，达到一定密度后

转染，使用含有 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 的慢病毒，并在特定时

间后更换培养基和筛选细胞。 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞分为

ｓｈ⁃ＮＣ 组（为无相关性的核苷酸序列插入慢病毒

质粒）、ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 组（转染敲降 ＫＨＳＲＰ 慢病毒）、
ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ＋ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 组（在敲降 ＫＨＳＲＰ 时转

染过表达 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 慢病毒）、ｓｈ⁃ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
＋ＫＨＳＲＰ 组（在敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 时转染过表达

ＫＨＳＲＰ 慢病毒），ＰＣ⁃９ 细胞同 Ｃａｌｕ⁃３ 分组。 ＳＰＣ⁃
Ａ１ 细胞分为 Ｖｅｃｔｏｒ 组（为无相关性的核苷酸序

列插入慢病毒质粒）、 ＫＨＳＲＰ 组 （转染过表达

ＫＨＳＲＰ 慢病毒），Ｈ１９７５ 细胞同 ＳＰＣ⁃Ａ１ 分组。

表 １　 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

名称
Ｎａｍｅ

引物序列（５’－３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’－３’）

ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ Ｒ：ＡＡＴＧＡＧＴＡＣＧＧＡＴＣＴＣＧＧＡＴＴＧＧ
Ｆ：ＣＣＧＴＣＡＴＣＴＴＧＣＴＴＧＡＡＣＴＧＴＡ

ＪＡＫ１ ｍＲＮＡ Ｒ：ＡＣＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＴＧＣＴＡ
Ｆ： ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧ

ＳＴＡＴ３ ｍＲＮＡ Ｒ：ＣＴＧＧＣＣＴＴＴＧＧＴＧＴＴＧＡＡＡＴ
Ｆ：ＡＡＧＧＣＡＣＣＣＡＣＡＧＡＡＡＣＡＡＣ

ＧＡＰＤＨ Ｒ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ
Ｆ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

１􀆰 ３􀆰 ２ 　 实 时 荧 光 定 量 逆 转 录 ＰＣＲ （ ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测

　 　 引物序列如表 １，使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从肺腺癌

细胞和组织中提取总 ＲＮＡ，使用Ｍ⁃ＭＬＶ ＲＴａｓｅ 试

剂盒将总 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 然后通过 ｑＲＴ⁃
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ＰＣＲ 试剂盒对 ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ 的表达水平进行定

量分析，设置反应条件为：９５ ℃ １ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ
和 ６０ ℃ ２５ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参

基因，采用 ２－ΔΔＣｔ 方法进行数据处理和分析。
１􀆰 ３􀆰 ３ 　 临 床 组 织 样 本 的 免 疫 组 化 染 色

（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）
　 　 将正常肺组织和 ＬＵＡＤ 组织石蜡标本进行烤

片、二甲苯脱蜡和酒精水化处理后进行微波炉抗

原修复，并用 ３％过氧化氢溶液孵育以阻断内源

性过氧化物酶。 ＫＨＳＲＰ 抗体稀释后在 ４ ℃孵育

过夜。 次日， ＰＢＳ 清洗后加入二抗室温孵育

３０ ｍｉｎ，ＤＡＢ 显色，苏木素复染细胞核，氨水返蓝，
最后封片。 在光学显微镜下按染色强度（无染色

０ 分，浅棕色弱染色 １ 分，棕色中度染色 ２ 分，深
棕色强染色 ３ 分）和阳性范围（１ 分 ０％ ～ ２５％，
２ 分 ２６％ ～ ５０％， ３ 分 ５１％ ～ ７５％， ４ 分 ７６％ ～
１００％）评分。 上述两项评分相加，０ ～ ２ 分为低表

达，３～７ 分为高表达。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 实验

　 　 将细胞接种在 ９６ 孔板中，浓度为 １×１０４ ／孔，
并在含有 １０％ ＦＢＳ 的 １００ μＬ 的培养基中培养。
根据说明书，向细胞计数试剂盒－８（ＣＣＫ⁃８）的每

个孔内加入 １０ μＬ，并将混合物在 ３７ ℃ 下孵育

２ ｈ。 最后在 ４５０ ｎｍ 处测量吸光度，评估细胞的

生长情况。
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验

　 　 选择 ８ μｍ 孔径的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室评估细胞迁

移和侵袭能力。 迁移测定：５ × １０４ 个细胞加入

２００ μＬ 无血清培养基，接种至上腔室，下腔室加

入 ８００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 的培养基。 侵袭测定：１×
１０５ 个细胞接种到预铺基质胶的 ２００ μＬ 无血清

培养基的上腔室中，下腔加入 ８００ μＬ 含 １０％ ＦＢＳ
的培养基。 用甲醇固定，结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，显微

镜下成像计数。
１􀆰 ３􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验

　 　 使用 Ｔ⁃ＰＥＲ􀅺试剂和抑制剂提取细胞组织蛋

白，用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。 经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
分离后，蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 室温下用 ５％牛

奶溶液封闭膜 １ ｈ，减少非特异性结合。 随后，
４ ℃下分别过夜孵育膜 ＧＡＰＤＨ 和 ＫＨＳＲＰ 一抗

（稀释比 １ ∶ ５０００）。 清洗后，室温孵育二抗 １􀆰 ５ ｈ
（稀释比 １ ∶ ５０００）。 最后，用 ＥＣＬ 试剂盒曝光蛋

白条带，并使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２ 软件分析蛋白质条带的

灰度值。
１􀆰 ３􀆰 ７　 裸鼠异种移植实验

　 　 将 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 及阴性对照的 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞、过
表达 ＫＨＳＲＰ 及慢病毒载体的 ＳＰＣ⁃Ａ１ 细胞，按照

５×１０６ 的细胞数量，分别皮下接种到 ２８ 只裸鼠的

右背侧（每组 ７ 只）。 每 ３ ｄ 测量 １ 次肿瘤的体积

和重量，并按以下公式计算：体积 ＝ （长×宽２） ／ ２。
３～４ 周后，处死小鼠，在尸检时取出肿瘤并固定

在 １０％中性 ＰＢＳ 缓冲的福尔马林中。
１􀆰 ３􀆰 ８　 裸鼠尾静脉肺转移模型实验

　 　 将 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 及阴性对照的 Ｃａｌｕ⁃３ 细胞、过
表达 ＫＨＳＲＰ 及慢病毒载体的 ＳＰＣ⁃Ａ１ 细胞，按照

１×１０６ ／ ｍＬ 的浓度，尾静脉接种每只 ０􀆰 １ ｍＬ，分别

注射到 ２８ 只裸鼠的尾静脉中（每组 ７ 只）。 将解

剖后的肺组织固定在 １０％中性 ＰＢＳ 缓冲的福尔

马林中，用苏木素－伊红（ＨＥ）染色固定，观察病

灶转移情况。
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｒｅｓｃｕｅ 实验

　 　 Ｒｅｓｃｕｅ 实验为双向验证：一是在含有敲降

ＫＨＳＲＰ 的 ＰＣ⁃９、Ｃａｌｕ⁃３ 细胞加入过表达的 ＪＡＫ１ ／
ＳＴＡＴ３，二是在含有敲降 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 的 ＰＣ⁃９、
Ｃａｌｕ⁃３ 细胞加入过表达的 ＫＨＳＲＰ。 通过 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测各组细胞中的 ＫＨＳＲＰ ｍＲＮＡ 表达水

平，ＣＣＫ⁃８ 和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验观察过表达

ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 或 ＫＨＳＲＰ 分 别 能 否 逆 转 敲 降

ＫＨＳＲＰ 或 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 对 ＡＥＧ 细胞增殖、迁移

和侵袭能力的抑制作用。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 所有数据均以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行统计分析和绘图。 采

用独立样本 ｔ 检验比较两组之间的差异，并采用

卡方检验分析 ＫＨＳＲＰ 表达与临床病理特征的相

关性。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 分析用于评估生存率。 所有

实验重复 ３ 次。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为具有显著性差异。

２　 结果

２􀆰 １　 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和细胞系中表达水

平检测结果

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与癌旁组织相比，ＬＵＡＤ
组织中 ＫＨＳＲＰ 表达水平显著增加 （图 １Ａ，Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；在肺腺癌细胞系中，ＫＨＳＲＰ 的表达水平相
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较于正常人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ 细胞）均呈

现出显著增高的趋势（图 １Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０５）；通过在线

工具 ＧＥＰＩＡ 对 ＴＣＧＡ ＬＩＨＣ 数据库的分析显示，

注：Ａ：ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织中的表达高于正常组织；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验检测 ＫＨＳＲＰ 在肺腺癌细胞系中的表达；Ｃ：ＧＥＰＩＡ 分析数据库

中 ＫＨＳＲＰ 表达水平与总生存期的关系；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 组织和正常组织、ＬＵＡＤ 细胞系和正常细胞系的蛋

白水平；Ｅ：不同表达水平 ＫＨＳＲＰ 的免疫组织化学染色结果对比。 与癌旁组织或 ＮＨＢＥ 细胞相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵＡＤ 中表达检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＫＨＳＲＰ ｉｎ ＬＵＡＤ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ． Ｂ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｉｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｃ， ＧＥＰＩＡ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｄ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｉｎ ＬＵＡＤ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ， ＬＵＡＤ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ． Ｅ， Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ＫＨＳＲＰ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｒ ＮＨＢＥ ｃｅｌｌ， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｓｓａｙ ｉｎ ＬＵＡＤ

高表达的 ＫＨＳＲＰ 的总生存期较差 （图 １Ｃ，Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验发现， ＬＵＡＤ 样品中

ＫＨＳＲＰ 的蛋白表达水平高于蛋白质印迹法配对

的癌旁组织中的蛋白表达水平（图 １Ｄ）。 ＩＨＣ 染

色分析表明 ＫＨＳＲＰ 在 ＬＵ ＡＤ 组织中的高表达

（图 １Ｅ， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表明， ＫＨＳＲＰ 在

ＬＵＡＤ 组织中呈现高表达，并且 ＫＨＳＲＰ 表达上调

与 ＬＵＡＤ 患者转移的恶性进程密切相关。
２􀆰 ２　 ＫＨＳＲＰ 表达水平对体外 ＬＵＡＤ 细胞增殖、
迁移和侵袭的影响

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测过表达组和敲降组 ＫＨＳＲＰ 的

表达水平（图 ２Ａ ～ ２Ｂ，Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＣＣＫ⁃８ 检测结

果显示，ＫＨＳＲＰ 敲降明显降低了 ＰＣ⁃９ 和 Ｃａｌｕ⁃３
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注：Ａ：检测不同组别 ＬＵＡＤ 细胞中 ＫＨＳＲＰ 的表达水平；Ｂ：ＣＣＫ ８ 实验发现过表达的 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 可以恢复 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对细胞增殖

能力的影响；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现过表达的 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 可以恢复 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对细胞迁移和侵袭能力的影响。 与 ｓｈ⁃ＮＣ 组相比，
∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，＃Ｐ＜０． ０５，＃＃Ｐ＜０． ０１。

图 ５　 过表达 ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ 逆转 ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ 对 ＬＵＡＤ 细胞的恶性生物进程

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｅｓｔｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ ＫＨＳＲＰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ． Ｂ， ＣＣＫ⁃８ ａｓｓａｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３
ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃ， Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｆｏｕｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｃａｎ ｒｅｓｔｏｒｅ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ

ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｈ⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｖｅｃｔｏｒ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜０．

０５， ＃＃Ｐ＜０． ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＪＡＫ１ ／ ＳＴＡＴ３ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈ⁃ＫＨＳＲＰ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ｏｆ ＬＵＡＤ ｃｅｌｌｓ
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