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I 

摘要 

目的 

肺腺癌（lung adenocarcinoma，LUAD）是非小细胞肺癌（non-small cell lung 

cancer，NSCLC）最主要的病理亚型。由于早期易发生远处脏器转移，多数患者

临床确诊时已进展至疾病中晚期。随着手术技术的提高、放化疗和免疫治疗的联

合应用，患者生存率得到提高，但肿瘤复发和远处转移仍然是影响预后的主要原

因。上皮间质转化（epithelial mesenchymal transition，EMT）是上皮细胞转化为

间质细胞的分子重塑和表型转换，可导致细胞移动能力增加，是肿瘤转移和耐药

发生的重要原因。转化生长因 β（transforming growth factor-β，TGF-β）可通过

经典 Smad 信号通路诱导肿瘤 EMT 和转移，而其中的牵涉分子机制尚不明确。

多嘧啶序列结合蛋白（polypyrimidine tract-binding protein 3，PTBP3）是一类

RNA 结合蛋白，在 RNA 剪切和转录调控中起关键作用。越来越多的研究表明，

异常表达的 PTBP3 与多种肿瘤的恶性生长和转移密切相关。而 PTBP3 是否通过

介导 TGF-β 诱导的 EMT 促进肺腺癌的转移尚不清楚。因此，本研究旨在揭示

PTBP3 介导 TGF-β 诱导的 EMT 促进肺腺癌转移的作用和分子机制。 

方法 

通过检索 GEO、TCGA 公共数据库里的肺腺癌数据集以及对肺腺癌组织芯

片进行免疫组化染色，分析 PTBP3 在肺腺癌中的表达水平及预后价值。siRNA

和慢病毒载体转染 LUAD 细胞系，构建瞬时敲减或稳定过表达 PTBP3 的细胞系。

通过 Transwell 迁移和侵袭实验分析这些细胞系在体外的迁移和侵袭能力变化。

Western-blot，qRT-PCR，荧光素酶报告基因以及染色质免疫沉淀（chromatin 

immunoprecipitation，ChIP）用于明确 PTBP3 介导 TGF-β 诱导 EMT 的分子机制。

同时，通过经裸鼠尾静脉注射 A549 细胞系构建了体内转移模型，分析 PTBP3

在体内对肺腺癌转移能力的影响。 

结果 

我们发现 PTBP3 在肺腺癌组织中表达量明显高于癌旁组织，且 PTBP3 高表

达的肺腺癌患者总生存时间和无复发生存期更短。单因素和多因素 Cox 分析显

示 PTBP3 是预测肺腺癌预后的独立危险因素。TGF-β 诱导 p-Smad2/3 复合物促

进肺腺癌细胞系里 PTBP3 的转录和表达。反过来，沉默或过表达 PTBP3 显著抑

制或促进 Smad2/3 表达，进而调节 TGF-β 诱导的细胞迁移、侵袭以及 EMT。此

外，动物转移模型显示 PTBP3 过表达显著增加了裸鼠肺转移和肝转移。 

结论
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II 

在本研究中，我们发现 PTBP3 对于 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT 和转移是必

不可少的。PTBP3-Smad2/3 形成的正反馈环是调节 TGF-β 诱导肺腺癌 EMT 的关

键因素。因此，我们明确 PTBP3 可作为治疗肺腺癌的潜在治疗靶点。 

关键词：肺腺癌，PTBP3，TGF-β/Smad 信号，EMT，肿瘤转移
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ABSTRACT 

Objective 

Lung adenocarcinoma (LUAD) is the major pathological subtype of non-small 

cell lung cancer (NSCLC). Most patients have advanced to the middle and late stage 

of the disease by the time of clinical diagnosis due to early metastasis to distant 

organs. With the improvement of surgical techniques, combined application of 

chemoradiotherapy and immunotherapy, the survival of patients with LUAD has 

improved. However, tumor recurrence and distant metastasis are major causes of 

affecting prognosis. Epithelial mesenchymal transition (EMT) is a molecular 

remodeling and phenotypic transition from epithelial cells to mesenchymal cells, 

which can lead to increased cell mobility and is a major cause of tumor metastasis and 

drug resistance. Transforming growth factor-β (TGF-β) has been demonstrated to be a 

potent promoter of EMT and tumor metastasis through activation of the canonical 

Smad signaling pathway. However, the mechanisms underlying this alteration are 

largely unknown. Polypyrimidine tract-binding protein 3 (PTBP3) is a RNA binding 

protein that plays a critical role in RNA splicing and transcriptional regulation. More 

and more studies show that dysregulation of PTBP3 closely correlates with malignant 

growth and metastasis in many types of cancers. Whether PTBP3 mediates 

TGF-β-induced EMT and metastasis in LUAD remains unknown. Therefore, we 

investigate the function and molecular mechanism that PTBP3 mediates 

TGF-β-induced EMT and metastasis of LUAD. 

Methods 

The expression levels and prognostic value of PTBP3 were analyzed by 

searching public LUAD databases, including GEO and TCGA, and performing IHC 

analysis in LUAD tissue microarray. To construct cell lines with transient knockdown 

or stable overexpression of PTBP3, siRNA and lentivirus-mediated vectors were used 

to transfect LUAD cell lines. We analyzed the invasion and migration of these cells in 

vitro by performing Transwell assays. Western-blot, qRT-PCR, a luciferase reporter 

assay and chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay were used to determine the 

molecular mechanism which PTBP3 mediates TGF-β-induced EMT. Meanwhile, in 

vivo metastasis model was established by injecting A549 cells into the tail vein of 

nude mice to analyze the effect of PTBP3 on LUAD cell metastasis in vivo.
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Results 

PTBP3 was markedly upregulated in LUAD tissues compared with 

para-carcinoma tissues and patients with high expression of PTBP3 had shorter 

overall survival and recurrence-free survival. Univariate and multivariate Cox 

analysis showed that PTBP3 was an independent risk factor for patient survival. 

TGF-β-induced p-Smad2/3 complex activated PTBP3 gene transcription and 

promoted PTBP3 expression. In turn, PTBP3 knockdown and overexpression 

significantly suppressed and increased Smad2/3 expression, and then regulated 

TGF-β-induced migration, invasion and EMT. In addition, the in vivo metastasis 

assays show that PTBP3 overexpression strikingly increased the number of lung and 

liver metastatic nodules in nude mice. 

Conclusion 

In this study, we determined that PTBP3 is indispensable to TGF-β-induced EMT 

and metastasis of LUAD cells and identified a critical positive feedback loop between 

PTBP3 and Smad2/3 driving TGF-β-induced EMT. Thus, we determined that PTBP3 

is a novel potential therapeutic target for the treatment of LUAD. 

Key Words: LUAD, PTBP3, TGF-β/Smad signaling, EMT, tumor metastasis 
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第 1 章 引言 

原发性支气管肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一，在我国约占

所有癌症死亡人数的四分之一[1]。肺腺癌是原发性支气管肺癌中主要的病理亚

型，具有高度异质性和侵袭性[2]。多数病人临床确诊时已进展至疾病中晚期，5

年生存率低于 20%[1]。随着手术技术的提高，以及放疗、化疗、免疫治疗等联

合治疗手段的应用，可提升肺腺癌患者 5 年生存率至 57%以上[3]。但多数病人

治疗后仍出现疾病局部复发和转移，严重影响肺腺癌患者的生存。因此，寻找新

的精准治疗的靶点，是目前临床亟待解决的重要科学问题。 

目前普遍认为肿瘤的侵袭转移是由多基因参与的多阶段生物学过程，上皮间

质转化（epithelial mesenchymal transition，EMT）被认为是肿瘤发生转移的起始

步骤。EMT 是指有极性的上皮细胞由上皮特性向间质特性转化的独特过程[4]。

发生 EMT 的细胞极性丧失，相邻细胞之间以及细胞与基质之间的接触减少，粘

附性降低，导致细胞移动能力增加同时并伴有分子重塑和表型改变。EMT 过程

中通常伴有细胞黏连蛋白 E-cadherin 的下调，同时伴有间质标志物如 N-cadherin、

Vimentin 等的上调。EMT 在胚胎发育、器官生成、炎症与伤口愈合及肿瘤侵袭

转移等生物学过程中发挥重要作用[5,6]。发生 EMT 的肿瘤细胞从原发灶中分离

出来，侵入循环系统并在远处形成转移灶，从而促使肿瘤转移。多种信号通路参

与调节肿瘤 EMT 过程，如 TGF-β 信号通路，WNT 信号通路，Hedgehog 信号通

路，Notch 信号通路，uPAR 信号通路等[7]。其中 TGF-β 信号通路是诱导肿瘤

EMT 的关键信号转导通路。转化生长因 β（transforming growth factor-β,TGF-β）

作为诱导 EMT 主要信号分子，主要通过经典 Smad 信号通路诱导 EMT 的发生。

TGF-β 与 TGF-β 受体 II (TGF-β receptor II,TβRII) 结合，然后磷酸化 TGF-β 受

体 I (TGF-β receptor I,TβRI)，活化的 TβRI 募集和磷酸化 Smad2 和 Smad3，紧

接着与 Smad4 形成异源三聚体复合物，随后该复合物转运到细胞核内，调节

TGF-β 相关靶基因的表达[8-10]。除此之外，TGF-β 还可以通过其他非 Smad 信

号通路如 PI3K/AKT，NF-κB，Erk，JNK 和 p38/MARK 来介导 EMT 的发生

[11,12]。由于 TGF-β 在诱导 EMT，促进肿瘤侵袭和转移中发挥的关键作用，临

床上已研发一系列 TGF-β 通路的抑制剂用于肿瘤的治疗[13,14]，但是目前用于

靶向 TGF-β 通路的肿瘤药物临床试验大多数以失败告终，原因在于 TGF-β 促进

肿瘤转移的机制非常复杂。多数研究表明，TGF-β 具有抑制肿瘤生长和促进肿瘤

转移的双重作用，TGF-β 在肿瘤形成的早期阶段，表现为典型的抑癌分子；随着
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肿瘤的进展，肿瘤细胞本身或者肿瘤微环境中基质细胞分泌的 TGF-β 则表现为

促进肿瘤侵袭和转移的作用[15-17]。且根据细胞环境的不同，TGF-β 调节作用

具有高度特异性[18]。因此，更加深入明确 TGF-β 的促转移分子机制有助于开

发有针对性的抗肿瘤药物。 

多聚嘧啶序列结合蛋白（polypyrimidine tract binding proteins，PTBPs）是一

种 RNA 结合蛋白，属于核不均一核糖核蛋白家族（heterogeneous nuclear 

ribonucleoproteins，hnRNPs），作为一种 RNA 剪接因子，多参与基因的选择性剪

切过程，从而在转录后水平调控基因的表达[19]。其家族成员主要包括 PTBP1、

PTBP2 和 PTBP3。PBTP1 在几乎所有细胞内均表达，可结合 PKM 前体 RNA，

促进 PKM1 向 PKM2 转化，影响乳腺癌、胰腺癌、急性髓系白血病的能量代谢

而发挥促癌作用[20-22]。PTBP2 与 PTBP3 是 PTBP1 的同源蛋白，有超过 75%

的相似氨基酸序列。其中 PTBP2 主要在神经元和男性生殖细胞内表达,是神经系

统和精子发育的重要剪切因子[23-25]。PTBP3 作为 hnRNPs 蛋白家属中的成员，

具有 4 个 RNA 结合区域，最初研究发现其参与白血病细胞的诱导分化，不影响

细胞增殖，故又将其命名为分化调节因子 ROD1[26]。随着研究的深入，人们发

现 PTBP3 不同于其同源蛋白 PTBP1,其在体内主要发挥抑制选择性剪切的功能

[27]，同时参与无义介导的 mRNA 降解[28]。近年来，越来越多的研究表明

PTBP3与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关。比如，PTBP3通过结合并稳定ZEB1 

mRNA，促进其翻译，诱导乳腺癌 EMT 的发生[29]。PTBP3 在结直肠癌可通过

结合 HIF-1α 的前体 RNA，激活 HIF-1α 的表达，促进肿瘤细胞增殖、侵袭和转

移[30]。在肝癌中，PTBP3 可通过选择性剪切 NEAT1 和 miR-612 前体 RNA，调

控两者的表达水平，促进肿瘤的恶性进展[31]。相比之下，PTBP3 在肺癌中的

研究相对较少，之前有学者发现沉默 PTBP3 的表达可以明显抑制肺腺癌细胞迁

移与运动能力[32]，因此认为 PTBP3 是与细胞运动能力相关的基因。而后研究

表明 PTBP3 可通过调控 E-cadherin 的表达促进非小细胞肺癌的 EMT 和侵袭

[33]。然而目前关于 PTBP3 在肺腺癌中的表达情况及其促进肺腺癌侵袭和转移

的具体分子机制并不清楚，还有待进一步研究。 

在本研究中，我们旨在探究 PTBP3 在 TGF-β 诱导肺腺癌 EMT 中发挥的作

用，明确 PTBP3 促进肺腺癌侵袭和转移的具体分子机制，为肿瘤精准治疗提供

新的思路和策略。 
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第 2 章 PTBP3 在肺腺癌中的表达及临床意义 

2.1 材料 

2.1.1 实验细胞 

本研究所用 A549，H1299，H1792，H1975，PC9，H838，HCC829（肺腺

癌细胞株）、BEAS-2B（永生化支气管上皮细胞株）以及 L132（人胚肺上皮细胞

株）均购于上海中科院细胞所。所有细胞经检测均无支原体感染。细胞培养条件：

DM/EM 培养基，10%胎牛血清，100μg/ml 青-链霉素。37°C，5%CO2 培养。 

2.1.2 组织标本 

本研究收集 98 例肺腺癌组织及 82 例对应的癌旁组织标本，所有标本均来自

同济大学附属同济医院胸外科 2011 年 10 月至 2012 年 6 月收治的行根治性手术

切除的原发性肺腺癌患者，其中男性 54 例，女性 44 例，年龄 35～76 岁，平均

59.7 岁。I～II 期为 62 例，III～IV 期 36 例。患者在手术切除前未曾接受过针对

肿瘤的辅助治疗，如放化疗或吉非替尼等靶向药物治疗，无远处脏器转移，不合

并其他恶性肿瘤。术后病理均证实为肺腺癌，CT 影像学表现为磨玻璃样结节的

患者不包括在本研究中。术后由病理科医生通过常规的组织病理学手段评估肿瘤

大小、组织学分级、淋巴结转移。根据第八版 NCCN 肺癌分期标准进行 TNM 分

期。手术标本离体后，切开瘤体，避开出血及坏死区域进行取材，对应癌旁组织

取材至少在瘤体边缘 3cm 处，标本取材后置于 4%多聚甲醛中保存。患者的临床

信息如年龄、性别、手术方式、主要临床症状、肿瘤位置大小、病理学资料均保

存完整。采用门诊或者电话随访方式对患者进行定期、规律的随访，98 例患者

的随访时间为 10～108 个月，中位随访时间 63 个月。研究通过同济大学医学院

伦理委员会的批准。 

2.1.3 实验试剂 

2.1.3.1 细胞培养相关试剂 

DM/EM 培养基 GIBCO 

胎牛血清 GIBCO 
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0.25%胰蛋白酶 索莱宝生物科技     

PBS 缓冲液 索莱宝生物科技 

青-链霉素混合液 索莱宝生物科技 

无血清快速细胞冻存液 新赛美生物科技 

2.1.3.2 免疫组化相关试剂 

GTVisionIIITM 鼠/兔通用型免疫组化试剂盒 基因科技 

柠檬酸三钠 索莱宝生物科技 

柠檬酸 索莱宝生物科技 

苏木素 索莱宝生物科技 

PBS 缓冲液干粉 索莱宝生物科技 

PTBP3 抗体 Santa cruz 

通用抗体稀释液 雅酶生物科技 

2.1.3.3 Western-blot 相关试剂 

PTBP3 抗体 Santa cruz 

GAPDH 抗体 Abcam 

通用抗体稀释液 雅酶生物科技 

5×loading 蛋白上样缓冲液 雅酶生物科技 

蛋白酶抑制剂混合液（100×） 雅酶生物科技 

磷酸酶抑制剂混合液（100×） 雅酶生物科技 

RIPA 裂解缓冲液（强效） Thermo Scientific 

双色预染蛋白 marker 雅酶生物科技 

Tris-Glycine 电泳缓冲液（粉剂） 新赛美生物科技 

快速转膜液（20×） 新赛美生物科技 

Millipore PVDF 膜（0.22μm） 默克 

丽春红染液 雅酶生物科技 

脱脂奶粉 索莱宝生物科技 

10×TBST 缓冲液 索莱宝生物科技 

超敏 ECL 化学发光试剂盒 新赛美生物科技 

2.1.4 实验仪器 

恒温水浴箱 上海医疗设备厂 

超净工作台 苏州苏洁医疗器械公司 

涡旋混匀器 上海达姆实业有限公司 

摇床 上海知楚仪器有限公司 

紫外分光光度计 上海精密仪器有限公司 

发光成像系统 Fluor Chem M Protein Simple 

电泳槽 BIO-RAD 

移液器 Eppendorf 

低温离心机 Eppendorf 

细胞培养箱 Thermo Scientific 
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Mini Trans-Blot 转印槽 BIO-RAD 

电泳仪 BIO-RAD 

倒置显微镜 Olympus 

2.2 方法 

2.2.1 细胞培养、冻存与复苏 

2.2.1.1 细胞的复苏 

细胞实验开始前，提前将胎牛血清及细胞培养基放置 37°C 水浴锅预热，将

细胞操作所用耗材和试剂，提前放置在超净台中，打开紫外灯照射超净台至少

30 分钟。从液氮罐中取出冻存管，迅速置于 37°C 水浴锅中不停晃动。待细胞完

全溶解后，取出冻存管用酒精充分擦拭，更换手套后，置冻存管于超净台上，小

心将细胞悬液转移至 15ml 离心管中，并加入 5 倍以上的完全培养基稀释，吹打

均匀后，1000rpm 离心 5 分钟，弃去上清，加入 1ml 完全培养基吹打细胞，使细

胞分散均匀后，接种于培养瓶或培养皿中，置入 37°C，5%CO2 培养箱中培养。 

2.2.1.2 细胞的培养和传代 

每天观察细胞状态，细胞培养基变黄或者细胞汇合度达 80%～90%时，更换

培养基或者进行细胞传代。37°C 水浴锅预热血清和培养基。无菌吸管吸去旧培

养基，无菌 PBS 漂洗细胞两次，然后加入适量 0.25%胰蛋白酶，晃动培养瓶或培

养皿使胰酶完全浸润细胞，正置显微镜下观察细胞形态，当细胞变圆，开始成流

沙样脱落时，立即加入 3 倍以上的完全培养基，并轻轻吹打细胞使细胞从培养皿

中脱落，终止消化。将细胞悬液转移至 15ml 离心管内，1000rpm 离心 5 分钟。

弃去上清，用适量完全培养充分重悬细胞沉淀，使细胞呈单细胞悬液，然后按照

1:3 的比例接种于培养瓶或培养皿中，置于 37°C、5%CO2 细胞培养箱中培养。 

2.2.1.3 细胞的冻存 

细胞冻存时保证细胞处于对于生长期，冻存前一天进行细胞换液。次日细胞

汇合度达 70%～80%时，按照贴壁细胞的消化方法将细胞进行消化离心，加入适

量新赛美无血清快速冻存液，使细胞的密度为 5×106～1×107/ml，轻轻吹打使细

胞均匀，移入到冻存管中，标记细胞系名称及冻存时间，最后放入液氮中保存。 

2.2.2 组织芯片的制作
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将收集到的组织蜡块预先编号，包括肿瘤组织及相应的癌旁组织，根据标本

数量制备受体空白蜡块，组织四周预留 0.5cm 空间。将受体蜡块置于组织芯片机

上进行打孔，孔径 1mm。接着在组织蜡块的对应部位用 1mm 的穿刺针打孔，取

出组织芯，然后将组织芯有序的转移到受体蜡块上，相邻组织芯之间的距离在

0.2mm 左右。将制备好的组织芯片蜡块固定好后放入 56°C 恒温箱 10 分钟，使受

体蜡块与新插入的组织芯融合，取出蜡块，置于 4°C 冰箱备用。切片前，将蜡块

置于 4°C 冰箱中预冷 4 小时，随后将蜡块置于切片机上修整，直至全部组织芯露

出为止，随后对蜡块进行常规切片，附在载玻片上，60°C 烘箱中烤片 3 分钟左

右，58°C 烘箱中继续烤片 18 小时后，置入 4°C 冰箱保存，组织芯片制作完毕。 

2.2.3 免疫组化染色 

① 脱蜡和水化：脱蜡前将组织蜡块切片放置于 60°C 烘箱中，烘烤 60 分钟；

将烘烤后的切片立即浸入二甲苯 I、II、III 各 10 分钟，随后依次浸入 100%乙醇，

95%乙醇，80%乙醇，70%乙醇各 5 分钟；蒸馏水浸泡 5 分钟，而后将切片放置

PBS 中，摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。 

② 抗原修复：1）抗原修复液配制：称取柠檬酸三钠 3g，柠檬酸 0.4g，加

入蒸馏水至 1000ml，充分溶解后备用。2）电磁炉煮沸修复液，放入切片，保证

切片完全被浸入，持续煮沸 15～20 分钟。自然冷却至室温。将切片置入 PBS 中，

摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。 

③ 内源性过氧化物酶的灭活：取出切片，弃去组织周围液体，将切片平行

放置于避光孵育盒中，滴加 3%H2O2 与组织切片表面，孵育 15 分钟。将切片置

于 PBS 中，摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。 

④ 非特异性抗原封闭：取出切片，弃去组织周围液体，将切片平行放置于

湿盒内，滴加 10%山羊血清于组织表面，室温下封闭 1 小时。 

⑤ 一抗孵育：弃去切片表面山羊血清，将切片平行放置于湿盒内，阻水笔

在组织片周围画圈。将已配制好的一抗 100μl 滴加在组织表面，保证所有组织均

被覆盖。4°C 孵育过夜。 

⑥ 二抗孵育：次日室温复温 1 小时后，将组织切片取出，吸去一抗，PBS

中摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。取出切片，弃去组织周围液体，滴加配制好的二

抗至组织表面，保证所有组织均被覆盖，室温下孵育 1 小时。吸去切片上二抗，

将切片放置于 PBS 中，摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。 

⑦ DAB 显色：取出切片，弃去组织周围液体，滴加 100μl DAB 显色剂工作

液于组织表面，显微镜下控制显色，PBS 冲洗终止显色。
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⑧ 苏木素复染：滴加苏木素染液至组织表面，显微镜下观察，大约 1 分钟

后，水洗终止染色。 

⑨ 脱水：将切片依次浸入 70%乙醇，80%乙醇，95%乙醇，100%乙醇，二

甲苯 I，二甲苯 II，二甲苯 III 各 5 分钟。 

⑩ 封片和显微镜观察：取出切片，待切片晾干前，中性树胶封片，保证无

气泡，后行显微镜观察。 

2.2.4 免疫组化结果的判定 

采用光学显微镜，在不同放大倍数下进行免疫组化结果的观察，每张切片随

机选取 5 个光镜下视野进行评分。染色阳性细胞的频率定义为：＜5%，0 分；6～

25%,1 分；26～50%，2 分；51～75%，3 分；＞75%，4 分。染色强度定义为：

阴性 0 分；弱阳性 1 分；中等阳性 2 分；强阳性 3 分。染色评分定义为染色细胞

频率和染色强度的乘积。根据染色指数的评分进行高低表达的判定，≤7 分被认

为是低表达，8～12 分被认为是高表达。每张切片均由来自不同医院的 2 位病理

科医生在双盲下进行观察和评分，结果取其平均值。 

2.2.5 Western-blot 实验 

① 细胞蛋白提取：待细胞培养瓶（皿）内细胞密度 90%左右时，弃培养上

清，采用提前预冷的 PBS 清洗 2 遍，加入 RIPA 细胞裂解液（100μl/60mm 皿），

蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂，置摇床上冰上裂解 30 分钟；将裂解液移入 1ml EP

管内，4°C、12000rpm 下离心 15 分钟，而后将上清液转移至新的 EP 管内，弃去

沉淀。置于冰上备用，若短期储存，将蛋白放至-80°C 冰箱保存。 

② BCA 蛋白浓度测定：1）取 20μl 25mg/ml 蛋白标准品，加入 980μl RIPA

稀释成 0.5mg/ml 蛋白标品；配制适量 BCA 工作液（BCA 试剂 A：B=50:1），充

分混匀后备用；2）在 96 孔板的标准品孔中依次加入蛋白标准品 0、1、2、4、8、

12、16、20μl，加入 RIPA 补足到 20μl；而后在 96 孔板的样品孔中加入适当体积

的蛋白样品，加 RIPA 补足到 20μl；3）将 200μl BCA 工作液依次加入标准孔及

样品孔中，37°C 温箱中孵育 30 分钟；4）用酶标仪测定每个样品及蛋白标准品

的 562nm 处的吸光度，绘制标准曲线，计算样品的蛋白浓度。 

③ 蛋白变性：根据计算得出的蛋白浓度，调整蛋白浓度至同一浓度，加入

5×loading，提前预热加热板至 100°C，将蛋白样品放置加热板上加热 10 分钟。

放置冰上备用。 

④ 上样电泳：依据中国雅酶公司配胶说明书，配制下层分离胶，将下层分
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离胶注入玻璃板中，液面大约至 2/3 处停止，然后加入 1ml 异丙醇压胶，水平静

置 15分钟后，异丙醇与凝胶之间形成折线时，表明下层胶已凝固。弃去异丙醇，

吸水纸吸去多余异丙醇，配制 10%上层浓缩胶，将浓缩胶缓慢加入玻璃板，小心

插入梳子，避免产生气泡，静置 15 分钟，待胶凝固后，将凝胶板从制胶架上取

出。配制 1×电泳缓冲液，凝胶装板后放置于电泳槽内，随后将配制好的电泳缓

冲液加入至电泳槽内，保证电泳液在两块玻璃板之间的液面高于上样孔，同时要

确保在电泳过程中玻璃板内侧液始终高于外侧。缓慢拔出梳子，按照蛋白上样顺

序依次加入蛋白样品及 marker，空白孔用 1×loading 补齐，盖好电泳槽的盖子，

先采用 90V 电压电泳 30 分钟，压缩样品使样品进入分离胶时在同一水平线上，

而后调整电压至 120V，电泳至溴酚蓝在凝胶末端上 1cm 处停止。 

⑤ 转膜：按照中国新赛美公司的说明书，配制快速转膜液。电泳结束后根

据目的蛋白条带范围切割凝胶，将凝胶置于转膜液中。打开电转印夹，按照“三

明治”铺胶，顺序依次为：海绵＋3 层滤纸＋胶＋PVDF 膜＋三层滤纸＋海绵，

PVDF 膜之前在无水甲醇中浸泡 30 秒以上，在放置每一层时均需用滚动棒去除

气泡，夹紧电转印夹。将配制好的转膜缓冲液加入到转印槽中，确认正负极后，

插入电转印夹，盖好电泳槽的盖子，设定恒流 400mA，转膜 40 分钟。 

⑥ 丽春红染色：转膜结束后，先用笔标记 marker，再将 PVDF 膜置于丽春

红染色液 1 分钟红后，即可见红色蛋白条带，而后将膜放置于 TBST 中，摇床冲

洗 3 次，每次 5 分钟，直至红色条带消失。 

⑦ 封闭：用 5%的脱脂牛奶（5g 脱脂奶粉溶解于 100ml 新鲜配制的 TBST

中），磷酸化蛋白由 5%BSA 替代，室温摇床封闭 1 小时。 

⑧ 一抗孵育：去除脱脂牛奶，加入 TBST 漂洗一遍后加入稀释好的一抗，4°C

过夜。 

⑨ 二抗孵育：次日取出一抗孵育的条带，回收一抗，加入 TBST，摇床冲

洗 3 次，每次 10 分钟。加入稀释好的二抗，摇床孵育 1 小时。 

⑩ 显影：回收二抗，加入 TBST，摇床冲洗 3 次，每次 10 分钟。等体积混

匀超敏 ECL 显影液 A 液和 B 液，稍沥干 PVDF 膜上的 TBST 后，将 PVDF 膜平

铺于显影板上，在膜上均匀滴加显影液，避光进行 ECL 显影。 

2.2.6 生物信息数据 

通过检索 GEO 及 TCGA 公共数据集，下载 GSE7670、GSE10072、GSE18842

和 TCGA 中肺腺癌的表达谱芯片数据；下载 GSE30219、GSE50081、GSE31210、

GSE37745 和 TCGA 中肺腺癌表达谱芯片数据以及生存数据，分析 PTBP3 在肺 
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腺癌及正常肺组织中的表达水平以及其与肺腺癌患者预后之间的关系。 

2.2.7 统计学分析 

采用 SPSS 19.0 和 GraphPad Prism 8 进行统计学分析。Chi-square 检验或

Fisher 精确检验分析 PTBP3 与临床病理特征之间的关系；Student's t 检验用于比

较两组独立的数据；采用单因素和多因素 Cox 回归模型进行单变量和多变量分

析；通过 Log-rank 法进行生存分析；P＜0.05 被认为具有统计学意义。 

2.3 结果 

2.3.1 数据库分析 PTBP3 在肺腺癌中表达水平及与预后的关系 

通过检索 GEO 与 TCGA 数据库，下载肺腺癌相关数据 GSE7670，GSE10072，

GSE18842 和 TCGA-LUAD 中的表达谱芯片数据，标准化转录组表达数据，提取

PTBP3 在癌组织及癌旁组织中的表达数据，对比分析 PTBP3 mRNA 在 GSE7670，

GSE10072，GSE18842 和 TCGA-LUAD 中的表达情况，结果显示 PTBP3 mRNA

在肺腺癌组织中表达量明显高于正常肺组织，表达具有显著性差异（图 2.1）。 

 

 

 

检索同时具备肺腺癌表达和生存数据的表达谱芯片数据集，我们发现，

GSE30219、GSE50081、GSE31210、GSE37745、TCGA-LUAD 数据集符合我们

的检索要求，下载上述数据集的的表达谱芯片数据和生存数据，标准化转录组数

据，删除失访数据，根据 PTBP3 中位表达值将各个数据集中肺腺癌组织分为高

PTBP3 表达组和低 PTBP3 表达组，Log-rank 法分析两组之间的生存差异，

Kaplan-Meier 绘制生存曲线，结果显示 PTBP3 高表达的肺腺癌患者其总体存活

时间明显短于 PTBP3 低表达的肺腺癌患者（图 2.2）。以上发现提示我们异常表 

 

图 2.1 公共数据库显示 PTBP3 在肺腺癌组织及正常组织中表达情况。***P＜0.001，

t 检验。 
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达的 PTBP3 在肺腺癌的发生发展中扮演促癌角色。 

 

2.3.2 PTBP3 在肺腺癌细胞系及组织表达情况 

为了明确 PTBP3 蛋白在正常肺上皮细胞系和肺腺癌细胞系中的表达情况，

我们提取正常支气管上皮细胞系（BEAS-2B）、人胚肺泡上皮细胞（L132）和多

种肺腺癌细胞系（A549、H1299、H1792、H1975、PC9、H838、HCC827）的蛋

白，行 Western-blot 检测，我们发现，相比于正常支气管肺泡上皮细胞系，PTBP3

蛋白在肺腺癌细胞系中的表达明显升高，差异具有统计学意义（图 2.3）。 

 

 

图 2.2 在公共数据库中，采用 Log-rank 法统计分析肺腺癌中 PTBP3 表达与患者预

后之间的关系。Kaplan-Meier 绘制生存曲线。 

图 2.3 Western-blot 检测正常肺细胞系和肺腺癌细胞系中 PTBP3 的表达水平。*P＜

0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，t 检验。 
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为了进一步评估 PTBP3 在肺腺癌组织中的表达情况，我们采用免疫组化染

色方法在 98 例肺腺癌组织和对应的 82 例癌旁组织中检测 PTBP3 的表达水平。

通过计算染色评分，我们发现 PTBP3 蛋白在肺腺癌组织中呈明显高表达，并且

主要定位于肿瘤细胞的细胞核（图 2.4A）。统计学分析显示，肿瘤组织中 PTBP3

蛋白表达显著高于相应的癌旁组织，具有统计学意义（P＜0.001，图 2.4B）。 

 

 

 

2.3.3 PTBP3 表达水平与临床病理特征之间的关系 

为了明确 PTBP3 蛋白表达在肺腺癌组织中与临床病理特征之间的相关性，

根据免疫组化评分，我们将 98 例肺腺癌患者分为 52 例 PTBP3 高表达和 46 例

PTBP3 低表达，统计这两组数据，我们发现 PTBP3 高表达与肺腺癌患者年龄

（P=0.849）、性别（P=0.28）、肿瘤大小（P=0.856）、分化级别（P=0.393）不

存在相关性；而与患者淋巴结转移（P＜0.001）以及 TNM 分期（P＜0.001）存

在明显相关性（表 2.1）。 

 

表 2.1 肺腺癌患者肿瘤组织 PTBP3 表达与临床病理特征之间的关系 

characteristic 

No of 

patients 
PTBP3 expression 

P value 

(n=98) High (n=52) Low (n=46) 

Gender 
Male 54 26 28 

0.28 
Female 44 26 18 

Age (years) 
≤60 50 27 23 

0.849 
>60 48 25 23 

Tumor size (cm) 
≤3 35 19 16 

0.856 
＞3 63 33 30 

Histological grade 
Ⅰ-Ⅱ 66 37 29 

0.393 
Ⅲ 32 15 17 

TNM stage 
Ⅰ-Ⅱ 62 23 39 

< 0.001* 
Ⅲ-Ⅳ 36 29 7 

图 2.4 免疫组化检测 PTBP3 在肺腺癌组织芯片中的表达水平。（A）免疫组化显示

PTBP3 在肺腺癌组织中主要定位于细胞核。（B）统计分析结果显示，肺腺癌组织中

PTBP3 表达水平显著高于对应的癌旁组织。***P＜0.001，t 检验。 
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续表 2.1 肺腺癌患者肿瘤组织 PTBP3 表达与临床病理特征之间的关系 

Lymphatic metastasis 
N0-N1 73 30 43 

< 0.001* 
N2-N3 25 22 3 

* 具有统计学意义； 

 

接下来，我们采用单因素和多因素 Cox 回归分析评估 PTBP3 表达与患者生

存时间之间的关系，结果显示，PTBP3 高表达（P=0.018）和肺腺癌临床分期

（P=0.001）可作为判断肺腺癌患者预后的独立危险因素（表 2.2）。 

 

表 2.2 单因素和多因素 Cox 回归分析统计 PTBP3 表达量和临床病理特征与生存时

间的关系 

Molecular and Clinical Variables Hazard Ratio (95% CI) P-value 

Univariate Analysis (Cox: Enter)   

PTBP3 expression 2.206 (1.337-3.638)  0.002* 

Gender 0.998 (0.617-1.614) 0.993 

Age 1.568 (0.967-2.543) 0.068 

Tumor size 1.484 (0.885-2.488) 0.135 

Histological grade 0.840 (0.501-1.409) 0.508 

TNM stage 2.657 (1.634-4.323)  < 0.001* 

Lymphatic metastasis 3.744 (2.215-6.326)  < 0.001* 

Multivariate Analysis (Cox: Forward LR)   

PTBP3 expression 1.864 (1.114-3.120)  0.018* 

TNM stage 2.333 (1.415-3.844)  0.001* 

*具有统计学意义；单因素（上图）和多因素（下图）Cox 回归分析显示 PTBP3

表达量和临床因素与肺腺癌患者预后的相关性。 

2.3.4 PTBP3 表达水平与肺腺癌患者预后和复发之间的关系 

由于单因素和多因素 Cox 回归分析显示 PTBP3 表达与肺腺癌患者生存之间

存在明显相关性，因此，接下来，我们通过 Log-rank 法统计分析 PTBP3 高表达

组（52 例）和 PTBP3 低表达组（46 例）与患者总体生存期和无复发生存期之间

的关系，采用 Kaplan-Meier 绘制生存曲线，结果显示，PTBP3 高表达组患者总

体生存时间（P=0.0013，图 2.5A）及无复发生存期（P=0.028，图 2.5B）更短。  

以上实验结果提示我们 PTBP3 在肺腺癌中作为一种癌基因，但其在肺腺癌

中发挥的作用以及促进肺腺癌发展的机制并不清楚。 
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2.4 讨论  

近年来，肺腺癌在全世界范围内发病率逐渐上升，目前已取代鳞癌，成为肺

癌中最常见的组织病理类型，约占肺癌的 50%。肺腺癌发病隐匿，多数患者就诊

时已进展至中晚期。针对转移性肺腺癌的患者，如若驱动基因阳性，可采用分子

靶向治疗；对于驱动基因阴性的患者，可采用单独放化疗或者联合免疫治疗。但

由于肺腺癌的高度异质性，多数治疗手段的应答率低，或治疗过程中出现不同程

度的耐药，严重影响肺腺癌患者的预后。因此，揭示肺腺癌发生、发展的分子机

制，寻找新的精准治疗的靶点，是目前临床亟待解决的重要科学问题。 

PTBP3 作为一种关键的 RNA 结合蛋白，通过一个或者多个 RNA 结合区域

与 RNA 相互结合，调控 mRNA 剪接、成熟、定位和翻译[19,34]。PTBP3 的细

胞功能和生理作用已经得到广泛的研究，目前的研究多认为 PTBP3 参与前体

RNA 的选择性剪切，并起到剪接抑制因子的作用[27]。近年来研究发现，PTBP3

与肿瘤的发生发展密切相关，其异常表达可导致肿瘤发生、增殖和转移。研究发

现 PTBP3 在多种恶性肿瘤如乳腺癌、胃癌、肝癌、胰腺癌中呈高表达，并且与

患者不良预后密切相关[29,31,35,36]。相比之下，PTBP3 在肺腺癌中表达情况

及其与预后的关系尚不清楚。 

在本研究中，我们在 GEO 及 TCGA 公共数据库里检索肺腺癌相关的数据集，

分析 PTBP3 在肺腺癌组织中的表达情况以及其与患者预后的关系，发现 PTBP3

在肺腺癌组织中呈高表达，并且高表达 PTBP3 的患者具有更短的总生存期，提

示 PTBP3 与肺腺癌的发生发展密切相关。为进一步验证上述数据库的结论，我

们通过检测 98 例肺腺癌组织和 82 例对应的癌旁组织中 PTBP3 的表达，结果显

示 PBTP3 在肺腺癌组织中呈明显高表达，且主要定位在细胞核内。统计分析患 

图 2.5 肺腺癌组织芯片中 PTBP3 表达水平与肺腺癌患者预后和复发之间的关系。

PTBP3 高表达组的肺腺癌患者总体生存时间（A）以及无复发生存期（B）明显短于

PTBP3 低表达组患者。 
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者的临床病理特征，发现 PTBP3 高表达与患者年龄、性别、肿瘤大小、组织分

化程度无相关性，但是与患者淋巴结转移和 TNM 分期密切相关。单因素和多因

素 Cox 回归分析显示 PTBP3 和 TNM 分期可作为预测肺腺癌患者生存的独立预

后因素。鉴于单因素和多因素 Cox 回归分析的结论，我们进一步评估 PTBP3 表

达与患者生存与复发之间的关系，通过Log-rank法比较PTBP3低表达组和PTBP3

高表达组的生存和复发时间，结果显示高表达 PTBP3 的肺腺癌患者具有更短的

总生存时间和无复发生存期。 

综上所述，本研究提示 PTBP3 在肺腺癌中扮演着致癌基因的角色，但其具

体生物学功能需要进一步的研究。
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第 3 章 PTBP3 介导 TGF-β诱导的肺腺癌 EMT 的发生 

3.1 材料 

3.1.1 实验细胞 

同正文第二章。 

3.1.2 组织标本 

本部分收集的 30 例新鲜肺腺癌组织标本均为同济大学附属同济医院胸外科

2021 年 9 月至 2021 年 11 月手术切除的患者肺组织。术后病理诊断均为肺腺癌，

术前均未接受针对肿瘤的任何治疗。组织标本离体后置于 4%多聚甲醛中保存，

常规制备石蜡块，4°C 冰箱保存。 

3.1.3 实验试剂 

3.1.3.1 质粒与慢病毒 

双荧光报告基因载体 pGL3-vector和 pRL-TK由上海柯雷生物科技有限公司

提供。 

pGL3-basic-PTBP3-promoter-WT 和 pGL3-basic-PTBP3-promoter-MUT 荧光

素酶报告基因载体构建所需的相关的实验试剂如下： 

琼脂粉 上海生工生物 

LB 培养基 上海柯雷生物 

质粒小提试剂盒 YEASEN 生物 

I-5™ 2×High-Fidelity Master Mix 北京擎科新业生物 

快速琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 康为世纪生物 

KpnI 和 HindIII 限制性内切酶 New England Biolabs 

ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit 南京诺唯赞生物 

慢病毒过表达载体 pSLenti-EF1-F2A-Puro-CMV-3×FLAG-WPRE 由上海和元 
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生物科技公司提供。PTBP3 过表达质粒的构建、抽提、慢病毒的包装由上海和

元生物科技有限公司完成。 

3.1.3.2 siRNA 转染 

本研究所用的 siRNA 均有上海吉玛生物有限公司设计和合成。 

Gene Symbol Direction Sequences 

si-PTBP3-1 
Forward 5’-CCAAUCACAGAGAACUUAATT-3’ 

Reverse 5’-UUAAGUUCUCUGUGAUUGGTT-3’ 

si-PTBP3-2 
Forward 5’-CCCUGUUACCCUGGAAGUUTT-3’ 

Reverse 5’-AACUUCCAGGGUAACAGGGTT-3’ 

si-Smad4-1 
Forward 5'-UACUUACCAUCAUAACAUUTT-3' 

Reverse 5'-AAUGUUAUGAUGGUAAGUAGC -3' 

si-Smad4-2 
Forward 5'-UCCAUUGCUUACUUUGAUUTT-3' 

Reverse 5'-AAUCAAAGUAAGCAAUGGAAC -3' 

3.1.3.3 引物设计和合成 

本研究中所用的引物有上海吉玛生物有限公司设计和合成。 

Gene Symbol Direction Primer Sequences 

PTBP3 
Forward 5’-GCTGTCAGTGCCGTCCAAT-3’ 

Reverse 5’-AGGGTAACAGGGTAAAAGAGGT -3’ 

GAPDH 
Forward 5’-GGAGCGACATCCCTCCAAAAT-3’ 

Reverse 5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG -3’ 

PAI-1 
Forward 5’-GGCTGACTTCACGAGTCTTTCA-3’ 

Reverse 5’-ATGCGGGCTGAGACTATGACA-3’ 

Snail 
Forward 5’-GGTTCTTCTGCGCTACTGCT-3’ 

Reverse 5’-TAGGGCTGCTGGAAGGTAAA-3’ 

Slug 
Forward 5’-TGGTTGCTTCAAGGACACAT-3’ 

Reverse 5’-GTTGCAGTGAGGGCAAGAA-3’ 

Smad1 
Forward 5’-CTACCCTCACTCTCCCACCA-3’ 

Reverse 5’-CTACCCTCACTCTCCCACCA-3’ 

Smad2 
Forward 5’-GTTCCTGCCTTTGCTGAGAC-3’ 

Reverse 5’-TCTCTTTGCCAGGAATGCTT-3’ 

Smad3 
Forward 5’-CCCCAGAGCAATATTCCAGA-3’ 

Reverse 5’-GGCTCGCAGTAGGTAACTGG-3’ 
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Gene Symbol Direction Primer Sequences 

Smad4 
Forward 5’-TGTGCCTGGTTTGATGGTAA-3’ 

Reverse 5’-GCCATTTTCCCAATCTGCTA-3’ 

Smad5 
Forward 5’-AACCTGAGCCACAATGAACC-3’ 

Reverse 5’-GTGGCATATAGGCAGGAGGA-3’ 

Smad7 
Forward 5’-TACCGTGCAGATCAGCTTTG-3’ 

Reverse 5’-AGTTTGAAGTGTGGCCTGCT-3’ 

SBE1 
Forward 

Reverse 

5’- GGTGATCTGTGAGTTGAAAAAG-3’ 

5’-GTACAAACATGGAATGGCTATA-3’ 

SBE2 
Forward 5’- TCCTTGTGGGACATTCCTTC-3’ 

Reverse 5’-CTGTAAGACCCCGCCTCTC -3’ 

3.1.3.4 细胞培养及转染相关试剂 

Opti-MEMTM 减血清培养基 GIBCO 

RFect 小核酸转染试剂 常州百代生物 

Lipofectamine 2000 Thermo Scientific 

重组人 TGF-β1 细胞因子 Peprotech 

SB431542 Selleckchem 

余细胞培养试剂同正文第二章  

3.1.3.5 免疫荧光试剂 

Vimentin 抗体(ab8069) Abcam 

E-cadherin 抗体（#14472） CST 

抗鼠荧光二抗（#5257） CST 

DAPI 溶液(10μg/ml，即用型) 索莱宝 

通透剂（Triton X-100，强） 索莱宝 

5%BSA 封闭液 索莱宝 

3.1.3.6 Western-blot 实验抗体 

PTBP3 抗体（sc-100845） Santa Cruz 

GAPDH 抗体（ab181602） Abcam 

Tubulin 抗体（ab179511） Abcam 

EMT Antibody Sampler Kit(#9782) CST 
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Smad2/3 Antibody Sampler Kit（#12747） CST 

PAI-1 抗体（#11907） CST 

Akt 抗体（#4691） CST 

p-Akt 抗体（#4060） CST 

MEK 抗体（#4694） CST 

p-MEK 抗体（#9154） CST 

Erk 抗体(#12950) CST 

p-Erk 抗体（#4370） CST 

TβRI 抗体（sc-101574） Santa Cruz 

TβRII 抗体（sc-17791） Santa Cruz 

山羊抗兔 HRP 预吸附二抗(#ab97080) Abcam 

山羊抗小鼠 HRP 预吸附二抗(#ab205719) Abcam 

3.1.3.7 qRT-PCR 试剂 

DEPC水 上海生工 

RNAfast200 极速抽提试剂盒 飞捷生物科技 

Evo M-MLV RT Premix for qPCR 艾克瑞生物科技 

SYBR® Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit 艾克瑞生物科技 

3.1.3.8 ChIP 实验相关试剂 

EpQuikTMChromatin Immunoprecipitation Kit Epigentek 

Taq Plus DNA Polymerase（ET105-01） TIANGEN 

dNTP（CD117） TIANGEN 

D2000 DNA Maker（MD114） TIANGEN 

1.25M 甘氨酸溶液（公司配制） 国药 

90%无水乙醇（公司配制） 国药 

70%无水乙醇（公司配制） 国药 

1×TE buffer(PH 8.0)（公司配制） 国药 

甲醛 国药 

3.1.3.9 荧光素酶报告基因相关试剂 

Dual-Luciferase® Reporte Assay Systems Promega 

其它化学试剂 国产分析纯 

3.1.4 实验仪器
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水平电泳仪（JY300） 北京君意东方 

紫外分析仪（JY02S） 北京君意东方 

低温高速离心机（H1650-W） 湖南湘仪 

电热恒温水浴锅（HW-SY11-K P2） 北京市长风 

电热恒温培养箱（SKP-02.420） 黄石市恒丰医疗器械 

超净工作台（SW-CJ-1D） 苏州净化设备 

气浴恒温振荡器（SHZ-82A） 金坛市荣华仪器 

超声破碎仪（JY92-IIN） 宁波新芝生物 

倒置显微镜（IX51） Olympus 

Nanodrop Thermo Fisher 

ProFlex™ PCR 仪 Thermo Fisher 

VARIOSKAN LUX 酶标仪 Thermo Fisher 

低速离心机（5702R） Eppendorf 

化学发光免疫分析仪（KPS-QQ80） 石家庄康普生科技 

生物安全柜 上海净信 

3.2 方法 

3.2.1 Real-time PCR 定量 

3.2.1.1 肺癌细胞总 RNA 提取 

由于 RNA 极易被 RNase 降解，而 RNase 广泛存在空气及周围环境，RNA

提取过程中应全称注意无酶操作，在通风橱中操作，带口罩手套，做好防护，所

有试剂及耗材均经辐射或者 DEPC 水处理，保证无核酸酶污染。 

① 待培养板内的细胞汇合度达 80%～90%时，消化细胞，离心后保留适量

上清（100μl/2×106），充分震荡直至没有细胞团块。取 100μl 放入 EP 管中。 

② 将 500μl RA2 液加入到处理好的样本中，上下颠倒混匀，室温静置 1min。 

③ 将细胞裂解物转移至内套管中，4°C，12000rpm，离心 1min。 

④ 弃去外套管中液体，将 500μl 洗液加入到内套管中，4°C，12000rpm，离

心 1min。重复此步骤洗一次。 

⑤ 弃去外套管中液体，不加洗液，将内套管重新套入外套管后， 4°C，

12000rpm，离心 1min。 

⑥ 将内套管套入 1.5ml EP 管中，在其底部加入洗脱液 25～50μl，室温静置 
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1min，4°C，12000rpm，离心 1min，取出内套管，EP 管底部的液体即为总 RNA。

提取的 RNA 进行下一步实验或-80°C 保存。 

3.2.1.2 反转录 

整个操作过程均应保证无 RNase 污染，冰上操作，降低 RNase 酶活性，实

验耗材及试剂同样要保证无 RNase 污染，按照 5×Evo M-MLV 反转录试剂说明

书配制反转录反应液。 

 

组分名称 加入量 

5×Evo M-MLV RT Premix  2μl 

Total RNA * 

RNase free water up to 10μl 

反应条件如下：37°C      15min 

                            85°C      5sec 

                            4°C       5min 

*：10μl 的反应体系，加入 500ng 的总 RNA，根据测得的 RNA 浓度，加入相应

量的 RNA 体积。 

3.2.1.3 PCR 扩增和定量分析 

按照 SYBR® Green Premix Pro Taq HS qPCR 试剂盒说明书，经上述反转

录过程得到的 cDNA 直接进行 PCR 扩增和定量分析。每个样本设置三个重复孔。

反应体系如下： 

 

组分名称 20μl体系 

SYBR® Green Premix  10μl 

cDNA 1μl 

Primer F(10μm) 0.4μl 

Primer R(10μm) 0.4μl 

RNase free water up to 20μl 

两步法 PCR 反应条件如下： 

95°C 30sec 1 cycle 

95°C 5sec 
40 cycles 

60°C 30sec 

Dissociation stage 
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3.2.2 Western-blot 实验 

实验步骤同正文第二章部分 Western-blot 步骤。 

3.2.3 细胞免疫荧光 

① 细胞爬片：细胞铺板前先在六孔板内滴一滴培养基，再放入盖玻片，然

后以合适的细胞密度进行铺板。 

② 固定：待细胞汇合度达 70%～80%时，弃去培养基，预冷的 PBS 振荡洗

涤 3 次，每次 5 分钟。将 500μl 预冷的 4%多聚甲醛加入六孔板，室温静置 15 分

钟。 

③ 封片：吸去多聚甲醛，PBS 振荡洗涤 3 次，每次 5 分钟。洗涤结束后将

盖玻片用弯针取出（注射器针头折弯），擦干盖玻片背面，载玻片中间滴一滴中

性树脂，盖玻片放于树脂上，微调将气泡赶出，放置室温晾干。 

④ 通透：将预先配制好的 0.2%的 Triton X-100 100μl 滴于细胞表面，平放

于湿盒内，摇床通透 10 分钟。 

⑤ 封闭：弃去 Triton X-100，PBS 振荡洗涤 3 次，每次 5 分钟。在细胞表

面加入 100μl 5%BSA，室温孵育 1 小时。 

⑥ 一抗孵育：一抗（1:100）配于 5%BSA 中，取 100μl 于细胞表面，4°C

过夜。 

⑦ 二抗孵育：次日，将切片取出，回收一抗，PBS 摇床冲洗 3 次，每次 5

分钟。此时开始所有操作均需要避光，用 5%BSA 按合适比例稀释荧光二抗，取

100μl 荧光二抗滴加于细胞表面，平放于湿盒内，室温避光孵育 1 小时。 

⑧ 染核：弃去二抗，PBS 摇床冲洗 3 次，每次 5 分钟。滴加 100μl DAPI

于细胞表面，室温避光孵育 5 分钟。 

⑨ 拍照：染核结束，弃去 DAPI，滴加 30μl 抗猝灭剂于细胞表面。在暗室

内，在荧光显微镜下观察并拍照。 

3.2.4 Transwell 实验 

3.2.4.1 迁移实验 

① 制备细胞悬液：本实验采用 A549 和 H1299 作为研究对象。前一天更换

为无血清培养基，饥饿细胞 12 小时。次日，常规消化细胞、离心，用 PBS 洗 1

遍。用含 1%血清的培养基重悬细胞，调整细胞密度至 5×104 个/ml。 
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② 接种细胞：取出 24 孔板小室，放入超净台，将 500μl 含 20%血清的培养

基加入到下室内。取上述准备好的细胞悬液 200μl 分散加入上室，镜下检查小室

与下层培养基之间无气泡，放入培养箱，常规培养 24 小时。 

③ 固定细胞、染色与拍照：细胞培养 24 小时后，取出 Transwell 小室，用

移液枪吸去上室培养基，预冷 PBS 清洗 3 次。将 800μl 4%多聚甲醛加入到

Transwell 孔板，固定细胞 20 分钟。然后吸去多聚甲醛，PBS 清洗 2 遍，待小室

风干后，将 800μl 0.1%结晶紫染液加入 Transwell 孔板内，染色 10 分钟，PBS

清洗 3 遍。用棉签小心擦去上室内的细胞。将小室风干后，将 Transwell 下室反

过来底朝上，在正置显微镜下，随机选取 3～5 个视野进行观察和拍照。 

④ 采用 Image J 软件统计细胞数目并计数 3 次，取 3 次结果的平均值来代

表细胞的迁移和侵袭能力。 

3.2.4.2 侵袭能力 

实验前一天将基质胶置于 4°C 冰箱融化。次日，用无血清培养基按 1:8 比例

对基质胶进行稀释，将配制好的基质胶，加入到上室内，放置细胞培养箱 4 小时，

后续实验步骤同迁移实验。 

3.2.5 CCK-8 实验 

待培养细胞密度至 80%～90%时，常规消化、离心、重悬细胞，细胞计数，

调整细胞密度为 2×104 个/ml。将 96 孔板放入超净台，先向孔内加入 50μl 培养

基，再接种 50μl 制备好的细胞悬液，轻敲板底，使细胞分散均匀。将培养板放

在培养箱中培养，待检测时间点，将待测孔中的旧培养基吸去，加入配制好的含

20% CCK-8 的新鲜培养基，待培养 4 小时后取出，设定酶标仪 OD 值为 450nm，

测定 OD 值并根据绘制的增殖曲线，比较各组细胞的增殖情况。 

3.2.6 siRNA 转染 

3.2.6.1 细胞复苏 

① 从液氮中取出冻存的 A549 或 H1299 细胞，快速放入 37°C 水浴锅中，轻

摇冻存管使冻存液溶解。 

② 酒精充分擦拭冻存管，置于超净台中，将细胞悬液移入 15ml 离心管中，

加入 5ml 完全培养基稀释，1000rpm，离心 5 min，弃上清。 

③ 将 1ml 完全培养基加入离心管中，轻轻吹打重悬细胞，接种到培养皿中，

八字法摇匀细胞，置 37℃ 5%CO2 细胞培养箱中培养。
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3.2.6.2 细胞传代 

① 次日，观察细胞密度达到 80%时，进行细胞传代，吸去旧培养基，PBS

清洗一遍。 

② 向培养皿中加 1～2ml 0.25%胰酶，轻轻摇匀使胰酶完全浸润细胞，显微

镜下观察，消化 30～60s，看到细胞开始变圆并呈泥沙样脱落时，消化完成。 

③ 细胞消化结束后，立即加入 5ml 完全培养基，常规离心，重悬细胞，按

1:3 的比例接种细胞，置 37℃ 5%CO2 细胞培养箱中扩大培养。 

3.2.6.3 siRNA 转染 

① 细胞接种：转染前一天观察 A549 和 H1299 细胞，保证细胞生长状态良

好。常规消化离心后，将细胞以每孔 2×105 个接种于 6 孔板中，37℃、5%CO2

培养箱中培养过夜。 

② 用 250μl 无血清培养基稀释 30pmol siRNA，轻轻混匀。 

③ 10μl RFect 用 250μl 无血清培养基稀释，轻轻混匀，室温孵育 5 分钟。 

④ 孵育 5 分钟后，将 siRNA 稀释液与 RFect 稀释液混合（总体积 500μl），

轻轻混匀，室温孵育 20 分钟。 

⑤ 将 500μl 混合物加入到各孔内，轻轻晃动培养板，混匀，放入培养箱，

培养 24 小时后，重复上述转染步骤，进行再转染。 

⑥ 重复转染 24 小时后，根据分组，在相应各组细胞内加入 TGF-β1 处理细

胞 24 小时，提取细胞蛋白。 

3.2.7 荧光素酶载体的构建 

3.2.7.1 目的基因扩增 

根据已知 PTBP3 的启动子序列，设计 PCR 引物，在上下游引物中导入限制

性内切酶 KpnI（GGTACC）和 HindIII（AAGCTT）的酶切位点。加入相应的保

护碱基，目的基因 PTBP3 启动子引物序列如下： 

F：CATTTCTCTATCGATAGGTACCAGGTGTGAGCCACCATGCCCAG， 

R：ACAGTACCGGAATGCCAAGCTTCCCGCCTTCCCCACCCCGCGAG； 

下划线序列为同源臂，红色字体为酶切位点，上游为 KpnI，下游为 HindIII。 

使用 I-5™ 2×High-Fidelity Master Mix 高保真聚合酶进行 PCR 扩增，具体

反应体系如下： 
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I-5™ 2×High-Fidelity Master Mix 12.5μl 

引物 F 1μl 

引物 R 1μl 

质粒模板 1μl 

ddH2O 9.5μl 

总体积 25μl 

反应条件如下： 

 温度 时间 Cycles 

预变性 98℃ 2min 1 

变性 98℃ 10s 

40 退火 45~68℃ 10s 

延伸 72℃ 5~15s/Kb 

终延伸 72℃ 5min 1 

 4℃   

3.2.7.2 PCR 产物凝胶回收 

目的片段 PCR 扩增完成后，用 1%琼脂糖凝胶进行电泳检测，DNA marker

作为参照，判断目的基因的片段大小。将上述正确的目的条带分别切割回收至无

菌的 1.5ml EP 管中，按照快速琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒说明书回收 DNA 目

的片段，具体步骤参考试剂盒说明书，即得到纯化的 PCR 产物 PTBP3 启动子片

段。 

3.2.7.3 载体的酶切与回收 

在无菌的 0.2mlEP 反应管里，用 KpnI+HindIII 双酶切 pGL3-Basic 载体，具

体酶切体系如下： 

10× Buffer 5μl 

vector 9μl 

KpnI 1.5µl 

Hind III 1.5µl 

ddH2O 33µl 

总体积 50µl 

37℃酶切 30min 

载体酶切结果检测及回收同上。
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3.2.7.4 多片段同源重组反应 

检测上述 PTBP3(human)启动子基因和双酶切后载体的回收片段浓度，分别

为 56ng/μl、110ng/μl。准备无菌的 0.2ml EP 管，根据多片段同源重组酶的说明

书，并结合实际浓度，最终以载体片段：目的片段=3:1 的反应体系进行连接： 

Exnase II 酶 1µl 

5×CE II Buffer 2µl 

载体片段 4.5µl 

基因片段 1.5µl 

ddH2O 1µl 

 总体积  10μl 

37℃，连接 30min 

3.2.7.5 质粒转化 

① 提前将 DH5α 感受态菌从-80°C 冰箱取出，置于冰上融化。质粒 DNA 于

冰盒中融化。 

② 将 1μl 质粒 DNA 加入到 50μl 感受态菌中（此步在超净工作台上进行），

轻轻旋转混匀，冰浴 30min。在 42°C 水浴中热激 90s，随后迅速插入冰盒中。 

③ 向离心管中加入 450μl 无抗生素的 LB 液体培养基（此步在超净工作台上

进行），37°C，180rpm 摇床上振荡孵育 1h。 

④ 复苏完成后，在超净台内取 100μl 上述转化菌液均匀涂抹于含 Amp 抗生

素（100μg/ml）的 LB 固态平板培养皿上，室温下放置，直至液体吸收。 

⑤ 将平板移入 37°C 恒温培养箱，倒置，过夜培养。16h 后观察菌落生长情

况，挑取孤立白色菌落加入 4ml 含 Amp 的 LB 液态培养基中摇菌。 

3.2.7.6 质粒抽提 

质粒抽提采用 YEASEN 公司的 MolPure® Endo-free Plasmid Mini Kit 

（#19021ES50）无内毒素质粒小量提取试剂盒。试剂盒内组分如下： 

组分名称  

RNase A(10mg/ml) 125µl 

去内毒素溶液 ER(ER Solution E2) 5ml 

缓冲液 RS
*(RS Buffer E2

*) 12.5ml 

缓冲液 AC(AC Buffer E2) 5ml 
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DNA 吸附柱 E2(MolPure® DNA Column E2) 50 个 

2ml 收集管(2ml Collection Tube E2) 50 个 

裂解液 LB(LB Buffer E2) 12.5ml 

结合液 BD(BD Buffer E2) 12.5ml 

去蛋白液 PL
*(PL Buffer E2

*) 16ml 

漂洗液 W
*(Wash Buffer

*) 13ml 

洗脱液(Elution Buffer) 10ml 

详细的实验步骤如下： 

一、样本预处理 

① 取 1.5～4.5ml 过夜培养的菌液（可多次分装菌液至同一个 1.5ml 离心管），

10000rpm 离心 1min，弃上清液，收集菌体。 

② 加入 250μl 缓冲液 RS
*，吹打或涡旋重悬菌体沉淀。 

③ 加入 250μl 裂解液 LB，温和上下翻转 6～8 次以充分裂解菌体。室温放

置 4min。 

④ 加入 250μl 结合液 BD，立即温和上下翻转 6～8 次充分混匀。12000rpm

离心 10～15min，小心收集上清。 

⑤ 加入 1/10 上清体积的去内毒素溶液 ER（约 80μl），颠倒混匀，冰浴 5 min 

至溶液变清亮透明（或稍有浑浊）。冰浴过程中，颠倒混匀 2～3 次。 

⑥ 室温（25℃）放置 5min，待溶液恢复浑浊后，颠倒混匀。 

⑦ 室温 12000rpm 离心 10min 分层。上层水相为 DNA，下层蓝色油状相为

内毒素等物质。小心收集上层水相至新离心管。 

⑧ 加入 0.5 倍体积的异丙醇（约 370μl，自备），充分颠倒混匀。 

二、质粒 DNA 提取 

① 将 DNA 吸附柱 E2 套入 2ml 收集管中，备用。 

② 向 DNA 吸附柱 E2 中加入 100µl 缓冲液 AC，12000rpm 离心 1min，弃掉

废液。 

③ 将上述预处理混合液加入到 DNA 吸附柱 E 中，12000rpm 离心 1min，弃

掉废液。 

④ 加入 500µl 去蛋白液 PL
*，12000rpm 离心 1min，弃废液。 

⑤ 将 DNA 吸附柱 E2 放回收集管，加入 600µl 漂洗液 W
*，12000rpm 室温

离心 1min，弃废液。 

⑥ 重复一遍步骤 5。 
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⑦ 将 DNA 吸附柱 E2 放回收集管，空柱 12000rpm 室温离心 3min，以除去

残留的漂洗液 W
*。 

⑧ 将 DNA 吸附柱 E2 放入新的 1.5ml 离心管中，在 DNA 吸附柱 E2 中央加

入 50～100μl 洗脱液，室温放置 2min。然后 10000rpm 离心 2min。收集滤液，

即为 DNA 溶液。 

⑨ 质粒 DNA 溶液可置于-20℃长期保存。 

质粒提取后，进行电泳检测，随后将验证的阳性克隆质粒送上海柯雷生物有

限公司测序。 

PTBP3 基因启动子区 SBE 结合位点突变区段的合成，由上海柯雷生物有限

公司完成，按照 ClonExpress Ultra One Step Cloning Kit 试剂盒说明书，定点突变

相关结合位点，合成并连接到 pGL3-basic-vector 中。 

3.2.8 质粒转染 

实验步骤同本章节双荧光素酶报告基因实验部分质粒转染操作。 

3.2.9 双荧光素酶报告基因实验  

3.2.9.1 质粒转染 

① 转染前一天，选取生长状态良好的 A549 细胞，消化离心后，将细胞以

每孔 5×104 个接种于 24 孔板中，37℃、5%CO2 培养箱中培养过夜。 

② 次日，观察细胞汇合度在 50%时，开始进行细胞转染。 

③ 对于不同的细胞分组，均按照下面的方法准备转染： 

a 在 200μl EP 管内加入 1μg 两种质粒（对应的荧光素酶载体质粒、pRL-TK），

用 50μl Opti-MEM 稀释，并用枪头轻轻混匀，室温静置 5 分钟。 

b 使用前轻轻混匀 Lipofectamine 2000，在 200ul EP 管内加入 2μl 的

Lipofectamine 2000，同样用 50μl Opti-MEM 稀释，混匀，室温静置 5 分钟。 

c 随后将上述两管 Lipofectamine 2000 和质粒的稀释液混合在一个 200ul EP

管内，总体积为 100ul，用枪头轻轻混匀，室温静置 20 分钟。 

d 将 24 孔板内培养基更换为 Opti-MEM，20 分钟后向每个培养孔加入上述

转染混合液 100μl；轻摇培养板后，置于培养箱中培养。6 小时后观察细胞状态，

如漂浮细胞多，立即更换为完全培养基，否则 10 小时后再予以更换。24 小时后

在相应分组孔内加入 TGF-β1,继续培养细胞 24 小时。 

3.2.9.2 细胞双荧光素酶检测
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准备工作： 

1×PLB 制备：将 5×的 Passive Lysis Buffer (PLB)稀释成 1×的进行后续实验； 

LAR II 的制备：用 Luciferase Assay Buffer II 溶解粉剂的 Luciferase Assay 

Substrate； 

1×Stop & Glo® Reagent 的制备：用 Stop & Glo® Buffe 将 50×的 Stop & Glo® 

Substrate 稀释成 1×的溶液备用。 

① 裂解细胞：除去每孔培养基，用 1×PBS漂洗一次，每孔加入 300µl 1× PLB， 

室温摇床孵育 15min,待细胞充分裂解后，将细胞裂解液移入 EP 管内，10000～

15000g 离心 3～5 分钟，取上清用于测定。 

② 按仪器操作说明书开启荧光测定仪，测定时间设为 500ms。 

③ 将上清转入 96 孔板中，20µl/孔，随后在每孔内加入 100µl LAR II，检 

测萤火虫荧光素酶的活性。 

④ 检测完成之后加入 100µl Stop & Glo® Reagent，分别检测海肾和萤火虫

荧光素酶的 RLU 值。以海肾荧光素酶为内参，计算比值（萤火虫荧光素酶的 RLU

值/海肾荧光素酶的 RLU 值）。根据得到比值来比较不同样品间目的报告基因的

激活程度。 

3.2.10 ChIP 实验 

本实验所用 EpQuikTMChromatin Immunoprecipitation Kit 主要组分如下： 

CP1 Wash Buffer 

CP2 Antibody Buffer 

CP3A Lysis Buffer 

CP3B Lysis Buffer 

CP4 ChIP Dilution Buffer 

CP5 DNA Release Buffer 

CP6 Reverse Buffer 

CP7 Binding Buffer 

CP8 Elution Buffer 

除此之外，试剂盒内还包括 Protease Inhibitor Cocktail (100×), Normal Mouse 

IgG (1mg/ml), Anti-RNA Polymerase II (1mg/ml), Proteinase K (10mg/ml), Control 

Primer (GAPDH), 8-Well Assay Strips (with Frame). 

3.2.10.1 抗体结合至酶连板
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① 根据实验需要，确定所需要的板条，将其放置于酶联板中（将剩余板条

放回袋中，轻放于 4°C 保存）。150μl CP1 清洗反应孔一次。 

② 每孔加入 100μl CP2，分别加入以下抗体：1μl 正常小鼠 IgG 作为阴性对

照，1μl Anti-RNA Polymerase 作为阳性对照，2～4μg p-Smad3 抗体作为实验组。 

③ 用封口膜覆盖反应孔，室温孵育 60～90min。在此期间，按照以下步骤

准备细胞提取物。 

3.2.10.2 细胞收集和体内交联 

① 细胞（TGF-β1 处理或未处理）在 100mm 培养板上密度达 80%～90%，

胰酶消化后收集到 15ml 离心管中，使用细胞计数仪计算细胞密度。 

② 将细胞 1000rpm 离心 5min，弃上清。用 10ml PBS 清洗一次，1000rpm

离心 5min。弃上清。 

③ 加入 9ml 含有终浓度为 1%甲醛的新鲜培养基。于平板摇床（50～100rpm）

上室温（20～25°C）孵育 10min。 

3.2.10.3 细胞溶解和 DNA 酶切 

① 在离心管内加入 1ml 1.25M 甘氨酸溶液终止交联，混匀后 1000rpm 离心

5min。弃上清，10ml 冰 PBS 清洗，1000rpm 离心 5min，弃上清。 

② 加入 CP3A 重悬细胞团块（200μl/1×106cells）。将细胞重悬液转移至一个

1.5ml EP 管，冰浴 10min。涡旋 10s 后 5000rpm 离心 5min。 

③ 小心丢弃上清。加入含有 protease inhibitor cocktail（PIC）的 CP3B（每

1ml CP3B 加 10μl PIC）重悬核团（50～100μl/1×106cells,每管最多 500μl）。将样

品冰浴 10min，间歇性震荡。 

④ 超声剪切 DNA 后 14000rpm 离心 10min；收集上清（含酶切后染色质片

段）至新的 1.5ml EP 管内，-80°C 储存或进行下一步实验。 

3.2.10.4 蛋白/DNA 免疫沉淀 

① 按 1:1 比例加 CP4 稀释上清（100μl 上清加 100μl CP4）。 

② 转移 5μl 稀释后的上清至一个新的 0.5ml 管，标记为“Input DNA”，放

于冰上。 

③ 去除已孵育的抗体溶液，取 150μl CP2 将板条清洗 3 次。转移 100μl 已

稀释的上清至每孔，封膜后室温孵育 60～90min，水平摇床（50～100rpm）。 

④ 弃去上清，用 150μl CP1 清洗板条 6 次，每次洗涤时于水平摇床上摇晃

2min（100rpm），150μl 1×TE 清洗一次。
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3.2.10.5 交联 DNA 反转及 DNA 纯化 

① 加 1μl 蛋白酶 K 至 40μl CP5，混匀，加入含有蛋白酶 K 的 CP5 至样品中

（包括“Input DNA”），板条盖子盖上后 65°C 水浴 15min。 

② 样品（包括“Input DNA”）中加入 40μl CP6，混匀，盖上板条盖子 65°C

水浴 90min。 

③ 将离心柱放入一个 2ml 的收集管中。向样品中加入 150μl CP7，转移混合

液至离心柱中，12000rpm 离心 20s。 

④ 加入 200μl 70%无水乙醇，12000rpm 离心 15s。取出离心柱，弃废液。 

⑤ 将离心柱放回收集管中，加入 200μl 90%无水乙醇，12000rpm 离心 20s。 

⑥ 弃废液，将离心柱放回收集管中，用 200μl 90%无水乙醇清洗离心柱，

12000rpm 离心 35s。 

⑦ 将离心柱放入一个新的 1.5ml EP 管中，向吸附柱中央加入 10～20μl CP8，

12000rpm 离心 20s 洗脱 DNA。-20°C 保存或进行下一步实验。 

3.2.11 Western-blot 及免疫组化染色 

实验步骤同正文第二章 Western-blot 和免疫组化染色步骤。 

3.2.12 生物信息数据 

使用在线数据库 GEPIA 检索不同肿瘤类型中 PTBP3 与 Smad2/3 的表达相关

性。输入相关的检索词后，GEPIA 网站中自动分析计算 PTBP3 与 Smad2/3 的相

关系数和 P 值，下载相关的数据以便后续分析。 

3.2.13 统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8 进行统计学分析。Student's t 检验用于比较两组独

立的数据。Pearson 和 Spearman 相关性分析分别计算数据库和组织切片中 PTBP3

与 Smad2/3 的相关系数和 P 值。P＜0.05 被认为具有统计学意义。计量数据表示

为平均值±SD，所有实验至少进行 3 次重复。 

3.3 结果 

3.3.1 TGF-β 诱导肺腺癌细胞系中 PTBP3 的表达



第 3 章 PTBP3 介导 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT 的发生 

31 

为了研究 TGF-β1 是否可以诱导 PTBP3 在肺腺癌系中的表达，我们选取

A549，H1299，H1792，H838 细胞系，分别加入 5ng/ml 或 10ng/ml TGF-β1 诱导

培养，分别选取 0d、2d、4d、6d 不同的诱导时间提取细胞蛋白行 Western-blot，

结果发现，外源性 TGF-β1 刺激肺腺癌细胞后，上皮细胞指标 E-cadherin 表达水

平显著下降，而间质细胞相关指标 N-cadherin 明显升高，表明 TGF-β1 可成功诱

导肺腺癌细胞系 EMT。同时我们发现伴随着 EMT 的指标的变化，TGF-β1 可显

著提高细胞内 PTBP3 蛋白的表达，并且随着 TGF-β1 刺激时间的延长，这种变化

愈加明显（图 3.1）。 

 

 

 

 

 

TGF-β 调控基因表达主要是通过 Smad 信号通路，TGF-β 与受体结合后，磷

酸化 Smad2/3,随后与胞质内的 Smad4 结合，形成三聚体入核后，通过结合相关

靶基因启动子区的 Smad 结合元件（Smad binding element，SBE）调控基因的表

达。为了明确 TGF-β 是否通过经典的 Smad 信号通路诱导 PTBP3 表达，我们通

过 JASPAR 在线网站预测 PTBP3 启动子是否存在 SBE 结合位点，结果发现在转

录起始点上游 2000bp 内存在两个 SBE 结合位点，因此我们推测 TGF-β 诱导的

p-Smad2/3 复合物结合在 PTBP3 的 SBE 位点，促进 PTBP3 的表达。为此我们在

A549 细胞内采用 siRNA 介导的 Smad4 基因沉默，进而行 Western-blot 检测，分

析沉默 Smad4 后 PTBP3 蛋白的变化情况。结果显示，转染 Smad4 蛋白的 siRNA

后，Smad4 蛋白表达显著下降。TGF-β 诱导的 EMT 标志蛋白 E-cadherin 及

N-cadherin 的变化被抑制，同时 TGF-β 诱导的 PTBP3 高表达也被抑制（图 3.2A）。

为进一步验证上述实验结果，我们采用TGF-β/Smad通路小分子抑制剂SB431542

处理 A549 细胞以阻断 TGF-β/Smad 通路，结果发现，随着 SB431542 浓度的增

加，TGF-β 诱导的 PTBP3 表达升高完全被抑制（图 3.2B）。综合以上发现，说明

PTBP3 的表达受 TGF-β/Smad 通路调控。

图 3.1 Western-blot 实验显示，随着 TGF-β1 刺激时间（天）的增加，可显著增加肺腺

癌细胞系（A549、H1792、H1299、H838）中 PTBP3 的表达，同时伴有 EMT 相关指

标 E-cadherin、N-cadherin 的改变。 
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为进一步明确 Smad2/3/4 是否直接结合在 PTBP3 启动子区的 SBE，激活其

转录和表达，我们接下来行双荧光素酶报告基因实验。我们将 PTBP3 启动子区

长约 2000bp 的启动子序列插入到萤火虫荧光素酶报告基因的上游，同时点突变

这 两 个 SBE 结 合 位 点 ， 分 别 构 建 pGL3-basic-PTBP3-promoter-WT 和

pGL3-basic-PTBP3-promoter-MUT 荧光素酶报告基因质粒（图 3.3A）。根据分组，

在 A549 细胞内转染构建的质粒和海肾荧光素酶报告质粒（pRL-TK），采用双荧

光素酶报告基因系统检测插入的启动子的序列对下游荧光蛋白的影响，结果显

示，WT 组的荧光信号较对照组显著增高（P＜0.001），TGF-β 刺激后荧光信号

明显增强；而 MUT 组的荧光信号不受 TGF-β1 的影响，并且较 WT 组明显减弱

（P＜0.01，图 3.3B），以上结果提示 TGF-β1 可通过 PTBP3 基因启动子区的

Smad2/3/4 结合位点调控下游基因的表达。 

接下来，为了验证 p-Smad3 在细胞内是否与 PTBP3 启动子区 SBE 结合位点

直接结合。我们进一步采用 p-Smad3 抗体进行染色质免疫共沉淀实验。随后通过

分别设计跨越 SBE1、SBE2 的引物进行 qPCR，检测其富集程度。我们发现，在

A549 细胞内，TGF-β1 诱导的 p-Smad2/3 复合物能明显富集到 SBE1 和 SBE2 结

合位点的序列（图 3.3C）。 

综上所述，本研究发现 TGF-β1 可通过 Smad 信号通路促进肺腺癌细胞系中

PTBP3 的转录和表达（图 3.3D）。

图 3.2（A）A549 细胞转染 Smad4 基因的 siRNA 后行 Western-blot 检测 PBTP3、

E-cadherin、N-cadherin 的表达变化。（B）A549 细胞加入不同浓度的 TGF-β1 通路小

分子抑制剂 SB431542 后行 Western-blot 检测 PTBP3、E-cadherin、N-cadherin 蛋白表

达变化。 
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3.3.2 沉默 PTBP3 抑制 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT、迁移和侵袭 

由于我们发现 TGF-β 可明显促进肺腺癌中 PTBP3 蛋白的表达，因此我们推

测 PTBP3 是否在下游通路上介导 TGF-β 诱导的肺腺癌细胞 EMT、迁移和侵袭。

因此，我们在A549细胞内转染 PTBP3的 siRNA，瞬时沉默 PTBP3，行Western-blot

验证敲减效果（图 3.4）。

图 3.3 TGF-β1 通过 Smad 通路调控 A549 细胞中的 PTBP3 表达。（A）JASPAR 网站

预测 PTBP3 基因启动子区存在两个 SBE 结合位点。包含 SBE1 与 SBE2 结合位点在

内的大约 2000bp 的 PTBP3 启动子区及其突变序列被克隆到 pGL3-basic 载体。（B）

双荧光素酶报告基因分析 TGF-β1 可通过 PTBP3 启动子区的 SBE 结合位点调节下游

基因的表达。转染质粒 24 小时后加入 TGF-β1，刺激细胞 24 小时后收集细胞行荧光

检测。（C）TGF-β1 刺激 A549 细胞 6 小时后，收集细胞后行 ChIP-qPCR 检测 p-Smad3

富集到相应 DNA 片段的含量。（D）TGF-β1 通过 p-Smad2/3/4 转录因子促进 PTBP3

的转录和表达的示意图。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001，t 检验。 
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然后用 TGF-β1 分别处理对照组 A549 细胞和转染 siPTBP3 的 A549 细胞 24

小时，倒置显微镜下观察细胞形态，我们发现 TGF-β1 处理对照组 A549 细胞后，

细胞形态发生明显变化，细胞由典型的鹅卵石样转变为细长的间充质形态，而沉

默 PTBP3 后，TGF-β1 处理 A549 细胞，其形态未见明显改变（图 3.5），说明沉

默 PTBP3 可抵消 TGF-β 引起的 A549 细胞形态学变化。 

 

 

 

EMT 转变过程中具有特征性改变的标志为上皮标志物 E-cadherin 水平的降

低，同时伴有间质标志物 N-cadherin 和 Vimentin 的升高，因此我们提取对照组

和实验组细胞蛋白，行 Western-blot 检测 EMT 相关标志物的变化，结果显示，

TGF-β1 刺激 A549 和 H1299 细胞后，可显著下调 E-cadherin 表达，同时上调

N-cadherin、Vimentin 的表达。而沉默 PTBP3 后，抵消了 TGF-β1 诱导 EMT 相

关标志物的改变（图 3.6A）。接下来，我们对不同处理的 A549 细胞行免疫荧光

检测，发现在 A549 细胞中，沉默 PTBP3 可抑制 TGF-β1 诱导的上皮标志物

E-cadherin 和间质标志物 Vimentin 的改变（图 3.6B）。综合以上实验结果，我们

证实沉默 PTBP3 可抵消 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT。 

图 3.4 Western-blot 检测 A549 细胞转染 siPTBP3 后转染效率。 

图 3.5 TGF-β1分别处理对照组和转染 si-PTBP3的A549细胞，倒置显微镜下显示A549

细胞形态学变化。 
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TGF-β 与细胞表面受体结合后，磷酸化胞质内 Smad2/3 蛋白，随后与 Smad4

形成三聚体，入核与相应靶基因启动子区的 SBE 位点结合，继而引起 EMT 标志

物蛋白的变化。这些靶基因主要是与 EMT 相关的一些转录因子如 Slug、Snail、

PAI-1 等。因此，接下来，我们采用 qRT-PCR 和 Western-blot 检测这些靶基因的

变化。结果显示，TGF-β1 可显著升高 Slug、Snail、PAI-1 mRNA 和蛋白的表达，

而与对照组相比，沉默 PTBP3 可显著降低这些靶基因的表达，证实敲减 PTBP3

可抑制 TGF-β/Smad 信号通路中相关靶基因表达，继而抑制肺腺癌的 EMT（图

3.7）。 

 

 

 

 

 

TGF-β 诱导 EMT 的发生，随后引起细胞之间的粘附减少，导致细胞迁移和

侵袭能力增强。因此接下来，我们通过 Transwell 实验明确沉默 PTBP3 后对肺腺

癌细胞迁移和侵袭能力的变化。发现 TGF-β1 可显著增强对照组 A549 和 H1299

细胞的迁移和侵袭的能力，但当 TGF-β1 处理用 siPTBP3 转染后的 A549 和 H1299

细胞后，其增强细胞迁移和侵袭的能力显著减弱（图 3.8）。

图 3.6 沉默 PTBP3 抑制 TGF-β1 诱导的肺腺癌 EMT。（A）A549（左）和 H1299（右）

细胞转染 siNC 和 siPTBP3 24 小时后，分别在相应分组内加入 TGF-β1，处理 24 小时。

Western-blot 显示 EMT 标志物 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 的变化。（B）A549

细胞组转染 siNC 和 siPTBP3 24 小时后，加入 TGF-β1，处理 24 小时，细胞免疫荧光

显示 EMT 标志物 E-cadherin、Vimentin 的变化。 

图 3.7 敲减 PTBP3 抑制 TGF-β/Smad 信号通路相关靶基因的表达。A549 和 H1299

转染 siPTBP3 和 siNC 48 小时后，分别在相应分组内加入 TGF-β1，处理 24 小时，

然后行 qRT-PCR（右）和 Western-blot（左）检测 Slug、Snail、PAI-1 指标的变化。

***P＜0.001，t 检验。 
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为了排除细胞增殖对迁移和侵袭的影响，我们采用 CCK-8 检测敲减 PTBP3

对 A549 和 H1299 细胞增殖能力的变化。发现与对照组相比，敲减 PTBP3 不影

响 A549 和 H1299 的增殖能力（图 3.9）。 

 

 

 

 

3.3.3 PTBP3 通过激活 Smad2/3 的表达促进肺腺癌 EMT 

为了探究 PTBP3 影响 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT、细胞迁移和侵袭的分子机

制，我们进一步研究了 PTBP3 是否影响 TGF-β/Smad 信号通路中的关键分子。

首先我们通过设计针对不同 Smad 基因的引物，在 A549 和 H1299 细胞内转染

图3.8 PTBP3与细胞迁移和侵袭能力的关系。A549和H1299细胞转染 siNC和 siPTBP3

后，根据不同分组，加入 TGF-β1，Transwell 检测细胞迁移和侵袭能力的变化。*P＜

0.05，**P＜0.01，t 检验。 

图 3.9 PTBP3 与细胞增殖的关系。A549 和 H1299 细胞转染 siNC 和 siPTBP3 后，在

不同的时间点，采用 CCK-8 检测细胞增殖能力的变化。 
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PTBP3 的 siRNA 后行 qRT-PCR 检测这些蛋白转录本的表达变化，发现 Smad2、

Smad3 转录本在 siPTBP3 组表达显著降低，而 Smad1、Smad4、Smad5、Smad7

表达无明显变化（图 3.10A）。为此，我们进一步在转染 siPTBP3 的 A549 和 H1299

细胞，通过 Western-blot 检测 Smad2、Smad3、Samd4 蛋白的变化，结果显示，

PTBP3 的下调显著抑制了 Smad2、Smad3 蛋白的表达，却不影响 Smad4 蛋白的

表达（图 3.10B）。 

 

 

 

 

此外，我们进一步行 Western-blot 检测 PTBP3 对 p-Smad2/3 的影响。发现

PTBP3 的下调显著降低 A549 细胞内总 Smad2/3 以及 p-Smad2/3 的表达。相反，

PTBP3 的过表达明显升高了细胞内总 Smad2/3 以及 p-Smad2/3 的表达（图 3.11）。 

图 3.10 PTBP3 与 Smad2/3 蛋白表达之间的关系。（A）qRT-PCR 检测各组细胞 Smad1、

Smad2、Smad3、Smad4、Smad5 及 Smad7 的表达变化。（B）Western-blot 检测各组

细胞 Smad2、Smad3 及 Smad4 蛋白的表达变化。**P＜0.01，t 检验。 
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TGF-β 主要通过经典 Smad 信号通路诱导细胞的 EMT，除此之外，TGF-β

还可以通过非 Smad 依赖的信号通路来介导 EMT 的发生。这些非 Smad 依赖的

信号通路中，主要包括 MEK/ERK 通路和 PI3K/AKT 通路。因此，接下来我

们通过 Western-blot 检测过表达 PTBP3 后是否影响上述通路关键蛋白的表达。结

果显示,在 A549 细胞中过表达 PTBP3 并不影响 MEK、Erk、Akt 蛋白和相应的

磷酸化蛋白表达（图 3.12A）。综合以上结果，本研究证实 PTBP3 主要通过激活

Smad2/3 蛋白的表达及其磷酸化，促进肺腺癌 EMT 的发生（图 3.12B）。 

 

 

3.3.4 PTBP3 在肺腺癌组织中与 Smad2/3 表达呈明显正相关。 

为了明确 PTBP3 在肿瘤组织中与 Smad2、Smad3 表达的相关性，我们通过

检索GEPIA数据库，发现在多种癌症中，PTBP3 mRNA表达水平与Smad2、Smad3 

mRNA 呈明显正相关（图 3.13）。证明 PBTP3 mRNA 在泛癌中均与 Smad2、Smad3 

mRNA 的表达相关。 

图 3.11 A549 细胞转染 siPTBP3 或过表达质粒后，TGF-β1（5ng/ml）分别刺激细胞 3

小时和 6 小时后，Western-blot 检测细胞内总 Smad2/3 以及 p-Smad2/3 的表达变化。 

图 3.12 (A) A549 细胞转染过表达质粒后，TGF-β1 刺激细胞 24 小时后，Western-blot

检测细胞内 Akt、Erk、MEK 以及 p-Akt、p-Erk、p-MEK 蛋白的表达。（B） PTBP3

主要通过激活 Smad2/3 的表达来促进 TGF-β1 诱导的肺腺癌 EMT（示意图）。 
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为了进一步探究肺腺癌中 PTBP3 与 Smad2/3 蛋白表达的相关性，我们对包

括 30 例肺腺癌的组织芯片进行免疫组化分析，检测 PTBP3 和 Smad2/3 蛋白的

表达。按照第二章免疫组化评分方法对结果进行染色评分。通过分析 PTBP3 和

Smad2/3 蛋白表达评分，发现在肺腺癌组织中 PTBP3 与 Smad2/3 蛋白表达水平

存在显著正相关（图 3.14）。通过以上分析，证实在肺腺癌组织中 PTBP3 与

Smad2/3 表达呈正相关。 

 

 

 

 

 

3.4 讨论 

肺癌是世界范围内死亡率最高的恶性肿瘤之一。现阶段，肺癌的发病率仍在

逐渐上升，全球每年新发肺癌患者约 210 万，约占总体新发恶性肿瘤病例的 12%。

其死亡率接近 90%，每年约 180 万患者死于肺癌[1]。多数患者治疗失败，导致 

图 3.13 GEPIA数据库分析在泛癌中PTBP3 mRNA与Smad2、Smad3 mRNA的相关性。

Spearman 相关分析计算相关系数 Rho 和 P 值。红点表示 P＜0.05。 

图 3.14 PTBP3 蛋白在肺腺癌组织中与 Smad2/3 蛋白表达呈正相关。（A）免疫组化显

示肺腺癌中 PTBP3 与 Smad2/3 表达的示意图。（B）根据染色评分结果，Pearson 相

关分析计算相关系数 r 和 P 值。（C）热图显示肺腺癌中 PTBP3 与 Samd2/3 表达的相

关性。 



同济大学 博士学位论文 PTBP3 介导 TGF-β 诱导的肺腺癌上皮间质转化的机制研究 

40 

肿瘤复发和转移，也是导致高死亡率的重要原因。对于驱动基因阳性的患者，多

采用手术联合靶向治疗；驱动基因阴性的患者多采用放化疗联合免疫治疗。由于

治疗差异和耐药，导致治疗效果不佳。因此寻找新的肺癌治疗靶点，具有重大的

临床实践意义。 

肿瘤转移是多阶段、多基因参与的复杂过程，EMT 被认为是恶性肿瘤侵袭

和转移的起始步骤。TGF-β 作为 EMT 主要的诱导因子，在肺癌组织中呈高表达

[37,38]。其主要通过经典的 Smad 通路诱导肺腺癌 EMT，在肺腺癌的侵袭和转

移中发挥重要作用。PTBP3 作为一种 RNA 结合蛋白，既往被证实与肺腺癌细胞

的迁移和运动有关[33]，这促使我们进一步探索 PTBP3 在 TGF-β 诱导肺腺癌

EMT 中发挥的作用。在本研究中，我们的结果显示在肺腺癌细胞中，TGF-β1 能

够显著上调 PTBP3 的蛋白表达。然而 TGF-β1 是如何调控 PTBP3 蛋白的表达，

其潜在机制又是什么？既往研究显示，TGF-β1 通过激活下游 Smad2/3/4 转录复

合体，该转录复合体直接结合在 DOCK4 基因启动子近端的内含子区域的 SBE

结合位点，促进该基因的表达，继而介导 TGF-β 的促转移作用[39]。同样，TGF-β

诱导的 Smad2/3/4 复合体直接结合在 EPB41L5 启动子区域的 SBE 结合位点，激

活其转录和表达，进而促进 TGF-β 驱动的转移作用[40]。另外，TGF-β1 通过上

调转录因子 c-Jun 的表达和活性，该转录因子结合在 HtrA3 的启动子区并抑制其

转录过程，而 HtrA3 在下游通路上抑制 TGF-β1 介导的侵袭转移[41]。在本研究

中，我们通过检索 JASPAR 网站，在 PTBP3 启动子区域发现两个 SBE 结合位点，

通过实验进一步证实，TGF-β1 激活的 Smad2/3/4 转录复合体能够直接靶向结合

在 PTBP3 启动子区的 SBE 结合位点，促进 PTBP3 的转录和表达，这在一定程度

上也解释了 PTBP3 在肺腺癌组织中呈高表达的原因。 

那么既然 TGF-β1 上调 PTBP3 的表达，PTBP3 是否又会在下游调控 TGF-β

介导的肺腺癌侵袭和转移呢？通过在肺腺癌细胞中干扰 PTBP3 的表达，我们发

现 PTBP3 的下调可显著抑制 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT、迁移和侵袭能力。同时

我们还发现敲减 PTBP3后可显著抑制TGF-β/Smad信号通路中 Slug、Snail、PAI-1

等与 EMT 相关的转录因子的表达。这些结果初步提示 PTBP3 可能是通过调控

TGF-β/Smad 通路进而诱导肺腺癌的 EMT、迁移和侵袭。 

TGF-β 家族成员、受体及其下游通路分子的变化在肿瘤侵袭和转移中扮演者

重要的角色[42]。多种分子参与调控 TGF-β/Smad 通路中的关键分子，进而影响

肺腺癌 EMT 的发生。目前研究多集中在对 TGF-β 受体和 Smad 蛋白的调控上。

事实上，许多分子在转录或是转录后水平参与对 TGF-β 受体和 Smad 蛋白的调控

[43-46]。其中，作为通路中的关键蛋白，Smad2/3/4 受到多种因素的调节。例 
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如，Tang 等人的研究发现 Profilin-2 能够抑制组蛋白去乙酰化酶 HDAC1 的核转

位，阻止 HDAC1 被招募到 Smad2 和 Smad3 的启动子，最终导致 Smad2 和 Smad3

的转录激活[43]。肌酸被报道能够通过 MPS1 激活 Smad2/3 的表达,进而促进直

肠癌和乳腺癌的转移，缩短小鼠的生存期[47]。SIRT7 调控 Smad4 的去乙酰化

抑制 TGF-β 通路，从而抑制乳腺癌肺转移[48]。这些研究结果促进我们去探索

PTBP3 是否影响 Smad 系列蛋白的表达，进而影响了 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT。

通过在肺腺癌细胞中敲减 PTBP3 的表达后检测多种 Smad 基因的表达变化，我

们发现沉默 PTBP3 后，Smad2 和 Smad3 的转录本表达显著降低，但对 Smad1、

Smad4、Smad5、Smad7 的转录本表达却无明显影响，蛋白免疫印迹分析进一步

显示沉默或过表达 PTBP3 明显减低或提高了细胞内总的 Smad2/3 蛋白及其磷酸

化表达水平。同时，我们在组织样本里的研究也证实了我们的结论。我们发现，

在肺腺癌组织中 PTBP3蛋白表达与 Smad2/3 蛋白表达是呈显著正相关的。TGF-β

除了经典的 Smad 通路诱导肺腺癌 EMT，还可通过调节活化 MEK/ERK 和

PI3K/AKT 在内的多种信号分子，介导肺腺癌 EMT[12]。因此，通过检测过表

达 PTBP3 后上述信号分子的变化，发现 MEK、ERK、AKT 及其相应磷酸化蛋

白表达水平并没有明显改变。这提示我们，在肺腺癌细胞中，PBTP3 可主要通

过激活 Smad2/3 的表达及其磷酸化从而促进 TGF-β 诱导的 EMT、迁移和侵袭。 

因此，我们研究首次证实了在肺腺癌细胞中，TGF-β1 可正向调控 PTBP3 基

因的表达。更为重要的是我们发现 PTBP3 可通过激活 Smad2/3 的表达及磷酸化，

增强 TGF-β 诱导的 EMT 并促进肺腺癌的迁移和侵袭。PTBP3-Smad2/3 形成的正

反馈环可能是介导 TGF-β 诱导肺腺癌 EMT 的关键因素。事实上，也有相关研究

显示在肺腺癌中，TGF-β1通过诱导PREP1的表达，继而PREP1通过结合在Smad3

基因第一个内含子区域 PREP 保守序列促进 Smad3 的转录和表达，介导 TGF-β

诱导的转移[49]。此外，TGF-β 诱导的 Smad3/4 转录复合体直接结合在 MYOCD

基因的启动子区 SBE 结合位点，促进其转录和表达，反过来，MYOCD 通过与

Smad3/4 复合物结合，促进 TGF-β 诱导的下游基因的表达[50]。除此之外，TGF-β

还可诱导多种非编码 RNA，进一步调控 TGF-β 诱导的肺癌侵袭和转移[51,52]。

这种 TGF-β 调控的编码基因和非编码基因，以及他们与下游通路广泛存在的相

互作用方式增加了 TGF-β 信号通路的复杂性。 

简而言之，我们的研究首次证实了在肺腺癌细胞中，TGF-β 可通过 Smad2/3

依赖的方式，调节 PTBP3 的转录和表达，反过来，PTBP3 通过促进 Smad2/3 的

表达及磷酸化从而介导 TGF-β 诱导的 EMT 和肺腺癌侵袭。该研究揭示

PTBP3-Smad2/3 轴向调控 TGF-β 诱导 EMT 和肺腺癌侵袭转移的新机制。 
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第 4 章 PTBP3 在小鼠体内促进肺腺癌的转移 

4.1 材料 

4.1.1 实验动物 

本实验所用的 4～6 周龄的雌性 BALB/c 裸鼠（SPF 级别）购于上海市斯莱

克实验动物有限公司。随机分为 2 组，每组 10 只。实验动物饲养于上海市同济

医院动物实验中心（SPF 级）。本研究经上海市同济医院动物伦理委员会批准。 

4.1.2 实验细胞 

同正文第二章。 

4.1.3 实验试剂  

4.1.3.1 细胞培养及转染试剂 

同正文三章实验试剂部分。 

4.1.3.2 Western-blot 实验试剂 

PTBP3 抗体（sc-100845） Santa Cruz 

EMT Antibody Sampler Kit(#9782) CST 

GAPDH 抗体（ab181602） Abcam 

山羊抗兔 HRP 预吸附二抗(#ab97080) Abcam 

山羊抗小鼠 HRP 预吸附二抗(#ab205719) Abcam 

4.1.3.3 qRT-PCR 试剂 

RNAfast200 极速抽提试剂盒 上海飞捷生物 

Evo M-MLV RT Premix for qPCR 艾克瑞生物 

SYBR® Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit 艾克瑞生物 

4.1.3.4 免疫组化及 HE 染色试剂 

Bouin 固定液（100ml） 上海科汇生物 

苏木素伊红(HE)染色试剂盒 索莱宝 
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p-Smad3（#9520） CST 

余免疫组化试剂同正文第一章部分  

4.1.4 实验仪器 

烤片机 LEICA HI1220 德国 Leica 公司 

石蜡切片机 LEICA RM2243 德国 Leica 公司 

自动脱水机 LEICA TP1020 德国 Leica 公司 

摊片机 LEICA HI1210 德国 Leica 公司 

冰台 LEICA EG1150 德国 Leica 公司 

正置显微镜 日本 Olympus 公司 

4.2 方法 

4.2.1 慢病毒转染构建稳转细胞系 

① 细胞铺板：本研究选择 A549 细胞作为目的细胞，转染前，将细胞铺到

六孔板中，使第二天，细胞密度在 50%～60%左右。 

② 病毒转染：次日，用含有 5μg/ml polybrene 的 2ml 培养基替换六孔板内

的原有培养基，加入适量病毒悬液，放入培养箱继续培养 24 小时后，用新鲜培

养基替换原培养基。 

③ 阳性细胞筛选：继续培养细胞 48～72 小时，在培养基中加入 2μg/ml 的

嘌呤霉素筛选，期间观察有无大量漂浮细胞，如有则及时进行换液。或者每 2 天

进行细胞常规换液。 

④ 验证感染效率：嘌呤霉素筛选后，无细胞死亡，细胞状态趋于稳定时，

继续添加含有嘌呤霉素的培养基维持培养 1～2 周，提取细胞 RNA 和蛋白，行

PCR 和 Western-blot 检测目的基因的相对表达量，评估转染效率。 

4.2.2 构建 BALB/c 小鼠肺癌转移模型 

4.2.2.1 实验动物饲养及分组 

选自 4 周龄雌性 BALB/C 裸鼠（SPF 级别）20 只，于上海市同济医院动物

实验中心（SPF 级）适应性饲养 1 周。1 周后，将裸鼠随机分为两组，每组 10

只，标记分组，实验分组分别为：对照组（NC 组）、PTBP3 过表达组（PTBP3 

组）。每组分两笼内饲养，由专人管理，保证喂养环境的温度及湿度适宜，基础
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饲料喂养，自由饮水。每周更换 2 次垫料。人员出入严格遵守无菌原则，保证小

鼠饲养环境的无菌。 

4.2.2.2 动物模型的建立 

① 细胞准备：分别取对数期生长的对照组和 PTBP3 过表达组 A549 细胞株，

培养在 T75 培养瓶中，经传代、扩增细胞后，于收集细胞前一晚更换新鲜培养基。

当细胞汇合度达 80%～90%时，经胰蛋白酶消化后，用 PBS 洗涤 2 次，1000rpm

离心 5 分钟，DM/EM 培养基重悬细胞，细胞计数，制备成 2×107/ml 单细胞悬

液。 

② 成瘤：将小鼠放入尾静脉注射固定器中，拇指及食指夹住鼠尾，碘伏消

毒后，用胰岛素针吸取上述制备好的细胞悬液 200μl（4×106 细胞）。经尾静脉缓

慢注射，注射速度不宜过快。退出进针口后迅速用海绵球压住进针口，防止漏液。 

③ 腹腔给药：于尾静脉注射肿瘤细胞 5 天后，经小鼠腹腔注射重组 TGF-β1， 

按每只小鼠 4μg/kg 的剂量给药，以促进 A549 细胞的转移和定值。以后每隔 5

天给药一次，直至小鼠处死前。腹腔注射具体操作如下：左手固定小鼠于掌中，

保持小鼠仰卧，腹部碘伏消毒后，抽取适量重组 TGF-β1，于小鼠右下肢靠内侧

进针，有落空感后缓慢推药，操作轻柔，避免损伤小鼠。 

④ 观察和记录：尾静脉注射肿瘤细胞后每隔 3 天，记录小鼠体重，体重下 

降超过 2g，需立即中止实验。给予小鼠注射 A549 细胞后 2周，处死对照组和实

验组老鼠各一只，解剖取出肺组织，大体观察小鼠肺部成瘤情况。以后每隔两周

各处死一只小鼠，定期监测小鼠肺部成瘤情况，2 月后处死小鼠，结束实验。 

⑤ 标本取材、固定和切片：裸鼠经腹腔注射水合氯醛麻醉后，左手拇指和

食指固定住鼠头，右手抓住鼠尾，然后向后上方用力一拉，使小鼠颈椎脱臼死亡。

将小鼠四肢固定，保持仰卧位，切开颈、胸、腹皮肤，先游离颈部气管，近端气

管结扎后，经气管向肺部注射 PBS 溶液，使肺膨胀，便于分离，完整取出肺组

织后再取出肝脏组织。将取出的肺和肝脏组织放入 Bouin 固定液，固定 1 小时后

取出，大体观察肺部及肝脏表面转移结节，拍照后，继续于 Bouin 固定液中固定

24 小时，常规石蜡包埋，切片以及 HE 染色。 

4.2.3 HE 染色 

① 取材组织块，经固定后，常规石蜡包埋，切片。 

② 脱蜡前将组织蜡块切片放置于 60°C 烘箱中，烘烤 60 分钟；将烘烤后的

切片立即浸入二甲苯 I、II、III 各 10 分钟，随后依次浸入 100%乙醇，95%乙醇，

80%乙醇，70%乙醇各 5 分钟；蒸馏水浸泡 5 分钟，而后将切片放置 PBS 中，摇
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床冲洗 3 次，每次 5 分钟。 

③ 将苏木素染液滴在组织切片上，染色 5 分钟后蒸馏水冲洗，洗去浮色。 

④ 分化液分化 3 分钟，自来水冲洗 2 次，每次 2 分钟。 

⑤ 将伊红染液滴在组织切片上，染色 1 分钟，蒸馏水冲洗数秒，快速脱水。 

⑥ 将切片依次浸入低浓度至高浓度的梯度酒精以及二甲苯 I，二甲苯 II，二

甲苯 III 各 5 分钟。中性树胶封片，镜下观察拍照。 

4.2.4 Western-blot 实验 

组织裂解物蛋白提取：新鲜小鼠肺组织取出后，切取 100mg 的肿瘤组织，

置入液氮中速冻，然后将速冻后的组织块置入研磨器中研磨成粉状。将粉状的组

织移入 1.5ml EP 管内，加入 1ml 的含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂

解液。用匀浆器每次 30s 低速匀浆，直至组织完全裂解，置入冰上裂解 1 小时。

后于 4°C，12000g 离心 15 分钟，将上清液转移至新的 EP 管内，弃去沉淀，将

样品保存在-80°C 冰箱或进行下一步实验。 

余实验步骤同正文第二章 Western-blot 部分。 

4.2.5 Real-time PCR 定量 

实验步骤同正文第三章 qRT-PCR 部分。 

4.2.6 统计学分析 

采用 GraphPad Prism 8 进行统计学分析，Student's t 检验用于比较两组独

立的数据。P＜0.05 被认为具有统计学意义。 

4.3 结果 

4.3.1 PTBP3 在小鼠体内促进肺腺癌的转移 

为了构建稳定过表达 PTBP3 的 A549 细胞系，我们将人源 PTBP3 的全长的

cDNA 克隆至慢病载体质粒 pSLenti-EF1-F2A-Puro-CMV-3×FLAG-WPRE 中。将

构建好的质粒转染到 HEK 293T 细胞中，收集病毒上清液，随后我们用收集包

装好的慢病毒转染 A549 细胞 72 小时，经 2μg/ml 嘌呤霉素筛选，最终获得稳定

过表达 PTBP3 的 A549 细胞系。提取细胞蛋白和 RNA,行 Western-blot 和 PCR 检 
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测 PTBP3 在稳定过表达 A549 系中的表达水平。结果显示成功构建了过表达

PTBP3 的 A549 细胞株（图 4.1）。 

 

 

由于我们已经在体外细胞系证实 PTBP3 介导 TGF-β 诱导的肺腺癌 EMT、迁

移和侵袭。因此接下来，我们进一步探究 PTBP3 在体内对肺腺癌转移和定植能

力的影响。因此，我们构建了经尾静脉注射 A549 细胞的肿瘤转移模型。分别经

尾静脉注射对照组 A549 细胞(A549NC)和 PTBP3 稳定过表达的 A549 细胞

(A549PTBP3)，每隔 5 天经小鼠腹腔注射重组 TGF-β1 以促进肿瘤转移，2 月后处

死小鼠，拍照并肉眼计数肺组织表面的转移结节。肉眼见，A549PTBP3 组小鼠肺

部转移结节比 A549NC 组小鼠肺部转移结节数量显著增多（图 4.2）。但无论是在

A549NC组还是A549PTBP3组，我们在小鼠肝脏表面均未发现肉眼可见的转移结节。 

 

 

 

 

将以上两组小鼠肺组织和肝组织固定，石蜡包埋，切片和 HE 染色，显微镜

下比较各组肺和肝脏微转移结节的数量。HE 染色结果显示，A549PTBP3 组小鼠肺

部微小结节转移灶较 A549NC 组显著增多（图 4.3A）。我们在两组小鼠肝脏虽未

发现任何肉眼可见的转移结节，但HE染色结果显示，相对于A549NC组，A549PTBP3

组小鼠肝脏微小转移结节明显增多（图 4.3B）。

图 4.1 Western-blot 和 qRT-PCR 检测 A549 细胞转染 PTBP3 慢病毒效率。 

图 4.2 PTBP3 在小鼠体内对肺腺癌转移能力的影响。（A）Bouin 固定液固定小鼠肺

组织（n=6）。上图为前面观，下图为后面观。红色箭头表示肺部转移结节。（B）A549NC

组和 A549PTBP3 组小鼠肺部转移结节数量统计分析；***P＜0.001，t 检验。 
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4.3.2 PTBP3 在小鼠体内促进 TGF-β/Smad 诱导的 EMT 

为进一步评估PTBP3在小鼠体内对TGFβ/Smad诱导EMT相关蛋白的影响，

我们对两组小鼠肺组织切片采用 p-Smad3 抗体行免疫组化分析，发现 A549PTBP3

组小鼠肺部瘤体内 p-Smad3 蛋白表达明显升高（图 4.4A），这提示 PTBP3 在体

内可明显激活 TGF-β/Smad 信号通路。因为 TGF-β/Smad 通路，最终引起 EMT

的发生，使细胞之间粘附性减低，使肿瘤细胞侵袭和转移性增强。因此，我们进

一步提取各组小鼠肺部瘤体组织蛋白，行 Western-blot 检测 EMT 相关指标，结

果显示，A549PTBP3 组小鼠瘤体 E-cadherin 表达明显降低，而间质指标 N-cadherin、

Vimentin 蛋白表达明显升高（图 4.4B）。以上结果进一步证实 PTBP3 在小鼠体内

促进肺腺癌的远处转移和定植能力，与我们体外的研究结论一致。 

 

 

图 4.3 小鼠肺和肝脏组织 HE 染色。（A）小鼠肺组织的 HE 染色代表图及统计分析。

（B）小鼠肝脏组织的 HE 染色代表图及统计分析。绿色箭头指示 A549NC 组转移结节

灶，红色箭头指示 A549PTBP3 组转移结节灶。**P＜0.01，***P＜0.001，t 检验。 

 

图 4.4（A）免疫组化检测 p-Smad3 在各组小鼠肺部瘤体组织中的表达水平。（B）

Western-blot 检测 EMT 标志物 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin 在各组小鼠肺部瘤体

组织中的表达水平。 
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4.4 讨论  

对于早期肺癌的诊治，目前是以手术治疗为主的综合治疗。对于晚期肺癌患

者，仍采用放化疗为主的综合治疗。随着分子驱动基因及针对免疫抑制点的分子

靶向治疗的发展，肺癌的治疗已取得长足的进步。 

近年来，肿瘤的免疫疗法开始受到广泛的关注。越来越多的研究表明，免疫

检查点在肿瘤进展过程中发挥了重要作用，其中程序性死亡因子（programmed 

cell death 1,PD-1）与其配体（PD-1 ligand,PD-L1）结合后通过免疫逃逸发挥免

疫抑制作用，从而逃避免疫杀伤清除，减弱肿瘤微环境免疫细胞对肿瘤细胞的杀

伤能力[53]。PD-1 与配体结合后，下调 mTOR、AKT、ERK2 等相关信号通路

的活化，同时上调 PTEN 等基因的表达，促进调节性 Treg 的产生，抑制干扰素-γ

（interferon-γ，IFN-γ）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor，TNF-α）的分

泌，最终抑制效应 T 细胞的增殖，发挥负向调控 T 细胞活性的作用[54]。因此

靶向 PD-1/PD-L1 通路可显著增强肿瘤微环境中的免疫活性，恢复免疫细胞对肿

瘤的杀伤作用，从而达到抑制肿瘤生长的目的。目前多项临床试验已证实 PD-1

单抗如 Pembrolizumab 在非小细胞肺癌、食管-胃交界处肿瘤、胃癌、胰腺癌等

实体肿瘤中具有良好的抗肿瘤活性[55,56]，尤其是免疫抑制剂在非小细胞肺癌

中的应用更加普遍。但目前临床上仍有相当比例的肺癌患者对免疫抑制剂反应不

佳或出现原发性及继发性耐药[57,58]，晚期非小细胞肺癌患者的总体生存时间

依然不理想。在精准治疗时代，彻底了解肺癌发生、发展的分子机制，系统确定

异常表达基因在肺癌发展中的作用，为肺癌提供新的治疗靶点是目前亟待解决的

重要科学问题。 

在前文我们介绍到，PTBP3 此前被报道在多种肿瘤均发挥促癌作用。PTBP3

在乳腺癌、肝癌、胰腺癌、胃癌、结直肠癌等多种肿瘤的体内小鼠模型中具有促

进肿瘤增殖和转移的作用[29-31,35,36]。然而既往缺乏 PTBP3 在肺癌中的动物

实验研究。在上文中，我们通过体外细胞实验证实PTBP3可通过促进TGF-β/Smad

通路，增强肺腺癌细胞的侵袭和转移能力。因此，为了明确 PTBP3 在体内是否

可促进肺腺癌细胞的远处转移和定植能力，本研究通过经裸鼠尾静脉注射 A549

细胞，构建动物转移模型，进一步证实 PTBP3 不仅可在体外肺腺癌系中通过调

控 TGF-β/Smad 通路介导肺腺癌 EMT 和侵袭，还可在体内促进小鼠的肺转移和 
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肝脏转移。综上所述，本研究证实 PTBP3 在肺腺癌的侵袭和转移中发挥重要作

用，为未来采用 PTBP3 分子抑制剂靶向治疗中晚期肺癌提供理论基础。 
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第 5 章 结论与展望 

5.1 结论 

① PTBP3 在肺腺癌肿瘤组织高表达，PTBP3 高表达的患者生存期更短，

PTBP3 可作为评估肺腺癌预后的独立危险因素。 

② 研究揭示了 TGF-β1 可通过 Smad 依赖的方式促进 PTBP3 的转录和表达，

这在一定程度上解释了 PTBP3 在肿瘤组织中高表达的原因。同时，我们还发现，

PTBP3 作为调节 TGF-β/Smad 通路不可或缺的重要分子，在下游通路上通过调节

Smad2/3 的表达及其磷酸化水平，介导 TGF-β 诱导的 EMT。PTBP3-Smad2/3 之

间形成的正反馈通路，可能是肺腺癌侵袭和转移的关键分子通路。 

③ 体内裸鼠转移模型进一步证实在体内 PTBP3 显著促进肺腺癌肺转移和

肝转移。总之，本研究首次明确 PTBP3 介导 TGF-β 诱导肺腺癌 EMT 发生的分

子机制，在肿瘤精准治疗时代，为肺腺癌的诊治提供新的潜在靶点。 

5.2 进一步工作的方向 

本文的研究虽然初步探明了 PTBP3 作为参与调节 TGF-β 通路的一个关键分

子，但 PTBP3 如何调节 Smad2/3 的表达，是未来我们进一步的研究方向。PTBP3

作为一种 RNA 结合蛋白，主要参与 RNA 选择性剪切，在转录后调节方面发挥

重要作用，既往研究也表明其在恶性肿瘤发挥的促癌作用多是通过选择性剪切肿

瘤发生发展过程中的关键调控基因实现的。因此我们推测 PTBP3 极有可能通过

直接选择选择性剪切 Smad2/3 前体 RNA 或者间接剪切调控 Smad2/3 的某些关键

基因，从而实现对 Smad2/3 在转录水平进行调控。本项研究发现也促进我们进一

步探索其中更为详细的分子机制。 
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附录 文献综述 

1.肺癌的诊疗现状 

1.1 肺癌发病率和死亡率高 

原发性支气管肺癌简称肺癌，其发病率和死亡率常年居于恶性肿瘤首位 

[1]。近年来，肺癌的发病率较前有所下降。根据最新癌症统计数据表明，在男

性中每年肺癌新发病例约占所有恶性肿瘤的 12%，仅次于前列腺癌的发病率；而

在女性中，每年新发肺癌病例仅次于乳腺癌，约占新发恶性肿瘤的 13%。但在全

球范围内，肺癌仍然是恶性肿瘤导致患者死亡的最主要原因。尽管近几年来，随

着手术技术的提高，放化疗、分子靶向以及免疫治疗的联合应用，肺癌的生存得

到了一定程度的提高，但由于肺癌的高异质性、恶性增殖及远处转移，肺癌患者

的总体 5 年总体生存率仍然不高，肺癌仍然居恶性肿瘤死亡原因第一位。 

 
 

 

吸烟可显著增加肺癌的发病风险，也是目前国内外研究公认的肺癌高危因

素。研究显示吸烟与肺癌发病及死亡风险均密切相关，既往吸烟者的肺癌发病率

和死亡率较非吸烟者亦显著升高[2]。烟龄、每日吸烟量和肺癌发病率呈线性正 

图 0-1 肺癌的流行病学 
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相关趋势[3]。同时，每日吸烟剂量越大、烟龄时间越长、起始吸烟年龄越小诱

发肺癌的相对危险度越大[4]。除此之外，二手烟导致肺癌的风险同样不可小觑，

研究显示，不吸烟者暴露于二手烟中，其肺癌风险较从不吸烟者增加了 30%，且

25 岁之前就暴露于二手烟的人群中，其发病风险还会继续增加[5]。我国是烟草

生产和消费大国。2019 年统计我国约有 3.5 亿成年人正在使用任意形式的烟草制

品，烟民占全球的三分之一，成为当之无愧的世界烟草消费第一大国，更为严峻

的是我国约有 50%的人群暴露在环境烟草烟雾下。2019 年 WHO 在世界无烟日

宣传中提到，每年大约有 120 万人死于吸烟所致的肺癌。因此，采用烟草防控的

各项措施，对预防肺癌的发生有着重要意义。 

吸烟、二手烟和环境烟草暴露是目前已知的比较明确的肺癌高危因素，慢性

阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary disease，COPD）[6]、肺结核[7]

及肺间质纤维化[8]等肺部相关疾病史、室内空气污染[9]、肿瘤家族史[10]、职

业致癌物质长期暴露史[11-15]等也与肺癌的发生具有不同程度的相关性。COPD

是细小支气管阻塞为特征的慢性支气管炎，而长期的炎症刺激有可能使支气管鳞

状上皮化生或增生，进而导致肺癌的发生[16]。研究表明，COPD 在肺癌发生发

展中起着中介作用，COPD 与肺癌实际上可能是同一疾病的不同过程。COPD 是

肺癌常见且重要的驱动因素，患 COPD 的患者较正常人群相比，可显著增加肺

癌的发病率，并且肺癌合并 COPD 的人群相比单纯肺癌的人群，其总体存活期

更短[17]。与多数癌种一样，肺癌的发生也具有明显的家族聚集现象，患者的一

级亲属中有肺癌病史的个体，其直系亲属中肺癌的发病风险亦显著升高[10]。研

究显示家族中有罹患肺癌的人群可能存在肺癌遗传易感位点[18]。除此之外，长

期接触二氧化硅、石棉及煤烟等高致癌物质的人群其肺癌发病风险亦明显升高。

但其中的牵涉的分子机制还有待进一步的研究证实。除上述危险因素外，我们必

须明白的是，肺癌的发生绝不是单一的某一个因素引起的。多基因、多因素共同

作用介导肺癌的发生发展，其病因极其复杂，未来阐明肺癌发病因素及机制仍需

结合多基因组学、代谢组学、转录组学及深度测序等手段进行更加深入的探索。 

总之，改变生活习惯，尽量避免肺癌的高危因素，可有效降低肺癌的发病率。

同时，在肺癌高危人群中进行早期筛查，对肺癌的早期诊断具有重要意义。 

1.2 肺癌诊断及研究进展 

肺癌病程进展隐匿，早期诊断困难，多数患者临床就诊时，病情已进展至疾

病中晚期，总体 5 年生存率低于 20%。临床研究表明，肺癌的早诊早治可提升肺

癌患者的 5 年生存率至 57%以上[19]。因此，提高肺癌患者生存及改善预后的关 
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键在于早期诊断以及尽早进行肺癌的干预。目前，临床上对于肺癌的诊断主要依

靠胸部 CT 检查、血清肿瘤标志物检测和病理组织活检等手段，但均存在一定的

局限性。胸部 CT 检查受肿瘤的类型、部位、大小以及组织内部结构的限制，同

时受分辨率及诊断者经验影响，不易早期发现病灶[20,21]。病理组织活检技术

因无法早期定位及多次采样，不能应用于肺癌的早诊和动态监控。血清肿瘤标志

物检测如癌胚抗原（CEA）、鳞状上皮细胞癌抗原（SCC-Ag）和细胞角蛋白 19

片段（CYFRA21-1）等在肺良、恶性肿瘤鉴别中缺乏特异性，难以满足当前精

准诊疗的要求[22,23]。 

近年来，影像组学用于肺癌的早期诊断及治疗取得了长足的进步。影像组学

方法是人工智能在医学领域应用的重要形式，其将影像定量分析与机器学习方法

结合起来，采用高通量特征提取算法，对肿瘤感兴趣区域的影像学特征（如 MRI、

CT、PET、超声等）进行定量分析和建模，从而实现肿瘤的早期诊断、肿瘤分期、

病理分型、疗效检测和预后评价[24]。目前研究表明通过影像组学构建预测模型，

可在一定程度上区分肺部良、恶性结节，其准确率可达 76%[25]。基于 CT 图像

的影像组学特征，可以很好的对肺腺癌和肺鳞癌进行预测，其区分肺腺癌和肺鳞

癌的 AUC 值能分别达到 0.905 和 0.893[26]。目前，影像组学用于肺癌的早期诊

断尚处于起步阶段，随着新技术的逐渐发展和成熟，日后可为肺癌精准诊断及治

疗提供新的思路，未来有可能成为肺癌诊断的重要手段。 

液体活检是肿瘤检验领域极具发展前景的突破性技术，其特点是通过血液、

唾液、尿液等体液样本进行肿瘤相关标志物检测。相比于传统的组织病理学活检，

液体活检具有方便快捷，风险最小、无创等优势，同时可实现连续采样监控肿瘤

治疗效果及复发等诊疗目的，且能克服组织样本检测的异质性问题[27]。通过检

测和分析肿瘤患者血液中存在的标志物，如循环肿瘤细胞（circulating tumor cell，

CTC）、外泌体(exosome)、循环肿瘤 DNA(circulating tumor DNA，ctDNA)以及

循环肿瘤 RNA（circulating tumor RNA，ctRNA）等物质，实现对肺癌的早期诊

断和动态检测。Exosome 是细胞外囊泡的一种，其是由细胞分泌的直径大约 30～

100nm 的多囊泡体，广泛存在于血液、唾液、尿液及脑脊液等体液中，是细胞间

信息传递的重要载体。研究证实，exosome 中含有丰富的蛋白质、DNA、mRNA

以及非编码 RNA 等可检测靶标，均可用于癌症的早期诊断、治疗监测、预后判

断等[28]。多项研究表明，肺癌患者循环血液外泌体包裹的蛋白质和 miRNA，

较正常人相比，常有不同程度的差异性表达。Niu 等[29]人发现在肺癌患者血清

外泌体中 α-2-HS-糖蛋白和细胞外基质蛋白 1 特异性高表达，以上两者联合诊断

肺癌的 AUC 值达 0.938。Zhou 等[30]筛选了肺癌患者外泌体中的 3 种 miRNA， 
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包括 miR-19-3p、miR-21-5p 和 miR-221-3p 与正常人相比表达水平明显上调，并

具备诊断肺癌的潜在标志物。 

 

 

 

肺癌的发病率逐年上升，肺癌早期由于发病隐匿，发展较快，尤其是肺腺癌，

早期即可出现远处转移，因此，通过一系列检测手段，实现对肺癌的早期诊断及

治疗，有助于提高肺癌的诊治水平，降低死亡率。而随着未来高通量测序的开展，

未来关于肺癌的早期诊断及治疗策略的选择，很大程度上将由异常表达的基因来

决定。 

1.3 肺癌的治疗手段 

肺癌作为全球范围发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一，其治疗手段随着肿

瘤分子生物学研究的深入，已经进入到精准分子化指导治疗的新时代。除了手术

干预及经典放化疗外，可选择抗血管生成、靶向及免疫治疗。随着这些新手段的

应用，晚期肺癌患者的总体生存率得到极大的提高，但肺癌仍然是中国最致命的

癌症。 

肺腺癌中最常见的驱动基因 KRAS（32%）和 EGFR（11%）[31]。其中 EGFR

是一种跨膜蛋白，属于酪氨酸激酶型受体。肿瘤中 EGFR 常由于基因突变、易位 

图 0-2 Exosome 作为液体活检的新靶点，其包裹的特异性分子可用于癌症的诊断、治

疗检测及预后预测。 
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或过表达导致其下游关键致癌信号通路如 Ras-Raf-Mek、PI3K-Akt-mTOR 等过度

激活，从而促进肿瘤的恶性增殖、转移和血管生成。吉非替尼作为推出的第一代

EGFR-TKIs 药物，其作用机制主要通过抑制上述致癌信号通路，继而发挥抗肿

瘤作用[32]。一项大样本、随机对照临床试验（IPASS 试验）首次揭示了吉非替

尼一线治疗 EGFR 基因突变晚期非小细胞肺癌的无进展生存期（progress free 

survival，PFS）、客观缓解率（objective response rate，ORR）和生活质量均优于

标准化疗，并且具有良好的安全性[33]。自此后 10 多年来，EGFR-TKIs 已逐渐

成为 EGFR 基因突变的晚期非小细胞肺癌的一线标准治疗。但由于一代及二代

EGFR-TKIs 治疗耐药的出现，近年来又推出第三代 EGFR-TKIs 药物奥西替尼。

FLAURA 临床研究显示作为一线治疗，与第一代 EGFR-TKIs 药物相比，奥西替

尼可显著延长 EGFR 突变晚期非小细胞肺癌的 PFS 和总生存期（overall survival，

OS），奥西替尼组中位 PFS（mPFS）可达 18.9 个月，中位生存期（mOS）为 38.6

个月[34]。在二线治疗中，AURA3 临床研究显示奥西替尼对 EGFR-TKIs 治疗后

进展的 T790M 突变非小细胞肺癌患者的 mPFS 显著优于含铂双药化疗（10.1 个

月 vs 4.4 个月）[35]，虽然奥西替尼组有更高的应答率，但目前的临床试验并

未显示患者 OS 获益。 

 

 

 

 

免疫检查点的负性调节在肿瘤进展过程中发挥重要作用。其中免疫细胞表面

的程序性死亡因子-1（programmed cell death，PD-1）及肿瘤细胞表面的 PD-1 配

体（PD-1 ligand，PD-L1）结合后，可抑制机体的免疫应答，使肿瘤细胞逃避肿 

图 0-3 EGFR 信号通路 
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瘤微环境中免疫细胞的监视，进而逃避杀伤清除。PD-1 作为免疫球蛋白超家族

B7 的跨膜糖蛋白受体，主要是通过胞内尾部的免疫受体酪氨酸基抑制基序

（immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif，ITIM）和免疫受体酪氨酸基

转换基序（immunoreceptor tyrosine-based switch motif，ITSM）发挥免疫抑制作

用。PD-1 在肿瘤浸润淋巴细胞（tumor infiltrating lymphocytes，TILs）、自然杀

伤细胞、B 细胞、单核细胞及树突状细胞中均有表达[36]。而 PD-L1 广泛表达

于肿瘤细胞、淋巴细胞、巨噬细胞、内皮细胞等多种细胞表面。由于肿瘤促癌基

因激活或肿瘤抑制通路被破坏，肿瘤细胞可以内源性诱导 PD-L1 表达，此外，

一些促炎症因子也能够使肿瘤表面 PD-L1 表达上调，如干扰素-γ[37]。当激活的

免疫细胞表面的 PD-1 与其配体 PD-L1 结合后，ITIM 和 ITSM 被磷酸化，然后

招 募 含 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 2 （ SH2 domain containing protein tyrosine 

phosphatase-2，SHP2），通过阻断 PI3K-AKT-mTOR、Ras-EMK-ERK 等信号通路，

传递抑制信号，抑制细胞因子的产生，最终抑制 T 细胞的活化与增殖，发挥负向

调控 T 细胞活性的作用[38]。 

 

 

 

 

基于以上理论依据研制的PD-L1/PD-1抑制剂是近年来晚期肺癌治疗的一次

革命。 PD-L1/PD-1 抑制剂如纳武单抗（ Nivolumab ）和帕博利珠单抗

（Pembrolizumab）可以阻断抑制信号，诱导 T 细胞激活和增殖，恢复晚期肿瘤

患者对肿瘤细胞的免疫杀伤能力。临床试验显示 PD-1 或 PD-L1 抑制剂在多种恶

性肿瘤中取得了良好的疗效。PD-1 或 PD-L1 抑制剂的应用，显著改善了晚期非

小细胞肺癌的总生存时间[39]。但单药免疫治疗有效率低，在非选择性人群中 

图 0-4 PD-1/PD-L1 信号通路 
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ORR 仅为 20%左右，即便联合了化疗后可将有效率提高至 54%～60%，但仍有

相当比例的患者在随后的治疗过程中出现难以避免的耐药问题。同时，肿瘤细胞

表面 PD-L1 的表达水平以及肿瘤突变负荷（tumor mutational burden，TMB）均

被证实与免疫治疗的疗效相关。然而肿瘤细胞表面 PD-L1 的表达调控机制极其

复杂，其表达水平具有空间异质性和时间特异性的特点。除此之外，目前还存在

对 PD-L1 及肿瘤突变负荷检测的技术限制[40,41]，因此，如何准确的筛选出获

益人群也给临床医生带来了新的挑战。免疫治疗过程中出现的严重并发症同样不

容忽视，尤其是免疫性相关性心肌炎，研究数据显示其死亡率高达 36%～

67%[42]。因此，免疫治疗虽然使越来越多的晚期非小细胞肺癌患者受益，但目

前仍存在着很诸多问题，如有效率不高，伴随免疫治疗的严重并发症以及免疫的

原发性耐药和继发性耐药。 

2.EMT 概述 

上皮间质转化（epithelial mesenchymal transition，EMT），是指具有极性的上

皮细胞由上皮表型转变为间质表型的生物学过程。上皮细胞发生 EMT 后，细胞

极性丧失，粘附性降低，同时细胞迁移侵袭能力、抗凋亡能力及降解细胞外基质

的能力显著增强，从而实现上皮细胞的远处迁移和定植[43]。发生 EMT 的细胞

迁徙到特定部位后同样可以通过特定的程序由间质表型重新恢复上皮表型，此过

程称为间质上皮转化（mesenchymal epithelial transition，MET），是与 EMT 完全

相反的过程[44]。研究表明，在体内细胞发生 EMT 后，细胞从原发部位分离，

经不同趋化因子的作用，迁移至定植部位，而后通过 MET，实现在定植部分的

增生和分化。EMT 和 MET 两者之间可以在特定的病理生理过程中相互转化，互

相协调，从而维持机体的稳定[45-47]。 
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EMT 主要参与组织胚胎发育[48,49]、脏器纤维化或器官损伤修复[50,51]

和恶性肿瘤转移[43]等多个生物学过程，其发生和调节过程涉及复杂的信号通路

网络。一般来说，发生 EMT 的细胞由于胞内肌动蛋白骨架的重塑，导致细胞由

鹅卵石样形态转变为扁平细长的纺锤体样形态，同时伴有 E-cadherin、ZO-1、

Cytokeratin 等上皮标志物的表达下调或缺失以及 N-cadherin、Vimentin、

Fibronectin 等间质标志物表达上调[52]。EMT 发生的主要机制是 E-cadherin 的转

录抑制。作为细胞间连接复合体的主要成分，E-cadherin 依靠钙依赖性的细胞间

黏附维持细胞骨架的组织结构。当细胞表面的 E-cadherin 表达下调或功能丧失

后，上皮细胞之间的粘附性明显降低，细胞之间相互分离，从而实现单个上皮细

胞的运动和迁移。目前研究发现在机体内主要存在三种类型的 EMT：I 型 EMT

主要参与胚胎发育相关的过程，如原肠胚及神经嵴管的形成；II 型 EMT 主要与

炎症与伤口愈合过程，发生后常导致组织或器官纤维化；III 型 EMT 则主要参与

恶性肿瘤进展和转移，这也是目前研究最为广泛的一种 EMT[53]。 

目前的普遍观点认为，EMT 的发生是为了机体能更好的适应外部的环境，

以利于细胞的存活。当细胞外微环境改变后，诱发机体产生炎症介质或细胞趋化

因子等，后者作用于细胞膜上的相应受体后，激活下游一系列信号通路，将胞外

信号传递入胞内，诱发 EMT 的发生。研究表明多种分子信号通路参与 EMT 的

调控，如 TGF-β/SMAD 信号通路、PI3K/AKT 信号通路、WNT/β-catenin 信号

通路、MAPK/ERK 信号通路、Hedgehog 信号通路、Notch 信号通路、GSK-3β

信号通路、ILK 信号通路、uPAR 信号通路等[54]。且上述各通路之间并不是单

独存在，各信号通路相互交叉，之间存在广泛的联系和调节，共同组成介导 EMT

发生复杂有序的调控网络[55]。诱导 EMT 发生的各信号网络虽复杂，但其共同

点是它们最后均可以通过激活转录因子如 Snail、Slug、Twist1、Twist2、ZEB1、

ZEB2 等的表达，以上转录因子可以通过直接结合在 E-cadherin、N-cadherin 及

Vimentin 等 EMT 标志物的启动子区发挥表达调控作用，继而诱导 EMT 的发生

[56]。近年来，随着对 EMT 调控机制的不断深入研究，诸多分子在不同层面如

转录水平、表观修饰水平、转录后水平、翻译及翻译后层面调控 EMT 转录因子

和关键因子基因的表达，进而诱导或抑制 EMT[57,58]。 

肿瘤侵袭转移是多基因参与的多阶段生物学过程，EMT 被认为是恶性肿瘤

侵袭转移起始的驱动因素。肿瘤细胞发生 EMT 后从原发灶中分离，分泌基质蛋

白酶溶解基质膜，从而侵入微血管循环系统，到达定植部位后逆转为上皮表型， 

图 0-5 EMT 和 MET 的特点 
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从而在远处形成转移灶。此外研究还发现肿瘤细胞发生 EMT 后还可获得干细胞

的特征，介导肿瘤的化疗抵抗和免疫逃避，是肿瘤治疗后耐药、复发和转移的关

键原因[52,56]。肺癌 EMT 的发生是其发生转移起始的关键因素，抑制肺癌细胞

的 EMT 过程，可显著抑制肺癌的转移能力，改善患者的生存期[59,60]。然而目

前靶向 EMT 通路的相关药物的初期临床试验研究结果尚不能令人满意[61,62]。

原因可能在于调控 EMT 的通路极其复杂，许多潜在的机制尚未完全阐明。因此，

深入探究 EMT 发生的分子机制，寻找其关键调控因子，为肺癌的侵袭和转移提

供新的理论，为肺癌的治疗提供新的靶点。 

3.TGF-β/Smad 通路及其在 EMT 中的作用 

转化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）是 TGF-β 超家族的

重要成员。TGF-β 超家族约由 33 个成员组成，包括骨形态发生蛋白（bone 

morphogenetic proteins，BMPs）、生长分化因子（growth differentiation factors，

GDFs）、激活素（activins）等。TGF-β 是一种分子量为 25KD 的二聚体蛋白，是

功能最为多样的一类细胞因子，在胚胎发育过程中组织细胞形成及维持细胞稳态

中发挥重要的调节功能。TGF-β 主要分为 TGF-β1、TGF-β2 和 TGF-β3，彼此间

有 70%～80%的序列同源性，TGF-β1 几乎在所有细胞内表达，而 TGF-β2 主要在

上皮细胞和神经细胞表达，TGF-β3 则主要表达于间充质细胞[63]。目前，对

TGF-β1 的研究最为广泛和深入，其与肿瘤的发生和发展高度相关。 

研究发现，TGF-β 在肿瘤的发生发展中一把双刃剑，既可发挥抑癌作用，也

可发挥促癌作用。同时根据细胞环境及遗传背景的不同，其影响肿瘤发生和发展

的作用也不同[64,65]。在肿瘤发生的早期，TGF-β 通过下游信号通路调节相关

靶基因表达，抑制细胞增殖、促进细胞凋亡及抑制炎症和血管生成，从而在肿瘤

早期阶段发挥一定的抑制作用。在肿瘤的中晚期，由于肿瘤中不断渗入和积累的

基因突变和表观遗传学修饰的影响，原来本可抑制肿瘤生成和发展的 TGF-β 信

号通路分子逐渐被肿瘤细胞利用，转变为促进肿瘤进展的作用。尤其是随着肿瘤

的不断进展，肿瘤微环境中免疫细胞、间充质成纤维细胞以及肿瘤细胞本身分泌

的 TGF-β 迅速增多，一方面，TGF-β 通过诱导肿瘤 EMT 的发生从而促进肿瘤的

转移；另一方面，TGF-β 抑制肿瘤微环境中免疫细胞的活性从而使肿瘤细胞逃避

免疫系统的杀伤作用，进一步促进肿瘤的恶性进展[66]。 

TGF-β 通过下游传导通路，发挥生物学功能，这些通路包括经典的 Smad 依

赖的信号通路和 Smad 非依赖的信号通路，其中 Smad 非依赖的信号通路主要是 
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由 Rho/GTPase[67]、p38/MAPK[68]、PI3K/AKT[69]等下游效应分子介导。

而在经典 Smad 信号通路中，Smads 蛋白是 TGF-β 信号转导的关键信号分子，也

被目前认为是 TGF-β 发挥作用最主要的下游信号分子。其家族成员 Smad1、

Smad2、Smad3、Smad5、Smad8 称为受体调节型 Smads（R-Smads）；Smad6 和

Smad7 称为受体抑制型 Smads（I-Smads），可与活化的受体或 R-Smads 结合以抑

制信号传导；而家族成员中的 Smad4 又被称为辅助型 Smad（Co-Samd），其可

与上述 R-Smads 结合传递信号，也可与 I-Smads 结合传递抑制信号[70]。TGF-β

经典 Smad 信号通路的传导途径如下：细胞质外成熟的具有生物活性的 TGF-β 先

与细胞膜上 TGF-β 受体 II（TGF-β receptor II，TβRII）结合并磷酸化 TβRII，后

者与 TGF-β 受体 I 结合（TGF-β receptor I，TβRI）同时磷酸化 TβRI 的胞内结构

域，形成 TβII-TGF-β-TβRI 异源三聚体复合物，该复合物随即募集并磷酸化胞质

内的 Smad2 和 Smad3，磷酸化的 Smad2/3 复合物再与 Smad4 相互作用形成三聚

体复合物进入细胞核，进而调节一系列 TGF-β 靶基因的表达[71]。在细胞核内，

Smad2/3/4 复合物通常与其它一些转录共激活因子（如 CBP/p300、Sp1、

c-Jun/c-Fos 等）或与一些转录共抑制因子（如 E2F4/5-p107、ATF3、SKI、FoxG1、

EVI1 和 CTBP 等）结合，发挥协同促进或抑制 TGF-β 靶基因表达的作用[72]。

另一方面，I-Smads 作为 TGF-β 信号通路的关键负调控分子，可通过多种机制，

包括将 E3 泛素化酶 SMURF2 或磷酸酶募集至活化的 TGF-β 受体，促使活化的

受体发生蛋白酶体和溶酶体降解，从而抑制 TGF-β/Smad 信号通路的激活[73]。 

 

 

 

TGF-β/Smad 信号通路在体内发挥一系列重要的生物学功能。尤其是 TGF-β

可通过 Smad 依赖的方式，强力诱导恶性肿瘤的 EMT。事实上，TGF-β/Smad3 

图 0-6 TGF-β 下游通路。包括 Smad 依赖的和 Smad 非依赖的通路 
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作为诱导肿瘤 EMT 的经典信号通路，对于 TGF-β 在体内发挥促肿瘤转移作用至

关重要。目前的研究认为，TGF-β/Smad3 信号通路诱导肿瘤 EMT 发生的机制主

要有以下几个方面。① TGF-β 诱导的 Smad 复合物入核后，可直接在转录水平

调节 EMT 相关标志物的表达，如降低上皮标志物 E-cadherin 的表达，使上皮粘

附性降低，同时也可直接上调间质标志物 N-cadherin 及 Vimentin 等的表达，使

细胞获得间质干性，细胞运动能力增加。② 同时可诱导与 EMT 相关的转录因子，

如 Snail、ZEB1、Slug、HMGA2、Ets1 等的表达，进而调控 EMT 标志物蛋白的

表达，促进 EMT 的发生[74]。③ TGF-β/Smad 信号通路与其他非 Smad 信号通

路之间也存在相互联系，可间接激活其他非 Smad 依赖的信号分子促进肿瘤 EMT

的发生。例如：TGF-β 诱导的 p-Smad3 可以激活整合素连接激酶(ILK)，进而磷

酸化下游分子 GSK-3β 和 AKT,导致转录因子 β-catenin 发生核转位，最终导致上

皮细胞发生 EMT[75]。④ 近年来，不少研究还表明，TGF-β/Smad3 可以诱导

lncRNA 或 miRNA 的表达，从而抑制上皮标志物蛋白的表达，促进间质细胞标

志物的表达，进一步介导肿瘤 EMT 的发生[76,77]。⑤ 除此之外，研究还报道

TGF-β 诱导的 Smad 可以与 PCBP1 结合，选择性剪切 CD44 的前体 RNA，调控

大量 EMT 相关蛋白的表达，进而促进 EMT 的发生和肿瘤的转移[78]。 

4.PTBP3 与恶性肿瘤发生与发展关系的研究 

多嘧啶序列结合蛋白 3（polypyrimidine tract-binding protein 3，PTBP3），

是一种 RNA 结合蛋白（RNA-binding proteins，RBP）且是选择性剪接调控蛋白

核不均一核糖核蛋白家族（heterogeneous nuclear ribonucleoproteins，hnRNPs）

成员之一，可通过一个或多个 RNA 结构区域（RNA recognition motif，RRM）与

RNA 相互结合，参与基因的选择性剪接（alternative splicing，AS），在转录后水

平调节 RNA 的表达[79]。其家族成员还包括 PTBP1 和 PTBP2，彼此间有超过

70%的序列同源性[80]，PTBP1 几乎在所有细胞中表达，主要参与选择性剪切与

肿瘤侵袭相关的基因，与胰腺癌、肺癌、膀胱癌及卵巢癌的形成和侵袭转移相关

[81]。而 PTBP2 仅在神经系统中表达，是神经系统发育中至关重要的剪切因子

[82]。相比之下，PTBP3 的功能长期以来未受到足够的重视。随着对 RNA 结蛋

白研究的深入，PTBP3 的功能才逐渐被发现。目前的研究表明 PTBP3 主要参与

前体 mRNA 的选择性剪切过程，产生不同的剪接异构体，引起基因多样性，调

控转录后基因的表达水平。尤其在肿瘤发生、发展过程中，PTBP3 主要通过选

择性剪接与肿瘤发生、发展有关的基因，进而介导肿瘤的发生和发展。近年来研 
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究表明，PTBP3 与多种恶性肿瘤的发生和发展密切相关。本部分内容就 PTBP3

与肿瘤发生、发展的关系做一个简要的阐述。 

4.1 PTBP3 与消化道肿瘤 

肝细胞癌是我国常见的恶性肿瘤之一，是原发性肝癌中最常见的病理类型。

肝癌发病隐匿，因其血供丰富，侵袭性强，早期即可出现远处转移，致死率高。

研究表明，PTBP3 促进了肝细胞癌的恶性生长和转移。作者通过对 20 例肝癌组

织及癌旁组织标本进行基因芯片检测，分析肝癌与癌旁组织细胞核中差异富集的

RNA 结合蛋白，发现 PTBP3 在肝癌组织细胞核呈显著高表达，与癌旁组织相比，

其差异倍数最高。进一步行 RNA 免疫沉淀证实 PTBP3 通过剪切 NEAT1 和

miR-612 的前体 RNA，在转录水平充当调节 NEAT1 和 miR-612 平衡的关键因子，

进而调控 p53/CCND1 和 AKT2/EMT，促进肝细胞癌的恶性增殖与转移[83]。 

 

 

 

多篇文献报道，PTBP3 在胃癌中显著高表达，并且高表达 PTBP3 的患者具

有更低的分化程度，患者的总生存期明显缩短[84-86]。ID1 是与细胞分化有关

的基因，其中剪接异构体 ID1b，相比于 ID1a，与 Hes1 具备更强的结合亲和力，

结合后可显著抑制其生物活性，进而抑制胃癌细胞的分化，研究发现 PTBP3 通

过结合并选择性剪接 ID1 的前体 RNA，调节 ID1a 与 ID1b 的表达水平，进而发

挥抑制细胞分化的作用[85]。同样是参与 RNA 的选择性剪切过程，有研究表明

发现 PTBP3 在胃癌中还通过募集并 CAV1 的前体 RNA，调节不同剪切异构体的

产生，促进胃癌的转移。CAV1 蛋白存在 CAV1α 和 CAV1β 两种变体，二者在癌

症的进展中发挥不同的功能。PTBP3 在胃癌中主要是通过选择性剪接 CAV1，抑 

图 0-7 PTBP3 促进肝细胞癌进展的机制图 
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制 CAV1α 及促进 CAV1β 的表达，继而激活下游 Integrin/Src/FAK 通路的信号分

子，促进胃癌细胞在裸鼠体内的淋巴结转移[86]。 

 

 

由此可见，PTBP3 不仅与胃癌的预后密切相关，且可显著抑制胃癌细胞的

分化，同时促进胃癌细胞的侵袭力。PTBP3 作为一种剪接调控因子，主要还是

通过选择性剪接基因表达，导致胃癌的发生进展。 

一项来自徐州医科大学的研究阐述了 PTBP3 通过调控低氧诱导因子 1α

（HIF-1α）的表达促进结直肠癌的生长和转移[87]。因肿瘤细胞的恶性生长，其

快速生长的代谢需求远超于血管供应的极限，这种情况会在肿瘤细胞内及周围微

环境产生缺氧的环境，从而诱导 HIF-1α 的表达，HIF-1α 的激活可通过代谢重编

程、抑制肿瘤免疫反应、调控血管内皮生长因子（VEGF）等，促进肿瘤血管生

成、生长和转移[88]。研究表明，PTBP3 可结合在 HIF-1α mRNA 的 5’UTR 上富

含 CU 的序列，增强 HIF-1α 蛋白的翻译和表达，进而诱导 HIF-1α 下游靶分子的

表达，促进结肠癌的恶性生长、增殖、血管生成和转移[87]。 

有学者还发现，PTBP3 通过结合 ATG12 mRNA 的 3’UTR，在转录后水平促

进 ATG12 的表达[89]。ATG12 是与自噬相关的基因。肿瘤细胞低氧的微环境，

通过诱导自噬产生过量的线粒体，选择性清除活性氧（ROS），以减少氧化损伤。

同时自噬降低肿瘤对微环境刺激的敏感性，此外自噬也与肿瘤化疗药物的抵抗相

关。由此，PTBP3 可通过促进 ATG12 的表达，降低胰腺癌细胞对化疗药物吉西

他滨的敏感性。此外，作者还发现在胰腺癌临床组织中 PTBP3 与 ATG12 成显著

正相关，PTBP3 有望成为改善胰腺癌中化疗抵抗的新靶点[89]。

图 0-8 PTBP3 促进胃癌进展的机制图 
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4.2 PTBP3 与乳腺癌 

乳腺癌是影响国内外女性身体健康的恶性疾病且发病率呈增长趋势，根据最

新的癌症统计数据表明其发病率已超越肺癌，成为目前全球范围内发病率第一的

恶性肿瘤[19]。有研究者指出 PTBP3 在乳腺癌组织中呈高表达；而 PTBP3 的高

表达水平与乳腺癌预后不良存在显著相关性[90]。沉默 PTBP3 能显著抑制乳腺

癌细胞在裸鼠体内的生长和转移，进一步的机制研究发现 PTBP3 通过结合 ZEB1 

mRNA 的 3’UTR，稳定 ZEB1 mRNA，防止其降解而激活 ZEB1 的表达。ZEB1

是乳腺癌干细胞的调节因子，也是 EMT 重要的激活因子。因此 PTBP3 可介导

ZEB1 的表达，促进乳腺癌细胞的恶性增殖、EMT 与转移[90]。另外有研究表明

HIF-1α/lncRNA BCRT1/miR-1303/PTBP3 通路可以促进乳腺癌的增殖和转移

[91]。低氧可通过 HIF1α 诱导乳腺癌中 PTBP3 的表达，而上文提及的 PTBP3 在

结直肠癌中可以通过结合 HIF1α mRNA，激活 HIF1α 的翻译和表达，因此，

HIF1α-PTBP3 之间有可能形成一正反馈环，该环路在促进恶性肿瘤增殖和侵袭中

可能发挥重要的调节作用，有望成为治疗肿瘤的新靶点，但需要进一步的研究证

实。 

4.3 PTBP3 与非小细胞肺癌 

非小细胞肺癌是全球发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，在我国约占所有癌症

死亡人数的四分之一。非小细胞肺癌尤其是肺腺癌，早期易扩散和转移，是导致

肺癌高死亡率的原因之一。研究发现 PTBP3 与肺腺癌细胞的迁移能力相关，沉 

图 0-9 PTBP3 促进结直肠癌和胰腺癌进展的机制图 
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默 PTBP3 后显著损害肺腺癌细胞的迁移和运动能力[92]。进一步的研究表明

PTBP3 通过调控 E-cadherin 的表达介导肺腺癌 EMT 的发生，从而增强肺腺癌的

侵袭能力[93]。但 PTBP3 在肺腺癌中的表达情况，以及其调控 EMT 发生的机制

尚需进一步的探索。
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