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　　［摘要］　背景与目的：代谢水平的改变是肿瘤细胞生长的主要特征之一，有研究证实，乙酰辅酶A合成

酶2(cytosolic acetyl-CoA synthetase 2，ACSS2)在肿瘤细胞的代谢中起着至关重要的作用。本研究拟通过RNA干

扰技术抑制非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)A549细胞中ACSS2的表达，探讨ACSS2对A549
细胞增殖、凋亡和迁移的影响。方法：设计并合成针对ACSS2的特异性干扰片段ACSS2-siRNA及与ACSS2没

有同源性的阴性对照，瞬时转染NSCLC A549细胞，通过实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quan-
titative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)检测ACSS2 mRNA的表达情况，四甲基偶氮唑盐(methyl thiazolyl 
tetrazolium，MTT)实验检测转染组与对照组细胞的增殖情况，流式细胞仪检测细胞的凋亡率，细胞划痕实验检

测细胞迁移能力。结果：通过转染体外合成的干扰片段ACSS2-siRNA，NSCLC A549细胞中ACSS2 mRNA呈显

著低表达。ACSS2-siRNA干扰组的细胞较对照组增殖活性明显减弱，凋亡增加，迁移能力减弱。结论：降调

ACSS2表达能显著抑制A549细胞增殖、迁移能力，促进凋亡尤其是早期凋亡明显增加。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Metabolism change is one of the main characteristics of the tumor de-
velopment. Many studies have confirmed that cytosolic acetyl-CoA synthetase 2 (ACSS2) plays a critical role in hydro-
carbon metabolism of cancer cells. This study aimed to explore the effect of ACSS2 on cellular proliferation, apoptosis 
and migration of A549 cells by RNA interference. Methods: The ACSS2 interference fragment ACSS2-siRNA and neg-
ative control were designed and synthesized for RNA interference followed by the transient transfection in non-small 
cell lung cancer (NSCLC) cell line A549. Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) 
was used to detect ACSS2 mRNA expression. Methyl thiazolyl tetrazolium (MTT), flow cytometry and wound healing 
assay were used to detect cell proliferation, apoptosis rate and migration. Results: The expression of ACSS2 mRNA 
was significantly decreased after transfection with the interference fragment ACSS2-siRNA in NSCLC cell line A549. 
The proliferation and migration activity of ACSS2-siRNA treated cells were decreased significantly compared with 
the control group. The apoptosis rate, especially the early apoptosis, was increased.. Conclusion: Knockdown of the 
ACSS2 expression in NSCLC cell line A549 can significantly inhibit the cell proliferation, migration ability and pro-
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　 　 据 国 际 癌 症 研 究 机 构 ( I n t e r n a t i o n a l 
Agency for Research on Cancer，IARC)2012
年 统 计 ， 肺 癌 的 新 发 病 例 数 约 为 1 8 0 万 ，

占 癌 症 总 数 的 1 2 . 9 % ， 约 占 死 亡 人 数 的 

20%［1］。非小细胞肺癌(non-small cell lung 
cancer，NSCLC)在肺癌中约占85%~90%［2］。

虽然现有的系统性化疗、放疗和分子靶向治疗

等治疗手段不断进展，但由于目前大多数患者

在诊断时已属晚期而失去手术机会，其死亡率

仍然居高不下。有研究显示，恶性肿瘤细胞的

特征包括共同的自给自足生长信号、生长不敏

感信号、逃避凋亡、无限复制的潜力、持续的

血管生成、组织侵袭和转移［3］。肿瘤细胞代谢

的改变可以认为是其第七大重要特征。Warburg
等［4］比较正常肝细胞和肝癌细胞的代谢特点时

发现，癌细胞的葡萄糖摄取能力及糖酵解代谢

增强，呈现葡萄糖的高摄取率、糖酵解代谢增

强及代谢产物乳酸增加的现象，被称为瓦尔堡

效应。细胞生长、增殖与代谢是密切配合的。

肿瘤细胞在营养受限的情况下可以通过代谢途

径增强增殖能力的说法仍然存在争议。目前，

对于肿瘤细胞在代谢的哪些方面可能具有临床

意义的易损靶点尚不明确［5］。乙酰辅酶A是

三大营养物质代谢的核心，在能量代谢、基因

表达和细胞增殖等方面起着重要作用。有研究

发现，在低氧及其脂类物质耗尽的情况下，乙

酰辅酶A主要依靠乙酰辅酶A合成酶2(cytosolic 
acetyl-CoA synthetase 2，ACSS2)催化乙酸盐 

生成［6］。

　　临床影像学研究发现，人类多数肿瘤都有

对于乙酸盐的活跃吸收，包括前列腺、肝、

肺和脑部肿瘤［7-9］。ACSS2在多种肿瘤中高表

达，而在相应正常组织中低或无表达。Schug
等［10］报道在新陈代谢应激的情况下ACSS2表

达呈上调趋势，沉默ACSS2表达可以抑制移

植瘤的生长，可见在低氧或脂类耗尽的情况

下，ACS22对于肿瘤细胞的生长起重要作用。

本研究拟在细胞水平探索ACSS2的生物学功

能。利用瞬时转染技术在肺癌A549细胞中降

调ACSS2，用实时荧光定量聚合酶链反应(real-
time fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction，RTFQ-PCR)技术检测ACSS2 mRNA
的 表 达 水 平 。 应 用 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (me t hy l 
thiazolyl tetrazolium，MTT)、流式细胞术和细胞

划痕实验检测ACSS2对细胞增殖、凋亡和迁移

能力的影响。

1　材料和方法

1.1　细胞培养

　 　 N S C L C 细 胞 株 A 5 4 9 与 正 常 支 气 管 上 皮

细胞株16HBE购自上海耀新生物科技有限公

司，采用含10%胎牛血清、100 U/mL青霉素及 

0.1 mg/mL链霉素的RPMI 1640细胞培养液，于

37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中常规培养。

1.2　RTFQ-PCR检测细胞中ACSS2表达情况

　　按照Trizol试剂说明书提取A549细胞和

16HBE细胞RNA，使用紫外分光光度仪分析纯

度及浓度。按照逆转录试剂盒说明书操作方法

将其逆转录为cDNA。

　　通过Genebank设计ACSS2 PCR扩增引物序

列，通过Primer-Blast同源性检测证实目的基因

序列为293 bp，由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成。用于RTFQ-PCR的引物ACSS2正义

序列：5’-CTGCTACTTTCCCATTCTTT-3’，反

义序列：5’-CTCCACCTCTGCTGTACTCA-3’。
β-actin购自生工生物工程(上海)股份有限公司。

　　使用日本TaKaRa公司的SYBR® Premix 
Dimer Eraser™(Perfect Real Time)试剂盒进行

RTFQ-PCR实验，方法与步骤按照说明书进行。

反应条件为：95 ℃预变性30 s，95 ℃变性5 s，

56.9 ℃退火30 s，72 ℃延伸34 s，共40个循环

扩增。记录各样品Ct值，计算各组目的基因相

mote the apoptosis rate, especially early apoptosis. This study indicates that ACSS2 may contribute to the progression 
of human lung adenocarcinoma and may have the potential to serve as a novel therapeutic target.
  　［Key words］ Lung neoplasm; Cytosolic acetyl-CoA synthetase 2; RNA interference
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对表达量。△CtACSS2=CtACSS2-Ctβ-actin；△△Ct= 
△Ct 肿瘤-△Ct 正常平均值；目的基因相对表达量

(relative quantification，RQ)为2-△△Ct。

1.3　siRNAs的序列合成与转染

1.3.1　siRNAs序列合成

　　ACSS2-siRNAs序列片段由上海吉玛生

物 制 药 公 司 设 计 合 成 。 目 的 序 列 正 义 链 ：

5’-GCGAGUGCUUCGGAAGAUUTT-3’；反义

链：5’-AAUCUUCCGAAGCACUCGCTT- 3’；
阴性对照序列正义链：5’-UUCUCCGAACG 
UGUCACGUTT-3’；反义链：5’-ACGUGA 
CACGUUCGGAGAATT-3’。
1.3.2　siRNAs转染

　　选用生长状态良好的对数生长期细胞进

行转染，实验步骤参照上海吉玛制药技术有

限公司转染手册及LipofectamineTM2000转染说

明。转染细胞分为实验组、阴性对照组和空白

对照组。具体如下(以24孔板为例，其他孔相

应调整)。转染前1天，将1.0×105个细胞接种在

24孔板上，在24 h内细胞汇合达50%~70%。经

预实验优化试剂用量分别为20 pmol siRNA和

2 μL LipofectamineTM2000，培养基最终体积为

500 μL/孔。转染6 h后更换培养基继续培养，

12 h内进行流式细胞仪检测转染效率。24~72 h
后收获细胞进行转染后的其他实验。

1.4　RNA干扰效果鉴定

1.4.1　流式细胞仪检测5(6)-羧酸荧光素标记的

ACSS2-siRNA转染情况

　 　 脂 质 体 介 导 的 5 ( 6 ) - 羧 酸 荧 光 素 标 记 的

ACSS2-siRNA转染步骤同上，转染后将细胞置

于37 ℃、CO2体积分数为5%的恒温箱中避光培

养。6~8 h后取出细胞，经PBS洗涤3遍后，在

4 ℃的条件下，223.8×g离心5 min，收集细胞进

行流式细胞术转染效率检测。

1.4.2　RTFQ-PCR

　　按照Trizol试剂说明书提取转染前和转染

后A549细胞RNA，使用紫外分光光度仪分析

纯度及浓度。按照逆转录试剂盒说明书操作方

法将其逆转录为cDNA。使用SYBR® Premix 
Dimer Eraser™(Perfect Real Time)试剂盒进行

RTFQ-PCR实验，方法与步骤按照说明书进行。

反应条件为：95.0 ℃预变性30 s，95.0 ℃变性

5 s，56.9 ℃退火30 s，72.0 ℃延伸34 s，共40
个循环扩增。记录各样品Ct值，计算各组目的

基因相对表达量。△CtACSS2=CtACSS2-Ctβ-actin；

△△Ct=△Ct肿瘤-△Ct正常平均值；目的基因RQ为

2-△△Ct。

1.5　MTT法检测细胞增殖

　　将处于对数期的细胞接种于96孔板，进行

转染。转染细胞分为实验组、阴性对照组和未

处理组。分别在转染后24、48、72和96 h加入

浓度为5 mg/mL的MTT 20 μL，混匀，避光温育 

4 h。吸弃培养液，每孔加入150 μL二甲基亚

砜，室温下避光振荡10 min。酶标仪检测490 nm
处吸光度(D)值。实验重复3次，按以下公式计

算细胞增殖抑制率(％)：细胞增殖抑制率=(1-实
验组D值/对照组D值)×100%，绘制生长曲线。

1.6　流式细胞术检测细胞凋亡

　　将处于对数生长期的细胞接种于6孔板，于

37℃、CO2体积分数为5％的恒温箱中温育24 h
后进行LipofectamineTM2000介导的siRNA转染，

分为实验组、阴性对照组和未处理组。48 h后

计数，以每管取5×105个细胞移至流式管中，

按照凋亡检测试剂盒说明书步骤操作如下：加

入500 μL的Binding Buffer悬浮细胞后加入5μL 
Annexin V-FITC混匀，继续加入5 μL Propidiμm 
Iodide，混匀；室温、避光反应5~15 min；在1 h
内，采用流式细胞仪检测。每组重复3次(转染

后处理细胞过程均以强光照射，总照射时间大

于1 h，于荧光显微镜下观察无绿色荧光)。
1.7　细胞划痕实验检测细胞迁移能力

　　将处于对数期的细胞接种于6孔板，进行转

染。转染细胞分为实验组、阴性对照组和未处

理组，于24 h铺满6孔板，进行划痕。采用含3%
胎牛血清、1%青链霉素双抗的RPMI 1640细胞

培养液，于37 ℃、C02体积分数为5%的培养箱

中常规培养。分别在转染后0、24和48 h观察细

胞愈合程度并拍照。

1.8　统计学处理

　　计量资料实验数据以x±s表示，两组间均数

卢晓霞，等.　降调ACSS2对非小细胞肺癌A549细胞增殖、凋亡和迁移的影响
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比较采用t检验，多组均数比较采用单因素方差

分析，两两比较采用最小显著性差异法。使用

SPSS 16.0统计软件进行统计分析，P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　RTFQ-PCR检测肺癌细胞A549中ACSS2

呈高表达

　　通过RTFQ-PCR检测NSCLC A549细胞与

正常支气管上皮细胞株16HBE中ACSS2 mRNA
的表达情况。结果显示，A549中ACSS2的相

对表达量约为正常支气管上皮细胞株16HBE
的(2.61±0.05)倍，差异有统计学意义(P<0.05， 

图1)。

图 1　RTFQ-PCR检测ACSS2 mRNA在NSCLC细胞株及正常

支气管上皮细胞株中的表达

Fig. 1    The expression of ACSS2 mRNA in bronchial epithelial 

cell and NSCLC cells detected by RTFQ-PCR

2.2　siRNA转染细胞效果检测

　　使用流式细胞仪对转染后标记有5(6)-羧酸

荧光素的细胞进行转染效率检测，转染效率大

于70%(图2)。
2.3　转染ACSS2-siRNA能沉默ACSS2 mRNA

表达

　　对转染后72 h的细胞进行RTFQ-PCR检测。

结果显示，ACSS2-siRNA干扰组ACSS2mRNA
表达量(0.26±0.44)较空白对照组(1.00±0.51)及阴

性对照组(1.06±0.40)显著降低，差异有统计学意

义(P<0.05)，阴性对照组与空白对照组差异无统

计学意义(图3)。

图 3　RTFQ-PCR检测转染后ACSS2基因mRNA的表达水平

Fig. 3    RTFQ-PCR was used to detect the expression of ACSS2 

mRNA

The expression of ACSS2 mRNA decreased obviously after 
transfection ACSS2-siRNA

2.4　转染ACSS2-siRNA能抑制A549细胞增殖

　　MTT法检测转染后24、48、72和96  h 
ACSS2-siRNA对NSCLC细胞系A549的生长

抑 制 作 用 ， 结 果 显 示 ， 转 染 后 2 4 、 4 8 、 7 2
和96 h，siACSS2对细胞的生长抑制率分别

为(8.5±5.2)%、(17.3±3.6)%、(22.9±4.1)%和

(29.7±6.5)%，与对照组相比，转染后24 h细胞

抑制率差异无统计学意义(P=0.06)，48、72和

96 h细胞抑制率差异有统计学意义(P<0.05)，降

图 2　流式细胞仪检测细胞转染效率

Fig. 2    The transfection efficiency of ACSS2 siRNA

A: The cells of detection; B: Untreated group; C: ACSS2-siRNA treated group



978

调ACSS2可明显抑制细胞增殖(图4)。
2.5　转染ACSS2-siRNA能促进细胞凋亡

　　流式细胞术检测转染ACSS2-siRNA对A549
细胞凋亡的影响，siACSS2转染后48 h，使用流

式细胞仪对三组细胞进行细胞凋亡分析，结果

显示，ACSS2-siRNA转染组较阴性对照组及空

白对照组细胞凋亡率明显上升，早期细胞凋亡

率分别为21.60±2.92、5.70±2.51和8.50±1.60，

ACSS2-siRNA转染组细胞早期凋亡率明显高于

阴性对照组及空白对照组(P<0.05)，而后两者之

间差异无统计学意义。说明降调ACSS2能够促

进肺癌细胞A549发生早期凋亡(图5)。
2.6　转染ACSS2-siRNA能抑制细胞迁移

　　细胞划痕实验检测ACSS2-siRNA对细胞迁

移能力的影响，结果应用Image-Pro plus 6.0分

析，分别测量0、24和48 h的划痕宽度，平均

迁移距离=(0 h的划痕宽度－24或48 h的划痕宽

度)/2。24 h实验组细胞平均迁移(32.6±5.8) μm，

阴性对照组平均迁移(44.6±8.4) μm，空白对

照组平均迁移 (42 .9±8 .0 )  μm ，三组之间差

异无统计学意义(P>0.05)。48 h实验组细胞

平均迁移 (83 .1±7 .7 )  μm ，阴性对照组平均

迁移(120.3±8.3)  μm，空白对照组平均迁移

(125.5±7.6) μm，实验组与空白对照组细胞迁移

距离差异有统计学意义(P<0.05，图6)。

图 4　MTT检测ACSS2-siRNA转染对A549细胞的生长抑制作用

Fig. 4    MTT was used to test the inhibition of cell growth after ACSS2-siRNA transfection

A: The cell proliferation significantly slowed compared with control subjects after ACSS2-siRNA transfection. B: siACSS2 can obviously inhibit 
cell proliferation compared with the control group after transfection 48, 72 and 96 h with statistical significance (P<0.05); SI: ACSS2-siRNA 
treated group, NG: negative control group

图 5　降调ACSS2表达对NSCLC A549细胞凋亡率的影响

Fig. 5    The impact of ACSS2 knockdown on apoptosis rate of NSCLC cell A549

A: Untreated group; B: Negative control group; C: ACSS2-siRNA treated group; D: Statistical figure of early stage apoptosis rate in three groups
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3　讨　　论

　　肝癌肿瘤模型的研究结果显示，ACSS2基

因的缺失降低了肿瘤的发生率［5］。Mashimo 
等［11］认为ACSS2在脑神经胶质瘤及其转移肿瘤

中表达上调并且具有广泛的免疫反应性。另外

在Ⅱ、Ⅲ期恶性神经胶质瘤中患者生存时间短

可能与ACSS2高表达相关。提示ACSS2可能是

潜在的肿瘤治疗的靶点或者是评价预后的可能

指标。

　　本研究前期在组织水平证实，NSCLC的

癌组织中存在ACSS2高表达，而正常肺组织表

达量极少。现通过体外细胞培养进一步探索了

ACSS2对于NSCLC A549细胞的生物学功能的

影响。实验利用RNA干扰技术设计合成siRNA
片段，通过LipofectamineTM2000转入A549细胞

内，经流式细胞仪鉴定其转染效率大于70%，

RTFQ-PCR验证细胞ACSS2 mRNA表达明显下

调。通过MTT、细胞划痕实验检测细胞增殖及

迁移能力减弱，通过流式细胞仪检测细胞凋亡

能力增强。提示ACSS2在肺腺癌的发生、发展

中可能起重要作用，其表达量的多少对A549细

胞的生物学功能有重要影响。但是其在体内对

于NSCLC细胞的生长、转移是否至关重要，降

调ACSS2能否显著抑制NSCLC的发生、发展，

是否能通过其预测患者预后尚需要进一步更深

入的研究。本研究在体外细胞水平上是通过肺

腺癌细胞株A549进行的，A549细胞不能够完全

代表其他类型的NSCLC，体外细胞实验不能够

完全模拟体内生理环境，故实验存在一定的局

限性。本研究通过ACSS2-siRNA干扰技术降调

ACSS2表达，但只进行了基因水平的鉴定，下

一步应该在蛋白水平进行鉴定其是否有蛋白表

达量的减少。另外，动物水平及与临床治疗有

关的研究也是后续研究的方向。在机制研究方

面，需要更深入的研究，寻找其具体参与的分

子调控机制。为肺癌的靶向治疗及预后评价方

面提供依据。
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