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［摘要］  背景与目的：转化生长因子β调节子４（transforming growth factor β regulator 4，TBRG4）是编码转化生长因子β

（transforming growth factor β，TGF-β）的调节子；近年来研究发现，TBRG4表达异常与肿瘤密切相关，但有关TBRG4与肺

腺癌关系的研究较少，因此该研究旨在探讨TBRG4在肺腺癌中的作用及其相关机制。方法：收集郑州大学附属肿瘤医院非

小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）患者的肿瘤组织和癌旁组织样本，采用免疫组织化学方法检测TBRG4的

表达。以慢病毒为载体构建TBRG4基因特异性干扰载体，并将特异性干扰载体及空载体转染NCI-H1299细胞，采用细胞计

数试剂盒（cell counting kit-8，CCK-8）检测各组细胞生长情况；采用细胞克隆形成实验比较各组细胞克隆形成能力；采用

Annexin Ⅴ-FITC/PI双染法结合流式细胞术检测细胞凋亡；PI/RNase单染检测细胞周期；采用蛋白质印迹法（Western blot）

检测10号染色体上缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物（phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten，PTEN）信

号通路相关蛋白表达情况。结果：TBRG4蛋白在NSCLC患者癌组织中表达升高；TBRG4敲低后H1299细胞抑制了H1299细

胞的增殖及细胞克隆形成能力，并促进细胞凋亡，同时导致H1299细胞周期停滞于G0/G1期；PTEN、RAP1A及IGF2蛋白表

达上调，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：TBRG4可能参与肺癌的发生、发展过程，其在NSCLC患者肺癌组织中的表

达显著高于癌旁组织。TBRG4与肺癌细胞的增殖、调亡等生物学行为密切相关，可能成为肺癌治疗的潜在靶点。
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［Abstract］ Background and purpose: Transforming growth factor β regulator 4 (TBRG4) is a regulator of transforming 

growth factor β. In recent years, studies have found that TBRG4 expression is closely related to tumors, but there are few studies 

on the relationship between TBRG4 and lung adenocarcinoma. Therefore, this paper aimed to study the role of TBRG4 in lung 

adenocarcinoma and related mechanism. Methods: Clinical samples of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC), including 

tumors and adjacent tissues, were collected. Immunohistochemistry was used to detect the expression of TBRG4. The TBRG4 gene-

specific interference vector was constructed with lentivirus as vector, and the specific interference vector and empty vector were 

transfected into NCI-H1299 cells. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect the cell growth in each group. The cell clone 

formation experiment was used to compare the cell clone formation ability in each group. Apoptosis was detected by Annexin Ⅴ-FITC/

PI double staining combined with flow cytometry. PI/RNase single staining was used to detect cell cycle. Western blot was used to 

detect  phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten (PTEN) signaling pathway-related protein expression. Results: 

TBRG4 protein was up-regulated in NSCLC patients' cancer tissues. Downregulation of TBRG4 inhibited H1299 cell proliferation 

and cell clonality, promoted apoptosis, and caused H1299 cell cycle arrest in G0/G1 phase. The protein expression levels of PTEN, 

RAP1A and IGF2 were up-regulated (P<0.05). Conclusion: TBRG4 may be involved in the development of lung cancer, and its 

expression in lung cancer tissues of patients with NSCLC is significantly higher than that in adjacent tissues. TBRG4 plays an 
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　　肺癌是目前临床上最常见的恶性肿瘤，又称

为原发性支气管肺癌。根据其形态学及生物学

特征，肺癌可分为非小细胞肺癌（non-small cell 
lung cancer，NSCLC）和小细胞癌（small cell 
lung cancer，SCLC）。临床治疗肺癌的主要方法

有靶向药物治疗、化疗、放疗及手术切除等，但

目前大多数治疗方法的疗效仍较差，５年生存率

较低［1］。因此，深入研究肺癌发生、发展的机

制及其过程中的关键分子并开展靶向治疗，对提

高肺癌患者的生存率、改善其生存质量具有重要

意义。

　　转化生长因子β调节子４（ t ransforming 
growth factor β regulator 4，TBRG4）是编码转

化生长因子β（transforming growth factor-β，

TGF-β）的调节子。近年来研究发现TBRG4表达

异常与肿瘤密切相关［2］。研究发现，TBRG4在

头颈部鳞状细胞癌患者的细胞系中存在异常扩 

增［3］，同时，TBRG4在乳腺癌细胞的增殖等方

面发挥重要作用，但是其在肺癌中的作用尚未阐

明。因此，本实验拟采用免疫组织化学方法检测

TBRG4在临床收集的NSCLC患者癌组织及癌旁

组织样本中的表达，分析其表达的临床意义。

构建TBRG4的RNA干扰（RNA interference，

RNAi）载体并转染肺癌细胞系NCI-H1299，分析

TBRG4在肺癌细胞增殖及调亡等生物学行为中的

作用，为初步探讨TBRG4基因作为治疗肺癌的可

能潜在靶点提供实验基础。

1 材料和方法

1.1  材料

1.1.1 临床样本

　　本研究中所有病例资料的收集以及临床组织

样本的采集均获得郑州大学附属肿瘤医院医学

伦理委员会的审批并在其监督下进行。2017年6

月—2018年6月采集郑州大学附属肿瘤医院收治

的NSCLC患者肿瘤组织标本，同时，采集NSCLC

患者距离癌组织5 cm以上的正常肺组织，共63

例，为肺叶切除组织。所有NSCLC患者术前均未

接受任何治疗。术后所有临床样本均送郑州大学

附属肿瘤医院病理科经病理学检查证实为肺腺

癌。同时记录相关的临床资料和病理资料，结果

见表1，而NSCLC的肿瘤分级和临床分期依据第7

版肺癌TNM分期标准［4］。

表 1  NSCLC患者临床特征（N=63）

Tab. 1  Clinical characteristics of NSCLC patients (N=63)

［n (%)］

Variable Cases

Gender

 Male 32 (50.79)

 Female 31 (49.21)

Age/year

 ≤60 28 (44.45)

 ＞60 35 (55.55)

Pathological grade

  Ⅰ-Ⅱ 9 (14.28)

  Ⅰ-Ⅲ 3 (4.76)

  Ⅱ-Ⅲ 13 (20.64)

  Ⅱ 35 (55.56)

  Ⅲ 3 (4.76)

Staging

 T1a 8 (12.70)

 T1b 8 (12.70)

 T2a 29 (46.03)

 T2b 5 (7.94)

 T3 9 (14.28)

 T4 4 (6.35)

 N0 39 (61.90)

 N1 12 (19.05)

 N2 10 (15.87)

 N3 1 (1.59)

 Nx 1 (1.59)

 M0 60 (95.24)

 M1b 3 (4.76)

important role in the biological behavior, such as proliferation and apoptosis of lung cancer cells. TBRG4 may be a potential target 

for the treatment of lung cancer.

［Key words］ TBRG4; Non-small cell lung cancer; RNA interference; Cell proliferation; Cell apoptosis
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1.1.2 主要试剂

　　慢病毒包装试剂盒购自上海吉凯基因化学技

术有限公司，细胞计数试剂盒（cell counting kit-
8，CCK-8）购自美国Biosharp公司，AnnexinV- 
FITC/PI和PI/RNases试剂盒购自美国BD公司，

RPMI-1640培养基、胎牛血清购自美国Gibco公

司，抗IGF2抗体（ab18954）、抗RAP1A抗体

（ab115776）和抗TBRG4抗体（ab180775）购

自英国Abcam公司，羊抗兔二抗购自美国Cell 
Signaling Technology公司（#5151）。

1.2  方法

1.2.1 肺癌组织和癌旁组织样本中TBRG4的表达

　　固定后的组织样本进行脱水、透明和浸蜡后

切片。再进行脱蜡和水化后，用0.01 mol/L柠檬

酸钠缓冲液浸没切片，沸水浴20 min，在室温下

自然冷却，用PBS漂洗3次。用3%的H2O2的双蒸

水滴盖切片组织，室温温育10 min，灭活内源性

过氧化物酶，PBS漂洗2次。封闭后用TBRG4一抗

4 ℃温育过夜。取出切片用PBS漂洗3次后，滴加

HRP标记的二抗，37 ℃温育30 min。滴加DAB工

作液染色5 min后用蒸馏水冲洗。苏木精染液复染

3 min，蒸馏水冲洗，温水返蓝5 min，乙醇浓度

梯度脱水，二甲苯透明5 min后封片。每张切片随

机选择５个区域进行拍照，并根据切片棕黄色强

度及面积来评估染色结果。

1.2.2 慢病毒感染 
　　收集H1299细胞制备成细胞悬液，调整细胞

密度为5×104个/mL，取100 μL细胞悬液至96孔

板中，培养24 h。吸弃上清液，依次加入试剂

盒中的试剂，培养12 h后换液。感染72 h后在倒

置荧光显微镜下观察，当感染效率达到80%以上

时，选择该感染条件继续进行后续实验。取5×104

个/mL密度的细胞悬液2 mL至6孔板中培养24 h。

弃上清液，加入包含沉默TBRG4基因的小发夹

RNA（small hairpin RNA，shRNA）的慢病毒

（5’-GTTCTTCAGCCTGGTACAT-3’）及空载体

病毒。将感染成功的细胞置于培养瓶中培养，感

染72 h后，荧光显微镜下观察，同时观察细胞感

染后的情况，若细胞未出现大量死亡，且生长状

况良好，即可进行下一步实验，并将NCI-H1299

细胞分为对照组（TBRG4-vector组）、干扰组

（TBRG4-RNAi组）和未进行转染的空白对照组

（Control组）。

1.2.3 CCK-8增殖实验

　　收集细胞，以2×103个/孔密度将3组细胞接

种于96孔板中，每组设3个复孔。待细胞贴壁后

换含有10 μL CCK-8试剂的100 μL培养基，继续

在培养箱中温育2 h，用酶标仪在450 nm检测每孔

吸光度（D）值。同时，分别在24、48、72和96 

h时测得各组细胞的D值。并根据所测得D值绘制

3组细胞的生长曲线。

1.2.4 细胞克隆形成实验

　　将3组生长状态良好的细胞接种于6孔板中，

每孔约1 000个细胞，每组设3个复孔。每隔3 d观

察1次细胞状态，视细胞状态更换培养基，2周

后出现肉眼可见的成团细胞集落，即可终止培

养。用PBS清洗细胞1次后加入4%多聚甲醛进行

固定，再用0.1%结晶紫染液进行染色15 min，用

PBS清洗后拍照并计数。细胞克隆形成率=（克隆

数/接种细胞数）×100%。

1.2.5 细胞凋亡实验

　　本实验采用Annexin V-FITC/PI 双染法检测

细胞凋亡。将3组细胞以5×105个/mL的密度接种

到6孔板中，在培养箱中培养24 h后收集细胞，

用预冷的PBS洗涤2次后，加入1×结合缓冲液重

悬细胞，调整细胞的密度约为1×106个/mL。取

100  μL至流式管中，分别加入5 μL Annexin V-FITC

和5 μL PI混匀后室温避光温育15 min，再加入 

400 μL×结合缓冲液采用流式细胞术进行检测。

1.2.6 细胞周期实验

　　本实验采用PI/RNase单染检测细胞周期，制备

细胞悬液并以5×106个/mL的密度接种于6孔板中，

在培养箱中温育过夜。消化收集细胞，并用预冷的

PBS洗涤2次。弃上清液，每管逐滴加入1  mL预冷的

70%的乙醇，吹打混匀，-20 ℃避光过夜。固定24 h

后1 000 r/min离心5 min。吸弃上清液，用预冷的PBS

洗涤细胞1~2次。加入500  μL的PI/RNase染液染色，

室温避光温育15  min，用300目尼龙网过滤后，采用

流式细胞术进行检测。

1.2.7 蛋白质印迹法（Western blot）检测蛋白水平

　　用PBS清洗细胞，加入含蛋白酶抑制剂的放

射免疫沉淀分析（radio-immunoprecipitation assay，

RIPA）裂解液，在冰上裂解30 min。12 000 r/min，

4 ℃低温离心15 min，收集上清液，采用BCA法测
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定蛋白浓度。根据测得浓度调整上样量后在10%的

分离胶中进行电泳。电泳完后，采用湿转方法在

200 mA恒流条件下将蛋白转移到PVDF 膜上。电转

结束后，将PVDF膜置于闭液封闭2 h 后，用一抗在

4 ℃条件下温育过夜。取出PVDF膜用洗膜缓冲液 

（Tris-buffered saline with Tween 20，TBST）洗涤3

次，用二抗在室温下温育2 h。取出PVDF膜后用

TBST洗涤3次后用Odyssey双色红外激光成像系统进

行扫描分析。

1.2.8 统计学处理

　　本次实验数据均采用SPSS 17.0软件进行处理，计

数资料采用χ2检验；计量资料用x±s表示，组间比较用

t检验；P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  TBRG4在NSCLC患者癌组织和癌旁组织中表

达情况的比较

　　NSCLC患者癌组织中TBRG4的阳性表达率显

著高于其在癌旁组织中的阳性表达率，差异有统

计学意义（P<0.05）。由此可见，在NSCLC患者癌组

织中TBRG4蛋白水平升高（图1，表2）。

图 １  TBRG4在NSCLC患者癌组织和癌旁组织中表达比较

Fig. 1  Comparison of the expression of TBRG4 in cancer tissues 

and paracancerous tissues of NSCLC patients

图 2  各组细胞中TBRG4蛋白的表达量

Fig. 2  Expression of TBRG4 protein in each group of cells

 **: P<0.01, compared with the Control group; ##: P<0.01, compared 
with the TBRG4-vector group 

2.2  慢病毒感染后H1299中TBRG4蛋白的表达量

　　慢病毒感染后H1299中TBRG4蛋白的表达量

结果见图2，TBRG4-RNAi组中TBRG4蛋白的表

达量显著性低于TBRG4-vector组和Control组，

差异有统计学意义（P<0.05），表明H1299细

胞中TBRG4的shRNA慢病毒感染成功，敲低了

TBRG4的表达量。

2.3  TBRG4敲低抑制H1299细胞的生长

　　为了探究TBRG4敲低对H1299细胞生长的影

响，本实验采用CCK-8法连续4 d观察细胞的生长

情况，结果见图3，与TBRG4-vector组和Control组
相比，TBRG4-RNAi组细胞增殖明显受到抑制，差

异有统计学意义（P<0.05），表明下调TBRG4的表

达后抑制了H1299细胞的增殖能力。

图 3  CCK-8 实验检测各组细胞增殖能力

Fig. 3  CCK-8 assay to detect the proliferation of cells 

in each group

2.4  TBRG4敲低抑制H1299细胞克隆形成

　　结果见图4。TBRG4-RNAi组细胞形成集落

数目显著性低于与TBRG4-vector组和Control组形

成的集落数，差异有统计学意义（P<0.05）。这

表 2  TBRG4在癌组织和癌旁组织中的表达

Tab. 2  The expression of TBRG4 in cancer tissues and 
paracancerous tissues

Group Number of
cases

TBRG4 expression
χ2 P value

Negative Positive

Cancer tissues 63 10(15.87) 53(84.13) 48.48 0.000
Paracancerous
  tissues 63 49(77.78) 14(22.22)
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表明抑制TBRG4的表达能够减弱H1299细胞的克

隆形成能力。

2.5  TBRG4敲低促进H1299细胞的凋亡

　　本实验研究了TBRG4敲低后是否对细胞的

凋亡产生影响。流式细胞术检测结果见图5，与

TBRG4-vector组相比，BRG4-RNAi组细胞凋亡

率显著性增加，差异有统计学意义（P<0.05）。

这表明TBRG4敲低后能促进H1299细胞的凋亡。

2.6  TBRG4敲低导致H1299细胞周期停滞于G0/

G1期

　　TBRG4敲低导致H1299细胞周期的影响结果

见表3。结果表明，TBRG4-RNAi组S期和G2/M期

的细胞百分比较Control组和TBRG4-vector组明显

下降，G0/G1期的细胞百分比明显升高，差异有

统计学意义（P<0.05）。因此，TBRG4敲低会导

致H1299细胞周期停滞于G0/G1期。

图 4  各组细胞克隆形成能力比较

Fig. 4  Comparison of cell colony forming ability of each group
**: P<0.01, compared with the Control group; ##: P<0.01, compared 
with the TBRG4-vector group 

图 5  各组细胞凋亡率比较

Fig. 5  Comparison of apoptosis rates in each group
**: P<0.01, compared with the Control group; ##: P<0.01, compared with the TBRG4-vector group 
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2.7  TBRG4敲低激活10号染色体上缺失的磷酸

酶及张力蛋白同源物（phosphatase and tensin 

homolog deleted on chromosome ten，PTEN）

信号通路相关蛋白

　　Western blot实验结果表明，TBRG4敲低激

活了PTEN蛋白，上调了RAP1A及IGF2等下游基

因的表达，差异有统计学意义（P<0.05），提示

TBRG4敲低后通过激活PTEN信号通路相关蛋白

从而调控H1299细胞的生物学行为。

15% ［6］。因此，探究肺癌发生、发展过程中新

的机制及关键分子，并开展靶向治疗对临床寻找

有效的肺癌治疗方案具有重要意义。RNAi是一

种可以使目的基因沉默的调控方式，主要通过

外源性小分子干扰RNA或内源性小分子RNA而实

现 ［7- 9］。慢病毒载体免疫原性较低，可感染细胞

将携带的外源基因片段整合进宿主基因组中，因

此被广泛地应用于基因工程［10-14］。

　　TBRG4基因位于7p14-p13，编码TGF-β调节

子。研究表明，TBRG4在参与细胞周期素CLN1

和CLN2的调控及维持其稳定性方面发挥重要的

作用 ［15］。本实验结果显示TBRG4在NSCLC患者

的肺癌组织中高表达，表明其可能参与肺癌的发

生、发展过程。同时，本实验采用带有GFP的慢

病毒载体对TBRG4基因进行特异性干扰，从而探

讨TBRG4基因敲减对肺癌细胞系H1299细胞生物

学行为的影响。

　　TBRG4可调控细胞周期蛋白CLN1和CLN2的

转录及维持其稳定性，抑制TBRG4基因会导致某

些线粒体mRNA不稳定［16］。研究发现，TBRG4

蛋白在多发性骨髓瘤患者髓外肿瘤组织［17］、

原代乳腺癌细胞中［18］的表达显著升高，而在正

常乳腺细胞系16N中表达降低，并且其表达与乳

腺癌的恶性程度呈正相关［18］。本研究发现，在

肺癌组织中TBRG4蛋白呈高表达，而在癌旁组

织中低表达，因此该基因可能参与了肺癌的发

生、发展过程。本实验构建了TBRG4敲低慢病

毒载体，探究抑制TBRG4的表达对H1299细胞生

物学行为的影响。实验结果表明，敲低TBRG4
基因能够抑制H1299细胞的增殖及细胞克隆形成

能力，促进其凋亡，同时导致细胞周期停滞于 

G0/G1期。

图 6  各组细胞信号通路蛋白表达情况比较

Fig. 6  Comparison of protein expression in cell signaling 

pathways of each group
**: P<0.01, compared with the Control group; ##: P<0.01, compared 
with the TBRG4-vector group

3 讨  论

　　在临床治疗肺癌的过程中，研究发现使用

靶向药物治疗可延长部分患者的生存期［5］，但

由于耐药性及不良反应等问题，生存率仍低于

表 3  各组细胞周期比较 

Tab. 3  Comparison of cell cycle of each group 

(x±s，%)

Group G0/G1 S G2

Control 40.31±0.67 39.02±0.78 20.67±0.55

TBRG4-vector 41.24±0.52 38.23±0.64 20.53±0.48

TBRG4-RNAi 51.58±0.58**，## 36.17±0.45**，# 12.25±0.42**，##

**: P<0.01, compared with the Control group; ##: P<0.01, compared with the TBRG4-vector group; #: P<0.05, compared with the TBRG4-vector group 
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　　PTEN是继p53后新发现的肿瘤抑制基因，其

是第一个具有脂质和蛋白的双重特异性磷酸酶活

性的抑癌基因。PTEN的主要功能是通过调控多

种信号通路从而抑制肿瘤细胞的增殖、转移、黏

附以及促进细胞分化、凋亡、衰老，参与细胞周

期的调节等［19］。同时，研究表明，PTEN表达下

调促进NSCLC的发生和转移［20-22］。而本实验结

果表明TBRG4基因敲低激活了PTEN，进一步上

调了RAP1A及IGF2等下游基因，从而抑制H1299

细胞的增殖及细胞克隆形成能力，并促进其凋

亡。本研究共纳入63例肺腺癌患者样本，而小样

本量所得结果可能存在偏差。本研究中有限的样

本量提示TBRG4的表达与肺腺癌的临床病理学特

征相关，下一步我们将增加样本量，同时引入其

他类型的肺癌样本（如肺鳞状细胞癌样本），再

检测TBRG4的表达，分析其与临床的相关性，以

阐明TBRG4在肺癌中的作用及临床意义。

　　综上所述，TBRG4在肺癌细胞的增殖、调亡

方面具有重要的生物学功能，其可能作为治疗肺

癌的一个潜在靶点，但其相关机制有待进一步 

研究。
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