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摘要 目的：研究肿瘤坏死因子 琢（tumor necrosis factor-alpha, TNF-琢）在非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)中对 NF-

资B/PXR 信号通路和去 SUMO 化（small ubiquitin-like modifier，SUMO）修饰的调控作用。方法：培养人正常肺上皮细胞系

BEAS-2B和人非小细胞肺癌细胞系 A549，在两种细胞系中加入人重组肿瘤坏死因子 琢 (recombinant human tumor necrosis fac-

tor-alpha, rhTNF-琢)，采用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)方法检测核转录因子 -资B (nuclear transcription factor-资B, NF-资B)、孕烷 X

受体（Pregnane X receptor, PXR）和多药耐药基因 -1(multidrug resistance-1, MDR-1)以及包括 SENP1、SENP2 和 SENP3 在内的

SUMO特异性蛋白酶(SUMO-specific proteases, SENPs)的 mRNA水平的变化；采用细胞免疫组织化学染色的方法验证 NF-资B、
PXR和 SENP1在蛋白水平的变化；采用Western blot方法检测磷酸化 NF-资B的表达改变。结果：基础状态下，A549细胞系与
BEAS-2B细胞系中 NF-资B表达水平差异无统计学意义(P=0.745)；加入 TNF-琢诱导后，A549细胞系和 BEAS-2B细胞系中 NF-资B
的 mRNA 和蛋白水平以及磷酸化 NF-资B 表达水平升高，A549 细胞系中的 NF-资B 及磷酸化 NF-资B 表达水平均明显高于
BEAS-2B细胞系 (P<0.05)。基础状态下，A549细胞系中 PXR、MDR-1及 SENP1的表达明显高于 BEAS-2B细胞系，SENP2及

SENP3的表达明显低于 BEAS-2B细胞系(P<0.05)；TNF-琢诱导后，A549细胞系 PXR、MDR-1、SENP1、SENP2和 SENP3的表达均

降低，但 BEAS-2B细胞系中以上指标表达均升高(P<0.05)。结论：炎症因子 TNF-琢可以诱导 NSCLC细胞系中 NF-资B表达上调，
PXR、MDR-1、SENP1、SENP2和 SENP3的表达下调，提示 TNF-琢可能通过 NF-资B/PXR炎症通路参与肿瘤的发生过程，并且，去
SUMO化修饰可能参与 TNF-琢对 NF-资B/PXR通路的调控作用。
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Regulation of TNF-琢 on NF-资B/PXR Signaling Pathway and deSUMOylation
Modulation in Non-small Cell Lung Cancer*

To explore the regulation of TNF-琢 (tumor necrosis factor-alpha) on NF-资B/PXR signaling pathway and

deSUMOylation modulation in non-small cell lung cancer. Human normal lung epithelial BEAS-2B cell line and human

non-small cell lung cancer A549 cell line were used to investigate the changes in mRNA of NF-资B (nuclear transcription factor-资B),
PXR (Pregnane X receptor), MDR-1 (multidrug resistance-1) and deSUMOylation enzymes including SENP1, SENP2, and SENP3 in

recombinant human TNF-琢 (rhTNF-琢)-induced NSCLC A549 and BEAS-2B cell line by quantitative RT-PCR (qRT-PCR). Cellular

immunochemical staining was used to verify the changes in protein levels of NF-资B, PXR and SENP1. Changes of phosphorylated

NF-资B were detected by Western blot. The baseline expression of NF-资B mRNA was similar in both A549 cell line and control

(P=0.745). Increased expression of NF-资B in mRNA and protein levels as well as phosphorylated NF-资B after TNF-琢 treatment was

found in A549 cell line and normal control. However, the expression in A549 cells was significantly higher than BEAS-2B cells (P<0.05).
The baseline expression of PXR, MDR-1 and SENP1 is higher in A549 cells, but the expression of SENP2 and SENP3 was much lower

compared to BEAS-2B cells (P<0.05). The TNF-琢 treatment decreased the expression of PXR, MDR-1, SENP1, SENP2 and SENP3 in

A549 cells, but increased the expression in BEAS-2B cells (P<0.05). TNF-琢 is involved in the contribution of NF-资B/PXR
signaling pathway to carcinogenesis in NSCLC cell line. In addition, de-SUMOylation may play a role in the regulation of TNF-琢 on

NF-资B / PXR pathway.
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前言

尽管过去几十年来非小细胞肺癌(NSCLC)的治疗已经取

得了进展，但总体 5年生存率(over-all survival, OS)仍然很低。

因此，寻找新的致病机制，为肿瘤的预防及治疗提供新的思路

仍然至关重要。越来越多的证据表明慢性感染和炎症因子在促

进肺癌的发生和发展中起着至关重要的作用[1]。其中，核转录因

子 -资B（NF-资B）是急性和慢性炎症信号传导的主要介质，参与
NSCLC的发生，并且可能与肺癌的预后有关[2]。

研究表明炎症诱导的 NF-资B/PXR信号通路在癌变和多药
耐药中发挥重要作用[3,4]。采用 TNF-琢或白细胞介素 1茁（inter-
leukin-1 beta, IL-1茁）处理不同的乳腺癌细胞系，NF-资B的活化
以及 PXR、ABCG2表达均改变[5]。肝癌中 NF-资B与 PXR及其

靶向药物代谢酶 CYP3A11 mRNA和蛋白水平的表达上呈负

相关[6]。炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是结直肠

癌(colorectal cancer, CRC)发生的高风险因素。Deuring等证明

PXR和 NF-资B的负向调节作用，PXR刺激显著降低了 IBD粘

膜中 NF-资B的活化 [7]。然而，NF-资B/PXR信号通路在 NSCLC

中的相关作用和调控机制尚未明确。

既往研究中表明 SUMO化 /去 SUMO化在炎症反应中是

调控 PXR和 NF-资B信号通路的重要翻译后修饰[8]。在本研究

中，我们探讨了 A549细胞系中 TNF-琢诱导炎症反应导致的
PXR、NF-资B、去 SUMO化酶(SENPs，SENP1、SENP 2、SENP 3)

以及磷酸化 NF-资B的表达改变。此外，我们还研究了 PXR的

靶基因MDR-1表达的改变，以期待发现潜在的癌症发生通路，

探寻可以用于 NSCLC治疗的新靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

人非小细胞肺癌细胞系 (A549) 和人正常肺上皮细胞系

(BEAS-2B) 购自武汉 Procell公司；1640培养基购自美国 Hy-

clone公司；胎牛血清购自以色列 BI公司；重组人 TNF-琢(rhT-
NF-琢)购自北京 Sino Biological公司，反转录试剂盒购自日本

TaKaRa公司；抗体购自美国 abcam公司；实时荧光定量 PCR

仪器购自瑞士 Roche公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和处理 A549和 BEAS-2B细胞在含有 10 %

胎牛血清 (FBS) 的 RPMI-1640培养基中生长，置于含有 5 %

CO2、37℃、95 %湿度的培养箱中培养。当细胞生长到瓶底的

70 %-80 %时，用 0.25 %胰酶进行消化传代继续培养。

1.2.2 实验分组 两种细胞各自分为两组，一组细胞作为对照

组正常培养，另一组细胞加入 10 ng/mL重组人 TNF-琢(rhT-
NF-琢)后共同培养 12 h。

1.2.3 RNA提取和实时定量 PCR 将培养 12 h 后的细胞使

用 PureLink RNA Mini Kit分离提取总 RNA。通过 NanoDrop

2000 分光光度计对总 RNA 的浓度和纯度进行测定。使用

TaKaRa PrimeScriptTM RT试剂盒逆转录总 RNA合成 cDNA，

并添加去 DNA试剂以消除基因组 DNA污染。使用 Chimera

TBGreen PCR Kit试剂通过 LightCycler誖 96 System PCR仪进

行扩增。反应条件如下：95℃15 min，随后 94℃15 s，55℃30 s

和 72℃30 s共 40个循环。通过熔解曲线分析验证 PCR的扩

增效率。使用 2-Δ Δ Ct方法计算靶基因的相对表达水平，PCR引

物序列见表 1。

Name Forward primers5'-3' Reverse primers5'-3'

茁-actin CACTCTTCCAGCCTTCCTTC GTACAGGTCTTTGCGGATGT

NF-资B GTGGGGACTACGACCTGAATG GGGGCACGATTGTCAAAGATG

SENP1 GACTTGAAATGGATGATATTGCTGA TCGCCTGAGCCAAGAAAACT

SENP2 TGACAGTTACCCGAGATCAGC ACCTGGTCTTCTATTACAGCCTT

SENP3 GGATGCTGCTCTACTCAAAAAGC GGGAGTCAAAACGACAACAGG

PXR AGCAATTCGCCATTACTCTCAAGT CTGGGTGCTGAGCATTGA

MDR-1 GGGAGCTTAACACCCGACTTA GCCAAAATCACAAGGGTTAGCTT

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

1.2.4 细胞免疫化学 取 105个细胞接种于聚 -L-赖氨酸包被

的玻璃盖玻片上对细胞进行培养，待培养结束后，倒出培养液，

用磷酸盐缓冲盐水(PBS)将细胞轻轻洗涤 3次，并用 4 %多聚

甲醛固定 30 min。用 0.1 %Triton X-100渗透细胞膜后，将细

胞用山羊血清封闭 15 min，并与一抗在 4℃下孵育过夜。一

抗包括 NF-资B(1：300; Abcam，ab16502)，PXR(1：100; Abcam，
ab85451)和 SENP1(1：200; Abcam，ab108981)。随后，将细胞与

生物素化的山羊抗兔二抗 (UltraSensitive SP Kit，中国福建)在

37℃下孵育 30 min，复染细胞后拿到显微镜下观察。通过配有

数码相机的 Leica光学显微镜来获得免疫染色图像。使用 Im-

age pro plus 6.0进行蛋白质表达的半定量分析。

1.2.5 Western blot 将培养 12 h后的细胞收集后，向其中加

入蛋白裂解液、PMSF、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂各 1ul离

心提取总蛋白，蛋白样品进行凝胶电泳后将蛋白转到 PVDF膜

上，封闭后加入一抗 NF-资B（phospho S536）（1:500；Abcam，
Ab76302）4℃孵育过夜，二抗孵育 2 h后，ECL自动曝光显影

拍照，使用 image J对结果进行分析。

1.3 统计学分析

使用 SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)，GraphPad

Prism(La Jolla, CA, USA)，Image pro plus 6.0和 image J对数据

图像进行统计分析。计量资料的组间比较采用 t检验，以 P<0.
05表示差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 TNF-琢诱导 BEAS-2B和 A549细胞系中 NF-资B及磷酸化
NF-资B表达上调

NSCLC 细 胞 系 包 括 A549，NCI-H358，HCC827，

NCI-H1650和 NCI-H1299多种细胞系，而 A549细胞系中 PXR

的 mRNA和蛋白表达最高[9]。因此，本研究选用 A549细胞系作

为研究对象进行研究，将 BEAS-2B细胞系用作阴性对照。研究

结果显示：在基础状态下，BEAS-2B和 A549 细胞 NF-资B 的

mRNA表达差异无统计学意义(图 1a，P=0.745)。接下来，我们
用 TNF-琢对细胞进行处理，通过实时荧光定量 PCR对 NF-资B
的 mRNA表达进行检测。结果显示两种细胞系中 NF-资B的表
达均上调差异有统计学意义(图 1a，t检验，P<0.05)，并且与正常对
照组相比，A549细胞系中 NF-资B的表达增加更明显；细胞免
疫化学染色也证实了 A549细胞中 NF-资B的蛋白表达水平的
升高 (图 1b, c，表 2，t检验，P=0.005)。Western blot结果显示

TNF-琢作用后两种细胞中磷酸化 NF-资B的蛋白表达均增加，
差异有统计学意义（图 1d，t检验，P<0.001）。

图 1 A549与 BEAS-2B细胞 NF-资B和磷酸化 NF-资B表达的比较
Fig.1 Comparison of NF-资B and p-NF-资B expression in A549 and BEAS-2B cells

Note: The morphology of A549 cells(100× )(Fig. b，c)

The relative expression of NF-资B after TNF treatment for 12h in A549 and BEAS-2B,

***P< 0.001, **P<0.01, *P<0.05.

Note: mean optical density= IOD/Area.

表 2 NF-资B在 A549和 A549/TNF细胞中的表达情况

Table 2 Expression of NF-资B in A549 and A549 / TNF cells

Groups IOD/Area t value P value

A549 0.3007± 0.0122

A549/TNF 0.3627± 0.0154 -5.460 0.005

2.2 A549 和 BEAS -2B 细胞系中 PXR和去 SUMO化酶的表

达差异

实时荧光定量 PCR检测结果显示：在基础状态下，A549

细胞系中 PXR和 SENP1表达明显高于对照组，而 SENP2和

SENP3的表达明显低于对照组(图 2a，P<0.05)。TNF-琢处理后
A549细胞系中 PXR，SENP1，SENP2和 SENP3 mRNA表达明

显降低 (图 2b，t 检验，P<0.05)。相反，在对照组中 PXR 和

SENPs的表达明显升高(图 2c，P<0.05)，A549细胞系中 PXR和
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SENP1、SENP2和 SENP3的表达水平低于对照组 (图 2d，P＜
0.05)。细胞免疫化学染色结果也表明 TNF-琢处理后，A549细
胞系中 PXR和 SENP1的表达明显降低(图 2 e, f, g, h，表 3, 4，

P<0.05)，对照组中 PXR和 SENP1的表达明显升高，两者相比

差异有统计学意义(表 3, 4，P<0.05)。

图 2 A549与 BEAS-2B细胞中 PXR, SENP1, SENP2和 SENP3表达的比较

Fig.2 Comparison of PXR, SENP1, SENP2, and SENP3 expression in A549 and BEAS-2B cells

Note: The morphology of A549 cells(100x)(Fig e, f, g, h)

The relative expression of PXR, SENP1, SENP2, and SENP3 after TNF treatment for 12h in A549 and BEAS-2B,

***P< 0.001, **P<0.01.

Note: mean optical density= IOD/Area.

表 3 TNF作用前后 A549和 BEAS-2B细胞中 SENP1表达情况

Table 3 SENP1 expression in A549 and BEAS-2B cells before and after TNF treatment

Groups IOD/Area t value P value

A549 0.3625± 0.0132

A549/TNF 0.3234± 0.0057 4.721 0.009

BEAS-2B 0.2938± 0.0083

BEAS-2B/TNF 0.3737± 0.0126 -9.180 0.001

2.3 TNF-琢处理后MDR-1表达的变化与 PXR的变化一致

实时荧光定量 PCR结果显示：在基础状态下，A549细胞

系中MDR-1的表达高于对照组，两者相比有统计学意义(图 3，

t检验，P<0.05)。TNF-琢处理后，A549细胞系中MDR-1表达下

调，但在正常对照组中表达上调，这一变化与 PXR表达水平的

改变是一致的(图 3，t检验，P<0.01)。

3 讨论

研究表明炎症因子及相关炎症通路在慢性炎症相关性肿

瘤的发生发展及耐药中有非常重要的作用[10]。TNF-琢可以促进
结直肠肿瘤的发生发展；结直肠炎患者血液和结肠黏膜中

TNF-琢水平显著高于普通人群。多项研究表明，TNF-琢通过激
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Note: mean optical density= IOD/Area.

表 4 TNF作用前后 A549和 BEAS-2B细胞 PXR表达情况

Table 4 PXR expression in A549 and BEAS-2B cells before and after TNF treatment

Groups IOD/Area t value P value

A549 0.3422± 0.0129

A549/TNF 0.2766± 0,0126 -6.263 0.003

BEAS-2B 0.2403± 0.0188

BEAS-2B/TNF 0.2859± 0.0083 -4.584 0.01

活 NF-资B信号通路促进了结直肠炎向结直肠癌的发展[7]。炎症

因子可通过多种方式调控 NF-资B/PXR信号通路。并且炎症因
子可以增强抑制性 IkB蛋白从 NF-资B的解离，激活 NF-资B向
核内的转运，进而调节包括 PXR、嵌合抗原受体(chimeric anti-

gen receptor , CAR)和法尼酯 X受体(farnesoid X receptor, FXR)

在内的几种核受体的转录[11]。此外，NF-资B破坏了 PXR-RXR与

调控 DNA序列的结合，并抑制了 PXR调控基因的表达[12,13]。另

一方面，PXR也可以激活 NF-资B的负调节功能[14,15]。抗炎药通

过激活 PXR信号以抑制 NF-资B转运，从而减轻了葡聚糖硫酸
钠(DSS)诱导的小鼠结肠炎的炎症[16,17]。然而，炎症因子及其调

控的 NF-资B/PXR信号传导通路在非小细胞肺癌肿瘤发生发展
及耐药中的作用尚未明确。

PXR是孤儿核受体家族的成员，并具有由 N端激活功能

域 1 (activation function-1, AF-1)，保守的锌指型 DNA结合域

(DNA binding domain, DBD)和 C端配体结合域(ligand binding

domain, LBD)组成的共同结构域[6,18]。PXR在人类癌症中差异表

达：在前列腺癌、乳腺癌和子宫内膜癌中表达升高，在结直肠癌

和宫颈癌中表达降低 [19,20]。在先前的研究中，我们证明了

NSCLC组织中 PXR的表达升高，并提示其与肿瘤耐药复发相

关[21]。有研究表明在 NSCLC A549细胞系中可以通过增强 PXR

的表达来上调 P-糖蛋白（P-glycoprotein, P-gp）和 CYP2C8的表

达进而诱导细胞对紫杉醇的抗性。相反，通过 siRNA抑制 PXR

表达可减少细胞增殖和紫杉醇代谢产物，以降低对紫杉醇的耐

药性[9]。本次研究中，在 TNF-琢处理之后，PXR和MDR-1表达

在 A549细胞系中显著降低但在正常细胞系中表达上调，提示

其参与了 NSCLC肿瘤的发生发展和耐药。我们发现 NF-资B的
上调负调控 NSCLC细胞中 PXR的表达，该结果与之前研究结

果类似，IBD和克罗恩氏病(crohn's disease, CD)发炎的肠道组

织中炎症对 PXR的激活产生了负调控作用[22,23]。已有研究发现

TNF-琢和 IL-1茁诱导了乳腺癌细胞和正常细胞中 NF-资B、PXR
和 ABCG2表达的一致变化[5]，但我们的研究发现 TNF-琢处理
后 A549细胞系和对照组中 PXR的表达趋势相反，我们推测

TNF-琢在 NSCLC细胞和正常细胞中对于 NF-资B/ PXR途径的
作用方式可能存在差异，进一步研究或许将为 NSCLC肿瘤发

展提供新的分子生物学依据。

SUMO是泛素样蛋白家族的小多肽[24]。SUMO化途径中涉

及通过三种酶促反应导致的 SUMO蛋白与底物的共价结合[25]。

SUMO化修饰是动态的，可以通过去 SUMO化过程逆转，该过

程由 SENP酶催化发生解偶联[26,27]。SUMO化修饰是 PXR生物

活性的主要翻译后修饰[28,29]。TNF-琢诱导 PXR的 SUMO化可

以抑制肝脏和肠道中包括 NF-资B在内的炎症基因的表达[23,30]。

最近的研究表明，PXR的 SUMO化复杂且受乙酰化影响。在

PXR乙酰化的背景下，发生了 PXR诱导的靶基因的超表达。相

反，E2结合酶 UBCh9依赖 SUMO化激活 PXR[20]。然而，尚无

直接证据证明 SUMO化修饰在 NSCLC的 NF-资B/PXR途径中
的调节功能。我们的发现表明，TNF-琢 上调 A549 细胞系中

SENPs的表达，而下调其在正常细胞中的表达，这表明 SUMO

化修饰在 PXR介导的基因转录调控中具有潜在作用，但仍需

要进一步的研究来探索 SENPs对 PXR介导的转录活性的影

响，以及 SENPs是通过与 PXR的 SUMO化解偶联还是共调节

来改变 PXR的活性的。

总之，目前的发现表明，在 A549细胞系中 TNF-琢可以诱
导 NF-资B及磷酸化 NF-资B表达上调，同时抑制 PXR的表达和

转录功能，炎症因子对于 NF-资B/ PXR通路在 NSCLC细胞与

正常细胞中存在不同的调节机制。并且，去 SUMO化修饰可能

参与 TNF-琢对 NF-资B/PXR通路的调控作用。但具体的作用方
式仍需要进一步研究来探索。
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