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下调TRAF6表达对肺癌细胞株恶性生物学
行为的影响

林根  黄传钟  苏光建  胡卉华  徐海鹏  黄诚

【摘要】 背景与目的  已有的研究提示肿瘤坏死因子受体相关因子6（tumor necrosis factor receptor-associated 
factor 6, TRAF6）在肺癌中常常扩增，可能扮演癌基因角色，但TRAF6的确切作用尚未充分阐明。本研究探

索TRAF6表达对肺癌细胞株的增殖、凋亡、细胞周期、迁移及侵袭能力的影响以及可能作用机制。方法  选

用A549、H1650、SPC-A-1以及Calu-3等四种肺癌细胞株，应用蛋白印迹、qRT-PCR检测其TRAF6蛋白及mRNA

表达。SPC-A-1、Calu-3细胞转染TRAF6 siRNA，以EMSA方法检测不同处理组核因子-κB的DNA结合活性，

MTS法检测细胞增殖，流式细胞仪PI染色检测细胞凋亡，流式细胞仪进行细胞周期测定，划痕实验及Tran-
swell小室法检测细胞迁移及侵袭能力，并应用蛋白印迹检测泛素化抗体、p65、CD24、CXCR4等蛋白表达。

SPC-A-1细胞提取DNA后，应用二代测序法进行全基因组测序。结果  在四种细胞株中，SPC-A-1和Calu-3细胞

TRAF6相对高表达，TRAF6发生自身K63-泛素化，但仅在SPC-A-1细胞中观察到核因子-κB组成性活化。转染

TRAF6 siRNA后，SPC-A-1、Calu-3细胞TRAF6表达明显下调，与空白组及对照组相比，下调TRAF6表达可抑

制SPC-A-1细胞核因子-κB活性、降低迁移及侵袭能力以及促进细胞凋亡，CD24和CXCR4的表达也明显下调，

但对细胞增殖及细胞周期无明显影响。下调TRAF6表达对Calu-3细胞株的核因子-κB活性、细胞增殖、凋亡、

细胞周期、迁移及侵袭能力等均无明显影响。未发现SPC-A-1细胞株TRAF6基因突变或拷贝数改变。结论  下

调TRAF6表达可抑制SPC-A-1细胞迁移及侵袭能力，促进细胞凋亡，并且TRAF6可能是通过调控核因子-κB-
CD24/CXCR4信号通路参与调控肺癌侵袭、细胞凋亡。
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【Abstract】 Background and objective  It has been proven that tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
(TRAF6) was a commonly amplified oncogene in lung cancer. However, the precise role of TRAF6 protein in lung cancer has 
not been extensively investigated. This study analyzed the effects of TRAF6 on the proliferation, apoptosis, cell cycle, migration, 
and invasion capability of lung cancer cell lines, as well as the potential molecular mechanisms involved.  Methods    To address 
the expression of TRAF6 in lung cancer cells, four lung cancer cell lines (A549, H1650, SPC-A-1 and Calu-3) were assayed to 
determine the expression of TRAF6 protein by Western blot and TRAF6 mRNA via qRT-PCR. Moreover, siRNA targeting 
TRAF6 was introduced into SPC-A-1 and Calu-3 cells. Nuclear factor-қB (NF-қB) DNA-binding activity, apoptosis rates, cell 
proliferation, cell cycle, migration, and invasion were determined by electrophoretic mobility shift assay, flow cytometry, MTS 
assay, flow cytometry, scratch test, and transwell chamber assay, respectively. Western blot analysis was also performed to evalu-
ate the expression of the following proteins through K63-ubiquitination: P65, CD24 and CXCR4. Whole-genome sequencing 
analysis was conducted using a second-generation sequencer in SPC-A-1 cells.  Results  TRAF6 was highly up-expressed in 
SPC-A-1 and Calu-3 cell lines than the other two cells, which also showed K63-ubiquitinization in TRAF6. However, consti-
tutive activation of NF-қB was observed only in SPC-A-1 lung cancer cells. Downregulation of TRAF6 suppressed the NF-
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肿瘤坏死因子受体相关因子6（tumor necrosis factor 

receptor-associated factor 6, TRAF6）属于肿瘤坏死因子受

体相关蛋白家族的一个重要成员，TRAF蛋白家族一共有

7个成员，分别是TRAF1-7。TRAFs能直接或间接与多种

肿瘤坏死因子和白细胞介素-1（interleukin-1, IL-1）/Toll

样受体家族成员结合，介导多种下游信号通路的信号传

导，其中包括核因子-қB（nuclear factor-қB, NF-қB）信号

通路，从而影响细胞增殖、分化和死亡，并参与多个生

物学过程的调控[1]。

在几乎所有的NF-қB信号通路中，TR AFs都是关

键的信号中间物，其中最主要有T R A F 2、T R A F 5和

TR AF6。TR AF6由530个氨基酸组成，相对分子质量

（Mt）约为60,000，TRAF6在结构上可分为C端的TRAF

结构域和N端的激活结构域。TRAF结构域是由含螺旋

卷曲结构的TRAF-N结构域和高度保守的TRAF-C结构域

组成，主要功能是介导TRAF分子之间形成同源/异源二

（多）聚体，并与受体蛋白的TRAF结构域相互作用。

TRAF激活结构域包含了1个环指结构（RING finger）和5

个锌指结构，其中RING指域是许多泛素E3连接酶共有部

分，具有泛素E3连接酶活性，可以催化自身生成赖氨酸

63（K63）-多泛素链，介导其他下游信号分子的活化，

从而诱导NF-қB组成性活化[1]。

近期的一项研究引起我们重视，该研究应用基于

比较基因组杂交芯片技术、Affymetrix基因表达谱芯片技

术，在346例肺癌样本中发现TRAF6基因扩增发生率高达

34.1%，在体内外实验中，进一步证实了TRAF6基因扩增

组成性活化NF-қB信号途径，肿瘤形成及锚着独立性生

长依赖于TRAF6基因扩增[2]。

但目前TRAF6基因对非小细胞肺癌（non-small cell 

lung cancer, NSCLC）恶性生物学特征的影响作用尚未充

分阐明，本研究主要针对这一方面进行进一步探索性研

究。

1    材料与方法 

1.1 细胞株及主要抗体 A549、H1650、Calu-3由我室传

代保存，SPC-A-1细胞株购自上海细胞库，按说明书培

养。CXCR4抗体购自Cell Signaling Technology公司，其

余抗体（TRAF6、总泛素化抗体、β-actin、NF-қB-P65、

GAPDH、MMP-1、MMP-2、MMP-9、Twist、TIMP-2、

Slug、CD24、tubulin、Lamin B以及二抗）均购自Santa 

Cruz公司。

1.2  实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR检测）  Trizol法

提取各实验组细胞的总RNA，紫外分光光度计准确定量。

总RNA进行反转录获取cDNA后进行PCR反应。PCR反应

体系以及反应条件按以往实验操作[3]。引物：TRAF6：正

义链5’-CTATTCACCAGTTAGAGG-3’，反义链5’-GCTCACT

TACATACATACT-3’；β-actin：正义链5’-TGGCACCACACC

TTCTACA-3’，反义链5’-AGCACAGCCTGGATAGCA-3’。得

到CT值，并按照2-△CT法（△CT=目的基因CT值-内参CT

值）计算mRNA相对于β-actin的相对表达量进行比较[4]。

1.3  蛋白印迹（Western blot）  用RIPA裂解液裂解细胞，

提取上清液。采用BCA法测量蛋白浓度后取等量蛋白质

样品（20 µg/孔），常规8% SDS-PAGE电泳，半干转膜仪

转移到0.2 µM硝酸纤维素膜，5%脱脂奶粉封闭，加入一

抗（1:1,000）于4 oC下孵育过夜，TBST清洗，HRP标记

二抗（1:2,500）室温孵育1 h，ECL显色，暗室洗片[5]。

1.4  TRAF6泛素化检测  采用蛋白印迹的方法（详见方法

1.3），检测所有发生泛素化的蛋白条带，拍照后，然后

与特定蛋白的抗体和特定泛素化位点的抗体反应，显色

拍照。通过阳性条带的对比来初步判断某一特定蛋白的

特定位点发生了泛素化，即如果在TRAF6条带见泛素化

κB activation, cell migration, and invasion but promoted the cell apoptosis of SPC-A-1 cells. Markedly decreased expression 
of CD24 and CXCR4 was observed in SPC-A-1 cells transfected by TRAF6 siRNA. Nevertheless, TRAF6 downregulation 
did not affect the proliferation and cell cycle of SPC-A-1 cells. Additionally, TRAF6 regulation did not affect the proliferation, 
apoptosis, cell cycle, migration, and invasion of Calu-3 cells. No mutations and no changes in gene copy numbers of TRAF6 
were found by whole-exome sequencing of SPC-A-1 cells.  Conclusion  TRAF6 may be involved in cell migration, invasion, 
and apoptosis of SPC-A-1 cells, possibly through regulating the NF-қB-CD24/CXCR4 pathway.

【Key words】 Lung neoplasms; Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6; Nuclear factor-kappa B; Apopto-
sis; Invasion
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表达，提示TRAF6很可能发生泛素化。

1.5  TRAF6 siRNA转染  TRAF6 siRNA购自Santa Cruz公司

（TRAF6 siRNA (h): sc-36717, control siRNA (h): sc-37007）以

及siRNA转染试剂盒购自（Qiagen，No.301799，美国）。

收集对数期细胞，Calu-3、SPC-A-1细胞以1×105个/孔接种

于6孔培养板内，设TRAF6 siRNA转染组、AllStars Negative 

Control siRNA转染对照组以及空白对照组，并以siRNA 

AllStars Hs Cell Death Control siRNA转染作为监测转染效

率。每组设3个复孔。在无RNA酶环境下按说明书进行操

作。培养24 h及48 h后，进行后续相关检测。

1 . 6   M T S 法检测细胞增殖活性   室温下静止 9 0  m i n

融化Cel lTiter  96  AQueous单溶液细胞增殖检测试剂

（Promega，美国）。在96孔板中，每孔100 µL的培养液

中加入20 µL的CellTiter 96 AQueous单溶液细胞增殖检测试

剂，在细胞培养箱内继续孵育0.5 h。在CLD-RAD550型酶

标仪检测，选取490 nm测定吸光度。设空白对照为1，检

测样本与之比值即为相对细胞活性值。

1.7  流式细胞仪PI染色检测细胞凋亡  取对数期细胞用含

10%胎牛血清细胞培养液调整细胞密度为1×105接种于六

孔板中，培养12 h待细胞贴壁后，转染TRAF6 siRNA，

并设空白对照以及阳性siRNA转染对照组，48 h后收集细

胞，PBS重悬细胞，制成单细胞，参照凋亡试剂盒（北

京嘉美公司），加入5 μL FITC Annexin V和5 μL PI避光孵

育15 min后用Binding buffer洗涤，1 h内上机检测。

1.8  流式细胞仪细胞周期测定  取对数期细胞用含10%胎

牛血清细胞培养液调整细胞密度为1×105接种于六孔板

中，培养12 h待细胞贴壁后，转染TRAF6 siRNA，并设

空白对照以及阳性siRNA转染对照组，48 h后收集细胞，

70%乙醇固定，放于4 oC冰箱过夜。次日，用流式细胞术

进行细胞周期分析。 

1.9  凝胶迁移实验（electrophoretic mobility shift assay, 

EMSA）  按以往本实验室方法提取细胞核蛋白[6]。EMSA

实验方法参照文献，探针序列为：5'-TACTAGCTACCT

CGTGTCAG-3'，将6.5%非变性聚丙烯酰胺凝胶在电压为

120 V条件下恒压电泳60 min，在室温下，将10 µg核蛋白

加入超纯水中，30 min后再加入生物素标记探针，30 min

后进行电泳100 min再印迹转移，用带正电荷尼龙膜380 

mA恒流电转40 min，转膜后将尼龙膜至于紫外灯下交联

15 min，再加入30m L封闭液在室温下反应20 min，将膜

放入平衡液中15 min，化学发光显色，暗室洗片。

1.10   Transwell迁移实验   采用美国Sigma公司的铺有

Matrigel基质胶的Transwell小室，Calu-3、SPC-A-1细胞以

1×105个/孔接种于6孔培养板内，温育24 h后转染TRAF6 

siRNA，并设空白对照以及阳性siRNA转染对照组，48 h

后消化离心，调整细胞密度为4×105/mL，取0.2 mL接种

到Transwell小室，并将Transwell小室置于24孔板内，上

室内为含1%灭活血清的培养基，下室为含10%（质量分

数）灭活血清的培养基。培养24 h后用棉签头擦掉小室

内细胞，予90%（体积分数）甲醇固定，0.1%（质量分

数）结晶紫染色，洗净风干后于荧光倒置显微镜200倍视

野下拍照。实验重复3次。 

1.11  划痕实验  经TRAF6 siRNA转染48 h后的Calu-3、

SPC-A-1细胞以1×105个/孔接种于6孔培养板内，并设空

白对照以及阳性siRNA转染对照组，24 h后用10 µL枪头尽

量垂直划痕，用PBS洗细胞3次，去除划下的细胞，加入

无血清培养基，培养12 h后，显微镜200倍视野下观察拍

照。

1.12  SPC-A-1细胞株全基因组测序  SPC-A-1细胞株经提取

DNA后，送至深圳华大基因研究院进行全基因组测序，

采用Agilent捕获平台进行建库，在HiSeq2000测序系统上

进行全基因组测序分析（测序深度50×）。

1.13  统计学方法  所得数据均用SPSS 16.0软件进行数据处

理。以上所有实验均至少重复3次。所有数据用均数±标

准差表示，多个样本比较采用单因素方差分析，两组样

本比较采用t检验，以P<0.05表示差异有统计学意义。 

2    结果 

        

2.1  4种肺癌细胞株TRAF6表达、TRAF6蛋白K-63泛素化

以及NF-қB组成性活化情况  我们选用了A549、H1650、

Calu-3和SPC-A-1等4种肺癌细胞株，应用蛋白印迹和RT-

PCR的方法检测TR AF6蛋白和mRNA的表达情况，在

Calu-3和SPC-A-1细胞株中观察到TRAF6蛋白相对高表达

（图1A），TRAF6 mRNA在SPC-A-1、Calu-3细胞中的相

对表达量（2-△CT）为（0.391±0.095）、（0.365±0.075），

高于A 5 4 9、H 1 6 5 0细胞的表达量（0 . 2 1 0 ± 0 . 0 3 9）、

（0.190±0.024）（P<0.05）。TRAF6作为NF-қB通路上的

关键接头蛋白，可通过自身泛素化或通过E3泛素连接酶

介导其他关键信号分子的K63位点泛素化，从而激活NF-

қB通路。因此，我们进一步应用蛋白印迹检测K63泛素

化，发现Calu-3和SPC-A-1细胞株在TRAF6蛋白电泳位置

有K63位点泛素化，该结果提示Calu-3和SPC-A-1细胞株

TRAF6活化（图1B）。另外，分别通过蛋白印迹、EMSA

方法检测NF-қB-P65细胞核内表达以及NF-қB-P65与DNA
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结合情况，4个肺癌细胞株中，仅在SPC-A-1细胞株观察

到NF-қB-P65细胞核内表达以及NF-қB-P65与DNA结合，

这提示SPC-A-1细胞株NF-қB信号途径组成性活化（图1C

和图1D）。

2.2  SPC-A-1细胞株全基因组测序结果  全基因组测序结

果显示：SPC-A-1细胞株未发现TRAF6基因突变以及基因

拷贝数改变，但TRAF1、TRAF2、TRAF5均发现错义突

变。

2.3   SPC-A-1细胞株NF-κB组成性活化依赖TRAF6表达  

TR AF6是NF-қB信号途径的上游关键信号分子，为了

进一步明确SPC-A-1细胞株NF-қB组成性活化是否依赖

TRAF6分子，我们应用TRAF6 siRNA转染SPC-A-1细胞株

下调TRAF6表达，观察SPC-A-1细胞株NF-κB活性变化情

况。蛋白印迹结果表明，在转染TRAF6 siRNA后48 h后，

TRAF6蛋白表达受到明显的抑制，同时观察到SPC-A-1细

胞株NF-қB组成性活化明显下调（图2）。这些结果提示

SPC-A-1细胞株NF-қB组成性活化依赖TRAF6表达。

2 . 4  下调SPC -A-1细胞株TR A F6表达可以促进细胞凋

亡，但对细胞增殖、细胞周期无明显影响   为了进一

步明确TRAF6高表达对SPC-A-1细胞恶性生物学行为的

潜在作用，我们通过转染TRAF6 siRNA下调SPC-A-1细

胞株TRAF6表达，并应用流式细胞仪、MTS方法检测

SPC-A-1细胞凋亡、细胞周期以及细胞增殖的变化。

TRAF6 siRNA转染48 h后，如图3所示，细胞的凋亡指数

为（44.0%±0.98%），与阳性对照组及阴性对照组相比，

分别为（27.2%±1.86%）、（28.1%±1.45%），差异明显

（P<0.05）。下调TRAF6表达并未对SPC-A-1细胞株的细

胞周期、细胞增殖产生影响（资料未显示）。 

2.5  下调TRAF6表达可以抑制SPC-A-1细胞侵袭及迁移能

力  我们通过Transwell小室法及划痕实验检测细胞的侵袭

及迁移能力，TRAF6 siRNA转染48 h后，与空白组及对

照组比较，TRAF6 siRNA转染组SPC-A-1细胞侵袭及迁移

能力明显减弱（图4）。划痕实验显示，对照组和空载

缝隙分别愈合了（50.2±1.1）μm、（48.5±1.4）μm，转染

组愈合了（8.3±0.7）μm，差异明显（P<0.05），说明转

染TRAF6后细胞的迁移能力降低；Transwell小室实验显

示，TRAF6 siRNA转染组每视野细胞数为（11.2±2.1），

与阳性对照组及阴性对照组相比，分别为（32.1±3.3）、

（38.3±5.2），差异明显（P<0.05）。 

2.6  下调TRAF6表达可以抑制SPC-A-1细胞CD24、CXCR4

蛋白表达  为了探索下调TRAF6表达抑制SPC-A-1细胞侵

袭及迁移能力的可能相关机制，我们进一步通过蛋白印

迹方法检测与细胞凋亡或侵袭转移密切相关的MMP-1、

MMP-2、MMP-9、Twist、TIMP-2、Slug、CD24以及

CXCR4蛋白的表达。经TRAF6 siRNA转染48 h后，TRAF6 

siRNA转染组与空白组、对照组相比，CD24及CXCR4蛋

白表达明显下调，其余蛋白表达未见明显变化（图5）。

2.7  下调TRAF6表达对Calu-3细胞株的恶性生物学的影

图 1  4种肺癌细胞株TRAF6表达、K-63泛素化以及NF-қB组成性活化情

况。A：4种肺癌细胞株TRAF6蛋白表达。提取细胞总蛋白，以蛋白印迹方

法检测TRAF6，β-actin作为内参。B：四种肺癌细胞株的泛素化。Calu-3

和SPC-A-1细胞株在TRAF6蛋白电泳位置显示K63泛素化，提示TRAF6很

可能发生泛素化。C：4种肺癌细胞株NF-қB-P65细胞核表达情况。提取

细胞核蛋白进行蛋白印迹检测，以β-actin、Lamina作为判断细胞核蛋

白提取质量及内参照。D：4种肺癌细胞株NF-қB-P65的DNA结合活性。

提取细胞核蛋白进行EMSA检测。

Fig 1  TR AF6 expression, TR AF6 K63-ubiquitin and NF- қB 

constitutive activation in four lung cancer cell lines. A: TRAF6 

expression of four lung cancer cell lines. Cytoplasmic lysates were 

analyzed by Western blot and β-actin was used as a loading 

control. B: K63-ubiquitination of TRAF6 in four lung cancer cell 

lines. Calu-3 and SPC-A-1 cells showed K63-ubiquitinization on the 

loacation of TRAF6 kDa in Western blot. C: Expression of nuclear 

NF-қB-P65 in four lung cancer cell lines. Nuclear lysates were 

analyzed by Western blot analysis. β-actin (cytoplasmic) and 

Lamin B (nuclear) were used to determine purity and as a loading 

control. D: DNA-binding activity of NF-қB-P65 in four lung cancer 

cell lines. Nuclear lysates were analyzed by EMSA. TRAF6: tumor 

necrosis factor receptor-associated factor 6; NF-қB: nuclear factor-

κB.
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图 2  抑制TRAF6表达可以下调SPC-A-1细胞株NF-қB的活性。TRAF6 

siRNA或对照siRNA转染SPC-A-1细胞株，经过24 h及48 h后，分别提

取细胞浆、细胞核蛋白检测TRAF6、P65表达，β-actin和Lamin B作

为内参照。1：TRAF6 siRNA；2：阴性对照；3：阳性对照。

Fig 2  Downregulation of TRAF6 reduces NF-қB activity in 

SPC-A-1 cells. SPC-A-1 cells were transfected by TRAF6 siRNA 

or control siRNA. After 24 h or 48 h, cytoplasmic lysates and 

nuclear lysates were analyzed for TRAF6 and P65 expression，

respectively. β-actin and Lamina B was used as a loading 

control. Line 1: TRAF6 siRNA; Line 2: negative control; Line 3: 

control siRNA.

图 3 下调TRAF6表达对SPC-A-1细胞凋亡的影响。A：空白对照组；B：阳性

对照组；C：TRAF6 siRNA转染组；D：凋亡细胞的相对比例。

Fig 3  Downregulation of TRAF6 on SPC-A-1 cell apoptosis. A: not-

transfected group; B: control siRNA group; C: TRAF6 siRNA group; D: 

the relative content of apoptotic cells.

图 4  下调TRAF6表达可以抑制SPC-A-1细胞侵

袭及迁移能力。A：划痕实验及Transwell小室

实验；B：不同处理组SPC-A-1的侵袭细胞数。

Fig 4  Downregulation of TRAF6 reduces 

the migration and invasion capacity. A: 

Scratch test and transwell chamber assay; 

B: Number of invasive SPC-A-1 cells in the 

three groups. 

图 5  下调TRAF6表达可以抑制SPC-A-1细胞CD24、CXCR4蛋白表达。1：阴性对

照；2：阳性对照；3：TRAF6 siRNA。

Fig 5  Downregulation of TRAF6 decrease CD24 and CXCR4 expression 

in SPC-A-1 cells. Line 1: negative control; Line 2: control siRNA; Line 3: 

TRAF6 siRNA.
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响  我们通过TRAF6 siRNA转染Calu-3细胞株下调TRAF6表

达，观察对Calu-3细胞的NF-κB活性、细胞凋亡、细胞增

殖、细胞周期、迁移及侵袭能力的影响，研究结果显示

TRAF6表达下调并未对Calu-3细胞株的恶性生物学产生影

响（资料未显示）。

3    讨论

目前肺癌发病率、死亡率逐年攀升，已位居各种

常见肿瘤之首[7]。近年来，NSCLC的靶向治疗取得了突

破性的进展，因此，寻找新的切实可靠的的作用靶点是

疗效突破的根本途径之一。近期研究发现TRAF6基因在

NSCLC常见扩增，可能是NSCLC的一个驱动基因，因此

本研究主要针对TRAF6基因在NSCLC恶性生物学表型的

作用进行研究，进一步探索TRAF6作为NSCLC的潜在治

疗靶点的可能性。

本研究筛选了A549、H1650、Calu-3以及SPC-A-1等

4株肺癌细胞株，在4株细胞株中，Calu-3及SPC-A-1细

胞TRAF6蛋白及mRNA相对高表达，而且这两株细胞株

TRAF6均通过K63位点自身泛素化活化，但仅在SPC-A-1

细胞株观察到NF-қB组成性活化。我们进一步通过转染

TRAF6 siRNA下调TRAF6表达，观察到Spc-A-1细胞株NF-қB

活性下调、促进细胞凋亡以及细胞侵袭能力明显降低，

这些研究结果提示TRAF6可能通过NF-қB途径参与肺癌的

凋亡、侵袭转移。一些相关文献也提示TRAF6在肿瘤发

生发展过程中扮演了重要的角色，我国学者孙恒等[8]发现

TRAF6可以结合低氧诱导因子-1α（hypoxia inducible factor 

1α, HIF-1α）蛋白并对其进行K63连接的多聚泛素化修

饰，阻止了HIF-1α的降解，导致该蛋白在细胞内累积，

从而促进肿瘤血管的生成和肿瘤生长。另外，在不同肿

瘤的研究中，研究显示TRAF6可促进肿瘤增殖[9]、侵袭

转移[10,11]、抑制细胞凋亡[12]。

为了进一步探索下调TRAF6促进SPC-A-1细胞凋亡以

及降低细胞迁移侵袭能力的相关作用机制，我们筛查了

MMP-1、MMP-2、MMP-9、Twist、TIMP-2、Slug、CD24

以及CXCR4等蛋白的表达（这些蛋白均为细胞凋亡或细

胞迁移侵袭中的关键分子），发现下调TRAF6表达可明

显降低CD24及CXCR4蛋白表达。一些研究表明NF-қB信

号途径可以通过参与或调节CD24和CXCR4的表达促进肿

瘤细胞凋亡[13-15]，因此，下调TRAF6表达有可能通过NF-

κB-CD24/CXCR4信号轴对细胞凋亡产生影响，但仍需进

一步证实，相关的具体作用机制仍有待进一步明确。

TRAF6在SPC-A-1细胞凋亡、迁移侵袭转移潜能上具

有重要作用，但TRAF6是否是这些环节的关键核心节点

尚有待进一步深入研究。大量的基础及临床研究表明：

一个可靠的肿瘤治疗靶点至少应具备以下两个特点：①

该靶点分子往往在基因水平上发生异常改变，如基因突

变、扩增、异位重排或者表观遗传学改变等，导致该

分子表现出异常的生物学功能；②该分子功能异常往往

又是维持肿瘤恶性生物学行为的关键[16,17]。但SPC-A-1

细胞测序结果并未发现TRAF6发现突变或拷贝数改变，

TRAF6基因在SPC-A-1细胞株中是否存在表观遗传学调控

的改变尚不可知，另外，由于细胞凋亡、侵袭转移过程

的信号传导途径错综复杂，TRAF6作为这个网络中的成

员是否为核心作用节点仍有待更深入的研究加以阐明。

另外，本实验在Calu-3细胞株中观察到TRAF6泛素

化，虽然程度高于SPC-A-1，但下调TRAF6表达对Calu-3

细胞增殖、凋亡、细胞周期、迁移及侵袭能力等均未见

明显影响，这提示TRAF6可能在维持细胞恶性表型中并

非占据主要作用，这一不同结果可能与细胞信号途径网

络背景的复杂性有关，有待于进一步深入研究。

参 考 文 献

1 Hayden MS, Ghosh S. Shared principles in NF-kappaB signaling. Cell, 2008, 

132(3): 344-362.

2 Starczynowski DT, Lockwood WW, Delehouzee S, et al. TRAF6 is an 

amplified oncogene bridging the RAS and NF-kappaB pathways in human 

lung cancer. J Clin Invest, 2011, 121(10): 4095-4105.

3 Lai X, Liao J, Lin W, et al. Inhibitor of DNA-binding protein 1 knockdown 

arrests the growth of colorectal cancer cells and suppresses hepatic 

metastasis in vivo. Oncol Rep, 2014, 32(1): 79-88.

4 Jiang M, Zhang C, Wang J,  et  al .  Adenosine A(2A)R modulates 

cardiovascular function by activating ERK1/2 signal in the rostral 

ventrolateral medulla of acute myocardial ischemic rats. Life Sci, 2011, 

89(5-6): 182-187.  

5 Jiang M, Wang Q, Karasawa T, et al. Sodium-glucose transporter-2 (SGLT2; 

SLC5A2) enhances cellular uptake of aminoglycosides. PLoS One, 2014, 

9(9): e108941.   

6 Lin G, Tang Z, Ye Y B, et al. NF-kappaB activity is downregulated by KRAS 

knockdown in SW620 cells via the RAS-ERK-IkBα pathway. Oncol Rep, 

2012, 27(5): 1527-1534.

7 Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2015. CA Cancer J Clin, 

2015, 65(1): 5-29.

8 Sun H, Li X B, Meng Y, et al. TRAF6 upregulates expression of HIF-1alpha 

and promotes tumor angiogenesis. Cancer Res, 2013, 73(15): 4950-4959.

9 Sun H, Li X, Fan L, et al. TRAF6 is upregulated in colon cancer and 

promotes proliferation of colon cancer cells. Int J Biochem Cell Biol, 2014, 

53: 195-201.

 中国肺癌杂志 
www.lungca.org 



·667·中国肺癌杂志 2 0 1 5 年 1 1 月第 1 8 卷第 1 1 期 Chin J  Lung Cancer,  November 2015,  Vol .18,  No.11

10 Han Q, Yao F, Zhong C, et al. TRAF6 promoted the metastasis of 

esophageal squamous cell carcinoma. Tumour Biol, 2014, 35(1): 715-721.

11 Lin Y, Qiu Y, Xu C, et al. Functional role of asparaginyl endopeptidase 

ubiquitination by TRAF6 in tumor invasion and metastasis. J Natl Cancer 

Inst, 2014, 106(4): u12.

12 Zhong L, Cao F, You Q. Effect of TRAF6 on the biological behavior of 

human lung adenocarcinoma cell. Tumour Biol, 2013, 34(1): 231-239.

13 Larocca T J, Fabris F, Chen J, et al. Na+/Ca2+ exchanger-1 protects against 

systolic failure in the Akitains2 model of diabetic cardiomyopathy via a 

CXCR4/NF-kappaB pathway. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2012, 

303(3): H353-H367.

14 Esencay M, Newcomb EW, Zagzag D. HGF upregulates CXCR4 expression 

in gliomas via NF-kappaB: implications for glioma cell migration. J 

Neurooncol, 2010, 99(1): 33-40.

15 Ju JH, Jang K, Lee KM, et al. CD24 enhances DNA damage-induced 

apoptosis by modulating NF-kappaB signaling in CD44-expressing breast 

cancer cells. Carcinogenesis, 2011, 32(10): 1474-1483.

16 Luo J, Solimini NL, Elledge SJ. Principles of cancer therapy: oncogene and 

non-oncogene addiction. Cell, 2009, 136(5): 823-837.

17 Imielinski M, Berger AH, Hammerman PS, et al. Mapping the hallmarks 

of lung adenocarcinoma with massively parallel sequencing. Cell, 2012, 

150(6): 1107-1120.

 （收稿：2015-07-13    修回：2015-09-10    接受：2015-09-13）

                           （本文编辑    丁燕）

Cite this article as: Lin G, Huang CZ, Su GJ, et al. Effect of TRAF6 Downregulation on Malignant Biological Behavior of Lung Cancer 

Cell Lines. Zhongguo Fei Ai Za Zhi, 2015, 18(11): 661-667. [林根, 黄传钟, 苏光建, 等. 下调TRAF6表达对肺癌细胞株恶性生物

学行为的影响. 中国肺癌杂志, 2015, 18(11): 661-667.] doi: 10.3779/j.issn.1009-3419.2015.11.01

《中国肺癌杂志》被CSCD收录

2015年3月，由中国科协主管、中国抗癌协会、中国防痨协会和天津医大总医院主办的《中国肺癌杂

志》正式被中国科学引文数据库（CSCD）收录为核心期刊（以C标记），至此，《中国肺癌杂志》已经被美

国Medline，荷兰SCOPUS，中国统计源目录，北大核心与中科院CSCD数据库全部收录为核心期刊！

中国科学引文数据库（Chinese Science Citation Database, CSCD）创建于1989年，收录我国数学、物理、

化学、天文学、地学、生物学、农林科学、医药卫生、工程技术和环境科学等领域出版的中英文科技核心期

刊和优秀期刊千余种，目前已积累从1989 年到现在的论文记录4,153,078条，引文记录46,883,230条。中国科学

引文数据库内容丰富、结构科学、数据准确。系统除具备一般的检索功能外，还提供新型的索引关系——引

文索引，使用该功能，用户可迅速从数百万条引文中查询到某篇科技文献被引用的详细情况，还可以从一篇

早期的重要文献或著者姓名入手，检索到一批近期发表的相关文献，对交叉学科和新学科的发展研究具有十

分重要的参考价值。中国科学引文数据库还提供了数据链接机制，支持用户获取全文。

中国科学引文数据库具有建库历史最为悠久、专业性强、数据准确规范、检索方式多样、完整、方便

等特点，自提供使用以来，深受用户好评，被誉为“中国的SCI”。
2015年-2016年度中国科学引文数据库收录来源期刊1,200种，其中中国出版的英文期刊194种，中文期刊

1,006种。中国科学引文数据库来源期刊分为核心库和扩展库两部分，其中核心库872种（以备注栏中C为标

记）；扩展库328种（以备注栏中E为标记）。

中国科学引文数据库来源期刊每两年遴选一次。每次遴选均采用定量与定性相结合的方法，定量数据

来自于中国科学引文数据库，定性评价则通过聘请国内专家定性评估对期刊进行评审。定量与定性综合评估

结果构成了中国科学引文数据库来源期刊。
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