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MTA3在肺癌细胞中调控细胞凋亡机制的研究
李海英  王庆苓  张琳  包海军  张恒

【摘要】 背景与目的  肿瘤转移基因（metastasis associated gene, MTA）是一个肿瘤候选基因家族，主要包括

MTA1、MTA2、MTA3，已有的研究证实在不同肿瘤中MTA3发挥着相反的作用，本研究旨在探讨MTA3在肺癌细胞

中调控细胞凋亡方面的影响。方法  应用Western blot方法和Real-time PCR方法检测肺癌细胞系A549和H157中MTA3的

转染效率，流式细胞仪方法检测上调/下调MTA3后肺癌细胞凋亡情况，Western blot方法检测下调MTA3后凋亡相关

基因的表达。结果  在肺癌细胞系A549和H157中干扰MTA3后则促进细胞凋亡，同时引起凋亡相关蛋白Bax、Cleved-

Caspase-3、p-PARP表达上调及Bcl-2表达下调。结论  MTA3在肺癌细胞系A549和H157细胞中通过抑制凋亡相关基因的

表达抑制细胞凋亡。
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【Abstract】 Background and objective  Metastasis-associated protein 3 (MTA3) was originally found as a member 
of a small protein family (including MTA1, MTA2 and MTA3), and it has been proven that MTA3 had different roles in dif-
ferent types of human cancers. The aim of this study is to explore the function of MTA3 to regulate the cell apoptosis in lung 
cancer. Methods  Western blot and Real-time PCR were used to detect the expression level of MTA3 after transfection in non-
small cell lung cancer (NSCLC) cells A549 and H157. Apoptosis analysis was used to detect the change of cell apoptosis with 
upregulated/downregulated of MTA3, and Western blot was used to detect the the expression of the protein related with apop-
tosis, while downregulate the expression of MTA3 in NSCLC cells A549 and H157. Results  Downregulated of endogenous 
MTA3 could promote apoptosis in NSCLC cells, meanwhile, siMTA3 could upregulate the protein of BAX, Cleved-Caspase-3, 
p-PARP, and dowmregulate the protein of Bcl-2. Conclusion  The data we present here indicate that MTA3 suppress apoptosis 
of A549 an H157 cells  by inhibiting  BAX, PARP expression.
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肺癌是全球发病率最高的恶性肿瘤且已经成为全

球癌症死亡的主要原因之一，并且肺癌发生率也在不同

程度的增长，而非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 

NSCLC）占肺癌的80%左右[1,2]。虽然目前手术、放疗、

化疗为肺癌的主要治疗方法，但肺癌患者的长期生存率

还是比较低[3]，各种基因调控、表观遗传学及微环境的

影响在肿瘤发生发展和转移中起着重要的作用[4,5]，因此

从肺癌发生发展的分子机制方面探讨进一步的诊疗方案

显得尤为重要。

肿瘤转移基因（metastasis associated gene, MTA）是一

个肿瘤候选基因家族，主要包括MTA1、MTA2、MTA3，

他们分别与组蛋白脱乙酰基酶（HDAC）结合形成NuRD

复合物，使基因组蛋白发生脱乙酰化而改变其生物学行

为[6-13]。研究报道MTA3和BCL-6在浆细胞淋巴瘤中过表

达，且负性调控促进浆细胞分化基因的表达[14]，而在子

宫内膜癌、乳腺癌和卵巢癌中MTA3的表达降低[15-17]。在

乳腺癌中转染MTA3能够抑制Snail的表达，上调E-cadherin
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的表达，从而抑制上皮向间质转化[13]，同时在乳腺上皮细

胞中证实MTA3能够抑制Wnt4的转录活性并抑制其分泌，

下调Wnt4下游靶基因Cylin D1、TGF-3β等的表达[18]。近期

研究证实小鼠颗粒细胞中MTA3能够促进细胞G2/M期转

化，从而促进细胞增殖[19]。在子宫非内膜样腺癌中结果显

示MTA3可以作为一个独立的不良预后指标[20]。

研究结果显示在不同肿瘤中MTA3发挥着相反的作

用，之前的研究[21]发现MTA3在肺癌组织中高表达且与不

良预后相关，同时MTA3能够调控肺癌细胞增殖，但对肺

癌细胞凋亡的影响未见报道，本研究首先在肺癌细胞中

检测MTA3的转染效率，同时应用siRNA干扰MTA3后进

一步探讨MTA3在肺癌细胞系中对凋亡的影响。

1    材料和方法

1.1  主要试剂 人肺癌细胞系A549和H157购自American 

Type Culture Collection（Manassas, VA, USA）。细胞培养

用DMEM和1640高糖培养基购自Gibco，胎牛血清购自碧

云天。干扰RNA购自上海吉玛，MTA3质粒由上海吉玛构

建，空载体为pcDNA3.1，目的基因为pcDNA3.1-MTA3，

转染试剂购自Qiagen。RNA提取购自Invitrogen，反转录

试剂盒、Real-time PCR试剂盒及PCR引物合成购自Ta-

kara。抗BAX、c-Caspase-3、p-PARP、Bcl-2和MTA3单克隆

抗体购自CST；β-actin抗体购自Santa Cruz；辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠及山羊抗兔IgG购自中杉金桥。BCA

法蛋白定量试剂盒购自碧云天，裂解液及超敏发光试剂

盒购自Pierce。流式凋亡检测试剂盒购自BD。

1.2  细胞培养 肺癌细胞系A549和H157使用含有10%的小

牛血清DMEM和1640培养基，37 oC、5%CO2的条件下

培养，每2天换1次液，并用0.25%的胰蛋白酶进行消化

传代。取对数生长的细胞，转染siNC、siMTA3和PC、

MTA3，转染后48 h收集细胞[22]。转染序列如下：MTA3

的干扰siRNA（siRNAa, 5’-CAGUGUAGAUUAUGUG-

CAATT-3’）及乱序阴性对照（5’-UUCUCCGAACGUGU-

CACGUTT-3’）。每次实验同一个处理因素设两个复孔，

重复3次实验。

1.3 实时定量PCR  细胞提取总RNA后，反转录成cDNA，

使用SYBR Green法，进行Real-time PCR扩增，总体积20 

μL。扩增过程如下：95 °C、30 s；95 °C、5 s；60 °C、30 

s，40个循环[23]。β-actin作为内参。基因相对表达水平计

算方式如下：ΔCt=Ctgene-Ctreference，增加倍数用 2-ΔΔCt方法计

算。每次试验均做3个重复孔。

1 . 4   细胞凋亡检测   细胞转染s iNC、s iMTA3和PC、

MTA3，转染48 h后，使用PBS清洗2次，0.25%胰蛋白酶消

化，用培养基终止消化后，将细胞收集到EP管中，1,000 

rpm 4 °C离心5 min后，去上清。用PBS洗两遍后每个样

本中加400 μL缓冲液，吹打成单细胞悬液，后避光加入

FITC/Annexin V 10 μL和PI 5 μL染色20 min后上机检测。

1.5  Western blot法检测蛋白表达  收集细胞并加入裂解

液充分裂解，低温高速离心（4 °C, 12,000 rpm/min, 30 

min），提取上清为总蛋白。每个泳道加入总蛋白60 

μg，12%SDS-PAGE凝胶电泳，转印（60 V, 120 min）到

PVDF上。5%牛血清白蛋白室温封闭2 h[23]。抗BAX、

c-Caspase-3、p-PARP、 Bcl-2、MTA3和β-actin（1:1,000）

4 °C孵育过夜。分别与对应的二抗（1:2,000）室温孵育2 

h，ECL显色，结果经自动电泳凝胶成像分析仪采集，进

行灰度测定。

1.6  统计学方法  采用SPSS 16.0统计分析软件，实验结果

采用Mean±SD表示，采用t检验进行数据分析，P<0.05为

差异有统计学意义。

2    结果

2.1  MTA3在肺癌细胞系A549和H157细胞中转染效率  根

据之前发表研究结果选取细胞系A549和H157，同时应用

干扰效率较为明显的一对干扰序列进一步探讨MTA3对

凋亡影响[21]。应用Western blot和Real-time PCR方法检测

NSCLC细胞系A549和H157中MTA3的转染效率，结果显

示：在A549和H157细胞中干扰内源性MTA3后表达明显

降低，转染MTA3质粒后表达明显增高（图1）。

2.2   MTA3在肺癌细胞A549和H157中对细胞凋亡的影

响   在肺癌细胞系A549和H157细胞中分别上调和下调

MTA3的表达，检测其对细胞凋亡的影响，结果如下

所示：肺癌细胞系A549转染对照NC后细胞凋亡率为

（9.34±0.13）%，而干扰MTA3后细胞凋亡率为（12.81±

0.39）%，差异有统计学意义（P<0.014）。在H157细胞

中转染对照NC后细胞凋亡率为（12.23±0.23）%，而干扰

MTA3后细胞凋亡率为（15.83±0.16）%，差异有统计学意

义（P<0.011）。同时，在A549和H157转染MTA3上调其

表达，能够轻微抑制细胞凋亡，但无统计学意义。可能

与A549和H157细胞中内源性MTA3本身含量有关，即使

上调MTA3后其表达增加，但也发挥不了太多的作用（图

2、图3）。

2.3  MTA3在肺癌细胞系A549和H157中对凋亡相关蛋白
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的影响  在肺癌细胞系A549和H157中干扰MTA3后收集细

胞，提取总蛋白，用Western blot方法检测MTA3及凋亡相

关蛋白BAX、BCL-2、Cleved-Caspase-3、p-PARP等蛋白表

达，干扰MTA3后BAX、Cleved-Caspase-3、p-PARP表达明

显增加，而BCL-2的表达明显降低（图4）。

图 1  MTA3在肺癌细胞系A549和H157细胞中转染效率。A：Western blot方法检测肺癌细胞系A549和H157细胞中干扰内源性MTA3后表达降低，上调

MTA3后表达增加；B：Real-time PCR方法检测肺癌细胞系A549和H157细胞中干扰内源性MTA3后表达降低，上调MTA3后表达增加。

Fig 1  Transfection efficiency of MTA3 in lung cancer cells A549 and H157. A: Western blot showed that the expression level of MTA3 was down after 

effect SiMTA3 and upexpression after effect MTA3 in both lung cancer cells; B: Real-time PCR showed that the expression level of MTA3 was down 

after effect SiMTA3 and upexpression after effect MTA3 in both lung cancer cells. NC: negative control;  PC: pcDNA3.1.

图 2  流式细胞仪检测MTA3对A549细胞凋亡的影响。A：干扰内源性MTA3后凋亡明显增加；B：转染MTA3质粒后凋亡轻微减少。

Fig 2  Apoptosis rate of cell was detected with tranfection of SiMTA3 and MTA3 in A549. A: Tranfection of SiMTA3 can induce cell apoptosis obvi-

ously; B: Tranfection of MTA3 can inhibit cell apoptosis mildly. *: P<0.05.
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3    讨论

NSCLC占肺癌的80%左右，是全球发病率最高的恶

性肿瘤，已经成为肿瘤的首要死亡原因，至今其治疗尚

无突破性进展[1,2]，因此从肺癌发生发展的分子机制方面

探讨进一步的诊疗方案显得尤为重要。

之前研究报道MTA3在乳腺癌、子宫内膜癌和卵巢

癌中低表达[12-14]，但在绒毛膜癌中高表达[24]，在子宫非

内膜样腺癌中研究结果显示MTA3可以作为一个独立的不

良预后指标[17]，我们之前的研究[21]发现MTA3在肺癌中的

表达明显高于其癌旁正常组织，且与不良预后有关。

在小鼠初级颗粒细胞中，干扰内源性MTA3后Cyclin 

B1和Cyc l i n  B2表达降低，抑制细胞增殖，而转染正义

MTA3则取得相反的结果，这一结果与我们之前的研究结

图 3  流式细胞仪检测MTA3对H157细胞凋亡的影响。A：干扰内源性MTA3后凋亡明显增加；B：转染MTA3质粒后凋亡轻微减少。

Fig 3  Apoptosis rate of cell was detected with tranfection of SiMTA3 and MTA3 in H157. A: Tranfection of SiMTA3 can induce cell apoptosis obvi-

ously; B: Tranfection of MTA3 can inhibit cell apoptosis mildly. *: P<0.05.
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图 4  Western blot检测干扰内源性MTA3对凋亡相关蛋白的影响。在肺

癌细胞系A549和H157细胞中干扰内源性MTA3后凋亡相关蛋白BAX、

p-PARP、c-Caspase-3明显增加，而Bcl-2的表达明显降低。

Fig 4  Expression of apoptosis related molecules levels in MTA3 

depleted A549 and H157cells. Western blot analysis of a series of 

apoptosis related factors showed the protein levels of BAX, p-PARP, 

c-Caspase-3 were increased and Bcl-2 expression was decreased after 

silencing MTA3 in A549 and H157 cells.
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果相一致，MTA3在肺癌细胞系中能够促进细胞增殖[21]。

但是否MTA3能够进一步影响肺癌细胞的凋亡，为了进

一步验证这一观点，我们通过上调和下调MTA3后进行

细胞凋亡的检测，发现干扰内源性MTA3后细胞凋亡明

显增加。

BCL-2和BAX是凋亡相关基因，二者通过形成复合

体发挥调控细胞凋亡的作用[25,26]。同时能够调控Caspase

家族的活化，而Caspase-3是Caspase家族中调控细胞凋亡

的关键蛋白酶，处于凋亡级联反应通路的核心位置，被

称为死亡蛋白酶。多种凋亡刺激因子启动不同的蛋白

酶切割Caspase-3酶原，激活Caspase-3，活化的Caspase-3

又进一步切割不同的底物，导致蛋白酶级联反应切割放

大，最终使细胞走向凋亡[27]。而PARP则是最近研究发

现的Caspase-3的作用底物，活化的Caspase-3降解PARP从

而促进细胞凋亡，因此认为，Caspase-3是细胞凋亡蛋白

级联反应的必经之路[28,29]。我们的研究结果发现在肺癌

细胞系A549和H157中干扰内源性MTA3后PARP、BAX、

c-Caspase-3表达增多，而BCL-2表达降低，从而促进肺癌

细胞凋亡。

因此我们的研究证实了MTA3在肺癌细胞系中通过

调控凋亡蛋白的表达来抑制肿瘤细胞的凋亡，初步探讨

了MTA3在肺癌细胞中调控细胞凋亡的机制，探索防治

肺癌进展的新靶点。
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《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。

· 消 息 ·
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