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B-Myb稳定过表达H1299细胞株的构建与分析
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摘要      B-Myb是Myb家族的成员之一, 在细胞周期和癌变过程中具有重要作用。但其在肺癌

中的作用及其分子机制仍不清楚。为了研究B-Myb在肺癌中的作用, 构建了B-Myb稳定过表达的

H1299肺癌细胞株。流式细胞术和MTT检测的结果表明, B-Myb稳定过表达导致G1期细胞减少, S
期细胞增加进而促进细胞增殖; 克隆形成实验及Transwell的结果表明, B-Myb稳定过表达显著增强

H1299细胞的克隆形成、侵袭及迁移能力。定量RT-PCR检测结果表明, B-Myb稳定过表达显著提

高了细胞周期基因CCNA1的表达水平; 对CD97和MTSS1等细胞运动相关下游基因的表达则无明显

影响。该研究成功构建了B-Myb稳定过表达细胞株, 发现了B-Myb过表达可促进肺癌细胞的增殖、

侵袭迁移及克隆形成能力, 为进一步研究奠定了基础。
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Establishment and Analysis of Lung Cancer Cells H1299 with 
Stable B-Myb Over-expression
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Abstract       B-Myb is one of members of the Myb family, and it plays critical roles in both cell cycle 
and cancer development. However, the role and molecular mechanism of B-Myb in lung cancer were still 
unclear. To investigate the role of B-Myb in lung cancer, H1299 cells with stable B-Myb over-expression were 
established. FACS and MTT results showed that stable over-expression of B-Myb led to decreased percentage of G1 
phase cells, increased percentage of S phase cells and subsequently promoted cell proliferation. Colony formation 
assay and Transwell assay indicated that stable over-expression of B-Myb significantly enhanced the colony 
formation, invasion and migration abilities of H1299 cells. Quantitative RT-PCR results also demonstrated that 
B-Myb over-expression significantly up-regulated the expression of cell cycle related gene CCNA1. There were no 
significant changes in the expression of cell motility related downstream genes such as CD97 and MTSS1. Taken 
together, we have successfully established the B-Myb stable over-expressed cells and found that over-expression of 
B-Myb can promote proliferation, invasion, migration and colony formation abilities of lung cancer cells. 
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Myb原癌基因的表达产物是一种转录因子, 在
细胞周期的进程中它可以调节众多细胞周期相关

基因的表达[1]。在脊椎动物中, Myb基因家族包括

三个成员A-Myb、B-Myb和c-Myb[1-2]。在哺乳动物

中, A-Myb和c-Myb表达具有组织特异性[3-5], 即只在

特定的细胞类型及某个发育时期表达。其中, c-Myb
高表达于造血系统的细胞, 低表达于结肠和脑组织

等上皮细胞[6-7]; 而A-Myb则表达于原始淋巴细胞及

生殖系统[8-9]。B-Myb广泛表达于所有增殖的细胞, 
并且其表达水平与细胞的增殖能力呈正相关; 无论

是在胚胎干细胞、成体的造血前体细胞或是发育

阶段的组织细胞均呈现高度表达[10-12]。在小鼠胚胎

发育过程中, 通过转基因敲除B-Myb使得囊胚内细

胞集落形成受阻, 导致小鼠死于胚胎发育早期[13]。

这与c-Myb或A-Myb敲除后小鼠存活或者源于红细

胞形成受阻而导致的胚胎后期致死有着明显的差

别[8,13]。这说明, B-Myb在细胞增殖的过程中具有关

键作用。

此外, B-Myb还与细胞周期、细胞凋亡、衰老

以及肿瘤形成等密切相关[14-15]。在细胞周期过程中, 
B-Myb的表达在mRNA的表达水平及蛋白水平非常

一致且具有明显规律性: 在G1期表达量极低, 随着G1/
S转变而快速积累, 在S期达到峰值[16-17]; 这种周期性

表达提示, B-Myb与细胞周期进程密切相关。大量

研究结果表明, B-Myb与肿瘤发生发展也密切相关, 
如B-Myb在乳腺癌、肝癌、卵巢癌和侵袭性的T淋
巴细胞瘤中高度表达[18-23]; 在晚期神经母细胞瘤中, 
B-Myb同样呈现高量表达且与预后不良密切相关[24]。

对于前列腺肿瘤的研究表明, B-Myb在转移性前列腺

癌中的表达显著高于未转移前列腺肿瘤[23]。这些研

究结果表明, B-Myb不仅在细胞增殖过程中具有关

键作用, 在肿瘤的发生发展过程中也具有重要作用, 
但是对于B-Myb诱发恶性肿瘤发生发展的具体分子

机制仍不甚清楚, 有待深入研究。

肺癌是全球发病率和死亡率最高的一种恶性

肿瘤, 迄今为止相关文献报道B-Myb在肺癌中过表

达并与肺癌的发生发展预后等密切相关[25-27], 但是

其分子机制尚未见报道。本研究拟通过构建B-Myb
稳定过表达的H1299肺癌细胞株, 分析B-Myb过表达

对肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力的影响并初步

探索其作用机制, 为深入研究B-Myb在细胞周期和

肺癌中的作用奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

人肺癌细胞系H1299为本实验室保存 , RPMI1640
培养基、胎牛血清和双抗 (青霉素 +链霉素 )均购

自Hyclone公司 ; pBABE.puro.GWrfA-B-Myb质粒

由美国Charles M Perou教授惠赠 ; 质粒转染试剂

Lipofectamine2000购自 Invitrogen公司 ; Transwell小室

(Millipore公司); Rabbit polyclonal anti-B-Myb(ab89504, 
Abcam公司 ); rabbit polyclonal anti-GAPDH(杭州贤至

生物有限公司 )。二抗Anti-rabbit IgG、HRP-linked 
Antibody(7074S, Cell Signaling公司)。6孔板、12孔板、

24孔板、96孔板均购自Corning公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      H1299细胞复苏后传入10 cm培养

皿中用RPMI1640完全培养基(含10% FBS和1% PS)于
二氧化碳培养箱(37 °C、5% CO2)静置培养。待细胞

生长状态良好且达到85%左右融合度时, 用0.25%胰

酶(Genview)消化后传代2~3次, 取对数期细胞用于实

验, 细胞以5×105/mL传入6孔板用于质粒转染。

1.2.2   构建pBABE-B-Myb-puro稳定过表达H1299
细胞株      pBABE.puro.GWrfA-B-Myb质粒经转化, 
筛选, 挑取阳性克隆提取质粒并进行测序确认。质

粒抽提参见OMEGA说明书。细胞转染: 对照组

pBABE-puro质 粒 和pBABE-B-Myb-puro质 粒 按 试

剂盒说明书进行, H1299细胞提前1 d接种至6孔板

中。pBABE-B-Myb-puro质粒组: 细胞转染后以嘌呤

霉素(1.3 µg/mL)筛选4 d后, 用极限稀释法将细胞传

入96孔板。待细胞长成单个克隆团, 用胰酶消化传

入24孔板, 待细胞贴壁后用含嘌呤霉素(1.3 µg/mL)
的RPMI1640完全培养基培养, 24孔板中的细胞长到

85%左右融合度时用胰酶消化传入12孔板, 继续用含

嘌呤霉素的RPMI1640完全培养基培养。12孔板中

的细胞长到85%左右融合度时传入6孔板, 最后传入

10 cm培养皿, 用含嘌呤霉素的RPMI1640完全培养基

继续传代培养; 对照组: 质粒转染4 d用胰酶消化传入

10 cm培养皿, 亦用含嘌呤霉素(最适浓度1.3 µg/mL)
的RPMI1640完全培养基传代培养, 取对数期的细胞

进行后续实验。

1.2.3   提取总RNA及荧光定量PCR检测      待细胞

长到85%左右融合度时用0.25%胰酶消化 , 取 l mL
细胞悬液加到 1.5 mL离心管中用于提取总RNA。

用Total RNA Kit I(OMEGA)提取细胞总RNA, 经
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NanoDrop Spectrophotometer(Invitrogen公司 )测
定D260/D280比值和浓度 ; 再用PrimeScript 1st Strand 
cDNA Synthesis Kit(TaKaRa公司 )把TotalRNA逆转

录为cDNA, 将cDNA稀释20倍作为模板 ; 用SYBR® 
Premix Ex Taq™(Perfect Real Time, TaKaRa公司)进行

定量PCR检测, 反应体系为10 µL。扩增程序为95 °C
预变性10 s; 94 °C变性5 s, 60 °C退化15 s, 72 °C延伸

45 s, 共40个循环; 最后72 °C延伸10 min。结果采用

2–∆∆Ct法 [28]计算靶基因的相对mRNA表达水平。检测

相关基因引物序列见表1。
1.2.4   总蛋白提取及Western blot检测      B-Myb稳定

过表达组和对照组的细胞用胰酶消化后全部收集于

1.5 mL离心管中, 用PBS清洗3次, 加入100 µL蛋白裂

解液和1 µL PMSF(碧云天生物科技有限公司)于冰

上裂解30 min。以1 4000 r/min, 4 °C离心12 min, 收
集上清, 用BCA蛋白检测试剂盒(Thermo公司)进行蛋

白定量。Western blot检测细胞样品中B-Myb的蛋白

水平, 采用10% SDS-PAGE分离胶电泳分离变性后的

30 µg总蛋白, 5%脱脂奶粉中室温封闭90 min。封闭后

兔抗B-Myb抗体(ab89504, Abcam公司, 1:1 000稀释)
的稀释液中4 °C孵育过夜, 孵育结束用TBST(NaCl 
0.1% Tween20)摇床上洗膜3次, 每次10 min然后把膜

条放入HRP标记的羊抗兔二抗(7074S, Cell Signaling
公司, 1:6 000)稀释液中室温孵育60 min。TBST洗膜

3次后, 用SuperSignal West Dura发光试剂盒(Thermo 
Scientific公司)检测。以兔抗GAPDH多克隆抗体作

为内参(杭州贤至生物有限公司, 1:1 000)。
1.2.5   细胞周期检测      B-Myb稳定过表达组和对照

组细胞用0.25%胰酶消化后装入离心管低速离心5 min 
(1 000 r/min), 弃去上清液, 用灭菌PBS清洗3次。用

50 µL的PBS将细胞重悬混匀, 往离心管中缓缓加入

预冷的无水乙醇固定10 h, 使用流式细胞仪进行周

期分析[28]。

1.2.6   细胞增殖实验      B-Myb稳定过表达组和对照

组细胞用胰酶消化后, 调整细胞浓度为30 000/mL, 
设立对照组和实验组, 每个组分别设立0, 24, 48, 72, 
96 h五个时间点, 每个时间点设三个重复检测孔, 每孔

加100 µL细胞悬液。分别在相同的时间点加入10 µL 
CCK-8(Dojindo Laboratories Japan)检测试剂, 37 °C
孵育1 h于酶标仪450 nm处检测吸光度值(D)。
1.2.7   侵袭及迁移实验      Matrigel(BD) 100 µL使用

无血清的RPMI1640培养, 1:8稀释, 取60 µL稀释胶均

匀铺到Transwell小室的上室, 放入细胞孵箱过夜。从

孵箱取出小室, 上室加入100 µL无血清RPMI1640
培养基水化30 min, 将细胞用胰酶消化后浓度调至

1×105/mL, 取100 µL加到上室, 下室加入600 µL含15% 
FBS的RPMI1640培养基, 放于37 °C孵箱24 h后弃去培

养基。把小室用甲醇固定、结晶紫染色、PBS清洗, 
光学显微镜下随机取3~5个视野拍照并计算穿到下室

的细胞数量。细胞迁移实验与侵袭的操作过程完全

相同, 不同之处在于迁移实验小室上室未铺Matrigel。
1.2.8  克隆形成实验      (1)平板克隆: 稳定细胞株用胰

酶消化后, 1 000/mL传入6孔板于CO2培养箱(37 °C、5% 
CO2)静置培养, 培养10 d弃去培养基, 用甲醇固定

30 min, 0.25%结晶紫染色15 min。计算克隆数和克

隆形成率[(克隆形成数/接种细胞数)×100%]。(2)软
琼脂克隆: 首先配制2×RPMI1640培养基(20% FBS, 
2% PS), 1.2%和0.7%的琼脂液, 琼脂液高压蒸汽灭

菌后保存于40 °C水浴锅。1.2%琼脂和2×RPMI1640

表1  qRT-PCR引物序列

Table 1  List of primer sequences used for qPCR analysis

基因名称 引物序列 　 　

Gene 
names Primer sequences 　

B-Myb F1067: 5 -́AGA AAC GAG CCT GCC TGC CTT ACA-3′

R1220: 5′-AGA TGG TTC CTC AGG GAG GT-3′

GAPDH F833: 5′-ACC TGA CCT GCC GTC TAG AA-3′

R1060: 5′-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3′

CDC2 F64: 5′-GCT CTG ATT GGC TGC TTT GA-3′

R248: 5′-TGG CTA CCA CTT GAC CTG TA-3′

CDK2 F531: 5′-CAT TCC TCT TCC CCT CAT CA-3′

R703: 5′-CAG GGA CTC CAA AAG CTC-3′

CCNA1 F1560: 5′-CCA GAA ACC CTT GCT GCA TT-3′

R1713: 5′-TGA GGG ACA CAC ACA GGT AC-3′

CCNA2 F50: 5′-GAG CGC TTT CAT TGG TCC AT-3′

R291: 5′-GAC CCG GCC AAA GAA TAG TC-3′

CCNB1 F796: 5′-TGA GGA AGA GCA AGC AGT CA-3′

R1011: 5′-AAC ATG GCA GTG ACA CCA AC-3′

CCND1 F526: 5′-GCA TGT TCG TGG CCT CTA AG-3′

R753: 5′-CGT GTT TGC GGA TGA TCT GT-3′

NRP1 F1501: 5′-ACA GGT AGA CTT GGG CCT TC-3′

R1694: 5′-CAA CAT CTG TGG GGT TGG TG-3′

MTSS1 F2409: 5′-GAT CCC TGT CAA GAC CCC AA-3′

R2591: 5′-GGA AGT GGA GGG TTA ACG GA-3′

CD97 F471: 5′-CCT CAG AAC TCC TCG TGT GT-3′

R633: 5′-TGT TCC AGC AGT CCG AGA AT-3′

TGF-βR3 F305: 5′-CAC TTT CCT ATC CCG CAA GC-3′

　 R531: 5′-TCA GGA GGC ACA CAC TTA GG-3′
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培养基1:1混合后六孔板每孔加2 mL作为底层琼脂; 
待底层琼脂自然凝固后, 取1 mL 0.7%琼脂和1 mL 
2×RPMI1640培养基混合后加入200 µL细胞悬液(细
胞浓度103/mL), 混匀, 取1 mL加入到底层琼脂的上

层。放入孵箱培养14 d, 经固定、染色后于光学显

微镜下取3~5个视野拍照并计算阳性克隆数(>50个
细胞)。
1.2.9   统计分析      每组实验设立3个重复, 结果以

均值±标准差表示, 两组间比较使用SPSS 16.0软件进

行独立样本t检验, P<0.05则差别具有统计学意义。

2   结果
2.1   稳定细胞株中B-Myb的mRNA及蛋白表达水

平分析

获得B-Myb稳定过表达肺癌H1299细胞株后, 

待细胞长至85%以上融合度时收集细胞, 提取总

RNA及总蛋白, 且通过荧光定量PCR技术和Western 
blot检测B-Myb的表达水平。本实验一共筛得4株
稳定细胞, 我们均进行了荧光定量PCR和Western 
blot检测, 选取表达量最高的一株(编号20138152)
用于后续实验。结果如图1所示, B-Myb稳定过表

达细胞株中mRNA及蛋白水平均显著高于对照组

(P<0.001)。这表明, B-Myb在肺癌H1299细胞中实

现稳定过表达, 可以用于后续实验并进行分析。

2.2   B-Myb稳定过表达对细胞周期和增殖的影响

实验首先分析了B-Myb稳定过表达后对肺癌

H1299细胞周期和细胞增殖的影响。流式细胞检

测结果表明, 与对照组细胞相比, B-Myb稳定过表达

细胞的G1期细胞比例减少, 而S期细胞比例显著增

加(P<0.001, 图2), 但G2/M期细胞比例无显著变化; 

(A) (B)
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

**

**

pBABE-puro

pBABE-puro

pBABE-puro

pBABE-B-Myb-puro

pBABE-B-Myb-puro

pBABE-B-M
yb-p

uro

B-Myb

GAPDH

79 kDa

37 kDa

B
-M

yb
/G

A
PD

H

(A) (B)

pBABE-puro

pBABE-puro

pBABE-puro

pBABE-B-Myb-puro

pBABE-B-Myb-puro

pBABE-B-Myb-puro

N
um

be
r

0
20

0
40

0
60

0
80

0

N
um

be
r

0
20

0
40

0
60

0
80

0

Channels (FL2-A)
0 20 40 60 80 100 120

Channels (FL2-A)
0 20 40 60 80 100 120

**

**

G1 S G2/M

Pr
op

or
tio

n 
(%

)

70

60

50

40

30

20

10

0

20.0
18.0
16.0
14.0
12.0
10.0

8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

Fo
ld

 c
ha

ng
e

0 h 24 h 48 h 72 h 96 h

A: 流式细胞图; B: 统计分析图。**P<0.001, 与对照组比较。

A: flow cytometry graph; B: statistical analysis diagram. **P<0.001 vs control group.
图2  B-Myb稳定过表达对细胞周期的影响

Fig.2  The effect of B-Myb stable over-expression on cell cycle

A: 荧光定量PCR检测稳定细胞株B-Myb的mRNA水平; B: Western blot检测稳定细胞株B-Myb的蛋白表达水平。**P<0.001, 与对照组比较。

A: the level of B-Myb mRNA in stable cell line was detected by Real time-PCR; B: the level of B-Myb in stable cell line was detected by Western blot. 
**P<0.001 vs control group.

图1  稳定细胞株中B-Myb表达水平分析

Fig.1  Determination of B-Myb expression levels in stable cell line
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**P<0.001, 与对照组比较。

**P<0.001 vs control group.
图3  B-Myb稳定过表达对细胞增殖的影响

Fig.3  The effect of B-Myb stable over-expression on cell 
proliferation
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MTT检测结果显示, 从48 h到96 h, B-Myb稳定过表

达细胞组的增殖能力明显强于对照组(图3)。这表明, 
B-Myb稳定过表达能够增强细胞周期G1/S期转换, 从
而促进肺癌细胞增殖。

2.3   B-Myb稳定过表达对细胞侵袭及迁移能力的

影响

进一步通过Transwell实验检测B-Myb稳定过

表达对肺癌细胞的侵袭及迁移的影响。结果表明, 
B-Myb稳定过表达实验组穿到Transwell小室下室的

细胞数明显多于对照组(图4, P<0.001)。这一结果

提示, B-Myb稳定过表达显著促进了肺癌细胞的侵

袭及迁移能力。

2.4   B-Myb稳定过表达对肺癌细胞克隆形成能力

A: 侵袭实验; B: 迁移实验。**P<0.001, 与对照组比较。

A: cell invasion assay; B: cell migration assay. **P<0.001 vs control group.
图4  B-Myb稳定过表达对肺癌细胞侵袭及迁移能力的影响

Fig.4  The effect of B-Myb stable over-expression on cell invasion and migration

的影响

通过平板克隆及软琼脂克隆形成实验检测

B-Myb稳定过表达对肺癌细胞克隆形成能力的影

响。结果表明, B-Myb稳定过表达实验组的克隆形

成率、细胞克隆数量及克隆团的大小均明显高于对

照组(图5, P<0.001)。这一结果提示了B-Myb稳定过

表达促进了肺癌细胞的增殖和克隆形成能力, 可能

具有促进肺癌发生发展的作用。

2.5   B-Myb稳定过表达对下游靶基因的影响

鉴于B-Myb稳定过表达可促进肺癌细胞的S期
进程、侵袭及迁移能力, 我们又通过定量RT-PCR检
测B-Myb稳定过表达的H1299细胞株中细胞周期及

运动相关基因的表达水平, 以期初步探索B-Myb调
节肺癌细胞周期进程、侵袭及迁移的分子机制。结

果表明, B-Myb稳定过表达后, 细胞周期相关基因

CCNA1明显上调(P<0.001, 图6A), CDC2、CDK2、
CCND1和CCNB1则无明显变化(图6A), 这5个基因

为公认的细胞周期调控基因且可能受B-Myb的直接

调控[29-31]; 而运动相关基因TGF-βR3和NRP1轻度上

调, CD97和MTSS1则无明显变化(图6B)。有文献报

道这4个基因与细胞运动能力密切相关且也可能受

B-Myb的直接调控[32]。本结果提示, B-Myb在肺癌细

胞中可能通过对靶基因CCNA1的调节促进了细胞周

期S期的进程, 从而促进了肺癌细胞增殖; 而所选的

几个细胞运动相关基因的转录水平均无明显变化, 
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提示B-Myb可能是通过对其他运动相关基因的调节

来促进肺癌细胞的侵袭及迁移能力。

3   讨论
B-Myb是转录因子Myb家族的成员之一, 在哺

乳动物中广泛表达于增殖细胞。B-Myb在细胞周期

进程中呈现周期性表达, B-Myb在S期积累并且通

过转录调控靶基因的表达调控细胞周期和细胞增

殖。同时, 研究表明B-Myb是一个重要的肿瘤相关

基因, 其在乳腺癌、肝癌和卵巢癌等恶性肿瘤中高

表达, 且B-Myb的表达与肿瘤愈后呈负相关[18-23]。因

此, B-Myb不仅对于细胞增殖具有关键作用, 而且在
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A、B: 为平板克隆, 6孔板每孔铺2 000细胞, 培养10 d后收细胞固定染色, 拍照计数克隆数量并计算克隆形成率。把结果进行统计分析; C、D: 
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A,B: dish colony formation assay. 2 000 cells were seeded onto each well of 6-cell plate, and then fixed and stained after 10 days culture. Colonies were 
photographed and calculated; C,D: soft agar colony formation assay. Crystal violet was used for staining. Colonies were photographed and calculated 
under microscope (>50 cells). **P<0.001 vs control group.

图5  B-Myb稳定过表达后对肺癌细胞克隆形成能力的影响

Fig.5  The effect of B-Myb stable overexpression on cell clone formation

A: 周期相关基因的表达水平; B: 运动相关基因的表达水平。**P<0.001, 与对照组比较。

A: the expressions of cell cycle related genes; B: the expressions of motility-related genes. **P<0.001 vs control group.
图6  B-Myb稳定过表达对周期及运动相关基因表达的影响

Fig.6  The effect of B-Myb over-expression on expression of cell cycle and motility related genes
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肿瘤的发生发展过程中也具有重要作用。

迄今为止, 大量研究数据证明, B-Myb同时参

与细胞周期进程和肿瘤的发生发展, 但对于B-Myb
在肺癌中的作用和分子机制仍不清楚。为了解析

B-Myb稳定过表达促进肺癌细胞增殖和侵袭迁移

能力的分子机制, 本研究构建了B-Myb稳定过表达

的肺癌H1299细胞株, 并实现了B-Myb的稳定过表

达。流式细胞检测及MTT分析结果表明, B-Myb稳
定过表达促进了细胞周期S期的进程, 从而促进了

肺癌细胞生长增殖。这与文献报道B-Myb在细胞增

殖及肿瘤发生中的作用是一致的, 即在细胞增殖过

程中B-Myb是S期重要的阳性调控因子[14]。定量RT-
PCR检测B-Myb稳定过表达细胞中S期和G2/M期细

胞周期相关基因的表达, 结果表明, 在B-Myb稳定过

表达细胞中S期相关基因CCNA1的表达水平显著升

高, 而其它G1期和G2/M期相关基因及相关激酶的表

达水平则无显著差异。细胞周期进程是一个受到精

密调控的级联反应过程, 多种重要的蛋白因子参与

其中; 而S期和G2/M期最主要的阳性调控蛋白为细

胞周期素CCNE、CCNA及CCNB和周期蛋白依赖

性激酶CDK2与CDK1[29-31]。研究表明, 在S期细胞

中CCNA1能够与CDK2激酶形成复合物从而调节细

胞S期进程[33]; 同时, B-Myb为S期重要的转录调控因

子, 通过激活相关靶基因的转录促进细胞周期S期
进程[1,12]。我们的研究结果与文献报道的吻合, 提示

B-Myb在肺癌细胞中可能通过对靶基因CCNA1的调

节来促进细胞周期S期的进程, 从而促进了肺癌细胞

生长增殖。B-Myb是否是直接调控CCNA1促进细胞

增殖, 有待采用ChIP、EMSA等实验予以验证。

恶性肿瘤的显著特点为细胞增殖不受限及细

胞的侵袭迁移能力显著增加[18-21], 我们的研究结果

表明, B-Myb稳定过表达能够显著增强肺癌H1299细
胞的侵袭迁移能力。因此, B-Myb稳定过表达H1299
细胞系可能是一个研究B-Myb促进恶性肿瘤细胞侵

袭迁移分子机制的细胞模型。定量RT-PCR检测细

胞运动相关基因TGF-βR3、NRP1、CD97和MTSS1
的mRNA表达水平, 有文献报道这4个基因与细胞运

动能力密切相关且可能受B-Myb的直接调控[32]。结

果显示, 我们所选的几个代表性的细胞运动相关基

因除TGF-βR3、NRP1轻度上调, CD97和MTSS1则无

明显变化。我们的研究结果与文献报道B-Myb在侵

袭转移能力强的恶性肿瘤中呈现高表达[22-24]是一致

的, 但是B-Myb可能是通过对其他细胞运动相关基

因的调节来促进肺癌细胞的侵袭及迁移能力, 这一

假设有待进一步研究。

综上所述, 我们构建并鉴定了B-Myb稳定过表

达的肺癌H1299细胞株, 证明了B-Myb稳定过表达能

促进肺癌细胞的增殖、克隆形成和侵袭迁移能力, 
并初步阐明了B-Myb促进肺癌细胞周期进程和增殖

的分子机制, 为后续相关研究奠定了坚实的基础。
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