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下调线粒体转录因子A对肺腺癌细胞A549
成瘤能力和药物敏感性的影响
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摘要      该文初步探讨了下调线粒体转录因子A(mitochondrial transcription factor A, TFAM)对
人肺腺癌细胞A549的影响。该研究将靶向TFAM基因的shRNA慢病毒载体感染A549细胞, 应用蛋

白免疫印迹(Western blot)方法检测TFAM蛋白质水平, 划痕愈合实验检测细胞迁移能力, 裸鼠成瘤

实验检测细胞体内增殖能力, CCK-8实验和Western blot检测细胞毒性及细胞对药物敏感性。结果

显示, 该研究成功地在A549细胞中下调了TFAM蛋白质水平, TFAM敲低的细胞形态发生改变, 愈合

能力明显减弱, 裸鼠成瘤能力减弱, 裸鼠成瘤的体积和体重均具有显著差异, 细胞毒性增强, 且细胞

对阿霉素的敏感性增强。结果表明, 下调TFAM可影响细胞迁移能力和体内增殖能力, 通过增加细

胞凋亡提高肿瘤细胞对抗肿瘤药物阿霉素的敏感性, 提示TFAM可作为肺腺癌治疗的潜在靶点。
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Abstract       The aim of  this study was to investigate the effect of down-regulation of mitochondrial tran-
scription factor A (TFAM) on lung adenocarcinoma cell line A549. A549 cells were infected with control or TFAM 
-shRNA lentiviral particles and the down-regulation of TFAM was confirmed by Western blot. Wound healing 
assay, nude mice tumorigenesis test, CCK-8 assay were carried out to examine the ability of cell migration, tum-
origenesis in nude mice and cell viability of A549 cells, respectively. Our results showed that TFAM protein was 
significantly reduced by TFAM-shRNA plasmids. Compared with the control group, TFAM depletion cells showed 
a morphology change and a significant decrease in migration ability. In addition, down-regulation of TFAM led to 
decreased tumorigenesis of A549 cell in nude mice. Furthermore, down-regulation of TFAM enhanced cell cytotoxicity 
and apoptosis after treating A549 cells with a gradient doxorubicin. Taken together, our findings demonstrated that 
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down-regulation of TFAM inhibited tumorigenesis and enhanced chemosensitivity of A549 cells, indicating that 
TFAM might serve as a potential target in the treatment of human lung adenocarcinoma.

Keywords       mitochondrial transcription factor A; A549; cell migration; tumorigenesis; chemosensitivity

肺癌是全球死亡率最高的恶性肿瘤之一。近

年来, 我国肺癌的发病率呈逐年上升态势而且非小

细胞肺癌的发生率占据了肺癌发生率的80%左右, 
且患者5年生存率低于10%, 因此, 研究与非小细胞

肺癌发生及发展相关的蛋白质, 对肺癌的诊断、治

疗及预防具有非常重要的意义[1]。线粒体是真核细

胞进行有氧呼吸的主要场所, 正常氧供应下, 它利

用氧化磷酸化为细胞生命活动提供90%以上的能

量, 并且与年龄相关的多种疾病以及癌症都与线粒

体功能损伤息息相关[2]。而作为高速泳动蛋白家族

(high mobility group, HMG)成员的线粒体转录因子

A(mitochondrial transcription factor A, TFAM), 是线

粒体内最重要的转录因子之一, 负责D-loop区起始转

录线粒体基因组。有研究表明, TFAM蛋白质对于维

持线粒体完整性及正常功能起着十分重要的作用[3]。

据报道, TFAM蛋白质在多种组织中高表达, 如膀胱

癌等[4], 然而TFAM蛋白质与非小细胞肺癌发生发展

的相关性至今未见报道。本研究拟通过慢病毒转染

技术沉默TFAM基因, 探索该基因沉默后对非小细胞

肺癌细胞A549的某些肿瘤特性的影响, 旨在为寻找

诊断或治疗肺癌的有效靶点奠定基础。

1   材料与方法
1.1   试剂和抗体

RPMI 1640、DMEM培养基和胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)均购自Life Technologies公司。嘌

呤霉素(puromycin)购自Amresco公司。BCA蛋白质

定量试剂盒和ECL化学发光试剂盒均购自Thermo 
Fisher公司。蛋白marker和硝酸纤维素膜均购于Bio-
Rad公司。CCK-8(Cell Counting Kit-8)检测试剂盒、

胰蛋白酶消化液、青霉素/链霉素、阿霉素(doxoru-
bicin)、山羊抗兔IgG二抗和山羊抗鼠IgG二抗均购自

上海碧云天生物技术有限公司。单克隆抗体β-actin
购自上海Abmart公司, 多克隆抗体TFAM购自Abcam
公司, 多克隆抗体PARP、Caspase 3和Cleaved Caspase 
3购自Cell Signaling Technology公司。

1.2   细胞系和细胞培养

非小细胞肺癌A549细胞系和293T细胞系均购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源库。

A549细胞用含10% FBS、抗生素(青霉素100 U/mL
和链霉素100 μg/mL)的RPMI 1640培养基于37 °C、
5% CO2培养箱中培养, 293T细胞则用含10% FBS、
抗生素(青霉素100 U/mL和链霉素100 μg/mL)的
DMEM培养基于37 °C、5% CO2培养箱中培养。

1.3   慢病毒包装及细胞感染

携带有靶向基因TFAM的shRNA慢病毒载体

(TFAM-shRNA)和其阴性对照慢病毒载体(TFAM-
NC)均由南京巴傲得公司合成, TFAM-shRNA靶

向序列为: 5′-CCG GGG GAA CTT CCT GAT TCA 
AAG ACT CGA GTC TTT GAA TCA GGA AGT TCC 
CTT TTT G-3′(正向引物)、3′-AAT TCA AAA AGG 
GAA CTT CCT GAT TCA AAG ACT CGA GTC TTT 
AAT CAG GAA GTT CCC-5′(反向引物)。而后, 我
们使用GeneCopoeia公司的慢病毒包装试剂盒按照

说明书指示, 用293T细胞对病毒载体进行包装, 最后

得到包装完整的含TFAM靶向基因的完整病毒及其

阴性对照的病毒。

感染A549细胞时, 先将A549细胞接种于24孔
板, 每孔大约6×104细胞, 用含10% FBS、抗生素(青
霉素100 U/mL和链霉素100 μg/mL)的RPMI 1640完
全培养基于37 °C、5% CO2培养箱中培养过夜。第

2 d弃去旧培养基, 更换新培养基, 分别加入含靶向

基因的病毒和其阴性对照病毒, 使其病毒终浓度为

6 μg/mL, 于37 °C、5% CO2培养箱中培养过夜。第

3 d弃去旧培养基, 将细胞转移至小皿, 再用RPMI 
1640完全培养基于37 °C、5% CO2培养48 h, 然后加

入嘌呤霉素(1 μg/mL)筛选稳转细胞系。一般加入嘌

呤霉素14 d后即可得到TFAM-shRNA和TFAM-NC
稳定表达的A549细胞(分别命名为A549 shTFAM和

A549 shNC细胞)。
1.4   细胞总蛋白测定和蛋白质印迹

细胞用RIPA裂解液(已加入蛋白酶和磷酸酶抑

制剂)在冰上裂解20 min, 然后13 000 r/min于4 °C离
心30 min, 收集上清液, 用BCA蛋白质检测试剂盒检

测蛋白质浓度。取20 μg蛋白质进行10% SDS-PAGE
蛋白质电泳, 然后将所分离的蛋白质湿转到硝酸纤
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维素膜上, 并用5%的脱脂牛奶封闭1.5 h; 于4 °C孵
育一抗过夜, 一抗分别为: β-actin(1000 2׃); TFAM、

Caspase 3、Cleaved Caspase 3和PARP均按1000 1׃稀
释; 第2 d, 用1×TBST洗膜, 在摇床上室温孵育二抗

1 h, 二抗分别为: β-actin为鼠抗(1000 3׃), TFAM为兔

抗(1000 20׃), Caspase 3、Cleaved Caspase 3和PARP
均为兔抗(1000 2׃); 然后用1×TBST洗膜3次以上, 每
次10 min; 加入ECL化学发光试剂, 用X-光胶片显影; 
最后以β-actin为参照, 蛋白质条带用Image J软件进

行定量统计分析。

1.5   细胞划痕愈合实验

将A549 shNC和A549 shTFAM细胞分别接种

于6孔板上, 待细胞全部长满后, 用小号无菌移液器

头划痕, 用磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, 
PBS)将掉落的细胞洗净后加入含1% FBS的RPMI 
1640培养基, 在倒置显微镜下观察并记录0 h的划痕

宽度, 将细胞放入37 °C、5% CO2培养箱中继续培养, 
分别在6、12、24和36 h用倒置显微镜观察相同位

置并记录其愈合程度。

1.6   裸鼠成瘤实验

用15 cm细胞培养皿培养足够的A549 shNC和
A549 shTFAM细胞, 胰蛋白酶消化收集后用无血清

RPMI 1640培养基将细胞数调节到6×106/100 μL的
细胞悬液。然后在5周的雌性裸鼠肩胛骨两侧皮下

分别注射100 μL细胞, 左侧为A549 shNC细胞, 右侧

为A549 shTFAM细胞。将裸鼠培养在无特定病原体

(specific pathogen free, SPF)级动物房中, 观察裸鼠表

皮肿瘤生长情况。待肿瘤长出后每隔1 d测量肿瘤

体积, 并在24 d后用CO2吸入法安乐死, 将肿瘤剥离

并称重。本课题裸鼠成瘤实验获得了温州医科大学

实验动物管理和伦理委员会批准。

1.7   药物敏感性实验

为了检测A549细胞中TFAM蛋白质水平对阿霉

素敏感性的影响, 我们将A549 shNC和A549 shTFAM
细胞分别接种于6孔板上, 然后放入37 °C、5% CO2

培养箱中培养过夜, 第2 d加入浓度梯度的阿霉素

进行处理, 浓度梯度为: 0、1、2、4、8、16 μg/mL, 
培养24 h后收集细胞, 用BCA法测蛋白质浓度后, 
用10% SDS-PAGE进行蛋白质电泳, 并观察Cleaved 
PARP和Cleaved Caspase 3蛋白质水平。

1.8   药物毒性检测

将A549 shNC和A549 shTFAM细胞以密度为

5×103/孔分别接种于96孔板上, 37 °C、5% CO2培养

箱中培养过夜, 第2 d换上浓度梯度为0、2、4、8、
16 μg/mL的阿霉素, 培养24 h后加入CCK-8检测试

剂, 继续培养2 h后检测450 nm处的吸光度值。

1.9   统计学方法

所有试验均独立重复3次, 所有统计分析均使用

SPSS 17.0和GraphPad Prism 5进行统计分析。数据

统计以mean±S.D.表示, 两个样本之间的均数比较采

用t检验, P<0.05表示两样本之间差异有统计学意义。

2   结果
2.1   TFAM-shRNA慢病毒感染A549细胞及蛋白

的表达

用TFAM-shRNA和其阴性对照病毒载体分别

感染A549细胞, 然后用嘌呤霉素筛选2周后在显微

镜下观察细胞形态变化(图1A)。结果显示, 相对于

阴性对照组, TFAM-shRNA病毒感染的细胞(A549 
shTFAM)状态明显较阴性对照差, 细胞轮廓不清, 部
分细胞出现胞质浓缩, 细胞核边缘模糊不清楚, 核固

缩, 细胞体积变小, 表明细胞趋于凋亡状态。之后, 
我们收集细胞, 用Western blot方法对A549细胞中的

TFAM蛋白质进行分析(图1B)。结果显示, 相对于阴

性对照组, A549 shTFAM细胞中TFAM蛋白质水平

明显下调, 且具有统计学意义(图1C)。
2.2   TFAM下调抑制A549细胞迁移能力

为了进一步明确TFAM下调对A549细胞迁移

能力的影响, 我们进行了细胞划痕实验, 分别观察了

6、12、24和36 h时A549细胞的愈合能力。结果表

明, 与阴性对照组相比, TFAM下调后A549细胞的愈

合能力明显减弱(图2A), 测量其迁移率后, 用Graph-
Pad Prism 5进行数据统计分析后发现, 在划痕6 h后, 
TFAM下调的A549细胞相较于阴性对照愈合能力下

降, 但无统计学意义; 在12 h以后均表现出具有统计

学意义的明显差异(图2B)。
2.3   TFAM下调抑制A549细胞的体内成瘤能力

将6×106 A549 shNC和A549 shTFAM细胞分别

注射入雌性裸鼠肩胛骨两侧表皮下方, 10 d后肿瘤

长出, 之后每隔1 d监测肿瘤的体积。结果显示, 相
对于阴性对照组, 注射shTFAM A549细胞组的裸鼠

肿瘤体积明显要比注射对照组小, P<0.05(图3A)。
24 d后将裸鼠拍照记录(图3B), 然后处死裸鼠, 将瘤

体从裸鼠体内剥离并称重, 结果显示, TFAM敲低组
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A: 普通倒置显微镜下观察划痕愈合实验中TFAM下调A549细胞的迁移能力(100×), 此为其中1次实验的图(n=3); B: 对A实验进行统计分析, 数
值以均值±标准误差表示, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: migration ability in TFAM down-regulated A549 cells compared with control, detected by wound healing assay (100×, n=3); B: statistical analysis 
of A,data were presented as mean±S.D.. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图2   下调TFAM对A549细胞迁移能力的影响

Fig.2   The effect of TFAM down-regulation on migration ability of A549 cells
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图1   蛋白免疫印迹法验证A549 shTFAM细胞中TFAM蛋白质水平的下调

Fig.1   The down-regualtion of TFAM protein level in A549 shTFAM was confirmed by Western blot analysis
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的肿瘤质量明显低于阴性对照组(图3C和图3D)。
2.4   TFAM下调提高A549细胞对阿霉素的敏感性

为了进一步了解TFAM与临床抗肿瘤药物的

相关性, 我们使用较常见的临床抗肿瘤药物阿霉素

分别对TFAM下调和阴性对照组的A549细胞进行

处理, 阿霉素浓度呈梯度增加, 而后用CCK-8检测

(图4A)。结果表明, 相对于阴性对照组, TFAM下调

后A549细胞对阿霉素的敏感性增强。为了更深入

地了解其机制, 我们在阿霉素处理后, 用10% SDS-
PAGE进行蛋白质分离, 检测凋亡相关蛋白PARP及
Caspase 3的蛋白质水平变化。结果表明, 相对于阴

性对照组, TFAM下调后的A549细胞中, PARP和Cas-
pase 3的切割都明显增加, 且呈浓度依赖性(图4B)。

3   讨论
肺癌可根据细胞类型分为小细胞肺癌(small 

cell lung cancer, SCLC)和非小细胞肺癌(non-small 
cell lung cancer, NSCLC)两类, 而且NSCLC发生率占

据了肺癌发生率的80%左右。尽管近年来对NSCLC
早期诊断、筛查以及新的治疗方案都有一定的改进, 
但所有阶段的NSCLC的预后依然很差: 5年生存率

仍然不到15%, 而且大都由于癌症的转移和复发引

起。因此, 寻找NSCLC肿瘤发生分子机制的新型生
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值±标准误差表示(n=3), *P<0.05, **P<0.01。
A: cytotoxicity of doxorubicin in TFAM depletion A549 cells which 
was analyzed with CCK-8 assay; B: TFAM down-regulated A549 cells 
exhibited more cleavage of PARP and Caspase 3 compared with control 
cells after treatment with doxorubicin. Data were presented as mean±S.D. 
(n=3). *P<0.05, **P<0.01.

图4   TFAM下调对A549细胞药物敏感性的影响

Fig.4   The effect of TFAM down-regulation on 
chemosensitivity in A549 cells
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A: 实时监测TFAM敲低及对照组裸鼠的肿瘤体积; B、C: 注射后24 d肿瘤的实体图; D: TFAM敲低组和对照组裸鼠肿瘤质量的统计图, 数值以

均值±标准误差表示(n=5)。*P<0.05, 与TFAM-NC组相比。

A: monitoring the tumor volume in nude mice injected with A549 shNC or A549 shTFAM cells; B,C: tumor entity graph after injected for 24 d; D: the 
statistical chart of tumor weight of nude mice injected with A549 shNC or A549 shTFAM cells, data were presented as mean±S.D. (n=5). *P<0.05   
compared with TFAM-NC group.

图3   下调TFAM对A549细胞体内成瘤能力的影响

Fig.3   The effect of TFAM down-regulation on A549 cell tumorigenesis in nude mice
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物标志物具有重要意义[5]。

Warburg用细胞能量代谢方式阐释了肿瘤细胞

的形成。他认为, 肿瘤细胞来源于正常细胞, 分两个

阶段形成。第一阶段是由于多种原因引起的呼吸链

不可逆损伤, 即氧化磷酸化(oxidative phosphorylation, 
OXPHOS)功能损伤; 第二阶段, 一部分细胞因为缺

少能量供应而死亡, 而有一部分细胞则依赖产能较

快的糖酵解(aerobic glycolysis)供能存活下来, 以满

足肿瘤细胞快速生长需要, 因此形成肿瘤[6]。而近几

年的研究表明, 线粒体OXPHOS的不可逆损伤不一

定是引起肿瘤的主要原因, 在特定细胞里抑制糖酵

解可以恢复线粒体的OXPHOS功能[7-8]。线粒体的其

他功能缺失也可能是引起肿瘤的原因之一, 例如, 线
粒体基因组突变或缺失、线粒体融合分裂失衡、与

线粒体基因组相关酶类缺失或突变等因素[9-10]。线

粒基因组(mitochondrial DNA, mtDNA)是独立于细

胞核外的基因组, 具有自我复制、转录、编码功能, 
线粒体编码的13种亚基和核基因编码亚基共同组成

氧化磷酸化复合物体系[11]。TFAM是最早发现的线

粒体转录因子, 作为高速泳动家族之一, 在mtDNA
复制过程中起重要作用。线粒体DNA拷贝数直接

受TFAM蛋白质水平的影响, TFAM增加将引起线粒

体DNA拷贝数增加[12-14]。有研究发现, 对比癌旁组

织, 膀胱癌组织TFAM蛋白质水平明显升高[15], 提示

TFAM与肿瘤生长有一定相关性。而Han等[3]报道, 
在前列腺癌细胞中TFAM过表达后细胞增殖加快, 
而小干扰RNA沉默TFAM蛋白质的细胞通过p21介
导的细胞周期G1期的阻滞抑制了细胞增殖。为进一

步阐释TFAM蛋白质可作为肿瘤发生、发展的标志

物, 本研究探讨了敲低TFAM对肺腺癌细胞A549伤
口愈合能力、体内增殖能力即裸鼠成瘤能力以及对

药物敏感性的影响。

本研究结果表明, 利用靶向TFAM基因的shRNA
慢病毒载体感染细胞可明显抑制A549细胞中TFAM
蛋白质水平, TFAM下调的A549细胞愈合能力明显

减弱, 与Lin等[16]在食管癌的研究结果相符。同时, 
我们将下调TFAM的A549细胞及其阴性对照细胞

注射入5周龄雌性裸鼠皮下, 研究TFAM蛋白质水平

降低对裸鼠皮下成瘤能力的影响。结果发现, 下调

TFAM抑制了A549细胞在裸鼠皮下成瘤的能力, 肿
瘤生长明显受到抑制。以上实验结果结合文献报

道提示, TFAM下调可抑制肿瘤细胞生长, 上调可促

进肿瘤细胞生长, 与Guo等[11]在散发性结直肠癌的

研究结果相符。肿瘤的发生、发展与多种因素相

关, 如肿瘤细胞的生长、转移以及血管生成、凋亡

等, 那么下调TFAM蛋白是否会影响到肿瘤细胞的

凋亡呢？阿霉素是一种广谱抗肿瘤药物, 适用于急

性白血病等多种恶性肿瘤, 也可用于肺癌的联合治

疗, 但在临床应用中常会引起心肌损伤, 进而产生心

脏毒性[17-18]。本研究用浓度梯度的阿霉素处理细胞

24 h, 观察到下调TFAM的细胞凋亡产生了浓度依赖

性的增加, PARP和Caspase 3切割相应增加, 进而使

细胞对阿霉素更加敏感。因此, 同等用量阿霉素既

能使TFAM下调的肿瘤细胞凋亡增加又能相对减少

心脏毒性[19-20]。细胞毒性实验进一步表明, 在下调

TFAM蛋白质前提下, 阿霉素将对肺腺癌细胞产生更

大的细胞毒性, 而使细胞更易发生凋亡。综上所述, 
TFAM下调使细胞迁移能力和成瘤能力减弱, 且使细

胞对药物的敏感性增加。因此, TFAM蛋白质可作为

诊断和治疗肺腺癌的潜在的有效标志物和靶点。
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