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基于CRISPR/Cas9基因编辑系统构建敲除TSPAN4
基因的非小细胞肺癌细胞系

刘雁1  杜亚蓉2*  孙坤1*

(1西北师范大学生命科学学院, 兰州 730000; 2中国科学院近代物理研究所, 兰州 730000)

摘要      利用CRISPR/Cas9基因编辑系统敲除TSPAN4基因, 构建TSPAN4基因稳定敲除的非小

细胞肺癌A549细胞株, 并检测其对A549细胞迁移、侵袭能力的影响, 为后期探讨迁移体在非小细

胞肺癌转移过程中的作用提供实验基础。以质粒pSpCas9(BB)-2A-Puro(px459)为载体, 与设计好的

引物连接后得到敲除载体px459-sgRNA-TSPAN4。以jetPRIME®为转染试剂, 将构建好的质粒转染

至A549细胞系 , 嘌呤霉素筛选单克隆细胞株并使用Western blot实验鉴定A549细胞系中TSPAN4基
因的敲除效果, 细胞划痕实验和Transwell实验检测敲除TSPAN4基因对A549细胞迁移、侵袭能力的

影响。该研究成功构建了TSPAN4基因编辑质粒px459-sgRNA-TSPAN4。Western blot结果显示敲

除TSPAN4基因能够显著降低A549细胞株中TSPAN4蛋白表达量; 敲除TSPAN4基因对A549细胞迁

移、侵袭能力的影响在统计学上无显著性差异, 降低了N-cadherin的表达, 对E-cadherin表达的影响

不大。以上研究表明, 使用CRISPR/Cas9基因编辑技术成功构建了敲除TSPAN4基因的A549细胞系, 
且单独敲除TSPAN4基因不会影响A549细胞迁移能力。
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Establishment of TSPAN4 Gene Knockout of Non-Small Cell Lung Cancer 
Cell Line by CRISPR/Cas9
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Abstract       The CRISPR/Cas9 gene editing system was used to knockdown the TSPAN4 gene and construc-
tion of TSPAN4 stable knockdown non-small cell lung cancer A549 cell line. The role of TSPAN4 was detected in 
invasion and migration of A549 cell line by means of the biological research methods. Results of this study may 
provide an experimental basis in exploring the role of migrasome in the metastatic process of non-small cell lung 
cancer. The plasmid pSpCas9(BB)-2A-Puro(px459) was used as the vector, and the knockdown vector px459-
sgRNA-TSPAN4 was obtained by ligating it with the designed primers. Px459-sgRNA-TSPAN4 were transfected 
into A549 cell lines through jetPRIME®. Monoclonal cells were obtained by puromycin pressure screening, and the 
efficiency of TSPAN4 knockout was identified by Western blot in the A549 cell lines. The cell scratch and Transwell 
experiment were used to analysis the effect of the invasion and migration in knockout TSPAN4 cell lines. Here, the 
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TSPAN4 knockout plasmid pX459-sgRNA-TSPAN4 was successfully constructed. Western blot results showed that 
the expression of TSPAN4 protein in A549 cell line was significantly decreased after TSPAN4 gene knockout. Com-
pared with the wild cell lines, there is no statistical difference on the ability of migration and invasion in knockout 
cell line of TSPAN4, but the TSPAN4 knockout reduces the expression of N-cadherin and has little impact on the ex-
pression of E-cadherin. The above study demonstrated that A549 cell lines with knockdown of TSPAN4 gene were 
successfully constructed using CRISPR/Cas9 gene editing technology, and knockdown of TSPAN4 gene alone did 
not affect the migration ability of A549 cells.

Keywords       TSPAN4; CRISPR/Cas9; non-small cell lung cancer; migrasome

迁移体 (migrasome)作为一种新发现的细胞器 , 
是细胞迁移过程中, 由细胞尾部产生收缩丝的顶端或

是分叉点形成的单层膜包裹的细胞器, 可能在细胞间

通讯过程中具有重要功能[1-2]。TSPAN(tetraspanin)蛋
白家族是一类四次跨膜蛋白, 在哺乳动物中已经发

现的TSPAN蛋白有33个成员[3], 可调节与细胞迁移

相关的重要蛋白如整合素、基质金属蛋白酶、钙黏

素以及Rac/Rho蛋白功能[1], LU等[4]通过实验验证了

整合素与其特异性细胞外基质蛋白结合能够使细胞

具有适当黏附能力, 而这也正是迁移体形成的决定

因素。清华大学俞立教授实验室[5]在2015年的研究

中发现TSPAN4作为迁移体的标记蛋白在迁移体形

成过程中必不可少。

肺癌是全球发病率最高的恶性肿瘤之一, 具有

死亡率高、治愈率低等特点[6]。肺癌是中国最常见

的癌症类型和癌症死亡的主要原因[7], HIRSCH等[8]

报道肺癌患者的5年生存率因时期和地区差异在

4%~17%不等。其中非小细胞肺癌 (non-small cell 
lung cancer, NSCLC)作为肺癌中主要病理类型, 其
浸润和转移是治疗失败和导致病人死亡的主要原

因。在肿瘤转移过程中, 伴随肿瘤细胞从原发部分

扩散的转移、伴随渗入循环系统的转移、伴随血管

新生离开内皮细胞的转移等, 在肿瘤学研究中, 肿瘤

转移一直是肿瘤治疗中不可忽视的问题, 大部分癌

症患者死亡的主要原因是癌细胞转移带来的致命

打击, 而肿瘤转移的发生与细胞迁移密切相关。近

年来, 越来越多的学者将目光投向了对肿瘤转移机

制的研究, 自从迁移体被报道以来, 其在肿瘤发生

发展过程中的功能逐渐得到重视。因此, 本研究为

进一步探讨迁移体在肿瘤转移中的信号传递作用, 
使用CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除迁移体标记蛋

白TSPAN4, 构建TSPAN4缺失的非小细胞肺癌A549
细胞系, 并通过细胞划痕实验检测了敲除TSPAN4

基因后A549细胞迁移能力的变化, 为进一步探究

TSPAN4蛋白在非小细胞肺癌细胞中的作用机制提

供实验基础。

1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂

非小细胞肺癌A549细胞系购自上海细胞库; 
DMEM/F12基础培养基、0.25%胰蛋白酶溶液(含
EDTA)和双抗均购自美国Gibco公司; 胎牛血清购

自兰州荣晔生物科技有限责任公司; 感受态细胞

Trans5α购自北京全式金生物技术公司。

琼脂粉购自德国BioFroxx公司; Super GelRedTM

核酸染料购自苏州宇恒生物科技有限公司; 内切酶

Bbs I、T4 PNK、T4 DNA Ligase均购自美国NEB公
司; 甘油、嘌呤霉素、结晶紫、4%多聚甲醛均购

自北京索莱宝科技有限公司; 蛋白酶抑制剂购自上

海罗氏制药有限公司; 甘氨酸、Tris-base购自美国

Amresco公司; EDTA及SDS购自德国BioFroxx公司; 
RIPA裂解液、Bradford蛋白浓度测定试剂盒均购自

上海碧云天生物技术有限公司; PVDF膜(0.22 μm)购
自美国GE公司; 30%丙烯酰胺、TEMED购自武汉赛

维尔生物科技有限公司; APS购自中国生工生物工

程股份有限公司; NaCl、甲醇、乙醇和氯仿均购自

中国天津市盛鑫源化工公司; 牛血清白蛋白(BSA)购
自上海昂一生物科技有限公司; 蛋白预染Marker购
自上海雅酶生物医药科技有限公司; 增强型的化学

发光剂购自美国Advansta公司; Matrigel基质胶购自

美国BD公司。

质粒提取试剂盒购自美国OMEGA公司; 胶回

收试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司; 转染

试剂jetPRIME®购自美国Polyplus公司。

抗体TSPAN4购自英国Abcam公司; 抗体GAP-
DH、E-cadherin、N-cadherin购自武汉三鹰生物技术
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有限公司; 辣根酶标记山羊抗兔IgG二级抗体购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2   sgRNA的设计及合成

sgRNA由在线网站 (https://zlab.bio/guide-de-
sign-resources)免费设计。sgRNA序列由奥科鼎盛生

物公司合成(表1)。
1.3   构建敲除载体px459-sgRNA-TSPAN4

环状的质粒载体px459经限制性内切酶Bbs I酶
切后, 会形成线性化的开放结构, 由于其分子结构不

如超螺旋紧密, 在琼脂糖凝胶电泳中跑的较慢, 因此

能够采用琼脂糖凝胶电泳鉴定酶切效果。酶切产生

的线性质粒使用胶回收试剂盒进行纯化以去除杂

质。设计好的两对sgRNA(表1)正向序列和反向互补

序列退火成双链后, 双链Oligos与胶回收产物连接, 
构建形成质粒载体px459-sgRNA-TSPAN4, 具体实

验步骤如下。 
1.3.1   质粒载体px459酶切和回收      载体px459经
限制性内切酶Bbs I酶切后线性化形成黏性末端。酶

切体系为5 μL px459载体、1 μL Bbs I(NEB)、2 μL 
10× NEB Buffer、12 μL ddH2O, 酶切体系总体积

为20 μL, 将配制好的体系于37 °C过夜酶切。配制

1%的琼脂糖凝胶, 按比例加入1000 10׃的Super Gel-
RedTM核酸染料, 酶切产物在恒压110 V条件下进行

琼脂糖凝胶电泳, 电泳完成后在凝胶成像系统下观

察条带位置并拍照, 用胶回收试剂盒进行目的片段

的回收和纯化。

1.3.2   合成oligos      oligos合成体系为1 μL TSPAN4-
sgRNA-F(100 μmol/L)、1 μL TSPAN4-sgRNA-
R(100 μmol/L)、1 μL 10× T4连接酶缓冲液(NEB)、
0.5 μL T4 PNK(NEB)、6.5 μL ddH2O, 合成体系总体

积为10 μL。配制好的体系在37 °C水浴30 min, 95 °C金
属浴5 min, 金属浴外敷冰袋降温至25 °C, 该过程大约

需要20 min。

1.3.3   连接      连接体系为2 μL px459酶切载体、 
1 μL oligo(1250׃稀释)、1 μL 10× T4连接酶缓冲液

(NEB)、 1 μL T4 Ligase(NEB)、5 μL ddH2O, 连接体

系总体积为10 μL, 于16 °C恒温条件下过夜连接。

1.3.4   转化      感受态细胞Trans5α于冰浴上融化, 将
5 μL连接产物加入到50 μL融化后的感受态细胞中, 
轻轻混匀, 冰浴放置30 min; 42 °C水浴中热激45 s, 然
后迅速将离心管转移到冰浴中2 min, 该过程不要晃

动离心管; 向每个离心管中加入500 μL无菌且不含抗

生素的LB培养基, 混匀后置于37 °C摇床200 r/min振
荡培养1 h, 使细菌复苏; 吸取15 μL已转化的感受态

细菌加到含有氨苄的LB固体培养基上, 均匀涂开; 将
平板正置于37 °C细菌培养箱中约30 min, 待菌液全

部被吸收后, 倒置平板过夜培养, 次日挑单克隆菌落, 
加5 mL含氨苄的LB液体培养基37 °C摇菌12 h~16 h。
1.3.5   菌落PCR      菌落PCR能快速鉴定菌落是否为

含有目的基因的阳性菌落, 具有高效、操作简单的优

势。反应体系包括0.25 μL Ex Taq (5 U/μL)、5 μL 10× 
Ex Taq Buffer(Mg2+ plus)、 4 μL dNTP Mixture、1 μL 
hu6-F(10 μmol/L)、1 μL TSPAN4-sgRNA-R(10 μmol/L), 
补充ddH2O至25 μL, 用沾有菌液的枪头在反应体系

中反复吹打, 将模板DNA加入。PCR仪设置扩增条

件为94 °C预变性4 min; 95 °C变性10 s, 52.5 °C退火

30 s, 72 °C延伸1 min, 30个循环; 72 °C 5 min延伸完

整; 4 °C保存。

使用PCR技术快速扩增基因, 使用琼脂糖凝胶

电泳观察扩增条带的位置, 来确定目的条带连接成

功与否。

1.3.6   质粒提取      挑取菌落PCR鉴定结果为阳性的

单克隆菌落, 加入至5 mL含氨苄的LB液体培养基, 于
37 °C摇菌12 h~16 h。根据质粒提取试剂盒说明书操

作, 得到无菌质粒, 测定质粒浓度和纯度后将其储存

于−20 °C备用。

表1   TSPAN4-sgRNA oligo序列

Table 1   TSPAN4-sgRNA oligo sequence
引物名称

Primer names
序列

Sequences

TSPAN4-sgRNA-F1 5′-CAC CGC TGC ACG TGT CCC GAT ACG-3′

TSPAN4-sgRNA-R1 5′-AAA CCG TAT CGG GAC ACG TGC AGC-3′

TSPAN4-sgRNA-F2 5′-CAC CGC GAC CAA CAT GGA CGA CCA C-3′

TSPAN4-sgRNA-R2 5′-AAA CGT GGT CGT CCA TGT TGG TCG C-3′

hU6-F 5′-CTC GAG CCC CAG TGG AAA GAC GCC-3′



206 · 研究论文 ·

1.4   敲除TSPAN4基因的单克隆细胞的转染和筛选

1.4.1   细胞培养      A549细胞使用含有10%胎牛血

清、1%青霉素和链霉素的DMEM/F12完全培养基, 
置于37 °C、CO2体积分数为5%的饱和湿度培养箱

中培养。

1.4.2   筛选嘌呤霉素的最佳浓度      将生长状态良

好的A549细胞传至6孔板中, 密度以50%为宜, 12 h
后将培养基分别更换为含有0.1 μg/mL、0.3 μg/mL、
0.5 μg/mL、1 μg/mL、2 μg/mL、4 μg/mL嘌呤霉

素的培养基, 保持嘌呤霉素浓度不变筛选4~7天, 导
致全部细胞死亡的最低嘌呤霉素浓度就是应用于

A549细胞筛选的最佳浓度。筛选期间每天观察细

胞状态, 细胞出现大量死亡时更换培养基, 以减少大

量细胞死亡所产生的有毒因子对转染细胞带来的损

伤。

1.4.3   细胞转染与筛选      将生长状态良好的A549
细胞转至6孔板中, 密度以50%为宜, 37 °C孵育24 h
后更换新的DMEM/F12培养基, 选择jetPRIME®作为

转染试剂, 根据其使用说明配制转染试剂进行转染, 
转染48 h后更换含2 μg/mL嘌呤霉素的完全培养基

筛选7天。

1.4.4   筛选分离单克隆细胞株      嘌呤霉素筛选7天
后, 消化存活的细胞, 以4个/mL的细胞浓度将细胞

传代至96孔板中, 定期更换培养基。5天后观察孔

板中的细胞, 排除多克隆株孔, 10~12天后将单克隆

细胞传代至12孔板单独培养。待细胞扩增起来后, 
一部分冻存细胞株, 剩余细胞继续培养收取蛋白样

品, 使用Western blot实验来鉴定TSPAN4基因是否

被成功敲除。

1.5   Western blot
使用RIPA裂解液提取细胞蛋白, 按照Bradford

蛋白定量试剂盒说明书进行蛋白样品定量。根据蛋

白浓度计算蛋白上样体积, 加入蛋白上样缓冲液后, 
100 °C加热10 min使蛋白样品变性。配制10%的SDS-
PAGE凝胶, 恒流45 mA电泳分离蛋白; 140 mA恒流

转膜150 min, 将蛋白转至PVDF膜上; 转膜完成后, 将
PVDF膜置于含5% BSA的封闭液中室温封闭1 h; 室
温孵育一抗(抗体与5% BSA的比例为1000 1׃) 3 h或4 °C
过夜孵育; 用洗液清洗PVDF膜3次, 10 min/次; 室温

孵育辣根酶标记的山羊抗兔IgG二级抗体1 h(二级抗

体与5% BSA的比例为1500 2׃); 用洗液清洗PVDF膜
3次, 10 min/次。加适量显影, 于凝胶成像仪下进行

拍照。使用ImageJ软件进行灰度分析, 计算相对蛋

白含量。

1.6   划痕实验检测敲除TSPAN4基因对A549细胞

迁移能力的影响

将A549-NC、A549-TSPAN4-KO细胞分别消

化, 以105个/mL接种到6孔板中, 待细胞均匀铺满6孔
板时, 用无菌枪头垂直于标记线匀速划出3条直线。

吸除旧培养基后用PBS缓慢清洗掉残留的漂浮细胞, 
然后加入无血清的DMEM/F12完全培养基进行细胞

培养。分别于0 h、24 h、48 h在光学显微镜下进行

拍照观察, 计算划痕愈合度。

(1) 以划痕宽度为计算标准时, 使用ImageJ测量

细胞的迁移距离, 计算划痕愈合度。

Scratch healing rate=[(L0−L1)/L0]×100%
注: L0为0 h划痕间距离, L1为24 h或48 h划痕间

距离。

(2) 以划痕面积为计算标准时, 使用ImageJ软件

测量划痕的面积, 计算划痕愈合度。

Scratch healing rate=[(S0−S1)/S0]×100%
注: S0为0 h划痕间面积, S1为24 h或48 h划痕间

面积。

1.7   Transwell实验检测敲除TSPAN4基因对A549
细胞迁移、侵袭能力的影响

Transwell迁移实验操作步骤为: 消化A549-NC、
A549-TSPAN4-KO细胞后 , 各取 1 mL 1000 r/min
室温离心5 min, 离心完成后将培养基更换为无血

清无双抗的DMEM/F12培养基, 计数后稀释细胞至

5 000个/200 μL接种于24孔板上的Transwell小室中, 
于小室外加入500 μL含10%胎牛血清的DMEM/F12
完全培养基, 培养24 h后去培养基, 用4%多聚甲醛室

温固定20 min, 加0.1%结晶紫染色30 min, PBS清洗3
次, 用棉签轻轻擦去非特异性结合于小室上表面的

染料及小室上侧的细胞, 风干后在显微镜下分别选

取5个视野拍照并计数。

Transwell侵袭实验中 , Transwell小室需要用

Matrigel基质胶进行包被, 具体实验步骤为: 用无血

清培养基配制浓度为2 mg/mL的Matrigel基质胶, 充
分混匀, 取100 μL稀释的Matrigel胶加入Transwell上
室, 置于37 °C细胞培养箱孵育, 直至基质胶凝固, 其
余实验操作步骤同上。

1.8   统计学处理

使用Origin 2021软件进行实验数据处理。本研



207刘雁等: 基于CRISPR/Cas9基因编辑系统构建敲除TSPAN4基因的非小细胞肺癌细胞系

究中各实验均独立重复三次, 各组实验数据以平均

值±标准差(x
_
±s)表示。使用t检验分析显著性差异, 

*P<0.05表示组内差异显著, **P<0.01和***P<0.001
表示组内差异极显著。

2   结果
2.1   px459-TSPAN4-sgRNA的构建与鉴定

TSPAN4作为迁移体的标志蛋白, 为进一步研

究TSPAN4蛋白在非小细胞肺癌迁移过程中的作用

与影响, 我们采用CRISPR/Cas9技术构建了TSPAN4
基因敲除的非小细胞肺癌 A549细胞系。质粒载

体px459经限制性内切酶Bbs I酶切后 , 与设计好的

两对 sgRNA(表 1)连接 , 构建形成质粒载体 px459-
TSPAN4-sgRNA(图1A)。酶切产物经琼脂糖凝胶电

泳鉴定结果如图1B所示。

构建的质粒载体转化至感受态细胞Trans5α后, 
进行菌落PCR扩增 , 能够以载体自带基因hU6-F与
TSPAN4-sgRNA-R扩增出260 bp左右的片段, 则证明

序列已经成功插入载体, 琼脂糖凝胶电泳结果如图

1C所示, 鉴定结果中除px459-sg1-clone 4外, 均为阳

性克隆株菌落。

2.2   嘌呤霉素的最佳浓度

设定嘌呤霉素终浓度为0.1 μg/mL、0.3 μg/mL、
0.5 μg/mL、1 μg/mL、2 μg/mL、4 μg/mL, 保持嘌

呤霉素浓度不变处理细胞4~7天后, 所有细胞死亡的

嘌呤霉素最低浓度为应用于A549细胞筛选的最佳

浓度。显微镜下观察, 嘌呤霉素浓度大于2 μg/mL时
A549细胞全部死亡, 因此确定嘌呤霉素的最佳筛选

浓度为2 μg/mL。
2.3   TSPAN4基因敲除细胞株的鉴定

将构建好的质粒载体px459-sgRNA1和px459-
sgRNA2转染至A549细胞中, 转染48 h后进行嘌呤霉

素筛选, 对筛选7天后的群体细胞进行Western blot鉴
定。结果如图2A所示 , 与px459-sgRNA1质粒相比 , 
构建的px459-sgRNA2质粒对A549细胞的敲除效率

较好, 因此选择px459-sgRNA2质粒转染的群体细胞

进行单克隆细胞株的筛选与鉴定。

于96孔板中挑选px459-sgRNA2质粒转染单克

隆细胞株进行蛋白鉴定, 结果如图2B所示, 与转染

空质粒px459的单克隆细胞株相比, 4个敲除细胞

株中TSPAN4的蛋白表达量均明显降低。以上结

果表明, 用CRISPR/Cas9基因编辑技术成功构建了

TSPAN4基因敲除的质粒, 达到了获得敲除TSPAN4基
因的A549稳转细胞系的目的。

由于癌细胞系的基因组呈现不稳定的特点, 不
同细胞个体之间的遗传背景存在差异, 为了消除细

胞间差异对后续实验带来干扰, 我们根据Western blot
蛋白鉴定结果, 选择敲除效果更好的编号为1~3的三

个单克隆细胞株进行混合培养, 获得混合克隆株。

2.4   敲除TSPAN4基因对A549细胞迁移、侵袭能

力的影响

2.4.1   划痕实验      选用划痕实验检测敲除TSPAN4
基因对A549细胞迁移能力的影响, 在细胞划痕后的

0 h、24 h、48 h在光学显微镜下拍照, 通过测量划

痕宽度 (图3A)或是划痕面积 (图3B)的方法计算划痕

愈合度, 实验结果如图3所示。结果显示, TSPAN4基
因缺失的A549细胞迁移能力与对照组相比, 统计上

无显著性差异 (P>0.05), 表明单独敲除TSPAN4基因

对A549细胞的迁移能力没有影响。

2.4.2   Transwell实验      实验中, 使上室中的细胞处

于低营养的环境中, 细胞为获取更多的营养, 会穿过

Transwell小室上的膜, 进入高营养的一端, 为探究肿

瘤细胞的迁移、侵袭提供了便利。按照1.7中的方

法对Transwell小室的细胞固定染色后, 擦去上室的

细胞和残留的染料, 显微镜拍照并统计数据, 结果如

图4和图5所示。实验结果表明, 与对照组相比, 单独

敲除TSPAN4基因对A549细胞的迁移、侵袭能力的

影响在统计学上无显著性差异(P>0.05), Transwell实
验在细胞划痕实验的基础上再次验证了这一结论。

2.5   TSPAN4基因敲除细胞株中E-cad和N-cad的
鉴定

上皮钙黏素 (E-cadherin, E-cad)作为一种细胞

黏附性分子 , 在肿瘤转移过程中发挥重要作用 , 其
下调、缺失或是功能障碍均可导致细胞间黏附力

下降, 导致肿瘤细胞发生侵袭转移[9-10]。神经钙黏素

(N-cadherin, N-cad)是一种能够进行信号传递的功能

性跨膜蛋白, 目前研究发现N-cad的异常表达与肿瘤

细胞的迁移、浸润及侵袭等相关[11]。因此选择敲除

效果明显的 px459-sg2质粒转染单克隆细胞株对E-
cad、N-cad的表达量进行鉴定, 结果如图6所示, 敲除

TSPAN4基因降低了A549细胞中N-cad的表达量, 但
是对E-cad的表达量影响不明显, 我们在细胞划痕

实验和Transwell实验中已经证明单独敲除TSPAN4
基因并不会影响A549细胞的迁移侵袭能力, 这一
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结果与E-cad表达量的鉴定结果一致, 然而N-cad表
达量降低并没有对A549细胞迁移侵袭能力产生影

响, 这与我们预期的结果有差异, 因此我们猜测敲除

TSPAN4基因可能影响了其他与细胞迁移相关的通

路, 从而中和了N-cad的作用效果, 这一猜想还需要

在后续实验中进一步验证。

3   讨论
肺癌是目前全球最常见、死亡率较高的恶性

肿瘤之一[12], 其中非小细胞肺癌是一种预后较差的

致死性恶性肿瘤, 占肺癌总发病率的85%~90%[13-15]。

导致恶性肿瘤高发病率和高死亡率的原因之一是肿

瘤细胞从原发部位转移到新的部位, 诱导正常细胞

发生癌变, 其中细胞间通讯发挥巨大的作用。探究

迁移体标志蛋白TSPAN4在非小细胞肺癌中的作用, 
能够帮助我们进一步了解非小细胞肺癌的转移机

制, 对于非小细胞肺癌预后治疗具有重要意义。

迁移体是存在于迁移细胞的回缩纤维上大的
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A: px459质粒图谱; B: 1、2均为px459酶切产物; C: PCR扩增TSPAN4敲除载体px459-sgRNA1和px459-sgRNA2, 1~5均为单细胞克隆株。

A: the plasmid profile of px459; B: both 1 and 2 were the px459 plasmid digested by Bbs I; C: PCR amplification of TSPAN4 knockout vectors px459-
sgRNA1 and px459-sgRNA2, 1-5 were monoclonal cells.

图1   构建TSPAN4基因敲除载体

Fig.1   Construction of TSPAN4 gene knockout vector
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囊泡状结构, 最早由清华大学俞立教授实验室发现

并正式报道[5]。马亮等[5]研究发现, 细胞产生的迁移

体能够在特定位置释放细胞内容物至细胞外环境中

或是直接被传入细胞获取, 直接或间接参与细胞间

通讯过程包括血管稳态、机体免疫、组织再生以及

肿瘤细胞转移等活跃的生物过程的调控[16]。

俞立教授团队[1]在2019年的研究中发现四次跨

膜蛋白家族和胆固醇对迁移体的形成是必要且充

分的条件, 四次跨膜蛋白家族中的33个成员都包含

4个跨膜结构域, 并且广泛分布于各类细胞中, 同时

研究还发现在33种已知的哺乳动物的四次跨膜蛋

白中, 有14个成员的过表达能够不同程度促进迁移

体的形成, 其中包括TSPAN1、TSPAN2、TSPAN4、
TSPAN6、TSPAN7、TSPAN9、TSPAN18、CD82和
CD81在内的9种蛋白作用效果突出。黄雨薇等[17]在

纯化TSPAN4蛋白并将其整合进含有胆固醇的单层

脂质体的研究中, 发现TSPAN4对迁移体的生成具有

促进作用。TSPAN4是最早被证明在迁移体中表达

丰富的蛋白[5], 在迁移体的生长阶段从收缩纤维上

被招募到迁移体中, 一旦进入迁移体中就无法再移

出。我们结合TCGA数据库分析发现, TSPAN4在多

种癌症中均有高表达, 是个预后危险因子, 同时分析

了迁移体在癌症治疗中的作用, 发现多种抗癌药物

与TSPAN4紧密相关, 比如抗癌药物福瑞替尼、马赛

替尼、TL-1-85以及Y-39983的耐药性均与TSPAN4
有关 [18]。结合以上报道 , 我们发现TSPAN4在迁移

体形成过程中的作用不容忽视, 而且能够影响癌症

治疗结果。FAN等[19]探究了细胞迁移与迁移体形成

之间的关系, 发现细胞迁移方向与速度的改变均能

影响迁移体的形成, 迁移体的数量会随着细胞迁移

的增加而增加[5,20]。在不同细胞系中敲除TSPAN4在
抑制迁移体形成中表现出显著差异, 张绍进等[1]的

研究显示敲除TSPAN4能够显著抑制MGC-803细胞

和NRK细胞中迁移体的形成, 但在L929细胞中, 单

A: TSPAN4基因敲除的A549混合细胞株中TSPAN4蛋白表达量; B: px459-sg2质粒转染的A549单克隆细胞株中TSPAN4蛋白表达量。**P<0.01, 
***P<0.001, 与NC组比较。

A: TSPAN4 protein expression in A549 mixed cell line with TSPAN4 gene knockout; B: TSPAN4 protein expression in A549 monoclonal cell line 
transfected with px459-sg2 plasmid. **P<0.01, ***P<0.001 compared with NC group.

图2   Western blot检测A549细胞系中TSPAN4的表达差异

Fig.2   Difference of TSPAN4 expression in the A549 cell detected by Western blot
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A: 测量划痕宽度计算划痕愈合度; B: 测量划痕面积计算划痕愈合度。ns: P>0.05。
A: measure the scratch width to calculate the scratch healing degree; B: measure the scratch area to calculate the scratch healing degree. ns: P>0.05.

图3   划痕实验检测TSPAN4对A549细胞迁移能力的影响

Fig.3   The effect of TSPAN4 on the migration of A549 cells detected by scratch assay
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图4   Transewell实验检测TSPAN4对A549细胞迁移能力的影响

Fig.4   The effect of TSPAN4 on migration of A549 cells detected by Transwell assay
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独敲除TSPAN4或是敲低CD81都不会影响迁移体的

形成。我们在研究中使用基因编辑技术单独敲除

A549细胞中的TSPAN4基因, 通过划痕实验和Tran-
swell实验进行验证, 初步判断敲除TSPAN4基因对非

小细胞肺癌A549细胞侵袭迁移能力的影响并不显

著, 结合已有的报道, 我们在后期的研究工作中, 可
能需要协同敲除某些TSPAN家族基因, 使其生成迁

移体的数量与野生型肿瘤细胞相比有所下降, 才能

够进一步揭示TSPAN4基因在迁移体形成过程中的

作用机制。

4   结论
本研究成功构建敲除TSPAN4基因的A549稳转

细胞系, 划痕实验和Transwell实验均证明单独敲除

TSPAN4基因不会使A549细胞的迁移、侵袭能力发

ns: P>0.05.
图5   Transewell实验检测TSPAN4对A549细胞侵袭能力的影响

Fig.5   The effect of TSPAN4 on invasion of A549 cells detected by Transwell assay
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图6   Western blot检测A549细胞中E-cad/N-cad的表达差异

Fig.6   Difference of E-cad/N-cad expression in the A549 cell detected by Western blot

E-cad

N-cad

 GAPDH

 TSPAN4

N
C px

45
9-

sg
2

生变化, 为后续深入探究敲除TSPAN4基因在非小细

胞肺癌细胞系中的调控作用奠定了基础, 有利于更

进一步探索TSPAN4在非小细胞肺癌迁移过程中的

分子机制。
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