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SEZ6L2通过ECM-受体信号调节肺鳞癌细胞的    
增殖与凋亡
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(1山东第二医科大学, 胸心外科, 潍坊 261053; 2威海市立医院, 胸外科, 威海 264200)

摘要      该研究探讨癫痫相关6同源物样2(seizure-related 6 homolog like 2, SEZ6L2)对肺鳞癌

(lung squamous cell carcinoma, LUSC)细胞的增殖与凋亡的影响及其潜在的作用机制。该研究采

用癌症基因组图谱数据库(The Cancer Genome Atlas, TCGA)分析SEZ6L2在肺鳞癌组织中的表达情

况; 采用实时逆转录聚合酶链式反应(real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-
qPCR)和蛋白质印迹法 (Western blot)检测正常人支气管上皮细胞BEAS-2B和肺鳞癌细胞 (NCI-
H520、NCI-H1703、SK-MES-1)中SEZ6L2表达情况; 采用RT-qPCR和Western blot检测SEZ6L2的干

扰效率; 采用CCK-8、EdU染色法和细胞克隆实验检测细胞增殖水平; 采用细胞划痕和侵袭实验检

测细胞迁移水平和侵袭能力; 采用流式细胞术和Western blot检测细胞凋亡水平及凋亡相关蛋白的

表达水平; 借助基因集合富集分析(gene set enrichment analysis, GSEA)软件, 分析SEZ6L2在细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)-受体信号中的富集情况; 借助linkedomics和基于基因表达水平值的

交互式分析平台(gene expression profiling interactive analysis, GEPIA)分析SEZ6L2与ECM-受体信号

蛋白整合素Β3(integrin beta 3, ITGB3)、整合素Β6(integrin beta 6, ITGB6)、整合素α3(integrin alpha 
3, ITGA3)的关系 ; 采用Western blot检测 ITGB3、ITGB6、ITGA3及其下游信号蛋白磷酸化黏着斑

激酶(phosphorylated focal adhesion kinase, p-FAK)、p-SRC、FAK、SRC的表达情况。该研究发现, 
TCGA数据库显示SEZ6L2在肺鳞癌组织中的表达水平增加, 且表达水平越高LUSC患者预后越差; 
与BEAS-2B组比较, SEZ6L2表达在肺鳞癌细胞NCI-H520、NCI-H1703和SK-MES-1中显著上调, 且
在NCI-H1703细胞中表达水平最高。因此, 选择NCI-H1703细胞做后续研究。构建SEZ6L2的干扰

质粒, SEZ6L2在si-SEZ6L2-3组中表达水平更低, 表现出更好的转染效率, 因而选择si-SEZ6L2-3(以
下简称为 si-SEZ6L2)进行后续研究。干扰SEZ6L2表达后 , 与 si-NC组比较NCI-H1703细胞增殖、迁

移和侵袭水平下降, 凋亡水平上升, 促凋亡蛋白Bax和cleaved caspase3表达水平增加, 抗凋亡蛋白

BCL2表达水平下降, ECM-受体信号蛋白ITGB3、ITGB6、ITGA3及其下游信号蛋白p-FAK、p-SRC
表达水平下调。该研究得出, SEZ6L2通过ECM-受体信号调节肺鳞癌细胞的增殖、迁移、侵袭和

凋亡。
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Abstract       This study was designed to explore the role of SEZ6L2 (seizure-related 6 homolog like 2) in 
the proliferation and apoptosis of LUSC (lung squamous cell carcinoma) cells as well as to investigate the hidden 
mechanism. This study used TCGA (The Cancer Genome Atlas) database to analyze the expression of SEZ6L2 in 
LUSC tissues. The expressions of SEZ6L2 in normal human bronchial epithelial cells BEAS-2B and LUSC cell 
lines NCI-H520, NCI-H1703 and SK-MES-1 were detected using RT-qPCR (real-time reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction) and Western blot. Following the construction of SEZ6L2 interference plasmids, cells were 
divided into Control group, si-NC group and si-SEZ6L2-1/2 group. The transfection efficiency of si-SEZ6L2 was 
examined with RT-qPCR and Western blot. The cell proliferation was detected using CCK-8 (cell counting kit-8) 
assay, EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) staining and colony formation assay. Cell migration and invasion were de-
tected using wound healing and transwell assay. Cell apoptosis and apoptosis-related proteins were detected using 
flow cytometry and Western blot. With GSEA (gene set enrichment analysis) database, the enrichment of SEZ6L2 in 
ECM (extracellular matrix)-receptor signaling was detected. With linkedomics and GEPIA (gene expression profil-
ing interactive analysis) databases, the relationship between SEZ6L2 and ECM-receptor signaling proteins ITGB3 
(integrin beta 3), ITGB6I (integrin beta 6) and ITGA3 (integrin alpha 3) was detected. The expressions of ITGB3, 
ITGB6, ITGA3 and the downstream signaling proteins p-FAK (phosphorylated focal adhesion kinase), p-SRC, FAK 
and SRC were detected using Western blot. The present study found that according to TCGA database, SEZ6L2 ex-
pression was upregulated in LUSC tissues and SEZ6L2 upregulation indicated poorer prognosis of LUSC patients. 
Compared with the BEAS-2B group, SEZ6L2 expression was significantly increased in LUSC cells NCI-H520, 
NCI-H1703 and SK-MES-1. SEZ6L2 had the highest expression in NCI-H1703 cells and thus NCI-H1703 cells 
were chosen for following experiments. Following the construction of SEZ6L2 interfering plasmids, it was found 
that SEZ6L2A had the lowest expression in si-SEZ6L2-3 group. Therefore, si-SEZ6L2-3 (hereinafter referred as si-
SEZ6L2) was selected for following experiments. After interfering SEZ6L2 expression, NCI-H1703 cell prolifera-
tion, migration and invasion were decreased, cell apoptosis was increased, the expressions of pro-apoptotic proteins 
Bax and cleaved caspase3 were increased, anti-apoptotic protein BCL2 expression was increased, the expressions of 
ECM-receptor signaling proteins ITGB3, ITGB6, ITGA3 and the downstream signaling proteins p-FAK and p-SRC 
were decreased when compared with the si-NC group. It can be concluded that SEZ6L2 regulates the proliferation, 
migration, invasion and apoptosis of LUSC cells through ECM-receptor signaling.
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根据2020年全球癌症规划 , 肺癌是全球最常见

的恶性肿瘤之一 , 也是癌症相关死亡的主要原因 [1], 
肺鳞状细胞癌 (lung squamous cell carcinoma, LUSC, 
简称肺鳞癌)是非小细胞肺癌(non-small cell lung can-
cer, NSCLC)中一种常见的组织学亚型 , 约占17%[2]。

尽管侵入性手术、放疗、化疗、免疫治疗和靶向药

物等治疗方法在临床上取得重大突破, 但LUSC患者

的5年总生存率仍然很低, 仅为4%~17%[3-4]。因此, 继
续探索LUSC潜在的抑制细胞发生发展机制, 寻找新

的和有效的生物标志物尤为重要。

癫痫相关6同源物样2(seizure-related 6 homolog 
like 2, SEZ6L2)是一种主要在大脑中表达的 1型跨

膜蛋白, 属于SEZ6家族, 该家族包括SEZ6、SEZ6L

和SEZ6L2[5]。研究发现, SEZ6L2在一些癌症中过度表

达, 并且可以驱动肿瘤(例如卵巢癌和结直肠癌)的进

展[6-7]。此外, SEZ6L2表达水平在肺癌细胞系中显著增

加, SEZ6L2高表达的肺癌患者的生存时间更短, 表明

SEZ6L2可能是肺癌的一种新的预后标志物[8]。现有的

研究显示用抗SEZ6L2抗体进行治疗可抑制SEZ6L2
表达, 同时能够抑制肺腺癌肿瘤球形细胞的形成[9], 
表明SEZ6L2在肺癌中可以发挥作用。但是, SEZ6L2
在LUSC中的作用尚不清楚。癌症基因组图谱(The 
Cancer Genome Atlas, TCGA)数据库显示, SEZ6L2在
LUSC组织中表达水平增加, 且表达水平越高LUSC
患者预后越差 ,  因此本文进一步研究 SEZ6L2在
LUSC细胞中的表达及调节作用。
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此外, 本研究借助基因富集分析(gene set enrich-
ment analysis, GSEA)方法, 发现SEZ6L2主要富集在

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)-受体信号中。

有研究证实, ECM-受体信号参与癌细胞的增殖、侵

袭和凋亡[10-11]。综上, 本文旨在研究SEZ6L2是否可通

过调节ECM-受体信号参与LUSC的发展进程。

1   材料和方法
1.1   细胞和主要试剂 

本研究使用的正常人支气管上皮细胞 BE-
AS-2B(Cat.No.iCell-h023)、肺鳞癌细胞系 NCI-
H520(Cat.No.iCell-h238)、NCI-H1703(Cat.No.iCell-
h262)、SK-MES-1(Cat.No.iCell-h192)、BEAS-2B
细胞专用培养基 (Cat.No.iCell-h023-001b)、NCI-
H520细胞专用培养基 (Cat.No.iCell-h238-001b)、
NCI-H1703细胞专用培养基 (Cat.No.iCell-h262-
001b)、SK-MES-1细胞专用培养基 (Cat.No.iCell-
h192-001b)均购自上海赛百慷生物技术股份有限

公司 ; si-SEZ6L2-1/2/3、si-NC均构建于上海吉玛

制药技术有限公司; Lipofectamine 2000试剂和第

一 链cDNA合 成 试 剂 盒(Cat.No.SH30538.02)购自

赛默飞世尔科技 (中国 )有限公司 ; CCK-8试剂盒

(Cat.No.A311-02)购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司; EdU染色试剂盒(Cat.No.C0071S)和RIPA
裂解液 (Cat.No.P0013B)购自上海碧云天生物技术

有限公司 ; TRIzol试剂 (Cat.No.15596026)购自美国

Invitrogen公司 ; 荧光定量检测试剂盒 (SYBR Green; 
Cat.No.04913914001)购自Roche公司 ; ECL化学发

光液 (Cat.No.180-501)购自上海天能科技有限公司 ; 
SEZ6L2(Cat.No.19428-1-AP; 1000 1׃)、BCL2(Cat.
No.68103-1-Ig; 1000 2׃)、Bax(Cat.No.50599-2-Ig; 
、(500׃Cat.No.19677-1-AP; 1)caspase3、(000 2׃1
ITGB3(Cat.No.18309-1-AP; 1000 1׃)、ITGB6(Cat.
No.28378-1-AP; 1500׃)、ITGA3(Cat.No.21992-1-
AP; 1000 5׃)、FAK(Cat.No.66258-1-Ig; 1000 2׃)、
GAPDH(Cat.No.60004-1-Ig; 1000 50׃)抗体均购自

武汉三鹰生物技术有限公司; cleaved caspase3(Cat.
No.#9661; 1000 1׃)、p-FAK(Cat.No.#3281; 1000 1׃)、
p-SRC(Cat.No.#2105; 1000 1׃)、SRC(Cat.No.#2108; 
均购自美国Cell Signaling Technology公司(000 1׃1 ; 
羊抗兔IgG H&L(Cat.No.A21020; 1000 10׃)购自亚科

因生物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      将正常人支气管上皮细胞BEAS-
2B和肺鳞癌细胞系NCI-H520、NCI-H1703和SK-
MES-1置于含有10% FBS和双抗的DMEM培养基中, 
培养箱温度为37 °C, 湿度为5% CO2。

1.2.2   细胞转染及分组      取生长状态良好汇合率

达90%的NCI-H1703细胞 , 接种于6孔板 (5×105/孔 )
中。根据转染试剂盒说明方法, 将si-NC、si-SE-
Z6L2-1、si-SEZ6L2-2和si-SEZ6L2-3分别转染至NCI-
H1703细胞中 , 并将其分别命名为阴性对照组 (si-
NC)、si-SEZ6L2-1组、si-SEZ6L2-2组、si-SEZ6L2-3组, 
未作任何处理的NCI-H1703细胞记为对照(Control)
组。持续转染48 h后, 收集细胞用于后续实验。si-
SEZ6L2-1的转染序列为F: 5′-ACG ACA ACU GUU 
ACC ACU ACG TT-3′, R: 5′-CGU AGU GGU AAC 
AGU UGU CGU TT-3′; si-SEZ6L2-2的转染序列为F: 
5′-CAU GCU UGG AGA AGG ACA AGU TT-3′, R: 
5′-ACU UGU CCU UCU CCA AGC AUG TT-3′; si-
SEZ6L2-3的转染序列为F: 5′-CGC UGG AUG AGG 
ACA AUG ACC TT-3′, R: 5′-GGU CAU UGU CCU 
CAU CCA GCG TT-3′; si-NC的转染序列为F: 5′-UUC 
UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3′, R: 5′-ACG UGA 
CAC GUU CGG AGA ATT-3′。
1.2.3   实时逆转录聚合酶链式反应(RT-qPCR)      使
用TRIzol试剂从细胞样本中提取总RNA, 将0.15 μg
的总RNA利用第一链cDNA合成试剂盒逆转录为

cDNA。使用SYBR Green进行PCR反应, GAPDH作

为内部参照。扩增条件: 95 °C预变性10 min; 95°C
变性15 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 共40个循

环。使用2−∆∆Ct计算基因相对表达量。SEZ6L2的引

物序列分别为F: 5′-CCA GCC CAG TTC TGT GTA 
ATA A-3′, R: 5′-GGG TAG ACA TGG ATG CTG TAA 
G-3′, β-actin的引物序列分别为F: 5′-CAC TCT TCC 
AGC CTT CCT TC-3′, R: 5′-GTA CAG GTC TTT 
GCG GAT GT-3′。
1.2.4   蛋白质印迹法(Western blot)      使用RIPA裂解液

从样本细胞中提取总蛋白后, 用BCA试剂盒测定蛋白

浓度。使用10% SDS-PAGE分离蛋白质样品(40 μg)后, 
电泳转移至PVDF膜上。将膜用5%脱脂牛奶室温封

闭1 h后, 依次与一抗在4 °C下孵育过夜, 与二抗室温

孵育30 min。使用ECL试剂进行显影拍照, 用ImageJ
分析软件对蛋白条带进行灰度值计算。
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1.2.5   CCK-8实验      将NCI-H1703细胞接种于96孔
板(4×103个/孔)中并置于培养箱中培养24 h。每孔

中加入10 μL CCK-8溶液后, 细胞继续培养1.5 h。使

用酶标仪在450 nm处测定吸光度(D)值, 实验重复三

次。

1.2.6   EdU染色实验      将NCI-H1703细胞接种于6孔
板(5×105个/孔)中, 室温孵育过夜。加入EdU溶液后, 
对细胞继续培养2 h。使用4%多聚甲醛室温固定细

胞15 min, 0.5% Trion X-100渗透细胞15 min。按照制

造商说明, 加入Click反应液后, 细胞避光孵育30 min。
然后, 使用荧光显微镜对细胞进行拍照, 借助ImageJ
软件进行分析。

1.2.7   细胞克隆实验      将NCI-H1703细胞接种到培

养皿中进行培养, 每2~3天更换一次培养液, 在培养

皿中出现肉眼可见的细胞克隆后去除培养液, 使用

4%多聚甲醛室温固定细胞30 min, 用0.1%结晶紫染

色30 min, 对染色后的克隆细胞进行计数和观察。

1.2.8   细胞划痕实验      将NCI-H1703细胞接种于6
孔板(5×105个/孔)中, 置于培养箱中孵育12 h。当细

胞融合度达到80%时, 使用灭菌后的吸头在设定好

的轨迹上划线, PBS清洗掉落的细胞并对其进行拍

照, 加入无血清培养基, 继续培养24 h, 再次对相同

位置进行拍照。

1.2.9   细胞侵袭实验      将NCI-H1703细胞接种于用

Matrigel基质胶预处理的上室(1×105个/孔)中, 将400 μL
含有10% FBS的培养液加入下室, 置于培养箱中培

养24 h。使用4%多聚甲醛室温固定细胞20 min, 0.1%
结晶紫染色10 min, 最后, 借助显微镜观察侵袭细胞

数。

1.2.10   流式细胞术      使用0.25%胰蛋白酶消化NCI-
H1703细胞1 min后, 以1 000 ×g转速室温离心5 min。
使用预冷的磷酸盐缓冲生理盐水对细胞进行洗涤, 
然后用1× 结合缓冲液重悬细胞。取100 μL细胞悬液, 
与5 μL Annexin V和10 μL PI室温避光孵育15 min后, 
使用FACS Calibur流式细胞仪检测细胞凋亡水平。

1.2.11   数据库分析      使用TCGA数据库(http://gepia.
cancer-pku.cn/detail.php?gene=SEZ6L2)分析SEZ6L2
在肺鳞癌组织中的表达情况 ; 借助 linkedomics和
基于基因表达水平值的交互式分析平台 (gene ex-
pression profiling interactive analysis, GEPIA)分析

SEZ6L2与ECM-受体信号蛋白的关系; GSEA软件用

于分析ECM-受体对SEZ6L2的富集程度。

1.2.12   统计学分析      实验数据以均数±标准差

(x
_
±s)表示, 使用GraphPad Prism 8.0软件对数据进行

统计学分析, 单因素方差分析法用于多组间比较, 并
使用Tukey检验方法进行检验。P<0.05表明差异具

有统计学意义。

2   结果
2.1   SEZ6L2在肺鳞癌组织和细胞系中的表达水

平增加

根据TCGA数据库显示, SEZ6L2在肺鳞癌组织

中表达水平增加, 且表达水平越高LUSC患者预后越

差(图1A)。使用RT-qPCR和Western blot检测SEZ6L2
在正常人支气管上皮细胞和肺鳞癌细胞系中的表

达, 结果发现, 与BEAS-2B组比较, SEZ6L2的mRNA
和蛋白表达水平在肺鳞癌细胞系NCI-H520、NCI-
H1703和SK-MES-1中显著上调 , 且在NCI-H1703
细胞中表达水平最高 (图1B), 差异具有统计学意义

(P<0.05, P<0.001)。因此, 选择NCI-H1703细胞用于

后续实验。

2.2   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞增殖

构建SEZ6L2的干扰质粒后, 将NCI-H1703细胞

划分为空白对照组 (Control)、阴性对照组 (si-NC)
和si-SEZ6L2-1/2/3组。使用RT-qPCR和Western blot
检测干扰效率发现 , 与Control组比较 , si-NC组中

SEZ6L2的蛋白表达水平无显著差异 ; 与 si-NC组比

较 , si-SEZ6L2-1、si-SEZ6L2-2和 si-SEZ6L2-3组中

SEZ6L2的mRNA和蛋白表达水平均显著降低 , 表
明质粒构建成功, 且在si-SEZ6L2-3组中表达水平

最低(图2A), 差异具有统计学意义(P<0.001)。因

此, 选择si-SEZ6L2-3用于后续实验(以下简称为si-
SEZ6L2)。采用CCK-8检测SEZ6L2干扰对肺鳞癌细

胞活力的影响。结果表明, 与Control组相比, si-NC
组中肺鳞癌细胞活力无明显变化; 与si-NC组比较, 
si-SEZ6L2组中肺鳞癌细胞活力显著降低(图2B), 差
异具有统计学意义(P<0.001)。EdU染色实验结果

表明, 与Control组相比, si-NC组中肺鳞癌细胞增殖

水平无明显变化; 与si-NC组比较, si-SEZ6L2组中肺

鳞癌细胞增殖水平显著降低(图2C), 差异具有统计

学意义(P<0.001)。克隆实验结果表明, 与Control组
相比, si-NC组中肺鳞癌细胞集落形成水平无明显

变化; 与si-NC组比较, si-SEZ6L2组中肺鳞癌细胞集

落形成水平显著降低(图2D), 差异具有统计学意义
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(P<0.001)。
2.3   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞迁移和侵袭

细胞迁移和侵袭是癌症转移的两个重要过

程。本研究采用细胞划痕实验检测si-SEZ6L2对肺

鳞癌细胞迁移水平的影响, 结果表明, 与Control组相

比, si-NC组中肺鳞癌细胞迁移水平无明显变化; 与
si-NC组比较, si-SEZ6L2组中肺鳞癌细胞迁移水平

显著降低(图3A), 差异具有统计学意义(P<0.001)。
细胞侵袭实验结果发现, 与Control组相比, si-NC组
中肺鳞癌细胞侵袭能力无明显变化; 与si-NC组比

较, si-SEZ6L2组中肺鳞癌细胞侵袭能力显著降低(图
3B), 差异具有统计学意义(P<0.001)。
2.4   干扰SEZ6L2促进肺鳞癌细胞凋亡

采用流式细胞术检测SEZ6L2干扰对肺鳞癌细

胞凋亡的影响, 结果表明, 与Control组相比, si-NC组
中肺鳞癌细胞凋亡水平无显著变化; 与si-NC组比较, 
si-SEZ6L2组中肺鳞癌细胞凋亡水平显著上升(图4A), 

差异具有统计学意义(P<0.001)。采用Western blot检
测凋亡相关蛋白的表达, 结果表明, 与Control组相比, 
si-NC组中BCL2、Bax和cleaved caspase3/caspase3表
达无显著变化, 与si-NC组比较, si-SEZ6L2组中BCL2
表达水平显著下降 , Bax和cleaved caspase3/caspase3
表达水平显著增加 (图 4B), 差异具有统计学意义

(P<0.001)。
2.5   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞中ECM-受体信

号蛋白的表达

如图 5A所示 ,  借助 GSEA软件分析 ,  发现

SEZ6L2富集在 ECM-受体信号中 ,  P<2.2×10–16, 
FDR<2.2×10–16。linkedomics和GEPIA数据库显示

SEZ6L2与ECM-受体信号蛋白 ITGB3(linkedomics
数据库显示 R=0.31, P<0.05; GEPIA数据库显示

R=0.35, P<0.05)、ITGB6(linkedomics数据库显示

R=0.23, P<0.05; GEPIA数据库显示R=0.19, P<0.05)、
ITGA3(linkedomics数据库显示R=0.27, P<0.05; 
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A: TCGA数据库分析SEZ6L2在肺鳞癌组织中的表达。B: RT-qPCR和Western blot分析SEZ6L2在肺鳞癌细胞中的表达。*P<0.05, ***P<0.001, 
与BEAS-2B组比较。

A: the expression of SEZ6L2 in LUSC tissues was analyzed using TCGA database. B: the expression of SEZ6L2 in LUSC cells was detected using RT-
qPCR and Western blot. *P<0.01, ***P<0.001 compared with BEAS-2B group.

图1   SEZ6L2在肺鳞癌组织和细胞系中的表达水平增加

Fig.1   SEZ6L2 expression was upregulated in LUSC tissues and cells
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A: RT-qPCR和Western blot检测si-SEZ6L2的干扰效率。B: CCK-8实验检测细胞活性。C: EdU染色实验检测细胞增殖水平。D: 克隆实验检测细

胞集落形成水平。ns: 差异不显著, 与Control组比较。***P<0.001, 与si-NC组比较。

A: the transfection efficiency of si-SEZ6L2 was examined with RT-qPCR and Western blot. B: cell viability was detected using CCK-8 assay. C: cell 
proliferation was detected using EdU staining. D: cell colony forming ability was detected using colony formation assay. ns: not significant compared 
with Control group. ***P<0.001 compared with si-NC group.

图2   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞增殖

Fig.2   SEZ6L2 silence inhibited LUSC cell proliferation
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A: 细胞划痕实验检测肺鳞癌细胞迁移水平。B: 细胞侵袭实验检测肺鳞癌细胞侵袭能力。ns: 与Control组比较差异不显著。***P<0.001, 与
si-NC组比较。

A: LUSC cell migration was detected using wound healing. B: LUSC cell migration was detected using transwell assay. ns: not significant compared 
with Control group. ***P<0.001 compared with si-NC group.

图3   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞迁移和侵袭

Fig.3   SEZ6L2 silence inhibited LUSC cell migration and invasion
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组比较。***P<0.001, 与si-NC组比较。

A: cell apoptosis was detected using flow cytometry. B: the expressions of apoptosis-related proteins BCL2, Bax and cleaved caspase3/caspase3 were 
detected using Western blot. ns: not significant compared with Control group. ***P<0.001 compared with si-NC group. 

图4   干扰SEZ6L2促进肺鳞癌细胞凋亡

Fig.4   SEZ6L2 silence promoted LUSC cell apoptosis
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A: GSEA软件分析SEZ6L2在ECM-受体信号中的富集。B: GEPIA数据库分析SEZ6L2与ECM-受体信号蛋白ITGB3、ITGB6和ITGA3的相关性。C: 
Western blot检测ITGB3、ITGB6、ITGA3及其下游信号蛋白p-FAK、p-SRC、FAK、SRC的表达。ns: 差异不显著, 与Control组比较。**P<0.01, 
***P<0.001, 与si-NC组比较。

A: the enrichment of SEZ6L2 in ECM-receptor signaling was analyzed with GSEA software. B: the association of SEZ6L2 with ECM-receptor signaling 
proteins ITGB3, ITGB6 and ITGA3 was analyzed with GEPIA database. C: the expressions of ITGB3, ITGB6, ITGA3 and the downstream signaling 
proteins p-FAK, p-SRC, FAK and SRC were detected using Western blot. ns: not significant compared with Control group. **P<0.01, ***P<0.001 com-
pared with si-NC group.

图5   干扰SEZ6L2抑制肺鳞癌细胞中ECM-受体信号蛋白的表达

Fig.5  SEZ6L2 silence inhibited ECM-receptor signaling protein expression in LUSC cells
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GEPIA数据库显示R=0.32, P<0.05)呈正相关(图5B)。
采用Western blot检测 ITGB3、ITGB6、ITGA3及其

下游信号蛋白p-FAK、p-SRC、FAK、SRC的表达情

况。结果发现 , 与Control组相比 , si-NC组中 ITGB3、
ITGB6、ITGA3、p/t-FAK和p/t-SRC表达无显著变

化 , 与 si-NC组比较 , si-SEZ6L2组中TGB3、ITGB6、
ITGA3、p/t-FAK和 p/t-SRC表达水平显著降低 (图
5C), 差异具有统计学意义(P<0.01, P<0.001)。

3   讨论
SEZ6L2是一种编码定位于细胞表面的癫痫相关

蛋白的基因, 在调控各种生物功能方面发挥作用[12]。

越来越多的研究表明, SEZ6L2在各种恶性肿瘤中表

达上调, 并参与肿瘤的恶性发展进程。有研究发现, 
SEZ6L2在乳腺癌细胞和肝细胞癌组织中表达水平

显著上调。SEZ6L2高表达促进乳腺癌恶性发展, 且
与肝细胞癌患者的低生存率密切相关[13-14]。有趣的

是, SEZ6L2表达水平在肺腺癌患者的样本中显著上

调, SEZ6L2在耐药性和肺肿瘤球体形成中起着重要

作用, 可能是减少肺腺癌远处复发的治疗靶点[9]。但

SEZ6L2与LUSC的相关性研究尚未被报道。本研究

从增殖和凋亡的角度探讨了SEZ6L2对LUSC细胞的

影响, 发现了SEZ6L2表达水平在LUSC细胞中显著

上调, SEZ6L2干扰可抑制LUSC细胞增殖、迁移和

侵袭, 促进细胞凋亡。

细胞增殖与凋亡失衡是肿瘤形成的直接诱因, 
加速细胞凋亡和抑制肿瘤细胞活力是阻断肿瘤进展

的有效途径[15]。Bax是BCL2家族的主要促凋亡成

员, 调节肿瘤细胞和健康细胞的凋亡[16]; BCL2是一

种重要的抗凋亡信号, 可促进肿瘤生长[17]; caspase3
是细胞凋亡的执行者。当caspase3被上游信号激活

时, 失活的caspase3将自身切割成活性状态的cleaved 
caspase3, 以诱导细胞凋亡[18]。敲低SEZ6L2可抑制

结直肠癌细胞增殖, 促进细胞凋亡[7]。本研究发现, 
SEZ6L2干扰降低LUSC细胞的增殖水平, 促进细胞

凋亡。此外, 研究还证实, LUSC细胞中促凋亡蛋

白Bax和cleaved caspase3表达水平升高, 抗凋亡蛋

白BCL2表达水平降低, 再次证明SEZ6L2干扰促进

LUSC细胞凋亡。癌细胞迁移和侵入周围组织和血

管系统是癌症转移的重要初始步骤[19]。抑制癌细胞

迁移和侵袭被认为是抑制LUSC恶性发展的有效治

疗方法[20-21]。CHEN等[13]发现, SEZ6L2干扰抑制乳腺

癌细胞的迁移和侵袭。本研究发现, 对SEZ6L2表达

干扰后, LUSC细胞迁移水平和侵袭能力显著降低。

通过GSEA分析软件, 发现SEZ6L2主要富集在

ECM-受体信号中。GUO等[22]证实, ECM-受体信号

是导致癌症形成、进展、转移的关键因素 , 也是治

疗癌症的有效途径之一。有研究表明, ECM-受体

信号参与癌细胞的增殖、迁移和凋亡[10,23]。ECM-受
体信号蛋白主要包含 ITGA和 ITGB家族 , 该家族信

号蛋白激活后能够促进细胞中FAK信号和SRC信号

的激活, 从而促进细胞的增殖和存活[24]。经证实, 靶
向下游ECM受体信号蛋白SRC可抑制肺癌细胞增殖

和迁移, 促进肺癌细胞凋亡[25]。激活FAK信号通路可

促进肺癌细胞侵袭和增殖, 抑制细胞凋亡[26]。显然, 
ECM-受体信号在调节肺癌细胞增殖、凋亡、迁移

和侵袭中发挥重要作用。此外, 研究还发现, ECM-受
体信号蛋白ITGB3、ITGB6和ITGA3在LUSC组 织 中

呈现高表达且与不良预后相关[27-28]。根据Genecards
数据库 (https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.
pl?gene=SEZ6L2)判断, SEZ6L2主要表达在细胞质膜

和ECM上。本研究发现, SEZ6L2干扰可降低LUSC
细 胞 中ITGB3、ITGB6、ITGA3、p/t-FAK和p/t-SRC
表达水平, 表明SEZ6L2干扰抑制LUSC细胞中ECM-受
体信号蛋白的表达。

综上, SEZ6L2可通过调节ECM-受体信号参与

LUSC细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡, 表明SEZ6L2
有望成为LUSC潜在的治疗靶点。
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