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转录因子 SOX4 调控 Beclin1
介导的自噬对小细胞肺癌细胞行为的影响

韩忠诚，马丽丽，苏 莹，柳 江

( 新疆维吾尔自治区人民医院肿瘤科，乌鲁木齐 830000)

摘要 目的 探究性别决定区 Y 框转录因子 4( SOX4) 调控自噬对小细胞肺癌( SCLC) 细胞的影响及机制。方法 小干扰

ＲNA( siＲNA) 介导敲低人 SCLC 细胞系 NCI-H446 细胞中的 SOX4。ＲT-qPCＲ 和 Western blot 检测转染 siＲNA 后 NCI-H446 细

胞中 SOX4 的表达。细胞实验分为对照组、si-SOX4 组、si-SOX4+oe-Beclin1 组、oe-Beclin1 组。Western blot 检测各分组细胞中

微管相关蛋白 1 轻链 3( LC3) -II /LC3-Ⅰ的表达之比、Beclin1 及 p62 的表达。荧光素酶报告基因实验和染色质免疫共沉淀

PCＲ( ChIP-PCＲ) 实验检测 SOX4 对 Beclin1 的转录调控作用。CCK-8 法检测各分组细胞增殖能力。流式细胞术检测各分组细

胞凋亡率。Transwell 实验检测分组细胞迁移与侵袭能力。结果 与对照组或 si-NC 组比较，si-SOX4 组 NCI-H446 细胞中

SOX4 mＲNA 和蛋白表达下调( P＜0. 05) ，LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率和 Beclin1 蛋白表达下降( P＜0. 05) ，p62 蛋白表达升高

( P＜0. 05) 。si-SOX4 组的 Beclin1 WT 相对荧光素酶活性低于 si-NC 组( P＜0. 05) ; Anti-SOX4 组中 Beclin1 启动子相对富集程

度高于 Anti-IgG 组( P＜0. 05) 。与对照组比较，si-SOX4 组 NCI-H446 细胞增殖活性降低、细胞凋亡率增加、迁移数目和侵袭数

目也减少( P＜0. 05) ; 与 si-SOX4 组比较，si-SOX4+oe-Beclin1 组 NCI-H446 细胞中 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率和 Beclin1 蛋白

表达升高、p62 蛋白表达下降，同时 NCI-H446 细胞增殖活性升高、细胞凋亡率减少、迁移数目和侵袭数目也增加( P＜0. 05) 。
结论 下调 SOX4 通过抑制 Beclin1 表达来抑制自噬，降低 NCI-H446 细胞增殖活性，抑制细胞迁移与侵袭。
关键词 小细胞肺癌; 性别决定区 Y 框转录因子 4; 自噬; 增殖; 迁移; 侵袭
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小细胞肺癌( small cell lung cancer，SCLC) 是一

种高级别神经内分泌癌，约占所有肺癌的 15%，其

特点是生长迅速、容易转移和复发，且放化疗后易产

生耐药性［1］。由于 SCLC 缺乏特异性症状，大部分

患者在第一次诊断时已出现远处转移，无法进行根
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治性治 疗，因 此，SCLC 患 者 的 5 年 生 存 率 低 于

5%［2］。因此，迫切需要了解该肿瘤的发病机制，从

而寻找诊断及治疗的有效潜在靶点。
性别决定区 Y 框转录因子 4 ( sex determining

region Y-box transcriptim factor 4，SOX4) 属于 SOX 家

族 C 亚组的成员，参与调节多种细胞生物学过程。
SOX4 在乳腺癌、前列腺癌、肝癌、结直肠癌等多种

肿瘤中过表达，并与肿瘤进展和转移密切相关［3］。
此外，SOX4 在非小细胞肺癌患者肿瘤组织中表达

升高，下调其表达抑制非小细胞肺癌细胞迁移、侵袭

等恶性肿瘤行为［4－5］。并有研究［6］ 表明，SOX4 是
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SCLC 肿瘤细胞的代表性标志物。然而，关于 SOX4
在 SCLC 中的具体作用及机制尚不明确。该研究旨

在探讨 SOX4 对 SCLC 恶性进展的影响及其调控的

机制，以期为 SCLC 的靶向治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1．1 主要材料 SCLC 细胞系 NCI-H446 购自上海

生命科学研究院细胞库，胎牛血清购自澳大利亚

AusGeneX 公司，ＲPMI-1640 培养基购自深圳中科百

抗生物科技有限公司，Lipofectamine 2000 和 TＲIzol
试剂盒购自美国 Thermo Fisher 公司，2 ×BalbScript
1st cDNA Super Mix 和 BalbScript SYBＲ Two-Step
ＲT-qPCＲ Kit 购 自 北 京 百 奥 莱 博 科 技 有 限 公 司，

BCA 蛋白质定量试剂盒购自北京天根生化科技公

司，荧光素酶报告基因检测试剂盒购自苏州近岸蛋

白质科技有限公司，细胞染色质免疫共沉淀( chro-
matin immunoprecipitation，ChIP) 试剂盒购自沈阳万

类生物科技有限公司，CCK-8 试剂盒和 Annexin V-
FITC /PI 试剂盒购自江苏凯基生物技术公司，结晶

紫染 液 购 自 上 海 经 科 化 学 科 技 有 限 公 司，抗 体

SOX4、LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ、Beclin1、p62、GAPDH、IgG 等

均购自英国 Abcam 公司，siＲNA SOX4 ( si-SOX4) 、
siＲNA 阴性对照( si-NC) 及引物序列由上海生工生

物工程公司合成，过表达 Beclin1 载体( oe-Beclin1) 、
Beclin1 野生型( WT) 和突变型( MUT) 质粒的构建

由广州艾迪生物科技公司完成。
1．2 方法

1．2．1 细胞培养、分组与转染 将 NCI-H446 细胞

置于培养箱内培养，条件设为 37 ℃、5%CO2，细胞内

添加含 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养基。待细

胞生长至 80%融合度时，PBS 洗涤，按照每孔 1×106

个的密度接种至 6 孔板，首先分为 3 组进行实验，包

括对照组、si-NC 组( 转染 si-NC) 、si-SOX4 组( 转染

si-SOX4) 。再分为 4 组进行实验，包括对照组、si-
SOX4 组( 转染 si-SOX4) 、si-SOX4+oe-Beclin1 组( 转

染 si-SOX4 和 oe-Beclin1 ) 、oe-Beclin1 组 ( 转染 oe-
Beclin1) 。采用 Lipofectamine 2000 进行细胞转染，

按照试剂说明书步骤操作。
1．2． 2 实时荧光定 量 PCＲ ( real-time fluorescence
quantitative PCＲ，ＲT-qPCＲ) TＲIzol 法提取不同处

理后的 NCI-H446 细胞总 ＲNA，逆转录法合成 cD-
NA。根据 BalbScript SYBＲ Two-Step ＲT-qPCＲ Kit
说明书进行荧光定量，以 GAPDH 作为内参基因。
在无酶洁净离心管内加入 2×SYBＲ qPCＲ SuperMix

10 μl、上游引物和下游引物各 1 μl、cDNA 1 μl、无

酶水补至 20 μl，设置两步法扩增程序: 94 ℃ 5 min，

循环 1 次; 95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，循 环 38 次。
2－ΔΔCT法分析 SOX4 的 mＲNA 相对表达量。SOX4 上

游引物序列 5'-CCAGTTCTTGCACGCTGTTT-3'，下游

引物序列 5'-TGTTGCAAGGTAGGAAGCCA-3'; GAP-
DH 上 游 引 物 序 列 5'-GCACCGTCAAGGCTGAG-
AAC-3'，下游引物序列 5'-ATGGTGGTGAAGACGC-
CAGT-3'。
1．2．3 Western blot 实验 收集不同处理后的 NCI-
H446 细胞，采用总蛋白提取液分离细胞总蛋白，

BCA 法测定其浓度后，加入适量缓冲液，100 ℃煮沸

蛋白进行变性，在 10%SDS-PAGE 凝胶孔中加入等

量蛋白样品，电泳分离，并将蛋白转至聚偏二氟乙烯

膜，用 5%脱脂奶粉作为膜封闭液，室温摇床孵育 1
h。在 4 ℃下将膜与稀释后的各一抗( 1 ∶1 000) 共

孵育过夜，TBST 洗膜，室温下再将膜与稀释后的二

抗( 1 ∶1 000) 共孵育 2 h，TBST 洗膜，加入 ECL，在

凝胶成像系统下检测蛋白条带，通过 Image J 软件分

析目的蛋白 SOX4、LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ、Beclin1、p62 的

灰度值，并计算相对表达量。
1．2．4 荧光素酶报告基因实验 构建 Beclin1 WT
和 Beclin1 MUT 荧光素酶报 告 基 因 质 粒，将 NCI-
H446 细胞按照 2×104 个接种于 24 孔板中，使用 Li-
pofectamine 2000 试剂，将 si-NC、si-SOX4 分别与待

测质粒转染至细胞。转染 48 h 后，按照荧光素酶报

告基因检测试剂盒说明书步骤操作，对各组细胞的

荧光素酶活性进行测定。
1．2．5 染色质免疫沉淀( ChIP ) -PCＲ 实验 采用

1%甲醛固定 NCI-H446 细胞，超声破碎获取 DNA 片

段。设置 Input 组、Anti-IgG 组、Anti-SOX4 组，按照

ChIP 试剂盒说明书操作，使用 IgG 抗体或 SOX4 抗

体进行特异性免疫沉淀，去除交联，收集 DNA 片段，

进行琼脂糖凝胶电泳，通过 PCＲ 法检测 Beclin1 的

富集程度。
1．2．6 CCK-8 实验 将 NCI-H446 细胞按照 1×104

个接种于 96 孔板中过夜培养，进行对应处理后，弃

原液，加入含 10% CCK-8 溶液的完全培养基，在 37
℃、5%CO2 环境中孵育 2 h，采用酶标仪检测吸光度

( OD) 值，选择波长为 450 nm，记录实验结果，并绘

制细胞增殖活性曲线。
1．2．7 流式细胞术 收集经过不同处理后的 NCI-
H446 细胞，PBS 漂洗，加入 400 μl 结合缓冲液悬浮

细胞，再与 5 μl Annexin V-FITC 染液混匀，室温下
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置于避光环境孵育 15 min，接着加入 10 μl PI，混匀

后继续孵育 10 min，经流式细胞仪检测 NCI-H446
细胞凋亡率。
1．2．8 Transwell 小室实验 使用无血清培养液重

悬处理后的 NCI-H446 细胞，吸取 200 μl 悬液( 5×
104 个) 铺于 Transwell 上室，在下室加 600 μl 完全

培养液。将小室置于 37 ℃、5%CO2 环境中孵育 24
h 后取出，4%多聚甲醛固定细胞，再加结晶紫染色

后，在光学显微镜下观察迁移结果。侵袭检测中，提

前在 Transwell 上室加入 Matrigel 胶进行包被，其余

步骤与上述相同。
1．3 统计学处理 所有实验重复 6 次，每次实验设

置 3 个生物学重复。应用 SPSS 23. 0 软件进行统计

学分析，数据以 珋x±s 表示。多组间数据进行单因素

方差分析，LSD-t 法对两组间数据进行进一步比较，

以 P＜0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 转染后 NCI-H446 细胞中 SOX4 表达比较

对转染后的 NCI-H446 细胞进行 ＲT-qPCＲ 和 West-
ern blot 检测，以明确 SOX4 转染效果。与对照组、
si-NC 组比较，si-SOX4 组中 SOX4 的 mＲNA 和蛋白

相对表达量均显著下降( P＜0. 05) 。见图 1。
2．2 下调 SOX4 对 NCI-H446 细胞自噬水平的影

响 Western blot 检测转染后 NCI-H446 细胞中自噬

相关蛋白表达，结果显示，与对照组或 si-NC 组比

较，si-SOX4 组中 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率、Be-
clin1 蛋白表达量显著下降( P＜0. 05) ，p62 蛋白表达

量显著升高( P＜0. 05) 。见图 2。
2．3 SOX4 对 Beclin1 表达的调控作用 荧光素酶

图 1 转染后 NCI-H446 细胞中 SOX4 表达比较

Fig． 1 Comparison of SOX4 expression in NCI-H446 cells after transfection

A: SOX4 mＲNA expression in NCI-H446 cells after transfection; B: SOX4 protein expression in NCI-H446 cells after transfection; * P＜0. 05 vs

Control group; #P＜0. 05 vs si-NC group．

图 2 转染后 NCI-H446 细胞中自噬相关蛋白表达比较

Fig． 2 Comparison of autophagy related protein expression in NCI-H446 cells after transfection
* P＜0. 05 vs Control group; #P＜0. 05 vs si-NC group．
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报告基因实验检测结果如图 3A 所示，与 si-NC 组比

较，si-SOX4 组 NCI-H446 细胞中 Beclin1 MUT 相对

荧光素酶活性无显著变化，但 Beclin1 WT 相对荧光

素酶活性降低，差异有统计学意义( P＜0. 05) 。
ChIP-PCＲ 实验结果如图 3B 所示，与阴性对照

Anti-IgG 组比较，在 Anti-SOX4 组 NCI-H446 细胞中

Beclin1 启动子相对富集程度显著升高( P＜0. 05) 。
2．4 SOX4 调控 Beclin1 表达影响 NCI-H446 细胞

自噬水平 Western blot 检测不同处理下 NCI-H446
细胞中自噬相关蛋白的表达，实验结果显示，与对照

组比较，si-SOX4 组 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率、
Beclin1 蛋白表达量显著下降( P＜0. 05) ，p62 蛋白表

达量显著 升 高 ( P ＜ 0. 05 ) ; 与 si-SOX4 组 比 较，si-
SOX4+oe-Beclin1 组 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率、
Beclin1 蛋白表达量显著升高( P＜0. 05) ，p62 蛋白表

达量显著下降( P＜0. 05) ; 与 si-SOX4+oe-Beclin1 组

比较，oe-Beclin1 组 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率、
Beclin1 蛋白表达量显著升高( P＜0. 05) ，p62 蛋白表

达量显著下降( P＜0. 05) 。见图 4。
2．5 SOX4 调控 Beclin1 表达影响 NCI-H446 细胞

增殖 活 性 CCK-8 法 检 测 不 同 处 理 下 各 时 间 点

NCI-H446 细 胞 增 殖 活 性，结 果 如 图 5 所 示。 si-
SOX4 组细胞增殖活性显著低于对照组( P＜0. 05) ;

si-SOX4+oe-Beclin1 组细胞增殖活性显著高于 si-
SOX4 组( P＜0. 05) ; 且 oe-Beclin1 组细胞增殖活性

显著高于 si-SOX4+oe-Beclin1 组( P＜0. 05) 。
2．6 SOX4 调控 Beclin1 表达影响 NCI-H446 细胞

凋亡水平 流式细胞术检测不同处理下 NCI-H446
细胞凋亡率，结果如图 6 所示。与对照组比较，si-
SOX4 组细胞凋亡率显著增加( P＜0. 05) ; 与 si-SOX4
组比较，si-SOX4+oe-Beclin1 组细胞凋亡率显著减少

( P＜0. 05) ; 与 si-SOX4+oe-Beclin1 组比较，

图 3 SOX4 对 Beclin1 表达的调控作用分析

Fig． 3 Analysis of the regulatory effect of SOX4 on Beclin1 expression

A: Ｒelative luciferase activity analysis in NCI-H446 cells; B: Ｒelative enrichment analysis in NCI-H446 cells; * P＜0. 05 vs si-NC group; #P＜0. 05

vs Anti-IgG group．

图 4 各组 NCI-H446 细胞中自噬相关蛋白表达比较

Fig． 4 Comparison of autophagy related protein expression in NCI-H446 cells among different groups

a: Control group; b: si-SOX4 group; c: si-SOX4+oe-Beclin1 group; d: oe-Beclin1 group; * P＜ 0. 05 vs Control group; # P＜ 0. 05 vs si-SOX4

group; △P＜0. 05 vs si-SOX4+oe-Beclin1 group．
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图 5 各组 NCI-H446 细胞增殖活性比较

Fig． 5 Comparison of proliferation activity of

NCI-H446 cells in different groups
* P＜0. 05 vs Control group; #P＜0. 05 vs si-SOX4 group; △P＜0. 05

vs si-SOX4+oe-Beclin1 group．

oe-Beclin1 组细胞凋亡率显著减少( P＜0. 05) 。
2．7 SOX4 调控 Beclin 1 表达影响 NCI-H446 细胞

迁移与侵袭 Transwell 小室实验检测不同处理下

NCI-H446 细胞迁移与侵袭的细胞数目，结果如图 7
所示。与对照组比较，si-SOX4 组细胞迁移和侵袭

的细胞数目显著减少( P＜0. 05) ; 与 si-SOX4 组比

较，si-SOX4+oe-Beclin1 组细胞迁移和侵袭的细胞数

目显著增加( P＜0. 05) ; 此外，oe-Beclin1 组细胞迁移

和侵袭的细胞数目还要显著多于 si-SOX4+oe-Bec-

lin1 组( P＜0. 05) 。

3 讨论

SCLC 恶性程度高，且缺少有效的治疗方法。近

年来，新型免疫疗法为 SCLC 治疗带来了新的曙光。
免疫药物或细胞毒性药物的作用靶点主要为程序性

死亡受体( programmed death receptors，PD-1) /程序

性死亡配体 1 ( programmed death ligand 1，PD-L1) 、
细胞毒性 T 淋巴细胞相关抗原 4 ( cytotoxic T lym-
phocyte-associated antigen 4，CTLA-4) 等，以这些靶点

的免疫抑制剂虽然在一定程度上提高了 SCLC 患者

的生存及预后，但疗效存在局限性，仅有部分患者从

中获益［7］。面对复发率高、受益人群少、生存获益

低等问题，当前需要探索更多的关键靶点，从而为

SCLC 提供更精准的治疗策略。
SOX4 作为一种关键的转录调节因子，参与胚

胎发育、肿瘤发生及进展，通过直接或间接调节靶基

因的表达介导多种生理病理过程［8］。SOX4 在分化

型甲状腺癌中表达上调，并与甲状腺外延伸、淋巴结

转移和晚期疾病分期相关，敲低甲状腺癌细胞中

SOX4 表达 会 抑 制 肿 瘤 细 胞 增 殖 与 肿 瘤 生 长［9］。
SOX4 过表达促进结直肠癌细胞的肿瘤球体形成和

自我更新能力，提高肿瘤细胞的干性，进一步机制研

究［10］表明，SOX4 直接与 HDAC1 的启动子结合促进

其转录，从而维持结直肠癌细胞的干性。尽管已有

图 6 各组 NCI-H446 细胞凋亡率比较

Fig． 6 Comparison of apoptosis rates of

NCI-H446 cells in different groups

A: Flow cytometry detection of NCI-H446 cells; B: Statistics of apopto-

sis rate of NCI-H446 cells; a: Control group; b: si-SOX4 group; c: si-

SOX4 + oe-Beclin1 group; d: oe-Beclin1 group; * P ＜ 0. 05 vs Control

group; #P＜0. 05 vs si-SOX4 group; △P＜0. 05 vs si-SOX4+oe-Beclin1 group．
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图 7 各组 NCI-H446 细胞迁移与侵袭数目比较

Fig． 7 Comparison of migration and invasion numbers of NCI-H446 cells in each group

A: NCI-H446 cell migration image ×40; B: NCI-H446 cell invasion image ×40; C: NCI-H446 cell migration number statistics; D: NCI-H446 cell

invasion number statistics; a: Control group; b: si-SOX4 group; c: si-SOX4+oe-Beclin1 group; d: oe-Beclin1 group; * P＜0. 05 vs Control group; #P＜

0. 05 vs si-SOX4 group; △P＜0. 05 vs si-SOX4+oe-Beclin1 group．

大量研究评估了 SOX4 在一些肿瘤中的表达水平和

功能，但 其 在 SCLC 中 的 具 体 作 用，特 别 是 对 人

SCLC 细胞增殖、迁移及侵袭等恶性生物学行为的影

响，尚未进行系统的研究与报道。在该研究中，通过

将 si-SOX4 转染至人 SCLC 细胞系 NCI-H446 中，检

测到 SOX4 mＲNA 相对表达量和蛋白相对表达量均

显著下降，说明成功下调了 NCI-H446 细胞中 SOX4
表达; 进 一 步 检 测 到，在 NCI-H446 细 胞 中 下 调

SOX4 表达后，细胞增殖活性显著降低，细胞凋亡率

显著增加，细胞迁移和侵袭的细胞数目显著减少，由

此说明，下调 SOX4 表达表达能够抑制 NCI-H446 细

胞增殖、迁移及侵袭，促进细胞凋亡。
自噬是一种细胞内溶酶体依赖性降解系统，通

常吞噬和消化受损的细胞器和长寿命蛋白质，为细

胞存活提供营养或能量，以应对细胞内外应激反应。
自噬失调与肿瘤发生、肿瘤－基质相互作用以及肿

瘤细胞耐药性有关［11］。在肿瘤的发生和发展中，大

量证据［12－13］表明自噬具有作为肿瘤抑制或促癌机

制的双重作用。在正常细胞中，自噬通过去除致癌

蛋白底物、有毒未折叠蛋白和受损细胞器来维持正

常的细胞稳态，这有助于防止慢性细胞损伤以及抑

制其向癌细胞的转变。然而，一旦恶性肿瘤发生后，

自噬增加有利于肿瘤细胞在肿瘤组织及临近组织中

存活，促进肿瘤细胞的耐药表型的获得。Beclin1 作

为自噬的关键调节因子，其通过介导自噬来调节有

关信号转导或基因表达，从而影响肿瘤进展［14］。该

研究分析了 SOX4 表达与自噬的相关性，检测结果

显示，下调 NCI-H446 细胞中 SOX4 表达后，LC3-Ⅱ /
LC3-Ⅰ蛋白表达比率、Beclin1 蛋白表达量显著下

降，p62 蛋白表达量显著升高，说明下调 SOX4 表达

降低了 NCI-H446 细胞内自噬; 机制研究结果表明，

SOX4 能够结合到 Beclin1 启动子区促进其转录。
为了进一步验证 Beclin1 过表达逆转下调 SOX4 对

NCI-H446 细 胞 生 长 的 抑 制 作 用，该 研 究 在 NCI-
H446 细 胞 中 转 染 si-SOX4 和 oe-Beclin1，即 下 调

SOX4 表达的同时提高 Beclin1 表达，检测结果显

示，细胞中 LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ蛋白表达比率、Beclin1 蛋

白表达量显著升高，p62 蛋白表达量显著下降，说明

自噬水平升高; 此外，细胞增殖活性显著升高，细胞

凋亡率显著减少，细胞迁移和侵袭的细胞数目显著
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增加。以上结果表明，SOX4 通过靶向调控 Beclin1
表达来增加细胞自噬水平，进而影响 SCLC 进展。
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Effect of SOX4 on the behavior of small cell lung cancer
cells by regulating Beclin1 mediated autophagy

Han Zhongcheng，Ma Lili，Su Ying，Liu Jiang
( Dept of Oncology，People's Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Ｒegion，Urumqi 830000)

Abstract Objective To investigate the effect and mechanism of sex-determining region Y-box transcription factor
4 ( SOX4) on autophagy in small cell lung cancer ( SCLC) cells． Methods Human SCLC cell line NCI-H446 was
transfected with small interfering ＲNA ( siＲNA) to knockdown SOX4． ＲT-qPCＲ and Western blot were used to ver-
ify the transfection efficiency． NCI-H446 cells were divided into control group，si-SOX4 group，si-SOX4+oe-Bec-
lin1 group and oe-Beclin1 group． Western blot analysis was performed to detect the ratio of microtubule-associated
protein 1 light chain 3 ( LC3) -Ⅱ /LC3-Ⅰ expression and the expression of Beclin1 and p62 in different groups of
cells． The transcriptional regulation of Beclin1 by SOX4 was detected by dual luciferase reporter assay and chroma-
tin immunoprecipitation PCＲ ( ChIP-PCＲ) assay． CCK-8 assay was used to detect the proliferation ability of NCI-
H446 cells in different groups． Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of NCI-H446 cells in different
groups． Transwell assay was performed to determine the cell migration and invasion ability in different groups． Ｒe-
sults Compared with the control group or the si-NC group，the relative mＲNA and protein expression level of
SOX4 in si-SOX4 group were down-regulated ( P＜0. 05) ，and the ratio of LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ protein expression and
the relative protein expression level of Beclin1 in si-SOX4 group decreased ( P＜0. 05) ，the relative protein expres-
sion of p62 increased ( P＜0. 05) ． The relative luciferase activity of Beclin1 WT in the si-SOX4 group was lower
than that in the si-NC group ( P＜0. 05) ; the relative enrichment of Beclin1 promoter in the Anti-SOX4
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group was higher than that in the Anti-IgG group ( P＜0. 05) ． Compared with control group，cell proliferation activi-
ty decreased，cell apoptosis rate increased，migration number and invasion number decreased in si-SOX4 group ( P
＜0. 05) ． Compared with the si-SOX4 group，the ratio of LC3-Ⅱ /LC3-Ⅰ protein expression and the relative protein
expression of Beclin1 increased in si-SOX4+oe-Beclin1 group，while the relative protein expression of p62 de-
creased，cell proliferation activity increased，apoptosis rate decreased，migration number and invasion number in-
creased ( P＜0. 05) ． Conclusion Down-regulation of SOX4 can inhibit autophagy，decrease proliferation activity of
NCI-H446 cells，and inhibit cell migration and invasion by inhibiting Beclin1 expression．
Key words small cell lung cancer; sex-determining region Y-box transcription factor 4; autophagy; proliferation;

migration; invasion
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EZH2 甲基化与甲状腺癌
分化相关标志物的关系及治疗价值的研究
荆 琳1，蒋 奇2，顾江宁3，罗海峰4，郭晓祎4，沈天赐4，戴子豪4，陈 丹1

( 大连医科大学附属第一医院1 病理科、4 普通外科，大连 116011;
2大连大学附属中山医院病理科，大连 116001; 3 北部战区总医院内窥镜科，沈阳 110016)

摘要 目的 探讨 zeste 基因增强子同源物 2 ( EZH2) -H3 第 27 位赖氨酸三甲基化( H3K27me3) 轴在甲状腺癌去分化过程的

作用及作为甲状腺未分化癌( ATC) 治疗潜在靶点的临床价值。方法 采用免疫组化 SP 法检测 ATC 和甲状腺乳头状癌

( PTC) 及其癌旁正常甲状腺组织中 EZH2、H3K27me3、配对盒基因 8( PAX8) 、甲状腺球蛋白( TG) 和甲状腺转录因子 1( TTF1)

的表达。应用基因表达汇编( GEO) 数据库进一步分析 EZH2 与甲状腺分化标志物( PAX8、TTF1、TG) 之间的关系。体外培养

ATC 细胞株 8305C 和 BHT-101，采用实时定量反转录聚合酶链反应( ＲT-qPCＲ) 法检测经 EZH2 抑制剂( GSK126) 处理后的

ATC 细胞株中甲状腺分化标志物( TTF1、PAX8) mＲNA 的表达变化，评估 GSK126 在体外潜在的治疗效果。采用细胞增殖实

验观察 GSK126 和丝 /苏氨酸特异性激酶基因( BＲAF) 抑制剂维罗非尼对 ATC 细胞株增殖的影响。结果 EZH2 在 ATC 组织

中的表达明显高于 PTC 及其癌旁正常甲状腺组织( P＜0. 05) ，H3K27me3 在 ATC 组织中的表达明显低于 PTC 组织( P＜0. 05) 。
EZH2 与 PAX8 和 TG 表达水平呈负相关，而与 TTF1 表达水平无相关性。在体外实验中，GSK126 可以逆转甲状腺分化标志物

PAX8 和 TTF1 在 ATC 细胞株中的表达，GSK126 联合 BＲAF 抑制剂维罗非尼可显著抑制 ATC 细胞株的生长。结论 EZH2-
H3K27me3 轴在调节甲状腺癌去分化过程中起重要作用，EZH2 可能是 ATC 的潜在治疗靶点。
关键词 EZH2; H3K27me3; 甲状腺未分化癌; 去分化; 甲基化; GSK126
中图分类号 Ｒ 736. 1
文献标志码 A 文章编号 1000－1492( 2025) 04－0691－07
doi: 10．19405 / j．cnki．issn1000－1492．2025．04．015

甲状腺癌是常见的内分泌恶性肿瘤，在 2022 年

全球恶性肿瘤中排名第 11 位［1］，其中甲状腺乳头状

癌( papillary thyroid carcinoma，PTC) 占甲状腺癌的
80%［2］，大多预后较好，免疫表型呈现甲状腺分化
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标志物甲状腺球蛋白 ( thyroglobulin，TG) 、甲状腺转

录因子 1( thyroid transcription factor 1，TTF1) 、配对盒

基因 8 ( paired box gene 8，PAX8) 阳性表达。甲状腺

未分化癌( anaplastic thyroid cancer，ATC) 侵袭性较

强，总生存期仅约 3～5 个月［3］，甲状腺分化标志物通

常阴性表达。关于 ATC 的起源有学者认为 ATC 由

PTC 演变而来，由此猜测甲状腺癌去分化的机制可能

在诱导甲状腺癌的形态转变中起重要作用。
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