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转录因子 ＺＮＦ１７４ 对非小细胞肺癌肿瘤干性的影响
冯学溢， 戴　 倩

（安徽医科大学生命科学学院，合肥　 ２３００３２）

摘要　 目的　 探讨转录因子 ＺＮＦ１７４ 在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）中对肿瘤干性的影响。 方法 　 通过 ＳｔｅｍＣｈｅｃｋｅｒ 在线分析

ＺＮＦ１７４ 对肿瘤干性指标影响；酶切酶联构建 ＺＮＦ１７４ 敲低质粒；同源重组构建 ＺＮＦ１７４ 过表达质粒；慢病毒感染构建 ＺＮＦ１７４
敲低和过表达细胞稳系；肿瘤干细胞成球检测干性维持能力；ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测对关键干性基因表达

的影响。 结果　 转录因子 ＺＮＦ１７４ 在 ＮＳＣＬＣ 中对细胞干性中起促进作用，促进肿瘤干性基因：原癌基因 Ｂ 细胞特异性小鼠白

血病病毒插入位点 １（ＢＭＩ１）、乙醛脱氢酶 ２（ＡＬＤＨ２）、性别决定区 Ｙ⁃框 ２（ＳＯＸ２）、高迁移率族蛋白 Ａ２（ＨＭＧＡ２）和蜗牛家族转

录抑制因子 １（Ｓｎａｉｌ１）表达，并促进 ＮＳＣＬＣ 肿瘤干细胞成球。 结论　 ＺＮＦ１７４ 在 ＮＳＣＬＣ 中促进肿瘤干性，具有成为 ＮＳＣＬＣ 治

疗和预后评估新靶点的潜力。
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　 　 非小细胞肺癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）是最常见的肺癌亚型，严重威胁人类的生存

和健康［１］。 肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ， ＣＳＣｓ）具
有自我更新和分化潜能，是肿瘤生长、复发及转移的

主要驱动力［２ － ３］。 通过靶向肿瘤干细胞，可以更有

效地抑制肿瘤的生长和扩散，从而提高治疗效果，延
长患者的生存期［４］。 然而，肿瘤干性的调控机制错

综复杂，涵盖多种信号通路、代谢途径及肿瘤微环境

因素的交互作用［５］。 因此，探究肿瘤干性的调控机

制，对于开发新型的肿瘤治疗策略具有重要意义。
　 　 在调控机制中，转录调控扮演着至关重要的角

色，而转录因子则是这一过程中的关键参与者［６］。
它们通过调控基因的表达，影响 ＣＳＣｓ 的生物学特

性，进而对肿瘤的发展产生深远影响。 ＺＮＦ１７４ 是

转录因子中占比最大家族———锌指蛋白家族成员之

一，前人对于 ＺＮＦ１７４ 的研究主要集中在对其结构

的解析［７ － ８］。 该研究将深入探讨转录因子 ＺＮＦ１７４
在肿瘤干性调控中的作用，旨在为肿瘤治疗提供新

的思路和方法。

１　 材料与方法
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１． １　 材料

１． １． １　 细胞　 人胚肾细胞，２９３Ｔ；人肺腺癌细胞，包
括 Ａ５４９、 ＰＣ９；人肺鳞癌细胞，Ｈ５２０。 所有细胞系均

购于武汉 Ｐｒｏｃｅｌｌ 生物科技公司。
１． １． ２　 基因　 人源 ＺＮＦ１７４ 的 ＣＤＳ 序列位于 ＮＣ＿
００００１６. １０（３４０１２１５ － ３４０９３６４）染色体上。 文中所

采用的 ｓｈＲＮＡ 靶点在 ＺＮＦ１７４ 的 ｍＲＮＡ 上的靶标

序列为 ＣＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＡ。
１． １． ３　 试剂　 ＦｕｎｉＣｕｔＴＭ ＥｃｏＲＩ 快速限制性内切酶

（货号： １５０１０ＥＳ７８）、ＦｕｎｉＣｕｔＴＭ ＢａｍＨ Ⅰ快速限制性

内切酶（货号： １５００３ＥＳ７６）、Ｈｉｅｆｆ Ｔｒａｎｓ® Ｌｉｐｏｓｏｍａｌ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 脂质体核酸转染试剂 （货号：
４０８０２ＥＳ０３）、Ｈｉｅｆｆ® ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
（Ｎｏ Ｒｏｘ）（货号： １１２０１ＥＳ０８）购自上海翌圣生物科

技股份有限公司；ＤＨ５α Ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙ Ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ Ｃｅｌｌ
（货号： ＴＳＣ⁃Ｃ１４） 购自南京擎科生物科技有限公

司；ＲＩＰＡ 裂解液（强） （货号： ＢＬ５０４Ａ）、ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒（货号： ＢＬ５２１Ａ）、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２（货
号： ＢＬ３０５Ａ）购自上海碧云天生物技术有限公司；
Ｂ⁃２７（货号： １７５０４０４４）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＦＧＦ２ 细胞因子（货号： １００１４⁃ＨＮＡＥ）、
ＥＧＦ（货号： １０６０５⁃ＨＮＡＥ）购自北京义翘神州科技

股份有限公司；ＤＭＥＭ 高糖（含谷氨酰胺、丙酮酸

钠）（货号： Ｃ３１１３⁃０５００）购自上海维沃细胞科技有

限公司；超低吸附 １２ 孔板（货号： １１２１８）购自中国

ＬＡＢＳＥＬＥＣＴ 公司；ＳＰＡＲＫｅａｓｙ 细胞 ＲＮＡ 快速提取
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试剂盒（货号： ＡＣ０２０５⁃Ａ）购自山东思科捷生物科

技有限公司。
１． １． ４　 引物　 使用的引物见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５′⁃３′）

ＺＮＦ１７４
ＥｃｏＲＩ⁃Ｆ： ＴＣＴＣＧＡＧＣＴＣＡＡＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴ

ＧＧＣＡＧＣＴＡＡＡＡＴＧＧＡＧＡＴＡＡＣＴＴＴＡＡＧ

ＢａｍＨⅠ⁃Ｒ： ＡＴＴＡＴＣＴＡＧＡＧＴＣＧＣＧＧＧＡＴＣＣＴＴＡＧＴＣＣ
ＣＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＴＣＧＧ

ＲＴＦ： ＧＣＣＣＣＣＡＴＣＡＴＴＧＧＧＡＧＡＡＡ
ＲＴＲ： ＡＣＣＡＧＧＣＣＣＣＴＣＴＡＡＡＣＡＧＡ

ＳｈＦ： ＣＣＧＧＣＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴ
ＴＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＧＴＴＴＴＴＧ

ＳｈＲ： ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＡＧＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＡＣ
ＴＣＧＡＧＴＴＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧＡＴＧＣＴＣＴＧ

ＡＢＣＧ２ ＲＴＦ： ＣＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＡＡＡＴＣＴＴＣＧＴ
ＲＴＲ： ＡＣＣＣＴＧＴＴＡＡＴＣＣＧＴＴＣＧＴＴＴＴ

ＢＭＩ１ ＲＴＦ： ＣＣＡＣＣＴＧＡＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＴＴＧ
ＲＴＲ： ＴＴＣＡＧＴＡＧＴＧＧＴＣＴＧＧＴＣＴＴＧＴ

ＧＡＰＤＨ ＲＴＦ： ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ
ＲＴＲ： ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

ＳＯＸ２ ＲＴＦ： ＧＣＣＧＡＧＴＧＧＡＡＡＣＴＴＴＴＧＴＣＧ
ＳＯＸ２ ＲＴＲ： ＧＧＣＡＧＣＧＴＧＴＡＣＴＴＡＴＣＣＴＴＣＴ
ＡＬＤＨ２ ＲＴＦ： ＡＴＣＡＡＡＧＡＡＧＣＴＧＣＣＧＧＧＡＡ

ＲＴＲ： ＧＣＡＴＴＧＴＣＣＡＡＧＴＣＧＧＣＡＴＣ
ＨＭＧＡ２ ＲＴＦ： ＣＡＧＣＡＡＧＡＡＣＣＡＡＣＣＧＧＴＧＡ

ＲＴＲ： ＧＧＣＣＡＴＴＴＣＣＴＡＧＧＴＣＴＧＣＣ

１． １． ５　 仪器 　 超纯水制造系统（型号： ＩＦＪＹ１５０１⁃
ＵＶＦ）购自富勒姆生物科技（上海）有限公司；二氧

化碳细胞培养箱（型号： ＨｅｒａｃｅｌｌＴＭ ＶＩＯＳ １６０ｉ）购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；超净工作台（型
号： ＡｌｐｈａＣｌｅａｎ１３００）购自江西力康科技集团有限公

司；光学倒置显微镜（型号： ＤＭｉ８）购自德国 Ｌｅｉｃａ
Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；电泳仪（型号： １６５８０３３）购自美

国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司；实时荧光定量 ＰＣＲ 仪

（型号： ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６）购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
公司；ＰＣＲ 仪器（型号： Ｂｉｏｍｅｔｒａ ＴＯｎｅ ９６ Ｇ）购自德

国 Ａｎａｌｙｔｉｋ Ｊｅｎａ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 生物信息学分析 　 使用在线工具 Ｓｔｅｍ⁃
Ｃｈｅｃｋｅｒ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｅｍｃｈｅｃｋｅｒ． ｓｙｓｂｉｏｌａｂ． ｅｕ ／ ） 分 析

ＺＮＦ１７４ 基因可能富集的干细胞类型及其影响的干

性标志物。 利用 ｓａｎｇｅｒｂｏｘ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓａｎｇｅｒｂｏｘ． ｃｏｍ ／
ｈｏｍｅ． ｈｔｍｌ）线上生信平台，从 ＵＣＳＣ⁃Ｘｅｎａ 数据库中

提 取 ＴＣＧＡ ＮＳＣＬＣ 数 据 集 中 ＺＮＦ１７４ 基 因

（ＥＮＳＧ０００００１０３３４３）在各个样本的表达。 再整合样

本的干性指数及基因表达数据，计算每个肿瘤的

ＤＮＡｓ 肿瘤干性评分。 对每个表达值进行 Ｌｏｇ２（ｘ ＋
０. ００１）变换，绘制其在 ＮＳＣＬＣ 中表达情况。
１． ２． ２ 　 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 分析 　 下载原始测序数据，经

ＦａｓｔＱＣ 质量控制后，使用 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 剪接序列两

端。 通过 ＴｏｐＨａｔ２ ／ Ｃｕｆｆｌｉｎｋｓ ／ ＳＴＡＲ 进行序列比对及

定量，ＨＴＳｅｑ 协助统计转录本表达水平，ｄｅｅｐｔｏｏｌｓ 用

于富集分析。 格式转换后的 ｂｗ 文件导入 ＩＧＶ
（２. １６. １）进行可视化，以便观察基因表达及差异。
１． ２． ３ 　 细胞培养 　 本实验用所有细胞均置于含

５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃恒温培养箱中，使用添加 １０％胎牛

血清和 １％青链霉素的 ＤＭＥＭ 高糖培养基培养。
１． ２． ４　 细胞稳系构建　 将 ３７. ５ μＬ 的转染试剂和

５００ μＬ 的 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 在室温混合静置 ５ ｍｉｎ，期间将

５ μｇ 目的质粒和 ２. ５ μｇ 的包装质粒 ＶＳＶＧ、５ μｇ 的

包装质粒 Ｐ８. ９ 混合加入 ５００ μＬ 的 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 中。
静置结束后将两管液体混合室温孵育 １５ ｍｉｎ 后加

入密度为 ７０％的 ２９３Ｔ 细胞中。 １６ ｈ 后换新鲜培养

基孵育，换液后 ２４ ｈ 收取培养皿内病毒上清液加入

密度 ３０％ 左右的待感染细胞中，并加入病毒体积

１ ／ ２ 的完全培养基以及终浓度 ０. ８ μｇ ／ μＬ 的聚凝

胺。 感染 ２４ ｈ 后换含有 ２ μｇ ／ μＬ 嘌呤霉素的完全

培养基药筛 ４８ ｈ。 后换含有 １ μｇ ／ μＬ 嘌呤霉素的

完全培养基持续培养。
１． ２． ５ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＰＣＲ） 　 在 ８ 连管中分别

加入 １２. ５ ｎｇ 的 ｃＤＮＡ，终浓度为 ０. １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

前后引物以及总体积 １ ／ ２ 的 ＳＹＢＲ 配制 ｑＰＣＲ 体

系。 通过荧光信号累积来反映 ＰＣＲ 进程，使用标准

曲线对基因表达量进行定量分析。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液对细

胞总蛋白进行提取，使用 ＢＣＡ 试剂盒将蛋白终浓度

定为 ２ μｇ ／ μＬ，每个样本每次实验使用 ２０ μｇ 蛋白。
经 ＳＤＳ 电泳、转膜、封闭、抗体孵育和曝光，通过蛋

白浓度灰度值测定基因表达量。
１． ２． ７　 干细胞成球实验　 将生长状态良好的细胞

进行消化处理，然后离心收集，去除含血清的培养

基。 用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次，以去除残留的血清和消

化酶。 使用干细胞培养基重悬细胞，并进行细胞计

数。 将细胞播种到超低吸附 １２ 孔培养板中，１ ０００
个细胞 ／孔。 将铺好细胞的 １２ 孔板置于培养箱中培

养，每隔 ２ ～ ３ ｄ 更换 １ 次培养基。 培养 １４ ｄ 并记录
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细胞球的形态和成长情况。
１． ２． ８　 敲低载体构建　 用退火缓冲液和 ｓｈＲＮＡ 前

后引物梯度退火，用 Ｔ４ 连接酶和酶切回收的线性

ＰＬＫＯ． １ 载体进行酶连反应。 将其产物转化到

ＤＨ５α 中并涂布 ＬＡ 固体培养基上置于 ３７ ℃恒温培

养箱中培养 １２ ｈ，然后挑取单克隆进行测序鉴定。
引物序列见表 １ 中 ＺＮＦ１７４⁃ｓｈＦ 和 ＺＮＦ１７４⁃ｓｈＲ。
１． ２． ９　 过表达载体构建　 在 ＺＮＦ１７４ 基因片段的

正反向 ＰＣＲ 引物 ５′端引入线性化 ｐＬＶＸ 载体末端

同源序列，引物序见表 １ 中 ＺＮＦ１７４⁃ＥｃｏＲＩ⁃Ｆ 和

ＺＮＦ１７４⁃ＢａｍＨⅠ⁃Ｒ。 使用 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ限制

性内切酶对 ｐＬＶＸ 载体进行双酶切，使其线性化。
通过琼脂糖凝胶电泳分离酶切产物，并回收线性化

的 ｐＬＶＸ 载体片段。 将线性化的 ｐＬＶＸ 载体与

ＺＮＦ１７４ 基因片段按 １ ∶ ３ 混合，在重组酶的催化下

进行重组反应。 将重组反应产物转化到 ＤＨ５α 中并

涂布 ＬＡ 固体培养基上置于 ３７ ℃恒温培养箱中培

养 １２ ｈ，然后挑取单克隆进行测序鉴定。
１． ３　 统计学处理 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进

行数据分析。 所有细胞实验均独立重复 ３ 次，每次

实验使用 ２ 个独立样本。 实验结果呈正态分布，数
据以 �ｘ ± ｓ 形式呈现。 方差齐性条件下，两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验；多组间比较则应用单因素方

差分析。 统计检验的显著性水平设定为 α ＝ ０. ０５，
以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 生信分析 ＺＮＦ１７４ 与 ＮＳＣＬＣ 细胞干性之间

的关系 　 通过 ＳｔｅｍＣｈｅｃｋｅｒ 在线工具分析，揭示

ＺＮＦ１７４ 对于不同类型干细胞的影响，结果显示，
ＺＮＦ１７４ 主要在胚胎干细胞中发挥作用（图 １Ａ）。
进一步研究结果显示，ＺＮＦ１７４ 主要通过调控细胞

干性转录标记蛋白 Ｎａｏｎｇ 和 Ｅ２ｆ４ 的表达促进肿瘤

干性（图 １Ｂ），证明 ＺＮＦ１７４ 与细胞干性密切相关。
　 　 本研究重点研究了 ｍＲＮＡ 相似性指数（ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｂａｓｅｄ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｉｎｄｅｘ， ｍＲＮＡｓｉ ） 与

ＺＮＦ１７４ 表达水平之间的关系。 针对 ＴＣＧＡ 数据库

进行生信分析的结果显示，ＺＮＦ１７４ 表达量与 ｍＲ⁃
ＮＡｓｉ 指标呈正相关（Ｐ ＜ ０. ０００ １），表明 ＮＳＣＬＣ 细

胞的干性特征增强（图 １Ｃ）。 综上所述，ＺＮＦ１７４ 在

增强 ＮＳＣＬＣ 细胞干性中起促进作用。
２． ２　 ＺＮＦ１７４ 敲低和过表达慢病毒载体的构建 　
首先用慢病毒载体 ｐＬＫＯ． １ 构建了 ＺＮＦ１７４ 敲低的

质粒（图 ２Ａ）。 随后，用慢病毒载体 ｐＬＶＸ 构建了

ＺＮＦ１７４ 过表达的质粒（图 ２Ｂ、２Ｃ）。 Ｓａｎｇｅｒ 测序显

示 ＺＮＦ１７４ 的 ｓｈＲＮＡ 序列和蛋白编码序列均成功

插入到载体中（图 ２Ｄ、２Ｅ）。
２． ３　 ＺＮＦ１７４ 敲低和 ＺＮＦ１７４ 过表达的 ＮＳＣＬＣ 细

胞稳系构建　 使用 ＺＮＦ１７４ 敲低和 ＺＮＦ１７４ 过表达

的慢病毒感染 ＮＳＣＬＣ 细胞 Ａ５４９、ＰＣ９ 和 Ｈ５２０，并在

感染 ７２ ｈ 后取嘌呤霉素药筛后的部分细胞用于提

取 ＲＮＡ 和蛋白质验证病毒效率。 ｑＰＣＲ 结果显示：
与对照组相比，感染 ＺＮＦ１７４ 敲低组病毒的细胞中

ＺＮＦ１７４ 的 ｍＲＮＡ 水平降低［Ａ５４９ （Ｐ ＜ ０. ０５）、ＰＣ９
（Ｐ ＜０. ０１）、Ｈ５２０ （Ｐ ＜０. ０５）］（图 ３Ａ）；感染 ＺＮＦ１７４
过表达组病毒的细胞中 ＺＮＦ１７４ 的 ｍＲＮＡ 水平升高

图 １　 生信分析 ＺＮＦ１７４ 对肿瘤干性的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＺＮＦ１７４ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ
　 　 Ａ： Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＺＮＦ１７４ ａｃｒｏｓｓ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｔｙｐｅｓ （Ｒａｄａｒ ｐｌｏｔ）； Ｂ： Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＺＮＦ１７４ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｒｋｅｒｓ （Ｒａｄｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔ）；

Ｃ： Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＺＮＦ１７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡｓｉ ｓｃｏｒｅｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ （Ｂｏｘ ｐｌｏｔ）； ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＺＮＦ１７４ Ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ．
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图 ２　 质粒琼脂糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ． ２　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ
　 　 Ａ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ｐＬＫＯ． １ ｐｌａｓｍｉｄ； Ｂ： Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＣＤＳ （ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ） ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ； Ｃ： Ａｇａｒｏｓｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ｐＬＶＸ ｐｌａｓｍｉｄ； Ｄ： Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐＬＫＯ． １⁃ＺＮＦ１７４ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＺＮＦ７４⁃Ｆ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ； Ｅ： Ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐＬＶＸ⁃ＺＮＦ１７４ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＺＮＦ１７４ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ； Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ； １： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ； ２： Ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ｐＬＫＯ． １
ｐｌａｓｍｉｄ； ３： Ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ＣＤＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＺＮＦ１７４； ４： Ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｌａｓｍｉｄ； ５： ｐＬＶＸ ｖｅｃｔｏｒ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｃｏＲＩ ａｎｄ ＢａｍＨＩ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ．

［Ａ５４９（ Ｐ ＜ ０. ０００ １）、ＰＣ９（Ｐ ＜ ０. ０１）、Ｈ５２０（Ｐ ＜
０. ００１）］ （ 图 ３Ｂ ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结 果 显 示 感 染

ＺＮＦ１７４ 敲低组病毒的细胞中 ＺＮＦ１７４ 的蛋白水平

降低（图 ３Ｃ），感染 ＺＮＦ１７４ 过表达组病毒的细胞中

ＺＮＦ１７４ 的蛋白水平升高（图 ３Ｄ）。
２． ４　 ＺＮＦ１７４ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞的肿瘤干细胞成球能

力的影响　 通过干细胞成球实验，模拟体内肿瘤微

环境，富集分离肿瘤干细胞并观察 ＺＮＦ１７４ 对肿瘤

干性的影响。 对第 １４ 天的结果进行统计显示，
ＺＮＦ１７４ 敲低组的肿瘤干细胞成球率显著降低，且
形成的干细胞球直径明显减小，在 ３ 种细胞系中均有

统计学意义：Ａ５４９（Ｐ ＜ ０. ０００ １）、ＰＣ９（Ｐ ＜ ０. ０００ １）、
Ｈ５２０（Ｐ ＜ ０. ０００ １） （图 ４Ａ）；表明 ＺＮＦ１７４ 敲低抑

制肿瘤干细胞成球能力。 与敲低组相反，ＺＮＦ１７４
过表达组的肿瘤干细胞成球率显著提高，且形成的

干细胞球直径明显增大，这一促进效应同样在 ３ 种

细胞系中一致存在：Ａ５４９（Ｐ ＜ ０. ０００ １）、ＰＣ９（Ｐ ＜
０. ００１）、Ｈ５２０（Ｐ ＜ ０. ０００ １） （图 ４Ｂ）；表明 ＺＮＦ１７４
过表达促进肿瘤干细胞成球能力。 因此，ＺＮＦ１７４
促进 ＮＳＣＬＣ 中肿瘤干细胞的形成和生长。
２． ５　 ＺＮＦ１７４ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞中干性相关基因表达

的影响 　 对 Ａ５４９ 细胞样本进行 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序，对
比对照组与 ＺＮＦ１７４ 敲低组的测序结果。 测序数据

经过分析转换为 ｂｗ 格式后，被导入 ＩＧＶ 中进行分

析和可视化。 结果显示，与对照组相比，ＺＮＦ１７４ 敲

低后，ＢＭＩ１、ＡＬＤＨ、ＳＯＸ２、ＨＭＧＡ２ 和 Ｓｎａｉｌ１ 等多种

肿瘤干性特征基因的峰值均有所降低，表征着基因

表达丰度降低（图 ５）。
　 　 Ａ５４９、 ＰＣ９ 和 Ｈ５２０ 三种 ＮＳＣＬＣ 细胞系中

ｑＰＣＲ 检测的实验结果显示，ＺＮＦ１７４ 敲低后，各细

胞系中干性相关基因的表达水平均出现显著下调：
在 Ａ５４９细胞中，ＢＭＩ１表达量降低最为显著 （Ｐ ＜
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图 ３　 ＺＮＦ１７４ 表达量检测结果图

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＺＮＦ１７４
　 　 Ａ： ＺＮＦ１７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ＺＮＦ１７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＺＮＦ１７４ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ＺＮＦ１７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： ＺＮＦ１７４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＺＮＦ１７４ ｏｖｅｒ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｓｈＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１， ＃＃＃＃Ｐ
＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

图 ４　 超低吸附皿悬浮培养筛选肿瘤干细胞

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｕｌｔｒａ⁃ｌｏｗ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｄｉｓｈ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ
　 　 Ａ： Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ； Ｂ： Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＺＮＦ１７４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｔ ７ ａｎｄ １４ ｄａｙｓ ｏｆ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ａｔ ｔｈｅ

１４ｔｈ ｄａｙ　 × ４０； ∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｓｈＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１， ＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 ＩＧＶ 可视化 ＺＮＦ１７４ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＮＦ１７４ ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｒｅｓｕｌｔｓ ｕｓｉｎｇ ＩＧＶ

０. ００１），ＡＬＤＨ２（Ｐ ＜ ０. ０１）、ＳＯＸ２ （Ｐ ＜ ０. ０５）、ＨＭ⁃
ＧＡ２（Ｐ ＜ ０. ０５）和 Ｓｎａｉｌ１（Ｐ ＜ ０. ０５）的表达也下降。
ＰＣ９ 和 Ｈ５２０ 细胞中也观察到相同的趋势：ＢＭＩ１ 表

达下调最为显著（Ｐ ＜ ０. ００１），其他干性基因 ＡＬＤＨ２
（Ｐ ＜ ０. ０１）、ＳＯＸ２（Ｐ ＜ ０. ０５）、ＨＭＧＡ２（Ｐ ＜ ０. ０５）和
Ｓｎａｉｌ１（Ｐ ＜ ０. ０５）的表达水平均降低。 见图 ６。 表明

ＺＮＦ１７４ 可能通过调节多种干性基因的活性以加速

ＮＳＣＬＣ 的恶性行为。

３　 讨论

　 　 肿瘤干细胞具有高度异质性和可塑性，为其在

肿瘤中的特殊作用提供了基础［９］。 肿瘤干细胞通

过多种机制维持肿瘤持续增长和扩散，包括对化疗

和放疗的抵抗性［１０］。 研究 ＮＳＣＬＣ 的细胞干性调控

机制对开发新的治疗策略具有重要意义［１１］。
　 　 本研究通过整合分子生物学技术与生物信息学

分析，系统证实了 ＺＮＦ１７４ 是调控 ＮＳＣＬＣ 细胞干性

的一 个 关 键 促 进 因 子。 首 先， 通 过 成 功 构 建

ＺＮＦ１７４ 敲低与过表达的稳定细胞系，本研究在功

能层面证实了 ＺＮＦ１７４ 的表达水平与 ＮＳＣＬＣ 细胞

的干性指标（如成球能力）呈正相关。 说明 ＺＮＦ１７４
是一个潜在的癌基因，其在 ＮＳＣＬＣ 中可能通过维持

ＣＳＣｓ 群体来驱动肿瘤的恶性进展。 本研究通过

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术筛选了 ＺＮＦ１７４ 的下游靶基因，并发
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图 ６　 ＺＮＦ１７４ 敲低后检测肿瘤干性特征基因

Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ａｆｔｅｒ ＺＮＦ１７４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

　 　 Ａ： ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４
ｇｒｏｕｐ； Ｃ： ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ｈ５２０ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｓｈＣｔｒｌ ａｎｄ ｓｈＺＮＦ１７４ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，
∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ｓｈＣｔｒｌ ｇｒｏｕｐ．

现其表达变化显著影响了包括 ＢＭＩ１、ＡＬＤＨ２、ＳＯＸ２、
ＨＭＧＡ２ 和 Ｓｎａｉｌ１ 在内的多个核心干性基因。 这些

基因构成了一个复杂的调控网络，分别通过调控细

胞自我更新 （如 ＢＭＩ１、 ＳＯＸ２ ）、 代谢重编程 （如

ＡＬＤＨ２）以及上皮 －间质转化（ＥＭＴ，如 Ｓｎａｉｌ１）等过

程，共同维持 ＣＳＣｓ 的特性并促进治疗抵抗［１２ － １６］。

　 　 当然，本研究仍存在一些局限性，为未来的探索

指明了方向。 首先，ＺＮＦ１７４ 是否直接转录调控这

些下游基因（如 ＢＭＩ１、ＳＯＸ２）尚需通过 ＣｈＩＰ⁃ｓｅｑ、荧
光素酶报告基因实验等予以最终证实。 其次，本研

究主要基于体外细胞模型，ＺＮＦ１７４ 在体内肿瘤形

成、转移及耐药性中的作用需借助动物模型进一步

验证。 最后，ＺＮＦ１７４ 的表达与 ＮＳＣＬＣ 患者临床病

理特征及预后的相关性也有待通过大样本临床数据

分析加以明确。
　 　 综上所述，本研究证实 ＺＮＦ１７４ 通过调控多个

干性基因（ＢＭＩ１、ＡＬＤＨ２、ＳＯＸ２、ＨＭＧＡ２、Ｓｎａｉｌ１）促

进 ＮＳＣＬＣ 肿瘤干性，为理解 ＮＳＣＬＣ 发病机制提供

了新视角，为 ＮＳＣＬＣ 的临床诊疗和药物开发提供重

要理论基础。 同时提示 ＺＮＦ１７４ 及其下游网络可能

成为潜在治疗靶点。 靶向肿瘤干细胞是克服治疗抵

抗和预防复发的关键策略，干预 ＺＮＦ１７４ 有望为开

发新型 ＮＳＣＬＣ 疗法提供新思路。 未来研究可进一

步阐明 ＺＮＦ１７４ 调控下游基因的具体分子机制，并
探索靶向 ＺＮＦ１７４ 的小分子抑制剂及其与现有药物

的联合治疗效果。
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Ｃｏｍｍｕｎ （ Ｌｏｎｄ）， ２０２４， ４４ （１）： ３ － ２２． ｄｏｉ：１０． １００２ ／ ｃａｃ２．
１２５１７．

［１２］ Ｘｕ Ｊ， Ｌｉ Ｌ， Ｓｈｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅｓ ｏｆ ｂｍｉ⁃１ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ：
ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ， ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ａｎｄ ｔａｒ⁃
ｇｅｔｅｄ ｔｈｅｒａｐｉｅｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２２， ２３（１５）： ８２３１． ｄｏｉ：
１０． ３３９０ ／ ｉｊｍｓ２３１５８２３１．

［１３］ Ｚｈａｎｇ Ｈ， Ｆｕ Ｌ． Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＡＬＤＨ２ ｉｎ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ： ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＡＬＤＨ２ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［ Ｊ］ ．
Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ， ２０２１， １１（６）： １４００ － １１． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ａｐｓｂ． ２０２１． ０２． ００８．

［１４］ Ｚｈｕ Ｙ， Ｈｕａｎｇ Ｓ， Ｃｈｅｎ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＳＯＸ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓ⁃
ｔａｎｃｅ， ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ， ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｂｙ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ａｎｄ Ｂｅｃｌｉｎ１ ／ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｃｏｌｏｒ⁃
ｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ， ２０２１， １２（５）： ４４９． ｄｏｉ：１０．
１０３８ ／ ｓ４１４１９ － ０２１ － ０３７３３ － ５．

［１５］ Ｍａｎｓｏｏｒｉ Ｂ， Ｍｏｈａｍｍａｄｉ Ａ， Ｄｉｔｚｅｌ Ｈ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＨＭＧＡ２ ａｓ ａ ｃｒｉｔｉ⁃
ｃａｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｓ， ２０２１， １２（２）：
２６９． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／ ｇｅｎｅｓ１２０２０２６９．

［１６］ Ｔａｎｇ Ｘ， Ｓｕｉ Ｘ， Ｗｅｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＳＮＡＩＬ１： ｌｉｎｋｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｅｖａｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， １２： ７２４２００． ｄｏｉ：
１０． ３３８９ ／ ｆｉｍｍｕ． ２０２１． ７２４２００．

Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＺＮＦ１７４ ｏｎ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ
ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ

Ｆｅｎｇ Ｘｕｅｙｉ， Ｄａｉ Ｑｉａｎ
（Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＺＮＦ１７４ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＳｔｅｍＣｈｅｃｋｅｒ ｏｎｌｉｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＺＮＦ１７４ ｏｎ ｔｕｍｏｒ
ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｒｋｅｒｓ． Ｔｈｅ ＺＮＦ１７４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｖｉａ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ⁃
ｌｉｎｋｅｄ ａｓｓｅｍｂｌｙ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＺＮＦ１７４ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．
Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ＺＮＦ１７４ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅ⁃
ｒｏｉｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅ ｃａｐａｃｉｔｙ． ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ｑＰＣＲ） ｗｅｒｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｋｅｙ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＺＮＦ１７４ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｉｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ）． Ｉｔ ｐｒｏｍｏｔｅｄ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｇｅｎｅｓ： Ｂ⁃ｃｅｌｌ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｌｏｎｅｙ ｍｕｒｉｎｅ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｖｉｒｕｓ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｓｉｔｅ １ （ＢＭＩ１）， ａｃ⁃
ｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２ （ＡＬＤＨ２）， ＳＲＹ⁃ｂｏｘ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ （ＳＯＸ２）， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ
ＡＴ ｈｏｏｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ （ＨＭＧＡ２）， ａｎｄ ｓｎａｉｌ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｓｏｒ １ （Ｓｎａｉｌ１） ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｕｍｏｒ ｓｐｈｅｒｏｉｄ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ＮＳＣＬＣ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＺＮＦ１７４ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＮＳＣＬＣ
ａｎｄ ｍａｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｏｖｅｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＮＳＣＬＣ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ； ＺＮＦ１７４； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ； ｔｕｍｏｒ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８２１０３２９９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｄａｉ Ｑｉａｎ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｄａｉｑｉａｎ＠ ａｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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