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【摘 要】 目的 探讨 β-氨基丙腈( β-APN) 通过抑制赖氨酰氧化酶( LOX) 减弱低氧诱导的非小细胞肺癌

( NSCLC) 转移侵袭的作用及其机制。方法 低氧状态对 NSCLC 细胞 LOX 表达及催化活性的实验: 将 A549、SPCA1

细胞系各分为常氧组、低氧 12 h 组、低氧 24 h 组; β-APN 介导 LOX 失活导致 NSCLC 细胞迁移侵袭能力及上皮—间质

转化( EMT) 相关分子表达变化的实验: 将 A549、SPCA1 细胞系分常氧组、低氧组、低氧+β-APN 组。运用荧光法检测 2

种细胞 LOX 活性，采用逆转录及实时荧光定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 检测细胞中低氧诱导因子-1α( HIF-1α) 、LOX、上皮性

钙黏附蛋白( E-cadherin) 、神经钙黏蛋白 ( N-cadherin) 、基质金属蛋白酶 2 ( MMP-2) 、MMP-9 基因表达情况，运用

Western blot 检测 E-cadherin、N-cadherin、MMP-2、MMP-9 蛋白水平。利用 Transwell 试验检测 NSCLC 细胞的转移侵袭

能力。结果 与常氧组比较，低氧 12 h 组和低氧 24 h 组 A549 及 SPCA1 细胞 HIF-1α、LOX mＲNA 表达水平显著上调

( P＜0．01) ，HIF-1α、LOX 蛋白水平显著上调( P＜0．01) ，LOX 酶活性显著增强( P＜0．01) 。与常氧组比较，低氧组 A549

及 SPCA1 细胞系的迁移能力和侵袭能力增强; 与低氧组比较，低氧+β-APN 组均显著减弱( P＜0．01) 。与常氧组比较，

低氧组中 E-cadherin mＲNA 的表达水平下降，N-cadherin、MMP-2 及 MMP-9 mＲNA 的表达水平上升; 与低氧组比较，低

氧+β-APN 组 E-cadherin mＲNA 的表达水平上升，N-cadherin、MMP-2 及 MMP-9 mＲNA 的表达水平下降( P＜0．01) 。与

常氧组比较，低氧组 E-cadherin 蛋白水平下降及 N-cadherin、MMP-2、MMP-9 蛋白水平上升; 与低氧组比较，低氧+β-
APN 组 E-cadherin 的蛋白水平上升，N-cadherin、MMP-2、MMP-9 蛋白水平下降( P＜0．01) 。结论 β-APN 可通过抑制

LOX 酶减弱低氧诱导的 NSCLC 转移侵袭。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect and mechanism of aminopropionitrile (βAPN) on hypoxia induced

metastasis and invasion of non-small cell lung cancer (NSCLC) by inhibiting lysyl oxidase (LOX).Methods Experiments on
the expression and catalytic activity of LOX in NSCLC cells under hypoxia state: A549 and SPCA1 cell lines were divided in-

to normal oxygen group, hypoxia 12h group and hypoxia 24h group.Experiments on changes of NSCLC cell migration and in-

vasion ability and epithelial mesenchymal transition (EMT) related molecular expression induced by βAPN mediated LOX in-

activation: A549 and SPCA1 cell lines were divided into normal oxygen group, hypoxia group, hypoxia+βAPN group. LOX
activity of the two cells was detected by fluorescence assay. The expression of hypoxia inducible factor-1α(HIF -1α), LOX,
epithelial cadherin (E-cadherin), neural cadherin (N-cadherin), matrix metallopeptidase 2 (MMP-2)and matrix metallopeptidase
9 (MMP-9) genes were detected by reverse transcription and quantitative real time PCR (qRT PCR). The protein expression
levels of E cadherin, N cadherin, MMP-2 and MMP-9 were detected by Western blot. Transwell assay was used to detect the
migration and invasion ability of NSCLC cells.Ｒesults Compared with normorxia group, the expression levels of HIF-1α
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mRNA and LOX mRNA in A549 and SPCA1 cells in hypoxia 12h and hypoxia 24h group were significantly up regulated
(P <0.01), HIF 1α protein and LOX protein were significantly up-regulated (P <0.01), and LOX enzyme activity of were signif-
icantly increased(P <0.01).Compared with normorxia group, the migration and invasion ability of A549 and SPCA1 cell lines
in hypoxia group were enhanced, while all significantly decreased in hypoxia+βAPN group (P <0.01).Compared with normorx-
ia group, the expression level of E cadherin mRNA in hypoxia group was decreased, and the expression levels of N cadherin
mRNA, MMP-2 mRNA and MMP-9 mRNA were increased, while the expression level of E cadherin mRNA increased, and
the expression levels of N cadherin mRNA, MMP-2 mRNA and MMP-9 mRNA decreased in hypoxia+βAPN group (P <0.01).
Compared with normorxia group, the expression of E cadherin protein decreased and the expression of N cadherin, MMP2 and
MMP9 protein increased in the hypoxia group, while the expression levels of N cadherin, MMP-2 and MMP-9 protein de-
creased, E cadherin protein was increased in hypoxia+βAPN group (P <0.01).Conclusion βAPN can attenuate hypoxic in-
duced migration and invasion of NSCLC by inhibiting LOX enzyme.
【Key words】 Non small cell lung cancer; β-aminopropionitrile; Lysyl oxidase; Invasion; Migration; Mechanism

非 小 细 胞 肺 癌 ( non-small cell lung cancer，
NSCLC) 在全球范围内的癌症死因中长期居于首要位

置［1］。尽管近几年外科手术、放化疗及靶向治疗在临

床中有所突破，但 NSCLC 患者的 5 年生存率也仅有

15%［2］。治疗失败的常见原因是肿瘤的局部复发及远

处转移。因此，阐明 NSCLC 转移侵袭机制、寻找改善

NSCLC 患者生存率的精确治疗目标是目前首要的工

作。实体肿瘤的特征之一是低氧供状态，越来越多的

证据表明肿瘤内部的低氧状态可促进包括肿瘤细胞侵

袭、转移、附着及血管生成在内的肿瘤活动［3-4］。缺氧

诱导因子-1α ( hypoxia-inducible factor-1α，HIF-1α ) 是

由低氧状态下诱导产生的一种关键转录因子，这种因

子可通过激活多种下游基因如赖氨酰氧化酶( lysyloxi-
dase，LOX) 而影响肿瘤生长过程［5］。LOX 是一种铜依

赖性胺氧化酶，其主要作用是维系胞外基质结构稳定

及保持结缔组织强度［6］。这种酶最初以 50 kD 的酶原

形式分泌到细胞外环境中。随后在胞外经骨形态发生

蛋白 1( bone morphogenetic protein-1，BMP-1) 分解为成

熟的 32 kD 的 LOX 蛋白和 18 kD 的前肽。除了胞外

基质重塑功能外，许多研究报道低氧诱导产生的 LOX
酶也参与到肿瘤生成过程中，如介导肿瘤的转移侵袭

及血管生成［7-8］。此前有报道在 NSCLC 中 LOX 的过

表达会促进肿瘤发展，LOX 可作为 HIF-1α 信号通路

上的下游信号分子而发挥促瘤作用［9］。在本研究中，

假设在 体 外 实 验 中 低 氧 诱 导 的 LOX 上 调 会 促 进

NSCLC 转移与侵袭，同时进一步研究 LOX 酶抑制剂

β-氨基丙腈( β-APN) 的抗瘤机制，报道如下。
1 材料与方法

1． 1 实 验 材 料 ( 1 ) 细 胞: 肺 腺 癌 细 胞 系 A549、
SPCA1购自中国科学院细胞库。( 2) 试剂: 胎牛血清、
ＲPMI-1640 培养基、Fast SYBＲ 预混液购自美国赛默飞

公司; Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自中国武汉博

斯特生物技术有限公司; 辣根过氧化物酶、β-APN 购

自美国默克西格玛公司; Trizol 试剂购自 Invitrogen 公

司; 抗体 HIF-1α、LOX、E-cadherin、N-cadherin、MMP-2、
MMP-9、β-actin、辣根过氧化物酶结合二级抗体( 山羊

抗兔和山羊抗小鼠) 购自 Jackson ImmunologＲesearch
实验室。( 3) 仪器: Thermo-37 型 CO2 培养箱购自美国

赛默飞公司; Pro-Ox 110 精密三气培养箱购自美国

Biospherix 公司; 分光光度计购自美国 Nanodrop 公司;

SuperScript 第一链合成系统购自美国 Invitrogen 公司;

荧光阅读器 ABI-stephone 系统购自美国 Applied Bio-
systems 公司。
1．2 实验方法 本实验于 2023 年 9 月—2024 年 1 月

在华中科技大学同济医学院科研大楼实验室完成。
1．2．1 细胞培养与氧气夺获: ( 1) 在探讨低氧状态对

NSCLC 细胞 LOX 表达及催化活性的实验中，将 A549、
SPCA1 细胞系分为常氧组、低氧 12 h 组、低氧 24 h
组，常氧组细胞保存在含有 10% FCS 和 100 ng /ml 链

霉素、100 U /ml 青 霉 素 的 ＲPMI-1640 培 养 基 中，于

37℃、5%二氧化碳培养箱中培养，低氧 12 h 组和低氧

24 h 组细胞在上述培养基中于 37℃ 下，在 1%氧气、
5%二氧化碳和 94%氮气下培养 12 h 和 24 h。( 2) 在

探讨 β-APN 介导 LOX 失活导致 NSCLC 细胞迁移、侵
袭能力及上皮—间质转化( EMT) 相关分子表达变化

的实验中，将A549、SPCA1 细胞系分为常氧组、低氧组、低
氧+β-APN 组，低氧组仅置于低氧条件下培养，低氧+β-
APN 组提前给予 β-APN 然后置于低氧条件下培养。
1．2．2 LOX 活性测定: 用荧光法测定 LOX 的催化活

性。无酚红 ＲPMI-1640 中的 NSCLC 细胞在常氧或缺

氧条件下培养。收集条件培养基的上清液，使用 Brad-
ford 分析试剂盒测定上清液的蛋白质浓度。然后，将

100 μl 上清液与 400 μl 反应缓冲液［1．2 mol /L 尿素、
0．05 mol /L 硼酸钠( pH 8．2) 与 1 单位 /ml 辣根过氧化
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物酶、10 μmol /L Amplex red 和 10 mmol /L 二氨基戊

烷］混合，并在 37°C 下培养 30 min。为了抑制 LOX 活

性，则在混合培养物中加入 1 000 μmol /L β-APN。样

品在 37°C 下孵育 30 min，置于冰上，然后在 560 nm 的

激发波长下记录，发射波长为 590 nm。通过计算有无

β-APN 的样品之间荧光强度的差异来评估 LOX 催化

活性，并将每个结果归一化为细胞总蛋白。
1．2．3 ＲNA 分离、逆转录及 qＲT-PCＲ 检测: 用 Trizol
试剂提取各个细 胞 系 总 ＲNA。用 分 光 光 度 计 测 量

ＲNA 浓度。使用 1 μg ＲNA 进行逆转录。使用 Super-
Script First Strand cDNA 系统逆向转录 ＲNA。HIF-1α、
LOX、E-cadherin、N-cadherin、MMP-2、MMP-9 基因在荧

光阅读器 ABI-stephoneβ-actin 系统中扩增。扩增体系

总容积 为 10 μl，包 括 5 μl Fast SYBＲ Green Master
Mix、3 μl 无菌水、1 μl cDNA 和 0．5 μl 每个引物。循

环条件: 95℃ 下初始激活 20 s，95℃ 变性 3 s 40 个周

期，60℃退火 /延伸 30 s，每个基因的引物序列见表 1。
采用 2－△△Ct计算 mＲNA 的相对表达量，其中△Ct = ( Ct
靶基因－Ctβ-actin) 。每个实验分 3 次进行。

表 1 qＲT-PCＲ 中使用的引物序列

Tab．1 Primer sequence used in qＲT PCＲ

基因 上游 下游

HIF-1α
5＇-TGAGCCAGAAGAACT-
TTTAG-3＇

5＇-AGACATATCCACCT-
CTTTTG-3＇

LOX 5＇-CCTGGTTCCTGAATC-
TGACT-3＇

5＇-CTTCAGAACACCAGG-
CACTG-3＇

E-cadherin 5＇-AGGTCACAGCCACAG-
ACG-3＇

5＇-GCAGCTTGAACCACCA-
GG-3＇

N-cadherin 5 ＇-AGGATCAACCCCATA-
CAC-3＇

5 ＇-
CTTGGCTAATGGCACTTG-
3＇

MMP-2 5＇-CTTCTTCCCTCGCAAG-
CC-3＇

5 ＇-ATGGAT-
TCGAGAAAACCG-3＇

MMP-9 5＇-ACGCAGACATCGTCA-
TCC-3＇

5＇-AACCGAGTTGGAACC-
ACG-3＇

β-actin
5＇-GCAAATGCTTCTAGG-
CGGAC-3＇

5＇-GCTGTCACCTTCACC-
GTTCC-3＇

1．2．4 免疫印迹分析: 用 ＲIPA 裂解缓冲液提取细胞

蛋白，用 BCA 蛋白实验试剂加 Bradford 法测定蛋白浓

度。采用免疫印迹法进行免疫印迹。实验中使用的一

级抗 体 有: HIF-1α ( 1 ∶ 1 000 ) 、LOX ( 1 ∶ 1 000 ) 、E-
cadherin( 1 ∶ 500 ) 、N-cadherin ( 1 ∶ 500 ) 、MMP-2 ( 1 ∶
500) 、MMP-9( 1 ∶500) 、β-actin( 1 ∶1 000) 。辣根过氧化

物酶结合二级抗体( 山羊抗兔和山羊抗小鼠) 。使用

Quantity One 软件对印迹带进行密度测定。
1．2．5 体外侵袭迁移试验: 细胞侵袭试验在 Transwell

小室中进行。8 μm 孔径的过滤器涂有 100 μl 1 mg /ml
的基质凝胶，收集细胞，将均匀的单细胞悬浮液( 2×
105 个细胞 /孔) 加入上室，在常氧或缺氧条件下培养

24 h。将含有 10% FBS 的 500 μl ＲPMI 1640 培养基

添加到下室。在氧气夺获前将 β-APN 加入培养基中，

并在整个实验过程中持续。用类似的方法检测细胞迁

移，而不使用基质凝胶包被。孵育 24 h 后，用棉签除去

顶腔细胞，移行细胞固定于 PBS、25%戊二醛中，结晶紫

染色，相差显微镜下观察、拍照。在醋酸和甲醇( 1 ∶1) 中

溶解结晶紫染色细胞，在 595 nm 处测定吸光度。
1．3 统计学方法 采用 SPSS 25．0 软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋x±s 表示，2 组间比

较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差

分析。P＜0．05 为差异有统计学意义。
2 结 果

2．1 低氧状态对 LOX 在 NSCLC 细胞中 mＲNA 表达、
蛋白水平及酶活性的影响 与常氧组比较，低氧 12 h
组和低氧 24 h 组 A549 及 SPCA1 细胞 HIF-1α、LOX
mＲNA 表达水平显著上调( P＜0．01) ，见图 1A、C。免

疫印迹试验显示，与常氧组比较，低氧 12 h 组和低氧

24 h 组 A549 及 SPCA1 细胞 HIF-1α、LOX 蛋白水平显

著上调( P＜0．01) ，见图 1B、D。酶 活 性 实 验 显 示，与

常氧组比 较，低 氧 12 h 组 和 低 氧 24 h 组 A549 及

SPCA1细胞的 LOX 酶 活 性 显 著 增 强 ( P＜ 0． 01 ) ，见

图 1E。
2．2 由 β-APN 介导的 LOX 失活对低氧状态诱导的

NSCLC 细胞转移侵袭的影响 与常氧组比较，低氧组

A549 及 SPCA1 细胞系的迁移和侵袭能力均显著增强

( P＜0．01) ; 与低氧组比较，低氧+β-APN 组 A549 及

SPCA1 细胞 系 的 迁 移 和 侵 袭 能 力 均 显 著 减 弱 ( P ＜
0．01) ，见图 2。
2．3 各组 A549 及 SPCA1 细胞系 EMT 相关分子的表

达比较 与常氧组比较，低氧组中 E-cadherin mＲNA
的表达水平下降，N-cadherin、MMP-2 及 MMP-9 mＲNA
的表达水平上升 ( P ＜ 0． 05 ) ; 与低氧组比较，低 氧 +
β-APN组中 E-cadherin mＲNA 的表达水平上升，N-cad-
herin、MMP-2 及 MMP-9 mＲNA 的表达水平下降( P＜0．
01) ，见图 3。
2．4 各组 A549、SPCA1 细胞系 EMT 相关分子蛋白水

平比较 与常氧组比较，低氧组 E-cadherin 蛋白水平

下降，N-cadherin、MMP-2、MMP-9 蛋白水平上升( P＜0．
01) ; 与低氧组比较，低氧+β-APN 组 N-cadherin、MMP-
2、MMP-9 蛋白水平下降，E-cadherin 的蛋白水平上升

( P＜0．01) ，见图 4。
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注: A．A549、SPCA1 细胞 HIF-1α mＲNA 表达水平; B．A549 细胞 HIF-1α、LOX 蛋白水平; C．A549、SPCA1 细胞 LOX mＲNA 表达水平; D．SPCA1 细胞

HIF-1α、LOX 蛋白水平; E．A549、SPCA1 细胞酶活性。细胞分别暴露于常氧状态及低氧 12、24 h。与常氧组比较，aP＜0．05，bP＜0．01。

图 1 各组 A549、SPCA1 细胞 HIF-1α、LOX 表达水平及 LOX 酶活性比较

Fig．1 Comparison of HIF-1 α，LOX expression levels and LOX enzyme activity in A549 and SPCA1 cells among different groups

注: A．各组 A549、SPCA1 细胞转移能力比较; B．各组 A549、SPCA1 细胞侵袭能力比较。细胞分别在常氧、低氧、低氧+β-APN 的条件下培养。与

低氧组比较，aP＜0．05，bP＜0．01。

图 2 各组 A549、SPCA1 细胞的迁移和侵袭能力比较
Fig．2 Comparison of migration and invasion abilities of A549 and SPCA1 cells in different groups
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注: A．A549、SPCA1 细胞中 E-cadherin mＲNA 表达水平; B．A549、SPCA1 细胞中 N-cadherin mＲNA 表达水平; C．A549、SPCA1 细胞中 MMP-2 mＲNA 表

达水平; D．A549、SPCA1 细胞中 MMP-9 mＲNA 表达水平。细胞分别在常氧、低氧、低氧+β-APN 的条件下培养。与低氧组比较，aP＜0．05，bP＜0．01。

图 3 各组 A549、SPCA1 细胞的 EMT 相关分子表达水平比较

Fig．3 Comparison of EMT related molecular expression levels in A549 and SPCA1 cells among different groups

图 4 各组 E-cadherin、N-cadherin、MMP-2 及 MMP-9 蛋白电泳图

Fig． 4 E-cadherin，N-cadherin，MMP-2，and MMP-9 protein

electrophoresis images of each group

3 讨 论

LOX 是一种低氧状态诱导的 ECM 蛋白，此前报

道称在肝脏肿瘤转移及发展过程中该蛋白受HIF-1α
调控［10］。在该研究中，笔者发现 LOX 的表达水平及

酶活性在低氧状态下显著上调，并且由 β-APN 介导的

LOX 活性抑制可下调低氧状态下 NSCLC 细胞的转移

侵袭。更为重要的是，β-APN 起到的抑制作用是通过

调控 EMT 分子而实现的。
为了验证上述理论，本研究首先在 A549 及SPCA1

细胞系中测试了低氧状态对 LOX 表达水平的影响。
与常氧状态比较，低氧状态下 A549 及 SPCA1 细胞

LOX mＲNA 表达及蛋白水平显著上升与 HIF-1α 的表

达一致。并且，LOX 酶活性在低氧状态下也有所上

调。这些发现与之前在其他癌症中所描述的结果一

致［11-13］。因此，笔者得出 LOX 是一种低氧应激基因的

结论。
低氧应激原理被运用在肿瘤治疗的基因疗法领

域［14-15］，但针对 HIF-1α的治疗策略具有挑战性，因为

这种分子在肿瘤微环境中具有多效调控作用［16-17］。
以往的研究表明，在乳腺癌组织中可检测到 LOX 家族

基因赖氨酰氧化酶样 2 ( LOXL2) 的过表达，并且与患
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者的不良预后相关［18］。而在之前的一系列体内及体

外研究中，β-APN 被证明在乳腺癌中可以减少肿瘤

远处转移的几率，同时对已存在的转移肿瘤的生长

没有影响［19］。然而也有研究指出 LOX 在癌症中具

有抗肿瘤作用［20］。这种争议可能是因为 LOX 蛋白

存在多种形式。有文献指出具有抑瘤作用的蛋白是

18 kD 的 LOX 前肽，而并非 32 kD 的 LOX 蛋白［21］。
本研究发现体外低氧诱导的 LOX 上调可促进 NSCLC
的转移侵袭，β-APN 在低氧状态下可减弱肿瘤的转

移能力。
在恶性肿瘤转移的起始阶段，会生成活动型肿瘤

细胞，这一生成过程被称为 EMT，其是恶性肿瘤转移

过程中的重要事件［22-23］，在这一过程中，上皮细胞失

去极性与细胞间接触，随后经历了胞质骨架的明显变

化［24］。肿瘤微环境中存在的成纤维细胞可分泌富含

活化 LOX ( α-LOX) 的囊泡，这种囊泡可通过整合素

α2β1 检测基质胶原并诱导胶原交联。交联基质可活

化 p-FAK /p-paxillin 通路介导 YAP 的核易位，从而促

进 EMT［25］。在正常细胞及肿瘤细胞中，低氧状态下

LOX 会诱导 EMT 过程。本研究为了阐明 LOX 调控

NSCLC 细胞转移侵袭的机制，通过 qＲT-PCＲ 和免疫

印迹试验发现，低氧状态下 E-cadherin 的表达下调及

N-cadherin的表达上调，这与之前文献报道的结果一

致［26］。并且，本研究还发现 LOX 可能起到驱动 EMT
的作用，因为低氧诱导的间质细胞分子 N-cadherin 被

β-APN 阻截。除了低氧状态，EMT 还可被胞外基质的

改变所诱导［27］。本研究数据显示，低氧状态下 LOX
的活 性 与 MMP-2、MMP-9 的 表 达 关 系 密 切。因 此，

LOX 通过 EMT 在肿瘤细胞转移的过程中起重要作用。
综上所述，在 NSCLC 细胞系中，低氧诱导的 LOX

表达与酶活性会促进肿瘤细胞的 EMT 过程，导致肿瘤

细胞转移、侵袭能力增强。并且，β-APN 可通过调控

EMT 分子抑制低氧诱导的肿瘤细胞转移。因此，本研

究在肿瘤治疗的干预措施中为 β-APN 提供了理论

基础。
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