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NCSTN 在非小细胞肺癌中的作用及临床意义

邹 睿 宋从宽 胡卫东

武汉大学中南医院胸外科  湖北  武汉  430071

摘 要  目 的 ：探 讨 NCSTN（nicastrin）在 非 小 细 胞 肺 癌 (NSCLC) 中 的 作 用 及 其 临 床 意 义 。 方 法 ：构 建

A549⁃NCSTN⁃KO 细胞系，采用 CCK⁃8 和 Transwell实验分别检测细胞增殖和迁移能力，并通过小鼠皮下成瘤实验

评估细胞的成瘤生长能力。此外，利用临床样本分析 NCSTN 的表达及其与临床分期的相关性。结果：敲低

NCSTN 显著抑制了 A549 细胞的增殖和迁移，并降低了小鼠皮下移植瘤的生长速度。同时，NCSTN 在肺癌组织

中的表达显著高于正常组织，且其高表达与更晚的临床分期相关。结论：降低 NCSTN 的表达可抑制非小细胞肺癌

的进展。
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Abstract

Objective:: To explore the role of NCSTN (nicastrin) in non⁃small cell lung cancer (NSCLC) and 
its clinical significance.  Methods:: A549⁃NCSTN⁃KO cell line was constructed, and the cell prolifera⁃
tion and migration abilities were detected by CCK⁃8 and Transwell assays, respectively.  The tumori⁃
genic growth ability of cells was evaluated by subcutaneous tumor formation assay in mice.  In addi⁃
tion, clinical samples were used to analyze the expression of NCSTN and its correlation with clinical 
stage.  Results:: Knockdown of NCSTN significantly inhibited the proliferation and migration of A549 
cells and reduced the growth rate of subcutaneous transplanted tumors in mice.  At the same time, the 
expression of NCSTN in lung cancer tissues was significantly higher than that in normal tissues, and 
its high expression was associated with a later clinical stage.  Conclusion:: Reducing the expression of 
NCSTN can inhibit the progression of non⁃small cell lung cancer.
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肺癌是全球范围内发病率和死亡率最高的恶

性肿瘤之一，严重威胁人类健康。非小细胞肺癌

（non⁃small cell lung cancer，NSCLC）是肺癌的主要

组织类型，约占所有肺癌病例的 80%~85%［1］。尽

管近年来靶向治疗和免疫治疗的进展显著改善了

部分患者的预后，但 NSCLC 的总体五年生存率仍
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然较低，尤其是晚期患者。因此，深入探索 NSCLC
致病的分子机制并寻找新的治疗靶点具有重要

意义。

NCSTN（nicastrin）作为 γ⁃分泌酶复合体的关

键组分，最初因其在阿尔茨海默病（Alzheimer's dis⁃
ease）中 的 作 用 而 被 广 泛 研 究 。 研 究［2］表 明 ，

NCSTN 通过调控 γ⁃分泌酶的活性，影响淀粉样前

体蛋白（APP）的切割等途径，参与阿尔茨海默病的

病理过程。此外，NCSTN 还被发现与化脓性汗腺

炎（hidradenitis suppurativa）的发病机制密切相关，

其突变可导致 γ⁃分泌酶功能异常，进而引发皮肤炎

症反应［3］。然而，近年来研究发现，NCSTN 在肿瘤

发生和发展中也扮演重要角色。2020 年的一项研

究［4］表明，NCSTN 在肝癌中作为原癌基因发挥作

用，通过 Notch 信号通路促进肝癌细胞的增殖和浸

润。同年，一项全面的 SMR（Summary⁃data⁃based 
Mendelian Randomization）分 析［5］进 一 步 表 明 ，

NCSTN 基因被确定为肺鳞状细胞癌的十大重要药

物靶点之一。这些研究提示，NCSTN 不仅在神经

退行性疾病和炎症性疾病中发挥作用，还可能通过

调控多种信号通路在肿瘤进展中发挥促癌作用。

由于 NCSTN 在 NSCLC 中的作用尚不清楚，故

本研究通过在非小细胞肺癌细胞中下调 NCSTN 的

表达，探究 NCSTN 对非小细胞肺癌进展的影响，旨

在为 NSCLC 的治疗提供新的潜在靶点和理论依据。

1 材料与方法

1. 1　材料   
1. 1. 1　 细 胞  人 非 小 细 胞 肺 癌 细 胞 系 A549，
A549⁃NCSTN⁃KO 细胞（购于武汉粒曼生物公司）。

1. 1. 2　小鼠  4 周龄裸鼠（nude mice）（购于广东药

康生物科技有限公司）。

1. 1. 3　病理标本  本研究使用的肺癌组织标本及

癌旁正常组织标本均来源于武汉大学中南医院。

通过手术切除或空芯针活检获得患者的病理诊断。

经患者知情同意并获得武汉大学中南医院伦理委

员会的批准（伦理批号：2022025）。

1. 1. 4　 主 要 试 剂  PFA（Sigma 公 司）；DMEM、

High glucose、Fetal Bovine Serum、Trypsin⁃EDTA
（0. 25%）、羊抗兔 IgG（H+L）二抗（Thermo Fisher 
Scientific 公司，美国）；RIPA 裂解液（Servicebio 公

司，武汉）；兔源一抗 NCSTN、NADPH（三鹰生物技

术有限公司，武汉）；结晶紫溶液、SDS⁃PAGE 聚丙

烯酰胺预制胶、CCK⁃8 试剂盒（碧云天，上海）；PBS 
Buffer（生工生物有限公司，上海）；BCA 试剂盒（Ab⁃
cam 公司，英国）；Transwell 细胞小室（Labselect 公
司，北京）；PVDF 膜（Merck，美国）。

1. 1. 5 使用的数据库  本研究分析了来自癌症基

因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据

库 的 肺 癌 RNA⁃seq 数 据 库（ 数 据 集 编 号 ：

TCGA⁃LUAD），数据访问日期为 2024 年 3 月 7 日。

1. 2　方法   
1. 2. 1　构建 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞系  本研究采

用 CRISPR⁃Cas9 核糖核蛋白（RNP）法进行 A549 细

胞 NCSTN 基因的敲除。首先，根据 NCSTN 基因

的 靶 序 列 设 计 并 合 成 特 异 性 sgRNA，随 后 ，将

sgRNA 与 Cas9 蛋白以 5∶1（sgRNA∶Cas9）的比例混

合，室温静置 10 min 以形成 RNP 复合物，参照 Lon⁃
za 和 Thermo Fisher Neon 转染系统的操作说明，使

用电转染仪将 RNP 复合物导入 A549 细胞。转染

后，通过 Sanger测序验证 NCSTN 基因的敲除效率，

结果显示 KO 效率为 89%，表明 NCSTN 基因敲除

成功。

1. 2. 2 细 胞 培 养  A549 和 A549⁃NCSTN⁃KO 细

胞在含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中培养，置

于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养箱中。当细胞融合度

达到 70%~80% 时，进行传代或实验。

1. 2. 3 Western Blot 检 测 NCSTN 蛋 白 表 达 及 定

量  使用含有蛋白酶抑制剂的 RIPA 缓冲液裂解

A549 细胞。在冰上孵育 30 min 后，4 ℃ 、12 000 
r·min-1离心 10 min，收集上清液。通过 BCA 试剂盒

测定蛋白浓度，取 10 μg 蛋白质样品经 SDS⁃PAGE
分离后转印至 PDVF 膜。用含 Tween⁃20 的 TBST
封闭缓冲液孵育 PVDF 膜 1 h。随后用 NCSTN 和

NADPH 抗 体 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 次 日 ，TBST 清 洗

3 次，室温下二抗孵育 1 h，再次清洗 3 次。最后，使

用 Bio⁃Rad 系统显影条带。使用 Image J 软件对蛋

白条带进行灰度定量分析，再使用 GAPDH 归一化

进行数据分析作图。

1. 2. 4　 细 胞 生 长 速 度 测 试  将 A549 和

A549⁃NCSTN⁃KO 细胞均稀释至 2×104个·mL-1的

浓度，按每孔 100 μL 接种至 96 孔板中，分别在 0、
12、24、36、48 h 时吸出培养基，加入 CCK⁃8 工作液，

培养箱中孵育 1 h 后，于 450 nm 波长下测定光密度

（OD）值，绘制细胞生长曲线。

1. 2. 5　 细胞迁移实验  在 12 孔板中加入 200 μL
含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基，放入 Tran⁃
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swell 小室。小室内分别加入用无血清培养基稀释

至 20×104 个·mL-1 的 A549 及 A549⁃NCSTN⁃KO
细胞悬液。培养 24 h 后，PBS 清洗，4% 多聚甲醛固

定 15 min，结晶紫溶液染色 20 min，拍照记录。

1. 2. 6　 细胞侵袭实验  在 12 孔板中加入 200 μL
含有 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基后，放入 Tran⁃
swell小室。小室内预先加入稀释的基质胶，培养箱

中 凝 固 4 h 后 ，加 入 20×104 个·mL-1 的 A549 及

A549⁃NCSTN⁃KO 细胞悬液。培养 24 h 后，PBS 清

洗 ，4% 多 聚 甲 醛 固 定 15 min，结 晶 紫 溶 液 染 色

20 min，拍照记录。

1. 2. 7　小鼠荷瘤实验  本研究采用 12 只裸鼠，随

机分为两组（每组 6 只），进行皮下肿瘤细胞接种实

验。具体实验步骤为：首先按每克体质量 10 μL 腹

腔注射 1% 戊巴比妥钠麻醉小鼠，随后，于小鼠右侧

腹股沟区域皮下注射 1×10⁶个肿瘤细胞，观察肿瘤

生长情况。于皮下注射后的第 25 天，颈椎脱位处死

小鼠，切除肿瘤并记录其质量。本研究中使用的小

鼠实验获得武汉大学动物伦理委员会的批准（批准

号：MRI2025⁃LAC003），并遵循《实验动物福利法》

的相关规定。

1. 2. 8　免疫组织化学（IHC）检测肺癌组织中 NC⁃
STN 表达  本研究采用石蜡包埋的肺癌及正常癌

旁组织切片进行。切片经脱蜡、水化后，用柠檬酸

钠缓冲液（pH：6. 0）进行抗原修复。随后，用 3%
过氧化氢阻断内源性过氧化物酶活性，5%BSA 封

闭非特异性结合位点。切片与抗⁃NCSTN 一抗

（1∶500 稀释）4 ℃孵育过夜，随后与 HRP 标记的二

抗（1∶2 000 稀释）室温孵育 1 h。DAB 显色后，苏

木素复染细胞核，脱水透明并封片。使用 Image J
软件对染色结果进行定量分析，计算阳性染色百

分比。

1. 2. 9　统计学方法  使用 GraphPad 8. 0 进行统计

分析，组间数据比较采用单因素方差分析。计量数

据以均数±标准差（x-±s）表示，P<0. 05 为差异具

有统计学意义。

2 结果

2. 1　生物信息学分析提示 NCSTN 在肺癌组织中

高表达且与预后相关   通过对 TCGA 官方数据库

（https：//portal. gdc. cancer. gov/）中下载的转录组

数据及临床信息进行分析，发现无论是非配对样本

还是配对样本，NCSTN 基因在肿瘤中的 mRNA 表

达水平均显著高于正常组织（图 1A、1B）。进一步

通过 Kaplan⁃Meier 生存分析和 log⁃rank 检验评估

NCSTN 基因高表达对 NSCLC 患者无进展生存期

（PFS）的影响，结果表明，NCSTN 基因表达水平与

患者的预后显著相关（P<0. 05）（图 1C）。

2. 2　 NCSTN 在 肺 癌 组 织 中 的 表 达 量 高 于 癌 旁 组

织   通过对 6 例肺癌病人的肺癌组织及癌旁组织进

行免疫组织化学分析，并通过 Image J软件对免疫组

化染色结果进行定量分析，计算阳性染色的百分比

（图 2）。肺癌组织中 NCSTN 的平均标注面积占比

为 33. 62%，而癌旁组织中 NCSTN 的平均标记面

积占比为 26. 28%（P<0. 01）。通过 H⁃Score 评分

对 免 疫 组 化 结 果 进 行 定 量 分 析 ，肺 癌 组 织 的

H⁃Score 评分平均为 202. 5，癌旁组织的 H⁃Score 评

分平均为 160. 0，和癌组织相比减少了 20. 99%（P<
0. 01）。上述结果表明 NCSTN 在肺癌组织中的表

达水平显著高于癌旁组织，且这一结果与基于 TC⁃
GA 数据库的生物信息学分析结果一致，进一步验

证了 NCSTN 在肺癌中的高表达特征。

A~B. TCGA 数据库评估肺癌及正常组织（A、B 分别为配对样本和非配对样本）中 NCSTN 的表达情况；C. Kaplan⁃Meier 生存曲

线：NCSTN 的表达与肺癌患者无进展生存期（PFS）之间的关系；实验及其定量数据表示为均数±标准差（n=6），**P<0.01，***P<0.001
（Student's t检验）。

图 1　利用 TCGA 数据库分析 NCSTN 在肺癌组织中的表达及对预后的影响
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2. 3　 NCSTN 基 因 敲 除 的 有 效 性 验 证   我们通过

Western Blot检测细胞中 NCSTN 蛋白的表达水平。

蛋 白 质 显 影 条 带 及 定 量 分 析 结 果 显 示 ，

A549⁃NCSTN⁃KO 细胞中 NCSTN 的表达水平显

著低于 A549 细胞（P<0. 05），验证了 NCSTN 基因

敲低的有效性（图 3A）。

2. 4　 敲 低 NCSTN 抑 制 A549 细 胞 的 增 殖   采用

CCK⁃8 实验检测 A549 及 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞的

增殖能力。为确保实验结果的可靠性，每组实验均

独立重复 3 次。结果表明，在 0 h 时，两组细胞的活

力差异无统计学意义（P>0. 05）；然而，在 12 h（P<
0. 01）、24 h（P<0. 01）、36 h（P<0. 05）和 48 h（P<
0. 01）时，两组细胞的活力差异均有统计学意义。

这些结果证明，敲低 NCSTN 能够显著抑制 A549 细

胞的增殖能力（图 3B）。

2. 5　敲低 NCSTN 抑制 A549 的迁移与侵袭   为了

进一步探讨 NCSTN 对 A549 细胞侵袭和迁移的影

响，我们分别进行了细胞划痕实验和 Transwell 实
验。为确保实验结果的可靠性，每组实验均独立重

复 3 次。划痕实验结果显示，培养 48 h 后，敲低

NCSTN 显 著 抑 制 了 A549 细 胞 的 迁 移 能 力

（图 4A）。 Transwell 实 验 中 ，Transwell 小 室 的

Matrigel层用于模拟细胞的基底膜，通过 Matrigel的
细胞数量代表体内侵入癌细胞基底膜的细胞数，反

应 了 癌 细 胞 的 侵 袭 能 力 。 在 细 胞 迁 移 实 验 中

（图 4B），A549 细胞通过 Matrigel层的平均细胞数为

439 个，而 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞的平均细胞数为

251 个，减少了 42%（P<0. 01）。在细胞侵袭实验中

（图 4C），A549 细胞通过 Matrigel层的平均细胞数为

1 288 个，而 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞的平均细胞数

为 747 个，减少了 42%（P<0. 05）。这些结果表明，

NCSTN 能够显著增强 A549 细胞的迁移与侵袭能

力。

2. 6　 敲 低 NCSTN 抑 制 A549 细 胞 皮 下 移 植 瘤 生

长   将裸鼠皮下种植瘤子当天记为 0 d，随后每隔两

日测量肿瘤体积并绘制生长曲线（图 5B）。结果显

示 ， 在 接 种 后 的 前 16 d， A549 组 与

A549⁃NCSTN⁃KO 组的肿瘤体积差异无统计学意

A、C. 肺癌组织和癌旁组织中 NCSTN 的免疫组化；B、D. 定
量分析；实验及其定量数据表示为均数±标准差（n=6），****P<
0.000 1（Student's t检验）。

图 2　NCSTN 在肺癌组织及癌旁组织中的表达量

A. Western Blot 检测 A549 及 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞中 NC⁃
STN 的蛋白表达水平及其定量；B. CCK⁃8 检测细胞的增殖；*P<
0.05。

图 3　NCSTN 敲低的验证及其对 A549 细胞增殖的

抑制作用

A. 培养 48 h 后 A549 和 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞的细胞划痕

检测结果；B~C. A549 和 A549⁃NCSTN⁃KO 细胞的迁移和侵袭

实验；实验及其定量数据表示为均数±标准差（n=3），*P<0.05，
**P<0.01（Student's t检验）。

图 4　敲低 NCSTN 抑制 A549 的迁移与侵袭
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义，但从第 18 天开始，两组肿瘤体积出现显著差异

（18 d、20 d、22 d、24 d，P<0. 05）。在第 25 天处死小

鼠后，完整剥离肿瘤并称重（图 5A、5C），A549 组肿

瘤的平均质量为 1. 25 g，而 A549⁃NCSTN⁃KO 组肿

瘤的平均质量为 0. 68 g，减少了 45. 6%（P<0. 05）。

以上结果表明，A549⁃KO⁃NCSTN 细胞形成的皮下

肿瘤生长速度显著低于 A549 细胞，证明 NCSTN 基

因影响了 A549 细胞的皮下成瘤能力。

2. 7　肺癌的分期和肿瘤大小与 NCSTN 表达量相

关   通过对 TCGA 数据库中肺癌患者的转录组数

据及临床信息进行分析，结果显示，NCSTN 的表达

水平与肺癌肿瘤大小呈显著正相关（P<0. 01）。此

外，在晚期（Ⅲ期和Ⅳ期）肺癌患者中，NCSTN 高表

达 的 比 例 显 著 高 于 早 期（Ⅰ 和 Ⅱ 期）患 者（P<
0. 05）（表 1）。

3 讨论

本研究首先通过生物信息学分析证明了 NC⁃
STN 在肺癌中高表达且与预后相关，这一证明通过

临床标本进一步进行了验证。于是我们通过功能

实验探究该基因的作用，结果表明敲低 NCSTN 显

著抑制了 NSCLC 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并

降低了小鼠皮下种植瘤的生长能力。最后通过对

肺癌患者的转录组数据及临床信息进行分析，我们

发现其高表达与晚期临床分期呈显著正相关。这

些结果证明，NCSTN 在 NSCLC 细胞中显著高表

达，并通过调控细胞的增殖与侵袭促进肿瘤进展。

这一发现与先前在肝癌中的研究［4］一致，提示 NC⁃
STN 可能在多种肿瘤中发挥促癌作用。

尽管本研究从细胞到小鼠再到临床病理样本

A、C. A549 和 A549⁃NCSTN⁃KO 皮下种植瘤解剖后的体积比较及最终的肿瘤质量；B. A549 和 A549⁃NCSTN⁃KO 皮下种植瘤的生

长曲线；实验及其定量数据表示为均数±标准差（n=6），**P<0.01（Student's t检验）。

图 5　NCSTN 敲低抑制 A549 细胞皮下抑制瘤生长

                 表 1　NCSTN 表达量与临床分期相关        [例(%)]

变量

病理 T 分期

T1
T2
T3
T4

病理 N 分期

N0
N1&N3&N2

年龄

≤65 岁

>65 岁

性别

女性

男性

吸烟

否

是

病理分期

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

NCSTN 低表达组

（n=269)

103 (19.2)
135 (25.2)

26 (4.9)
4 (0.7)

181 (34.6)
78 (14.9)

129 (24.8)
127 (24.4)

157 (29.1)
112 (20.8)

44 (8.4)
217 (41.3)

161 (30.3)
60 (11.3)
36 (6.8)

8 (1.5)

NCSTN 高表达组

（n=270）

73 (13.6)
157 (29.3)

23 (4.3)
15 (2.8)

169 (32.3)
95 (18.2)

128 (24.6)
136 (26.2)

132 (24.5)
138 (25.6)

33 (6.3)
231 (44.0)

135 (25.4)
65 (12.2)
48 (9.0)
18 (3.4)

P

0.004

0.154

0.664

0.027

0.158

0.045
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均进行了研究，证明了 NCSTN 在 NSCLC 中的作

用，但对这些表型的机制研究仍有所欠缺。 NC⁃
STN（nicastrin）基因作为 γ⁃分泌酶复合体的关键组

分，在 Notch 信号通路中发挥重要作用。有研究［6］

证明，Notch 信号通路在细胞分化、增殖和凋亡等过

程中具有重要的调控功能，而 NCSTN 通过调节

γ⁃分泌酶的活性，直接影响 Notch 受体的切割和激

活过程。当 NCSTN 被阻断时，Notch 信号传导通

路的功能会受到显著抑制，进而导致下游靶基因的

表达异常。此外，还有研究［7］发现，NCSTN 的缺失

不仅影响 Notch 信号通路，还会导致 PI3K/AKT 信

号通路的活性受损。PI3K/AKT 通路是细胞存活、

增殖和代谢的重要调控途径，其功能异常与多种疾

病的发生发展密切相关。因此，NCSTN 的阻断在

癌症、神经退行性疾病等多种病理过程中发挥重要

作用。然而，NCSTN 在肺癌中的具体作用机制，特

别 是 其 是 否 通 过 Notch/NICD1/Hes1 或 PI3K/
AKT/mTOR 信号通路调控肿瘤进展，仍需进一步

验证。未来的研究可以通过在细胞或者小鼠皮下

移植瘤模型中，采用 qRT⁃PCR 和 Western Blot 检测

NCSTN 干 预 后 Notch 通 路 关 键 分 子（NICD1、
Hes1）及 PI3K/AKT/mTOR 通 路 相 关 基 因 的

mRNA 和蛋白表达变化，也可通过免疫组织化学染

色分析移植瘤组织中上述通路标志物的表达模式，

并与 NCSTN 表达水平进行相关性分析。有研究［8］

证明 γ⁃分泌酶抑制剂 DAPT（24⁃diamino⁃5⁃phenyl⁃
thiazole）可以阻断 Notch 信号通路，后续实验可以通

过 γ⁃分泌酶抑制剂 DAPT 处理肺癌细胞，评估其对

NCSTN 表达及下游信号通路的抑制作用，或者筛

选靶向 NCSTN 的小分子抑制剂，评估其抗肿瘤效

果及对恶病质表型的改善作用，从而为临床诊治提

供新可能。

本研究局限于 A549 这一细胞系，后续会扩展

至其他 NSCLC 细胞系（如 H1975、PC⁃9 等）以验证

结果的普适性。而且本文的临床数据分析是完全

基于 TCGA 数据库，缺乏实际患者的长期随访资

料，未来研究中应结合多中心临床数据，进一步评

估 NCSTN 在 NSCLC 患者中的预后价值。

总之，本研究通过一系列实验揭示了 NCSTN

在 NSCLC 中的重要作用，这些发现不仅增进了对

NSCLC 分子机制的理解，也为开发新的治疗靶点

提供了有价值的信息。
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