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基于TCGA数据库生物学信息分析FEN1与肺腺癌相关性并
敲低FEN1基因抑制小鼠Lewis肺癌细胞生长及其 

分子机制的实验研究
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摘  要：目的  基于癌症基因组图谱（TCGA）数据库分析瓣状核酸内切酶1(FEN1)在肺腺癌（LUAD）中的表达及预后价

值，并阐明其调控LUAD细胞生物学行为的分子机制。方法 分析TCGA数据库598例样本（539例LUAD组织、59例正

常组织）转录组数据，评估FEN1表达与患者预后关系。构建FEN1敲低的小鼠Lewis肺癌细胞（LLC），按转染情况分为

LLC组、shRNA-NC组和FEN1-shRNA组。采用细胞计数试剂盒 -8（CCK8）法、流式细胞术（FCM）、Transwell法分别检测

细胞增殖、凋亡、周期及迁移、侵袭能力。实时荧光定量PCR(RT-qPCR)和蛋白印迹（Western blot）检测上皮 -间充质转化

（EMT）标志物［上皮型钙黏蛋白（E-cadherin）、神经型钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）］及细胞周期蛋白（Cyclin）
D1、B细胞淋巴瘤 /白血病 -2基因（Bcl-2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）的表达。结果  FEN1在LUAD组织中高表达，与

不良预后显著相关（Log-rank检验，Z=2.81， P=0.005）。成功构建FEN1稳定敲低细胞株，敲低效率83.8%。与LLC组相比，

FEN1-shRNA组24、48h存活率降低（62.31%±2.84% vs 100%±0.93%、81.58%±2.35% vs 100.00%±4.88%），凋亡率增高

（25.82%±0.30% vs 3.19%±0.46%），差异具有统计学意义（t=30.892、8.336、-70.889，均P<0.001）；细胞周期阻滞于S期，S
期比例升高（71.07%±3.27% vs 47.85%±4.15%），差异具有统计学意义（F=43.688，P<0.001）。迁移细胞数（118.556±12.738 
vs 192.222±14.986）、侵袭细胞数（92.667±3.000 vs 129.000±9.042）均显著降低，差异具有统计学意义（t=6.487、6.606，均

P<0.01）。分子机制显示，FEN1敲低逆转EMT进程：E-cadherin蛋白和mRNA上调（t=-10.478、-4.235），N-cadherin、Vimen-
tin、Cyclin D1、Bcl-2、MMP-9 mRNA和蛋白均下调（t=-20.825～33.396），差异具有统计学意义（均P<0.05）。结论 FEN1在

LUAD中高表达且与不良预后相关，通过调控EMT通路促进LUAD细胞恶性表型。FEN1敲低抑制细胞增殖、迁移侵袭

并促进凋亡，可作为LUAD预后评估的生物学标志物和潜在治疗靶点。
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Abstract: Objective To analyze the expression characteristics and prognostic value of Flap Endonuclease 1（FEN1）in lung ad-
enocarcinoma based on The Cancer Genome Atlas (TCGA) database and elucidate the molecular mechanisms by which FEN1 
regulates the biological behavior of lung cancer cells. Methods Transcriptomic data from 598 samples (539 lung adenocarcino-
ma tissues and 59 normal tissues) in the TCGA database were analyzed to evaluate the relationship between FEN1 expression 
and patient prognosis. Lewis lung carcinoma (LLC) cells with FEN1 knockdown were established and divided into LLC group, 
shRNA-NC group, and FEN1-shRNA group based on transfection status. Cell proliferation, apoptosis, cell cycle progression,mi-
gration and invasion abilities were detected using CCK-8 assay, flow cytometry and Transwell assay, respectively. The expression
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of epithelial-mesenchymal transition (EMT) markers (E-cadherin, N-cadherin, Vimentin) and cell cycle protein Cyclin D1, Bcl-2 
and MMP9 were measured by RT-qPCR and Western blot. Results FEN1 was highly expressed in lung adenocarcinoma tissues 
and significantly correlated with poor prognosis (Log-rank test, Z=2.81, P=0.005). A stable FEN1 knockdown cell lines were suc-
cessfully constructed with a knockdown efficiency of 83.8%. Compared with LLC groups, the survival rates of FEN1-shRNA 
group at 24h and 48h decreased [(62.31±2.84)% vs (100.00±0.93)% and [(81.58±2.35)% vs (100.00±4.88)%], while the 
apoptosis rate increased to [(25.82±0.30)% vs (3.19±0.46)%], and the differences were statistically significant (t=30.892, 8.336, 
-70.889, all P<0.001). Cell cycle was arrested at S phase with the S phase proportion increased to [(71.07±3.27)% vs 
(47.85±4.15)%] (F=43.688, P<0.001). The number of migrated cells (118.556±12.738 vs 192.222±14.986) and invaded cells 
(92.667±3.000 vs 129.000±9.042) were significantly decreased, and the differences were statistically significant (t=6.487, 
6.606, all P<0.001). Molecular mechanism analysis revealed that FEN1 knockdown reversed the EMT process: E-cadherin pro-
tein and mRNA were upregulated (t=-10.478, -4.235), while N-cadherin, Vimentin, Cyclin D1, Bcl-2, and MMP9 protein and 
mRNA were all downregulated (t=-20.825~33.396), and the differences were statistically significant (all P<0.05). Conclusions 
FEN1 is highly expressed in lung adenocarcinoma and associates with poor prognosis. FEN1 promotes the malignant phenotypes 
of lung cancer cells by regulating the EMT pathway. FEN1 knockdown inhibits cell proliferation, migration and invasion while 
promoting apoptosis, suggesting that FEN1 can serve as an important biomarker for prognostic assessment and a potential thera-
peutic target for lung adenocarcinoma.

Keywords： flap endonuclease 1; lung adenocarcinoma; Lewis lung cancer cells; epithelial-mesenchymal transition; 
apoptosis

肺癌是全球恶性肿瘤致死的首要原因，其中肺

腺癌（lung adenocarcinoma，LUAD）作为非小细胞肺癌

(NSCLC)最主要的病理类型，具有恶性程度高、预后

不良等特点，晚期患者的5年生存率仍不足15%[1-2]，

亟需发现新的治疗靶点和预后标志物。瓣状核酸内

切酶1(flap endonuclease 1, FEN1)作为关键的DNA修

复酶，在DNA复制过程中负责移除冈崎片段的RNA
引物，对维持基因组稳定性具有重要作用 [3]，近年来

研究表明其在多种恶性肿瘤中异常表达并促进肿瘤

进展。在肺癌中，FEN1 高表达，抑制 FEN1 可显著抑

制肺癌细胞增殖 [4]。但 FEN1 是否通过调节上皮 - 间

充质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）这

一恶性肿瘤侵袭转移的关键步骤，来影响 LUAD 进

展尚不清楚。虽然已有研究发现 FEN1 可通过调控

EMT 进程促进肝癌等肿瘤的侵袭转移 [5]，然而其在

LUAD EMT 调控中的具体作用机制仍未明确 [6]。因

此，本研究基于癌症基因组图谱（The Cancer Genome 
Atlas, TCGA）数据库生物信息学分析系统评估 FEN1
在 LUAD 中的表达特征及其与患者预后的关系，构

建 FEN1 稳定敲低的小鼠 Lewis 肺癌细胞（lewis lung 
cancer cells, LLC）模型，从细胞增殖、凋亡、迁移、侵

袭等维度评估 FEN1 对肺癌细胞恶性表型的影响，并

通过检测 EMT 相关标志物的表达变化，阐明 FEN1
调控 LUAD 进展的分子机制，为 LUAD 的预后评估

和靶向治疗提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 TCGA 数 据 库 样 本：从 TCGA 数 据 库（https://
portal.gdc.cancer.gov/）获取 LUAD 转录组测序数据

及相应的临床随访信息，包括 539 例 LUAD 肿瘤组

织样本和 59 例正常肺组织样本。所有数据均为公开

共享资源，用于分析 FEN1 在 LUAD 中的表达模式及

其与患者临床病理特征和预后的关系。

1.1.2 细胞系：小鼠LLC细胞（武汉普诺赛生物技术有

限公司，货号：CL-0107）用于实验。细胞培养于10ml/
dl胎牛血清 (foetal bovine serum, FBS)的DMEM培养

液中，37℃，5 ml/dl CO2 条件下培养。

1.2 试剂与仪器

1.2.1 主要试剂：实时荧光定量PCR（RT-qPCR）相关试

剂（北京全式金生物技术有限公司）；FEN1敲低慢病

毒及对照慢病毒（福州载基生物科技公司）；细胞培养

试剂 [生工生物工程（上海）股份有限公司 ]；抗FEN1、

上皮型钙黏蛋白（E-cadherin）、神经型钙黏蛋白（N-cad-
herin）、波形蛋白（Vimentin）、B细胞淋巴瘤 /白血病 -2
基因（Bcl-2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）、细胞周期蛋

白（Cyclin）D1及β- 肌动蛋白（β- actin）兔单克隆抗体

（成都正能生物技术公司）；细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）
细胞增殖检测试剂盒、Annexin V-APC/PI细胞凋亡检

测试剂盒、细胞周期检测试剂盒（碧云天生物技术公

司）；ECL化学发光试剂（美国Pierce公司）。

1.2.2 主要仪器：QuantStudio 3 实时荧光定量PCR 仪

（Applied Biosystems 公司，美国）；Mini Protean 3 Cell
电 泳 槽 和 Trans-Blot 转 印 槽（Bio-Rad 公 司，美 国）；

SPECTRO Star 酶标仪（BMG LABTECH 公司，德国）；

流式细胞仪（BD 公司，美国）；JY92-IIDN 超声细胞破

碎仪（上海净信实业发展有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 生物信息学分析：从 TCGA 数据库获取 539 例
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LUAD肿瘤组织和59例癌旁正常组织的转录组数据

及临床信息。使用 limma包筛选差异表达基因（differ-
entially expressed genes，DEGs），标 准 为 |log2FC|≥1
且校正 P<0.05。采用 clusterProfiler 包进行基因本体

论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集

分析（P<0.05，q<0.2）。DEGs导入STRING数据库（置

信度≥0.4）构建蛋白互作网络（protein-protein interac-
tion, PPI），用Cytoscape软件cytoHubba插件Degree算

法（节点连接度算法）筛选前20个核心基因。结合文

献分析确定FEN1为目标基因。对502例有完整生存

信息的LUAD患者，使用survminer包确定FEN1最佳

截断值，Kaplan-Meier法分析总生存期差异（P<0.05）。

1.3.2 细胞培养与转染：LLC 细胞培养于含 10g/dl 胎

牛血清的 DMEM 培养液，置于 37℃，5ml/dl CO2 培

养箱中培养，细胞融合率达 85% 进行传代。用携带

不同干扰序列的慢病毒感染 LLC 细胞，通过筛选

培 养 后 获 得 shRNA-NC 细 胞 株（转 染 对 照 慢 病 毒）

及 FEN1-shRNA 株（转 染 FEN1-shRNA）。通 过 蛋 白

印迹（Western blot）和 RT-qPCR 实验验证敲低效率，

选择效果最佳的短发夹 RNA(shRNA) 序列用于后

续 实 验。实 验 分 为 三 组：LLC 组、shRNA-NC 组 和

FEN1-shRNA 组。

1.3.3 CCK-8 细胞增殖检测：每孔按照 2 000 个细胞

接种于 96 孔板内，每组设 6 个复孔。分别培养 24、

48h 后，将原培养液更换成含有 10g/dl CCK-8 溶液的

新鲜培养液，37℃避光孵育 2h。用酶标仪检测 450nm
处吸光度（A）值，以空白对照调零。细胞存活率（%）=

（A实验组/A对照组）×100%。

1.3.4 流式细胞术检测细胞凋亡：采用胰蛋白酶消化

收集各组细胞，1 200r/min离心5min，PBS洗涤两次后

重悬细胞并计数。取细胞悬液（1×105 个细胞），1 200 r/
min离心5min弃去上清液，加入500μl Annexin V结

合缓冲液重悬细胞，依次加入5μl Annexin V-APC试

剂和5μl PI试剂（50μg/ml），轻柔涡旋混匀后室温避

光孵育15～20min，1h内完成流式细胞仪检测。

1.3.5 流式细胞术检测细胞周期：采用胰蛋白酶消化

各组细胞，1 200r/min离心5min，PBS洗涤后重悬并

计数。取细胞悬液（1×105 个细胞），离心弃上清后加入

PBS重悬，缓慢加入预冷70ml/dl乙醇（-20℃保存）充

分混匀，-20℃固定过夜。离心弃上清，PBS重悬细胞

并室温静置15min。再次离心弃上清，加入RNase A试

剂重悬细胞，37℃水浴30min。最后加入PI试剂（50μg/
ml）充分混匀，2～8℃避光孵育30min，立即用流式细

胞仪检测DNA含量分布，分析各细胞周期比例。

1.3.6 Transwell 迁移实验：胰蛋白酶消化各组细胞，

无血清 DMEM 洗涤两次后计数，以 1×105 个细胞、

200μl 的无血清培养液混匀后接种于 Transwell 上

室中（孔径 8μm，Corning 公司），下室加入 600μl 含

10g/dl 胎牛血清的 DMEM 培养液。37℃，5ml/dl CO2

孵育 24h 后，棉签擦除上室未迁移细胞，4g/dl 多聚甲

醛固定下表面迁移细胞20min。PBS洗涤两次后0.5g/
dl 结晶紫染色 15min，风干。倒置显微镜随机选取 5
个视野计数迁移细胞数，每组设 3 个重复孔，实验重

复 3 次。

1.3.7 Transwell 侵袭实验：Matrigel 基质胶 1∶8 稀释

于预冷无血清 DMEM 中，100μl 稀释胶液加入 Tran-
swell 上室，37℃孵育 1h 形成人工基底膜。后续步骤

同迁移实验（1.3.6）。

1.3.8 RT-qPCR 检测：采用胰蛋白酶消化收集各组细

胞，使用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，分光光度计

检测浓度和纯度。取 1μg 总 RNA 用反转录试剂盒合

成 cDNA。以 cDNA 为模板，采用染料法荧光定量预

混试剂盒在 QuantStudio 3 实时荧光定量 PCR 仪上进

行 RT-qPCR。以 β-actin 为内参，引物序列见表 1。采

用 2-ΔΔCt 方法计算相对表达量，每组设 3 个重复孔，

实验重复 3 次。

表 1 PCR 引物序列

引物名称 上游引物 下游引物 片段长度 (bp)

Vimentin 5’-GCTTCTCTGGCACGTCTTGA-3’ 5’-TGAGGTCAGGCTTGGAAACG-3’ 160

E-cadherin 5’-CGATTACGAGGGCAGTGGTT-3’ 5’-TGTCCGCCAGCTTCTTGAAT-3’ 125

MMP9 5’-ATGTCACTTTCCCTTCACCTTC-3’ 5’-TGCCGTCCTTATCGTAGTCA-3’ 113

Cyclin D1 5’-GACACCAATCTCCTCAACGA-3’ 5’-GGAAGCGGTCCAGGTAGTTC-3’ 211

N-cadherin 5’-CTCCAACGGGCATCTTCATTAT-3’ 5’-CAAGTGAAACCGGGCTATCAG-3’ 92

Bcl-2 5’-AGCCTGAGAGCAACCCAATG 5’-GACGGTAGCGACGAGAGAAG-3’ 165

FEN1 5’-AGCTGCCCATCCAAGAGTTC 5’-CAGTAGTCGCTACCCAGCAG-3’ 103

β-actin 5’-TGTCCACCTTCCAGCAGATGT 5’-AGCTCAGTAACAGTCCGCCTAG-3’ 101

1.3.9 Western blot 检测：收集各组细胞，RIPA 裂解液

提取蛋白，4℃超声裂解后离心取上清。BCA 法测定

蛋白浓度，所有样品（30μg/ 泳道）进行 10g/dl 十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），转移

至 PVDF 膜。5g/dl 脱脂奶粉封闭后，分别与一抗 4℃

孵育过夜（稀释比例 1∶800～1∶2 000）、二抗室温孵
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育1h。ECL发光检测，Image J软件分析条带灰度值，

以 β-actin 为内参计算相对表达量。

1.4 统计学分析 采用SPSS 19.0和R软件进行统

计分析。定量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组

间比较采用单因素方差分析后行LSD法两两比较，

两组间比较采用 t检验，非正态分布数据采用非参数

检验。生存分析采用Kaplan-Meier法和Log-rank检验。

多重比较采用Benjamini-Hochberg法校正。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FEN1基因在TCGA数据库

LUAD中的表达水平及对临床预后影响

2.1.1 LUAD DEGs筛选及其生物学功能分析：见图1。

从 TCGA 数据库获取 539 例 LUAD 和 59 例正常肺组

织的转录组数据，经标准化和批次效应校正后，利用

“limma”R 包进行差异表达分析，共筛选出 8 959 个

DEGs，其中上调 7 569 个，下调 1 390 个，并用热图

和火山图展示。临床随访资料完整的502例LUAD样

本用于生存及预后分析。DEGs的GO和KEGG富集

分析显示，这些基因主要涉及核分裂、染色体分离、

细胞周期、DNA 复制、细胞因子 - 受体相互作用等生

物过程和信号通路（校正后 P<0.05）。

图 1 TCGA 中 LUAD 差异基因表达筛选

2.1.2 DEGs 的 PPI 网 络 分 析 结 果：见 图 2。通 过

STRING 数据库对上述鉴定出的 DEGs 进行 PPI 分

析，通过 Cytoscape 软件的 CytoHubba 插件（v0.1）并

基于 Degree 算法，对 PPI 网络中的关键枢纽基因进

行排名，并筛选出连接度排名前 20 位的基因，依次

为：UHRF1、FEN1、CDC25A、KIF15、EZH2、TK1、

CLSPN、E2F8、PKMYT1、PDGFRB、ANGPT2、

CLDN5、DNA2、SPC25、UBE2T、ANGPT1、DCN、

CRP、CAV1 和 RBBP8，提示这些枢纽基因可能在

LUAD 发病机制中发挥重要调控作用。

图 2 DEGs 蛋白质互作网络分析及中心基因筛选

2.1.3 FEN1 表达水平与 LUAD 患者预后的关系：见

图 3。基于 502 例具备完整临床随访信息的 LUAD 患

者，采用最大分层对数秩统计量（maximally selected 
log-rank statistics）方法确定 FEN1 基因表达水平的最

佳截断值，将患者分为高表达组（n=127）和低中表达

组（n=375）。Kaplan-Meier 生存分析显示，高表达组

患者的总体生存时间（1 190 天）显著短于低中表达

组（1 618 天），差异具有统计学意义（Log-rank 检验，

Z=2.81，P=0.005），提示 FEN1 高表达可能与 LUAD
的不良预后密切相关。

图 3 FEN1 表达水平对肺腺癌患者生存的影响
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2.2 FEN1敲低效果验证 见表 2。Western blot 和

RT-qPCR 检测结果显示：不同处理组间 FEN1 mRNA
和蛋白表达水平差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

与 LLC 组、shRNA-NC 组 相 比，shRNA 1 组 FEN1 
mRNA 表 达 水 平 显 著 降 低，敲 低 效 率 约 为 83.8%；

shRNA 3 组 FEN1 mRNA 表达也有所下降，而 shRNA 

2 组 FEN1 mRNA 表达水平与对照组相比无明显变

化。蛋白水平检测结果与 mRNA 趋势基本一致，综合

mRNA 和蛋白检测结果，shRNA 1 组对 FEN1 具有最

佳的敲低效果，因此选择 shRNA 1 组用于后续实验。

实验分为三组：LLC 组、shRNA-NC 组、FEN1-shR-
NA 组。

表 2 Western blot 和 RT-qPCR 验证 LLC 细胞中 FEN1 的敲低效果（n=3，x±s）

项目 LLC 组 shRNA-NC 组 shRNA 1 组 shRNA 2 组 shRNA 3 组 F P

FEN1 mRNA 1.003±0.097 0.959±0.078 0.163±0.099 1.100±0.012 0.615±0.011 87.047 <0.001

FEN1 蛋白 1.101±1.079 1.159±1.137 0.473±0.432 0.989±0.877 0.893±0.950 87.897 <0.001

2.3 FEN1敲低对LLC细胞存活率的影响 见表

3。CCK-8 检测结果显示，在细胞培养 24、48h 时，

各组间细胞存活率差异具有统计学意义（F=759.87，

38.17，均 P<0.001）。进一步的多重比较分析显示，

与 LLC 组 和 shRNA-NC 组 相 比，FEN1-shRNA 组

的细胞存活率在 24、48h 时显著降低，差异具有统

计 学 意 义（t24h=30.892、28.797；t48h=8.336、8.340，均

P<0.001）。结果表明 FEN1 敲低能够显著抑制 LLC 细

胞的存活率。

2.4 FEN1敲低对LLC细胞凋亡和细胞周期的影

响 见表4。Annexin V-APC/PI双染检测显示，各组

间细胞凋亡率及细胞周期各时相比例，差异具有统

计学意义（均P<0.05）。与LLC组、shRNA-NC组相比，

FEN1-shRNA组凋亡率显著升高，差异具有统计学意

义（t=-70.889、-79.657，均P<0.001）。同时，细胞周期

分布发生显著改变：G1期比例明显降低，S期比例显

著升高，G2期比例显著下降。结果表明FEN1敲低能

够促进LLC细胞凋亡并阻滞细胞周期进程于S期。

表 3 FEN1敲低对 LLC细胞存活率的影响（n=6，x±s）

组别
存活率（%）

24h 48h
LLC 组 100.00±0.93 100.00±4.88

shRNA-NC 组 100.31±1.54 102.39±5.64
FEN1-shRNA 组 62.31±2.84 81.58±2.35

表 4 各组细胞凋亡率和细胞周期占比［n=3，x±s，%］

项目 LLC 组 shRNA-NC 组 FEN1-shRNA 组 F P

凋亡率 3.19±0.46 3.63±0.38 25.82±0.30 3 365.477 <0.001

G1 期 39.54±1.74 34.95±0.57 17.14±0.73 323.756 <0.001

S 期 47.85±4.15 56.46±0.71 71.07±3.27 43.688 <0.001

G2 期 8.20±1.65 5.25±1.06 3.10±1.78 8.417 <0.05

2.5 FEN1敲低对LLC细胞迁移和侵袭的影响 见

表 5。Transwell 实验结果显示，FEN1-shRNA 组的迁

移细胞数显著低于 LLC 组和 shRNA-NC 组（t=6.487、
8.885，均 P<0.001）；同样，FEN1-shRNA 组的侵袭细

胞数亦显著低于 LLC 组和 shRNA-NC 组，差异具有

统计学意义（t=6.606、8.764，均 P<0.01）。结果表明，

敲低FEN1可显著抑制LLC细胞的迁移和侵袭能力。

表 5 FEN1 敲低对 LLC 细胞迁移和侵袭的影响（n=3，x±s）

项目 LLC 组 shRNA-NC 组 FEN1-shRNA 组 F P

迁移 192.222±14.986 200.444±9.623 118.556±12.738 38.17 <0.001

侵袭 129.000±9.042 135.333±7.881 92.667±3.000 31.21 <0.01

2.6 FEN1敲低对EMT相关蛋白及其他关键分子表

达的影响 见表6。Western blot和RT-qPCR检测显

示，FEN1敲低显著改变EMT相关分子表达。与LLC
组、ShRNA-NC 组 相 比，FEN1-shRNA 组 上 皮 标 志

物E-cadherin在蛋白和mRNA水平均显著上调（t蛋白

=-10.478、-10.303，tmRNA=-4.235、-3.380，均P<0.05），

而间质标志物Vimentin和N-cadherin显著下调（t蛋白

=-20.825、-17.514；2.945、3.216，tmRNA=33.396、11.773；

5.715、3.786，均 P<0.05）。同 时，Bcl-2、MMP9 和 Cy-
clin D1在蛋白和mRNA水平均显著降低（t蛋白=7.602、

6.567；10.375、13.738；6.623、7.746，tmRNA=6.062、3.286；

22.485、9.565；12.699、6.233，均 P<0.05）。结 果 表 明
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FEN1敲低能够逆转EMT进程，抑制细胞增殖、侵袭

并促进凋亡。

3 讨论

本研究围绕 FEN1 在 LUAD 中的表达特征、预后

相关性及细胞学功能进行了系统评价。生物信息学

分析提示 FEN1 在 LUAD 组织中显著高表达，并位于

差异基因 PPI 网络的关键枢纽位点；临床随访数据表

明，高 FEN1 表达与总体生存劣化显著相关。体外实

验证实，FEN1 敲低显著抑制 LLC 细胞的存活、迁移

与侵袭，诱导凋亡并阻滞细胞周期进程于S 期。机制

层面，FEN1下调伴随EMT逆转（Vimentin，N-cadherin
下降，E-cadherin 上调）、Bcl-2 降低，MMP9 与 Cyclin 
D1 表达减少，提示其通过共同调控增殖 - 凋亡轴与

侵袭 - 转移相关通路发挥促癌作用。

表 6 EMT 相关蛋白及关键分子蛋白 /mRNA 表达比较（n=3，x±s）

项目 LLC 组 shRNA-NC 组 FEN1-shRNA 组 F P

Vimentin 蛋白 0.61±0.05 0.57±0.05 0.02±0.01 189.25 <0.001

mRNA 1.04±0.39 1.34±0.55 0.32±0.16 5.477 <0.05

E-cadherin 蛋白 0.03±0.02 0.04±0.02 0.25±0.03 92.34 <0.001

mRNA 1.046±0.36 1.48±0.36 2.95±0.70 12.411 <0.01

N-cadherin 蛋白 0.62±0.01 0.58±0.05 0.22±0.02 150.01 <0.001

mRNA 1.00±0.07 1.01±0.15 0.62±0.10 12.411 <0.01

Bcl-2 蛋白 0.50±0.04 0.55±0.06 0.32±0.02 25.62 <0.01

mRNA 1.00±0.02 1.06±0.16 0.73±0.08 9.138 <0.05

MMP9 蛋白 0.50±0.04 0.52±0.03 0.23±0.02 77.692 <0.001

mRNA 1.00±0.02 1.04±0.10 0.43±0.04 82.592 <0.001

Cyclin D1 蛋白 0.69±0.07 0.66±0.06 0.40±0.01 25.548 <0.01

mRNA 1.00±0.03 1.01±0.16 0.39±0.08 37.150 <0.001

FEN1作为DNA复制与碱基切除修复关键核酸

内切酶 [7]，常在高复制压力的肿瘤中上调，被报道与

乳腺癌 [8]、肝癌 [5]、肺癌 [9]、脑肿瘤 [10] 等不良结局相关。

本研究在TCGA-LUAD中观察到FEN1显著上调，且

高表达患者的生存显著缩短，与既往文献中FEN1在

NSCLC提示高危分层的结论相一致 [3]。研究表明在

NSCLC癌组织中证实FEN1高表达与肿瘤分期、淋巴

结转移及较差生存显著相关 [11]，支持我们在LUAD中

观察到的“高表达 -差预后”关联。

肺癌预后评估中，多种分子标志物发挥重要作

用。马彦娥等 [12] 研究发现，CD73 高表达为 NSCLC
患者预后不良的独立危险因素，其 1 年累积生存率

为 58.82%，明显低于低表达组（92.31%）。这与本研

究中 FEN1 高表达导致不良预后的结果具有相似性，

进一步印证了分子标志物在肺癌预后评估中的重要

价值。结合既往磷酸化 53（p53）、表皮生长因子受体

（EGFR）、kirsten 大鼠肉瘤毒癌基因同源物（KRAS）等

基因的研究，FEN1 作为 DNA 修复关键酶为这一复

杂的分子网络增添了重要组成部分。

肿瘤细胞的异常增殖与凋亡抵抗是癌症发生发

展的基础特征 [13]。Cyclin D1 作为 G1 期关键调控因

子，驱动 G1 期细胞向 S 期过渡 [14]。抗凋亡蛋白 Bcl-2
通过抑制线粒体途径阻碍程序性死亡 [15]。本研究发

现敲低 FEN1 显著抑制 LLC 细胞的增殖与存活，诱

导细胞凋亡，导致细胞周期在S 期阻滞，并降低细胞

迁移与侵袭能力，与 ZHENG 等 [7] 关于抑制 FEN1 会

干扰 S 期进程并触发损伤应答的报道一致。

EMT是肿瘤侵袭与转移的关键步骤 [16]。在EMT
进程中，上皮细胞标记物E-cadherin下调，而间质细

胞 标 记 物 Vimentin 和 N-cadherin 上 调 [17-19]。MMP9
与癌细胞的侵袭、迁移密切相关 [20-21]。本研究发现，

FEN1下调伴随EMT相关标志物反向调控（E-cadherin
上调，N-cadherin与Vimentin下调），以及凋亡（Bcl-2）、

侵袭（MMP9）与细胞周期相关蛋白的广泛改变，提示

FEN1可能通过多层通路共同驱动LUAD的恶性表

型。既往报道显示，敲低FEN1可阻断SMMC-7721细

胞的EMT进程并减弱其侵袭能力 [5]。WANG等 [22, 11]

研究表明“FEN1低表达抑癌细胞行为”，这与本研究

中LLC细胞敲低FEN1后EMT逆转与MMP9下降的

现象一致。多癌种证据显示FEN1在乳腺癌等肿瘤中
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过度表达并与预后不良相关 [8]，为我们在LUAD中的

发现提供跨癌种支持。

尽管本研究整合了大样本生物信息学与体外实

验以支持 FEN1 在 LUAD 中的作用，但仍存在若干局

限。首先，功能实验采用小鼠来源的 LLC 细胞系，跨

物种差异可能影响结论外推至人源 LUAD 细胞。其

次，机制探索深度有限，未直接检测 DNA 损伤与复

制应激的关键标志及检查点轴的活化状态。后续将

在更多人源与体内模型中复现实验，并以多组学证

据加深机制阐释。
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