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UCHL1基因缺失突变A549肿瘤细胞单克隆株的建立与特性分析
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摘  要：本研究旨在探索泛素羧基末端水解酶L1 (ubiquitin C-terminal hydrolase-L1, UCHL1)对非小细胞肺癌细胞系A549细胞

的作用。用CRISPR-CAS9基因编辑技术构建UCHL1基因敲除的A549细胞株，用RT-PCR和Western blot检测A549细胞中

UCHL1基因敲除情况，用CCK-8检测细胞增殖能力的变化，用流式细胞仪检测细胞周期的变化，用CCK-8检测A549细胞对

顺铂药物敏感性的改变，用划痕与Transwell实验检测A549细胞迁移能力的变化，用Western blot检测与A549细胞迁移有关的

蛋白表达变化。结果显示，使用CRISPR-CAS9技术构建的基因移码突变导致A549细胞株UCHL1 mRNA和蛋白缺失，

UCHL1基因功能缺失后A549细胞增殖和各细胞周期比例没有明显变化，但对顺铂的药物敏感性降低，迁移能力下降，

Erk1/2蛋白磷酸化水平升高。以上结果提示，UCHL1基因功能缺失可导致A549细胞顺铂耐药性提高，细胞迁移能力降低，

其机制可能涉及Erk1/2信号通路的激活。
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Abstract: The purpose of this study was to investigate the effects of ubiquitin C-terminal hydrolase-L1 (UCHL1) on non-small cell 
lung cancer cell line A549. UCHL1 gene knockout A549 cell line was constructed by CRISPR-CAS9 gene editing technique. The 
mRNA and protein levels of UCHL1 were examined by RT-PCR and Western blot, respectively. Cell proliferation and cycles were 
analyzed by CCK-8 method and flow cytometry, respectively. The sensitivity of A549 cells to cisplatin was detected by CCK-8 method. 
Migration ability of A549 cells was detected by scratch assay and Transwell test, and p-Erk expression level was assessed by Western 
blot. The results showed that UCHL1 gene knockout A549 cells were successfully constructed by CRISPR-CAS9 gene editing tech-
nique. After UCHL1 gene knockout, there was no significant change in cell proliferation and cell cycle ratios in A549 cells. UCHL1 
gene knockout A549 cells exhibited decreased sensitivity to cisplatin and migration activity, as well as increased p-Erk expression level. 
These results suggest that the loss of UCHL1 gene function may reduce the sensitivity and migration ability of A549 cells, and this 
effect may be related to the activation of Erk1/2 signaling pathway.
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研究论文

肺癌是导致全球男性癌症死亡的主要原因，也

是导致女性癌症死亡的第二大原因 [1]。非小细胞肺

癌约占全部肺癌类型的 80%，约有 75% 的患者发

现时已处于中晚期，5 年生存率很低。多种基因参
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与了非小细胞肺癌的发病机制，但具体分子机制尚

不清楚 [2–4]。研究这些基因对阐明致瘤机制具有重

要意义，有助于新生物标志物的发现，以便癌症的

早期发现和准确诊断。

各种蛋白质参与真核生物细胞结构的形成，这

些蛋白的产生和降解受到精确的调控。在多种蛋白

降解途径中，泛素 - 蛋白酶体系统能降解异常、错

误折叠以及异常聚集的蛋白质。泛素羧基末端水解

酶 L1 (ubiquitin C-terminal hydrolase-L1, UCHL1) 是
泛素 - 蛋白酶体系统中的一员，特异性分布于脑、

卵巢和睾丸，其可通过连接单泛素或释放泛素分子

的方式来调控蛋白的降解以及维持泛素平衡 [5–8]。

过去的研究显示 UCHL1 可能在帕金森综合征、阿

尔茨海默病等神经退行性疾病中发挥一定作用 [8]。

近期的研究显示 UCHL1 参与肿瘤的发生、发展过

程，且在不同肿瘤中所起的作用也不同 [9]。UCHL1
作为一种致癌基因，可促进结肠癌、胃癌等癌细胞

的增殖、转移与侵袭 [10–13]；而其作为一种抑癌基因，

可抑制乳腺癌和卵巢癌等癌细胞的增殖，促进癌细

胞的凋亡 [14, 15]。UCHL1 在正常肺组织中不表达，

但在原发性肺癌以及肺癌细胞系中高表达 [16]。Kim
等利用 RNAi 技术沉默 H157 非小细胞肺癌细胞中

UCHL1 基因的表达，发现 UCHL1 表达降低后，细

胞转移能力降低 [17]。A549 细胞也是一种具有高转

移能力的非小细胞肺癌细胞系，且 UCHL1 在该细

胞系中高表达，所以我们推测 UCHL1 可能在该细

胞系中发挥致癌基因的作用。由于 RNAi 基因编辑

技术并不能使 UCHL1 基因完全丧失生物学功能，

为进一步验证 UCHL1 在非小细胞肺癌发生、发展

中的作用，我们通过 CRISPR-CAS9 基因编辑技术

构建了一个 UCHL1 敲除的 A549 细胞模型，并观

察细胞增殖、迁移、耐药性等能力的变化，为非小

细胞肺癌的治疗提供更多的参考信息。

1  材料与方法

1.1  细胞培养　　非小细胞肺癌细胞系 A549 为本

研究组保存，培养液为含 10% 胎牛血清 (Gibco，
美国 )、100 mmol/L 青链霉素 (Gibco，美国 )、100 
mmol/L GlutaMAX (Gibco，美国 ) 的 RPMI-1640 培

养基 (Gibco，美国 )，置于 37 °C、5% CO2 恒温培

养箱中培养。

1.2  重组真核表达质粒的构建　　pHMG-sgRNA
表达质粒与人 UCHL1 sgRNA 购自上海君伯生物

科技有限公司，sgRNA 设计在 UCHL1 基因的 3 号

外显子上，引物序列：F ：5’-CACCGTGGCGCTTC-
GTGGACGTGC-3’，R ：5’-AAACGCACGTCCAC-
GAAGCGCCAC-3’。将合成的引物退火形成二聚体，

并与 pHMG-sgRNA 线性质粒连接，连接产物转化

TOP10 感受态 ( 天根生化科技有限公司 ) 后，涂于

含有氨苄抗性的 LB 培养板上，次日挑取单克隆送

样至 Invitrogen 公司测序鉴定。

1.3  细胞转染　　将 A549 细胞接种于 24 孔板，每

孔 5 × 104 个细胞，用 Opti-MEM (Gibco，美国 ) 培
养至细胞融合度达到 70%，以 Lipofectamine® 2000 
(Invitrogen，美国 ) 为转染试剂，按说明书进行细

胞转染，转染 6 h 后将培养基换成完全培养基并继

续培养 24 h。为得到稳定转染的细胞系，用浓度为

1 μg/mL的嘌呤霉素 (Invitrogen，美国 )筛选48~72 h，
之后用有限稀释法进行单克隆筛选。挑取单克隆用

Western blot 鉴定 UCHL1 是否被敲除，继而将敲除

细胞株扩大培养。

1.4  基因组水平鉴定　　收集细胞，按 EasyPure 
Genomic DNA Kit ( 北京全式金生物技术有限公司 )
说明书提取 A549 细胞基因组 DNA。通过 NCBI- 
Prime BLAST 工具设计鉴定引物：F ：5’-CGATG-
GAGATCAACCCCGAG-3’ ；R ：5’- CCAGGGAGTAG-
GTACCACGA-3’。分别以野生型 A549 与 UCHL1 基

因敲除单克隆细胞基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩

增，PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳，按普通琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒 ( 天根生化科技有限公司 )
说明书割胶回收 DNA 并送至 Invitrogen 公司测序。

1.5  Real-time PCR　　收集细胞，按 Trizol (Invit-
rogen，美国 ) 说明书提取总 RNA 并测定其浓度。

取 1 μg RNA 反转录成 cDNA，操作步骤按 Rever-
Tra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover 
(TOYOBO，日本 ) 说明书进行。通过 NCBI Primer- 
BLAST 工具设计鉴定引物：F：5’-CCTAGGCTATTTCT-
GCCGGG-3’，R ：5’-TGGCCACTGCGTGAATA-
AGT-3’。分别以野生型 A549 与 UCHL1 基因敲除

单克隆细胞的 cDNA 为模板进行 PCR 扩增，PCR
产物进行琼脂糖凝胶电泳，用琼脂糖凝胶成像系统

拍照。

1.6  细胞增殖检测　　以 1 000 个细胞 / 孔的密度

将细胞接种于 96 孔板，每组设置 5 个复孔，置于

37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培养。分别在接种后

的第 1、2、3、4 和 5 天的时间点，向每孔细胞中



生理学报 Acta Physiologica Sinica, April 25, 2018, 70(2): 184–192 186

加入 100 μL 新鲜培养基与 5 μL CCK-8 (Cell Counting 
Kit-8，TOYOBO，日本 )，置 37 °C、5% CO2 细胞

培养箱孵育 1.5 h 后测量 A450，绘制细胞生长曲线。

1.7  细胞周期检测　　将各组细胞按相同数目接种

至 10 cm 培养皿中，待细胞增殖并融合至 70% 时，

去掉旧培养基，用 RPMI-1640 培养液血清饥饿细胞

48 h，去除无血清培养液，加入新鲜培养基继续培

养至细胞融合度为 90% 左右。收集细胞并用 70%
乙醇 4 °C 固定过夜，按细胞周期与细胞凋亡检测试

剂盒 ( 上海碧云天 ) 说明书对细胞进行 PI 染色，细

胞流式检测由复旦大学基础医学院公共技术平台完

成，用 CELL Quest 软件获取 10 000 个细胞数据，

并用 ModFit LT- 细胞周期软件分析。

1.8  细胞耐药性检测　　以 5 000 个细胞 / 孔的密度

将细胞接种于 96 孔板，每组设 4 个复孔，置于 37 °C、
5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h。将顺铂 (Sigma，
美国 ) 溶于 PBS，储存液浓度为 1 mg/mL，使用时

用培养基将储存液稀释成不同终浓度 (0, 0.5, 1, 2, 4, 
8, 16, 32 μg/mL) 并加入相应孔中，每孔 100 μL，培

养 24 h 后去掉含药培养基，用 PBS 洗 3 次，每孔加

入 100 μL 新鲜培养基与 5 μL CCK-8，置于 37 °C、
5% CO2 细胞培养箱孵育 1.5 h 后测量 A450，计算细

胞存活率 = 每组细胞各药物浓度的吸光度平均值 / 
该组细胞药物浓度为 0 时的吸光度平均值。

1.9  细胞划痕实验　　将细胞接种于 24 孔板，每组

设 6 个复孔，置于 37 °C、5% CO2 细胞培养箱中培

养至细胞增殖融合至 95% 以上时，用 20 μL 的无菌

枪头在培养皿底部划直线，用 PBS 冲掉未贴壁的细

胞，换成新鲜培养基，在划痕后的 0、7 和 12 h 时

用倒置显微镜观察拍照。使用 Photoshop 软件测量

每组伤口距离 (S) 并计算伤口愈合率 (wound healing 
rate, WHR), WHR = (S0 h − S12 h) / S0 h × 100%。

1.10  Transwell 迁移实验　　将 Transwell 小室 ( 不
含 Matrigel 基质胶 ) 放入 24 孔板中，每组细胞设 3
个复孔，下室加入 600 μL 含 10% 胎牛血清的

RPMI-1640 培养基，上室加入 100 μL 细胞密度为

3 × 104 /mL 的无血清细胞悬液，置于 37 °C、5% 
CO2 细胞培养箱中培养 17 h。取出小室，用棉签擦

去上室内的细胞，用 PBS 洗 3 次，4% 多聚甲醛室

温固定 15 min，用 PBS 洗 3 次，用 0.1% 结晶紫染

色液 ( 上海碧云天 ) 染色 20 min，用 PBS 洗 3 次，

风干后在倒置显微镜下观察细胞穿过小室的数量并

拍照。将拍照后的小室放于 24 孔板中，加入 600 

μL 甲醇，4 °C 洗脱 30 min，将洗脱液转移至比色

皿中，用分光光度仪测量 A560。

1.11  Western blot　　收集细胞，用细胞裂解液 ( 上
海碧云天 ) 裂解各组细胞提取总蛋白，然后进行

SDS-PAGE 电泳并转移至 PVDF 膜，用封闭液 (6%
脱脂奶粉 /TBST) 封闭 3~5 h，加入一抗 (β-actin, 
Proteintech, 1:4 000; β-tubulin, Proteintech, 1:4 000; 
UCHL1, Invitrogen, 1:2 000; Erk1/2, Cell Signaling 
Technology, 1:1 000; p-Erk1/2, Cell Signaling Technology, 
1:1 000) 4 °C 孵育过夜，室温复温 1 h，TBST 洗膜

6 次，加入相应二抗 (1:5 000) 室温孵育 1 h，TBST
洗膜 6 次，加入 High-sig ECL Western Blotting Substrate
发光试剂 ( 上海天能 ) 进行发光反应，然后用化学

发光成像系统分析仪拍照，并用 ImageJ 软件分析

灰度值。

1.12  数据分析　　实验数据用 mean ± SD 表示，采

用 SPSS 21.0 分析数据。两组间比较采用配对 t 检
验或独立样本 t 检验，P < 0.05 时认为差别具有统

计学意义。

2  结果

2.1  构建 UCHL1 基因敲除 A549 细胞系

将 pHMG-sgRNA 线性表达载体与 UCHL1 的

sgRNA 连接并转化感受态后进行测序，测序结果显

示 sgRNA 正确插入表达载体中。从菌液中抽提质

粒并用转染试剂转染 A549 细胞，用嘌呤霉素进行

抗性筛选后挑取单克隆，扩大培养并对 UCHL1 进

行基因组、mRNA、蛋白水平的鉴定。结果显示 1、
2 和 3 号单克隆的 UCHL1 基因在第 775 个碱基与

第 776 个碱基间插入了一个碱基，即在 UCHL1 三

号外显子中发生移码突变 ( 图 1B)，导致 UCHL1 在

mRNA 与蛋白水平都不再表达 ( 图 1C、D)。以上

结果说明 A549 细胞中的 UCHL1 基因被成功敲除。

3 个单克隆的基因突变序列一致，我们选取了 3 个

单克隆当中的两个 (1、2 号单克隆 ) 进行后续研究。

2.2  UCHL1 基因敲除不影响细胞增殖与细胞周期

CCK-8 细胞增殖实验结果显示，随着时间的延

长，细胞密度逐渐升高，野生型 A549 细胞与

UCHL1 基因敲除单克隆细胞在增殖上无显著性差

异 ( 图 2A)。收集野生型 A549 细胞与 UCHL1 基因

敲除单克隆 A549 细胞，通过 PI 染色以及流式细胞

仪对细胞进行细胞周期的检测，结果显示 A549 对

照组与 UCHL1 基因敲除的单克隆实验组在细胞周
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期各个时期的细胞比例之间无显著性差异 ( 图 2B)，
表明 UCHL1 并不影响 A549 细胞的增殖与周期

进程。

2.3  UCHL1 基因敲除降低 A549 细胞对顺铂的敏感性

为验证 UCHL1 基因敲除是否影响 A549 细胞对

顺铂的敏感性，我们设置了 8 个顺铂药物浓度梯度，

检测 A549 细胞与 UCHL1 基因敲除单克隆细胞的

存活率之间差异，结果显示 A549 细胞与 UCHL1
基因敲除单克隆细胞的存活率均随着顺铂药物浓度

的增加而降低。当顺铂浓度为 4 μg/mL 时，UCHL1
基因敲除单克隆细胞存活率显著高于野生型 A549

细胞 ( 均 P < 0.01)( 图 3)，表明 UCHL1 基因敲除降

低 A549 细胞对顺铂的敏感性。

2.4  UCHL1基因敲除降低A549细胞迁移能力

细胞划痕实验结果显示：与野生型 A549 细胞

相比，1 号单克隆细胞在 7、12 h 时的迁移率均

显著降低 (P < 0.01) ；而 2 号单克隆细胞在 7 h 的

迁移率无显著变化，在 12 h 的迁移率显著降低 (P < 
0.05)( 图 4A)。Transwell 实验结果显示：UCHL1 基

因敲除的 A549 细胞迁移数目显著低于 A549 细胞

( 均 P < 0.001)( 图 4B)。以上结果表明 UCHL1 基因

敲除后可降低 A549 细胞的迁移能力。

图   1. UCHL1基因敲除A549细胞株成功构建

Fig. 1. UCHL1 gene knockout A549 cell lines were successfully constructed. A: The sgRNA was designed on the region of third exon 
of human UCHL1. B: The sequencing result of A549 cells and clones 1, 2, 3. Base A in red color represented frameshift mutation. C: 
The UCHL1 mRNA levels of A549 cells and clones 1, 2, 3. D: The UCHL1 protein expression levels in A549 cells and clones 1, 2, 3. 
U1/2/3 represent UCHL1 knockout clones 1/2/3, respectively. M represents Marker.
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图   2. UCHL1基因敲除对A549细胞增殖和细胞周期的影响 
Fig. 2. Effect of UCHL1 gene knockout on cell proliferation and cell cycle distribution of A549 cells. A: Cell proliferation analyzed by 
CCK-8 method. B: Cell cycle distribution detected by flow cytometry. Mean ± SD, n = 3.
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2.5  UCHL1基因敲除提高Erk1/2蛋白磷酸化水平

为了检验 UCHL1 介导的细胞迁移过程是否涉

及 Erk1/2 信号通路，我们通过蛋白免疫印迹的方法

检测了野生型 A549 细胞与 UCHL1 基因敲除的单

克隆细胞中 Erk1/2 蛋白磷酸化水平的变化。结果显

示，野生型 A549 细胞与 UCHL1 基因敲除细胞的

Erk 磷酸化水平具有显著性差异 (P < 0.05)，UCHL1
基因敲除后 A549 细胞的 Erk1/2 磷酸化水平升高

( 图 5)。

3  讨论

近年来，UCHL1 在肿瘤中的作用逐渐受到研

究者们的关注。肿瘤细胞可通过影响细胞周期、葡

萄糖代谢与蛋白质稳态来改变正常细胞功能，其生

长与存活很大程度上依赖于持续的蛋白表达转变。

UCHL1 作为一种去泛素化的水解酶，它可以调节

蛋白的平衡，因此 UCHL1 的表达与肿瘤的发生、

发展可能具有一定联系。本研究结果显示 UCHL1
高表达于非小细胞肺癌细胞系 A549 细胞中，利用

CRISPR-CAS9 基因编辑技术敲除 UCHL1 基因后，

A549 细胞的增殖能力和细胞周期未受影响，但其

迁移能力降低，对顺铂的药物敏感性也降低。

肿瘤转移是指恶性肿瘤细胞从原发部位，经淋

巴道，血管或体腔等途径，到达其他部位继续生长

的过程 [18–20]。肿瘤细胞迁移与侵袭能力的改变与多

种因素有关。研究显示 Erk1/2 的激活通常与细胞迁

移和侵袭有关。激活的 Erk 可以直接磷酸化一系列

与细胞迁移有关的蛋白，比如 FAK 与 Paxillin[21]。

另外，Erk 也可进入细胞核并激活一系列转录因子，

这些转录因子能激活与细胞迁移有关的靶基因的转

录，从而促进肿瘤细胞的迁移 [22, 23]。本研究结果显

示 UCHL1 敲除后 A549 细胞迁移能力降低，p-Erk1/2
表达量增加。然而，在 Gu 等研究显示，在不表达

UCHL1 的 MNK45 与 BGC823 胃癌细胞系中过表

达 UCHL1，细胞的迁移与侵袭能力提高，p-Erk 表

达量升高 [13]。Gu等认为UCHL1作为一个致癌基因，

通过上调 Erk1/2 磷酸化而促进了肿瘤细胞的迁移，

这与我们的研究结果存在差异。但也有文献报道与

我们的结果一致，即在不表达 UCHL1 的乳腺癌

MCF-7 细胞系中过表达 UCHL1 基因时，细胞的迁

移与侵袭能力提高，伴随 p-Erk 的表达水平降低 [10]。

因而我们推测，在野生型 A549 细胞中，p-Erk 发挥

功能后不会一直存在，需要在去磷酸化酶的作用下

维持 Erk 蛋白的磷酸化水平，UCHL1 是泛素蛋白

酶体系统中的一员，其受损后可能影响去磷酸化酶

发挥作用，其具体机制是发挥去泛素化酶功能，还

是通过与蛋白结合形成复合物而发挥作用需要进一

步的研究。另一方面，以上研究结果之间出现差异，

也可能与细胞株不同有关。对于以上几种细胞系来

说，UCHL1 均发挥致癌基因的作用，促进肿瘤细

胞的迁移与侵袭，但其是否通过 p-Erk 途径来影响

细胞迁移，还需要更多的研究证实。

顺铂作为第一代铂类抗肿瘤药物，具有较强的

广谱抗癌作用，其在配合放疗治疗晚期非小细胞肺

癌时疗效突出。有文献报道 UCHL1 的表达与顺铂

耐药性相关，即在卵巢癌细胞系 A2780 中敲低

UCHL1 基因后，该肿瘤细胞的顺铂耐药性增加
[14]。

本研究结果表明，在 A549 细胞中敲除 UCHL1 基

因后肿瘤细胞的耐药性增加。对于顺铂的抗肿瘤作

用机制，目前取得较多共识的是，顺铂跨膜进入细

胞后发生解离反应，其氯配体被水分子取代而形成

带正电的分子，之后带正电的顺铂分子会靶向

DNA，与嘌呤碱基的 N7 位点结合形成加合物，进

图   3. UCHL1基因敲除降低A549细胞对顺铂的药物敏感性

Fig. 3. UCHL1 gene knockout reduces sensitivity of A549 cells 
to cisplatin. A549 cells and UCHL1 knockout A549 cells (U1, 
U2) were treated with 0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, and 32 μg/mL cisplatin 
for 24 h. Cell proliferation was analyzed by CCK-8 method to 
assess drug sensitivity. Mean ± SD, n = 5. **P < 0.01 vs A549.
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图   4. UCHL1基因敲除降低A549细胞迁移能力

Fig. 4. UCHL1 gene knockout reduced the migration ability of A549 cells. A, C: Wound healing assay. Mean ± SD, n = 6. *P < 0.05, **P < 
0.01 vs A549 cells. MR7 and MR12 represent cell migration rates at 7 and 12 h after scratch, respectively. B, D: Transwell assay. Mean ± 
SD, n = 3. ***P < 0.001 vs A549 cells.

而抑制细胞 DNA 的复制与转录过程，最终诱导癌

细胞的凋亡 [24]。任何影响顺铂与 DNA 结合的因素

都有可能导致肿瘤细胞产生耐药性。有研究显示

细胞膜上的铜转运蛋白 (copper transporter, CTR)
对顺铂的摄取具有重要作用 [25]，敲除 CTR 基因会

导致细胞内顺铂的积累量大大降低，同时耐药性



张 瑜等：UCHL1基因缺失突变A549肿瘤细胞单克隆株的建立与特性分析 191

图   5. UCHL1基因敲除上调Erk1/2 蛋白磷酸化水平

Fig. 5. UCHL1 gene knockout up-regulated Erk1/2 protein phosphoration. A: Image of representative Western blot. B: Analysis 
results. Mean ± SD, n = 3. *P < 0.05 vs A549 cells.

增强 [26, 27]。另外，近期的研究表明，铜伴侣蛋白

Atox1 能够调节 CTR 对顺铂的摄取，缺失 Atox1 的

细胞对顺铂的摄取能力减弱，同时也使细胞内的顺

铂积累量减少 [28]。UCHL1 作为一个去泛素化蛋白

酶，可使泛素化的靶蛋白去泛素化，逃脱被泛素 -
蛋白酶体系统降解的命运。所以我们猜测，由于

UCHL1 基因敲除导致去泛素化酶功能缺失，促进

顺铂摄取的蛋白降解增多，从而使细胞对顺铂的摄

取量减少，最终导致 A549 细胞的顺铂耐药性增加。

除此之外，有文献报道 UCHL1 并不是通过去泛素

化水解酶作用来影响靶蛋白的降解，而是通过与靶

蛋白结合来发挥作用的 [10]，所以 UCHL1 也可能是

通过结合 CTR 或 Atox1 蛋白来调节其功能，进而

影响 A549 对顺铂的耐药性。UCHL1 基因敲除后

A549 对顺铂的耐药性增加，即 UCHL1 蛋白对于用

顺铂治疗该类非小细胞肺癌来说是有利的。这提示

我们，若检测到非小细胞肺癌患者体内 UCHL1 基

因高表达，可尝试优先使用铂类药物进行药物治疗。

除此之外，以往关于 UCHL1 在肿瘤中的研究，

大部分都是运用基因过表达或 siRNA 沉默基因表达

的基因表达人工调控技术，siRNA 是从转录水平上

对基因进行编辑来沉默基因表达，基因敲除效率低，

不能完全除去基因的功能，所产生的沉默作用持续

时间较短。本研究运用 CRISPR-CAS9 技术对 UCHL1
基因的 DNA 序列进行直接编辑，测序结果显示

DNA 序列发生移码突变。DNA 发生单碱基的变异

一般不影响其 mRNA 的转录，但本研究显示 DNA
发生移码突变后 UCHL1 基因在 mRNA 和蛋白水平

不再表达，而导致其表达缺失，具体是发生在转录

期间还是发生在转录后的剪接过程仍需进一步的

研究。

综上所述，我们通过 CRISPR-CAS9 基因编辑

技术使 A549 细胞内 UCHL1 基因组 DNA 发生移码

突变，使其在 mRNA 与蛋白水平均不表达。UCHL1
基因功能缺失可导致 A549 细胞顺铂耐药性的提高

和细胞迁移能力的降低，其机制可能涉及 Erk1/2 信

号通路的功能上调。对于 UCHL1 在非小细胞肺癌

中发挥作用所涉及的具体分子机制，需要通过对全

基因组转录本测序的方式进行进一步综合研究。
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