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LATS1过表达对肺癌A549细胞增殖及周期的影响
熊  伟  吴庆琛*  张  诚   

(重庆医科大学附属第一医院胸心外科, 重庆 400016)

摘要      通过过表达手段上调大肿瘤抑制因子1(large tumor suppressor gene 1, LATS1)基因在

A549细胞中的表达, 研究LATS1对A549细胞生长和细胞周期调控的作用。构建过表达LATS1基
因的慢病毒载体, 转染A549细胞株, 采用RT-PCR和蛋白质印迹法检测转染后A549细胞中LATS1、
YAP mRNA和蛋白的表达效率; 流式细胞术检测细胞凋亡、周期情况; CCK-8检测细胞的增殖水

平变化。结果发现, 过表达LATS1慢病毒载体转染A549细胞株后, LATS1 mRNA及蛋白表达水平高

于未处理组及转染空载体组, YAP mRNA及蛋白表达水平低于未处理组及转染空载体组; 过表达

LATS1慢病毒转染后, A549细胞增殖率从第五天开始低于对照组(P<0.05), 过表达组细胞G1期比例

明显增高(P<0.05), 凋亡率明显增加(P<0.05), 差异均有统计学意义。以上结果提示, LATS1可通过

下调YAP的表达水平促进A549细胞的凋亡, 诱导G1期阻滞, 降低细胞的增殖能力。
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Effect of LATS1 Over-Expression on Proliferation and 
Cell Cycle Regulation of A549 Cells

Xiong Wei, Wu Qingchen*, Zhang Cheng
(Department of Cardiothoracic Surgery, the First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       By over-expressing large tumor suppressor gene 1 (LATS1), we aimed to investigate its effect on 
the proliferation and cell cycle regulation in lung cancer cell A549. LATS1 gene coding region was cloned into len-
tivirus vector, and then lentivirus particles were transfected into A549 cells to up-regulate the expression of LATS1 
gene. The expression of LATS1 and YAP were detected at both mRNA and protein levels by RT-PCR and Western 
blot. The apoptosis and cycle of cells were detected by flow cytometry. The proliferation level of cells was detected 
by CCK-8. The expression levels of LATS1 mRNA and protein were up-regulated significantly after the lentivirus 
vector of LATS1 over expression transfected into A549 cells. Meanwhile, the expression levels of YAP mRNA and 
protein were down-regulated. 5th days after transfection with lentivirus vector of LATS1 over expression, the pro-
liferation rate of transfected cells was lower than untransfected cells (P<0.05). Flow cytometry showed that more 
cells of transfected went into phase G1 and fewer cells went into phase S. Moreover, apoptosis rate was significant 
increased in transfected cells (P<0.05). The results demonstrate that LATS1 can promote A549 cells apoptosis, in-
duce G1 phase arrest and inhibit the cell proliferation by down-regulating the expression of YAP.
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肺癌是二十一世纪以来发病率和死亡率都极

高的恶性肿瘤, 其中非小细胞肺癌为主流群体, 病例

数量大, 一直以来都是研究的难点和热点。全世界

每年都会新增上百万的肺癌患者。近年来, 我国肺

癌死亡率仍以每年4.5%的速度增加, 到2030年我国

每年将会有170万中年人死于肺癌[1-2]。在肺癌患者

中非小细胞肺癌(non small cell lung cancer, NSCLC)
占80%以上。虽然近年来对肺癌的治疗方面取得了

一定进步, 但患者5年生存率仍较低。肺癌的发病过

程是一个集遗传、环境及生活习惯等多因素于一体

的复杂过程, 其确切分子机制仍不清楚。

HIPPO信号转导通路对调节器官大小发育有着

重要的作用。其最初发现于果蝇体内, 而后进一步

研究发现, 人类机体中也存在着具有与果蝇HIPPO
通路中各个因子相同功能的组件[3-4]。近年来研究

认为, HIPPO能促进细胞凋亡并对器官的大小产生

重要的影响[5]。研究表明, HIPPO信号转导通路由

LATS1等数种抑癌因子及一种癌基因YAP构成, 但目

前关于HIPPO通路的研究还较少, 特别是在非小细

胞肺癌方面还十分欠缺。因此我们在本研究中通过

慢病毒载体使A549细胞中LATS1过表达, 探究其对

A549细胞生长和细胞周期调控的作用, 为LATS1在
NSCLC的研究打下基础。 

1   材料与方法
1.1   主要材料

 LATS1兔抗人多克隆抗体购自Abnova试剂公司, 
YAP兔抗多克隆抗体购自Santa Cruz公司; LATS1过
表达慢病毒载体由上海吉凯基因化学技术有限公司

构建。DL1000 DNA Marker、RNAiso Plus Total RNA
提取试剂、Premix Taq购自TaKaRa公司; CCK-8细
胞增殖/毒性检测试剂购自广州奕源生物科技有限

公司; 蛋白提取及BCA蛋白浓度测定试剂盒、SDS-
PAGE蛋白上样缓冲液、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒

一抗稀释液、超敏ECL化学发光试剂盒购自碧云天; 
抗β-actin兔多克隆抗体购自北京康为世纪科技有限

公司; 非小细胞肺癌细胞株A549为本科室冻存。

1.2   方法

1.2.1   过表达LATS1慢病毒载体转染A549细胞      将
A549细胞分为3组: 未转染组(未进行处理的A549
细胞); 空载体组(用空白病毒转染的A549细胞); 
LATS1组(用过表达LATS1慢病毒载体转染的A549
细胞)。先于培养瓶中培养A549细胞株, 待细胞状

态良好处于对数生长期时, 以每孔1×105细胞数接种

6孔板, 培养液2 mL, 置于37 °C、5% CO2的培养箱

中培养。24 h后, 弃旧培养液, 每孔加新鲜培养液

1 mL, 病毒稀释后以MOI值20的病毒数量加入培养

孔中, 另外每个培养孔加入稀释好的Polybrene以增

强转染效果, 小心混匀, 继续培养12 h后弃去含病毒

的培养液, 换新鲜培养液继续培养, 常规换液, 培养

96 h, 正置荧光显微镜下观察荧光表达情况, 转染效

率大于80%认为转染成功, 转至培养瓶继续培养。

1.2.2   RT-PCR检测各组细胞LATS1及YAP mRNA表

达情况      LATS1、YAP引物构建于金斯瑞生物科技

公司, GAPDH为内参(表1)。细胞达到一定数量后用

0.25%的胰蛋白酶进行消化, 离心收集细胞, 加Trizol
进行裂解, 提取总RNA, RNA浓度测定合格后进行

逆转录, 扩增, 电泳, 再利用Gene Tools软件进行灰度

值分析, 实验重复3次。

1.2.3   Western blot检测LATS1与YAP蛋白表达      将
未转染组、空载体组、LATS1组细胞进行消化离心

后以预冷的PBS清洗细胞两次, 转至EP管离心弃上清

后加入适量蛋白裂解液及1%体积的蛋白酶抑制剂, 
冰上裂解30 min, 再4 °C、12 000 r/min离心15 min得到

表1   RT-PCR引物

Table 1  Primer pairs for RT-PCR

基因

Gene
引物序列(5′→3′)
Primer sequences (5′→3′)

产物大小

Product size

YAP 上游5′-TGA  ACA  A AC GTC CAG CA A GAT AC-3′

下游5′-CAG CCC CCA AAA TGA ACA GTA G-3′ 165 bp

LATS1 上游5′-CCA CCC TAC CCA A A A CAT CTG-3′

下游5′-CGC TGC TGA TGA GAT TTG AGT AC-3′ 302 bp

GAPDH 上游5′-ACC ACC ATG GAG AAG GCT GG-3′

下游5′-CTC AGT GTA GCC CAG GAT GC-3′ 528 bp
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总蛋白。BCA法测蛋白浓度; 取总蛋白50 μg, 10%聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移到PVDF膜上, 50 g/L脱
脂牛奶封闭2 h后加一定比例稀释的一抗, 4 °C孵育过

夜后TBST室温摇床洗膜5×5 min, 加入相应稀释的二

抗, 37 °C孵育1 h, TBST室温摇床洗膜5×5 min, 加ECL
发光试剂后凝胶成像显色, β-actin为内参, 对条带进

行统计分析。

1.2.4   流式细胞仪检测细胞周期及凋亡情况      培养

细胞至铺板70%~80%, 换无血清培养基培养24 h, 然
后换正常培养液培养24 h, 消化、离心收集细胞, 预冷

PBS洗两次后加入预冷70%乙醇(充分吹打)固定, 4 °C
固定过夜, 离心弃固定液后加入RNase和PI, 避光染色

30 min, 流式细胞仪检测周期分布。实验重复3次。

消化离心收集各组细胞约1×106个, PBS洗2次, 
加500 μL binding buffer重悬细胞, 然后加入2 μL An-
nexin V-FITC混匀, 加入5 μL碘化丙啶, 混匀。避光、

室温反应5 min, 流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验

重复3次。

1.2.5   CCK-8检测细胞增殖能力      将对数期生长的

A549细胞按1 000/孔接种于96孔板中, 分三组(未处

理组、空载体组、过表达组), 每组设5个复孔, 孔板

中培养液体积100 μL, 置于37 °C、5% CO2培养箱中

培养24 h。分别进行空载体及过表达载体的细胞转

染操作, 方法同前。转染后1 d开始进行检测, 在固

定时间向待测孔加入10 μL CCK8溶液, 避光37 °C反
应1 h后用酶标仪测定吸光度(D)值, 数据处理时去掉

最大值和最小值。实验重复3次。

1.2.6   统计学分析      采用SPSS 17.0软件进行统计

分析。计量资料以均数±标准差(x
_
±s)表示, 两组均

数比较采用t检验; 多组间单因素分析采用one-way 
ANOVA检验; P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   慢病毒转染获得稳定过表达LATS1的A549
细胞株

转染操作后96 h于正置荧光显微镜下观察荧光

情况, 空载体组细胞荧光强, 转染效率95%以上, 细胞

生长良好; 过表达LATS1组细胞荧光稍弱, 转染效率

约90%, 转入培养瓶中持续培养, 得到稳定株(图1)。
2.2   RT-PCR检测细胞转染前后LATS1、YAP 
mRNA表达情况

未转染组与空载体组LATS1 mRNA的表达量无

统计学差异(P<0.05), 而LATS1转染组LATS1 mRNA的

表达量明显高于未处理组及空载体组(P<0.05), 结果

有统计学意义(图2A, 表2); 未转染组与空载体组YAP 
mRNA的表达量无统计学差异(P<0.05), LATS1转染组

A: 光镜下的空载体组; B: 荧光显微镜下的空载体组; C: 光镜下的LATS1转染组; D: 荧光显微镜下LATS1转染组。 
A: the empty vector transfected group under optical microscope; B: the empty vector transfected group under fluorescence microscope; C: LATS1 
transfected group under optical microscope; D: LATS1 transfected group under fluorescence microscope.

图1   A549细胞的慢病毒转染结果(200×)
Fig.1   Lentiviral vector transfection into A549 cells (200×)

A

C

B

D
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YAP mRNA的表达量明显低于未处理组及空载体组

(P<0.05), 结果有统计学意义(图2B, 表2)。                                                
2.3   Western blot检测各组细胞LATS1及YAP蛋
白的表达情况

未转染组和空载体组细胞LATS1、YAP蛋白表达

无明显差异(P<0.05); LATS1转染组LATS1蛋白表达量

明显高于未转染组和空载体组(P<0.05), 证明转染有

效, 而LATS1转染组的YAP蛋白表达量低于未转染组

和空载体组(P<0.05), 差异有统计学意义(图3和表2)。
2.4   过表达LATS1基因对A549细胞生长的影响

CCK-8检测结果显示, 在转染前4 d, 未转染组、

M: marker; 1,2: 未转染组; 3,4: 空载体组; 5,6: LATS1转染组。

M: marker; 1,2: untranfected group; 3,4: empty vector transfected group; 5,6: LATS1 transfected group.
图2   LATS1、YAP在三组细胞中的转录水平

Fig.2   LATS1 and YAP transcriptional levels in the three group cells
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表2   转染前后三组细胞间的LATS1和YAP mRNA和蛋白质水平比较(x
_
±s)

Table 2   The expression of LATS1 and YAP in mRNA and protein levels in the three group cells (x
_
±s)

组别

Group
未转染组

Untransfected group
空载体组

Empty vector transfected group
LATS1转染组

LATS1 transfected group 

LATS1 mRNA 0.659 8±0.037 3 0.604 7±0.009 2 1.184 9±0.091 7*

YAP mRNA 0.552 8±0.031 4 0.538 4±0.009 3 0.406 3±0.020 3*

LATS1 protein 1.016 8±0.012 1 0.991 4±0.016 7 1.574 4±0.074 6*

YAP protein 1.262 3±0.080 2 1.185 2±0.072 2 0.889 9±0.070 3*

* P<0.05, 与其他组比较。

* P<0.05 vs other groups.

1: 未转染组; 2: 空载体组; 3: LATS1转染组。

1: untransfected group; 2: empty vector transfected group; 3: LATS1 
transfected group.

图3   LATS1、YAP蛋白在三组细胞中的表达情况

Fig.3   LATS1 and YAP protein expressions in the three 
group cells

* P<0.05, 与空载体组比较。

*P<0.05 vs empty vector group.

图 4   LATS1基因过表达对A549细胞生长的影响(x
_
±s)

Fig.4   Effect of LATS1 over-expression on the 
proliferation of A549 cells (x

_
±s)
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LATS1转染组在每个时间点的D值之间无明显差异

(P<0.05), 在转染后第5 d开始, LATS1转染组的细胞

增值率开始明显低于未处理组, 差异有统计学意义

(P<0.05, 图4), 表明LATS1具有抑制A549细胞增殖

的作用。

2.5   过表达LATS1基因对A549细胞周期的影响

采用流式细胞术对各组细胞进行周期分析, 结
果与未转染组及空载体组相比, LATS1转染组G1期

细胞比例增多, 差异具有统计学意义(P<0.05), S期
细胞比例明显降低, 差异具有统计学意义(P<0.05), 
G2期无明显差异(P>0.05, 图5, 表3)。
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2.6   LATS1基因过表达对A549细胞凋亡的影响

流式细胞仪对各组细胞凋亡情况进行检测, 结
果显示LATS1转染组细胞的凋亡率明显高于未转染

组和空载体组(P<0.05), 差异有统计学意义; 未转染

组和空载体组凋亡率无明显差异(P>0.05, 图6, 表3)。

3   讨论
HIPPO信号通路高度保守, 对生物生长控制有

着重要作用并且对器官细胞的增殖和凋亡有关键

的调节作用。LATS1为HIPPO信号通路中的重要作

用元件, 其在多种肿瘤组织中均存在着低表达或者

表达缺失现象, 如在乳腺癌[6]、星型细胞瘤[7]中启动

子的甲基化、宫颈癌[8]中LATS1的缺失; Salah等[9]认

为, LATS1能通过诱导G2~M及G1~S的静止而对肿瘤

细胞的生长产生抑制作用, LATS1还可以通过对凋

亡蛋白的调节而促进细胞凋亡, 提示LATS1在多种

A: 未转染组; B: 空载体组; C: LATS1转染组。

A: untranfected group; B: empty vector transfected group; C: LATS1 transfected group.
图5   LATS1过表达对A549细胞周期的影响

Fig.5   Impact of LATS1 over-expression on cell cycle of A549 cells
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表3   LATS1基因对A549细胞周期及凋亡的影响(%, n=3, x
_
±s)

Table 3    Effect of LATS1 on the cell cycle and apoptosis of A549 cells (%, n=3, x
_
±s)                                  

组别

Group

细胞周期

Cell cycle 凋亡

Apoptosis
G1 S G2

Untransfected 61.7±1.3 31.5±4.1 6.9±3.6 11.3±0.7

Empty vector transfected 61.0±1.8 31.6±2.4 7.3±3.4 10.9±1.8

LATS1 transfected 80.1±1.6* 11.3±3.9* 8.6±2.3 34.6±5.5*

*P<0.05, 与其他组比较。

*P<0.05 vs other groups.

A: 未转染组; B: 空载体组; C: LATS1转染组。

A: untranfected group; B: empty vector transfected group; C: LATS1 transfected group.
图6  LATS1过表达对A549细胞凋亡的影响

Fig.6  Impact of LATS1 over-expression on cell apoptosis of A549 cells
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肿瘤组织及相应癌旁组织中有差异性表达, 与肿瘤发

生密切相关。YAP为HIPPO通路的重要作用靶点, 位
于LATS1/2下游, 研究认为HIPPO通路中的上游转录

因子均能通过磷酸化和促进细胞质–细胞核转位而对

YAP 起负性调节作用[10]。YAP在多种肿瘤组织中高表

达, 如肝癌、前列腺癌、食管癌等, 目前认为YAP为癌

基因。在进一步研究中Overholtzer等[11]和Liu等[12]均

提出低表达YAP能抑制肝癌细胞的增殖能力; Wang
等[13]提出YAP在NSCLC组织中高表达, 并且在体外实

验中发现YAP能增加细胞的增值及侵袭能力, 提示了

通过对癌基因YAP进行靶向干预来抑制肿瘤细胞的增

殖力、侵袭力的可能。研究证明, LATS1、LATS2均
能与下游的YAP结合, 并对YAP有一定的调控作用, 但
以LATS1为主, 能抑制YAP引起的致瘤改变[14]。2008年, 
Zhang等[15]发现LATS1过表达能有效地抑制YAP的活

性, 并对乳腺癌细胞中上皮间叶细胞转变、迁移产生

了抑制作用。结合目前文献资料, LATS1可能靶向调

节YAP并且对某些肿瘤发生发展产生重要的作用, 但
目前相关研究还较少, 需要进一步探讨。

近来研究指出, LATS1为抑癌因子, 但LATS1在
NSCLC的研究尚未见报道, 本研究通过构建过表达

LATS1的慢病毒载体, 稳定转染A549细胞株, 并采

用RT-PCR、Western blot验证LATS1有效的高表达

后, YAP mRNA及蛋白的表达量变化, 并通过CCK-8
实验绘制增殖曲线、流式细胞术检测转染LATS1
后A549细胞周期及凋亡情况。结果表明, 高表达

LATS1使A549细胞G1期比例明显增高, S期比例明显

下降; 过表达LATS1的A549细胞的增殖能力明显降

低, 细胞凋亡率明显增高。实验结果提示, LATS1基
因可能通过诱导A549细胞停滞在G1期, 而降低A549
细胞增殖能力, 并引起A549细胞凋亡率增高。这与

LATS1在宫颈癌[12]方面的研究结果基本符合。另一

方面, 通过RT-PCR、Western blot检测有效过表达

LATS1的A549细胞中YAP mRNA及蛋白的表达, 发
现YAP mRNA及蛋白的表达量均明显减低, 提示在

A549细胞中过表达LATS1可能对YAP产生了抑制

作用。上调LATS1对A549细胞生物学行为产生的作

用可能与癌基因YAP的表达量降低有关。LATS1和
YAP相互作用机制还需进一步实验明确。从目前研

究结果来看, 进一步针对LATS1在NSCLC侵袭能力、

体内致瘤性方面的影响及相关机制研究非常必要。

LATS1在非小细胞肺癌的发生、发展过程中可

能起着重要的作用, 然而关于LATS1抑癌作用的产

生机制及与其他通路的相互作用关系还十分复杂, 
有待于进一步深入研究。全面深入地研究LATS1可
为肺癌的诊断、治疗提供新的策略和靶点。
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