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［摘要］目的·探索支链氨基酸（branched-chain amino acid，BCAA）分解代谢在肺癌细胞中的功能和作用机制。方法·采用瞬时转

染法分别向非小细胞肺癌细胞H1299、A549和HCC827转染含无义序列的小干扰RNA（small interfering negative control，siNC）、支链

酮酸脱氢酶激酶（branched-chain keto acid dehydrogenase kinase，BCKDK）基因的小干扰RNA （small interfering BCKDK，siBCKDK），

并采用蛋白质印迹法（Western blotting）检测 siNC 组和 siBCKDK 组中 BCKDK 表达水平、支链酮酸脱氢酶亚基 E1α（branched-chain

keto acid dehydrogenase e1，α polypeptide，BCKDE1α）及其磷酸化水平。采用CCK-8法检测上述 2组细胞的增殖活力。用含 0、100、

200 μmol/L的BCKDK小分子抑制剂BT2 （3，6-二氯-2-苯并噻吩羧酸）培养液分别培养上述 3种细胞，采用Western blotting检测 3种浓

度BT2组细胞中BCKDE1α及其磷酸化水平。用CCK-8法检测 0 μmol/L BT2组和 200 μmol/L BT2组细胞的增殖活力。采用台盼蓝染色

计算 H1299和 A549细胞中 siNC 组和 siBCKDK 组、0 μmol/L BT2组和 200 μmol/L BT2组的细胞活率；并用碘化丙啶染色检测细胞周

期，而后行 Western blotting 检测细胞周期依赖性蛋白激酶抑制因子 1A （cyclin-dependent kinase inhibitor 1A，P21） 的表达水平。

结果·在H1299、A549、HCC827细胞中，与 siNC组相比，siBCKDK组的BCKDK表达下调，BCKDE1α磷酸化水平下调，且细胞的

增殖活力减弱（均 P=0.000）。与 0 μmol/L BT2组相比，100 μmol/L BT2组和 200 μmol/L BT2组的上述 3种细胞中 BCKDE1α磷酸化水

平下调，且 200 μmol/L BT2组下调更明显；200 μmol/L BT2组较 0 μmol/L BT2组的细胞增殖活力减弱（均P=0.000）。在H1299、A549

细胞中，分别与 siNC组、0 μmol/L BT2组相比，siBCKDK组、200 μmol/L BT2组的细胞活率均无差异，但发生了G0/G1期细胞周期阻

滞（均P<0.05），且该2组的P21表达水平升高。结论·siBCKDK和BT2能够促进BCKDE1α去磷酸化，加快BCAA分解代谢，可能通

过上调P21、阻滞细胞周期来抑制肺癌细胞的增殖。
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[Abstract] Objective·To explore the function and mechanism of branched-chain amino acid (BCAA) catabolism in lung cancer cells. Methods·Small

interfering negative control (siNC) and small interfering branched-chain keto acid dehydrogenase kinase (siBCKDK) were transfected into non-small cell

lung cancer cells H1299, A549 and HCC827 by instantaneous transfection. The expression of BCKDK, branched-chain keto acid dehydrogenase e1, α

polypeptide (BCKDE1α) and its phosphorylation in siNC group and siBCKDK group were detected by Western blotting. The proliferation activity of the

above two groups of cells was detected by CCK-8 assay. The above three kinds of cells were cultured in culture medium containing 0, 100, 200 μmol/L

BT2 (3, 6-dichlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylic acid), respectively. The expression of BCKDE1α and its phosphorylation were detected by Western

blotting. The proliferation activity of 0 μmol/L BT2 group and 200 μmol/L BT2 group was detected by CCK-8 assay. The cell viability of siNC group and

siBCKDK group, 0 μmol/L BT2 group and 200 μmol/L BT2 group in H1299 and A549 cells was calculated by trypan blue staining. Cell number at

different phases of cell cycle was detected by propidium iodide staining. Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) expression was detected by Western

blotting. Results·In H1299, A549 and HCC827 cells, compared with siNC group, expression of BCKDK and phosphorylation of BCKDE1α in

siBCKDK group were down-regulated, and the proliferation activity was decreased (all P=0.000). Compared with 0 μmol/L BT2 group, the

phosphorylation of BCKDE1α was down-regulated in H1299, A549 and HCC827 cells in both 100 μmol/L BT2 group and 200 μmol/L BT2 group, but

more obviously in 200 μmol/L BT2 group. The cell proliferation activity in 200 μmol/L BT2 group was decreased compared with that in 0 μmol/L BT2

group (all P=0.000). There was no significant difference in the cell viability of H1299 and A549 cells between siBCKDK group and siNC group, 200
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μmol/L BT2 group and 0 μmol/L BT2 group, but G0/G1 cell cycle arrest occurred (all P<0.05) with the expression of P21 increasing. Conclusion·

siBCKDK and BT2 can promote the dephosphorylation of BCKDE1α and accelerate the catabolism of BCAA, which may inhibit the proliferation of lung

cancer cells by up-regulating P21 and blocking cell cycle.

[Key words] branched-chain amino acids (BCAA); lung cancer; cell proliferation

在世界范围内，肺癌是癌症患者死亡的主要病因之

一。根据世界卫生组织国际癌症研究中心发布的最新统

计数据显示，2020年全球新发癌症病例 1 929万例，其中

肺癌病例 220万（我国有 82万）［1］。肺癌从形态学上分为

小细胞肺癌和非小细胞肺癌 （non-small cell lung cancer，

NSCLC） 两大类，其中 NSCLC 占比 80%~85% 且患者的

5年生存率不足20%［2］。

支链氨基酸（branched-chain amino acid，BCAA）是

一类R基团含有支链的必需氨基酸，包括亮氨酸、异亮氨

酸和缬氨酸 3种。在哺乳动物中，BCAA只能通过食物获

取 。 支 链 酮 酸 脱 氢 酶 （branched-chain keto acid

dehydrogenase，BCKDH） 是 BCAA 分解代谢的限速酶，

为一种由多个亚基组成的复合物，其活性受到亚基支链酮

酸脱氢酶E1α（branched-chain keto acid dehydrogenase e1，

α polypeptide，BCKDE1α） 磷酸化的调节。而支链酮酸

脱 氢 酶 激 酶 （branched-chain keto acid dehydrogenase

kinase，BCKDK）可磷酸化 BCKDE1α，降低 BCKDH 活

性，从而抑制 BCAA 的分解代谢。BCKDK 抑制剂——

3，6-二氯-2-苯并噻吩羧酸（3，6-dichlorobenzo［b］thiophene-

2-carboxylic acid，简称BT2）是Tso等［3］发现的一种靶向

BCKDK的新型小分子化合物，其能够有效下调BCKDE1α
的磷酸化，以促进BCAA的分解代谢［4-5］。

P21 又 叫 P21Waf1/Cip1 或 CDKN1A （cyclin-dependent

kinase inhibitor 1A）［6］，是周期蛋白依赖性激酶抑制因子

（cyclin-dependent-kinase inhibitor，CKI） 家族的成员之

一，也是细胞周期的负调控因子，可通过抑制细胞周期

的 关 键 调 节 因 子—— 周 期 蛋 白 依 赖 性 激 酶 （cyclin

dependent kinase，CDK）使细胞周期发生阻滞［7］。

近些年人们发现，BCAA 与一些肿瘤的发生与发展

有关。Mayers 等［8］发现胰腺导管腺癌 （pancreatic ductal

adenocarcinoma，PDAC） 患者血浆中 BCAA 水平升高，

与未来胰腺癌诊断风险增加有关。Ericksen 等［9］ 发现

BCAA 的分解代谢在肝癌中被抑制，且这种抑制状态可

促进肝肿瘤的形成。Li 等［10］ 发现在小鼠模型和人类

PDAC 中 BCAA 转氨酶水平明显升高，使得肿瘤细胞对

BCAA 的摄取增加，从而维持线粒体呼吸。上述研究均

提示，在部分肿瘤的发生与发展中 BCAA 的分解代谢发

挥了一定的作用。然而目前，关于肺癌和 BCAA 代谢之

间的研究并不多。本研究采用NSCLC细胞株进行体外实

验，探索 BCAA 分解代谢在肺癌细胞中的功能，以期为

肺癌的临床治疗或药物开发提供实验基础和理论依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株和主要试剂

A549、H1299、HCC827细胞株均购自美国模式培养

物集存库。主要试剂：β-actin抗体（上海泊湾生物科技有

限 公 司）， 磷 酸 化 BCKDE1α （P-BCKDE1α） 抗 体

（Bethyl，美国），BCKDK 抗体、BCKDE1α抗体 （Santa

Cruz Biotechnology，美国）， P21 抗体 （Cell Signaling

Technology，美国），CCK-8试剂盒［东仁化学科技（上海）

有限公司］，台盼蓝染色液（0.4%）（北京普利莱基因技术

有限公司），碘化丙啶（propidium iodide，PI）（Sigma，美

国）， 小 干 扰 RNA （small interfering RNA， siRNA）、

BCKDK 的 小 干 扰 RNA （small interfering BCKDK，

siBCKDK，序列为 5′-CUGACUUUGUCGGCAUCAUTT-

3′）（由上海吉玛制药技术有限公司合成），Lipo 2000转染

试剂（Invitrogen，美国），胎牛血清（fetal bovine serum，

FBS）、DMEM培养基（Gibco，美国），RPMI-1640培养基

（上海源培生物科技股份有限公司），BCKDK的小分子抑

制剂BT2（Caymanchem，美国）。

1.2 细胞培养

于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中，采用含 10% FBS

的DMEM培养基对A549和HCC827细胞进行培养，采用

含 10% FBS的RPMI-1640培养基对H1299细胞进行培养。

定期观察细胞状态，每2~3 d进行1次传代。

1.3 细胞处理及分组

将处于对数生长期的上述 3 种细胞按照（1~2） ×106

的密度种板，设置 3个复孔。①siRNA转染：待细胞贴壁

生长后，按照 Lipo 2000 说明书操作步骤进行转染和换

液。对照组细胞转染无义序列的 siNC，处理组细胞转染

siBCKDK。待细胞生长 48~72 h后，收集细胞和蛋白做后

续实验。②BT2 处理：待细胞贴壁生长后，更换为含

0 μmol/L BT2、100 μmol/L BT2、200 μmol/L BT2的培养

859



2021, 41（7）上海交通大学学报（医学版）

Vol.41 No.7 Jul. 2021JOURNAL OF SHANGHAI JIAO TONG UNIVERSITY (MEDICAL SCIENCE)

基，继续培养48 ~72 h后收集细胞及蛋白用于后续检测。

1.4 BCKDK表达、BCKDE1α及其磷酸化水平检测

分别收集经 siNC、siBCKDK 转染的 H1299、A549、

HCC827 细胞，于磷酸缓冲盐溶液 （phosphate buffer

saline，PBS）中清洗，而后加入细胞裂解液进行充分裂

解。收集裂解后的细胞悬液于 100 ℃加热 10 min，再于

4 ℃下 12 000×g离心 10 min，取上清液即为蛋白样品。采

用 BCA试剂盒测定蛋白样品浓度，具体步骤参见该试剂

盒说明书。而后，将其制成含溴酚蓝的统一浓度的蛋白

样品，行蛋白质印迹法（Western blotting）检测，具体步

骤参照常规操作，使用抗体包括β-actin抗体、BCKDK抗

体、P-BCKDE1α抗体、BCKDE1α抗体。分别收集经

0 μmol/L BT2、100 μmol/L BT2、200 μmol/L BT2处理的

上述 3 种细胞的蛋白，行 Western blotting 检测 BCKDE1α
及其磷酸化水平，具体检测步骤同前。

1.5 细胞增殖能力检测

① 将 转 染 siNC、 siBCKDK 后 的 H1299、 A549、

HCC827细胞分别按照2 000个/孔进行种板，设置5个复孔

进行培养。②将上述 3种细胞分别按照 2 000个/孔进行种

板 （设置 5 个复孔），待细胞贴壁生长后，更换为含

0 μmol/L BT2、200 μmol/L BT2的培养基继续培养。分别

于 0、 24、 48、 72 h 向①、②实验的每孔加入 10 μL

CCK-8溶液，孵育 2 h后检测吸光度值［D（450 nm）］，并

以时间为横坐标、吸光度值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

具体步骤参照CCK-8试剂盒说明书进行。

1.6 细胞活率检测

将 H1299、A549细胞按照 1×105进行种板，设置 3个

复孔。待细胞贴壁生长后，分别做如下处理：①转染

siNC、siBCKDK。②更换为含 0 μmol/L BT2、200 μmol/L

BT2 的培养基。于 37 ℃恒温培养箱中继续培养 48~72 h。

分别收集上述处理后的细胞，将其制备成 1 mL 细胞悬

液，与 0.2%台盼蓝溶液（先用PBS将 0.4%台盼蓝溶液按

照 1∶1稀释）进行混匀（比例为 1∶1）。取 20 μL细胞混

合液轻轻加入计数板中，用 Countstar自动细胞计数仪进

行计数，统计细胞活率并分析作图。具体步骤参考台盼

蓝染料说明书。

1.7 细胞周期不同阶段的占比及P21蛋白的检测

将 H1299、A549细胞分别按照 4×105个/皿进行种板。

待细胞贴壁生长后，分别行如下处理：①转染 siNC、

siBCKDK。②更换为含0 μmol/L BT2、200 μmol/L BT2的

培养基。于 37 ℃恒温培养箱中培养 48~72 h。分别收集上

述细胞并用终浓度为 70% 的乙醇固定过夜，室温下采用

PI进行避光染色15 min。而后，用流式细胞仪检测处于细

胞周期不同阶段的细胞占比，采用FLowJo_v（10.6.2）软

件对细胞周期占比进行拟合作图，并在GraphPad Prism 8

中计算不同阶段的细胞占比、绘制柱状图。

分别收集经 siNC、siBCKDK转染的 H1299、A549细

胞的蛋白，以及经 0 μmol/L BT2、200 μmol/L BT2 处理

的该 2种细胞的蛋白，而后行Western blotting检测 P21的

表达，具体检测步骤同前。

1.8 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8 软件对实验数据进行统计分

析。所有定量资料以 x±s表示，组间采用独立样本 t检验

进行比较。P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 Western blotting 检测 siBCKDK 对 NSCLC 细胞中

BCKDK表达及BCKDE1α磷酸化的影响

采用Western blotting检测经 siNC、siBCKDK转染后 3

种 NSCLC 细胞中 BCKDK 的表达和 BCKDE1α磷酸化水

平 的 变 化 。 结 果 （图 1） 显 示 ， 与 siNC 组 相 比 ，

siBCKDK 组 BCKDK 的水平受到明显抑制；同时，由

BCKDK调控的BCKDE1α磷酸化水平亦有明显下调。

2.2 CCK-8法检测siBCKDK对NSCLC细胞增殖能力的影响

采用 CCK-8 法检测经 siNC、siBCKDK 转染后对 3 种

NSCLC 细胞的增殖能力的影响。结果 （图 2） 显示，在

培养 72 h时，与 siNC组相比，siBCKDK组的细胞增殖明

显下降（均P=0.000）。

2.3 Western blotting检测BT2对NSCLC细胞BCKDE1α

磷酸化的影响

采用 Western blotting 法检测 BCKDK 小分子抑制剂

BT2 对 3 种 NSCLC 细胞中 BCKDE1α磷酸化的影响。结

果（图 3）显示，在H1299细胞中，相较于 0 μmol/L BT2

组，100 μmol/L BT2组、200 μmol/L BT2组中BCKDE1α
表达水平没有变化，但 BCKDE1α磷酸化水平有所下调；

在A549细胞、HCC827细胞中，相较于 0 μmol/L BT2组，

100 μmol/L BT2组、200 μmol/L BT2组中BCKDE1α磷酸

化水平亦下调显著。
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2.4 CCK-8法检测BT2对NSCLC细胞增殖能力的影响

采用CCK-8法检测BCKDK小分子抑制剂BT2对 3种

NSCLC 细胞增殖能力的影响。结果 （图 4） 显示，将

H1299 细 胞 培 养 72 h 时 ， 200 μmol/L BT2 组 相 较 于

0 μmol/L BT2组的细胞增殖能力显著下降（P=0.000）；在

A549 细胞、HCC827 细胞中，200 μmol/L BT2 组相较于

0 μmol/L BT2组的细胞增殖能力亦明显下降（均P=0.000）。

2.5 台盼蓝染色检测 siBCKDK 或 BT2 对 NSCLC 细胞活

率的影响

分别采用台盼蓝染色检测 siBCKDK或BT2对NSCLC

细胞活率的影响。结果（图 5）显示，在 H1299 细胞中，

siBCKDK 组 相 较 于 siNC 组 细 胞 的 活 率 无 差 异 ， 且

200 μmol/L BT2 组与 0 μmol/L BT2 组的活率间差异亦无

统计学意义；在 A549 细胞中，siBCKDK 和 200 μmol/L

BT2亦未影响细胞的活率。

2.6 流式细胞术检测 siBCKDK或BT2对NSCLC细胞周期

的影响

采用流式细胞术检测经 0、200 μmol/L BT2 和 siNC、

siBCKDK 处理后 H1299、A549细胞的细胞周期，并计算

处于细胞周期不同阶段的细胞占比。结果显示，在H1299

细 胞 （图 6A、 B） 和 A549 细 胞 （图 6C、 D） 中 ，

200 μmol/L BT2 组较 0 μmol/L BT2 组在 G0/G1 期细胞比

Note：A‒C. Expression levels of BCKDK protein and BCKDE1α phosphorylation in H1299 cells (A), A549 cells (B) and HCC827 cells (C) treated by siBCKDK.

图1 siBCKDK对NSCLC细胞中BCKDK蛋白表达及BCKDE1α磷酸化水平的影响

Fig 1 Effect of siBCKDK on BCKDK protein expression and BCKDE1α phosphorylation in NSCLC cells

Note：A‒C. Growth curves of H1299 cells (A), A549 cells (B) and HCC827 cells (C) after BCKDK was knocked down by siBCKDK. ①P=0.000, compared with the siNC group.

图2 siBCKDK对NSCLC细胞增殖能力的影响

Fig 2 Effect of siBCKDK on proliferation of NSCLC cells

Note：A‒C. Expression of BCKDE1α phosphorylation in H1299 cells (A), A549 cells (B) and HCC827 cells (C) after BT2 treatment.

图3 BT2对NSCLC细胞中BCKDE1α磷酸化水平的影响

Fig 3 Effect of BT2 on phosphorylation of BCKDE1α in NSCLC cells
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例有所上调，处于 S 期的细胞比例下降，siBCKDK 组较

siNC组也出表现相同趋势。

2.7 Western blotting检测 siBCKDK或BT2对NSCLC细

胞内P21水平的影响

采用 Western blotting 检测经 siBCKDK 转染或 200

μmol/L BT2 抑制 BCKDK 后，BCAA 分解代谢加快对

NSCLC 细胞中 P21 水平的影响。结果 （图 7） 显示，在

H1299 细胞中及 A549 细胞中，siBCKDK 组相较于 siNC

组、200 μmol/L BT2 组相较于 0 μmol/L BT2 组的 P21 水

平均有所上调。

Note：A‒C. Growth curves of H1299 cells (A), A549 cells (B) and HCC827 cells (C) after BT2 treatment. ①P=0.000, compared with the 0 μmol·L−1 BT2 group.

图4 BT2对NSCLC细胞增殖能力的影响

Fig 4 Effect of BT2 on proliferation of NSCLC cells

Note：A/B. Cell viability of H1299 cells treated with siBCKDK (A) or 200 µmol·L−1 BT2 (B). C/D. Cell viability of A549 cells treated with siBCKDK (C) or 200 µmol·L−1

BT2 (D). ①P=0.0811, ③P=0.477, compared with the siNC group; ②P=0.226, ④P=0.175, compared with the 0 µmol·L−1 BT2 group.

图5 siBCKDK或BT2对NSCLC细胞活率的影响

Fig 5 Effects of siBCKDK or BT2 on the survival rate of NSCLC cells
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3 讨论

肿瘤细胞具有无限分裂、增殖的能力，在这一过程

中该类细胞需依赖肿瘤微环境中的必需营养物质维持其

生物合成和生存发展［11］。作为必需氨基酸之一，BCAA

可参与蛋白质的合成和机体能量代谢。近年来，多项研

究表明 BCAA及其分解代谢过程在结直肠癌［12］、胰腺导

管癌［8］、肝癌［13］、神经胶质瘤［14］、慢性髓样白血病［15］

和乳腺癌［16］等的发生与发展中扮演着重要的角色。

为探究 BCAA 的分解代谢在肺癌细胞中的功能，本

研究在 H1299、A549、HCC827 共 3 种 NSCLC 细胞中，

分析 siBCKDK和BT2抑制BCKDK对BCKDH活性的影响

以及对细胞增殖活力的影响，并在 H1299、A549 肺癌细

胞中进行 siBCKDK和 BT2对肺癌细胞增殖影响的机制探

索。结果表明，siBCKDK和BT2均能显著下调BCKDE1α
磷酸化水平，达到促进 BCAA 分解代谢的目的；抑制

BCKDK 不会影响肺癌细胞的活率，但会抑制细胞的增

殖；抑制 BCKDK 可上调细胞周期负调控因子 P21 的表

Note：A/B. Cell percentage of H1299 cell cycle at different stages after BT2 (A) or siBCKDK (B) treatment. C/D. Cell percentage of A549 cell cycle at different stages after

BT2 (C) or siBCKDK (D) treatment. ①P=0.000, ②P=0.031, compared with the 0 μmol·L−1 BT2 group; ③P=0.015, compared with the siNC group; ④P=0.008, ⑤P=0.030,

compared with the 0 μmol·L−1 BT2 group; ⑥P=0.025, ⑦P=0.021, compared with the siNC group.

图6 siBCKDK或BT2对NSCLC细胞周期的影响

Fig 6 Effect of siBCKDK or BT2 on cell cycle of NSCLC cells

Note：A/B. Expression of P21 in H1299 cells treated with siBCKDK (A) or 200 µmol·L−1 BT2 (B). C/D. Expression of P21 in A549 cells treated with siBCKDK (C) or

200 µmol·L−1 BT2 (D).

图7 siBCKDK或BT2对NSCLC细胞内P21表达水平的影响

Fig 7 Effects of siBCKDK or BT2 on expression of P21 in NSCLC cells
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达，导致细胞周期阻滞。上述结果与在肝癌细胞中

BCAA 分解代谢受到抑制会促进肿瘤进展的情况相

一致［9］。

目前，有关肺癌和BCAA分解代谢的研究相对较少。

Mayers等［8］发现 BCAA在肺癌小鼠血浆中的水平低于正

常小鼠；随后，在肺癌或胰腺癌动物中用同位素追踪

BCAA 发现，NSCLC 组织比正常肺组织吸收了更多的游

离 BCAA，且 NSCLC 组织将这些氨基酸结合到蛋白质

中，用其来源的氮合成非必需氨基酸和核苷酸。本研究

发现促进 BCAA 分解代谢可以导致肺癌细胞分裂周期阻

滞，进而抑制增殖，但 BCAA 分解代谢的变化如何影响

细胞分裂尚需进行更深入的研究。上述研究提示，BCAA

的分解代谢对肺癌的发生、发展或可起到重要作用。

大部分研究［17-19］表明，诱导 P21 的表达能够抑制肿

瘤细胞增殖，而抑制其表达可促进肿瘤的发生与发展。

本研究显示，在促进BCAA分解代谢后，细胞周期阻滞、

P21表达增加。Liu等［20］发现，抑制BCAA分解代谢可下

调P21的表达。该结果与本研究获得的结果相一致，即促

进BCAA分解代谢可上调P21的表达。

综上所述，本研究发现促进肺癌细胞内 BCAA 的分

解代谢可明显抑制肺癌细胞的增殖，使细胞周期发生阻

滞，上调P21的表达。这些结果为BCAA在肺癌发生、发

展过程中的功能研究提供了新思路，同时也提示在

BCAA的分解代谢通路中BCKDK可能成为一个潜在的治

疗靶点，即通过抑制 BCKDK 来促进 BCAA 的分解代谢，

从而干预肺癌的发生与发展。
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