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Tspan4 介导的迁移体在

肺癌细胞重离子辐射效应中的作用
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摘要 迁移体在调控肿瘤微环境（Tumor microenvironment，TME）、介导肿瘤转移及影响肿瘤治疗预后等方

面发挥着关键作用。本研究以肺癌A549细胞为模型，探讨了Tspan4介导的迁移体在重离子辐射效应中的作

用机制。实验采用 12C6+离子束（80 MeV/u，LET 30 keV/μm）进行辐照处理，分析其对迁移体形成的影响，并

进一步通过迁移体定量分析、伤口愈合实验、Transwell迁移实验、蛋白免疫印迹、克隆形成实验、γH2AX 

foci检测及凋亡分析等方法系统评估了辐射效应。实验结果表明，12C6+离子束可显著抑制A549细胞迁移能

力（伤口愈合距离减少33%）和迁移体的形成（p<0.001）。而Tspan4敲除进一步协同增强这些效应：迁移相关

蛋白 ITGA5和MMP9表达下调，克隆形成能力显著降低，γH2AX foci形成率增加至2.3倍，凋亡率升至对照

组的4.74倍（p<0.001）。这一研究表明，Tspan4缺失通过干扰迁移体依赖的细胞间通讯，抑制肿瘤微环境重

塑，从而增强 12C6+离子束对DNA损伤修复的干扰和凋亡诱导，为靶向“迁移体联合重离子放疗”提供了新的

理论依据。
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Role of Tspan4-mediated migrasomes in the heavy ion radiation effects on lung cancer cells
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ABSTRACT Migrasomes play a crucial role in regulating the tumor microenvironment (TME), mediating tumor 

metastasis, and influencing the prognosis of tumor therapy. In this study, lung cancer A549 cells were used as a 

model to explore the mechanism of Tspan4-mediated migrasomes in the effects of heavy ion radiation. The 

experiment employed ¹²C⁶⁺ ion beams (80 MeV/u, LET 30 keV/μm) for irradiation treatment to analyze the effect on 

migrasome formation. Furthermore, methods including migrasome quantitative analysis, wound healing assay, 

Transwell migration assay, Western blotting, colony formation assay, γH2AX foci detection, and apoptosis analysis 

were used to systematically evaluate the radiation effects. The experimental results showed that ¹²C ⁶ ⁺ ion beams 

significantly inhibited the migration ability of A549 cells (with a 33% reduction in wound healing distance) and the 

formation of migrasomes (p<0.001). Moreover, Tspan4 knockout further synergistically enhanced these effects: the 

expression levels of migration-related proteins ITGA5 and MMP9 were downregulated, the colony formation ability 

was significantly reduced, the formation rate of γH2AX foci increased by 2.3 times, and the apoptosis rate rose to 

4.74 times that of the control group (p<0.001). This study indicates that Tspan4 knockout enhances the interference 

of ¹²C ⁶ ⁺ ion beams with DNA damage repair and the induction of apoptosis by disrupting migrasome-dependent 

intercellular communication and inhibiting tumor microenvironment remodeling. It provides a new theoretical basis 

for the targeted strategy of "migrasome combined with heavy ion radiotherapy.

KEYWORDS Migrasome, Lung cancer, Heavy ion, Radiation effect

CLC R815.6

肺癌作为一个全球性的健康问题，一直以来

备受科研人员的关注。根据 IARC 发布的《Global 

Cancer Observatory》（GLOBOCAN）2022 年报告，

肺癌新发病例达248万例，占全球癌症发病总数的

12.4%；死亡病例 180 万例，占癌症总死亡数的

18.7%，其疾病负担持续位居所有癌种首位［1］。流

行病学研究显示，其 5 年净生存率中位值为

15.9%，但晚期患者这一数值普遍较低［2］。这种严

峻的生存现状与肺癌的辐射敏感性较低、局部复

发率高和高转移倾向等密切相关。大部分继发肿

瘤均由一群具有转移能力的癌细胞脱离原发肿瘤，

沿着血管方向溢出，进一步诱发肿瘤成功转移。

因此，肿瘤细胞具备侵袭性和迁移能力，是其实

现转移过程的前提和核心特征［3-4］。

迁移体（Migrasomes）是近年来新发现的介导细

胞间信号传导的新型细胞器，是细胞在定向迁移

的过程中，细胞尾部产生收缩纤维丝（Retraction 

fibers，RFs），在RFs的末端或交叉部位产生直径为

0.5~3.0 μm的单层膜包裹的“石榴”状结构［5］。主要

由Tetraspanin（TSPAN）家族蛋白（特别是Tspan4）富

集形成。其形成依赖于细胞黏附、膜张力及与整

合素的互作，是细胞间信息与物质传递的新型路

径。从迁移体发生的形态学分析，迁移体形成后

借助RFs附着在细胞上长达数小时，作为局部胞吐

位点，分泌细胞因子和趋化因子等物质，并进一

步被运输至迁移体内部。随着迁移体完全脱离细

胞成为细胞外囊泡，这些囊泡可能有两种命运：

第一，囊泡破裂，将其内容物释放到细胞外空间；

第二，被其他细胞吞噬，从而将内容物转移到吞

噬细胞［6］。因此，迁移体在脱落前后仍持续承载着

细胞间物质传递的功能，参与TME的重塑，进而

调控肿瘤的转移或复发，对肿瘤治疗的预后产生

深远影响［7-9］。研究表明，TSPAN家族基因过度表

达可增强迁移体的形成，其中Tspan4是一种关键

的迁移体膜蛋白，是诱导细胞迁移最有效的

TSPAN家族之一［10］，能够驱动迁移体形成。因此，
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Tspan4被广泛用作迁移体的标记蛋白［11］。

临床实践证明，重离子放疗（如¹²C⁶⁺离子束）因

其高线性能量传递（Linear energy transfer，LET）、

精准剂量沉积、低散射特性及优异的辐射生物学

特性，逐渐成为恶性肿瘤治疗的重要手段［12-13］，尤

其在提高肿瘤控制率和降低癌旁组织损伤方面展

现出独特优势［14-15］。重离子放疗还可通过调节肿瘤

细胞微环境、肿瘤相关成纤维细胞（CAFs）的促瘤

活性，以及影响肿瘤细胞代谢状态，从而在多层

面干预肿瘤的生长与转移过程［16-18］，然而，迁移体

是否调控肺癌重离子辐射生物效应，以及肿瘤的

侵袭迁移水平，目前尚无相关研究报道。

因此，本研究以肺癌A549细胞为模型，聚焦

迁移体在肺癌¹²C⁶⁺离子束辐射效应中的作用，为重

离子放疗的优化及靶向迁移体的联合治疗策略提

供理论依据。

1   材料与方法

1.1　  材料与试剂　

非小细胞肺癌A549细胞系购自上海细胞库；

DMEM/F12基础培养基、0.25%胰蛋白酶溶液（含

EDTA）和双抗均购自美国Gibco公司；胎牛血清购

自兰州荣晔生物科技有限责任公司。

Wheat Germ Agglutinin（WGA）荧光染料，美

国赛默飞世尔科技公司； YF®488-Annexin V/

RedNucleus II细胞凋亡试剂盒，中国百赛生物技术

股份有限公司。

抗体 TSPAN4，美国Novus公司；抗体 γH2AX，

英国Abcam公司；抗体GAPDH、MMP9，武汉三

鹰生物技术；辣根酶标记山羊抗兔 IgG二级抗体，

北京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2　  仪器与设备　

Amnis FlowSight流式细胞仪（英国Luminex）；

LSM700激光共聚焦显微镜（德国蔡司）。

1.3　  方法　

1.3.1　 细胞辐照处理　
12C6+离子束由兰州重离子加速器装置（Heavy 

ion research facility in Lanzhou，HIRFL）提供，能量

为 80 MeV/u， LET 为 30 keV/mm， 剂 量 率 为

2 Gy/min。

1.3.2　 迁移体拍摄　

将细胞接种至 10 μg/mL牵连蛋白预包被的共

聚焦皿，待其贴壁后进行辐照处理。戊二醛∶培养

基=1∶1预固定5 min，戊二醛再固定2 h，PBS清洗

3次，WGA室温染色20 min，PBS清洗3次，在激

光共聚焦显微镜下进行迁移体拍摄。

1.3.3　 伤口愈合实验　

贴壁细胞经无血清饥饿处理 24 h后进行辐照

处理，随后用枪头划痕制造伤口，PBS洗涤以去除

漂浮细胞，加入新鲜基础培养基，分别在 0 h 和

24 h拍摄图像，测量划痕创面宽度，分析伤口愈合

能力。

1.3.4　 迁移实验　

将无血清饥饿处理 24 h的A549细胞进行辐照

处理，胰酶消化制备单细胞悬液（5×104 mL−1），取

100 mL 加入 Transwell 上室，向 Transwell 下室加

600 mL 含 10% FBS 的完全培养基。培养 24 h 后，

用4%多聚甲醛固定20 min，0.5%结晶紫染液染色

15 min，使用棉签去除小室内侧非侵入细胞，随机

选取5个不同视野显微镜下拍照，统计分析迁移细

胞数。

1.3.5　 蛋白免疫印迹　

使用RIPA缓冲液裂解细胞提取蛋白，样品经

BCA法定量后在SDS上样缓冲液中煮沸变性；在

SDS-PAGE 凝胶中蛋白分离；蛋白分离后转印至

PVDF膜上；使用MMP、ITG5、Tspan4和GAPDH

等特异性抗体 4 ℃孵育过夜，再使用HRP标记的

二抗室温孵育1 h，PBST洗涤去除未结合抗体，通

过ECL显影法检测蛋白表达情况。

1.3.6　 克隆形成实验　

对处于对数生长期的细胞进行 0 Gy、2 Gy、

4 Gy、6 Gy 12C6+ 离子束照射，将其制备成单细胞

悬液接种于 60 mm培养皿中，置于培养箱中培养

12 d，弃去培养基，4% 多聚甲醛固定 20 min，

0.5%结晶紫染色 15 min，待干燥后统计细胞数大

于50的集落。

1.3.7　 γH2AX foci实验　

对细胞进行 0 Gy、1 Gy 12C6+离子束照射后继

续培养 0.5 h，用 4%多聚甲醛固定 20 min，PBS清

洗3次。0.5% Triton X-100冰上处理10 min，5%山

羊血清封闭 1 h后用 γH2AX特异性抗体室温孵育

3 h，PBS漂洗去除未结合抗体，使用荧光二抗室

温避光孵育1 h，PBS漂洗完成后晾干，DAPI复染
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后在荧光显微镜下拍照，统计分析Foci形成率。

1.3.8　 细胞微核实验　

将处于对数生长期的细胞进行 0 Gy、1 Gy 
12C6+离子束照射，37 °C、5% CO2培养 48 h后，使

用Garnoy固定液（甲醇∶冰醋酸=3∶1）固定 20 min，

PBS洗 3次，晾干后使用 0.01%吖定橙染液染色，

封片拍照。

1.3.9　 细胞凋亡检测　

将细胞进行 0 Gy、2 Gy 12C6+离子束照射后继

续培养48 h，随后收集单细胞悬液，采用YF®488-

Annexin V/RedNucleus II细胞凋亡试剂盒进行染色

处理，并使用Amnis FlowSight流式细胞仪进行检

测，最终通过FlowJo软件进行凋亡细胞比例分析。

1.3.10　 数据统计分析　

本研究数据均以"平均数±标准误差（SEM）"表

示，均进行3次独立重复实验。多组间均数比较采

用Two-Way ANOVA双因素方差分析，两组间均数

比较采用 Students'T-test 法和 Mann-Whitney U-test

法。*p<0.05 和#p<0.05，为统计有显著性差异；

**p<0.01、***p<0.001 和##p<0.01、 ###p<0.001 为统

计有极显著性差异。数据分析和绘图使用

GraphPad Prism 10统计分析软件。

2   结果

2.1　  12C6+离子束对A549细胞迁移能力和迁移体

形成的影响　

为了探究A549细胞对 12C6+离子束的响应，通

过伤口愈合实验对A549细胞迁移能力进行测定。

结果如图1所示，12C6+离子束处理后显著抑制细胞

的迁移能力（图1（a）、（b））。为进一步探究 12C6+离子

束对迁移体形成的影响，在预先铺有牵连蛋白的

培养皿中接种细胞，待6 h后细胞完全贴壁进行辐

照处理，将照射时刻设为 0 h，辐照后 6 h固定细

胞，使用迁移体标记染料WGA-Alexa Fluor 594进

行标记，统计分析 12C6+离子束对迁移体形成的影

响。实验结果表明，12C6+离子射线照射 6 h后，迁

移体形成数量较对照组显著减少（图 1（c）、（d））。

以上实验结果表明，12C6+ 离子束显著抑制A549细

胞迁移能力及其迁移体的形成水平。

图1　12C6+离子束对A549细胞迁移能力和迁移体形成的影响：（a）辐照对A549细胞迁移能力的影响，比例尺为100 μm；（b）对
图（a）中细胞迁移距离的定量分析；（c）辐照对A549细胞上迁移体数量的影响，比例尺为10 μm；（d）对图（c）中单细胞中迁移体

数量的定量分析；*表述各组组间的显著性差异，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001
Fig.1　Effect of 12C6+ ion beam on the migration ability and migrasome formation of A549 cells: (a) effect of irradiation on the 
migratory capacity of A549 cells, scale bar, 100 μm; (b) quantitative analysis of the migration distance from (a); (c) effect of 

irradiation on migrasome formation in A549 cells, scale bar, 10 μm; (d) quantification of the number of migrasomes per single cell 
from (c); inter-group significance: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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2.2　  Tspan4蛋白缺失对 12C6+离子束照射后A549

细胞迁移能力和迁移体形成能力的影响　

为进一步验证 12C6+离子束对A549细胞迁移能

力的抑制作用是否与其迁移体形成能力相关，采

用本实验室已构建的Tspan4稳定敲除的A549细胞

株［19］，通过伤口愈合、Transwell 迁移实验发现，
12C6+离子束对细胞迁移能力具有明显的抑制作用，

且在Tspan4缺失的条件下，这种抑制效应被进一

步增强（图 2（a）~（d））。通过激光共聚焦显微镜验

证 12C6+离子束对细胞迁移体形成的影响，与对照组

相比，Tspan4缺失显著抑制细胞上迁移体的形成，

12C6+离子束照射后NC组细胞迁移体形成减少，而

对Tspan4缺失组影响不显著（图 2（e）、（f））。通过

蛋白免疫印迹实验进一步验证 12C6+离子束对细胞迁

移相关蛋白 ITGA5和MMP9的表达有明显的抑制

作用，且在Tspan4缺失的条件下，这种抑制效应

进一步显著增强（图2（g）、（h））。

综上所述，12C6+离子束可以显著抑制细胞迁移

能力以及迁移体的形成能力，迁移体标志蛋白

Tspan4缺失可进一步增强 12C6+离子束对细胞迁移能

力的抑制作用，但对迁移体的形成能力的抑制并

不显著。
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图2　Tspan4蛋白缺失对 12C6+离子照射后A549细胞迁移能力的影响：（a，c）Tspan4缺失对辐照后A549细胞迁移能力的影响，
比例尺为100 μm；（b，d）对图（a，c）中细胞迁移距离及迁移细胞数的定量分析；（e）敲除Tspan4蛋白对A549细胞上的迁移体数
量的影响，比例尺为10 μm；（f）对图（e）中单细胞中迁移体数量的定量分析；（g）Tspan4缺失对辐照后A549细胞迁移相关蛋白
的影响；（h）对图（g）中蛋白表达的定量分析；*表述各组组间的显著性差异，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001；#表述各组组内的

显著性差异，#p<0.05，##p<0.01，###p<0.001（彩色见网络版）
Fig.2　Effect of Tspan4 knockout on the migration ability of A549 cells after 12C6+ ion irradiation: (a, c) effect of Tspan4 knockout 
on the migratory capacity of irradiated A549 cells, scale bar, 100 μm; (b, d) quantification of migration distance and the number of 

migrating cells from (a, c); (e) effect of Tspan4 knockout on migrasome formation in A549 cells, scale bar, 10 μm; (f) quantification 
analysis of the number of migrasomes per single cell from (e); (g) effect of Tspan4 knockout on migration-related proteins in 

irradiated A549 cells; (h) quantitative analysis of protein levels from (g); inter-group significance: *p < 0.05, **p < 0.01, 
***p < 0.001; intra-group significance: #p < 0.05, ##p< 0.01, ###p < 0.001 (color online)

2.3　  Tspan4蛋白缺失对 12C6+离子束辐照后A549

细胞辐射敏感性的影响　

为进一步探究 Tspan4 缺失对 12C6+离子束辐照

后A549细胞辐射敏感性的影响，通过克隆形成实

验、γH2AX foci实验、微核实验及细胞凋亡实验

等进行测定。结果如图3所示，12C6+离子束辐照抑

制NC组细胞克隆形成能力，而在Tspan4敲除细胞

中，这一抑制作用进一步增强（图 3（a）、（b））。通

过检测 γH2AX foci形成率反映DNA损伤情况，在

¹²C⁶⁺离子束辐照后0.5 h时，NC组 foci形成率显著

升高，而在Tspan4敲除细胞中，12C6+离子束处理进

一步促进了 foci形成率的增加（图3（c）、（d））。微核

实验结果表明，12C6+离子束辐照后NC组微核发生

率显著升高，而在Tspan4敲除细胞中，12C6+离子束

处理进一步加剧了细胞微核发生率，表明其对基

因组不稳定性的影响更加显著（图 3（e））。以上结

果表明，Tspan4缺失可增强细胞对 12C6+离子束的辐

射敏感性。为进一步探讨其增强辐射敏感性的分

子机制，采用 488-Annexin V/RedNucleus Ⅱ双染技

术检测辐照后 48 h细胞的凋亡水平。实验结果表

明，12C6+离子束照射后NC组细胞凋亡率上升为空

白对照组的3.38倍，而在Tspan4敲除细胞中，12C6+

离子束处理细胞的凋亡率上升为空白对照组的4.74

倍（图 3（f）、（g））。表明Tspan4缺失进一步促进辐

照引起的细胞凋亡水平上升。
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图3　Tspan4蛋白缺失对 12C6+离子照射后A549细胞辐射敏感性的影响：（a）Tspan4缺失对辐照后A549细胞克隆形成能力的影
响；（b）对图（a）中对细胞克隆的定量分析；（c）Tspan4缺失对辐照后A549细胞 foci形成率的影响，比例尺为30 μm；（d）对图（c）
中 foci形成率的定量分析；（e）Tspan4缺失对辐照后A549细胞微核率影响的定量分析；（f）Tspan4缺失对辐照后A549细胞凋亡
率的影响；（g）对图（f）中细胞凋亡率的定量分析；用*表述各组组间的显著性差异，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001；用#表述各组

组内的显著性差异，#p<0.05，##p<0.01，###p<0.001（彩色见网络版）
Fig.3　Effect of Tspan4 knockout on the radiosensitivity of A549 cells after 12C6+ ion irradiation: (a) effect of Tspan4 knockout on 
the clonogenic survival of irradiated A549 cells; (b) quantification of colony formation from (a); (c) effect of Tspan4 knockout on 

foci formation rate in irradiated A549 cells, scale bar, 30 μm; (d) quantitative analysis of the foci formation rate from (c); 
(e) quantitative analysis of the effect of Tspan4 knockout on micronucleus incidence in irradiated A549 cells; (f) impact of Tspan4 

knockout on apoptosis in irradiated A549 cells; (g) quantitative analysis of the apoptotic rate from (f); inter-group significance: 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; intra-group significance: #p<0.05, ##p<0.01, ###p<0.001 (color online)

3   讨论

肺癌的远端转移显著加剧了治疗的难度，严

重影响患者的预后。研究表明，约 80%的非小细

胞肺癌死亡病例主要归因于病灶转移，而非原发

肿瘤本身［20］。作为肺癌综合治疗的重要组成部分，

放射治疗在控制局部病灶方面发挥着关键作用。

重离子放疗因其独特的物理学和生物学优势，在

近年来引起广泛关注。由此可见，重离子放疗必

将在我国肿瘤治疗领域发挥越来越重要的作用。

相较于常规射线，重离子放射治疗展现出更为显

著的综合生物学效应。值得关注的是，重离子辐

射不仅在局部控制方面具有优势［21］，还表现出抑

制肿瘤转移的潜力。通过破坏影响细胞运动和侵

袭能力的分子通路，重离子辐射可有效抑制肿瘤

细胞的迁移行为，进而限制其形成转移灶的能

力［22-23］。张天意等［24］发现，碳离子可通过诱发线粒

体损伤抑制细胞增殖，提示重离子辐射对肺癌细

胞的作用涉及多条信号通路及细胞器功能改变，

这为探究重离子辐射影响肿瘤细胞迁移的机制提

供了潜在关联。以上多层次的生物学作用为高转

移风险肿瘤的精准治疗提供了新的策略。

因此，本研究聚焦于迁移体在重离子辐射效

应中的作用，特别是 12C6+离子束辐照对细胞迁移及

迁移体形成的影响。实验结果显示，12C⁶⁺离子束可

显著抑制A549细胞迁移能力及迁移体形成。进一

步研究发现，Tspan4缺失可协同增强 12C⁶⁺离子束对

肺癌细胞的抑制效应：在细胞迁移方面，Tspan4 

敲除显著强化了 12C ⁶ ⁺ 离子束对伤口愈合和 

Transwell迁移的抑制作用，且这种协同作用同样

体现在 ITGA5和MMP9的表达下调中；在辐射敏

感性方面，Tspan4 缺失显著增强了 12C⁶⁺离子束对

肺癌细胞克隆形成的抑制，加剧了辐照诱导的 

γH2AX foci 形成和微核发生率，并使经 12C⁶⁺离子

束处理后的肺癌细胞凋亡率达空白对照组的 4.74 

倍，表明Tspan4缺失可促进辐照诱导的细胞凋亡。

综合以上实验数据，我们推测Tspan4缺失提高肿

瘤细胞放射敏感性的分子机制如图4所示，12C6+离

子束辐照或敲除迁移体标志蛋白Tspan4均可抑制

细胞的迁移及迁移体的形成，同时增加不易修复

的DNA损伤和细胞凋亡发生率，抑制细胞正常功

能，它们协同作用可进一步增强这一现象。这一

结论提示 12C6+离子束辐照或 Tspan4缺失抑制细胞

的迁移，影响迁移体的发生，进一步抑制迁移体

内包含诸多内容物的释放，势必减少细胞间的通

讯和交流，并调控肿瘤微环境。因此，我们推测

迁移体可能参与DNA损伤修复信号传递过程，试

图通过损伤修复作用促使细胞维持正常功能。
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综上所述，本研究不仅揭示了 12C6+离子束辐照

对细胞迁移和迁移体形成的影响，还阐明了

Tspan4在这一过程中的关键作用，为理解重离子

辐射效应提供了新的视角和理论基础。本研究结

果为进一步优化重离子放疗及探索新型联合治疗

策略提供了理论依据。后续将围绕迁移体在放射

治疗中的具体分子机制深入探索，以期为肿瘤治

疗带来更多突破。
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