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摘  要 

目的：探讨凋亡酶招募域和膜相关鸟苷酸激酶样蛋白3(CARMA3)在非小细胞肺癌(NSCLC)组织中的表达

及临床意义，以及敲低CARMA3对NSCLC细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影响以及对NF-κB信号通路

(总NF-κB p65及磷酸化NF-κB p65)的调控作用。方法：采用免疫组化检测NSCLC(10例：5例肺腺癌和5
例肺鳞癌)及癌旁组织中CARMA3的表达水平，分析其与临床病理特征的关系；以肺鳞癌细胞H1975和肺

腺癌细胞H520为研究对象，分别敲低和过表达改变CARMA3表达水平，利用细胞增殖、划痕、侵袭及细

胞凋亡等实验检测其生物学功能，Western blot检测NF-κB信号通路核心蛋白磷酸化p65 (p-p65)的表达

变化。结论：CARMA3在NSCLC组织中呈高表达，敲低CARMA3可抑制NSCLC细胞增殖、迁移和侵袭，并

促进细胞凋亡，其作用机制与抑制NF-κB信号通路活化有关，可能成为NSCLC治疗的潜在分子靶点。 
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Abstract 
Objective: To investigate the expression and clinical significance of the apoptosis enzyme recruit-
ment domain and membrane-associated guanylate kinase-like protein 3 (CARMA3) in non-small 
cell lung cancer (NSCLC) tissues, as well as the effects of CARMA3 knockdown on NSCLC cell prolif-
eration, apoptosis, migration, and invasion capabilities, as well as its regulatory role in the NF-κB 
signaling pathway (total NF-κB p65 and phosphorylated NF-κB p65). Methods: Immunohistochem-
istry was used to detect CARMA3 expression levels in NSCLC (10 cases: 5 cases of lung adenocarci-
noma and 5 cases of lung squamous cell carcinoma) and peritumoral tissues, and to analyze its re-
lationship with clinical and pathological characteristics; using the lung squamous cell carcinoma 
cell line H1975 and the lung adenocarcinoma cell line H520 as study models, we knocked down and 
overexpressed CARMA3, respectively, to alter its expression levels. We assessed its biological func-
tions using assays for cell proliferation, the scratch assay, invasion, and apoptosis, and used West-
ern blot analysis to detect changes in the expression of phosphorylated p65 (p-p65), a core protein 
of the NF-κB signaling pathway. Conclusion: CARMA3 is highly expressed in NSCLC tissues. Knocking 
down CARMA3 inhibits NSCLC cell proliferation, migration, and invasion, and promotes apoptosis. 
Its mechanism of action is associated with the inhibition of NF-κB signaling pathway activation, and 
it may serve as a potential molecular target for NSCLC treatment. 
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1. 引言 

CARMA3 是 CARMA 家族的成员，该家族包括 CARMA1、CARMA2 和 CARMA3 蛋白。三种 CARMA
蛋白由不同的基因编码，并在不同的组织中表达。CARMA1 由 CARD11 基因编码，主要在淋巴组织和造

血组织中表达；CARMA2 由 CARD14 基因编码，在黏膜组织和皮肤组织中表达。而 CARMA3 由 CARD10
编码，在造血细胞以外的多种组织中广泛表达[1]。CARD 结构域含 MAGUK 蛋白 3 (CARMA3)，又称

CARD10，是 CARD 蛋白家族的成员。针对大多数逆转录激酶(RTKs)，CARMA3 会激活核因子 κB (NF-
κB)通路，产生 p65 和 p50 蛋白，最终参与转录过程。CARMA3 还通过参与磷酸化过程与蛋白激酶 C(PKC)
家族协同作用，从而在不同情境下激活 NF-κB 通路[2] [3]。NF-κB 信号通路在肿瘤发生发展中发挥着关

键调控作用，参与调控细胞增殖、凋亡抑制、血管生成、上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal transition, 
EMT)及侵袭转移等多种恶性生物学行为[4]。Jiang [5]等研究发现，CARMA3 是表皮生长因子受体(EGFR)
介导的 NF-κB 活化和肿瘤进展的关键节点分子。然而，上述研究主要基于临床标本的统计分析或单一细

胞系的功能学实验，缺乏系统的体外功能学验证，且未对 CARMA3 在 NSCLC 不同病理亚型(肺腺癌与

肺鳞癌)中的功能差异以及其下游分子机制进行深入探讨。Li [6]等首次报道 CARMA3 在 NSCLC 组织中

呈高表达(阳性率 68.8%)，且与 TNM 分期、T 分期及 EGFR 表达水平显著相关。大量研究证实，CARMA3
在乳腺癌[4]、卵巢癌[7]、结直肠癌[8]和肾癌组织[9]中过度表达[10]。使其在肿瘤生物学中的发生发展中

发挥重要功能。这些报告表明，CARMA3 可能是癌症治疗中一个极具潜力的靶点。 
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肺癌是全球最常见的癌症死因，每年夺走 180 万人的生命[11]。从组织学的角度来看，这种疾病可以被

划分为两种类型：小细胞肺癌(SCLC)与非小细胞肺癌(NSCLC)，后者又被分为肺腺癌(LUAD)、肺鳞状细胞

癌(LUSC)以及大细胞肺癌(LCLC) [12]。过去二十年间取得了巨大进展，包括肺癌基因组计划的完成以及靶

向治疗和免疫疗法的开发[13]。作为信号转导的中介，CARMA3 通过传递不同信号改变细胞状态或微环境，

从而促进肿瘤细胞存活[14] [15]。尽管 CARMA3 诱导的表型已基本确立，但其在不同肿瘤相中的分子调控

机制仍存在诸多未解之谜[1] [16]。然而，目前关于 CARMA3 在 NSCLC 中的功能研究仍较为有限，尤其是

在不同病理亚型(肺腺癌与肺鳞癌)中 CARMA3 生物学功能的系统比较尚未见报道。本研究以 EGFR 突变型

肺腺癌细胞株 H1975 和肺鳞癌细胞株 H520 为模型，通过 siRNA 技术敲低 CARMA3 表达，系统观察其对细

胞增殖、凋亡、迁移和侵袭能力的影响，并进一步通过 Western blot 检测 NF-κB 信号通路核心蛋白(p-p65、
p-65)的变化以探讨其下游分子机制。结合临床组织标本中 CARMA3 的表达检测，初步探讨 CARMA3 在不

同类型 NSCLC 中的功能意义及调控机制，为后续靶向治疗研究提供实验依据。此外，利用 TCGA 公共数据

库进一步验证 CARMA3 在 NSCLC 不同亚型中的表达特征，为研究结果提供大样本生物信息学证据支持。 

2. 材料与方法 

2.1. 病人样本 

所有 NSCLC 样本均在病人知情同意下获取。10 例 NSCLC 组织样本(其中肺腺癌 5 例，肺鳞癌 5 例)
均从什邡市人民医院获取。将癌和癌旁组织作为实验组和对照组。 

2.2. 实验细胞、耗材与试剂 

人肺鳞癌细胞系 NCI-H520 细胞与人肺腺癌细胞系 NCI-H1975 细胞，均购自湖南丰晖。所有细胞常

规使用 RPMI-1640 培养基(含 10%胎牛血清和 1%青霉素/链霉素)培养于 37℃、5% CO2的细胞培养箱中。

RPMI-1640 高糖培养基(不含双抗)购自丰晖生物(货号 Sj018)；Card10 过表达质粒(hCARD10-pcDNA3.1-
3xFlag-C)及空载体对照质粒(pcDNA3.1-3 × Flag)由湖南丰晖合成；Card10 小干扰 RNA (si-#1、si-#2)及阴

性对照 siRNA(siNC)由 GenScript 合成；Card10 兔多克隆抗体(WB 稀释比 1:1000，IHC 稀释比 1:100)购自

腾科生物(货号 TKAB2283)；Beta Actin 单克隆抗体(WB 稀释比 1:20,000)购自 Proteintech (货号 66009-1-
Ig)；HRP 标记的羊抗兔 IgG 二抗(稀释比 1:5000)购自 Abbkine (货号 A21020)；CCK8 细胞增殖及细胞毒

性检测试剂盒购自 BIOSHARP。 

2.3. 实验方法 

2.3.1. 细胞培养、传代 
使用 NCI-H520 和 NCI-H1975 两种人肺癌细胞系。细胞常规培养于含 10%胎牛血清、1%青霉素–链

霉素双抗溶液的 RPMI-1640 高糖培养基中，置于 37℃、5% CO2、饱和湿度的细胞培养箱中培养。每 2 d
传代培养一次。 

2.3.2. 质粒构建体和细胞转染 
为研究 CARMA3 基因的功能，根据制造商提供的使用说明书操作，本研究采用瞬时转染策略，分别

进行基因敲低(siRNA)和基因过表达(质粒)实验。 

2.3.3. 免疫组织化学分析 
切片脱蜡至水(二甲苯 2 × 10 min，梯度乙醇各 5 min)，蒸馏水洗。柠檬酸修复液微波中高火 30 min，

自然冷却，PBS 洗 3 × 5 min。3% H2O2室温避光 10 min，PBS 洗。3% BSA 封闭 30 min。一抗 4℃过夜，
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复温 30 min，PBS 洗。HRP 二抗室温 30 min，PBS 洗。DAB 显色 2 min，水终止。苏木素复染 2 min，
分化返蓝。梯度乙醇脱水(75%→80%→95%各 3 min，无水乙醇 2 × 5 min)，二甲苯透明(2 × 5 min)，封片

扫描。 

2.3.4. 蛋白质免疫印迹分析 
转染 48 h 后收集细胞，RIPA 裂解液(含蛋白酶/磷酸酶抑制剂)提取总蛋白，BCA 法定量。每孔上样

20 μg 蛋白，SDS-PAGE 电泳，转 PVDF 膜，5%脱脂奶粉封闭，分别加入一抗，4℃过夜。TBST 洗膜后

加 HRP 二抗(1:[XX])室温孵育 1 h，ECL 显影。ImageJ 分析灰度值，以目的蛋白/GAPDH 比值表示相对

表达量。 

2.3.5. 细胞划痕迁移实验 
为研究 CARMA3 对肺癌细胞迁移的影响，采用细胞划痕实验：将 WT、OE、Si 组细胞以 5 × 105个

/孔接种于 6 孔板(3 复孔)，长满单层后划痕，PBS 洗净，加 1% FBS 培养基，于 0 h 和 24 h 固定位置拍

照，Image J 测量划痕面积并计算迁移率([0 h 面积 − 24 h 面积]/0 h 面积 × 100%)。 

2.3.6. 细胞流式凋亡实验 
转染 48 h 后收集细胞，预冷 PBS 洗涤，Binding Buffer 重悬，加 Annexin V-FITC 和 PI 各 5 μL，避

光孵育 15 min，1 h 内流式细胞仪检测。早期凋亡 + 晚期凋亡合计为总凋亡率。实验重复 3 次。 

2.3.7. 细胞 Transwell 实验 
采用 Transwell 法检测细胞侵袭能力。取对数生长期 NCI-H520 细胞，调整至 1 × 105/mL，上室底部

铺 50 μL 稀释 Matrigel，37℃凝固 30~60 min；下腔加 600 μL 含 10% FBS 培养基，上室加 200 μL 细胞悬

液，培养后擦去未穿膜细胞，4%多聚甲醛固定 15 min，结晶紫染色 15~20 min，显微镜下随机取 5 个视

野计数穿膜细胞并统计分析。 

2.3.8. CCK-8 实验 
取对数生长期细胞以 60%密度接种于 96 孔板(100 μL/孔)，设试验孔(As，含细胞 + CCK8 + 毒性物

质)、对照孔(Ac，含细胞 + CCK8)、空白孔(Ab，含培养基 + CCK8)。每孔加 10 μL CCK8，37℃培养 4 
h 后，酶标仪测定 450 nm 吸光度。细胞活力 = [(As − Ab)/(Ac − Ab)] × 100%。 

2.3.9. 生物信息学分析 
基于 TCGA 数据库(cBioPortal, https://www.cbioportal.org/)，提取 TCGA 肺腺癌(LUAD, n = 517)和肺

鳞癌(LUSC, n = 501) RNA-seq V2 mRNA 表达数据[17] [18]。分析 CARD10 (CARMA3 编码基因)在两种

亚型肿瘤组织中的表达水平，采用 Mann-Whitney U 检验进行组间差异比较，以 P < 0.05 为差异具有统计

学意义。 
所有实验均独立重复至少三次。数据以均值±标准差表示。使用 GraphPad Prism10.1.2 软件进行统计

分析。多组间比较采用单因素方差分析，P < 0.05 被认为具有统计学差异。 

3. 实验结果 

3.1. CARMA3 在非小细胞肺癌和癌旁组织中的表达 

我们通过对 10 例非小细胞肺癌(NSCLC)标本(5 例肺腺癌和 5 例肺鳞癌)及其对应的癌旁组织进行免

疫组化染色，分析 CARMA3 蛋白表达水平。结果如图 1 所示，CARMA3 蛋白主要定位于肿瘤细胞的胞

浆和胞膜，呈强阳性染色，且在肿瘤细胞密集区域表达尤为显著。CARMA3 的 IHC 染色结果显示，在癌
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组织与癌旁组织中存在显著的表达差异：在癌旁组织中，CARMA3 的表达水平极低，仅在少数散在的炎

性细胞或支气管上皮细胞中可见微弱的阳性信号，整体呈阴性或弱阳性表达。10 例 NSCLC 组织中，7~8
例呈 CARMA3 高表达，高表达率为[70~80]%，而配对癌旁正常组织中仅[1~2]例呈弱阳性表达。肺腺癌

组(5 例)中 4 例高表达，肺鳞癌组(5 例)中 3~4 例高表达。 
 

 
Figure 1. HE staining of squamous cell carcinoma and adenocarcinoma, and CARMA3 immunohistochemical expression in 
tumor and peritumoral tissues 
图 1. 鳞癌和腺癌 HE 染色以及免疫组化 CARMA3 在癌和癌旁的表达情况 

3.2. SiCARMA3 抑制 H520 细胞和 H1975 细胞系和过表达实验组中的 CARMA3 的表达 

通过 Western blot 法检测 siCARMA3 抑制 H520 细胞和 H1975 细胞系和过表达实验组中的 CARMA3
的表达，如图 2 所示，与阴性对照组(WT 组)比较，利用 siCARMA3 转染的 H520 细胞和 H1975 细胞系

中，CARMA3 蛋白的表达显著降低，而过表达(OE 组)实验组中的 CAMRA3 蛋白显著增高。差异有统计

学意义(P < 0.01)，提示 siCARMA3 能够抑制 CARMA3 的表达。 
 

 
Figure 2. Western blot results showing CARMA3 inhibition in the H520 and H1975 cell lines and in the CARMA3 overex-
pression group 
图 2. SiCARMA3 抑制 H520 细胞和 H1975 细胞系和过表达实验组中的 CARMA3 的 Western blot 结果 

3.3. 敲低 H520 细胞和 H1975 细胞系中 CARMA3 的表达可以抑制其迁徙和侵袭能力 

为了探讨 CARMA3 在肺鳞癌 H1975 细胞和肺腺癌 H520 细胞中的表达和 NSCLC 迁徙和侵袭能力之

间的关系，我们进行了细胞划痕实验和 Transwell 实验。在 NCI-H520 细胞中，如图 3 所示，我们通过细

胞划痕实验和Transwell迁移实验评估了CARMA3表达水平对细胞迁移能力的影响。在细胞划痕实验中，

培养 24 小时后，CARMA3 过表达(OE)组的划痕愈合率显著高于野生型(WT)对照组(**P < 0.01)，而

CARMA3 敲低(Si)组的愈合率则明显低于 WT 组(*P < 0.05)。 
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Transwell 迁移实验进一步验证了这一趋势：OE 组穿过小室膜的迁移细胞数量显著多于 WT 组，而

Si 组的迁移细胞数则显著少于 WT 组。这两项实验的结果相互印证，表明在 NCI-H520 细胞中，CARMA3
的表达水平与细胞迁移能力呈正相关，即过表达 CARMA3 可显著促进细胞的迁移与伤口愈合能力，而敲

低 CARMA3 则显著抑制这些过程(****P < 0.0001)。在 NCI-H1975 细胞中，在图 4 中所示，CARMA3 过表

达可显著促进细胞迁移与伤口愈合，敲低 CARMA3 抑制了该过程，以上结果表明，敲低 CARMA3 可显

著抑制 NSCLC 细胞的迁移能力和侵袭能力。 
 

 
Figure 3. Results of the cell scratch assay and Transwell migration assay in NCI-H520 cells 
图 3. NCI-H520 细胞中的细胞划痕实验和 Transwell 迁移实验结果 

 

 
Figure 4. Results of the cell scratch assay and Transwell migration assay in NCI-H1975 cells 
图 4. NCI-H1975 细胞中的细胞划痕实验和 Transwell 迁移实验结果 
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3.4. 敲低 H520 细胞和 H1975 细胞系中 CARMA3 的表达可以促进其凋亡 

我们使用流式细胞仪对三组细胞的凋亡情况进行了分析，结果展示，在 NCI-H520 细胞中，如图 5 所

示，CARMA3 的表达水平与细胞凋亡率呈负相关：过表达 CARMA3 能够显著抑制细胞凋亡(*P < 0.05)，
而敲低 CARMA3 则显著促进细胞凋亡(**P < 0.01)，这与之前观察到的 CARMA3 对细胞迁移的正向调控

作用相呼应。在 NCI-H1975 细胞中，图 6 结果显示 CARMA3 敲低可显著促进细胞凋亡(**P < 0.01)，结果

显示，敲低 CARMA3 可能诱导 NSCLC 细胞发生凋亡。 
 

 
Figure 5. Results of the flow cytometry-based apoptosis assay in NCI-H520 cells 
图 5. NCI-H520 细胞的流式凋亡实验结果 

 

 
Figure 6. Results of the flow cytometry-based apoptosis assay in NCI-H1975 cells 
图 6. NCI-H1975 细胞的流式凋亡实验结果 

3.5. 敲低 H520 细胞和 H1975 细胞系中 CARMA3 的表达可以抑制细胞增殖 

通过 CCK-8 实验，结果显示，在图 7(A)中，NCI-H520 细胞中，目的基因过表达可显著增强细胞

增殖活力，较 WT 对照组升高具有统计学意义(**P < 0.01)；目的基因敲低则显著抑制细胞增殖，活力水

平显著低于 WT 对照组(***P < 0.001)；同时过表达组与敲低组间的细胞增殖活力存在极显著差异(****P < 
0.0001)。在图 7(B)中，NCI-H1975 细胞中，目的基因过表达同样发挥促增殖作用，细胞活力较 WT 对

照组显著升高(*P < 0.05)，而过表达组的细胞增殖活力极显著高于敲低组(***P < 0.001)，敲低组相比于

WT 对照组，也抑制了细胞的增殖能力。上述结果表明，敲低 CARMA3 可明显抑制肺腺癌和肺鳞癌细
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胞的增殖能力。 
 

 
Figure 7. (A) NCI-H520 cell viability; (B) NCI-H1975 cell viability 
图 7. (A) NCI-H520 细胞存活率；(B) NCI-H1975 细胞存活率 

3.6. 敲低 CARMA3 对 NF-κB 信号通路核心蛋白的影响 

为探讨 CARMA3 调控 NSCLC 细胞生物学行为的分子机制，本研究通过 Western blot 检测了 si-
CARMA3 转染后 H1975 和 H520 细胞中 NF-κB 信号通路核心蛋白的表达变化。结果如图 8 所示，与 si-
NC 组相比，si-CARMA3 组 H1975 和 H520 细胞中总 NF-κB p65 蛋白水未见明显变化(P > 0.05)，而磷酸

化 NF-κB p65 蛋白水平显著降低(P < 0.05)，以 p-NF-κB p65/总 NF-κB p65 比值进行校正后，si-CARMA3
组磷酸化水平仍显著低于 si-NC 组(P < 0.05)，排除了总蛋白量变化对磷酸化信号的干扰。上述结果在

H1975 (肺腺癌)和 H520 (肺鳞癌)两株细胞中趋势一致，说明 CARMA3 在两种 NSCLC 亚型中均通过促进

p65 磷酸化来激活 NF-κB 信号通路，敲低 CARMA3 可有效阻断该通路的活化。 
 

 
Figure 8. Western blot results showing the inhibition of NF-κB and p-NF-κB by SiCARMA3 in the H520 and H1975 cell lines 
and in the overexpression group 
图 8. SiCARMA3 抑制 H520 细胞和 H1975 细胞系和过表达实验组中的 NF-κB 和 p-NF-κB 的 Western blot 结果 

3.7. TCGA 数据库中 CARD10 在 NSCLC 不同亚型中的表达分析 

基于 TCGA 数据库的生物信息学分析，结果如图 9 所示，CARD10 (CARMA3 编码基因)在 LUAD (n 
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= 517)和 LUSC (n = 501)肿瘤组织中均持续表达(所有样本均有检出)。CARD10 在 LUAD 中表达水平(中
位数 = 524.69 RSEM，均值 = 618.21 RSEM)显著高于 LUSC (中位数 = 378.96 RSEM，均值 = 488.01 
RSEM，Mann-Whitney U 检验，P = 5.07 × 10−12)。尽管两亚型间表达量存在统计学差异，但两种亚型中均

观察到 CARMA3 的广泛表达，从大队列数据层面进一步支持 CARMA3 在 NSCLC 不同亚型中均有显著

生物学活性。  
 

 
Figure 9. Summary of CARD10 expression patterns in LUAD and LUSC from the TCGA database and evidence supporting 
its functional validation across cell lines 
图 9. TCGA 数据库中 CARD10 在 LUAD 与 LUSC 中的表达分布及跨细胞系功能验证证据汇总 

4. 讨论 

肺癌的高侵袭转移特性是导致患者预后不良的核心难题，探寻驱动 NSCLC 恶性进展的关键分子是

肿瘤研究的重要方向。本研究从临床组织表达和体外细胞功能两个层面，探讨了 CARMA3 在 NSCLC 中

的作用。免疫组化结果初步显示 CARMA3 在大多数 NSCLC 组织中呈高表达，而癌旁正常组织仅微弱表

达，与 Li 等[6]报道的 68.8%阳性率趋势一致，提示 CARMA3 可能参与 NSCLC 的发生发展过程。更重

要的是，本研究系统证实了敲低 CARMA3 可同时抑制 NSCLC 细胞的增殖、迁移和侵袭能力，并促进凋

亡，且这一效应在肺腺癌细胞 H1975 和肺鳞癌细胞 H520 中均得到验证。 
在增殖调控方面，本研究发现敲低 CARMA3 后 H1975 和 H520 细胞的增殖能力均显著受抑。这与已

有的 CARMA3 在其他肿瘤中的研究结果一致[19]。Jiang [5]等的研究直接证实 CARMA3 是 EGFR 介导的

NF-κB 活化的关键衔接分子——EGFR 通过激活 PKC 进而磷酸化 CARMA3 的 Linker 区域，触发 CBM
复合体组装和 NF-κB 活化。值得注意的是，本研究所用的 H1975 细胞携带 EGFR L858R/T790M 双突变，

其 EGFR 信号处于持续活化状态，这为本研究结果赋予了额外的临床相关性：CARMA3 可能参与 EGFR
突变型肺腺癌中 EGFR 信号向 NF-κB 通路的传导，其高表达或许与 EGFR-TKI 获得性耐药中 NF-κB 旁

路活化有关[20]。但这一推测需要进一步实验验证。 
在凋亡调控方面，本研究流式细胞术检测显示敲低 CARMA3 可显著诱导 NSCLC 细胞凋亡。NF-κB

通路的经典功能之一就是转录激活一系列抗凋亡基因，如 Bcl-2、Bcl-xL、cIAP1/2、Survivin 和 XIAP 等

[21]。当 CARMA3 被敲低后，CBM 复合体功能受损，NF-κB 活性下降，下游抗凋亡蛋白表达减少，从而
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降低凋亡阈值，使肿瘤细胞更容易进入凋亡程序。这一发现提示，CARMA3 可能成为增强 NSCLC 化疗

敏感性的潜在干预靶点。 
迁移和侵袭是肿瘤转移的关键步骤。本研究中划痕实验和 Transwell 实验分别从二维迁移和三维侵袭

两个层面证实，敲低 CARMA3 可显著削弱 NSCLC 细胞的运动能力和侵袭能力。CARMA3 调控侵袭转

移的分子机制可能涉及多个层面：其一，NF-κB 直接转录调控基质金属蛋白酶 MMP-2 和 MMP-9，促进

细胞外基质降解和肿瘤浸润[22]；其二，NF-κB 参与 EMT 程序的启动，调控 E-cadherin 下调及 N-cadherin、
Vimentin、Snail 和 Twist 等间质标志物的上调[17]；其三，有研究提示 CARMA3 还可能通过不依赖 NF-
κB 的方式参与 MAPK/ERK 信号通路的调控[18]。值得注意的是，Xia 等[23]在肺腺癌细胞 A549 和 H1299
中同样证实敲低 CARMA3 可抑制细胞侵袭和迁移、下调 MMP-9 表达，并增加 Bax 和 Caspase-3 表达、

下调 Bcl-2，与本研究结果高度一致。A549 为 KRAS 突变型肺腺癌细胞，H1299 为 NRAS 突变型，携带

与 H1975 截然不同的驱动基因突变，却在敲低 CARMA3 后表现出与本研究一致的增殖、迁移和凋亡表

型变化，从文献旁证角度支持 CARMA3 促癌功能在 NSCLC 不同分子背景中的普遍性。本研究中 H1975 
(腺癌)和 H520 (鳞癌)在敲低 CARMA3 后均表现出迁移和侵袭能力的减弱，初步提示 CARMA3 在两种病

理类型的 NSCLC 中可能发挥促侵袭转移的功能。但鉴于每种亚型仅采用了一株细胞系，尚不能完全排除

细胞系特异性偏倚的影响，该结论有待在更多细胞系中进一步验证。 
研究 Western blot 结果显示，敲低 CARMA3 后总 NF-κB p65 蛋白水平无明显变化，而磷酸化 NF-κB 

p65 (p-NF-κB p65)水平显著降低，从蛋白水平直接证实了 CARMA3 对 NF-κB 通路活化的正向调控作用，

且该调控发生在磷酸化修饰层面而非蛋白总量层面，与前述功能表型变化形成良好的机制呼应。 
为进一步从公共数据库层面验证 CARMA3 在 NSCLC 中的表达特征，本研究基于 TCGA (The Cancer 

Genome Atlas)数据库进行了生物信息学分析。利用 cBioPortal 数据库提取 TCGA 肺腺癌(LUAD, n = 517)
和肺鳞癌(LUSC, n = 501)的 RNA-seq V2 表达数据，分析 CARD10 (CARMA3 编码基因)在两种亚型中的

表达水平。Mann-Whitney U 检验显示，CARD10 在 LUAD 中表达水平(中位数 = 524.69 RSEM，均值 = 
618.21 RSEM)显著高于 LUSC(中位数 = 378.96 RSEM，均值 = 488.01 RSEM，P = 5.07 × 10−12)。所有 1018
例肿瘤样本中均检测到 CARD10 表达，进一步证实 CARMA3 在 NSCLC 两种主要病理亚型中均有显著

表达，支持其作为 NSCLC 研究靶点的生物学合理性。该分析表明，尽管 LUAD 和 LUSC 中 CARMA3 的

表达量存在统计学差异，但 CARMA3 在两种亚型中均为活跃表达的基因，与本研究中免疫组化结果及功

能实验的发现方向一致。 
然而，本研究存在一定的局限性。首先，临床组织标本量仅为 10 例，限制了将 IHC 结果与其临床病

理参数进行有意义的统计学关联分析，结论的普适性需更大样本验证。其次，体外功能实验虽覆盖了增

殖、凋亡、迁移和侵袭等多个表型，但未对 CARMA3 下游的具体效应分子(如 Cyclin D1、Bcl-2、MMP-
2/9 等)进行表达水平的直接检测，机制的深入程度有待加强。再次，缺乏体内动物实验(如裸鼠皮下成瘤

模型)验证 CARMA3 敲低对肿瘤生长的抑制效应。此外，本研究每种病理亚型仅采用了一株细胞系(H1975
和 H520)，虽两株细胞分别代表腺癌和鳞癌且分子背景差异显著，但仍无法完全排除细胞系特异性偏倚

的可能。未来研究拟引入更多 NSCLC 细胞系(如肺腺癌细胞 A549、H1299、PC9，肺鳞癌细胞 H226、SK-
MES-1 等)重复关键功能学实验，以验证 CARMA3 促癌功能的亚型普遍性。 

综上所述，本研究初步证实 CARMA3 在 NSCLC 组织中高表达，且敲低 CARMA3 可抑制 NSCLC 细

胞增殖、迁移与侵袭，促进凋亡，表明 CARMA3 是 NSCLC 的促癌因子。后续研究拟在扩大样本量验证

CARMA3 与临床病理特征及预后关系的基础上，进一步通过裸鼠成瘤实验和信号通路磷酸化检测，深入

阐明 CARMA3 调控 NSCLC 恶性进展的分子机制，为以 CARMA3 为靶点的 NSCLC 治疗策略提供更充

分的实验依据。 
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