
《中国癌症杂志》2014年第24卷第8期

 CHINA ONCOLOGY 2014 Vol.24 No.8604

非小细胞肺癌中PAX6表达及其对肿瘤
细胞增殖与侵袭作用机制研究

熊安洲　陈菁　曹艳　胡小萍

武汉市第一医院呼吸科，湖北 武汉 430022

　　［摘要］　背景与目的：转录因子PAX6主要表达于胚胎期，不同肿瘤中PAX6呈现高表达，通过不同的信号

通路发挥肿瘤抑制或促进作用。检测PAX6在非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，NSCLC)中的表达，

通过RNAi下调其表达，研究PAX6对肿瘤细胞侵袭和增殖力以及cyclin E、p38表达水平的影响。方法：应用蛋

白印记检测86例NSCLC肿瘤组织及癌旁配对组织以及2例细胞系中PAX6的表达情况。应用PAX6特异性siRNA序

列，转染NSCLC细胞系A549，MTT法、Transwell小室、划痕实验检测转染前后细胞增殖、侵袭和迁移能力的对

比。蛋白质印记法(Western blot)检测转染前后cyclin E及p38表达情况。结果：对比癌旁组织及正常人支气

管上皮细胞16HBE，PAX6在NSCLC组织及A549细胞系中显著高表达。选取高效siRNA序列转染细胞系后，PAX6表

达的下调抑制了肿瘤细胞的增殖及集落形成，G1期细胞比例增加，细胞侵袭及迁移力均下降。PAX6基因敲低细

胞cyclin E及p38活性受到抑制，表达下调。结论：PAX6通过调控MAPK通路及cyclin E的表达加速肿瘤细胞的

增殖、侵袭及迁移，是潜在的NSCLC诊疗靶点。
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　　［Abstract］ Background and purpose: The transcription factor PAX6 is primarily expressed in embryos. 
PAX6 is also expressed in several tumors and plays oncogenic or tumor suppressor role. This study aimed to investigate 
the expression of PAX 6 in non-small cell lung cancer (NSCLC) tumor samples and cell lines; and evaluate the effects 
of PAX6 on the proliferation and invasion of tumor cells and the expression level of cyclin E and p38. Methods: 
Western blot was carried out to detect the PAX6 protein level in 86 NSCLC tumor tissues, paired adjacent normal 
tissues and 2 cell lines. PAX6 siRNA was transfected into human lung cancer A549 cell line. Anchorage-independent 
growth and invasiveness of tumor cells were measured by MTT and transwell cell invasion assay, respectively. Cyclin 
E and p38 protein level before and after transfection were detected by western blot. Results: Comparison with tumor 
adjacent tissues and normal human bronchial epithelial cells 16HBE, PAX6 in NSCLC tissues and A549 cell lines was 
significantly higher expression. After transfection with efficient sequence of PAX6 siRNA for A549 cell lines, the down 
expression of PAX6 inhibits tumor cell proliferation, the proportion of cells in G1 phase increased, the cell invasion and 
migration decreased remarkably. Cyclin E and p38 activity was inhibited in PAX6 knockdown cells. Conclusion: PAX6 
accelerate cell cycle progression by activating cyclin E and p38. PAX6 is a potential target for diagnosis and therapy.
　　［Key words］ Non-small cell lung cancer; PAX6; siRNA; p38; Cyclin E

　　肺癌是常见的恶性肿瘤之一，根据生物学行

为不同，肺癌分为非小细胞肺癌(non-small cell 

lung cancer，NSCLC)和小细胞肺癌(small cell lung 

cancer，SCLC)，其中NSCLC的比率高达80%，且

NSCLC的发病率和死亡率一直居高不下。近来的

研究发现，肺癌是诊断率最高的肿瘤，同时也

是致死率最高的恶性肿瘤之一。本研究拟探讨

NSCLC的侵袭转移分子机制，寻找早期诊断和治
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疗的NSCLC特异性标志物。

　　PAX6基因隶属PAX基因家族，编码成对盒

转录因子，在发育和疾病进展过程中发挥作

用。PAX6是胚胎形成期重要的转录因子，同时

也是干细胞因子，在胰腺癌、胃肠肿瘤中呈现

高表达［1-2］，这提示其在肿瘤形成中可能发挥

作用。本研究旨在揭示PAX6在NSCLC中表达及

对肺癌细胞系的侵袭、增殖及迁移力的影响，

并初步探讨其作用的可能机制。

1　材料和方法

1.1　组织样本及细胞系

　　收集武汉市第一医院2008年1月—2012年9

月外科手术治疗的NSCLC患者，随访3~5年，选

取具有完整临床、病理和随访资料的NSCLC石

蜡标本86例组成实验组，所有患者术前均未接

受放、化疗或靶向治疗。配对癌旁组织作为对

照组。其中男性39例、女性15例，年龄25~78

岁，平均45.23岁。患者临床资料见表1。人类肺

腺癌细胞系A549作为实验组，人支气管上皮细

胞16HBE作为对照组，肺癌细胞系培养使用加

入10%胎牛血清的RPMI-1640培养基，16HBE细

胞则使用加入10%胎牛血清的MEM-EBSS液体培 

养基。

1.2　主要试剂及设备

　　PAX6特异性siRNA序列(5'-GAGTAGCG 

ACTCCAGAAGT-3')及无沉默作用的siRNA序列

NS-siRNA(5'-TTCTCCGAAC GTGTCACGT-3')

由 上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司 合 成 ； 蛋 白

质印迹法(Western blot)所用抗体购自Abcam

公 司 。 M T T 、 二 甲 基 亚 砜 ( D M S O ) 购 自 美 国

Sigma公司；RNA提取TRIzo l试剂盒、脂质

体Lipofec tamine TM2000购自美国Invi t rogen

公司。qPCR仪(7500 Fast Real-Time PCR系 

统)和普通PCR仪(2720热循环仪)均购自ABI公

司，凝胶成像分析系统(GelDoc-It TS Imaging 

System)购自UVP公司。A549及16HBE细胞系购

自中国科学院上海生命科学研究院生物化学与

细胞生物学研究所。

表 1　肺癌患者一般临床资料

Tab. 1    Patients and clinical characteristics
Item Case
Age/year

≤60 45
>60 41

Gender
Male 55
Female 31

Smoke 
Yes 36
No 50

Histologic type
SCC 52
Adenocarcinoma 34

Histological grade
Ⅱ 37
Ⅲ 49

Tumor size/cm
0-3 30
>3 56

Lymph node status
Positive 23
Negative 63

TNM stage
Ⅰ 25
Ⅱ 19
Ⅲ 28
Ⅳ 14

1.3　方法

1.3.1　siRNA转染

　　A549细胞在10%胎牛血清的RPMI-1640培

养基中生长至占培养皿90%时消化，离心，转

入24孔板。当细胞生长到约50%~60%的融合面

积时进行转染。实验分为3组，空白对照组仅加

入转染液，转染PAX6特异性siRNA组和转染NS-

siRNA的阴性对照组。

1.3.2　RNA、DNA及蛋白质提取

　　包括蜡块包埋组织及细胞中核酸及蛋白的

提取，提取试剂盒购自天根公司，依照试剂盒

操作步骤进行实验，提取过程中注意样品的污

染和降解，RNA提取全程在冰上操作，提取样

品于-80 ℃保存，DNA样品于-20 ℃保存，通

过琼脂糖凝胶电泳及紫外分光光度仪测定所提

取核酸浓度和纯度，蛋白定量采用考马斯亮 

蓝法。

1.3.2　逆转录及定量PCR检测

　　本实验采用比较Ct值的相对定量法，以

GAPDH为管家基因，应用2-ΔΔCt进行分析。定
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量PCR反应体系及反应条件(25  μL)：SYBR 

premix(2×)12.5 μL，目的基因上、下游引物各

0.5 μL，cDNA模板2.0 μL，ddH2O 9.5 μL，反

应条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃ 15 s，60 ℃  

30 s，72 ℃ 30 s，共40个循环。

1.3.3　Western blot检测蛋白的表达水平

　　转染72 h后提取细胞总蛋白，标准曲线法定

量，上样量为30 μg，SDS-PAGE凝胶90 V电泳 

3 h，经转膜、抗体温育、显色等常规步骤。图

像灰度分析比较蛋白表达水平，以β-actin为内

参照。

1.3.4　细胞增殖能力检查(MTT法)

　　转染24 h后，将转染组细胞与对照组细胞

接种于96孔板，每孔体积200 μL，细胞数2×103

个细胞，每组细胞接种6孔，以培养液为空白

对照，培养24 h，使用MTT试剂盒检测细胞增

殖，每孔加5 mg/mL MTT，培养4 h后弃去上清

液加150 μL DMSO，震荡10 min，采用用酶标仪

检测吸光度(A)值，波长490 nm，DMSO为内参对

照，连续测4 d，绘制细胞生长曲线。

1.3.5　Transwell小室检测细胞侵袭力  

　　Transwell小室检测细胞侵袭力，小室外为

加15%胎牛血清的RPMI-1640培养液500 μL，小

室内为200 μL含5×103个细胞的肿瘤细胞悬液，

RPMI-1640培养液中加2%胎牛血清，每组重复6

个样本。培养24 h，取出小室，擦去微孔膜上层

细胞，染色，计数移至下层的细胞数。

1.3.6　划线法检测细胞迁移力  

　　24孔培养板内，每孔细胞数5×104个，至

形成单层细胞，用直径1 mm消毒不锈钢探针在

底部划横线，冲洗细胞碎片后继续培养，观察

0、24、48、72 h细胞运动情况，记录从迁移起

点至迁移最远点细胞核间距，每个视野选10个

观测点。

1.4　统计学处理  

　　应用SPSS 17.0统计软件，计数资料用百分

比表示，组间比较采用方差分析，数据以x±s表

示，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　PAX6在NSCLC肿瘤组织、细胞系中表达

结果

　　PAX6基因与管家基因扩增产物特异，无引

物二聚体或其他非特异性产物，根据2-ΔΔCt方法

进行计算得出，PAX6基因在NSCLC肿瘤组织、

癌旁配对组织及A549细胞系相对表达量分别为

(2.927±0.923)、(0.513±0.172)和(1.024±0.264)，
16HBE细胞系中未见表达(图1)。对比癌旁正常

组织，NSCLC肿瘤组织中PAX6表达水平显著上

升(P<0.05)。

图 1　PAX6基因在癌组织、癌旁正常组织及细胞系中表达情况

Fig. 1    PAX6 gene expression in tumor and paired adjacent tissue 

and A549 16HBE cell

2.2　RNA干扰对A549细胞PAX6表达水平影响  

　　Western blot检测结果表明，转染PAX6特异

性siRNA组，PAX6表达水平显著低于NS-siRNA

组和空白对照组，组间比较差异有统计学意义

(P<0.05，图2)。

图 2　PAX6-siRNA特异性siRNA显著下调A549细胞PAX6蛋白

水平

Fig. 2    PAX6 expression was suppressed by PAX6-siRNA in A549 

cell
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2.3　MAPK信号通路蛋白p38及其磷酸化水平  

　　PAX6基因敲除细胞培养72 h，提取蛋白经

Western blot检测p38蛋白及磷酸化水平，结果

显示，PAX6基因敲除的A549细胞，p38蛋白磷

酸化水平下降，差异有统计学意义(P<0.05， 

图3)。

2.5　转染对肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移力的影

响 

　　转染后肿瘤细胞增殖明显减缓，细胞换液

时间由原来的3 d推迟到6 d左右，PAX6-siRNA
组生长明显较空白对照及NS-s iRNA组滞后 

(图5)。侵袭力对比，空白对照组和NS-siRNA
组穿膜能力较强，穿膜细胞数分别为(51±6)和

(49±5)次，转染后穿膜细胞数减低为(21±3)，

显著降低(P<0.05)。划痕实验结果提示，PAX6-

siRNA组培养24 h后，划痕缩小趋势不明显，

48 h略缩小，但并无融合趋势，72 h后，划痕缩

小，空白对照组和NS-siRNA组培养24 h，划痕

开始缩小，48 h明显缩小，72 h划痕已有融合

趋势，结果表明，转染后细胞的迁移力出现下

降。划痕宽度对比见表2。

图 5　转染后细胞生长曲线图

Fig. 5    Knockdown of PAX6 suppressed lung cancer cell growth

表 2　转染后各组细胞不同时刻划痕宽度 

Tab. 2    Scratch width of 3 groups cells after transfection at 0, 24, 48 and 72 h 

(mm, n=10)

Group
t/h

0 24 48 72 
Blank 70.21±5.14 56.59±4.07 38.27±3.21 18.07±2.12
NS-siRNA 69.48±4.93 56.34±3.74 37.68±3.33 19.11±3.05
PAX6-siRNA 71.06±5.28 59.76±4.68 46.91±4.04 35.21±3.28

图 3　PAX6表达下调细胞p38蛋白表达及磷酸化水平

Fig. 3    p38 expression and phosphorylation was inhibited when 

PAX6 expression was suppressed

2.4　细胞周期蛋白cyclin E表达水平检测  

　　Western blot检测PAX6敲除肿瘤细胞cyclin E

表达情况，结果显示，PAX6敲除的A549细胞，

cyclin E蛋白表达水平下降，差异有统计学意义

(P<0.05，图4)。

图 4　PAX6表达下调细胞cyclin E蛋白表达水平

Fig. 4    Cyclin E expression was inhibited while PAX6 expression 

was suppressed
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3　讨　　论

　　肺癌是世界范围内发病率和死亡率居高不

下的恶性肿瘤之一，其预后较差，复发和转移

发生率也较高［3］。随着诊断技术的进步，肺癌

也是确诊率最高的肿瘤之一，但尽管如此，肺

癌的治疗效果仍不理想，基于此，新的肿瘤分

子靶点成为当前恶性肿瘤基础与临床研究的新

策略。

　　PAX6基因定位于人类染色体11p13，编码

成对盒基因6，产物蛋白包含保守的成对盒状结

构域，其结构域能结合DNA，具有调控基因转

录的功能。PAX6基因在神经系统及眼的发育过

程中表达［4-5］。近来发现在视网膜母细胞瘤、

胰腺癌等肿瘤及乳腺癌细胞系中发现PAX6呈高

表达。肺癌中，有研究者发现PAX8和PAX5分别

在NSCLC和SCLC中呈现高表达［6］，但却未见

PAX6相关研究的报道。PAX6在不同肿瘤中通

过作用于不同信号通路发挥截然不同的作用，

在视网膜母细胞瘤和胰腺癌中发挥癌基因的作

用，但在前列腺癌和胶质母细胞瘤中却发挥肿

瘤抑制作用［7-8］。

　　丝裂原激活的蛋白激酶(mitogen activated 

protein kinase，MAPK)信号通路具有调控细胞有

丝分裂和G1/S转换的功能，MAPK信号通路中的

p38蛋白通过磷酸化激活，发挥细胞有丝分裂调

控作用。细胞分裂过程中，细胞周期蛋白同样

发挥着重要的作用，这其中cyclin E的作用尤为

关键。

　　本研究首先通过定量逆转录PCR的方法检

测NSCLC肿瘤组织、癌旁正常组织及A549、

16HBE细胞系中PAX6基因表达情况，结果显示

NSCLC肿瘤组织和A549细胞系中PAX6基因表达

上调，16HBE细胞系中未见表达。研究结果与

视网膜母细胞瘤、胰腺癌中结果一致［1,4］。为

进一步研究PAX6对肿瘤细胞增殖、侵袭和迁移

能力的影响，本研究应用特异性的PAX6-siRNA

转染A549细胞系。RNAi是一种反向遗传学技

术，具有操作简单、高效等特点，已逐渐成为

基因功能研究的有效手段，本研究采用RNAi

技术成功下调PAX6在NSCLC细胞系A549中的 

表达。

　　通过RNAi下调PAX6表达的肿瘤细胞，增殖

力、侵袭力和迁移能力均表现出明显下降，差

异具统计学意义。转染后的细胞中，细胞周期

蛋白cyclin E表达水平下调，MAPK信号通路p38

蛋白的磷酸化水平出现明显下降。Cyclin E及

p38表达及磷酸化水平的改变导致了细胞增殖的

滞后，有丝分裂停止在G1期。PAX6对细胞周期

的影响与其他研究者在视网膜母细胞瘤中结果

一致［9］。

　　肿瘤侵袭过程极为复杂，涉及基质黏附、

基质成分蛋白水解以及肿瘤细胞迁移等步骤，

基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，

MMPs)与肿瘤侵袭转移关系最为密切，之前

Mayes等［10］发现胶质母细胞瘤中PAX6可通过抑

制MMP2的表达达到抑制肿瘤细胞侵袭的作用，

PAX6的下调降低NSCLC肿瘤细胞侵袭力的具体

机制有待进一步的揭示，MMPs可能参与了此 

过程。

　　综上所述，PAX6基因的高表达与NSCLC有

着密切的关系，其作用机制涉及激活细胞周期

蛋白及MAPK信号通路，调控肿瘤细胞的无限增

殖，PAX6基因可作为NSCLC发生、发展的潜在

靶点，为NSCLC的诊疗提供新的方向。
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力扑素有奖征文通知

　　为了促进力扑素在临床应用方面的经验交流，《中国癌症杂志》杂志社与绿叶制药集团联合举

办第六届力扑素有奖征文活动，现将征文活动事项通知如下：

征文内容：

　　⑴力扑素用于各种肿瘤的临床病例讨论，具有临床指导价值的个例报道。

　　⑵力扑素临床前试验、药代动力学研究及其他基础研究等。

　　⑶力扑素新的化疗方案、新的给药方式、与普通紫杉醇注射液或多西他赛的比较研究等。

征文要求：

　　⑴写作规范参照《中国癌症杂志》稿约要求；

　　⑵投稿论文提供电子文档；

　　⑶请注明作者姓名、单位、地址、职称、邮编和联系电话。

征文截止日期：2014年9月30日（以E-mail发出日期为准）

征文联系E-mail：scb@luye.cn （请注明“征文”字样）

评选办法：

　　⑴由《中国癌症杂志》杂志社组织专家成立评审委员会，以公正、公平的方式评选获奖论文。

　　⑵奖项设置：一等奖1名，赞助参加欧美会议一次；二等奖2名，赞助参加亚太会议一次，三等

奖5名，赞助参加国内会议一次；优秀奖10名，赠送《中国癌症杂志》2015年全年杂志一套。

　　⑶全部论文将以《中国癌症杂志》杂志社名义颁发证书，并编入《论文汇编》。获奖论文经筛

选后优先在《中国癌症杂志》上发表。

《中国癌症杂志》杂志社

绿叶制药集团
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