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ＡＬＸ１基因过表达促进非小细胞肺癌细胞系 ＰＣ９上
皮间质转化
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［摘　要］目的：探讨ＡＬＸ１（ａｒｉｓｔａｌｅｓｓｌｉｋｅｈｏｍｅｏｂｏｘ１）基因过表达对非小细胞肺癌细胞系ＰＣ９上皮间质转化
（ＥＭＴ）能力的影响。方法：构建 ｐｃＤＮＡ３．１ＡＬＸ１过表达重组载体，将 ｐｃＤＮＡ３．１ＡＬＸ１和 ｐｃＤＮＡ３．１分别转染
ＰＣ９细胞；采用细胞划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分析 ＰＣ９细胞迁移及侵袭能力的改变，用 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹法检测ＥＭＴ过程相关标志物Ｎ钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、紧密连接蛋白（ＺＯ１）以及转录因子ｓｌｕｇ和ｓｎａｉｌ表
达水平的改变。结果：与对照组相比，ＡＬＸ１过表达组中ＰＣ９细胞的迁移和侵袭能力明显增强（Ｐ＜０．００１），ＺＯ
１表达量明显降低（Ｐ＜０．０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｓｌｕｇ和ｓｎａｉｌ表达量明显增高（Ｐ＜０．００１）。结论：ＡＬＸ１基因过表达能
够促进非小细胞肺癌细胞ＰＣ９的ＥＭＴ转化，其机制可能与ＺＯ１表达量下调和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｓｌｕｇ和 ｓｎａｉｌ表达量
上调有关。
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　　肺癌是当今世界最常见的恶性肿瘤之一，其中
非小细胞肺癌约占肺癌总数的８０％［１］。近年来，

随着科学研究的发展，在肺癌的早期临床诊断以及

治疗方面取得了较大的进步，但其５年生存率仍保
持在１５％左右［２］。因此，研究肺癌发生和发展的

分子机制、寻找肺癌早期诊断和治疗新方法仍十分

迫切［１，３］。肿瘤转移是癌症高死亡率的主要原因

之一，而上皮间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在肿瘤侵袭和转移过程中发
挥着重要的作用。ＥＭＴ是胚胎发育和肿瘤形成过
程中的一个多步骤的复杂生物学过程。在ＥＭＴ发
生时，上皮细胞会逐渐丢失其特性，获得间充质细

胞的特性，如迁移和侵袭能力增强等，细胞发生

ＥＭＴ转化的过程往往伴随着基因表达的改变，Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１、Ｓｌｕｇ以及 Ｓｎａｉｌ等基因已成为衡量
ＥＭＴ转化发生的标志物［４－５］。ＡＬＸ１（ａｒｉｓｔａｌｅｓｓｌｉｋｅ
ｈｏｍｅｏｂｏｘ１）在调节肿瘤细胞迁移、侵袭、增殖以及
ＥＭＴ方面起着重要的作用［６－８］。研究显示，在人

骨肉瘤细胞中，敲除 ＡＬＸ１能抑制细胞迁移，诱导
细胞凋亡［６］。在乳腺癌细胞中，ＡＬＸ１下调可诱导
细胞Ｓ期阻滞，并抑制细胞的迁移和侵袭［８］。在

卵巢癌细胞中，ＡＬＸ１可通过诱导 ｓｎａｉｌ表达来调节
细胞的ＥＭＴ转化以及侵袭［７］。２０１３年，ＳａｎｄｏｖａｌＪ
等人［９］发现ＡＬＸ１的甲基化与Ｉ期非小细胞肺癌患
者的预后密切相关。鉴于此，本研究通过非小细胞

肺癌细胞ＰＣ９中过表达 ＡＬＸ１，观察 ＡＬＸ１对 ＰＣ９
细胞迁移、侵袭以及ＥＭＴ的影响。

１　材料和方法

１１　材料
ＲＰＭＩ１６４０培养基、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，０２５％胰蛋白酶、胎牛血清购自 Ｇｉｂ
ｃｏ公司；Ｔｒｉｚｏｌ、反转录 ＰＣＲ试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂均购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＮＡ
转染试剂购自 Ｒｏｃｈｅ公司，引物和测序均由 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１、Ｓｌｕｇ、Ｓｎａｉｌ、β
ａｃｔｉｎ多克隆抗体以及辣根过氧化物酶标记的羊抗
兔二抗均购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（ＣＳＴ）生物
公司，基质胶购自 ｓｉｇｍａ公司，ＰＣ９细胞由本实验
室保存。

１２　方法
１２１　细胞培养与转染　ＰＣ９细胞培养于含
１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于３７℃、

５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养，０２５％胰蛋白酶用
于细胞的消化和传代，ＤＮＡ质粒转染 ＰＣ９细胞步
骤按照 Ｒｏｃｈｅ公司 ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥＨＰＤＮＡＴｒａｎｓ
ｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ说明书进行。
１２２　ＡＬＸ１过表达载体的构建　设计扩增 ＡＬＸ１
开放阅读框引物 ＡＬＸ１Ｆｏｒ和 ＡＬＸ１Ｒｅｖ，引物序列
见表１。以 ＰＣ９细胞 ｃＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩
增出 ＡＬＸ１开放阅读框序列，并进行 ＨｉｎｄＩＩＩ和
ＸｂａＩ双酶切，酶切后的片段与同样双酶切过的
ｐｃＤＮＡ３１（＋）载体进行连接，构建 ｐｃＤＮＡ３１
ＡＬＸ１过表达重组载体。
１２３　实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）　
ＰＣ９细胞总 ＲＮＡ的提取和逆转录按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司说明书操作。细胞总ＲＮＡ经逆转录酶逆转成
ｃＤＮＡ后进行荧光定量ＰＣＲ反应，ＰＣＲ反应引物序
列见表１。扩增条件为：９５℃预变性１５ｍｉｎ，９５℃
变性１５ｓ，５５～６０℃不等退火３０ｓ，共４０个循环。
实验独立重复３次，每个样本独立３个复孔，实验
数据统计分析采用２ΔΔＣｔ法计算。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

引物名称 引物序列（５’３’）
ＡＬＸ１Ｆｏｒ ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＴＧＧＡＧＴＴＴＣＴＧＡＧＣ
ＡＬＸ１Ｒｅｖ ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＡＣＡＴＧＧＴＡＡＡＣＣＴＡＴＴ
ＺＯ１Ｆｏｒ ＣＡＡＣＡＴＡＣＡＧＴＧＡＣＧＣＴＴＣＡＣＡ
ＺＯ１Ｒｅｖ ＣＡＣＴＡＴＴＧＡＣＧＴＴＴＣＣＣＣＡＣＴＣ
ＮｃａｄｈｅｒｉｎＦｏｒ ＴＣＡＧＧＣＧＴＣＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＴ
ＮｃａｄｈｅｒｉｎＲｅｖ ＡＴＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴＣＧＡＴＡＡＧＡＣＴＧ
ＳｎａｉｌＦｏｒ ＴＣＧＧＡＡＧＣＣＴＡＡＣＴＡＣＡＧＣＧＡ
ＳｎａｉｌＲｅｖ ＡＧＡＴＧＡＧＣＡＴＴＧＧＣＡＧＣＧＡＧ
ＳｌｕｇＦｏｒ ＣＧＡＡＣＴＧＧＡＣＡＣＡＣＡＴＡＣＡＧＴＧ
ＳｌｕｇＲｅｖ ＣＴＧＡＧＧＡＴＣＴＣＴＧＧＴＴＧＴＧＧＴ
βａｃｔｉｎＦｏｒ ＡＡＡＣＴＧＧＡＡＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＧ
βａｃｔｉｎＲｅｖ ＡＧＴＧＧＧＧＴＧＧＣＴＴＴＴＡＧＧＡＴ

１２４　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）　ｐｃＤＮＡ３１
载体或ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＸ１重组载体转染 ＰＣ９细胞，
４８ｈ后用ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白质，ＢＣＡ法
检测蛋白质浓度并制备样品。配制ＳＤＳＰＡＧＥ胶，
每孔上样蛋白质样品２５μｇ，电泳后将蛋白质从凝
胶转移至硝酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭１ｈ
后，加入稀释的一抗，４℃孵育过夜，用含 ００５％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ（ＴＢＳＴ）漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，加
入二抗，３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，化学发光液显色，βａｃｔｉｎ为内参。
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１２５　细胞划痕实验　将 ＰＣ９细胞以适当密度
接种至１２孔板中，待细胞贴壁２４ｈ后进行细胞转
染，转染２４ｈ后，用２００μＬ吸头在融合细胞层上
划痕线；用 ＰＢＳ洗细胞两次，去掉游离细胞后，用
含４％胎牛血清的培养基培养细胞，此时记为 Ｔ０，
记录Ｔ０和Ｔ２４（２４ｈ时）同一个位置的划痕宽度，
计算划痕愈合度（％）＝【划痕宽度（Ｔ０Ｔ２４）／划痕
宽度 Ｔ０】×１００％。实验独立重复３次，在倒置显
微镜下每孔随机选取３个视野计数细胞，每孔取均
值进行统计学分析。

１２６　Ｍａｔｒｉｇｅｌ侵袭实验　用无血清预冷的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ按 ８∶１稀释混匀，取
１００μＬ均匀铺在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，放入３７℃温箱孵
育１ｈ。用无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基将 ＰＣ９细胞
的密度配制成１×１０９个细胞／Ｌ，在 Ｔｒａｎｓｗｅｉｌ上室
接种２００μＬ细胞悬液，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室加入 ＲＰ
ＭＩ１６４０完全培养基６００μＬ，在细胞培养箱中培养
４８ｈ后，取出小室，用棉签拭去 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室细
胞，然后将 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于甲醇中固定３０ｍｉｎ，
５ｇ／Ｌ结晶紫染细胞１５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ洗去残余的结
晶紫染色液。实验重复３次，在倒置显微镜下每孔

随机选取３个视野计数细胞，并取均数进行统计分
析。

１３　统计学分析
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０１软件进行统计分

析，实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间
比较采用独立样本 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　ＡＬＸ１过表达促进ＰＣ９细胞的迁移

ｐｃＤＮＡ３１和 ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＸ１载体分别转染
ＰＣ９细胞，４８ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＡＬＸ１表
达情况。结果显示，转染 ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＸ１组中
（ＡＬＸ１过表达组）ＡＬＸ１表达明显高于转染 ｐｃＤ
ＮＡ３１组（对照组），见图１Ａ。划痕实验显示，２４ｈ
后，对照组划痕愈合度为（４０４６±１７７９）％，ＡＬＸ１
过表达组划痕愈合度为（６５６４±１６６５）％，见１Ｂ
和Ｃ。以上结果表明ＡＬＸ１过表达明显促进的 ＰＣ
９细胞的迁移能力，差异有统计学意义（Ｐ＜
０００１）。

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＡＬＸ１表达，Ｂ为ＡＬＸ１表达柱状图，Ｃ为细胞划痕图片，Ｄ为划痕愈合度（％）计算柱状图，
Ｃｔｒｌ为转染ｐｃＤＮＡ３１空白载体的对照组，ＡＬＸ１为转染ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＸ１过表达载体的实验组；

（１）与Ｃｔｒｌ组比较，Ｐ＜０００１

图１　ＡＬＸ１过表达对ＰＣ９细胞株迁移能力的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＸ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣ９
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２２　ＡＬＸ１过表达促进ＰＣ９细胞的侵袭
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示，对照组中穿过基

质胶的ＰＣ９细胞数为（４１３３±０８８２）个，ＡＬＸ１过
表达实验组 ＰＣ９细胞穿过基质胶的细胞数为
（９７３３±４０５）个，提示 ＡＬＸ１过表达的 ＰＣ９细胞
的侵袭能力明显增强，差异有统计学意义（Ｐ＜
０００１）。
２３　ＡＬＸ１过表达调控ＥＭＴ相关标志物表达

ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＸ１过表达重组载体转染 ＰＣ９
细胞，４８ｈ后通过 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检
测ＥＭＴ相关标志物 ＺＯ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ和 Ｓｎａｉｌ
的表达。如图３所示，与对照组相比，ＡＬＸ１过表达
明显降低了ＺＯ１的表达（Ｐ＜００５），增加了Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、ｓｌｕｇ和ｓｎａｉｌ的表达（Ｐ＜０００１），提示ＡＬＸ１过
表达通过降低 ＺＯ１的表达和增加 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｓｌｕｇ
和ｓｎａｉｌ的表达而促进ＰＣ９细胞的ＥＭＴ转化。

注：Ａ为细胞侵袭图片，Ｂ为穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ基质胶的细胞计数柱状图；（１）与Ｃｔｒｌ组比较，Ｐ＜００５

图２　ＡＬＸ１过表达对ＰＣ９细胞株侵袭能力的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡＬＸ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＣ９

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＺＯ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ的表达，Ｂ为ｑＲＴＰＣＲ检测ＺＯ１、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、

Ｓｌｕｇ和Ｓｎａｉｌ的表达；与Ｃｔｒｌ组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

图３　ＡＬＸ１过表达对ＥＭＴ相关标志物表达的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＬＸ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓ

３　讨论

ＡＬＸ１基因作为一个转录因子，参与调控神经
元以及颅面软骨发育，同时在调节细胞上皮－间质
转化过程中发挥重要的作用，目前已被证实是一个

疾病相关的基因，与肿瘤 ＥＭＴ转化以及预后密切

相关［６－８，１０－１４］。肺癌是发病率和死亡率增长最快，

对人群健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一［２］。

造成肺癌高死亡率的主要原因是患者确诊时已处

于癌症晚期阶段，肿瘤细胞已发生了侵袭和转移，

缺乏有效的治疗措施。因此，为提高肺癌患者的生

存率，改善肺癌患者整体治疗水平，寻找有效的早

期诊断及预后标志物和有效治疗策略是关键［１，３］。
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ＡＬＸ１在卵巢癌中高表达，该基因可通过上调 Ｓｎａｉｌ
表达，调节卵巢癌细胞ＥＭＴ转换，促进细胞的侵袭
和转移，同时其表达量与卵巢癌预后不良正相

关［７］。研究显示ＡＬＸ１的甲基化与Ｉ期非小细胞肺
癌患者的预后密切相关，这说明 ＡＬＸ１在肺癌发生
发展过程中可能发挥着重要的作用［９］。

为研究ＡＬＸ１在肺癌中的作用，本实验通过外
源过表达方式，研究 ＡＬＸ１过表达对非小细胞肺癌
细胞ＰＣ９迁移、侵袭以及ＥＭＴ影响。采用划痕实
验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验模拟人体肿瘤细胞迁移和侵袭
过程，实验结果显示 ＡＬＸ１基因过表达之后，ＰＣ９
细胞的迁移和侵袭能力均增强，该结果暗示 ＡＬＸ１
可能参与调控肺癌细胞ＰＣ９的ＥＭＴ转化。因此，
本研究进一步检测了 ＥＭＴ标志物 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ
１、Ｓｌｕｇ以及Ｓｎａｉｌ表达量的变化，结果发现ＡＬＸ１过
表达下调了ＺＯ１的表达，同时上调了 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
ｓｌｕｇ和ｓｎａｉｌ的表达，这说明ＡＬＸ１基因过表达促进
了ＰＣ９细胞的ＥＭＴ转化。

本实验初步证实 ＡＬＸ１在肺癌 ＥＭＴ转化中发
挥重要作用，ＡＬＸ１过表达能明显促进肺癌细胞
ＰＣ９的ＥＭＴ转化能力。该结果为将来寻找有效
的肺癌早期诊断标志物以及临床靶向治疗提供了

实验依据。
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