
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.10 MAY.2023

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2023.10.005

HOXC8通过调控 PDX1的表达促进非小细胞肺癌的生长与 EMT过程
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摘要 目的：探索 HOXC8与 PDX1在非小细胞肺癌（non-small lung cancer, NSCLC）细胞生长及上皮间质转化（Epithelial-mes-

enchymal transition, EMT）的作用机制。方法：通过转录组测序、荧光定量 PCR及染色质免疫沉淀等方法筛选并鉴定 HOXC8调控

的靶基因；通过Western blot、CCK-8、克隆集落生成及生物信息学等手段分析靶基因 PDX1在非小细胞肺癌中的作用。结果：实验

证明 HOXC8可结合到 PDX1基因的启动子上，并作为转录因子激活 PDX1的表达。PDX1的表达促进 NSCLC细胞的生长与

EMT过程，而沉默 PDX1能显著地抑制 NSCLC细胞的生长与 EMT过程，并诱导细胞的凋亡。通过分析已知的肿瘤数据库,我们

发现在 NSCLC中 PDX1的表达显著高于正常组织，且 PDX1的高表达与肺癌患者的预后不良呈显著的相关性。结论：本研究发

现 HOXC8-PDX1轴在非小细胞肺癌中起着重要的调节作用,可有望成为非小细胞肺癌治疗的新靶点。
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HOXC8 Regulates PDX1 Expression to Promote Growth and EMT of
non-small Cell Lung Cancer

To investigate the regulation mechanism of HOXC8 and PDX1 in the growth and epithelial mesenchymal

transition (EMT) of non-small lung cancer(NSCLC) cells. RNA-sequence analyses, Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and

Real-time PCR assays were performed to identify HOXC8-targeted genes; Western blot, CCK-8, colony formation and bioinformatics

analyses were carried out to examine the roles of PDX1 gene in NSCLC. HOXC8 was shown to bind to the promoter of the

PDX1 gene and act as a transcription factor to activate the expression of PDX1. PDX1 expression promoted the growth and EMT of

NSCLC cells, while silencing PDX1 significantly inhibited the growth and EMT of NSCLC, and induced cell apoptosis. PDX1 expres-

sion was significantly higher in NSCLC specimens than that of normal tissues by analyzing public tumor databases, and growth and EMT

of NSCLC, and induced cell apoptosis. Analyses of public tumor databases indicated that PDX1 expression was significantly up-regulated

in NSCLC specimens in comparison with normal tissues, and high PDX1 expression was significantly correlated with poor survival of

lung cancer patients. This study showed that HOXC8-PDX1 axis played an important role in the progression of NSCLC and

would be a new target for NSCLC treatment.
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前言

根据 2020年全球癌症数据评估，肺癌的致死率在癌症中

处于第一位[1,2]，其中非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，

NSCLC）则占据了肺癌发病率的 85%左右[3]。虽然针对非小细

胞肺癌的诊疗已取得了一系列重要进展,但转移性非小细胞肺

癌患者的生存率仍然低于 5%[4]。肿瘤转移赋予了肿瘤细胞更强

的增殖、迁移和侵袭能力，因此，阐明非小细胞肺癌的转移调控

机制，对非小细胞肺癌的防治具有重要的意义[5,6]。

本实验室前期研究发现同源盒基因 HOXC8作为重要因

子参与了 NSCLC的发展进程。其中，HOXC8基因属于包含了

39个基因的同源盒（homeobox，HOX）家族成员之一，参与了多

种生理与病理的过程[7,8]。研究表明，HOXC8表达异常与多种癌

症的发生发展相关，包括乳腺癌、卵巢癌、胃癌及宫颈癌等[9-12]。

在前期的研究中发现 HOXC8 在 NSCLC 中表达上调，且

HOXC8的表达促进了 NSCLC细胞的增殖与迁移等[13,14]。
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胰十二指肠同源盒 1（Pancreatic and duodenal homeobox

1，PDX1），又称胰岛素启动子因子 1（IPF-1），是一种同源结构

域转录因子[15]。在成人机体中，PDX1调节胰岛素、生长抑素、

胰高血糖素和胰岛淀粉样蛋白多肽激素等基因[16]。据报道，乳

腺癌、前列腺癌、结肠直肠癌和肾癌的 PDX1在肿瘤组织中的

表达显著增加[17,18]。然而，目前 PDX1在 NSCLC中的作用尚无

定论。

本研究通过转录组测序等手段发现，在 NSCLC细胞中

HOXC8调控 PDX1的表达；抑制 PDX1能显著地降低了肿瘤

细胞的生长及上皮间质转化（epithelia-mesenchymal transition，

EMT），并诱导细胞的凋亡。在肺腺癌与肺鳞癌中，PDX1的表

达比正常组织中显著上升，且高表达 PDX1与患者的预后不良

显著相关。本研究表明 HOXC8-PDX1轴参与了 NSCLC的发

生发展过程，有望为非小细胞肺癌的诊疗提高新的靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

人非小细胞肺癌细胞株 A549与 H1299来自于中国科学

院上海细胞库；PDX1 抗体购自 Proteintech 生物技术有限公

司；E-cadherin抗体购自 Cell Signaling Technology；茁-actin 抗
体、N-cadherin 抗体以 及 Vimentin 抗体购 自 Santa Cruz

Biotechnology。限制性核酸内切酶、dNTP、Taq DNA聚合酶、

T4 DNA连接酶、荧光定量 PCR检测试剂盒均购自 TaKaRa生

物公司。TRIzol RNA提取试剂盒、Lipofectamine 3000均购自

Thermo Scientific；其他化学试剂购自 Sigma公司。

1.2 方法

1.2.1 质粒构建与鉴定 PDX1的上下游引物 PDX1-F: TTG-

GCGCGCCATGAACGGCGAGGAGCAGTA，PDX1-R: CCGCT-

CGAGTCATCGTGGTTCCTGCGGC通过 Primer Primer 5.0 软

件设计，shRNA 敲低序列 PDX1 shRNA1: AAAAGCAGCTT

TACAAGGACCCATGTTGGATCCAACATGGGTCCTTGTAA-

AGCTGC 和 PDX1 shRNA2: AAAAGCCTTTCCCATGGAT-

GAAGTCTTGGATCCAAGACTTCATCCATGGGAAAGGC 通

过 Invitrogen Block-iT RNAi Designer网站设计。经由聚合酶

链反应（polymerase chain reaction, PCR）进行扩增，并连接至慢

病毒表达载体 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro（System Biosciences,

美国）以及载体 pLV-RNAi vector（BioSettia,美国）上。

1.2.2 Western blot 使用蛋白裂解液提取细胞总蛋白，用适

当浓度的 SDS-PAGE电泳分离后转印到 PVDF膜上，使用 5%

（重量百分比）的脱脂牛奶进行 1~3 h的封闭，后用相应的抗体

进行 4℃过夜孵育。次日孵育相应二抗后，用 ECL发光液进行

曝光。

1.2.3 实时荧光定量 PCR 通过 TRIzol RNA提取试剂盒提

取总 RNA后进行逆转录，并将逆转录得到 cDNA作为模板进

行实时荧光定量 PCR（Real time PCR, RT-PCR）检测（ABI7900

系统），反应条件为 95℃ 5 min（预变性）；95℃ 10 s、60℃ 40 s

（变性、退火、延伸，循环数为 40）；95℃ 15 s、60℃ 60 s、95℃ 15 s

（溶解曲线）。

1.2.4 CCK-8实验检测细胞活力 在 96孔细胞培养皿中,按

照每孔约 1× 103的细胞量进行铺板，并设置 6个平行孔，分别

在 0 h、24 h、48 h、72 h和 96 h添加 10 滋L CCK-8溶液, 37℃孵

育 2 h，使用酶标仪检测在 560 nm波长处吸光度值。

1.2.5 软琼脂克隆形成实验检测细胞非锚定依赖性生长能力

将 1.2%（重量百分比）琼脂糖均匀铺于六孔板内制备底层胶,

之后将 2× 104个细胞与 0.7%（重量百分比）琼脂糖混匀后铺于

底层胶上构成上层胶，最后加入 1 mL新鲜培养基，在细胞培养

箱中培养 25天左右，加入氯化碘二甲酸酯（INT）溶液对细胞克

隆团进行染色,并于显微镜下计数与拍照。

1.2.6 染色质免疫沉淀（Chromatin immunoprecipitation, ChIP)

用 1%甲醛溶液对细胞进行固定并收集，用细胞超声破碎仪将

收集得到的细胞 DNA片段破碎至 500 bp，加入 2 滋g HOXC8
抗体或 IgG（阴性对照）后置于 4℃孵育过夜，然后加入 40 滋L
蛋白质 G-agarose，离心沉淀 DNA，最后用 DNA作为模板进行

实时定量 PCR分析实验结果。

1.2.7 生物信息学分析与统计学分析 转录组测序结果使用

DAVID网站（https://david.ncifcrf.gov）提供的方法进行 KEGG

通路等分析。使用 cBioPortal（www.cbioportal.org）和 OncoDB

（http://oncodb.org）网站对 PDX1 基因表达进行分析。Ka-

plan-Meier（http://kmplot.com）分析 PDX1表达与患者生存率之

间的相关性。统计学分析是从至少 3个独立实验中收集的数据

平均值± 标准差进行分析, t测试(双尾)用于比较两组数据的差

异，当 P<0.05时，认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 转录组测序显示 HOXC8调控 PDX1等基因的表达

为了阐明 HOXC8在 NSCLC中的作用机制，在 A549细

胞中转染了 HOXC8的表达载体，并设计进行转录组测序分

析。结果表明，在 A549细胞中 HOXC8诱导了 PDX1的表达

（图 1A）。此外，利用 DAVID平台[19]对 HOXC8调控的基因进

行了分析。 KEGG通路分析表明，HOXC8调控的基因参与了

包括乳腺癌、非小细胞肺癌及结肠癌等的调控（图 1B）。进一步

分析发现，HOXC8调控的基因主要参与了转录调控、细胞凋

亡、增殖与细胞周期等生物学过程（图 1C）。综上所述，转录组

测序的结果表明 HOXC8在 NSCLC的发生发展中发挥着重要

的调控作用。

2.2 HOXC8结合到 PDX1的启动子上调控 PDX1的表达

为了验证转录组测序的结果，在 A549 细胞中过表达

HOX8或敲低 HOXC8，然后进行荧光定量 PCR实验，结果显

示 HOXC8的表达促进了 PDX1的表达（图 2A），而 HOXC8的

shRNA敲低则抑制了 PDX1的表达（图 2B）。

鉴于所有的 HOX蛋白均为转录因子[8]，因此推测 HOXC8

有可能是作为转录因子来调控 PDX1的转录表达。通过 JAS-

PAR 网站（http://jaspar.genereg.net）对 PDX1 启动子上可能存

在的 HOXC8结合位点进行分析，结果显示 PDX1启动子上可

能有 3个 HOXC8结合位点的存在（图 2C）。因此，针对这些结

合位点设计了相应的 PCR引物，然后使用 HOXC8抗体进行染

色质免疫沉淀实验（Chromatin immunoprecipitation, ChIP）。

ChIP 结果显示，HOXC8 结合到 PDX1 启动子上 -368nt 及

-334nt的位置（图 2D），说明 HOXC8可以作为转录因子结合到

PDX1的启动子上并激活其转录表达。
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图 1 转录组测序发现 HOXC8诱导 A549细胞中 PDX1的表达

Fig.1 RNA seq analyses indicated that HOXC8 induced the expression of PDX1 in A549 cells

（A）A549细胞中转染 HOXC8慢病毒表达载体或空载体，提取总 RNA后进行转录组测序分析。（B）KEGG通路发现 HOXC8调控的基因参与了

多种肿瘤的发生发展过程。（C）HOXC8调控的基因参与了细胞内多种生物学过程。

(A) A549 cells were lentivirusly transduced with HOXC8 expression vector or empty vector, total RNA was extracted and analyzed by RNA-seq. (B) The

KEGG pathway analyses indicates that HOXC8-regulated genes are involved in the development of various cancers. (C) HOXC8 targeted genes HOXC8

are involved in a variety of biological processes.

2.3 PDX1参与调控 NSCLC的 EMT、凋亡及增殖等

上皮间质转化（EMT）是指肿瘤上皮细胞转化为运动能力

较强的间充质细胞，是肿瘤转移过程中的重要环节之一[20,21]。在

Western blot实验中发现随着 A549细胞内 PDX1的表达沉默，

E-cadherin 的蛋白表达水平明显上调，而 N-cadherin 和 Vi-

mentin的蛋白表达水平显著下调（图 3A）。同样，实时荧光定量

PCR结果表明沉默 PDX1的表达会导致 E-cadherin mRNA表

达量的升高，同时会导致 N-cadherin、Vimentin、Twist1及 ZEB1

表达量的降低（图 3B & 3C）。以上结果表明，PDX1的表达可以

促进 NSCLC细胞的 EMT过程。

图 2 HOXC8结合到 PDX1启动子上调控其表达

Fig.2 HOXC8 binds to the promoter of PDX1 promoter to regulate its expression

（A）荧光定量 PCR检测 HOXC8表达对 PDX1 mRNA水平的影响。（B）荧光定量 PCR检测 HOXC8 shRNA敲低对 PDX1 mRNA水平的影响。

（C）上图显示为 HOXC8结合序列示意图（JASPAR, MA1505.1）；下图显示为 2kbPDX1启动子上可能存在的 HOXC8结合位点。（D）染色质免疫

沉淀实验（ChIP）检测 A549细胞中 HOXC8在 PDX1启动子上的结合位点。**P<0.01。
(A) Real-time PCR to examine the mRNA levels of PDX1 in HOXC8 overexpression A549 cells. (B) Real-time PCR to examine the mRNA levels of

PDX1 in HOXC8 knockdown A549 cells. (C) The upper panel shows the the core sequence recognized by HOXC8 by Jaspar website (MA1505.1). The

lower panel shows the position of putative HOXC8 binding motif in 2kb promoter of PDX1 found by Jaspar. (D) ChIP assays to examine the binding sites

of HOXC8 of PDX1 promoter in A549 cells. **P<0.01.
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为了进一步证明 PDX1在 NSCLC细胞中的作用，设计进

行了Western Blot实验来检测 PDX1的表达对 NSCLC细胞的

凋亡是否产生影响。实验结果如图 4所示，沉默 PDX1基因的

表达增加了 A549 细胞内 PARP 蛋白的表达量（图 4A），而

PDX1基因的表达降低了 PARP的蛋白表达水平（图 4B）。以上

结果提示抑制 PDX1基因的表达可诱导肿瘤细胞的凋亡。

图 3 PDX1促进非小细胞肺癌 EMT过程

Fig.3 PDX1 expression promotes the EMT of NSCLC

（A）Western Blot实验检测沉默 PDX1表达的 A549细胞内 E-cadherin、N-cadherin和 Vimentin的蛋白表达量。（B）荧光定量 PCR检测 PDX1敲

低的 A549细胞内 E-cadherin、N-cadherin、Vimentin、Twist1以及 ZEB1的 mRNA表达量。（C）荧光定量 PCR检测 PDX1敲低的 H1299细胞内

E-cadherin、N-cadherin、Vimentin以及 ZEB1的 mRNA表达量。*P<0.05, **P<0.01。
(A) Western Blot assay to detect protein levels of E-cadherin, N-cadherin, and Vimentin in PDX1 shRNA knockdown A549 cells. (B) Real Time-PCR to

detect the mRNA expression of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, Twist1 and ZEB1 in PDX1 shRNA knockdown A549 cells. (C) Real Time-PCR to

detect the mRNA expression of E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, Twist1 and ZEB1 in PDX1 shRNA knockdown H1299 cells. *P<0.05, **P<0.01.

图 4 敲低 PDX1诱导 A549细胞的凋亡

Fig.4 Knockdown of PDX1 induces A549 cells apoptosis

（A）Western Blot实验检测沉默 PDX1基因表达的 A549细胞内 PARP蛋白的表达量（左），并运用 Image J软件对图 A的蛋白条带进行灰度值分

析（右）。（B）Western Blot实验检测 PDX1过表达 A549细胞内 PARP蛋白的表达量（左），并运用 Image J软件对图 A的蛋白条带进行灰度值分

析（右）。**P<0.01。
(A) Western Blot to detect the expression of PARP protein in A549 cells with silenced PDX1 gene expression（left），grey-scale value analysis of the

protein bands using Image J software（right）. (B) Western Blot to detect the expression of PARP protein in PDX1 over-expression cells（left）, and

grey-scale value analysis of the protein bands using Image J software（right）. **P<0.01.

此外，CCK-8实验显示, PDX1的表达显著增强了 A549细

胞和 H1299细胞的活力（图 5A），而沉默 PDX1的表达则抑制

了 A549细胞和 H1299细胞的活力（图 5B）。在软琼脂克隆形

成实验中，PDX1的表达也显著地增强了细胞的非锚定依赖性

生长能力（图 5C），PDX1的敲低则明显抑制了细胞的非锚定依

赖性生长能力（图 5D）。上述结果表明 PDX1的表达促进了

NSCLC细胞的生长能力。

2.4 高表达的 PDX1与非小细胞肺癌患者的预后不良显著相关

为了进一步阐明 PDX1在非小细胞肺癌中的作用,本课题

利用公开的肿瘤数据库对 PDX1进行了分析。通过分析数据库

中总共 7760个非小细胞肺癌临床样本的数据,发现 PDX1基

因在非小细胞肺癌中显现出较高的突变与扩增等变化（图

6A），且 PDX1在肺腺癌和肺鳞癌临床癌症标本中的表达水平

比其正常组织中显著上调（图 6B）。此外，Kaplan-Meier生存曲

线分析显示，PDX1基因高表达的肺癌患者的无复发生存率显

著下降（P=0.012），特别是在肺腺癌患者中（P=0.013）（图 1c）。

因此，临床样本库的数据表明，PDX1在 NSCLC中的表达显著

上调，且高表达的 PDX1与非小细胞肺癌患者的预后不良显著

相关。

3 讨论

同源盒基因（homeobox，HOX）是广泛存在于真核细胞中，

且不同种属间具有高度保守序列的一类基因家族 [7,8]。人类

HOX家族包含 39个成员，通常根据其在不同染色体上的分布

分为 A、B、C或 D四组,并以其排列顺序按 1~13进行命名。所

有的 HOX家族成员均作为转录因子参与调控，在细胞增殖、分

化、胚胎生长发育及肿瘤的发生发展等生理病理过程中发挥着

重要的调控作用[7,8,23]。HOXC8作为 HOX家族成员之一，在多
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图 5 PDX1的表达促进非小细胞肺癌的增殖和锚定非依赖性生长能力

Fig.5 PDX1 expression promotes proliferation and anchorage independent

growth capacity inNSCLC

（A）CCK-8实验检测 PDX1外源性表达对 A549细胞及 H1299细胞活

力的影响;（B）CCK-8实验检测 PDX1的表达沉默对 A549细胞及

H1299细胞活力的影响。P<0.01；（C）软琼脂实验检测 PDX1外源性表

达对 A549细胞及 H129细胞锚定非依赖性生长的影响；（D）软琼脂实

验检测 PDX1的表达沉默对 A549细胞及 H129细胞非锚定依赖性生

长的影响。**P<0.01。
(A) CCK-8 assay to detect the effect of PDX1 exogenous expression on the

viability of A549 and H1299 cells; (B) CCK-8 assay to detect the effect of

PDX1 expression silencing on the viability of A549 and H1299 cells; P<0.
01; (C) Soft agar assay to detect the effect of PDX1 exogenous expression

on the anchorage-independent growth of A549 and H129 cells; (D) Soft

agar assay to detect the effect of silencing of PDX1 expression on

anchorage independent growth of A549 cells and H129 cells. **P<0.01.

图 6 PDX1在非小细胞肺癌中高表达与患者预后不良显著相关

Fig.6 Higher expression of PDX1 is significantly associated with poor

survival in NSCLC aApatients

（A）用 cBioPorta网站对 PDX1基因在 NSCLC中的突变扩增等进行分

析,其中共包括 23项研究,合计 7760例 NSCLC标本；（B）比较

NSCLC细胞中 PDX1与正常组织的 RNA表达水平的箱线图；肺腺癌

（左），肺鳞癌（右）；（C）Kaplan-Meier生存分析 PDX1基因高表达导致

肺癌患者的无复发生存率显著下降（左）以及肺腺癌患者的无复发生

存率显著下降（右）。

(A) The frequency of PDX1 gene alternation in a variety of NSCLC was

analyzed using cBioPortal, which includes 23 studies with a total of 7760

NSCLC specimens；(B) Box plots comparing RNA expression levels of

PDX1 in NSCLC cells with normal tissue; lung adenocarcinoma (left),

lung squamous carcinoma (right)；(C) Kaplan-Meier analyses indicated

PDX1 gene overexpression resulted in significantly lower relapsed-free

survival in lung cancer patients (left) as well as in lung adenocarcinoma

patients (right).

种肿瘤的发生发展中发挥着重要的调控作用[9,10,12,24]。在实验室

前期的工作中，报道了 HOXC8参与了 NSCLC的细胞增殖及

EMT等过程[13,14]。鉴于 HOXC8通常作为转录因子，通过调控其

靶基因来发挥其生物学功能，因此，为了进一步阐明 HOXC8

在 NSCLC发生发展中的作用机理，在 A549细胞中对 HOXC8

进行外源性过表达，然后进行转录组测序，来鉴定 HOXC8调

控的靶基因。转录组测序及 ChIP等实验表明，HOXC8在 A549

细胞中通过结合到 PDX1基因的启动子上，作为转录因子激活

PDXI的转录表达。

PDX1又称胰岛素启动子 1（IPF-1）、生长抑素活化因子 1

（STF-1）或葡萄糖反应性特异转录因子（Gsf）[15,25]。人类 PDXl基

因包括两个外显子，中间有一段 6 kb间隔序列，定位于 13号

1833窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.23 NO.10 MAY.2023

染色体[26]。PDX1蛋白包含 283个氨基酸，分子量约 31 kDa。

PDX1对于胰腺前体细胞向发育中胰腺 茁细胞的分化和成熟
至关重要，同时它也是 茁细胞功能胰岛素基因表达的关键调节
因子[27,28]。PDX1的异常表达已在许多癌症中检测到，包括胰腺

癌、前列腺癌，结直肠癌，胃癌，肾癌[28-30]，但是关于 PDX1是否

对 NSCLC产生影响目前国内外尚无研究报道。

为了探究 PDX1 在 NSCLC 中所起到的作用，本课题在

A549细胞或 H1299细胞中外源性过表达 PDX1，或用 shRNA

沉默 PDX1的表达，结果表明 PDX1的表达能够抑制 E-cad-

herin的表达，同时促进了 N-cadherin及 Vimentin等的表达，提

示 PDX1表达能促进 NSCLC细胞的 EMT 过程。研究表明，

PDX1作为转录因子参与了多种基因的转录调控。然而，PDX1

在 NSCLC细胞中调控 EMT过程中 E-cadherin、N-cadherin 等

基因表达，目前尚不清楚 PDX1是否作为转录因子直接调控其

转录表达，有待后续研究的阐明。

本研究同时发现，PDX1的表达不仅能显著增强了 NSCLC

细胞的活力和非锚定依赖性生长能力，而且也明显抑制了

NSCLC细胞的凋亡，说明 PDX1也参与了 NSCLC细胞的生长

与凋亡等过程。此外，利用公开的肿瘤数据库对 PDX1基因的

表达进行了分析，这些数据表明,在 NSCLC临床标本中 PDX1

表达比其在正常组织中的表达显著上升，且 PDX1高表达与

NSCLC患者的预后不良显著相关。以上结果表明，PDX1的表

达促进了 NSCLC的发生发展过程。

综上所述,本研究表明,在 NSCLC细胞中 HOXC8作为转

录因子激活 PDX1基因的转录及表达，而 PDX1不仅能显著地

促进 NSCLC细胞的生长及 EMT等过程，同时也抑制了细胞

凋亡。重要的是，在临床标本中 PDX1的表达明显上调，且高表

达的 PDX1与患者的预后不良显著相关。因此，本研究表明了

HOXC8-PDX1轴有可能成为 NSCLC诊断和治疗的新靶点。
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