
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Jan. 2018, Vol. 25, No. 1

∙基础研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2018.01.012

[基金项目] 四川省教育厅科研项目资助 ( No.12ZB218）。Project supported by Scientific Research Foundation of the Education Department

of Sichuan Province（No.12ZB218）

[作者简介] 邓大炜（1988-），男，硕士，主要从事肝胆胰肿瘤分子靶向研究，E-mail: 294164156@qq.com

[通信作者] 李建水（LI Jianshui，corresponding author），博士，副教授，主要从事肝胆胰肠疾病的研究，E-mail: ljs2005doctor@126.com

FOXQ1介导TGF-β1信号通路调控胰腺癌PANC-1细胞体外血管生成
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[摘 要] 目的：探讨沉默叉头框蛋白Q1（forkhead box Q1，FOXQ1）基因对胰腺癌PANC-1细胞体外血管生成的影响及其在转

化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）信号通路中的作用。方法：用FOXQ1-shRNA重组慢病毒和阴性对照慢

病毒（NC-shRNA）感染PANC-1细胞，流式细胞术检测感染率，实时荧光定量PCR（qPCR）和Western blotting法检测沉默效果。实

验设FOXQ1-shRNA组、NC-shRNA组与空白对照组，用人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cell，HUVEC）进行体

外血管生成实验，荧光显微镜下观察细胞血管生成能力。用qPCR、Western blotting法检测VEGF-A、MMP-2 mRNA和蛋白的表达

水平；用TGF-β1（终质量浓度5 ng/ml）诱导FOXQ1-shRNA组和NC-shRNA组细胞，检测诱导前后细胞体外血管生成能力变化与

FOXQ1、VEGF-A、MMP-2表达差异。结果：shRNA慢病毒感染率为90%左右，FOXQ1-shRNA组PANC-1细胞的体外血管生成

数目显著少于NC-shRNA组[（9.33±2.08）vs（28.67±2.52）条，P<0.05]，其VEGF-A、MMP-2表达下调（均P<0.05）。TGF-β1增强各

组细胞体外血管生成能力，促进FOXQ1、VEGF-A、MMP-2 mRNA和蛋白的表达水平（均P<0.05）。结论：FOXQ1介导了胰腺癌

PANC-1细胞体外血管生成，其机制可能与VEGF-A和MMP-2的下调有关，且可能受TGF-β1通路的调控。
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FOXQ1 gene mediates TGF-β1 signaling pathway to regulate in vitro angiopoiesis
of pancreatic cancer PANC-1 cells
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Affiliated Hospital; c. Information Centre of Affiliated Hospital, North Sichuan Medical College, Nanchong 637000,
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[Abstract] Objective: To explore the effect of forkhead box Q1（FOXQ1）gene silencing on in vitro angiopoiesis of pancreatic carcino-

ma cells, and to investigate its role in transforming growth factor-β1(TGF-β1) signaling pathway. Methods: FOXQ1-shRNA recombi-

nant lentiviral vector and negative control lentiviral vector (NC-shRNA) were transfected into PANC-1 cells. Flow cytometry was used

to detect the transfection efficiency. The gene silencing efficiency was measured by qPCR and Western blotting. FOXQ1-shRNA group,

NC-shRNA group and blank group were set up. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs）were used for the in vitro angiopoie-

sis assay, which was observed under fluorescence microscopy. Meanwhile, qPCR and Western blotting were performed to examine

mRNA and protein expressions of VEGF-A and MMP-2, respectively. After induction by TGF-β1 (final concentration of 5 ng/ml), the

changes in angiopoiesis ability as well as the expression changes in FOXQ1，VEGF-A，MMP-2 in each group were detected. Results:

The transfection efficiency of lentivirus was about 90%. Compared with NC-shRNA group, the angiopoiesis ability in FOXQ1-shRNA

group was remarkably decreased（9.33±2.08 vs 28.67±2.52，P<0.05); Meanwhile, the expressions of VEGF-A and MMP-2 were all de-

clined significantly (P<0.05). TGF-β1 improved the mRNA and protein expressions of FOXQ1，VEGF-A and MMP-2, and increased the

in vitro angiopoiesis ability (P<0.05). Conclusion: FOXQ1 gene could mediate the in vitro angiopoiesis of PANC-1 cells; its mecha-

nism may be related to the down-regulation of VEGF-A and MMP-2 and possibly be regulated by TGF-β1 pathway.
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胰腺癌是最难治疗且预后最差的消化道恶性肿

瘤之一，其中位生存期仅 3~6个月，5年生存率不到

5%，位居恶性肿瘤病死率第 4位[1]。据报道[2-3]，近年

来中国胰腺癌的发病率呈逐年上升趋势，然而目前

尚缺乏胰腺癌特异性的早期诊断标志物与有效的化

疗药物，因此需要进一步研究胰腺癌的发生发展的

相关分子机制。叉头框蛋白 Q1（forkhead box Q1,

FOXQ1）基因是FOX基因家族的新发现的重要成员

之一，编码有 403 个氨基酸的蛋白称为 FOXQ1 蛋

白[4]。FOXQ1作为转录因子与多条信号通路间的相

互作用，参与肿瘤恶性生物学行为的形成与维持[5]。

转化生长因子 - β1（transforming growth factor - β1，

TGF-β1）是具有双向调控作用的细胞因子，早期抑制

肿瘤细胞的增殖，而一旦肿瘤形成后又促进肿瘤细

胞的血管形成、上皮间质转化（epithelial-mesenchy-

mal transition, EMT）和迁移等[6]。有研究[7] 表明，

FOXQ1可能与TGF-β1通路调控的肿瘤恶性生物学

行为的形成与维持发生交互作用。鉴于目前对FOXQ1

在胰腺癌中的研究报道较少，该基因是否参与胰腺

癌PANC-1细胞的血管生成及其与TGF-β1通路的关

系有待深入研究。本课题通过RNAi技术沉默胰腺癌

PANC-1细胞FOXQ1基因，观察该基因对PANC-1细

胞体外血管生成的影响，探讨其是否介导TGF-β1通

路调控胰腺癌PANC-1细胞的体外血管生成。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

胰腺癌PANC-1细胞株购自北京中科院细胞库，

人脐静脉内皮细胞株（human umbilical vein endothe-

lial cell，HUVEC）由川北医学院肝胆胰肠研究所提

供。RPMI 1640、DMEM 培养基和 10% 胎牛血清购

于美国Hyclone公司，RNA提取试剂盒、PCR逆转录

试剂盒、PCR扩增试剂盒、SYBYGreen染料、实时荧

光定量 PCR（qPCR）引物购于日本 TaKaRa 公司，

Western blotting相关试剂盒均购于上海碧云天公司，

FOXQ1一抗购于 Santa Cruz生物技术有限公司，兔

抗人VEGF-A多克隆一抗、兔抗人MMP-2多克隆一

抗、兔抗人GAPDH多克隆一抗购于武汉三鹰生物技

术有限公司，辣根过氧化物酶标记的鼠抗兔二抗购

于上海生工，Matrigel基质胶购于美国BD公司，TGF-

beta1 粉剂购于美国 sigma 公司。携带 FOXQ1-shR-

NA 重组慢病毒和 NC-shRNA 慢病毒（pLKD.CMV.

GFP.U6）均为上海纽恩生物科技公司产品。

1.2 细胞培养及分组

细胞在完全培养基（RPMI 1640或DMEM + 10%

胎牛血清）、37℃、5%CO2、常规湿度的培养箱中培

养。将实验用 PANC-1细胞分为：FOXQ1-shRNA组

（感染 FOXQ1-shRNA 重组慢病毒）、NC-shRNA 组

（感染Negative control慢病毒）和空白对照组（未经处

理的细胞）。

1.3 流式细胞术检测慢病毒感染率

FOXQ1-shRNA 干 扰 序 列 ：5' - GATCTGGA-

CAGGGATGACT-3'；NC-shRNA 序列：5' -TTCTCC-

GAACGTGTCACGT-3'，感 染 复 数（multiplicity of

infection，MOI）为 30，每孔加入终质量浓度 5 µg/ml

聚凝胺，24 h后换液，72 h后在倒置荧光显微镜下观

察荧光强度，用流式细胞仪测定细胞慢病毒感染率。

1.4 qPCR 法检测 PANC-1 细胞 FOXQ1、EGF-A 和

MMP2 mRNA的表达

使用 qPCR 法检测细胞中 FOXQ1、VEGF-A 和

MMP2 的表达水平，以 GAPDH 作为内参。引物序

列：FOXQ1 上游引物为 5' - TGATTTCTTGCTATT-

GACCGATGC-3'，下游引物为 5'-GCCCAAGGAGA-

CCACAGTTAGAG-3'；VEGF-A上游引物为5'-TGCT-

GTGGACTTGAGTTGGGAG-3'，下游引物为5'-CCT-

GGCCTTGCACATTCCTG-3'；MMP2 上游引物为 5'-

ACATCAAGGGCATTCAGGAGC-3'，下游引物为 5'-

CACAGTCCGCCAAATGAACC-3'；GAPDH 上游引

物为5'-CTTTGGTATCGTGGAAGGACTC-3'，下游引

物为 5' -GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT-3'。按照

TRIzol法抽提试剂盒说明书提取3组细胞的总RNA，

然后进行逆转录得到cDNA，用CFX96热循环扩增仪

扩增各目的基因。扩增条件：95℃预变性 30 s，95℃

变性 5 s，50~60℃不等退火 30 s，共 40个循环。根据

各目的基因以 2－△△Ct 法计算 FOXQ1、VEGF-A 和

MMP2A mRNA的相对表达水平。每个样本设3个复

孔，实验重复3次。

1.5 Western blotting 检测PANC-1细胞FOXQ1蛋白

的表达

按照碧云天蛋白抽提试剂盒说明书进行操作。

行SDS-PAGE，孔道蛋白上样量50 μg，恒流电泳2 h。

参照Maker切胶，湿法转膜至PVDF膜，5%的脱脂奶

粉封闭 1 h，4℃孵育一抗 FOXQ1（1∶2 000）、MMP-2

(1∶500)、VEGF-A（1:500）过夜，次日上午复温，TBST

漂洗后加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗(1∶

200)，37℃孵育 1 h，ECL显影、保存图像，用Quantity
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One灰度分析软件测分析灰度值，结果以目的蛋白灰

度值与内参灰度值的比值表示。实验重复3次。

1.6 TGF-β1诱导PANC-1细胞

将对数生长期的 FOXQ1-shRNA组、NC-shRNA

组PANC-1细胞接种于24孔培养板中，分别加入终质

量浓度5 ng/ml的TGF-β1培养48 h后，收集上清液行

体外血管生成实验。PBS 清洗 3 遍后，提取细胞总

RNA与总蛋白，按照qPCR和Western blotting法分别

检测 TGF -β1 诱导前后 FOXQ1、VEGF-A、MMP -2

mRNA和蛋白表达水平。

1.7 体外血管生成实验

Matrigel基质胶与 4ºC无血清培养基体积比 1∶9

稀释，150 µl/孔平铺于 24孔板上，紫外灯下过夜，收

集 FOXQ1-shRNA组、NC-shRNA组 PANC-1细胞不

换液连续培养3 d后的培养基，离心后取上清液与新

鲜完全培养基以1∶1的比例混匀，以3 ml/孔加入铺好

基质胶的 24 孔板中。取密度 5×105个 HUVEC（被

NC-shRNA慢病毒感染）细胞接种于上述 24孔板中

培养72 h，当HUVEC围成环形小管样结构时定义为

新生血管,于倒置荧光显微镜下（×200）摄片、计数。

每个样本设3个复孔，实验重复3次。

1.8 统计学处理

应用SPSS19.0进行统计学分析，计量数值以 x̄±s

表示，两组间比较采用 t检验，多组间的均数比较采

用单因素方差分析（One-Way ANOVA）。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 shRNA重组慢病毒感染率达90%

重组慢病毒感染 72 h后，倒置荧光显微镜下观

察结果（图1A、B）显示，FOXQ1-shRNA组与NC-shR-

NA组PANC-1细胞内可见绿色荧光蛋白表达。流式

细胞术检测结果（图1C）显示，两组PANC-1细胞 shR-

NA重组慢病毒感染率均达90%左右。

A: FOXQ1-shRNA group；B: NC-shRNA group；C: Transfection rate detected by the flow cytometry

图1 转染72 h后PANC-1细胞内见绿色荧光蛋白表达（（×200））

Fig. 1 Green fluorescent protein was observed under fluorescence microscope 72 h after transfection（（×200））

2.2 FOXQ1-shRNA组PANC-1细胞中FOXQ1 mRNA

和蛋白低表达

重组慢病毒感染72 h后，qPCR检测结果（图2A）

显示，FOXQ1-shRNA 组的 PANC-1 细胞中 FOXQ1

mRNA表达水平明显低于NC-shRNA组与空白组（均

P<0.05）。Western blotting 检测结果（图 2B）显示，

FOXQ1-shRNA组的 PANC-1细胞中 FOXQ1蛋白表

达水平也显著低于 NC-shRNA 组与空白组（均 P<

0.05）。

2.3 沉默FOXQ1基因抑制HUVEC体外血管生成

体外血管生成实验结果（图 3A）显示，沉默

FOXQ1后，FOXQ1-shRNA组的HUVEC体外血管生

成数目明显少于 NC - shRNA 组 [（9.33 ± 2.08）vs

（28.67±2.52）条，t=10.253，P<0.05]。同时，FOXQ1-

shRNA组体外生成的血管大多没有形成完整管腔，

且管径明显小于对照组（图3B）。

2.4 TGF-β1可诱导PANC-1细胞FOXQ1 mRNA和蛋

白表达的变化

用含TGF-β1（5 ng/ml）培养基培养PANC-1细胞

48 h后，qPCR（图4A）和Western blotting检测结果（图

4B）显示，PANC-1细胞内FOXQ1 mRNA 和蛋白的表

达水平均明显增加（均P<0.05）。

2.5 FOXQ1介导了TGF-β1诱导的血管生成

体外血管生成实验结果（图 5）显示，TGF-β处理

48 h后明显增强了NC-shRNA组（40.67±2.08；图5A）

和 FOXQ1-shRNA组（20.0±2.64；图 5B）细胞的体外

血管形成能力，FOXQ1-shRNA 组诱导程度较 NC-

shRNA组低（t=10.633，P<0.05）。
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*P<0.05 vs NC-shRNA or Black group

图2 3组PANC-1细胞FOXQ1 mRNA（（A））和蛋白（（B））的表达

Fig. 2 Expression of FOXQ1 mRNA（（A））and protein（（B））in

PANC-1 cells of three groups

A：FOXQ1-shRNA group；B：NC-shRNA group

图3 两组PANC-1细胞体外血管生成能力变化（（×200））

Fig.3 Changes in vitro angiopoiesis ability of PANC-1 cells in

two groups（（×200））

*P<0.05 vs NC-shRNA or FOXQ1-shRNA group

图4 TGF-β1诱导后两组PANC-1细胞FOXQ1 mRNA（（A））

和蛋白（（B））表达变化

Fig. 4 Expression of FOXQ1 mRNA(A) and protein (B) in

PANC-1 cells of two groups after induction with TGF-β1

图 5 TGF-β1 对 NC-shRNA 组（（A））和 FOXQ1-shRNA 组（（B））

PANC-1细胞体外血管生成能力的影响（（×200））

Fig. 5 Angiopoiesis ability of PANC-1 cells in NC-shRNA

group（（A））and FOXQ1-shRNA group (B））after the treatment

of TGF-β1（（×200））

2.6 FOXQ1 介导 TGF-β1 调控的 VEGF-A 和 MMP-2

mRNA的表达

qPCR图6A）、Western blotting（图6B）检测结果显

示，FOXQ1基因沉默能下调FOXQ1-shRNA组与NC-

shRNA组PANC-1细胞中VEGF-A和MMP-2 mRNA的

表达水平（均P<0.05）；而TGF-β1能上调两组细胞中

VEGF-A和MMP-2 mRNA的表达，但FOXQ1-shRNA组

诱导程度较NC-shRNA组低（P<0.05）。

3 讨 论

FOXQ1在许多肿瘤中扮演原癌基因的角色，但

本身又可作为转录因子可与异常激活的ZEB2/E-cad-

herin、WNT/β -catenin 等信号轴交互作用[4，7]。有研

究[8]证实，TGF-β1信号通路活性水平与肿瘤细胞的转

移能力以及患者的病死率正相关。FOXQ1可能参与

了TGF-β1信号通路的调控[9-10]。肿瘤的快速生长需

*P<0.05 vs NC-shRNA or FOXQ1-shRNA group

图 6 沉默 FOXQ1 基因后两组 PANC-1 细胞 VEGF-A（（A））和

MMP-2 mRNA（（B））表达变化

Fig. 6 Expression of VEGF-A,, MMP-2 mRNA in two groups

after FOXQ1 gene silence
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要新生血管为其输送血液，同时新生血管为肿瘤的远

处转移提供脉管通道，在肿瘤的恶性生物学特性中发

挥关键作用[11]。因此，FOXQ1在胰腺癌血管生成中

作用以及与TGF-β1信号通路的关系有待深入研究。

本研究结果发现，FOXQ1基因沉默后显著减弱

胰腺癌 PANC-1细胞的体外血管生成能力。肿瘤的

血管生成是由于其调控网络失调，血管生成促进因

子取得优势[12]。VEGF-A是目前已知最重要的肿瘤

血管促进因子之一[13]。MMP通过降解细胞外基质，

促进内皮细胞迁移，提高促血管生成因子的活性[14]；

还可促进结合的生长因子释放，调控肿瘤微环境，利

于肿瘤的生长[15]。为了探讨FOXQ1基因沉默后血管

生成能力减弱的分子机制，笔者检测了细胞内

VEGF-A、MMP-2的表达水平，研究结果显示VEGF-

A、MMP-2的表达均下调，提示沉默FOXQ1后在转录

水平抑制 PANC-1细胞中VEGF-A、MMP-2的表达，

导致细胞外基质的降解减少，使内皮细胞迁移、增殖

能力减弱，最终致使血管生成能力减弱。课题组前

期研究已经表明，TGF-β1信号通路是一条调控肿瘤

血管生成的关键通路。为了进一步探讨胰腺癌中

FOXQ1在TGF-β1信号通路中的作用，利用TGF-β1

诱导各组细胞。研究结果发现，TGF-β1能够明显增

加FOXQ1的表达、促进细胞的体外血管生成，上调

VEGF-A、MMP-2 的表达，但 FOXQ1-shRNA 组诱导

程度较NC-shRNA组低，提示FOXQ1可能作为TGF-

β1信号通路的下游靶基因，直接或间接参与了该信

号通路网络调控。沉默FOXQ1基因可在一定程度上

减弱TGF-β1的血管形成，但TGF-β1调控FOXQ1的

具体机制尚未明确，有待进一步研究。

综上所述，FOXQ1基因介导了TGF-β1调控的胰

腺癌PANC-1细胞体外血管生成，其具体机制有待更

深入研究，为临床胰腺癌的基因联合靶向治疗提供

了实验依据。
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