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GBX2过表达促进人宫颈癌SiHa细胞增殖、迁移及侵袭
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[摘 要] 目的：探讨GBX2基因在人宫颈癌SiHa细胞增殖和侵袭转移中的作用及其机制。方法：应用质粒转染技术，分别将

过表达GBX2基因重组质粒pCMV6-entry-GBX2（实验组）及空载体质粒pCMV6-entry（阴性对照组）转染到宫颈癌SiHa细胞中，

用WST-1法、集落形成实验、流式细胞术分别检测转染细胞的增殖、集落形成和细胞周期，用划痕愈合实验、Transwell实验检测细

胞的迁移、侵袭能力，用ELISA法检测细胞培养上清中 IL-6的表达水平，用WB检测EMT相关蛋白的表达变化并探讨其可能的

作用机制。结果：与SiHa/pCMV6组相比，上调GBX2表达后：（1）SiHa/GBX2组细胞的增殖、集落形成、迁移和侵袭能力明显增

强（均P<0.01），G0/G1期的细胞比例减少、S期与G2/M期的细胞比例增加（均P<0.01）；（2）SiHa/GBX2组细胞EMT相关蛋白上皮

钙黏蛋白表达水平下降，神经钙黏蛋白、波形蛋白和 snail表达水平上调（均P<0.01）；（3）SiHa/GBX2组细胞培养上清中 IL-6的表

达水平明显增高（P<0.01）；（4）SiHa/GBX2组细胞STAT3磷酸化水平增强，并能被STAT3抑制剂S31-201抑制（P<0.01）。结论：

GBX2可能通过 IL-6/STAT3通路诱导宫颈癌SiHa细胞EMT，从而促进宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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GBX2 over-expression promotes proliferation, migration and invasion of human
cervical carcinoma SiHa cells
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[Abstract] Objective:: To investigate the effects of GBX2 gene on the proliferation, migration and invasion of human cervical carci-

noma SiHa cells and to explore the mechanism. Methods: Recombinant plasmid over-expressing GBX2 gene (pCMV6-entry-GBX2,

experimental group) and empty vector plasmid (pCMV6-entry, negative control group) were transfected into cervical cancer SiHa cells

by plasmid transfection technique. The proliferation, colony formation and cell cycle of transfected cells were detected by WST-1 meth-

od, Colony formation assay and flow cytometry, respectively. The cell migration and invasion were detected by wound healing assay

and Transwell assay. The expression level of IL-6 in cell culture supernatant was detected by ELISA. WB was used to detect the

expression changes of EMT-related proteins and to explore its possible mechanism. Results: Compared with the SiHa/pCMV6 nega-

tive control group, after up-regulation of GBX2, (1) the proliferation, colony formation, migration and invasion of SiHa/GBX2 cells in

the experimental group were significantly enhanced (all P<0.01); The proportion of cells in G0/G1 phase decreased while the propor-

tion of cells in S phase and G2/M phase increased (all P<0.01); (2) the expression of E-cadherin decreased, and the expressions of

N-cadherin, vimentin and snail increased (all P<0.01); (3) the expression of IL-6 in the culture supernatant of SiHa/GBX2 cells was sig-

nificantly up-regulated (P<0.01); (4) STAT3 phosphorylation in SiHa/GBX2 cells was enhanced, and could be inhibited by STAT3 in-

hibitor S31-201 (P<0.01). Conclusion: GBX2 may induce EMT of cervical cancer SiHa cells through IL-6/STAT3 pathway, thereby

promoting the proliferation, migration and invasion of cervical cancer cells.
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宫颈癌是妇女常见的恶性肿瘤之一，在发展中国

家发病率和病死率仅次于乳腺癌，并且发病年龄趋于

年轻化[1-2]。宫颈癌患者的预后与肿瘤是否浸润转移密

切相关，其中EMT 的作用尤为重要，在肿瘤进展和转移

发生中更为明显[3]。原肠胚形成脑同源盒2（gastrulation

brain homeobox 2，GBX2）是同源盒基因家族成员之一，

编码螺旋-转角-螺旋结构的转录因子，GBX2在前列腺

癌细胞系（TSU-pr1、PC3、DU145和LNCaP）中持续过表

达，下调GBX2表达抑制前列腺癌细胞的克隆形成能

力[4-5]。GBX2通过上调 IL-6的表达进而通过 IL-6/JAK/

STAT3信号通路促进前列腺癌细胞增殖[6-7]。本课题组

前期通过对3组宫颈癌组织及其相应的癌旁组织的转

录组测序发现了236个显著差异表达基因（differentially

expressed genes，DEG），并筛选部分DEG通过qPCR在

27对宫颈癌组织及其癌旁组织中加以验证，发现GBX2

在宫颈癌组织中显著高表达[8]。在宫颈癌微环境中，GBX2

是否可以通过IL-6诱导EMT发生从而促进宫颈癌的转

移和侵袭，目前鲜见报道。本研究以宫颈癌SiHa细胞

株为研究对象，通过质粒转染过表达GBX2，探讨GBX2

对SiHa细胞增殖、侵袭、迁移的影响及可能机制，旨在

从基础理论角度探究以GBX2为靶点治疗宫颈癌所具

有的临床应用价值，为宫颈癌治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人宫颈癌细胞株SiHa购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库。DMEM培养基购自Hyclone公司，

胎牛血清购自Gemini公司，重组质粒 pCMV6-entry-

GBX2及空载体质粒pCMV6-entry购自OriGene公司，

大肠杆菌DH5α、脂质体Lipofectamine 2000购自Roche

公司，BCA蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天公司，兔抗

人上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、神经钙黏蛋白（N-cad-

herin）、锌指转录因子Snail、STAT3及pSTAT3（Tyr705）

抗体均购自Cell Signaling公司，STAT3 inhibitor Ⅵ（S3I-

201）购自Santa Cruz公司，兔抗人波形蛋白（vimentin）

抗体、GAPDH抗体购自Abcam公司，抗兔二抗购自Santa

Cruz 公司，化学发光试剂盒购自 Thermo 公司，BD

CycletesTM Plus DNA Reagent Kit购自BD公司，WST-1

试剂购自Roche公司，纤连蛋白购自美国Millpore公司，

Transwell侵袭小室购自美国Corning公司，Matrigel胶

购自美国Bio-Rad公司，IL-6 ELISA试剂盒购自武汉博

士德生物工程有限公司。

1.2 细胞培养及构建GBX2过表达的SiHa细胞株

SiHa细胞在含 l0％胎牛血清的DMEM培养基常

规传代培养。按QIAGEN试剂盒说明书的方法进行

质粒大量抽提。用质粒转染技术，分别将重组GBX2

基因过表达质粒 pCMV6-entry-GBX2（实验组）及空

载体质粒 pCMV6-entry（阴性对照组）转染到宫颈癌

SiHa细胞中，转染后72 h以WB鉴定转染效率。

1.3 WB 检测 GBX2 过表达对宫颈癌 SiHa 细胞中

GBX2蛋白表达的影响

常规收集细胞蛋白并定量，上样蛋白为 30 μg，

8%、10% SDS-PAGE 分别电泳分离后转移至 PVDF

膜。5%脱脂奶粉室温封闭1 h后，加入一抗（1∶1 000~

1∶5 000稀释），4 ℃摇床孵育过夜。次日，TBST洗膜

5 min×3次。HRP标记的抗兔 IgG二抗（1∶3 000稀

释），室温孵育2 h。TBST洗膜5 min×3次。按1∶1配

置化学发光显影剂，避光孵育 3 ~ 5 min 后，经 Bio-

Rad凝胶成像系统成像。GAPDH为内参。

1.4 WST-1法检测GBX2过表达对SiHa细胞增殖的

影响

调整细胞密度至 1×102/μl，接种于 96 孔板（100

μl/孔），每组设置 3个复孔。37 ℃、5% CO2分别培养

0、24、48和 72 h，加入 10 μl WST-1 孵育 2 h后，于酶

标仪在波长 450 nm处检测细胞的光密度（D）值，根

据D值绘制细胞增殖曲线。

1.5 集落形成实验检测GBX2过表达对SiHa细胞集

落形成能力的影响

每孔接种8×102个细胞于6孔板中，每隔3~4 d换新

鲜培养液。12~14 d后弃旧培养液，PBS洗涤2次，100%

甲醇固定30 min。自然晾干后，每孔取600 μl于0.1%结

晶紫染色20 min，PBS再洗涤2次，计算集落数。

1.6 流式细胞术检测GBX2过表达对宫颈癌SiHa细

胞周期的影响

收集转染后细胞，加入 1 ml缓冲液吹打、混匀，

吸取约5×105个细胞到新的离心管中，将上层缓冲液

尽量吸干，根据CycleTEST™ PLUS DNA 试剂盒说明

书依次加入 A、B、C 试剂各 250、200、200 μl 孵育 10

min，用50 μm的尼龙膜过滤后，上机流式仪检测各组

细胞的增殖情况。

1.7 细胞划痕愈合实验检测GBX2过表达对宫颈癌

SiHa细胞伤口愈合能力的影响

调整细胞密度至5×105个/孔接种到6孔板，每组设

置3个复孔。待24 h细胞贴壁并铺满，用10 µl枪头在

孔中央划出一道均匀的痕，用PBS洗去悬浮的细胞，加

入无血清培养基DMEM，37 ℃、5%CO2继续培养24 h，

在划痕0、24 h显微镜下拍照观察划痕愈合情况。

1.8 Transwell实验检测GBX2过表达对宫颈癌SiHa

细胞迁移及侵袭能力的影响

细胞迁移实验：吸取 10 μl纤连蛋白（1 μg/μl）均

匀涂抹在Transwell下室的膜上，37 ℃培养箱放置 4

h。用无血清培养基DMEM调整细胞密度至 5×102/
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μl，取 100 μl细胞悬液加至上室，下室加入 600 μl含

20% FBS 的 DMEM 培养液，各设 3 个复孔。37 ℃、

5% CO2孵育 48 h后，用棉签轻轻擦去上室膜上未迁

移的细胞，PBS洗 2次，甲醇固定 30 min。自然晾干

后，用 0.1%结晶紫染色 20min。弃染液，双蒸水洗 2

次。光学显微镜（×200）下计数上、下、左、右、中 5个

不同视野的总细胞数，取其平均值 。

细胞侵袭实验：取 200 µl Matrigel胶原液用 300

µl 无血清培养基 DMEM 稀释。取 100 µl 稀释后的

Matrigel胶加至Transwell小室的上室中，置于 37 ℃

孵箱中孵育2 h使Matrigel胶凝固。余下步骤与迁移

实验相同。

1.9 ELISA检测GBX2过表达对宫颈癌 SiHa细胞的

IL-6表达水平的影响

收集细胞培养液上清，ELISA法步骤设置为标准

品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品100

μl，样本孔加稀释好的待测样品 100 μl，设置空白对

照孔，酶标板加上盖，37 ℃反应 90 min。弃去液体，

吸水纸上拍干，不洗。除空白对照外，标准品孔和样

本孔中每孔加入 IL-6 抗体 100 μl，酶标板加上盖，

37 ℃反应60 min。弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加

满洗涤液，静置1 min，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，重

复洗板 3次，每孔加入ABC工作液各 100 μl（空白对

照孔除外），37 ℃反应 30 min。按每孔 90 μl依次加

入已在 37 ℃平衡 30 min的TMB显色液，37 ℃避光

反应 10 min，每孔加入TMB终止液 100 μl，于酶标仪

波长在450 nm处测定各孔的D值。

1.10 统计学处理

上述WB、WST-1、集落形成、流式细胞术、划痕愈

合实验、Transwell 及 ELISA 实验均重复 3 次。用

SPSS19.0统计学软件进行分析数据。计量数据以 x̄±

s 表示；两组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因

素方差分析。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 成功构建GBX2基因过表达的SiHa细胞株

利用脂质体转染技术成功将携带GBX2的 pC-

MV6-entry-GBX2重组质粒转染实验组（SiHa/GBX2）

SiHa细胞、将 pCMV6-entry空载体质粒转染到阴性

对照组（SiHa/pCMV6）SiHa细胞，WB实验检测结果

（图1）显示，SiHa/GBX2组SiHa细胞中GBX2蛋白表

达水平明显高于对照组（0.88±0.05 vs 0.06±0.01，t=

29.50，P<0.01）。结果表明，转染效率较高，GBX2基

因在 SiHa细胞中过表达，即成功建立GBX2过表达

SiHa细胞株。

1: SiHa/pCMV6; 2: SiHa/GBX2

图1 成功建立GBX2过表达的SiHa细胞株

Fig. 1 GBX2 over-expressed SiHa cell line was successfully

established

2.2 GBX2过表达促进SiHa细胞的增殖能力

WST-1 法检测结果（图 2）发现，48 h 后，SiHa/

GBX2组细胞的增殖能力显著强于 SiHa/pCMV6组

细胞（0.71±0.02 vs 0.63±0.02, t=4.90，P<0.01）。

**P<0.01 vs SiHa/pCMV6 group

图2 GBX2过表达提高SiHa细胞的增殖能力

Fig. 2 GBX2 over-expression promoted

the proliferation ability of SiHa cells

集落形成实验结果显示，SiHa/GBX2组细胞的

集落形成能力明显强于SiHa/pCMV6组细胞，克隆形

成数量明显增加 [（358.67±8.33）vs（56.00±5.30）个，

t=53.14，P<0.01]。

流式细胞术检测结果（图 3）显示，与 SiHa/pC-

MV6组细胞比较，SiHa/GBX2组细胞G0/G1期细胞

所占比例降低[（49.80±2.08）% vs（75.00±2.56）%，t=

13.23，P<0.01]、S期细胞比例升高[（36.10±0.96）% vs

（18.14±1.56）%，t=17.03，P<0.01]、G2/M细胞比例升

高[（14.35±0.90）% vs（7.15±1.41）%，t=7.44，P<0.01]。

结果说明，GBX2过表达是使G0/G1期SiHa细胞所占

比例明显降低、S期与G2/M期的细胞比例增加。

2.3 GBX2过表达提高SiHa细胞的迁移和侵袭能力

划痕实验和Traswell实验结果（图4）显示。细胞

培养 24 h后，与SiHa/pCMV6组比较，SiHa/GBX2组

细胞的损伤修复能力明显增强（t=53.20，P<0.01；图

4A），迁移细胞数明显增加（t=17.75，P<0.01；图 4B），

穿膜细胞数显著增加（t=9.80，P<0.01；图4C）。
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**P<0.01 vs SiHa/pCMV6 group

图3 GBX2过表达对两组SiHa细胞周期的影响

Fig.3 Effect of GBX2 over-expression on cell cycle distribution of SiHa cells

**P<0.01 vs SiHa/pCMV6 group

A: Healing assay detected effect of GBX2 over-expression on the migration of SiHa cells (×100);

B: Transwell assay detected effect of GBX2 over-expression on the migration of SiHa cells (×200);

C; Transwell assay detected the effect of GBX2 over-expression on the invasion ability of SiHa cells (×400)

图4 GBX2过表达提高SiHa细胞的迁移（（A、、B））和侵袭（（C））能力（结晶紫染色））

Fig.4 GBX2 over-expression improved the migration (A,B) and invasion (C) ability of SiHa cells（（crystal violet dyeing））

2.4 GBX2过表达对SiHa细胞EMT相关蛋白的影响

WB检测EMT相关蛋白表达结果（图5）发现，与

对照组比较，实验组SiHa细胞上皮钙黏蛋白表达水

平显著下降（0.20±0.07 vs 0.64±0.11，t=6.16，P<0.01），

神经钙黏蛋白、波形蛋白、Snail表达水平上调（0.62±

0.07 vs 0.17±0.03，t=10.13；0.15±0.03 vs 0.05±0.01，t=

6.60；0.42±0.06 vs 0.17±0.02，t=7.32；均P<0.01）。结

果提示，GBX2过表达促进SiHa细胞EMT。
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2.5 IL-6/STAT3 激活是 GBX2 诱导 SiHa 细胞 EMT

发生的重要因素

ELISA检测结果（图 6）发现，与SiHa/pCMV6组

比较，SiHa/GBX2组细胞培养上清中分泌的 IL-6水

平显著增高[（5 803.33±155.67) vs (1 675.67±141.74)，

t=33.96，P<0.01）。WB 检测结果（图 7）发现，SiHa/

GBX2 细胞 STAT3 磷酸化增强（0.39±0.04 vs 0.18±

0.01，t=9.81，P<0.01），并能被 S31-201所抑制（0.21±

0.02 vs 0.39±0.04，t=7.64，P<0.01）。结果说明，STAT3

的磷酸化可能是 IL-6诱导SiHa/GBX2细胞发生EMT

的重要因素。

1: SiHa/pCMV6; 2: SiHa/GBX2

图5 GBX2过表达影响SiHa细胞EMT相关蛋白的表达

Fig.5 GBX2 over-expression affected the expression of

EMT-related protein in SiHa cells

**P<0.01 vs SiHa/pCMV6 group

图6 ELISA测定SiHa/GBX2细胞培养上清中 IL-6水平

Fig.6 The concentration of IL-6 in cell culture supernatant

of SiHa/GBX2 cells was measured by ELISA

3 讨 论

侵袭和转移是恶性肿瘤的基本生物学特征，宫

颈癌患者的不良预后与其侵袭及转移直接相关，其

转移以直接侵犯和淋巴转移为主，晚期可转移到肺、

肾等[9]。宫颈癌转移是制约其疗效、影响患者预后及

生存的重要因素，因此探讨其侵袭转移的机制对宫

颈癌治疗及预后有重要意义。非Ⅰ类同源盒基因

GBX2在生物进化中具有高度的保守性，能调控细胞

分化、生长发育，主要通过其编码蛋白调控下游的靶

基因[10]。本课题组前期研究[8]发现，GBX2在宫颈癌

组织中显著高表达，但GBX2表达与宫颈癌细胞增

殖、侵袭、迁移的关系尚未见文献报道。本研究通过

质粒转染技术构建过表达GBX2的 SiHa细胞，发现

SiHa/GBX2细胞的增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力

随之增强，说明 GBX2 促进宫颈癌细胞的侵袭和

转移。

1: SiHa/pCMV6; 2: SiHa/GBX2; 3: SiHa/GBX2+S31-201

图7 GBX2促进SiHa细胞STAT3磷酸化

Fig.7 GBX2 promoted STAT3 phosphorylation in SiHa cells

EMT作为上皮源性肿瘤发生发展过程中的重要

步骤，与肿瘤浸润及转移密切相关，其主要标志是上

皮源性特征的细胞黏附分子上皮钙黏蛋白表达水平

降低，而具有间质源性的波形蛋白表达水平升

高[11-12]。过表达GBX2的 SiHa细胞上皮钙黏蛋白表

达水平下降，而神经钙黏蛋白、波形蛋白和Snail表达

水平上调，提示 GBX2 可以促进 SiHa 细胞 EMT。

EMT作为肿瘤转移早期阶段的一个关键步骤，可受

多种信号通路的共同调控，其中包括TGF-β/Smad及

JAK/STAT3信号通路。TGF-β/Smad是诱导EMT发

生最经典的信号途径，但是TGF-β1诱导的Smad3磷

酸化需要 JAK/STAT3 信号通路的参与，激活 JAK/

STAT3 信号通路可以增强 TGF-β/Smad 通路诱导的

EMT以及细胞迁移和侵袭能力。JAK/STAT3信号通

路可能通过下调上皮钙黏蛋白和上调波形蛋白的表

达来降低细胞间的黏附作用，从而诱导 EMT 的发

生。STAT3可以与Snail的启动子结合促进其蛋白表

达，Snail结合到上皮钙黏蛋白基因启动区E-box序列

上抑制上皮钙黏蛋白的转录。STAT3还能与波形蛋

白基因上游的抗沉默序列结合，并与结合到沉默子

上的抑制子ZBP-89发生相互作用促进波形蛋白的表

达[13]。IL-6是一种多功能的细胞因子，在免疫和炎症

反应、细胞生长、增殖以及凋亡过程中发挥重要的调

节作用[14]。JAK/STAT3 信号通路是 IL-6发挥作用的
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重要信号途径之一。IL-6与其受体结合形成具有生

物学活性的 IL-6/IL-6R/gp130六聚体后，通过 JAK家

族蛋白激活 STAT3，活化的 STAT3可以在细胞质中

形成同源或者异源二聚体，转入细胞核内结合特定

靶基因的DNA序列调节目的蛋白的表达 [15]。在胃

癌和肺癌中，癌相关成纤维细胞（cancer-associated

fibroblast，CAF）分泌的 IL-6通过 JAK/STAT3信号通

路诱导癌细胞EMT的发生[16-17]。本实验ELISA检测

SiHa/GBX2细胞培养上清发现，IL-6水平明显高于对

照组SiHa/pCMV6细胞，证实GBX2能促进宫颈癌Si-

Ha细胞的增殖和克隆形成能力。结果表明，在宫颈

癌中GBX2可通过 IL-6/STAT3信号通路影响细胞的

增殖、侵袭与转移，这是否也和其在前列腺癌细胞中

的作用[18]一样，通过 IL-6基因启动子区域内的ATTA

基序起作用，还需进一步的研究。

综上，过表达GBX2能提高宫颈癌SiHa细胞的

增殖、克隆形成、迁移和侵袭能力，推测与其促进 IL-6

的分泌进而通过 IL-6/JAK/STAT3信号通路诱导EMT

发生相关，对宫颈癌转移的诊断、治疗提供一定的实

验依据。
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