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HOXA10基因在子宫内膜癌组织中的表达及其生物学作用
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[摘 要] 目的:探讨同源框A10（HOXA10）基因在子宫内膜癌组织中的表达及其对子宫内膜癌 Ishikawa细胞株凋亡、迁移及侵

袭的影响。方法：收集2012年至2013年在鼓楼医院妇产科子宫内膜癌组织标本21例、正常增殖期子宫内膜组织标本25例，采

用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)及Western blotting方法检测HOXA10在子宫内膜癌组织及正常子宫内膜组织中的表达。将感染

复数为5、10、20 MOI的 ad-flag-HOXA10腺病毒质粒及20 MOI的 ad-flag-lacz腺病毒质粒(对照组)感染人子宫内膜癌 Ishikawa细

胞株，流式细胞术检测各组细胞凋亡情况。将50 nmol/L的 si-HOXA10及 si-NC质粒转染 Ishikawa细胞株，分别为下调组及下调

对照组；将 20 MOI的 ad-flag-HOXA10及 20 MOI的 ad-flag-lacz腺病毒质粒感染 Ishikawa细胞株，分别为上调组及上调对照组；

Transwell小室检测各组细胞迁移及侵袭能力。结果：在子宫内膜癌组织中 HOXA10 mRNA 表达量比正常子宫内膜组织中

显著降低[（0.56±0.14）vs (1.36±0.33)，P<0.01]，其蛋白表达量同样显著降低[（1.01±0.25）vs (2.10±0.71)，P<0.01]。上调HOXA10

后 5、10、20 MOI 组细胞的凋亡率明显升高，且大多数处于早期凋亡[（50.92±8.79）%、(55.17±4.07)%、(76.10±3.65)% vs (7.74±

0.15)%，均P<0.01]。下调HOXA10表达后迁移细胞数显著增加[（248±25）vs (135±15)个，P<0.01]，上调HOXA10表达后迁移细胞

数显著减少 [（50±6）vs (100±13)个，P<0.01]；下调HOXA10表达后侵袭细胞数显著增多[（131±18）vs (66±9)个，P<0.01]，上调

HOXA10表达后侵袭细胞数显著减少[（34±8）vs（60±4）个，P<0.01]。结论：HOXA10基因在子宫内膜癌内膜中表达低于正常内

膜，子宫内膜癌 Ishikawa细胞株中上调HOXA10基因表达能促进细胞凋亡并抑制其迁移和侵袭能力。

［关键词］ 子宫内膜癌；Ishikawa细胞株；同源框A10基因；凋亡；迁移；侵袭

[中图分类号] R737.33；R730.2 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2018）11-1171-05

Expression of HOXA10 gene and its biological effects in endometrial carcinoma

LI Jian, ZHOU Huaijun, KONG Xiangyi, WU Chan, XU Xiaofeng, ZHAO Jianfei (Department of Obstetrics and Gynecology, Drum

Tower Hospital Affiliated to Medical School Nanjing University, Nanjing 210008, Jiangsu, China)

[Abstract] Objective: To study the expression of HOXA10 gene in endometrial carcinoma and its effect on the apoptosis, migration

and invasion of Ishikawa cells. Methods: Twenty-one cases of endometrial carcinoma tissue samples and 25 cases of normal endometri-

al tissue samples from patients treated at the Department of Obstetrics and Gynecology, Nanjing Drum Tower Hospital from 2012 to

2013 were collected for this study. The mRNA and protein expressions of HOXA10 in endometrial carcinoma and normal endometrial

tissues were separately tested by Realtime-qPCR (qRT-PCR) and Western blotting. Ishikawa cells were infected with adenovirus-flag-

HOXA10 at different multiplicity (5, 10, 20 MOI), and infected by adenovirus-flag-lacz (20 MOI) as control; And the cell apoptosis

was tested by Flow Cytometry. Ishikawa cells were transfected with 50 nmol/L si-HOXA10 plasmids and 50 nmol/L si-NC plasmids, as

down-regulation group and down-regulation control group, respectively. Ishikawa cells were infected with 20 MOI adenovirus-flag-

HOXA10 and 20 MOI adenovirus-flag-lacz, as up-regulation group and up-regulation control group, respectively. The ability of migra-

tion and invasion was detected by transwell assay. Results: The results of qRT-PCR and Western blotting showed that the expressions

of HOXA10 mRNA and protein in endometrial carcinoma samples were both significantly lower than normal samples [mRNA: (0.56±

0.14)vs (1.36±0.33), P<0.01; protein: (1.01±0.25) vs (2.10±0.71), P<0.001]. After the up-regulation of HOXA10 gene in Ishikawa cell

line, the cell apoptosis rate in ad-flag-HOXA10 groups (5, 10, 20 MOI) was significantly raised, and most of which was in the early

apoptosis [(50.92±8.79)%, (55.17±4.07)%, (76.10±3.65)% vs (7.74 ± 0.15)%, all P<0.01]. The number of migrated cells was markedly

up-regulated in si-HOXA10 group [(248±25) vs (135±15), P<0.01] but markedly down-regulated in ad-flag-HOXA10 group [(50±6) vs

(100±13), P<0.01]. The number of invasive cells was markedly up-regulated in si-HOXA10 group [(131±18) vs (66±9), P<0.01] but
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markedly down-regulated in ad-flag-HOXA10 group [(34±8) vs (60±4), P<0.01]. Conclusions: Both mRNA and protein expressions of

HOXA10 were down-regulated in endometrial carcinoma samples than in normal endometrium. Up-regulation of HOXA10 gene in Ishi-

kawa cell line can promote cell apoptosis and inhibit cell migration and invasion.

[Key words] endometrial cancer; Ishikawa cells; HOXA10; apoptosis; migration; invasion

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(11): 1171-1175. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.11.015]

近年来，子宫内膜癌的发病率越来越高，严重影

响女性健康[1]。同源框A10（HOXA10）基因是同源框

基因家族中重要的一员，在正常人的子宫内膜腺上

皮、间质细胞中均有表达，起到编码转录因子、促进

细胞分化和调控胚胎发育的作用[2-3]。目前研究[4-6]发

现，子宫内膜癌患者内膜中检测到HOXA10的异常

表达。本研究旨在深入探究子宫内膜癌中HOXA10的

表达情况、HOXA10基因对子宫内膜癌 Ishikawa细胞

株凋亡及侵袭能力的影响，对以HOXA10基因为靶

标诊断、治疗子宫内膜癌提供新思路。

1 材料与方法

1.1 临床组织标本与子宫内膜癌细胞株

选取 2012年至 2013年在鼓楼医院妇产科接受

诊断和治疗、资料完整、术前未接受任何相关放化

疗、经手术病理确诊的 21例子宫内膜癌患者为研究

对象。患者年龄范围 39～66岁，平均年龄（52±6.4）

岁；按病理结果分为子宫内膜样腺癌19例，浆液性乳

头状癌2例，子宫内膜样腺癌按分化程度分为高分化

12例、中分化4例、低分化3例；另取因子宫肌瘤在鼓

楼医院妇产科行子宫切除术患者的正常增殖期内膜

25例作为对照组，年龄范围33～50岁，平均年龄（39±

4.1）岁。本研究所用样本均经本院伦理委员会批准，

患者均签署知情同意书。人子宫内膜癌 Ishikawa细

胞株均由北京大学医学院惠赠，常规培养液为 10%

含灭菌胎牛血清的DMEM培养基（GIBCO公司），细

胞于5% CO2、37 ℃培养箱中体外培养。

1.2 试剂与仪器

总RNA提取试剂盒为TaKaRa公司产品（Prime-

Script® RT reagent Kit和SYBR® Premix Ex TaqTM Ki）。

HOXA10多克隆抗体为Abcam公司产品。细胞凋亡

试剂盒为BD公司的Annexin V-PE Apoptosis Detec-

tion Kit I。

1.3 实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 HOXA10

mRNA相对表达量

利用总RNA提取试剂盒提取正常子宫内膜与子

宫内膜癌组织中总RNA并反转录为 cDNA，PCR 仪

扩增检测。HOXA10基因扩增引物序列如下：上游

为 GCCCCTTCCGAGAGCAGCAAAG，下游为 AG-

GTGGACGCTGCGGCTAATCTCTA；内 参 GAPDH

基因引物序列如下：上游为 TGAACGGGAAGCT-

CACTGG，下游为 TCCACCACCCTGTTGCTGTA。

用 2-△△Ct计算组织中HOXA10的相对表达量。实验

重复3次。

1.4 Western blotting 检测HOXA10蛋白的表达

提取组织总蛋白并通过BCA法进行蛋白定量。

随后将蛋白与上样缓冲液混合后煮沸10 min，稀释各

组细胞蛋白浓度相同后上样至聚丙烯酰胺凝胶中进

行电泳分离，后将凝胶中蛋白转移至聚偏二氟乙烯

膜（PVDF）上，随后将含蛋白的PVDF用5%脱脂奶粉

室温封闭 1 h，加入 HOXA10 多克隆抗体（Abcam 公

司）于4 °C孵育过夜，用含Twen20(0.1%)的磷酸盐缓

冲液(PBS)洗膜3次（每次6 min）。兔抗人二抗（二抗

滴度 1∶2 500；兔抗人GAPDH一抗滴度 1∶10 000）室

温孵育 1 h，PBS洗膜 3次（每次 6 min）。最后滴加发

光液至 PVDF膜表面，用 ECL发光系统进行结果分

析。实验重复3次。

1.5 基因干扰质粒瞬时转染 Ishikawa细胞株

接种细胞于 6孔板中，细胞密度达到 60%～70%

时进行瞬时转染。 5 μl LipofectamineTM 2000 与

DMEM培养基混合，室温孵育 5 min。将 50 nmol/L

的 si-HOXA10及50 nmol/L的 si-NC质粒5 μl加入上

述培养基中，室温孵育20 min。将孵育好的转染混合

物均匀滴加到6孔板中，置于37 ℃、5% CO2培养箱中

培养，24 h 后收集细胞提取蛋白及 mRNA，检测 si-

HOXA10的转染效率。

1.6 病毒质粒感染 Ishikawa细胞株

将细胞接种于6孔板中，1×109/ml滴度的 ad-flag-

HOXA10质粒 2.5、5、10 μl分别加入培养基中（感染

复数为 5、10、20 MOI），对照组加入 1×109/ml滴度的

ad-flag-Lacz质粒10 μl（感染复数为20 MOI），轻摇混

匀，置于孵育箱中孵育 12 h后换液，24 h后收集细胞

提取蛋白及mRNA，流式细胞仪及Transwell侵袭实

验进行细胞凋亡及侵袭检测。

1.7 流式细胞术检测 Ishikawa细胞株细胞凋亡

将滴度为 5、10、20 MOI 的 ad-flag-HOXA10 及

20 MOI ad-flag-lacz感染 Ishikawa细胞株24 h后制备

单细胞悬液，分别为5 MOI组、10 MOI组、20 MOI组

及对照组，以 1×Binding Buffer 调整细胞密度 1×106

个/ml。取 100 μl细胞悬液置于 5 ml流式管中，每管

各加入 5 μl Annexin V-PE 和 5 μl 7-AAD。室温避光

孵育 15 min。每管加入 400 μl 1×Binding Buffer，流
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式细胞仪检测并进行细胞凋亡分析。实验重复3次。

1.8 Transwell实验检测 Ishikawa细胞的迁移和侵袭

将 50 nmol/L的 si-HOXA10及对照组 50 nmol/L

的 si-NC质粒转染 Ishikawa细胞株，分别为干扰组及

干扰对照组，将20 MOI的 ad-flag-HOXA10腺病毒质

粒及对照组 20 MOI的 ad-flag-lacz腺病毒质粒感染

Ishikawa细胞株，分别为上调组及上调对照组，收集

各组细胞，用无血清培养基重悬细胞，调整细胞密

度约 3×l05/ml。取 150 µl 的细胞悬液垂直加入

Transwell 上室中，下室中加入 600 μl 含 10% 的胎

牛血清的 DMEM 培养液，置于 37 ℃、5% CO2 的

培养箱培养 24 h。洗涤擦净上室中的细胞，将小

室放入 1 ml 10% 甲醇溶液中固定 20 min。弃去

固定液，待膜室温风干后放入配制好的结晶紫染色

液中染色 15～30 min，后弃去染色液，用PBS冲洗干

净。在400倍光学显微镜下随机选择5个视野，计数

每个视野的细胞数目，取其均值。将Matrigel胶垂直

加入Transwell小室上室铺匀，置于 37 ℃、5%CO2培

养箱中 1 h使Matrigel胶凝固，其余操作同Transwell

迁移实验。实验重复3次。

1.9 统计学处理

所有数据均用SPSS 16.0软件进行分析。正态分

布计量资料以 x̄±s 表示，两组间均数比较采用 t检验，

多组间资料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 HOXA10 mRNA在子宫内膜癌中低表达

qRT-PCR 检测结果表明 ,HOXA10 mRNA 在子

宫内膜癌组织中相对表达量比正常子宫内膜中显著

降低 [（0.56±0.14）vs (1.36±0.33)，P<0.01]。Western

blotting检测结果表明，HOXA10在子宫内膜癌组织

中相对表达量比正常子宫内膜中显著降低[（1.01±

0.25）vs (2.10±0.71)，P<0.001]。

2.2 上调HOXA10的表达促进Ishikawa细胞株的凋亡

转染 ad-flag-HOXA10腺病毒质粒后,5 MOI组、

10 MOI组、20 MOI组细胞凋亡率明显升高，且大多

数处于早期凋亡 [（50.92±8.79）%、(55.17±4.07)%、

(76.10±3.65)% vs (7.74±0.15)%，均P <0.01，图1]。

2.3 HOXA10的表达对 Ishikawa细胞株的迁移及侵

袭的影响

转染 si-HOXA10后下调组迁移细胞数显著增加

[(248 ± 25) vs (135 ± 15) 个，P<0.01]。感染 ad-flag-

HOXA10 后上调组迁移细胞数显著下降[(50±6) vs

(100±13)个，P<0.01，图2]。

转染 si-HOXA10后下调组侵袭细胞数显著上调

[(131 ± 18) vs (66 ± 9) 个 ，P<0.01]；转 染 ad-flag-

HOXA10 后上调组侵袭细胞数显著下降[(34±8) vs

(60±4)个，P<0.01，图3]。

**P<0.01

A: Control; B: 5 MOI group; C: 10 MOI group; D: 20 MOI group

图1 HOXA10基因促进子宫内膜癌 Ishikawa细胞株的凋亡

Fig. 1 HOXA10 gene can promote the apoptosis of endometrial cancer Ishikawa cells

3 讨 论

HOXA10 基因是同源框基因家族中重要的一

员，在子宫内膜癌[4-6]、卵巢癌[7-8]、子宫内膜异位症[9]、

苗勒管发育异常[10]及不孕症[11]中均异常表达。子宫

内膜癌组织中HOXA10基因启动子甲基化状态明显

高于正常组织，提示HOXA10基因在子宫内膜癌的

发生中可能发挥作用[12]。LIU等[4]发现，HOXA10基

因在子宫内膜癌组织中表达明显升高 ，抑制

HOXA10表达能够抑制子宫内膜癌细胞的生长及侵
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**P＜0.01 vs si-NC or Ad-flag-Lacz group

A: si-NC; B: si-HOXA10; C:Ad-flag-Lacz; D:Ad-flag-HOXA10

图2 HOXA10基因抑制子宫内膜癌 Ishikawa

细胞株的迁移(×400)

Fig.2 HOXA10 can inhibit the migration of endometrial

cancer Ishikawa cells (×400)

**P＜0.01 vs si-NC；△△P<0.01 vs Ad-flag-Lacz group

A: si-NC; B: si-HOXA10; C:Ad-flag-Lacz; D:Ad-flag-HOXA10

图3 HOXA10基因抑制子宫内膜癌 Ishikawa

细胞株的侵袭(×400)

Fig.3 HOXA10 can inhibit the invasion of endometrial

cancer Ishikawa cells(×400)

袭。然而，ZHONG 等[5]通过免疫组化技术发现，

HOXA10在正常内膜及增生内膜间的改变无统计学

意义，而子宫内膜腺癌中的表达低于正常内膜，且肿

瘤组织分级越高 ，HOXA10 表达下调越明显。

ZHANG等[13]亦证实HOXA10在子宫内膜癌中表达

降低，且与肿瘤分级有关。本研究应用qRT-PCR及

Western blotting技术检测发现，在子宫内膜癌组织中

HOXA10 mRNA及蛋白水平的表达明显低于正常内膜，

这一结果与相关学者提出的HOXA10在子宫内膜癌中

低表达的结论一致。

HOXA10在肿瘤细胞的凋亡、迁移及侵袭等生

物学行为方面发挥至关重要的作用。研究[7]发现，

HOXA10可以通过促进卵巢癌SKOV3细胞系的侵袭

及迁移参与其恶性进展。在乳腺癌中，CTCF能够下

调HOXA10基因的表达，从而减少细胞凋亡及促进

细胞转移，进而促进乳腺肿瘤的进展[14]。在胰腺肿瘤

细胞中，HOXA10 基因通过 TGFbeta2-p38 MAPK 信

号通路促进肿瘤细胞的侵袭和转移[15]。HOXA10基

因参与子宫内膜癌细胞增殖、凋亡及侵袭的作用机

制受到众多学者的关注。上调HOXA10基因表达后

子宫内膜癌细胞增殖活性下降，且发现细胞多阻滞

于 G1 期[13]。miRNA135a 通过抑制 HOXA10 基因的

表达，进而促进子宫内膜癌细胞的侵袭和迁移[16]。研

究[17]发现上皮间质转化参与肿瘤发展，HOXA10参与

肿瘤细胞内皮间质转化的机制，子宫内膜癌 SPEC2

和KLE细胞株中HOXA10通过下调 Snail基因的表

达，进而促进上皮细胞黏附分子E-cadherin的表达，

这可能是HOXA10发挥抑制肿瘤细胞内皮间质转化

的机制之一[18]。

为了验证HOXA10在子宫内膜癌细胞株中的作

用，本研究通过流式细胞术、Transwell小室等实验发

现，在子宫内膜癌 Ishikawa 细胞株中上调 HOXA10

基因的表达能促进肿瘤细胞的凋亡，并抑制其迁移

及侵袭能力，干扰HOXA10的表达对肿瘤的行为学

有相反的作用。综上所述，HOXA10在子宫内膜癌

患者中呈低表达状态，而且HOXA10有诱导肿瘤细

胞凋亡、抑制肿瘤细胞迁移及侵袭能力的作用，这为

HOXA10基因作为子宫内膜癌治疗的新靶点提供实

验证据。
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