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EYA1通过调控PTEN/PI3K/AKT信号通路抑制胃癌SGC-7901细胞的

恶性生物学行为

朱红亚 1，罗子俨 2Δ，李平昴 2，刘佳佳 2（1.德阳市第二人民医院 普外科，四川 德阳 618000；2. 陆军军医大学附

属西南医院 全军普通外科中心，重庆 400038）

[摘 要] 目的:探讨EYA1(eyes absent 1)通过调控PTEN/PI3K/AKT信号通路抑制胃癌SGC-7901细胞的恶性进展及其相关机制。

方法:收集2016年6月至2018年6月陆军军医大学附属西南医院全军普通外科中心29例胃癌组织及其癌旁组织标本，采用Wb和

qPCR实验检测胃癌组织和癌旁组织中EYA1 mRNA和蛋白的表达水平。人胃癌细胞株SGC-7901培养完成后，采用过表达EYA1

质粒或 siRNA干扰质粒转染胃癌SGC-7901细胞；分别采用MTT、流式细胞术、划痕愈合和Transwell实验检测胃癌SGC-7901细胞

的增殖、凋亡、迁移和侵袭能力。结果:胃癌组织中 EYA1 mRNA 和蛋白表达水平较癌旁组织均明显降低（P<0.01）；过表达 EYA1

可明显提高 SGC-7901 细胞的增殖、迁移和侵袭能力（均 P<0.05）、抑制细胞凋亡（P<0.05）。过表达EYA1可明显促进PTEN的

表达、抑制PI3K/AKT通路的激活（均P<0.05或P<0.01）；但在PTEN干扰后以上作用均受到了明显抑制（均P<0.05或P<0.01）。结

论:EYA1可通过促进PTEN的表达抑制PI3K/AKT信号通路，从而抑制胃癌SGC-7901细胞的恶性生物学行为。

[关键词] EYA1；PTEN/PI3K/AKT信号通路；胃癌；SGC-7901细胞；增殖；凋亡；迁移；侵袭

[中图分类号] R735.2; R392.11 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）03-0287-06

EYA1 inhibits malignant biological behavior of gastric cancer SGC-7901 cells by
regulating PTEN/PI3K/AKT signaling pathway

ZHU Hongya1, LUO Ziyan2Δ, LI Ping’ang2, LIU Jiajia2 (1. Department of General Surgery, the Second People's Hospital of Deyang

City, Deyang 618000, Sichuan, China; 2. General Surgery Center, Southwest Hospital Affiliated to Military Medical University,

Chongqing 400038, China)

[Abstract] Objective:To explore the mechanism of EYA1 (eyes absent 1) inhibiting the malignant progression of gastric cancer SGC-

7901 cells through regulating PTEN/PI3K/AKT signaling pathway. Methods: Twenty-nine pairs of gastric cancer tissues and para-can-

cerous tissues collected at the General Surgery center, Southwest Hospital Affiliated to Military Medical University during June 2016

and June 2018 were used in this study. Wb and RT-PCR assays were used to test the mRNA and protein expressions of EYA1 in gastric

cancer tissues and the paired para-cancerous tissues; Transfection with plasmid or siRNAs were used to up-regulate or down-regulate

EYA1 or PTEN expression in gastric cancer SGC-7901 cells; MTT, Flow Cytometry, Wound Healing and Transwell assays were carried

out to detect cell proliferation, apoptosis, metastasis and invasion abilities, respectively. Results: EYA1 expression was decreased in

gastric cancer tissues as compared with the para-cancerous tissues at both mRNA and protein levels (P<0.01); EYA1 over-expression

significantly enhanced the proliferation, metastasis and invasion of SGC-7901 cells (all P<0.05), and inhibited cell apoptosis (P<0.05);

moreover, its over-expressionsignificantly increased the expression of PTEN, and inhibited the activation of PI3K/AKT pathway (all P<

0.05 or P<0.01). However, the above effects mediated by EYA1 up-regulation were significantly impaired after the knockout of PTEN

(all P<0.05 or P<0.01). Conclusion: EYA1 can inhibit the malignant progression of gastric cancer SGC-7901 cells through promoting

the expression of PTEN and activating PI3K/AKT pathway.

[Key words] eyes absent 1 (EYA1); PTEN/PI3K/AKT signaling pathway; gastric cancer；SGC-7901 cell; proliferation; apotosis; migra-

tion; invasion
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胃癌是世界范围内的一种常见的恶性肿瘤，是

造成癌症死亡的第二大常见原因。根据国际癌症研

究机构的统计数据[1]，2012年全球胃癌新发病例数约

为 95.1万例，在恶性肿瘤中发病率排第 5位；病死病

例数约为72.3万例，排第3位。约50%的病例发生在

亚洲东部，而中国是胃癌的主要发病地[2]。未出现转

移的患者经手术治疗后5年生存率可达90%，但晚期

胃癌患者的5年生存率仅为20%[3-4]。因此，探究胃癌

发生发展的相关分子机制，找到胃癌早期诊断的标

记分子对于改善患者的预后和治疗十分重要。有研

究[5-6]显示，转录因子EYA1（eyes absent 1）因同时具有

转录活性和磷酸酶活性而在多种生物进程中发挥重

要作用，如个体发育、DNA修复、细胞生长及肿瘤转

移等。EMMANUEL 等[7]研究发现，EYA1 在胃癌组

织中低表达，且其表达水平同肿瘤大小、淋巴结和远

处转移发生率显著负相关，表明EYA1的低表达与肿

瘤恶性进展相关，但EYA1在胃癌进展中的作用及相

关机制鲜有报道。本研究主要探讨EYA1对胃癌细

胞生长、凋亡、迁移和侵袭的影响及其作用机制，为

临床治疗提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

人胃癌细胞系 SGC-7901 购自美国模式培养细

胞库 (American Type Culture Collection，ATCC)。细

胞培养基及胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)购自美

国Gibco公司，LipofectamineTM 2000转染试剂及青霉

素/链霉素购自美国 Invitrogen公司，EYA1过表达质

粒（pCMV6-EYA1，No. SC336314）及其对照载体

（pCMV6-NC）购自美国OriGene公司，EYA1基因的

小干扰 RNA(small interfering RNAs，siRNA-EYA1，

简写为 si-EYA1)及 si-NC购自美国OriGene公司，si-

PTEN及其对照由上海吉马生物科技有限公司设计

并合成，MTT试剂购自北京索莱宝生物公司，Annex-

in V-FITC/PI 试剂盒购自美国 BD Bioscience 公司，

Transwell(8 mm)购自美国康宁公司，RNA提取试剂

盒、逆转录试剂盒及qPCR试剂盒购自北京全式金生

物有限公司，qPCR引物由北京华大生物公司合成，

相关一抗及二抗购自美国Cell Signaling Technology

公司。

1.2 临床资料

收集 2016年 6月至 2018年 6月陆军军医大学附

属西南医院全军普通外科中心29例胃癌组织及其癌

旁组织标本。患者TNM分期按照美国癌症联合委员

会（AJCC）第7版的胃癌指南进行分期：II期10例、III

期 15例，Ⅳ期 4例。所有患者术后病理均证实为胃

腺癌，未合并其他部位肿瘤及术前未接受针对肿瘤

的放化疗。本研究本人或家属均已签署知情同意

书，并经过医院伦理委员会的批准。

1.3 过表达和干扰EYA1质粒对SGC-7901细胞转染

SGC-7901细胞培养于由89%的RPMI 1640培养

基、10%FBS及 1%双抗组成的培养基中。待细胞汇

合度达到90%左右时胰酶消化细胞进行传代。SGC-

7901 接种于 6 孔板中，待细胞汇合度度达到 50%~

60%时采用LipofectamineTM 2000将 si-EYA1、si-NC、

pCMV6-EYA1或pCMV6-NC转染入细胞中，6 h后更

换培养基。SGC-7901细胞转染 si-EYA1、si-NC、pC-

MV6-EYA1 或 pCMV6-NC 48 h 后，收集各组细胞

待测。

1.4 qPCR检测SGC-7901细胞中EYA1 mRNA的表

达水平

按照RNA提取试剂盒说明书提取组织或细胞中

总RNA，使用NanoDrop 2000对RNA进行定量，取 1

mg RNA 按照相关说明将其逆转成 cDNA，采用

CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System 进行

qPCR 实验分析。EYA1-正向引物：5’-GGCGCAA

AGCTGTTACCAAA-3’；EYA1-反向引物：5’-TCT-

GCTGCATCCACCAGTTT-3’。GAPDH-正向引物：

5’-TGATGACAAGCTTCCCGTTCT-3’；GAPDH-反

向引物：5’- GTGAAGACGGGCGGAGAGAAA-3’。

利用 2-△△Ct公式计算 mRNA 的相对表达量，GAPDH

作为内参。实验重复3次。

1.5 Wb实验检测SGC-7901细胞中EYA1蛋白的表达

水平

SGC-7901 细胞转染 si-EYA1、si-NC、pCMV6-

EYA1、pCMV6-NC 48 h后，收集细胞，Wb实验检测

各组细胞中 PTEN、PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT 的蛋

白表达水平，细胞中的蛋白采用RIPA裂解液于冰上

进行提取，采用BCA试剂盒测定蛋白浓度后，按照

30 mg的剂量将蛋白样品加到 10%聚丙烯酞胺凝胶

中进行电泳，电泳后转膜，将膜用 5%的脱脂牛奶进

行封闭室温孵育 1 h，加一抗（1∶500）4 °C孵育过夜，

洗膜后加相应的二抗（1∶1 000），然后用化学发光试

剂盒检测杂交信号。采用 ImageJ软件对蛋白进行定

量分析。实验重复3次。

1.6 MTT法检测SGC-7901细胞增殖能力

分别于转染后 1、2、3、4、5 d的细胞中加入 20 ml

MTT(5 mg/ml)溶液，将其置于37 ℃培养箱中继续培

养 4 h，然后小心吸取培养基并向每孔加入 200 ml

DMSO溶液，37 ℃孵育 10 min 后于酶标仪上检测

570 nm 处的光密度（D）值。实验重复3次。
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1.7 流式细胞术检测SGC-7901细胞凋亡情况

转染 48 h 后，0.25% 胰酶消化细胞，收集细胞，

PBS重悬后按照Annexin V-FITC/PI试剂盒相关说明

进行 Annein V 和 PI 染色，然后上机检测，随后应用

FlowJo7.6 进行数据分析，结果判定，(AnnexinV-

FITC)-/PI+ 区域的细胞为坏死细胞 ，(AnnexinV +

FITC)+/PI+区域的细胞为晚期凋亡细胞，(AnnexinV-

FITC)+/PI-区域的细胞为早期凋亡细胞，(AnnexinV-

FITC)-/PI-区域的细胞为活细胞。实验重复3次。

1.8 划痕愈合实验检测SGC-7901细胞迁移能力

细胞转染24 h后，胰酶消化细胞，调整细胞密度

为5×105/ml，取2 ml细胞悬浮液加入6孔板中。待细

胞融合度达到100%时，用20 ml的Tip头垂直在细胞

上划线；将漂浮的细胞用PBS除去，加入不含FBS的

培养基，拍照；后将细胞放置于37 ℃培养箱中继续培

养 24 h，于显微镜下观察细胞划痕愈合情况并拍照。

实验重复3次。

1.9 Transwell实验检测SGC-7901细胞侵袭能力

细胞转染24 h后，胰酶消化细胞，用不含FBS的

培养基重悬细胞，调整细胞密度为2×105/ml；向mate-

riel基质胶包被的Transwell小室的上室加入 200 ml

细胞悬浮液，同时向下室加入 600 ml含 15% FBS的

细胞培养基，避免下层培养液和小室间产生气泡；随

后将细胞置于 37 °C培养箱中培养。48 h后将Tran-

swell 膜弃去上清，后用冷的无水甲醇室温固定 10

min，空气干燥，结晶紫染色 10 min，后用棉签将上层

细胞擦去，PBS冲洗后于显微镜下观察并拍照，计算

侵袭细胞数。实验重复3次。

1.10 统计学处理

采用SPSS 22.0统计学软件和Graphpad prism7.0

作图软件，计量资料以 x̄±s表示，两组间比较采用Stu-

dent's-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 胃癌组织中EYA1 mRNA和蛋白呈低水平表达

qPCR 检测结果显示，25 例胃癌组织中样本中

EYA1 mRNA 表达水平较癌旁组织明显降低（P<

0.01，图1A）；Wb检测结果显示，EYA1蛋白表达水平

在癌组织中明显降低（P<0.01，图1B）。

**P<0.01 vs Paracancer group

A: Detection of EYA1 mRNA expression in tissues by qPCR; B: Detection of EYA1 protein expression in tissues by Wb assay

图1 EYA1 mRNA和蛋白在胃癌组织中呈低水平表达

Fig. 1 Low expression of EYA1 mRNA and peotein in gastric cancer tissues

2.2 EYA1过表达影响胃癌 SGC-7901细胞增殖、凋

亡、迁移和侵袭能力

应用MTT、流式细胞术、划痕和Transwell侵袭实

验检测EYA1过表达或敲除对胃癌SGC-7901细胞增

殖、凋亡、转移和侵袭的影响。由图2A、B所知，与 si-

NC组相比，si-EYA1-1能明显降低EYA1 mRNA和蛋

白表达水平（均P<0.05或P<0.01），而 pCMV6-EYA1

转染后SGC-7901细胞中EYA1 mRNA和蛋白表达水

平明显升高（均P<0.05）。与 si-NC组相比，si-EYA1

组细胞的增殖能力明显升高(P<0.05，图 2C)、凋亡降

低（P<0.05，图2D），迁移和侵袭能力增强（P<0.05，图

2E、F）；而EYA1过表达后，SGC-7901细胞的增殖能

力明显降低（P<0.05，图 2C），凋亡率明显升高（P<

0.05，图 2D），迁移和侵袭能力降低（P<0.05，图 2E、

F）。以上结果表明，EYA1在胃癌的发生发展中起到

抑制作用。

2.3 EYA1过表达通过促进 PTEN的表达抑制PI3K/

AKT信号通路的激活

Wb 检测结果（图 3）显示，与 si-NC 组相比，si-

EYA1 组细胞中 PTEN 的表达降低，而 Cyclin D、p-

PI3K和 p-AKT的表达水平明显升高（均P<0.05）；而

EYA1过表达后PTEN的表达升高，Cyclin D、p-PI3K

和 p-AKT 的表达明显下降(均 P<0.01)，表明 PTEN/

PI3K/AKT信号通路可能抑制了EYA1过表达介导的

胃癌进展过程。
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*P<0.05, **P<0.01 vs si-NC group; ΔP<0.05 vs pCMV6-NC group

A-B: qPCR and Wb were used to detect the expression of EYA1 mRNA and protein in SGC-7901 cells;

C: MTT assay was used to detect the effects of EYA1 over-expression/knockout on the proliferation of SGC-7901 cells;

D: Effects of EYA1 over-expression/knockout on apoptosis of SGC-7901 cells detected by flow cytometry;

E: Effects of EYA1 over-expression/knockout on metastasis of SGC-7901 cells detected by scratch healing test;

F: Transwell assay to detect the effects of EYA1 over-expression/knockout on invasive ability of SGC-7901 cells (×100)

图2 过表达EYA1对胃癌SGC-7901细胞增殖、凋亡、迁移和侵袭的影响

Fig. 2 Over-expression of EYA1 affects proliferation, apoptosis, migration and invasion of SGC-7901 cells in gastric cancer

**P<0.01 vs si-NC group; ΔΔP<0.05 vs pCMV6-NC group

图3 EYA1过表达对PI3K/AKT信号通路激活的影响

Fig. 3 Effects of EYA1 over-expression on activation of PI3K/AKT signaling pathway

2.4 EYA1过表达通过上调 PTEN的表达抑制胃癌

SGC-7901细胞的恶性生物学行为

为了探究PTEN/PI3K/AKT信号通路是否参与了

EYA1介导的胃癌进展抑制，在EYA1过表达的基础

上采用 siRNAs对PTEN进行了敲除。qPCR和Wb检

测结果显示，si-PTEN-2 转染后 SGC - 7901 细胞中

PTEN的蛋白和mRNA 水平明显降低（P<0.05或 P<

0.01，图 4A、B）。此外，与 EYA1过表达组（pCMV6-

EYA1）相比，pCMV6-EYA1+si-PTEN组SGC-7901细

胞的增殖能力明显提高（P<0.05，图4C），凋亡水平明

显降低(P<0.05，图4D)，迁移和侵袭能力明显升高(P<

0.05或P<0.01，图4E、F)。以上结果表明，EYA1可通

·· 290



朱红亚, 等 . EYA1通过调控PTEN/PI3K/AKT信号通路抑制胃癌SGC-7901细胞的恶性进展

过上调PTEN的表达抑制SGC-7901细胞的恶性表型 转换。

*P<0.05, **P<0.01 vs si-NC or Control group; ΔP<0.05 vs pCMV6-EYA1 group

A-B: qPCR and Wb were used to detect the effect of PTEN knockout on mRNA and protein expressions of EYA1；C: MTT assay to

detect the effect of EYA1/PTEN on the proliferation of SGC-7901 cells; D.Effect of EYA1/PTEN on apoptosis of SGC-7901 cells

examined by flow cytometry; E: Effect of EYA1/PTEN on migration of SGC-7901 cells examined by scratch healing test;

F: Transwell assay to detect the effect of EYA1/PTEN on the invasive ability of SGC-7901 cells

图4 EYA1通过上调PTEN的表达影响SGC-7901细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭能力

Fig. 4 EYA1 affects the proliferation, apoptosis and invasion of SGC-7901 cells by up-regulating the expression of PTEN

3 讨 论

EYA1即“eyes absent”基因，最初是在果蝇中发

现的一种发育必需基因，下调其表达会导致果蝇眼

睛缺失或畸形，因此得名“eyes absent”[8]。在人类中，

EYA1基因突变或丧失将导致鳃-耳-肾综合征，其特

征是耳朵和肾脏发育缺陷[9]。EYA1基因编码的磷酸

酶可通过脱磷酸作用恢复组蛋白功能进而促进DNA

修复和细胞增殖[10]。近年来，大量研究表明，EYA1在

肿瘤组织和细胞中异常表达并广泛参与肿瘤的恶性

进展。李兆明等[12]通过对EYA1在乳腺癌中的作用

及相关机制进行探究，发现EYA1在乳腺癌中的表达

升高，且上调EYA1的表达可通过促进CyclinD的表

达促进乳腺癌细胞增殖。ZHOU 等[11]研究发现，

EYA1在黑色素瘤中的表达升高，且下调EYA1的表

达可抑制黑色素瘤细胞的增殖和克隆形成能力，并

提高细胞对维莫非尼的敏感性。以上研究表明，

EYA1在肿瘤进展中发挥促癌作用。但是，EYA1在

不同肿瘤中的表达存在差异性。有研究[6]显示，

EYA1蛋白的甲基化水平在胃癌组织中升高。PAR-

VANEH等[5]研究发现，EYA1在胃癌组织中的表达水

平降低，且EYA1的表达水平同肿瘤大小、淋巴结转

移和远处转移呈显著负相关。同样，在本研究中发

现，EYA1在胃癌组织中的表达水平降低。并且通过

MTT、流式细胞术、划痕和Transwell实验检测发现，

过表达 EYA1 可明显降低胃癌 SGC-7901 细胞的增

殖、转移和侵袭能力，并促进细胞凋亡，表明EYA1在

胃癌进展中扮演抑癌基因角色。

此外，本研究还探究了EYA1抑制胃癌发生发展

的机制，结果表明，EYA1 过表达可促进 PTEN 的表

达、降低p-PI3K和p-AKT的表达。PTEN是一种双特

异性蛋白质脂质磷酸酶，其主要的细胞底物是第二

信使-磷脂酰肌醇（3，4，5）-三磷酸[phosphatidylinosi-

tol（3，4，5）-triphosphate，PIP3]，PTEN可使 PIP3脱磷
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酸化并将其水解成磷脂酰肌醇(4，5)-二磷酸[phos-

phatidylinositol (4，5)-diphosphate，PIP2]，而PIP3是磷

酯酰肌醇-3激酶(Phosphoinositide-3 kinase)的产物并

介导AKT的活化。因此，PTEN是PI3K/AKT信号通

路的负调控者[13-14]。过度激活的PI3K/AKT通路显著

促进了胃癌的恶性进展[15-16]。同样，本研究发现，敲

除PTEN可明显削弱EYA1对胃癌进展的抑制作用，

表明PTEN/PI3K/AKT通路在EYA1介绍的胃癌进展

抑制过程中起到关键性作用。

综上所述，本研究表明 EYA1 能够通过促进

PTEN的表达进而抑制PI3K/AKT通路的激活，从而

抑制胃癌的恶性进展。本研究不仅为胃癌的发生机

制丰富了新的内容，同时也为胃癌治疗提供了新的

潜在靶点。
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