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[摘  要]  目的：探讨同源框蛋白C4（HOXC4）在胃癌组织和细胞中的表达及其对胃癌细胞增殖、迁移与侵袭的作用及其机制。

方法：收集2020年5月至2021年4月期间在南阳市第一人民医院肿瘤科手术切除的16例进展期胃癌患者的癌及癌旁组织标本，

以及人胃正常上皮细胞GES-1和胃癌细胞AGS、SGC-790和MGC-803，采用WB法检测胃癌组织和细胞中HOXC4的表达。通过

RNA干扰技术对SGC-790及AGS细胞中HOXC4 进行敲低或过表达，实验分为 sh-HOXC4#1组、sh-HOXC4#2组、sh-Con组、

sh-HOXC4 + pc-integrin β1组、pc-HOXC4组、pc-Con组、pc-HOXC4 + pc-integrin β1组。利用EdU、CCK-8、Transwell实验分别检

测敲低或过表达HOXC4对各组细胞活力、增殖、侵袭、迁移和 integrin β1表达的影响。用敲低HOXC4的胃癌AGS细胞构建荷瘤

小鼠模型，观察敲低HOXC4对移植瘤体积及组织中Ki67和 integrin β1蛋白表达的影响。结果：胃癌组织和细胞中HOXC4的表

达均显著上调（均P < 0.01）。与 sh-Con组相比，sh-HOXC4#1组和 sh-HOXC4#2组SGC-790及AGS细胞中HOXC4、integrin β1蛋

白表达水平，以及细胞的活力、增殖、迁移及侵袭能力均显著降低（均P < 0.01）。与 sh-HOXC4组相比，sh-HOXC4 + pc-integrin β1

组细胞活力、增殖、迁移及侵袭能力均显著增加（均P < 0.01）；与pc-Con组相比，pc-HOXC4组细胞活力、侵袭及迁移能力均显著

增加（均P < 0.01）；与pc-HOXC4组相比，pc-HOXC4 + pc-integrin β1组细胞活力、迁移及侵袭能力均显著降低（均P < 0.01）。与

sh-Con组相比，sh-HOXC4#1组和 sh-HOXC4#2组小鼠移植瘤生长缓慢、体积变小，组织中Ki67和 integrin β1表达均显著降低（均

P < 0.01）。结论：HOXC4在胃癌组织与细胞中表达上调，其通过激活 integrin β1信号促进胃癌细胞的增殖、迁移与侵袭。
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Homeobox protein C4 regulates the proliferation, migration and invasion of 
gastric cancer cells by integrin β1

YUAN Bo1, MA Lei2, CHEN Xiaobing3, CHANG Zhanguo1 (1. Department of Hematology and Oncology, the First People's Hospital of 

Nanyang, Nanyang 473000, Henan, China; 2. Department of Oncology, the First People's Hospital of Nanyang, Nanyang 473000, 

Henan, China; 3. Department of Gastrointestinal Oncology, Henan Cancer Hospital, Zhengzhou 450000, Henan, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the expression of homeobox protein C4 (HOXC4) in gastric cancer tissues and cells, as well as its 

effects on the proliferation, migration and invasion of gastric cancer cells and the underlying mechanisms. Methods: The cancer and 

adjacent tissue specimens surgically removed from 16 patients with advanced gastric cancer at the Department of Oncology, Nanyang 

First People’s Hospital, between May 2020 and April 2021 were collected. Additionally, human normal gastric epithelial cells (GES-1) 

and gastric cancer cell lines (AGS, SGC-790, and MGC-803) were included. Western blot (WB) was performed to detect HOXC4 

expression in gastric cancer tissues and cells. RNA interference technology was used to knockdown or overexpress HOXC4 in SGC-790 

and AGS cells, with experimental groups divided as follows: the sh-HOXC4#1 group, sh-HOXC4#2 group, sh-Con group, sh-HOXC4 + 

pc-integrin β1 group, pc-HOXC4 group, pc-Con group, and pc-HOXC4 + pc-integrin β1 group. EdU assay, CCK-8 assay, and 

Transwell assay were employed to evaluate the effects of HOXC4 knockdown or overexpression on cell viability, proliferation, 

migration,invasion, and integrin β1 expression in each group. A tumor-bearing mouse model was established using HOXC4-knockdown 

AGS cells to observe the impact of HOXC4 knockdown on tumor volume and the expressions of Ki67 and integrin β1 proteins in 

xenograft tissues. Results: The expression of HOXC4 in gastric cancer tissues and cells was significantly up-regulated (all P < 0.01). 

Compared with those in the sh-Con group, the expression levels of HOXC4 and integrin β1 in SGC-790 and AGS cells, and the cell 

viability, proliferation, migration and invasion ability decreased significantly in sh-HOXC4#1 and sh-HOXC4#2 groups (all P < 0.01). 
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Compared with those in the sh-HOXC4 group, the cell viability, invasion and migration abilities of cells in the sh-HOXC4 + pc-integrin 

β1 group increased significantly (all P < 0.01). Compared with those in the pc-Con group, the cell viability, invasion and migration 

abilities of cells in the pc-HOXC4 group increased significantly (all P < 0.01). Compared with those in the pc-HOXC4 group, the cell 

viability, invasion and migration abilities of cells in the pc-HOXC4+integrin β1-shRNA group decreased significantly (all P < 0.01). 

Compared with those in the sh-Con group, the tumor grew slowly, and the volume decreased, and the expressions of Ki67 and 

integrin β1 decreased significantly in the sh-HOXC4#1 and sh-HOXC4#2 groups (all P < 0.01). Conclusion: The expression of 

HOXC4 is up-regulated in gastric cancer tissues and cells, and it promotes the proliferation, migration and invasion of gastric cancer 

cells by activating the integrin β1 signaling pathway.
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胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一[1]，因其临

床前筛查效率低和极易发生转移等特点，其病死率

居高不下，转移性胃癌患者的5年生存率不足30%[2]。

即使经过手术、化疗和其他治疗措施的进展期胃癌

患者的预后一般也较差，且复发率较高[3]。尽管随着

治疗技术和方法的改进，胃癌患者的长期生存率得

到一定程度的提高，但中晚期患者仍然具有较高的

病死率[4]。因此，亟待寻找新的影响胃癌进展的关键

生物学标志物和分子靶标。据报道[5-9]，同源框蛋白C

（homeobox protein C，HOXC）基因簇广泛分布于多

种器官中，具有调控基因表达、细胞分化和机体形态

发生的功能，参与肺癌、结肠癌、甲状腺癌及胃癌等

多种恶性肿瘤发生及发展的过程。研究[10-11]表明，

HOXC4~9等HOXC基因簇的表达水平与胃癌患者

肿瘤分期和不良预后密切相关，提示它们可能是很

有前途的分子和病理诊断标志物。HOXC4在胃癌中

的表达、诊断价值、预后意义及功能尚未完全明确，

深入研究其在胃癌发生发展中的作用，有望为临床

提供新的诊断和治疗靶点，改善患者预后。本研究

通过检测HOXC4在胃癌组织和细胞中的表达，并在

胃癌细胞中敲低或表达HOXC4，探讨其对胃癌细胞

增殖、迁移和侵袭的影响，初步揭示其作用机制。

1  材料和方法

1.1  胃癌组织标本收集

收集 2020年 5月至 2021年 4月期间在南阳市第

一人民医院肿瘤科手术切除的16例进展期胃癌患者

的癌及癌旁组织标本。所有患者均为进展期胃癌，

手术前均未进行过放化疗，均签署了知情同意书。

本研究征得所在医院医学伦理委员会审查批准。

1.2  细胞、实验动物及主要试剂

人胃正常上皮细胞 GES-1 和胃癌细胞 AGS、

SGC-790和MGC-803均购自上海康朗生物科技有限

公司。6~7周雄性C57BL/6小鼠购自北京维通利华

实验动物中心[实验动物合格证号：SCXK（京）2021-

0011]，饲养于河南省肿瘤分子生物学医学重点实验

室的屏障环境动物房，本实验通过动物实验福利伦

理审批（伦理审批号：2022-032）。

整合素 β1（integrin β1）抗体购自上海艾博抗公

司，HOXC4 抗体、shRNA 辅助转染试剂、HOXC4-

shRNA（sh-HOXC4#1/2）质 粒 、integrin β1-shRNA

（sh-integrin β1）质粒和对照 shRNA 质粒（sh-Con）均

购自圣克鲁斯生物技术（上海）有限公司，Ki67抗体、

GAPDH抗体、HRP-羊抗兔或小鼠及Alexa Fluor 488

或555-羊抗兔 IgG（H + L）二抗均购自上海碧云天生

物 公 司 ，pcDNA-HOXC4（pc-HOXC4）、pcDNA-

integrin β1（pc-integrin β1）质粒及对照质粒 pcDNA-

Con（pc-Con）购自上海生工公司，CCK-8细胞活力检

测试剂盒和EDU染色试剂盒（绿色荧光）购自武汉亚

科因生物公司，超敏酶标-羊抗小鼠或兔 IgG聚合物

购自北京中山金桥生物技术有限公司。

1.3  细胞转染及分组

分别将 SGC-790 及 AGS 细胞接种在 6 孔板

（5 × 106个/孔）中，次日细胞汇合度约为80%时，按照

转染试剂盒说明书步骤，用 shRNA 助转染剂将

sh-HOXC4#1、sh-HOXC4#2、sh-Con、sh-HOXC4 + 

pc-integrin β 1 、pc-Con 、pc-HOXC4 、pc-HOXC4 + 

sh-integrin β1质粒分别转入到SGC-790或AGS细胞

中。实验分为 6 组：sh-HOXC4#1 组、sh-HOXC4#2

组、sh-Con 组、sh-HOXC4 + pc-integrin β1 组、pc-

HOXC4组、pc-Con组、pc-HOXC4 + pc-integrin β1组。

6 h后，更换成完全培养基继续培养 48 h，收集细胞，

用WB法分别检测HOXC4或 integrin β1的相对表达

量来评估转染效率。

1.4  WB法检测胃癌组织和细胞中HOXC4、integrin 

β1蛋白的表达

采用RIPA裂解液提取胃癌组织及各组胃癌细胞

的总蛋白，通过BCA法测量蛋白样品的浓度。取等

量蛋白样品（5 μL，每份含 25 μg蛋白）进行WB电泳

分离与转印。封闭膜后，加入一抗 HOXC4（稀释比

例为 1∶1 000）、integrin β1（稀释比例为 1∶2 000）及

GAPDH（稀释比例为 1∶10 000），室温下作用 1.5 h。
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洗涤3次后，加入稀释比例为1∶1 000的HRP-羊抗兔

或小鼠 IgG（H+L）作用 1 h。用 ECL 化学发光法显

影，以GAPDH为内参照，用 Image J软件分析蛋白质

条带的灰度值。蛋白的相对表达量=目的蛋白条带

的灰度值/GAPDH条带的灰度值 × 100%。

1.5  CCK-8法检测胃癌细胞的活力

取各组细胞，制成密度为 5 × 104/mL细胞悬液，

加入96孔板（100 μL/孔）中，培养1~5 d。按照CCK-8

试剂盒说明书操作，每孔加入 10 μL CCK-8溶液，轻

轻振荡混合均匀，在 37 ℃培养箱中继续培养 1 h，在

酶联免疫吸附仪上测量波长 450 nm 处每孔光密度

（D）值，绘制生长曲线。

1.6  EdU法检测胃癌细胞的增殖能力

将各组细胞接种于 24孔板（1 × 105个/孔）中，随

后向每孔添加 10 μmol/L EdU并于 37 ℃下作用 2 h。

用 4%多聚甲醛固定细胞，0.5% Triton X-100通透

2 min。利用DAPI染液对细胞核进行染色。通过荧

光显微镜计数阳性染色细胞，用Olympus CellSens软

件采集图像并进行数据分析。

1.7  Transwell小室法检测胃癌细胞的迁移和侵袭能力

将各组细胞以 2 × 104个/孔的密度接种到 24孔

Transwell上室中，下室中加入 500 μL含 10%胎牛血

清的培养基。其中，未预铺基质胶的Transwell上室

用于细胞迁移实验，而预铺基质胶的Transwell上室

用于细胞侵袭实验。培养24 h后，取出小室，用棉签

轻轻擦除未穿过滤膜的细胞。随后，在冷甲醇中固

定细胞，并用 0.1%结晶紫溶液对穿至滤膜下表面的

细胞进行染色。最后，在光学显微镜下对染色细胞

进行计数。

1.8  免疫荧光染色法检测胃癌细胞中 HOXC4 和

integrin β1蛋白的表达

将各组细胞铺板于24孔板，培养24 h。在4%多

聚甲醛溶液中室温下固定细胞 30 min，用 0.1% 

Triton X-100通透 5 min。洗涤3次后，进行 5% BSA中

封闭 1 h。加入 1∶2 000稀释的HOXC4和 integrin β1

一抗，4 ℃下处理过夜。洗涤后，分别加入1∶2 000稀

释的 Alexa Fluor 488-羊抗兔 IgG（H+L）用于检测

integrin β1，以及1∶2 000稀释的Alexa Fluor 555-羊抗

兔 IgG（H + L）用于检测 HOXC4，37 ℃下避光作用

1 h。洗涤 3次后，每孔加入 50 μL DAPI（5 μg/mL），

室温避光染色5 min。在激光共聚焦显微镜下观察并

采集图像，自带软件量化荧光强度。

1.9  胃癌AGS细胞移植瘤小鼠模型的构建及观察

将 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组（sh-HOXC4#1、

sh-HOXC4#2和 sh-Con组），每组 5只。分别在左前

肢腋窝皮下接种3组AGS细胞（5 × 106个/mL，100 μL

细胞密度、注射剂量）。以瘤体体积变化评估肿瘤生

长情况。瘤体体积是以游标卡尺测量的瘤体长径及

短径，依据公式“瘤体体积（mm3）=长径 × 短径 2/2”计

算移植瘤体积。每 7 d测量一次，第 21天时，麻醉处

死小鼠后，分离移植瘤标本，测量体积后，将移植瘤

组织进行常规固定、石蜡包埋，以进行免疫组化

研究。

1.10  免疫组化染色法检测移植瘤组织中 Ki67、

integrin β1蛋白的表达水平

将移植瘤组织石蜡块进行切片、脱蜡和水化，在

3% H2O2溶液中浸泡 10 min以去除内源性过氧化氢

酶，高温抗原修复，10% BSA 封闭 30 min，后进行免

疫组化染色。加入 Ki67（1∶3 000）和 integrin β1

（1∶1 000）抗体，4 ℃下处理过夜。PBS洗涤后，加入

超敏酶标-羊抗小鼠或兔 IgG聚合物（1∶1 000），室温

下避光作用 1 h。DAB显色，苏木精复染，在显微镜

下观察。用 Image J软件 IHC Profiler插件对目标染

色蛋白表达情况进行评分：0 ≤ IHC评分< 1为阴性；

1 ≤ IHC 评分< 2 为弱阳性；2 ≤ IHC评分< 3为中阳

性；3≤IHC评分≤4为强阳性，最高为4分。

1.11  统计学处理

以上主要实验均独立重复3次。使用SPSS 19.0

软件对实验数据进行分析。符合正态分布的计量数

据以 x̄ ± s表示，两组间数据比较采用 t检验，均数两

两比较采用LSD法进行事后检验，多组间数据比较

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  HOXC4蛋白在胃癌组织和细胞中呈高表达

WB法检测结果显示，与癌旁组织相比，胃癌组

织中HOXC4蛋白表达显著增高（图 1A，P < 0.001）；

与GES-1细胞相比，胃癌AGS、SGC-790和MGC-803

细胞中 HOXC4 的表达均增高（图 1B，均 P < 0.01）。

结果表明，HOXC4蛋白在胃癌组织及细胞中表达上

调，提示HOXC4可能在胃癌的发生发展中发挥重要

作用。

2.2  敲低HOXC4抑制胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭

WB法检测结果（图2A）显示，与 sh-Con组相比，

sh-HOXC4#1 和 sh-HOXC4#2 组 SGC-790 及 AGS 细

胞中 HOXC4 表达均显著降低（SGC-790：（34.41 ± 

7.12）%、（28.54 ± 5.36）% vs（106.64 ± 13.58）% ，均

P < 0.001；AGS：（26.53 ± 4.85）%、（31.02 ± 6.78）% vs 

（102.13 ± 8.41）%，均P < 0.001），表明转染成功。
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**P < 0.01。

图1    WB法检测胃癌组织（A）和胃癌细胞（B）中HOXC4蛋白的表达

A：WB法检测HOXC4在各组SGC-790及AGS细胞中的敲低效率；B~E：敲低HOXC4对各组细胞活力（B）、增殖（C）、迁移（D）和

侵袭（E）的影响（C，EdU染色；D和E，结晶紫染色）。**P < 0.01。

图2    敲低HOXC4抑制胃癌细胞增殖、迁移和侵袭

CCK-8实验、EdU染色、Transwell小室实验检测结

果显示，与sh-Con组相比，sh-HOXC4#1及 sh-HOXC4#2

组SGC-790及AGS细胞增殖活力（图2B，均P < 0.01）、

增殖能力（图2C，均P < 0.01）、迁移（图2D，均P < 0.01）

及侵袭（图2E，均P < 0.01）能力均显著下降。结果表明，

敲低HOXC4可显著抑制胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭，
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HOXC4可能是胃癌治疗的潜在靶点。

2.3  integrin β1参与敲低HOXC4表达对胃癌细胞的

抑制作用

免疫荧光法检测结果（图 3A）显示，HOXC4 与

integrin β1在胃癌细胞中呈现共定位，转染sh-HOXC4后，

SGC-790及AGS细胞中 integrin β1表达水平显著降低，

其荧光强度较 sh-Con组明显减弱（SGC-790：156.76 ± 

37.53 vs 436.52 ± 68.94，P < 0.01；AGS：78.54 ± 

23.17 vs 324.16 ± 54.82，P < 0.01），表明在HOXC4胃癌

细胞中可在一定程度上调节 integrin β1的表达。

WB法检测结果（图 3B）显示，sh-HOXC4#1及

sh-HOXC4#2 2组SGC-790及AGS细胞中 integrin β1蛋

白表达显著低于sh-Con组[SGC-790：（36.25 ± 5.43）%、

（23.26 ± 4.14）% vs （103.75 ± 18.43）%，均 P < 0.01；

AGS：（38.46 ± 6.71）%、（25.68 ± 5.18）% vs（104.66 ± 

14.73）%，均P < 0.01]。

CCK-8法、Transwell小室 法 检 测 结 果 显 示 ，

与 sh-HOXC4 组 相 比 ，sh-HOXC4 + pc-integrin β1

组细胞的增殖活力、迁移及侵袭能力均显著增加

（图 3C、4A，均P < 0.01）；与pc-Con组相比，pc-HOXC4

组细胞增殖活力、迁移及侵袭能力均显著增加（图

3D、4B，均P < 0.01）；与pc-HOXC4组相比，pc-HOXC4 

+ integrin β1-shRNA组细胞增殖活力、迁移及侵袭能

力均显著降低（图3D、4B，均P < 0.001）。

以上结果表明，HOXC4 通过调节 integrin β1 表

达进而调控胃癌细胞的增殖、迁移与侵袭。

A：免疫荧光染色法检测各组细胞中HOXC4 与 integrin β1 共定位；B：WB法检测各组细胞 integrin β1蛋白的表达；

C、D：CCK-8 检测敲低（C）或过表达（D）HOX4对细胞增殖的影响。**P < 0.01。

图3    HOXC4通过调节 integrin β1表达进而调控胃癌细胞的增殖

2.4  敲低HOXC4可抑制AGS细胞小鼠移植瘤的生长

成功构建了AGS细胞移植瘤小鼠模型（图5A）。

与 sh-Con组相比，sh-HOXC4#1组及 sh-HOXC4#2组小

鼠的移植瘤体积均显著减小（图5B，均P < 0.01）。免疫

组化染色结果显示，与 sh-Con组相比，sh-HOXC4#1组

及 sh-HOXC4#2组小鼠移植瘤组织中Ki67和 integrin 

β1蛋白的表达均显著降低（图5C，均P < 0.01）。结果表

明，敲低HOXC4可显著抑制移植瘤生长和相关蛋白的

表达，HOXC4可能是胃癌治疗的潜在靶点。

3  讨  论

胃癌是全球范围内公共卫生面临的一个重大挑

战，其是恶性肿瘤的第三大死亡原因[1]。尽管化疗在

一定程度上延长中晚期胃癌患者生存时间，但不良

反应和耐药依然制约化疗方案的实施。随着对胃癌

进展机制的研究，靶向治疗越来越受关注。研究[11]表

明，HOXC4基因可能在人类肿瘤发生发展中发挥重

要作用，并且是肿瘤患者潜在指标靶标。本研究表

明，HOXC4在胃癌组织及细胞中表达上调。通过体

外实验发现，敲低HOXC4可显著抑制胃癌细胞的活

力、增殖、迁移及侵袭能力，在体内实验进一步证实

了这一发现。这些结果初步证实了HOXC4表达水

平对胃癌细胞的恶性生物学行为具有重要的调控

作用。
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A：Transwell小室法检测敲低中HOXC4对各组细胞迁移及侵袭的影响；B：Transwell小室法检测

HOXC4过表达对各组细胞迁移及侵袭的影响。**P < 0.01。

图4    HOXC4通过调节 integrin β1表达进而调控胃癌细胞的迁移及侵袭

A：分离的移植瘤形态；B：移植瘤体积数据分析图；C：免疫组化染色法检测移植瘤组织中Ki67和

integrin β1蛋白的表达。**P < 0.01。

图5    敲低HOXC4抑制胃癌AGS细胞移植瘤的生长

本研究进一步研究了HOXC4在胃癌中的作用机

制，发现其与integrin β1在胃癌细胞中共同定位。研究[12-14]

表明，integrin β1是异二聚体黏附受体整合素家族成员

之一，其可使多种肿瘤细胞黏附于细胞外基质，是癌细

胞发生浸润与迁移的关键驱动因素。大量研究[15-16]显

示，integrin β1在包括胃癌等多种肿瘤组织中表达上调，

其表达丰度与浸润深度、转移以及TNM分期呈正相关

关系。integrin β1不仅可直接诱导胃癌细胞黏附于细

胞外基质，其与配体结合后还可通过激活下游EGF、FAK

和PI3K/AKT等信号分子促进胃癌细胞的增殖、迁移与

侵袭[14,17-19]。靶向 integrin β1单克隆抗体伏洛昔单抗

（volociximab）在实体瘤中显示出显著的抗肿瘤活性，

目前已经进入Ⅱ期临床研究[20]。本研究显示，敲低

HOXC4诱导胃癌细胞中 integrin β1表达下调；并且在

敲低HOXC4同时过表达 integrin β1的胃癌细胞的恶性

生物学行为得到一定程度的逆转；另外，在过表达HOXC4
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同时敲低表达 integrin β1的胃癌细胞的恶性生物学行

为受到显著抑制。本研究结果表明，HOXC4与 integrin 

β1 之间存在功能相关性，抑制 HOXC4 可通过下调

integrin β1的表达，进而抑制胃癌细胞增殖、迁移与侵

袭等恶性生物学行为。

综上所述，本研究揭示了 HOXC4 通过调控

integrin β1表达影响胃癌细胞恶性生物学行为的分

子机制，为胃癌诊疗提供了潜在的新靶点。然而，

HOXC4调控 integrin β1的具体信号通路尚未完全阐

明。本研究存在以下局限：首先，临床样本量有限，

且未探究HOXC4表达与胃癌分期、分子分型之间的

关联；其次，作为诊断标志物的临床验证尚不充分。

未来研究需开展多中心、大样本队列验证，以进一步

明确HOXC4的作用机制。此外，应结合多组学技术

解析HOXC4的转录调控网络，同时开发特异性小分

子抑制剂，以推进临床转化研究。
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