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HOXA13在非小细胞肺癌组织中的表达及其对A549细胞和移植瘤生长

的影响

刘玉玲，黄宝和（焦作煤业集团有限责任公司中央医院 呼吸科，河南 焦作 454000）

[摘 要] 目的：探讨HOXA13在非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）组织中的表达及沉默HOXA13基因表达对

A549细胞和移植瘤生长的影响。方法：收集2014年3月至2016年4月在焦作煤业集团有限责任公司中央医院胸外科接受手术

切除治疗的112例NSCLC癌组织和相对应的癌旁组织。qPCR实验检测NSCLC癌和癌旁组织中HOXA13表达。培养A549细胞

并分为 siRNA-HOXA13组、阴性对照组和对照组，qPCR实验检测A549细胞中HOXA13表达，CCK-8法检测细胞增殖能力，Tran-

swell法检测细胞侵袭能力。建立裸鼠移植瘤模型，观察裸鼠生长情况，5周后处死，称瘤体质量并计算抑瘤率；qPCR实验检测瘤

体组织中HOXA13表达水平。结果：NSCLC癌组织中HOXA13 mRNA相对表达量明显高于癌旁组织（1.83±0.13 vs 1.12±

0.10，t=47.008，P=0.000），其相对表达量与 TNM 分期、分化程度和淋巴结转移相关（P<0.05）。siRNA-HOXA13 组细胞中

HOXA13 mRNA相对表达量低于阴性对照组和对照组（均P<0.05）；siRNA-HOXA13组24、48、72、96 h时细胞增殖水平（D值）明

显低于阴性对照组和对照组（F=30.727、5.427、13.816和24.454，均P<0.05或P<0.01）；siRNA-HOXA13组侵袭细胞数低于阴性对

照组和对照组（均P<0.05）；siRNA-HOXA13组裸鼠移植瘤5周时瘤体质量小于阴性对照组和对照组，而抑瘤率高于阴性对照组

（均P<0.05）；siRNA-HOXA13组裸鼠移植瘤组织中HOXA13 mRNA相对表达量低于阴性对照组和对照组（均P<0.01）。结论：
NSCLC癌组织中HOXA13呈高表达，且与肿瘤发生、进展及转移有关；特异性沉默HOXA13基因表达可抑制细胞增殖和侵袭力，

并抑制裸鼠移植瘤生长。
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Expression of HOXA13 in non-small cell lung cancer tissues and its effect on
growth of xenograft in nude mice

LIU Yuling, HUANG Baohe (Department of Respiratory, Central Hospital of Jiaozuo Coal Industry Group Co., Ltd. of Jiaozuo City,

Jiaozuo 454000, Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate the expression of HOXA13 in non-small cell lung cancer (NSCLC) tissues, and to explore the ef-

fect of silencing HOXA13 gene on the growth of A549 cells in vitro and xenograft in nude mice. Methods: A total of 112 pairs of

NSCLC tissues and corresponding adjacent normal tissues from patients, who underwent surgical resection at the Department of Thorac-

ic surgery, Central Hospital of Jiaozuo Coal Industry Group from March 2014 to April 2016, were selected for this study. Real-time fluo-

rescence quantitative PCR was used to detect the expressions of HOXA13 in NSCLC tissues and adjacent tissues. A549 cells were cul-

tured and divided into siRNA-HOXA13 group, negative control group and control group. Real-time quantitative PCR was used to de-

tect the expression of HOXA13 in cells, CCK-8 was used to detect cell proliferation, and Transwell assay was used to detect cell inva-

sion. Xenograft model in nude mice was constructed, and the growth of nude mice was observed. After 5 weeks, the mice was sacrificed

and weighed, and the tumor-inhibition rate was calculated. Real-time fluorescence quantitative PCR(qPCR) was used to detect the ex-

pression of HOXA13 in xenograft tissues. Results: The relative expression level of HOXA13 mRNA in NSCLC tissues was significant-

ly higher than that in the adjacent tissues (1.83±0.13 vs 1.12±0.10, t=47.008, P=0.000), and its expression was correlated to TNM stag-

ing, differentiation and lymph node metastasis (all P<0.05). The relative expression level of HOXA13 mRNA in cells of siRNA-

HOXA13 group was lower than that in the negative control group and the control group (P<0.05). The cell proliferation level (D val-

ues) at 24, 48, 72 and 96 h in the siRNA-HOXA13 group were significantly lower than those in the negative control group and control
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group (F=30.727, 5.427, 13.816 and 24.454, all P<0.05 or P<0.01); the number of invasive cells in the siRNA-HOXA13 group was

lower than that in the negative control group and the control group (all P<0.05). The mass of xenograft in nude mice at week 5 in the

siRNA-HOXA13 group was smaller than that in the negative control group and control group, while the tumor-inhibition rate was high-

er than the negative control group (all P<0.05). The relative mRNA expression level of HOXA13 in xenograft tumor tissue in the siR-

NA-HOXA13 group was lower than that in the negative control group and the control group (all P<0.01). Conclusion: HOXA13 was

highly expressed in the non-small cell lung cancer tissues, and was related to oncogenesis, progression and metastasis of cancer. Specif-

ic silencing of HOXA13 gene expression could inhibit the proliferation and invasion of tumor cells and suppress the growth of xeno-

graft in nude mice.

[Key words] non-small cell lung cancer; HOXA13 gene; small RNA interference; xenograft

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(6): 689-694. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.06.012]

肺癌作为我国发病率和病死率均居首位的呼吸

系统恶性肿瘤，近年来发病呈升高趋势，对人群健康

构成了严重威胁[1]。非小细胞肺癌（non-small cell

lung cancer，NSCLC）是肺癌主要类型，占肺癌发病的

75%～80%。由于该肿瘤类型早期症状不典型，多数

患者临床确诊时已进展至中晚期，且术后复发转移

率较高，患者 5年总体生存率低于 20%[2-3]。有研究[4]

显示，基因表达异常尤其是癌基因或抑癌基因表达

异常在肿瘤发生、进展中发挥关键性作用。同源基

因A-13（homeotic genes-A13，HOXA13）作为同源盒

基因家族重要成员，在胚胎组织发育中发挥重要作

用，是调控细胞增殖和分化的主要分子[5]。近年来研

究[6]发现，HOXA13在肿瘤组织中呈高表达，其与患

者预后有关。本研究拟分析NSCLC组织中HOXA13

表达情况及其与临床病理特征的关系，并利用小分

子RNA干扰（siRNA）技术沉默人NSCLC A549细胞

中HOXA13基因，观察其对移植瘤生长的影响。

1 资料与方法

1.1 临床资料

收集2014年3月至2016年4月在焦作煤业集团

有限责任公司中央医院胸外科接受手术切除治疗的

112例NSCLC癌组织和相对应的癌旁组织。术前均

未行放化疗，术后经病理学确诊。其中男性69例，女

性 43例；年龄 39～78岁，平均（57.62±9.24）岁；病理

学类型：鳞癌42例、腺癌70例；按照第八版TNM分期

标准：Ⅰ期 23例、Ⅱ期 27例、Ⅲ期 54、Ⅳ期 8例；肿瘤

直径：<3 cm 35例、≥3 cm 77例；发生淋巴结转移 63

例。术中留取肺癌组织及相应的癌旁组织，快速置

于液氮中，放入-80 ℃冰箱保存。本研究患者均经患

者或家属知情同意，并经医院医学伦理委员会批准。

1.2 实验动物、细胞株和主要试剂

清洁级健康雄性BALB/c裸鼠15只，购自上海斯

莱克实验动物公司 [合格证号：SCXK（沪）2017 -

0005]，29～38 d龄，体质量 17～20 g，饲养于标准条

件下。按照数字表法随机分为 3组，每组 5只，适应

性饲养7 d。NSCLC A549细胞株由中科院上海细胞

生物研究所提供。

总RNA提取试剂盒（TRIzol法）和转染试剂购自美

国 Invitrogen公司，逆转录和PCR扩增试剂盒购自宝生

物工程（大连）有限公司，HOXA13和内参引物由上海

生工生物公司设计合成，RPMI 1640培养液、胎牛血清

和胰酶购自美国Gibco公司，HOXA13干扰序列和阴性

对照序列由上海美轩生物科技公司设计合成，qPCR仪

购自美国ABI公司，CCK-8检测试剂盒购自南京立乔生

物科技有限公司，Transwell小室购自美国Corning公司，

Matrigel胶购自美国BD公司。

1.3 qPCR 实验检测 NSCLC 癌组织和癌旁组织中

HOXA13 mRNA的表达

取NSCLC癌和癌旁组织，研磨后，加入细胞裂

解液，按总RNA提取试剂盒说明提取总RNA。用紫

外分光光度计检测并计算其纯度和浓度，A260/A280≥
1.80为合格。将总RNA用逆转录试剂盒转录为 cD-

NA，以cDNA为模板，按PCR扩增试剂盒说明用实时

荧光定量PCR仪对引物扩增。HOXA13引物序列F：

5’- CGCTTCAGAACTCGTTGCTTT- GC-3’，R: 5’-

CGGAAGAACTGGCAGTCTTTACCT - 3’；GAPDH

引物序列 F：5’-AGTGGCAAAGTGGAGATT-3’，R：

5’- GTGGAGTCATACTGGAACA - 3’。反应条件：

95 ℃ 3 min 后，92 ℃ 30 s，92 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，

75 ℃ 30 s，连续循环 38次。每个样品设 6个平行复

孔 。 用 2-△△Ct 法 计 算 NSCLC 癌 和 癌 旁 组 织 中

HOXA13 mRNA相对表达量。实验重复3次。

1.4 细胞培养和分组转染

将 A549 细胞置于含 10% 胎牛血清的 RPMI

1640培养液中，在含5% CO2、相对湿度、37 ℃培养箱

中培养。取对数生长期细胞，胰酶消化，接种于 6孔

板中，待细胞汇合度达80%左右时，按照转染试剂盒

说明对细胞进行分组进行转染：siRNA-HOXA13组

转染 HOXA13 siRNA，其干扰序列为 5’- GCGGA-

CAAGUACAUGGAUATT-3’；阴性对照组转染阴性

对照序列为5’-UAAACUCCUAACCGCAGUGC-3’；
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对照组不作任何处理。转染后继续37 ℃恒温培养。

1.5 qPCR 实验检测 A549 细胞中 HOXA13 mRNA

表达

取各组转染处理48 h细胞，胰酶消化，加入细胞

裂解液裂解，其余步骤同1.3。实验重复3次。

1.6 CCK-8法检测干扰HOXA3对A549细胞增殖活

力的影响

取上述3组A549细胞转染后，胰酶消化，接种于96

孔板，细胞密度为1×104个/孔，每组设复孔5个，继续恒

温培养。分别在培养24、48、72和96 h时，往各孔加入

CCK-8液10 μl，继续恒温孵育120 min，用酶标仪取450

nm波长检测各孔光密度（D）值。实验重复3次。

1.7 Transwell实验检测干扰HOXA3对A549细胞侵

袭能力的影响

用无血清培养液按1∶6对Matrigel胶进行稀释，取

100 μl将Transwell小室上室进行包被，4 ℃过夜风干备

用。取各组转染处理48 h细胞，胰酶消化，离心取沉淀，

无血清培养重悬密度1.5×105/ml，向Transwell小室上室

加入200 μl，下室加入含20%胎牛血清的培养液600 μl，

过夜培养。取出小室，多聚甲醛固定，结晶紫染色，将

上室内膜散落细胞用棉签去除，镜下观察，随机取6个

视野计数穿膜细胞数。实验重复3次。

1.8 建立NSCLC A549细胞裸鼠移植瘤模型

取 1.4中转染后对数生长期细胞，胰酶消化，离

心后留取细胞沉淀，用PBS冲洗 3次后，用PBS重悬

细胞，调整细胞浓度为 5×106个/ml。于超净工作台

上，用75%乙醇对裸鼠右侧腋窝部位进行消毒，分别

取 siRNA-HOXA13组、阴性对照组和对照组细胞悬

液 200 μl，分别对 3组裸鼠进行皮下注射，结束后，用

酒精棉签轻轻按住以防细胞悬液渗出。3组裸鼠饲

养于标准条件下，每周对裸鼠生长情况进行观察，5

周后，麻醉处死，取瘤体，称质量并拍照，抑瘤率=[对

照组平均瘤体质量-siRNA-HOXA13组（或阴性对照

组）平均瘤体质量]/对照组平均瘤体质量×100%。

1.9 qPCR实验检测移植瘤体组织中HOXA13表达

取各组移植瘤体组织，切碎，研磨后，提取总

RNA，其余步骤同1.3。实验重复3次。

1.10 统计学处理

利用 SPSS 21.0统计学软件，计量资料采用 x̄±s

表示，2组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验；计数资料

采用率值表示，组间比较采用秩和检验。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NSCLC癌组织中HOXA13 mRNA表达水平明

显提高

qPCR 实验检测结果显示，NSCLC 癌组织中

HOXA13 mRNA 相对表达量明显高于癌旁组织

（1.83±0.13 vs 1.12±0.10，t=47.008，P=0.000）。

2.2 NSCLC癌组织中HOXA13表达与临床病理特

征相关性

相关性分析结果（表 1）显示，NSCLC癌组织中

HOXA13 mRNA相对表达量与性别、年龄、病理学类

型和肿瘤大小无关（P>0.05），而与TNM分期、分化程

度和淋巴结转移有关（均P<0.05）。

表1 NSCLC癌组织中HOXA13表达与临床病理特征的相关性（（x̄±s））

Tab. 1 Correlation between HOXA13 expression in NSCLC tissues and clinicopathologic features（（x̄±s））

Clinicopathologic features

Sex
Male
Female

Age（t/a）
<58
≥58

Pathological types
Squamous carcinoma
Adenocarcinoma

TNM stage
Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

Differentiation
Low
Middle/high

Tumor size（l/cm）
<3
≥3

Lymph node metastasis
Yes
No

N

69
43

78
34

42
70

50
62

37
75

35
77

63
49

HOXA13 expression

1.85±0.12
1.82±0.13

1.85±0.16
1.80±0.10

1.81±0.12
1.86±0.17

1.77±0.07
1.88±0.12

1.89±0.17
1.76±0.12

1.81±0.12
1.85±0.10

1.94±0.14
1.73±0.12

t

1.315

1.533

1.660

5.726

4.601

1.920

8.241

P

0.191

0.128

0.100

0.000

0.000

0.057

0.000
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2.3 siRNA-HOXA13 组细胞中 HOXA13 mRNA 相

对表达量明显降低

siRNA-HOXA13组、阴性对照组和对照组A549

细胞中 HOXA13 mRNA 相对表达量分别为（0.22±

0.04）、（1.06±0.06）和（1.01±0.05）；siRNA-HOXA13组

A549细胞中HOXA13 mRNA相对表达量低于阴性

对照组和对照组（均P<0.01），阴性对照组与对照组

A549细胞中HOXA13 mRNA相对表达量无明显差

异（P>0.05）。

2.4 沉默HOXA13可抑制A549细胞增殖能力

CCK-8法检测结果（表 2）显示，siRNA-HOXA13

组24、48、72、96 h时D值明显低于阴性对照组和对照

组（F=30.727、5.427、13.816和24.454，均P<0.05或P<

0.01），表明A549细胞增殖能力明显受到抑制。

表2 3组A549细胞不同时点增殖情况比较（（D450，，x̄±s））

Tab. 2 Comparison of proliferation of A549 cells in three groups at different time points（（D450，，x̄±s））

Group

siRNA-HOXA13

Negative control

Control

F

P

24 h

0.23±0.03

0.36±0.04

0.37±0.03

30.727

<0.001

48 h

0.35±0.08

0.46±0.10

0.50±0.05

5.427

0.017

72 h

0.49±0.05

0.68±0.10

0.65±0.04

13.816

<0.001

96 h

0.55±0.08

0.76±0.02

0.77±0.06

24.454

<0.001

2.4 沉默HOXA13可抑制A549细胞侵袭能力

Transwell 实验检测结果（图 1）显示，siRNA-

HOXA13组、阴性对照组和对照组侵袭细胞数分别

为（87.65±5.68）、（124.25±7.18）和（128.35±8.06）个；

阴性对照组和对照组侵袭细胞数比较无明显差异

（P=0.474），siRNA-HOXA13组侵袭细胞数明显低于

阴性对照组和对照组（均P<0.05）。

A：siRNA-HOXA13 group；B：Negative control group；C：Control group

图1 沉默HOXA13对A549细胞侵袭能力的影响(结晶紫染色，，×200））

Fig. 1 Effect of silencing HOXA13 on invasive ability of A549 cells (Crystal violet dyeing, × 200)

2.5 沉默HOXA13可抑制移植瘤生长

3 组裸鼠在 1～2 周内均有肿块形成，成瘤率

100%，观察期内未见裸鼠死亡，活动自如。转染2周

后，与 siRNA-HOXA13组比较，阴性对照组和对照组

裸鼠消瘦明显，饮食和饮水量减少，各有 1只出现腹

水，分别有1只和2只腋下发现淋巴结肿大。

阴性对照组和对照组裸鼠移植瘤 5周时瘤体质

量无明显差异（P=0.184），siRNA-HOXA13组裸鼠移

植瘤5周时瘤体质量明显小于阴性对照组和对照组，

抑瘤率高于阴性对照组（均P<0.01）。见表3。

2.6 siRNA-HOXA13 组 裸 鼠 移 植 瘤 组 织 中

HOXA13 mRNA相对表达量明显降低

siRNA-HOXA13 组、阴性对照组和对照组裸鼠

移植瘤组织中 HOXA13 mRNA 相对表达量分别为

（1.17±0.16）、（1.96±0.08）和（2.01±0.12）；阴性对照组

和对照组裸鼠移植瘤组织中HOXA13 mRNA相对表

达量无差异（P=0.563），siRNA-HOXA13组裸鼠移植

瘤组织中HOXA13 mRNA相对表达量低于阴性对照

组和对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。

3 讨 论

NSCLC作为常见的恶性肿瘤之一，发病机制至

今尚未完全清楚，尽管现有的诊疗技术不断进步，但

患者早期诊断率和总体预后改善有限[7]。研究[8]表

明，肿瘤细胞恶性增殖是导致NSCLC预后不佳的重

要因素。HOXA13基因最早在果蝇中被发现，位于
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同源盒基因的5’端位点，由1个内含子和2个外显子

组成，参与了胚胎组织发育，在出生后机体正常组织

中低表达或表达缺失[9]。近年来研究[10-13]发现，该基

因在肿瘤组织中复活，在促进肿瘤发生及生长中发

挥重要作用。在食管癌[14]、肝癌[15]、胃癌[16]等多种恶

性肿瘤组织中呈高表达，且与患者不良预后有

关[17-18]。本研究结果显示，NSCLC癌组织中HOXA13

相对表达量高于癌旁组织，说明HOXA13在NSCLC

癌组织中呈高表达，其相对表达量与TNM分期、分化

程度和淋巴结转移有关，TNM分期中Ⅲ+Ⅳ期、低分

化及发生淋巴结转移组织中呈高表达 ，说明

HOXA13 可能参与了 NSCLC 的发生、进展及转移

过程。

表3 3组裸鼠移植瘤5周时瘤体质量和抑瘤率

Tab. 3 Tumor weight and inhibition rate in three groups of

nude mice at week 5 after transplantation

Group

siRNA-HOXA13

Negative control

Control

F/Z

P

Tumor mass（m/mg）

228.34±13.43

455.90±15.40

474.06±28.75

226.059

0.000

Inhibition rate
（%）

52.01

4.72

—

17.624

0.000

图2 3组裸鼠5周时移植瘤瘤块体积比较

Fig. 2 Xenograft volume of transplanted tumors in three

groups of nude mice at week 5

为进一步探讨HOXA13基因在非小细胞肺癌中

的作用，本研究利用 siRNA技术特异性沉默NSCLC

A549 细胞中 HOXA13 基因 ，结果显示 ，siRNA -

HOXA13组细胞中HOXA13 mRNA相对表达量低于

阴性对照组和对照组，表明 siRNA-HOXA13组细胞

中 HOXA13 表达被成功抑制。研究结果显示，siR-

NA-HOXA13组 24、48、72和 96 h时，增殖能力明显

受到抑制，说明下调HOXA13基因表达可抑制细胞

增殖，提示 HOXA13 基因可能参与了 NSCLC A549

细胞增殖过程。研究结果还显示，siRNA-HOXA13

组侵袭细胞数低于阴性对照组和对照组，表明下调

HOXA13 基 因 表 达 可 抑 制 细 胞 侵 袭 力 ，提 示

HOXA13基因可能参与了细胞侵袭过程。

裸鼠移植瘤治疗实验结果显示，3 组裸鼠在

1～2 周时间内均有肿块形成，成瘤率 100%；与 siR-

NA-HOXA13组比较，阴性对照组和对照组裸鼠消瘦

明显，饮食和饮水量减少，各有1只出现腹水，分别有

1只和 2只腋下发现淋巴结肿大，说明沉默HOXA13

基因表达可减轻肿瘤相关症状，抑制移植瘤生长及

转移；5周时瘤体质量均低于阴性对照组和对照组，

而抑瘤率高于阴性对照组 ，进一步说明沉默

HOXA13基因表达可有效抑制非小细胞肺癌移植瘤

生长。本研究结果显示，siRNA-HOXA13组裸鼠移

植瘤组织中HOXA13 mRNA相对表达量显著低于阴

性对照组和对照组，进一步印证了裸鼠移植瘤组织

中HOXA13基因被成功抑制。

综上所述，NSCLC癌组织中HOXA13呈高表达，

且与肿瘤发生、进展及转移有关，特异性沉默

HOXA13基因表达可抑制细胞增殖和侵袭力，以及

裸鼠移植瘤生长，有望成为 NSCLC 基因治疗的新

靶位。
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