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[摘 要] 目的：探讨人乳腺癌易感基因1（breast cancer susceptibility gene 1, BRCA1）通过Wnt/β-catenin通路对非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer，NSCLC）H1650 细胞增殖、迁移和侵袭的影响。方法：采用 WB 法和 qPCR 法检测 NSCLC 细胞系

A549、H1299、H1650和正常肺上皮细胞 BEAS-2B中BRCA1 mRNA和蛋白的表达水平。在H1650细胞中构建稳定BRCA1过

表达细胞株（LV-BRCA1），实验分为空白对照组（NC）、阴性对照组（LV-BRCA1-NC）、实验组（LV-BRCA1）和抑制剂组

（LV-BRCA1+XAV-939）。用MTT法、划痕愈合实验和Transwell小室法分别检测各组细胞的增殖、迁移和侵袭能力，WB法检测

细胞中BRCA1、cyclin D1、β-catenin、c-Myc和Cox2蛋白的表达水平。结果：NSCLC细胞中BRCA1 mRNA和蛋白的表达水平

均显著高于BEAS-2B细胞（均P<0.01）。上调BRCA1可显著提高H1650细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P<0.05或P<0.01），上调

细胞中 cyclin D1、β-catenin、c-Myc、Cox2和 c-Jun蛋白的表达（P<0.05或P<0.01）；XAV-939可显著下调过表达BRCA1细胞的增

殖、迁移和侵袭能力（P<0.05或P<0.01），并降低细胞中 cyclin D1、β-catenin、c-Myc、Cox2和 c-Jun蛋白的表达（P<0.05或P<0.01）。

结论：BRCA1通过激活Wnt/β-catenin通路促进NSCLC H1650细胞的增殖、迁移与侵袭，其有望成为NSCLC诊断标志物和治疗

靶标。
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of breast cancer susceptibility gene 1 (BRCA1) on the proliferation, migration and

invasion of non-small cell lung cancer (NSCLC) H1650 cells through Wnt/β-catenin pathway. Methods: WB and qPCR were used to

detect the mRNA and protein expressions of BRCA1 in NSCLC A549, H1299, H1650 cells and normal lung epithelial BEAS-2B cell. A

stable BRCA1 over-expression cell line (LV-BRCA1) was constructed in H1650 cells, and blank control group (NC), negative control

group (LV-BRCA1-NC), experimental group (LV-BRCA1) and inhibitor group (LV-BRCA1+XAV-939) were set up. The proliferative

activity of cells in each group was detected by MTT assay, the migration ability of cells was detected by scratch test, the invasive ability

of cells was detected by Transwell method, and the protein expression levels of BRCA1, cyclin D1, β-catenin, c-Myc and Cox2 were

detected by WB. Results: The mRNA and protein expression levels of BRCA1 in NSCLC cells were significantly higher than those in

BEAS-2B cells (all P<0.01). Up-regulation of BRCA1 expression in H1650 cells could significantly enhance cell proliferation, migration

and invasion (P<0.05 or P<0.01), and increase the protein expressions of cyclin D1, β -catenin, c-Myc, Cox2 and c-Jun (P<0.05 or

P<0.01). β-catenin inhibitor XAV-939 significantly down-regulated the proliferation, migration and invasion ability of H1650 cells over-

expressing BRCA1, and decreased the protein expressions of cyclin D1, β -catenin, c-Myc, Cox2 and c-Jun (P<0.05 or P<0.01).

Conclusion: BRCA1 can promote the proliferation, migration and invasion of NSCLC H1650 cells by activating Wnt/β-catenin pathway,

and it is expected to be a potential diagnostic biomarker and treatment target for NSCLC.
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肺癌是一种常见的恶性肿瘤，其中非小细胞肺

癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）是造成肺癌患

者死亡的重要原因之一[1]。由于NSCLC具有确诊难

度大、治疗成本高、预后差等特点，寻找有效的诊断

标志物和治疗靶点对NSCLC的早期诊断和治疗具有

重要意义[2]。人乳腺癌易感基因 1（breast cancer

susceptibility gene 1，BRCA1）是一种可直接参与乳腺

癌细胞增殖、迁移、侵袭的抑癌基因[3]。除了在乳腺

癌中异常表达外，BRCA1在多种肿瘤（如宫颈癌、卵

巢癌、结肠癌等）中呈现异常表达，并与癌细胞核内

靶基因突变密切相关[4~7]。 Wnt/β -catenin 通路在

NSCLC的发生和发展中起重要作用。当Wnt与受体

Fzd 及 LRP5/6 结合后可抑制 APC-Axin-GSK3β -CK

泛素化体系对β-catenin的降解，从而使β-catenin细胞

核内异常增加，引起核内靶基因的异常表达。研

究[8~11]发现，BRCA1在NSCLC患者组织中高表达，与

NSCLC的发生和发展密切相关，具有肿瘤标志物的

潜在价值。本研究以 BRCA1 为研究对象，探讨

BRCA1 通过 Wnt/β -catenin 通路对 NSCLC 细胞株

H1650增殖、迁移与侵袭的影响，旨在为NSCLC的诊

断与治疗提供新的标志物和分子靶点。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人NSCLC细胞系A549、H1299、H1650和肺上皮细

胞株BEAS-2B购自美国模式菌种收集中心（ATCC）。

DMEM培养基、胎牛血清、青链霉素购自Gibco

公司，MTT 试剂盒、DMSO 试剂购自碧云天公司，

Transwell 小室、Matrigel 基质胶购自索莱宝公司，

BRCA1 pcDNA购自Thermo Fisher公司，β-catenin抑

制剂XAV-939购自Selleck公司，PCR引物由Genewiz

公司设计和合成，逆转录试剂盒和 SYBR Prellix Ex

TaqTM qPCR试剂盒购自日本TaKaRa公司，BRCA1、

cyclin D1、β-catenin、c-Myc、Cox2、c-Jun 一抗及 HRP

标记的羊抗兔二抗均购自美国CST公司。

1.2 细胞培养、分组与转染

将A549、H1299、H1650细胞和BEAS-2B细胞置

于含 10% FBS、1%青链霉素的DMEM培养基中，于

37 ℃、5%CO2的培养箱中培养和传代，将对数生长期

细胞用于后续实验。

将H1650细胞分为空白对照组（NC）、阴性对照组

（LV-BRCA1-NC）、实验组（LV-BRCA1）和抑制剂组

（LV-BRCA1+XAV-939）。NC 组为未转染的细胞 ，

LV-BRCA1-NC组为转染空载质粒的细胞，LV-BRCA1组

为转染BRCA1 pcDNA的细胞，LV-BRCA1+XAV-939组

为转染BRCA1 pcDNA+AV-939（1.0 μmol/L）的细胞。

1.3 qPCR法检测NSCLC细胞中BRCA1 mRNA的表达

用 0.25%胰酶消化对数生长期的A549、H1299、

H1650 细胞和 BEAS-2B 细胞。按照 RNA 提取试剂

盒说明书的方法提取各组细胞RNA并进行定量、逆

转录合成 cDNA，用 qPCR 试剂盒操作检测细胞中

BRCA1 表达水平。引物序列：BRCA1 F 为 5′-ACA

GCTGTGTGGTGCTTCT-GTG-3′ ，R 为 5′-CATTGT

CCTCTGTCCAGGCATC-3′；β -actin F 为 5′-GAGCC

GGGAAATCGTGCGT-3′，R 为 5’GGAAGGAAGGC

TGGAAGATG-3′。PCR 扩增条件：95 ℃ 10 s，60 ℃

30 s，72 ℃ 35 s, 共40个循环。采用2-ΔΔCt法计算目的

基因mRNA的相对表达量。

1.4 WB法检测NSCLC细胞中BRCA1及Wnt/β-catenin

通路相关蛋白的表达

采用细胞裂解液裂解各组细胞，离心收集总蛋

白、BCA蛋白定量、制备蛋白电泳样品。取 10 μl蛋

白进行SDS-PAGE、转膜，5%脱脂牛奶封闭2 h后，加

入BRCA1（1∶1 000）、cyclin D1（1∶1 000）、c-Myc

（1∶1 000）、Cox2（ 1∶1 000）、c-Jun（ 1∶1 000）和

β-catenin（1∶5 000）一抗，室温下震荡 2 h后 4 ℃孵育

过夜。次日，洗去一抗，加入羊抗兔二抗（1∶1 000）室

温孵育 2 h，PBST洗涤后，加入ECL发光试剂后，在

化学发光成像分析仪上进行曝光并拍照。以 β-actin

为内参，用 ImageJ软件分析蛋白条带的灰度值。

1.5 MTT法检测H1650细胞的增殖能力

取各组转染分组细胞，以1×104/ml细胞密度接种

于 24孔培养板（500 μl/孔）中，置于 37 ℃、5%CO2培

养箱中培养12、24、36、48 h后，在各个时间点每孔加

入MTT溶液（0.5 mg/ml）孵育2 h。洗涤后，每孔加入

400 μl DMSO震荡混匀，37 ℃孵育20 min后，每孔吸

取 100 μl转移到 96孔板中，于酶标仪上检测各孔波

长在 570 nm处的光密度（D）值，计算各组细胞的增

殖能力，并绘制细胞生长曲线。

1.6 划痕愈合实验检测H1650细胞的迁移能力

预先在 6 孔板每孔底部用记号笔划 2 条间隔

5 mm的横线，取细胞密度为 1×106个/ml的对数生长

期各组细胞接种于6孔板中（100 μl/孔），每孔加2 ml

含 10% FBS 的 DMEM 培养基，培养细胞汇合度达

80% 时，用 200 μl 移液器枪头在细胞培养面垂直划

线，PBS清洗 3次，去除悬浮细胞。再向每孔内加入
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2% FBS的DMEM培养基，培养24 h后在倒置显微镜

下观察、拍照，采用 ImageJ软件测量0、24 h细胞划痕

愈合面积，计算细胞的划痕愈合率。

1.7 Transwell小室法检测H1650细胞的侵袭能力

用0.25%胰酶消化各组转染细胞，调整细胞密度

（1.5×105个/ml），在预铺Matrigel基质胶的Transwell上

室内加入300 μl细胞悬液，下室内加入500 μl含10%FBS

的DMEM培养基，培养24 h后，用棉签轻柔擦去上室膜

上细胞，4%多聚甲醛固定下室膜30 min。用0.1%结晶

紫溶液室温染色5 min，PBS充分洗涤后，在光学显微镜

下（×100）观察、计数穿膜细胞并拍照。

1.8 统计学处理

qPCR 法、WB 法、MTT 法、划痕愈合实验、

Transwell小室法等实验均重复3次。采用SPSS 19.0

软件对实验数据进行统计分析。正态分布的计量数

据以 x̄±s 表示，两组间均数比较采用 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 BRCA1 mRNA和蛋白在NSCLC细胞中均高表达

qPCR 和 WB 法检测结果（图 1）显示，A549、

H1299和H1650 细胞中 BRCA1 mRNA 和蛋白的表

达水平均显著高于 BEAS-2B 细胞（t=6.23、6.71，均

P<0.01），而 H1650、H1299 细胞中 BRCA1 mRNA 和

蛋白表达水平明显低于 A549 细胞（t=3.18、3.75，均

P<0.05）。因此，在后续实验中选择BRCA1表达水平

较低的H1650细胞。

**P<0.01 vs BEAS-2B cells；ΔP<0.05 vs A549 cells

图1 NSCLC细胞中BRCA1 mRNA（A）和蛋白（B）的表达水平

Fig.1 mRNA (A) and protein (B) expressions of BRCA1 in NSCLC cells

2.2 上调BRCA1可提高H1650细胞的增殖能力

MTT法检测结果（图2）显示，LV-BRCA1组H1650

细胞增殖能力显著高于NC组和LV-BRCA1-NC组（t=7.04、

5.21，均P<0.01），而LV-BRCA1+XAV-939组细胞增殖

能力明显低于 LV-BRCA1 组（ t=3.71，P<0.05）。结果

表明，上调BRCA1表达可提高H1650细胞的增殖能力，

XAV-939可降低过表达BRCA1细胞的增殖能力。

2.3 上调BRCA1可提高H1650细胞的迁移能力

划痕愈合实验结果（图 3）显示，与 NC 组和

LV-BRCA1-NC组比较，LV-BRCA1组细胞划痕愈合

率明显升高（t=7.32、8.12，均 P<0.01）；与 LV-BRCA1

组比较，LV-BRCA1+XAV-939 组细胞划痕愈合率明

显降低（t=5.37，P<0.01）。结果表明，上调BRCA1可

提高H1650细胞的迁移能力，XAV-939可降低过表达

BRCA1细胞的迁移能力。

2.4 上调BRCA1可提高H1650细胞的侵袭能力

Transwell小室法检测结果（图4）显示，与NC组和

LV-BRCA1-NC组比较，LV-BRCA1组和LV-BRCA1+

XAV-939组穿膜细胞数量明显增多（t=7.43、8.12、4.21、

3.42，P<0.05或P<0.01）；与LV-BRCA1组比较，LV-BRCA1+

XAV-939组穿膜细胞数量明显减少（t=2.97，P<0.05）。

结果表明，上调BRCA1可提高H1650细胞的侵袭能力，

XAV-939可降低过表达BRCA1细胞的侵袭能力。

*P<0.01，**P<0.01 vs NC or LV-BRCA1-NC group；
ΔP<0.05 vs LV-BRCA1 group

图2 上调BRCA1对H1650细胞的增殖活力的影响

Fig.2 The effect of up-regulating BRCA1 on the

proliferation activity of H1650 cells
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*P<0.01, **P<0.01 vs NC or LV-BRCA1-NC；ΔΔP<0.01 vs LV-BRCA1 group

图3 上调BRCA1对H1650细胞迁移能力的影响

Fig.3 Effect of up-regulating BRCA1 on migration of H1650 cells

*P<0.05, **P<0.01 vs NC or LV-BRCA1-NC group; ΔP<0.05 vs LV-BRCA1 group

图4 上调BRCA1对H1650细胞侵袭能力的影响（结晶紫染色，×100）

Fig.4 The effect of up-regulating BRCA1 on the invasion ability of H1650 cells (crystal violet staining, ×100)

2.5 上调BRCA1可提高H1650细胞中Wnt/β-catenin

通路相关蛋白的表达水平

WB检测结果（图5）显示，与NC组和LV-BRCA1-NC

组比较，LV-BRCA1组和LV-BRCA1+XAV-939组细胞

中cyclin D1、β-catenin、c-Myc、Cox2和c-Jun蛋白的表

达水平明显增高（t=10.12、11.12、9.56、10.45、8.75、3.91、

2.46、3.81、4.25、2.72，P<0.05或P<0.01）；与 LV-BRCA1

组比较 ，LV-BRCA1+XAV-939 组细胞中 cyclin D1、

β-catenin、c-Myc、Cox2、c-Jun蛋白的表达水平明显降低

（t=4.49、3.54、3.25、3.63、4.48，P<0.05或P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01vs NC or LV-BRCA1-NC group；ΔP<0.05, ΔΔP<0.01vs LV-BRCA1 group

图5 上调BRCA1对H1650细胞Wnt/β-catenin通路相关蛋白的表达影响

Fig.5 The effect of up-regulating BRCA1 on the expression of Wnt/β-catenin pathway related proteins in H1650 cells

3 讨 论

NSCLC是一种常见的恶性肿瘤，占肺癌的80%~

85%，具有高发病率、高病死率、高转移性等特点[12-14]。

寻找 NSCLC 有效的诊断标志物和治疗靶点，对于

NSCLC的诊断、治疗及预后具有重要意义。BRCA1

是乳腺癌易感基因，由23个外显子和1 863个编码氨

基酸组成[15-16]。该基因广泛参与了同源重组修复、蛋

白质泛素化降解、细胞增殖和凋亡等多种功能性调

控[17-18]。研究[19-20]表明，BRCA1的异常表达会引起细

胞DNA修复能力减弱、染色体异常不稳定性增加，进

而转录的mRNA和翻译的蛋白质出现功能性改变，

最终导致细胞癌变。

本研究以 BRCA1 为研究对象，探讨 BRCA1 对

NSCLC H1650细胞增殖、迁移和侵袭的影响。qPCR

法和 WB 实验结果显示 ，H1650 细胞中 BRCA1

mRNA和蛋白的表达水平明显高于BEAS-2B细胞。

转染BRCA1 pcDNA上调了H1650细胞中BRCA1基

因的表达水平。MTT、细胞划痕愈合和 Transwel小

室法等实验检测结果发现，与 NC 组和 LV-BRCA1-

NC组细胞比较，LV-BRCA1 组 H1650 细胞的增殖、

迁移和侵袭能力明显增强，说明BRCA1在H1650

细胞中高表达可以促进细胞增殖、迁移和侵袭。

当添加 β-catenin抑制剂XAV-939后，BRCA1过表达

H1650细胞的增殖、迁移和侵袭能力则明显下降，说

明 β-catenin被抑制后，BRCA1介导的H1650细胞增

殖、迁移和侵袭的能力明显下降。WB 法实验结

果发现，与NC组和LV-BRCA1-NC组比较，LV-BRCA1

组 H1650细胞中cyclin D1、β -catenin、c-Myc、Cox2、

c-Jun蛋白表达水平明显上调，说明H1650细胞的增

殖、迁移和侵袭能力的增强与Wnt/β-catenin通路相关

蛋白的表达激活有关。与 LV-BRCA1 组细胞比较，

LV-BRCA1+XAV-939 组细胞中cyclin D1、β-catenin、

c-Myc、Cox2、c-Jun蛋白的表达水平明显降低，说明

XAV-939有效地抑制了Wnt/β-catenin通路相关蛋白

的表达，使抑制剂组H1650细胞的活性下降。对比转

染组和抑制剂组，当H1650细胞中BRCA1表达上调

时，细胞中Wnt/β-catenin相关通路蛋白异常激活，引

起H1650细胞活性增加。当添加 β-catenin抑制剂

后，BRCA1表达下调，Wnt/β-catenin通路相关蛋白的

表达下调，H1650细胞的增殖活性降低。基于以上结

果，笔者认为BRCA1在NSCLC H1650细胞中促进作

用的发挥，可能与Wnt/β-catenin通路相关蛋白的表达

密切相关。

综上所述，BRCA1在NSCLC H116细胞中表达

上调，具有促进H1650细胞增殖、迁移和侵袭的作用，

抑制BRCA1表达则逆转过表达的作用，其具体的作

用机制可能与Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白的异

常激活有关。BRCA1有望成为NSCLC诊断标志物

和治疗的分子靶标。
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染组和抑制剂组，当H1650细胞中BRCA1表达上调

时，细胞中Wnt/β-catenin相关通路蛋白异常激活，引

起H1650细胞活性增加。当添加 β-catenin抑制剂

后，BRCA1表达下调，Wnt/β-catenin通路相关蛋白的

表达下调，H1650细胞的增殖活性降低。基于以上结

果，笔者认为BRCA1在NSCLC H1650细胞中促进作

用的发挥，可能与Wnt/β-catenin通路相关蛋白的表达

密切相关。

综上所述，BRCA1在NSCLC H116细胞中表达

上调，具有促进H1650细胞增殖、迁移和侵袭的作用，

抑制BRCA1表达则逆转过表达的作用，其具体的作

用机制可能与Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白的异
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