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[摘  要]  目的：探讨黏蛋白13（MUC13）在肺腺癌组织中的表达及其对A549细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭及EMT的影响与可能的

机制。方法：通过癌症基因组图谱（TCGA）和高通量基因表达（GEO）数据库分析MUC13在肺腺癌组织与正常肺组织、癌旁组织中

的差异表达。qPCR法和WB法检测人肺腺癌细胞NCI-H1395、NCI-H1975、H1299、A549和人正常肺上皮细胞BEAS-2B中MUC13 

mRNA和蛋白的表达水平。利用 siRNA技术敲低A549细胞中MUC13表达，实验分为 si-MUC13组、NC组和 si-MUC13+IGF-1组。

通过克隆形成实验、流式细胞术和Transwell实验分别检测敲低MUC13对A549细胞增殖、细胞周期、凋亡、迁移和侵袭的影响，WB

法检测敲低MUC13对A549 细胞上皮钙黏素（E-cadherin）、神经钙黏素（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）、EGFR、p-EGFR、PI3K、

p-PI3K、AKT、p-AKT等蛋白表达的影响。结果：MUC13 mRNA和蛋白在肺腺癌组织和细胞中均呈高表达（均P<0.01），选取表达

水平较高的A549细胞进行后续实验。敲低MUC13后，A549细胞的增殖能力显著降低，G0/G1期的细胞数量显著增多、G2/M期及

S期的细胞数量显著减少，细胞凋亡率显著升高，细胞迁移及侵袭能力均显著降低（均P<0.01）；A549细胞中E-cadherin表达显著

上调，N-cadherin、vimentin表达显著下调，p-EGFR/EGFR、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 比值均显著降低（均P<0.01）；再加入 IGF-1处

理后，A549细胞中p-EGFR/EGFR、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT比值均显著升高（均P<0.01）。结论：MUC13在肺腺癌组织和细胞中

均呈高表达，其可能通过激活EGFR/PI3K/AKT信号通路促进A549细胞增殖、迁移、侵袭和EMT。
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[Abstract]  Objective: To investigate the expression of mucin 13 (MUC13) in lung adenocarcinoma tissues and its effects on the 

proliferation, apoptosis, migration, invasion, and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of A549 cells as well as the possible 

mechanism. Methods: The differential expression of MUC13 in lung adenocarcinoma tissues, normal lung tissues, and para-cancerous 

tissues was analyzed using The Cancer Genome Atlas (TCGA) and high throughput Gene Expression Omnibus (GEO) databases. The 

mRNA and protein expression levels of MUC13 in human lung adenocarcinoma cells (NCI-H1395, NCI-H1975, H1299 and A549) and 

normal lung epithelial BEAS-2B cells were detected using qPCR and WB methods. siRNA technology was used to knock down 

MUC13 expression in A549 cells, and the experimental cells were divided into si-MUC13 group, NC group and si-MUC13+IGF-1 

group. The effects of MUC13 knockdown on the proliferation, cell cycle, apoptosis, migration and invasion of A549 cells were detected 

by clony formation assay, flow cytometry and Transwell assay, respectively. WB assay was used to detect the effect of MUC13 

knockdown on the protein expression of E-cadherin, N-cadherin, vimentin, EGFR, p-EGFR, PI3K, p-PI3K, AKT and p-AKT in A549 

cells. Results: MUC13 was highly expressed in lung adenocarcinoma tissues and cells at both mRNA and protein levels (all P<0.01), 

and A549 cells with higher MUC13 expression were selected for subsequent experiments. After knocking down MUC13, the 

proliferation ability of A549 cells was significantly weakened, the number of cells in G0/G1 phase was significantly increased while the 
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number of cells in G2/M phase and S phase was significantly decreased, the apoptosis rate was significantly increased, and the cell 

migration and invasion abilities were significantly weakened (all P<0.01); Moreover, the protein expression of E-cadherin in A549 

cells was upregulated, while the protein expression of N-cadherin and vimentin was downregulated, and the ratios of p-EGFR/

EGFR, p-PI3K/PI3K, and p-AKT/AKT were all reduced (all P<0.01). However, after adding pathway activator IGF-1, the p-EGFR/

EGFR, p-PI3K/PI3K, and p-AKT/AKT ratios in A549 cells all increased (all P<0.01). Conclusion: MUC13 is highly expressed in lung 

adenocarcinoma tissues and cells, and it promotes cell proliferation, migration, invasion and EMT of A549 cells, possibly through the 

activation of the EGFR/PI3K/AKT signaling pathway.

[Key words]  mucin13 (MUC13); lung adenocarcinoma; A549 cell; proliferation; apoptosis; migration; invasion; epithelial-

mesenchymal transition (EMT)；EGFR/PI3K/AKT signal pathway
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肺癌是世界上发病率和病死率最高的恶性肿瘤，

严重危害人类的健康和生命。从病理类型上可分为非

小细胞肺癌和小细胞肺癌。肺腺癌是非小细胞肺癌中

的常见亚型，约占肺癌的40%~55%[1]，因其早期发病隐

匿且缺乏特异性症状，70%~80%患者在确诊时已处于

疾病中晚期，5年生存率低于20%[2]。早期筛查的普及、

手术方式的创新及各种辅助治疗的深入研究在一定程

度上提高了肺腺癌患者的生存率，但是对于全身转移

和耐药的肺腺癌患者仍然束手无策。EGFR/PI3K/AKT

信号通路在肺癌细胞侵袭和转移中发挥重要作用，上

皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是

肿瘤转移和耐药形成的重要机制。黏蛋白13（mucin13, 

MUC13）是膜结合型MUC家族的一员，其与多种类型

恶性肿瘤的发生发展密切相关，可通过激活多种信号

通路促进肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭，并与肿瘤细胞耐

药相关[3-5]，但是MUC13在肺腺癌中的作用少有报道。

本研究基于癌症基因组图谱（TCGA）和高通量基因表

达（GEO）数据库分析发现，MUC13在肺腺癌组织中高

表达，通过体外细胞实验进一步探讨MUC13在肺腺癌

细胞中的表达及其对A549细胞恶性生物学行为的影响

与可能的机制，为寻找肺腺癌新的早期筛查、预后标志

物和治疗靶点提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  MUC13表达数据来源

从 TCGA 官网（https://portal.gdc.cancer.gov/）检

索并下载516例肺腺癌组织标本及59例正常肺组织

标本中 MUC13 表达谱数据，从 GEO 官网（https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）检索并下载173例肺腺癌及

其癌旁组织中MUC13表达数据，分析MUC13在肺腺

癌组织与正常肺组织、癌旁组织中的表达差异。

1.2  细胞及主要试剂

人肺腺癌细胞Ncl-H1395、Ncl-H1975、H1299、A549

和人正常肺上皮细胞BEAS-2S购于中国科学院干细胞

库。0.25%胰酶、RPMI 1640培养基购于Hyclone公司，

胎牛血清（FBS）购于Gibco公司，TRIzol试剂购于Ambion

公司，Lipofectamine 2000转染试剂购于Invitrogen公司，

逆转录试剂盒购于康为世纪有限公司，qPCR 试剂盒

SYBR Premix Ex Taq购于BIO-RAD 公司 ，Transwell

小室、BCA 试剂盒、β -actin 抗体、siRNA MUC13

（si-MUC13）、上皮钙黏素（E-cadherin）抗体、神经钙黏

素（N-cadherin）抗体、波形蛋白（vimentin）抗体、EGFR

抗体、p-EGFR抗体、PI3K抗体、p-PI3K抗体、AKT抗体、

p-AKT抗体、IGF-1抗体，以及HRP标记的羊抗兔IgG二

抗均购于美国Abcam公司。

1.3  细胞培养、转染及分组

肺腺癌 Ncl-H1395、Ncl-H1975、H1299、A549 细

胞和BESA-2B细胞在含有 10%FBS、100 U/mL青霉

素和100 mg/mL链霉素的RPMI 1640培养基中，置于

37 ℃、5%CO2的细胞培养箱中培养，24~48 h更换培

养液，48 h传代1次。取对数生长期且状态良好的细

胞进行后续实验。通过 qPCR和WB法检测肺腺癌

细胞（Ncl-H1395、Ncl-H1975、H1299、A549）和BEAS-

2B细胞中MUC13 mRNA和蛋白的表达水平，选取表

达水平较高的A549细胞进行细胞转染实验。采用瞬

时转染，根据Lipofectamine 2000说明书，将 si-MUC13

转染到A549细胞中，培养 48 h后进行后续实验。实

验分组：si-MUC13 组（转染 si-MUC13）、阴性对照

（NC）组（未转染的A549细胞）和si-MUC13+IGF-1组

[在 si-MUC13组基础上加入EGFR/PI3K/AKT信号通

路激活剂 IGF-1（100 µg/L）进行干预]。

1.4  qPCR法检测肺腺癌细胞中MUC13 mRNA的表

达水平

利用TRIzol分别提取肺腺癌细胞和BEAS-2B细

胞中总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书将提取的

RNA 逆转录成 cDNA，根据 qPCR 试剂盒 SYBR 

Premix Ex Taq进行实验。引物序列：MUC13上游引

物为 5′-AGCCCTTTCTGCGTTGCTTCCA-3′，下游引

物为 5′-CACTCAGGGGCCCCACCACT-3′ ；GAPDH

上游引物为 5′-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3′，

下游引物为 5′-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3′。

qPCR反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃ 5 s、60℃ 
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34 s，共进行 40个循环。以GAPDH为内参照，采用

2-△△Ct法计算目的基因mRNA的相对表达量。

1.5  WB 法 检 测 A549 细 胞 中 MUC13、EMT 和

EGFR/PI3K/AKT信号通路相关蛋白的表达水平

采用RIPA细胞裂解液裂解转染48 h后的A549细

胞并提取总蛋白，采用BCA法测定蛋白纯度及浓度。

取 40 µg蛋白进行 10%SDS-PAGE，将蛋白质转移到

PVDF膜上，在5%脱脂奶粉中封闭1 h，加入稀释比例

均为 1∶1 000 的抗 MUC13、E-cadherin、N-cadherin、

vimentin、EGFR、PI3K、AKT、p-EGFR、p-PI3K、p-AKT

抗体和稀释比例为1∶2 000的抗GAPDH抗体，4 ℃反应

过夜。室温中复温30 min，用TBST冲洗3次（5 min/次），

加入稀释比例为1∶5 000的HRP标记的羊抗兔 IgG二

抗，在室温下反应2 h，洗膜后，在ECL试剂中显色，利

用化学发光成像系统扫描并记录结果，以GAPDH为内

参照，以 Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.6  克隆形成实验检测敲低MUC13对A549细胞克

隆形成能力的影响

取对数生长期的A549细胞，计数后用含10%FBS

的培养基稀释至细胞密度为1×103个/mL，将细胞悬液

接种于6孔板（0.5 µL/孔）中，置于37 ℃、5%CO2的细胞

培养箱中培养 3 周，当肉眼能观察到细胞克隆清晰

呈现时停止培养。用4%多聚甲醇固定 15 min，并在

1% 结晶紫溶液中染色 10 min，在倒置显微镜下观

察细胞的生长状态并拍照记录，利用 Image J软件进行

细胞计数，依据公式（克隆形成率=形成的集落数/接种

细胞数目×100%）计算克隆形成率。

1.7  流式细胞术检测敲低MUC13对A549细胞细胞

周期及凋亡的影响

细胞周期检测：取各组对数生长期细胞，用PBS

洗涤2次，加入胰酶消化，以1 000×g离心5 min，弃上

清液，将细胞重悬于100 µL RNase A中，37 ℃下反应

30 min，再加入400 µL PI，4 ℃下避光作用30 min，上

流式细胞仪检测细胞周期分布情况。

细胞凋亡检测：细胞洗涤、消化等步骤同前，离

心后吸净上清液再加入 500 µL 结合缓冲液，吹打直

至离心管内细胞液均匀混合，向离心管中加入 5 µL 

AnnexinⅤ-FITC，充分摇晃混合均匀，再加入5 µL PI

进行染色，室温下避光反应 15 min，上流式细胞仪检

测细胞的凋亡情况，依据公式（细胞凋亡率=凋亡细

胞数/总细胞数×100%）计算细胞凋亡率。

1.8  Transwell实验检测敲低MUC13对A549细胞侵

袭和迁移能力的影响

细胞迁移实验：取生长状态良好的各组A549细

胞，用无血清培养基重悬至细胞密度为1×104个/mL。

吸取 100 µL细胞悬液接种于Transwell上室，下室中

加入 500 µL含 20%FBS的完全培养基，37 ℃条件下

培养 24 h。取出Transwell小室，擦去上室面未穿膜

的残余细胞，4%甲醛溶液中固定、Giemsa染色后，在

光学显微镜下随机选取5个视野计数穿膜细胞数。

细胞侵袭实验：除在Transwell上室中加入A549

细胞悬液前需预铺基质胶外，其余步骤同迁移实验。

1.9  统计学处理

上述主要实验均独立重复3次。采用SPSS 26.0

统计学软件对实验数据进行统计分析，以GraphPad 

Prism 7.0软件绘图。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。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  MUC13在肺腺癌组织和细胞中均呈高表达

TCGA数据库分析结果（图 1A）显示，肺腺癌组

织中MUC13 mRNA的表达水平显著高于正常肺

组织（P<0.01）；GEO数据库分析结果（图1B）显示，肺

腺癌组织中MUC13 mRNA 表达水平显著高于癌

旁组织（P<0.01）。

qPCR、WB 法检测结果（图 1C、D）显示 ，与

BESA-2B细胞相比，肺腺癌NCI-H1395、NCI-H1975、

H1299和A549细胞中MUC13 mRNA 和 蛋白表达

水平均显著升高（均 P<0.01），其中A549细胞的表

达水平相对较高，因此选择该细胞进行后续实验。

2.2  成功构建敲低MUC13的A549细胞

qPCR、WB 法检测结果（图 2A、B）显示，敲低

MUC13后 si-MUC13组A549细胞中MUC13 mRNA

及蛋白的表达水平均显著低于 NC 组（均 P<0.01）。

结果表明，在A549细胞中成功敲低MUC13基因表

达，可以进行后续功能实验。

2.3  敲低MUC13可显著降低A549细胞的增殖能力

克隆形成实验结果（图 2C）显示，si-MUC13 组

A549细胞克隆形成率显著低于NC组（P<0.01）。结

果表明，敲低MUC13能够显著抑制A549细胞的增

殖能力，从而抑制肺腺癌的生长。

2.4  敲低MUC13可阻滞A549细胞周期于G0/G1期

流式细胞术检测结果（图2D）显示，转染48 h后，

与NC组比较，si-MUC13组G0/G1期A549细胞数量

显著增加、G2/M期及 S 期的细胞数量显著减少（均

P<0.01）。结果表明，敲低MUC13可将A549细胞阻

滞于G0/G1期，从而抑制细胞的增殖能力。

2.5  敲低MUC13可促进A549细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图2E）显示，si-MUC13组

A549细胞凋亡率显著高于NC组（P<0.05）。结果表

明，敲低MUC13可促进A549细胞凋亡。
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A：通过TCGA数据集分析肺腺癌组织和正常肺组织中MUC13 mRNA表达水平；B：通过GEO数据集分析肺腺癌和癌旁组织中

MUC13 mRNA表达水平；C：qPCR法检测肺腺癌细胞中MUC13 mRNA表达水平；D：WB法检测肺腺癌细胞中MUC13蛋白表达

水平。**P<0.01。

图1    肺腺癌组织和细胞中MUC13 mRNA和蛋白的表达

2.6  敲低MUC13可降低A549细胞的迁移和侵袭能力

Transwell 实验结果（图 2F）显示 ，转染 24 h

后，si-MUC13组A549细胞迁移和侵袭细胞数量均显

著少于NC组（均P<0.01）。结果表明，敲低MUC13

可显著降低A549细胞的迁移和侵袭能力。

2.7  敲低MUC13可延缓A549细胞EMT进程

WB法检测结果（图 3A）显示，与 NC 组比较，

si-MUC13 组 A549 细胞 E-cadherin 表达水平显著升

高（P<0.01），N-cadherin、vimentin表达水平显著降低

（均 P<0.01）。结果表明，敲低 MUC13 可显著延缓

A549细胞EMT进程。

2.8  MUC13对EGFR/PI3K/AKT信号通路的影响

WB法检测结果（图 3B）显示，与 NC 组比较，

si-MUC13组A549细胞中EGFR、PI3K、AKT蛋白表

达水平无明显变化，而 p-EGFR、p-PI3K、p-AKT蛋白

表达水平和 p-EGFR/EGFR、p-PI3K/PI3K、p-AKT/

AKT 比值均呈下降趋势，差异均有统计学意义

（ 均 P<0.01），表 明 敲 低 MUC13 基 因 可 抑 制

EGFR/PI3K/AKT 信号通路的激活。利用 EGFR/

PI3K/AKT 信号通路激活剂 IGF-1 进行干预后发

现，与 si-MUC13 组比较，si-MUC13+IGF-1 组 A549

细胞中EGFR、PI3K、AKT 蛋白表达水平无明显变

化，而p-EGFR 、p-PI3K 、p-AKT 蛋 白 表 达 水 平 和

p-EGFR/EGFR、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 比值均明

显上升，差异具有统计学意义（均P<0.01）。结果表

明，IGF-1可逆转敲低MUC13对EGFR/PI3K/AKT信

号通路激活的抑制作用。

3  讨  论

根据 GLOBOCAN2020 全球癌症统计数据[6]显

示，2020年中全世界新发的肺癌患者 220万例左右，

约占所有癌症发病人数的10%；死亡患者超过180万

例，约占所有癌症死亡人数的20%。恶性肿瘤是由单

个正常细胞发生突变转化引起的，逃脱宿主免疫防

御，并迅速增殖，向周围组织扩散[7-8]。癌细胞向周围

扩散和远处转移是导致肿瘤治疗失败乃至患者复发

及死亡的关键原因，因此限制癌细胞转移和扩散可

以控制肿瘤患者的病情进展。EMT是上皮细胞向间

质细胞的转化，指在特定的病理生理条件下细胞骨

架重新排列构建，使上皮细胞的形态发生了改变，使

细胞的极性受到影响，主要作用是增强癌细胞向周

围扩散和远处转移的能力，是多种癌细胞发生转移

的主要机制。当EMT发生时，间质细胞标志蛋白（如

N-cadherin、vimentin等）表达水平会升高，而上皮细

胞标志蛋白（如角蛋白、E-cadherin等）表达水平则会

降低，导致癌细胞之间的黏附性逐渐丧失，促使癌细

胞进行迁移及侵袭，患者病情就会发生恶化。本研

究结果显示，在 A549 细胞中敲低 MUC13 可升高

E-cadherin表达水平，降低N-cadherin、vimentin表达水

平，显著延缓细胞EMT进程。在癌症的发病机制中，

EGFR/PI3K/AKT信号通路占据重要地位。EGFR过

表达和突变与肺腺癌的发生关系更为密切，其突变

的两个主要信号网络系统分别是 PI3K/AKT信号通

路和RAS/RAF/MEK/ERKS信号通路，其中前者更为
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重要。PI3K/AKT信号通路介导多种转录因子发生

磷酸化，从而抑制癌细胞的凋亡，提高癌细胞的增

殖、侵袭及转移能力。本研究结果显示，敲低MUC13

可抑制 EGFR/PI3K/AKT信号通路激活，且 IGF-1逆

转了敲低MUC13对EGFR/PI3K/AKT信号通路激活

的抑制作用，表明MUC13对A549细胞恶性生物学

行为与EGFR/PI3K/AKT信号通路的激活相关。

A：qPCR法检测细胞中MUC1 mRNA表达水平；B：WB法检测细胞中MUC1蛋白表达水平；C：克隆形成实验检测细胞的增殖能

力（结晶紫染色，×20）；D：流式细胞术检测细胞周期分布情况；E：流式细胞术检测细胞凋亡水平；F：Transwell实验检测细胞的迁

移及侵袭能力（结晶紫染色，×200）。

图2    敲低MUC13对A549细胞MUC1 mRNA和蛋白表达及细胞增殖、细胞周期、凋亡、迁移与侵袭的影响
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**P<0.01。

图3    WB法检测敲低MUC13对A549细胞EMT（A）和EGFR/PI3K/AKT信号通路（B）相关蛋白表达的影响

MUC由黏膜上皮组织分泌，主要由黏多糖组成

的相对分子量较大的糖蛋白。在正常生理情况下覆

盖在黏膜表面，充当人体对抗病原微生物和不溶性

微粒的防御屏障。WILLIAMS等[9]于 2001年利用由

美国国家生物技术信息中心建立的DNA序列数据库

成功预测 MUC13，为穿膜型 MUC 家族增加了新成

员，从此MUC13进入了研究者的视野。MUC13所编

码的膜结合型蛋白主要对黏膜上皮起润滑和保护作

用，人体遭到袭击时MUC13表达水平升高，促进炎

症和肿瘤的形成和恶化。FILIPPOU等[10]发现，消化

道之所以会发生菌群失调是因为人体黏膜屏障的缺

陷，正常的免疫功能被破坏，促使消化道炎症甚至肿

瘤的形成。MUC13不仅在消化道炎症性疾病与消化

系统恶性肿瘤（如食管鳞癌、胃腺癌、结直肠癌、肝细

胞癌、胰腺癌等）组织中的表达水平显著上调[11-15]，而

且在上皮性卵巢癌、肾细胞癌、肺癌等多种肿瘤组织

中的表达水平也明显升高[16-18]。LAMONTE 等[19]对

MUC13进行血清学检测发现，肺癌患者血清中存在

MUC13。PANG 等[18]研究发现，MUC13 通过 ERK/

JNK/p38信号通路的异常激活来加速肺癌的进展，其

可作为肺腺癌分子靶向治疗的靶点。TIEMIN等[20]研

究发现，MUC13能通过激活EGFR/PI3K/AKT信号通

路来促进肝内胆管癌细胞的增殖与转移。本研究结

果显示，MUC13在肺腺癌组织和细胞中均呈高表达，

促进A549细胞的增殖、迁移和侵袭及EMT进程，并

抑制细胞凋亡。

综上所述，本研究明确了MUC13在肺腺癌组织

和A549细胞中均呈高表达，且促进A549细胞的增

殖、迁移、侵袭和 EMT，其机制可能与 EGFR/PI3K/

AKT信号通路的激活相关。这有利于进一步揭示肺

腺癌的发病机制，MUC13有望成为肺腺癌诊断的新

型标志物，为今后临床治疗的实际应用奠定实验基

础。本实验不足之处在于缺乏动物体内研究、体外

过表达研究和临床研究，今后将继续探讨在人肺腺

癌组织中 MUC13 的表达与临床特征、预后的相

关性。
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