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Abstract
AIM: To study the effect of silencing of paxillin 
overexpression on cell signaling and ultrastruc-
ture in colorectal carcinoma cell line SW480.  

METHODS: Using empty plasmid as a negative 
control, two siRNA fragments were transfected 
into a colorectal carcinoma cell line SW480 
which overexpresses paxillin. Stably transfected 
cells were screened and three new cell lines NC, 
SW545 and SW782 were obtained, which car-
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下调paxillin高表达对结直肠癌细胞SW480细胞信号转导
及超微结构的影响

郑建伟, 尹洪芳, 汪 欣, 刘玉村, 万远廉, 朱 静

®

■背景资料
桩蛋白paxillin, 主
要分布于黏着斑, 
他是整合素信号
通路中的关键分
子, 是一种多结构
域的LIM家族蛋
白, 能为多种调节
结构蛋白及信号
转导蛋白提供结
合 位 点 ,  在 调 节
细胞信号传导、
细胞的黏附与运
动、组织结构形
态及生长发育等
方面发挥重要作
用. 近期研究表明
paxillin表达量增
高与多种恶性肿
瘤的发生发展密
切相关.  

ried the negative control, the siRNA targeting 
the site 545-565, and the siRNA targeting the 
site 782-802, respectively. The expression and 
site-specific phosphorylation of paxillin, FAK, 
ERK1/2 and AKT1/2/3 were examined in the 
four cell lines by Western blot. Specimens were 
prepared with cultured carcinoma cells to ob-
serve cell ultrastructure by transmission electron 
microscopy. 

RESULTS: Paxillin overexpression in SW545 
cells was not silenced at all, whereas silenced 
paxillin overexpression and remarkably reduced 
phosphorylation of paxillin (Tyr118) were ob-
served in SW782 cells. Expression of AKT1/2/3 
and FAK as well as their site-specific phosphor-
ylation were substantially the same in the four 
cell lines. Although expression of ERK1/2 was 
substantially the same in the four cell lines, sig-
nificantly reduced phosphorylation of ERK1/2 
(Thr202/Tyr204) was observed in SW782 cells. 
There was no distinct ultrastructural difference 
between NC cells and SW480 cells, whereas dra-
matic ultrastructural changes were observed in 
SW782 cells, such as much more microvilli, mi-
crofilament and microtubule bundles, lysosomes 
and much less mitochondria. 

CONCLUSION: Paxillin overexpression may play 
an important role in the malignant transformation 
of colorectal carcinoma cells, which is character-
ized by dramatic ultrastructural changes that can 
be reversed by silencing paxillin overexpression. 
Activation of ERK1/2 signaling downstream of 
paxillin is indispensable for the malignant trans-
formation of colorectal carcinoma cells. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
p a x i l l i n 的 表 达
异常与结直肠癌
细胞SW480细胞
超微结构的变化
密 切 相 关 .  尽 管
其详细机制尚未
明 了 ,  这 些 有 意
义的发现揭示了
paxillin高表达以
及ERK1/2等信号
转导通路在结直
肠癌发生发展中
的重要作用.

wjgnet.com/1009-3079/21/754.asp  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v21.i9.754

摘要
目的: 探讨下调paxillin高表达对结直肠癌细
胞SW480细胞信号转导及超微结构的影响. 

方法: 设计两种siRNA片段并用其转染高表达
paxillin的结直肠癌细胞SW480细胞系, 以空
质粒作为阴性对照, 构建稳定转染细胞系. NC
组为转染空质粒的细胞系, SW545组是稳定
转染针对paxillin545-565靶基因位点的siRNA
片段的细胞系 ,  S W782组是稳定转染针对
paxillin782-802靶基因位点的siRNA片段的细
胞系. Western blot检测SW480、NC、SW545
及S W782 4组细胞系中p a x i l l i n、FA K、

ERK1/2及AKT1/2/3的表达及特异位点磷酸化
水平. 利用培养细胞制备切片, 透射电镜下观
察几组细胞系的超微结构. 

结果: SW545细胞paxillin的高表达无明显改
变, SW782细胞paxillin的高表达被显著下调, 
SW782细胞paxillin(Tyr118)磷酸化水平也显
著降低. SW782细胞ERK1/2的表达水平无明
显变化, 但是ERK1/2(Thr202/Tyr204)磷酸化
水平显著降低. SW782细胞AKT1/2/3及FAK的
表达及特异位点磷酸化水平均无明显变化.与
SW480细胞相比, NC组细胞无明显超微结构
改变, 但是SW782细胞却发生了显著的超微结
构变化, 具有明显增多的微绒毛、微丝微管束
与溶酶体以及明显减少的线粒体. 

结论: 下调paxi l l in高表达能够逆转SW480
细胞典型的恶性转化细胞的超微结构特征, 
paxillin高表达可能通过磷酸化激活paxillin及
ERK1/2信号转导通路从而在结直肠癌发生发
展中起着非常重要的作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言 

近期研究表明桩蛋白paxillin表达增高与结直肠

癌的发生发展密切相关, 在转移性肾癌[1]、高转

移潜能骨肉瘤[2]及前列腺癌[3]等多种恶性肿瘤也

存在paxillin的高表达及磷酸化水平增高. 在前

期研究中, 我们发现结直肠癌中存在paxillin高
表达, 而且paxillin的表达水平与结直肠癌淋巴

结转移与侵袭性正相关. 桩蛋白paxillin是整合

素信号通路中的关键分子, 主要分布于粘着斑, 
是一种多结构域的LIM家族蛋白, 能为多种调

节结构蛋白及信号转导蛋白提供结合位点, 在
调节细胞信号传导、细胞的黏附与运动、组织

结构形态及生长发育等方面发挥着重要作用[4]. 
FAK(focal adhesion kinase)[5]、AKT1/2/3(protein 
kinase B)以及ERK1/2(extracellular signal-regu-
lated kinase 1/2)是与paxillin有着密切的结构和

功能联系的几种信号转导通路的关键蛋白(图
1), 他们在多种肿瘤的发生发展的作用已经被广

泛研究. 整合素分子的聚合能引起FAK最主要的

活化位点397位酪氨酸残基的自主磷酸化, 从而

使FAK的Src家族激酶结合位点暴露出来[6], 形
成相互激活的FAK/Src复合物, 继而激活若干下

游信号转导通路[7]. Paxillin的关键活化位点118
位酪氨酸残基能被FAK/Src复合物磷酸化[8,9], 激
活的paxillin能与ERK1/2结合并将其募集到粘着

斑. 在粘着斑, 活化的paxillin与Raf和MEK1/2结
合, 引起ERK1/2的202位苏氨酸残基和204位酪

氨酸残基的双磷酸化[10]. 充分活化的ERK1/2通
过激活分布于胞浆、细胞核以及线粒体[11]、溶

酶体[12]、高尔基体[13]等细胞器的一系列下游底

物而发挥其生物学效应, 负责调控胚胎发生以

及细胞增殖、分化与凋亡等生理过程, 然而过

度激活的ERK1/2信号转导通路与恶性肿瘤的进

展和转移癌细胞的增殖有关[14,15]. Paxillin也能通

过与ERK1/2[16], AB1[17], poly-A结合蛋白[18]和类

固醇受体[19]的相互作用在基因表达调控中发挥

重要作用. 397位酪氨酸残基的磷酸化使得FAK
能与PI3K(phosphoinositide 3-kinases)结合, 通
过PDK1(3-phosphoinositide dependent protein ki-
nase-1)磷酸化AKT1/2/3的308位苏氨酸残基从而

激活PI3K/AKT信号转导通路[20]. 然而PI3K/AKT
信号转导通路的充分激活还需要AKT1/2/3的473
位丝氨酸自主磷酸化或依赖PDK2的磷酸化[21,22]. 
活化的AKT1/2/3进而磷酸化胞浆、细胞核内的

多种底物, 从而调控细胞的代谢、蛋白合成、

增殖、DNA修复和凋亡[23], 也能刺激血管生成

和上皮间变[24,25]. 恶性肿瘤细胞的超微结构改变

已被深入研究, 已经发现恶性肿瘤的一些超微

结构改变与其恶性生物学行为密切相关. 结直
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■相关报道
恶性肿瘤细胞的
超微结构改变已
被 深 入 研 究 ,  已
经发现恶性肿瘤
的一些超微结构
改变与其恶性生
物学行为密切相
关. 本课题组同时
观察了稳定转染
下调SW480细胞
paxillin高表达前
后结直肠癌细胞
超微结构, 结果发
现高表达paxillin
的SW480细胞中
细胞骨架的解体
以 及 线 粒 体 增
多、畸形肿胀和
溶酶体的减少等
超微结构改变符
合典型恶性转化
细胞的特征, 而通
过下调SW480细
胞paxillin高表达
能够逆转这些恶
性转化超微结构
改变.

肠癌细胞系SW480高表达paxillin, 本课题通过

研究下调paxillin高表达对SW480细胞多种信号

转导通路及超微结构的影响, 以揭示paxillin高
表达在结直肠癌发生发展中的作用及机制, 为
临床分子靶向治疗提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌细胞系由北京大学第一医院

外科实验室提供. DMEM培养基及胎牛血清购

自美国Gibco公司. paxillin siRNA购自上海吉玛

公司, 其中paxillin siRNA 1针对paxillin 545-565
靶基因位点(GGGCAGCAACCTTTCTGAACT), 
paxillin siRNA 2针对paxillin 782-802靶基因位点

(GGAGAGTCTCTTGGATGAACT). Western blot
检测所用的抗体见表1. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染: SW480细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清, 100 kU/L青霉素和100 mg/L链霉

素的DMEM培养基中, 定期检测以防微生物污

染. 将SW480细胞置于37 ℃、50 mL/L CO2的培

养箱中传代培养, 实验细胞均处于对数生长期. 
当SW480细胞生长至80%-90%融合时, 按Lipo-
fectamine 2000转染试剂说明书将空质粒(阴性对

照)、paxillin siRNA 1和paxillin siRNA 2分别转染

SW480细胞, 转染48 h后收集细胞, 利用G418抗
性筛选稳定转染细胞, 得到3组稳定转染细胞系, 
依次命名为: NC组、SW545组和SW782组. 
1.2.2 Western blot: 依次收集SW480组、NC组、

SW545组和SW782组4组细胞, 加入裂解缓冲

液及蛋白酶、磷酸酶抑制剂, 充分裂解细胞15 
min, 提取细胞总蛋白, Braford分光光度法测定

其蛋白质含量以确定上样量. 以10%SDS-PAGE
凝胶恒压电泳分离各组样品中的蛋白质, 利用

恒流电转将凝胶中的蛋白质转移至硝酸纤维素

膜上, 置入含5%脱脂奶粉的TBST溶液室温封闭

2 h, 加入以含5%脱脂奶粉的TBST溶液稀释的

一抗4 ℃孵育过夜. 第2天以TBST洗膜10 min×
3次, 置于二抗TBST稀释液中室温孵育1 h, 洗膜

10 min×3次, 加入Amersham ECL prime发光液, 
曝光、洗片、分析. 
1.2.3 超微结构观察: 以0.25%胰酶消化贴壁细胞

得到各组细胞的细胞悬液, 以0.1 mol/L PBS清洗

细胞悬液, 1 000 r/min离心5 min, 弃去上清, 再次

以0.1 mol/L PBS清洗, 1 500 r/min离心10 min, 小
心弃去上清, 切勿扰动细胞团块, 在细胞团块中

加入2 mL 0.1 mol/L的戊二醛, 置于4 ℃ 1 h以上. 
将几组样本送至电镜室制备切片, 透射电镜下

观察. 

2  结果 

2.1 paxillin及相关信号转导蛋白的表达和特异

位点磷酸化水平 各组细胞paxill in及相关信号

转导蛋白的表达和特异位点磷酸化水平Western 
blot检测结果如图2所示. SW545细胞的paxillin
高表达无明显变化, SW782细胞的paxillin高表

达被显著下调, 同时SW782细胞paxillin(Tyr118)
磷酸化水平也显著降低. SW782细胞ERK1/2
的表达水平无明显变化, 但是ERK1/2(Thr202/
Ty r204)磷酸化水平显著降低 .  S W782细胞

AKT1/2/3及FAK的表达及特异位点磷酸化水平

均无明显变化. 结果提示SW782细胞paxillin高
表达的下调伴随着paxillin磷酸化水平的下调及

其下游ERK1/2信号转导通路活性的下调. 
2.2 超微结构观察 由于paxi l l in的高表达无明

显下调, S W545细胞未被用于超微结构观察. 
SW480组、NC组和SW782组细胞有相似的细胞

异型性. 与SW480细胞相比, NC组细胞无明显超

微结构改变, 但是SW782细胞却发生了显著的

超微结构变化. SW480细胞表面只有稀疏的微

绒毛(图3A); SW782细胞表面具有大量的微绒毛

(图3B). SW480细胞内有大量的线粒体, 溶酶体

少见(图3C); SW782细胞内线粒体少见, 有多量

成簇聚集的溶酶体(图3D). SW480细胞内难以看

到微丝微管束; SW782细胞内有多量微丝微管

束(图3E). SW480细胞内畸形肿胀的线粒体多见

(图3C, 3F).  

3  讨论

与SW480细胞相比, NC组细胞无明显超微结构

改变, 但是SW782细胞却发生了显著的超微结

构变化, 具有明显增多的微绒毛、微丝微管束

AKT1/2/3

PDK1

Talin
FAK

GIT Crk

ILK
PI3K

ERK1/2

PAXILLIN

SRC

ACTOPAXIN

Vinculin

a b a b Integrin a b

Actin fiber cytoskeleton

PIP3

图  1  FAK、AKT1/2/3及ERK1/2与paxillin的关系. 
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■创新盘点
本研究首先利用
s iRNA稳定转染
高 表 达 p a x i l l i n
的结直肠癌细胞
系SW480 ,  然后
Western blot检测
稳定转染细胞中
paxillin、FAK、
A K T 1 / 2 / 3 以 及
E R K 1 / 2 的 表 达
及主要特异磷酸
化位点的磷酸化
水 平 ,  结 果 发 现
在下调paxillin高
表达的结直肠癌
细胞中paxillin及
ERK1/2的磷酸化
水平也被显著下
调, 提示paxillin高
表达可能通过磷
酸化激活paxillin
及ERK1/2信号转
导通路从而在结
直肠癌发生发展
中起着非常重要
的作用.

与溶酶体以及明显减少的线粒体. 微绒毛、微

丝微管束均是细胞骨架的重要组成部分, 细胞

骨架能维持正常细胞的形态结构, 通过参与细

胞信号转导和基因表达调控还能调节正常细胞

的迁移、极性、侵袭、增殖和存活. 细胞骨架

的这些调控作用在肿瘤细胞中往往出现紊乱, 
从而导致肿瘤细胞增殖、变形、迁移和侵袭能

力的变化[26-28]. SW480细胞中微丝微管束的减

少, 也可以称之为细胞骨架的解体, 早已被作为

肿瘤细胞恶性转化的明确标志[29]. 据报道, 肿瘤

细胞不规则微绒毛的增多与肿瘤细胞的增殖和

转移能力相关[30], 这似乎与我们的实验结果相矛

盾, 然而考虑到正常结直肠黏膜上皮细胞具有

丰富的微绒毛, SW480细胞微绒毛的减少可能是

结直肠黏膜上皮细胞恶性转化的表现之一, 或
许能够解释这些看似矛盾的实验结果. 肿瘤生

物学界一个新兴主题就是肿瘤细胞能量代谢调

节与肿瘤进展密切相关[31,32]. SW480细胞中大量

而且往往是畸形肿胀的线粒体, 标志着SW480
细胞能量代谢状态的转化和线粒体膜电势能的

显著改变. 线粒体在肿瘤发生进展中发挥着重

要作用, 肿瘤生物学界一个新兴主题就是肿瘤

细胞能量代谢调节与肿瘤进展密切相关[31,32]. 值
得注意的是, 线粒体和溶酶体均是与细胞凋亡

调控有关的重要细胞器. 能够逃逸细胞凋亡是

恶性肿瘤细胞的重要标志, 而正常细胞凋亡途

径的抑制是肿瘤发生的必要机制[33]. 涉及线粒体

的内源性凋亡途径为防止癌变提供了重要保障, 
而内源性凋亡途径的缺陷在肿瘤转移和化疗耐

药中发挥重要的作用[34,35]. 此外, 细胞凋亡也可

以通过细胞表面的肿瘤坏死因子家族的死亡受

体激活触发的, 称为外源性细胞凋亡途径. 不像
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图  2  各组细胞paxillin及相关信号转导蛋白的表达和特异位点磷酸化水平Western blot检
测结果. 

SW480   NC     SW545  SW782kDa

表  1  Western blot 检测所用抗体

     
目的蛋白                            一抗                   二抗

稀释比 种属、克隆 货号   稀释比         货号

Paxillin 1∶3 000 鼠单抗 ab3127 1∶15 000 ZB2305 ZSGB

FAK 1∶500    鼠单抗 sc-1688 1∶3 000 ZB2305 ZSGB

AKT1/2/3 1∶1 000  兔单抗 CST4685 1∶1 000 ZB2301 ZSGB

ERK1/2 1∶3 000 兔单抗 CST4695 1∶3 000 ZB2301 ZSGB

p-Paxillin(Tyr118) 1∶1 000 兔多抗 sc-101774 1∶1 000 ZB2301 ZSGB

p-FAK (Tyr397) 1∶500 兔多抗 ab4803 1∶500 ZB2301 ZSGB

p-AKT1/2/3(Thr308) 1∶500 兔多抗 sc-16646-R 1∶500 ZB2301 ZSGB

p-AKT1/2/3(Ser473) 1∶3 000 兔单抗 CST4060 1∶3 000 ZB2301 ZSGB

p-ERK1/2(Thr202/Tyr204)   1∶3 000 兔单抗 CST4370 1∶10 000 ZB2301 ZSGB

β-actin 1∶5 000 鼠单抗 TA-09 ZSGB 1∶15 000 ZB2305 ZSGB

β-actin为Western blot检测内参. Western blot检测所使用的二抗均为山羊单抗.
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前述两种典型的凋亡途径需要有半胱天冬酶的

激活[36,37], 溶酶体细胞死亡途径是以溶酶体的高

通透性及蛋白酶继而易位进入细胞质激活凋亡

为特征的, 他可以在肿瘤细胞的经典凋亡途径

均存在各种缺陷时发挥替代作用[38]. 因此线粒体

及溶酶体数目与形态的变化, 提示SW480细胞

存在线粒体及溶酶体的功能异常, 可能借助上

述机制逃逸细胞凋亡. 综上所述, paxillin高表达

的SW480细胞中细胞骨架的解体以及线粒体增

多、畸形肿胀和溶酶体的减少等超微结构改变

符合恶性转化细胞的特征, 通过下调SW480细
胞的paxillin高表达能够逆转这种恶性转化超微

结构特征. 
Western blot检测结果提示SW782细胞paxil-

lin高表达的下调伴随着paxillin磷酸化水平的下

调及其下游ERK1/2信号转导通路活性的下调. 
这一发现提示paxillin高表达可能通过磷酸化激

活paxillin及ERK1/2信号转导通路从而在结直肠

癌发生发展中起着非常重要的作用. Rho家族小

GTP酶蛋白负责细胞微丝骨架的调节, 而paxillin
对这一调节过程中的时空协调发挥着核心作用. 
通过抑制Rho信号转导, ERK1/2信号转导途径的

激活可导致恶性转化细胞的微丝骨架解体, 进
而通过肌动蛋白动力学的改变和细胞黏附能力

的下降导致细胞迁移能力的增强[39]. Paxillin能
通过其LD结构域与微管骨架相结合, 可能有助

于微管组织中心的重新定位[40], 而ERK1/2的激

活可导致微管的去稳定[41]. 激活的ERK1/2可以

与微管结合并直接调节其动力学[42]或通过影响

微管相关蛋白的磷酸化[43]来调节微管的动力学. 
因此, paxillin和下游ERK1/2信号通路的激活或

许能够解释SW480细胞微丝、微管细胞骨架解

体. 线粒体的数量调控需要染色体DNA与线粒

体DNA的协调转录和高能量利用区域的产生及

线粒体的定向转运[10]. 在细胞核内, 激活ERK1/2
可以调节基因的表达, 影响多种线粒体蛋白的

表达, 进而影响线粒体的诸多功能[44]. 深入研究

证实线粒体内存在激活的ERK1/2, 提示激活的

ERK1/2可能影响许多线粒体本身的功能, 例如

线粒体依赖的细胞生存/凋亡调控[45]、调节线粒

体膜电势能和ATP的生成[46]以及调节线粒体基

因的表达[11]. 而且, 依赖paxillin和ERK1/2调控的

细胞骨架系统还负责线粒体等细胞器和囊泡的

细胞内转运[47]. 尽管目前对于paxillin的表达和

活化与线粒体的变化之间的关系所知甚少, pax-
illin和ERK1/2信号转导通路的激活或许也能够

解释SW480细胞线粒体超微结构的变化. 如同

线粒体等细胞器, 溶酶体的运动也依赖于细胞

微丝和微管骨架[47,48]. 微丝还参与内涵体和溶酶

体的稳态分布的维护以及这两种细胞器之间的

膜转运[49,50]. 由于paxillin和ERK1/2信号转导通

路负责细胞骨架系统的调控, paxillin和ERK1/2
信号转导通路必然能够影响溶酶体的功能. 如
上所述, 激活的ERK1/2也可能通过激活胞浆中

2 mm

1 mm 500 nm 2 mm

1 mm2 mm

图  3  SW782细胞的超微结构变化. A: SW480细胞表面只有稀疏的微绒毛(箭头). B: SW782细胞表面具有大量的微绒毛(箭

头). C: SW480细胞内有大量的线粒体(箭头), 溶酶体少见(红箭头). D: SW782细胞内线粒体少见(箭头), 有多量成簇聚集的溶

酶体(红箭头). E: SW782细胞内有多量微丝微管束(箭头). F: SW480细胞内畸形肿胀的线粒体多见(箭头).

A B C

FED

■同行评价
本文通过s iRNA
技术下调大肠癌
细 胞 S W 4 8 0 中
paxillin的表达水
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子机制, 具有一定
的创新性和临床
价值.
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和包括溶酶体在内的各种细胞器中的多种底物, 
影响溶酶体的生成和功能, paxillin也能通过与

ERK1/2相互作用在基因表达调节中发挥着重要

作用. 因此paxillin和ERK1/2信号转导通路的激

活会影响溶酶体的数目和功能, 这也能够解释

SW480细胞溶酶体超微结构改变.     
总之, 通过阻断paxillin高表达能够逆转结

直肠癌细胞系SW480的典型恶性转化细胞的超

微结构特征; paxillin高表达可能通过磷酸化激

活paxillin及ERK1/2信号转导通路从而在结直肠

癌发生发展中起着非常重要的作用. 尽管详细

机制尚未明了, 这些有意义的发现揭示了paxil-
lin高表达以及ERK1/2等信号转导通路在结直肠

癌发生发展中的重要作用, 提供了进一步深入

研究的方向, 将来或许能够为结直肠癌临床治

疗找到新的治疗靶点.  
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