
■背景资料
胰腺癌高度恶
性、预后较差, 5
年生存率不到
5%; 大多数患者
因确诊时伴有局
部和 /或远处的
侵袭转移而丧失
手术时机 ,  即使
行根治性切除术, 
效果也不理想 , 
胰腺癌的早期转
移、极易复发及
化疗耐药是其致
死的关键因素 . 
所以 ,  研究促进
胰腺癌发生发展
的关键分子 ,  对
治疗胰腺癌具有
重要意义.
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Abstract
AIM: To investigate small interfering RNA 
(siRNA)-mediated silencing of fork head box 
protein C1 (FOXC1) gene on the proliferation 

human pancreatic cancer Capan-2 and PANC-1 
cells and to explore the possible underlying 
mechanisms.

METHODS: Quantitative real-time reverse 
transcription-polymerase chain reaction (qRT-
PCR) was used to examine the expression 
of FOXC1 mRNA in pancreatic cancer cell 
lines and primary carcinoma tissues from 
human patients. The human pancreatic 
cancer cells were divided into two groups: an 
FOXC1 siRNA group (experimental group) 
and an NC siRNA group (negative control 
group). qRT-PCR and Western blot were 
used to detect FOXC1 mRNA and protein 
expression in pancreatic cancer cells and to 
determine proliferation rate after transfection 
with 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU). Flow 
cytometry was used to examine cell cycle 
distribution. Western blot analysis was used 
to detect the expression of cell cycle related 
proteins P21, P53, and Cyclin D1.

RESULTS: FOXC1 mRNA expression in 
pancreatic cancer cells and pancreatic cancer 
tissues were significantly higher than in normal 
epithelial cells and matched tumor adjacent 
pancreatic tissue, respectively (P < 0.05). 
qRT-PCR and Western blot analysis showed 
that FOXC1 siRNA effectively silenced the 
transcription and expression of FOXC1 in 
pancreatic cancer cells. EdU cell proliferation 
experiments showed that compared with the 
control group, silencing FOXC1 gene expression 
in pancreatic cancer cells significantly decreased 
cell proliferation (P < 0.05). FCM results showed 
that compared with the control group, FOXC1 
silencing arrested the tumor cells in G0/G1 
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■研发前沿
叉 头 框 蛋 白
C1(fork head box 
C1, FOXC1 )基因
是一种转录因子, 
早期对F O X C 1
的研究发现 ,  其
主要与Axenfeld-
Rieger综合症和
胚胎发育有关 ; 
近年来 ,  越来越
多的研究发现
FOXC1与肿瘤的
发生、发展密切
相关. FOXC1基
因在胰腺癌中的
作用却知之甚少.

phase (P < 0.05). Western blot analysis showed 
that compared with the control group, Cyclin 
D1 expression was significantly decreased 
(P < 0.05), while P21 and P53 expression was 
unchanged.

CONCLUSION: FOXC1 siRNA can effectively 
silence the FOXC1 gene expression in human 
pancreatic cancer Capan-2 PANC-1 cells. 
FOXC1 silencing inhibits pancreatic cancer 
cell proliferation and arrests cell cycle in 
G0/G1 phase, suggesting that FOXC1 alters 
cell proliferation possibly by regulation of 
the cell cycle through, in part, regulating the 
expression of Cyclin D1.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究小干扰RNA(small interfer ing 
R N A, s i R N A)沉默人胰腺癌C a p a n-2、
PANC-1细胞中叉头框蛋白C1(fork head box 
C1, FOXC1 )基因对胰腺癌细胞增殖能力的
影响及作用机制. 

方法: 以胰腺癌细胞、原发胰腺癌组织为
研究对象, 实时定量逆转录聚合酶链反应
(quantitative real-time reverse transcription 
polymerase chain reaction, qRT-PCR)检测
FOXC1 mRNA在胰腺癌细胞及组织中的表
达情况; 将人胰腺癌细胞分为2组: FOXC1 
s iRNA组(实验组)、NC siRNA组(阴性对
照组), 脂质体转染法将FOXC1 siRNA转染
入胰腺癌细胞, qRT-PCR、Western blot技
术检测胰腺癌细胞FOXC1 mRNA及蛋白
表达变化, 5-乙炔基-2'-脱氧尿苷(5-ethynyl-
2'-deoxyuridine, EdU)细胞增殖法检测各组
胰腺癌细胞增殖情况; 流式细胞技术(f low 
cytometry, FCM)检测各组胰腺癌细胞的周
期分布, Western blot技术分析周期相关蛋白
P21、P53、Cyclin D1蛋白表达情况. 

结果: q RT-P C R结果提示: 相比正常胰腺

上皮细胞和癌旁胰腺组织, FOXC1 mRNA
在胰腺癌细胞及胰腺癌组织中表达较高
(P <0.05); qRT-PCR及Western blot结果显
示FOXC1 s iRNA有效沉默了胰腺癌细胞
FOXC1基因的转录和表达, EdU细胞增殖
实验提示 :  沉默了胰腺癌细胞F O X C1基
因表达后, 胰腺癌细胞胞的增殖能力明显
下降 ,  较阴性对照组 ,  差异有统计学意义
(P <0.05); FCM结果显示: 沉默了胰腺癌细
胞F O X C1基因表达后胰腺癌细胞被阻滞
在G0/G1期, 较阴性对照组, 差异有统计学
意义(P <0.05); Western blot结果显示: 较阴
性对照组, P21、P53表达水平无明显变化, 
Cyclin D1表达水平下降, 差异有统计学意
义(P <0.05).

结论: FOXC1 siRNA能够有效沉默人胰腺
癌Capan-2、PANC-1细胞FOXC1基因的表
达, 抑制其增殖, 将细胞周期阻滞于G0/G1

期, 提示FOXC1影响细胞增殖可能是通过
调控细胞周期实现的, 其机制可能是部分
通过调控细胞周期蛋白Cyclin D1的表达而
实现. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究采用小干扰RNA技术, 有效沉
默了胰腺癌细胞中转录因子叉头框蛋白C1(fork 
head box C1, FOXC1 )基因表达, 阻滞细胞周期
于G0/G1期, 抑制了胰腺癌细胞的增殖, 其机制
可能部分通过调控细胞周期蛋白Cyclin D1的表
达而实现, 可能为胰腺癌治疗提供参考靶点和
理论依据.
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0  引言

胰腺癌恶性程度高, 预后差, 5年生存率不足

5%, 其发生和发展与多种因素相关, 而多基因

改变被认为是维持其恶性生物学行为的主要

原因[1-7]. 肿瘤细胞的主要生物学特征之一是

细胞的异常增殖, 这也是决定肿瘤恶性生物

学行为的一个重要参数. 肿瘤细胞的异常增

殖与肿瘤的浸润、转移以及肿瘤复发等行为
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■相关报道
有 研 究 报 道 , 
FOXC1基因高表
达者颅内无瘤生
存期显著缩短 , 
此外, FOXC1的
异位表达可增强
肿瘤侵袭性 ,  加
快细胞上皮 -间
质转化(epithelial-
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
过程, 应用shRNA
敲除基底细胞样
乳腺癌癌细胞中
内源性高表达的
FOXC1后, 肿瘤
丧失侵袭性行为.

密切相关. 因此, 抑制肿瘤增殖一直是肿瘤学

研究的热点. 转录因子叉头框蛋白C1(fork head 
box C1, FOXC1 )是叉头框转录因子基因家族

(FOX家族)的一员, FOX家族蛋白参与许多细

胞生物学进程, 在胚胎发育和肿瘤发生发展中

发挥重要作用, 参与乳腺癌[8,9]、胃癌[10]等的发

生与发展, 但在胰腺癌中的报告很少. 本研究

以胰腺癌细胞和组织为研究对象, 通过实时定

量逆转录聚合酶链反应(quantitative real-time 
reverse transcription polymerase chain reaction, 
qRT-PCR)检测FOXC1基因的表达情况, 并通

过小干扰RNA(small interfering RNA, siRNA)
沉默胰腺癌细胞中FOXC1基因表达, 观察其

对胰腺癌细胞增殖的影响, 并探讨其可能的

作用机制, 为胰腺癌的基因诊断与治疗提供

实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞系: Capan-2、PANC-1
购自美国模式培养物集存库(American type 
culture collection, ATCC); 人胰腺导管上皮

(HPDE)细胞(来源: Ontario Cancer Institute, 
Onta r io, Canada), 原代人正常胰腺上皮细

胞(Normal Epithelia, 来源: 上海睿星生物公

司); 原发性胰腺癌组织: 住院并接受手术切

除的胰腺癌组织和癌旁对应无瘤组织18例 , 
全部标本均经组织学确诊 ,  实验的设计与

实施 ,  符合伦理学要求 .  胎牛血清购自美国

Gibco公司; 逆转录(RT)试剂盒、聚合酶链反

应(PCR)相关SYBR Premix试剂、FOXC1上
游、下游引物购自宝生物工程(大连)有限公

司; Lipofectamine2000购自Invitrogen公司; 5-
乙炔基-2'-脱氧尿苷(5-ethynyl-2'-deoxyuridine, 
EdU)试剂盒, FOXC1 siRNA购自广州市锐博

生物科技有限公司, siRNA序列如下: 靶序列: 
5'-CCAGTGAACGGGAATAGTA-3'; 正义链: 
5'-CCAGUGAACGGGAAUAGUAdTdT-3'反义

链: 5'-dTdT GGUCACUUGCCCUUAUCAU-3'; 
FOXC1、GAPDH一抗购自Abcam公司; Cyclin 
D1、P53、P21一抗购自武汉博士德生物技术公

司; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG购自

Santa Cruz公司; 激光扫描共聚焦显微镜LSM710
型(德国 ZEISS). 
1.2 方法
1.2.1 细胞培养: Capan-2、PANC-1细胞常规

培养; HPDE, Normal Epithelia细胞培养在含有

10%胎牛血清的CS-C培养基中[11,12], 细胞培养

在37 ℃、50 mL/L CO2培养箱内, 根据细胞的

生长情况2-3 d更换新鲜培养基继续培养或细

胞传代培养. 
1.2.2 qRT-PCR检测胰腺癌细胞及胰腺癌组织
FOXC1 mRNA表达: 参考文献[13]: TRIzol法提

取胰腺癌Capan-2和PANC-1细胞及18对原发

性胰腺癌组织总RNA, 检测RNA的A 260/280值为

1.8-2.0之间为RNA样品合格. 按宝生物(大连)
工程有限公司提供的PCR反应步骤检查FOXC1 
mRNA的表达. PCR检测系统为BIO-RED公司, 
采用两步法PCR扩增标准程序上机操作, 反应

结束后确认FOXC1的扩增曲线和融解曲线, 采
用2-△△Ct方法计算FOXC1 mRNA相对表达量: 
△Ct = Ct待测基因-CtU6; 2

-△△Ct即为各实验组待测

基因的相对表达量. 
1.2.3 FOXC1 siRNA转染与验证: 取对数生长

期的Capan-2与PANC-1细胞, 胰酶消化后, 用
10%FBS培养液重悬, 细胞接种于6孔板. 根据

说明书建议, 将siRNA浓度稀释为50 nmol/L, 
用脂质体转染法转染s i R N A, q RT-P C R及

Western blot验证胰腺癌细胞FOXC1基因的沉

默效率. 
1.2.4 EdU细胞增殖检测实验: EdU是一种人工

合成的胸腺嘧啶核苷类似物, 能够在DNA复制

时期代替胸腺嘧啶渗入正在合成的DNA分子

中, 其连有的炔烃基团在天然化合物中极少见, 
EdU可与荧光染料Apollo产生特异性反应, 根
据Apollo染料的荧光数量即可直观地观察到

细胞DNA的复制活性, 了解细胞增殖情况[14,15]. 
分别将NC siRNA组及FOXC1 siRNA组接种于

共聚焦培养皿, 100 μL 50 μmol/L EdU培养液

孵育2 h, 4%多聚甲醛固定, 50 μL 2 mg/mL甘
氨酸溶液脱色, 分步Apollo、Hoechst染色反应

液染色, 激光扫描共聚焦显微镜观察并拍照记

录, 图像Merge后, 计算Apollo染色阳性细胞与

Hoechst染色阳性细胞的比值, t检验分析组间

差异. 
1.2.5 流式细胞技术检测细胞周期分布: 胰酶

消化对数生长期的各组人胰腺癌细胞, 收集到

离心管中, 室温离心(1000 r/min, 5 min)收集细

胞, 用4 ℃预冷的PBS重悬洗涤细胞2次后, 加
入200 μL PBS重悬细胞, 缓慢滴加1.5 mL预冷

处理的无水乙醇, 最后放置在-20 ℃固定过夜. 
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■创新盘点
文献报道FOXC1
基因能促进肿瘤
的血管生成和侵
袭转移 ,  加快肿
瘤的E M T进程 ,
而本研究发现胰
腺癌组织及细胞
中FOXC1基因高
表达 ,  与胰腺癌
细胞的恶性增殖
密切相关.

第2天, 取出存放的固定好的细胞, 离心(1000 
r/min, 4 ℃, 5 min)收集细胞, 4 ℃预冷的PBS
洗2次, 500 μL PBS重悬细胞, 然后加入终浓度

为50 μg/mL的RNA酶及碘化丙啶(propidium 
iodide, PI), 室温条件下避光反应30 min. 用300
目筛网过滤得单细胞悬液, 流式仪检测细胞周

期的分布, 采用CellQuest和ModFit软件分析实

验结果, 每组细胞设置3个复孔. 
1.2.6 Western blot检测FOXC1基因沉默对胰腺
癌细胞增殖相关蛋白的影响: Western blot法检

腺癌细胞生长相关通路蛋白P21、P53及Cyclin 
D1的表达, 初步探讨FOXC1基因沉默对胰腺

癌细胞增殖抑制的机制, 收集各组细胞, 裂解

后提取总蛋白, BCA法检测蛋白浓度后, 蛋白

上样量50 μg, 聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电
泳, 电转至硝酸纤维素膜上, 5%脱脂奶粉封闭, 
按抗体使用说明用5%脱脂奶粉稀释一抗, 4 ℃
孵育过夜, TBST洗3次, 每次15 min. 加入对应

的HRP标记的二抗室温孵育1 h. TBST洗3次, 

每次15 min, ECL发光, 曝光机上曝光, 根据曝

光结果可调整曝光时间, 采集图像后用图像分

析软件Image J进行灰度分析, 以GAPDH作为

内参. 
统计学处理 实验结果数据采用SPSS19.0

进行统计分析, 以mean±SD记录, 组间差异采

用t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 所有实

验重复3次. 

2  结果

2.1 FOXC1 mRNA在人胰腺癌细胞及正常胰
腺癌组织中表达 采用qRT-P CR检测目的基

因FOXC1 mRNA在2株人胰腺癌Capan-2和
PANC-1细胞及2株正常胰腺上皮细胞(HPDE、
Norma l Ep i the l i a)中表达情况, 结果显示, 
FOXC1 mRNA在胰腺癌细胞中的相对表达量

比正常胰腺上皮细胞低, 两组之间差异有统计

学意义(图1A). 同时, 检测18例原发性胰腺癌

组织和癌旁对应无瘤组织FOXC1 mRNA表达

情况, 结果显示, FOXC1 mRNA在胰腺癌组织

中表达比正常胰腺组织中高, 两组之间差异有

统计学意义(图1B). 
2.2 FOXC1 siRNA转染后FOXC1 mRNA及蛋
白验证 人胰腺癌Capan-2和PANC-1细胞转染

FOXC1 siRNA后48 h, 采用qRT-PCR检测目的

基因FOXC1 mRNA的表达情况, 判断沉默效果, 
实验组较阴性对照组, 2株胰腺癌细胞FOXC1 
mRNA的表达量均减少>70%, 差异有统计学意

义(P<0.05, 图2). 同时, 采用Western blot进一步

检测目的基因FOXC1蛋白的表达情况, 结果与

qRT-PCR一致, 2株胰腺癌细胞FOXC1蛋白的表

达量减少分别达72.56%和78.23%, 差异有统计
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图  1  FOXC1 mRNA在胰腺癌细胞及组织中相对表达量. A: FOXC1 mRNA在2株正常胰腺上皮细胞及胰腺癌Capan-2、
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图  2  qRT-PCR验证FOXC1 siRNA转染后对FOXC1 mRNA表
达水平的改变. bP<0.01 vs  NC siRNA.
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■应用要点
研究发现FOXC1
在胰腺癌中是一
种癌基因, 其过表
达会促进胰腺癌
细胞增殖, 可望为
胰腺癌的基因诊
断和生物靶向治
疗提供新的思路.

学意义(P<0.05, 图3). 
2.3 EdU检测siRNA沉默胰腺癌细胞FOXC1
基因表达后对其增殖能力的影响  人胰腺癌

Capan-2和PANC-1细胞转染FOXC1 siRNA后

48 h, 采用EdU检测siRNA沉默胰腺癌细胞增

殖情况, FOXC1 siRNA能够明显抑制胰腺癌

Capan-2和PANC-1细胞增殖, 实验组较阴性

对照组, 胰腺癌增殖细胞分别减少38.23%和

42.17%, 差异具有统计学意义(P <0.05, 图4).
2.4 流式细胞术检测s iRNA沉默胰腺癌细胞
FOXC1基因的表达后引起对人胰腺癌细胞周
期分布的影响 与阴性对照组比较, 两株胰腺

癌细胞FOXC1 siRNA组细胞处于G0/G1细胞

周期的细胞比例均明显增高, S期、G2/M期所

占比例均减少, 差异具有统计学意义(P <0.05)
(图5). 
2.5 Western blot验证FOXC1基因沉默对周期相
关蛋白的影响 采用Western blot检测胰腺癌细

胞生长相关通路蛋白, 内源性P21、P53及Cyclin 
D1的表达, 初步探讨FOXC1基因沉默对胰腺癌

细胞增殖抑制的可能机制, 以GAPDH作为内参, 
与阴性对照组比较, 结果显示, FOXC1 siRNA组

Cyclin D1的表达明显被抑制, 蛋白表达量分别

下降了86.23%和52.71%, 差异具有统计学意义

(P<0.05)(图6). 

3  讨论

转录因子FOXC1属于FOXC亚族, 该亚族目前

发现2个成员, 分别为FOXC1和FOXC2, FOXC1
基因位于染色体6p25, 全长3500 bp, 仅包含一

个长于1600 bp的外显子, 编码的蛋白含553个
氨基酸残基, 蛋白产物FOXC1从N端至C端依

次为转录激活区(active domain 1, AD1)、叉

头区(forkhead domain, FHD)、抑制区/磷酸化

区和转录激活区(active domain 2, AD2)[16], 在
叉头区内的两端各有一个核定位信号(nuclear 
localizationsignal, NLS), 其中C端为经典NLS
基序. 早期对FOXC1的研究发现, 其主要与

Axenfeld-Rieger综合症和胚胎发育有关[17-20], 
近年来的研究表明, FOXC1在肿瘤发生、发

展中发挥重要作用. Hayashi等[21]发现FOXC1
与Notch信号和血管内皮生长因子相互作用多

步骤地调节血管基因的表达, 诱导肿瘤血管

生成. Ray等[9]研究发现, FOXC1 mRNA高表

达者颅内无瘤生存期显著缩短, 此外, FOXC1
的异位表达可诱导肿瘤侵袭性增强, 如促进

细胞上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)过程, 而EMT正是肿瘤细胞从

原位向远处迁移和侵袭的重要细胞生物学机

制[22,23]. 应用shRNA敲除基底细胞样乳腺癌癌

细胞中内源性高表达的FOXC1后, 肿瘤丧失

侵袭性行为. 
然而, FOXC1基因在胰腺癌中的作用却知

之甚少, 首先, 我们应用qRT-PCR检测FOXC1
基因在原发性胰腺癌组织及胰腺癌细胞中的

表达情况, 我们发现, FOXC1在原发性胰腺癌

组织及胰腺癌细胞中均高表达, 说明其可能

跟胰腺癌的发生、发展相关, 为了进一步探

讨FOXC1在胰腺癌中的具体作用, 我们通过

siRNA技术, 沉默胰腺癌细胞FOXC1基因表

达, 发现胰腺癌细胞的增殖受到明显抑制. 细
胞的增殖和细胞周期密切相关 [24-26]. 癌细胞

和正常细胞一样细胞周期依次包括G0期、G1

期、S期、G2期、M期. S期为DNA合成期、

M期为细胞分裂期、G1-S期的转换是细胞周

期中的关键调节点, 外界因素影响干扰癌细
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图  3  Western blot验证FOXC1 siRNA转染后对胰腺癌细胞FOXC1蛋白表达. A: Western blot结果; B: FOXC1蛋白相对表达
量. 1: Capan-2细胞阴性对照组; 2: Capan-2细胞FOXC1 siRNA组; 3: PANC-1细胞阴性对照组; 4: PANC-1细胞FOXC1 

siRNA组. aP<0.05 vs  Capan-2细胞阴性对照组; dP<0.01 vs  PANC-1细胞阴性对照组.
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■同行评价
FOXC1基因在胰
腺癌中的研究甚
少 ,  其上下游调
控机制尚未完全
明确 ,  本文在揭
示胰腺癌的进展
机制方面具有一
定的意义 ,  可能
为治疗提供参考
靶点和理论依据.
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图  4  EdU检测siRNA沉默FOXC1 基因表达后, 胰腺癌细胞增殖情况. A: 胰腺癌Capan-2细胞; B: 胰腺癌PANC-1细胞; C: 
实验重复3次后定量统计结果. aP<0.05 vs  NC siRNA. 红色为Apollo染色阳性, 代表处于增殖期的细胞; 蓝色为Hochest染
色阳性, 代表所有的细胞.
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图  5  流式细胞术检测siRNA沉默FOXC1 基因表达后, 胰腺癌细胞周期分布情况. A: Capan-2细胞阴性对照组; B: 
Capan-2细胞FOXC1 siRNA组; C: PANC-1细胞阴性对照组; D: PANC-1细胞FOXC1 siRNA组; E: Capan-2细胞周期

分布统计图; F: PANC-1细胞周期分布统计图. aP<0.05 vs  NC siRNA G0/G1期; 
cP<0.05 vs  NC siRNA S期; eP<0.05 vs  NC 

siRNA G2/M期.

图  6  Western blot验证FOXC1 基因沉默对细胞周期相关蛋白的影响. A: Western blot结果; B: Cyclin D1蛋白相对表达量. 
1: Capan-2细胞阴性对照组; 2: Capan-2细胞FOXC1 siRNA组; 3: PANC-1细胞阴性对照组; 4: PANC-1细胞FOXC1 

siRNA组. bP<0.01 vs  Capan-2细胞阴性对照组; cP<0.05 vs  PANC-1细胞阴性对照组.
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胞G1-S期转换都可能影响到细胞周期的进行, 
抑制癌细胞的增殖 [27,28], 我们通过流式细胞

周期分析进一步发现s iRNA沉默胰腺癌细胞

FOXC1基因表达后, 细胞被阻滞于G0/G1期, 并
通过Western blot验证细胞周期相关的几个蛋白

P53、P21、Cyclin D1的表达变化, 我们发现周

期蛋白Cyclin D1的表达明显受到抑制. Cyclin 
D1是细胞周期蛋白中的一员, 主要负责细胞周

期的G1-S期的转换, 是公认的癌基因[29-31]. 可见, 
FOXC1影响胰腺癌细胞的增殖机制可能是部

分通过调控细胞周期蛋白Cyclin D1而实现的. 
总之, 本研究发现FOXC1在胰腺癌中是作

为癌基因形式存在, 并通过调控细胞周期蛋白

Cyclin D1的表达影响胰腺癌细胞的增殖, 这为

胰腺癌的基因诊断和生物靶向治疗提供新的

思路. 
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