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Abstract
AIM: To investigate the effect of short hairpin 
RNA (shRNA)-mediated down-regulation of pax-
illin expression on cell invasion in human colorec-
tal adenocarcinoma cell line SW480 in vitro.

METHODS: shRNA targeting the paxillin gene 
was constructed and transfected into SW480 
cells. SW480 cells were divided into three 
groups: untransfected cells, cells transfected 
with a control shRNA, and those transfected 
with a paxillin-specific shRNA. After transfec-
tion, the invasion of cells was analyzed by Tran-
swell migration assay.

RESULTS: The expression of paxillin was in-
hibited in SW480 cells after the transfection of 

paxillin-specific shRNA. The numbers of cells 
passing the Transwell membrane were signifi-
cantly lower in cells transfected with the paxil-
lin-specific shRNA than in untransfected cells 
and those transfected with control shRNA (23.33 
± 6.12 vs 62.00 ± 6.26, 55.00 ± 13.04, F = 30.976, P 
< 0.05).

CONCLUSION: Down-regulation of paxillin 
gene expression reduces cell invasion in human 
colon adenocarcinoma cell line SW480 in vitro.
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摘要
目的��: 探讨下调桩蛋白(paxillin)的表达对结直
肠癌细胞SW480体外侵袭的影响.

方法�: 筛选常见结直肠癌细胞株中pax i l l i n筛选常见结直肠癌细胞株中pax i l l i n
的表达, 发现SW480中表达最多. 构建干扰
paxillin表达的特异性短发夹RNA(shRNA), 转
染结直肠癌细胞SW480. 将SW480细胞分为
3组: 正常SW480组、阴性对照组及paxil l in 
shRNA组, 通过侵袭小室实验观察各组细胞侵
袭力的变化.

结果��: 转染paxi l l in shRNA后, 结直肠癌细
胞SW480中pax i l l in的表达明显降低. 正常
SW480组、阴性对照组及paxillin shRNA组穿
透细胞数分别为62.00±6.26, 55.00±13.04和
23.33±6.12, 三组差异具有显著性(F  = 30.976, 
P <0.05).

结论�: 下调结直肠癌细胞SW480中paxillin蛋下调结直肠癌细胞SW480中paxillin蛋
白表达可使细胞体外侵袭能力降低.

关键词: 桩蛋白; 短发夹RNA; SW480细胞株; 细胞

侵袭能力
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■背景资料
桩蛋白(paxillin)
是整合素信号通
路中的一个分子, 
主要表达于黏着黏着着
斑, 介导细胞外信
号向胞内的传导, 
细胞与细胞外微
环境的相互作用. 
研究表明, paxillin
具有动态调节黏黏
着斑、调节细胞
的移动和播散等
功能. 肿瘤的浸润
和转移与细胞的
黏附力、侵袭力
的改变直接相关, 
提示paxillin在肿
瘤细胞的浸润和
转移中起着十分
重要的作用. 

■同行评议者
顾国利, 副主任医
师, 中国人民解放
�空�总医院普
通外科
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0  ��引言

结直肠癌是最常见的消化系肿瘤, 其发病率在

恶性肿瘤中居第5位. 目前, 外科根治性切除是

治疗结直肠癌的最有效的办法, 但是对于周围

广泛浸润及远处转移的患者, 无法得到根治切

除, 预后非常差. 结直肠癌的转移是一个多阶段

多基因不断演变的过程, 如何从分子水平来寻

找促进结直肠癌转移的关键因素, 从而通过分

子生物学手段抑制结直肠癌的转移长期以来备

受人们关注. 桩蛋白(paxillin)是整合素信号通路

中的一个分子, 主要表达于黏着斑, 介导细胞外黏着斑, 介导细胞外着斑, 介导细胞外

信号向胞内的传导, 细胞与细胞外微环境的相

互作用[1,2]. 研究表明, paxillin具有动态调节黏着

斑、调节细胞的移动和播散等功能[3,4]. 肿瘤的

浸润和转移与细胞的黏附力、侵袭力的改变直

接相关, 提示paxillin在肿瘤细胞的浸润和转移

中起着十分重要的作用[5,6]. 本实验构建paxillin 
shRNA, 转染结直肠癌细胞SW480, 通过侵袭小结直肠癌细胞SW480, 通过侵袭小癌细胞SW480, 通过侵袭小

室实验观察paxillin shRNA对SW480侵袭力的影

响, 初步阐明paxillin在结直肠癌侵袭转移中的

可能作用, 并为结直肠癌的转移机制研究提供

新的思路, 为其临床分子靶向治疗提供新的理

论依据. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 结直肠癌Lovo、SW620、SW480、
HT-29、Rko细胞株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 shRNA及control shRNA
购自上海吉玛有限公司. 该公司合成3个paxillin
特异性shRNA, 其中paxillin shRNA1的靶序列

为: GGGCAGCAACCTTTCTGAACT; paxillin 
shRNA2的靶序列为: GCTGGAACTGAACGCT-
GTACA; paxillin shRNA3的靶序列为: GGAGA-
GTCTCTTGGATGAACT. paxillin及GAPDH抗

体均购自美国Abcam公司. 侵袭小室实验所用

Matrigel胶购自美国BD公司, 侵袭小室购自美国

Costar公司. 
1.2 方法方法 
1.2.1 结直肠癌细胞株中paxi l l in表达的检测:结直肠癌细胞株中paxi l l in表达的检测:癌细胞株中paxi l l in表达的检测: 
结直肠癌细胞株L o v o、S W620、S W480、癌细胞株L o v o、S W620、S W480、
HT-29、Rko培养于含100 mL/L胎牛血清、100 
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kU/L青霉素及100 mg/L链霉素的DMEM培养基

中, 置于37 ℃、50 mL/L CO2的培养箱中培养. 
待细胞生长至80%-90%融合时, 收集各组细胞, 
提取蛋白, 通过Western blot方法检测各组细胞

株中paxillin的表达差异. 
1.2.2 细胞培养及转染: SW480细胞培养于含100 
mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素及100 mg/L链
霉素的DMEM培养基中, 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Lipofectamine 2000转染试剂说明书将对

照shRNA和paxillin shRNA分别转染SW480细
胞. 转染48 h后收集细胞, 用于后续实验. 实验过

程中将细胞分为3组: 正常SW480组、阴性对照正常SW480组、阴性对照、阴性对照阴性对照对照

shRNA组和paxillin shRNA组. 
1.2.3 Western blot: 转染48 h后收集各组细胞, 每
组细胞大约5×106个, 每组细胞中加入500 μL裂
解缓冲液及0.5 μL蛋白酶抑制剂充分裂解细胞

15 min. 然后4 ℃, 12 000 r/min, 离心15 min, 提
取上清液即为蛋白提取液. 蛋白浓度用Bradford
法进行测定. 取50 μg总蛋白在上样缓冲液中煮

5 min, 于10% SDS-PAGE电泳, 然后通过电转移

装置200 mA恒流将凝胶中的蛋白转移至硝酸

纤维素膜上. 硝酸纤维素膜用含5%脱脂奶粉的

TBST于室温封闭2 h, 按照Marker位置裁去多余

的膜, 将含目的蛋白的膜放入含2 mL paxillin鼠
抗人单克隆抗体稀释液(1∶1 000稀释)的杂交

袋中,  4 ℃孵育过夜. 第2天用TBST洗10 min×3
次, 然后于二抗稀释液中(1∶5 000稀释)室温孵

育1 h, 洗10 min×3次, 然后曝光. 以目的蛋白与

GAPDH蛋白的条带灰度比值作用目的蛋白的相

对表达量. 
1.2.4 各组细胞侵袭力的检测: 转染48 h后收集

各组细胞, 将3组细胞(每组大约104个)分别悬浮

在含体积分数为1%胎牛血清的DMEM培养基

中, 分别接种至侵袭小室的上层, 小室下层加入

含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基, 37 ℃, 50 
mL/L CO2的培养箱中孵育24 h. 用棉签轻轻擦去

凝胶和膜表面的细胞, 小心取出上室, 放入冰预

冷的甲醇固定细胞30 min, 苏木素染色1 min, 梯
度乙醇(800、950、1 000 mL/L)脱水, 二甲苯透

明. 然后收集Matrigel下层滤膜, 置载玻片上中性

树脂封片. 观察6组不同视野下(×100)滤膜中细

胞的数量, 评价各组细胞侵袭力的差异. 
统计学处理 应用SPSS13.0统计软件进行统

计学处理, 行方差分析, 以α = 0.05为检验水准.

www.wjgnet.com

■研发前沿
结直肠癌的转移
是一个多阶段多
基因不断演变的
过程, 如�从分子
水平来寻找促进
结直肠癌转移的
关键因素, 从而通
过分子生物学手
段抑制结直肠癌
的转移长期以来
备受人们关注.
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2  ��结果

2.1 各组结直肠癌细胞株中p a x i l l i n的表达结直肠癌细胞株中p a x i l l i n的表达癌细胞株中p a x i l l i n的表达 
SW480细胞株中桩蛋白paxillin表达最多, Lovo
及HT-29细胞株中paxillin表达最少, 故将SW480
用于后续的干扰实验(图1).
2.2 Western blot检测各组paxillin shRNA的干扰

效果 3组paxillin shRNA均降低了SW480中桩

蛋白的表达(图2), paxillin shRNA1的干扰效果

最好, 因此, 后续实验采用paxillin shRNA1干扰

SW480中paxillin蛋白的表达.
2.3 侵袭小室实验观察各组细胞侵袭力的差异 
paxillin shRNA1组穿透细胞数较正常SW480组
及阴性对照组明显减少(图3). 正常SW480组、

阴性对照组及paxillin shRNA1组穿透细胞数分

别为62.00±6.26, 55.00±13.04和23.33±6.12(图
4). 3组间比较, 差异具有显著性(F  = 30.976, 
P <0.05).

3  ��讨论

桩蛋白paxillin是相对分子质量为68 000 Da的相对分子质量为68 000 Da的分子质量为68 000 Da的质量为68 000 Da的为68 000 Da的
磷酸蛋白, 最早是在v-Src转染的细胞中发现的. 
paxillin属于LIM蛋白家族, 其N-端含有5个LD
模体和一些SH2结合域, 而C-端含有4个LIM结

构域[7-9], 这些不同的结构域都可以介导蛋白质

-蛋白质之间的相互作用[10], 预示着paxillin在信

号传导通路中具有重要的生物学功能. paxillin
表达于黏着斑, 通过调节细胞运动、分化及细黏着斑, 通过调节细胞运动、分化及细着斑, 通过调节细胞运动、分化及细

胞增殖等细胞功能参与胚胎发育、创伤愈合、

免疫监视和组织分化等生理过程. paxillin通过

生长因子及整合素介导的信号途径, 影响细胞

黏着斑着斑[11,12]及细胞骨架的重塑[13], 这些细胞骨架

的改变是肿瘤转移的重要分子机制之一. 另外, 

paxillin可与v-Src、E-6及BCR/ABL-2等多种致

瘤蛋白结合[14], 扰乱控制细胞增殖所需的生长因

子信号途径. 这些都表明桩蛋白paxillin在肿瘤

的发生发展过程中发挥重要的作用. Vadlamudi
等[15]发现Heregulin处理的乳腺癌细胞中, paxillin
的表达水平上调, 并且在侵袭性乳腺癌细胞系

和Ⅲ级以上的乳腺肿瘤中paxillin的上调水平与

HER2/3受体的表达水平呈线性相关. 国内外已

有文献报道paxillin在食管鳞癌[16]、胃腺癌[17]、

结直肠癌[18,19]及原发性肝癌[20]中表达增多. 然而

也有人发现paxillin在肺癌[21]、胃腺癌[22]中的表

达较癌旁正常组织减少, 这表明paxillin在体内

的表达具有组织特异性, paxillin在不同肿瘤及

不同病理组织类型中作用并不完全相同. 
近年来研究表明, paxillin在细胞迁移[23-25]、

增殖 [26,27]和凋亡 [28,29]中起着十分重要的作用 . 
Yano等[30]2004年发现paxillin在整合素信号介导

的细胞黏附及运动中起关键性作用. 蔡辉等[31]发

■相关报道
Yano等2004年发
现paxillin在整合
素信号介导的细
胞黏附及运动中
起关键性作用. 蔡
辉等发现高转移
潜能乳腺癌细胞
中paxillin的基因
及蛋白表达水平
均高于低转移潜
能 乳 腺 癌 细 胞 , 
paxillin与乳腺癌
细胞的侵袭和黏
附有密切的联系.

1          2          3          4          5

paxillin

GAPDH

图� �� ������������������������  1 paxillin在各组 �������������结直肠����������癌细胞系中的表达. 1: Lovo; 2: 

SW620; 3: SW480; 4: HT-29; 5: Rko.

1          2          3          4          5

paxillin

GAPDH

图� �� ������������������  2 各组细胞中paxillin的表达.  1: 正常SW480组; 2: 阴性

对照组; 3: paxillin shRNA1组; 4: paxillin shRNA2组; 5: pax-

illin shRNA3组.

A

B

C

500 mm

500 mm

500 mm

图� �� �������������������������  3 各组细胞侵袭小室实验结果(苏木素染色× 100). A: 正

常SW480细胞; B: 阴性对照组; C: paxillin shRNA1组.
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现高转移潜能乳腺癌细胞中paxillin的基因及蛋

白表达水平均高于低转移潜能乳腺癌细胞, pax-
illin与乳腺癌细胞的侵袭和黏附有密切的联系. 
本研究中, 我们发现结直肠癌细胞株SW480中结直肠癌细胞株SW480中癌细胞株SW480中
paxillin的表达水平最高, 提示SW480细胞株可

能属于高转移潜能细胞, 但是我们没有通过相

关的实验验证. 我们通过paxillin特异性shRNA
干扰结直肠癌细胞株SW480中paxil l in蛋白的结直肠癌细胞株SW480中paxil l in蛋白的癌细胞株SW480中paxil l in蛋白的

表达后, paxillin shRNA组细胞穿膜细胞数较正

常组及阴性对照组明显减少, 表明抑制paxillin
的表达后, SW480细胞体外侵袭能力降低. 提示

paxillin有可能参与调节结直肠癌细胞的运动和结直肠癌细胞的运动和癌细胞的运动和

侵袭, 进一步对其进行深入研究, 可能为结直肠

癌的基因治疗提供新的靶点. 
然而, 我们的实验仅是细胞学水平, 下步

我们希望能够建立稳定转染paxillin shRNA的

SW480细胞株, 通过动物实验观察paxillin在活

体肿瘤中的具体生物学功能. 但是, 抑制paxillin
表达能降低SW480细胞体外侵袭力的研究, 将
为临床治疗结直肠癌患者提供分子靶向治疗的

理论依据.
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子靶向治疗提供
新的理论依据.
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