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SOX9通过Wnt/β-catenin途径驱动非小细胞肺癌A549细胞的上皮-间

充质转化

王秋琼，熊弢，陈江勇，何刚（重庆医科大学附属永川医院 呼吸科，重庆 402160）

[摘 要] 目的：探究 SRY相关的高迁移率族盒 9（SOX9）通过Wnt/β-连环蛋白（β-catenin）途径促进非小细胞肺癌（NSCLC）

A549细胞上皮-间充质转化（EMT）的机制。方法：将A549细胞分为OE-NC组、OE-SOX9组、OE-SOX9+XAV-939组。其中OE-

SOX9组通过转染SOX9 pcDNA质粒上调SOX9的表达水平；OE-SOX9+XAV-939组在转染SOX9 pcDNA质粒的同时在培养基中

加入β-catenin 抑制剂XAV-939（1.0 μmol/L）。用qPCR检测SOX9 mRNA表达水平，CCK-8法检测A549细胞增殖能力，划痕愈合

实验检测A549细胞迁移能力，Transwell小室实验检测A549细胞的侵袭能力，WB实验检测SOX9、β-catenin、E-钙粘蛋白（E-cad‐

herin）、γ-连环蛋白（γ-catenin）、N-钙黏蛋白（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）表达水平。结果：转染后OE-SOX9组和OE-SOX9+

XAV-939组的SOX9 mRNA和蛋白的水平显著高于OE-NC组（均P<0.05），且OE-SOX9组和OE-SOX9+XAV-939组比较无显著

差异（P>0.05）。OE-SOX9组细胞增殖、侵袭和迁移能力显著高于OE-NC组，而OE-SOX9+XAV-939组显著低于OE-SOX9组（均

P<0.05）。OE-SOX9组 β-catenin蛋白水平显著高于OE-NC组，而OE-SOX9+XAV-939组 β-catenin蛋白的水平低于OE-SOX9组

（均P<0.05）。与OE-NC组比较，OE-SOX9组的上皮细胞表型标志物E-cadherin、γ-catenin水平下调并且间充质细胞表型标志物

N-cadherin、vimentin上调，而OE-SOX9+XAV-939组E-cadherin、γ-catenin高于OE-SOX9组，且N-cadherin、vimentin低于OE-SOX9

组（均P<0.05）。结论：SOX9可通过激活Wnt/β-catenin通路促进NSCLC A549细胞的增殖、迁移和EMT。
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SOX9 promotes epithelial-mesenchymal transition in non-small cell lung cancer
A549 cells via Wnt/β-catenin pathway

WANG Qiuqiong, XIONG Tao, CHEN Jiangyong, HE Gang (Department of Respiratory, Yongchuan Hospital Affiliated to Chongqing

Medical University, Chongqing 402160, China)

[Abstract] Objective:To explore the mechanism by which SRY-related high mobility group-box 9 (SOX9) promotes the epithelial mes‐

enchymal transition (EMT) of non-small cell lung cancer (NSCLC) A549 cells via the Wnt/β-catenin pathway. Methods: The human

NSCLC A549 cell line was divided into three groups: OE-NC group, OE-SOX9 group and OE-SOX9+XAV-939 group. The cells in OE-

SOX9 group were transfected with SOX9 pcDNA plasmid to up-regulate the expression level of SOX9; The cells in OE-SOX9+XAV-

939 group were transfected with SOX9 pcDNA plasmid while the β-catenin inhibitor XAV-939 (1.0 μmol/L) was added to the medium.

qPCR was used to detect SOX9 mRNA levels; CCK-8 was used to examine the proliferation of A549 cells; Wound-healing assay and

Transwell chamber assay were used to detect the migration and invasion of A549 cells, respectively; and WB was used to detect protein

expressions of SOX9, β-catenin, E-cadherin, γ-catenin, N-cadherin and vimentin. Results: The mRNA and protein levels of SOX9 in

OE-SOX9 group and OE-SOX9+XAV-939 group were significantly higher than those in the OE-NC group after transfection (all P<

0.05), while there was no significant difference between the OE-SOX9 group and the OE-SOX9+XAV-939 group (P>0.05). The prolif‐

eration, migration and invasion of cells in OE-SOX9 group were significantly higher than those in OE-NC group; however, those abili‐

ties in OE-SOX9+XAV-939 group were significantly lower than those in OE-SOX9 group (all P<0.05). The level of β-catenin protein in

OE-SOX9 group was significantly higher than that in the OE-NC group, while the level of β-catenin protein in OE-SOX9+XAV-939

group was lower than that in OE-SOX9 group (all P<0.05). Compared with the OE-NC group, the levels of phenotypic markers of epi‐

thelial cells, E-cadherin and γ-catenin, were down-regulated, and the phenotypic markers of mesenchymal cells, N-cadherin and vimen‐
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tin, were up-regulated in cells of OE-SOX9 group; however, E-cadherin and γ-catenin were higher, and N-cadherin and vimentin were

lower in OE-SOX9+XAV-939 group than those in OE-SOX9 group (all P<0.05). Conclusion: SOX9 could promote proliferation, mi‐

gration and EMT of NSCLC A549 cells by activating the Wnt/β-catenin pathway.

[Key words] non small cell lung cancer (NSCLC); SRY related high mobility group box 9(SOX9); A549 cell; epithelial mesenchymal

transformation(EMT); Wnt/β-catenin

[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(12): 1345-1349. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.12.008]

肺癌在最常见的恶性肿瘤类型中排名第二，并

且是癌症相关死亡的主要原因之一，其中非小细胞

肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）占所有肺癌

的 80%[1]。尽管在NSCLC诊断和治疗方面取得了很

大进展，但NSCLC患者的预后仍然不尽如人意，只有

15%的患者在确诊后存活超过5年[2-4]。NSCLC的复

发和转移是影响预后的主要因素之一，而上皮-间充

质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是肿

瘤细胞迁移和侵袭的主要机制[5]。SRY相关的高迁

移率族盒 9（SRY-related high mobility group-box 9，

SOX9）属于SOX蛋白家族，已经有研究[6]发现，SOX9

水平与NSCLC患者的临床分期和生存率相关，并且

也有研究[7]显示,SOX9具有促进肿瘤细胞增殖的作

用。然而，SOX9在促进NSCLC细胞EMT中的生物

学功能和作用机制尚不明确。因此，本研究主要探

究 SRY 相关的 SOX9 通过 Wnt/β - 连环蛋白（β -

catenin）途径促进NSCLCA549细胞EMT的机制，为

寻找NSCLC治疗的新靶点提供依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料

人NSCLC细胞系A549细胞购自ATCC公司（美

国）。Dulbecco改良Eagle培养基（DMEM）和胎牛血

清（fetal bovine serum，FBS）等试剂购自 Invitrogen公

司（美国），SOX9 pcDNA 由 Thermo Fisher 公司（中

国）设计和合成，Lipofectamine 2000 购自 Invitrogen

公司（加拿大），β-catenin抑制剂XAV-939购自Selleck

公司（S1180美国），CCK-8试剂盒购自武汉华美公司

（中国），Transwell 小室和配套试剂结晶紫等购自

Corning 公司（美国），SOX9、β-catenin、E-钙黏蛋白

（E-cadherin）、γ-连环蛋白（γ-catenin）、N-钙黏蛋白（N-

cadherin）、波形蛋白（vimentin）、β -actin、和 Histone

H2A的抗体以及二抗购自Abcam公司（美国），PVDF

膜Bio-Rad公司（美国），PCR引物由Genewiz公司（中

国）设计和合成，逆转录试剂盒TaKaRa和SYBR Prel‐

lix Ex TaqTM qPCR试剂盒购自TaKaRa公司（日本）。

倒置显微镜（Olympus IX71，日本），酶标仪（ELX

800，Bio-Teck，美国）。

1.2 细胞分组与转染

将A549细胞在含有10%FBS和1%青霉素/链霉

素的 DMEM 培养基中培养，条件为 37 ℃，5%CO2。

将细胞分为 OE-NC 组、OE-SOX9 组、OE-SOX9+

XAV-939组。OE-SOX9组细胞通过转染SOX9 pcD‐

NA质粒上调SOX9的表达水平；OE-SOX9+XAV-939

组在转染SOX9 pcDNA质粒的同时再在培养基中加

入1.0 μmol/L的XAV-939，OE-NC组添加等量的空载

质粒和溶剂。48 h后收集细胞进行检测。

1.3 qPCR实验检测A549细胞SOX9 mRNA的表达

水平

用RNA提取试剂盒提取细胞中总RNA后反转

录成 cDNA，反应条件为：通过在 95 ℃下激活DNA

聚合酶5 min合成 cDNA，然后进行40个循环的两步

PCR（95 ℃ 10 s 和 60 ℃ 30 s），最终延伸 75 ℃ 10

min，保持在 4 °C。共进行 35个循环。SOX9引物序

列：F 为 5’-TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG-3’，

R为 5’-CTACCTGCACTATAAGCACTTTA-3’；β-ac‐

tin F 为 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’，R 为

5’-CAAAGTTGTCATGGATGHACC-3’。随后，按照

SYBR Primix Ex TaqTM说明书进行 qPCR，采用 2-ΔΔCt

法进行计算SOX9 mRNA的表达水平。

1.4 CCK-8法检测A549细胞增殖能力

将各组细胞密度调节至 2×104个/ml，接种于 96

孔板（100 μl/孔）中，将 10 μl的CCK-8试剂加入至每

孔中，37 ℃培养2 h。在酶标仪上测量450 nm处的光

密度（D）值。

1.5 划痕愈合实验检测A549细胞迁移能力

将各组细胞密度为 1×106 个/ml 的 OE-NC 组、

OE-SOX9组、OE-SOX9+XAV-939组细胞接种到 6孔

板中，培养至单层细胞。实验开始前用直尺比对，用

Marker笔在 6孔板背面均匀划横线。转染细胞培养

24 h后，调整细胞密度接种于 6孔板，待细胞长至完

全融合时，用 200 μl加样枪头比着直尺，垂直于横线

划痕。使用PBS冲洗2遍，分别于划痕后的0、24 h在

倒置显微镜下观察划痕的间距，计算细胞迁移的百

分率。

1.6 Transwell小室实验检测A549细胞的侵袭能力

分别将各组细胞用胰酶消化处理后，接种于

Transwell小室24孔板内，上室加100 μl（密度为1×105

个/ml）细胞悬液，下室加入250 μl含10%胎牛血清的

培养基，37 ℃、5%CO2培养箱中培养 48 h后，取出小
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室，棉签擦去微孔膜上室的细胞，PBS小心冲洗小室

上下面 2遍，4%多聚甲醛固定侵袭并黏附到小室微

孔膜下面的细胞 15 min，0.1% 结晶紫染色 15 min，

PBS冲洗小室，干燥后置于倒置显微镜下观察，计数

穿膜细胞数。

1.7 WB实验检测A549细胞中 SOX9、β-catenin、E-

cadherin、γ-catenin、N-cadherin、vimentin 蛋白的表达

水平

将各组细胞清洗后裂解、离心收集总蛋白并检

测蛋白浓度。使用 10% 的 SDS-PAGE 凝胶用于电

泳，电泳后使用PVDF膜转膜并在室温下用 5%无脂

牛奶封闭2 h。分别加入相应的抗体并在室温下震荡

2 h，后在4 ℃孵育过夜，加入二抗（1∶1 000）。WB实

验检测各组A549细胞中 SOX9、β-catenin、上皮细胞

表型标志物E-cadherin、γ-catenin以及间充质细胞表

型标志物 N-cadherin、vimentin 蛋白，通过 Quantity

One软件分析条带的灰度值并计算目标蛋白质的表

达量。

1.8 统计学处理

qPCR、WB、MTT、Transwell等实验均重复 3次。

采用SPSS 20.0软件进行统计数据分析，用GraphPad

Prism 7软件绘制图片。计量数据以 x̄±s 表示，两组

间比较采用 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 转染后SOX9增强A549细胞SOX9 mRNA和蛋

白的表达水平

qPCR和WB实验检测结果（表1和图1）显示，转

染后 OE-SOX9 组和 OE-SOX9+XAV-939 组的 SOX9

mRNA 和蛋白的水平显著高于 OE-NC 组（均 P<

0.05），但OE-SOX9组和OE-SOX9+XAV-939组比较

无显著差异（P>0.05）。

1：ON-NC; 2: OE-SOX9; 3: OE-SOX9+NAV-939

图1 转染前后各组SOX9蛋白的表达水平

Fig.1 Expression level of SOX9 protein in each

group after transfection

2.2 上调SOX9增强A549细胞增殖能力

CCK-8法检测结果显示，OE-SOX9组A549细胞

增殖能力显著高于 OE-NC 组 (0.73±0.12 vs 0.41±

0.07，P<0.05)，而 OE-SOX9+XAV-939 组 增 殖 能力

显著低于 OE-SOX9 组（0.40±0.09 vs 0.73±0.12，P<

0.05）。

表1 转染前后SOX9 mRNA和蛋白表达水平比较

Tab.1 Comparison of SOX9 mRNA and protein

levels in each group

Group

OE-NC

OE-SOX9

OE-SOX9+XAV-939

SOX9 mRNA

1.05±0.09

5.72±0.17*

5.66±0.20*

SOX9 protein

1.02±0.11

2.86±0.19*

2.94±0.18*

*P<0.05 vs OE-NC group

2.3 上调SOX9可增强A549细胞迁移能力

划痕愈合实验检测结果（图 2）显示，A549细胞

OE-SOX9 组划痕前沿宽度显著低于 OE-NC 组，而

OE-SOX9+XAV-939 组高于 OE-SOX9 组，提示 OE-

SOX9 组细胞迁移能力高于 OE-NC 组 [（65.53±

5.73）% vs（42.13±4.93）%，P<0.05]，OE-SOX9+XAV-

939 组细胞迁移能力低于 OE-SOX9 组 [（46.30±

5.90）% vs（65.53±5.73）%，P<0.05]。

1：ON-NC; 2: OE-SOX9; 3: OE-SOX9+NAV-939

图2 上调SOX9对A549细胞迁移能力的影响

Fig.2 Upregulation of SOX9 on the migration of A549 cells

2.4 上调SOX9可增强A549细胞侵袭能力

Transwell 实验检测结果（图 3）显示，OE-SOX9

组 A549 细胞侵 袭 能 力 高 于 OE-NC 组 ，而 OE-

SOX9+XAV-939 组侵袭能力低于OE-SOX9组（均P<

0.05）。

2.5 上调SOX9影响β-catenin及EMT相关蛋白的表

达水平

WB 实验检测结果显示，OE-SOX9 组 β-catenin

蛋白水平显著高于OE-NC组，而OE-SOX9+XAV-939

组β-catenin蛋白的水平低于OE-SOX9组（均P<0.05，

图4）。与OE-NC组比较，OE-SOX9组的上皮细胞表

型标志物E-cadherin、γ-catenin表达水平下调，间充质

细胞表型标志物 N-cadherin、vimentin 表达上调，而

OE-SOX9+XAV-939 组 E-cadherin、γ -catenin 高 于

OE-SOX9 组，N-cadherin、vimentin 低于 OE-SOX9 组

（均P<0.05，图5）。
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1：ON-NC; 2: OE-SOX9; 3: OE-SOX9+NAV-939
*P<0.05 vs OE-NC group；ΔP<0.05 vs OE-SOX9 group

图3 上调SOX9对A549细胞侵袭能力的影响（（×100））

Fig.3 Upregulation of SOX9 on the invasion of A549 cells（（×100））

1：ON-NC; 2: OE-SOX9; 3: OE-SOX9+NAV-939
*P<0.05 vs OE-NC group；ΔP<0.05 vs OE-SOX9 group

图4 上调SOX9对A549细胞β-catenin蛋白表达的影响

Fig.4 Up regulation of SOX9 on the expression of

β-catenin in A549 cells

3 讨 论

肿瘤转移是实体肿瘤进展的最后一步，也是宿

主死亡的最高危险因素[8-9]。远处转移涉及肿瘤细胞

从其主要位置或肿瘤处分离，肿瘤细胞进入循环或

淋巴系统，以及在远离原发肿瘤的位置处增殖，其中

EMT过程是肿瘤转移的早期事件，其特征在于上皮

细胞标志物（E-cadherin、γ-catenin）的下调和间充质

细胞标志物（N-cadherin、vimentin）的上调，使肿瘤细

胞失去极性和紧密连接，从而增加细胞迁移和侵袭

能力[10]。研究NSCLC A549细胞EMT相关机制有助

于寻找抑制NSCLC转移的新靶点。

SOX9在许多物种中具有进化保守性，在调节胚

胎发育和性别决定方面具有重要功能。基础和临床

研究已将 SOX9 过度表达可能与癌的发生有关，

FAZILATY等[11]认为，SOX9可能是一种引起乳腺癌

的原癌基因。WANG等[12]研究发现，上调SOX9可促

进食管鳞状细胞癌进展。有研究[13]显示，SOX9 在

NSCLC组织中高表达，并且认为高表达的 SOX9与

更高的TNM分期、转移和更差的预后有关。SHUAI

等[14]研究显示，SOX9在促进NSCLC的转移中发挥着

重要的作用。本次研究结果显示，转染后OE-SOX9

组和 OE-SOX9+XAV-939 组的 SOX9 mRNA 和蛋白

的水平显著高于 OE-NC 组，OE-SOX9 组和 OE-

SOX9+XAV-939组比较无显著差异，说明转染实验成

功，并且β-catenin抑制剂XAV-939对SOX9的水平无

明显的影响。进一步实验结果显示，OE-SOX9 组

A549细胞增殖、迁移和侵袭能力均显著高于OE-NC

组，而OE-SOX9+XAV-939组显著低于OE-SOX9组。

表明SOX9具有促进NSCLC细胞EMT的作用，并且

使用 β -catenin 抑制剂可以逆转 SOX9 的促 EMT

作用。

Wnt/β-catenin通路是一种参与多种肿瘤发生和

发展的通路，其中β-catenin是通路中的关键蛋白，研

究[15]显示，上调Wnt/β-catenin通路可促进NSCLC的

增殖、迁移和侵袭。并且Wnt/β-catenin通路也是调节

EMT 过程的主要通路[16]。本研究结果也显示，OE-

SOX9 组 β-catenin 蛋白水平显著高于 OE-NC 组，而

OE-SOX9+XAV-939 组 β-catenin 蛋白的表达水平低

于 OE-SOX9 组，表明过表达 SOX9 可以促进 β -

catenin 的表达从而激活 Wnt/β-catenin 通路，使用 β-

catenin抑制剂可逆转SOX9的上调β-catenin的作用。

以往有研究[17]显示，在肝细胞癌中，SOX9可通够调

节Wnt/β-catenin通路增加细胞的干性。MA等[18]研

究显示，SOX9可以通过WNT通路激活前列腺癌细

胞。此外，HUANG等[19]的研究结果也证实，SOX9可

以促进甲状腺癌细胞的EMT过程。本次的研究结果

显示，与OE-NC组比较，OE-SOX9组的上皮细胞表

型标志物E-cadherin、γ-catenin水平下调并且间充质

细胞表型标志物 N-cadherin、vimentin 上调，而 OE-

SOX9+XAV-939 组 E-cadherin、γ -catenin 高 于 OE-

SOX9组且N-cadherin、vimentin低于OE-SOX9组。表

明在NSCLC组织中，SOX9可通过调节Wnt/β-catenin

通路促进EMT。
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1：ON-NC; 2: OE-SOX9; 3: OE-SOX9+NAV-939
*P<0.05 vs OE-NC group；ΔP<0.05 vs OE-SOX9 group

图5 上调SOX9对A549细胞EMT相关蛋白表达的影响

Fig.5 Upregulation of SOX9 on EMT related proteins

expression in A549 cells

综上所述，SOX9可以促进NSCLC A549细胞增殖、

迁移和侵袭，推测SOX9可通过促进β-catenin上调Wnt/

β-catenin通路水平，进而促进N-cadherin、vimentin并抑

制E-cadherin、γ-catenin的表达，从而促进NSCLC细胞

的EMT过程，这可能为治疗NSCLC提供新的靶点和思

路，但是关于SOX9通过Wnt/β-catenin通路调节EMT的

机制还需要进一步研究。
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