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CENPⅠ对肺腺癌H1650细胞生物学功能的影响及其机制

李晓甜1，2，吴启飞1，2，何慧洁1，牛海英1，刘静怡1，张冬1

（内蒙古科技大学包头医学院  1. 第一附属医院呼吸与危重症医学科； 2. 研究生院内科学专业，内蒙古  包头  014040） 

摘要  目的 探讨人着丝粒蛋白Ⅰ （CENPⅠ）在肺腺癌中的表达及其对肺腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移、凋亡和上皮-间质转

化 （EMT） 等生物学功能的影响，并研究相关作用机制。方法  用Western blotting和实时定量PCR检测4种肺腺癌细胞及人正常肺

泡上皮细胞中CENPⅠ的表达水平。用siRNA技术敲低H1650细胞中CENPⅠ的表达，检测转染效率。用CCK-8实验、流式细胞术、

Transwell实验检测敲低CENPⅠ对H1650细胞周期、增殖、凋亡、侵袭及迁移的影响。用Western blotting检测E-cadherin、N-cadherin、

vimentin、Ki-67、cyclin D1、Bcl-2、PI3K、AKT、mTOR、p-PI3K、p-AKT、p-mTOR的表达水平。结果  CENPⅠ在肺腺癌细胞中高表达。

敲低CENPⅠ后，H1650细胞增殖能力下降，凋亡细胞数增加，细胞侵袭及迁移能力下降 （P < 0.01）；与NC组相比，E-cadherin表达

上调，N-cadherin、vinmentin、Ki-67、cyclin D1、Bcl-2、p-PI3K、p-AKT、p-mTOR表达下调 （P < 0.05）；加入通路激活剂IGF-1后，与si-
CENPⅠ组相比，si-CENPⅠ+IGF-1组p-PI3K、p-AKT、p-mTOR表达上调 （P < 0.05）。结论  CENPⅠ在肺腺癌中高表达，可促进肺

腺癌H1650细胞增殖、侵袭、迁移及EMT过程，抑制凋亡，其机制可能与PI3K/AKT/mTOR信号通路激活有关。
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Effect of the expression of CENPⅠon the biological function of lung adenocarcinoma
H1650 cells and its mechanism

LI Xiaotian1，2，WU Qifei1，2，HE Huijie1，NIU Haiying1，LIU Jingyi1，ZHANG Dong1

（1. Department of Respiratory and Critical Care Medicine，The First Affiliated Hospital of Baotou Medical College of Inner Mongolia University of Science 

and Technology，Baotou 014040，China； 2. Internal Medicine Specialty，Graduate School，Baotou Medical College of Inner Mongolia University of Science 

and Technology，Baotou 014040，China） 

Abstract  Objective To investigate the expression level of centromere protein （CENP）Ⅰin lung adenocarcinoma cells，to study the 

effects of CENPⅠ on the proliferation，invasion，migration，apoptosis，and epithelial-mesenchymal transition （EMT） of lung adenocarci-
noma cells，and to explore the possible mechanisms related to its occurrence. Methods  The expression of CENPⅠ mRNA and protein 

in four types of lung adenocarcinoma cells and normal alveolar epithelial cells were detected by quantitative real-time polymerase chain 

reaction （RT-qPCR） and Western blotting. The expression of CENPⅠ in H1650 cells was knocked down by the siRNA technique，The 

transfection efficiency was detected by RT-qPCR and Western blotting. The effects of knock-down CENPⅠ on proliferation，cell cycle，

apoptosis，invasion and migration of H1650 cells were detected by the cell counting kit-8 assay，the transwell assay，and flow cytometry. 

Western blotting was used to detect the expression of E-cadherin，N-cadherin，vimentin，Ki-67，cyclin D1，Bcl-2，PI3K，AKT，mTOR，

p-PI3K，p-AKT，and p-mTOR. Results  After the knock-down of CENPⅠ，the proliferative ability of the H1650 cells significantly 

decreased，the number of apoptotic cells significantly decreased，and the cell invasion and migration abilities significantly decreased （P < 

0.01）. E-cadherin expression was upregulated and N-cadherin，vimentin，Ki-67，cyclin D1，Bcl-2，p-PI3K，p-AKT，and p-mTOR expres-
sion were down-regulated in the CENTI group compared with the control group （P < 0.05）. The expression of p-PI3K，p-AKT，and p-mTOR 

in the si-CENPⅠ+IGF-1 group was upregulated compared to that in the si-CENPⅠ group （P < 0.05）. Conclusion  High expression of 

CENPⅠ in lung adenocarcinoma cells promotes the proliferation，invasion，and migration of lung adenocarcinoma H1650 cells and EMT 

inhibits apoptosis，which may be related to the activation of the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway.
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肺癌是常见的癌症之一，也是癌症死亡的主

要原因［1］。肺腺癌是最常见的非小细胞肺癌，约占

肺癌的40% ［2-3］。85%以上的肺癌患者在确诊时已

为中晚期，且预后较差，5年生存率不足20%［4-6］。人

着丝粒蛋白Ⅰ （centromere proteinⅠ，CENPⅠ） 是由

CENPⅠ基因编码的包含756个氨基酸的蛋白质，分

子量为86×103 ［7］。CENPⅠ蛋白是 CENPA-NAC复

合物的组成部分，该复合物对准确的染色体对齐和

分离至关重要，确保了适当的有丝分裂进程［8-10］。

相 关 研 究 表 明，CENPⅠ 基 因 在ER+乳 腺 癌［11］、结

直肠癌［12］、胃癌［13］等多种肿瘤组织中表达上调。但

CENPⅠ在肺腺癌中的表达情况及其在肺腺癌发生

发展过程中的作用鲜有报道。本研究采用实时PCR

和Western blotting检测CENPⅠ在肺腺癌H1650细胞

中的表达情况，探讨CENPⅠ对肺腺癌发生、发展的

影响，为寻找肺腺癌诊断和治疗的新靶点提供思

路。

1 材料与方法

1.1 材料

肺腺癌细胞系A549、H1650、H1975、H1395及人

正常肺上皮细胞系BEAS-2B （中国科学院干细胞库）；

lipofectamine 2000转染试剂盒 （美国Invitrogen公司）；

TRIzol试剂、逆转录试剂盒、SYBR Premix Ex Taq （南

京诺唯赞生物科技股份有限公司）；膜联蛋白-V-

FITC细胞凋亡检测试剂盒 （中国福州飞净生物科技

有限公司）；CCK-8试剂盒、BCA试剂盒 （上海碧云天

生物技术有限公司）；CENPⅠ兔抗人多克隆抗体 

（美国Proteintech公司）；Transwell小室、Ki-67抗体、

cyclin D1抗 体、Bcl-2抗 体、E-cadherin抗 体、N-cadhe-

rin抗体、vimentin抗体、胰岛素样生长因子1 （insulin 

like growth factor 1，IGF-1） 抗体 （英国abcam公司） 。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、转染及实验分组：用含10%FBS、

1%青 链 霉 素 双 抗 的RPMI 1640培 养 基，在37 ℃、

5%CO2的细胞培养箱中培养肺腺癌细胞系和人正常

肺上皮细胞。当细胞生长达80%~90%融合时进行实

验。按照lipofectamine 2000转染试剂盒说明书进行

CENPⅠ干扰RNA （si-CENPⅠ） 的转染，并检测细胞

转染效率。将细胞分为实验组 （si-CENPⅠ组）、阴性

对照组 （未经转染的肺腺癌细胞，NC组） 和si-CENP

Ⅰ+IGF-1组 （在si-CENPⅠ组基础上加入通路激活剂

IGF-1 100 μg/L进行干预）。

1.2.2 实时定量PCR：用TRIzol试剂提取肺腺癌细

胞和人正常肺上皮细胞中总RNA，按照逆转录试剂

盒说明书逆转录合成cDNA，根据实时定量PCR试剂

盒SYBR Premix Ex Taq说明书进行实验，GAPDH作

内参照，采用2-ΔΔCt法计算肺腺癌细胞和人正常肺

上皮细胞中CENPⅠmRNA相对表达量。 

1.2.3 CCK-8增殖实验：采用CCK-8试剂盒检测，取

对数生长期的H1650细胞，按照实验分组接种于96

孔培养板中 （每孔加100 μL细胞悬液），37 ℃、5%CO2

培养箱中培养24 h，设置3个复孔，24、48、72 h后加入

CCK-8溶液 （10 μL/孔），继续培养3 h，用酶标仪测定

450 nm处吸光度，并根据数值绘制标准曲线。

1.2.4 流式细胞术：取转染后的H1650细胞，消化并

离心后，弃上清，1 mL PBS洗涤细胞1次，1 000 r/min

离心5 min，弃上清并收集细胞。加入400 μL 1×Bin-

ding Buffer，吹打重悬细胞，加入Annexin V-FITC 5 

μL混匀，室温避光，孵育15 min。加入10 μL 碘化丙啶

染液，混匀，2~8 ℃避光反应5 min，用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况。

1.2.5 Transwell实验：（1） 迁移实验，取转染成功的

H1650细胞，用PBS清洗2遍，消化并离心。无血清培

养基稀释细胞至1×104/mL，在24孔板中加入0.8 mL

完全培养基，放入Transwell小室中，向上室加100 μL

细胞混悬液，37 ℃、5%CO2培养箱中培养24 h后，用

PBS清洗1遍，甲醇固定10 min；加入0.6 mL Giemsa染

液染色1 h，漂洗干燥，光学显微镜下观察细胞生长

状态并拍照记录。 （2） 侵袭实验，Transwell上室铺

Matrigel （1 mg/mL，100 μL），向上室中加入100 μL细

胞混悬液，其余步骤同迁移实验。

1.2.6 Western blotting：裂解H1650细胞，收集总蛋

白，蛋 白 加 样 并 进 行 电 泳，转 至PVDF膜，5%脱 脂

奶粉室温孵育60 min，加入抗CENPⅠ、E-cadherin、

N-cadherin、vimentin、Ki-67、cyclin D1、Bcl-2、PI3K、

AKT、mTOR、p-PI3K、p-AKT、p-mTOR、IGF-1一

抗，4 ℃孵育过夜，次日用TBST冲洗3次，5 min/次，加

入羊抗兔IgG二抗，孵育步骤同上。化学发光显影，观

察并拍照。用GAPDH做内参照。

1.3 统计学分析

用SPSS 26.0软件进行统计分析，用GraphPad Prism 
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8.0软件绘图。呈正态分布的计量资料用x-±s表示。

2组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差

分析。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1  CENPⅠ在肺腺癌细胞系中的表达及转染

实时定量PCR和Western blotting结果显示，CENPⅠ 

mRNA和蛋白在4种肺腺癌细胞系中呈高表达 （P < 

0.01），其中H1650细胞中的表达水平最高，故选择

H1650细胞进行转染。与NC组相比，si-CENPⅠ组

CENPⅠ mRNA和蛋白表达水平明显降低 （P < 0.01），

表明转染成功，可以进行后续实验。见图1。

A，B，C，expression of CENPⅠ mRNA and protein in normal alveolar epithelial cell line and lung cancer cell lines；D，E，F，CENPⅠ mRNA and protein 

expression in H1650 cells after CENPⅠ knock-down. *P < 0.01，**P < 0.001 vs. BEAS-2B cells；#P < 0.01，##P < 0.001 vs. group NC.

图1  CENPⅠ的表达及转染情况

Fig.1  Expression and transfection of CENPⅠ

2.2 敲低CENPⅠ对H1650细胞周期、增殖、凋亡及

迁移、侵袭的影响

与NC组 相 比，si-CENPⅠ 组H1650细 胞 增 殖 活

性显著降低，细胞凋亡显著增加，G0/G1期细胞增加，

G2/M期和S期细胞减少，si-CENPⅠ组肺腺癌H1650

细胞迁移及侵袭的细胞数明显减少 （P < 0.01），提示

敲低CENPⅠ可抑制肺腺癌H1650细胞增殖、迁移和

侵袭，促进细胞凋亡。见图2。

2.3 敲低CENPⅠ 对H1650细胞EMT、增殖、细胞周

期及凋亡相关蛋白的影响

与NC组相比，si-CENPⅠ组H1650细胞中E-cadhe-

rin表达水平显著升高 （P < 0.001），N-cadherin、vimentin、

Ki-67、cyclin D1、Bcl-2表达水平显著降低 （P < 0.05）。

表明敲低CENPⅠ可抑制H1650细胞EMT过程，抑制

H1650细胞的增殖、迁移及侵袭，促进其凋亡。见图

3。

2.4 敲低CENPⅠ对PI3K/AKT/mTOR信号通路的影响

与NC组相比，si-CENPⅠ组H1650细胞中PI3K、

AKT、mTOR表达水平无明显变化，而p-PI3K、p-AKT、

p-mTOR表达水平下降 （P < 0.05），表明敲低CENPⅠ

抑 制 了PI3K/AKT/mTOR信 号 通 路 的 激 活。在 敲低

CENPⅠ 的基础上，加入PI3K/AKT/mTOR信号通路

激活剂IGF-1，结果显示，与si-CENPⅠ组相比，si-

CENPⅠ+IGF-1组H1650细 胞 中PI3K、AKT、mTOR表

达水平无明显变化，而p-PI3K、p-AKT、p-mTOR表达

水平升高 （P < 0.05）。表明IGF-1可逆转敲低CENPⅠ

对PI3K/AKT/mTOR信号通路激活的抑制作用。见图

4。
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A，CCK-8 result；B-E，flow cytometry results；F，G，Transwell assay results （×40）. *P < 0.01 vs. group NC.

图2  敲低CENPⅠ对H1650细胞增殖、细胞凋亡、细胞周期及迁移、侵袭的影响

Fig.2  Effects of CENPⅠ knock-down on proliferation，apoptosis，cell cycle，migration，and invasion of H1650 cells

A，Western blotting result；B，histogram of related protein expression.*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001 vs. group NC.

图3  敲低CENPⅠ对H1650细胞EMT、增殖蛋白、细胞周期蛋白及凋亡蛋白的影响

Fig.3  Effects of CENPⅠ knock-down on EMT，proliferating protein，cyclin，and apoptosis protein in H1650 cells
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3 讨论

CENPⅠ在有丝分裂过程中具有重要作用［7］。

研究［11］发现，CENPⅠ在ER+乳腺癌中过表达，可作

为ER+乳腺癌患者预后不良的有力标志物。CENPⅠ

在结直肠癌的细胞和组织中表达上调，且与结直肠

癌患者的临床分期、肿瘤深度、淋巴结转移、远处转

移和分化相关［12］。CENPⅠ在胃癌中也表达上调，

它可能通过调节AKT信号通路促进胃癌细胞增殖、

迁移，抑制凋亡，诱导EMT过程［13］，参与胃癌的发生

发展［14］。过表达CENPⅠ还可促进胃癌细胞的增殖、

侵袭、迁移，并可能抑制细胞凋亡［15］。本研究发现，

CENPⅠ在肺腺癌等多种肿瘤组织中表达上调，且

CENPⅠ高表达可促进肺腺癌H1650细胞的增殖、侵

袭、迁移，抑制细胞凋亡。

EMT在发育、伤口愈合、组织纤维化及癌症进

展等过程中均发挥重要作用［16-19］。本研究结果显

示，敲低H1650细胞中CENPⅠ后，EMT标志物E-cad-

herin表 达 水 平 升 高，N-cadherin、vimentin表 达 水 平

下降，表明敲低CENPⅠ 可延缓EMT过程。Ki-67作

为肿瘤细胞增殖的标志物之一，主要作用是防止有

丝分裂过程中染色体的聚集［20-21］。Bcl-2作为BCL

家族成员之一，主要参与细胞凋亡［22］。cyclin D1作

为细胞周期蛋白家族的成员之一，在细胞周期调控

中扮演重要角色［23］。本研究结果显示，敲低CENPⅠ

后，H1650细胞中Ki-67、Bcl-2、cyclin D1的表达被明

显抑制，表明敲低CENPⅠ可抑制肺腺癌H1650细胞

的增殖能力，促进细胞凋亡。

PI3K/AKT信号通路通过影响细胞凋亡、转录、

翻译、代谢、血管生成等下游效应分子的活性，控制

着重要的细胞生物学过程以及细胞周期调节［24］。

AKT是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，是PI3K信号的

重要下游效应器，在多种肿瘤中被过度激活［26-30］。

而mTOR作为其下游的靶蛋白，通过控制多种蛋白

的转录和翻译，影响细胞生长凋亡［24］。本研究结果

显 示，敲 低CENPⅠ 后，PI3K、AKT、mTOR的 表 达 水

平未见明显改变，而p-PI3K、p-AKT、p-mTOR的表达

水平明显下降，在用该通路的激活剂IGF-1干预后，

si-CENPⅠ+IGF-1组PI3K、AKT、mTOR的 表 达 水 平

与si-CENPⅠ组比较未见明显改变，p-PI3K、p-AKT、

p-mTOR表达水平则升高，表明敲低CENPⅠ可以抑

制PI3K/AKT/mTOR信 号 通 路，而IGF-1可 逆 转 敲 低

A，expression of PI3K/AKT/MTOR pathway-related proteins；B-D，PI3K，AKT，and mTOR correlation.*P < 0.05，**P < 0.01.

图4  敲低CENPⅠ对PI3K/AKT/mTOR信号通路的影响

Fig.4  Effect of CENPⅠ knock-down on PI3K/AKT/mTOR signding pathway
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CENPⅠ对PI3K/AKT/mTOR信号通路激活的抑制作

用。

综上所述，CENPⅠ在肺腺癌中呈高表达，CENPⅠ

高表达促进肺腺癌H1650细胞的增殖、侵袭、迁移及

EMT过程，抑制细胞凋亡，其机制可能与PI3K/AKT/

mTOR信号通路激活相关，这可能为肺腺癌的靶向

治疗和药物研发开拓新思路。本研究的不足之处是

缺少肺腺癌组织和相关体内研究实验，此外研究发

展机制相对单一，有待后续深入研究。
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