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IKBKE调节Hippo-YAP信号通路对胰腺癌细胞

增殖、迁移和侵袭的影响
张振亮1*  郝净2  赵兴龙3  马广军1  徐博1

(1邢台市人民医院胰胆外科, 邢台 054000; 2邢台市人民医院肝胆外科, 邢台 054000; 
3陆军第82集团军医院烧伤整形肿瘤外科, 保定 071000)

摘要      该文旨在探讨核因子kappa B激酶亚基epsilon的抑制剂(IKBKE)是否可通过调节Hippo-
Yes相关蛋白(YAP)信号通路来影响胰腺癌细胞增殖、迁移和侵袭。收集胰腺癌组织和癌旁组织, 免
疫组化检测 IKBKE表达情况 , 并分析其表达水平与患者临床病理特征的关系。qRT-PCR检测胰腺

导管上皮细胞和胰腺癌细胞中IKBKE基因的表达水平 ; 将胰腺癌SW1990细胞分为control组、si-NC
组、si-IKBKE组、si-IKBKE+TDI-011536(Hippo-YAP信号通路抑制剂 )组、Verteporfin组 (Hippo-YAP
信号通路激活剂 ); qRT-PCR检测各组细胞中 IKBKE基因表达水平 ; MTT法、EdU染色检测细胞增殖

情况 ; 细胞划痕实验检测细胞迁移情况 ; Transwell检测细胞侵袭情况 ; 流式细胞术检测细胞凋亡率 ; 
Western blot检测细胞中E-钙黏蛋白(E-cadherin)、N-钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(vimentin)、切

割型胱天蛋白酶-3(cleaved caspase-3)、增殖细胞核抗原(PCNA)、IKBKE、YAP、TAZ、p-YAP、p-TAZ、
TEA结构域转录因子2(TEAD2)、酪氨酸蛋白激酶受体(Axl)、c-myc、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2
相关X蛋白(Bax)的表达水平。IKBKE在胰腺癌组织中高表达, 其表达水平与肿瘤大小、淋巴结转移、

分化程度呈正相关(P<0.05)。与胰腺导管上皮细胞相比 , 几种胰腺癌细胞中 IKBKE mRNA表达水平

均升高(P<0.05); 与control组和si-NC组相比, si-IKBKE组和Verteporfin组SW1990细胞D490值、增殖率、

划痕愈合率与细胞侵袭数, vimentin、N-cadherin、PCNA、Bcl-2、YAP、TAZ、TEAD2、Axl、c-myc
蛋白表达水平下降 , cleaved caspase-3、E-cadherin、Bax、p-TAZ、p-YAP蛋白表达水平及凋亡率

增加 (P<0.05), si-IKBKE组 IKBKE mRNA和 IKBKE蛋白表达水平降低 (P<0.05), Verteporfin组 IKBKE 
mRNA和IKBKE蛋白表达差异无统计学意义(P>0.05); 与si-IKBKE组相比 , si-IKBKE+TDI-011536组
SW1990细胞D490值、增殖率、细胞侵袭数、划痕愈合率和vimentin、N-cadherin、PCNA、Bcl-2、
YAP、TAZ、TEAD2、Axl、c-myc蛋白表达水平增加, cleaved caspase-3、E-cadherin、Bax、p-TAZ、p-YAP
蛋白表达水平和凋亡率下降 (P<0.05), IKBKE表达差异无统计学意义 (P>0.05), Verteporfin组 IKBKE 
mRNA和 IKBKE蛋白表达上调 (P<0.05), 其余指标均无统计学意义 (P>0.05)。下调 IKBKE表达可能

通过上调Hippo-YAP信号通路降低胰腺癌细胞的侵袭、迁移和增殖能力。
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Abstract       This study aims to investigate whether IKBKE (inhibitor of nuclear factor kappa B kinase sub-
unit epsilon) can regulate Hippo-YAP (Yes-associated protein) signaling pathway to affect the proliferation, mi-
gration and invasion of pancreatic cancer cells. Pancreatic cancer and paracancer tissues were collected, IKBKE 
expression was detected by immunohistochemistry, and the relationship between IKBKE expression and clinico-
pathological features of patients was analyzed. The expression of IKBKE gene in pancreatic duct epithelial cells 
and pancreatic cancer cells was detected by qRT-PCR. Pancreatic cancer SW1990 cells were grouped into control 
group, si-NC group, si-IKBKE group, si-IKBKE+TDI-011536 (Hippo-YAP signaling pathway inhibitor) group, 
and Verteporfin group (Hippo-YAP signaling pathway activator). qRT-PCR was used to detect the expression level 
of IKBKE mRNA in each group. MTT assay and EdU staining were used to detect cell proliferation. Cell scratch 
assay was used to detect cell migration. Transwell was used to detect cell invasion. Flow cytometry was used to 
detect the apoptosis rate of cells. The expression levels of E-cadherin, N-cadherin, vimentin, cleaved caspase-3, 
PCNA (proliferating cell nuclear antigen), IKBKE, YAP, TAZ, p-YAP, p-TAZ, TEAD2 (TEA domain transcription 
factor 2), Axl (tyrosine protein kinase receptor), c-myc, Bcl-2 (B-cell lymphoblastoma-2), Bax (Bcl-2 associated X 
protein) proteins in cells were detected by Western blot. IKBKE was highly expressed in pancreatic cancer tissues, 
and its expression was positively correlated with tumor diameter, lymph node metastasis and differentiated status 
(P<0.05). Compared with pancreatic duct epithelial cells, the expression of IKBKE mRNA in several pancreatic 
cancer cells increased (P<0.05). Compared with the control group and si-NC group, the D490 (24 h, 48 h) values of 
SW1990 cells, proliferation rate, scratch healing rate, the number of cell invasions, and the expression levels of N-
cadherin, vimentin, PCNA, Bcl-2, YAP, TAZ, TEAD2, Axl, and c-myc proteins were decreased in the si-IKBKE 
group and Verteporfin group, the apoptosis rate, and the expression levels of E-cadherin, cleaved caspase-3, Bax, p-
YAP, and p-TAZ proteins were increased (P<0.05), the expression of IKBKE mRNA and IKBKE protein in the si-
IKBKE group decreased (P<0.05), while there was no statistically significant difference in the expression of IKBKE 
mRNA and IKBKE protein in the Verteporfin group (P>0.05). Compared with the si-IKBKE group, the D490 (24 h, 
48 h) values of SW1990 cells, proliferation rate, scratch healing rate, the number of cell invasions, and the expres-
sion levels of N-cadherin, vimentin, PCNA, Bcl-2, YAP, TAZ, TEAD2, Axl, and c-myc proteins were increased in 
the si-IKBKE+TDI-011536 group, the apoptosis rate, and the expression levels of E-cadherin, cleaved caspase-3, 
Bax, p-YAP, and p-TAZ proteins were reduced (P<0.05), the expression of IKBKE protein showed no statistical 
significance (P>0.05), the expression levels of IKBKE mRNA and IKBKE protein in SW1990 cells of Verteporfin 
group were increased (P<0.05), the other indexes were not statistically significant (P>0.05). Downregulation of IK-
BKE expression may decrease the invasion, migration and proliferation of pancreatic cancer cells by up-regulating 
Hippo-YAP signaling pathway.

Keywords       IKBKE; Hippo-YAP signaling pathway; pancreatic cancer; proliferation; migration; invasion

胰腺癌是一种胃肠道恶性肿瘤 , 是最具侵袭性

的癌症之一 , 总体五年生存率低于10%, 胰腺癌的发

病机制尚不清楚 , 其可能与吸烟、饮酒、肥胖、糖

尿病、慢性胰腺炎等有关[1]。近年来, 虽然针对胰腺

癌的研究有很大进展 , 但其发病率和死亡率仍呈现

上升趋势 , 主要原因是由于其早期缺乏特异性症状 , 
诊断困难 , 导致大多数患者诊断为晚期高转移和弥

漫性恶性腹膜间皮瘤[2]。目前, 胰腺癌的主要治疗方

法是手术切除, 再配合化疗、放疗等辅助手段, 但也

只有20%的患者适合手术切除 , 且切除的患者也有

很高的复发风险[3]。随着分子生物学的发展, 新兴分

子靶向疗法通过调控致癌基因的表达为癌症患者提

供了新的治疗方向。核因子kappa B激酶亚基epsilon
的抑制剂 (inhibitor of nuclear factor kappa B kinase 
subunit epsilon, IKBKE)是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白

激酶 , 研究显示其对肿瘤的发生发展有关键调控作

用 [4]。据报道 , IKBKE在胰腺癌组织中高表达 , 其表

达与分化程度呈负相关 , 也可影响患者的总生存期 ; 
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细胞实验发现 IKBKE可促进胰腺癌细胞增殖、迁移

和侵袭[5], 而沉默IKBKE表达可抑制胶质母细胞瘤生

长和血管生成[6]。IKBKE可促进肿瘤细胞活性, 但其

具体调控机制尚不明确。Hippo-Yes相关蛋白(Yes-
associated protein, YAP)信号通路是一条丝氨酸激酶

级联通路 , YAP是Hippo信号通路的主要效应因子 , 
具有PDZ结合基序的转录共激活因子 (transcriptional 
co-activator with PDZ-binding motif, TAZ)是YAP的
下游信号分子 , 研究显示 , 激活Hippo通路可抑制胰

腺癌上皮–间质转化 (epithelial-mesenchymal transi-
tion, EMT), 促进细胞凋亡 [1]。据报道 , IKBKE抑制

剂CYT387在体外通过激活Hippo通路抑制胶质母细

胞瘤恶性进展 , 且敲低 IKBKE可抑制前列腺癌增殖

和迁移 , 并通过Hippo通路降低雄激素受体水平 [7-8]。

IKBKE是否可通过影响Hippo-YAP信号通路来影响

胰腺癌生物学进展尚不清楚 , 故本文探讨 IKBKE对
胰腺癌细胞迁移、增殖等恶性生物学行为的影响 , 
并进一步分析其与Hippo-YAP信号通路的作用关系。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   组织收集      从2020年6月1日至2024年6月1
日在邢台市人民医院接受胰腺手术切除的患者中获

得了63例人胰腺癌组织和相应的癌旁组织。收集胰

腺癌患者的临床病理资料 , 包括性别、肿瘤位置、

年龄、肿瘤大小、淋巴结转移情况、远处转移情况

和病理分级。入组标准为: 初诊为胰腺导管腺癌; 无
慢性感染 ; 无类风湿自身免疫性疾病 ; 无严重的心

脏、肝脏或肾功能不全。邢台市人民医院临床研究

伦理委员会批准了这项研究, 审批号: 2020[041]。入

组患者均签署知情同意书。

1.1.2   实验细胞       人正常胰腺导管上皮细胞

HPNE和人胰腺癌细胞PANC-1、SW1990、AsPC-1、
BxPC-3均购自湖南丰晖生物科技有限公司。

1.1.3   主要试剂      Hippo-YAP信号通路抑制剂TDI-
011536和Hippo-YAP信号通路激活剂Verteporfin购
自美国MCE公司 ; si-NC和 si-IKBKE质粒购自上海

吉凯基因医学科技有限公司 ; BCA试剂盒、qRT-
PCR试剂盒和总RNA提取试剂盒购自北京柏奥易

思生物科技有限公司 ; MTT试剂盒、Transwell小室

和细胞凋亡检测试剂盒购自上海镜像绮点细胞技

术有限公司 ; E-钙黏蛋白 (E-cadherin)、N-钙黏蛋白

(N-cadherin)、波形蛋白 (vimentin)、切割型胱天蛋

白酶 -3(cleaved caspase-3)、增殖细胞核抗原 (prolif-
erating cell nuclear antigen, PCNA)、IKBKE、YAP、
TAZ、p-YAP、p-TAZ、TEA结构域转录因子2(TEA 
domain transcription factor 2, TEAD2)、酪氨酸蛋

白激酶受体 (tyrosine protein kinase receptor, Axl)、
c-myc、B淋巴细胞瘤 -2(B-cell lymphoma-2, Bcl-2)、
Bcl-2相关X蛋白 (Bcl-2 associated X protein, Bax)、
β-actin抗体购自英国Abcam公司 ; FlexStation多功能

酶标仪购自上海美谷分子仪器有限公司 ; SLan-96S
荧光定量PCR仪江苏晶创生物科技有限公司。

1.2   实验方法

1.2.1   免疫组化 (IHC)检测 IKBKE表达情况      胰
腺癌组织和癌旁组织用 4%多聚甲醛室温固定 , 
梯度酒精(70%→80%→90%→95%→100%)脱
水 ,  石蜡包埋。包埋的组织切片用阶梯式酒精

(100%→95%→85%→70%)再水化。切片用 IKBKE一
抗 和二抗(250׃1) 。分别在室温下孵育2 h和1 h(500׃1)
显微镜下观察切片染色情况。两名病理学家独立采

用盲法进行IHC评分。IHC评分在0到3之间, 0、1、2、
3分分别为 : 无染色 (−)、弱染色 (+)、中度染色 (++)、
强染色(+++)。
1.2.2   IKBKE基因表达检测      采用总RNA提取试剂

盒提取胰腺导管上皮细胞和胰腺癌细胞的总RNA, 按
试剂盒说明书操作。然后将RNA逆转录为cDNA, 逆
转录条件为 : 42 °C逆转录60 min, 72 °C灭活酶5 min, 
4 °C终止反应。荧光定量PCR(qRT-PCR)扩增cDNA, 
计算 IKBKE mRNA的相对表达量 (2–ΔΔCt方法 )。荧光

定量PCR反应条件: 95 °C预变性5 min; 95 °C变性30 s, 
58 °C退火30 s, 72 °C延伸5 min, 40个循环。IKBKE引
物 : 正向5ʹ-TGC GTG CAG AAG TAT CAA GC-3ʹ, 反
向5ʹ-TAC AGG CAG CCA CAG AAC AG-3ʹ; GAPDH: 
正向5ʹ-TGC CAT CAC CAT CTT CCA-3ʹ, 反向5ʹ-CAT 
CAC GCC ACA GTT TCC-3ʹ。
1.2.3   细胞培养与分组处理      SW1990细胞置于含

1%双抗、10%胎牛血清的DMEM培养基 , 在37 °C、
5% CO2培养箱中培养。在对数期SW1990细胞中分

别转染 si-IKBKE#1(5ʹ-AGA UGA ACU UCA UCU 
ACA A-3ʹ)、si-IKBKE#2(5ʹ-GGU GAA UUU CAG 
UCA UUU A-3ʹ)、si-IKBKE#3(5ʹ-CCA CAG ACA 
GAA AGC AUA A-3ʹ)及阴性对照 si-NC(5ʹ-ACG 
UGA CAC GUU CGG AGA A-3ʹ), 通过qRT-PCR法
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检测 IKBKE mRNA水平以筛选后续实验使用的 si-
IKBKE。将对数期SW1990细胞分为control组 (正常

培养 )、si-NC组 (转染 si-NC)、si-IKBKE组 (转染 si-
IKBKE)、si-IKBKE+TDI-011536(转染si-IKBKE的同

时用3 μmol/L的TDI-011536干预48 h[9])组、Verte-
porfin组(5 μmol/L的Verteporfin[10-11]处理48 h)。细胞

贴壁后用Lipofectamine 2000试剂分别将对应质粒转

染到SW1990细胞中 , 37 °C、5% CO2下培养48 h后
进行后续实验。TDI-011536和Verteporfin浓度和作

用时间是依据参考文献 [9-11]和前期预实验结果确

定的。采用qRT-PCR法检测 IKBKE mRNA水平 , 以
鉴定si-IKBKE的转染效率, 具体方法见1.2.2。
1.2.4   MTT法、EdU染色检测细胞增殖情况      将
SW1990细胞接种于48孔板(5×104个/孔), 37 °C、5% 
CO2下培养24 h后, 按1.2.3分组方法处理细胞。继续

培养24 h、48 h后各加入10 μL MTT溶液, 4 h后添加

150 μL DMSO溶液 , 利用酶标仪测定490 nm波长处

的吸光度(D)值。

将SW1990细胞接种于96孔板(1×104个/孔), 37 °C、
5% CO2下培养24 h后, 按1.2.3分组方法处理细胞, 继续

培养48 h, 添加EdU, 37 °C孵育2 h, 添加DAPI染色, 拍
照 , ImageJ软件分析细胞阳性染色数量。细胞增殖率

=[EdU阳性细胞数/总细胞数]×100%。

1.2.5   划痕实验测定细胞迁移情况      收集各组

SW1990细胞 , 并将其制成细胞悬液 (1×105个 /mL), 
接种于6孔板, 每孔2 mL, 培养至融合率约90%时, 用
无菌枪头对细胞层进行划痕 , 测量划痕宽度 , PBS洗
去不贴壁的细胞, 更换无血清培养基, 24 h后测量划

痕宽度, 计算细胞迁移率。细胞迁移率=[(0 h划痕宽

度–24 h后划痕宽度)/0 h划痕宽度]×100%。

1.2.6   Transwell实验测定细胞侵袭情况      将经过

1.2.3处理的各组细胞用无血清培养基重悬 , 将5×104

个细胞接种到含基质胶的Transwell上室中 , 下室添

加600 μL完全培养基。37 °C孵育24 h后 , 细胞用多

聚甲醛室温固定, 并在室温下用结晶紫染色, 拍照计

数。

1.2.7   流式细胞术分析细胞凋亡情况      SW1990细
胞用Lipofectamine 2000试剂转染48 h后 , 收集细胞 , 
用结合缓冲液重悬 , 用Annexin V-FITC与PI在室温

避光条件下对细胞进行双重染色。采用流式细胞仪

分析凋亡细胞的百分比。

1.2.8   Western blot检测蛋白表达情况      使用RIPA
裂解液提取各组SW1990细胞总蛋白质, 并采用BCA
法对蛋白进行定量 , 将20 μg蛋白热变性后电泳 , 转
膜, 室温封闭2 h后加入兔抗E-cadherin、N-cadherin、
vimentin、cleaved caspase-3、PCNA、IKBKE、
YAP、TAZ、p-YAP、p-TAZ、TEAD2、Axl、c-myc、
Bax、Bcl-2、β-actin一抗(1000 1׃), 摇床4 °C过夜, 二
抗(1000 5׃)室温孵育2 h, ECL显色, 用Image-Pro Plus
分析蛋白灰度值。蛋白相对表达水平以目的蛋白与

内参蛋白灰度值之比表示。

1.3   统计分析

所有数据均以平均数±标准差 (x
_
±s)表示。采用

Graphpad Prism 8.0.1软件进行统计学分析并进行柱

状图制作。采用卡方检验分析癌组织与癌旁组织

中 IKBKE表达差异以及 IKBKE表达水平与胰腺癌

患者临床病理特征的相关性。多组间差异比较采

用单因素方差分析 , 进一步两两比较行SNK-q检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   IKBKE蛋白在胰腺癌组织中的表达

免疫组化结果显示 , IKBKE在胰腺癌组织的导

管中有不同程度的表达(图1)。根据IHC评分将胰腺

癌组织分为低表达组 (−、+、++)和高表达组 (+++)。
如表1所示, 胰腺癌组织中IKBKE的表达水平显著高

图1   IKBKE在癌旁组织及胰腺癌低、高表达组的免疫组化图

Fig.1   Immunohistochemical images of IKBKE in paracancer tissues and low and high expression groups of pancreatic cancer

50 μm 50 μm 50 μm

Paracancer tissue Low expression High expression
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于癌旁组织(P<0.05)。表2显示 , IKBKE在胰腺癌组

织中的表达水平与肿瘤大小、淋巴结转移、分化程

度呈正相关 (P<0.05)。除此之外 , 结果显示两组在

年龄、性别、肿瘤位置或远处转移方面无显著差异

(P>0.05)。
2.2   IKBKE mRNA在胰腺癌细胞中的表达

图 2显示 , 胰腺癌细胞系 PANC-1、SW1990、
AsPC-1、BxPC-3中 IKBKE mRNA表达水平高于

HPNE细胞 (P<0.05)。以变化最显著的SW1990细胞

为后续探究细胞。

2.3   各组SW1990细胞中IKBKE mRNA表达比较

为了进一步确定 IKBKE异常表达与胰腺癌发

病的关系 , 本研究选择了3个不同特异性的siRNA干

扰片段 (si-IKBKE#1、si-IKBKE#2、si-IKBKE#3)在
SW1990细胞中进行IKBKE敲低。qRT-PCR结果显示, 
3个siRNA干扰片段均能下调IKBKE mRNA表达, 其
中 si-IKBKE#1的下调作用最显著 , 因此 si-IKBKE#1
被用于进一步的实验 , 后续成为si-IKBKE(图3)。接

着通过 qRT-PCR检测各组细胞 IKBKE mRNA表达

情况 , 结果显示 , si-IKBKE组SW1990细胞 IKBKE 
mRNA表达水平低于 control组和 si-NC组 (P<0.05); 
si-IKBKE+TDI-011536组SW1990细胞IKBKE mRNA
表达水平与si-IKBKE组差异无统计学意义(P>0.05); 
Verteporfin组SW1990细胞IKBKE mRNA表达水平高

于si-IKBKE组(P<0.05), 相较于control组差异无统计

学意义(P>0.05)(图3)。

表1   IKBKE在胰腺癌组织和癌旁组织中的表达情况

Table 1   Expression of IKBKE in pancreatic and paracancer tissues
组织

Tissues
低表达样本数

Number of samples with 
low expression

高表达样本数

Number of samples with 
high expression

c2 P

Paracancer tissue 42 21 7.208 0.007

Pancreatic cancer tissue 27 36

表2   IKBKE在胰腺癌组织中的表达与临床病理特征的关系

Table 2   Relationship between IKBKE expression in pancreatic cancer tissue and clinicopathological features
临床病理特征

Clinicopathological features
总样本数

Total number of 
samples

低表达样本数

Number of samples with low 
expression

高表达样本数

Number of samples with high 
expression

c2 P

Age (years)

  <70 40 16 24 0.365 0.546

 ≥70 23 11 12

Location

  Head, neck 36 13 23 1.561 0.212

  Body, tail 27 14 13

Sex

  Male 48 23 25 1.329 0.249

  Female 15   4 11

Tumor size

 ≤3 cm 31 18 13 5.763 0.016

  >3 cm 32   9 23

Lymph node metastasis

  No 42 22 20 4.667 0.031

  Yes 21   5 16

Distant metastasis

  No 53 23 30 0.040 0.842

  Yes 10   4   6

Pathologic grade

  Poor 28   7 21 6.563 0.010

  Intermediate+high 35 20 15
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2.4   各组SW1990细胞增殖活力比较

MTT和 EdU实验结果显示 ,  si-IKBKE组和

Verteporfin组 SW1990细胞D490(24 h、48 h)值和

增殖率低于 control组和 si-NC组 (P<0.05); 与 si-
IKBKE组相比 , si-IKBKE+TDI-011536组SW1990
细胞D490(24 h、48 h)值和增殖率升高 , Verteporfin
组SW1990细胞D490值和增殖率差异均无统计学意

义(P>0.05)(图4)。
2.5   各组SW1990细胞迁移和侵袭能力比较

划痕实验和Transwell小室实验结果显示, si-IK-
BKE组和Verteporfin组SW1990细胞划痕愈合率与侵

袭数低于control组和 si-NC组 (P<0.05); 与 si-IKBKE
组相比 , si-IKBKE+TDI-011536组SW1990细胞划痕

愈合率与侵袭数升高 , Verteporfin组SW1990细胞划

痕愈合率与侵袭数差异无统计学意义 (P>0.05)(图5
和图6)。
2.6   各组SW1990细胞凋亡率比较

si-IKBKE组和Verteporfin组SW1990细胞凋亡

率高于control组和 si-NC组 (P<0.05); 与 si-IKBKE组
相比 , si-IKBKE+TDI-011536组SW1990细胞凋亡率

降低 , Verteporfin组SW1990细胞凋亡率差异无统计

学意义(P>0.05)(图7)。

n=6; *P<0.05, 与HPNE细胞相比。

n=6; *P<0.05 compared with HPNE cells.
图2   IKBKE mRNA在胰腺导管上皮细胞和胰腺癌细胞中的表达情况

Fig.2  IKBKE mRNA expression in pancreatic ductal epithelial cells and pancreatic cancer cells
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图3   IKBKE mRNA在各组SW1990细胞中的表达情况

Fig.3   IKBKE mRNA expression in SW1990 cells of each group
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图4   各组SW1990细胞D490和增殖率比较

Fig.4   Comparison of D490 and proliferation rate of SW1990 cells in each group
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n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图5   划痕实验检测各组SW1990细胞划痕愈合率

Fig.5   The scratch healing rate of SW1990 cells in each group was measured by scratch test

2.7   各组SW1990细胞N-cadherin、E-cadherin、
vimentin蛋白表达情况

图 8显示 ,  相较于 control组和 si-NC组 ,  si-

IKBKE组和Verteporfin组E-cadherin表达上调 , N-
cadherin和 vimentin表达下调 (P<0.05); 相较于 si-
IKBKE组 , si-IKBKE+TDI-011536组E-cadherin表
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达下调 , N-cadherin和 vimentin表达上调 (P<0.05), 
Ver teporf in组各蛋白表达差异均无统计学意义

(P>0.05)。
2.8   各组SW1990细胞增殖、凋亡及通路相关蛋

白表达

si-IKBKE组和 Verteporfin组 SW1990细胞

cleaved caspase-3、Bax、p-YAP、p-TAZ蛋白表达

水平高于control组和si-NC组, PCNA、IKBKE、Bcl-

2、YAP、TAZ、TEAD2、Axl、c-myc蛋白表达水

平低于control组和 si-NC组 (P<0.05); 与 si-IKBKE组
相比 , si-IKBKE+TDI-011536组SW1990细胞cleaved 
caspase-3、Bax、p-YAP、p-TAZ蛋白表达水平降低, 
PCNA、Bcl-2、YAP、TAZ、TEAD2、Axl、c-myc
蛋白表达水平升高 (P<0.05), IKBKE蛋白表达差异

无统计学意义 (P>0.05), Verteporfin组SW1990细胞

cleaved caspase-3、Bax、PCNA、p-YAP、p-TAZ、
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n=6; *P<0.05, 与control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-IKBKE组相比。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图6   Transwell小室检测各组SW1990细胞侵袭数

Fig.6   The number of SW1990 cell invasion in each group was measured by Transwell chamber

n=6; *P<0.05, 与control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-IKBKE组相比。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图7   各组SW1990细胞凋亡率比较

Fig.7   Comparison of apoptosis rate of SW1990 cells in each group
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YAP、TAZ、TEAD2、Axl、c-myc蛋白表达水平差

异无统计学意义 (P>0.05), IKBKE蛋白表达水平升

高(P<0.05)(图9~图11)。

3   讨论
胰腺癌是一种致命性极强的癌症 , 具有高转移

和高侵袭特性, 导致发病率和死亡率居高不下, 总体

n=6; *P<0.05, 与control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-IKBKE组相比。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图8   各组SW1990胞中N-cadherin、E-cadherin、vimentin蛋白表达比较

Fig.8   Comparison of protein expression of N-cadherin, E-cadherin and vimentin in SW1990 cells of each group
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n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图9   各组SW1990细胞PCNA、cleaved caspase-3、IKBKE、Bax、Bcl-2蛋白表达情况

Fig.9   Protein expression of PCNA, cleaved caspase-3, IKBKE, Bax, and Bcl-2 in SW1990 cells of each group
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图10   各组SW1990细胞中YAP、TAZ、p-YAP、p-TAZ蛋白表达比较

Fig.10   Comparison of protein expression of YAP, TAZ, p-YAP and p-TAZ in SW1990 cells of each group
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生存率和五年生存率较低 [12]。目前胰腺癌的发病机

制尚不完全清楚 , 针对中晚期患者也无较好的治疗

方式, 因此探究胰腺癌的发病机制, 从分子水平治疗

胰腺癌可能是治疗胰腺癌的方向 [13]。IKBKE属于非

经典IκB激酶, 研究表明IKBKE可促进不同肿瘤细胞

的生长、增殖、侵袭和耐药性 [14]。XIE等 [15]研究表

明降低IKBKE表达水平可抑制乳腺癌细胞转移和侵

袭。CHALLA等[16]研究表明抑制IKBKE表达可诱导

胰腺癌细胞凋亡 , 并抑制肿瘤生长和转移。本研究

结果显示, IKBKE在胰腺癌组织和细胞中高表达, 与
其在肝癌 [17]、肾细胞癌 [18]、胶质瘤 [19]中的表达趋势

抑制, 表明IKBKE作为癌基因参与胰腺癌的发展, 提
示 IKBKE可能在不同类型的肿瘤进展中发挥相同的

促癌作用。本研究使用卡方检验分析胰腺癌患者的

临床病理数据 , 发现 IKBKE表达与侵袭性临床病理

特征 (包括肿瘤大小、淋巴结转移和分化程度 )呈正

相关。临床病理数据显示 , IKBKE在胰腺癌增殖、

转移和侵袭中起重要作用。

EMT是使上皮细胞向间充质细胞转化的过程 , 
可提高癌细胞的迁移和侵袭能力。研究显示 , EMT
标志蛋白包括N-cadherin、E-cadherin和 vimentin, 
其中 , N-cadherin可促进上皮–间质细胞的迁移 , E-
cadherin可维持细胞间黏附 , vimentin为间质细胞特

异性蛋白 , 可加快细胞迁移 [20]。本实验发现 , 沉默

IKBKE可降低N-cadherin和vimentin表达水平 , 增加

E-cadherin表达水平 , 进一步通过细胞划痕实验和侵

袭实验证实下调IKBKE表达可通过抑制EMT进程进

n=6; *P<0.05, 与control组相比; #P<0.05, 与si-NC组相比; &P<0.05, 与si-IKBKE组相比。

n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with si-NC group; &P<0.05 compared with si-IKBKE group.
图11   各组SW1990细胞中TEAD2、Axl、c-myc蛋白表达比较

Fig.11   Comparison of protein expression of TEAD2, Axl and c-myc in SW1990 cells of each group
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而抑制SW1990细胞迁移和侵袭。癌细胞增殖能力

强且不易凋亡, 这使得癌症进展迅速, 进而危及患者

生命。PCNA为细胞核增殖抗原 , 在癌细胞中高表

达 , 可促进癌细胞增殖 , 是细胞增殖的标志蛋白 [21]; 
cleaved caspase-3作为一种凋亡相关蛋白 , 可启动凋

亡程序 , 提高凋亡蛋白表达水平 , 加快细胞凋亡 [22]。

本实验中, 沉默IKBKE可下调PCNA、Bcl-2表达, 上
调 cleaved caspase-3、Bax表达 , 进一步经增殖和凋

亡实验表明沉默IKBKE可诱导SW1990细胞凋亡, 抑
制增殖。以上结果提示 , 沉默 IKBKE可通过调控增

殖、凋亡相关蛋白表达阻滞SW1990细胞恶性生物

学行为。有研究显示 , 包封 IKBKE siRNA的脂质纳

米颗粒可在体内抑制胰腺癌细胞增殖 , 抑制肿瘤生

长[23], 本文的细胞实验结果与其对应, 表明IKBKE具
有治疗胰腺癌的潜力 , 未来可能被开发为治疗胰腺

癌的靶向药物。

大量研究显示 , Hippo-YAP信号通路与癌症的

发生发展有关 , 磷酸化的 YAP一般存在于细胞质

中 , 而未磷酸化的YAP可进入细胞核 , 参与调控核

内靶基因转录和翻译 , 进而调控细胞功能 [24]。激活

Hippo-YAP信号通路可阻滞结肠癌进展 [22], 诱导胰

腺癌细胞凋亡并抑制其增殖和EMT[25]。本研究发

现, 与control组和si-NC组相比, 下调IKBKE表达后p-
YAP、p-TAZ蛋白表达水平升高 , YAP及下游转录因

子TEAD2、Axl、c-myc蛋白表达水平下降 , Hippo-
YAP信号通路被激活 , 与既往的研究结果 [26-27]一致 , 
提示沉默 IKBKE可能通过促进YAP磷酸化 , 抑制
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YAP易位至细胞核 , 从而抑制胰腺癌进展。为进一

步验证Hippo-YAP信号通路是否参与调控SW1990
细胞生物学活性 , 本研究用Hippo-YAP信号通路激

活剂Verteporfin进行干预, 结果显示, Verteporfin可抑

制SW1990细胞恶性生物学行为 , 抑制效果与下调

IKBKE表达处于同一水平。Verteporfin是YAP抑制剂, 
其在抑制YAP表达的同时能够增加cleaved caspase-3
表达 [28]。为进一步验证 IKBKE作用靶点 , 本研究在

下调 IKBKE表达的同时用Hippo-YAP信号通路抑制

剂TDI-011536进行干预, 结果显示, TDI-011536可降

低下调 IKBKE表达对SW1990细胞的抑制作用。综

合以上结果得出结论 , 下调 IKBKE表达可抑制胰

腺癌细胞的恶性生物学行为 , 这可能与激活Hippo-
YAP信号通路有关。既往研究显示 , 敲低 IKBKE通
过抑制YAP1及下游CTGF、CYR61蛋白表达来激活

Hippo-YAP信号通路 , 进而抑制胶质瘤进展 [29]。与

此不同的是 , 本研究关注的是胰腺癌细胞 , 同时本

研究检测的通路因子也有所不同 , 除了YAP外 , 还
有TAZ及下游转录因子TEAD2、Axl、c-myc, 通过

Western blot检测和回复实验证实在胰腺癌细胞中敲

低IKBKE可激活Hippo-YAP信号通路, 进而抑制细胞

的恶性生物学行为。

综上所述 , 下调 IKBKE表达可抑制胰腺癌细胞

迁移、侵袭和增殖 , 其机制可能与激活Hippo-YAP
信号通路有关。然而 , 本研究仅在一株细胞系中进

行功能验证, 且机制研究较为浅显, 缺乏TDI-011536
的单独作用研究和体内实验验证 , 未来将在多个细

胞系和动物实验中深入探究 IKBKE调节胰腺癌进展

的分子机制。
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