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АННЕКСИН A8 РЕГУЛИРУЕТ ПРОЛИФЕРАЦИЮ КЛЕТОК 
НЕМЕЛКОКЛЕТОЧНОГО РАКА ЛЕГКОГО ЧЕЛОВЕКА ЛИНИИ A549

ЗА СЧЕТ РЕГУЛЯЦИИ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ EGFR-Akt-mTOR1
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Аннексин A8 (ANXA8), входящий в состав семейства аннексинов, участвует в регуляции многих
процессов в раковых клетках, включая пролиферацию, метастазирование и воспаление. Однако
роль ANXA8 в развитии рака легкого в настоящее время недостаточно изучена. Ранее по данным
транскриптомного анализа мы установили пониженную экспрессию мРНК ANXA8 при обработке
клеток немелкоклеточного рака легкого человека линии A549 аналогом куркумина (MHMD). Те-
перь, используя количественную ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР) и иммуноблотинг, мы
продолжили исследование экспрессии ANXA8 в клетках A549 и сравнили ее с экспрессией в клетках
нормального легочного эпителия человека (линия BE-AS-2B). Индукция сверхэкспрессии ANXA8 с
помощью плазмиды pEGFP-ANXA8 способствовала пролиферации и миграции клеток A549. Более
того, в клетках со сверхэкспрессией ANXA8 зарегистрировано повышенное содержание циклина E1 ‒
белка клеточного цикла. Нокдаун ANXA8 с помощью РНК-интерференции приводил к снижению
жизнеспособности клеток A549 и ограничению их миграционной подвижности. Экспрессия основ-
ных участников сигнального пути рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), таких как PI3K,
Akt, mTOR, p70S6K и 4EBP1, также изменялась при нокдауне или сверхэкспрессии ANXA8 в клетках
A549, что подтверждает участие ANXA8 в активации сигнального пути EGFR/Akt/mTOR. Результа-
ты проведенного исследования дают основания для дальнейшего изучения функциональной роли
ANXA8 в развитии рака легкого.
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Аннексины представляют собой семейство бел-
ков, вовлеченных в транспорт везикул, пролифера-
цию клеток, апоптоз и другие клеточные процессы
[1]. Суперсемейство аннексинов позвоночных со-
стоит из 12 высокогомологичных белков, вовле-
ченных в регуляцию множества физиологических
и патофизиологических процессов. Ранее проде-
монстрирован вклад некоторых аннексинов в
пролиферацию, инвазию и метастазирование
различных видов злокачественых опухолей. На-
пример, Sun и др. [2] обнаружили, что аннексин
А10 (ANXA10) способствует эпителиально-ме-
зенхимальному переходу и метастазированию вне-
печеночной холангиокарциномы за счет актива-
ции сигнального пути PLA2G4A/PGE2/STAT3.
Также повышенная экспрессия ANXA2 оказывала

влияние на пролиферацию, инвазию и миграцию
клеток колоректального рака за счет активации
STAT3 [3], тогда как подавление экспрессии
ANXA2 блокировало пролиферацию и метастази-
рование гепатомы [4]. Lima и др. [5] установили,
что ANXA1, который регулируется глюкокортико-
идами и обладает противовоспалительным дей-
ствием, по-видимому, является основной мише-
нью лекарств, индуцирующих образование cAMP и
cAMP-миметиков. Недавно показано, что ANXA1
может быть геном-мишенью гонадолиберина в
гонадотропных клетках LβT2 [6]. О разнообразии
функциональных свойств аннексинов можно су-
дить и по активными исследованиям ANXA6 и
ANXA7 [7‒9].

ANXA8, будучи важным членом семейства ан-
нексинов, оказывает влияние на несколько внут-
риклеточных сигнальных путей. Так, Jiang и др.1 Статья представлена авторами на английском языке.
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[10] обнаружили, что ANXA8 регулирует гомео-
стаз эндометрия свиней через сигнальный путь
Akt. Он также регулирует фенотип клеток пигмент-
ного эпителия сетчатки [11], а Heitzig и др. [12] под-
твердили, что ANXA8 способствует VEGF-A-инду-
цируемому разрастанию кровеносных сосудов в
эндотелиальных клетках. Ряд авторов указывает
на возможность использования ANXA8 как про-
гностического маркера при развитии рака яични-
ков [13] и метастазировании плоскоклеточного
рака полости рта в лимфатические узлы [14]. Так-
же обнаружена эктопическая экспрессия ANXA8
при раке поджелудочной железы [15].

Ранее в исследованиях, посвященных влиянию
синтетического аналога куркумина (MHDM) на
транскриптом клеток немелкоклеточного рака лег-
кого человека линии A549, мы обнаружили, что об-
работка MHDM индуцировала апоптоз клеток
A549 и снижение экспрессии гена ANXA8 [16, 17].
Однако детально роль ANXA8 в регуляции деления
и миграции клеток A549 мы не исследовали. Те-
перь мы подтвердили разницу в экспрессии
ANXA8 между клетками A549 и клетками нормаль-
ного человеческого эпителия линии BE-AS-2B.
Кроме того, используя технологии подавления
или индукции экспрессии гена ANXA8, мы изучи-
ли влияние этого аннексина на фенотип клеток
A549 (включая их жизнеспособность, скорость
миграции и содержание факторов, регулирующих
клеточный цикл).

Известно также, что ANXA8 может активиро-
вать сигнальный путь рецептора эпидермального
фактора роста (EGFR). Будучи участником се-
мейства мембранных тирозинкиназ и рецепторов
факторов роста, EGFR и его лиганды участвуют в
развитии многих видов рака, в особенности сó-
лидных опухолей [18]. В связи с этим их считают
потенциальными мишенями для онкотерапии.
Связывание лиганда с EGFR приводит к образова-
нию гомо- и гетеродимеров рецептора с последую-
щей активацией нижележащих сигнальных путей,
таких как PI3K/Akt, участвующих в пролиферации,
выживании и миграции клеток [19]. Интересно,
что ранее выявлена способность ANXA8 активиро-
вать фосфорилирование белка Akt [10]. Исходя из
этого, мы исследовали влияние сайленсинга и
сверхэкспрессии ANXA8 на активацию сигналь-
ного пути EGFR в клетках A549. Получены ре-
зультаты, на основании которых можно гово-
рить о важной роли ANXA8 в пролиферации кле-
ток A549 через активацию сигнального пути
EGFR/Akt/mTOR. Эти знания позволяют нам
приблизиться к пониманию механизма деления
клеток рака легкого, а также задуматься о прогно-
стическом и терапевтическом потенциале ANXA8.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клеточные линии и реагенты. MHDM был лю-

безно предоставлен Dr. Gangchun Sun (College of
Chemistry and Chemical Engineering, Henan Uni-
versity of Technology, Zhengzhou, Китай) [17]. Пер-
вичные поликлональные антитела: мышиные
против ANXA8, кроличьи против Akt и фосфори-
лированного (p) Akt ‒ были приобретены у ком-
пании “Sigma Aldrich” (“Merck”, Германия); мо-
ноклональные кроличьи антитела против mTOR,
p-mTOR, EGFR, p-EGFR, PI3K и p-PI3K, а также
мышиные моноклональные антитела против
циклина Е1 и поликлональные кроличьи антите-
ла против p70S6K, p-p70S6K, 4EBP1 и p-4EBP1 ‒
у “Cell Signaling Technology, Inc.” (США). Поли-
клональные антитела к GAPDH и тубулину при-
обретены соответственно у “Proteintech Group,
Inc.” и “Abbkine Scientific Co., Ltd.” (Китай).

Фрагмент гена ANXA8 синтезирован в компа-
нии “Sangon Biotech” (Китай), а малые интерфе-
рирующие РНК (siРНК), специфичные к мРНК
ANXA8, ‒ в компании “Shanghai GenePharma”
(Китай).

Клетки линии A549 немелкоклеточного рака
легкого человека культивировали в среде RPMI-
1640 (“Gibco”, “Thermo Fisher Scientific”, США) с
добавлением 10% фетальной сыворотки крупного
рогатого скота (FBS; “Zhengjiang Tianhang Bio-
technology”, Китай). Клетки линии BE-AS-2B
нормального бронхиального эпителия человека
культивировали в среде DMEM (“Beijing Solarbio
Science and Technology”, Китай). Все клетки куль-
тивировали при 37°C в инкубаторе с 5% CO2.

Конструирование рекомбинантных плазмид и
трансфекция. Рекомбинантный эукариотический
вектор pEGFP-ANXA8 сконструирован путем
клонирования в векторе pEGFP-N3 (“Clontech
Laboratories, Inc.”, США) полной открытой рам-
ки считывания ANXA8, используя соответствую-
щие праймеры (прямой 5'-GGCTCGAGAGATG-
GCCTG-3' и обратный 5'-TCGAATTCTCTGGG-
GTCGC-3') согласно стандартному протоколу.
ПЦР ставили по следующей программе: изначаль-
ное плавление 94°C в течение 5 мин, затем 35 цик-
лов: 30 с при 94°C, 30 с при 57°C и 30 с при 72°C; в
завершение проводили элонгацию при 72°C в те-
чение 7 мин. Продукты ПЦР анализировали с по-
мощью электрофореза в агарозном геле и визуа-
лизировали с помощью бромистого этидия.
Плазмиду pEGFP-ANXA8 и siРНК к ANXA8 вво-
дили в клетки A549 с помощью Lipofectamine 2000
(“Thermo Fisher Scientific”) согласно протоколу
производителя.

MTT-тест. После трансфекции плазмидой
pEGFP-ANXA8 или siРНК клетки линии A549
снимали с помощью трипсина и рассаживали в
96-луночные планшеты для анализа жизнеспо-
собности с помощью MTT-теста. Вкратце, 20 мкл
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MTT (5 мг/мл, “GEN-VIEW Scientific Inc.”, Ки-
тай) добавляли к клеткам и инкубировали в тем-
ноте 4 ч при 37°C. Далее культуральную среду пол-
ностью удаляли и добавляли к клеткам 100 мкл
DMSO. Оптическую плотность при 490 нм изме-
ряли на планшетном ридере (“BioTek Instru-
ments”, США). Выживаемость клеток считали по
следующей формуле: Жизнеспособность (%) =
= [A490(образца)/A490(контроля)] × 100 (n = 5).

Количественная ПЦР с обратной транскрипцией
(ОТ-ПЦР). Тотальную РНК из клеток A549,
трансфицированных плазмидой pEGFP-ANXA8,
и контрольных клеток выделяли по протоколу
производителя (“Sigma-Aldrich”). После получе-
ния кДНК на основе выделенной РНК (“Vazyme
Biotech”, Китай) проводили количественную
ПЦР (“Bio-Rad Laboratories”, США), используя
праймеры на ген ANXA8 (прямой праймер: 5'-TG-
GGACCCTGATAAGAAACAT-3', обратный прай-
мер: 5'-TCCTGGAGACTCTGGCTTCAT-3') по
следующей программе: 95°C в течение 5 мин, да-
лее 40 циклов: 30 с при 95°C, 30 с при 57°C и 30 с
при 72°C. Поглощение SYBR Green I в лунках из-
меряли в конце каждого цикла. Качество ПЦР-
продуктов оценивали по кривой плавления при
температурах 60‒95°C. В качестве эндогенного
контроля использовали GAPDH (прямой прай-
мер: 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTG-3' и обратный
праймер: 5'-CTCTTGTGCTCTTGCTGGG-3').
Уровень экспрессии гена ANXA8 считали относи-
тельно GAPDH по методу 2–ΔΔCq [20]. Образцы
анализировали в не менее чем в трех повторах.

Иммуноблотинг. Клетки собирали и лизирова-
ли для последующего выделения белка. Концен-
трацию белка определяли на микропланшетном
спектрофотометре (“BioTek Instruments”) по ме-
тоду Брэдфорда [21]. Далее белки разделяли с по-
мощью электрофореза в SDS-ПААГ и переносили
на PVDF-мембрану (“Sangon Biotech”). Сначала
мембраны инкубировали с первичными антитела-
ми, описанными выше. После трехкратной про-
мывки в буфере TBS: 0.05 М Трис-HCl (pH 7.6),
0.15 M NaCl ‒ с добавлением Tween 20 (TBST)
мембраны инкубировали со вторичными антите-
лами: козьими антикроличьими (“Beijing Solarbio
Science & Technology Co., Ltd.”, Китай) или анти-
мышиными (“Abbkine Scientific Co., Ltd.”), ‒
конъюгированными с пероксидазой хрена, и за-
тем проявляли с использованием набора En-
hanced Chemiluminescence Substrate kit (“Sangon
Biotech”). Для денситометрического анализа им-
муноблотинга использовали программу ImageJ
(1.44p) (https://imagej.nih.gov/ij/).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки A549 и
BE-AS-2B высевали на 6-луночные планшеты
(3 × 105 клеток/лунка). Клетки A549 обрабатыва-
ли MHDM (4 мкМ) в течение 48 ч. После фикса-
ции 4%-ным параформальдегидом в течение

10 мин при комнатной температуре клетки инку-
бировали с антителами к ANXA8 в течение 18 ч
при 4°C. После трехкратной отмывки с помощью
TBST клетки инкубировали со вторичными анти-
телами, конъюгированными с FITC, в течение
4 ч. Ядра клеток окрашивали Hoechst 33 342 в те-
чение 15 мин. После тщательной отмывки с TBST
клетки помещали в 50%-ный раствор глицерина
в PBS и анализировали на флуоресцентном мик-
роскопе Nikon TE2000-U (“Nikon Corporation”,
Япония).

Анализ миграции клеток. После трансфекции
клеток A549 в 6-луночном планшете плазмидой
pEGFP-ANXA8 (600 нг/лунка) или siРНК к
мРНК ANXA8 их высевали в верхнюю камеру си-
стемы Cepeda Transwell (“Corning”, США) и оце-
нивали скорость миграции в нижнюю камеру со
средой, содержащей 10% FBS. Через 24 и 48 ч ка-
меры извлекали, среду из лунок верхней камеры
удаляли и дважды промывали клетки PBS, после
чего их фиксировали метанолом в течение 30 мин.
В это время нижнюю камеру высушивали при
комнатной температуре. Далее в лунки добавляли
600 мкл 0.1%-ного раствора кристаллического
фиолетового на 15 мин, после чего планшет про-
мывали и оценивали миграцию клеток с помо-
щью микроскопа Nikon Eclipse TS100 (“Nikon
Corporation”).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных проводили с помощью теста Данне-
та (n ≥ 3) и представляли в виде среднего ± стан-
дартная ошибка среднего (SEM). Анализ прово-
дили с помощью программы IBM SPSS Statistics
22 (“IBM Corp.”). Значения *P < 0.05, **P < 0.01 и
***P < 0.001 отражают степень статистически до-
стоверных различий.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучение экспрессии ANXA8 в клетках A549

Ранее на основании данных транскриптомно-
го анализа нами был сделан вывод о повышенной
экспрессии ANXA8 в клетках A549, обработанных
MHMD, по сравнению с контрольными клетка-
ми [17]. По результатам проведенного нами те-
перь количественного анализа методом ПЦР в
реальном времени содержание мРНК ANXA8 в
клетках A549 оказалось в 60 раз больше, чем в
клетках линии BE-AS-2B нормального легкого
(рис. 1a), тогда как обработка MHMD (4 мкМ) че-
рез 48 ч приводила к снижению экспрессии гена
ANXA8 в клетках A549. В этой группе уровень экс-
прессии был всего в три раза выше по сравнению
с клетками BE-AS-2B. Более того, по данным им-
муноблотинга содержание белка ANXA8 было
также значительно выше в клетках A549 по срав-
нению с клетками BE-AS-2B (рис. 1б). По резуль-
татам иммунофлуоресцентного анализа, после
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инкубации с MHDM в клетках A549 снижался
флуоресцентный сигнал от ANXA8 (рис. 1в), что
вполне соответствовало данным транскриптомно-
го анализа. Учитывая предыдущие исследования, в
которых показана способность MHMD блокиро-
вать пролиферацию клеток A549 [16], мы предпо-
ложили, что ингибирующий эффект MHDM на
деление раковых клеток может быть связан со сни-
жением уровня экспрессии ANXA8.

Биологический эффект сверхэкспрессии ANXA8 
на клетки A549

Эффективность сверхэкспрессии ANXA8 при
трансфекции клеток A549 плазмидой pEGFP-

ANXA8 подтверждена с помощью иммунофлуо-
ресцентного анализа. В монослое клеток A549 на-
блюдали большое число зеленых, ANXA8-пози-
тивных, сигналов (рис. 2а). Эффективность транс-
фекции составила 70% ‒ уровень, достаточный
для проведения анализа. Экспрессию гена ANXA8
оценивали количественной ОТ-ПЦР. По сравне-
нию с контрольными клетками для транфициро-
ванных клеток выявлена повышенная экспрессия
ANXA8 в течение 24 ч, с пиком через 21 ч (рис. 2б).
Кроме того, выделенные из клеток, трансфици-
рованных плазмидой pEGFP-ANXA8, белки про-
анализировали методом иммуноблотинга и под-
твердили в них избыточную экспрессию белка
ANXA8 (рис. 2в).

Рис. 1. Экспрессия ANXA8. а ‒ Анализ экспрессии гена ANXA8 в нормальных клетках легкого (BE-AS-2B) по сравне-
нию с раковыми клетками линии A549 в присутствии MHDM (4 мкМ) или без него. Наибольший уровень экспрессии
наблюдался в клетках A549. б ‒ Анализ содержания белка ANXA8 в вышеуказанных культурах клеток методом имму-
ноблотинга (вверху). Выявлен достоверно повышенный уровень ANXA8 в клетках линии A549 по сравнению с обра-
ботанными MHDM и клетками BE-AS-2B (внизу). в ‒ Иммунофлуоресцентный анализ клеток A549 обработанных
(MHDM) и не обработанных (К) MHDM. Число позитивных сигналов снижено в MHDM-обработанных клетках.
*P < 0.05, ***P < 0.001.
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Далее мы приступили к исследованию влия-
ния избыточной экспрессии ANXA8 на биологи-
ческие процессы в клетках линии A549. По ре-
зультатам MTT-теста выявлена повышенная вы-
живаемость трансфицированных pEGFP-ANXA8
клеток по сравнению с контролем (рис. 3а), из че-
го можно предположить, что сверхэкспрессия
ANXA8 усиливает пролиферацию клеток A549. С
целью оценить влияние сверхэкспрессии ANXA8 на
миграционную активность клеток A549 мы провели
эксперимент с использованием системы Transwell.
Установлено, что скорость миграции трансфици-
рованных клеток повышена относительно кон-
трольных (рис. 3б), так что сверхэкспрессия
ANXA8 усиливает миграцию раковых клеток.

Исследовано влияние сверхэкспрессии ANXA8
на состояние клеточного цикла. Нарушения в
клеточном цикле характерны для многих видов
злокачественных опухолей и считаются важным
маркером развития опухоли. Наиболее часто в ра-
ковых клетках регистрируют повышенные уров-
ни циклинов D1 и E1. Мы обнаружили неболь-
шое повышение уровня экспрессии циклина E1 в
клетках линии A549, трансфицированных плазми-
дой pEGFP-ANXA8, по сравнению с трансфициро-
ванными контрольной плазмидой pEGFP-N3
(рис. 3в, г). По-видимому, ANXA8 может быть во-
влечен в развитие немелкоклеточного рака лег-
кого.

Нокдаун ANXA8 приводит к снижению 
пролиферации и миграции клеток A549

Убедившись, что сверхэкспрессия ANXA8 ин-
дуцирует пролиферацию и миграцию клеток ли-
нии A549, мы проанализировали влияние сайлен-
синга экспрессии ANXA8 на эти же клетки. Четы-
ре siРНК (A1, A2, A3 и A4), специфичных к мРНК
ANXA8, были сконструированы, синтезированы
и использованы для трансфекции клеток линии
A549 (рис. 4а). Из трансфицированных клеток
выделили тотальную РНК и белки, проанализи-
ровали экспрессию мРНК и белка ANXA8. По ре-
зультатам количественной ОТ-ПЦР A1 и A2 ока-
зывали наибольший интерферирующий эффект
на мРНК ANXA8 (рис. 4б), а на основании имму-
ноблотинга последовательность A2 была выбрана
как наиболее оптимальная для подавления экс-
прессии ANXA8 в клетках линии A549 (рис. 4в)
при сравнении с другими тремя siРНК.

Через 48 ч после успешной трансфекции кле-
ток A549 (рис. 5а) проведен МТТ-тест и выявлено
понижение жизнеспособности клеток, трансфи-
цированных siРНК А2, на 40% по сравнению с
контрольной группой (рис. 5б). По-видимому,
сайленсинг ANXA8 до определенной степени по-
давляет пролиферацию клеток A549. Также, ис-
пользуя систему Transwell, мы проанализировали
влияние siРНК А2 на способность клеток А549 к
миграции и выявили снижение скорости мигра-

Рис. 2. Сверхэкспрессия белка ANXA8 в клетках линии A549, трансфицированных плазмидой pEGFP-ANXA8. а ‒
Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток на белок ANXA8 (pEGFP-N3 – контрольная плазмида). б ‒ Экспрес-
сию гена ANXA8 в течение 24 ч после трансфекции клеток А549 оценивали по уровню мРНК ANXA8 методом количе-
ственной ОТ-ПЦР. в ‒ Иммуноблотинг и полуколичественный анализ белка ANXA8 в препаратах трансфицирован-
ных клеток в указанных временных точках. *P < 0.05, **P < 0.01.
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ции трансфицированных клеток (рис. 5в). Таким
образом, показано, что сайленсинг ANXA8 инги-
бирует миграцию клеток линии A549.

Влияние экспрессии ANXA8 на активацию 
сигнального пути EGFR

Ранее сообщалось о ключевой роли сигнально-
го пути EGFR в поддержании неконтролируемого
деления раковых клеток и прогрессии злокаче-
ственных опухолей [22]. Основываясь на обнару-
женных нами эффектах ANXA8 на пролиферацию
клеток линии A549, мы проверили возможную вза-
имосвязь между белком ANXA8 и сигнальным пу-
тем EGFR. Выявлено, что через 24 и 48 ч после
трансфекции siРНК к ANXA8 в клетках линии
A549 снижен уровень как EGFR, так и фосфори-
лирования нижележащих по сигнальному пути
факторов: PI3K, Akt, mTOR, 4EBP1 и p70S6K
(рис. 6). Кроме того, через 18, 21 и 24 ч после
трансфекции клеток A549 проанализировано со-

держание ключевых белков сигнального пути
EGFR. Установлено, что содержание EGFR, Akt
и mTOR повышено в клетках А549, трансфициро-
ванных pEGFP-ANXA8 (рис. 6а, в), но не siРНК
А2 к ANXA8 (рис. 6а, б), что подтверждает регуля-
торную роль ANXA8 в активации сигнального пу-
ти EGFR/Akt/mTOR в клетках линии A549.

Кроме того, мы оценили экспрессию факторов
нижележащего каскада сигнального пути mTOR
(p70S6K и 4EBP1) в клетках, трансфицированных
siРНК или плазмидой pEGFP-ANXA8. Установ-
лено, что сайленсинг ANXA8 индуцировал сниже-
ние уровня фосфорилированных форм p-p70S6K
и p-4EBP1 (рис. 7а, б), тогда как при сверхэкс-
прессии ANXA8 их уровень повышался (рис. 7а, в),
но не в трансфицированных siРНК А2 клетках.
Таким образом, ANXA8, по-видимому, участвует
в регуляции сигнального пути mTOR/p70S6K/
4EBP1 в клетках линии А549 и может быть вовле-
чен в пролиферацию этих клеток.

Рис. 3. Влияние трансфекции клеток линии A549 плазмидой pEGFP-ANXA8 на их пролиферацию и миграцию. В ка-
честве контроля использовали вектор pEGFP-N3. а ‒ Анализ выживаемости клеток в указанные временные точки с
помощью МТТ-теста. У pEGFP-ANXA8-трансфицированных клеток повышена жизнеспособность по сравнению с
контрольной группой. б ‒ ANXA8 повышает миграционную способность клеток A549 в тесте с использованием систе-
мы Transwell. Показаны результаты анализа вестерн-блот экспрессии циклина E1 в клетках A549, трансфицированных
pEGFP-N3 (в) или pEGFP-ANXA8 (г). Выявлено повышенное содержание циклина E1 в группе pEGFP-ANXA8.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Будучи важным членом семейства аннексинов,
ANXA8 характеризуется разным уровнем экспрес-
сии в здоровой ткани и в опухолях и участвует в
пролиферации, дифференцировке, метастазиро-
вании и лекарственной устойчивости раковых
клеток. Однако, насколько нам известно, влияние
ANXA8 на биологические процессы, вовлеченные
в развитие рака легкого, ранее не исследовались.
В этой работе мы исследовали функцию ANXA8 в
клетках линии A549 немелкоклеточного рака легко-
го человека, основываясь на ранее полученных на-
ми данных транскриптомного анализа этих клеток.
Результаты количественной ОТ-ПЦР и имму-
ноблотинга подтвердили ранее обнаруженный по-
вышенный уровень экспрессии ANXA8 в клетках
А549 по сравнению с нормальными клетками брон-
хиального эпителия [17].

Как показано в проведенном нами исследова-
нии, ANXA8 может быть вовлечен в регуляцию
пролиферации и миграции клеток А549. Сверх-
экспрессия ANXA8 в клетках А549, трансфициро-
ванных плазмидой pEGFP-ANXA8, сопровожда-
лась увеличением их скорости деления и мигра-
ции, тогда как сайленсинг ANXA8 с помощью
технологии РНК-интерференции снижал их выжи-
ваемость и миграционную активность. Эти резуль-
таты согласуются с ранее опубликованными эф-
фектами ANXA8 на клетки эндометрия свиней и
рака поджелудочной железы [10, 15]. Jiang с соавт.
[10] трансфицировали клетки эндометрия плаз-
мидой pcDNA3.1-ANXA8 и siРНК, специфичной
к мРНК ANXA8, и установили, что сверхэкспрес-
сия ANXA8 сопровождается повышением экс-
пресии ядерного антигена пролиферирующих
клеток (PCNA) и облегчает переход клеток в S-

Рис. 4. Скрининг siРНК к гену ANXA8. а ‒ Последовательности четырех siРНК к ANXA8 (А1, А2, А3 и А4), а также
скремблированной (siРНКscr), используемой в качестве контроля. б ‒ Влияние siРНК на ингибирование экспрессии
ANXA8 через 48 ч после трансфекции по результатам количественной ОТ-ПЦР. Уровень экспрессии мРНК ANXA8
нормирован на экспрессию мРНК GAPDH. Наибольший интерферирующий эффект выявлен для siРНК А1 и А2. в ‒
Иммуноблотинг и полуколичественный анализ содержания белка ANXA8 в клетках A549, трансфицированных siРНК.
Наибольший нокдаун-эффект выявлен для siРНК А2.
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Рис. 5. Влияние сайленсинга ANXA8 на пролиферацию и миграцию клеток линии A549. а ‒ Экспрессия белка ANXA8
по результатам иммуноблотинга снижена в клетках А549, трансфицированных siРНК А2 (si-ANXA8), по сравнению с
трансфицированными контрольной siРНК (siРНКscr). б ‒ Анализ жизнеспособности клеток A549 через 48 ч после
трансфекции. В клетках, трансфицированных siРНК А2 число живых клеток снижено по сравнению с трансфициро-
ванными siРНКscr и нетрансфицированными клетками (К). в ‒ Миграционную способность клеток оценивали в си-
стеме Transwell: через 24 и 48 ч после трансфекции siРНК А2 число мигрировавших в нижнюю камеру клеток значи-
тельно меньше, чем клеток, трансфицированных siРНКscr.
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Рис. 6. ANXA8 регулирует сигнальный путь EGFR/Akt/mTOR в клетках А549. Клетки трансфицировали siРНК А2 или
плазмидой pEGFP-ANXA8, после чего представленность факторов сигнального пути EGFR/Akt/mTOR анализирова-
ли иммуноблотингом (а). Статистически обработанные данные иммуноблотинга на клетках, трансфицированных
siРНК А2 (б) или плазмидой pEGFP-ANXA8 (в). В качестве внутреннего контроля использовали GAPDH.
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фазу, что может ускорять деление клеток эндо-
метрия [10]. На основании этих результатов ав-
торы предположили вовлеченность ANXA8 в ре-
гуляцию клеточного цикла в раковых клетках. По
данным проведенного нами иммуноблотинга,
трансфекция клеток A549 плазмидой pEGFP-
ANXA8 сопровождалась повышением уровня цик-
лина Е1 (одного из участников клеточного цикла).
Предполагается, что циклин E1 способствует про-
лиферации клеток A549. Но конкретную роль
ANXA8 в этом процессе еще предстоит выяснить.

Ранее Goebeler и соавт. [23] обнаружили, что
ANXA8 вовлечен в лизосомную рециркуляцию
комплекса EGFR‒лиганд, а обеднение по ANXA8
приводит к более продолжительной активации
сигнального пути EGFR на стадии связывания с
лигандом. В этом исследовании мы продолжили
изучение взаимосвязи между ANXA8 и EGFR на
примере раковых клеток линии A549. Из литера-
туры известно, что EGF индуцирует активность
множества сигнальных каскадов, включая путь
PI3K/Akt [24]. Активация PI3K происходит непо-
средственно за счет связывания с фосфорилиро-
ванными по тирозину белками семейства EGFR
[25]. Активированная PI3K может далее фосфо-
рилировать PI(4)P и PI(4,5)P2, превращая их в
PI(3,4)P2 и PI(3,4,5)P3 соответственно, которые
далее привлекают фосфоинозитидзависимую ки-
назу-1 (PDK1) и киназы семейства Akt к плазма-
тической мембране, что приводит к их актива-
ции. Такой путь передачи сигнала, инициируе-
мый PI3K, называется сигнальным путем
PI3K/PDK1/Akt. Нами проанализированы изме-
нения в этом сигнальном пути, вызванные сай-
ленсингом или сверхэкспрессией гена ANXA8, и
установлено, что ANXA8 может активировать

сигнальный путь EGFR/Akt и позитивно регули-
ровать экспрессию EGFR, PI3K и Akt в клетках
линии A549.

Белок mTOR, нижележащая в сигнальном пу-
ти PI3K/Akt серин/треониновая киназа, часто ак-
тивирован при различных видах неоплазий. Akt и
mTOR играют роль “переключателей” в раковых
клетках, контролируя клеточный цикл, что имеет
большое значение при изучении ангиогенеза в
опухолях [26]. В этом исследовании мы проана-
лизировали уровень экспрессии mTOR и регулиру-
емых этой киназой факторов: p70S6K и 4EBP1 ‒ в
клетках А549, трансфицированных siРНК к
мРНК ANXA8 или плазмидой pEGFP-ANXA8.
Выявлена зависимость активации сигнального
пути mTOR/p70S6K/4EBP1 от экспрессии ANXA8.
Фактически фосфорилирование p70S6K и 4EBP1
необходимо для рекрутирования рибосом на
мРНК на этапе инициации трансляции. Ингиби-
рование mTOR блокирует инициацию трансля-
ции и прогрессию клеточного цикла из-за сниже-
ния фосфорилирования p70S6K и 4EBP1, что
влияет на деление клеток [27]. Нами показано,
что экспрессия ANXA8 влияет на уровень фосфо-
рилирования p70S6K и 4EBP1 и тем самым на
пролиферацию и миграцию клеток линии A549.

В результате проведенного исследования по-
казано, что ANXA8 может эффективно активиро-
вать сигнальный путь EGFR/Akt/mTOR, который
в свою очередь оказывает влияние на пролифера-
цию и миграцию клеток линии A549 немелкокле-
точного рака легкого.

Работа поддержана грантами на фундамен-
тальные исследования от Хэнаньского техноло-
гического университета (the Fundamental Re-
search Funds for the Henan Provincial Colleges and

Рис. 7. Анализ содержания белков p70S6K и 4EBP1 и их фосфорилированных форм методом иммуноблотинга в зави-
симости от экспрессии гена ANXA8 в клетках A549. ANXA8 регулирует экспрессию этих двух факторов из нижележа-
щего каскада сигнального пути mTOR (а). Статистически обработанные данные иммуноблотинга на клетках, транс-
фицированных siРНК А2 (б) или плазмидой pEGFP-ANXA8 (в). В качестве внутреннего контроля использовали GAPDH.
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ANXA8 REGULATES PROLIFERATION OF HUMAN NON-SMALL LUNG 
CANCER CELLS A549 VIA EGFR-AKT-mTOR SIGNALING PATHWAY
G.-Z. Zhou1, *, Y.-H. Sun1, Y.-Y. Shi1, Q. Zhang2, L. Zhang1, L.-Q. Cui1, and G.-C. Sun3

1College of Bioengineering, Henan University of Technology, Zhengzhou, 450001 China
2Henan Academy of Fishery Sciences, Zhengzhou, 450044 China

3College of Chemistry and Chemical Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou, 450001 China
*e-mail: gzzhou@163.com

Annexin A8 (ANXA8) is a member of the annexin family, which had been reported to regulate multiple cancer
cellular processes including proliferation, metastasis and inflammation. However, the specific role of
ANXA8 in lung cancer cell biology remains unknown. Our previous transcriptome study revealed that
ANXA8 mRNA was downregulated in curcumin analog (MHMD)-treated human non-small lung cancer
cells (A549 cell line). Here, we continued to study the ANXA8 expression in A549 cells using reverse tran-
scription-quantitative PCR and Western blotting, compared with that in human normal bronchial epithelium
cells (BE-AS-2B cell line). Overexpression of ANXA8 via transfection of pEGFP-ANXA8 recombinant vec-
tor contributed to the proliferation and migration of A549 cells. Moreover, the cell cycle protein cyclin E1 was
upregulated in ANXA8-transfected A549 cells. Knockdown of ANXA8 using an RNA interference technique
decreased A549 cell viability and restrained their migration in vitro. The expression levels of multiple cellular
factors, including EGFR, PI3K, Akt, mTOR, p70S6K and 4EBP1, in the epidermal growth factor receptor
(EGFR) signaling pathway were also altered by ANXA8 knockdown or overexpression in A549 cells, which
confirmed the activation of the EGFR/Akt/mTOR signaling pathway by ANXA8. The present results provid-
ed evidence to support further investigation of the functional identification of ANXA8 in lung cancer cells in
the future.

Keywords: annexin A8, human non-small lung cancer cells, proliferation, metastasis, EGFR



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


