
现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.3 FEB.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.03.008

NOK在骨肉瘤细胞系MG63 EMT过程中的作用 *
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摘要 目的：通过对比和检测人正常成骨细胞系 hFOB1.19以及骨肉瘤细胞系MG63中 NOK以及 EMT标志性分子 E-cadherin、

Vimitin的 mRNA和蛋白表达量，并观察 NOK对骨肉瘤细胞系MG63中 EMT标志性分子 E-cadherin及 Vimitin的 mRNA和蛋

白表达量的影响，探讨 NOK在骨肉瘤细胞系MG63 EMT过程中的作用。方法：qRT-PCR、Western blot法检测人正常成骨细胞系

hFOB1.19 以及骨肉瘤细胞系 MG63 中 NOK、E-cadherin、Vimitin 的 mRNA 和蛋白表达量；构建慢病毒并干扰骨肉瘤细胞系

MG63中 NOK表达，qRT-PCR、Western blot法检测干扰 NOK前后 EMT标志性分子 E-cadherin及 Vimitin 的 mRNA和蛋白表

达。结果：相比于人正常成骨细胞系，NOK、Vimitin的 mRNA和蛋白在骨肉瘤细胞系MG63中高表达，E-cadherin的 mRNA和蛋

白在骨肉瘤细胞系 MG63中低表达。慢病毒干扰骨肉瘤细胞中 NOK表达后，E-cadherin的 mRNA和蛋白表达升高，Vimitin的

mRNA和蛋白表达降低。结论：NOK具有促进骨肉瘤细胞系MG63发生 EMT过程。
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The Roles of NOK in the EMT Process of Osteosarcoma*

Through comparing and testing the mRNA and protein expressions of NOK and EMT related molecules

E-cadherin and Vimitin in normal ossification cell lines hFOB1.19 and osteosarcoma cell lines MG63, and observing the influence of

NOK on the expression of E-cadherin and Vimitin in osteosarcoma, and then the role and mechanism of NOK in the EMT process of os-

teosarcoma will be explored. qRT-PCR and Western blot analysis were used to detect the NOK, E-cadherin and Vimitin mRNA

and protein expression; and then build slow virus and RNA interference NOK expression in osteosarcoma cell lines MG63, and observe

the E-cadherin and Vimitin mRNA and protein expression before or after lentivirus vectors for NOK RNA interfering through qRT-PCR

and Western blot. Comparing with normal ossification cell lines, the mRNA and protein of NOK and Vimitin are high expressed

and E-cadherin mRNA and protein expression are lower in osteosarcoma cell line MG63. Lentivirus vectors interfering NOK could in-

crease E-cadherin mRNA and protein expression, and reduce Vimitin mRNA and protein expression. NOK could promote

the EMT process in osteosarcoma cell line MG63.
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前言

上皮间质转化（EMT）是由上皮细胞转化为间充质细胞的

过程，首次被发现于人晶体状上皮细胞中[1]。EMT现象是普遍

存在于机体内的生理及病理的现象，目前在伤口的愈合、胚胎

发育及肿瘤的转移等多种过程发挥非常关键的作用[2]，其中参

与胚胎发育过程的主要为 I型 EMT，而在伤口愈合等过程发挥

作用的主要为 II型 EMT，而参与肿瘤转移等过程主要为 III型

的 EMT。另有研究表明，EMT现象存在于多种肿瘤的病情进

展中。因而 III型的 EMT被认为是肿瘤转移的起始和关键步

骤。由此说明，EMT在人的健康扮演重要的角色。虽然已有研

究发现某些致癌基因的过表达或抑癌基因突变导致 EMT现象

的发生[3-12]，但是，EMT现象的发生是否还与其它癌基因相关值

得深入探究。

NOK是一种新的酪氨酸蛋白激酶，其在肿瘤组织中的阳

性表达率特别高[13-15]。因而，NOK可能是一种新的与癌症相关

的基因。前期有学者报道称 NOK与肿瘤转移密切相关[16]，有研

究发现 NOK可以和 GSK-3茁形成免疫复合物并促进其磷酸化
[17]。而磷酸化后的 GSK-3茁 能抑制 E-cadherin 的表达，促使

EMT现象发生[18]。综上所述，NOK可能参与 EMT发生过程。众

所周知，骨肉瘤是一种原发的恶性程度很高的肿瘤，至今其发

病机制还不明确。本研究拟通过观察 NOK对骨肉瘤细胞系
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MG63中 EMT关键分子 E-cadherin及 Vimitin的 mRNA和蛋

白表达量的影响，探讨其在骨肉瘤 EMT过程中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株

骨肉瘤细胞系MG63、人正常成骨细胞系 hFOB1.19购于

美国 ATCC中心。

1.2 试剂

RPMI 1640 培养液（HyClone），胎牛血清（四季青），胰酶

（碧云天），荧光定量用 SYBR 试剂盒（Takara），NOK、E-cad-

herin、Vimitin抗体（Abcam）。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液于

37℃、5％CO2的孵箱中培养细胞系。

1.3.2 荧光定量 PCR检测 mRNA表达 采用 Trizol法提取细

胞系总的 mRNA，测定其纯度及浓度后，反转录成 cDNA。每个

样本重复 3个复孔，总计制备 70 滋L的 PCR 反应体系：2 ×

SYBR mix buffer 35 滋L、上游引物 10 滋M、下游引物 10 滋M、模
板 cDNA 0.05-0.1 滋g、补水至 25 滋L。上机检测并设置反应条
件：95℃ 10 min；95℃ 15 s，60℃ 30 s，72℃ 50 s循环 40次。

结果通过 2-△ △ CT相对定量法进行分析。

1.3.3 Western blot检测蛋白表达 细胞沉淀经裂解后，制备

成蛋白样品，BCA法测定蛋白样品浓度，之后行 SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳。蛋白上样量为每个泳道 20-40 滋g。电泳结束后
切胶并转膜，4℃孵育一抗过夜。室温复温厚二抗室温孵育 30

min。TBST漂洗后结合化学发光试剂并显影。

1.3.4 慢病毒下调 NOK表达 设计 3-4套干扰 NOK基因的

siRNA序列，制备 siRNA对应双链模板，并装载载体，转化、扩

增；去内毒素提取质粒，包装具有干扰 NOK基因的慢病毒。利

用干扰 NOK基因的慢病毒直接感染骨肉瘤 MG63细胞系，显

微镜下观察慢病毒载体在细胞中的表达。

2 结果

2.1 NOK mRNA和蛋白在骨肉瘤细胞系中的表达

通过 qRT-PCR、Western blot 法检测 NOK的 mRNA和蛋

白在骨肉瘤细胞系MG63中的表达，初步观察 NOK的 mRNA

和蛋白在骨肉瘤细胞中的作用。结果发现，与人正常成骨细胞

系 hFOB1.19（对照组）相比，NOK的 mRNA和蛋白在骨肉瘤

MG63细胞系中均有较高的表达（见图 1、图 2）。

图 1 qRT-PCR法检测 NOK的 mRNA在MG63细胞系中的表达

Fig.1 Detected NOK expression in MG63 cells through qRT-PCR

图 2 Western blot法检测 NOK蛋白在MG63细胞系中的表达

Fig.2 Detected NOK expression in MG63 cells through Western blot

2.2 EMT 标志性分子 E-cadherin、Vimitin 的 mRNA 和蛋白在

骨肉瘤细胞系中的表达

EMT现象存在于多种肿瘤的发展过程，为了探究 EMT现

象是否也存在于骨肉瘤细胞系 MG63中，我们检测了 EMT标

志性分子 E-cadherin及 Vimitin 的 mRNA 和蛋白在骨肉瘤细

胞系中的表达。从结果可知，E-cadherin 的 mRNA 和蛋白在

MG63细胞系中的表达低于对照组细胞系，而 Vimitin的 mR-

NA和蛋白在MG63细胞系中的表达显著高于对照组细胞系。

由此说明，EMT现象存在于骨肉瘤细胞系中（见图 3）。

2.3 NOK促进骨肉瘤细胞发生 EMT过程

慢病毒干扰 NOK 表达后，qRT-PCR及 Western blot法检

测下游 EMT标志性分子 E-cadherin及 Vimitin的 mRNA和蛋

白。研究结果发现，与慢病毒干扰前相比，慢病毒干扰后

E-cadherin的 mRNA和蛋白表达有所增高，而 Vimitin的 mR-

NA和蛋白的表达则有所降低（见图 5、图 6）。

3 讨论

骨肉瘤是恶性程度较高的骨肿瘤，其发病率约占原发性骨

恶性肿瘤的前三位，严重威胁患者的生命。该病早期症状表现

为疼痛且其症状不明显，因而不易被患者重视。等临床确诊时

可能已经发生病变，只能采取化疗 /放疗及手术切除的综合治

疗方式。切除体内肿瘤组织后如何能控制肿瘤细胞在体内的转

移是提高患者生存率的关键。目前临床上除了传统的巩固性放

化疗控制外，还存在针对某些靶向分子的药物治疗，该治疗方

式是改善患者术后生活质量、提高生存率的方向。
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EMT是 1982年由 Greenburg等人首次在人晶状体上皮细

胞中发现的机体内一种普遍的生理及病理现象，即上皮细胞在

特定的条件下向间充质细胞转化的过程[1]。EMT在胚胎发育、

伤口愈合、器官纤维化和肿瘤转移等过程中均扮演着重要角色
[2]。癌症相关的 EMT过程不仅是简单的促进细胞的迁移和侵袭

能力，而是一个复杂的重新编码的过程，包括表观遗传学改变、

细胞骨架的重新改造、蛋白表达的变化、细胞粘附能力的丢失、

细胞极性消失、侵袭和转移能力增加、代谢和分化过程的改变

等。该过程通过分化上皮癌细胞来逆转分化状态，不仅表达了

干细胞标记物，而且还获得了干细胞样的功能[2]。EMT主要分

为三个类型，Ⅰ型 EMT是指在胚胎中，原始的上皮细胞会向间

质细胞转化，以创造新的器官主要影响原肠胚和神经嵴的形

成；Ⅱ型 EMT是指分化上皮细胞在间质间转化为新的成纤维

细胞，参与创伤修复、组织或器官再生、纤维化；Ⅲ型 EMT在上

皮性癌的发生和转移过程中发挥作用[19]。由此可见，EMT过程

图 3 E-cadherin、Vimitin的 mRNA在MG63细胞系中的表达

Fig.3 E-cadherin, Vimitin mRNA expression in MG63 cells

A: E-cadherin; B: Vimintin

图 4 E-cadherin、Vimitin蛋白在MG63细胞系中的表达

Fig.4 E-cadherin, Vimitin protein expression in MG63 cells

图 5 慢病毒干扰前后 E-cadherin、Vimitin的 mRNA表达

Fig.5 E-cadherin, Vimitin mRNA expression before or after interfer

图 6 慢病毒干扰前后 E-cadherin、Vimitin蛋白表达

Fig.6 E-cadherin, Vimitin protein expression before or after interfer
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贯穿人的生老病死，对人类的健康具有重要影响。EMT因其可

能作为肿瘤转移的开始而备受关注，是目前学者们研究肿瘤转

移的重要方向，有可能是未来控制肿瘤转移的靶点[20]。

NOK是一种新的蛋白酪氨酸激酶，在多种肿瘤组织中都

有较高的表达[21]。前期研究结果显示，NOK在某些肿瘤中可以

促进 EMT现象[21]，但是在骨肉瘤细胞中是否也是如此并未见

报道。本次研究主要通过 qRT-PCR、Western blot法检测骨肉瘤

细胞 MG63 中 NOK、EMT 标志性分子 E-cadherin 及 Vimitin

的 mRNA和蛋白表达，慢病毒干扰 NOK后检测 EMT标志性

分子 E-cadherin及 Vimitin的 mRNA和蛋白表达，目的是为了

探讨 NOK在骨肉瘤细胞系MG63发生 EMT过程的作用。研

究结果发现，骨肉瘤细胞系 MG63中 NOK、Vimitin的 mRNA

和蛋白高表达，E-cadherin的 mRNA和蛋白低表达。慢病毒干

扰 NOK后，E-cadherin的 mRNA和蛋白表达升高，Vimitin 的

mRNA和蛋白表达降低。由此说明，下调 NOK表达阻断了

EMT进程，反之则认为 NOK可以促进骨肉瘤的 EMT进程。

本实验通过严谨的实验设计和精确地实验证实了 NOK对

骨肉瘤的 EMT过程具有促进作用，拓展了骨肉瘤转移机制的

研究范围。同时，也提示 NOK可以作为骨肉瘤治疗的目标靶

点，为进一步的临床实验打下了基础。
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