
现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.13 JUL.2021

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2021.13.006

NOK在雌激素促进肺腺癌细胞系上皮间质转化过程中的作用 *
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摘要 目的：探讨 NOK（Novel Oncogene with Kinase-domain：蛋白络氨酸激酶结构域新基因）在雌激素促进肺腺癌细胞系上皮间质

转化过程中的作用。方法：实验共分四组，其中第一组细胞 NOK基因不下调，不加雌激素，为空白对照组，第二组细胞 NOK基因

下调，不加雌激素，第三组细胞 NOK基因不下调，加雌激素，第四组细胞 NOK基因下调，加雌激素。用慢病毒下调 A549细胞系

中 NOK基因表达量，并用浓度为 1× 10-8 mol/L的雌激素刺激各组细胞，用 q-RT-PCR及Western blot方法检测各组细胞中 NOK

和 EMT标志物表达量，用 Transwell实验检测各组细胞的迁移能力。结果：相比于第一组，第二组细胞中 NOK和 Vimentin表达

量降低、E-cadherin表达量增高，分别为 0.09± 0.01、0.16± 0.02、4.83± 0.61，与第一组有统计学差异；第三组细胞中 NOK和 Vimentin

表达量显著增高、E-cadherin表达量显著降低，分别为 6.03± 0.92、5.77± 0.86、0.33± 0.04，与第一组有统计学差异；第四组细胞中

NOK和 Vimentin表达量降低、E-cadherin表达量增高，分别为 0.11± 0.01、0.19± 0.03、4.92± 0.59，与第一组有统计学差异，与第

二组无统计学差异。各组细胞中 NOK和 EMT标志物的蛋白表达量与 mRNA表达量的趋势一致。第二组细胞迁移数显著低于第

一组，组间有统计学差异，第三组细胞迁移数显著高于第一组，组间有统计学差异，第四组细胞迁移数显著低于第一组，组间有统

计学差异。结论：雌激素可以促进肺腺癌细胞系 EMT过程，而下调 NOK基因表达可以阻断这一过程，由此认为，雌激素可以通过

NOK调控肺腺癌 EMT过程。
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The Role of NOK in the Process of Epithelial Stromal Transformation of
Lung Adenocarcinoma Cell Line Promoted by Estrogen*

To investigate the role of NOK in the process of epithelial stromal transformation of lung adenocarcinoma

cell line promoted by estrogen. The experiment was divided into four groups, the NOK gene was not down regulated in the first

group without estrogen, the NOK gene was down regulated in the second group without estrogen, the NOK gene was not down regulated

in the third group with estrogen, the NOK gene was down regulated in the fourth group with estrogen. The NOK gene in A549 cell line

was down regulated by lentivirus, the cells were stimulated by estrogen at a concentration of 1× 10-8 mol/L, the expression of NOK and

EMT markers in each group were detected by q-RT-PCR and Western blot, and the migration ability of cells in each group was detected

by Transwell test. The expression of NOK and Vimentin in the second group decreased and the expression of E-cadherin in-

creased compared with the first group, which were 0.09± 0.01, 0.16± 0.02 and 4.83± 0.61, which were statistically different from the

first group. The expression of NOK and Vimentin in the third group increased significantly and the expression of E-cadherin decreased,

which were 6.03± 0.92, 5.77± 0.86 and 0.33± 0.04, which were statistically different from the first group. In the fourth group,

the expression of NOK and vimentin decreased and the expression of E-cadherin increased, which were 0.11± 0.01, 0.19± 0.03 and

4.92± 0.59, there were statistical differences with the first group and no statistical differences with the second group. The trend of protein

expression of NOK and EMT markers was consistent with that of mRNA expression. The number of cell migration in the second group

was significantly lower than that in the first group, and there was statistical difference between the two groups. The number of cell migra-

tion in the third group was significantly higher than that in the first group, and there was statistical difference between the two groups.

The number of cell migration in the fourth group was significantly lower than that in the first group, and there was statistical difference
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between the two groups. Estrogen can promote the EMT process of lung adenocarcinoma cell lines, and down regulating the

expression of NOK gene can block this process. Therefore, estrogen can regulate the EMT process of lung adenocarcinoma through NOK

gene.

NOK; Lung adenocarcinoma; Epithelial stromal transformation

前言

肺癌的发病率和死亡率逐年升高，对公众健康危害巨大，

目前临床治疗手段主要有手术、放疗、化疗、靶向治疗、免疫治

疗等[1,2]，对于早期肺癌患者效果较好，而对于晚期转移患者则

疗效欠佳。肺癌主要通过血液、淋巴和局部扩散进行转移[3]，而

上皮间质转化（Epithelial-mesenchymal transition, EMT）则是肿

瘤转移的起始环节。EMT过程中主要的分子特征改变为上皮

标志物 E-钙黏蛋白（E-cadherin）表达量降低，间质细胞标志物

波形蛋白（Vimentin）表达量升高[4]，主要细胞学改变为迁移能

力增强。本课题组前期实验证实 [5]，通过检测 E-cadherin 和

Vimentin的表达量以及细胞迁移能力可以判断 A549细胞系

是否发生 EMT，浓度为 1× 10-8 mol/L的雌激素可以显著促进

A549细胞系中 NOK和 EMT标志物的表达，结合以上文献回

顾，我们猜测，雌激素有可能通过 NOK促进肺腺癌细胞系的

EMT过程。本实验拟采用慢病毒干涉 NOK基因、q-RT-PCR、

Western blot及 Transwell等方法来判断 NOK是否参与了雌激

素促进 A549细胞系 EMT的过程。现总结报告如下：

1 材料与方法

1.1 主要实验材料及分组

下表为本实验主要实验材料，其余实验材料为西安市第九

医院胸外科实验室统一采购（表 1）。实验共分 4组，其中 1组

细胞 NOK基因不做干涉，不加雌激素，2组细胞 NOK基因下

调，不加雌激素，3组细胞 NOK基因不做干涉，加雌激素，4组

细胞 NOK基因下调，加雌激素。

1.2 用慢病毒构建 NOK下调细胞系

1.2.1 慢病毒感染实验 接种细胞：用含有 10%胎牛血清的

1640培养基培养细胞，制备浓度为 5× 104的单细胞悬液，接种

于六孔板中，每孔加样 2 mL，常规培养 24小时；病毒感染（三

个病毒系列同时操作）：根据使用说明推荐的培养体系和病毒

滴度进行感染，10小时后换成常规培养基，继续培养；待感染

率达到 80%以后，收集细胞，行 RT-qPCR和Western-blot实验，

挑选干涉效率最高的病毒系列用于后续实验。

1.2.2 感染实验效果鉴定 三组病毒编号分别为：LV-STYK1-

RNAi (24060-1)、LV-STYK1-RNAi(24057-4)、LV-STYK1-RNAi

(24058-7)，分别记为 NOK1号、NOK2号和 NOK3号病毒。采用

RT-qPCR和Western-blot实验方法，检测三组病毒以及对照组

细胞中 NOK表达量，选择干涉效率最高的病毒进行后续实验。

1.3 q-RT-PCR检测各组细胞中 EMT标志物的 mRNA表达量

将细胞分 4组，2、4组行慢病毒感染，1、3组常规培养，在

细胞状态良好时，行慢病毒感染，3天后用雌激素处理，1、2组

不加雌激素，3、4组添加雌激素，细胞生长至对数生长期时，提

取总 RNA，存放于 -80℃冰箱中备用；用紫外分光光度计测总

RNA浓度，每次测量前应先做空白对照，测每个样品之间应将

仪器擦洗三遍；根据测量所得 RNA浓度计算反转录需要的加

样量，加样量最多不多于 11 滋g；荧光定量 PCR（20 滋L体系）；
每个样本设 3 个复孔，混匀，离心，分装入八连管，放入 PCR

仪，运行程序。

1.4 Western-blot实验检测各组细胞中 EMT标志物的蛋白表

达量

将细胞分 4组，2、4组行慢病毒感染，1、3组常规培养，在

细胞状态良好时，行慢病毒感染，3天后用雌激素处理，1、2组

不加雌激素，3、4组添加雌激素，细胞生长至对数生长期时，提

取总蛋白，取 20 滋L保存于 -20℃冰箱，用来测蛋白浓度；配备

BCA工作液，用去离子水稀释蛋白样品，做 3个复孔，制作标

准曲线，计算样品浓度；配分离胶和配浓缩胶，确保胶体均匀平

整；正确连接正负极，精确控制加样量，合理安排电泳时间；配

制电转缓冲液，将蛋白凝胶转移至 PVDF膜上，恒流条件下转

膜，小分子蛋白转膜条件为：60 mA、30 min，大分子蛋白转膜条

件为 80 mA、30 min；配制 1× TBST 溶液，配制封闭用脱脂牛

奶，将带有目的蛋白的 PVDF膜用 TBST轻轻清洗，然后正面

朝上放入已配制好的牛奶中，在摇床上缓慢摇晃封闭 2-3小时

（根据室温的不同调整封闭时间，室温低时可适当延长封闭时

间）；按照一定比例稀释抗体（NOK、E-cadherin、Vimentin 和

茁-actin抗体稀释浓度分别为：1:1000、1:2000、1:2000、1:2000，二
抗稀释浓度为：1:10000），清洗，一抗孵育，清洗，二抗孵育；配

置显色液，打开仪器，在电脑上运行程序，显色，保存图片。

1.5 Transwell实验检测各组细胞迁移能力

表 1 实验材料及厂家

Table 1 Experimental materials and manufacturers

Material Manufactor

A549 Cell line
Thoracic Surgery Laboratory of

Tangdu Hospital

Estrogen Estradiol company

Vimentin monoclonal antibody Abcam company

E-cadherin monoclonal antibody Abcam company

茁-actin monoclonal antibody Abcam company

Reverse transcription Kit Thermo company

Primer Bioengineering Co., Ltd.

Lentivirus Jikai gene company

NOK monoclonal antibody Abcam company

Real time quantitative PCR Funglyn Biotech company
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将细胞分 4组，按各分组要求处理细胞。常规培养 A549

细胞系，在 A549细胞系状态良好时，2、4组行慢病毒感染，1、3

组常规培养，1、2组不加雌激素，3、4组添加雌激素。3天后，调

整细胞浓度至 1× 105/mL，向各组小室中分别加入 200 滋L细胞
悬液，加入 500 滋L含不同浓度雌激素的 1640培养基；在细胞

孵箱中培养 48小时，用 PBS冲洗小室三遍，并用棉签擦去小

室内部的 Matrige胶和细胞，将小室放入 95%乙醇中固定 10

min，再放入 5%的结晶紫溶液中染色 30 min，用 PBS冲洗干

净，用棉签擦净小室内部残留的染液；在 200倍倒置相差显微

镜下观察细胞，并在每个小室的上下左右中五个位置拍照，细

胞计数；重复 7次，统计数据，分析不同浓度雌激素对 A549细

胞系迁移能力的影响。

1.6 统计学分析

q-RT-PCR及 Transwell实验结果用 SPSS18.0软件进行分

析，将七次实验的结果行统计分析，结果以均数± 标准差（x± s）
表示，组间比较采用 t检验，各实验组分别与空白对照组进行

比较，P值＜0.05表示组间差异有统计学意义。

2 结果

2.1 挑选 NOK干涉效率较高的优势病毒

q-RT-PCR结果显示：空病毒处理的细胞中 NOK表达量与

空白对照组基本一致，无显著性差异（P>0.05），1号病毒处理的
细胞中 NOK表达量显著降低，约为空白对照组的 7%，具有显

著性差异（P<0.05），2号和 3号病毒处理的细胞中 NOK表达

量略低于空白对照组，但是没有统计学差异（P>0.05）（图 1，A

图）。Western-blot结果也符合这一趋势（图 1，B图），故选取 1

号病毒用于干涉 A549细胞中 NOK基因的表达。

图 1 各组病毒干涉 A549细胞 NOK表达率

Fig.1 NOK expression rate of A549 cells interfered by viruses in each group

* :与对照组相比，P<0.05（n=7）
* : Compared with the control group, P<0.05（n=7）

2.2 q-RT-PCR 检测各组细胞中 NOK 和 EMT标志物 mRNA

表达量

A图为 NOK表达量，B图为 Vimentin表达量，C图 E-cad-

herin为表达量。相比于空病毒组，NOK下调组细胞中 NOK和

Vimentin表达量降低、E-cadherin表达量增高，分别为 0.09±

0.01、0.16± 0.02、4.83± 0.61，与对照组有统计学差异（P<0.05）；
NOK基因未干涉组细胞在雌激素刺激后 NOK和 Vimentin表

达量显著增高、E-cadherin 表达量显著降低，分别为 6.03±

0.92、5.77± 0.86、0.33± 0.04，与雌激素刺激前有统计学差异

（P<0.05）；NOK 下调组细胞在雌激素刺激后，NOK 和 Vi-

mentin 表达量降低、E-cadherin 表达量增高，分别为 0.11±

0.01、0.19± 0.03、4.92± 0.59，与对照组有统计学差异（P<0.05），
与 NOK下调组雌激素刺激前相比无明显变化，组间无统计学

差异（P>0.05）（图 2）。

图 2 各组细胞中 NOK和 EMT标志物 mRNA表达量

Fig.2 MRNA expression of NOK and EMT markers in each group

* :与对照组相比，P<0.05（n=7）
* : Compared with the control group, P<0.05（n=7）
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2.3 Western-blot检测各组细胞中 NOK和 EMT标志物蛋白表

达量

与 q-RT-PCR 实验结果的趋势相同，相比于空病毒组，

NOK下调组细胞中 NOK和 Vimentin表达量降低、E-cadherin

表达量增高，NOK基因未干涉组细胞在雌激素刺激后 NOK和

Vimentin 表达量显著增高、E-cadherin 表达量显著降低，NOK

下调组细胞在雌激素刺激后，NOK和 Vimentin 表达量降低、

E-cadherin表达量增高，与 NOK下调组雌激素刺激前相比无

明显变化（图 3）。

2.4 Transwell迁移实验检测各组细胞迁移能力

空白对照组细胞迁移数为 38.12± 4.33，NOK下调组细胞

迁移数为 9.02± 1.27，雌激素组细胞迁移数为 83.19± 12.01，

NOK下调加雌激素组细胞迁移数为 19.25± 3.71。NOK下调组

细胞迁移数显著低于空白对照组，组间有统计学差异，雌激素

组细胞迁移数显著高于空白对照组，组间有统计学差异，NOK

下调细胞加入雌激素后，细胞迁移数显著低于空白对照组，组

间有统计学差异（P<0.05）（图 4）。

3 讨论

目前，肺癌已经成为严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一[6]，

其发病率和死亡率之高让公众健康受到巨大威胁，但是在临床

工作中，除早期病人外，对晚期肺癌患者缺乏有效的治疗手

段 [7]。近几年，女性患肺癌的比率逐年增高[8]，发病率和死亡率

仅次于乳腺癌[9]。肺癌致死的主要因素在于肺癌转移对于重要

器官的压迫和侵袭而带来的一系列并发症，如肿瘤直接压迫或

侵犯重要脏器导致器官功能衰竭，进而导致死亡。因此，防治肺

癌转移是治疗晚期转移肺癌患者的突破口。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[10,11]。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[12,13]。EMT过程不仅是

图 3 各组细胞中 NOK和 EMT标志物蛋白表达量

Fig.3 Protein expression of NOK and EMT markers in each group

* :与对照组相比，P<0.05（n=7）
* : Compared with the control group, P<0.05（n=7）

图 4 雌激素对 NOK下调前后 A549细胞迁移能力的影响

Fig. 4 The effect of estrogen on the migration of A549 cells before and after the down regulation of NOK

* :与对照组相比，P<0.05（n=7）
* : Compared with the control group, P<0.05（n=7）

简单的促进细胞的迁移能力，还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[14,15]。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[16,17]。EMT在肿瘤发生发展过程中主要的分子特

征改变为：E-钙黏蛋白（E-cadherin）等上皮标志物表达和功能

缺失[18,19]，同时波形蛋白（Vimentin）等间质细胞标志物过量表

达[20,21]。本课题组前期实验也证实：通过检测 E-cadherin和 Vi-

mentin 的表达量可以很好的反应 A549 细胞系是否发生了

EMT过程。EMT作为肿瘤转移的起始环节，一直是肿瘤转移

研究的热点。在肝癌的研究中发现 NOK 可以通过调控

MEK/ERK、PI3K/AKT通路促进 EMT过程的发生。通过免疫

组化实验发现非小细胞肺癌肿瘤中高表达 NOK蛋白。本次实

验通过慢病毒干涉 NOK基因表达，可以发现 A549细胞系中

EMT标记物表达量显著变化，其中上皮标志物 E-cadherin表

达量增加，间质标志物 Vimentin 表达量降低，由此看出，抑制

NOK表达后，降低的 A549细胞系的 EMT进程，说明 NOK基
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因是 A549细胞系发生 EMT过程的关键基因。

雌激素作为人体重要的激素之一，在肿瘤发生、发展过程

中所发挥的作用逐渐引起了人们的注意[22,23]。以往的经验认为，

雌激素作为人体必需的激素之一，与肿瘤的发生发展没有关

系，然而最近的流行病学统计发现，在同样的烟草暴露下，女性

罹患肺癌的比例高于男性，绝经前患肺癌的比例高于绝经后，

且肺腺癌占主要部分[24,25]。有研究表明，在非小细胞肺癌患者血

清中检测到雌激素含量显著高于正常组织，且血清中雌激素含

量与肿瘤的分期及患者预后有相关性，血清中雌激素含量越高，

肿瘤分期越晚，患者预后越差[26,27]。本课题组前期实验证实[5]，雌

激素可以促进肺腺癌 A549细胞系中 NOK基因的表达。同时，

雌激素还可以促进 A549细胞中 EMT标志物的表达，并提高

细胞的迁移能力。本次实验进一步证实，NOK下调的细胞系在

雌激素刺激前后，EMT标志物表达量未见明显变化，而 NOK

正常表达的细胞系在雌激素刺激前后，EMT标志物表达量有

显著差异，同时 NOK下调组在雌激素刺激前后细胞迁移数无

明显变化，NOK正常表达组在雌激素刺激前后，细胞迁移数有

显著差异。通过以上结果可以看出，雌激素可以促进肺腺癌细

胞系 EMT过程，而下调 NOK基因表达可以阻断这一过程。

综上所述，雌激素可以通过 NOK调控肺腺癌 A549细胞

系的 EMT过程，NOK基因可以作为研究的肺腺癌 EMT过程

的新靶基因。这为后续的临床研究提供了理论基础，也为肺腺

癌靶向治疗提供了新的方向。虽然证实了 NOK在雌激素促进

肺腺癌 A549细胞系 EMT过程中的作用，但是雌激素是通过

哪个结构域与 NOK结合并不清楚，后续实验将继续探索这一

关键环节。
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