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Kin17在非小细胞肺癌侵袭转移中的作用及其机制研究 *

吕俊宏 1 彭盘俐 2 韦文姜 3 林少欢 1 曾 涛 4

（1广东省第二人民医院心胸外科广东广州 510037；2广东省第二人民医院肿瘤二科广东广州 510037；

3广东省第二人民医院介入科 广东广州 510037；4广东医科大学检验系广东湛江 524023）

摘要 目的：探究核蛋白 17(Kin17)在非小细胞肺癌侵袭转移中的作用及其机制研究。方法：采用核糖核苷酸测序(RNA-seq)技术比

较 A549-KD组细胞与 A549-NC组细胞中的信使 RNA（mRNA）表达谱，从中筛选出表达差异较大的基因。采用蛋白免疫印迹

(Western blot)方法对 A549-NC组、A549-KD组和 A549-KD+信号转导与转录激活因子 3（STAT3）组细胞中 Kin17、STAT3、磷酸

甘油醛脱氢酶（GAPDH）、E-钙黏蛋白（E-cadherin）、波形蛋白（Vimentin）、碱性螺旋 -环 -螺旋转录因子（Twist）和转录因子(Snail)

表达水平进行检测，采用划痕实验检测细胞侵袭能力，采用 Transwell实验检测细胞迁移能力，采用免疫荧光实验检测 Kin17和

STAT3蛋白在细胞中的定位情况。结果：与 A549-NC组相比，A549-KD组的 STAT3 表达水平下降（P<0.05）。A549-KD组

E-cadherin 表达水平高于 A549-NC 组和 A549-KD+STAT3 组，而 Vimentin、Twist 和 Snail 表达水平低于 A549-NC 组和

A549-KD+STAT3组（P<0.05）。A549-KD组划痕愈合率、细胞迁移率低于 A549-NC组和 A549-KD+STAT3组（P<0.05）。Kin17和
STAT3蛋白共定位于细胞核中。结论：在非小细胞肺癌中 Kin17可能通过促进 STAT3表达水平以促进非小细胞肺癌细胞上皮 -

间质转化（EMT）、侵袭和转移，Kin17及 STAT3在非小细胞肺癌患者诊断和治疗中具有一定临床价值。
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The Role and Mechanism of Kin17 in Invasion and Metastasis of
Non-small Cell Lung Cancer*

To investigate the role and mechanism of Kin17 in invasion and metastasis of non-small cell lung cancer.

The Messenger RNA（mRNA）expression profiles of A549-KD cells and A549-NC cells were compared by Ribonucleotide

sequencing (RNA-seq), and the genes with different expressions were screened out.Expression level of Kin17, activator of transcription 3

(STAT3), glycerol phosphate aldehyde dehydrogenase (GAPDH), E-cadherin (E-cadherin), Vimentin（Vimentin）, Basic helix loop helix

transcription factor （Twist）and transcription factor（Snail）in A549-NC group, the A549-KD group and A549 -KD+STAT3 group was

tested by Western blot ( Western blot) Cell invasive ability of each group was detected by scratch experiment. Cell migration ability of

each group was detected by Transwell experiment. The position of Kin17 and STAT3 was detected by immunofluorescence experiment.

Compared with A549-NC group, STAT3 expression in A549-KD group decreased (P < 0.05). The expression level of E-cadherin
in A549-KD group was higher than that in A549-NC group and A549-KD+STAT3 group, while the expression levels of vimentin, twist

and snail were lower than that in A549-NC group and a549-kd + STAT3 group (P < 0.05). The scratch healing rate and cell migration

rate of a549-kd group were lower than those of a549-nc group and a549-kd + STAT3 group (P < 0.05). Kin17 and STAT3 are Co located

in the nucleus. Kin17 may promote EMT, invasion and metastasis of NSCLC cells by promoting the expression level of

STAT3 in NSCLC. Kin17 and STAT3 have certain clinical value in the diagnosis and treatment of NSCLC patients.

Non-small cell lung cancer; Attacks; Transfer; nuclear immunological kinship to Rec A Protein; Signal transduction and

transcriptional activator 3; Epithelial-mesenchymal transition
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前言

2018年全球肺癌的新发病例数约为 209万人，占恶性肿

瘤新发病例数的 11.6%。而死亡病例数约为 176万人，占恶性

肿瘤死亡病例数的 18.4%。肺癌的发病率和死亡率均排在恶性

肿瘤的首位，严重影响人们的生命健康[1，2]。肺癌中 85%以上的

癌症亚型为非小细胞肺癌，容易产生肺转移、脑转移和骨转移，

并且患者的预后较差 [3，4]。核蛋白 17 (nuclear immunological

kinship to Rec A Protein, Kin17)参与 DNA复制和修复过程，正

常组织细胞中表达水平较低 [5]，而在乳腺癌和宫颈癌患者中

Kin17的表达水平明显上调[6，7]，并已有研究显示在非小细胞肺

癌患者中 Kin17表达水平明显上调，且与患者的不良预后密切

相关[8]。目前对于 Kin17在非小细胞肺癌中侵袭转移中的作用

及其分子机制仍然缺乏了解，本研究使用 siRNA在 A549非小

细胞肺癌细胞中对 Kin17表达进行敲降，并进一步通过核糖核

苷酸测序(Ribonucleotide sequencing, RNA-seq)、划痕实验和细

胞迁移侵袭(Transwell)实验验证 Kin17功能，旨在探讨 Kin17

在非小细胞肺癌侵袭转移中的作用及其分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂和仪器

肺癌细胞 A549购自中国科学院上海生命科学研究院细

胞资源中心。DMEM高糖培养基（货号：SH30022.01B）和胎牛

血清（货号：30070.03）均购自美国 Hyclone生物科技有限公司，

Kin17（货号 ab3747）、信号转导与转录激活因子 3（Signal trans-

duction and transcriptional activator 3, STAT3）（货号 ab76315）、

磷酸甘油醛脱氢酶（reduced glyceraldehyde-phosphate dehydro-

genase, GAPDH）（货号 ab181602）、E- 钙黏蛋白（E-cadherin）

（货号 ab194982）、波形蛋白（Vimentin）（货号 ab92547）、碱性螺

旋 -环 -螺旋转录因子（Twist）（货号 ab187008）和转录因子

(Snail)（货号 ab229701）抗体均购自美国 Abcam生物科技有限

公司。Lipofectamine3000脂质体转染试剂盒（货号：L3000001）

购自美国赛默飞世尔科技有限公司。激光共聚焦显微镜（型号：

LSM800）购自美国蔡司仪器科技有限公司。

1.2 siRNA及质粒转染肺癌细胞

转染前 1d将 A549细胞铺种于 6孔板中，8伊105个细胞 /

孔，共铺种 9孔，每孔培养基为 2 mL。铺种细胞 16h后进行转

染，细胞分为 A549-NC 组、A549-KD 组和 A549-KD+STAT3

组，每组转染 3 孔。A549-NC 组、A549-KD 组和 A549-KD

+STAT3组在加入脂质体试剂的基础上，分别加入 20 pmol阴

性对照 NC-siRNA、Kin17-siRNA 和 Kin17-siRNA+STAT3 质

粒，转染过程严格按照 Lipofectamine3000脂质体转染试剂盒

进行。转染 4h后更换培养基，培养至 48h-72h可进行后续检测。

1.3 RNA-seq检测

收集 1伊106个 A549细胞，加入 500 滋L的 Trizol溶液，充

分震荡混匀，冰上裂解细胞 30 min。加入 200 滋L的氯仿，震荡
混匀后静置 5 min。12000 r/min，离心 20 min。将上清液转移至

另一洁净离心管中，加入 500 滋L异丙醇，充分震荡后置于
-20℃冰箱中放置 1h。12000 r/min，离心 20 min。去除上清液，加

入 500 滋L 75%的乙醇冲洗沉淀 3次，5000 r/min离心 3min。将

多余的 75%的乙醇吸尽，置于室温下干燥。加入 50 滋L蒸馏水
溶解后冻存于 -80℃冰箱中。将提取的 RNA样本寄送至苏州金

唯智生物科技有限公司进行 RNA高通量测序，A549-NC组和

A549-KD组各寄送 3个平行样品。根据 RNA-seq测序结果绘

制热图进行可视化分析。

1.4 肺癌细胞中蛋白表达的蛋白免疫印迹(Western blot)检测

收集肺癌细胞于离心管中，5000 rpm离心 10 min后弃去

上清液，加入细胞裂解液并用移液器反复吹打重悬细胞，冰上

裂解 30 min后 12000 rpm离心 10 min。将上清液转移至另一干

净离心管中，采用二喹啉甲酸蛋白定量试剂盒测定上清液中蛋

白浓度。行 12%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE），

采用湿转法将蛋白转至聚偏二氟乙烯（Polyvinylidene Fluoride,

PVDF）膜上，将 PVDF膜浸没于 5%脱脂奶粉中封闭 1h。PBST

冲洗 PVDF膜 3次后根据蛋白大小裁剪 PVDF膜，在蛋白对应

位置条带上滴加一抗，4℃孵育过夜。次日弃去一抗，使用 PBS-

吐温缓冲液（PBS-tween buffer，PBST）冲洗 3次 PVDF膜，并在

膜上滴加二抗（1:5000）稀释，室温孵育 1h，PBST冲洗 3次后。

ECL化学发光显色试剂盒显影。以显影条带的灰度值作为蛋白

的蛋白表达量，实验进行 3次重复。

1.5 划痕实验检测肺癌细胞的侵袭能力

实验前 1d将 A549细胞铺种于 6孔板中，1.5伊106个细胞 /

孔，A549-NC组、A549-KD组和 A549-KD+STAT3组三组各铺

3个孔。实验当天使用枪头于 6孔板中做 "+"字划痕，使用 PBS

缓冲液将脱落细胞冲洗干净后，拍照并记录划痕的宽度，加入

2 mL全培养基进行培养。24h后，拍照并记录划痕的宽度。划痕

愈合率 =（0h划痕宽度 -24h划痕宽度）/0h划痕宽度伊100%。
1.6 Transwell实验检测肺癌细胞的迁移能力

Transwell小室中加入 2伊106个 A549细胞，各组细胞设置

3个复孔。细胞转染后培养 72h。24孔板加入 10%结晶紫溶液，

用棉签将小室上层的细胞刮除干净后将小室置于 10%结晶紫

溶液中反应 20 min，取出小室并用 PBS冲洗 3次，晾干后于倒

置显微镜下拍照。每孔小室加入 30%的醋酸，室温反应 30 min，

充分震荡后于 570 nm波长下读取吸光值。细胞迁移率 =570 nm

吸光值 /10.89伊100%，其中 10.89为野生型 A549细胞在相同实

验条件下测得的 570 nm波长下吸光值。

1.7 免疫荧光共定位分析

实验前 2 d于免疫荧光小室中加入 2伊104个 A549细胞。

实验当天将培养基吸出，加入甲醇固定细胞 2 min。PBS冲洗三

次，每次 5 min。使用 2%BSA封片处理 1 h，吸出 2%BSA后，

PBS冲洗三次，每次 5 min。加入 300 滋L的 Kin17抗体，4℃孵

育 2 h。吸出 Kin17抗体，PBS冲洗三次，每次 5 min。加入带绿

色荧光的异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate, FITC）-二

抗，4℃孵育 2 h。吸出二抗，PBS冲洗三次，每次 5 min。加入

300 滋L的 STAT3抗体，4℃孵育 2 h。吸出 STAT3 抗体，PBS

冲洗三次，每次 5 min。加入带红色荧光的四乙基若丹明异硫氰

酸盐（tetraethyl rhodamine isothiocyanate, TRITC）-二抗，4℃孵

育 2 h。吸出二抗，PBS冲洗三次，每次 5 min。最后使用核染料

二氨基苯基吲哚（diaminophenylindoles, DAPI）对细胞核进行染

色，染色 5 min，PBS冲洗三次，每次 5 min。置于激光共聚焦显
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Groups 0h scratch width(滋m) 24h scratch width(滋m) scratch healing rate(%)

A549-NC group 10.21依1.85 1.85依0.31 81.27依2.71

A549-KD group 10.45依1.76 7.23依1.59a 29.49依1.85a

A549-KD+STAT3 group 10.35依1.80 1.93依0.48b 80.59依2.44b

F 0.249 8.137 9.814

P 0.815 0.000 0.000

Note: Compared with A549-NC group, aP <0.05; Compared with A549-KD group, bP <0.05.

表 2细胞的划痕宽度和划痕愈合率比较

Table 2 Comparison of scratch width and scratch healing rate of cells

Groups E-cadherin Vimentin Twist Snail GAPDH

A549-NC group 1.47依0.35 10.31依0.67 7.64依0.39 8.18依0.41 10.08依0.61

A549-KD group 8.43依0.45a 1.28依0.34a 0.99依0.22a 1.16依0.26a 10.05依0.55
A549-KD+STAT3

group
1.50依0.26b 10.12依0.78b 7.49依0.29b 8.46依0.31b 10.09依0.56

F 65.013 71.291 57.859 48.781 0.098

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.581

表 1细胞中 EMT相关蛋白表达水平比较

Table 1 Comparison of EMT related protein expression levels in cells

Note: Compared with A549-NC group, aP <0.05; Compared with A549-KD group, bP <0.05.

微镜下观察并拍照。

1.8 统计学分析

采用 SPSS20.0对数据进行统计学分析。计量资料采用平

均值依标准差表示，两组间比较采用独立样本 t检验，三组间比

较则采用方差分析。采用 R语言软件对 RNA-seq结果进行可

视化处理，P<0.05则表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 A549-NC组和 A549-KD组细胞中差异表达基因分析

RNA-seq 结果显示，A549-NC 组和 A549-KD 组细胞中

STAT3、细胞外信号调节激酶 (Extracellular Signal Regulated

Kinase, ERK)、Janus激酶（Janus kinase, JAK）和丝裂原激活的

蛋白激酶（Mitogen-activated protein kinase, MAPK）等基因的表

达水平比较，组间差异具有统计学意义（P<0.05）。选择
A549-NC组和 A549-KD组细胞表达差异最大的 STAT3基因

作为 Kin17的靶基因并进行后续实验，其中 A549-KD组细胞

中 STAT3表达水平为 1.04依0.09，低于 A549-NC组的 10.69依
0.47，差异有统计学意义（t=20.541，P=0.000）。
2.2 细胞中上皮 -间质转化（epithelial-mesenchymal transition，

EMT）相关蛋白表达水平比较

A549-KD 组 E-cadherin 表达水平高于 A549-NC 组和

A549-KD+STAT3组，而 Vimentin、Twist和 Snail表达水平低

于 A549-NC组和 A549-KD+STAT3组（P<0.05）。A549-NC组

和 A549-KD+STAT3 组的 E-cadherin、Vimentin、Twist、Snail和

GAPDH表达水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。见表 1。

2.3 细胞的划痕宽度和划痕愈合率比较

三组细胞 0h划痕宽度比较差异无统计学意义（P>0.05）。
A549-KD 组 24h 划痕宽度大于 A549-NC 组和 A549-KD+

STAT3组，划痕愈合率低于 A549-NC组和 A549-KD+STAT3

组（P<0.05）。见表 2。

Groups Cell mobility(%)

A549-NC group 75.62依2.35a

A549-KD group 21.84依1.64

A549-KD+STAT3 group 74.89依2.26a

F 12.115

P 0.000

Note: Compared with A549-KD group, aP <0.05.

表 3细胞的细胞迁移率比较

Table 3 Comparison of cell mobility

2.4 细胞迁移率比较

A549-KD 组细胞迁移率低于 A549-NC 组和 A549-KD+

STAT3组（P<0.05）。见表 3。

2.5 Kin17和 STAT3蛋白在细胞内定位情况分析

免疫荧光结果显示 Kin17和 STAT3蛋白存在相互作用，

并且共定位于细胞核内，见图 1。

3 讨论

近年来非小细胞肺癌的发病率和死亡率逐年攀升，对人们

的生命健康和日常生活造成严重影响[9]。非小细胞肺癌细胞的

侵袭转移对患者预后的影响较大[10]，因此寻找与非小细胞肺癌
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图 1 Kin17和 STAT3蛋白的免疫荧光结果

Fig. 1 Immunofluorescence results of Kin17 and STAT3 proteins

转移相关的潜在治疗靶点具有重要意义。Kin17主要分布于细

胞核中，已有的研究报道显示 Kin17是一种 DNA/RNA结合蛋

白，参与基因的转录调控[11]。同时，Le MX等人[12]的研究发现

Kin17在 DNA的损伤修复过程中发挥重要作用，Kin17能够通

过促进同源末端重组修复来修复断裂的双链 DNA[13]。已有的

研究报道显示 Kin17主要起到促癌基因的作用，能够促进肿瘤

的增殖和转移[14，15]。

本研究通过 RNA-seq实验和Western blot实验发现 A549

细胞中敲降 Kin17会引起 STAT3基因表达水平的下调，实验

结果表明在 A549细胞中 STAT3是 Kin17的下游靶基因。分

析其原因可能是由于 Kin17在肿瘤转移中起到重要作用，而已

有的研究报道显示 STAT3也与肿瘤转移密切相关[16，17]，因此在

非小细胞肺癌转移过程中，Kin17和 STAT3 起到协同促进肿

瘤转移的作用。进一步研究结果发现敲降 Kin17后 E-cadherin

上调，而 Vimentin、Twist和 Snail下调，在敲降 Kin17后过表达

STAT3使得 EMT相关蛋白的表达纠正到未敲降前水平，该实

验结果表明敲降 Kin17会抑制非小细胞肺癌细胞发生 EMT，

过表达 STAT3 能够纠正 Kin17敲降对 EMT 的抑制作用，即

Kin17可能是通过上调 STAT3表达来促进非小细胞肺癌细胞

的 EMT。分析其原因可能是由于 STAT3的表达受到多种分子

调控，已有的研究报道显示 STAT3基因的转录受到受体酪氨

酸激酶（receptor tyrosine kinase,RTK）和同源转录因子 3

（DLX3）等分子的调节 [18-20]，Kin17 可能与 RTK 和 DLX3 分子

结合，进而共同调节 STAT3基因的转录[21]。而 STAT3在肿瘤

EMT过程中发挥重要作用，如 Wu C等人[22]及 Xiang Y等人[23]

的研究均显示 STAT3能够促进肿瘤细胞的 EMT过程，进而促

进肿瘤转移。因此 Kin17 在非小细胞肺癌中可能通过调控

STAT3的表达水平间接调控非小细胞肺癌细胞的 EMT过程，

进而促进非小细胞肺癌转移 [24]。进一步通过划痕实验和 tran-

swell实验验证敲降 Kin17会抑制 A549细胞的侵袭和迁移，并

且过表达 STAT3能够纠正 Kin17敲降对 A549细胞的侵袭和

迁移的抑制作用，Kin17可能是通过上调 STAT3表达来促进

非小细胞肺癌细胞的侵袭和迁移。可能是由于 STAT3在肿瘤

侵袭和转移中具有重要作用，如 Kang DY等人[25]及 Zheng B等

人[26]的研究均显示 STAT3能够促进肿瘤细胞的侵袭和转移，

因此 Kin17在非小细胞肺癌中可能通过调控 STAT3的表达水

平间接调控非小细胞肺癌细胞的侵袭和转移[27]。最后本研究通

过免疫荧光实验对 Kin17和 STAT3蛋白在细胞内的定位情况

进行检测，发现 Kin17和 STAT3蛋白均分布在细胞核中，并且

二者之间存在共定位，即 Kin17和 STAT3蛋白之间能够相互

结合形成蛋白质复合体，进而调节细胞的生命活动。可能是由

于 Kin17是一种 DNA/RNA结合蛋白，其主要通过结合细胞核

中的 DNA和 RNA对基因的转录过程进行调节，而已有的研

究显示 STAT3蛋白在基因转录中也发挥重要作用，STAT3蛋

白作为转录因子能够促进白介素-6（interleukin-6, IL-6）和性别

决定区相关高迁移率族盒蛋白 4(SOX4)等基因的转录[28-30]，因

此在非小细胞肺癌中 Kin17和STAT3蛋白在基因的转录调控

中可能具有一定的协同作用，二者通过蛋白之间的结合形成转

录调节复合蛋白，进而调节IL-6和 SOX4等基因的转录，促进

非小细胞肺癌的发生发展。

综上所述，在非小细胞肺癌中 Kin17 可能通过促进

STAT3表达水平以促进非小细胞肺癌细胞 EMT、侵袭和转移，

Kin17及STAT3可以作为非小细胞肺癌细胞侵袭和转移的潜

在治疗靶点，在非小细胞肺癌患者治疗中具有一定临床价值。
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