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■背景资料
K r ü p p e l样因子
( K r ü p p e l  l i k e 
factors, KLFs)在
细胞增殖、分化
和凋亡过程中具
有广泛调控作用. 
KLFs不仅能够调
控正常细胞的各
种生理功能, 还可
参与肿瘤细胞多
项生理功能的调
控 .  Krüppel样因
子17(Krüppel like 
factor 17, KLF17)
是近年新发现的
KLF家族成员, 在
肿瘤的分化、增
殖和凋亡中发挥
重要作用, 常被作
为抑癌基因.
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Abstract
AIM
To inhibit Krüppel like factor 17 (KLF17) gene 
expression in human colorectal carcinoma 
SW480 cells by small interfering RNA (siRNA) 
technique, and thereby observe the effect of 
KLF17 gene silencing on the proliferation and 
migration of SW480 cells, in order to provide 
the theoretical foundation for inhibiting the 
recurrence and metastasis of colorectal cancer. 

METHODS
A KLF17 siRNA eukaryotic plasmid expression 
vector was constructed using genetic recombi
nation, which was then transfected into 
SW480 cells by electroporation. Fluorescence 
quantitative PCR was used to detect the mRNA 
expression levels of KLF17, E-cadherin and 
Vimentin, while the protein expression of 
KLF17, E-cadherin and Vimentin was detected 
by Western blot. The proliferative activity of 
SW480 cells was assayed by MTT assay. 

RESULTS
Compared with the control group, the 
proliferation ability of siRNA-transfected 
SW480 cells was significantly suppressed, and 
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E-cadherin蛋白表达以及基因表达水平显著
降低, Vimentin的蛋白表达水平和基因表达
水平显著升高. 

结论
抑制KLF17的表达可以通过诱导结直肠癌
细胞发生上皮-间质转化而促进其细胞的增
殖以及转移. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 结直肠癌; Krüppel样因子17; 上皮-间质
转化; 侵袭

核心提要 :  本文中干扰K r ü p p e l样因子
17(Krüppel like factor 17, KLF17)表达, SW480
细胞形态发生变化与波形蛋白(Vimentin)的上
调表达相符合. 说明干扰KLF17的表达可以通
过诱导Vimentin的上调表达, 使肿瘤细胞形态发
生变化, 从而促进肿瘤细胞上皮-间质转化的发
生, 引发肿瘤细胞发生侵袭和转移.

瞿紫微, 孟庆彬, 肖新波, 陈华涛, 赵春翔, 张红芬. siRNA靶向

干扰KLF17对结直肠癌细胞株SW480增殖和迁移的影响.  世

界华人消化杂志  2017; 25(2): 122-128 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/full/v25/i2/122.htm DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v25.i2.122

0  引言

Krüppel样因子(Krüppel like factors, KLFs)指
一类在羧基端有3个C2H2锌指结构的转录因

子, 在细胞增殖、分化和凋亡过程中具有广泛

调控作用[1]. KLFs不仅能够调控正常细胞的各

种生理功能, 还可参与肿瘤细胞多项生理功能

的调控. Krüppel样因子17(Krüppel like factor 
17, KLF17)是近年新发现的KLF家族成员, 在
肺癌和肝癌等恶性肿瘤中表达比较低, 且在肿

瘤的分化、增殖和凋亡中发挥重要作用, 常
被作为抑癌基因[1-3]. 已有研究[4]证实KLF17在
结直肠癌组织中的表达显著低于癌旁正常组

织. 结直肠癌作为威胁人类身体健康的第3大
肿瘤疾病, 近些年发病率和死亡率都呈现出逐

年上升的趋势[4]. 研究[5]表明癌细胞转移是结

直肠癌难以治愈以及导致患者死亡的主要原

因. 细胞上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)是调控细胞侵袭和转移的重

要生理过程, 因此研究肿瘤细胞EMT发生机

the cell morphology changed from round or 
polygonal to fusiform and cells developed 
many projections. After siRNA transfection, the 
mRNA and protein expression levels of KLF17 
and E-cadherin were significantly decreased, 
and the levels of Vimentin mRNA and protein 
expression were significantly increased in the 
siRNA interference group.

CONCLUSION
Down-regulation of KLF17 expression in 
human colorectal carcinoma SW480 cells may 
promote cell proliferation and enhance cell 
migration by inducing epithelial-mesenchymal 
transition.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
利用小分子干扰RNA(small interfering RNA, 
s iRNA)技术探究体外沉默Krüppel样因子
17(Krüppel like factor 17, KLF17 )的基因表
达对结直肠癌细胞株SW480细胞增殖和迁
移的影响, 为抑制结直肠癌复发转移奠定理
论基础. 

方法
使用基因重组方法构建KLF17的s iRNA真
核质粒表达载体, 用电转染法转染至人结直
肠癌SW480细胞中. 使用荧光定量PCR检测
KLF17、E-钙黏素(E-cadherin)和波形蛋白
(Vimentin)的基因表达水平; 用Western blot
检测KLF17的蛋白表达以及细胞转移相关
蛋白E-cadherin和Vimentin的表达. 用四甲基
偶氮唑蓝法检测细胞增殖活性. 

结果
与对照组相比, 转染s iRNA后的SW480细
胞培养48 h后增殖能力受到显著抑制, 且
细胞形态由圆形或多边形变成梭形并向外
伸出多个细胞突起; 转染siRNA后KLF17和
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■研发前沿
本文通过小分子
干扰RNA(small 
interfering RNA, 
s i R N A )干扰人
结直肠癌细胞株
SW480中KLF17
的 表 达 ,  检 测
KLF17对SW480
细胞的增殖活性
和 侵 袭 转 移 能
力的影响 ,  探究
KLF17对结直肠
癌发生和转移的
调控作用. 为探索
靶点治疗结直肠
癌奠定理论基础. 
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■相关报道
KLF17是近年新
发现的KLF家族
成员 ,  在肺癌和
肝 癌 等 恶 性 肿
瘤 中 表 达 比 较
低 ,  且在肿瘤的
分化、增殖和凋
亡中发挥重要作
用 ,  常被作为抑
癌基因. E-钙黏素
(E-cadherin)、波
形蛋白(Vimentin)
是细胞上皮-间质
转化(Epithelial-
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
间 质 性 标 志 分
子 ,  是一种细胞
骨架结构调节蛋
白. E-cadherin和
Vimentin作为细
胞EMT的主要调
控蛋白, 对肿瘤细
胞侵袭和转移有
重要调节作用.

制对寻找癌症治疗靶点有巨大意义. E-钙黏素

(E-cadherin)是一种具有细胞黏附特性的钙依

赖性转膜糖蛋白, 是一种肿瘤转移抑制蛋白. 
波形蛋白(Vimentin)是细胞EMT间质性标志分

子, 是一种细胞骨架结构调节蛋白. E-cadherin
和Vimentin作为细胞EMT的主要调控蛋白, 对
肿瘤细胞侵袭和转移有重要调节作用. 发生

EMT的肿瘤细胞中E-cadherin的表达升高和

Vimentin下降, 且肿瘤易发生转移[6,7]. 本实验

通过小分子干扰RNA(small interfering RNA, 
s iRNA)靶向干扰结直肠癌细胞株SW480中
KLF17的表达, 检测干扰后细胞增殖活性以及

E-cadherin和Vimentin在基因水平和蛋白水平

的表达, 探究KLF17对结直肠癌细胞侵袭和转

移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料  人结直肠癌细胞株S W480由本实

验室提供; KLF17抗体购自Santa Cruz公司; 
E-cadherin和Vimentin抗体购自Thermo公司; 
RNA TRIzol提取试剂盒购自Takara公司; RIPA
蛋白裂解液试剂盒购自碧云天公司; 电转杯购

自Bio-Rad公司. 
1.2 方法
1.2.1 人结直肠癌细胞株: SW480培养于含10%
胎牛血清的DMEM培养液中, 37 ℃, 5%的CO2

条件下培养; 0.3%胰酶消化和传代, 取对数生

长期细胞备用. 
1.2.2 siRNA的合成和真核表达载体的构建: 根
据人KLF17基因序列(Gnen Bank基因数据库

No: 173484.3 GI: 104294873)设计KLF17引物, 
正向: UUCUGAAUGAAUGUAGAACUU反

向: GUUCUACAUUCAUUCAGAAAA. 质粒

KLF17-siRNA, 目标序列: AAGTTCTACATTC-
ATTCAGAAAA. 载体构建由武汉华联科生物

技术有限公司完成. 

1.2.3 质粒转染: 使用电转法将经鉴定后的重

组表达质粒进行转入SW480细胞. 转染前24 h
将细胞进行分瓶传代, 然后用0.25%胰酶消化, 
PBS缓冲液冲洗3次, 显微镜下细胞计数并调

至浓度为2×106/30 μL, 置冰上待用. 将质粒

和细胞悬液加入4 mm电转杯中, 混合均匀, 冰
浴5-10 min. 电压450 V, 电容500 mu电转条件

行电穿孔. 电转完毕后, 将电转杯取出并冰浴

5-10 min, 然后将细胞转移到24孔培养板中, 每
孔加入含10%胎牛血清的DMEM培养液1 mL, 
37 ℃, 5%的CO2条件下培养. 48 h后在倒置荧

光显微镜下观察表达绿色荧光蛋白基因的阳

性细胞数、强度和分布, 若胞质内荧光强度均

匀明亮, 认为转染效率最高, 取此时的细胞进

行实验. 以未转染的SW480细胞作为对照, 转
染空载质粒作为阴性对照, 将实验分为对照

组、阴性对照组和siRNA干扰组. 
1.2.4 荧光定量PCR检测基因表达水平: 使用

TRIzol法提取细胞总RNA, 用分光光度计检

测RNA的浓度和质量. 使用PrimeScriptTM II 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit(Takara公司)进行

cDNA合成反应. 采用20 μL反应体系(2×SYBR 
Premix Ex TaqTM 9 μL, 上游引物0.5 μL, 下游引

物0.5 μL, cDNA溶液1 μL, DEPC H2O 9 μL))进
行定量聚合酶链反应(quantitative polymerase 
chain reaction, qPCR)反应, 95 ℃预变性30 s, 
95 ℃ 20 s, 60 ℃ 15 s, 72 ℃ 20 s, 40个循环. 各
基因qPCR引物序列如表1. 
1.2.5 Western blot检测蛋白含量: 收集转染组和

对照组、阴性对照组细胞并用细胞裂解液裂

解. 取20 μL裂解样品液进行SDS-PAGE电泳, 
表达产物电转移至硝酸纤维素膜上进行反应; 
以磷酸甘油醛脱氢酶(reduced glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase, GAPDH)作为定量分

子质量标志物(Maker), 通过BandScan5.0软件

对杂交图像进行分析; 同管中蛋白与GAPDH

     基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

KLF17 TAGTAAAGGGGATGGTGCGA CTCACACCCTAGCCAAAGCC

E-cadherin TTGTGGAAGGAATGGAGGAGTC ACCTGGAATTGGGCAAATGTG

Vimentin AGATGGCCCTTGACATTGAG TGGAAGAGGCAGAGAAATCC

GAPDH CGACCACTTTGTCAAGCTCA AGGGGTCTACATGGCAACTG

qPCR: 定量聚合酶链反应; KLF17: Krüppel样因子17; GAPDH: 磷酸甘油醛脱氢酶.

表  1  qPCR引物序列
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■创新盘点
本文通过s iRNA
靶向干扰结直肠
癌细胞株SW480
中 K L F 1 7的表
达 ,  检测干扰后
细胞增殖活性以
及E-cadher in和
Vimentin在基因
水 平 和 蛋 白 水
平的表达 ,  探究
KLF17对结直肠
癌细胞侵袭和转
移的影响. 

条带积分光密度值之比作数据分析(RV值), 以
反映蛋白的表达程度. 
1.2.6 四甲基偶氮唑蓝法检测细胞增殖: 将实

验组、对照组和阴性对照组的SW480细胞分

别用含10%小牛血清的培养液配成单个细胞

悬液并调整细胞密度为1×104个/mL, 然后分

别接种于96孔细胞培养板中, 于37 ℃, 50 mL/L 
CO2培养箱中培养. 每间隔12 h取一批细胞进行

细胞增殖检测. 每孔加四甲基偶氮唑蓝(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT)溶液(5 mg/mL)20 μL
继续培养4 h后除去上清液, 每孔加100 μL二甲

亚砜, 震荡15 min使结晶充分溶解; 用酶联免

疫仪检测波长540 nm各孔光密度值, 连续检测

3 d, 以时间为横坐标, 光密度值为纵坐标绘制

生长曲线, 评估细胞的增殖情况. 
1.2.7 转染前后细胞形态的检测: s iRNA干扰

KLF17基因转染前后SW480细胞形态检测. 因
重组质粒含有编码增强型绿色荧光蛋白的基

因, 转染细胞后能发出绿色荧光, 转染48 h后可

在倒置荧光显微镜下观察SW480细胞的形态

学变化. 
统计学处理 使用SPSS18.0统计软件进行

数据分析, 分析结果以mean±SD表示, 实验结

果使用单因素方差分析进行组间均数的两两

比较, 方差齐时选择LSD法, 方差不齐时选择

Dunnett T3法, P <0.05或P <0.01表示差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 siRNA干扰后细胞生长情况 MTT检测实验

组和对照组的吸光值如表2和图1所示. siRNA
干扰KLF17表达后, 12 h后实验组SW480细胞

活性和生长情况开始显著高于对照组和阴性

对照组(P <0.05), 48 h组和72 h组SW480细胞活

性和生长情况更加优于对照组和阴性对照组

(P <0.01).
2.2 siRNA干扰前后SW480细胞形态观察 如图2
所示, 对照组和转染空载质粒组的SW480细胞

形态呈典型的圆形或多边形. 转染siRNA质粒

后SW480细胞变成梭形并且向外伸出多个突起

的间充质细胞样. 
2.3 mRNA表达水平检测结果 qPCR检测各基

     分组 12 h 24 h 36 h 48 h 72 h

对照组 0.4687±0.0376 0.5341±0.0280 0.6823±0.0374 0.7932±0.0404 0.8813±0.0451

阴性对组 0.4073±0.0371 0.51520±0.04498 0.6563±0.0519 0.7493±0.0371 0.8315±0.0521

实验组 0.4565± 0.0520 0.5947±0.0622  0.7972±0.0313b  1.0236±0.0520a  1.3568±0.0564a

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. siRNA: 小分子干扰RNA.

表  2  siRNA干扰后对人结直肠癌细胞SW480细胞增殖的影响

12          24          36          48          72
细胞培养时间(t/h)

1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

O
D
54
0 
nm

a

a

b

对照组
阴性对照组
实验组
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阴性对照组; C: siRNA转染组. siRNA: 小分子干扰RNA.

A B

C



瞿紫微, 等. siRNA靶向干扰KLF17对结直肠癌细胞株SW480增殖和迁移的影响

2017-01-18|Volume 25|Issue 2|WCJD|www.wjgnet.com 126

■应用要点
KLF17作为重要
的抑癌基因在癌
症治疗和预后均
有非常重要的作
用. 通过siRNA干
扰KLF17的表达, 
可以增强肿瘤细
胞的增殖活性以
及使肿瘤细胞形
态发生变化, 为结
直肠癌的治疗提
供了一条思路. 

因表达结果如图3所示. 转染siRNA的SW480
细胞中, KLF17的基因表达水平显著低于对照

组和阴性对照组(P <0.01). 实验组E-cadherin
基因表达水平显著低于对照组和阴性对照组

(P <0.01), 但Vimentin的mRNA水平显著高于对

照组和阴性对照组(P <0.01). 
2.4 蛋白表达水平检测结果 Western blot检测结

果如图4所示, KLF17和E-cadherin在siRNA干扰

的SW480细胞中的表达显著低于对照组和阴性

对照组(P <0.015). 实验组细胞中Vimentin的蛋

白表达显著高于对照组和阴性对照组(P<0.01). 

3  讨论

本实验通过s i R N A干扰人结直肠癌细胞株

SW480中KLF17的表达, 通过检测细胞EMT标
志物E-cadherin和Vimentin基因和蛋白的表达, 
探究KLF17对SW480细胞的增殖活性和侵袭

转移能力的影响, 研究KLF17对结直肠癌发生

和转移的调控机制, 为探索靶点治疗结直肠癌

奠定理论基础. 
KLF17属于特化蛋白/KLFs锌指蛋白家

族, 具有不同功能的转录因子, 它们可以通过

结合不同的启动子或蛋白, 刺激或者抑制细胞

的各种生命活动. 近年来研究[2,8,9]显示, KLF17
在诸多肿瘤细胞中的表达水平低于正常组

织中的表达水平, 如肺癌、肝癌和乳腺癌等. 
KLF17在肿瘤细胞中的下调表达参与肿瘤细

胞发生的多种生物学过程, 如细胞的侵袭转移

和生长等, 且对治疗肿瘤的预后效应有重要影

响. 本研究结果显示, 转入siRNA的人结直肠

癌SW480细胞的增殖活性显著高于对照组中

未转染细胞, 说明抑制KLF17的表达可以促进

肿瘤细胞的增殖. 通过细胞形态学观察发现, 
siRNA干扰后SW480细胞形态变化显著, 由典

型的圆形变成梭形并伸出多个突起的间充质

细胞样, 呈现出典型的EMT形态学改变. 在对

乳腺癌和肝癌的研究中也证实, KLF17表达

水平降低可以促进肿瘤细胞的侵袭和转移[3,9]. 
Cai等[2]在对肺癌的研究中表明抑制KLF17能
够促进肺癌细胞的生长且对肺癌预后产生不

良影响. Liu等[10]在对乳腺癌细胞的研究中发

现KLF17与肿瘤的发生存在负相关, 这与本实

验中抑制KLF17的表达可以促进结直肠癌细

胞增殖是一致的. 
E-cadherin作为一种黏附蛋白, 在细胞黏

附聚集以及维持细胞的形态完整中有着非常

重要作用. Stefanou等[11]研究表明, 多种恶性肿

瘤的发生和转移与E-cadherin基因表达的下调

相关. E-cadherin的表达下调是细胞发生EMT
的重要指标. 细胞发生EMT可以使细胞之间

黏着力降低, 促进细胞的转移. 本实验结果显

示, siRNA干扰KLF17的表达引起E-cadherin基
因mRNA表达和蛋白表达均显著低于对照组. 
E-cadherin基因显著下调, 使细胞间的黏附作

用变弱, 细胞之间失去连接, 细胞的形态发生

KLF17

E-cadherin

Vimentin

GAPDH

对
照
组

阴
性
对
照
组

实
验
组

KLF17         E-cadherin       Vimentin

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

相
对
表
达
量

对照组
阴性对照组
实验组

aa

b

图  4  Western blot检测干扰KLF17表达后各基因蛋白表达
情况. A: Western blot凝胶电泳图; B: KLF17、E-cadherin
及Vimentin蛋白相对表达量. aP<0.015, bP<0.01 vs  对照组. 
KLF17: Krüppel样因子17; GAPDH: 磷酸甘油醛脱氢酶. 

图  3  qPCR检测干扰KLF17表达后各基因mRNA表达情
况. bP<0.01 vs  对照组. qPCR: 定量聚合酶链反应; KLF17: 
Krüppel样因子17.
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变化, 导致细胞的侵袭和转移能力增强[12]. 说
明干扰KLF17的表达可以通过降低E-cadherin
的表达水平增强结直肠癌细胞的侵袭和转移

能力. E-cadherin的低表达导致肿瘤细胞间黏

附作用降低, 肿瘤细胞极易从原发部位脱落, 
并沿淋巴管、血管外膜、神经束外衣组织及

组织间隙浸润, 破坏邻近正常组织并继续生长, 
最终导致肿瘤的浸润性生长与转移[13]. 

Vimentin是一种中间丝蛋白, 对于维持细

胞骨架蛋白形态和结构稳定具有重要作用. 研
究证明, Vimentin蛋白的异常表达会导致细胞

骨架蛋白结构发生变化, 由原来的立方形转变

为纺锤形, 易于细胞的游动和转移[14]. 在本实验

中, 实验组的SW480细胞中, Vimentin的基因表

达和蛋白表达显著高于对照组. 关于Vimentin
的上调表达可以促进肿瘤细胞的侵袭和转移, 
在多种恶性肿瘤中均有报道[15-17]. 本研究中干

扰KLF17表达, SW480细胞形态发生变化与

Vimentin的上调表达相符合. 说明干扰KLF17
的表达可以通过诱导Vimentin的上调表达, 使
肿瘤细胞形态发生变化, 从而促进肿瘤细胞

EMT的发生, 引发肿瘤细胞发生侵袭和转移. 
E-cadherin和Vimentin是肿瘤细胞发生EMT的
重要标志, 在本研究中干扰KLF17的表达可以

促进E-cadherin的表达降低和Vimentin的表达

升高, 说明KLF17可以诱导结直肠癌SW480细
胞发生EMT, 从而促进肿瘤细胞的侵袭和转移. 

总之, KLF17 作为重要的抑癌基因在癌

症治疗和预后均有非常重要的作用. 但目前

KLF17对结直肠癌作用机制仍处于探索阶段. 
本研究通过siRNA干扰KLF17的表达, 可以增

强肿瘤细胞的增殖活性以及使肿瘤细胞形态

发生变化. 通过基因水平和蛋白水平检测发

现siRNA干扰KLF17表达可以诱导Vimentin的
上调表达以及E-cadherin的下调表达, 符合肿

瘤细胞EMT的发生机制, 从而可以得出干扰

KLF17的表达可以促进肿瘤细胞发生侵袭和

转移. 
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■同行评价
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技 术 体 外 沉 默
KLF17基因并转
染 至 人 结 直 肠
癌细胞中 ,  探究
KLF17对结直肠
癌发生和转移的
调控作用 .  研究
内容对于进一步
阐释KLF17在结
直肠癌等肿瘤发
生发展中的作用
具有一定的创新
性和较好的科学
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