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■背景资料
上 皮 - 间 质 转
化 ( e p i t h e l i a l -
m e s e n c h y m a l 
transition, EMT)
是结直肠癌发生
侵袭转移的重要
机制之一 ,  其分
子调控机制尚未
阐明 .  KLF17作
为可能的抑癌基
因与多种上皮性
肿瘤的上皮间质
转化、增殖及侵
袭转移密切相关. 
KLF17低表达与
结直肠癌患者的
预后密切相关. 但
KLF17在结直肠
癌细胞的侵袭转
移中的作用及分
子机制尚未阐明.
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Abstract
AIM
To assess the impact of KLF17 overexpression 
on the epithelial-mesenchymal transition 
(EMT) and invasive ability of SW480 colorectal 
cancer cells. 

METHODS
The recombinant KLF17 expression plasmid 
with EGFP was transfected into SW480 cells, 
and non-transfected SW480 cells and SW480 
cells transfected with the empty vector were 
used as controls. The changes in KLF17 mRNA 
and protein expression were detected by 
real-time PCR and Western blot at 48 h after 
transfection with the recombinant KLF17 
expression plasmid. The changes in the 
expression of epithelial and mesenchymal 
makers in SW480 cells were detected by real-
time PCR and Western blot. Transwell chamber 
invasion assay was used to investigate the 
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■研发前沿
有关KLF17在结
直肠肿瘤中的表
达及作用是目前
研究的热点及重
点 .  但是KLF17
在结直肠肿瘤上
皮间质转化及侵
袭转移中的作用
机 制 尚 未 阐 明 , 
亟待研究.

effect of KLF17 gene transfection on the 
invasive potential of SW480 cells. 

RESULTS
The expression levels of KLF17 mRNA and 
protein in SW480 cells transfected with the 
recombinant plasmid (2.5087 ± 0.0288; 0.6100 ± 
0.0579) were significantly increased compared 
with those in non-transfected SW480 cells 
(1.0000 ± 0.0198; 0.3543 ± 0.0340) (P < 0.01 for 
both). The expression levels of E-cadherin 
mRNA and protein in SW480 cells transfected 
with the recombinant plasmid (2.0704 ± 0.0620; 
0.5446 ± 0.0245) were significantly higher than 
those in non-transfected SW480 cells (1.0000 
± 0.0106; 0.3952 ± 0.0430) (P < 0.01 for both), 
while the expression levels of vimentin mRNA 
and protein in SW480 cells transfected with 
the recombinant plasmid (0.4622 ± 0.0279; 
0.3290 ± 0.0367) were significantly lower than 
those in non-transfected SW480 cells (1.0000 
± 0.0780; 0.5229 ± 0.0496) (P < 0.01 for both). 
After transfection with the recombination 
KLF17 expression plasmid, the invasive ability 
of SW480 cells (86.67 ± 10.97) was significantly 
lower than that of non-transfected SW480 cells 
(145.30 ± 11.37) and SW480 cells transfected 
with the empty vector (135.33 ± 12.66) (P < 0.01 
for both).

CONCLUSION
KLF17 may inhibit SW480 cancer cell invasion 
by inhibiting EMT.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究KLF17 基因转染对人结直肠癌细胞株
SW480上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)和体外侵袭能力的影响. 

方法
将带有绿色荧光蛋白的重组KLF17表达质

粒PIRES-EGFP-KLF17转染至SW480细胞
中, 以未转染质粒的SW480细胞作为对照, 
转染空载质粒的S W480细胞作为阴性对
照. 荧光定量PCR和Western blot法检测转染
前后KLF17 mRNA和蛋白表达水平. 采用
QPCR和Western blot检测转染前后SW480细
胞EMT上皮标志物E钙黏素(E-cadherin)和
间质标志物波形蛋白(Vimentin)的表达变化. 
用Transwell小室实验检测KLF17 基因转染
对SW480细胞的体外侵袭能力的影响. 

结果
K L F17转染48 h后S W480细胞中K L F17 
m R N A和蛋白表达水平(2.5087±0.0288; 
0.6100±0.05790)均较对照组(1.0000±
0 .0198 ;  0 .3543±0 .0340)明显升高 (均
P <0.01); 转染KLF17 基因后, SW480细胞中
E-cadherin mRNA和蛋白的表达量(2.0704±
0.0620; 0.5446±0.0245)较对照组均(1.0000
±0.0106; 0.3952±0.0430)均显著升高(均
P <0.01), Vimentin mRNA和蛋白的表达量
(0.4622±0.0279; 0.3290±0.0367)较对照组
(1.0000±0.0780; 0.5229±0.0496)均显著
降低(均P <0.01); 转染KLF17 基因后SW480
细胞的体外侵袭能力(86.67个±10.97个)较
对照组(145.30个±11.37个)及阴性对照组
(135.33个±12.66个)均显著降低(均P <0.01). 

结论
K L F17 基因可能通过抑制结直肠癌细胞
EMT而降低其侵袭能力. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: KLF17作为可能的抑癌基因在结直肠

癌侵袭转移中的作用及分子机制鲜有报道. 本
实验发现初步证实KLF17过表达可能通过抑制

上皮间质转化降低结直肠癌细胞的侵袭能力.
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0  引言

结直肠癌的复发和转移是影响其治疗效果的

主要障碍[1-5], 而且至今癌细胞获得侵袭转移
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■相关报道
本文发现KLF17
低表达与结直肠
癌患者的预后密
切相关 ,  但其在
结直肠癌转移中
的作用及机制至
今尚鲜有报道.

能力的机制尚未完全阐明[6-8]. 细胞上皮-间质

转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT), 
是指在生理或者病理条件下正常的上皮细胞

向间质性细胞转变的一种现象[9,10]. 研究[11-14]

表明, 细胞发生EMT能够显著增强肿瘤细胞

的侵袭转移能力, 并且已经在多种恶性肿瘤中

得到证实. EMT的发生会引起细胞之间的黏

附能力丧失, 进而导致细胞转移和侵袭能力增

强[15]. 目前靶向抑制肿瘤细胞的侵袭转移已成

为肿瘤疾病防治的重要环节. Krüppel样因子

(Krüppel like factors, KLFs)是指一类在羧基端

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的调控作用[16,17]. 
KLF17与多种上皮性肿瘤的发展密切相关, 不
仅参与肿瘤细胞的增殖与分化, 还参与调节肿

瘤细胞的侵袭转移[18-22]. 研究[23,24]发现KLF17
低表达与结直肠癌患者的预后密切相关. 

本研究通过建立KLF17过表达质粒, 并将

其转染至人的结直肠癌SW480细胞中, 检测

EMT发生的标志性物质E钙黏素(E-cadherin)和
波形蛋白(Vimentin)的mRNA以及蛋白表达水

平变化及其对SW480细胞侵袭能力的影响, 以
期揭示KLF17在结直肠癌细胞的侵袭转移中

可能发挥的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料  人结直肠癌细胞系S W480由本实

验室保存. P IRES-EGFP质粒购自武汉华联

科生物公司; 自行构建KLF17重组表达质粒

PIRES-EGFP-KLF17. Tranwell小室购自Coring 
Coster公司; 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、QPCR试剂盒和反

转录试剂盒购自Takara公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人结直肠癌细胞株SW480培
养于含10%胎牛血清的杜尔伯科改良伊格尔

(dulbecco's modified eagle medium, DMEM)培养

液中, 37 ℃、50 mL/L 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 基因转染实验: 使用电转法将KLF17重组

表达质粒PIRES-EGFP-KLF17转入SW480细
胞中. 转染24 h前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

镜下细胞计数并调节浓度为2×106/30 μL, 置
于冰上备用. 将重组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电转条件下进行电穿孔. 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孔细胞培养板中, 每孔加入含10%胎

牛血清的DMEM培养液1 mL, 37 ℃、50 mL/L 
CO2条件下培养. 实验组为转染重组质粒PIRES-
EGFP-KLF17的SW480细胞, 阴性对照组为转染

空载质粒, 以未转染的SW480细胞作为对照. 
1.2.3 QPCR和Western blot法检测KLF17的表

达: 收集转染后48 h的细胞, 用TRIzol裂解细

胞并提取细胞总RNA, 使用PrimeScriptTM II 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit(Takara公司)进行

cDNA合成反应. 采用Primer Premier 5.0软件

设计引物并由武汉华联科生物公司合成, 引
物序列如表1. 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QPCR反应, 95 ℃预变性30 s, 95 ℃ 20 s, 
60 ℃ 15 s, 72 ℃ 20 s, 40个循环. 采用△△Ct
法进行定量结果的处理. 各组细胞总蛋白的提

取采用武汉华联科生物公司的蛋白提取试剂

盒抽提, BCA法定量蛋白. 取细胞总蛋白进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
PAGE), 检测各组中KLF17的蛋白含量. 
1.2.4 转染前后细胞侵袭能力的检测: 实验前将

Tranwell小室滤膜每孔加入50 μL按1∶3比例

混合Matrigel和无血清RPMI 1640培养基, 培养

箱中聚合2 h. 取对数生长期细胞消化计数, 用

表  1  QPCR引物序列

     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
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■创新盘点
本研究初步发现
KLF17过表达明
显抑制EMT及肿
瘤侵袭性 ,  目前
国内外鲜有报道.

1640培养基重悬细胞并调整浓度1×105个/mL
后, 取10 μL细胞悬液接种于上室, 下室用常规

培养基作趋化因子, 37 ℃培养24 h后取出滤膜, 
擦去胶和上室细胞, 4%多聚甲醛固定、Gimsa
染色, 显微镜下计数并拍照. 
1.2.5 E-cadherin和Vimentin表达检测: QPCR和
Western blot法检测细胞中EMT上皮及间质标

志物E-cadherin和Vimentin的表达, 方法步骤同

1.2.3. QPCR引物如表1. 
统计学处理 采用S P S S18.0软件进行数

据分析, 计量资料分析结果以mean±SD表示, 
QPCR、Western blot和侵袭实验结果采用单因

素方差分析(one-way ANOVA)处理, P <0.05表
示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 转染后KLF17、E-cadherin和Vimentin的

m R N A表达水平变化 K L F17重组表达质粒

PIRES-EGFP-KLF17经双酶切及测序鉴定证

实序列完全正确, 说明KLF17表达载体构建

成功. 如图1所示, 转染PIRES-EGFP-KLF17重
组质粒的SW480细胞48 h后KLF17 mRNA表

达水平(2.5087±0.0288)显著高于对照组(1.0
±0.0198)和阴性对照组(1.1044±0.0517)(均
P <0.01), 说明KLF17已经成功转染入SW480
细胞中且能够在细胞中正常表达; 转染PIRES-
EGFP-KLF17后, 实验组E-cadherin的mRNA表

达水平(2.0704±0.0620)显著高于对照组(1.0
±0.0106)及阴性对照组(0.9287±0.0337)(均
P <0.01), 实验组Vimentin的mRNA表达水平

(0.4622±0.0279)显著低于对照组(1.0±0.0780)
及阴性对照组(1.1888±0.1207)(均P<0.01). 
2.2 KLF17基因转染后SW480细胞中E-cadherin
和Vimentin蛋白表达水平变化 Western blot检
测结果如图2所示, KLF17和E-cadherin在转

染PIRES-EGFP-KLF17的SW480细胞中的蛋

白表达水平(0.610±0.0579和0.5446±0.0245)
显著高于对照组(0.3543±0.034和0.3952±
0.043)(P <0.01), 阴性对照组(0.3856±0.018和
0.4023±0.0391)与对照组相比无明显变化. 与
对照组(0.5229±0.0496)和阴性对照组(0.5339±
0.0134)相比, 实验组SW480细胞中Vimentin蛋白

表达水平(0.329±0.0367)显著降低(P<0.01). 
2.3 KLF17基因转染对SW480细胞侵袭能力的

影响 Transwell体外侵袭实验观察到, 48 h后各

组细胞均有穿出微孔滤膜, 如图3所示. 对照组

(图3A)、阴性对照组(图3B)和实验组(图3C)显
微镜下计数穿膜细胞数分别为145.3个±11.37
个、135.33个±12.66个和86.67个±10.97个, 
结果表明PIRES-EGFP-KLF17转染后SW480细
胞的体外侵袭转移能力显著低于对照组和阴

性对照组(均P <0.05, 图3D). 

3  讨论

KLF17属于特化蛋白/Krüppel样因子锌指蛋白

家族, 具有各种不同功能的转录因子,他们可以
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图  1  转染KLF17后SW480细胞中E-cadherin和Vimentin的
mRNA表达水平变化. 转染PIRES-EGFP-KLF17重组质粒

48 h后的SW480细胞KLF17的mRNA表达水平显著高于对

照组和阴性对照组. 实验组E-cadherin的mRNA表达水平

显著高于对照组, 实验组Vimentin的mRNA表达水平显著

低于对照组. bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  KLF17 基因转染对SW480细胞内KLF17、E-cadherin
和Vimentin蛋白表达水平的影响. Western blot检测结果

显示: KLF17和E-cadherin在转染PIRES-EGFP-KLF17的

SW480细胞中的蛋白表达水平显著高于对照组. 与对照组

和阴性对照组相比, 实验组SW480细胞中Vimentin蛋白表

达水平显著降低. bP<0.01 vs  对照组.
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■应用要点
KLF17 作为重要
的抑癌基因在癌
症治疗和预后判
断方面均有非常
重要的作用 .  通
过过表达KLF17
基因 ,  研究其对
胃癌细胞侵袭能
力及上皮间质转
化的影响 ,  为结
直肠癌的治疗提
供了一条思路.

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[16,21]. 近年来诸多研究显

示, KLF17在正常组织中的表达水平显著高

于在肿瘤细胞中的表达水平, 如肺癌[20]、肝

癌[25,26]、乳腺癌[19,27]、胃癌[28]、食管癌[22]及结

肠癌[23,24]等, 因此推测KLF17的表达上调具有

抑制肿瘤发生的作用. Liu等[25]和Sun等[26]在对

肝癌组织中KLF17的研究中还发现, KLF17对
肿瘤细胞的侵袭和转移也有重要的调解作用. 
但是, 目前关于KLF17在结直肠癌侵袭转移中

的作用及分子机制研究较少. 
本实验探讨了KLF17在结直肠癌细胞株

SW480中过表达对细胞侵袭转移的影响. 将构

建好的PIRES-EGFP-KLF17质粒转染至SW480
细胞, 48 h后在基因水平和蛋白水平检测的

KLF17表达. 发现转染组与两组对照组相比, 
KLF17蛋白水平表达上升. Transwell实验结果

证实, 转染PIRES-EGFP-KLF17质粒48 h后穿

透基底膜的SW480细胞个数显著低于两个对

照组, 表明过表达KLF17蛋白后SW480细胞的

侵袭能力受到显著抑制. KLF17在肺癌和肝癌

等恶性肿瘤中表达也比较低, 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[20,25]. 许多研究[21]结果已经证实KLF17
与肿瘤的转移及预后存在负相关. 在本实验中, 
过表达KLF17组结直肠癌细胞转移能力降低, 
我们推测诱导KLF17表达能够通过抑制结直

肠癌细胞的侵袭抑制肿瘤的发展.
EMT是多种上皮来源肿瘤细胞发生迁徙

和转移的重要分子机制之一[29]. E-cadherin是
EMT发生过程中重要的上皮细胞样标志物. 肿
瘤细胞发生转移和侵袭的主要原因是由于细

胞黏附功能的丧失导致的, 抑制E-cadherin可

以增加肿瘤细胞的浸润和转移[29,30]. Vimentin
是构成细胞的骨架蛋白的主要成分, 在多种上

皮性肿瘤细胞中表达[31]. E-cadherin和Vimentin的
异常表达常被认为与EMT的发生密切相关, 在
人类结直肠癌的侵袭转移中起着重要作用[32-34]. 
研究[26,27,35]发现KLF17通过抑制EMT过程抑制

多种人类肿瘤细胞侵袭及转移. 但目前关于

KLF17在结直肠癌细胞上皮间质转化过程中

的作用尚鲜有报道. 
本研究通过Westerm blot和QPCR检测

发现, 转染PIRES-EGFP-KLF17质粒的结直

肠癌细胞组与对照组相比, EMT指示标志物

E-cadherin的表达显著升高, Vimentin的表达

显著下降. E-cadherin和Vimentin是EMT发生

过程中重要的上皮细胞标志物和间质细胞标

志物, 本实验结果表明KLF17表达上调可以干

扰SW480细胞EMT现象的发生, 进一步证实

了KLF17在结直肠癌细胞系中可以通过调控

E-cadherin和Vimentin的表达水平介导结直肠

癌细胞的转移. 
总之, 在高表达KLF17的结直肠癌细胞

中, 结直肠癌细胞的迁移和侵袭能力均受到抑

制, 同时上皮细胞的标志物E-cadherin的表达显

著上升, 间质细胞的标志物Vimentin表达显著

下降. 我们推测, 过表达 KLF17可以通过调控

E-cadherin和Vimentin的表达水平抑制肿瘤细

胞发生EMT现象, 从而阻碍肿瘤细胞的侵袭和

转移. 然而, KLF17对肿瘤侵袭能力影响的相关

信号转导通路尚不清楚, 还需进一步深入探讨. 
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