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KLF4通过 Wnt信号通路抑制甲状腺癌细胞
EMT及侵袭迁移的实验研究*

陈 翔,刘利敏,张 琰,陈 勇,屈 悦,徐 宙,陆宝华△

(上海市宝山区中西医结合医院甲状腺外科 201999)

  [摘要] 目的 探讨Kruppel样因子4(KLF4)对甲状腺癌细胞上皮间质转化(EMT)、侵袭和迁移的影响

及机制。方法 免疫组织化学(IHC)检测45份甲状腺癌标本中KLF4的表达情况。常规体外人甲状腺乳头状

癌细胞株KTC1培养,将其分为空白对照组(不作任何处理)、阴性对照组(转染LipofectamineTM
 

2000)、KLF4
过表达组(转染LipofectamineTM

 

2000+KLF4)、siRNA-NC组(转染LipofectamineTM
 

2000+
 

NC-siRNA)和

KLF4-siRNA组(转染LipofectamineTM
 

2000+KLF4-siRNA)。免疫荧光检测细胞中KLF4与β-catenin的分

布和共表达;Transwell检测癌细胞侵袭和迁移的能力,实时荧光定量PCR(qRT-PCR)和 Western
 

blot检测

EMT和 Wnt信号通路相关的基因和蛋白质表达水平。蛋白质免疫共沉淀(Co-IP)检测KLF4和β-catenin间

的互作情况。结果 免疫荧光标记显示,KLF4和β-catenin在KTC1细胞质中共定位。qRT-PCR结果显示,
KLF4过表达组上皮型钙黏蛋白(E-cad)mRNA表达明显高于其他组

 

(P<0.05),
 

神经型钙黏蛋白(N-cad)和

基质金属蛋白酶7(MMP7)
 

mRNA表达水平明显低于其他组(P<0.05);沉默干扰KLF4后,与其他组相比,
KLF4-siRNA组中的E-cad

 

mRNA 明 显 降 低(P<0.05),N-cad和 MMP7
 

mRNA 明 显 升 高(P<0.05)。
Western

 

blot结果显示,KLF4过表达组中E-cad表达较其他组明显升高(P<0.05),而N-cad、MMP7表达则

明显低于其他组(P<0.05);当沉默干扰KLF4时,上皮标志物减少(P<0.05),间质标志物增加(P<0.05)。
Transwell结果显示,过表达KLF4可以抑制KTC1细胞的迁移和侵袭,干扰沉默KLF4可增强KTC1细胞的

迁移和侵袭。Co-IP结果显示,KLF4与β-catenin之间存在相互作用。KLF4在甲状腺癌及癌旁组织中的阳性

表达率分别为24.44%(11/45)和71.11%(32/45),二者比较差异有统计学意义(χ2=19.639,P<0.001)。45
份甲状腺癌标本中,伴淋巴结转移18份标本中KLF4表达4份阳性,而不伴淋巴结转移27份标本中,KLF4表

达15份阳性,二者比较差异有统计学意义(22.22%
 

vs.
  

55.56%,χ2=4.919,P=0.027)。结论 KLF4通过

Wnt信号通路调节相关下游靶基因的表达,从而影响了甲状腺癌的侵袭和迁移能力。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Kruppel
 

like
 

factor
 

4
 

(KLF4)
 

on
 

epi-
thelial

 

mesenchymal
 

transition
 

(EMT),invasion
 

and
 

migration
 

of
 

thyroid
 

cancer
 

cells.Methods The
 

immu-
nohistochemstry

 

(IHC)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

KLF4
 

expression
 

level
 

in
 

45
 

thyroid
 

cancer
 

samples.The
 

hu-
man

 

thyroid
 

papillary
 

carcinoma
 

cells
 

(KTC1)
 

were
 

routinely
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

blank
 

con-
trol

 

group
 

(without
 

any
 

treatment),negative
 

control
 

group
 

(transfected
 

with
 

LipofectamineTM
 

2000),KLF4
 

overexpression
 

group
 

(transfected
 

with
 

LipofectamineTM
 

2000
 

and
 

KLF4),siRNA
 

NC
 

group
 

(transfected
 

with
 

LipofectamineTM
 

2000
 

and
 

NC-siRNA)
 

and
 

KLF4
 

siRNA
 

group
 

(transfected
 

with
 

LipofectamineTM
 

2000
 

and
 

KLF4
 

siRNA).Furthermore,the
 

immunofluorescence
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

distribution
 

and
 

co-expression
 

of
 

KLF4
 

and
 

β-catenin
 

in
 

cells.The
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

of
 

cancer
 

cells
 

was
 

examined
 

by
 

Transwell.The
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EMT
 

and
 

Wnt
 

signaling
 

pathways
 

related
 

genes
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

and
 

qRT-PCR,respectively.The
 

protein
 

co-immunoprecipitation
 

test
 

was
 

employed
 

to
 

determine
 

the
 

potential
 

interaction
 

between
 

KLF4
 

and
 

β-catenin.Results The
 

immunofluorescence
 

labeling
 

showed
 

that
 

KLF4
 

and
 

β-
catenin

 

were
 

co-localized
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

KTC1.The
 

qRT-PCR
 

results
 

showed
 

that
 

E-cadherin
 

(E-cad)
 

mRNA
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

KLF4
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.05),the
 

N-cadnerin
 

(N-cad)
 

and
 

MMP7
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.05);after
 

silent
 

interference
 

on
 

KLF4,compared
 

with
 

other
 

groups,the
 

E-
cad

 

mRNA
 

in
 

the
 

KLF4-siRNA
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

N-cad
 

and
 

MMP7
 

mRNA
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).The
 

Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

E-cad
 

expression
 

in
 

the
 

KLH4
 

overexpression
 

group
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.05),while
 

the
 

N-cad
 

and
 

MMP7
 

expressions
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

other
 

groups
 

(P<0.05);when
 

silent
 

interference
 

on
 

KLF4,the
 

epithelial
 

markers
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

mesenchymal
 

markers
 

were
 

increased
 

(P<0.05).The
 

Transwell
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

KLF4
 

overexpression
 

could
 

inhibit
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

KTC1
 

cells.Interfering
 

and
 

silencing
 

KLF4
 

could
 

enhance
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

KTCI
 

cells.The
 

Co-IP
 

results
 

demonstrated
 

that
 

the
 

interaction
 

existed
 

between
 

KLF4
 

and
 

β-catenin.The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

KLF4
 

in
 

thyroid
 

carcinoma
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

were
 

24.44%
 

(11/45)
 

and
 

71.11%
 

(32/45)
 

respectively,the
 

difference
 

between
 

them
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=19.639,P<0.001).A-
mong

 

45
 

cases
 

of
 

thyroid
 

cancer
 

samples,4
 

cases
 

in
 

18
 

cases
 

of
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

KLF4
 

expression
 

positive,while
 

15
 

cases
 

in
 

27
 

cases
 

of
 

non-
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

KLF4
 

expression
 

positive
 

(22.22%
 

vs.
  

55.56%,χ2=4.919,P=0.027).Conclusion KLF4
 

regulates
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

downstream
 

target
 

gene
 

by
 

Wnt
 

signal
 

pathway,thus
 

affect
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

abilities
 

of
 

thyroid
 

cancer.
[Key

 

words] thyroid
 

carcinoma;Kruppel-like
 

factor
 

4;epithelial-mesenchymal
 

transition;invasion;me-
tastasis

  甲状腺癌的发生、发展和转移是一个复杂的过

程,涉及许多因素。目前关于上皮间质转化(EMT)在
甲状腺癌中的研究表明,EMT参与了甲状腺癌的进

展[1-2]。EMT过程涉及转录因子、生长因子、信号级

联、表观遗传调控和肿瘤微环境等组成的复杂网络。
据文献报道,Kruppel样因子4(KLF4)可以通过上调

上皮基因表达和下调间质基因表达来调节EMT的进

程[3-4]。而在恶性肿瘤中调控这些关键性分子的表

达,能促进或抑制细胞的侵袭和转移[5-6]。本课题组前

期报道了KLF4在甲状腺癌中的表达及对肿瘤侵袭转

移的影响[7]。本研究从 Wnt/β-catenin信号通路角度探

讨KLF4调节甲状腺癌细胞侵袭和迁移的分子机制,以
阐释对KLF4在甲状腺癌侵袭迁移过程的认识。
1 材料与方法

1.1 材料

细胞:甲状腺乳头状癌细胞株KTC1购自武汉普

罗赛尔公司(CL-0649)。主要试剂及器材:DMEM 培

养基购自杭州四季青公司;RNA提取试剂TRIzol购

自赛默飞世尔科技(中国)有限公司(15596-026);逆转

录试剂盒购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司

(R101-01/02);PCR引物等由上海擎科生物公司合

成;二喹啉甲酸(BCA)试剂盒购自上海碧云天公司

(P0010);一抗β-catenin,基质金属蛋白酶7(MMP7)
和KLF4均为兔源性单抗购自美国 Abcam 公司;兔
源性多抗上皮型钙黏蛋白(E-cad)和神经型钙黏蛋白

(N-cad)分别购自美国Affinity公司和武汉三鹰生物

公司;定量PCR仪购自赛默飞世尔科技(中国)有限

公司(Quant
 

Studio
 

6);分光光度计购自杭州奥盛仪

器有限公司(Nano-100)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养、转染及分组

体外细胞培养密度约为80%,对数生长期消化细

胞,接种至培养板,每孔密度约5×105 个,培养达

80%融合度。慢病毒载体的组装和测试等均由上海

GenePharma公司承担。KLF4-siRNA 及阴性对照

siRNA引物序列为见表1。相关转染操作参阅Lipo-
fectamineTM

 

2000说明。将KTC1细胞分成5组:(1)
空白对照组,不作任何处理;(2)阴性对照组,转染Li-
pofectamineTM

 

2000;(3)KLF4过表达组,转染Lipo-
fectamineTM

 

2000+KLF4;(4)siRNA-NC组,转染Li-
pofectamineTM

 

2000+NC-siRNA;(5)KLF4-siRNA
组,转染 LipofectamineTM

 

2000+KLF4-siRNA。取

5
 

μL脂质 体 融 入 培 养 液 中 混 匀,在26
 

℃下 放 置

20
 

min。向每个孔中加入200
 

μL混合溶液,并转移

到37
 

℃的培养箱中48
 

h,获得的细胞RNA或蛋白质

留待进一步检测。
1.2.2 实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测EMT过

程中 Wnt通路相关基因的表达水平

从对数生长期细胞中提取总RNA后将其逆转录

为cDNA,并以cDNA为模板进行PCR扩增。反应

体系和反应条件见说明书。E-cad、N-cad、MMP7引

物序列见表1,GAPDH为内参,绘制溶解曲线,以计

3893重庆医学2021年12月第50卷第23期



算公式2-ΔΔCt 算出 EMT 相关基因 mRNA 的表达 水平。

表1  引物序列(5'-3')

项目 正向 反向

KLF4-siRNA GGACUUUAUUCUCUCCAAUTT AUUGGAGAGAAUAAAGUCCTT

NC-siRNA UUCUCCGAACGUGUCACGUTT ACGUGACACGUUCGGAGAATT

GAPDH TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT

E-cad CGTAGCAGTGACGAATGTGG CTGGGCAGTGTAGGATGTGA

N-cad CTTGCCAGAAAACTCCAGGG TGTGCCCTCAAATGAAACCG

MMP7 AGAAGCCAAACTCAAGGA CCACTGTAATATGCGGTAA

1.2.3 Western
 

blot检测EMT过程中 Wnt通路相

关蛋白的表达

提取对数生长期细胞的总蛋白并检测蛋白水平,
变性后加样,每孔40

 

μg,十二烷基硫酸钠-聚丙烯酸

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE),重复3次。转膜后添加

一抗,然后在冰箱中-4
 

℃环境下过夜。24
 

h后加二

抗稀释,37
 

℃孵育2
 

h,洗膜后增强化学发光法(ECL)
显像并保存图像,BandScan计算图像的灰度值。
1.2.4 免疫荧光检测细胞中 KLF4和β-catenin的

定位

制作细胞爬片并固定、穿孔,加入正常山羊血清

并静置20
 

min,添加一抗:兔抗 KLF4(工作浓度为

1∶50),小鼠抗β-catenin(工作浓度5
 

μg/mL),放入

4
 

℃湿盒中静置24
 

h。磷酸盐缓冲液(PBS)清洗后加

第二抗体,山羊抗兔IgG(Cy3标记)和山羊抗小鼠

IgG[异硫氰酸荧光素(FITC)标记],工作浓度均为

1∶100。添加荧光染色剂后在避光条件下进行核染,
最后在荧光显微镜下分析和收集图像。
1.2.5 蛋白质免疫共沉淀(Co-IP)检测 KLF4和β-
catenin间的蛋白质相互作用

将KTC1细胞分为3组:KLF4处理组,予以2.0
 

mmol/L
 

二硫苏糖醇(DTT)处理24
 

h;input阳性对

照组,加入等体积的裂解液处理;IgG阴性对照组,加
入等体积的IgG处理。提取并定量细胞总蛋白500

 

μg,加入蛋白-A/G琼脂糖珠,静置1
 

h时。回收上清

液,添加兔抗人β-catenin或KLF4单抗(工作浓度均

为1∶200),4
 

℃孵育24
 

h。第2天,将蛋白-G琼脂糖

珠加入并混合4
 

h。用低强度放射免疫沉淀法(RI-
PA)裂解液洗涤并收集琼脂糖珠;加入裂解液和蛋白

上样溶液,在99
 

℃加热10
 

min;离心后保留上清液,
除去琼脂糖珠,余下步骤与常规 Western

 

blot相同。

1.2.6 免疫组织化学(IHC)检测甲状腺癌组织及癌

旁组织中KLF4蛋白表达

选取本院2019年7-12月甲状腺癌标本45份,
均为常规行单侧腺叶+峡部切除或双侧全切+中央

区淋巴结清扫。采用SP法检测 KLF4的表达水平,
第一抗体购自武汉博士德生物有限公司,工作浓度为

1∶150。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS19.0统计软件进行分析,计量资

料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,两
两比较采用最小显著差异检验。检验水准为α=
0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 KLF4和β-catenin在KTC1细胞质中的定位

免疫荧光检测结果显示,KLF4显示绿色荧光,β-
catenin显示红色荧光,图像叠加后KLF4和β-catenin
在部分KTC1细胞质中同时表达,KLF4和β-catenin
有部分共定位,见图1。
2.2 各组KTC1细胞EMT过程中 Wnt信号通路中

相关基因和蛋白表达水平比较

qRT-PCR结果显示,KLF4过表达组E-cad
 

mRNA
表达明显高于其他组(P<0.05),N-cad

 

和 MMP7
 

mR-
NA表达明显低于其他组(P<0.05);沉默干扰KLF4
后,与其他组相比,KLF4-siRNA 组中的E-cad

 

mR-
NA明显降低(P<0.05),N-cad和 MMP7

 

mRNA明

显升高(P<0.05),见表2。Western
 

blot结果显示,
KLF4过表达组中 E-cad表 达 较 其 他 组 明 显 升 高

(P<0.05),而N-cad、MMP7表达则明显低于其他组

(P<0.05),显示KLF4过表达可以逆转EMT;当沉

默干扰KLF4时,上皮标志物减少,间质标志物增加,
见表3、图2。

表2  各组KTC1细胞 Wnt通路相关基因表达水平比较(x±s,n=3)

项目 空白对照组 阴性对照组 KLF4过表达组 siRNA-NC组 KLF4-siRNA组

E-cad/GAPDH 1.107±0.125ab 1.096±0.243ab 2.713±0.226 1.150±0.211b 0.409±0.106a

N-cad/GAPDH 1.072±0.239ab 1.005±0.208ab 0.513±0.061 1.004±0.109ab 1.971±0.248a

MMP7/GAPDH 1.069±0.087ab 0.868±0.352ab 0.700±0.175 1.118±0.226ab 2.413±0.274a

  a:P<0.05,与KLF4过表达组比较;b:P<0.05,与KLF4-siRNA组比较。
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表3  各组KTC1细胞 Wnt通路相关蛋白表达水平比较(x±s,n=3)
项目 空白对照组 阴性对照组 KLF4过表达组 siRNA-NC组 KLF4-siRNA组

E-cad/GAPDH 0.467±0.031ab 0.482±0.050ab 0.823±0.113 0.482±0.073ab 0.165±0.098a

β-catenin/GAPDH 0.495±0.087ab 0.499±0.094ab 0.232±0.066 0.546±0.063ab 0.843±0.045a

N-cad/GAPDH 0.507±0.080ab 0.491±0.056ab 0.181±0.057 0.506±0.095ab 0.848±0.068a

MMP7/GAPDH 0.478±0.124ab 0.466±0.093ab 0.183±0.164 0.514±0.098ab 0.800±0.052a

  a:P<0.05,与KLF4过表达组比较;b:P<0.05,与KLF4-siRNA组比较。

图1  各组细胞中KLF4和β-catenin蛋白表达

  1:空白对照组;2:阴性对照组;3:KLF4过表达组;4:siRNA-NC
组;5:KLF4-siRNA组。

图2  各组细胞 Wnt通路相关蛋白表达水平

2.3 各组KTC1细胞的迁移和侵袭能力比较

Transwell结果显示,KLF4过表达组侵袭和迁移

细胞数量最低,而KLF4-siRNA组中侵袭和迁移细胞

数量最高(P<0.05),见表4、图3。
2.4 KLF4和β-catenin蛋白间的相互作用

Co-IP结果显示,将KLF4抗体或β-catenin抗体

进行正向或反向的Co-IP,均可以检测出 KLF4与β-
catenin间的相互作用,见图4。
2.5 KLF4在甲状腺癌中的表达情况

KLF4在甲状腺癌及癌旁组织中的阳性表达率分

别为24.44%(11/45)和71.11%(32/45),二者比较

差异有统计学意义(χ2=19.639,P<0.001)。45份

标本中,伴淋巴结转移18份中KLF4表达4份阳性,
而不伴淋巴结转移27份中KLF4表达15份阳性,二
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者比较差异有统计学意义(22.22%
 

vs.
  

55.56%, χ2=4.919,P=0.027)。

表4  各组KTC1细胞迁移和侵袭细胞数比较(x±s,n=3)

项目 空白对照组 阴性对照组 KLF4过表达组 siRNA-NC组 KLF4-siRNA组

迁移细胞数 59.000±3.674ab 57.000±6.083ab 20.222±1.716 59.000±4.743ab 98.444±4.333a

侵袭细胞数 52.000±3.317ab 48.667±4.153ab 17.778±1.986 50.222±5.142ab 87.000±5.172a

  a:P<0.05,与KLF4过表达组比较;b:P<0.05,与KLF4-siRNA组比较。

图3  各组KTC1细胞迁移、侵袭情况

图4  
 

KTC1细胞中KLF4和β-catenin的相互作用

3 讨  论

  甲状腺癌总体预后良好,若伴有腺外侵犯和淋巴

转移等重要独立预后因素,预后明显不佳[8-9]。EMT
在肿瘤的侵袭、血行播散和微转移形成等过程中扮演

重要角色[10]。本课题组先前的研究[7]及本次临床标

本检测均表明,KLF4在甲状腺癌中低表达,并起着抑

癌基因的作用。在本研究中,由于KLF4过表达处理

癌细胞后,结果上皮标志物增加,间质标志物减少,并
抑制了EMT过程;沉默KLF4表达后,结果却相反,
从而加速了EMT的过程。通过临床标本检测发现转

移淋巴结KLF4阳性率低,未转移淋巴结阳性率高,
可能提示KLF4表达缺失可能促进癌细胞淋巴结转

移。表明甲状腺癌中 KLF4水平的升高有望在逆转

EMT中发挥作用,KLF4可能通过参与甲状腺癌的

EMT过程而发挥重要作用。
有研究表明,多个信号通路与EMT相关[11-13]。

据文献报道,Wnt/β-catenin信号通路与甲状腺癌细

胞的EMT过程密切相关,并起重要作用[14]。KLF4
作为一种广泛存在于人体各种组织中的转录因子,可
以参与多种细胞生物学行为的调节,并在肿瘤的抑制

或发展中发挥作用[15-16],这些差异可能取决于不同的

条件和细胞类型。本研究通过Co-IP证实了 KLF4
下游的信号分子是β-catenin;免疫荧光显示KLF4和

β-catenin可以共表达。而且 KLF4的过表达可降低

β-catenin和 N-cad蛋白的表达,增加E-cad的表达,
并减弱肿瘤细胞的侵袭和迁移。表明细胞中过量的

E-cad可以与游离的β-catenin结合形成结合物,这在

一定程度上提高了细胞间的黏附性,而减轻了癌细胞

的侵袭性[17]。体外实验表明,癌细胞中β-catenin基

因的缺失会削弱细胞的侵袭性[18],推测原因是低水平

的β-catenin不能与淋巴细胞增强因子/T细胞因子

(TCF/LEF)转录因子有效结合。因此,本研究认为

在KTC1细胞过表达 KLF4之后,β-catenin表达降

低,从而阻止β-catenin与TCF/LEF结合并有效地防

止下游靶基因被激活。
与此 同 时,当 KLF4 在 癌 细 胞 中 过 表 达 后,

MMP7低表达,这削弱了细胞迁移和侵袭的能力;而
将KLF4干扰后,MMP7表达上调,肿瘤的侵袭和迁

移能力得到增强。MMP7与恶性肿瘤的侵袭性生长

和远处转移有关。VOĜKA等[19]发现,MMP7是转
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移性大肠癌敏感性较好的生物标志物,外周血中

MMP7的水平与肝转移程度和生存预后密切相关。
YUAN等[20]发现,人舌鳞状细胞癌组织中 MMP7的

表达明显高于非肿瘤组织,且与淋巴结转移有关;细
胞试验表明 MMP7能提高癌细胞的侵袭能力。本实

验中,KLF4过 表 达 可 以 降 低 细 胞 内β-catenin和

MMP7蛋白的表达,而 KLF4干扰敲除后可促进β-
catenin和 MMP7的上调,表明KLF4可通过 Wnt信

号通路调节相关下游靶基因的表达,从而影响了肿瘤

的侵袭和迁移能力。
综上所述,本研究认为,在甲状腺癌中,KLF4过

表达可以抑制EMT过程,影响肿瘤的侵袭和迁移,并
且该过程的实现取决于 Wnt信号传导通路的参与和调

节。KLF4和甲状腺癌间的关系表明,KLF4可能是有

前途的预后标志物,也是甲状腺癌的潜在治疗靶标。
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