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过表达KLF4通过Wnt/β-catenin信号途径调控膀胱癌细胞上皮间质转

化及迁移

席剑铭，张能，李晓光，黄翔，苏鹏，陈书练，罗旭（遵义医科大学附属医院 泌尿外科，贵州 遵义 563000）

[摘 要] 目的：探讨Krüppel样因子 4（KLF4）调控膀胱癌细胞 EMT 及迁移的作用及其机制。方法：在膀胱癌 5637 和

T24 细胞中构建稳定过表达 KLF4 的实验组（LV-KLF4）和阴性对照组（LV-NC），用 qPCR 和 WB 实验验证 KLF4 mRNA 和

蛋白的表达水平。用 Transwell 小室法检测 LV-KLF4 组、LV-NC 组细胞的迁移能力变化，用 WB 检测 EMT 相关标志物上

皮钙黏蛋白、神经钙黏蛋白、波形蛋白及 Wnt 信号通路相关蛋白的表达水平，用免疫荧光技术检测过表达 KLF4 后细

胞内 β -catenin 的分布变化情况。结果：成功构建 KLF4 过表达的 5637 和 T24 细胞。与 LV-NC 组比较，LV-KLF4 组细胞

中 KLF4 mRNA 及蛋白表达水平升高（均P<0.01），上皮钙黏蛋白的表达水平升高（P<0.01），神经钙黏蛋白和波形蛋白的表达水

平降低（均 P<0.01），总 β -catenin、核β-catenin、MMP9 及 c-Myc 表达水平显著降低（均 P<0.01），细胞的迁移能力显著下降

（P<0.01），细胞内 β -catenin 蛋白荧光表达减弱。结论：过表达 KLF4 可能通过调控 Wnt/β -catenin 信号通路抑制EMT过

程，从而抑制膀胱癌5637和T24细胞的迁移。

[关键词] 膀胱癌；5637细胞；T24细胞；上皮间质转化；Krüppel样因子4；Wnt/β-catenin信号通路；迁移

[中图分类号] R737.14; R730.2; R730.59 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2019）08-0862-06

Over-expression of KLF4 regulates EMT and migration of bladder cancer cells
via Wnt/β-catenin signaling pathway
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[Abstract] Objective: To investigate the role and mechanism of Krüppel-like factor 4 (KLF4) in regulating epithelial-mesenchy-

mal transition (EMT) and migration of bladder cancer cells. Methods: Bladder cancer 5637 and T24 cell lines that stably over-express-

ing KLF4 (LV-KLF4, experiment group) were constructed, and the negative control group (LV-NC) was also established; the mRNA

and protein expressions of KLF4 were verified by qPCR and WB, respectively. Transwell chamber assay was used to detect the mi-

gration ability of cells in LV-KLF4 and LV-NC groups. WB was performed to detect the expression levels of EMT-related markers

(E-cadherin, N-cadherin, Vimentin) and Wnt signaling pathway-related proteins. Immunofluorescence technique was used to detect the

distribution of β-catenin in cells after over-expression of KLF4. Results: The 5637 and T24 cell lines over-expressing KLF4 gene were

successfully constructed. Compared with the LV-NC group, the mRNA and protein expressions of KLF4 increased in LV-KLF4

groups (all P<0.01); the expression of E-cadherin increased (P<0.01), while the expressions of N-cadherin, vimentin, and the

expression levels of total β -catenin, nuclear β -catenin, MMP 9 and c-Myc decreased (all P<0.01); moreover, the migration

ability of cells decreased significantly (P<0.01); the fluorescence expression of β -catenin in cells also decreased significantly in

LV-KLF4 group as compared to LV-NC group. Conclusion: Over-expression of KLF4 gene in bladder cancer cells may inhibit

EMT process by regulating Wnt/ β -catenin signaling pathway, and further inhibit the migration of bladder cancer 5637 and T24

cells.

[Key words] bladder cancer; 5637 cell; T24 cell; epithelial-mesenchymal transition (EMT); Krüppel-like factor 4 (KLF4); Wnt/β -

catenin signaling pathway; migration
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膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一[1]。

据WHO全球癌症观察站数据库（Global Cancer Ob-

servatory，GCO）统计显示，膀胱癌是男、女性中发病

第9位的恶性肿瘤[2]。高复发率是膀胱癌最显著的特

征，高复发也导致了其极易侵袭与转移。 EMT是一

种常见的病理现象，与肿瘤侵袭转移等过程密切相

关[3]。EMT过程的激活是上皮类型肿瘤细胞获得恶

性表型的关键步骤。研究[4]表明，EMT是膀胱癌转移

或浸润进展的重要基础，而EMT是一个可逆的过程，

诱导EMT逆转（MET）使细胞恢复上皮极性，可能会

抑制肿瘤细胞的迁移和转移。KLF4是Krüppel样因

子（KLF）中的一员，被称作肠道富集因子[5]。2003

年，OHNISHI等[6]首先发现KLF4在正常膀胱上皮细

胞中表达丰富，但在肿瘤组织中表达水平降低，提示

KLF4能够抑制膀胱癌的发生发展。本课题组前期

在膀胱癌术后病理标本中发现KLF4表达随肿瘤进

展蛋白表达水平逐渐减弱[7-8]，提示KLF4的表达参与

了EMT过程，并起抑癌的作用。然而，KLF4在膀胱

癌中参与调控 EMT发生并以此介导肿瘤细胞迁移的

机制尚不清楚。本研究通过体外实验干预膀胱癌细

胞中KLF4的表达，并检测与EMT相关蛋白的表达

变化、信号转导及癌细胞侵袭能力的变化，旨在探究

KLF4在体外调控膀胱癌细胞EMT的作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

中分化的人膀胱癌细胞株5637和低分化的人膀

胱癌细胞株T24均购自中科院上海细胞库。10%胎

牛血清、RPMI-1640培养基购自美国GIBCO公司，脂

质体 LipofectamineTM2000、RNA 提取试剂 TRIzol 购

于美国 Invitrogen 公司，逆转录试剂盒和 SYBR

Green Mix购于TaKaRa公司，PCR引物由上海生博

生物医药科技有限公司合成，鼠抗人KLF4和β-actin

（内参照）单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的

山羊抗兔 IgG购自美国Abcam公司，兔抗人神经钙黏

蛋白（N-cadherin）、上皮钙黏蛋白（E-cadherin）、波形

蛋白（vimentin）、c-Myc、β-catenin及MMP9单克隆抗

体均购自武汉Proteintech公司，细胞侵入检测试剂盒

购于德国Millipore公司，M-MLV逆转录酶和 dNTP

购自 Promega公司，Oligo dT购自上海生工，RNase-

free的物品均购自Axygen公司，BCA蛋白测定试剂

盒购自 Sigma公司，胰蛋白酶购自上海化学试剂公

司，PVDF膜购自Thermo Fisher公司。

1.2 细胞培养、转染与分组

膀胱癌5637和T24细胞在10%胎牛血清、RPMI

1640培养基于 37 ℃、5%CO2的培养箱中常规培养，

至对数生长期后，再用 10%胎牛血清DMEM高糖培

养基中继续培养。慢病毒载体的构建、包装及慢病

毒感染委托上海生博生物医药科技有限公司制备。

取处于对数生长期的5637和T24细胞接种到6孔板，

并保证感染时细胞汇合度达 80％左右，加入适量病

毒上清进行感染。感染72 h后利用荧光倒置显微镜

观察病毒感染效率，然后用0.25 μg/ml的嘌呤霉素进

行筛选，1 周后 90% 以上均是过表达 KLF4 的 LV-

KLF4单克隆细胞株和LV-NC细胞株，收集细胞进入

后续实验。

1.3 qPCR法检测膀胱癌 5637和T-24细胞中KLF4

mRNA的达水平

用总 RNA 快速提取试剂盒提取总 RNA，Nano-

Drop2000分光光度仪测定RNA的浓度和纯度。按

Prime Script™ RT Reagent Kit 说明书提供的方法将

RNA 逆转录成 cDNA，并以此为模板进行 qPCR。

PCR 所需引物序列：KLF4 F 为 5’-TCTCCCACATG

AAGCGACTT-3’，R为 5’-ATGGGTCAGCGAATTG-

GAGA - 3’；β - actin F 为 5' - ACCACAGTCCATGC-

CATCCAC - 3'，R 为 5' - TCCACCACCCTGTTGCTG-

TA-3'。PCR反应条件：预变性 95 ℃ 15 s，之后每一

步变性 95 ℃ 5 s，退火延伸至 60 ℃ 30 s，共 40个循

环；以 β-actin作为内参照。用 2-△△Ct法计算目的基因

KLF4的mRNA表达水平。

1.4 WB 检测膀胱癌 5637 和 T-24 细胞中 KLF4 及

EMT相关蛋白的表达水平

分别收集对数生长期的细胞 5×106个，加入 300

μl的RIPA裂解液提取细胞总蛋白，用BCA法测定蛋

白质浓度。取蛋白质40 μg/孔，进行10% SDS-PAGE

分离蛋白、转膜、封闭、室温封闭1 h，分别加入鼠抗人

KLF4、兔抗人上皮钙黏蛋白、神经钙黏蛋白、波形蛋

白和 β-actin 单克隆抗体（1∶2 000），4 ℃反应过夜；

TBST 漂洗 3次，10 min/次，加入HRP标记的山羊抗

兔 IgG（1∶10 000），室温反应 1 h；TBST 充分漂洗 3

次，用ECL显影液使底物显色，并于凝胶成像系统中

进行显影，通过Quantity one对相应目的蛋白条带进

行光密度（D）分析，通过目的蛋白D与内参（β-actin）

蛋白的D比值作为目的蛋白的相对表达量。

1.5 Transwell实验检测膀胱癌 5637和T-24细胞的

迁移能力

分别取 5×105个对数生长期的LV-KLF4、LV-NC

组细胞，重悬于100 μl完全培养液并接种于Transwell

上室中，在24孔培养板中加入500 μl完全培养液，并

将接种各组细胞后的Transwell小室置于其中，常规

培养细胞 12 h后取出小室，用棉签除去小室内及微

孔膜上层的细胞，将小室在室温下置于4%多聚甲醛
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溶液中 15 min 以固定迁移至小室微孔膜下层的细

胞，0.5%结晶紫溶液室温染色 20 min，ddH2O漂洗除

去浮色。在光学显微镜下（×100）随机观察5个视野，

计数迁移至小室微孔膜下层的细胞数。

1.6 免疫荧光技术检测过表达KLF4后膀胱癌细胞

β-catenin等蛋白的表达水平

将干净的载玻片置于 6板内，接种 1×106个细胞

培养过夜，吸尽培养液后加入 4% 多聚甲醛固定 15

min，去除多聚甲醛、PBS 冲洗后，吸尽液体，加入

7%BSA 和 0.3% Triton-100 的封闭液封闭 30 min，去

封闭液。加入稀释的兔抗人 β -catenin 单克隆抗体

（1∶200）4 ℃孵育过夜。次日，去除一抗，PBS冲洗 3

次（15 min/次）后，加入1 ml荧光标记的山羊抗兔 IgG

二抗（1∶400），于湿盒中避光孵育 60 min 后，滴加

DAPI作用 10 min，PBS冲洗 3次（5 min/次），弃去多

余的DAPI。取出载玻片，加 50%的甘油，将玻片扣

到载玻片上，于荧光显微镜下观察并采集图像。

1.7 统计学处理

qPCR、WB 及 Transwell 实验均重复 3 次。用

SPSS 22.0软件进行统计学分析。计量资料以 x̄±s表

示，两组间比较采用独立样本 t 检验。以 P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 膀胱癌5367细胞中KLF4 mRNA和蛋白高表达

qPCR 检测结果（图 1A）显示，膀胱癌 5637 细

胞 中 KLF4 mRNA 表达水平显著高 于 T24 细 胞

（t=-2.074，P<0.01）。WB 实验结果（图 1B）显示，

5637细胞中KLF4蛋白的表达水平也显著高于T24

细胞（t=4.702，P<0.01）。

**P<0.01 vs T24 cells

图1 T24和5637细胞中KLF4 mRNA（（A））及蛋白（（B））的表达

Fig.1 mRNA (A) and protein (B) expressions of KLF4 in T24

and 5637 cells

2.2 感染 LV-KLF4 后 5637 和 T24 细胞中 KLF4

mRNA和蛋白表达水平升高

WB、qPCR检测结果（图 2）显示，LV-KLF4组 5637

和T24细胞中KLF4 mRNA和蛋白表达水平均明显

高于 LV-NC 组（t=24.686、23.098, t=8.553、4.639；均

P<0.01）。

**P<0.01 vs LV-NC group

图2 感染LV-KLF4对5637和T24细胞中KLF4 mRNA（（A））和蛋白（（B））表达的影响

Fig.2 Effects of LV-KLF4 transfection on mRNA (A) and protein (B) expressions of KLF4 in 5637 and T24 cells
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2.3 过表达 KLF4 对 5637 和 T24 细胞 EMT相关蛋

白表达的影响

WB检测结果（图 3）显示，与LV-NC组比较，LV-

KLF4组 5637和T24细胞中上皮标志物上皮钙黏蛋

白表达水平显著上调（t=4.334、12.999，均P<0.01）、间

质标志物神经钙黏蛋白和波形蛋白水平显著下调（t=

-13.93、-9.312, t=-15.808、-9.576；均P<0.01）。

**P<0.01 vs LV-NC group

图3 过表达KLF4对5637和T24细胞中EMT相关蛋白表达的影响

Fig.3 Effects of KLF4 over-expression on the expressions of EMT related proteins in 5637 and T24 cells

2.4 过表达KLF4降低5637和T24细胞的迁移能力

Transwell 实验结果（图 4）显示，与 LV-NC 组比

较，LV-KLF4组 5637和T24细胞的迁移数目显著减

少（t=12.135、-7.989，均 P<0.01）。结果提示，上调

KLF4表达水平显著抑制癌细胞的迁移能力。

**P<0.01 vs LV-NC group

图4 过表达KLF4对5637和T24细胞迁移能力的影响（结晶紫染色，×100））

Fig.4 Effect of KLF4 over-expression on migration ability of 5637 and T24 cells (crystal violet staining，，×100)

2.5 过表达 KLF4 降低 5637 和 T24 细胞 Wnt/β -

catenin信号通路靶基因蛋白的表达

WB检测结果（图 5）显示，与LV-NC组比较，LV-

KLF4 组 5637 和 T24 细胞中总 β-catenin 蛋白、核 β-

catenin蛋白、c-Myc蛋白和MMP9蛋白表达水平均显

著下调（t=0.557、0.609、0.789、0.731，t=0.269、0.294、

0.654、0.776；均P<0.01）。

2.6 过表达KLF4降低 5637和T24细胞中β-catenin

蛋白荧光的表达

免疫荧光技术检测结果（图6）显示，与LV-NC组

比较，LV-KLF4组 5637和T24细胞中 β-catenin蛋白

荧光表达水平显著降低，胞核内表达水平也显著减

弱，阳性细胞数减少。

3 讨 论

恶性肿瘤治疗的最大障碍就是肿瘤细胞容易发

生侵袭与转移。研究 [9-10]表明，EMT是膀胱癌在转移

或浸润进展的重要基础。KLF4参与膀胱癌EMT并

在其中可能起重要的作用。LI等[11]通过去甲基化处

理诱导癌细胞中KLF4不同程度的恢复，发现促进了

上皮钙黏蛋白的表达，并抑制神经钙黏蛋白、波形蛋

白及β-catenin的表达，提示在膀胱癌中恢复KLF4的

表达水平起抑制 EMT的作用。为了研究膀胱癌中

KLF4的表达对EMT的影响，本研究采用慢病毒转染

膀胱癌细胞株建立稳定过表达KLF4的细胞株，通过

qPCR、WB实验结果发现LV-KLF4组的上皮标志物
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上皮钙黏蛋白的表达与KLF4呈正相关，而间质标志

物神经钙黏蛋白、波形蛋白的表达呈负相关。LV-

KLF4组EMT相关蛋白的表达水平与LV-NC组比较

差异有显著的统计学意义（P<0.01），提示在膀胱癌中

显著过表达 KLF4 后 EMT 过程在膀胱癌中遭到抑

制，甚至可能发生逆转。

**P<0.01 vs LV-NC group

图5 过表达KLF4对5637和T24细胞中Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.5 Effect of KLF4 over-expression on the expressions of Wnt/β-catenin signaling pathway related proteins in 5637 and T24 cells

**P<0.01 vs LV-NC group

图6 过表达KLF4对5637和T24细胞中β-catenin蛋白荧光表达的影响（×100））

Fig.6 Effect of KLF4 over-expression on fluorescence expression of β-catenin in 5637 and T24 cells（×100））

β-catenin是细胞内的一种多功能蛋白，其作为

Wnt信号通路中的核心调控蛋白主要参与细胞之间

黏附的调控[12]。本研究在过表达KLF4的基础上进

一步WB实验发现，LV-KLF4组细胞内总β-catenin蛋

白、核内β-catenin蛋白表达显著降低。因此，假设过

表达 KLF4基因抑制膀胱癌细胞的EMT时，上皮钙

黏蛋白表达增加，使得细胞内游离的β-catenin有更多

被结合成 E-cadherin/β-catenin 复合体的几率，而 β-

catenin是复合体的组成部分，是维持上皮细胞完整

及稳定黏附性的重要复合体，有助于细胞和组织的

完整性[13]，复合体的破坏可导致细胞黏附减弱，而侵

袭性增强[14]。上皮钙黏蛋白是抑制癌细胞侵袭性的

关键抑制剂，被称为EMT过程发生的“钙黏蛋白开

关”[15]。因此，本研究认为过表达 KLF4基因抑制膀

胱癌细胞的EMT时，上皮钙黏蛋白表达增加，使得细

胞内游离的 β-catenin有更多被结合成E-cadherin/β-

catenin复合体，复合体的增加使得细胞间的完整性、

黏附性更强，进而削弱癌细胞的侵袭与转移能力。

过表达KLF4后在细胞内、核β-catenin的表达变化是

有差异的，免疫荧光实验发现过表达KLF4后阳性细

胞数减少，细胞内总β-catenin及核β-catenin均显著降

低。有学者[16]发现，沉默癌细胞中 β-catenin后，细胞

的侵袭能力降低，可能与 β -catenin 未能核移位与

LEF/TCF 转录因子结合有关。据此推测，过表达

KLF4后核内β-catenin的减少可能消除核内β-catenin

聚集的影响，降低了β-catenin与TCF/LEF结合几率，

抑制下游靶基因的激活。

同时发现，当膀胱癌细胞过表达KLF4后，细胞

内MMP-9、c-Myc蛋白表达水平均不同程度的降低。

MMP-9通过降解、破坏细胞外基质中参与肿瘤细胞
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黏附、血管的侵入而使肿瘤细胞发生侵袭和远处转

移[17-18]。研究[19]发现，人膀胱癌转移癌细胞中MMP9

和核β-catenin表达显著升高，且MMP9和核β-catenin

之间有明显的关联。抑制细胞质内β-catenin磷酸化

的降解，刺激Wnt信号的激活，显著增加核β-catenin，

导致MMP9活化。反之，则抑制Wnt信号转导，显著

降低核 β-catenin并导致MMP9表达受到抑制，提示

β-catenin 的核转位可能通过直接启动子结合激活

MMP9。与此类似，本实验中过表达KLF4后细胞内

β-catenin蛋白表达均减少，提示Wnt信号通路可能参

与了KLF4的下游调控，Wnt信号通路并下游靶基因

c-Myc的转录也受到抑制作用。Transwell迁移实验

则直接证明，过表达KLF4后肿瘤细胞的侵袭性明显

下降。LV-KLF4组发生迁移的细胞数较LV-NC组分

别减少了约 30% 和 70%，表明过表达 KLF4 可能经

Wnt/β-catenin信号通路，影响细胞质及细胞核内 β-

catenin的分布及表达，抑制下游靶基因转录，使癌细

胞的侵袭能力显著降低。

综上，本研究首次将膀胱癌、EMT过程、β-catenin

及KLF4转录因子联系起来，发现KLF4可在体外抑

制膀胱癌细胞EMT的发生。通过对Wnt经典信号通

路关键分子β-catenin、下游靶基因 c-Myc及体现肿瘤

侵袭转移的MMP9表达的研究，KLF4可能经Wnt/β-

catenin 信号通路影响 E-cadherin/β-catenin 复合体的

稳定连接，增强癌细胞之间的黏附性，抑制癌细胞的

侵袭与转移。
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