
一 1448 一  重庆医科大学学报2017年第42卷第 l1期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．11) 

DOI：10．13406／j．cnki．eyxb．001402 

PKC信号通路在KISS1基因抑制人结直肠癌 

HCTll6细胞侵袭迁移的作用 
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【摘 要】目的：探讨PKC信号通路在KISS1基因发挥抑制结直肠癌细胞 HCT116侵袭迁移的作用。方法：构建pGC—LV-KISS1一 

EGFP慢病毒载体感染人结直肠癌细胞HCT116，分空白对照组(CON组)、空载体对照组(NC组)、过表达组(OE组)。qRT—PCR 

和Western blot检测KISS1基因mRNA和Metastin、PKC信号通路的关键分子PKCoc、PKC~II及下游E钙黏蛋白表达量的变化。 

Transwell法检测细胞侵袭、迁移能力的变化。结果：转染后能够稳定表达报告基因EGFP，荧光率均>80％，且0E组KISSI基因 

mRNA、Metastin表达量较CON组和Nc组均明显升高(P<0．05)。转染后，PKC[3Ⅱ的蛋白表达量(01288 2±0．023 7)较 CON组 

(0．530 9±O．013 3)和Nc组(0．511 7±0．008 5)明显下降(P<0．05)，而PKCa的表达水平无明显变化(P>0．05)；下游效益蛋白E 

钙黏蛋白表达量(0。633 2±0．017 4)较CON组(O．232 2±0．019 6)和Nc组(O．252 3 4-0．018 2)明显升高(P<O．05)。0E组细胞侵 

袭、迁移能力较CON组和Nc组均明显下降(P<O．05)。结论：KISS1基因可能通过下调PKC[3Ⅱ后上调下游蛋白E钙黏蛋白的表 

达而发挥抑制结直肠癌细胞 HCT1 16侵袭、迁移作用，有望成为防治结直肠癌转移的新靶点。 
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Expression of KISS1 gene inhibits the human colorectal carcinoma eell 

HCT1 1 6 migration by PKC signaling pathway 

Chen Zhihua1，Han Hon~inf，Lin Suyon ，Su Xiaobad,Dai Qibao ，Chen Shaoqinl，Wu Peiwen2 

( ．Department ofGastrointestinal Surgery，The First Affiliated Hospital of喇  肌 Medical University； 

2．Department ofEndocrinology,The First Affiliated Hospital of i骶 Medical University) 

I Abstract]Objective：To investigate the effect of KISS!gene suppression on the metastatic capacity of the human c'olorectal carcinoma 

cells HCT116 and the involvement of protein kinase C signaling pathway．Methods：pGC—LV—KISS1一EGFP lentiviral vector was 

constructed and the colorectal cancer cells HCTl l6 was infected and divided into：the point blank control group(CON)，the non— 

carrier contral group(NC)and the over—expression group(OE)．qRT-PCR and Western blot methods were used to detect KISS1 gene 

product mRNA and Metastin level，the key molecular of PKC signaling pathway PKCa,PKC[3 II and E—cadherin sticky protein 

expression．Transwell Chambers methods were used to detect the changes of cell’s invasion and migration ability．Results：After 

lentiviral transfection，HCT-1 16 cells could stably express EGFP report gene，and the fluorescence rate was over 80％．Compare with 

those of the CON and NC，the KISS1 gene product mRNA and Metastin level of the OE were significantly increased．The protein 

expression of PKCB II(O．288 2-4-O．023 7)was significantly increased compared with that of the CON(O．530 9-i-0．013 3)and NC 

(0．511 7±O．008 5，P<O．05)．But the protein expression of PKCa had no significant change(P>O．05)．The E—cadherin expression 

level(0．633 2±0．017 4)rose highly compared with that of the CON(O．232 2-4-0．019 6)and NC(0．252 3-i-0．018 2)with statistical 

significanees(P<0．05)．The cell’s invasion，migration ability of the OE group also significantly decreased compared with that of the 

other two groups(P<O．05)．Conclusion：KISS1 gene may regulate the PKCI3Ⅱand raise the E-cadherin sticky protein expression and 

plays a role of inhibiting the invasion and migration in the HCT116，which will become a new target for the prevention and treatment 

of c61oreetal cancer metastasis． 

【Key words]colorectal carcinoma；KISS1；protein kinase C；invasion；metastasis 

KISS1是一种新近发现的肿瘤转移抑制基因之 
一

，本课题组前期研究【1-3】发现KISSJ基因具有抑制 

结直肠癌的转移能力，但KISS1基因发挥抑制结直 

肠癌转移作用的下游信号传导通路目前暂不明确。 

在促进青春期发育过程中，KISS1基因起着重要的 

作用【4】，且有研究【 发现KISS1基因可调控PKC信号 

通路各蛋白的表达而影响GnRH、LH等激素的表达 

释放。那么，KISS1基因是否通过 PKC信号传导通 

路参与结直肠癌侵袭和转移的调节过程?本研究将 

对其进行探讨。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

人结肠癌细胞株 HCT116为福建医科大学附属第一医 

院中心实验室保存。RPMI1640培养基为Gibco公司；TRIzol 

Reagent、M—MLV逆转录酶、real'time PCR Master Mix为 in— 

vitrogen公司；Matrigel：,Transwell小室为BD公司产品；兔抗人 

单克隆KISS1、PKCa、PKCI3 II、E钙黏蛋白和GAPDH抗体为 

美国Abeam公司产品。 

1．2 实验方法 

1．2 1 分组 KISSI过表达组(OE组)为制备好的DNA溶 

液(pGC—LV载体 20 g，pHelper 1．0载体 l5 Ixg，pHelper 2．0 

载体 10 Ixg)与Lipofectamine 2000载体转染后，与HCTl l6细 

胞共培养处理；空载体转染的对照组(NC组)为不含 KISSI 

基因的空白Lipofectamine 2000载体与 HCT1 16细胞共培养 

处理；空白对照组(CON组)为无处理的 HCT116细胞。每次 

实验每组样本为6个，所有实验均重复3次。 

1．2．2 细胞培养 细胞贴壁生长于含有 10％胎牛血清和 

100 U／mL青霉素+链霉素的RPMI1640培养基中，37℃、5％ 

CO。的饱和湿度培养箱中培养，每2～3 d以0．25％的胰蛋白 

酶消化传代 1次。 

1．2．3 载体 pGC—LV—KISS1一EGFP的构建及转染 人类 

KISS1基因CDS区全长共438bp，以 类̂基因组DNA为模板， 

设计人类KISS1基因上下游引物．上游引物：5’一TACTGC一 

IrITITI．CCTCTGTGCCACC一3’。下游弓I物 ：5’一TAGCTGCTGGC— 

CTGTGGGTCT一3’；产物89 bp。反应条件 94 qC，5 min；94 oC， 

30 s；55℃，30 s；72℃，2 rain，30个循环；72℃延伸 10 min。 

纯化回收PCR产物并与慢病毒载体 pGC—LV—EGFP分别进 

行Age I酶切，酶切片段回收并T4 DNA连接酶连接，转化感 

受态大肠杆菌。选取单个菌落进行PCR鉴定，PCR阳性克隆 

进行测序，测序结果与GenBank数据库进行Blast比对，验证 

pGC—LV-KISS1一EGFP载体构建成功。用脂质体 Lipofec— 

tamineTM 2000包裹慢病毒三质粒系统(LV—EGFP、pHelper 1．0 

和pHelper2．0)在无血清 Opti—MEM培养基中5％CO2、37℃ 

孵育箱内共转染 HCT116细胞，进行病毒包装，稳定传代进 

行后续实验研究。将处于对数生长期的细胞接种于96孔培 

养板中，进行最佳感染复数(multiplicity of infection，MOt)测 
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定．每孔(3～5)×l0 细胞．分刖加入 90 L尤l0【清培养基及 

lO ILL的 l X 10 TU、1 X 10 TU、l X 10 TU 3个不同稀释梯 

度的病毒至孔『l1，细胞数目生长至约 l X l04个／孑L，感染及士『f 

养 72 h后，观察增强型绿色荧光蛋白(EGFP)的表达情况，观 

察感染效果确认感染条件和感染参数 随机选取 20个视野 

进行阳性细胞计数并测定转染书，同一视野下荧光 微镜与 

普通显微镜观察列细胞数之比为荧光率 ，即转染率=(绿色荧 

光的细胞，普通'!JIi微镜总细胞)X 100％,。 

l-2．4 Real—time PCR检测 KISSI tuRNA的表达 Frizol提 

取细胞总 RNA，收 2 g总 RNA应用 M—MLV逆转录酶逆转 

录成 eDNA，用 ABI 7500 real—time PCR反应仪检测 mRNA 

表达；引物序列fll Primer5．0软件设计，上海吉凯基 技术有 

限公司代合成，KISS1 I 游：5’一 FAC FGC ccTc FGTGC— 

CACC一3’，下游：5’一TAGCTGCTGGCCrr(1rrGG(,TCT一3’．产物 

89 bp；GAPDH 游：5’一TGACqq'CAACAGCGACACCCA一3’． 

下游：5’一CACCC11G GCTGTA( ccAAA一3’，产物 12ll1p 、反 

应体系：2．5 m1)l／L上下游引物各 1 txl ，eDNA l I ，SYBR 

prenfix ex taq 10 ，25 mmol／1 Mg 4 I．t1 ，ddH!O 8 L。反应 

程序：95℃，30 s；95 q【：，5 s：6O℃，34 s．40个循环。按 RQ= 

2 △u计算相对表达量。 

l-2_5 Western—blot法检测各蛋 白质指标的表达 收集细 

胞．细胞蛋白裂解液裂解，超 剪切 DNA。考马斯亮蓝法浓 

度测定后，上样 SDS—PAGE电泳 ，进行各指标的蛋F J免疫印 

迹分析实验。 色后观察和量化分析采Ⅲ化学发光法 和 

GISl000软件分析系统。 

1．2．6 Transwell法检测细胞侵袭、迁移能力 1：3稀释的基 

质胶 Matrigel 50 txL包被 Transwell小室 卜室底部，4 ：』×【十 

每-~LJJl1人 50 1 10 g／l BSA的尤m清培养液，37℃水化 

30 rain。墩 200 I 含 l×l0s个／nlL细胞恳液接种人 L室．下 

室加入 500 txI 5％ FBS培养基，小心操作避免产q二气泡， 

CON2II 

(：fil 

O172~l 

00X B O0×t： 

常规培养细胞 24 h后．无菌棉签小心擦去基质胶和上室内 

的细胞 ，室温下将膜风十，4％多聚甲醛同定 15 mill，PBS洗涤 

2次后风十，加入 500 Ix1 结晶紫染色液 。浸润小室膜 ，37℃ 

培养箱ffJ孵育 I5～20 rain后，PBS洗涤 2次；风十后存 200倍 

倒置显微镜下观察，随机取 16个视野拍照及计数 Transwell 

迁移实验步骤 侵袭实验基本一致，f)(驯：不需要包被基质 

胶 Matrigel；细胞密度为 1 X 10 个／mL；下室培养基仅含2．5％ 

的 FBS 所有实验均重复 3次 

1．3 统计学方法 

采f{j SI SS 19．0软件分析，所有计量资料以均数±标准 

謦( ± )表示 ，组问两两比较时先进行多样本方差齐性检 

验，若方差齐，则LSD—t检验；若方差不齐．则运用 Dunnett’s 

73法进行检验 、枪验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 慢病毒转染荧光率的鉴定结果 

慢病毒pGC—LV—KISSI～EGFP载体转染成功的HCTI 16 

人结直肠癌细胞可以表达绿色荧光蛋白，CON组细胞在普通 

{lI!_微镜下_『 细胞状态良好，排布均匀呈椭圆形，荧光显微 

镜下(激发波长 488 nm，发射波长507 llln)未 EGFP蛋 白 

荧比。NC组和OE组 荧光 微镜下均可看到 EGFP蛋白发 

绿色荧光，Nc组 lO0× 微镜下转染牢(fluorescence rate) 

84．57％，200×为 84．18％；OE组 100×为 83．16％，200×为 

82．67％，均大于 80％，说明转染成功且效果比较理想(图 1)。 

2．2 转染前后 HCT】】6细胞 K ，基 因mRNA和 Metastin 

表达水平的变化 

转染后 OE组 KISSI基 mRNA相对表达鳍(121．731± 

4．721)明 高于 CON组 (0．829±0．082)和 NC组 (1．295 4- 

200×B 200 X( 

图 1 各组细胞转染后 EGFP蛋白荧光表达率 

Fig．1 Expression rate of EGFP in different groups after transfected with KISS1 gene 
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0．063)，Metastin丧达 (()．638 4±0．024 2)dq CON fli(o．298 l± 

0．0l4 7)f1i NC (()．282 1±0．0f 7 3)卡H比明 "I ，蕾 均 

具仃统汁学意义(P<O．(15)，ffl CON 卜j NC fit之间比较几统 

汁学 异(，】>0．05)( 2、 3)， 明慢病毒转 H【：TI l6,fill 

胞后 ， 能恐定过 达 mI'~NA、Metasl_【1 

50．0 

O0 0 

50．0 

(】() 1 
)＼ 、(： ()I1 

不同转染组中KISS1基因mRNA蛋白表达水-T-(RQ值) 

Fig．2 Different expressions of the mRNA of KISS1 

in different groups 

(：()N tl【 l引I ()Eftl 

鼎 I I夫达 0．633 2 4-0,017 4)较 CON (()．231 2 4-0．019 6) 

和f 《：爿f(()252 3±0．0I8 2)明 {lI ，f I (P<O．05) NC引【 

t：() 之 的比较均儿统汁 ：抬 ( 0．05)( 1．_k】4) 

表 1 转染前后 PKC。[、PKC D lI及 E钙黏蛋白的表达情况 

(灰度值) 

Tab 1 Different expressions of the PKC a，PKC#I1 and 

E-cadherin after transfection 

K B 

(1 j (：比较 ，P<O．05 

8 kI) ¨lIj翕Ii 

35 k1) 

图3 不同转染组中 K『SS7基因 Metastin蛋白表达水平 

Fig 3 Different expressions of the Metastin in different groups 

2．3 转染前后细胞 f K(：“、I'KC'18II及 p：钙黏蛋白的表达量 

的 变化 

’j CON绀柑llL，OE川 l K(： 表达九明 改 (I％0．05)： 

PKCI3 II的篮n 达 (0．288 2±0．023 7)较 CON ⋯0．530 9± 

0．0l 3 3)币[J NC组(()．51 I 7±()．008 5)口J】 J!i-降(P<O．05)，lrl 

PKCo~的表达水、 尤l】』】 化(／bO．05)；F游效 } I-： 

慢徙能，J 

迂移能 J 

【：f) 组 

、l’I) 

蕊藤 

攀 赣  
图4 不同转染组中目的蛋白PKCa、PKCp【I、 

E钙黏蛋白表达情况 

Fig．4 Different expressions of the PKC a，PKCB 

and E—cadherin in different groups 

84 kI) 

76 k J) 

24 kIj 

5 k1) 

2．4 转染前后各组细胞的侵袭、迁移能力的变化 

j CON组和 NC 卡}I比．转染 () Il( ．rl 16 flll／J~,陧 

能 _lffJ_减低(P<O．05)，1IC I 1 j6 胞辽移膛JJ4]；I J』J 减低 

(P<0．05)； CON组 与 ：组之间的侵 、迂移能 比较 厄 

f『JJ{ll!_变化(P>O．05)(表2，降【5) 

I：Ⅲ ()瞪}i 

图 5 转染前后各组 HCT1 16细胞侵袭、迁移能力的变化 

Fig 5 Change of the invasion and migration ability of cells in different groups after transfection 

牛 ≮ I【【J圣 乏 
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表 2 转染前后各组 HCT1 16细胞的侵袭和迁移能力的变化 

Tab．2 Changes of the invasion and migration ability of cells after 

transfection in different groups 

注：U，CON与 NC比较，P<0．05 

3 讨 论 

蛋白激酶 C(protein kinase C，PKC)是一类钙与 

磷脂依赖的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶家族。参与细胞 

信号转导、基因表达调节、细胞增殖、细胞凋亡与分 

化[63。PKC具有许多亚型，在不同的肿瘤细胞中发挥 

不同作用。PKCet在细胞内信息传递、调节细胞的增 

殖分化、肿瘤的发生发展及多药性耐药等多种生 

理和病理过程中发挥作用。Oster和Leitgest 】发现 

PKCc~在Apc(Min／+)的小鼠肠道肿瘤中表达明显下 

调，PKCct敲除的小鼠更容易自发形成肠道肿瘤侵 

袭性肿瘤，提示 PKCot在结直肠癌中可能起着抑癌 

基因的作用，可以抑制结直肠癌细胞增殖 ，促进肿 

瘤细胞凋亡。PKC[3作为经典 PKC的一员，PKC[3 11 

在肿瘤的发生发展、侵袭转移和血管形成中起重要 

作用，增加肿瘤发生的易感性[81；Spindler等嘲发现 

PKC[3Ⅱ表达阳性的患者较表达阴性的患者具有较 

差的中位生存期。 ． 

Dissanayake等【 01发现黑色素瘤细胞中PKC的 

表达、活性随KISSI基因产物的变化而改变；Jiang等 

【1l】发现KISS1是卵巢癌的转移抑制基因，同时激 

活PKC的表达能够抑制卵巢癌细胞的转移．其中 

80％的肿瘤细胞的转移作用是由KISS1表达起作 

用，推测 s．s 可通过PKC信号通路来发挥作用。 

本课题组前期研究[1_3】发现KISS!基因具有抑制结 

直肠癌的转移能力。KISS1基因是否通过PKC信号 

传导通路参与结直肠癌侵袭和转移的调节过程目 

前暂未见报道。本课题通过构建慢病毒载体pGC— 

LV—KISSI—EGFP并成功转染 ，，5．sJ『基因表达水平 

相对较低的人结直肠癌HCT1 16细胞．稳定过表达 

KISS1基因．发现转染后细胞中 PKC[5 II表达水平 

明显下降、E钙黏蛋白明显升高。而PKCot表达量无 

明显改变，提示 KISSI基因抑制结直肠癌转移与 

PKC信号转导通路相关，且可能通过下调PKcp II从 

而上调下游蛋白E钙黏蛋白的表达而发挥作用。同 

时发现转染后结直肠癌细胞侵袭及迁移能力明显 

下降。 

综上所述 ，在结直肠癌的演进过程中，KISS!基 

因可能是通过抑制 PKC信号通路中PKC[3Ⅱ的表 

达进而上调下游效应分子E钙黏蛋白的表达来发 

挥肿瘤转移抑制效应。但是，K1SS1抑制结直肠癌转 

移的分子机制十分复杂，揭示KISS1基因抑制结直 

肠癌转移的具体作用信号转导通路及其作用机制 

还需要进一步深入研究。 
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