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建立稳定敲减MINK1表达的肺腺癌细胞系及对其初步分析
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【摘 要】目的：构建稳定敲减 Misshapen/NIK-related kinase（MINK1）表达肺腺癌细胞系，并检测稳定敲减其表达后对细胞增

殖、迁移运动及顺铂治疗的影响。方法：利用肺腺癌A549和PC-9细胞，基于 pLKO.1-shRNA慢病毒基因敲减表达系统构建稳

定敲减MINK1表达细胞系，分别通过 qRT-PCR和Western bolt在mRNA和蛋白水平检测敲减效率。CCK-8和Transwell检测稳

定敲减MINK1表达对细胞增殖和迁移运动的影响，流式细胞检测细胞周期与凋亡变化情况；分析稳定敲减MINK1表达对顺铂

治疗敏感性变化情况，并通过免疫荧光染色DNA损伤标志物γH2AX检测细胞DNA损伤水平。结果：qRT-PCR和Western bolt
分析结果显示 2个特异 shRNA均可显著下调MINK1表达。稳定敲减MINK1表达的肺腺癌细胞增殖能力降低，迁移运动能力

下降；且敲减 MINK1表达明显增强化疗药物顺铂对癌细胞杀伤作用，并诱导 DNA损伤水平增加。结论：利用肺腺癌 A549和

PC-9细胞成功构建稳定敲减MINK1肺腺癌细胞系，而稳定敲减其表达可抑制癌细胞增殖及迁移运动，且可能通过调节DNA
损伤修复过程促肺癌细胞耐药。
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【Abstract】Objective：To establish lung adenocarcinoma cell lines with stable knockdown of the expression of encoding Misshapen/
NIK-related kinase（MINK1）and analyze the effects of stable MINK1 knockdown on cell proliferation，migration，and cisplatin treat⁃
ment. Methods：In lung adenocarcinoma A549 and PC-9 cells，cell lines with stable MINK1 knockdown were constructed based on the 
pLKO.1-shRNA lentiviral expression system. The knockdown efficiency was detected at the mRNA and protein levels using qRT-PCR 
and Western blot. CCK-8 and Transwell assays were used to assess the effects of stable MINK1 knockdown on cell proliferation and mi⁃
gration. Flow cytometry was used to detect changes in cell cycle and apoptosis. The sensitivity of cells with stable MINK1 knockdown to 
cisplatin treatment was analyzed. The level of DNA damage in cells was detected by immunofluorescence staining of the DNA damage 
marker γH2AX. Results：qRT-PCR and Western blot showed that shRNA significantly downregulated the expression of MINK1. Prolif⁃
eration and migration were reduced in lung adenocarcinoma cells with stable MINK1 knockdown. MINK1 knockdown significantly en⁃
hanced the cytotoxic effect of the chemotherapy drug cisplatin on cancer cells and induced an increase in the level of DNA damage.
Conclusion：Lung adenocarcinoma cell lines with stable MINK1 knockdown were successfully established using A549 and PC-9 cells. 

Stable MINK1 knockdown can inhibit cancer cell proliferation and 
migration and may reduce the drug resistance of lung cancer cells 
by regulating the DNA damage repair process.
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migration；DNA damage repair
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肺癌是目前全世界发病率及致死率均高居肿

瘤谱前列的恶性肿瘤，肺癌包括小细胞肺癌（约占

15%）及非小细胞肺癌（约占 85%），其中肺腺癌与肺

鳞癌是非小细胞肺癌的主要亚型[1]。由于肺癌具有

高度异质性，其发生发展的具体分子机制尚不完全

清楚；且因缺乏早期诊断指标，其确诊时往往在中

晚期且伴随转移，导致 5年生存率仍然较低[2]。近年

来虽然治疗手段有所进步，但手术切除后联合化疗

治疗仍是主要策略[3-6]。顺铂是一种铂类广谱抗癌

药物，临床上广泛应用于肺癌、卵巢癌等多种实体

肿瘤，且均有一定作用[7-8]。顺铂与多种DNA损伤诱

导化疗药物作用机理类似，细胞内可通过直接与

DNA结合诱导 DNA损伤导致增殖抑制及细胞凋亡

而产生抗肿瘤作用[9]。但临床实践中随着顺铂用药

时间推移，癌细胞易对治疗产生耐药而复发，是导

致患者生存率低的原因之一[10]。因此，鉴定新的潜

在耐药关键基因并阐明其在肿瘤耐药复发中的关

键分子机制，对寻找新的药物靶点及提高治疗敏感

性具有重要意义。

Misshapen/NIK-related kinase（MINK1）是 Ste20 
激酶家族成员之一，具有丝氨酸/苏氨酸激酶活

性[11-12]。文献报道显示MINK1广泛参与细胞内多种

信号通路的调节，作为经典MAPK信号通路上游激

酶，MINK1 可调节小 G 蛋白（small G protein，Ras）、

氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase，c-Jun）、磷

脂 酰 肌 醇 3 激 酶（phosphatidyl-inositol 3-kinase，
PI3K）及 Wnt/β -catenin 等 信 号 通 路[13-14]；同 时

MINK1 作为 MST1/2 同源物，其激酶活性亦能直接

磷酸化修饰 LAT1/2，从而影响 Hippo 信号通路活

性，最终控制细胞生长、细胞骨架重排、细胞运动、

细胞衰老、血小板等生理病理过程[15]。有报道显示

MINK1 在恶性肿瘤发生发展中具有重要作用，如

MINK1 高表达可促乳腺癌转移[16]。但目前关于

MINK1在肺癌中的作用及机制仍不明确。

本研究中利用肺腺癌 A549 和 PC-9 细胞构建

稳定敲减MINK1表达细胞系，并检测敲减其表达对

癌细胞增殖与迁移运动的影响，以及其对于化疗药

物顺铂的响应情况。

1　材料与方法

1.1　材料

人肺腺癌A549、PC-9和人胚肾 293T细胞由本实验室保

存。pLKO.1-Puro-shRNA 质粒由本课题组保存。转染试剂

Lipofectamine3000 和 Opti-MEDTM 培养基均购于 Thermo 
Scientific公司；胎牛血清和青霉素-链霉素溶液购自百赛生

物；DMEM 高糖培养基、DMEM/F12 培养基购于 Gibco 公司；

RNA 提取试剂盒购于碧云天生物技术公司；逆转录试剂和

TB Green™ Premix Ex Taq™ RT-PCR 试剂均购买于 TaKaRa
公司；引物由擎科生物科技有限公司合成；BCA蛋白浓度检

测试剂、蛋白裂解液 RIPA、蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟

（PMSF）和聚偏二氟乙烯膜（0.45 µm）均购于鼎国昌盛生物

技术公司；SDS-PAGE凝胶试剂盒购于雅酶生物医药科技公

司；CCK-8 试剂盒购于 Dojindo Laboratories Japan；基质胶

（matrigel）和 Transwell 小室（24 孔板，0.8 µm）购自 corning 公

司。MINK1 抗体购于 abcam 公司 ;γH2AX 抗体购于 CST 公

司；GAPDH 抗体和辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗 Pro⁃
teintech公司；顺铂购买于 sigma公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　A549、PC-9细胞和 293T细胞分别培养于

含 10% FBS 和 1% 双抗的 DMEM/F12 培养基和 DMEM 高糖

培养基。

1.2.2　构建 pLKO. 1-Puro-shMINK1 载体及慢病毒包装　

MINK1基因的 shRNA 靶向序列通过在线（www.sigmaaldrich.
cn）设 计 ，1#：GCTACTGAAGTTTCCCTTCAT；2#：GCGGAT 
TAAGTTCCTGGTCAT；由擎科公司合成 shRNA 引物序列。

质粒测序确认后命名为 shMINK1-1#和 shMINK1-2#，对照

质粒为 pLKO.1-Puro，命名为 shCtrl。病毒包装使用 3 质粒

PMD2G和PSPAXL系统。

1.2.3　稳定敲减 MINK1 细胞系构建　各组病毒分别感染

A549 和 PC-9 细胞，使用嘌呤霉素筛选获得稳定敲减表达

细胞。

1.2.4　 qRT-PCR 法检测细胞 MINK1 mRNA 的转录水平　

qRT-PCR 参照文献进行操作[17]。qRT-PCR 引物序列为：

MINK1 上游引物为 5’-GCTGAGGTCAAGCTAGTGGAT-3’，
下游引物为 5’-CCAATGAAAGTGTTCCGTCTGC-3’；内参基

因 GAPDH 上 游 引 物 5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-
3’，下游引物5’-GGCTGTCATACTTCTCATGG-3’。
1.2.5　Western blot检测　参照文献进行操作[17]。一抗稀释

比例为Anti-MINK1（1∶500），Anti-GAPDH（1∶5 000）。

1.2.6　流式细胞术分析细胞周期与凋亡　通过PI染色法分

析细胞周期，Annexin-VFITC 标记法检测细胞凋亡。

1.2.7　CCK-8 细胞增殖实验　CCK-8 检测参照说明书进

行。各组细胞浓度为 30 000个/mL，每组设立 0~96 h共 5个

时间点，每孔加 100 µL 细胞悬液。分别在各时间点加入

CCK-8 检测试剂，450 nm 处检测吸光度（absorbance，A）值。

顺铂联合处理癌细胞，设置不同浓度顺铂A549细胞（0、1、2、
4、6 µmol/L）及 PC-9 细胞（0.0、0.1、0.2、0.4、0.6 µmol/L）处

理 3 d，酶标仪450 nm处检测A值。
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1.2.8　划痕实验　参照文献进行操作[18]。待各组细胞生长

密度达到 95% 左右时，在培养板上划出细线并标志出要观

察的位置。在0 h及24 h时分别拍照观察划痕愈合情况

1.2.9　Transwell 侵袭实验　参照文献进行操作[18]。将细胞

接种于含Matrigel小室的上层进行细胞的侵袭（1×105个/孔）

实验。在培育24 h后进行结晶紫染色及拍照分析。

1.2.10　免疫荧光检测　对照组和稳定敲减组细胞铺板后，

利用顺铂处理A549细胞（1 µmol/L）及PC-9细胞（0.1 µmol/L），

24 h 后 4%多聚甲醛固定细胞。随后进行一抗及二抗染色，

DAPI进行核染色，共聚焦显微镜采图（Leica SP8）。

1.3　统计学方法

实验独立重复 3次，采用GraphPad Prism 8.0软件分析作

图。计量资料采用均数±标准差（x±s）表示，2组间比较采

用 t检验，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　稳定敲减 MINK1表达 A549和 PC-9细胞构建及敲减效

率检测

慢病毒感染 A549和 PC-9细胞后利用嘌呤霉素筛选获

得稳定敲减MINK1表达细胞，通过 qRT-PCR和Western blot
进行检测。结果显示与 shCtrl 组相比，shMINK1-1#（A549：
0.26±0.06，P=0.000；PC-9：0.31±0.05，P=0.000）和 shMINK1-
2#（A549：0.19±0.05，P=0.000；PC-9：0.24±0.06，P=0.000）
组细胞mRNA及蛋白表达水平明显下调（图 1A和B）。这表

明，MINK1在肺癌 A549和 PC-9细胞中实现稳定敲减，可以

用于后续实验。

2.2　稳定敲减 MINK1表达 A549和 PC-9细胞构建及对细胞

增殖的影响

利用流式细胞术检测肺腺癌细胞中稳定敲减MINK1表

达对细胞周期的影响。检测结果表明，与 shCtrl 组相比，敲

减 MINK1 表达后 G1 期（A549-shMINK1-1#：72.86±5.72，
P=0.023；A549-shMINK1-2#：68.24±3.97，P=0.049；PC-9-
shMINK1-1#：63.71±4.64，P=0.048；PC-9-shMINK1-2#：68.93±
4.95，P=0.015）细胞均显著增加，而 S 期（A549-shMINK1-1#：
24.82±4.96，P=0.031；A549-shMINK1-2#：30.36±5.15，P=

0.021；PC-9-shMINK1-1#：34.16±3.63，P=0.034；PC-9-
shMINK1-2#：27.52±3.1，P=0.016）与 G2/M 期细胞减少（A549-
shMINK1-1#：2.47±1.09，P=0.049；A549-shMINK1-2#：
1.54±0.98，P=0.016；PC-9-shMINK1-1#：2.26±0.51，P=

0.044；PC-9-shMINK1-2#：3.68±0.75，P=0.043）（图 2A），这

表明敲减MINK1表达影响肺腺癌细胞周期进程。进一步通

过CCK-8实验检测稳定敲减MINK1表达后肺腺癌细胞增殖

能力。如图 2B所示，细胞培养 96 h后，A549和PC-9细胞中

敲减MINK1表达组与 shCtrl（A549：2.18±0.22；PC-9：1.87±
0.25）相比，shMINK1-1#（A549：1.07±0.13，P=0.001；PC-9：
1.14±0.12，P=0.010）和 shMINK1-2#（A549：0.89±0.16，P=

0.001；PC-9：0.92±0.14，P=0.004）组的生长速度明显降低。

同时，通过克隆形成实验进步一步证明肺腺癌细胞中敲减

MINK1 表 达 抑 制 细 胞 增 殖（A549-shCtrl：98.52±10.93；
A549-shMINK1-1#: 38.66±5.31，P=0.001；A549-shMINK1-
2#：34.29±6.28，P=0.000；PC-9-shCtrl：87.34±13.41；PC-9-
shMINK1-1#：26.73±4.26，P=0.001；PC-9-shMINK1-2#：
30.17±4.92，P=0.009）（图2C）。这些实验表明肺腺癌A549和
PC-9细胞中MINK1表达对维持癌细胞增殖具有重要作用。

               注：a，与A549-shCtrl相比，P<0.001；b，与A549-shCtrl相比，P<0.001；c，与PC-9-shCtrl相比，P<0.001；d，与PC-9-shCtrl相比，P<0.001
图 1　慢病毒载体介导的稳定敲减 MINK1 肺腺癌细胞系构建
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2.3　肺腺癌细胞中稳定敲减 MINK1 表达增强顺铂治疗敏

感性

肺腺癌细胞中敲减 MINK1 表达阻滞细胞中周期进程

并抑制细胞增殖，随后通过流式细胞检测细胞凋亡变化情

况。结果显示，与 shCtrl相比，稳定敲减 MINK1表达组细胞

凋亡比率上升（A549-shCtrl：2.56±1.22；A549-shMINK1-1#：
7.41±2.30，P=0.032；A549-shMINK1-2#：8.25±2.43，P=

0.022；PC-9-shCtrl：3.17±1.42；PC-9-shMINK1-1#：8.69±

注：a，与 A549-shCtrl 相比，P=0.001；b，与 A549-shCtrl 相比，P=0.001；c，与 PC-9-shCtrl 相比，P=0.01；d，与 PC-9-shCtrl 相比，P=0.004；e，与
A549-shCtrl相比，P=0.001；f，与A549-shCtrl相比，P=0.001；g，与PC-9-shCtrl相比，P<0.001；h，与PC-9-shCtrl相比，P=0.009

图 2　肺腺癌细胞中稳定敲减 MINK1 对细胞增殖的影响
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2.34，P=0.025；PC-9-shMINK1-2#：6.97±1.85，P=0.046）（图

3A）。已有研究表明，癌细胞凋亡抑制与化疗药物耐药密切

相关。随后通过联合顺铂处理 shCtrl 组及稳定敲减 MINK1
表达组检测细胞增殖变化情况。采用较低浓度剂量顺铂联

合处理分析 MINK1 敲减细胞增殖变化情况。如图 3B 所

示，当 shMINK1-1#和 shMINK1-2#组的A549和PC-9细胞接

受浓度梯度的顺铂处理时，沉默 MINK1 表达的 shMINK1-
1#和 shMINK1-2#组的细胞存活率明显降低（A549-shCtrl：
0.68±0.07；A549-shMINK1-1#: 0.42±0.06，P=0.008；A549-
shMINK1-2#：0.51±0.07，P=0.001；PC-9-shCtrl：0.76±0.06；
PC-9-shMINK1-1#：0.43±0.08，P=0.003；PC-9-shMINK1-
2#：0.49±0.05，P=0.005）。化疗药物顺铂杀伤癌细胞由于其

与DNA结合而诱导DNA损伤从而引发细胞凋亡。为进一步

分析 MINK1敲减细胞联合顺铂处理后 DNA损伤变化情况，

通过免疫荧光染色 DNA 损伤标志物 γH2AX 变化情况。如

图 3C 所示，较低浓度顺铂处理 24 h 后 shMINK1-1# 和

shMINK1-2#组细胞中γH2AX应该信号显著增强，表明敲减

MINK1表达癌细胞对顺铂诱导的DNA损伤敏感。这些研究

结果表明，在肺腺癌细胞中稳定敲减 MINK1 表达可能通过

诱导 DNA 损伤增强其对顺铂的敏感性，增强顺铂对癌细胞

杀伤。

2.4　肺腺癌细胞中稳定敲减 MINK1表达抑制肺腺癌细胞的

迁移及侵袭

最后利用划痕和 Transwell 侵袭实验检测稳定敲减

MINK1 表达对于 A549 和 PC-9 细胞迁移侵袭能力的影响。

细胞划痕实验结果显示：在24 h后 shMINK1-1#和 shMINK1-
2#组 A549和 PC-9细胞中的迁移区域明显小于 shCtrl组（图

4A 和 B）。另外，对 shMINK1-1#和 shMINK1-2#穿过小室的

细胞进行统计分析，结果显示，与 shCtrl 组相比，shMINK1-
1#和 shMINK1-2#组穿过小室的细胞数目明显减少（A549-
shMINK1-1#：0.28±0.04，P=0.000；A549-shMINK1-2#：0.29±
0.07，P=0.000；PC-9-shMINK1-1#:0.25±0.08，P=0.000；PC-
9-shMINK1-2#：0.32±0.06，P=0.000）（图4C和4D）。结果表

明下调MINK1的表达可以显著抑制肺腺癌细胞的迁移及侵

袭能力。

注：a，与 A549-shCtrl 相比，P=0.032；b，与 A549-shCtrl 相比，P=0.022；c，与 PC-9-shCtrl 相比，P=0.025；d，与 PC-9-shCtrl 相比，P=0.046；e，与
A549-shCtrl相比，P=0.008；f，与 A549-shCtrl相比，P=0.001；g，与 PC-9-shCtrl相比，P=0.003；h，与 PC-9-shCtrl相比，P=0.005

图３　敲减 MINK1 表达对 A549 和 PC-9 细胞凋亡及 DNA 损伤的影响
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3　讨 论

肺癌是全世界发病率和死亡率最高的恶性肿

瘤，其中常见的属非小细胞肺癌，主要包含肺腺癌

和肺鳞癌两种亚型[19]。随着传统放化疗及分子靶向

治疗和免疫治疗技术的发展与应用，目前非小细胞

肺癌患者的预后和生存有了明显改善；但仍有部分

患者对治疗药物不敏感，且大部分患者在治疗后易

出现耐药，导致治疗失败而复发[8，20]。因此，进一步

寻找筛选非小细胞肺癌发生发展关键基因及鉴定

化疗治疗的相关标志物，为耐药机制的研究及开发

提供分子靶点，对于患者风险分层及耐药进展监测

具有重要意义，可望指导耐药易感患者的后续治疗

方案改善。

促 分 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 激 酶 激 酶 激 酶

（mitogen-activated protein kinase kinase kinase ki⁃
nases，MAPKKKKs，MAP4Ks）丝氨酸/苏氨酸激酶家

族包含 7个成员，分别为MAP4K1-7，其蛋白结构保

守，均由N端的丝氨酸/苏氨酸磷酸化激酶结构域，C
端与微丝骨架调控密切相关的 Citron 同源结构域

（C-terminal citron-homology domain）及中间可变连

接区组成[11，21-22]。其中 MAP4K4、MAP4K6（MINK1）
与 MAP4K7（TNIK）3 个蛋白成员序列相似性高，可

执行相似功能。如在调控神经元中应急诱导的 JNK
通路活性过程中MAP4K4、MINK1与TNIK具有相似

作用[13，23]。同时，MAP4K4、MINK1 及 TNIK 与 Hippo
通路关键激酶MST1/2具有相似功能，可直接磷酸化

修饰 LATS1/2，在控制细胞感受胞外基质机械应力

传导及 DNA 损伤修复中起关键作用[23-24]。但报道

显示MAP4K4、MINK1与TNIK生理及病理条件下亦

可通过各自独立下游通路执行不同功能，如MINK1
不仅对于辅助性T 细胞17（T helper cell 17，Th17）分

化及功能具有关键作用[25-26]，且 MINK1 可通过

mTOR 通路促乳腺癌发生[16]；而 MAP4K4 则通过调

节 EB2与 IQSEC1控制黏着斑动态更新影响细胞迁

移运动[27]；另外，肺鳞癌中 TNIK 通过 Merlin 控制

FAK 通路活性从而促肿瘤发生[28]。但迄今为止，关

于 MINK1 在肺癌等其他恶性肿瘤中的具体作用机

制仍未见报道。前期研究在肺腺癌细胞中通过对

MAP4K4 及 TNIK 进行敲减分别构建稳定敲减表达

细胞系，发现稳定敲减MAP4K4表达诱导A549细胞

成簇生长[29]，而稳定敲减TNIK表达未检测到癌细胞

成簇生长表型，但检测到黏着斑FAK信号通路显著

变化[30]。本研究利用 A549及 PC-9 2个肺腺癌细胞

建立稳定敲减MINK1表达细胞系，并对其进行初步

分析发现肺腺癌细胞中稳定敲减 MINK1 表达抑制

注：a，与A549-shCtrl相比，P<0.001；b，与A549-shCtrl相比，P<0.001；c，与PC-9-shCtrl相比，P<0.001；d，与PC-9-shCtrl相比，P<0.001
图 4　稳定敲减 MINK1 表达对肺腺癌细胞运动能力的影响
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细胞增殖、迁移侵袭能力，且影响 DNA 损伤修复而

增强化疗药物顺铂杀伤效用。通过观察稳定敲减

MAP4K4、MINK1 及 TNIK 表达 A549 细胞形态发现

敲减 3个基因表达表型差异明显，表明在恶性肿瘤

中 MAP4K4、MINK1 及 TNIK 可能具有不同功能，但

潜在的具体分子机制仍有待进一步探索。
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