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siRNA沉默 KLF4表达促进 HeLa细胞迁移与增殖 *
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摘要目的：研究 Krü ppel样因子 4(KLF4)的表达下调对 HeLa细胞迁移与增殖的影响。方法：设计合成针对 KLF4的 siRNA和阴

性对照 siRNA，并转染至 HeLa细胞中。使用含有 10 ng/mL TGF-茁1和 10%胎牛血清的 DMEM培养液诱导 HeLa细胞发生上皮

间质转化，对照组使用不含 TGF-茁1的培养液。通过 Transwell迁移实验和划痕实验观察 HeLa细胞迁移变化；通过细胞增殖实验

和流式细胞术观察 HeLa细胞增殖状况和细胞周期分布。结果：转染了 siRNA的 HeLa细胞经 TGF-茁1诱导后，其细胞迁移能力较
其他各组显著提高；与转染了阴性对照 siRNA和空白对照的细胞相比，转染 siRNA的 HeLa细胞增殖能力明显提高；TGF-茁1可
以使 HeLa细胞周期发生 G1期阻滞，但是采用 siRNA干扰 KLF4的表达对此过程无明显影响。结论：使用 siRNA下调 KLF4的

表达可以促进 HeLa细胞的迁移与增殖。
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Silencing the Expression of KLF4 by siRNA Improves the Migration and
Proliferation of HeLa Cells*

To investigate the effect of KLF4 expression downregulation on the migration and proliferation of HeLa

cells. siRNA targeted to KLF4 and control siRNA were designed and transfected into the HeLa cells. DMEM with 10ng/ml

TGF-茁1 and 10% fetal calf serum (FBS) was used to induce the epithelial mesenchymal transition of HeLa. Culture medium without

TGF-茁1 was taken as control. The migration of HeLa cells were observed by Transwell and scratch wound assay. The proliferation and
cell cycle of HeLa cells were detected by proliferation assay and Flow Cytometry. Compared with other groups, the migration of

HeLa cells were improved greatly after being transfected by siRNA-KLF4 and induced by TGF-茁1. The proliferation of HeLa cells

transfected by siRNA-KLF4 were obviously increased compared with the cells transfected by control siRNA and blank control. TGF-茁1
could induce G1 block of HeLa cell cycle, but the downregulation of KLF4 showed no obvious effects. Downregulation of

the KLF4 expression by siRNA obviously improve the migration and proliferation of HeLa cells.
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前言

Krü ppel样因子 4(KLF4)作为一种具有锌指结构的转录

因子对包括上皮间质转化在内的多种细胞行为如增殖、凋亡、

分化、迁移及肿瘤发生都具有调节作用[1-5]。我们的前期研究也

已证实通过 siRNA沉默 KLF4表达可促进 HeLa细胞上皮间

质转化，并对此过程中一些标志性蛋白分子表达发挥调节作

用，如 E-cadherin、ZO-1和 N-cadherin等，对细胞的粘附、迁移

等生物学行为也有重要影响，而这些细胞行为是肿瘤发展与转

归的基础[6]。本研究拟在前期研究的基础上，进一步探讨 KLF4

对 HeLa细胞迁移与增殖的影响，为阐明 KLF4在宫颈癌发展

与转归中的作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

TGF-茁1(Peprotech，美国)；胎牛血清 FBS (四季青生物有限

公司，杭州)；双抗(青霉素、链霉素)(华北制药股份有限公司)；含

EDTA 0.25%胰蛋白酶(Hyclone，美国)；CCK-8检测试剂盒(碧

云天，北京)；siRNA 转染试剂(Dharmacon)；针对 KLF4 的 siR-

NA及阴性对照 siRNA由锐博生物(广州)设计合成；针对 KLF4

的 siRNA序列：正义链 5'GGACGGCUGUGGAUGGAAA dTdT

3'反义链 3'dTdT CCUGCCGACACCUACCUUU 5'。

1.2 主要设备

光学显微镜及照像系统(日本 OLYMPUS公司)；台式离心

机(德国 Eppendorf公司)；细胞培养箱(美国 Thermo公司)；Mil-

li-Q超纯水系统 (美国 Millipore公司)；Transwell小室及配套

12孔板，细胞培养板(美国 Corning)。
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1.3 方法

1.3.1 细胞培养 HeLa细胞接种于含 10%胎牛血清的 DMEM

培养液中，置于 37℃、含有 5%CO2的细胞培养箱中进行培

养。待细胞贴壁后，每两天换一次培养液并用倒置显微镜观察

记录细胞形态；进行 TGF-茁1诱导培养的细胞，在细胞贴壁后
更换为含 10 ng/mL TGF-茁1的 DMEM条件培养液进行培养。

1.3.2 siRNA转染 HeLa细胞以 5× 105/孔接种于 6孔板中，

10%胎牛血清的 DMEM、37℃、5%CO2条件下进行培养。待细

胞生长至融合达 60% - 70%时，按照转染试剂说明书以 50 nM

终浓度进行 siRNA转染；转染 6小时后，去除含有转染试剂的

培养液，更换为含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液或者含

TGF-茁1的 DMEM条件培养液继续培养至预定时间。Western

blot检测各组 HeLa细胞中 KLF4表达情况。

1.3.3 Transwell迁移实验 细胞培养至设计时间后，将细胞

消化，吹散成为单细胞悬液，并计数；按照 2× 104个每孔的数

量，将各组细胞接种于直径 6.5 mm的 Transwell小室的上层，

设置 3个复孔；6小时后将 Transwell小室的上层、下层分别更

换为预先设计的培养液；更换培养液 12小时后，去除所有的培

养液，并用 100%甲醇 -20℃条件下固定细胞 15分钟；待固定液

自然晾干后，1%结晶紫溶液染色 10分钟，用棉签擦去附着于

Transwell小室底膜上层的细胞后，拍照记录。

1.3.4 划痕实验 细胞培养至设计时间后，使用无菌的 10 滋L
移液枪头沿直尺在培养皿的底部轻轻划痕；用 PBS洗去脱落

的细胞后，各组再加入各自的培养液，取不同视野拍照记录划

痕情况；待细胞培养 36小时后，再次拍照记录划痕情况。

1.3.5 细胞增殖实验 各组的细胞培养 1、3、5、7、9天后，检测

CCK-8在 450 nm波长的 OD值，绘制曲线。

1.3.6 细胞周期检测 各组细胞按照前述步骤进行 siRNA转

染后，加入各自的培养液培养 2天；用含 EDTA的 0.25%胰蛋

白酶消化，离心，收集细胞；用含 67%无水乙醇的 PBS重悬细

胞，并吹散成为单细胞悬液；经 PI染色后，流式细胞仪检测各

组周期分布情况。

1.4 统计学方法

数据处理与分析采用 SPSS 17.0统计学软件进行，两样本

率比较采用 x2检验和 Fisher精确概率检验，以 P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 siRNA-KLF4转染对 HeLa细胞中 KLF4表达水平的影响

将针对 KLF4 的 siRNA 和阴性对照 siRNA 成功转染入

HeLa细胞 48小时后，提取细胞总蛋白。如图 1所示，与空白对

照组和阴性 siRNA组相比，针对 KLF4的 siRNA组的 KLF4蛋

白表达水平明显下调(P<0.05)，而两对照组的 KLF4表达比较

差异无统计学意义(P>0.05)。

2.2沉默 KLF4对 HeLa细胞迁移的影响

经 siRNA-KLF4转染及 TGF-茁1诱导的 HeLa细胞按照一

定密度接种于 Transwell小室上层，贴壁迁移 12小时后，固定

染色，擦去上层细胞，结果如图 2所示。仅经 TGF-茁1诱导 4天

的细胞与未经诱导的细胞相比，其迁移能力明显增加。经过 12

小时的迁移，诱导组迁移至 Transwell小室底膜下层的细胞数

显著高于未诱导组 (P<0.05)，转染 siRNA-KLF4 但是未经

TGF-茁1诱导的细胞与对照组相比迁移至 Transwell小室底膜

下层的细胞数也明显提高(P<0.05)，siRNA-KLF4转染并经过 4

天 TGF-茁1 诱导的细胞与仅进行诱导的细胞相比，迁移至
Transwell小室底膜下层的细胞数明显增加(P<0.05)。

除了 Transwell实验，测定细胞迁移能力的经典实验还有

划痕实验。在转染了 siRNA-KLF4后，各实验组根据设计加入

不同的培养液培养 4天后，划痕并洗去脱落的细胞，然后加入

同样的培养液再培养 36小时后固定，结果如图 3所示，图中虚

线所示为细胞划痕的边缘和细胞迁移的前缘。通过计算划痕平

均宽度（面积 /高度）比较各组间迁移能力。与空白对照组相

比，TGF-茁1诱导组细胞的迁移能力提高明显(P<0.05)，而转染

了 siRNA-KLF4同时进行 TGF-茁1诱导的细胞，其迁移能力较
单纯对照组增加更多(P<0.05)。这两组的实验结果与 Transwell

实验相一致。但是，同时我们也观察到，未进行 TGF-茁1诱导的

图 1 siRNA-KLF4转染对 HeLa细胞中 KLF4表达水平的影响

Fig. 1 Effect of siRNA-KLF4 transfection on the KLF4 expression in HeLa

cells

图 2 siRNA和 TGF-茁1联合对 HeLa细胞迁移的影响：Transwell实验(与空白对照组相比，*P＜0.05)

Fig. 2 Combined effect of siRNA and TGF-茁1 on the migration of HeLa cells: Transwell assay (vs. blank control, *P＜0.05)
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图 3 siRNA和 TGF-茁1联合作用对 HeLa细胞迁移的影响：划痕实验

Fig.3 Combined effect of siRNA and TGF-茁1 on the migration of HeLa cells: Scratch wound assay

图 4 siRNA-KLF4对 HeLa细胞增殖的影响

(与空白对照组相比, *P＜0.05, N=18)

Fig. 4 Influence of siRNA-KLF4 on the proliferation of HeLa cells

(vs. blank control, *P＜0.05, N=18)

图 5 siRNA与 TGF-茁1联合作用对 HeLa细胞周期的影响(*P＜0.05)

Fig. 5 Combined effect on cell cycle distribution of HeLa cells by siRNA and TGF-茁1: (*P＜0.05)

siRNA-KLF4转染组与空白对照组相比却未表现出明显的差别

(P>0.05)。

2.3 沉默 KLF4对 HeLa细胞增殖的影响

不同分组的细胞培养 1、3、5、7、9 天后，检测 CCK-8 在

450nm波长的 OD值，结果如图 3所示。转染了 si-Control的细

胞，其细胞增殖能力与对照组相比无统计学上的差异。转染了

siRNA-KLF4的 HeLa细胞，其 OD值在第 3天和第 5天与空

白对照组及阴性对照组相比有统计学上的差异，但是增殖能力

的提升并不明显。当时间延长到第 7天之后，各组之间几乎没

有任何差别。造成这种现象的原因，可能是 siRNA-KLF4的作

用消失，也可能是细胞增殖较快，导致出现了接触抑制，从而使

得各组间的差异消失。

2.4 沉默 KLF4对 HeLa细胞周期的影响

本部分实验分组与上述两部分相同，经转染及诱导培养 2

天后，流式细胞仪检测各组细胞周期如图所示。未转染组经

TGF-茁1诱导后与空白对照组相比，G1期的细胞比例呈现出统
计学上的差异，提示在 TGF-茁1作用下，HeLa细胞发生了 G1

期阻滞。转染了 siRNA-KLF4但未进行 TGF-茁1诱导的细胞周
期的分布与对照组无明显区别。而转染 siRNA-KLF4 经

TGF-茁1诱导的细胞与转染 siRNA-KLF4未诱导的细胞相比也

发生了明显的 G1期阻滞。

3 讨论
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宫颈癌作为全球发病率第二大的女性癌症，其转移和复发

对患者的生命健康构成极大威胁[7]。但是，宫颈癌细胞自身的转

移和侵袭机制目前尚不清楚。近些年的研究认为造成宫颈癌转

移侵袭的一个重要因素是上皮间质转化[8，9]。研究证实 TGF-茁1
能够促使 HeLa 细胞发生上皮间质化[10]，并且 TGF-茁1在此过
程中通过 Smad和非 Smad途径最终作用于细胞表面的粘附分

子，其中最为重要的是 E-cadherin[11]。E-cadherin通常被视为细

胞发生上皮间质化的标志性分子。当 E-cadherin在细胞中表达

降低并从细胞表面解离后，细胞内与其结合的 茁-catenin将会
进入细胞浆。作为一种转录因子，茁-catenin自身也能够调控与
上皮间质化相关的分子的表达。同时，E-cadherin的解离也能够

引起胞内与其结合的 p120的释放，而 p120能够调节与细胞骨

架重组密切相关的 Rho GTPases蛋白，从而促进细胞的迁移。

KLF4作为一种能够调控多种基因表达的转录因子，其表

达同样受到 TGF-茁的调节[12,13]。有研究表明 KLF4在肿瘤细胞

中的表达随着肿瘤发展程度的增加而减少[14-17]。这些结果提示

KLF4对肿瘤细胞的发生发展在一定程度上发挥着抑制作用。

我们的前期研究也显示在 HeLa 细胞的上皮间质化过程中，

KLF4的表达同样是受到抑制的。同时，通过 siRNA抑制 KLF4

的表达后，客观上促进了 HeLa细胞的上皮间质化过程，具体

表现为细胞上皮间质化的标志性蛋白的表达改变[6]。在此基础

上细胞的迁移能力进一步得到提升[18,19]。

在本实验研究中，通过 Transwell实验和划痕实验，我们

同样观察到经过 TGF-茁1诱导的 HeLa细胞，其迁移能力较未

诱导者明显增加。这个结果提示在宫颈癌细胞的转移过程中，

TGF-茁1也可能作为一种促进因子，通过促使癌细胞发生上皮
间质化而提升其转移能力。当我们仅仅降低 KLF4在 HeLa细

胞中的表达而不对其进行 TGF-茁1诱导时，从 Transwell结果

来看，其迁移能力也得到了部分提升，但是划痕实验的结果则

未能观察到同样的现象。这些结果的出现可能与 KLF4 对

HeLa细胞迁移的影响力不够有关，单纯的 KLF4的表达改变

还不足以影响到细胞整体的迁移能力。但是，当我们将 KLF4

的表达抑制和 TGF-茁1 诱导结合起来共同作用于 HeLa 细胞

时，其迁移能力的改变则是显著的。上述结果说明虽然 TGF-茁1
自身能够抑制 KLF4的表达并促进细胞的迁移，但这个过程受

到了其他因素的反馈作用的。当 KLF4的表达继续降低后，细

胞的迁移能力能够再次得到提升。

KLF4对肿瘤细胞的抑制作用除了通过抑制其癌细胞的迁

移能力减弱其转移，也能够通过抑制癌细胞的增殖减缓肿瘤的

生长。本实验研究中，我们通过 siRNA抑制了 KLF4的表达后，

仅在抑制后的第 3天和第 5天观察到了细胞增殖能力的增加。

在检测的起始阶段，可能是 siRNA的效应尚未表现。在后期的

实验中，可能是细胞间的接触抑制抵消了本应体现出的增殖改

变。由于本部分实验未对其在细胞内的分子机制进行研究，因

此无法对此现象进行更为详细的解释，其背后具体的机制还需

要进一步的实验证实。

考虑到 KLF4能够影响细胞的增殖，我们推断其有可能是

通过影响细胞周期发挥作用的。同时也有研究显示正常的动物

上皮细胞受到 TGF-茁1的作用，其细胞周期将会停留在 G1早

期[20]。因此，在本实验研究中，我们也检测了转染 siRNA并进行

TGF-茁1诱导的 HeLa细胞的细胞周期变化，结果显示单一的

siRNA转染对细胞周期没有明显的影响。但是经 TGF茁1诱导
的细胞，无论之前是否转染了 siRNA，其细胞周期都发生了明

显的 G1期阻滞。因此，在 HeLa细胞的 EMT过程中，KLF4的

表达受到抑制并不影响其细胞周期的变化，在此过程中发挥作

用的主要是 TGF-茁1的诱导作用。
综上所述，使用 siRNA下调 KLF4的表达可以促进 HeLa

细胞的迁移与增殖，但对细胞周期无明显影响。
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