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前言
子宫内膜癌（endometrial cancer，EC）是发生在子宫内膜上

皮的恶性肿瘤，是全球妇女中最常见的妇科癌症之一[1，2]。经典
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摘要 目的：研究 KANK1在子宫内膜癌中的表达以及对子宫内膜癌细胞增殖及迁移的影响。方法：（1）TCGA数据库分析 KANK1

在子宫内膜癌中的表达和生存期分析。（2）采用实时荧光定量聚合酶链反应验证转染 KANK1质粒的效果。采用 Ishikawa和

ECC1这两种子宫内膜癌细胞来探讨 KANK1对子宫内膜癌的细胞周期和凋亡的影响。通过Western blot检测细胞周期相关蛋白

的表达，以及流式细胞术检测细胞周期和凋亡水平。（3）通过 Transwell小室实验和划痕实验检测细胞的侵袭和转移能力。结果：

TCGA数据库分析发现 KANK1在子宫内膜癌中低表达且与患者预后良好相关。过表达 KANK1下调了 Cyclin D1和 Cyclin D2

的蛋白水平，并将细胞周期阻滞在 G1期。流式细胞术检测发现过表达 KANK1组的细胞凋亡水平（Ishikawa：22.7%；ECC1：

19.0%）比对照组（Ishikawa：18.1%；ECC1：15.3%）高，差异具有统计学意义。Transwell迁移和侵袭实验结果表明过表达 KANK1组

的子宫内膜癌细胞侵袭和转移能力减弱。结论：本研究证明了 KANK1在子宫内膜癌中发挥抑癌作用。KANK1高表达与子宫内

膜癌的预后良好成正相关。KANK1通过抑制癌细胞周期和促进肿瘤细胞凋亡发挥抑制子宫内膜癌增殖的作用。此外，KANK1抑

制了子宫内膜癌的侵袭和转移。
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Effect of KANK1 on Proliferation and Migration of
Endometrial Cancer Cells*

To investigate the expression of KANK1 in endometrial cancer and its effect on the proliferation and

migration of endometrial cancer. (1) TCGA database was used to analyze the expression of KANK1 and its survival analysis in

endometrial cancer. (2) Real-time quantitative polymerase chain reaction was used to verify the effect of transfection of KANK1 plasmid.

Ishikawa and ECC1 cells were used to investigate the effect of KANK1 on cell cycle and apoptosis of endometrial cancer cells. The

expression of cell cycle-related proteins was detected by Western blot, and the cell cycle and apoptosis levels were detected by flow

cytometry. (3) Cell invasion and metastasis ability were detected by transwell assay and wound healing assay. : TCGA database

analysis showed that KANK1 was low expressed in endometrial cancer and correlated with good prognosis. Overexpression of KANK1

downregulated the protein levels of Cyclin D1 and Cyclin D2 and blocked the cell cycle in G1 phase. Flow cytometry showed that the

apoptosis level of KANK1-overexpression group (Ishikawa: 22.7%; ECC1: 19.0%) was higher than that of the control group (Ishikawa:

18.1%; ECC1: 15.3%), and the difference was statistically significant. Transwell assay and wound healing assay showed that the invasion

and metastasis ability of endometrial cancer cells overexpressing KANK1 was diminished. This study demonstrates that

KANK1 plays an anti-tumor role in endometrial cancer. The high expression of KANK1 is positively related to the good prognosis of

endometrial cancer. KANK1 inhibits the proliferation of endometrial cancer by inhibiting cancer cell cycle progression and promoting

tumor cell apoptosis. In addition, KANK1 inhibits the invasion and metastasis of endometrial cancer.
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的子宫内膜癌分型分为 I型和 II型[3]。I型子宫内膜癌主要为子

宫内膜样腺癌，与持续的雌激素刺激相关，预后良好。II型子宫

内膜癌主要包括浆液性癌、透明细胞癌、未分化癌等，预后较

差，发生机制尚不完全清楚。据统计，女性一生患子宫内膜癌的

风险约为 3%，诊断时的中位年龄为 61岁。在过去的 30年中，

总体发病率上升了 132%，特别是肥胖人群和老龄人群[4]。目前，

人们对子宫内膜癌的分子机制尚未有很好地了解，因此进一步

探索子宫内膜癌的发生发展的分子机制将为子宫内膜癌患者

提供更有效的治疗方法。KANK1是 KANK蛋白家族的成员，

位于 9p24.3，其功能包括通过调节肌动蛋白聚合来控制细胞骨

架的形成[5]。据报道，该基因在肾细胞癌、鼻咽癌、胃癌等癌症中

表达下调，起到肿瘤抑制基因的作用 [5-7]。KANK1可以通过

PI3K/Akt信号调节 RhoA活性，从而调节肌动蛋白聚合，抑制

细胞迁移[8]。在恶性外周神经鞘瘤中，KANK1作为肿瘤抑制因

子，影响细胞增殖和凋亡，在恶性外周神经鞘瘤的靶向治疗中

发挥作用[9]。然而，KANK1是否影响子宫内膜癌的发生发展仍

不清楚，本研究旨在探索 KANK1对子宫内膜癌细胞的增殖及

迁移的影响，为治疗子宫内膜癌提供新的思路和理论依据。

1 材料与方法

1.1细胞培养与转染

Ishikawa 细胞用 DMEM培养基培养，ECC1 细胞用 1640

培养基培养。1640和 DMEM培养基内均加入 10%胎牛血清、

1%青霉素和链霉素。细胞均置于 37℃、5% CO2的培养箱中培

养。当细胞密度达到 40%～50%时，用 Lipofectamine 3000转染

试剂 (Invitrogen，中国)按照说明书进行转染，转染 48小时后，

收集细胞进行实验分析。

1.2 蛋白提取及Western blot

细胞经过转染处理 48 小时后，用裂解液（RIPA：

PMSF=100: 1）提取总蛋白，并通过 BCA法检测蛋白浓度。经

10% SDS-PAGE凝胶电泳分离后，在 400 mA恒流电流下，将

蛋白转至甲醇激活的 PVDF膜上，再用 5%脱脂牛奶室温封闭

1小时，在 4℃摇床上一抗孵育过夜。第二天加入二抗在常温下

孵育 1小时。最后对条带进行成像并扫描。

1.3 实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)

Trizol试剂用于提取 RNA，然后根据制造商的说明，用逆

转录酶试剂盒（TAKARA，日本）进行逆转录。ABI QuantStudio6

系统被用来进行 qRT-PCR。引物序列如下：GAPDH正向引物

5'- AACGGATTTGGTCGTATTG -3'，反向引物 5'- GGAA-

GATGGTGATGGGATT-3'；KANK1 正向引物 5'-CACTGAA-

GAGCTGAGGAACCCT-3'，反向引物 5'- TCTTGCT CAGGC

TGGGATGTCT -3'。

1.4 流式细胞术检测细胞周期和凋亡

细胞周期检测使用细胞周期检测试剂盒 (Beyotime

Biotechnology，中国)。将细胞用预冷的 PBS洗两遍，用不含

EDTA的胰酶消化细胞，放入培养箱消化 3分钟，收集细胞，离

心 5分钟。用预冷的 PBS洗两遍，最后一遍小心吸去上清，最

后用 70%乙醇重悬细胞沉淀，放入 4℃冰箱固定 12-24h，择期

送检。

凋亡检测使用 Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒（Bey-

otime Biotechnology，中国）。用不含 EDTA的胰蛋白酶消化细

胞，并用 Annexin V-FITC和碘化丙啶双染色，吹打混匀，置于

冰上避光保存。在染色后 4 h内进行流式上机分析。

1.5 Transwell小室实验

将子宫内膜癌细胞培养在上层小室中，加入 200 滋L无血
清培养基。将 Matrigel胶铺在小室上进行侵袭试验，但不用于

迁移研究。小室底部的培养基中包含有 10%胎牛血清。在培养

箱中培养 48h，然后用 4%多聚甲醛固定 30 分钟，再用结晶紫

染色 15分钟。最后对小室下层细胞进行计数，并在五个独立的

区域内进行拍照。

1.6 划痕实验

在六孔板中培养 Ishikawa和 ECC1细胞，然后用 200 滋L
吸头刮除细胞单层形成划痕。通过在划痕后 0 h和 24 h拍摄

10个高倍镜视野下的照片，获得细胞迁移的代表性图片。将划

痕实验的结果量化为迁移率，迁移率 = 24 h迁移面积（0 h的划

痕面积 -24 h的划痕面积）/ 0 h面积。

1.7 临床样本数据挖掘

从 UALCAN网站（http://ualcan.path.uab.edu/index.html）中

的 TCGA数据库中通过数据挖掘得到 KANK1在子宫内膜癌

中的表达水平。从 GEPIA网站（http://gepia.cancer-pku.cn/）中分

析下载得到 KANK1表达在子宫内膜癌患者中的生存分析。

1.8 统计学分析

采用 GraphPad Prism软件对数据进行统计分析，计量资料

以均数 依标准差表示，两组间比较采用 t检验，*代表 P＜0.05，

有统计学意义。

2 结果

2.1 KANK1表达水平与子宫内膜癌患者预后的相关性

TCGA数据库显示 KANK1在子宫内膜癌中的表达水平

显著低于正常组织（P＜0.001，图 1A）。生存分析显示，KANK1

高表达患者的总体生存率高于 KANK1低表达患者（P=0.055，
图 1B）。

2.2 KANK1在子宫内膜癌中调控细胞周期和凋亡

我们采用 Ishikawa和 ECC1这两种子宫内膜癌细胞来探

讨 KANK1 对子宫内膜癌的细胞周期和凋亡的影响。当

KANK1在 Ishikawa和 ECC1细胞中过表达时，Western blot检

测细胞周期蛋白 Cyclin D1和 Cyclin D2的表达，结果显示当

KANK1 过表达时，Cyclin D1 和 Cyclin D2 水平均下降（图

2A）。流式细胞检测显示，在 Ishikawa 细胞系中，过表达

KANK1 组的 G1 期比例为 55.24%，对照组的 G1 期比例为

48.77%。在 ECC1细胞系中，过表达 KANK1组的 G1期比例为

56.14%，对照组的 G1期比例为 50.66%。当 KANK1过表达时，

Ishikawa和 ECC1细胞周期主要阻滞在 G1期（图 2B）。此外，

在 Ishikawa 细胞系中，过表达 KANK1 组的凋亡比例为

22.7%，对照组的凋亡比例为 18.1%。ECC1细胞系中，过表达

KANK1组的凋亡比例为 19.0%，对照组的凋亡比例为 15.3%

（图 2C）。两种细胞系中过表达 KANK1组的凋亡水平均高于

对照组，且具有统计学意义（P＜0.05）。

2.3 KANK1对子宫内膜癌细胞迁移和侵袭能力的影响

为了研究 KANK1是否能影响子宫内膜癌细胞迁移及侵
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图 1子宫内膜癌中 KANK1基因表达以及生存分析

Fig.1 KANK1 gene expression and survival analysis in endometrial cancer

Note: A. The gene expression of KANK1 in tumor (n=546) and normal (n=35) tissues of EC.
B. Overall survival of EC patients with high KANK1 expression (n=86) and low KANK1 expression (n=86).

图 2 KANK1对子宫内膜癌细胞细胞周期和凋亡的影响

Fig.2 Effect of KANK1 on the cell cycle of endometrial cancer cells

Note: A. Western blot was used to detect expression of Cyclin D1 and Cyclin D2 in both control and oe-KANK1 group;

B-C. Cell cycle and cell apoptosis were detected by flow cytometry in both control and oe-KANK1 group.
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图 3 KANK1对 Ishikawa和 ECC1迁移和侵袭能力的影响

Fig.3 Effect of KANK1 on the ability of cell migration and invasion

Note: A. The mRNA levels of KANK1 were confirmed by qRT-PCR in EC cells after KANK1 overexpression; B. Transwell assays were performed to

asses the migration and invasion ability; C. Cell migration ability of KANK1 was determined by wound healing assay.

袭，首先将过表达 KANK1 的质粒瞬转入两个细胞株，

qRT-PCR结果显示，oe-KANK1组中的 KANK1表达量明显上

调（P＜0.05，图 3A）。通过 Transwell小室实验和划痕实验分别

检测 KANK1对迁移和侵袭能力的影响。Transwell迁移和侵袭

实验结果显示，过表达 KANK1的 Ishikawa和 ECC1细胞在实

验终点穿出小室膜的细胞数量均低于对照组（图 3B）。过表达

KANK1组的相对划痕面积高于对照组（图 3C）。因此，过表达

KANK1可显著抑制子宫内膜癌细胞迁移和侵袭的水平。

3 讨论

KANK1是 KANK家族成员之一，也被称为 ANKRD15或

KIAA0172[10]。2002年，KANK1作为一种抑癌基因首次在肾细

胞癌中被克隆出来[11]。KANK1在各种正常组织中广泛表达，而

在多种癌组织中低表达或不表达。研究表明 KANK1在胰腺

癌 [12]、肝癌 [13]、宫颈癌 [14]和膀胱癌 [15]中呈低表达水平。然而，

KANK1在子宫内膜癌中的作用尚无报道。我们通过检索 TC-

GA数据库发现，子宫内膜癌中的 KANK1水平显著低于正常

子宫内膜组织（图 1A），并且生存分析显示，高表达 KANK1患

者的总体生存率高于低表达患者。这些数据表明 KANK1在子

宫内膜癌中可能发挥抑癌作用并且高表达 KANK1的子宫内

膜癌患者具有良好的预后。

KANK1在肿瘤中的作用机制主要包括影响肿瘤细胞凋亡

和细胞周期。文献报道了 KANK1通过调节 Bcl-2/Bax信号通

路发挥促肿瘤细胞凋亡作用的分子机制，从而促进肺癌细胞的

凋亡[16]。此外，Bax和 Bcl-2上调 KANK1可促进胶质瘤细胞中

线粒体细胞色素 C的释放，从而激活半胱天冬酶 9和半胱天冬

酶 3，最终诱导胶质瘤细胞中的线粒体凋亡[17]，发挥抑癌作用。

KANK1还可以增强肿瘤对化疗的敏感性。有文献报道称过表

达 KANK1通过增强细胞凋亡，使肿瘤细胞对顺铂治疗更敏

感[18，19]，提高化疗有效率。另外，KANK1通过调控细胞周期抑

制肿瘤生长。在肺癌中，KANK1的表达上调使得细胞停滞在

G0/G1期，显著抑制了人肺癌细胞的增殖[16]。据报道，KANK1

通过抑制 PI3K/Akt信号传导，从而抑制胃癌细胞的增殖[20]。有

研究报道，敲低 KANK1基因导致双核 /多核细胞的产生，进一

步诱发肿瘤的产生[21]。这与我们的研究结果相一致，我们发现

了 KANK1在子宫内膜癌中促进了细胞凋亡并抑制细胞周期

进展（图 2B-C），从而发挥抑制子宫内膜癌增殖的作用。

KANK1还可以通过影响肿瘤的侵袭和转移来调控肿瘤的

发生发展。有文献报道称 KANK1蛋白不仅位于细胞质中，而

且还充当核质穿梭分子，负责将 茁-catenin重新定位到细胞核
以激活 茁-catenin 依赖性转录 [22]。此外，KANK1 通过

PI3K/Akt/14-3-3和 Rac1信号通路抑制了 RhoA的激活，从而

抑制肌动蛋白聚合和细胞迁移[23]。过表达 KANK1还可以显著

抑制胃癌细胞的上皮间充质转化、迁移和侵袭[24]。在本次研究

中，我们通过 Transwell小室实验和划痕实验证实了 KANK1

在子宫内膜癌中抑制肿瘤细胞侵袭和转移的能力（图 3B-C）。

综上所述，本次研究中，我们首次表明在子宫内膜癌细胞

中，KANK1 发挥抑癌基因的作用。与正常子宫内膜相比，
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KANK1在子宫内膜癌组织中呈低表达水平。KANK1通过下

调细胞周期蛋白 Cyclin D1和 Cyclin D2的表达，将细胞周期

阻滞在 G1期。同时，KANK1能增强子宫内膜癌细胞的凋亡水

平，因此，KANK1能够抑制子宫内膜癌细胞的增殖。此外，过表

达 KANK1可抑制子宫内膜癌细胞的迁移和侵袭水平。所以，

KANK1可能代表了一种新的子宫内膜癌的诊断标志物，检测

KANK1表达水平有助于子宫内膜癌患者的临床诊治，进一步

更深的机制研究有待于未来开展。
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