
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2019, 39(4)    http://lcbl.amegroups.com

698

收稿日期 (Date of reception)：2018–10–10

通信作者 (Corresponding author)：王硕，Email: 3387570290@qq.com

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2019.04.002
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2019.04.002

沉默 KRT18 抑制软骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭并促进凋亡

王硕，孙飞，徐海伟

(枣庄矿业集团枣庄医院骨科，山东 枣庄 277100)

[摘　要]	 目的：探讨 K RT 1 8 对软骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡的影响。方法：采用脂质体法将

pcDNA 3.1，pcDNA 3.1-KRT18，siControl和siKRT18转染到软骨肉瘤细胞SW1353；采用qRT-PCR

法检测细胞中KRT18的表达；Western印迹法检测细胞中KRT18蛋白表达；MTT法检测细胞的增殖

率；Transwell检测细胞的迁移和侵袭；流式细胞术检测细胞的凋亡率。结果：与软骨细胞HC-A相

比，软骨肉瘤细胞SW1353中KRT18的表达显著上调，且过表达KRT18可显著上调SW1353细胞增

殖、迁移、侵袭，显著下调细胞凋亡(P<0.05)；沉默KRT18可抑制细胞增殖、迁移、侵袭并促进凋

亡。结论：沉默KRT18可抑制软骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭，促进凋亡，将可为软骨肉瘤的治

疗提供新方向。
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Silencing KRT18 inhibits cell proliferation, migration, 
invasion and promotes apoptosis of chondrosarcoma cells  

WANG Shuo, SUN Fei, XU Haiwei

(Department of Orthopaedics, Zaozhuang Hospital, Zaozhuang Mining Group, Zaozhuang Shandong 277100, China)

Abstract Objective: To investigate the effects of KRT18 on cell proliferation, migration, invasion and apoptosis of 

chondrosarcoma cells. Methods: pcDNA3.1, pcDNA3.1-KRT18, siControl and siKRT18 were transfected 

into chondrosarcoma cell SW1353 by liposome method. The expression of KRT18 was detected by qRT-

PCR. The protein of KRT18 was detected by Western blot. Cell proliferation rate was detected by MTT assay; 

cell migration and invasion were detected by Transwell; flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate.  

Results: Compared with chondrocyte HC-A, the expression of KRT18 in chondrosarcoma cell SW1353 was 

significantly up-regulated, and overexpression of KRT18 significantly up-regulated the proliferation, migration and 

invasion of SW1353 cells, and significantly down-regulated apoptosis (P<0.05). Silencing KRT18 inhibited cells 

proliferate, migrate, invade and promote apoptosis. Conclusion: Silencing KRT18 could inhibit cell proliferation, 

migration, invasion and promote apoptosis of chondrosarcoma cells, which will provide a new direction for the 

treatment of chondrosarcoma.
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骨 原 发 性 恶 性 肿 瘤 包 括 骨 肉 瘤 、 软 骨 肉 瘤

和多发性骨髓瘤，其中软骨肉瘤为第二常见的骨

原发性恶性肿瘤，占恶性骨肿瘤的2 0 % ~ 2 7 % [ 1 ]。

2 0 1 6年Anderson等根据软骨肉瘤分级与预后的关

系将软骨肉瘤分为I级、II级和III级，转移率分别

为0%，10%和66%，5年生存率分别为90%，81%和

29%，且从组织学角度研究，约有61%的软骨肉瘤

为I级 [2]。目前临床上软骨肉瘤治疗以手术切除为

主，放疗和化疗的预后非常有限[3]。因此，寻找新

的有效治疗软骨肉瘤的方案具有重要意义。真核生

物的细胞骨架由微丝、微管及中间纤维组成。细胞

角蛋白家族(cytokeratin，CK)从属于最大的中间纤

维(IF)亚组，分为I型(酸性)和II型(碱性)，有20多

种(CK1~CK20)均由细胞角蛋白和毛发角蛋白组成
[4]。其为上皮细胞和组织提供支架维持细胞结构和

组织的完整性，确保机械耐受性，建立了细胞极

性，在各种流体静力学压力下保护细胞和组织[5]。

CK18(KRT18)为细胞骨架的重要结构之一，其在合

成时必须由I型和II型以1:1的比例混合组成二聚体

后才能进一步形成中间丝 [6]。KRT18在肝癌 [7]、结

肠癌[8]、乳腺癌[9]、前列腺癌[10]、肺癌[11]中均可调

节癌症的发生发展，但其在软骨肉瘤中的作用鲜见

研究。本研究拟以软骨肉瘤细胞为研究对象，检测

软骨肉瘤细胞中KRT18的表达，通过观察过表达、

沉默KRT18对软骨肉瘤细胞增殖、迁移、侵袭和凋

亡的影响，揭示KRT18在软骨肉瘤细胞中的调节作

用，为软骨肉瘤的诊断治疗提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

人正常软骨细胞HC-A，软骨肉瘤细胞SW1353
均 购 自 中 科 院 上 海 细 胞 库 ； D M E M 培 养 基 ，

MTT，Transwel l，BCA蛋白定量试剂盒，反转录

试剂盒购自日本Takara公司；siKRT18，GADPH，

p c D N A  3 . 1 - K RT 1 8 ，载体 p c D N A  3 . 1 及 A n n e x i n 
V-F I TC / P I 凋亡检测试剂盒均购自北京索莱宝公

司； P V D F 膜购自德国罗氏诊断有限公司； S D S -
PAGE试剂盒、ECL发光液和RIPA蛋白裂解液均购

自上海碧云天生物技术公司；流式细胞仪购自美

国FALSCALIBAR BD公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

用含10%胎牛血清的DMEM培养基培养人软骨

瘤细胞HC -A和软骨肉瘤细胞S W1353，于37 ℃，

5% CO2的培养箱中常规培养。

1.2.2  细胞转染

将pcDNA 3.1，pcDNA 3.1-KRT18，siControl，
siKRT18以脂质体法转染到SW1353细胞，分别标记

为pcDNA 3.1组，pcDNA 3.1-KRT18组，siControl组
和siKRT18组。转染成功后，取对数生长期细胞用

于qRT-PCR实验、Western印迹实验、Transwel l实
验、Annexin V-FITC/PI流式细胞术实验。

1.2.3  qRT-PCR实验

按照R N A抽提试剂盒说明书要求操作提取细

胞样本总R NA，并用微量分光光度计进行R NA定

量。按反转录反应试剂盒说明书操作，合成模板

链cDNA。按照qRT-PCR试剂盒技术手册要求进行

K RT 1 8  m R N A 检测。每个样品重复 5 次，取平均

值，反应结束后通过分析Ct值，以2 −ΔΔCt法计算定

量结果，测定KRT18的相对表达水平。

1.2.4  Western印迹法

取适量对数生长期细胞，R I PA裂解后用BCA
进行定量，变性离心后取上清进行蛋白上样。按

照Wester n印迹法常规操作流程进行电泳 -转膜 -封

闭-I抗孵育-II抗孵育-显影曝光。Image J分析目的

条带的灰度值，以目的条带灰度值与GAPDH灰度

值的比值表示目的蛋白的表达情况。

1.2.5  Transwell实验

将1.2.2各组细胞以1×106个/孔接种于细胞6孔

板，常规培养至细胞融合度达 7 0 % 时，更换培养

基为无血清培养基并培养过夜。调整细胞密度至 
1×10 5个/mL，取100 μL加入上室内，600 μL含血

清的培养基加入下室内，常规培养过夜。取出小

室，用棉签擦去上室内的细胞，PBS洗涤2次，甲

醇固定30 min，0.1%结晶紫染色20 min，PBS洗涤

2次。显微镜下观察小室下表面附着的迁移细胞，

随机取5个视野拍照计数，取平均值。

将Transwell小室上表面铺适量厚度的基质胶，

然后按照上述操作方法操作。最后显微镜下观察

小室下表面附着的侵袭细胞。

1.2.6  Annexin V-FITC/PI流式细胞术实验

将1.2.2各转染组细胞，用结合缓冲液500 μL悬

浮细胞，分别加入5 μL的Annex in V-/FITC和PI，

混匀，室温避光静置15 min。采用流式细胞仪分析

测定结果。细胞的凋亡率=早期凋亡率+晚期凋亡

率。每个样品重复3次。

1.2.7  克隆形成实验

将1.2.2各转染组细胞生长至80%融合度时，用

胰酶消化细胞，制备成单细胞悬液。取6 0  m m平

皿，每个平皿接种1 000个细胞，放置在37 ℃  5% 
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CO2培养箱中培养，2~3 d更换1次培养液，至平皿

底部能观察到小白点，开始进行克隆计数。实验

重复3次。

1.3  统计学处理

采用SPSS 13.0软件进行数据分析。计量资料

用均数±标准差( x± s)表示，多组间数据比较采用

单因素方差分析，两两比较采用S N K- q检验，以
P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结果

2.1  KRT18在软骨肉瘤细胞中高表达

与 人 正 常 软 骨 细 胞 H C - A 相 比 ， 软 骨 肉 瘤 细

胞SW1353中KRT18 mRNA表达显著升高(图1A)，

软骨肉瘤细胞SW1353中KRT18蛋白表达显著升高 
(图1B，C)，差异均具有统计学意义(P<0.01)。提

示KRT18在软骨肉瘤细胞中高表达。

2.2  构建过表达KRT18的软骨肉瘤细胞

将 转 染 p c D N A  3 . 1 - K RT 1 8 的 软 骨 肉 瘤 细 胞

SW1315与转染空载体细胞相比，KRT18 mRNA表

达显著升高(图2A)，KRT18蛋白表达量显著升高

(图2B，C)，差异均具有统计学意义(P<0.01)。提

示成功构建过表达KRT18的软骨肉瘤细胞。

2 .3   过表达KRT18促进软骨肉瘤细胞增殖、迁移

和侵袭

将 转 染 p c D N A  3 . 1 - K RT 1 8 的 软 骨 肉 瘤 细 胞

SW1315与转染空载体细胞相比，在48，72 h时细胞

增殖率均显著升高(图3A)，细胞的克隆数显著升高

(图3B，C)，细胞迁移数量显著升高(图3D，E)，

细胞侵袭数量显著升高(图3F，G)，差异均具有统

计学意义(P<0.01)。提示过表达KRT18促进软骨肉

瘤细胞增殖、迁移和侵袭。

2.4  构建沉默KRT18的软骨肉瘤细胞

将转染s iKRT18的软骨肉瘤细胞S W1315与转

染空载体细胞相比，KRT18 mR NA表达显著降低

(图4A)，KRT18蛋白表达量显著降低(图4B，C)，

差异均具有统计学意义(P<0.01)。提示成功构建沉

默KRT18的软骨肉瘤细胞。

2 .5   沉默KRT18抑制软骨肉瘤细胞增殖、迁移和

侵袭

将 转 染 s i K RT 1 8 的 软 骨 肉 瘤 细 胞 S W 1 3 1 5 与

转染 s i C o n 细胞相比，在 4 8 ， 7 2  h 时细胞增殖率

均 显 著 降 低 ( 图 5 A ) ， 细 胞 克 隆 形 成 数 显 著 降 低 
(图5B，C)，细胞迁移数量显著降低(图5D，E)，

细胞侵袭数量显著降低(图5F，G)，差异均具有统

计学意义(P<0.01)。提示沉默KRT18抑制软骨肉瘤

细胞增殖、迁移和侵袭。

2.6   过表达KRT1、沉默KRT18对软骨肉瘤细胞凋

亡的影响

将转染pcDNA 3.1KRT18的软骨肉瘤细胞与转

染pcDNA 3.1载体的软骨肉瘤细胞相比，细胞凋亡

率显著降低(图6A，B)；将转染siKRT18的软骨肉

瘤细胞与转染siCon的软骨肉瘤细胞相比，细胞凋

亡率显著升高(图6C，D)，差异均具有统计学意义

(P<0.01)。可见，过表达KRT18抑制软骨肉瘤细胞

凋亡，沉默KRT18促进软骨肉瘤细胞凋亡。

图1 KRT18在软骨肉瘤细胞中高表达

Figure 1 KRT18 is highly expressed in chondrosarcoma cells

(A)在人正常软骨细胞HC -A和软骨肉瘤细胞S W1353中

KRT18 mRNA的表达；(B，C)在人正常软骨细胞HC-A和软

骨肉瘤细胞SW1353中KRT18的蛋白表达。**P<0.01。

(A) KRT18 mRNA expression in human normal chondrocyte 

HC-A and chondrosarcoma cel l  S W1353; (B, C) Protein 

expression of KRT18 in human normal chondrocyte HC-A and 

chondrosarcoma cell SW1353. **P<0.01.
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图2 过表达KRT18的软骨瘤细胞

Figure 2 Chondroblastoma cells overexpressing KRT18

(A)过表达KRT18的软骨肉瘤细胞中KRT18 mRNA表达；(B，C)过表达KRT18的软骨肉瘤细胞中KRT18的蛋白表达量。

**P<0.01。

(A) mRNA expression of KRT18 in chondrosarcoma cells overexpressing KRT18; (B, C) Protein expression of KRT18 in chondrosarcoma 

cells overexpressing KRT18. **P<0.01.
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图3 过表达KRT18促进软骨肉瘤细胞增殖、迁移和侵袭

Figure 3 Overexpression of KRT18 promotes proliferation, migration and invasion of chondrosarcoma cells

(A) MTT法检测过表达KRT18对软骨肉瘤细胞增殖的影响；(B，C)克隆形成实验检测过表达KRT18对软骨肉瘤细胞增

殖的影响；(D，E)过表达KRT18对软骨肉瘤细胞迁移数的影响；(F，G)过表达KRT18对软骨肉瘤细胞侵袭数的影响。

**P<0.01。

(A) MTT assay for the effect of overexpression of KRT18 on the proliferation of chondrosarcoma cells; (B, C) Colony formation assay to 

detect the effect of overexpressing KRT18 on the proliferation of chondrosarcoma cells; (D, E) Effect of overexpression of KRT18 on the 

migration of chondrosarcoma cells; (F, G) Overexpression of KRT18 on the number of invasion of chondrosarcoma cells. **P<0.01.
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图4 沉默KRT18的软骨肉瘤细胞

Figure 4 Silencing of KRT18 chondrosarcoma cells

(A)沉默KRT18的软骨肉瘤细胞中KRT18的mRNA表达；(B，C)沉默KRT18的软骨肉瘤细胞中KRT18的蛋白表达。**P<0.01。

(A) KRT18 mRNA expression in chondrosarcoma cells silenced KRT18; (B, C) KRT18 protein expression in KRT18 silencing sarcoma 

cells. **P<0.01.
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图5 沉默KRT18抑制软骨肉瘤细胞增殖、迁移和侵袭

Figure 5 Silencing KRT18 inhibits chondrosarcoma cell proliferation, migration and invasion

(A) MTT法检测沉默KRT18对软骨肉瘤细胞增殖的影响；(B，C)克隆形成实验检测沉默KRT18对软骨肉瘤细胞增殖的影

响；(D，E)沉默KRT18对软骨肉瘤细胞迁移的影响；(F，G)沉默KRT18对软骨肉瘤细胞侵袭的影响。**P<0.01。

(A) MTT assay to detect the effect of silencing KRT18 on the proliferation of chondrosarcoma cells; (B, C) Clone formation assay to 

detect the effect of silencing KRT18 on the proliferation of chondrosarcoma cells; (D, E) Effect of silencing KRT18 on the migration of 

chondrosarcoma cells; (F, G) Effect of silencing KRT18 on invasion of chondrosarcoma cells. **P<0.01.
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3  讨论

软 骨 肉 瘤 以 软 骨 肉 瘤 细 胞 形 成 软 骨 基 质 为

特征，可发生在全身任何部位的骨骼中，多位于

骨 盆 和 长 管 状 骨 干 骺 段 或 骨 干 ， 肿 瘤 大 小 不 等

(2.5~25.0  cm) [12-13]。由于软骨肉瘤的血液和淋巴

循环较差，对传统的化疗放疗药物不敏感，软骨

肉瘤的10年生存率为30%~80% [14]。软骨肉瘤的分

级 及 分 化 与 预 后 密 切 相 关 。 目 前 针 对 软 骨 肉 瘤

的 新 辅 助 治 疗 具 有 一 定 的 临 床 意 义 。 早 在 1 9 9 8
年Der van等 [15]用A E1/A E3和C A M 5.2抗体在去分

化软骨肉瘤中鉴定出细胞角蛋白呈阳性。 I s h i d a
等 [ 1 6 ]研究表明：通过免疫组织化学方法检测细胞

角蛋白阳性和E M A阳性可区分脊索瘤和软骨细胞

分化，提出将脊索瘤与软骨病灶分离出传统的脊

索瘤。Folpe等 [17]在副脊索瘤的研究中发现：所有

的样本中均显著高表达CK 8/18，但不是其他细胞

角蛋白，此外，其表达了E M A(5 /6 )，S -1 00蛋白

( 6 / 6 )和波形蛋白( 6 / 6 )并且在细胞巢周围具有 I V
型胶原免疫反应性的线性模式(4/5)，并提及脊索

瘤表达CK8/18(15/15)和CK1/10(14/15)，而骨外

黏液样软骨肉瘤始终缺乏CK。Matsuura等 [18]研究

发现：在透明细胞软骨肉瘤中A E 1 / A E 3 ( 8 / 1 3 )，

CK7(4/13)，CK8(6/13)和CK18(8/13)均有表达，

表 现 出 与 软 骨 母 细 胞 瘤 相 似 的 免 疫 组 织 化 学 特

征。本研究运用qRT-PCR和Western印迹法检测软

骨肉瘤细胞中KRT18的蛋白表达发现，其在软骨肉

瘤细胞中高表达，这与以往研究[18]结果相一致。

角蛋白在不同组织的表达往往与肿瘤的形成

和肿瘤细胞的侵袭有关 [19]。KRT18是细胞骨架的

重要结构之一，其位于12q13，含有7个外显子，

mRNA长度为1 485 bp，430个氨基酸。KRT18为I型

中间丝蛋白，主要分布于表皮细胞和上皮细胞[20]。

KRT18除了具有角蛋白的功能外，还具有调节细胞

分裂、运动、分化及凋亡的作用[21-22]。Zhang等 [23]

检测肺癌组织样本中KRT18的表达发现：KRT18高

表达且与临床分期、淋巴结转移密切相关，敲减

K RT 1 8可减少细胞迁移，提高肺癌细胞对紫杉醇

的敏感性，提示了KRT18可能为临床治疗肺癌的靶

标。Rodier等 [24]研究发现：细胞早期损伤时P53表

达上调，抑制细胞凋亡；细胞损伤严重时P53表达

下调，解除保护作用，细胞死亡，提示CK18可通

图6 过表达KRT1或沉默KRT18对软骨肉瘤细胞凋亡的影响

Figure 6 Effect of overexpression of KRT1 or silencing KRT18 on apoptosis of chondrosarcoma cells

(A，B)过表达KRT18抑制软骨肉瘤细胞凋亡；(C，D)沉默KRT18促进软骨肉瘤细胞凋亡。**P<0.01。

(A, B) Overexpression of KRT18 inhibits chondrosarcoma cell apoptosis; (C, D) Silencing KRT18 promotes chondrosarcoma cell 

apoptosis. **P<0.01.
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过P53通路调节细胞凋亡。在肝细胞和卵巢癌细胞

中均已证实CK18参与Fas介导的细胞凋亡[25-26]。本

研究运用MTT，Transwel l和流式细胞术检测过表

达KRT18和沉默KRT18的软骨肉瘤细胞S W1315发

现：过表达KRT18促进细胞增殖、迁移和侵袭，抑

制凋亡，沉默KRT18抑制细胞增殖、迁移、侵袭，

促进凋亡，提示KRT18可参与调节软骨肉瘤细胞的

增殖、迁移、侵袭和凋亡。

综上所述，沉默K RT 1 8可抑制软骨肉瘤细胞

的增殖、迁移、侵袭和凋亡，这些发现为软骨肉

瘤的靶向药物研发奠定了基础。
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