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论　著

[摘要]　目的　探究NCAPH基因敲除对胰腺癌PANC细胞增殖、迁移

及侵袭能力的影响。方法　利用Oncomine数据库分析NCAPH在胰腺癌及

其他癌组织中的表达水平；Kaplan-Meier plotter数据库分析NCAPH高低表

达与胰腺癌患者预后的相关性；使用CRISPR/Cas9技术构建NCAPH基因

敲除慢病毒建立NCAPH基因敲除细胞株；通过CCK-8实验、克隆形成实

验、Transwell实验及划痕实验检测敲除NCAPH基因对细胞增殖、迁移及

侵袭能力的影响，Western blotting检测MEK及ERK等蛋白的表达。结果　

NCAPH在胰腺癌、胃癌、结直肠癌及结肠癌组织中的表达均显著上调。

Kaplan-Meier plotter数据库分析显示，NCAPH高表达组胰腺癌患者的预后

不良(P<0.05)；Western blotting检测结果显示，CRISPR/Cas9基因编辑技术

能有效敲除胰腺癌PANC细胞系的NCAPH基因，从而抑制NCAPH蛋白的

表达。CCK-8实验及克隆形成实验结果显示，与对照组相比，NCAPH敲

除明显抑制了PANC细胞在48、72、96及120 h的增殖能力(0.488±0.007 vs. 

0 . 4 1 1±0 . 0 0 4、0 . 6 8 9±0 . 0 0 4  v s .  0 . 4 9 7±0 . 0 1 0、1 . 0 7 1±0 . 0 3 4  v s . 

0.689±0.020、1.441±0.038 vs. 0.855±0.025)及克隆形成能力(210.0±2.9 vs. 

144.0±16.4)，差异有统计学意义(P<0.05)；划痕实验及Transwell实验结

果显示，与对照组相比，NCAPH敲除明显抑制了PANC细胞的迁移能力

(34.9%±1.7% vs. 15.1%±2.1%)及侵袭能力[(351±23.64)个 vs. (194±13.0)

个]，差异有统计学意义(P<0.05)。与PANC正常细胞株相比，PANC敲

除细胞株的p -E R K及p - M E K蛋白表达量明显降低，差异有统计学意义

(P<0.05)。结论　NCAPH敲除可明显抑制胰腺癌细胞的增殖、迁移及侵袭

能力，其机制可能与MAPK/ERK信号通路有关。

[关键词]　胰腺癌；NCAPH；细胞增殖；细胞迁移
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[Abstract]　Objective　The study explored the effect of the knockout of the NCAPH gene on the proliferation, migration 

and invasion of pancreatic cancer cells, using NCAPH knockout pancreatic cancer cells generated by CRISPR/Cas9 technology. 

Methods　The expression levels of NCAPH were analyzed in multiple cancer tissues and normal tissues by the Oncomine database. 

Kaplan-Meier analysis was used to investigate the correlation between the expression of NCAPH and the survival of pancreatic 

cancer patients. NCAPH-knockout cells using lentivirus were produced using the CRISPR/Cas9 technique. The proliferation-

related molecules MEK and ERK were determined by Western blotting. CCK-8, colony formation, wound healing and Transwell 

assay were adopted to detect cell proliferation, migration and invasion of PANC cells. Western blotting detects the expression of 

MEK, p-MEK, ERK and p-ERK proteins. Results　The results showed that NCAPH was significantly upregulated compared with 

paracancerous tissues in multiple cancer. Kaplan-Meier survival analysis revealed that patients with high expression of NCAPH were 

associated with a worse prognosis. The Western blotting showed that CRISPR/Cas9 technology efficiently disrupted the NCAPH 
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gene and inhibited its expression in PANC cells. CCK-8 assay and colony formation assay showed that, compared with the control 

group, inhibiting the expression of NCAPH can inhibit the cell proliferation at 48, 72, 96 and 120 h (0.488±0.007 vs. 0.411±0.004, 

0.689±0.004 vs. 0.497±0.010, 1.071±0.034 vs. 0.689±0.020, 1.441±0.038 vs. 0.855±0.025) and the colony formation ability 

(210.0±2.9 vs. 144.0±16.4), the difference was statistically significant (P<0.05). Cell scratch and Transwell invasion assay showed 

that, compared with the control group, NCAPH knockout significantly suppressed cell migration (34.9%±1.7% vs. 15.1%±2.1%) 

and invasion [(351±23.64) cells vs. (194±13.0) cells], the difference was statistically significant (P<0.05). Then, we investigated 

the molecular mechanisms of this change, compared with the control group, NCAPH knockout significantly inhibited the expression 

of p-MEK and p-ERK proteins. Conclusion　NCAPH knockout might inhibit proliferation, migration and invasion of PANC cells 

via the MAPK-ERK signaling pathway.

[Key words]　pancreatic cancer; NCAPH; cell proliferation; cell migration

胰腺癌是一种常见恶性肿瘤，病死率较高[1-2]。 
在我国，胰腺癌的病死率高达88%，且近年来其发

病率及病死率均呈上升趋势[3]。由于早期症状不典

型且易发生转移，手术切除率低且缺乏有效的筛查

手段，大多数胰腺癌患者确诊时已为中晚期，导致

其病死率居高不下[4]。胰腺癌的生存率非常低，其

5年生存率仅为8%~9%[5-6]。因此，为胰腺癌的诊断

及治疗寻找新的生物标志物具有重要的临床意义。

凝集素是一种多蛋白复合物，分为凝集素Ⅰ、 
凝集素Ⅱ，其对细胞有丝分裂及减数分裂期间保

持基因完整性具有重要作用 [ 7 - 8 ]。凝集素Ⅰ由染

色体结构维持蛋白与3个非染色体结构维持亚基

H(NCAPH)、I(NCAPG)及D2(NCAPHD2)组成[9]。

NCAPH位于人类染色体2q11.2上，主要作用是保证

有丝分裂过程中姐妹染色单体的分离[10]。有研究表

明，NCAPH的异常表达参与了癌症的发生发展。

如Cui等[11]的研究表明，NCAPH在前列腺癌中表达

显著上调。Yin等[12]的研究表明，NCAPH在结肠癌

细胞中呈高表达，敲低NCAPH能显著抑制结肠癌

细胞的增殖、迁移及肿瘤形成，同时可促进细胞凋

亡及细胞周期停滞。以上研究均提示NCAPH可能

会成为癌症诊断的重要标志物，但其在胰腺癌中的

具体作用及机制尚不清楚。本研究采用慢病毒感染

胰腺癌细胞构建NCAPH稳定敲除的细胞株，并在

此基础上进一步观察敲除NCAPH对胰腺癌细胞增

殖、迁移及侵袭等生物学功能的影响，以期为胰腺

癌的早期诊断及治疗提供新思路。

1　材料与方法

1.1　材料　所用质粒均为本实验室构建，人胰腺

癌细胞系PA N C细胞购于中国医学科学院肿瘤医

院，HEK293T细胞购于美国典型培养物保藏中心 
(ATCC)。BsmB Ⅰ酶(美国Epoch Biolabs公司)、
LipofectamineTM 2000试剂盒(美国Invitrogen公司)、Cell 
Counting Kit-8(CCK-8)试剂盒(美国AbMole公司)， 
Transwell细胞培养小室(美国Corning公司)，结晶

紫(中国B i o s h a r p公司)，4 %多聚甲醛溶液(中国

Biosharp公司)，DMEM培养基、胰蛋白酶、胎牛

血清、PBS缓冲液、青链霉素(美国Gibco公司)，
NCAPH单抗、β-actin单抗、ERK单抗、p-ERK单

抗、M E K多抗、p - M E K多抗(中国Pro te i n te c h公
司)，HRP标记的山羊抗兔二抗、HRP标记的山羊

抗鼠二抗(美国Abcom公司)。
1.2　方法

1.2.1　细胞培养　将胰腺癌PANC细胞置于37 ℃、

5% CO2的湿润培养箱中，用含10%胎牛血清及1%青

链霉素的DMEM培养基培养，换液传代。

1.2.2　生物信息学分析NCAPH在胰腺癌中的表达

　用Oncomine(http://www.oncomine.org)公共基因

表达微阵列数据库分析NCAPH基因在胰腺癌及其

他癌组织中的表达，用Kaplan-Meier plotter(www.
kmplot.com)数据库分析NCAPH表达与胰腺癌患者

预后的相关性。

1 . 2 . 3 　构建 N C A P H - s g R N A 表达载体　基于

CRISPR/Cas9技术设计特异性靶向NCAPH的小向导

RNA(sgRNA)，使用Gibson连接体系将sgRNA退火

形成双链，与经BsmB Ⅰ酶切的lentiCRISPR载体连

接。将产物转化stbl3感受态细菌，经氨苄青霉素抗

性平板筛选，选取阳性克隆者测序。

1 . 2 . 4 　慢病毒感染胰腺癌 P A N C 细胞　使用

L i p o f e c t a m i n eT M 2 0 0 0将构建的质粒与包装质粒

PMD2G及PSPA共转染到HEK293T细胞中。转染

48 h后收取上清，12 000 r/min离心2 min，取上清培

养基进行后续实验。将生长状态良好的PANC细胞

以2×105/ml的密度接种于6孔板，加入1 ml上清培

养基及2 μl浓度为8 mg/ml的增强感染液聚凝胺，感

染48 h后换新鲜的培养基，并用嘌呤霉素筛选。

1.2.5　蛋白提取及免疫印迹法(Western blotting)检
测蛋白表达水平　将PANC正常细胞株(PANC-NC)
及PANC敲除细胞株(PANC-KO)扩大培养后，用含

有1%PMSF的RIPA裂解液裂解提取蛋白(检测蛋白

有NCAPH蛋白、MEK蛋白、p-MEK蛋白、ERK蛋

白及p-ERK蛋白)，用BCA试剂盒进行蛋白定量。取

20 μg蛋白样品，行10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分

http://www.oncomine.org
http://www.kmplot.com
http://www.kmplot.com
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离蛋白质，用电印迹法将蛋白转至PVDF膜上，5%
脱脂奶粉室温封闭1 h后孵育一抗，4 ℃过夜。TBST
缓冲液洗膜3次，每次10 min，加入二抗，室温孵育

2 h后，TBST洗膜3次，每次10 min，采用ECL试剂

与化学发光检测试剂盒检测蛋白表达水平。

1.2.6　CCK-8法检测细胞增殖情况　取对数生长期

的PANC-NC细胞作为对照组，PANC-KO细胞作为

实验组，以3000个/孔接种于5块96孔板上，每组设

3个复孔，分别于24、48、72、96、120 h进行CCK-8
检测。检测前每孔加入20 μl检测液，于37 ℃培养

1 h后，测定450 nm波长处的光密度(OD450 nm)值。

1.2.7　划痕实验检测细胞迁移能力　取5×105/ml
的PANC-NC细胞及PANC-KO细胞悬液，分别接种

于6孔板中。待细胞汇合至50%~60%时，使用200 μl
的枪头在6孔板底部划出平行直线，PBS洗去悬浮细

胞并拍照，然后将细胞继续置于DMEM培养基中培

养，24 h后拍照，计算细胞迁移率。

1.2.8　克隆形成能力检测　取1200个PANC-NC细

胞及PANC-KO细胞，分别接种于直径3.5 mm的小皿

中，在37 ℃、5% CO2湿润培养箱中培养，每3 d换
液1次。培养14 d后取出小皿，PBS洗3次后用4%多

聚甲醛固定30 min，1%结晶紫染色后拍照并计数。 
1.2.9　Transwell实验检测细胞侵袭能力　用不含血

清的DMEM将基质胶以1:30的比例稀释，取50 μl铺

于Transwell小室的上室，置于37 ℃培养4 h。取不含

血清的DMEM培养基，分别制备2×105/ml的PANC-
NC细胞及PANC-KO细胞悬液，取200 μl接种于上

室，并在下室加入500 ml含有10%胎牛血清及1%青

链霉素的DME M培养基培养，48 h后取出小室，

PBS洗1次后，用4%多聚甲醛固定30 min，1%结晶

紫染色后拍照并计数。

1.3　统计学处理　使用GraphPad Prism8软件进行统

计分析及绘图。计量资料以x±s表示，两组间比较

采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　NCA PH在胰腺癌及其他癌组织中的表达　

Oncomine数据库基因芯片数据集分析结果显示，

NCAPH基因在胰腺癌组织中的表达水平显著高于

癌旁组织，是癌旁组织的3.27倍；NCAPH在胃癌、

结直肠癌及结肠癌中的表达水平显著高于癌旁组

织，分别是癌旁组织的3.04、5.56及2.71倍(图1)。
2.2　胰腺癌中NCAPH表达水平与患者预后的关系

　通过Kaplan-Meier plotter数据库分析胰腺癌患者

的生存曲线，结果显示，NCAPH高表达患者的5年
生存率明显低于低表达患者(HR=2.34，P<0.001， 
图2)。
2 . 3　构建稳定敲除N C A P H的胰腺癌细胞系　

图1　NCAPH在胰腺癌及其他癌组织中的表达

Fig.1　Expression of NCAPH in pancreatic cancer and other cancers
A. 胰腺癌；B. 胃癌；C. 结直肠癌；D. 结肠癌；与癌旁组织比较，(1)P<0.05

图2　NCAPH表达与胰腺癌患者预后的关系

Fig.2　Relation between NCAPH expression and the patients' 

prognosis of pancreatic cancer
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Western blotting检测结果显示，PANC-KO组NCAPH
蛋白的相对表达量低于PANC-NC组(0.185±0.001 vs. 
0.969±0.001)，差异有统计学意义(P<0.05，图3)。
2.4　敲除NCAPH基因对胰腺癌细胞增殖能力的影

响　PANC-NC组细胞在48、72、96及120 h的OD450

值显著高于PANC -KO组(分别为0.488±0.007 vs . 
0 .411±0.004、0.689±0.004 vs .  0 .497±0.010、
1.071±0.034 vs .  0 .689±0.020、1.441±0.038 vs . 
0.855±0.025)，差异均有统计学意义(P<0.05，图4)。
2 . 5　敲除N C A PH对胰腺癌细胞克隆形成能力的

影响　克隆形成实验结果显示，PA N C -N C组细

胞经培养后形成的克隆数目显著高于PANC-KO组
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图3　Western blotting检测两组细胞中NCAPH蛋白的表达水平

Fig.3　The expression levels of NCAPH in the two groups (Western blotting)
A. Western blotting检测NCAPH蛋白表达；B. NCAPH蛋白相对表达量；与PANC-NC组比较，(1)P<0.05

图4　CCK-8法检测NCAPH敲除对胰腺癌细胞增殖能力的

影响

Fig.4　Effect of NCAPH  knockout on the proliferation of 

PANC cells by CCK-8
与PANC-NC组比较，(1)P<0.05

图5　敲除NCAPH对胰腺癌细胞克隆形成能力的影响

Fig.5　Effect of NCAPH knockout on the colony formation ability of PANC cells
A. 胰腺癌细胞克隆形成图；B. 克隆形成数；与PANC-NC组比较，(1)P<0.05

1.5

1.0

0.5

0

N
C

A
PH

蛋
白

相
对

表
达

量

NCAPH

β-actin

PANC-NC组

PANC-KO组

PANC-NC组

PANC-KO组

(1)

A B

2.0

1.5

1.0

0.5

0

O
D

45
0 

nm

24           48           72           96          120
培养时间(h)

(1)
(1)

(1)
(1)

PANC-NC组
PANC-KO组

PA
N

C
-K

O
组

PA
N

C
-N

C
组

250

200

150

100

50

0

克
隆

形
成

数
(个

) (1)

PANC-NC组

PANC-KO组

A B

[(210.0±2.9)个 vs. (144.0±16.4)个]，差异有统计学

意义(P<0.05，图5)。
2.6　敲除NCAPH对胰腺癌细胞迁移能力的影响　

划痕实验结果显示，培养24 h时，PANC-KO组细胞

划痕愈合率显著低于PANC-NC组(15.1%±2.1% vs. 
34.9%±1.7%)，差异有统计学意义(P<0.05，图6)。
2.7　敲除NCAPH对胰腺癌细胞侵袭能力的影响　

Transwell实验结果显示，PANC-KO组穿出的细胞数

明显少于PANC-NC组[(194±13.0个) vs. (351±23.64
个]，差异有统计学意义(P<0.05，图7)。
2.8　敲除NC A PH对M APK/ERK信号通路蛋白表

达水平的影响　Western blotting检测结果显示，与

PANC-NC组相比，PANC-KO组总MEK及ERK蛋白

的表达量基本保持恒定，差异无统计学意义；而

p-ERK及p-MEK的蛋白表达量显著降低，差异有统

计学意义(P<0.05，图8)。

3　讨　　论

胰腺癌是一种恶性程度很高的消化道肿瘤[13]，

目前的治疗手段主要有手术切除、放射治疗及化学

药物治疗等[14]。但由于胰腺癌前期症状不典型且易

发生转移，导致患者的治疗效果不如意，存活率很

低[15]。癌症的标志之一是细胞异常增殖、增殖速度

快且能无限复制[16-17]。细胞分裂过程中的调节紊乱

与肿瘤进展紧密相关。NCAPH是一种参与有丝分裂

过程中姐妹染色体分离的蛋白质，在癌症的发生及

发展中起重要作用[18-20]。大量研究表明，NCAPH在

肺癌、前列腺癌及胃癌等多种癌症中表达上调[21-23]， 
但其在胰腺癌中的表达及作用机制尚不清楚。

本研究通过Oncomine肿瘤芯片数据库分析了

N C A P H在胰腺癌组织中的表达水平，结果显示

其在胰腺癌组织中的表达水平显著高于癌旁正常
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图6　敲除NCAPH对胰腺癌细胞迁移能力的影响

Fig.6　Effect of NCAPH knockout on the migration of PANC cells
A. 两组划痕实验迁移宽度(×40)；B. 迁移率；与PANC-NC组比较，(1)P<0.05

图7　敲除NCAPH对PANC细胞侵袭能力的影响

Fig.7　Effect of NCAPH knockout on the invasive ability of PANC cells
A. Transwell实验 (结晶紫 ×100)；B. 侵袭细胞数；与PANC-NC组比较，(1)P<0.05

图8　Western blotting检测MEK/ERK及其磷酸化蛋白的表达

Fig.8　Expressions of MEK/ERK and its phosphorylated protein (Western blotting)
A. Western blotting检测蛋白表达；B. 蛋白相对表达量；与PANC-NC组比较，(1)P<0.05
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组织。Kaplan-Meier plotter数据库芯片分析显示，

NCAPH高表达的胰腺癌患者预后不良。Kim等 [24]

发现，下调NCAPH可诱导细胞G2/M期停滞，抑制

细胞增殖、迁移及侵袭，提示NCAPH在染色体的

成熟过程中发挥重要作用。本研究利用CR ISPA/
Cas9基因编辑技术成功敲除胰腺癌PANC细胞中的

NCAPH基因，构建稳定的PANC-KO细胞株，并用

于后续实验。CCK-8及克隆形成实验结果显示，敲

除NCAPH基因后，细胞的增殖能力明显减弱，表

明NCAPH对PANC细胞的增殖起关键作用。划痕实

验及Transwell实验结果证实，NCAPH可显著抑制

PANC细胞的迁移及侵袭能力，与Yin等[12]的研究结

果一致。MAPK/ERK信号通路对细胞的增殖、分化

及凋亡等多种生物学过程具有重要作用。本研究探

讨了敲除NCAPH对MAPK/ERK信号通路的影响，

结果显示，与对照组相比，NCAPH敲除组MEK及
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ERK总蛋白量基本保持不变，而p-MEK及p-ERK的

蛋白表达水平显著降低。

综上所述，NCAPH在胰腺癌等多种癌组织中

高表达，利用CRISPR/Cas技术敲除NCAPH基因可

显著抑制胰腺癌PA N C细胞的增殖、迁移及侵袭

能力。其机制可能是NCAPH的敲除抑制了MAPK/
ERK信号通路相关蛋白的表达，导致细胞增殖及迁

移受阻，从而抑制肿瘤生长。NCAPH在胰腺癌发

生及发展中起着重要作用，有望成为胰腺癌新的生

物标志物。但NCAPH在胰腺癌中的分子机制目前

还不清楚，尚需进一步研究。
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