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应用CRISPR-Cas9技术构建NFIB敲除的膀胱癌

细胞株及其转录组学分析
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摘要      为了探究NFIB(nuclear factor I/B)基因在膀胱癌中的生物学功能, 该研究应用CRISPR-
Cas9技术构建NFIB敲除的膀胱癌细胞株 , 然后通过转录组学技术分析对照细胞NFIB-NC与NFIB
敲除细胞株NFIB-KO-I和NFIB-KO-II之间的差异表达基因 , 同时对其进行KEGG富集分析 , 并通过

Western blot和qRT-PCR技术对转录组学结果进行验证。结果显示, 与对照细胞NFIB-NC相比, NFIB
敲除细胞株NFIB-KO-I中有134个差异表达基因 , 其中上调基因62个 , 下调基因72个 ; NFIB-KO-II
中有131个差异表达基因 , 表达上调和下调的基因分别为50个和81个。KEGG分析结果显示 , 差异

表达基因与PI3K-AKT信号通路密切相关, Western blot结果证实敲除NFIB基因后, 膀胱癌细胞中的

p-AKT水平显著上调。qRT-PCR结果表明, 敲除NFIB后, ITGA4基因表达水平上调, TNC和ANGPT4
基因表达水平下调。该研究初步揭示了NFIB基因在膀胱癌细胞中调控的分子信号通路 , 也为后续

研究NFIB基因介导膀胱癌发生发展的分子机制提供了依据。

关键词      NFIB基因; CRISPR-Cas9; 膀胱癌;  转录组学分析; 差异表达基因

Construction of NFIB Knock-Out Bladder Cancer Cell Line by CRISPR-Cas9 
Technology and Its Transcriptomics Analysis
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Abstract       In order to explore the biological function of NFIB gene in bladder cancer, CRISPR-Cas9 tech-
nology was utilized to knock out NFIB gene in bladder cancer cell line, and transcriptomics analysis was used to 
detect the DEGs (differentially expressed genes) between control cell NFIB-NC and NFIB knock out cells NFIB-
KO-I and NFIB-KO-II, and KEGG enrichment analysis was performed. The results of transcriptomics analysis 
were also verified by Western blot and qRT-PCR. Compared with the control cell NFIB-NC, there were 134 DEGs 
in NFIB knock-out cell line NFIB-KO-I, including 62 upregulated genes and 72 downregulated genes, and 131 
DEGs in NFIB knock-out cell line NFIB-KO-II, including 50 upregulated genes and 81 downregulated genes. The 
results of KEGG enrichment analysis showed that DEGs were tightly related to PI3K-AKT signaling pathway, and 
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the results of Western blot confirmed that the expression level of p-AKT was significantly upregulated in bladder 
cancer cell after knocking out NFIB. The results of qRT-PCR showed that after knocking out NFIB, the expression 
level of ITGA4 was upregulated, and the levels of TNC and ANGPT4 were downregulated. The study revealed the 
regulated molecular signaling pathways of NFIB, which could provide a basis for the follow-up research on the mo-
lecular mechanism of NFIB mediating the occurrence and development of bladder cancer. 

Keywords        NFIB gene; CRISPR-Cas9; bladder cancer; transcriptomics analysis; differentially expressed 
gene

NFI(nuclear factor I)家族包括NFIA(nuclear fac-
tor I/A)、NFIB(nuclear factor I/B)、NFIC(nuclear 
factor I/C)和NFIX(nuclear factor I/X) 4个成员 , 是一

类DNA特异性结合蛋白。NFI蛋白家族的N末端序

列高度保守 , 其可以以同源或异源二聚体的形式结

合双链DNA上的回文序列5ʹ-TTGGC(N5)GCCAA-
3ʹ, 而在其C末端存在多个剪切点和翻译后修饰位点, 
因此NFI家族基因在不同种族中存在多种亚型 [1], 并
在腺病毒体外复制和细胞、病毒基因组的转录调节, 
以及肿瘤的发生发展中发挥着重要的作用[2-3]。有文

献报道, NFIA基因的染色体易位或重排会导致NFIA
蛋白被破坏, 致使人体中枢神经系统异常, 并伴有脑

室肿大、积水等症状 , 进而引起个体行为异常、行

动迟缓等 , 因此NFIA在神经系统发育中发挥着重要

的作用[4-5]。近年来有研究表明, NFIA可以作为抑癌

因子 , NFIA蛋白缺失会显著缩短胶质瘤小鼠的存活

时间 , 并增强肿瘤的侵袭性 [6]。ZHU等 [7]发现 , miR-
NA-671-5p通过靶向NFIA/CRYAB轴促进前列腺癌

的发展和转移 , NFIA蛋白的表达与前列腺癌患者的

临床特征和转移状态均呈负相关。NFIC被报道主

要在牙齿发育过程中发挥作用 , 影响牙成釉细胞的

增殖分化[8], 除此之外, NFIC在肿瘤的发生发展中也

发挥了一定的作用 , 有研究报道NFIC可作为抑癌基

因抑制食管鳞状细胞癌细胞的增殖和转移 [9], 另有

研究发现NFIC能促进胃癌 (gastric cancer, GC)的发

生发展 [10]。目前关于NFIX的报道较少 ,有研究发现

NFIX在大脑和神经发育中发挥重要的作用 [11], 并在

造血干细胞的生成中发挥调节功能 [12]。NFI家族成

员NFIB作为重要的转录因子 , 位于人类9号染色体

短臂2区 , 在人类组织中广泛表达 , 已被证实可调节

多种器官系统的生长发育 , 有研究表明 , NFIB的缺

失会导致呼吸系统发育不良、中枢神经系统和大脑

发育异常 , 并影响黑色素细胞、脂肪细胞和巨核细

胞的成熟发育 [13-16]。近年来 , 已有研究表明NFIB在

肿瘤的发生发展中发挥重要作用 , 并且发现NFIB在
不同肿瘤或同一种肿瘤的不同亚型中扮演不同的角

色 , 比如NFIB会促进小细胞肺癌、乳腺癌和黑色素

瘤等肿瘤的发生发展 , 但抑制非小细胞肺癌、神经

胶质瘤和骨肉瘤等肿瘤的生长 [17]。然而 , 关于NFIB
是否参与膀胱癌发生发展至今很少有研究报道。

膀胱癌是泌尿系统的常见恶性肿瘤之一, 具有

转移率高、预后差等特点, 男性在膀胱癌发病中占

主导地位, 占76%[18-19]。膀胱尿路上皮癌起源于膀

胱移行上皮, 是最常见的膀胱癌, 又称为移行上皮

癌。2022年美国癌症新发病例数和死亡率预测结果

显示, 在男性中, 膀胱癌病例数排名第3, 死亡率排名

第8[19]。临床上常用的膀胱癌治疗手段为化疗、手

术切除、卡介苗灌注和免疫抑制剂治疗等, 多数膀

胱癌患者晚期易发生术后转移, 转移类型包括周围

器官转移、淋巴结转移以及血行转移至肺、肝脏和

骨等, 而膀胱癌一旦发生转移就会增加临床治疗的

难度[20]。因此目前亟需筛选治疗膀胱癌的潜在靶点, 
为临床治疗膀胱癌提供科学依据。

目前 , NFIB在膀胱癌中的生物学作用及其分子

机制尚未明确报道, 因此本研究应用CRISPR-Cas9技
术构建NFIB基因敲除的膀胱癌细胞株 , 通过转录组

学分析差异表达基因 (differentially expressed genes, 
DEGs), 进一步对DEGs的功能进行KEGG(Kyoto En-
cyclopedia of Genes and Genomes)富集分析 , 初步揭

示了NFIB基因在膀胱癌细胞中调控的潜在基因及分

子信号通路 , 为后续研究NFIB蛋白在膀胱癌中的生

物学功能提供了基础。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞、质粒与菌种来源      人移行膀胱癌细

胞UM-UC-3、293T细胞、Lenti CRISPR V2质粒、

Lenti CRISPR V2-control质粒均由本实验室前期保
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存。膀胱癌敲除细胞株NFIB-KO-I和NFIB-KO-II由
本课题组构建。大肠埃希菌感受态细胞DH5α购自

上海生工生物工程有限公司。

1.1.2   主要试剂      胎牛血清(货号: 04-001-1ACS)购
自以色列Biological Industries公司; DMEM高糖培养

基(货号: C11995500BT)购自美国Gibco公司; 限制性

内切酶BsmBl-v2(货号 : R0739S)购自美国NEB公司 ; 
质粒小提试剂盒(货号: D6950-01)购自美国Omega公
司; 细胞基因组DNA提取试剂盒(货号: MAG2460)购
自上海迈基生物技术有限公司 ; Trizol分离试剂 (货
号 : 15596018)、逆转录试剂盒 (货号 : RR047A)、 TB 
Green Fast qPCR Mix(货号: RR430)、DNA连接试剂

盒(货号 : 6022Q)购自日本TaKaRa公司 ; DNA凝胶回

收试剂盒 (货号 : AP-GX-250)、PCR产物纯化试剂盒

(货号 : AP-PCR-50)购自美国Axygen公司 ; NFIB抗体

(货号 : HPA003956)购自美国Sigma公司 ; GAPDH抗

体 (货号 : 60004-1-Ig)购自Proteintech公司 ; AKT抗体

(货号: ab179463)、p-AKT(phosphorylation-AKT)抗体

(货号: ab192623)购自英国Abcam公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      人移行膀胱癌细胞株UM-UC-3
和 293T用含 10%胎牛血清、100 U/mL青霉素和

100 μg/mL链霉素的高糖培养基DMEM培养 , 当细

胞密度达到90%左右时 , 以13׃的比例传代 , 将细胞

置于37 °C、5% CO2及饱和湿度的环境下培养。

1.2.2   NFIB基因编辑靶点的选择和sgRNA引物的设

计      通过NCBI数据库搜索人源NFIB基因序列(ID: 
ENSG00000147862), 通过CRISPR设计工具网站

(https://www.benchling.com/primers/)设计针对NFIB
的 sgRNA, 利用在线工具“CRISPR guides”寻找针对

NFIB基因外显子2的包含CAS9识别位点PAM的序

列。以靶序列NGG之前的20 nt的互补序列为sgRNA
序列 , 根据靶点位置、中靶效应和脱靶效应筛选出

2条针对NFIB基因CDS区外显子2的最优的 sgRNA, 

sgRNA寡核苷酸链由浙江尚亚生物科技有限公司合

成, 序列如表1。
1.2.3   sgRNA引物退火和CRISPR V2-sgRNA质粒的

构建      取表1中 sgRNA-NFIB-1和 sgRNA-NFIB-2
各自相应的等量的正向引物 (10 μmol/L)和反向引

物(10 μmol/L), 经程序性退火后形成双链DNA。取

2 μg CRISPR V2质粒、1 μL限制性内切酶BsmBl-
v2和3 μL NEBuffer™ 3.1缓冲液, 混匀后放至55 °C
水浴中进行30 min酶切 , 酶切产物经过0.8%琼脂糖

凝胶电泳后 , 利用DNA凝胶回收试剂盒进行割胶回

收, 获取CRISPR V2的酶切产物。

取CRISPR V2的酶切产物与sgRNA退火产物混

合后, 加入DNA连接体酶进行连接, 取连接产物转

化到大肠埃希菌感受态细胞DH5α中, 37 °C振荡培

养1 h后, 将菌液涂布在含100 μg/mL的氨苄青霉素

的LB固体培养基上培养, 过夜后挑取单菌落送至浙

江尚亚生物科技有限公司测序, 将鉴定成功的菌株

扩大培养后提取质粒, 测定其浓度后保存于–20 °C。
1.2.4   慢病毒包装和病毒感染      将待293T细胞接

种到6孔板中 , 37 °C培养16~24 h, 当细胞密度到达

到80%左右时进行转染, 具体步骤: 取2.5 μg CRISPR 
V2-control或者CRISPR V2-sgRNA、1.5 μg psPAX2
和0.75 μg pMD2.G质粒 , 使用Lipo3000一起转染到

293T细胞中, 8 h后换液, 继续培养48 h后收集含有病

毒的上清液, 离心过滤后备用。

将UM-UC-3细胞接种到6孔板中, 待细胞密度

达到50%左右时, 使用病毒感染细胞, 感染48 h后, 使
用嘌呤霉素(1.5 μg/mL)筛选出稳定表达的细胞株, 
并通过Western blot检测NFIB基因的敲除情况。

1.2.5   NFIB–/– UM-UC-3细胞系的筛选      均匀接种

50个细胞至直径为10 cm的细胞培养皿中, 培养14天, 
挑取单克隆细胞团至96孔板中, 逐渐扩大培养, 收集

细胞进行Western blot分析和测序鉴定。

1.2.6   NFIB–/– UM-UC-3细胞系的Western blot鉴定      

表1   sgRNA引物序列

Table 1   Primer sequences of sgRNA
引物名称

Primer name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

sgRNA-NFIB-1  Forward: CAC CGT ATT CGC CAG GAG TAT CGA G

Reverse: AAA CCT CGA TAC TCC TGG CGA ATA C

sgRNA-NFIB-2 Forward: CAC CGG ATT GGA TAA GAC ACA GCA C

Reverse: AAA CGT GCT GTG TCT TAT CCA ATC C
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收集细胞加入适量的RIPA裂解液裂解细胞 , 提取

总蛋白并测定浓度, 通过聚丙烯酰胺凝胶电泳将蛋

白进行分离 , 然后将蛋白转印至PVDF膜上 , 5%脱

脂奶粉室温封闭1 h后, 加入NFIB(1000 1׃)和GAP-
DH(1000 4׃)抗体, 4 °C过夜孵育, 后用TBST洗3次, 
每次 10 min, 加入带辣根过氧化物酶 (horseradish 
peroxidase, HRP)标记的二抗 室温孵育 ,(000 4׃1)

1 h, 后用TBST洗 3次 , 每次 10 min, ECL发光法进

行显色, 使用化学发光成像系统(ChemiDoc Touch, 
Bio-Rad)进行拍照。

1.2.7   NFIB–/– UM-UC-3细胞的测序鉴定      通过

Western blot实验 , 筛选出2株NFIB敲除的单克隆细

胞株 , 提取其基因组DNA, 利用表 2中的引物扩增

NFIB基因中的外显子2片段, 扩增的PCR产物经过回

收纯化, 送浙江尚亚生物科技有限公司进行测序。

1.2.8   NFIB调控基因的预测和生物信息学分析      
基因表达水平通过FPKM(fragments per kilobase of 
transcript per million mapped reads)方法进行标准化, 
然后对DEGs进行KEGG通路富集分析 , 差异表达量

的倍数变化≥2且P<0.05的基因被确定为DEGs。
1.2.9   NFIB下游 DEGs的实时荧光定量 PCR分

析      通过qRT-PCR(quantitative real-time PCR)技术分

析NFIB的潜在调控基因 ITGA4、TNC、ANGPT4的
mRNA水平 , 采用Trizol法提取细胞RNA, 以GAPDH
为内参(表3)。通过TB Green法检测mRNA表达水平 , 

mRNA表达水平计算采用2−ΔΔCt方法。

1.2.10   统计分析      采用GraphPad Prism 8软件进行

统计学分析, 实验数据采用均值±标准差(x
_
±s)表示, 

两组间的差异显著性使用t检验进行分析, P<0.05表
示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   CRISPR V2-sgRNA-NFIB质粒的构建和

NFIB–/– UM-UC-3细胞的鉴定

如图 1A和图 1B所示 , 琼脂糖凝胶电泳和测序

结果显示 , CRSIPR V2-sgRNA-NFIB-1和CRSIPR V2-
sgRNA-NFIB-2质粒构建成功。如图1C所示, 测序结果

表明, 与对照细胞NFIB-NC相比, NFIB-KO-I在外显子2
序列sgRNA-NFIB-1作用的靶标位点缺失2个碱基A和

T, NFIB-KO-II在外显子2序列sgRNA-NFIB-2作用的靶

标位点缺失1个碱基C, 造成NFIB基因发生移码突变且

位点附近出现杂乱的多峰。Western blot结果显示 , 与
对照细胞NFIB-NC相比, NFIB-KO-I和NFIB-KO-II细胞

的NFIB蛋白缺失(图1D)。
2.2   DEGs分析

对NFIB-KO-I细胞、NFIB-KO-II细胞和对照细

胞NFIB-NC进行转录组学分析, 并构建火山图(图2A
和2B)。与对照细胞相比, NFIB-KO-I细胞中发现有

134个DEGs, 其中上调基因62个, 下调基因72个, 在
NFIB-KO-II细胞中发现有131个DEGs, 包括50个上

表2   用于PCR扩增NFIB基因的引物序列

Table 2   Primer sequences of NFIB gene used for PCR amplification

引物名称

Primer name
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

Genome-NFIB-exon 2    Forward: GAT GAA TTT CAC CCA TTC ATC GAG G

Reverse: CTT GCT CCT GCA CGT AGT ATG

表3   ITGA4、TNC、ANGPT4和GAPDH基因引物序列

Table 3   Primer sequences of ITGA4, TNC, ANGPT4 and GAPDH genes
引物名称                 序列(5ʹ→3ʹ)
Primer name                             Sequence (5ʹ→3ʹ)

ITGA4-PF
ITGA4-PR
TNC-PF
TNC-PR               
 ANGPT4-PF
ANGPT4-PR
GAPDH-PF
GAPDH-PR                    

Forward: GCA TAC AGG TGT CCA GCA GAG A                  
Reverse: AGG ACC AAG GTG GTA AGC AGC T
Forward: ATG TCC TCC TGA CAG CCG AGA A
Reverse: AGT CAC GGT GAG GTT TTC CAG C
Forward: GTG GTG TCT ACA CCA TCC AGG T
Reverse: TCC GCT GAA AAT TCA CGG TGC C
Forward: CGA GCC ACA TCG CTC AGA CA
Reverse: GTG GTG AAG ACG CCA GTG GA
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图1   CRISPR V2-sgRNA-NFIB载体的验证和NFIB–/– UM-UC-3细胞的鉴定

Fig.1   Validation of CRISPR V2-sgRNA-NFIB vector and identification of NFIB–/– UM-UC-3 cell line

调基因和81个下调基因(图2C)。
2.3   KEGG富集分析

对NFIB–/– UM-UC-3细胞系的DEGs进行KEGG
富集分析 , 结果表明 , 与对照细胞相比 , NFIB-KO-I
细胞中的DEGs主要富集到了PI3K-AKT信号通路、

Rap1信号通路、MAPK信号通路、AGE-RAGE信号

通路和Relaxin信号通路等中 , 还与蛋白消化和吸收、

细胞黏附、细胞外基质受体相互作用、细胞的焦

点黏连和谷氨酸能突触等密切相关 (图3A)。NFIB-
KO-II细胞中的DEGs富集到了PI3K-AKT信号通路、

Apelin信号通路和神经营养因子信号通路等中 , 并
与细胞外基质受体相互作用、细胞的焦点黏连和

谷氨酸能突触等相关(图3B)。这表明 , NFIB-KO-I和
NFIB-KO-II细胞中DEGs同时富集到PI3K-AKT信号

通路, 这也提示NFIB可能通过PI3K-AKT信号通路参

与肿瘤细胞的增殖、凋亡和侵袭等生物学功能。
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与对照细胞相比 , NFIB-KO-I细胞中有 8个与

PI3K-AKT信号通路相关的DEGs, 包括 6个上调基

因 (COL4A5、COL4A6、ITGA4、ERBB4、EREG和

KITLG), 以及2个下调基因(TNC和ANGPT4); 在NFIB-
KO-II细胞中有 9个与 PI3K-AKT信号通路相关的

DEGs, 包括3个上调基因 (ITGA4、LAMB3和KITLG), 
以及6个下调基因 (PIK3AP1、TNC、FN1、ANGPT4、
BDNF和GNG11)。因此 , NFIB-KO-I细胞和NFIB-KO-
II细胞中的共同上调基因是 ITGA4, 共同下调基因包

括TNC和ANGPT4(图3C和图3D)。该结果提示, NFIB
可能通过调节PI3K-AKT信号通路及相关基因ITGA4、
TNC和ANGPT4, 进而影响膀胱癌细胞的生物学功能。

2.4   PI3K-AKT信号通路蛋白的检测及对转录组

学结果的qRT-PCR验证

为了验证NFIB对PI3K-AKT信号通路的影响 , 用
Western blot检测了NFIB-KO-I细胞和NFIB-KO-II细胞

中AKT及p-AKT蛋白表达水平的变化。结果显示 , 相
比于NFIB-NC细胞 , NFIB-KO-I细胞和NFIB-KO-II细
胞中的p-AKT表达水平显著上调 , 说明敲除NFIB后 , 
PI3K-AKT信号通路被显著激活 , 该结果提示NFIB极
有可能抑制了膀胱癌细胞中的PI3K-AKT信号通路(图
4A)。用qRT-PCR对ITGA4、TNC和ANGPT4进行检测

分析发现 , 其结果与转录组学分析结果一致 (图4B和
图4C), 即敲除NFIB基因后, ITGA4 mRNA表达水平显

著升高 , TNC和ANGPT4的mRNA表达水平显著降低。

这些结果进一步证实 , NFIB极有可能通过抑制PI3K-
AKT信号通路进而调控膀胱癌细胞的生物学功能。

3   讨论
NFIB在肿瘤的发生发展中发挥促癌或抑癌作

用。研究表明 , NFIB在三阴性乳腺癌 (triple-negative 
breast cancer, TNBC)、小细胞肺癌 (small cell lung 
cancer, SCLC)、黑色素瘤 (melanoma, MM)、GC和
结直肠癌 (colorectal cancer, CRC)中作为一种促癌因

子 , 促进肿瘤的发生发展。HAN等 [21]和LIU等 [22]团

队发现在TNBC中 , NFIB的拷贝数和表达量显著升

高 , 高水平NFIB与高肿瘤分级和不良预后均显著相

关。此外 , 我们先前研究发现 , NFIB在雌激素受体

(estrogen receptor, ER)阳性乳腺癌中作为一类促癌因

子 , 促进了乳腺癌细胞的周期进展、增殖 , 抑制了细

胞凋亡 [23]。 DENNY等 [24]发现, NFIB促进了SCLC细
胞中的促转移神经元基因的表达 , 进而增强了SCLC
细胞的转移能力。EKATERINA等 [25]研究表明 , 转录

因子NFIB是SCLC小鼠模型的驱动因子, 能促进肿瘤

的转移与侵袭 , 除此之外 , 该团队还发现 , NFIB基因

在大部分人类转移性高级别神经内分泌肺肿瘤中都

存在过表达现象。因此 , NFIB可能可以作为SCLC
的肿瘤进展标志物 , 为临床治疗提供依据。FANE
等 [26]研究表明 , NFIB能够促进黑色素瘤细胞的染色

质状态的动态变化 , 从而促进黑色素瘤的迁移和侵

A: NFIB-KO-I细胞的差异表达基因火山图; B: NFIB-KO-II细胞的差异表达基因火山图; C: NFIB-KO-I细胞和NFIB-KO-II细胞的差异表达基因

的柱状统计图。

A: volcanic map of DEGs in NFIB-KO-I cells; B: volcanic map of DEGs in NFIB-KO-II cells; C: histogram of the number of DEGs in NFIB-KO-I 
cells and NFIB-KO-II cells.

图2   NFIB-KO-I和NFIB-KO-II细胞中的差异表达基因分析

Fig.2   Analysis of DEGs in NFIB-KO-I cells and NFIB-KO-II cells 
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A: NFIB-KO-I细胞的KEGG富集分析; B: NFIB-KO-II细胞的KEGG富集分析; C: NFIB-KO-I和NFIB-KO-II细胞中与PI3K-AKT通路相关的上调

基因的韦恩图; D: NFIB-KO-I和NFIB-KO-II细胞中与PI3K-AKT通路相关的下调基因的韦恩图。

A: KEGG enrichment analysis of NFIB-KO-I cells; B: KEGG enrichment analysis of NFIB-KO-II cells; C: Venn diagram of upregulated genes associ-
ated with PI3K-AKT signaling pathway in NFIB-KO-I and NFIB-KO-II cells; D: Venn diagram of downregulated genes associated with PI3K-AKT 
signaling pathway in NFIB-KO-I and NFIB-KO-II cells.

图3   NFIB-KO-I和NFIB-KO-II细胞中DEGs的KEGG富集分析

Fig.3   KEGG enrichment analysis of DEGs in NFIB-KO-1 and NFIB-KO-II cells
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袭。CHENG等 [27]也发现 , NFIB通过调节ZEB1蛋白

促进MM的上皮 –间充质转化。最近一项研究还发

现 , NFIB的上调能促进GC的生长、迁移和侵袭 , 促
进GC的上皮–间充质转化 [28]。有研究发现 , NFIB在
CRC细胞系和肿瘤组织中表达显著增高 , NFIB的

表达量与预后相关 , 下调NFIB的表达能抑制CRC
的转移 [29]。而NFIB在非小细胞肺癌 (non-small cell 
lung cancer, NSCLC)、胶质母细胞瘤 (glioblastoma, 
GBM)、皮肤鳞状细胞癌 (cutaneous squamous cell 
carcinoma, CSCC)和骨肉瘤 (osteosarcoma, OS)中作

为肿瘤抑制因子 , 能够抑制肿瘤细胞的增殖、侵袭

和转移。BECKER等 [30]发现 , NFIB是肺发育必不可

少的转录因子 , 其可能作为多种癌胚miRNA(包括

miR-486 、miR-139、miR-101、miR-424、miR-212
和miR-503等)的潜在调控靶标, 其中miR-486和miR-
139已被确定为NSCLC患者血液或痰中的预后及诊

断生物标志物 , 除此之外 , miR-92b-3p可以直接靶向

NFIB基因的3ʹ UTR, 导致NSCLC中NFIB的低表达 , 
而NFIB的低表达与肺腺癌的高侵袭性和短生存期密

切相关。在GBM中 , NFIB高表达 , 与良好的预后和

高生存率相关[31]。有研究表明, 在CSCC中, miR-365
靶向调控NFIB基因的3ʹ UTR, 使得NFIB蛋白表达水

平下降, 从而促进肿瘤的发生[32]。有文献报道, OS中
NFIB表达下调, 可促进骨肉瘤细胞的增殖、转移[33-34], 
SUN等 [35]发现LINC00319通过调控miR-455-3p/NFIB

轴促进骨肉瘤的发生发展。因此 , NFIB作为人体内

重要的转录因子 , 能够影响肿瘤细胞的迁移、侵袭、

增殖与凋亡等生物学发展 , 在不同的肿瘤中扮演促

癌或抑癌因子的角色 , 然而目前关于NFIB在膀胱癌

中的作用至今很少有文献报道。

因此本研究利用CRISPR-Cas9技术构建NFIB稳
定敲除的膀胱癌细胞株 , 通过KEGG富集分析发现 , 
NFIB-KO-I、NFIB-KO-II细胞中的DEGs与PI3K-AKT
信号通路显著相关。PI3K-AKT信号通路是细胞内重

要的信号转导途径 , 能介导细胞增殖、侵袭、凋亡和

血管生成等过程。磷脂酰肌醇3-激酶(phosphatidylino-
sitol-3-kinase, PI3K)是由1个调节亚基p58和1个催化亚

基蛋白构成的二聚体 , 参与细胞的增殖、凋亡、葡萄

糖转运等生物过程 , 能正向促进AKT的表达 [36]。AKT
是丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 是PI3K主要的下游因子之

一 , 能磷酸化下游蛋白的丝氨酸或苏氨酸位点。目前

已知的AKT下游靶分子有雷帕霉素靶点复合物、核

糖体S6激酶、促凋亡蛋白FOXO蛋白、NF-κB、CREB
转录因子、凋亡相关蛋白Bad和Caspase 9等 , PTEN是
AKT的抑制基因, 可使AKT去磷酸化, 进而抑制PI3K-
AKT信号通路 [37]。PI3K-AKT信号通路在肿瘤进展中

发挥重要作用 , 能调控肿瘤细胞增殖、侵袭、转移与

凋亡等。本研究发现, 与对照细胞相比, 在NFIB-KO-I
和NFIB-KO-II细胞中筛选出3个相同的与PI3K-AKT信
号通路相关的基因, 包括下调的TNC、ANGPT4和上调

A: Western blot检测膀胱癌细胞中p-AKT和AKT的蛋白表达水平, 以β-actin作为内参; B、C: qRT-PCR检测ITG4A、TNC和ANGPT4的mRNA水平,
以GAPDH作为内参, ***P<0.001, 与NFIB-NC细胞相比。 
A: Western blot analysis of the expression levels of p-AKT and AKT in bladder cancer cells; B,C: qRT-PCR analysis of the mRNA levels of ITGA4, 
TNC and ANGPT4 genes, GAPDH was measured as loading control, ***P<0.001 vs NFIB-NC cells.

图4   PI3K-AKT信号通路蛋白的检测及对转录组学结果的qRT-PCR验证

Fig.4   Detection of  proteins associated with PI3K-AKT signaling pathway and qRT-PCR verification
 for transcriptome results
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的ITGA4。
TNC是细胞外基质糖蛋白 , 参与细胞基质相互

作用和细胞外基质形成、细胞黏附、细胞迁移和肿

瘤转移等 [38-40]。有研究报道 , 尿液TNC的含量与膀胱

癌分级和分期呈正相关 [41]。TNC在肿瘤尿路上皮细

胞中不表达 , 而在正常尿路上皮细胞中表达 , 尤其在

肌肉浸润性淋巴结和间质浸润灶周围高表达 [42-43]。

SILVERS等 [44]研究发现 , 肌肉浸润性膀胱癌患者发生

淋巴结转移时 , 淋巴结中的TNC表达水平升高 , 导致

患者生存率降低。另一项研究发现 , TNC大量沉积在

膀胱癌癌间质内 , 与肿瘤恶性程度、分期和增殖活

性相关, 提示TNC可能是一个良好的监测膀胱癌患者

复发和预测预后的生物标志物 [45]。在本研究中, 敲除

NFIB后 , 膀胱癌细胞中TNC的表达水平显著下降 , 推
测NFIB可能通过介导PI3K-AKT信号通路调节TNC的
表达 , 或通过调控TNC的表达调节PI3K-AKT信号通

路 , 影响膀胱癌的侵袭、转移等生物学功能 , 然而目

前NFIB、TNC与PI3K-AKT信号通路之间的联系在膀

胱癌中尚未被明确阐述。ANGPT4是血管生成素家

族的成员之一 , 能促进血管生成、运输氧气和营养物

质 , 从而影响肿瘤生长。有研究报道 , 在人类浆液性

卵巢癌中 , ANGPT4表达水平升高 , 进而促进了肿瘤

细胞的增殖、侵袭, 以及血管生成 [46]。在胶质母细胞

瘤中, ANGPT4可促进肿瘤血管的生成和体内生长[47]。

在胰腺癌中 , 缺氧刺激会促进ANGPT4的表达 , 促进

血管生成, 进而导致预后不良[48]。然而, 目前ANGPT4
与膀胱癌的相关研究较少。ITGA4作为细胞黏附因

子 , 可以介导细胞之间或细胞与细胞外基质之间的相

互识别和黏附 , 进而激活AKT级联反应。PI3K-AKT
信号通路是引起miRNA表达水平失调的重要通路之

一, 在CRC中, miR-230a能与ITGA4的3ʹ UTR结合, 引
起 ITGA4的转录抑制 , 导致PI3K-AKT通路失调 , 最终

影响肿瘤的发生 [49]。因此 , 我们推测 , NFIB可能通过

ITGA4及PI3K-AKT通路参与膀胱癌的生物学过程。

PI3K-AKT信号通路可能调控膀胱癌细胞的侵

袭、转移 , 一项研究对131例尿路上皮癌患者的组织

样本进行了RNA测序 , 结果发现在69%的患者中存

在潜在的治疗靶点 , 其中42%的靶点位于PI3K-AKT-
mTOR通路中 [50]。在本研究中 , 我们应用CRISPR-
Cas9技术在人移行膀胱癌细胞 UM-UC-3中敲除

NFIB, 通过转录组学技术分析下游潜在的调控基因

和信号通路, 发现NFIB抑制PI3K-AKT信号通路的激

活, 这提示NFIB很有可能通过介导PI3K-AKT信号通

路和TNC、ANGPT4、ITGA4等关键基因的表达进而

调控膀胱癌的侵袭、转移和凋亡等生物学过程 , 该
结果也为后续研究膀胱癌的发生发展及筛选潜在的

治疗靶点提供了依据。
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