
!"#，监测 $% 治疗 &&!&' 后 !"% 图形的改变，并且

有病理学切片加以论证，结果可以表明哪个时间点

$% 治疗更为有效，可以为临床治疗慢性脊髓损伤

的 $% 的应用提供理论支持。
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治疗的一个关键靶点。
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结肠癌是世界上第三大常见恶性肿瘤，在造成

人类死亡的肿瘤中高居第 5 位g'h。近年来，在全球医

学人员尤其肿瘤专家的共同努力下，结肠癌的早期

诊断和综合治疗水平明显提高，尽管如此，临床上

对于已经发生同时性和异时性转移的晚期结肠癌

患者，目前根治性治疗的手段仍十分有限g1h。越来越

多 的 证 据 表 明 上 皮 $ 间 质 转 变 （@<+-H@G+>G $

M@,@F?H`M>G -=>F,+-+PF，:;)）在恶性肿瘤细胞的浸

润和转移中起到了根本性作用g/$5h。近年来，研究证

实 )*+,- 是一种致癌基因，影响肿瘤细胞的凋亡，促

进肿瘤的发生和进展，在很多恶性肿瘤中均有异常

表达g0$"h。另外，)*,+- 基因介导的 :;) 在肿瘤细胞侵

袭转移过程中发挥重要作用g6$9h，然而其具体机制尚

不清楚，因此本研究旨在调控结肠癌细胞中 )*+,-

表达水平后，探讨结肠癌细胞发生 :;) 的分子机

制，并进一步明确其对恶性肿瘤侵袭和转移能力的

影响。
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!"!"! 实验材料 质粒 #$%&'(%)*+,-./0)$1234、

#$%&'(%)*+,-./0（本实验室保存），质粒 #5(6(!

327!"8)$1234)39:;< 、#5(6(327!"8)39:;<（武汉晶

赛生物工程技术有限公司设计构建）；大肠杆菌感

受态细胞 0=!（天根生物科技（北京）有限公司）；人

结肠癌细胞系 />?@A 和 =$8B（天津南开大学生命

科学科院）、=*$!!B 细胞系（中国医学科学院肿瘤

细胞库）。

!"!"8 主要试剂 高纯度质粒小量快速提取试剂

盒（天津沙船生物科技有限公司）；限制性内切酶：

!"#$ C、%&' C、()* C、+*" C（;D.，美国）；无内毒素

质粒大提试剂盒、8":$ +&34(%+2E 和总 :;< 提取

试剂盒 （天根生物科技 （北京） 有限公司）；

F2#(%G('4&H26( 8AAA 基因转染试剂盒、高容量 '0;<

反转录试剂盒和 /I.: /(7('4 +&34(% +2E（C6J24%KL(6

公司，美国）；$1234 多克隆抗体（/&64&*M%N，美国）；

D)'&O9(%26、,2H(6426、5<P0= 单克隆抗体和辣根

酶标记山羊抗兔抗体 （*(77 /2L6&726L $('96K7KLQ，

美国）；>(34(%6 R7K4 发光液 （+2772#K%( 公司，美

国）。

!"8 *+,-

!"8"! 质粒提取及转染 将 8 "F 质粒 0;< 加入

到装有 0=S! 感受态细胞的 DP 管混匀，冰浴 TA

H26，预加热至 ?8 #，UA 3，冰浴 8 H26，加入 SAA "F

F. 培养液，TV $，!SA %-H26 温育 ?S H26，转移至含

抗生素 F. 板培养，取质粒菌落接种于 F. <+PW液

体培养基 T HF，TV $培养 !? 9 后，提取目的质粒置

于)8A $冻存。使用 F2#KG('4&H26 8AAA 转染试剂盒

转染 />?@A、=*$!!B 和 =$8U 细胞系，各细胞系分

为 S 组：上调实验组（转染高表达 $1234 基因质粒

#$%&'(%)*+,-./0)$1234 组，! 组）、上调阴性对照组

（转染空质粒 #$%&'(%)*+,-./0 组，8 组）、下调实

验组（转染 $1234 基因干扰质粒 #5(6(327!"8)$1234)

39:;<，T 组）、 下 调 阴 性 对 照 组 （空 质 粒

#5(6(327!"8 )39:;<，? 组） 和 空 白 对 照 组（;K6

4%&63G('4(O 组，S 组），细胞培养 ?@ 9 后，于倒置荧光

显微镜下观察细胞转染情况（5XP）的表达，用流式

细胞仪检测细胞转染效率。

!"8"8 :$ )P*: 及 >(34(%6 R7K4 检 测 转 染 前 后

$1234、,2H(6426、D)'&O9(%26 表达水平 $%2NK7 法分

别提取结肠癌细胞转染后各组中总 :;<，需测定基

因引物序列，$1234，上游：S%)55<5$**5*<5$*$!

$<*5<5 )T&， 下 游 ：S& )$*$55<55<**$55$<!

5<55)T&（扩增片段长度 8AA R#）；D)'&O9(%26，上

游：S&)5$5$*<$**<<*555<<$5*)T&，下游：S&)

$55*55*<$$5$<55$5$$* )T&（扩增片段长 度

!UB R#）；,2H(6426： 上 游 ，S& )<$5<**5*$$*5*!

*<<*$<*)T&，下游：S&)*555*$$$5$*5$$55$!

$<5)T&（扩增片段长度 !V@ R#）；5<P0=（内参基

因），上游：S&)5<<55$5<<55$*55<5$*)T&，下

游：S&)5<<5<$55$5<$555<$$$*)T&，8)##*4 法计

算 H:;< 的相对表达量，采用蛋白印迹法（>(34(%6

R7K4）检测 $1234、,2H(6426 和 D)'&O9(%26 基因蛋白表

达水平。

!"8"T $%&631(77 实验检测细胞侵袭和迁移能力

!"8"T"! $%&631(77 侵袭实验：用 SA HL-F +&4%2L(7 !'@

稀释液包被 $%&631(77 小室底部膜的上室面，于每

$%&631(77 小室中加入 SA "F 含 !A L-F 的 ./< 无血

清培养液，TA H26 后用胰酶消化收集细胞，P./ 缓冲

液洗涤 8 遍，加入不含血清的细胞培养基重悬细胞

至 S"!A

S

-HF，在 $%&631(77 下室内加入含 !AY胎牛

血清细胞培养基 BAA "F，上室内加入各组细胞的无

胎牛血清培养基悬浮液 8AA "F，上室内细胞数为

!"!A

S，TV $培养 8? 9，将 $%&631(77 小室置于苏木素

染色液中 T H26，倒置显微镜下计数移至微孔膜下

层每视野的细胞数，随机计数 S 个高倍视野，求平

均值。

!"8"T"8 $%&631(77 迁移实验：在 $%&631(77 下室中加

入含 !AYX./ 的培养基 BAA "F，在上室孔中加入细

胞 !"!A

S 个-孔，细胞悬液体积 8AA "F，TV $培养

8"S 9，SY戊二醛固定 !A H26，用棉签拭去小室上面

细胞。将 $%&631(77 小室置于苏木素染色液中 T H26，

倒置显微镜下计算进入下室的细胞数。

!"T ./0,- 运用统计软件 /P//!V"A 进行数

据处理，多组间均数比较采用单因素方差分析，组

内两两比较采用 ,+- 法，所有统计结果以 .ZA"AS

为差异有统计学意义标准。

" &'

8"! 123456 质粒#$%&'(%)*+,-./0)$1234[

#$%&'(% )*+,-./0[ #5(6(327!"8 )$1234 )39:;< 和

#5(6(327!"8)39:;< 转染 />?@A、=*$!!B 和 =$8U

结肠癌细胞系 ?@ 9 后，倒置荧光显微镜下观察 5XP

表达，结果均发出绿色荧光，表明转染成功。流式细

胞 仪 检 测 #$%&'(% )*+,-./0 )$1234 质 粒 转 染

/>?@A、=*$!!B、=$8U 的效率分别为 8!"BY、88"TY、

88"VY，#5(6(327!"8)$1234)39:;< 质粒转染/>?@A、

=*$!!B、=$8U 的效率分别为 8!"8Y、8T"?Y、TA"TY

（图 !）。
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!："#$%& 中 '()*+,)-./012"3-(4567 的转染率；2：8.(99: 中 '()*+,);./0<2"3-(4567 的转染率；.：8(=> 中 '()*+,);./0<2"3;(4567 的转染

率；3："#$%& 中 '?,@,65A9B=-(4567-6CDE! 的转染率；F：8.(99: 中 '?,@,65A9G=-(4567-6CDE! 的转染率；H：8(=> 中 '?,@,65A9I=-(4567-6CDE!

的转染率

! ! "#$%&'()*+,-

"#$ ! %&'()*+,-#.( +**#,',/ .* 01')2#3) #( +',4 ,+11 1#(+

=I= !"#$%&'()*+,- (4567.F -

+*JC,)5@.05K,@75@ / KDE! 0123456 质

粒 '()*+,)-./0<2"3-(4567 转染后，各细胞系中

(4567、05K,@75@ 的 KDE! 和蛋白表达水平升高，差

异有统计学意义（!L&I&M），F-+*JC,)5@ 的 KDE! 和

蛋白表达水平降低，差异有统计学意义（!L&I&M）；质

粒 ?,@,65A9I= -(4567 -6CDE! 转 染 后 ，"#$%& 和

8(=> 中 (4567、F-+*JC,)5@ 和 05K,@75@ 的 KDE! 和

蛋白表达水平均无显著变化（!N&I&M），8.(99: 中

(4567 和 05K,@75@ 的 KDE! 和蛋白表达水平显著降

低（!L&I&M），FO+*JC,)5@ 的 KDE! 和蛋白表达水平

差异不显著（!N&I&M）（表 9，表 =）。

. ! "#/%& %5#)-06#2+(-#(078,'34+&#()29:;.123

%'< ! 7=0&+))#.( 1+>+1) .* 29:; .* %5#)-? 6#+2(-#( '(3 78,'34+&#( #( +',4 ,+11 1#(+

(4567，05K,@75@："#$%& 和 8(=> 中，9 分别与 =、P、$、M 各组比较，Q!L&B&9；=，P，$，M 各组两两比较，!N&B&M；8.(99: 中，9 分别与 =、P、$、M 各组

比较 Q!L&B&9；P 分别与 =、$、M 各组比较，Q!L&B&9；=、$、M 各组两两比较，!N&B&M；FO+*JC,)5@："#$%&，8.(99: 和 8(=> 中，9 分别与 =、P、$、M 各

组比较，Q!L&B&9；=、P、$、M 各组两两比较，!N&B&M

= 9B$M 9%B%9 9B&P 9BP& 9MB9$ 9B&> &B>R 9B&& &B>>

P 9B&$ MB&$Q 9B&: 9B=9 =BPMQ 9B9= 9B&9 9B&9 9B9&

$ &B>% =PB&& &B>> 9B=R 9$B:= 9B9P &B>% 9B&$ 9B&>

M 9B&& 9B&& 9B&& 9B&& 9B&& 9B&& 9B&& 9B&& 9B&&

9 $MB=:Q :>BM:Q MMBR=Q =&BP>Q $PBR9Q $&BM&Q &B&MQ &B&9Q &B&9Q

"#$%& 8.(99: 8(=> "#$%& 8.(99: 8(=> "#$%& 8.(99: 8(=>

组别 (4567 05K,@75@ FO+*JC,)5@

各基因的 KDE! 表达水平（=

O!!.7）
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! ! "#$%&'()*

"#$ ! %&' #()*+#,( *-#.#/0 ,1 '*2& 2'.. .#('+ #( '*2& $3,45

!"# $%&'()*++ !"

!"#", $%&'()++ 侵袭实验结果 各细胞系转染质粒

-$%&.*%/0123456/$)7(8 组与其他组相比，侵袭细

胞数目明显增多，差异有统计学意义（!9:":,），表明

上调 $)7(8 基因表达，细胞侵袭性增强；各细胞系转

染质粒 -;*'*(7+,"!/$)7(8/(<=>? 组与其他组相比，

侵袭细胞数目明显减少，差异有统计学意义（!9:":,），

这表明抑制 $)(78 基因表达，细胞侵袭性减弱（表 #，

图 !）。

+ 6 "#$%&'(,-

%*- 6 7()*+#,( 3'+4./ ,1 '*2& 2'.. .#('+ #( '*2& $3,45

组别
侵袭细胞计数（个3@A）

5BCD: @0$,,E @$!F

, G!C",!!!"# CGC"!C!,"GG HD:",!!,"E

! !DF"!,!,"D #!D"#!!!"#, #!:"!,!,"C

# !FG",!!E"# FD"!#!#"HC #,G"#!!C"G

C !DD"D#!!"E #,F"D#!,"G, #,D"#C!!"D

G !F:"HE!!"C ##G"FD!!"CH #,F"DF!,"G

" D!"#! HG"DF GD"CG

! :"::: :"::: :":::

! :"D,!:":C :"D:!:":G :"E,!:":! :"G:!:":, :"H:!:":H :"CG!:":C :"F,!:":, :"DF!:":G :"D,!:":C

# :"D:!:":! :"GG!:":CI :"E:!:":# :"G!!:":# :"#G!:":#I :"CH!:":! :"F#!:":C :"F:!:":# :"D:!:":!

! :":: :":: :":: :":: :":: :":: :":: :":: :"::

, :"F!!:":GI :"FG!:":EI :"DF!:":,I :"FD!:":!I :"FD!:":,I :"FG!:":GI :"GG!:":!

I

:"GG!:":,I :"G!!:":GI

5BCD: @0$,,E @$!F 5BCD: @0$,,E @$!F 5BCD: @0$,,E @$!F

组别 $)7(8 27J*'87' K/.&L<*%7'

各基因的蛋白表达水平（灰度比值）

C :"D:!:":C :"D,!:":! :"E!!:":D :"G:!:":C :"H,!:":! :"CE!:":C :"F!!:":! :"DD!:":! :"DC!:":C

G :"D!!:":E :"D!!:":, :"E#!:":H :"G,!:":E :"H!!:":D :"CG!:":E :"F:!:":C :"F,!:":D :"D#!:":E

" H"GD G"#D E"CD H"#G F"!# E"!# D"#D H"DD D"!#

$)7(8，27J*'87'：5BCD: 和 @$!F 中，, 与 !、#、C、G 各组比较，I!9:":,；!、#、C、G 各组间比较，!M:":G；@0$,,E 中，, 与 !、#、C、G 各组比较，

I!9:":,；# 与 !、C、G 各组比较，I!9:":,；!、C、G 各组间比较，!M:":G；K/.&L<*%7'：5BCD:，@0$,,E 和 @$!F 中，, 与 !、#、C、G 各组比较，

I!9:":,，!、#、C、G 各组间比较，!M:":G

+ 8 "$%&. %9#+//:#;'(/#(/<=2*>&'3#(012+345

%*- ! <?53'++#,( .')'.+ ,1 53,/'#( ,1 %9#+/@ :#';(/#( *(> <=2*>&'3#( #( '*2& 2'.. .#('

!"#"! $&'()*++ 迁移实验结果 各细胞系转染质粒

-$%&.*%/0123456/$)7(8 组与其他组相比，迁移细

胞数目明显增多，差异有统计学意义（!9:":,），表明

上调 $)7(8 基因表达，细胞迁移能力增强；@0$,,E

转染质粒 -;*'*(7+,"!/$)7(8/(<=>? 组与其他组相

比，侵袭细胞数目明显减少，差异有统计学意义

-$%&.*%/0123456/$)7(8 -$%&.*%/0123456 -;*'*(7+,"!/$)7(8/(<=>? -;*'*(7+,"!/(<=>? >N' 8%&'(O*.8*L
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组别
侵袭细胞计数（个!"#）

$%&'( ")*++, "*-.

+ + /'01-+!+1+/ + -&21&2!+1&/ - /-(1/-!+1+(

- .3'1--!+1/- .'21--!+1(2 + (-(1-/!+13,

/ .3.1&/!+1&- 2-+13,!+1'2 + (2'12&!+12&

& .'&1,2!+1+- .3'1,2!+1,2 + (2-1-/!+1/&

2 ..'12&!+1/- ..,1-+!+1/- + (&313,!+1,2

! ,'1-- 2,1&' 3'1/&

" (1((( (1((( (1(((

! ! "#$%&'()*

"#$ ! "%& '()*#+(,- *&./0+ ,1 &#2% 2&00 0(-&. (- &#2% )*,/3

（"4(1(+），$%&'( 和 "*-. 细胞系转染 567879:;+1-<

*=:9><9?@AB后，迁移细胞数目差异不显著（"C0102），

这表明抑制")*++, 细胞系中 *=9:> 基因表达，细胞

迁移能力减弱（图 /，表 &）。

+ 4 "#$%&'(,-

5() 4 "%& '()*#+(,- #$(0(+6 ,1 &#2% 2&00 0(-&. (- &#2% )*,/3

4 ./

结肠癌的发病是一个多因素、多步骤的过程，

形成不同病理阶段的相应表型，这些因素主要包括

内部原癌基因渐序突变激活、抑癌基因的失活及外

部环境的影响等。目前结肠癌的治疗方案主要包括

外科手术、化疗、放疗和生物治疗在内的综合治疗。

但临床上，大多数结肠癌患者就诊时已处于中晚

期，部分患者己经失去手术治疗机会，而且有些患

者手术后很快发生复发与转移，对于这些患者目前

还没有有效的治疗方案，而转移最终导致了结直肠

癌患者的死亡。因此，探究肿瘤转移的机制及防治

措施已成为当前改善结肠癌患者预后的关键所在，

也是当前国内外肿瘤研究领域的热点话题。

恶性肿瘤最主要的特征之一是转移，肿瘤的转

移是一个复杂的多级的生物学过程，而肿瘤细胞获

得侵袭转移能力的关键一步便是 DE*

F+0G。DE* 的主

要特征是上皮细胞表型标记物的表达下调或缺失

（如 D<HIJ?7K:8），而间质细胞表型标记物 （如

L:M78>:8、A<HIJ?7K:8 等）表达上调 F++<+-G。调控 DE*

发生的分子机制目前仍不完全清楚，但 *=:9> 基因

作为一种关键的转录调控因子，高表达 *=:9> 基因

引发 DE* 而促进肿瘤侵袭转移的作用越来越引起

人们的关注F+/G。目前研究认为，*=:9> 作为一种高度

保守的转录因子，可能通过结合相应靶基因启动子

上的 D<NOP 序列，从而抑制 D<HIJ?7K:8 的表达，同

时激活诸多间质细胞标记物的表达，从而促进

DE*。6IO 等F+&G的研究证实 *=:9> 基因可以通过下调

D<HIJ?7K:8 的表达影响食管鳞状细胞癌的侵袭和转

移能力；@Q 等F+2G发现胃癌细胞中 *=:9> 基因的高表

达可以增强细胞侵袭性，导致预后不良。为进一步

研究 *=:9> 基因对人结肠癌细胞的调控作用，本实

验中，成功提取质粒并转染结肠癌细胞系后发现，

调控 *=:9> 基因高表达后，间质表型标志物

L:M78>:8 表达水平显著升高，上皮表型标志物 D<

HIJ?7K:8 表达水平显著降低，差异具有统计学意义，

这表明 *=:9> 基因表达水平升高后能够促进 DE*

分子事件的发生，并增强肿瘤细胞的迁移和侵袭能

力；抑制 *=:9> 基因表达水平后，只有 ")*++, 细胞

中间质表型标志物 L:M78>:8 表达水平明显降低，上

皮表型标志物 D<HIJ?7K:8 无显著变化。*KI89=7;; 实

验表明抑制 ")*++, 细胞中 *=:9> 基因表达后，肿

瘤细胞的侵袭性和迁移性明显减弱。

综上所述，随着对 *=9:> 基因研究的深入，*=:9>

基因的激活和失活可能会成为判断肿瘤预后的重

要因素，对 *=:9> 基因表达的调控可能会成为肿瘤

5*KIH7K<)ELRS$T<*=:9> 5*KIH7K<)ELRS$T 567879:;+1-<*=:9><9?@AB 567879:;+1-<9?@AB
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