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()*$"++ 过表达对结肠癌细胞 ,-&.% 凋亡、增殖
和裸鼠成瘤的影响
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结肠癌是一种常见的胃肠道肿瘤，在世界范围

内的发病率和与癌症相关的死亡率中位居前例d"e。

相关研究表明，癌基因的激活和抑癌基因的失活对

结肠癌的发生、发展起重要作用d!e。尽管在诊断和治

疗上有很大进步，但其发病机制尚未完全明了。因此，

需要进一步探寻结肠癌的关键分子机制，为结肠癌

患者开发更有效的疗法。?)/0M*KJ8（()*KJ8）是一

类长度约为 ">+!& :9 的内源性非编码小 *KJ，通过

靶向靶基因 +,$P5*的碱基互补配对结合，引起转录

抑制或调节 (*KJ 降解，从而在植物和动物中发挥

重要作用d+e。()*KJ控制并参与多种细胞过程的基因

表达，包括炎症、代谢、增殖和细胞凋亡d&e。已有研究
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表明 !"#$%&& 在肺癌、胃癌、膀胱癌和前列腺癌中

表达下调，!"#$%&& 过表达抑制癌细胞的恶性行

为，提示其可能是阻断癌症进展的靶点'($)*。但目前

!"#$%&& 在结肠癌进程中的作用和潜在机制尚不

完全清楚，相关研究很少，本文旨在探究 !"#$%&&

过表达对结肠癌细胞 +,-). 凋亡、增殖和裸鼠成瘤

的影响。

! !"#$%

%/% !"#$ #012%3-. 培养基（3%)4.$%54）、

胎牛血清（53-..$.&3）、青$链霉素（%(%-.$%55）和

胰蛋白酶（5(5..$.(3）均购自美国 6"789 公司；辣根

过氧化物酶标记山羊抗兔 2:6（;.5.)）、<=; 蛋白

浓度测定试剂盒（0..%5+）、;>>?@"> A$B2C= 细胞凋

亡检测试剂盒（=%.35+）、==D$) 试剂盒（=..&4）

购自上海碧云天生物技术研究所；兔抗 <E@（E7(&%(-）、

<8F$5（E7%G3-G(）、=EHIEH?$&（E7%&)-4）、8F?EJ?K =EH!

IEH?$&（E75&.5）、=EHIEH?$G（E7(55G)）、8F?EJ?K =EH!

IEH?$G（E75&5-）、8$1L8（E7&G3))）、6;0MN（E7G-)(）

单克隆抗体均购自英国 ;78E! 公司。

%/5 %&'( 人结肠癌 +,-). 细胞株来源于中

国典型培养物保藏中心（=O">E =?>P?Q R9Q CLI? =SF!

PSQ? =9FF?8P"9>，==C==），置于 &4"，(T =U

5

恒温培养

箱中用 #012 %3-. 培养基（含 %. T胎牛血清和 % T

青$链霉素）培养，每 & K 传代 % 次，收集细胞时用

.V5( T胰蛋白酶消化，实验选用对数生长期细胞。

%V& %&)*+,- 将 +,-). 细胞接种于 3 孔

板（%#%.

( 个W孔），待 3.T融合度时更换为无血清培

养基。采用 X"I9#Y;"

C1 转染试剂将 +8QE!7F? 和

!"#$%&& !"!"8 转染至 +,-). 细胞，细胞分组为：

对照组、+8QE!7F? 组和 !"#$%&& !"!"8 组。

%V- #C$0=# ./ !"#$%&& 01 用 CQ"Z9F 法从

各组 +,-). 细胞中提取总 #Y;，采用 0Q"!?+8Q"I 反

转录试剂盒进行反转录成 8MY;，通过 +[<# 0Q?!"@

\@ CE] 说明书配置 0=# 反应体系，!"#$%&& 上游引

物：($$CCC66C====CC=;;==$&$，下游引物：($$6;$

6=;666C==6;66C$&$。反应条件为：G(" ( !">，

G(" &. H，3." &. H，45" &. H，-( 个循环，45" %. !">。

!"#$%&&的相对表达使用公式 5

$!!=P 计算。

%V( 23%&4./%&56 胰蛋白酶消化并

收集 +,-). 细胞到 %. !X 的离心管中，每样本细胞

数为 &%%.

3

W!X，% (.. QW!"> 离心 ( !">，弃去培养液，

用孵育缓冲液洗涤 %次，% (.. QW!">离心 ( !">，重悬

细胞后室温避光孵育 %( !">，加入 %. "X ;>>?@">

A$B2C=后避光孵育 %. !">，加入 %. "X 碘化丙啶避

光孵育 &. !"> 后，通过流式细胞仪检测各组细胞凋

亡情况。

%V3 ,?HP?Q> 78./ <8F$59<E@9=EHIEH?$&9=EH!

IEH?$G98$1L8 :;<1=> 取各组对数生长期

+,-). 细胞裂解提取总蛋白，通过 <=; 试剂盒测定

蛋白质含量。取等量蛋白质样品 %.."变性 ( !">

后用 +M+$0;6\ 凝胶电泳法分离并转移至聚偏氟

乙烯膜，在 -"条件下加入 <8F$5、<E@、=EHIEH?$&、

=EHIEH?$G 和 8$1L8 一抗（% &% ...）并孵育过夜，

0<+C 清洗 & 次，-"下加入辣根过氧化物酶标记山

羊抗兔 2:6（%&( ...），孵育 % O，最后加入 \=X 发光

液曝光拍照。以 6;0MN 为内参，目的条带灰度值W

6;0MN 灰度值表示蛋白表达水平。

%V4 ==D$).?%@ABCD 收集各组 +,-).细

胞，接种至 G3 孔板，每孔加入 %. "X ==D$) 溶液，

&4"下培养 - K，于第 5-、-)、45、G3 小时检测 -(. >!

处吸光度值计算细胞增殖倍数。

%V) EFGHIJ./%@EFGHK 在培养

皿中培养 +,-). 细胞 - K，接种至 3 孔板，每孔约

(.. 个细胞，培养 %- K，用 -T多聚甲醛固定 &. !">，

.V(T结晶紫染色，0<+ 清洗后拍照观察细胞克隆形

成数目，计算细胞克隆形成率。细胞克隆形成率^细

胞克隆数W接种细胞数%%..T。

%VG LMNOPQRSTU %. 只 &. 日龄雄性

<EF7W8 裸鼠购自北京维通利华动物科技有限公司，

体重（5.'5）:，动物生产许可证号：+=_D（京）5.%G`

...G，在特定的无病原体条件下饲养。取方法 %V& 对

照组和 !"#$%&& !"!"8 组细胞用 0<+ 将细胞密度

调至 %#%.

4

W!X，于裸鼠右侧腋窝处皮下注射 .V5 !X

细胞悬液，将裸鼠随机分为 5 组：对照组和 !"#$

%&& !"!"8组。第 5)天处死所有裸鼠，检测裸鼠肿瘤

重量，#C$0=#检测裸鼠肿瘤 !"#$%&&表达水平。

%V%. VW-X.? =EHIEH?$&YD"34Z[%@D 取

各组裸鼠肿瘤组织，常规石蜡包埋切片，厚度约为

- "!，按免疫组化检测试剂盒说明书对各组裸鼠肿

瘤组织进行免疫组化染色，M;< 显色试剂盒显色，

苏木素复染，盐酸酒精分色，光学显微镜观察=EH!

IEH?$&、D"34 在肿瘤组织中的表达情况。

%V%% \]^_* 使用 6QEIO0EK 0Q"H! ( 进行

统计分析，正态分布的计量资料表示为 !"#，组间

比较采取 !"#$% 检验，多组间比较采用单因素方

差分析（&'($)*+ ,"&-,）。.(.V.(为差异有统计学

意义。

" &'

5V% +,-). %@`a !"#$%&& !"!"8 通过 #C$

0=#检测 !"#$%&&表达水平，结果如图 %所示，与对

潘琼，等V!"#$%&& 过表达对结肠癌细胞 +,-). 凋亡、增殖和裸鼠成瘤的影响!

(

"
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注：与对照组比较，!!!"#"$

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

-./ * 012345165 78 ".9 %&'' 7:5;5<=;5>>.71 71 ?@A :.BC.3.?D 78

()*+, EA33>

注：与对照组比较，%!!"&"$

! ' ".9%&'' "#-% ()*+, &' FE3%G.FB<.HB>=B>A%'.HB>!

=B>A%I.E%JDE/01-23*+,

-./ ' K88AE?> 78 ".$%&'' 7:A;A<=;A>>.71 71 ?@A A<=;A>>.71 78 LE3%

G4LB<4MB>=B>A%'4MB>=B>A%I B1N E%ODE .1 PQ*+, EA33>

照组相比，'()*+,, '('(- 组 '()*+,, 表达显著升

高（".+,/&0"，!!"&"$）。

1&1 '()2+,,!"#$ 3456"%&'()*+ 通

过流式细胞仪检测各组 3456" 细胞凋亡率，结果如

图 1 所示，与对照组相比，'()*+,, '('(- 组细胞凋

亡率显著升高（".$7&77$，!!"&"$）。

1&, '()*+,, !",$ 3456" %& 8-9*1-8:;-

<:=>:=?2,-<:=>:=?27--2@A- ./0,12)*

+ 通过 4?=B?CD 印迹检测各组细胞 8-921、8:;、

<:=>:=?2,、<:=>:=?27、-2@A- 蛋白表达水平，结果如

图 ,所示，与对照组相比，'()2+,, '('(-组 8:;E8-92

1、-9?:F?G <:=>:=?2,E<:=>:=?2,、-9?:F?G <:=>:=?27E

<:=>:=?27 表达显著升高（".01/&6$、+,6&0/、$$&6$，均

!!"&"$），-2@A- 蛋白表达水平显著降低（".66&76，

!!"&"$）。

注：与对照组比较，%!!"&"$

! G ".$%&''"1-% PQ*+,&'56*+,

-./ G K88AE? 78 ".$%&'' 7:A;A<=;A>>.71 71 B=7=?7>.> 78 PQ*+, EA33>

注H与对照组比较，%!!"&"$
! & PQ*+,&'78".$%&'' ".".E

-./ & PQ*+, EA33> ?;B1>8AE?AN R.?@ ".$%&'' ".".E

1&5 '()2+,,!0#$ 3456"%&34)*+ 通

过 <<I26 法检测各组细胞活力，结果如图5所

示，与对照组相比，'()2+,, '('(- 组细胞活力显著

降低（".56&$"，!!"&"$）。

1&$ '()2+,,!0#$ 3456"%&56)*+ 通

过克隆形成实验检测各组细胞克隆形成率如图 $

所示，与对照组相比，'()2+,, '('(- 组细胞克隆形

成率显著降低（".51&/,，!!"&"$）。
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!"# $%&'()) !"#$%&'()*+,-,.

/0 检测各组裸鼠肿瘤重量如图 #*、+ 所示，与

对照组相比，$%&'()) $%$%, 组肿瘤重量显著降低

（!-(".//，"!0"01）；&2'34& 检测各组裸鼠肿瘤

$%&'())表达水平结果如图 #4所示，与对照组相比，

$%&'())$%$%,组$%&'())表达水平显著升高（!-("05)，

"!0"01）；免疫组化检测各组裸鼠 4678679')、:%#.阳

性细胞数结果如图#;所示，与对照组相比，$%&'())$%$%,

组4678679') 阳性细胞数显著升高（!#("(#.，"!0"01），

:%#. 阳性细胞数显著降低（!-("11.，"!0"01）。

注：与对照组比较，<"!0"01
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结肠癌是一种常发于中老年群体的恶性消化

道肿瘤，主要发病部位为直肠与乙状结肠交界处。

结肠癌早期症状不典型，诊断困难，且多数患者发

现时已处于癌症中晚期，导致预后较差。因而，迫切

需要探寻早期诊断结肠癌的生物学标志物。

细胞凋亡途径的活化是治疗肿瘤最主要的方

法之一。细胞凋亡分为外源性、内源性及内质网应

激凋亡途径=>?。+,@'! 家族的抗凋亡蛋白 +,@'! 和促

凋亡蛋白 +6A 是细胞凋亡的关键调控因子，升高

+6AB+,@'! 比值可诱导细胞凋亡，降低 +6AB+,@'! 比

值则抑制细胞凋亡=(0?。细胞质中的 4678679') 一般

无活性，并以 3CD4678679') 形式存在，当细胞受到

凋亡刺激时，被激活进而诱导细胞发生凋亡，当

4678679') 活化时意味着凋亡进入不可逆阶段 =((?。

4678679'> 是一种常见凋亡启动因子，可通过激活下

游凋亡执行因子启动凋亡=(!?。4'$E, 是一种常见的

原癌基因，可促进细胞增殖或诱导细胞凋亡，在结

肠癌组织中异常高表达=()?。FG*HI 等=(5?研究发现，

$%&'()) 靶向 JKL 原癌基因 (，诱导三阴性乳腺癌

细胞凋亡。许荣华等=(1?研究发现，上调 $%&'())水平

可抑制胃癌细胞的侵袭并诱导凋亡。本研究发现，

注：与对照组比较，<"!0"01

! F "/9%&''"56%789:;<=>?>-./0-,,!2
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潘琼，等"$%&'()) 过表达对结肠癌细胞 LP5/0 凋亡、增殖和裸鼠成瘤的影响!
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5.1



!"#$%&& 过表达具有升高 '()*+ 细胞 ,-./,01$2、

013-435 6-78-73 9&:6-78-73 $&、013-435 6-78-73 $;:

6-78-73$; 表达，降低 0$<=0 蛋白表达水平和升高

结肠癌裸鼠移植瘤 6-78-73$& 阳性表达率的作用。

提示 !"#$%&& 过表达通过调节线粒体凋亡通路凋

亡因子，诱导 '()*+ 细胞凋亡，促进结肠癌裸鼠移

植瘤肿瘤细胞凋亡。

结肠癌的发生、发展是多步骤、多基因变化的

过程，从分子角度出发，抑制癌细胞增殖是治疗结

肠癌的基本策略>%?@。A"?B在肿瘤组织中的表达强度与

肿瘤细胞的增殖密切相关。已有研究表明，A"?B在结

肠癌肿瘤组织中高表达>%B@。彭玉平等 >%*@研究发现，

!"#9%& 通过靶向 CDA2 抑制胃癌细胞增殖。胡东辉

等>%;@研究发现，!"#9%&& 通过影响 EFG# 表达而抑

制肝癌细胞的增殖。本研究发现，!"#9%&& 过表达

可降低 '()*+ 细胞克隆形成率和结肠癌裸鼠移植

瘤A"?B 的阳性表达率。提示 !"#9%&& 过表达抑制

'()*+ 细胞和结肠癌裸鼠移植瘤肿瘤细胞增殖。

综上所述，本研究通过过表达 '()*+中!"#9%&&，

观察其对'()*+ 细胞生物学的影响。结果证实，

!"#9%&& 过表达诱导 '()*+ 细胞凋亡，抑制 '()*+

细胞增殖和裸鼠肿瘤的形成。!"#9%&& 可能为结肠

癌的诊疗提供新的依据和分子靶点。
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