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$D'&-#(:/5在结直肠癌组织中的表达及其对人结直肠癌

细胞生物学行为的影响
"

陈!薇#朱肖男#王!瑾#王一平#杨锦林#

四川大学华西医院 消化内科 !成都!"##$""

!!&摘要'!目的!了解?6C>=<4/.Q在结直肠癌中的表达及其对人结直肠癌细胞株生长*增殖及迁移能力的影响(

方法!自四川大学华西医院疾病组织标本库选取!对结直肠癌组织及相应癌旁正常组织标本#采用实时荧光定量

*%+检测组织标本中?6C>=<4/.Q基因的表达量(构建稳定过表达?6C>=<4/.Q的结直肠癌细胞株#用实时荧光定量

*%+及蛋白质印迹验证后#采用%%W/R*:3C4&J166细胞迁移实验检测过表达?6C>=<4/.Q对人结直肠癌细胞生长*

增殖以及迁移能力的影响(结果!在结直肠癌组织中?6C>=<4/.Q的表达量较癌旁正常组织中减少!3$#F#G"#过

表达?6C>=<4/.Q后 ;%:"G细胞间的黏附性降低#细胞呈离散型生长#并且可促进 ;%:"G细胞的生长增殖#此外#

过表达?6C>=<4/.Q可使+WE细胞及 ;%:"G细胞的迁移能力明显增强(结论!?6C>=<4/.Q可显著提高人结直肠癌

细胞的迁移能力#提示?6C>=<4/.Q可能与结直肠癌的转移相关(

&关键词'!结直肠癌!?6C>=<4/.Q!紧密连接!细胞迁移!转移

P%,.?@A,;;#<('(-V#<D<T#$'DS&($=#<(<>$D'&-#(:/5#(6<D<A,$='D6'($,A!/5@0 H(*#45>8*&$9;&;#H60A

U*;#H60A D*9E*;.#D60A U*;9I*;# FN(E&)',(;'$C A&-')$(;'()$I$."#H(-'/B*;& 5$-E*'&I#2*#B+&;

>;*K()-*'"#%B14H=>!"##$"#%B<4C

# %7331&,74=<4HC>2B73#I/'C<6$'7>&1/GUU!"!QF?7'

&FB;=A'$='!GBH,$=#*,!:7=1213'<412B11@,31&&<747K?6C>=<4/.Q<4?76731?2C6?C4?13C4=,C3C?C3?<47'C

2<&&>1&#C4=<2&1KK1?2&742B1,376<K13C2<74C4='<H3C2<747K?76731?2C6?C4?13?166&F+,=%<-;!)<@,C<3&7K&C',61&7K

?76731?2C6?C4?13C4=?7331&,74=<4H,C3C?C3?<47'C2<&&>1&J131?7661?21=K37'2B101&2%B<4C;7&,<2C67K)<?B>C4

94<L13&<2AFi>C42<2C2<L131C62<'1*%+ JC&,13K73'1=27=1213'<412B11@,31&&<747K?6C>=<4/.Q<42B12<&&>1

&C',61&F%76731?2C6?C4?13?1666<41&J<2B&2C5617L131@,31&&<747K?6C=><4/.QJ131?74&23>?21=>&<4H6142<L<3>&F

%%W/RC4='<H3C2<74C&&CA&J131?74=>?21=27<=142<KA2B11KK1?2&7K?6C>=<4/.Q74?166,376<K13C2<74C4='<H3C2<74F

7,;&D=;!:B11@,31&&<747K?6C>=<4/.Q<4?76731?2C6?C4?132<&&>1&=1?31C&1=?7',C31=J<2B2B1<3C=jC?142473'C6

2<&&>1&!3$#F#G"F?6C>=<4/.Q=1?31C&1=?166C=B1&<74C4=<4?31C&1=?166,376<K13C2<74<4;%:"G?166&F+WEC4=

;%:"G?166&J<2B7L131@,31&&1=?6C>=<4/.QBC=<4?31C&1=C5<6<2A7K'<H3C2<74F6<($D&;#<(!?6C>=<4/.QKC?<6<2C21&2B1

'<H3C2<74C5<6<2A7K?76731?2C6?C4?13?166&C4='CA,C32<?<,C21<42B1'12C&2C&<&7K?76731?2C6?C4?13F

&I,CJ<A-;'!!%76731?2C6?C4?13!!?6C>=<4/.Q!!:<HB2j>4?2<74!!%166'<H3C2<74!!(12C&2C&<&

!!越来越多的研究已证实#肿瘤的发生和发展与

其微环境有着密切的联系(人体器官正常功能的维

持依赖于其细胞内外微环境的平衡#相邻上皮及内

皮细胞的紧密连接形成了细胞间的保护屏障#严格

控制细胞之间的物质交换及信号传导#从而维持细

胞的正常功能
," .-(?6C>=<4家族作为细胞紧密连

接的重要组成部分之一#对维持上皮细胞的极性及

调控细胞内外离子和小分子的转运具有重要的意

义#其表达紊乱与多种疾病的发生都具有一定相关

性#其中也包括结直肠癌,Q G-(然而#目前国内外尚

" 四川省学术和技术带头人培养支持项目!D7F川人社办发

3.#"!4"RQ/"G"资助

# 通信作者#I/'C<6$'7>&1/GUU!"!QF?7'

无关于?6C>=<4/.Q对结直肠癌细胞生物学行为影响

的研究(因此#本研究着眼于探讨?6C>=<4/.Q在结

直肠癌及癌旁正常组织中的表达差异#及其对人结

直肠 癌 细 胞 株 生 物 学 行 为 的 影 响#以 期 探 索

?6C>=<4/.Q在结直肠癌发生*发展过程中所发挥的

作用(

1!材料和方法

1F1!组织标本来源

!对结直肠癌及相应癌旁正常组织标本来源于

四川大学华西医院疾病组织标本库(患者均为华西

医院手术患者#术后病理证实为结直肠癌#且术前未

接受放化疗或其他针对肿瘤的治疗(标本使用已获
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得患者知情同意以及四川大学华西医院伦理委员会

审批通过(

1F/!主要试剂

?6C>=<4/.Q抗体购自T5?C'公司+:+N\76购自

N4L<237H14公司+逆转录试剂盒购自:CWC+C公司+

荧光定量*%+试剂盒购自[<7/+C=公司+青链霉

素*胰酶!含#F.G̀ IV:T"*V(I( 培养基购自

<̂5?7公司+胎牛血清购自%166/[7@公司+%%W/R购

自V7j<4=7公司+:C4&J166小室*'C23<H16基质胶购

自%734<4H公司(

1F5!细胞培养及稳定株构建

人结直肠癌 +WE*;%:"G*;%:""!*;:.S*

)0$R#*)0!.#*)0RQU细胞株以及人肾上皮.SQ:

细胞株和,%V;/%(-/(%)/I8"/?7,̂ 8*慢病毒

载体质粒均获赠于四川大学华西医院生物治疗国家

重点实验室(所有细胞株均用含".̀ 胎牛血清和

"##9.'Z青链霉素的V(I( 培养基于QU_*体

积分数G̀ %E. 孵箱中培养(构建稳定细胞株时#

首先用*%+合成并扩增?6C>=<4/.Q全长序列并进

行琼脂糖凝胶电泳#回收特异性*%+产物后进行酶

切及连接反应将?6C>=<4/.Q基因片段插入,%V;/

%(-/(%)/I8"/?7,̂ 8*慢病毒载体质粒#进行转

化后用试剂盒抽提质粒并用电泳及测序验证后#将

含?6C>=<4/.Q基因片段的慢病毒载体质粒及空白载

体,%V;/%(-/(%)/I8"/?7,̂ 8*用.SQ:细胞进

行病毒包装#选取实时荧光定量*%+检测结果中

?6C>=<4/.Q'+DT表达量最低的两个细胞株行病毒

感染#$RB后荧光显微镜下观察荧光比例#进一步

进行流式细胞分选#筛选出表达绿色荧光的细胞#即

获得稳定过表达?6C>=<4/.Q的细胞株以及对照细胞

株+WE/̂ 8*和;%:"G/̂ 8*(

1K3! 实时荧光定量 967 检测组织和细胞中

$D'&-#(:/5N7RF的表达

采用:+N\76法提取结直肠癌及相应癌旁正常

组织或细胞株+DT#用)?C4V37,"##超微量核酸测

定仪检测+DT的纯度及浓度#以及琼脂糖凝胶电

泳检测 +DT完整性后将 +DT 反转录为?VDT(

进一步进行荧光定量*%+#?6C>=<4/.Q'+DT上*

下游引物序列分别为G]/%%%̂ %%T:%TT̂ :T%

:T%T̂ /Q]和G]/T̂ T̂%̂ :%%T%%̂ T̂ ::/Q]#以

A63N5 为内参#上*下游引物序列分别为 G]/

T%:%%:%%T%%:::̂ T%̂ %/Q]和G]/̂ %:̂ :T̂

%%TTT::%̂ ::̂ :%/Q](实时荧光定量*%+反

应程序为$SG_#"#&+SG_"#&#GU_.#&#U._

"#&#共$#个循环+U._#!#&(每个样本及基因设

置.个复孔#结果取平均值#用.d))%2
方法计算基因

的表达量(

1KM!蛋白质印迹!W,;=,A(BD<="检测细胞中的

$D'&-#(:/5蛋白

提取+WE及 ;%:"G稳定细胞株内总蛋白后

用[%T法检测总蛋白浓度#分别取等质量蛋白#加

热变性后)V)/*T̂ I电泳分离#恒流Q##'T转移

至*-V8膜#根据目的蛋白位置进行裁膜#G̀ 脱脂

牛奶封闭#?6C>=<4/.Q抗体!稀释比例"cR##"$_

孵育过夜#内参为#/C?2<4#次日室温孵育辣根过氧

化物标记的二抗!稀释比例"c"####".B(:[):

洗膜后用化学发光法显色并曝光(

1FL!细胞形态观察

将过表达?6C>=<4/.Q的 +WE*;%:"G细胞及

空白对照+WE*;%:"G细胞进行传代#次日于显微

镜下观察细胞形态并拍照(

1KO!66I:2法检测细胞生长

取对数生长期过表达 ?6C>=<4/.Q 的 +WE*

;%:"G稳定细胞及相应对照细胞#胰酶充分消化并

适当稀释细胞悬液后行细胞计数#于S!孔板中每孔

加入"##&Z细胞悬液!Q###个细胞"进行培养#每

组设置G个复孔#于第"*Q*G*U天分别加入"#&Z

%%W/R试剂#QU_孵育.B后用酶标仪检测光密度

值!EV$G#"#绘制细胞生长曲线(

1K2!PA'(;J,DD迁移实验

胰酶消化细胞后"###3.'<4#Q'<4离心#用不

含血清的 V(I( 重悬细胞并计数#于上室!即小

室"内加入.##&Z细胞悬液!+WE稳定株G#万个

细胞#;%:"G稳定株Q.万个细胞"#下室!即.$孔

板"内加入R##&Z培养基!+WE稳定株.#̀ 胎牛

血清#;%:"G稳定株".̀ 胎牛血清"#置于QU_*

G̀ %E. 孵箱中培养$RB后#用棉签擦去小室内未

迁移细胞#将小室置于甲醇中固定"G'<4#"̀ 结晶

紫染色"G'<4#自来水洗去多余染料#晾干后显微

镜下拍照(

1F4!统计学方法

组间比较采用'检验(3$#F#G为差异有统计

学意义(

/!结果

/K1!$D'&-#(:/5在结直肠癌组织中的表达

实时荧光定量*%+检测!对结直肠癌及癌旁

正常组织中?6C>=<4/.Q的表达量#结果显示RQ̀

.QQ
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!G.!"的结直肠癌组织中?6C>=<4/.Q的表达量较癌

旁正常组织降低#另一对癌及癌旁组织中?6C>=<4/

.Q的表达量相同#统计学分析显示两组?6C>=<4/.Q

表达量差异有统计学意义!结直肠癌组织#aGRe

#a$G#正常组织$"a"Qe#aGR+3$#F#G"(

/K/!$D'&-#(:/5过表达稳定细胞株构建

实时荧光定量*%+检测结果显示!图""#细胞

株+WE和 ;%:"G中?6C>=<4/.Q'+DT相对表达

量最低#因此选取这两个细胞株构建稳定过表达

?6C>=<4/.Q 细 胞 株 +WE/?6C>=<4/.Q*;%:"G/

?6C>=<4/.Q 以 及 空 白 对 照 细 胞 株 +WE/̂ 8**

;%:"G/̂ 8*(结果显示+WE/?6C>=<4/.Q*;%:"G/

?6C>=<4/.Q细胞株中绿色荧光比例约为S#̀ !图

."#筛选出的表达绿色荧光的+WE/?6C>=<4/.Q以及

;%:"G/?6C>=<4/.Q细胞中?6C>=<4/.Q的表达较其

空白对照细胞株升高!图Q"#均提示过表达稳定株

构建成功#可用于后续实验(
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图1!实时荧光定量967检测多个人结直肠癌细胞株中$D'&-#(:/5

的表达

S#T1!U,=,$=#<(<>=%,A,D'=#*,,?@A,;;#<(<>$D'&-#(:/5 N7RF#(

$<D<A,$='D$'($,A$,DDD#(,;&(-,AA,'D:=#N,]&'(=#='=#*,967

RKO-GFP RKO-claudin-23 HCT15-GFP HCT15-claudin-23

Dark field

Bright field

图/!绿色荧光显微镜观察慢病毒感染细胞株内绿色荧光表达情况([100

S#T/!.?@A,;;#<(<>TA,,(>D&<A,;$,($,#(D,(=#*#A'D#(>,$=,-$,DD;<B;,A*,-BCTA,,(>D&<A,;$,($,N#$A<;$<@CK[100

/K5!$D'&-#(:/5过表达对结直肠癌细胞形态的影

响

通过观察细胞形态可以发现;%:"G/̂ 8*细胞

同母细胞一样#呈片状生长#而;%:"G/?6C>=<4/.Q细

胞间的黏附减少#呈现出单个*离散型生长趋势!图

$"#提示细胞的迁移*侵袭能力可能发生一定改变(

然而#+WE/?6C>=<4/.Q细胞株的形态未发生明显变

化(

/K3!$D'&-#(:/5对细胞生长增殖的影响

%%W/R实验结果!图G"显示;%:"G/?6C>=<4/.Q

细胞在生长至第Q天时#其EV$G#稍高于对照组#至

第G*U天时#高于对照组细胞!3$#F#G"#表明

?6C>=<4/.Q可能促进了 ;%:"G细胞的生长增殖(

而在+WE细胞中#过表达组细胞和对照组细胞的
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图5!细胞株内$D'&-#(:/5N7RF!F"和蛋白!V"表达量

S#T5!.?@A,;;#<(;<>$D'&-#(:/5N7RF !F"'(-@A<=,#(!V"#($,DD

D#(,;

C$+WE/̂ 8*+5$ +WE/?6C>=<4/.Q+?$ ;%:"G/̂ 8*+=$

;%:"G/?6C>=<4/.Q

QQQ
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A B C D

图3!$D'&-#(:/5对Q6P1M及7IG各组细胞形态的影响([100

S#T3!.>>,$=;<>$D'&-#(:/5<($,DDN<A@%<D<TC<>Q6P1M'(-7IG$,DD;K[100

T$;%:"G/̂ 8*H37>,+[$;%:"G/?6C>=<4/.QH37>,+%$+WE/̂ 8*H37>,+V$+WE/?6C>=<4/.QH37>,

HCT15-GFP

HCT15-claudin-23

RKO-claudin-23

RKO-GFP4
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图M!$D'&-#(:/5过表达对Q6P1M细胞和7IG细胞生长增殖的影

响

S#TM!.>>,$=;<>$D'&-#(:/5<(=%,TA<J=%'(-@A<D#>,A'=#<(<>Q6P1M

'(-7IG$,DD;

" 3$#a#G#L&F;%:"G/̂ 8*

EV$G#无明显差异#提示?6C>=<4/.Q对 +WE细胞

的生长增殖无明显影响(

/KM!$D'&-#(:/5对结直肠癌细胞迁移能力的影响

:3C4&J166迁移实验结果!图!"显示 +WE/

?6C>=<4/.Q细胞及 ;%:"G/?6C>=<4/.Q细胞穿过小

室的数量均较对照组增多3!"Q##a#GeU#aSG"L&F

!U!Ga## e .GaSG"+!. Q.Ga## e .SSaGG"

L&F!"#Q#a#Ge SSaS#"+3 均 $ #a#G4#提 示

?6C>=<4/.Q可显著增强结直肠癌细胞的迁移能力(

5!讨论

?6C>=<4家族是相对分子质量为!.#'.U"X

"#Q*含$个跨膜结构域的蛋白#是细胞间紧密连接

的结构性及功能性组成成分#在维持细胞的排列*黏

附以及细胞间的物质转运方面发挥着重要作

用
,Q $-(自"SSR年报道第一个?6C>=<4蛋白以来目

前已发现有.U个?6C>=<4家族成员,! U-(随着对

?6C>=<4蛋 白 家 族 研 究 的 深 入#研 究 者 们 发 现

?6C>=<4蛋白的异常表达不仅与特应性皮炎,R S-*炎

症性肠病
,"# ""-

等黏膜屏障功能受损疾病密切相关#

而且在肿瘤的发生发展中也发挥着重要作用(例如

?6C>=<4/.可促进乳腺癌肝转移+?6C>=<4/"可通过

I+W信号通路促进肝癌的上皮间质转化+在乳腺癌

中?6C>=<4/U 表达缺失#并且与预后不良相关+

?6C>=<4/""可能接受 '<?37+DT/$."的调控进而促

进胃癌细胞株的增殖及转移+?6C>=<4/"R可与I+W

信号通路之间形成正反馈通路促进胆管癌的发生及

发展
,". "!-(

!!目前研究较多的与结直肠癌相关的?6C>=<4蛋

白成员包括?6C>=<4/"*Q*$*U#其中?6C>=<4/"在结直

A B C D

图L!PA'(;J,DD迁移实验检测$D'&-#(:/5对7IG和Q6P1M细胞迁移能力的影响([30

S#TL!.>>,$=;<>$D'&-#(:/5<(=%,N#TA'=#<('B#D#=C<>7IG'(-Q6P1M$,DD;-,=,$=,-BC=A'(;J,DDN#TA'=#<(';;'CK[30

T$+WE/̂ 8*H37>,+[$+WE/?6C>=<4/.QH37>,+%$;%:"G/̂ 8*H37>,+V$;%:"G/?6C>=<4/.QH37>,

$QQ



第Q期 陈!薇等$?6C>=<4/.Q在结直肠癌组织中的表达及其对人结直肠癌细胞生物学行为的影响

肠癌中发挥着促癌因子样作用
,"U .R-#?6C>=<4/$则

表现 为 抑 癌 因 子 样 作 用
,"S .#-#而 ?6C>=<4/Q 及

?6C>=<4/U对结直肠癌 的 影 响 则 具 有 一 定 的 争

议
,." .U-(由于人类?6C>=<4/.Q基因序列在.##Q年

才首次被 WT:E; 等
,.R-
报道#因此目前关于

?6C>=<4/.Q与结直肠癌的研究极少(

本研究发现?6C>=<4/.Q在结直肠癌组织中的表

达较正常组织降低#这与既往研究结果,.S Q"-
一致(

?6C>=<4/.Q在结直肠癌中的表达降低可能是受到组

蛋白甲基化酶IO;.的调控#IO;.可使?6C>=<4/.Q

基因启动子高度甲基化#进而抑制其表达,Q"-(

然而#通过构建过表达?6C>=<4/.Q的稳定细胞

株#我们发现过表达?6C>=<4/.Q可明显提高人结直

肠癌细胞株+WE和 ;%:"G的迁移能力#表现出促

癌因子样作用(同时#?6C>=<4/.Q可使 ;%:"G细胞

之间的连接减少#呈现出离散型生长#提示?6C>=<4/

.Q可明显提高细胞的侵袭能力#与肿瘤的转移具有

一定的相关性(同样#在胰腺癌中?6C>=<4/.Q在高

侵袭性细胞株中的表达较弱侵袭性细胞高#并且可

促进弱侵袭性细胞由团状*岛状生长转变为离散型

生长
,Q.-(Z9等 ,QQ-

发现?6C>=<4/.Q与胃癌患者血

管癌栓的形成密切相关#且其表达越高#胃癌患者的

:D( 分期越晚#预后越差(这 些 研 究 都 表 明

?6C>=<4/.Q在恶性肿瘤中发挥着促进肿瘤转移的作

用(然而?6C>=<4/.Q对结直肠癌细胞生长增殖的影

响可能有限#我们仅在 ;%:"G细胞中观察到过表

达?6C>=<4/.Q促进了细胞的生长增殖#而在+WE细

胞中实验组和对照组细胞未见到明显差异(

?6C>=<4/.Q在结直肠癌组织中的表达量降低#

然而又对人结直肠癌细胞的恶性生物学行为具有促

进作用#提示?6C>=<4/.Q在结直肠癌的发生和转移

过程中可能发挥着不同的作用([9gWE等,Q#-
发现

在结直肠腺瘤及腺癌组织中?6C>=<4/.Q的表达均较

正常肠黏膜中的表达量明显减少#提示?6C>=<4/.Q

可能在结直肠癌发生的早期即开始发挥作用#作为

维持细胞间极性及肠黏膜屏障的重要结构蛋白#

?6C>=<4/.Q表达紊乱促进了结直肠癌的发生(此

外#与正常肠黏膜相比#?6C>=<4/.Q在腺瘤及腺癌中

均下调#虽然无明显的统计学差异#但仍可看出

?6C>=<4/.Q的表达在癌组织中较腺瘤组织中增高#

另外#该研究纳入的结直肠癌患者中仅有.!FS̀ 伴

有淋巴结转移#其他患者均无淋巴结或远处转移#若

扩大样本量或增加伴转移的结直肠癌患者例数#腺

瘤及腺癌中?6C>=<4/.Q的表达可能会出现更显著的

差异(因此#我们认为随着肿瘤的进展#在其他相关

分子的共同作用下?6C>=<4/.Q逐渐表现为促进结直

肠癌转移的作用(

总之#本研究通过检测结直肠癌组织标本中

?6C>=<4/.Q的表达#发现?6C>=<4/.Q在癌组织中的表

达减少#提示其参与了结直肠癌的发生(通过进一

步构建过表达?6C>=<4/.Q的稳定细胞株#探究了

?6C>=<4/.Q对人结直肠癌细胞株生物学特性的影

响#发现?6C>=<4/.Q可显著增强细胞的迁移能力#提

示?6C>=<4/.Q与结直肠癌的转移具有密切关系(因

此#我们认为?6C>=<4/.Q有可能成为判断结直肠癌

转移的新型肿瘤标志物#帮助临床医生对结直肠癌

患者进行临床分期及预测预后(然而#由于本研究

中结直肠癌组织样本量较少#未能明确?6C>=<4/.Q

在预测结直肠癌转移及预后作用中的能力#因此需

要更多的大样本研究进行进一步阐述(此外#关于

?6C>=<4/.Q是如何影响人结直肠癌细胞株的生物学

特性的问题我们尚不清楚#因此#相关的机制仍需要

进一步的深入研究#以期找到抑制结直肠癌转移的

治疗靶点(
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