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缺氧下调结肠癌细胞株 ＣＤＸ２表达的研究
郑见宝，孙学军，王炜，禄韶英，任海亮，王伟，石景森

（西安交通大学医学院第一附属医院 普通外科，陕西 西安 ７１００６１）

　　摘要：目的　探讨缺氧诱导因子 １α（ＨＩＦ１α）和基因系尾型同源盒基因 ２（ＣＤＸ２）在人结肠癌细
胞株 ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ不同缺氧时间的表达及其可能的作用机制。方法　（１）ＭＴＴ方法检测在不同
ＣｏＣｌ２浓度（１００，１５０，２００μｍｏｌ／Ｌ）下和不同时点（２４，３６，４８ｈ）时对 ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ细胞活力以及
增殖的影响，筛选适宜的 ＣｏＣｌ２作用浓度。（２）在细胞化学缺氧培养相应时段，采用半定量 ＲＴＰＣＲ技
术检测 ＨＩＦ１α，Ｓｎａｉｌ和 ＣＤＸ２的 ｍＲＮＡ的表达变化；同时采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ技术检测 ＣＤＸ２的蛋白表
达。结果　结肠癌细胞株在不同浓度 ＣｏＣｌ２环境下随缺氧时间的延长，细胞活力明显受到抑制。在低
浓度 ＣｏＣｌ２（１００μｍｏｌ／Ｌ）干预下，随着缺氧时间的延长，ＨＩＦ１α和 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达逐渐上升，缺氧２４ｈ
时达到高峰，ＣＤＸ２ｍＲＮＡ及蛋白表达水平逐渐下降。结论　缺氧诱导 ＨＩＦ１α过表达可通过下调
ＣＤＸ２而加速结直肠癌的进展。 ［中国普通外科杂志，２０１０，１９（０４）：３６４－３６８］
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　　结直肠恶性肿瘤细胞之所以能够以特定的方
式增殖和分化并适应于特定的微环境，往往与该

微环境下某些关键的生物活性分子的异常变化有

关。缺氧是大多数实体肿瘤的微环境特征之一。

有研究表明，缺氧可诱导 Ｓｎａｉｌ基因表达，进而抑
制 Ｅ－钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达，促进卵巢癌浸
润转移［１］。最近发现锌指转录因子 Ｓｎａｉｌ（Ｓｎａｉｌ）可
以明显下调基因系尾型同源盒基因 ２（ｃａｕｄａｌｈｏ
ｍｅｏｂｏｘｇｅｎｅ，ＣＤＸ２）的表达，从而加速结直肠癌的
浸润、转移［２］。但缺氧对结直肠肿瘤细胞 ＣＤＸ２
表达的影响却不明了。本文采用蛋白印迹法

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
技术，检测人结肠癌细胞株 ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ，在
模拟缺氧环境不同时间段缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ
１α），Ｓｎａｉｌ，ＣＤＸ２的表达，探讨缺氧对结直肠肿瘤
细胞恶性进展的影响及其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料
人结肠癌细胞系 ＳＷ４８０，ＬＳ１７４Ｔ由本学院中

心实验室提供。ＤＭＥＭ培养基购自 ＧＩＢＣＯ公司，
胎牛血清购自兰州明海公司。ｔｒｏｉｚｏｌ为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司产品。逆转录试剂盒及 ＰＣＲ所用试剂和酶均
为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公 司 产 品。ＣＤＸ２，ＨＩＦ１α，Ｓｎａｉｌ和
ＧＡＰＤＨ引物由北京奥科生物科技有限公司合成，
序列如下：ＣＤＸ２（正向，５′ＧＡＡＣＣＴＧＴＧＣＧＡＧＴＧ
ＧＡＴＧ３′，反 向，５′ＧＧＴＧＡＴＧＴＡＧＣＧＡＣＴＧＴＡＧＴ
ＧＡＡ３′），ＨＩＦ１α （正 向，５′ＣＣＣＡＧＡＴＴＣＡＧ
ＧＡＴＣＡＧＡＣＡＣ３′，反 向， ５′ＴＴＧＧＧＡＴＡＴＡＧＧ
ＧＡＧＣＴＡＡＣＡＴＣ３′），Ｓｎａｉｌ（正向，５′ＴＣＴＡＧＧＣ
ＣＣＴＧＧＣＴＧＣＴＡＣＡＡ３′，反 向，５′ＡＣＡＴＣＴＧＡＧＴ
ＧＧＧＴＣＴＧＧＡＧＧＴＧ３′），ＧＡＰＤＨ（正向，５′ＧＣＡＣ
ＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′， 反 向 ５′ ＴＧＧＴ
ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３′）。产物分别为 １４８，２８８，
１３１，１３８ｂｐ。ＤＮＡｍａｒｋｅｒ系广州东盛科技有限公
司产品。ＣＤＸ２鼠抗人单克隆抗体系美国 ＢＩＯＧ
ＥＮＥＸ公司产品（ＡＭ３９２５Ｍ）。βａｃｔｉｎ鼠抗人单
克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（ｓｃ４７７７８）。
ＨＲＰ标记羊抗鼠 ＩｇＧ，哺乳动物细胞蛋白抽提液
（Ｒｉｐａ）及 ＢＣＡ法测蛋白浓度试剂盒均购自北京
中杉生物科技有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　分组　将常规培养的细胞分为 ２组。
（１）对照组：将 ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ细胞置于含

１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，于 ３７℃，５％
ＣＯ２，９５％空气和饱和湿度条件下的 ＣＯ２培养箱
中常规培养。（２）缺氧组：在 ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ
细胞培养液中加入氯化钴（ＣｏＣｌ２）浓度分别为
１００，１５０，２００μｍｏｌ／Ｌ，两种细胞分别在不同浓度
ＣｏＣｌ２干预缺氧 ２４，３６，４８ｈ。
１．２．２　甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测 ＣｏＣｌ２对结
肠癌 细 胞 生 长 增 殖 的 影 响 　 取 对 数 生 长 期
ＳＷ４８０，ＬＳ１７４Ｔ以 １０４个／孔接种于 ９６孔板中，
培养 ２４ｈ后换为含 ０．５％ 胎牛血清 （ＦＢＳ）的
ＤＭＥＭ培养 ２４ｈ使细胞同步化，ＣｏＣｌ２（１００，１５０，
２００μｍｏｌ／Ｌ）处理 ２４，３６，４８ｈ后，每孔加入０．５％
ＭＴＴ２０μＬ，继续培养 ４ｈ；小心吸弃上清液，每孔
内加入 ２００μＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ），振荡 １０ｍｉｎ溶
解沉淀，酶标仪在 ４９２ｎｍ下读取吸光度值。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ　总 ＲＮＡ抽提按 ＴＲＩＺＯＬ试剂盒
说明书进行，ＲＮＡ纯度 ＝ＯＤ２６０／ＯＤ２８０。具体方
法如下：（１）逆转录 ７０℃，１０ｍｉｎ；４２℃，１ｈ；
２５℃，５ｍｉｎ；４℃冷却 ５ｍｉｎ。（２）ＰＣＲ９５℃预变性
５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５８℃，５９℃，６０℃退火３０ｓ，
７２℃延伸 ３０ｓ；７２℃延伸 ７ｍｉｎ；４℃冷却１０ｍｉｎ。
各基因均为 ３５个循环。（３）电泳及显像 ＰＣＲ产物
经２．０％琼脂糖凝胶 １１０Ｖ，３０ｍｉｎ电泳，凝胶显
像系统观察并照相，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对成像结果
进行灰度扫描分析。各组操作重复３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　总蛋白抽提 细胞置于冰

上，弃培养液，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ２次，每次
５ｍｉｎ；每 １０６细胞加入 ０．１ｍＬＲｉｐａ，冰上充分裂
解 ２０ｍｉｎ；１４０００ｒ／ｍｉｎ离心收集上清液，ＢＣＡ法
测蛋白浓度；－８０℃保存。取各组蛋白高温变
性，１００ｇ／Ｌ聚丙烯酰胺电泳分离约 １ｈ，１００ＥＶ，
低温 ２ｈ转至硝酸纤维素（ＰＶＤＦ）膜，室温封闭
１ｈ；各组分别加入一抗 ＣＤＸ２，４℃孵育过夜；漂
洗，加二抗，室温孵育 １ｈ；漂洗，用增强型化学发
光试剂（ＥＣＬ）显示蛋白条带，以 βａｃｔｉｎ作为内对
照。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图象分析软件测定 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ条带净灰度值，并与内参照的测定结果比较，
计算其比值。

１．３　统计学处理
目的基因表达强度以 Ｒｖ＝Ｖ（目的基因）／Ｖ

（ＧＡＰＤＨ）的比值表示，结果以 ｘ±ｓ表示。采用
ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件包。多组间比较采用方
差分析。检验水准 α＝０．０５。
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２　结　果

２．１　ＣｏＣｌ２对肿瘤细胞存活及增殖状态的影响

增加 ＣｏＣｌ２浓度或延长处理时间均能明显降
低两种细胞的活力。ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ之间细胞

活力的变化无差异。两个细胞系均观察到在相同

干预时间内（２４，３６，４８ｈ），ＣｏＣｌ２ 在 １００，１５０，
２００μｍｏｌ／Ｌ均能明显抑制细胞活力（Ｐ＜０．０５），
故本 研 究 构 建 缺 氧 模 型 的 选 择 终 浓 度 为

１００μｍｏｌ／Ｌ（图 １）。
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图１　不同浓度ＣｏＣｌ２对结肠癌细胞活力影响

２．２　缺氧对结肠癌细胞 ＨＩＦ１α，Ｓｎａｉｌ，ＣＤＸ２ｍＲＮＡ
表达的影响

ＲＴＰＣＲ显示，ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ细胞随着缺
氧时间的延长，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达逐渐上升，于
缺氧 ２４ｈ达 高 峰，为 对 照 组 的 ４８５．５％ 和
１４２．８％，缺氧 ３６，４８ｈ时为对照组的 ４０４．１％，
４０１．４％和 １３４．２％，１２８．３％，但仍比对照组高
（Ｐ＜０．０５）。ＳｎａｉｌｍＲＮＡ表达亦逐渐上升，于缺

氧 ２４ｈ达表达高峰，为对照组的 １４２．８％ 和
２１６．９％，缺氧 ３６，４８ｈ为对照组的 １３４．２％，
１２８．３％和 ２０５．６％，１８５．２％。ＣＤＸ２蛋白的表
达却随着缺氧时间的延长而减少，与对照组相

比，缺氧 ２４ｈ其表达下降 ４５．９％（Ｐ＜０．０５）和
９２．０％，缺氧 ３６ｈ其表达减少了 ３４．８％（Ｐ＜
０．０５）和７６．３％，缺氧 ４８ｈ其表达减少了 ２７．１％
和 ６２．２％（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
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图２　模拟缺氧环境（１００μＭＣｏＣｌ２）对结肠癌细胞ＨＩＦ１α，Ｓｎａｉｌ，ＣＤＸ２ｍＲＮＡ表达的影响　　Ａ，Ｂ：不同干预时间电泳条带；
Ｃ，Ｄ，Ｅ：ＨＩＦ１α，Ｓｎａｉｌ和ＣＤＸ２ｍＲＮＡ相对表达量
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２．３　缺氧对结肠癌细胞ＣＤＸ２蛋白表达的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显 示，ＳＷ４８０和 ＬＳ１７４Ｔ细 胞

ＣＤＸ２蛋白的表达随着缺氧时间的延长而减少，

与对照组比较：缺氧 ２４ｈ分别为对照组的６８．７％

和 ７７．０％（Ｐ＜０．０５），缺氧 ３６ｈ分别为对照组

的 ３７．６％和 ５７．０％（Ｐ＜０．０５），缺氧 ４８ｈ分别

为对 照 组 的 １８．９％ 和 ４５．１％ （Ｐ＜０．０５）

（图３）。
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图３　模拟缺氧环境（１００μＭＣｏＣｌ２）对结肠癌细胞ＣＤＸ２蛋白表达的影响　　Ａ，Ｂ：不同干预时间 ＣＤＸ２蛋白表达；Ｃ：ＣＤＸ２

蛋白相对表达量

３　讨　论

实体肿瘤中广泛存在着缺氧微环境，这主要

是由于肿瘤血管结构和功能异常、微循环障碍所

致的氧供减少及肿瘤细胞快速增殖氧耗增加所

致。ＨＩＦ１是机体细胞适应低氧的主要中介物

质。在低氧环境中，它介导缺氧诱导基因的调

控，使缺氧诱导基因的转录增强，表达产物增多，

从而产生一系列的生理效应。ＨＩＦ１是由 ＨＩＦ１α

和 ＨＩＦ１β亚单位组成的异源二聚体，基因分别

定位于１４ｑ２１２４和１ｑ２１，其中 ＨＩＦ１α是主要的

氧调节亚基［３］。ＣｏＣｌ２（１００～２５０μｍｏｌ／Ｌ）常用于

化学模拟低氧，通过 Ｃｏ２＋与 Ｆｅ２＋置换使低氧诱导

因子 －１α（ＨＩＦ１α）的降解受阻，从而使 ＨＩＦ１α

水平上调［４］。研究表明，缺氧及其诱导的遗传及

表遗传学变化是肿瘤细胞遗传异质性和遗传不

稳定性的重要原因，并可促使相对良性的细胞群

向恶性程度更高、表型更具有恶性、侵袭性的细

胞群转变［５－６］。

Ｓｎａｉｌ是近年发现的锌指转录因子，是 Ｅｃａｄ

基因的抑制子。ｌｕｏ等［７］发现 Ｓｎａｉｌ基因启动子区

域存在两个 ＨＲＥ位点，从而表明 Ｓｎａｉｌ是 ＨＩＦ１α

调节的潜在靶基因。Ｉｍａｉ等［８］体外构建卵巢癌细

胞缺氧模型，发现缺氧可诱导 Ｓｎａｉｌ基因表达，进

而抑制 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，促进卵巢癌浸润转移。

基于以上结果，ＳａｈｌｇｒｅｎＣ等［９］进一步研究缺氧促

进 Ｓｎａｉｌ表达的 具体机制，他们发 现缺 氧通过

Ｎｏｔｃｈ信号传导通路，以以下两种方式调节 Ｓｎａｉｌ

表达：第一，缺氧直接诱导 Ｎｏｔｃｈ表达，Ｎｏｔｃｈ本身

可以和 Ｓｎａｉｌ启动子区域特异性结合，从而促进

Ｓｎａｉｌ表达；第二，ＨＩＦ１α可以与赖氨酸氧化酶

（ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅ，ＬＯＸ）启动子区域结合，上调 ＬＯＸ表

达，而 ＬＯＸ可以稳定 Ｓｎａｉｌ蛋白，使其不被降解。

近年来研究发现，Ｓｎａｉｌ不仅是 Ｅｃａｄ的抑制

子，而且其在基因的相互影响下发挥着重要作

用，共 同 调 节 着 肿 瘤 的 恶 性 进 展，其 中 包 括

ＣＤＸ２。ＣＤＸ２基因表达的变化和失控对消化道肿

瘤的发生和发展起重要作用［１０］。Ｇｒｏｓｓ，Ｔａｎａｋａ，

等［２，１１］研究认为，ＣＤＸ２是结直肠腺癌的一个高

度特异性、敏感性的标志物，而用 ＲＮＡ干涉法抑

制 ＣＤＸ２表达可增加转移。在移植裸鼠体内 ３个

不同部位，强有力的 ＣＤＸ２表达能抑制肿瘤细胞

播散。上述结果显示，ＣＤＸ２可抑制肿瘤的形成

和播散过程，并推测在此过程中 ＣＤＸ２可代表一

个新的治疗靶点。Ｇｒｏｓｓ等［２］研究证实转录因子

Ｓｎａｉｌ可明显下调 ＣＤＸ２的表达，从而加速结直肠

癌的浸润、转移。本实验从体外研究证实，模拟

缺氧可直接导致结肠癌细胞株 ＳＷ４８０，ＬＳ１７４Ｔ

的 ＣＤＸ２表达下降，这种改变不仅发生在蛋白水

平，也发生在 ｍＲＮＡ水平，进而促进结直肠肿瘤
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的恶性进展。笔者还发现模拟缺氧可以明显上

调 ＨＩＦ１α和 ＳｎａｉｌｍＲＮＡ的表达，进一步证实 ＨＩＦ

１α和 Ｓｎａｉｌ可能参与此调节过程。

肿瘤的发生、发展是多基因、多步骤参与的过

程，既包括遗传学上的改变，还涉及到细胞肿瘤

微环境的相互作用，它贯穿于肿瘤细胞浸润和转

移过程的始终，是各种信息产生和传导的中心。

本实验从体外研究缺氧对 ＣＤＸ２基因表达的影

响，探讨缺氧调节 ＣＤＸ２表达对结肠癌恶性进展

影响及其可能机制，为结直肠癌进一步的靶向性

生物治疗奠定了一定的实验和理论基础。
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［１０］方义湖，来茂德．结直肠肿瘤的新标记 －ＣＤＸ２［Ｊ］．

国际遗传学杂志，２００６，２９（４）：３１１－３１６．

［１１］ＴａｎａｋａＳ，ＳａｉｔｏＫ，ＩｔｏＴ，ｅｔａｌ．ＣＤＸ２ａｓａｕｓｅｆｕｌｍａｒｋｅｒ

ｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｍｅｔａｓｔａｓｅｓｔｏｌｕｎｇｉｎｐｒｅｏｐｅｒａｔｉｖｅ

ｂｉｏｐｓｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＲｅｐ，２００７，１８（１）：８７

－９２．

８６３




