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人结肠癌细胞中高尔基磷蛋白 3 表达与 Wnt 信号通路的关系
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摘   要	 目的：探讨人结肠癌细胞中高尔基磷蛋白 3（GOLPH3）基因表达与 Wnt 信号通路活性的关系。

方 法： 用 RT-PCR 方 法 检 测 4 种 人 结 肠 癌 细 胞（HCT116、HT29、SW480、SW620） 中 GOLPH3 

mRNA 的表达，选取 GOLPH3 高表达的细胞株行 GOLPH3 基因干扰，用 RT-PCR 检测干扰效果，然后

用 TOPFlash 报告基因、平板克隆实验、Western blot 法分别检测干扰后细胞 Wnt 信号通路活性、增殖

活性以及 GOLPH3 与 β-catenin 表达的变化。

结果：4 种结肠癌细胞中 SW620 细胞的 GOLPH3mRNA 相对表达量最高；SW620 细胞转染 GOLPH3 

siRNA 后 GOLPH3 mRNA 的 相 对 表 达 量 明 显 降 低（P<0.001）； 与 未 处 理 的 SW620 细 胞 比 较， 转

染 GOLPH3siRNA 的 SW620 细 胞 Wnt 通 路 转 录 活 性 明 显 降 低（0.342 vs. 1.000，P<0.001）、 癌 细 胞

集 落 形 成 数 明 显 减 少（82.333 vs. 207.333，P<0.001）、GOLPH3 与 β-catenin 蛋 白 表 达 均 明 显 降 低 

（0.260 vs. 1.00；0.182 vs. 1.00，均 P<0.001）。

结论：人结肠癌细胞中 GOLPH3 的高表达可增加 Wnt/β-catenin 细胞信号通路活性，从而促进细胞增殖。
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Relationship between Golgi phosphoprotein 3 expression and Wnt 
signaling pathway in human colon cancer cells
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Abstract	 Objective: To investigate the relationship between the expression of Golgi phosphoprotein 3 (GOLPH3) gene 

and the activity of Wnt signaling pathway in human colon cancer cells.

Methods: The GOLPH3 mRNA expressions in 4 different human colon cancer cell lines (HCT116, HT29, 

SW480 and SW620) were detected by RT-PCR, after which, the cell line with highest GOLPH3 mRNA 

expression was selected and then underwent GOLPH3 gene interference, and the RNA interference effect was 

examined by RT-PCR. In the colon cancer cells after interference, the changes in the activity of Wnt signaling 

pathway, proliferative ability and protein expressions of GOLPH3 and β-catenin were detected by TOPFlash 

reporter gene assay, flat plate colony-forming assay and Western blot analysis, respectively. 

Results: SW620 cells showed the highest relative GOLPH3 mRNA expression among the 4 types of colon cancer 
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我 国 结 肠 癌 的 发 病 率 和 病 死 率 居 于 各 类 恶 性

肿瘤的前列，且有呈逐年上升的趋势。结肠癌的发

生、发展过程需要各种基因的参与。近来研究[1-3]表

明高尔基磷蛋白3（GOLPH3）基因的扩增是导致

结肠癌等多种实体癌5p13上的基因大量扩增的原

因之一，其可通过激活PI3K/Akt /mTOR信号通路

促 进 癌 细 胞 的 增 殖 和 转 移 ， 是 一 种 新 原 癌 基 因 。

目前GOLPH3促癌细胞增殖的研究只涉及GOLPH3

与PI3K/Akt/mTOR信号通路的关系，GOLPH3表达

是否激活其它细胞信号途径如Wnt信号通路，目前

尚 未 见 报 道 。 因 此 ， 本 研 究 通 过 转 染 结 肠 癌 细 胞

研究GOLPH3高表达和Wnt信号通路激活的关系。

1　材料与方法

1.1  材料

人 结 直 肠 癌 细 胞 株 H C T 1 1 6 、 H T 2 9 、

S W 4 8 0 、 S W 6 2 0 （ 购 自 中 科 院 上 海 细 胞 所 ） ；

TRIzo l、SuperScr ip t  I I I试剂盒（美国Invi t rogen

公 司 ） ； 逆 转 促 酶 （ 立 陶 宛 F e r m e n t u s 公 司 ） ；

SYBR Ex  Taq试剂盒（Takara公司）siRNA靶向

GOLPH3（GCU UGC UUA AUC ATG GTT AT）

（ 吉 玛 公 司 ） ； B C A 蛋 白 定 量 试 剂 盒 （ 上 海 伟 进

公 司 ） ； 兔 抗 人 G O L P H 3 多 克 隆 抗 体 （ A b c a m ，

a b 9 8 0 2 3 ） ； β - c a t e n i n 兔 多 克 隆 抗 体 （ s c -
7 1 9 9 ） 、 β - a c t i n 兔 多 克 隆 抗 体 （ s c - 1 3 0 6 5 6 ）

（美国Santa Cruz公司）；萤火虫荧光素酶底物及

海 肾 荧 光 素 酶 底 物 、 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗

兔抗体（A0208）（南京碧云天公司）。

1.2  方法

1.2.1  细 胞 培 养　 将 HCT116、HT29、SW480、

SW620 4 种 人 结 肠 癌 细 胞 分 别 培 养 在 RPMI 

Medium 1640+10% FBS 培 养 基 中， 置 于 37 ℃、

5%CO2+95% 空气的饱和湿度环境的细胞培养箱进

行培养。

1.2.2  RT-PCR 检测　GOLPH3 mRNA 在 4 种结肠

癌细胞株中的表达用 TRIzol 裂解法提取结肠癌细

胞 株 HCT116、HT29、SW480、SW620 总 RNA，

将 RNA 逆转录为 cDNA，以 GAPDH 作为内参 , 进

行 RT-PCR 反应。反应条件：95 ℃预变性 20 s；

95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 20 s，

共循环 45 次，在退火阶段检测荧光；融解曲线条

件为 50 ℃ 15 s，51 ℃升温至 99 ℃，每升高 1 ℃

停 留 5 s； 所 有 的 PCR 引 物 都 是 由 上 海 吉 玛 公 司

设计。引物顺序如下：GOLPH3 上游引物 5'-AGG 

GCG ACT CCA AGG AAA-3'， 下 游 引 物 5'-TGA 

TGT GTA ACC CTC GCG-3'， 产 物 长 度 83 bp；

GADPH 上 游 引 物 5'-GGT CAT AAG CTT GCG 

TTG ATT AAG-3'， 下 游 引 物 5'-CTA CGG AAA 

CCT TGT TAC GAC TTT-3'，使用 GAPDH 作为内

部参考，数据分析通过相对定量 -ΔCt 法进行。

1.2.3  GOLPH3 基 因 干 扰　 采 用 脂 质 体 法 参 照

说 明 书 用 siRNA（ 靶 向 GOLPH3：GCU UGC 

UUA AUC ATG GTT AT） 干 扰 细 胞 内 GOLPH3

基 因 表 达， 继 续 培 养， 并 用 RT-PCR 检 测 转 染 组

GOLPH3 mRNA 的表达量，方法同上。

1.2.4  Wnt 信号通路活性的测定　弃培养液，用

PBS 缓冲液洗 1 次，加入 100 μL Harvest buffer 作

用 10 min 后裂解细胞，轻轻吸取其中 40 μL 置于

离心管中，再加入 20 μL 萤火虫荧光素酶底物或海

肾荧光素酶底物。涡旋混匀后即刻用光度计检测每

孔中 TOP 值及 FOP 值，两者的比值（RLU 值）即

指示细胞内 Wnt 信号通路中转录因子的激活水平。

1.2.5  平板克隆形成　实验取对数生长期的各细胞

株，分别接种于含完全培养液的 6 孔板中，500 个

细胞 / 孔。经常观察，待克隆长到肉眼可见，终止

cell lines. The relative GOLPH3 mRNA expression was significantly reduced after GOLPH3 siRNA transfection 

in SW620 cells (P<0.001). In SW620 cells after GOLPH3 siRNA transfection compared with untreated SW620 

cells, the transcriptional activity of Wnt signaling pathway was significantly decreased (0.342 vs. 1.000, P<0.001), 

the number of cancer cell colon formation was significantly reduced (82.333 vs. 207.333, P<0.001), and both 

GOLPH3 and β-catenin protein expressions were significantly down-regulated (0.260 vs. 1.00; 0.182 vs. 1.00, both 

P<0.001).  

Conclusion: In human colon cancer cells, increased GOLPH3 expression may up-regulate the acitivity of Wnt/
β-catenin signaling pathway, and thereby promote cell proliferation. 

Key words	 Colonic Neoplasms; Golgi Phosphoprotein 3; Wnt Signaling Pathway
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培养；PBS 漂洗，100% 甲醇固定，结晶紫染液染

色 30 min，PBS 洗 3 遍，倒置显微镜下计数克隆，

≥ 50 个细胞的细胞集落为 1 个克隆，以上步骤重

复 3 次，取平均值。

1.2.6  Western blot　收集处于对数生长期的各组

细 胞， 分 别 利 用 细 胞 裂 解 液 提 取 的 细 胞 总 蛋 白 进

行 SDS-PAGE 电 泳， 湿 转 至 PVDF 膜， 用 含 5%

脱脂奶粉的 PBST 室温封闭 60 min，分别加入一抗

GOLPH3、β-catenin，4 ℃孵育过夜；PBST 漂洗；

加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗溶液，室温

孵育 1 h；PBST 漂洗 3 次；ECL 化学发光试剂检测。

图像应用 Image-J 软件进行灰度分析，目的蛋白表

达的相对强度 = 目的条带的灰度值 /β-actin 条带

的灰度值。

1.3  统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件处理数据，数据以均

数±标准差（x±s）表示，组间比较采用Dunnett-t

检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  各结肠癌细胞株中 GOLPH3 mRNA 的表达

量检测

R T - P C R 法 检 测 结 果 显 示 ， G O L P H 3  m R N A

在 H C T 1 1 6 、 H T 2 9 、 S W 4 8 0 、 S W 6 2 0 结 肠 癌 细

胞 株 中 的 相 对 表 达 量 分 别 为 ： 1 . 0 0 ± 0 . 0 9 7 、

2.872±0.064、1.957±0.133、3.958±0.169。

S W 6 2 0 结 肠 癌 细 胞 株 的 G O L P H 3 基 因 表 达 最 高 

（图1），故选择SW620结肠癌细胞株进行分组细

胞实验。
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图 1　GOLPH3 mRNA 在各结肠癌细胞株中的相对表达量
Figure1　The relative expression levels of GOLPH3 mRNA 

indifferent colon cancer cell lines

2.2  SW620 结肠癌细胞 siRNA 转染效果检测

与 对 照 组 比 较 ， s i - G O L P H 3 转 染 组 细

胞 中 G O L P H 3  m R N A 的 相 对 表 达 量 明 显 下 降

[（1.000±0.092）vs .（0.236±0.076）]，差异有

统计学意义（P <0.001）。说明通过转染siRNA成

功沉默SW620癌细胞中GOLPH3 mRNA的表达，转

染效果佳（图2）。
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图 2　RT-PCR 检测干扰效果　　1）与对照组比较，P<0.001
Figure 2　Examination of the RNA interference effectby RT-PCR

　　1) P<0.001vs. control group

2.3  SW620 结肠癌细胞的 Wnt 信号通路活性检测

用 T O P F l a s h 报 告 基 因 活 性 检 测 癌 细 胞 W n t

信 号 通 路 的 转 录 活 性 ， 对 照 组 与 s i - G O L P H 3

转 染 组 癌 细 胞 的 相 对 荧 光 素 酶 活 性 （ r e l a t i v e 

luciferase activity，RLU）值分别为1.000±0.164、

0.342±0.061，差异有统计学意义（P<0.01）（图3）。
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图 3　TOPFlash 检测 Wnt 信号通路活性　　1）与对照组
比较，P<0.01

Figure 3　The activity of Wnt signaling pathwaydetected by 
TOPFlashassay　　1) P<0.01vs. control group

2.4  两组 SW620 结肠癌细胞的增殖能力检测

通 过 平 板 克 隆 形 成 实 验 检 测 两 组 癌 细 胞 增 殖
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能力，对照组与si -GOLPH3转染组癌细胞的集落

数 分 别 为 2 0 7 . 3 3 3 ± 1 7 . 7 8 6 、 8 2 . 3 3 3 ± 1 5 . 1 4 4 ，

si -GOLPH3转染组癌细胞集落数明显低于对照组

（P<0.001）（图4）。

2.5  Western blot 检 测 GOLPH3 与 β-catenin

蛋白的表达

与 对 照 组 比 较 ， s i - G O L P H 3 转 染 组 癌 细

胞 的 G O L P H 3 相 对 表 达 量 明 显 降 低 [ （ 0 . 2 6 0 ± 

0 . 0 0 8 ） v s . （ 1 . 0 0 ± 0 . 0 1 5 ） ， P < 0 . 0 0 1 ] ，

β - c a t e n i n 相 对 表 达 量 也 明 显 降 低 [ （ 0 . 1 8 2 ± 

0.010）vs.（1.00±0.088），P<0.001]（图5）。

3　讨　论

G O L P H 3 基 因 也 称 为 G P P 3 4 ， 位 于 人 染 色 体

5p13上，编码一 种34kDa的蛋白质，是高尔基体

复 合 物 的 一 种 相 关 蛋 白 。 我 们 前 期 免 疫 组 织 化 学

等方法研究 [4-9]表明：人结直肠癌组织中GOLPH3

存 在 高 表 达 ， 与 细 胞 分 化 差 、 淋 巴 结 转 移 、 分 期

晚 、 增 殖 正 相 关 ， 与 凋 亡 呈 负 相 关 ， 且 与 结 直 肠

癌组织中β -catenin异常表达相关，存在激活Wnt

信 号 通 路 的 可 能 性 。 因 此 ， 本 研 究 通 过 细 胞 转 染

等方法进一步证实结肠癌细胞GOLPH3高表达可激

活Wnt细胞信号通路促进癌细胞增殖。

Wnt细胞信号通路的激活与多种肿瘤的发生、

发 展 、 侵 袭 转 移 密 切 相 关 [ 1 0 - 1 5 ] 。 其 中 经 典 途 径

Wnt/β-catenin信号通路的异常活化与肿瘤的形成

发展关系最为密切[13-16]。Wnt经典信号通路的过度

激活可抑制降解复合体的活性,导致β -c a t e n i n异

常 增 多 并 聚 集 进 入 细 胞 核 内 [ 1 7 - 1 8 ]， 进 一 步 激 活 如

Cyclin  D1等的下游靶基因，促进肿瘤细胞的发生

发展[12-13]。

250

200

150

100

50

0

克
隆

数

对照组 si-GOLPH3 转染组

1)

对照组 si-GOLPH3 转染组

图 4　平板克隆实验检测细胞增殖能力　　1）与对照组比较，P<0.001
Figure 4　The colon formation ability determined by flatplatecolony-forming assay　　1) P<0.001 vs. control group
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图 5　Western blot 检测 GOLPH3 与 β-catenin 蛋白　　1）与对照组比较，P<0.001
Figure5　Western blot detection for the expression of GOLPH3 and β-catenin proteins　　1) P<0.001 vs. control group
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体外实验 [3,19]证实，高表达的GOLPH3则促进

肿 瘤 细 胞 的 增 殖 及 对 雷 帕 霉 素 的 敏 感 性 。 本 研 究

结 果 表 明 ， 沉 默 G O L P H 3 基 因 表 达 可 抑 制 结 肠 癌

细 胞 的 生 长 、 增 殖 ， 与 文 献 [ 2 0 - 2 2 ]报 道 相 似 。 本 实

验 中 沉 默 G O L P H 3 基 因 可 降 低 W n t 信 号 通 路 活 性

和β-catenin的表达并可抑制SW620结肠癌细胞增

殖，提示结肠癌细胞GOLPH3基因高表达可通过激

活Wnt信号通路，上调β -catenin的表达，促进癌

细胞增殖。

G O L P H 3 高 表 达 可 通 过 S e r 4 7 3 磷 酸 化 激 活

Akt，Akt激活后的作用底物包括mTOR和GSK-3β

等[1,3]。GSK-3β是经典Wnt/β-catenin信号通路的重

要调节因子，其可通过调节β-catenin的降解[23-26]，

影响Wnt信号通路的活性，参与细胞增殖或凋亡的

调控[15,27]。GOLPH3高表达可能是通过Akt、GSK-3β

介导激活Wnt信号通路，促进结肠癌细胞的增殖。

综上所述，SW620结肠癌细胞中GOLPH3基因

的高表达可激活Wnt/β-catenin信号通路并促进癌

细胞增殖。GOLPH3可作为结肠癌靶向治疗的潜在

新靶点。
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