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骨桥蛋白抑制ＦＨＩＴ表达促进结肠癌细胞增殖存活
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　　摘　要：目的　构建骨桥蛋白（ＯＰＮ）基因真核表达载体，转染人结肠癌细胞ＳＷ４８０，研究其对ＳＷ４８０细胞增殖及生存能力

的作用机制。方法　构建重组表达载体ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ，转染人结肠癌ＳＷ４８０细胞。采用 ＲＴＰＣＲ及免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）分别检测ＳＷ４８０细胞ＯＰＮ基因及蛋白表达量；ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）测定细胞增殖；软琼脂克隆形成实验观察细

胞的锚定非依赖性生长能力。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测脆性组氨酸三联体基因（ＦＨＩＴ）和蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ／Ａｋｔ）蛋白在ＳＷ４８０细胞

中的表达。结果　重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ转染ＳＷ４８０后，ＯＰＮ基因获得很好转录，ＯＰＮ蛋白表达增高，细胞增殖率（光吸收

值）显著高于转染阴性组（犘＜０．０５），细胞软琼脂克隆形成速度增快，数量明显多于对照组和空载体组（犘＜０．０５）；ＦＨＩＴ蛋白在

实验组表达降低，Ａｋｔ蛋白在各组中的表达无显著性差异。结论　ＯＰＮ基因通过抑制ＦＨＩＴ基因表达，促进ＳＷ４８０细胞增殖、独

立存活能力。
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　　骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）是一种磷酸化、带负电荷、亲

水性的分泌型糖蛋白［１］。ＯＰＮ蛋白分子结构内有精氨酸甘

氨酸天冬氨酸（ＲＧＤ）结构域，其通过ＲＧＤ序列能与多种整合

素受体结合，促进细胞趋化、黏附和迁移。研究发现，乳腺癌、

胃癌和肺癌等肿瘤组织 ＯＰＮ高表达，并且与肿瘤进展、预后

相关［２３］，但具体作用机制不明确，有待进一步研究。本研究拟

构建ＯＰＮ基因真核表达载体，转染结肠癌ＳＷ４８０细胞株，探

讨ＯＰＮ对结肠癌细胞增殖及存活能力的影响及机制，现将结

果报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＷ４８０细胞株购自中国科学院细胞库，Ｅ．ｃｏｌｉ

ＴＧ１菌株及ｐＥＧＦＰＮ１载体为本实验室保存。

１．２　试剂　脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｎｅ２０００、ＬＡＴａｑｗｉｔｈＧＣＢｕｆｆ

ｅｒＰＣＲ试剂盒、限制性内切酶、连接酶购自Ｔａｋａｒａ公司；ＤＮＡ

片段快速回收试剂盒、质粒抽提试剂盒购于 Ｑｉａｇｅｎ公司；Ｃｅｌｌ

ＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）购自上海同仁化学研究所；ＯＰＮ鼠抗

人多克隆抗体、脆性组氨酸三联体基因（ｆｒａｇｉｌｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｉａｄ

ｇｅｎｅ，ＦＨＩＴ）兔抗人多克隆抗体购自美国ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

公司；蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ／Ａｋｔ）兔抗人多克隆

抗体购自上海康成生物工程有限公司；βａｃｔｉｎ兔抗人多克隆抗

体购自北京博奥森生物技术有限公司；其他所用试剂均为国产

或进口分析纯。

１．３　方法

１．３．１　重组表达载体ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ的构建与鉴定

１．３．１．１　ＯＰＮ基因的扩增　提取结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６总

ＲＮＡ，按说明书合成ｃＤＮＡ。根据 ＯＰＮ 序列 ＮＭ＿００１０４００６０

设计引物，上游添加ＸｈｏⅠ酶切位点，下游添加ＢａｍＨⅠ酶切

位点，引物序列为Ｆ：ＡＣＣＴＣＧＡＧＧＣＣＡＴＧＡＧＡＡＴＴＧ

ＣＡＧＴＧＡＴＴＴＧ，Ｒ：ＴＡＧＧＡＴＣＣＣＧＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＧ

ＡＡＧＡＴＧＣＡＣＴ，产物长度为８６３ｂｐ。

１．３．１．２　ＯＰＮ基因的克隆与测序　ＰＣＲ产物经１％琼脂糖

凝胶电泳后，回收８６３ｂｐ处 ＤＮＡ带，与７Ｚ载体连接，转化
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ＴＧ１感受态细胞，筛选白斑，提取质粒，菌落 ＰＣＲ 鉴定及

ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切鉴定后，阳性克隆送上海生物工程有

限公司测序。

１．３．１．３　重组表达载体ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ的构建与鉴定　用

ＸｈｏⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切７Ｚ／ＯＰＮ，酶切产物与同样的酶双酶

切的克隆载体ｐＥＧＦＰＮ１连接，构建重组表达载体ｐＥＧＦＰ

Ｎ１／ＯＰＮ，转化Ｅ．ｃｏｌｉＴＧ１。筛选重组质粒的转化子并提取重

组质粒，ＰＣＲ和酶切鉴定后，阳性克隆送上海生物工程有限公

司进行序列分析。

１．３．２　ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ质粒转染人结肠癌ＳＷ４８０细胞株　

以含１０％胎牛血清的Ｌ１５培养液，在３７℃５％的ＣＯ２ 培养

箱中培养人结肠癌ＳＷ４８０株，转染前１天以３×１０５ 密度接种

对数期ＳＷ４８０于６孔培养板中，当达到９０％融合时，随机分

为３组：空白组（用无菌水代替质粒），对照组（加空载体ｐＥＧ

ＦＰＮ１）和实验组（ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ）。每孔加入２ｍＬ无血清

培养基，分别配制溶液１（２４０μＬ 无血清培养基及１０μＬｌｉｐ

２０００ｐｅｒｗｅｌｌ，温育５ｍｉｎ）和溶液２（２４０μＬ无血清培养基及４

μｇ质粒ｐｅｒｗｅｌｌ），混合溶液１、２于室温下放置２０ｍｉｎ后逐滴

加入孔中，摇动培养板，轻轻混匀，在３７℃、５％ ＣＯ２ 中保温６

ｈ，之后更换含有血清的全培养基，在３７℃、５％ ＣＯ２ 中培养

４８～７２ｈ，荧光显微镜下检测转染效率。ＲＴＰＣＲ检测ＳＷ４８０

细胞转染后 ＯＰＮ表达；免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测

ＳＷ４８０细胞转染后ＯＰＮ蛋白表达量。

１．３．３　转染ＯＰＮ后ＳＷ４８０生物学功能研究

１．３．３．１　ＣＣＫ８测定细胞增殖　取对数生长期ＳＷ４８０细胞，

以５×１０４ 密度接种于９６孔培养板中，待细胞贴壁后随机分为

空白组，空载体组和实验组，每组３复孔，按常规方式进行转

染，更换含有血清的全培养基后分别培养２４、４８、７２ｈ，在各对

应时间点取出培养板，每孔加入１０μＬＣＣＫ８，３７℃下继续孵

育２ｈ，酶联免疫检测仪上以４５０ｎｍ为检测波长，６３０ｎｍ为参

考波长测量各孔的吸光度值（Ａ）。

１．３．３．２　软琼脂克隆形成实验　取对数生长期ＳＷ４８０细胞，

０．２５％胰蛋白酶消化吹打成单细胞，用含２０％胎牛血清的Ｌ

１５培养基调整细胞密度为１×１０６／Ｌ。制备０．７％和１．２％的

低熔点琼脂糖液，等比例分别与２×Ｌ１５培养基混合成上层和

下层，加１．５ｍＬ下层培养基于６孔板凝固后，将约２０００个细

胞与１．５ｍＬ上层培养基混合，加到已凝固的底层琼脂上，形

成双琼脂层，置于５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度条件下培养１０ｄ，倒

置显微镜下观察，镜下（×４０）随机挑选１０个视野计数细胞克

隆数，实验重复３次。

１．３．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＦＨＩＴ蛋白和 Ａｋｔ蛋白　按

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ常规操作对３组转染细胞行ＦＨＩＴ、Ａｋｔ、β

ａｃｔｉｎ蛋白检测，结果以累积光密度比值（ＦＨＩＴＩＯＤ／βａｃｔｉｎ

ＩＯＤ）表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，实验

计量数据以狓±狊表示，组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳＷ４８０细胞转染后ＯＰＮ基因及蛋白表达　转染４８ｈ后

检测ＯＰＮ基因在ＳＷ４８０中的表达，结果显示，空白组和空质

粒转染组有非常微弱的目的条带，而重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／

ＯＰＮ转染组可见８５０ｂｐ左右目的条带，３组细胞均在２６３ｂｐ

处出现ＧＡＰＤＨ目的条带，表明重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ转

染之后外源ＯＰＮ获得很好转录。转染７２ｈ后检测ＯＰＮ基因

在ＳＷ４８０中的表达，检查结果显示，ＳＷ４８０细胞经ｐＥＧＦＰ

Ｎ１／ＯＰＮ转染后 ＯＰＮ蛋白表达增高，而空白组和空载体组

ＯＰＮ蛋白表达弱，表明细胞转染成功，见图１、２。

２．２　细胞增殖分析　ＣＣＫ８法检测３组转染细胞增殖情况，

结果显示，随培养时间延长，细胞增殖活性逐渐增强，转染

ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ质粒组与对照组和空载体组相比，任何时间

段转染细胞增殖程度均出现明显增强，表明 ＯＰＮ具有促进

ＳＷ４８０细胞增殖的作用，而对照组和空载体组间的差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表１。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＯＰＮ转染ＳＷ４８０细胞后的表达

　　１：空白组；２：空载体ｐＥＧＦＰＮ１转染组；３：重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／

ＯＰＮ转染组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＯＰＮ转染ＳＷ４８０

细胞后的表达

２．３　软琼脂克隆形成实验　本实验发现，转染ｐＥＧＦＰＮ１／

ＯＰＮ后，ＳＷ４８０细胞软琼脂克隆形成速度增快，数量明显多于

对照组和空载体组，３组细胞每视野平均克隆个数分别为：

２１．００±３．１６，１４．４０±２．３０，１４．６０±１．１４，差异有统计学意义

（犉＝１２．７４，犘＜０．０５）。

　　１：空白组；２：空载体ｐＥＧＦＰＮ１转染组；３：重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／

ＯＰＮ转染组。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＯＰＮ转染ＳＷ４８０细胞后

ＦＨＩＴ和Ａｋｔ蛋白的表达

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＦＨＩＴ蛋白和 Ａｋｔ蛋白　ＦＨＩＴ

ＩＯＤ／βａｃｔｉｎＩＯＤ在空白组、空载体组和实验组分别为０．１５６±

０．００８、０．１６５±０．００８、０．０４４±０．００６，比较差异有统计学意义

（犉＝２４８．４７，犘＝０．０００），两两比较显示实验组与空白组、空载

体组均有显著性差异，空白组和空载体组间变化不明显（犘＝

０．１８６）；Ａｋｔ蛋白在３组间的表达分别为０．０２２±０．００４、

０．０２４±０．００３、０．０２４±０．００２，组间差异无统计学意义（犉＝

０．２０５，犘＝０．８２０），见图３。
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表１　　ＣＣＫ８法检测转染对人结肠癌细胞ＳＷ４８０

　　　　增殖的影响（狓±狊）

组别
Ａ４５０

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

空白组 ０．２７７±０．０１０ ０．３３５±０．０３０ ０．４５７±０．０５１

空载体组 ０．２３２±０．０２３ ０．３２３±０．０２８ ０．４２４±０．０２７

实验组 ０．３５８±０．０３８ ０．６１４±０．０５５ ０．８７７±０．０２５

犉 １７．７６３ ５１．５１２ １４７．５３４

犘 ０．００３ ０．０００ ０．０００

３　讨　　论

肿瘤的发生、发展与所处的微环境密切相关，因此细胞外

基质蛋白对肿瘤的发生、发展至关重要。新近发现一些细胞外

基质蛋白如ＯＰＮ等，在促进肿瘤细胞生长、存活、侵袭和抗凋

亡等方面都发挥着重要的作用。ＯＰＮ与其受体结合后激活细

胞内相应的信号通路引起相应基因表达的改变，促进肿瘤侵袭

转移［４５］。ＯＰＮ与结肠癌侵袭转移密切相关，但ＯＰＮ促进结

肠癌侵袭转移的机制仍不明确，有待进一步研究［６］。

本研究结果显示，重组质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ转染ＳＷ４８０

后，ＯＰＮ基因获得很好转录，ＯＰＮ蛋白表达增高，ＯＰＮ能促进

ＳＷ４８０细胞增殖，软琼脂克隆形成速度增快，数量明显增多。

为研究其分子机制，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＦＨＩＴ蛋白和 Ａｋｔ

蛋白在转染ＯＰＮ后ＳＷ４８０细胞中的表达。结果显示，与空白

组和空载体组相比，ＦＨＩＴ蛋白在实验组中表达显著降低；而

Ａｋｔ蛋白在各组中的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

Ａｋｔ是ＰＩ３Ｋ的主要下游效应分子之一，可通过调节包括

核因子κＢ在内的转录因子参与多种生命活动。研究表明，

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径的活化参与多种肿瘤的发生，抑制该通路可诱

导细胞程序性死亡和抑制肿瘤的生长。有研究显示，肿瘤细胞

在面临生存压力时，ＯＰＮ 通过与αｖβ３整合素结合，增强 Ａｋｔ

Ｓｅｒ４７３位点的磷酸化作用，激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径，拮抗生存压

力，提升细胞存活能力。根据本实验结果，ＯＰＮ并没有引起

Ａｋｔ蛋白表达量增加。

ＦＨＩＴ位于人类３号染色体短臂３ｐ１４．２。研究表明，

ＦＨＩＴ在人类许多肿瘤组织或细胞系中呈现高频率异常，在许

多肿瘤组织或肿瘤细胞株中，ＦＨＩＴ基因呈现多发性、广泛性

的纯合性或杂合性缺失，为多种肿瘤的候选抑制基因［７８］。作

为肿瘤抑制基因，它的缺失或失活将导致肿瘤的发展和恶性度

的升高，与肿瘤的发生、发展有关。本实验结果显示，ＯＰＮ转

染组ＦＨＩＴ蛋白表达降低，故推测ＯＰＮ 通过抑制ＦＨＩＴ表达

而促进结肠癌细胞增殖、存活。

本研究构建真核表达载体ｐＥＧＦＰＮ１／ＯＰＮ，转染人结肠

癌ＳＷ４８０细胞。结果显示ＯＰＮ通过降低ＦＨＩＴ蛋白表达促

进人结肠癌细胞ＳＷ４８０增殖存活能力，促进肿瘤发生、发展。
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ｕｌａｒｖａｒｉａｎｔｏｆｐａｐｉｌｌａｒｙｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＥｎ

ｄｏｃｒｉｎｏｌＭｅｔａｂ，２００６，９１（１）：２１３２２０．

［１０］ＫｒｏｌｌＴＧ，ＳａｒｒａｆＰ，ＰｅｃｃｉａｒｉｎｉＬ，ｅｔａｌ．ＰＡＸ８ＰＰＡＲｇａｍ

ｍａｌｆｕｓｉｏｎｏｎｃｏｇｅｎｅｉｎｈｕｍａｎｔｈｙｒｏｉｄｃａｒｃｉｎｏｍａ［ｃｏｒｒｅｃ

ｔｅｄ］［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０００，２８９（５４８３）：１３５７１３６０．

［１１］ＮａｍｂａＨ，ＹａｍａｓｈｉｔａＳ．Ｇｅｎｅａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓｉｎｔｈｙｒｏｉｄ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮｉｐｐｏｎＲｉｎｓｈｏ，２００７，６５（１１）：１９６７１９７２．

［１２］ＴａｒｔａｒｉＣＪ，ＤｏｎａｄｏｎｉＣ，ＭａｎｉｅｒｉＥ，ｅｔａｌ．Ｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ

ＲＥＴ／βｃａｔｅｎｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅＴＰＣ１ｔｈｙｒｏｉｄｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ

ｌｉｎｅ［Ｊ］．ＡｍＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１１，１（６）：７１６７２５．

（收稿日期：２０１２０６０９　修回日期：２０１２０８２２）
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