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ＦＭＮＬ３基因转染对结直肠癌ＳＷ４８０细胞

ＥＭＴ和体外侵袭能力的影响
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　　摘　要：目的　探讨成蛋白样３型蛋白（ＦＭＮＬ３）基因转染对结直肠癌ＳＷ４８０细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）和体外侵袭能力的

影响。方法　将带绿色荧光蛋白的重组ＦＭＮＬ３表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＦＭＮＬ３转染至ＳＷ４８０细胞中（以未转染质粒的ＳＷ４８０

细胞作正常对照，转染空载质粒的ＳＷ４８０细胞为阴性对照），荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测重组质粒转染前、

后细胞ＦＭＮＬ３ｍＲＮＡ和蛋白的表达变化；在荧光显微镜下观察ＦＭＮＬ３转染前、后ＳＷ４８０细胞的形态变化；采用ＲＴｑＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染前、后ＳＷ４８０细胞ＥＭＴ上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和间质标志物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达变化；用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实

验检测ＦＭＮＬ３基因转染对ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力的影响。结果　ＦＭＮＬ３转染４８ｈ后ＳＷ４８０细胞中ＦＭＮＬ３ｍＲＮＡ和

蛋白表达水平明显提高（犘＜０．０１）；ＦＭＮＬ３蛋白表达于细胞质中，转染ＦＭＮＬ３基因后ＳＷ４８０细胞的形态发生了明显的改变，

由典型的圆形、多边形变成梭形并伸出多个细长突起的间充质样，呈现典型的ＥＭＴ形态学改变；转染ＦＭＮＬ３基因后，ＳＷ４８０细

胞中ＥＭＴ上皮标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调，间质标志物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达上调；转染ＦＭＮＬ３基因后ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力

显著增强。结论　ＦＭＮＬ３基因可能通过促进结直肠癌细胞ＥＭＴ而促进其侵袭。
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　　转移是导致结直肠癌患者死亡的主要原因。已有研究发

现上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在

肿瘤细胞侵袭和转移中起重要作用［１］。因此，对结直肠癌

ＥＭＴ发生机制的研究，将有助于揭示结直肠癌侵袭、转移的调

控机制，并可能为结直肠癌治疗靶点的寻找提供坚实的理论依

据。新近发现的成蛋白样３型蛋白（ｆｏｒｍｉｎｌｉｋｅ，ＦＭＮＬ３）属

Ｄｉａｐｈａｎｏｕｓ相关成蛋白（Ｄｉａｐｈａｎｏｕｓｒｅｌａｔｅｄｆｏｒｍｉｎｓ，ＤＲＦｓ）家

族成员，该家族蛋白是目前发现的一类最有效的细胞骨架装配

和组建的关键调控分子，其在肿瘤转移中的作用已引起人们的

广泛重视［２］。目前有关ＦＭＮＬ３的表达和功能学研究文献甚

少，其是否与结直肠癌ＥＭＴ和侵袭、转移相关尚少见文献报

道。因此，本课题将初步探讨ＦＭＮＬ３基因转染对结直肠癌

ＳＷ４８０细胞ＥＭＴ及体外侵袭能力的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）细胞株和质粒：结直肠癌细胞株ＳＷ４８０及

ｐＥＧＦＰＮ１质粒为江西省人民医院中心实验室自存；自行构建

ＦＭＮＬ３重组表达质粒 ｐＥＧＦＰＮ１／ＦＭＮＬ３；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

（８μｍ孔径）购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。（２）主要试剂：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００、各种引物购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；灾光定量ＰＣＲ（ＲＴ

ｑＰＣＲ）试剂盒购自ＴＯＹＯＢＯ公司；蛋白提取试剂盒购自南京

凯基公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒和化学发光液购自碧云天公

司；鼠抗人ＦＭＮＬ３一抗购自Ａｂｎｏｖａ公司，兔抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗购自ＣＳＴ公司，羊抗兔二抗购自中杉金桥

公司。

１．２　方法

１．２．１　基因转染实验　自行构建 ＦＭＮＬ３重组表达质粒

ｐＥＧＦＰＮ１／ＦＭＮＬ３，经鉴定正确后将其转染ＳＷ４８０细胞。转

染前２４ｈ将细胞接种于２４孔板中，待细胞生长至９０％～９５％

汇合时进行基因转染实验：用５０μＬ的 ＯｐｔｉＭＥＭ 稀释１μｇ

重组质粒并混匀；取２μＬ的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００用５０μＬ的

ＯｐｔｉＭＥＭ稀释并混匀；室温孵育５ｍｉｎ后将两液混匀；室温

孵育２０ｍｉｎ后均匀加入ＳＷ４８０细胞培养孔中，培养６ｈ后换

完全培养液。实验组转染ＦＭＮＬ３重组质粒（ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３

组），阴性对照组转染空载质粒（ＳＷ４８０／ｍｏｃｋ组），正常对照组

未进行质粒转染（ＳＷ４８０／ＮＣ组）。

１．２．２　ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测重组质粒转染细胞

后ＦＭＮＬ３的表达　转染后４８ｈ收集细胞，用ＴＲＩＺｏｌ试剂按

说明书提取细胞总 ＲＮＡ，然后进行 ＲＴｑＰＣＲ 反应。采用

Ｐｒｉｍｅ５．０自行设计并由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ＦＭＮＬ３的ＲＴ

ｑＰＣＲ检测引物如下，上游引物：５′ＴＣＣＧＡＴＴＣＡＴＴＣＧＴＴ

ＣＴＴＡＣ３′，下游引物：５′ＣＣＧＣＣＴＣＡＡＣＴＣＴＧＣＴＡＴＴ

３′，产物长度１７３ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 内参引物如下，上游引物：５′

ＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡ ＴＴＧＧＧＣＧ３′，下游引物：５′

ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧ３′，产物长度１３８ｂｐ。应

用ＩＢＭ７５００定量ＰＣＲ仪进行ＲＴｑＰＣＲ实验，反应条件为９５

℃预变性３０ｓ、９５℃变性５ｓ、５５～６０℃退火３０ｓ，４５个循环。

定量的方法参照文献［３］，用Ｆｏｌｄｓ＝２－△△Ｃｔ表示实验组与对照

组目的基因表达的倍比关系，公式如下△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基因 －

ＣｔＧＡＰＤＨ）实验组－（Ｃｔ目的基因－ＣｔＧＡＰＤＨ）对照组。实验重复３次，计算

平均值。用南京凯基公司的蛋白提取试剂盒抽提各组细胞总

蛋白，ＢＣＡ法定量蛋白。取细胞总蛋白进行十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），转到ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶

粉室温封闭１ｈ，ＦＭＮＬ３抗（１∶５００）４℃孵育过夜，二抗（１∶

５００）室温１ｈ，用化学发光液在暗室内显影、曝光成像。

１．２．３　ＦＭＮＬ３基因转染前、后ＳＷ４８０细胞形态检测　因重

组质粒含有编码绿色荧光蛋白ＥＧＦＰ的基因，转染细胞后能发

出绿色荧光，转染４８ｈ后可在倒置荧光显微镜下观察ＳＷ４８０

细胞的形态学变化。

１．２．４　ＦＭＮＬ３基因转染前、后ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力

变化　实验前将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室滤膜按每孔５０μＬ包被 Ｍａｔｒｉ

ｇｅｌ胶并在培养箱中聚合２ｈ，消化细胞并用无血清的 ＲＰＭＩ

１６４０培养液重悬，调整细胞浓度至１×１０５／ｍＬ后，将细胞接种

于上室，下室用常规培养基作趋化因子，培养２４ｈ后取出滤

膜，４％多聚甲醛固定、Ｇｉｍｓａ染色，光镜下随机挑取５个视野

计数穿膜细胞数，取其均值代表浸润力量值。

１．２．５　ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中ＥＭＴ上皮及

间质标志物的表达　方法步骤同１．２．２，其中 ＡｎｔｉＥＣａｈｅｒｉｎ

和ＡｎｔｉＶｉｍｅｎｔｉｎ均１∶１０００。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料用狓±狊表示，ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及体外侵袭实验结

果均采用单因素方差分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　重组表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＦＭＮＬ３转染ＳＷ４８０细胞后

ＦＭＮＬ３表达水平　ＦＭＮＬ３重组表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１／ＦＭＮＬ３

经双酶切及测序鉴定证实序列完全正确，说明ＦＭＮＬ３表达载

体构建成功。转染ＳＷ４８０细胞４８ｈ后ＦＭＮＬ３ｍＲＮＡ表达水

平提高约５３．４７倍（犘＜０．０１），蛋白表达约８倍（图１），说明

ＦＭＮＬ３已经成功转染入ＳＷ４８０细胞中。

　　１：ＳＷ４８０／ＮＣ组；２：ＳＷ４８０／ｍｏｃｋ组；３：ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３组。

图１　　３组ＳＷ４８０细胞中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

蛋白表达水平比较

２．２　ＦＭＮＬ３基因转染前、后ＳＷ４８０细胞形态观察　倒置荧

光显微镜下观察ＦＭＮＬ３转染前、后ＳＷ４８０细胞的形态，结果

显示，ＦＭＮＬ３蛋白表达于细胞质；ＦＭＮＬ３转染后ＳＷ４８０细

胞形态变化显著，由典型的圆形、多边形变成梭形并伸出多个

突起的间充质细胞样（图２），呈现出典型的ＥＭＴ形态学改变。

２．３　ＥＭＴ 上皮及间质标志物的表达变化　ＲＴｑＰＣＲ 及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，与ＳＷ４８０／ＮＣ组比较，ＳＷ４８０／

ＦＭＮＬ３组细胞ＥｃａｄｈｅｒｉｎｍＲＮＡ表达水平下调５５％，而 Ｖｉ

ｍｅｎｔｉｎ的ｍＲＮＡ表达上调１５．４７倍，其蛋白表达变化趋势与

ｍＲＮＡ水平的表达变化一致。
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　　Ａ：ＳＷ４８０／ＮＣ组；Ｂ：ＳＷ４８０／ｍｏｃｋ组；Ｃ：ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３组。

图２　　倒置荧光显微镜下观察３组ＳＷ４８０细胞的形态学改变（×２００）

　　Ａ：ＳＷ４８０／ＮＣ组；Ｂ：ＳＷ４８０／ｍｏｃｋ组；Ｃ：ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３组。

图３　　显微镜下观察３组ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力（×２００）

２．４　ＦＭＮＬ３基因转染前、后ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力变

化　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验观察到，４８ｈ后各组细胞均已穿

出微 孔 滤 膜 （图 ３、４），ＳＷ４８０／ＮＣ 组、ＳＷ４８０／ｍｏｃｋ 组、

ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３ 组 显 微 镜 下 计 数 穿 膜 细 胞 数 分 别 为

（１２５．７８±２０．１２）个、（１２５．４６±１６．５９）个、（１６４．７８±２３．３７）

个，ＦＭＮＬ３转染后 ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力显著增强

（犘＜０．０５）。

　　ａ：犘＜０．０５，与ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３组比较。

图４　　３组ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力变化统计图形

３　讨　　论

ＦＭＮＬ３基因编码产物属ＤＲＦｓ家族成员，该家族是一类

细胞中普遍存在、高度保守的多功能蛋白家族，通过其保守的

ＦＨ２结构域促进肌动蛋白单体聚合并加快肌动蛋白纤维延

伸，是目前发现的细胞中最有效的肌动蛋白成核因子之一［４］；

作为细胞骨架组建和装配的关键调控分子，其参与了众多以肌

动蛋白为基础的生命过程，包括细胞质分裂、细胞极性和运动、

伪足形成等［５６］。目前研究已经发现，该家族与Ｒｈｏ细胞运动

信号通路相关，通过调控细胞骨架如丝状伪足、板层伪足等的

形成而影响肿瘤细胞的运动、侵袭和转移能力［２］。

ＦＭＮＬ３是新近发现的基因
［７］，位于染色体１２ｑ１３。目前

有关其表达和功能学研究文献甚少，生物信息学分析显示其在

脾脏、卵巢纤维瘤、横纹肌肉瘤、胃癌中表达［７］；有研究发现在

体内高运动能力的黑色素细胞亚群中存在 ＦＭＮＬ３的高表

达［８］；ＦＭＮＬ３调控肌动蛋白的成核和延伸
［９］，与血管形成过

程中内皮细胞的细胞骨架重组有关［１０］，并能促进细胞骨架丝

状伪足的形成［１１］，ＦＭＮＬ３依赖 ＲｈｏＣ诱导前列腺癌细胞迁

移［１２１３］；但ＦＭＮＬ３是否与结直肠癌ＥＭＴ相关目前还少见文

献报道。本课题前期研究中用免疫组织化学和 ＲＴｑＰＣＲ法

检测结直肠癌组织和多个细胞系中ＦＭＮＬ３、ＥＭＴ上皮和间

质标志物的表达发现，ＦＭＮＬ３在结直肠癌原发灶组织中的表

达高于对应癌旁正常组织，在淋巴结转移灶组织中的表达高于

其原发灶组织［１４］；同时发现ＦＭＮＬ３的表达与ＥＭＴ上皮标志

物的表达呈负相关，而与间质标志物呈正相关；ＦＭＮＬ３及间

质标记物Ｖｉｍｅｎｔｉｎ在高转移潜能细胞系（ＳＷ６２０和ＬＯＶＯ）中

的表达高于其在低转移潜能细胞系（ＳＷ４８０和 ＨＴ２９）中的表

达，而上皮标记物的表达趋势正好相反［１５］；这提示ＦＭＮＬ３可

能与结直肠癌ＥＭＴ相关。在本研究中也发现，转染ＦＭＮＬ３

基因后ＳＷ４８０细胞的形态发生明显变化，由圆形或多边形变

为梭形并伸出多个细长突起的间充质样，呈现典型的ＥＭＴ形

态学改变；并且不论 ｍＲＮＡ水平还是蛋白水平，与ＳＷ４８０／

Ｍｏｃｋ组细胞相比，ＳＷ４８０／ＦＭＮＬ３组细胞中上皮标志物 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ表达均降低，间质标志物 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达均升高，这进

一步说明ＦＭＮＬ３可能促进结直肠癌细胞ＥＭＴ，与本课题的

前期研究结果相吻合；同时还发现，转染 ＦＭＮＬ３基因后

ＳＷ４８０细胞的体外侵袭能力显著增强，说明在体外ＦＭＮＬ３

能够促进结直肠癌细胞侵袭。综合以上研究结果，本研究认为

ＦＭＮＬ３可能通过促进结直肠癌细胞ＥＭＴ而促进结直肠癌侵

袭，但具体的分子机制还有待进一步深入研究。

参考文献：

［１］ＢｌｉｃｋＴ，ＷｉｄｏｄｏＥ，ＨｕｇｏＨ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｔｒａｉｔｓｉｎｈｕｍａｎｂｒｅｓｔｃａｎｃｅｒ （下转第１４６７页）
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本系统评价实验周期短，动物数量少，同样可用于市场的

抽检和监控产品质量的稳定性，配合成分分析方法等应用，可

有效提高市场合格保健品种质量功效的控制水平。通过对评

价方法进行标准化、规范化要求及提升市场准入标准，可提高

保健食品的内在质量，从而显著提升保健食品的功效及安全水

平；低水平重复开发现象、鱼龙混杂等相关系列问题也可被有

效避免或解决。通过本研究对２个中药保健食品胶囊的对比

评价，可以清晰地看到该评价体系对规范保健食品市场及新产

品开发等方面强大的实用价值。本研究及评价系统为政府部

门有效监管保健食品市场提供实验依据和科学的评价方法，使

保健食品的功效及安全性都会得到充分保障。未来对中国公

共健康水平的提升，减少疾病风险及相关的医药投入，有效改

善国人的生存质量、延长人口寿命将会产生深远的影响。
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２０１０，４２（５）：６８．

［１２］黄秋丹．浅议“治未病”之意义［Ｊ］．河南中医学院学报，

２００９，２４（４）：１８１９．
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ｏｂｅｓｉｔｙｉｎｏｌｄｅｒａｄｕｌｔｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｂｅｓ（Ｌｏｎｄ），２０１２，３６

（９）：１１４１１１５０．

［１５］黄继汉，黄晓晖，陈志扬，等．药理试验中动物间和动物与

人体间的等效剂量换算［Ｊ］．中国临床药理学与治疗学，

２００４，９（９）：１０６９１０７２．

［１６］吴丽，潘苏华．中药保健食品的优势及发展方向［Ｊ］．时珍

国医国药，２００９，２０（７）：１８３８１８４０．
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［８］ ＰｉｎｎｅｒＳ，ＪｏｒｄａｎＰ，ＳｈａｒｒｏｃｋＫ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒａｌｖｉｔａｌｉｍａｇｉｎｇ

ｒｅｖｅａｌｓｔｒａｎｓｉｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｐｉｇｍｅｎｔｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＢｒｎ２

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｕｒｉｎｇｍｅｔａｓｔａｔｉｃｍｅｌａｎｏｍａｄｉｓｓｅｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（２０）：７９６９７９７７．
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