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干扰结肠癌上皮细胞Ａｓｃｌ２的表达致其向杯状细胞表型分化

李晓桓，朱　蓉，田　音，汪荣泉　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院全军消化病研究所）

　　［摘要］　目的　探讨转录因子Ａｓｃｌ２对结肠癌细胞分化的影响。方法　采用Ａｓｃｌ２分子干扰质粒和对照质粒对结肠
癌ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞进行转染，通过 Ｇ４１８筛选建立稳定转染的细胞系，采用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测干扰
Ａｓｃｌ２分子表达对肠杯状细胞标志物Ｍｕｃ２和ＴＦＦ３表达的影响。结果　成功构建了ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＥＧＦＰ质粒以及对照质
粒ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ／ＥＧＦＰ，经测序与预期相符，Ｇ４１８筛选获得 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＬＳ１７４Ｔ
和ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＬＳ１７４Ｔ稳定转染细胞。ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实干扰质粒能够有效地抑制ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞内
的Ａｓｃｌ２的表达（Ｐ＜０．０１）。ＲＴＰＣＲ检测发现Ｍｕｃ２和 ＴＦＦ３ｍＲＮＡ表达水平在 Ａｓｃｌ２干扰后的 ＨＴ２９细胞内均明显上
调（Ｐ＜０．０５）；Ｍｕｃ２ｍＲＮＡ表达水平在 Ａｓｃｌ２干扰后的 ＬＳ１７４Ｔ细胞内明显上调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但是
ＴＦＦ３ｍＲＮＡ表达水平在Ａｓｃｌ２干扰后的ＬＳ１７４Ｔ内升高不明显（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现Ｍｕｃ２蛋白质表达水平
在Ａｓｃｌ２干扰后明显上调（Ｐ＜０．０５）。结论　干扰结肠癌ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞内Ａｓｃｌ２的表达导致其向杯状细胞的表型
分化。
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　　Ａｃｈａｅｔｅｓｃｕｔｅｌｉｋｅ２（Ａｓｃｌ２）是一个碱性／螺旋环
螺旋转录因子，是 Ｗｎｔ信号的靶分子，其表达仅限于
胎盘以及小肠和大肠隐窝基底的 Ｌｇｒ５阳性的肠隐窝

基底柱细胞，即 ＣＢＣ细胞（ｃｒｙｐｔｂａｓｅｃｏｌｕｍｎａｒｃｅｌｌｓ，
ＣＢＣｃｅｌｌｓ）［１］。小鼠基因过表达和基因敲除模型揭示
Ａｓｃｌ２是控制 ＣＢＣ细胞“干性”的一个重要的转录因
子，Ａｓｃｌ２在小鼠肠上皮中的转基因过表达诱导了肠隐
窝的过度增生和肠绒毛上的异位隐窝出现；Ａｓｃｌ２基因
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在成体小鼠肠道的诱导缺失则导致 Ｌｇｒ５阳性的 ＣＢＣ
细胞在 Ｃｒｅ诱导５ｄ后消失［１］。近来又有研究发现，

在人的结肠癌标本中，Ａｓｃｌ２的表达明显上调，并且在
结肠癌发生、发展的各个时期均表达上调［２－３］，在人结

肠癌细胞系中干扰了 Ａｓｃｌ２的表达，导致了细胞周期
的Ｇ２／Ｍ期阻滞

［４］。因此，我们设想 Ａｓｃｌ２可能与结
肠癌干细胞的“干性”相关，我们前期实验也已证实，

Ａｓｃｌ２在维持结肠癌干细胞自我更新方面发挥重要的
作用［５］，但是，有关Ａｓｃｌ２在结肠癌细胞分化方面的作
用尚不清楚。本研究对结肠癌 ＨＴ２９和 ＬＳ１７４Ｔ细胞
进行Ａｓｃｌ２的ＲＮＡ干扰并建立稳定转染的细胞系，观
察Ａｓｃｌ２干扰后对 ＨＴ２９和 ＬＳ１７４Ｔ细胞分化方面的
影响，以进一步探讨 Ａｓｃｌ２在维持结肠癌细胞分化的
影响作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器
　　人结肠癌细胞株 ＨＴ２９购自中国科学院上海细胞库，人结
肠癌细胞株 ＬＳ１７４Ｔ由第三军医大学西南医院全军消化病研究
所保种（均引自 ＡＴＣＣ），Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ培养基购自 Ｓｉｇｍａ公司，
胎牛血清 （ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和
Ｔｒｉｚｏｌ试剂均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录和荧光定量 ＰＣＲ试剂购
自大连宝生物工程有限公司，抗Ａｓｃｌ２单克隆抗体购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司，抗Ｍｕｃ２多克隆抗体来源于加拿大多伦多大学儿童医院
研究中心生物化学研究室，ＣＯ２恒温培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司，ＰＣＲ仪和凝胶成像系统均购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，激光共聚
焦扫描显微镜购自德国 ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司。

１．２　质粒构建与测序
　　ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＥＧＦＰ质粒以及对照质粒 ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ／
ＥＧＦＰ由武汉市晶赛生物工程有限公司合成，Ａｓｃｌ２干扰序列为
ＣＣＧＣＧＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣ［１］，经Ｅｃｏ３１Ⅰ酶克隆入ｐＧｅｎｅｓｉｌ１．１
载体，然后将质粒进行测序，结果表明所获得的干扰质粒目的

片段与预期完全相符［５］。

１．３　细胞培养、质粒转染以及稳定转染细胞系的建立
　　ＨＴ２９和 ＬＳ１７４Ｔ细胞以含 １０％胎牛血清的 Ｍａｃｏｙ’ｓ５Ａ
完全培养液进行常规培养，当细胞处于对数生长期时消化、离

心细胞，调整细胞浓度，接种至 ２４孔板中，当细胞生长融合至
５０％～６０％，进行转染（按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂说明
书进行操作）；转染 ４８ｈ后激光共聚焦显微镜下观察绿色荧光
表达情况，并进一步行 Ｇ４１８筛选并维持稳定转染（ＨＴ２９细
胞：Ｇ４１８筛选浓度为８００μｌ／ｍｌ，维持浓度为４００μｌ／ｍｌ；ＬＳ１７４Ｔ
细胞：Ｇ４１８筛选浓度为４００μｌ／ｍｌ，维持浓度为２００μｌ／ｍｌ），分
别建立 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／
ＬＳ１７４Ｔ和ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＬＳ１７４Ｔ４个稳定转染的细胞系。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肠分化标志物ｍＲＮＡ水平的
表达

　　总 ＲＮＡ的提取按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书进行操作，ＲＴＰＣＲ

引物由大连宝生物生物工程有限公司合成（表１），退火温度为
６０℃。按照试剂盒说明书进行逆转录，反应条件为：３７℃ ×
１５ｍｉｎ；８５℃×５ｓ。ＲＴＰＣＲ反应体系为 ２０μｌ，反应条件为：
９５℃×１０ｓ，１个循环；９５℃ ×５ｓ，６０℃ ×２０ｓ，４０个循环；
５５℃×１０ｓ，８０个循环。

表１　ＲＴＰＣＲ实验引物

基因 引物 片段长度（ｂｐ）

Ａｓｃｌ２ 上游：５′ＣＧＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＡＣＴＴＧＧ３′

下游：５′ＧＧＡＴＧＴＡＣＴＣＣＡＣＧＧＣＴＧＡＧ３′
１１３

Ｍｕｃ２ 上游：５′ＧＧＧＧＡＧＴＧＣＴＧＴＡＡＧＡＡＧＴＧＴＧＡ３′

下游：５′ＧＴＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＣＧＡＧＡＴＧＡＧ３′
１６５

ＴＦＦ３ 上游：５′ＡＧＣＣＡＡＧＧＡＣＡＧＧＧＴＧＧＡＣＴ３′

下游：５′ＧＣＴＴＧＡＡＡＣＡＣＣＡＡＧＧＣＡＣＴＣ３′
１１０

Ｌｙｓｏｚｙｍｅ 上游：５′ＧＧＧＣＴＴＧＴＣＣＴＣＣＴＴＴＣＴＧＴＴＡＣ３′

下游：５′ＣＡＣＡＴＣＣＡＧＴＴＴＧＣＴＡＧＧＣＴＧＡ３′
１２２

ＰＬＡ２Ｇ２Ａ 上游：５′ＡＣＧＴＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣＧＴＧＧＡＴＧＴ３′

下游：５′ＧＣＡＧＣＣＴＴＡＴＣＡＣＡＣＴＣＡＣＡＣＡＧ３′
１２６

Ｉｓｏｍａｌｔａｓｅ 上游：５′ＧＣＡＣＴＧＴＴＡＴＣＣＧＡＣＣＣＣＴＴＴ３′

下游：５′ＧＴＡＧＴＣＡＡＡＣＣＡＣＣＧＡＧＣＡＴＴＧ３′
１６４

Ｌａｃｔａｓｅ 上游：５′ＧＴＡＧＧＡＧＧＣＴＧＧＧＡＧＡＡＴＧＡＧＡＣ３′

下游：５′ＣＣＣＴＧＧＴＡＡＧＣＡＡＴＧＡＣＡＡＡＧＧ３′
１３１

ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ上游：５′ＴＧＴＣＣＴＧＧＣＴＣＴＴＣＴＧＣＴＣＴＧ３′

下游：５′ＣＴＴＧＧＡＡＡＧＴＧＴＧＴＣＧＧＡＧＡＴＧ３′
１２４

ＮｅｒｏＤ１ 上游：５′ＧＡＣＧＡＧＴＧＴＣＴＣＡＧＴＴＣＴＣＡＧＧＡ３′

下游：５′ＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＴＣＣＡＧＧＴＣ３′
１４６

βａｃｔｉｎ 上游：５′ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ３′

下游：５′ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ３′
１８６

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分化标志物Ｍｕｃ２的蛋白表达
　　用 ＳＤＳ裂解缓冲液裂解 ＨＴ２９、ＬＳ１７４Ｔ细胞获得全细胞
裂解液，ＢＣＡ法定量，取全细胞裂解液 ２０μｇ按照 ４∶１比例加
入 ０．５ｍｏｌ／ＬＤＴＴ，煮沸５ｍｉｎ变性，上样，电泳，电转，用含５％
ＢＳＡ室温封闭 ２ｈ，加入 Ｍｕｃ２一抗（１∶１０００），４℃过夜，洗膜，
加入辣根过氧化物酶标记的二抗 （１∶１００００），室温孵育１ｈ，
洗膜，免疫复合物经化学发光显色，凝胶成像仪成像。采用

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对条带的光密度值进行分析，蛋白的相对定
量结果以实验条带光密度值／βａｃｔｉｎ条带光密度值表示。

１．６　统计学分析
　　用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
各组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　质粒转染及稳定转染细胞系的建立
　　激光共聚焦显微镜观察结果显示 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＥＧＦＰ和
ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ／ＥＧＦＰ质粒瞬时转染 ４８ｈ，转染效率均低于
２０％。进一步进行Ｇ４１８筛选稳定转染的细胞，３～４周后形成
稳定转染的克隆，再进一步进行消化、传代，扩增培养。ＬＳ１７４Ｔ
细胞质粒转染４８ｈ后经Ｇ４１８筛选也得到稳定转染的细胞系，
分别命名为 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡ
Ａｓｃｌ２／ＬＳ１７４Ｔ和 ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＬＳ１７４Ｔ细胞。
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２．２　Ａｓｃｌ２干扰效果的检测
　　对 ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＨＴ２９、ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＨＴ２９、ＬＳ１７４Ｔ、
ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＬＳ１７４Ｔ和 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＬＳ１７４Ｔ细 胞 进 行 Ａｓｃｌ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的检测，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
（图１）均显示，与未转染和转染对照质粒（ｓｈＲＮＡＣｔｒ）细胞比
较，转染干扰质粒（ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２）ｍＲＮＡ和蛋白质的表达均明
显减少（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ　ａ：Ｐ＜０．０１，与 ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　
１：未转染细胞；２：ｓｈＲＮＡＣｔｒ；３：ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２；Ｃ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２比较
图１　ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞Ａｓｃｌ２干扰后Ａｓｃｌ２ｍＲＮＡ及蛋白表达

２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测肠分化标志物ｍＲＮＡ水平的
表达

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验结果显示：肠杯状细胞标志物 Ｍｕｃ２
ｍＲＮＡ表达在Ａｓｃｌ２干扰后的 ＨＴ２９和 ＬＳ１７４Ｔ细胞中均明显
高于未转染和转染对照质粒细胞，ＴＦＦ３在 Ａｓｃｌ２干扰后的
ＨＴ２９细胞中表达也明显上调，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００５，图２）。ＴＦＦ３在Ａｓｃｌ２干扰后的 ＬＳ１７４Ｔ细胞中表达也有
增高，但没有统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而代表Ｐａｎｅｔｈ细胞表型的
生物标志物Ｌｙｓｏｚｙｍｅ和ＰＬＡ２Ｇ２Ａ在Ａｓｃｌ２干扰前后其 ｍＲＮＡ
水平无明显变化；代表肠吸收细胞和肠内分泌细胞表型的生物

标志物 Ｉｓｏｍａｌｔａｓｅ、Ｌａｃｔａｓｅ以及 ＣｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ、ＮｅｒｏＤ１由于
ｍＲＮＡ水平表达过低而在相同条件下检测不出。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２比较
Ａ：Ａｓｃｌ２干扰后Ｍｕｃ２ｍＲＮＡ的表达；Ｂ：Ａｓｃｌ２干扰后 ＴＦＦ３ｍＲＮＡ
的表达

图２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测干扰后ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞Ｍｕｃ２和
ＴＦＦ３ｍＲＮＡ的表达

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测分化标志物Ｍｕｃ２的蛋白表达
　　肠杯状细胞标志物Ｍｕｃ２蛋白表达在Ａｓｃｌ２干扰后的ＨＴ２９
和ＬＳ１７４Ｔ细胞中均明显高于未转染和转染对照质粒细胞，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　１：ＨＴ２９；２：ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＨＴ２９；３：ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／
ＨＴ２９；４：ＬＳ１７４Ｔ；５：ｓｈＲＮＡＣｔｒ／ＬＳ１７４Ｔ；６：ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２／ＬＳ１７４Ｔ；
Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈＲＮＡＡｓｃｌ２比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｓｃｌ２干扰后ＨＴ２９和ＬＳ１７４Ｔ细胞

Ｍｕｃ２蛋白的表达
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３　讨论

　　结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，预后不良，
死亡率较高。近年来，随着生活水平的提高和饮食结

构的改变，结肠癌发病率在不断上升，已经严重危害到

人类的健康。结肠癌的治疗一直是一大难题，结肠癌

早期诊断率低，而中晚期结肠癌侵袭和转移又使结肠

癌的治疗面临巨大的挑战。肿瘤干细胞理论的提出给

结肠癌的治疗带来了新的希望。

　　Ａｓｃｌ２是正常成体肠干细胞的一个重要标志物，其
控制着肠黏膜隐窝 Ｌｇｒ５阳性的干细胞命运［１］。目前

研究认为，结肠癌干细胞可能起源于正常成体肠隐窝

干细胞。我们前期实验也已证实，Ａｓｃｌ２与结肠癌干细
胞相关［５］。本课题研究组对结肠癌 ＨＴ２９和 ＬＳ１７４Ｔ
细胞进行Ａｓｃｌ２的 ｓｈＲＮＡ干扰质粒转染并通过 Ｇ４１８
筛选分别建立了稳定转染的细胞系，对多个肠分化标

志物进行了 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测，结果发现 Ｍｕｃ２和
ＴＦＦ３ｍＲＮＡ表达水平上调，并进一步对 Ｍｕｃ２蛋白质
水平进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结果发现 Ｍｕｃ２蛋白质
表达水平也上调。实验结果说明，转录因子 Ａｓｃｌ２对
结肠癌分化有影响，并且 Ａｓｃｌ２干扰后导致结肠癌细
胞向杯状细胞表型分化。

　　本研究探讨Ａｓｃｌ２对结肠癌分化方面的影响采用
的是结肠癌细胞株，没有针对其原代干细胞进行研究，

这是该研究的局限性所在。但是结肠癌干细胞的分离

培养，尤其是原代结肠癌干细胞的分离培养具有相当

的难度，并且，分离培养出来的干细胞需要经过质粒或

慢病毒转染以及转染后细胞的活性和转染后细胞要很

好地用于进一步实验均存在难度。目前，本课题组正

在向这方面努力，希望能得到更有意义的结果，但是目

前的结果是一个重要的提示，说明 Ａｓｃｌ２对结肠癌分
化具有影响。

　　肿瘤干细胞是肿瘤的种子和源泉，是肿瘤发生、发
展、转移和复发等过程中的“起始细胞”或“动力细

胞”。随着肿瘤干细胞研究的不断拓展，结肠癌干细

胞已成功地获得分离和培养。其分离一般是利用其表

面标志物（目前鉴别结肠癌干细胞的表面标志物有：

ＣＤ１３３［６－９］、ＣＤ４４［１０－１２］、ＣＤ１６６［１２］、ＣＤ２４［９］、ＣＤ２９［９］

和Ｌｇｒ５［１３］），采用流式细胞术或磁性激活细胞分选法
进行分选；培养则主要是采用特殊的培养条件进行无

血清成球培养。成功分离并培养出结肠癌干细胞，使

结肠癌干细胞的研究具备了前提和基础。

　　结肠癌干细胞理论的提出使更有效的结肠癌治疗
成为可能，而这种治疗的目标不仅仅是减少肿瘤的体

积，更是以肿瘤“跳动的心脏”———肿瘤干细胞为靶

标［１４］。研究结肠癌干细胞的“干性”，必将使结肠癌的

治疗更加有的放矢！抑制结肠癌干细胞的自我更新，

促使其分化，甚至杀灭结肠癌干细胞都将成为治疗结

肠癌的重要方法和手段。Ａｓｃｌ２对结肠癌干细胞分化
的影响有待进一步的研究，可为将来结肠癌的诊治提

供新的依据。
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