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应用ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ慢病毒载体探讨Ｎａｎｏｇ在调控结直肠癌细胞的自我更新与转
移能力中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨干细胞标记物Ｎａｎｏｇ对结直肠癌细胞的自我更新以及转移能力的影响。方法　 将本实验室已
构建的Ｎａｎｏｇ启动子携带绿色荧光蛋白的慢病毒载体ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ感染人结直肠癌细胞系ＨＣＴ１１６，并经流式分选得到
ＧＦＰ表达阳性和阴性的细胞，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测病毒的有效性，克隆形成实验和成球实验检测肿瘤细胞的自我更新能
力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测肿瘤细胞的转移能力。结果　 细胞系在感染病毒１２ｈ后，倒置荧光显微镜下可观察到ＧＦＰ的荧光
表达，说明病毒ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ可稳定感染人结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６，且 ＧＦＰ的阳性率为５．９％。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，
根据ＧＦＰ所分选出的细胞能准确的对应 Ｎａｎｏｇ的表达量。Ｎａｎｏｇ阳性细胞的克隆形成率［（５６．３±２．８７）％］显著大于
Ｎａｎｏｇ阴性细胞的克隆形成率［（１９±２．１６）％］（Ｐ＜０．０５）。Ｎａｎｏｇ阳性细胞所形成的干细胞球体积明显增大且成球率
［（３４±４）％］显著大于Ｎａｎｏｇ阴性细胞［（１０．６７±６．４３）％］（Ｐ＜０．０５），说明Ｎａｎｏｇ阳性细胞具有更强的自我更新能力。
Ｎａｎｏｇ阳性细胞穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞数（１７５．８±１２．８９）比Ｎａｎｏｇ阴性细胞（７４．６±１６．５５）显著增多（Ｐ＜０．０５），说明
Ｎａｎｏｇ阳性细胞具有更强的转移能力。结论　 在结直肠癌细胞中Ｎａｎｏｇ调控肿瘤细胞的自我更新以及转移能力。
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　　近年来，肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）理
论［１］成为肿瘤学领域中的研究热点，为肿瘤的临床研

究治疗提供了新的思路。肿瘤干细胞较之肿瘤组织中

的其他细胞具有更强的自我更新和侵袭转移能力。世

界各地的科学家们从白血病［２］、乳腺癌［３］、肝癌［４］、结

直肠癌［５］、胃癌［６］等实体肿瘤中成功地分离出肿瘤干

细胞，为肿瘤干细胞学说提供了有力的科学依据。本

实验通过构建出Ｎａｎｏｇ启动子携带绿色荧光蛋白的慢
病毒载体 ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ，感染结直肠癌细胞系
ＨＣＴ１１６后分离出 Ｎａｎｏｇ阳性细胞，研究 Ｎａｎｏｇ对
ＨＣＴ１１６细胞系的自我更新以及转移的影响，进而证
明在结直肠癌细胞中Ｎａｎｏｇ阳性细胞具有肿瘤干细胞
的特征。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　实验所用菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α、Ｔｏｐ１０、甲基化酶缺失菌株
ＧＭ２１６３，克隆质粒ｐＲＲＬＳＩＮ．ｃＰＰＴ．ＰＧＫ／ＧＦＰ．ＷＰＲＥ、包装质粒
ｐＭＤ２．Ｇ、ｐＭＤＬｇ．ｐＲＲＥ和 ｐＲＳＶ．Ｒｅｖ均为本实验室保存。
ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ由本实验室构建保存；人结直肠癌细胞系
ＨＣＴ１１６由本实验室保存；ＤＭＥＭ、胎牛血清、胰酶及相关培养
试剂购自Ｇｉｂｃｏ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司；用
于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验的抗体购自 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ公司。其他设备
ＢＢＧ１６ｕＶ１５１Ｌ二氧化碳培养箱，ＩＸ７１２２ＦＬ／ＰＨ荧光倒置显微
镜，酶标仪 ＴＥＣＡＮＤＮＡｅｘｐｏｒｔ分别购自 Ｔｈｅｒｍｏ、Ｏｌｙｍｐｕｓ和
ＴＥＣＡＮ公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人结直肠癌细胞系ＨＣＴ１１６培养于１０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ（含青链霉素）培养液中，在温度为 ３７℃，
５％ 的ＣＯ２浓度的培养箱中孵育，待细胞成长度达到 ７０％ ～
８０％进行胰酶消化传代。本实验所用细胞为生长对数期长势
良好的细胞。

１．２．２　慢病毒 ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ对结直肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６的
感染　　收集纯化已构建好的慢病毒，采用实时定量 ＰＣＲ测
定病毒转导单位滴度后，分装冻存。转染前将结直肠癌细胞系

ＨＣＴ１１６接种至２４孔板中，１×１０５个细胞每孔，待培养细胞达
到７０％～８０％的密度，去除２４孔板内的培养液，将含１０ＭＯＩ
病毒的完全培养液加入细胞培养孔中，同时加入工作液浓度为

５μｇ／μＬ的聚凝胺（ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）以增加感染效率，感染１２ｈ后去
除含病毒的培养液，更换为完全培养基继续培养。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测荧光报告系统的有效性　　流式细胞
仪分选出Ｎａｎｏｇ阴性细胞和Ｎａｎｏｇ阳性细胞后，细胞离心后加
入蛋白裂解液，将细胞裂解物进行 ＢＣＡ定量后使用。每孔加
入２０μＬ目的蛋白样品，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后湿转法转移到ＰＶＤＦ
膜上。ＢＳＡ孵育封闭２ｈ，加入一抗孵育过夜，ＰＢＳＴ洗涤３次，
加入对应的含荧光标记的二抗孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗涤后进行显影
拍照。

１．２．４　克隆形成实验　　克隆形成率可以反映细胞群体依赖
性和增殖能力。流式分选ＨＣＴ１１６细胞系的Ｎａｎｏｇ阴性细胞和
Ｎａｎｏｇ阳性细胞铺入２４孔板，每孔铺５０个细胞，每组设３个复
孔，铺于含３７℃温育过的ＤＭＥＭ／ＦＢＳ培养液的培养板中，轻轻
摇动２４孔板使细胞分布均匀。于温度３７℃，５％的ＣＯ２及饱和
湿度的培养箱中培养２周后终止细胞的培养。固定细胞，每孔
加入４％的多聚甲醛固定３０ｍｉｎ。然后吸取多聚甲醛后ＰＢＳ洗
涤３次，将孔板烘干后用结晶紫染色液染３０ｍｉｎ，于烘箱中干
燥孔板。在显微镜计数大于１０个细胞的克隆数。最后计算克
隆形成率。

　　克隆形成率＝克隆数／接种细胞数×１００％
１．２．５　成球实验　　在非贴的２４孔板中每孔添加５００μＬ成
球培养液（成分为１０ｎｇ／ｍＬＥＧＦ、１０ｎｇ／ｍＬｂＦＧＦ、２０ｍｇ／ｍＬ
Ｂ２７的无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液），然后流式细胞仪计数，每孔
加入细胞数为２００个，Ｎａｎｏｇ阳性组和 Ｎａｎｏｇ阴性组各做３个
复孔的重复，再放入培养箱静置约两周时间，在培养过程必须

添加少许ＤＭＥＭ／Ｆ１２培液，两周后可以用倒置荧光显微镜观
察每孔细胞球的大小及数目，计数后并计算出成球率。

　　成球率＝每孔细胞球数目总和／每孔加入的细胞数×１００％
１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ转移实验　　流式分选 Ｎａｎｏｇ阴性和 Ｎａｎｏｇ
阳性的ＨＣＴ１１６细胞各５×１０４个，离心后加入２００μＬ无血清的
ＤＭＥＭ培养液重悬混匀。２４孔板中加入含２０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ
１．２ｍＬ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室轻轻置于２４孔板内，小心向小室中加入
重悬的细胞悬液，３７℃ ５％ＣＯ２培养２４ｈ后，将小室取出，吸出
多余的培液，用ＰＢＳ洗涤两遍，应小心清洗，防止细胞脱落，待
清洗后置于４％的多聚甲醛中固定２０ｍｉｎ，然后将其取出 ＰＢＳ
洗涤两遍，加入０．１％的结晶紫染色约２０ｍｉｎ，清水洗涤，用棉
签擦去上室细胞，将其置于正置显微镜下任取５个视野拍照，
每组实验重复３次。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件的单因素方差
分析。

２　结果

２．１　慢病毒 ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ感染结直肠癌细胞系
ＨＣＴ１１６

　　细胞感染１２ｈ时后继续培养２４ｈ，倒置荧光显微镜观察细
胞形态以及荧光表达情况：在随机挑选的每个视野下均可见绿

色荧光ＧＦＰ的表达（图１），由于ＧＦＰ是由Ｎａｎｏｇ作为启动子来
启动表达的，这些有ＧＦＰ表达的细胞即为Ｎａｎｏｇ阳性细胞。结
果表明病毒ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ成功感染了ＨＣＴ１１６细胞。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定
　　以未感染病毒的细胞为对照，将感染病毒的细胞，经流式
细胞仪检测ＧＦＰ的阳性率为５．９％（图２），说明在 ＨＣＴ１１６细
胞系中表达Ｎａｎｏｇ的细胞只占少数部分。流式细胞仪分选出
Ｎａｎｏｇ阴性细胞和Ｎａｎｏｇ阳性细胞，提取蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果说明，根据ＧＦＰ所分选出的细胞能很好的对应Ｎａｎｏｇ的表达
量（图３）。
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Ａ：白光视野；Ｂ：ＧＦＰ荧光视野；Ｃ：融合视野

图１　ＬｖｐＮａｎｏｇＧＦＰ感染结直肠癌细胞系ＨＣＴ１１６情况　（倒置荧光显微镜×１００）
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图２　流式细胞仪分选Ｎａｎｏｇ阴性和阳性的ＨＣＴ１１６细胞
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１：ＧＦＰ－细胞；２：ＧＦＰ＋细胞

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｎａｎｏｇ的表达

２．３　克隆形成实验
　　克隆形成的结果显示（图４），ＨＣＴ１１６细胞系的 Ｎａｎｏｇ阳
性细胞的克隆形成率为（５６．３±２．８７）％，显著大于Ｎａｎｏｇ阴性
细胞的克隆形成率［（１９±２．１６）％］。两者的差异具有统计学
意义（Ｐ＜００５）。
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Ａ：Ｎａｎｏｇ阴性细胞；Ｂ：Ｎａｎｏｇ阳性细胞
图４　ＨＣＴ１１６细胞克隆形成实验结果　（结晶紫）

２．４　成球实验
　　成球实验的结果显示（图５），Ｎａｎｏｇ阳性细胞所成的干细
胞球的体积要明显大于Ｎａｎｏｇ阳性细胞的干细胞球，并且二者
的成球率存在差异。Ｎａｎｏｇ阳性细胞的成球率为［（３４±
４）％］，Ｎａｎｏｇ阴性细胞的成球率为［（１０．６７±６．４３）％］，两者
的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｎａｎｏｇ阴性细胞；Ｂ：Ｎａｎｏｇ阳性细胞；Ｃ：Ｎａｎｏｇ阴性细胞 ＧＦＰ荧
光视野；Ｄ：Ｎａｎｏｇ阳性细胞ＧＦＰ荧光视野
图５　ＨＣＴ１１６细胞成球实验结果　（倒置荧光显微镜×４０）

２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ转移实验
　　为了研究分选出来的 Ｎａｎｏｇ阴性和 Ｎａｎｏｇ阳性的转移能
力差异，利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞转移能力（图６）。Ｎａｎｏｇ阳
性细胞穿过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的细胞数（１７５．８±１２．８９）比 Ｎａｎｏｇ
阴性细胞（７４．６±１６．５５）显著增多（Ｐ＜０．０５），说明Ｎａｎｏｇ阳性
细胞具有更强的转移能力。
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Ａ：Ｎａｎｏｇ阴性细胞；Ｂ：Ｎａｎｏｇ阳性细胞
图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测ＨＣＴ１１６细胞的转移能力　（结晶紫×２０）
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３　讨论

　　目前肿瘤干细胞的鉴定分离方法尚未成熟，由于
ＣＳＣｓ又是肿瘤细胞里的少数群体，所以无法从形态学
上鉴别，而只能用对 ＣＳＣｓ的自我更新能力、分化潜能
以及侵袭转移能力这些生物学特征进行评价，因此科

学家们正试图寻找ＣＳＣｓ特征性的“标记物”［７－９］。
　　自我更新和分化能力是胚胎干细胞以及成体干细
胞所共同的特点，然而这一共同特点也是肿瘤细胞中

的部分癌细胞所拥有的［１０］，所以有学者认为肿瘤是一

种干细胞突变的疾病［１１］。Ｙｕ等利用反转录病毒将
Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２和ＬＩＮ２８四个基因导入人成纤维细
胞中，成功获得了诱导多功能干细胞即 ｉＰＳ细胞。可
见Ｎａｎｏｇ基因在维持ｉＰＳ细胞的全能性中发挥了至关
重要的作用［１２－１４］。

　　同时干细胞的调控因子Ｎａｎｏｇ在低分化肿瘤中会
有更频繁的激活表达［１５－１６］。在口腔癌和大肠癌中

Ｎａｎｏｇ的过表达预测着肿瘤的高度转移和患者的预后
差，这表明转录因子Ｎａｎｏｇ可能是调节肿瘤的发生、发
展的一个关键性因素［１７－１８］。在人的绒毛膜癌中

Ｎａｎｏｇ的高表达有明显的抗凋亡作用和维持干性的特
性。干扰Ｎａｎｏｇ的表达则降低肿瘤细胞的侵袭转移能
力，同时，Ｎａｎｏｇ的低表达会导致基质金属蛋白酶
ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的下调表达，这提示着Ｎａｎｏｇ可能与
肿瘤细胞的侵袭转移有关［１９］。

　　正是基于这些理论基础，我们构建了以 Ｎａｎｏｇ为
启动子的绿色荧光蛋白 ＧＦＰ慢病毒表达载体 Ｌｖ
ｐＮａｎｏｇＧＦＰ，通过流式细胞仪从结直肠癌细胞系
ＨＣＴ１１６中分离出Ｎａｎｏｇ阳性细胞和Ｎａｎｏｇ阴性细胞。
通过克隆形成、成球和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ这些功能实验比较
Ｎａｎｏｇ阳性细胞和Ｎａｎｏｇ阴性细胞在自我更新和侵袭
转移方面的差异，发现 Ｎａｎｏｇ可以调控结直肠癌细胞
的自我更新以及侵袭转移能力。综上所述，本实验结

果提示着 Ｎａｎｏｇ阳性细胞是具有肿瘤干细胞特征的，
Ｎａｎｏｇ是可以作为结直肠癌干细胞的“标记物”的，这
为我们下一步建立结直肠癌肿瘤干细胞研究平台提供

实验基础。
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