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酪酸梭菌通过调节长链非编码ＲＮＡｓ的表达变化促进结肠癌细胞ＳＷ４８０的凋亡

杨晓容，张德纯，杨金梅，李世超，刘胜男，郭亚楠　　（４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学部分子医学与肿瘤研
究中心，病原生物学教研室）

　　［摘要］　目的　人结肠癌细胞 ＳＷ４８０与酪酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，ＣＢ）共培养后，检测
ＳＷ４８０细胞ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ的应答变化及诱导凋亡的机制。方法　１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ酪酸梭菌处
理结肠癌细胞４８ｈ后，提取总ＲＮＡ，对其逆转录ＲＮＡ并作荧光标记，与安捷伦人ｌｎｃＲＮＡｓ／ｍＲＮＡｓ芯片
杂交。生物信息学预测表达差异的ｌｎｃＲＮＡｓ靶基因，并利用ＤＡＶＩＤ６．７对其进行信号通路富集度分析。
双苯并咪唑Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｌｄｅ）和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色检测细胞凋亡。结果　与 ＳＷ４８０
对照组相比，共培养酪酸梭菌的结肠癌细胞 ＳＷ４８０中的 ｌｎｃＲＮＡｓ有５０个表达上调和１５２个表达下调
的基因，ｍＲＮＡｓ中有７３８个表达上调和１０８８个表达下调的基因。对差异表达的基因进行信号通路富
集度分析，显示参与肿瘤相关的信号传导途径有ＭＡＰＫ信号通路、细胞因子细胞因子、ＪＡＫＳＴＡＴ信号、
ＮＦκＢ的激活、ＶＥＧＦ信号通路和ｐ５３信号通路。酪酸梭菌能显著促进结肠癌细胞凋亡。结论　酪酸
梭菌通过调节ｌｎｃＲＮＡｓ的表达变化促进结肠癌细胞ＳＷ４８０凋亡。
　　［关键词］　 酪酸梭菌；结肠癌；ＳＷ４８０细胞；长链非编码ＲＮＡ
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　　酪酸梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，ＣＢ）是一种革兰
阳性厌氧杆菌，可以抵抗高热和强酸［１］，被用于调节肠

道菌群的平衡，发酵葡萄糖变为乙酸和丁酸，提高人体

免疫力。酪酸梭菌不仅对便秘有很好的效果［２］，还可以

作为临床药物，治疗常见腹泻及抗生素相关性腹泻［３］。

　　长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡｓ），是非编码ＲＮＡ中长
度超过２００个核苷酸的一个亚组。ｌｎｃＲＮＡｓ作为基因
调节因子，作用方式多种多样，可通过表观遗传学修

饰、ＲＮＡ蛋白质相互作用、染色体转位和基因融合等
多种方式参与细胞生长及增殖等调控过程［４－５］。新进

研究［６－７］揭示ｌｎｃＲＮＡｓ在转录和翻译后的水平中发挥
复杂和重要的作用，通过调节癌细胞生长和增殖的方

式，对癌症的发生、发展起抑制作用。ｌｎｃＲＮＡｓ在结肠
癌、肝癌等肿瘤发生的各个环节，包括早期癌变事件，

肿瘤的生长、侵袭、迁移和血管生成等［８－１１］发挥或促

进或抑制的调节作用。

　　人体益生菌酪酸梭菌与结肠癌［１２－１３］细胞共培养

能否刺激结肠癌细胞的 ｌｎｃＲＮＡｓ表达发生变化，能否
调节结肠癌的发生、发展过程仍然不清楚。本研究分

析益生菌酪酸梭菌刺激结肠癌细胞后表达发生变化的

ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ，探索酪酸梭菌对结肠癌细胞的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞株、菌种、试剂和主要仪器
　　结肠癌细胞株 ＳＷ４８０（＃ＣＣＬ２２８，ＡＴＣＣ）保存于
重庆医科大学检验医学院临床检验诊断学教育部重点

实验室，酪酸梭菌保存于本实验室，ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血
清（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＴＲＩｚｏｌ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），流
式细胞仪、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒（美国 ＢＤ公
司），倒置显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ公司），Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８
（中国碧云天公司）。

１．２　方法
１．２．１　细菌培养　　采用液体培养基厌氧培养酪酸
梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｂｕｔｙｒｉｃｕｍ，ＪＸ２９７２２７Ｇｅｎｂａｎｋ）［１４］，
取对数生长期的酪酸梭菌并经２ｍＬＲＰＭＩ１６４０培养
基稀释为１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ后，用于后续实验。
１．２．２　细胞培养和酪酸梭菌共培养　　ＳＷ４８０人结
肠癌细胞用含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基
（１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００Ｕ／ｍＬ链霉素），在常规细胞
培养箱中，与ＳＷ４８０细胞共培养的酪酸梭菌最适浓度
为１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，处理时间为４８ｈ［１４］。ＳＷ４８０＋
ＣＢ组：结肠癌细胞 ＳＷ４８０与１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ酪酸
梭菌共培养４８ｈ；ＳＷ４８０对照组：结肠癌细胞 ＳＷ４８０
未加入酪酸梭菌培养４８ｈ。

１．２．３　ＲＮＡ提取与芯片分析　　采用ＴＲＩｚｏｌ提取细
胞的总 ＲＮＡ，用安捷伦 ２１００（Ａｇｉｌｅｎｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
ＳａｎｔａＣｌａｒａ，ＣＡ，ＵＳ）检测 ＲＮＡ质量合格后（ＲＩＮ均大
于８．５），用ＲＮｅａｓｙｍｉｎｉｋｉｔ纯化ｔｏｔａｌＲＮＡ。按照Ａｇｉ
ｌｅｎｔ芯片配套提供的杂交标准流程和配套试剂盒，进
行逆转录和单色荧光标记后，与安捷伦的人 ｌｎｃＲＮＡｓ
芯片和全基因芯片ＡｇｉｌｅｎｔＨｕｍａｎｌｎｃＲＮＡ４１８０Ｋ芯
片（ｄｅｓｉｇｎＩＤ：０６０２２８）进行杂交。使用安捷伦芯片扫
描仪（Ｃａｔ＃Ｇ２５６５ＣＡ）扫描得到芯片荧光照片，并用配
套的信号提取软件得到原始数据。芯片原始数据经

ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇＳｏｆｔｗａｒｅ１１．０采用四分位数法归一化处理
后，比较两组差异ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ。
１．２．４　ｌｎｃＲＮＡｓ靶标预测　　通过两种方法预测表
达差异 ｌｎｃＲＮＡｓ的潜在靶基因：顺式或反式［１５］。在

ＤＮＡ水平上，ｌｎｃＲＮＡｓ顺式靶基因是包括 ｌｎｃＲＮＡｓ的
１０ｋｂ窗口上游或下游的基因［根据ＵＣＳＣ注解（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）］。在ＲＮＡ水平，筛选 ｌｎｃＲＮＡｓ反
式作用的靶基因，利用ＢＬＡＳＴ软件分析ｌｎｃＲＮＡｓ与靶
基因ｍＲＮＡ序列互补性，同时使用 ＲＮＡｐｌｅｘ软件预测
两者结合的稳定性［１６］。

１．２．５　信号通路富集度分析　　差异表达的 ｍＲＮＡ
及ｌｎｃＲＮＡｓ的预测靶基因由数据库注释，用功能注释
聚类工具（ＤＡＶＩＤｖ６．７）进行可视化和集成的信号通
路富集度分析［１７］，Ｐ＜０．０５认为是有差异的信号通路。
１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测　　使用
两种方法得到目的基因的特异性引物：①根据 ＮＣＢＩ
的 ＰｒｉｍｅｒＢｌａｓｔ在线软件设计引物并验证其特异
性［１８］。②从 Ｐｒｉｍｅｒｂａｎｋ里面找到对应引物并 Ｂｌａｓｔ
验证其特异性［１９］。

１．２．７　凋亡小体染色和流式细胞仪检测　　采用双
苯并咪唑 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｌｄｅ）和 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色分别检测细胞凋亡：①根据碧云天公
司的说明书处理细胞，并用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色溶液染
核，然后在荧光显微镜下拍照。②按照１．２．１所述处
理细胞，并采用流式细胞仪检测［２０］。

１．３　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０统计软件，计量资料用
珋ｘ±ｓ表示，行ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｌｎｃＲＮＡｓ芯片检测 ＳＷ４８０共培养酪酸梭菌后
ｌｎｃＲＮＡｓ的变化

　　与 ＳＷ４８０对照组相比，ＳＷ４８０＋ＣＢ组中表达差
异大于５倍的上调ｌｎｃＲＮＡｓ有５０个，下调ｌｎｃＲＮＡｓ有
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１５２个（图 １）。这些表达差异的 ｌｎｃＲＮＡｓ可能参与
ＳＷ４８０对共培养酪酸梭菌的应答。
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图１　ｌｎｃＲＮＡｓ芯片检测出的表达变化的ｌｎｃＲＮＡｓ数

２．２　ｍＲＮＡ芯片检测 ＳＷ４８０共培养酪酸梭菌后
ｍＲＮＡ的变化及相关信号通路分析

　　分析安捷伦芯片原始数据，发现 ７３８个上调、
１０８８个下调的 ｍＲＮＡ基因。为了验证基因芯片结
果，采用实时荧光定量ｑＲＴＰＣＲ检测随机选择的６个
表达变化的基因（ＣＩＤＥＡ、ＡＴＭ、ＩＬ８、ＣＤＫＮ１Ａ、ＰＧＦ、
ＧＡＤＤ４５Ａ）。ｑＲＴＰＣＲ数据显示与芯片数据一致（图
２），证明芯片数据可靠。
　　为检测这些表达变化基因及其相关信号通路的功
能，用ＤＡＶＩＤｖ６．７对表达变化的基因进行信号通路
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１：ＣＩＤＥＡ；２：ＡＴＭ；３：ＩＬ８；４：ＣＤＫＮ１Ａ；５：ＰＧＦ；６：ＧＡＤＤ４５Ａ
图２　实时荧光定量ＰＣＲ验证芯片结果

富集度分析。显著改变的信号通路（Ｐ＜０．０５，图３）包
括ＭＡＰＫ信号传导、细胞因子细胞因子、ＪＡＫＳＴＡＴ信
号通路、ｍＴＯＲ信号通路、ＮＦκＢ信号通路、ＶＥＧＦ信号
通路和ｐ５３信号通路。
２．３　表达差异ｌｎｃＲＮＡｓ的靶基因及其功能分析
　　通过预测和分析发现多个信号传导途径（图４），
如ＭＡＰＫ信号通路、细胞因子细胞因子、ｍＴＯＲ信号
通路、ＶＥＧＦ信号通路与表达变化的 ｍＲＮＡｓ的聚集相
关信号通路一致，表明发生改变的信号通路可能是

ＳＷ４８０对共培养的酪酸梭菌应答的关键信号通路。
这些信号传导通路与早期癌发生，肿瘤生长、侵袭、迁

移和血管生成有关。表明表达发生变化的ｌｎｃＲＮＡｓ可
通过调节预测靶基因及其相关的信号通路来调控

ＳＷ４８０对共培养酪酸梭菌的应答。

图３　表达差异的ｍＲＮＡｓ信号通路富集度分析后差异显著的信号通路

８２１２
第３７卷第２１期
２０１５年１１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２１
Ｎｏｖ．１５　２０１５



!"#$%

&'(#$%

!""

#$%

&%%

'$"

(%%

$%

%

#
$

%

( & ! ) $ * + , - '. '' '# '! ')

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

/

ａ：Ｐ＜００５，与共同基因数比较
１：ＭＡＰＫ信号通路；２：细胞因子与细胞因子受体的相互作
用；３：系统性红斑狼疮；４：ＧｎＲＨ信号通路；５：病毒性心肌
炎；６：ｍＴＯＲ信号通路；７：ＶＥＧＦ信号通路；８：造血细胞谱
系；９：ＥｒｂＢ信号通路；１０：移植物抗宿主病；１１：Ⅰ型糖尿
病；１２：血管平滑肌收缩；１３：心脏肌肉收缩；１４：粘着斑
图４　表达变化的ｌｎｃＲＮＡｓ靶基因信号通路富集度分析后

差异显著的信号通路

２．４　酪酸梭菌诱导ＳＷ４８０细胞凋亡
　　通过试剂双苯并咪唑Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８（ｂｉｓｂｅｎｚｉｍｌｄｅ）
染色和荧光显微镜观察，ＳＷ４８０对照组细胞呈现圆
形、细胞核均匀着色，而 ＳＷ４８０＋ＣＢ组与酪酸梭菌共
培养２４ｈ的ＳＷ４８０细胞呈现致密浓染或碎块状致密
浓染，培养４８ｈ后，发现更多凋亡小体（图５）。流式
细胞检测结果显示与ＳＷ４８０对照组相比，ＳＷ４８０＋ＣＢ
组凋亡率显著提高（Ｐ＜０．０１，图６）。
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图５　荧光显微镜观察凋亡小体染色共培养酪酸梭菌２４、

４８ｈ后的ＳＷ４８０细胞及其对照
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Ａ：ＳＷ４８０＋ＣＢ组；Ｂ：ＳＷ４８０对照组
图６　流式细胞仪检测２组ＳＷ４８０细胞凋亡率

３　讨论

　　酪酸梭菌是存在于人体肠道中的益生菌，在调节
肠道菌群平衡和治疗抗生素性腹泻等方面已多有报

道［２１］。酪酸梭菌活菌制剂广泛用于临床中肠道相关

疾病的治疗或辅助治疗。然而，酪酸梭菌与结肠癌相

关的报道鲜见，酪酸梭菌能否通过调节结肠癌细胞表

达层面ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ的变化从而阻碍结肠癌的
发生、发展鲜为人知。因此我们设计了本实验，以期找

到酪酸梭菌有利于结肠癌防治的基础理论依据。

　　提取与酪酸梭菌共培养结肠癌ＳＷ４８０细胞与对照
组ＳＷ４８０细胞的总ＲＮＡ，利用安捷伦最新的ｌｎｃＲＮＡｓ／
ｍＲＮＡｓ芯片，系统分析ＳＷ４８０＋ＣＢ组和ＳＷ４８０对照组
的差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ和 ｍＲＮＡｓ，最终确定了 ｌｎｃＲＮＡｓ
中表达差异倍数大于５倍的５０个上调和１５２个下调
的ｌｎｃＲＮＡｓ，以及ｍＲＮＡ中表达差异倍数大于２倍的
７３８个上调和１０８８个下调的 ｍＲＮＡ。这些基因中的
部分基因和Ａｒｉｍｏｃｈｉ等［２１］报道的与细胞凋亡相关的

基因高度相关。他们发现酪酸梭菌条件培养基里含有

新的诱导细胞凋亡的物质，并证实其能诱导结肠癌细

胞死亡。

　　ＤＡＶＩＤｖ６．７被用来评估表达差异的 ｌｎｃＲＮＡｓ和
ｍＲＮＡ影响的信号通路。其结果显示，有多条信号通
路受到影响，其中一些明显受到影响（Ｐ＜０．０５）的信
号通路，与目前已报到的文献相一致，如 ＮＦκＢ通路、
ＡＴＭ通路和ｍＴＯＲ途径已被发现在人体对细菌感染
的应答中起着关键作用；ＮＦκＢ通路被证实通过激活
ＴＬＲ４促进 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１２ｐ４０的免疫应答［２２］；

Ｆｅｄｏｒ等［２３］发现ＡＴＭＣＨＫ２信号通路诱导细胞凋亡；
Ｔａｔｔｏｌｉ等［２４］发现抑制ｍＴＯＲ活性，能激活宿主的关键
防御机制自噬，进而诱导侵袭性细菌的降解。在这些
受到显著影响的信号通路中，我们还发现了 ｐ５３信号
通路、ＡＴＭ信号通路和ｍＴＯＲ途径等与细胞凋亡高度
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相关的信号通路，因此我们提出假设，即酪酸梭菌与结

肠癌ＳＷ４８０细胞共培养，能促进结肠癌 ＳＷ４８０细胞
的凋亡。采用荧光染色和流式细胞术两个功能试验验

证ＳＷ４８０细胞凋亡的存在，其结果与芯片数据的信号
通路分析结果相符。

　　综上所述，本研究初步证实酪酸梭菌能通过调节
结肠癌 ＳＷ８０细胞 ｌｎｃＲＮＡｓ水平的表达变化，从而引
起结肠癌细胞凋亡，为进一步分析酪酸梭菌引起结肠

癌细胞凋亡的关键基因和主要机制提供了依据。
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