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　　［摘要］　目的　探讨干扰素调节因子 ４结合蛋白（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＩＢＰ）能否影响结肠癌细胞上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的发生，观察ＩＢＰ在
肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭中作用。方法　干预结肠癌细胞中 ＩＢＰ的表达，构建 ＩＢＰ过表达的 ＨＴ２９
ＩＢＰ细胞株与ＩＢＰ沉默的 ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞株；干预 ＩＢＰ表达后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结肠癌细胞
ＥＭＴ相关分子的蛋白表达；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测结肠癌细胞迁移、侵袭能力的改变；ＭＴＴ实验检测结肠癌
细胞增殖能力的改变。结果　ＨＴ２９ＩＢＰ细胞中上皮相关分子 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＺＯ１表达水平降低，间质
相关分子 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达升高，细胞增殖、迁移和侵袭能力增强（Ｐ＜０．０５）；ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞则
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１表达水平升高，Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ及 Ｓｎａｉｌ表达降低，细胞增殖、迁移和侵袭能力降低
（Ｐ＜０．０５）。结论　ＩＢＰ通过调节ＥＭＴ促进结肠癌细胞增殖、迁移和侵袭。
　　［关键词］　 干扰素调节因子４结合蛋白；结肠癌；上皮间质转化；迁移；侵袭
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　　结肠癌是常见的消化道肿瘤，其发病率和死亡率
均居恶性肿瘤前列，严重威胁人类健康［１］，约１／３的结
肠癌患者确诊时已处于进展期。肿瘤细胞的侵袭和转

１８２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１１）



移能力与患者预后密切相关，上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是结直肠癌细胞获得
转移能力的关键事件［２］，因而研究结肠癌细胞ＥＭＴ发
生的分子机制具有重要意义。ＥＭＴ是指具有极性的
上皮细胞转换成能够在基质间自由移动的间质细胞的

过程。ＥＭＴ以上皮细胞特性的丧失和间质细胞特性
的获得为关键特征［３］。大量研究证实结肠癌细胞一

旦发生ＥＭＴ，其侵袭和转移能力显著增强［４－６］。

　　干扰素调节因子４结合蛋白（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｆａｃｔｏｒ４ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＢＰ）是具有鸟嘌呤核苷酸交
换因子（ｇｕａｎｉｎｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｈａｎｇｅｆａｃｔｏｒｓ，ＧＥＦｓ）活
性的ＲｈｏＧＴＰａｓｅ调控分子［７］，ＧＥＦ通过催化 ＧＤＰ的
释放和 ＧＴＰ的结合激活 ＲｈｏＧＴＰａｓｅ。ＲｈｏＧＴＰａｓｅ通
过调节细胞骨架重构和钙粘蛋白的转录后调控，在

ＥＭＴ过程中发挥关键调控作用［８］。ＲｈｏＧＴＰａｓｅ家族
中Ｒａｃ１、ＲｈｏＡ和 Ｃｄｃ４２异常与结肠癌的发生发展关
系极为密切［５，９］。目前对ＩＢＰ功能的研究主要集中在
免疫系统：参与ＴＣＲ信号刺激下Ｔ细胞免疫突触的形
成［１０］；对维持免疫内环境的稳定发挥重要作用，ＩＢＰ
敲除小鼠表现出自身免疫性疾病症状［１１］。我们前期

研究证实ＩＢＰ通过激活 Ｒａｃ１、ＲｈｏＡ和 Ｃｄｃ４２调节乳
腺癌细胞 ＥＭＴ过程，促进乳腺肿瘤细胞转移［１２］。通

过临床样本分析发现 ＩＢＰ与结肠癌细胞分化程度、淋
巴结转移密切相关［１３］。本研究拟通过干预结肠癌细

胞ＨＴ２９和 ＨＣＴ１１６中 ＩＢＰ的表达，观察其对结肠癌
细胞 ＥＭＴ、增殖和转移的影响，初步探讨 ＩＢＰ是否参
与结肠癌细胞ＥＭＴ过程进而影响肿瘤细胞的转移。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人结肠癌细胞株 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０
引自美国ＡＴＣＣ标准细胞株。ＲＰＭＩ１６４０、高糖 ＤＭＥＭ
培养基、胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ
蛋白定量试剂、ＳＤＳＰＡＧＥ试剂购自上海碧云天公司；
兔抗ＧＡＰＤＨ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１、Ｓｎａｉｌ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９购
自ＣＳＴ公司；兔抗 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＩＢＰ单
克隆抗体为实验室制备［１４］；ＨＲＰ标记山羊抗鼠／兔
ＩｇＧ抗体购自北京中杉金桥；ＥＣＬ试剂购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司；胶片购自柯达公司；ＭＴＴ、ＤＭＳＯ购自 Ｓｉｇｍａ公司；
Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自ＢＤ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自Ｃｏｓｔａｒ公司。
１．２　ＩＢＰ质粒、干扰慢病毒制备
　　ＩＢＰ全长 ＯＲＦ插入 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒构建表
达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＩＢＰ，ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒作
为阴性对照，根据生物信息学分析针对ＩＢＰ基因 （ＮＭ
＿０２２０４７）设计ＲＮＡ干扰序列，靶点序列为：５′ＧＧＡＡ
ＣＡＧＴＡＴＧＣＴＣＴＣＣＡＡＴＣ３′；干扰序列为：５′ＴＧＧＡＡ

ＣＡＧＴＡＴＧＣＴＣＴＣＣＡＡＴＣＴＴＣＡＧＡＧＡＴＴＧＧＡＧＡＧＣＡＴＡ
ＣＴＧＴＴＣＣＴＴ３′。ＩＢＰ干扰慢病毒由上海吉玛制药技
术有限公司制备。穿梭质粒和包装质粒共转染入

２９３Ｔ细胞，收集细胞培养上清，超速离心浓缩病毒，
－８０℃保存。
１．３　细胞培养与细胞株构建
　　ＨＣＴ１１６和ＨＴ２９细胞使用高糖ＤＭＥＭ培养基培
养。ＨＴ２９细胞在６孔板中细胞汇合率９０％左右开始
转染，ＯｐｔｉＭＥＭ培养基洗涤细胞２次，脂质体／质粒复
合体作用细胞６ｈ后，更换为完全培养基。转染２４ｈ
后，按照 １∶１０的比例接种细胞于培养瓶，１ｍｇ／ｍＬ
Ｇ４１８筛选１４ｄ，得到稳定转染细胞株。生长良好的
ＨＣＴ１１６肿瘤细胞按照每孔５×１０４个接种至２４孔板，
培养１８ｈ待细胞贴壁。感染细胞采用ＭＯＩ值１０。用
完全培养基稀释病毒液并添加终浓度为５μｇ／ｍＬ的
Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ。持续感染１８ｈ时后更换新鲜的完全培养
基。待细胞长满培养孔，做１∶１０稀释后移入培养瓶培
养，并加入１μｇ／ｍＬＰｕｒｏｍｙｃｉｎ进行筛选。筛选时间
１４ｄ，得到稳定感染细胞株。ＳＷ４８０和 ＳＷ６２０细胞使
用ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平
　　冰冷的 ＰＢＳ洗涤细胞２次，加入 ＲＩＰＡ细胞裂解
液，冰上充分裂解，１５０００×ｇ离心 １０ｍｉｎ，留上清。
ＢＣＡ试剂盒测定样本蛋白浓度，加入适量５×蛋白上样
缓冲液，１００℃处理５ｍｉｎ，－８０℃保存备用。ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳分离样品蛋白，恒流０．２５Ａ转印２１０ｍｉｎ，ＰＶＤＦ
膜用５％脱脂奶粉膜封闭１ｈ，一抗孵育４℃过夜（鼠
抗ＩＢＰ１∶２０００，兔抗 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＯ１、Ｓｎａｉｌ、Ｆｉｂｒｏｎｅｃ
ｔｉｎ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９、ＧＡＰＤＨ１∶１００００），ＴＢＳＴ洗涤３×
１５ｍｉｎ，ＨＲＰ标记山羊抗鼠／兔 ＩｇＧ（１∶１００００）室温孵
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤６次×１０ｍｉｎ，ＥＣＬ试剂作用５ｍｉｎ，
胶片曝光检测。

１．５　ＭＴＴ细胞增殖实验
　　对数期细胞加入９６孔板，每孔２×１０３个细胞，过
夜培养后细胞贴壁更换新鲜培养液，继续培养１～５ｄ。
每孔加入２０μＬＭＴＴ试剂（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ
后弃培养液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ终止反应并振荡
１５ｍｉｎ让结晶充分溶解混匀，酶标仪４９０ｎｍ读取光密度
值［Ｄ（４９０）］，每组实验设置３复孔，重复３次，绘制曲线。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞迁移实验
　　细胞生长至对数期，无血清饥饿过夜。无血清培
养液调整细胞浓度至 ５×１０６／ｍＬ，每个小室接种
０．２ｍＬ细胞悬液，２４孔板中每孔加入０．５ｍＬ相应的
含１０％ＦＢＳ的完全培养基，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）置于
２４孔板中，６或１２ｈ后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，棉签擦去
内层细胞，４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ，苏木精染色
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５ｍｉｎ。光镜下随机计数５个视野，计算平均细胞数，
每组设置复孔３个。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）置于２４孔板中，加入５０μＬ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ（Ｍａｔｒｉｇｅｌ∶ＤＭＥＭ＝１∶９），在小室底部铺均匀，
３７℃凝结１ｈ，２４孔板中每孔加入０．５ｍＬ相应的含
１０％ＦＢＳ的完全培养基。对数期细胞以无血清培养基
洗涤一次，调整细胞浓度至５×１０５／ｍＬ，每个小室接种
０．２ｍＬ细胞悬液，侵袭时间４８ｈ。取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室，计数方法同上。

１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，两组间比较
采用ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析。检验
水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＩＢＰ真核表达质粒与ＩＢＰ干扰慢病毒构建
　　重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＩＢＰ经酶切鉴定和测
序确认插入的ＩＢＰ基因完全正确。基于ｐＧＬＶ１０／Ｕ６／
ＲＦＰ／Ｐｕｒｏ穿梭质粒构建的 ＩＢＰ干扰慢病毒由上海吉
玛制药技术有限公司鉴定并合成。

２．２　结肠癌细胞株ＩＢＰ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平分析
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人结肠癌细胞株ＨＴ２９、ＳＷ４８０、
ＳＷ６２０、ＨＣＴ１１６中 ＩＢＰ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达。结肠癌
细胞中均有不同水平的 ＩＢＰ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达。ＩＢＰ
表达水平由少到多依次为 ＨＴ２９、ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、
ＨＣＴ１１６，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达水平由少到多依次为
ＳＷ６２０、ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０、ＨＴ２９，提示 ＩＢＰ表达水平可
能与ＥＭＴ的发生呈正相关。ＳＷ４８０和 ＳＷ６２０细胞来
源于同一患者，转移灶分离株 ＳＷ６２０细胞中 ＩＢＰ表达
水平明显高于原发灶分离株 ＳＷ４８０（图１），提示肿瘤
发生转移的过程中ＩＢＰ表达水平提高。
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１：ＨＴ２９；２：ＳＷ４８０；３：ＳＷ６２０；４：ＨＣＴ１１６
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结肠癌细胞株ＩＢＰ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达

２．３　ＩＢＰ对结肠癌细胞ＥＭＴ标志物表达的影响
　　构建了ＩＢＰ过表达细胞ＨＴ２９ＩＢＰ、ＩＢＰ沉默细胞
ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ作为实验组，对照组（ＮＣ）分别为 ＨＴ
２９ＮＣ细胞和 ＨＣＴ１１６ＮＣ细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果显示ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞中ＩＢＰ表达水平较ＨＣＴ１１６
ＮＣ细胞显著降低（抑制率大于８０％），而且上皮标志

物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＺＯ１表达水平较对照组细胞明显提
高，间质分子Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ和转录因子Ｓｎａｉｌ表达水平较
对照组细胞明显降低；ＨＴ２９ＩＢＰ细胞的 ＩＢＰ表达水
平较ＨＴ２９ＮＣ细胞显著升高，其 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＺＯ１
表达水平较对照组细胞降低，间质分子 Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ较
对照组细胞表达水平升高（图２）。这提示ＩＢＰ的沉默
与过表达可能分别在结肠癌细胞 ＥＭＴ的发生中会发
挥抑制和促进的作用。
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＢＰ对结肠癌细胞ＥＭＴ相关分子

表达的影响

２．４　ＩＢＰ对结肠癌细胞增殖的影响
　　实验组 ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞增殖的速度较对照组
细胞明显降低，实验组 ＨＴ２９ＩＢＰ细胞增殖速度较对
照组细胞明显增加（Ｐ＜００５，图３）。
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图３　ＭＴＴ检测ＩＢＰ对结肠癌细胞增殖速度的影响
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２．５　ＩＢＰ对结肠癌细胞迁移和侵袭能力的影响
　　实验组 ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞穿过聚碳酸酯膜的数
量明显低于对照组细胞（Ｐ＜０．０５），说明降低 ＩＢＰ的
表达水平会降低细胞的迁移和侵袭能力。与之相对应

的是，实验组 ＨＴ２９ＩＢＰ细胞穿过聚碳酸酯膜的细胞
数量高于对照组细胞，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见图４、５。说明外源性的ＩＢＰ提高了ＨＴ２９细胞的迁
移和侵袭能力。
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图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测ＩＢＰ对结肠癌细胞迁移
能力的影响
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图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭移实验检测ＩＢＰ对结肠癌细胞侵袭
能力的影响

２．６　ＩＢＰ对结肠癌细胞ＭＭＰ２和ＭＭＰ９表达的影响
　　实验组ＨＣＴ１１６ｓｈＩＢＰ细胞中 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的
表达水平明显低于对照组细胞，实验组 ＨＴ２９ＩＢＰ细
胞ＭＭＰ２蛋白表达较对照组细胞表达水平升高，但
ＭＭＰ９无明显变化（图６）。
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＢＰ对结肠癌细胞ＭＭＰ２和ＭＭＰ９

表达的影响

３　讨论

　　结肠癌的发病率在我国居第３位，且发病率仍在
增长。由于早期症状不明显，很多患者确诊时已经属

于中晚期，多已经出现远处转移［１５］。因此，研究结肠

癌发生和转移的机制具有重要意义。

　　ＩＢＰ由人淋巴结 ｃＤＮＡ文库中筛选出，分子量约
７５Ｋｄ，编码基因位于染色体６ｐ２１．３１，与 ＳＷＡＰ７０高
度同源，ＳＷＡＰ７０在Ｂ细胞激活和Ｉｇ亚类转换中具有
重要作用［１６］。前期研究证明 ＩＢＰ在免疫系统中具有
重要的功能，如：ＩＢＰ参与Ｔ细胞分化和免疫突触形成
的调控［１０，１７］；ＩＢＰ参与免疫自稳的维系，ＩＢＰ缺失小鼠
表现出自身免疫性疾病症状［１１，１８］；ＩＢＰ具有与其他
ＧＥＦ相似的ＤＨ结构域［７］，能够激活ＲｈｏＧＴＰａｓｅ家族
中Ｒａｃ１、ＲｈｏＡ和 Ｃｄｃ４２进而参与众多生理病理过程
的调控［１８－２０］。但ＩＢＰ与其他ＲｈｏＧＥＦ分子（如Ｖａｖ１、
Ｔｉａｍ１）的ＤＨ结构域同源性极低，说明 ＩＢＰ可能代表
一类新的 ＧＥＦ分子。Ｈｏｔｆｉｌｄｅｒ等［２１］发现 ＩＢＰ在软骨
肉瘤中差异表达，提示 ＩＢＰ可能在肿瘤中具有重要作
用。本课题组前期研究证实ＩＢＰ通过激活Ｒａｃ１、ＲｈｏＡ
和Ｃｄｃ４２促进乳腺癌细胞ＥＭＴ过程，并证实ＩＢＰ与结
肠癌分化程度和淋巴转移密切相关。本研究拟通过观

察ＩＢＰ表达水平对结直肠癌细胞 ＥＭＴ分子表达水平
和转移能力的影响，探讨ＩＢＰ在结直肠癌细胞ＥＭＴ发
生中的作用。

　　本研究中选取的结肠癌细胞株均有不同水平的
ＩＢＰ表达，同一来源的 ＳＷ６２０细胞（淋巴结转移灶分
离）ＩＢＰ表达水平明显高于 ＳＷ４８０细胞（原发灶分离
株），提示ＩＢＰ表达水平可能与结直肠癌的转移能力
有关。通过检测结直肠癌细胞株中上皮标志物Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的表达，结果显示ＩＢＰ表达水平高的细胞 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达水平低，提示 ＩＢＰ与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ负相关。Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ在细胞极性、细胞连接和上皮组织完整性的
维持中具有重要作用，肿瘤发生发展常伴随着 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的缺失和异常；紧密连接蛋白 ＺＯ１对维持上皮
极性同样重要。间叶标志物Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ在结肠癌细胞
黏附、浸润和转移中发挥重要作用。本研究证实 ＩＢＰ
抑制结肠癌细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和ＺＯ１表达，促进间叶
标志物Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ表达。Ｓｎａｉｌ是含锌指结构的核转
录因子，对Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的转录表达起到直接抑制作用，
抑制ＩＢＰ明显降低了结肠癌细胞中Ｓｎａｉｌ的表达水平，
说明ＩＢＰ通过影响 Ｓｎａｉｌ参与 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达调控
进而促进结肠癌细胞 ＥＭＴ的发生。增殖速度快是肿
瘤细胞重要特点，本研究证实 ＩＢＰ具有促进结肠癌细
胞增殖的作用。迁移和侵袭能力是肿瘤细胞发生远处

转移的必要条件。胶原酶 ＭＭＰ２和明胶酶 ＭＭＰ９是
基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）家族成员，与肿瘤的侵袭和
转移关系及其密切，ＭＭＰｓ能够降解肿瘤细胞外的基
质和基底膜，帮助肿瘤细胞向邻近组织浸润、侵袭，促

进肿瘤细胞发生转移［２２－２３］。本研究证实 ＩＢＰ通过调
控ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的表达促进结肠癌细胞的迁移和
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侵袭。具体的调控机制仍需进一步研究。

　　本研究结果初步提示了ＩＢＰ可能通过促进结直肠
癌细胞ＥＭＴ，并显著增强结肠癌细胞的迁移和侵袭能
力，进一步研究ＩＢＰ促进结肠癌转移的具体作用机制，
有可能为研究结肠肿瘤发生、发展提供新的思路。
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