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探讨 Snail调控上皮问质转化在结直肠癌侵袭、转移方面的 

作用及意义 

代剑波，王继见，郝亚琴 

(重庆医科大学附属第二医院普外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：转录因子 Snail能够抑制 E—cadhefin(E—cad)的表达促进上皮问质转化(Epithelial to mesenchymal transition， 

EMT)，从而促进肿瘤侵袭与转移。本研究通过检测 Snail及 E—cad在结直肠癌组织、癌旁组织及结肠癌 SW480细胞中的表达， 

探讨 Snail调控 EMT在结直肠癌侵袭 、转移方面的作用及意义。方法：免疫组化检测 40例结直肠癌组织及癌旁组织中Snail、E— 

cad的表达情况；siRNA干扰 Snail基因后将结肠癌 SW480细胞分为对照组、空质粒组及 siRNA—Snail转染组 ，RT—PCR分别检 

测各组结肠癌 SW480细胞 Snail、E—cad mRNA表达：Transwell小室基质侵袭实验和异质粘附实验分别检测各组结肠癌细胞侵 

袭与异质粘附能力。结果：结直肠癌组织细胞中 Snail、E—cad阳性表达率分别为 57．5％、27．5％，癌旁组织细胞 10％、80％；2种蛋 

白在结直肠癌组织细胞和癌旁组织细胞中的表达差异具有统计学意义(尸之0．05)，均与结直肠癌组织的分化程度及淋巴结转移 

具有相关性(P<0．05)，而与性别、年龄无相关性(P>O．05)，且二者的表达呈负相关(尸<0．05)；RT—PCR结果显示，与对照组相比， 

Snail、E-cad mRNA表达在空质粒组差异无统计学意义(P>0．05)，而转染组差异具有统计学意义(P<O．05)；基质侵袭实验和异质 

粘附实验结果显示．与对照组相比，转染组结肠癌细胞侵袭力和异质粘附力降低 ，差异具有统计学意义(P<0．05)，而空质粒组差 

异无统计学意义( O．05)。结论：Snail调控EMT与结直肠癌的侵袭和转移密切相关，Snail、E—cad可以作为判断结直肠癌侵袭 

和转移的指标。 
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To investigate the role and significance of EMT regulated by Snail in the 

invasion and metastasis of colorectaI cancer 

DA，,lian—bo，WANG Ji_ ion，HA0 Ya-qin 

(Department ofGeneral Surgery，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：Transcription factor Snail can restrain the expression of E-cad，which results in epithelial—mesenchymal transi— 

tion，thereby promoting invasion and metastasis of cancers．This study aimed to investigate the role and significance of EMT regulated 

by Snail in colorectal cancer of invasion and metastasis，through detecting the expression of Snail and E—cad in colorectal cancer，ad— 

jacent tissues and colorectal cancer cells SW480．Methods：Immunohistochemical detection the Snail，E—cad expression of 40 Eases of 

eolorectal cancer and adjacent tissues and to analyze their correlation；siRNA interference Snail gene of colorectal cancer cells SW480 

which were divided into control group，empty plasmid group and transfeetion group，RT-PCR were used to detect Snail，E-cad mRNA 

expression in each group；Transwell chamber invasion assay and heterogeneous matrix adhesion experiments were used to detect the 

invasion of colorectal cancer cell in each group and the heterogeneity of adhesion ability． Results：The positive rate of Snail and E- 

cad were 57．5％ and 27．5％ in colorectal cancer tissues，and 10％ ，80％ in adjacent tissues respectively，with statistically significant 

between coloreetal cancer tissues and adjacent tissues(P<O．05)．The expression of these two proteins was related to the differentiation 

and lymph node metastasis(P<O．05)，but not to patients’age，sex(P>0．05)．And the expression of Snail was negatively correlated 

with E—cad(P<O．05)．RT-PCR results showed that compared with the control group，Snail，E-cad mRNA expression in the empty 

plasmid group was not significant(P>O．05)，while transfection groups was statistically significant(P<O．05)；matrix invasion assay and 

heterogeneous adhesion test results showed that compared with the control group，colorectal cancer ceils transfected reduced invasive— 

ness and adhesion heterogeneity，the difference was statistically significance(P<O．05)，while the empty plasmid group was not statisti- 

cally significant(P>0．05)．Conclusion：Snail regulation of EMT was closely related with invasion and metastasis of colorectal can— 

cer，Snail，E-cad can be used as the indicators of invasion and metastasis of colorectal cancer． 

【Key words]colorectal cancer；epithelial mesenchymal transition；Snail；E—cad 

结直肠癌在我国的发病率呈逐年上升的趋势，多数患者 

死于转移，故对结直肠癌的侵袭和转移的研究一直是结直肠 

癌研究 的热点。上皮间质转化 (Epithelial to mesenchymal 

transition，EMT)是一种基本的生理病理现象，越来越多的证据 

表明EMT是许多肿瘤侵袭和转移早期的一个重要的过程Ⅱ】； 

而 E—cad表达的降低被认作是 EMT的主要标志口。Snail作 

为一种重要的转录抑制因子，通过与E—cad启动子区的E一盒 

(E—box)结合，下调 E—cad的表达进而诱导 EMT的发生131。当 

前的研究显示 Snail调控 EMT与乳腺癌侵袭、转移密切相关． 

而在结直肠癌中的研究报道较少，本研究通过免疫组化检测 

结直肠癌 Snail、E—cad的表达情况，同时干扰 Snail基因的表 

达 ，分别检测各组结肠癌 SW480细胞 Snail、E—cad mRNA表 

达，侵袭及异质粘附能力的变化，探讨 Snail调控 EMT在结 

直肠癌发生发展中的机制。 

1 材料与方法 

1．1 标本 来源 

4O例结直肠癌组织、癌旁组织(距癌灶距离i>5 cm)来 

自重庆医科大学附属第一医院、重庆医科大学附属第二医 

院、涪陵中心医院胃肠外科，每例标本皆经病理确诊。结直肠 

癌病例：男性 22例，女性 18例 ；年龄 35～85岁，中位年龄 57 

岁；分化类型：低分化 19例，中高分化 21例；无淋巴结转移 

21例，有淋巴结转移 19例。 

1．2 主要试剂 

羊抗人的 Snail多克隆抗体、Snail siRNA质粒及空质粒 

均购自美国 Santa Cruz公司：鼠抗人 E—cad单克隆抗体及 

DAB购自北京中杉生物技术工程有限公司：抗羊来源及抗鼠 

来源的 SABC免疫组化试剂盒皆购自武汉博士德生物工程 

有限公司。人结肠癌 SW480细胞株由重庆医科大学基础研 

究所保存 。RPMI1640细胞培养基购 自美国 Pierce生物公 

司；RT—PCR试剂盒和脂质体转染试剂盒均购 自Gibico公 

司。 

1．3 免疫组化 

采用免疫组化SABC法染色。按照说明书进行操作。用 

磷酸盐缓冲液(Phosphate buffered solution，PBS)代替一抗作 

阴性对照，并用已知的结直肠癌阳性组织切片作阳性对照。 

以胞核或细胞质内出现棕黄色或棕褐色颗粒为阳性细胞 ，且 

其着色强度高于背景非特异性染色。每例切片随机选取 10 

个高倍视野，以阳性细胞的百分比进行结果判定。阴性(一)： 

百分比<10％；阳性(+)：百分比≥10％。 

1．4 细胞培养 

结肠癌 SW480细胞加入含 10％胎牛血清的 RPMI1640 

培养液中，置于37℃、5％CO：饱和湿度的培养箱内培养 ，当细 
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2．3 结直肠癌组织中Snail及 E—cad表达的关系 

Snail、E—cad在结直肠癌中的表达经配对资料 Spearman 

相关分析显示呈负相关(r一0．49，P=-O．003)。 

2．4 Snail、E～cad mRNA的表达情况 

与对照组和空质粒组相比，转染组 Snail表达减弱、E—cad 

表达增强，差异均具有统计学意义(P<0．05)(见图2、3)。 

2．5 各组干扰因素对结肠癌 SW480细胞侵袭能力的影响 

Transwell小室基质侵袭实验显示 ，各组侵袭细胞数分 

别为：对照组 233．67+16．56．空质粒组 218．00-+14．73，转染组 

46．67+7．77。与对照组相比，空质粒组无差异性，转染组结肠癌 

SW480细胞侵袭力明显减弱，差异具有统计学意义(P<0．05) 

f见图4)。 

2．6 各组干扰因素对结肠癌SW480细胞异质粘附能力的影响 

异质粘附实验结果显示，各组结直肠癌细胞与 Marigel胶 

粘附力抑制情况：对照组 0％，空质粒组(4．7l+1．72)％，转染 

组(70．84+3．91)％。与对照组相比，空质粒组差异无统计学意义， 

转染组结肠癌 SW480细胞异质粘附力明显受到抑制，差异 

有统计学意义(P<0．05)。 

3 讨 论 

1982年 Garry Greenburg和 Hay在细胞实验中发现晶状 

体上皮细胞在胶原凝胶中形成伪足，转变为间质细胞样形态， 

于是首次提出EMT概念，EMT不仅是胚胎时期三胚层、器官 

形成等所必须的生理现象，而且也常见于慢性炎症、组织重 

建、纤维化及肿瘤转移等多种病理过程[41。Snail作为 Snail家 

族的第一个成员，首先是在果蝇中被发现的，在中胚层的形 

成过程中发挥重要作用目。Cano A等[61的研究首次证明，锌指 

转录因子 Snail直接结合 E-cad的启动子，下调E—cad的表达． 

通过降低细胞间的粘附，破坏正常组织形态 ，促进肿瘤侵袭。 

Martin等研究显示 Snail通过抑制 E—cad的表达调控 EMT 

在乳腺癌转移中发挥了重要的作用饥。而EMT在结直肠癌发 

生发展机制的研究相对较少，Pena等研究显示 Snail在结肠 

癌中的表达与 E—cad在正常组织中表达下降有关日。高维哲 

等研究显示锌指转录因子 Snail定位于结肠癌 SW480细胞 

的细胞核内，且与结直肠癌的发生、演进、转移相y~[gj。郑伯安 

等通过免疫组织化学研究提示 E—cad和 Snail在结直肠癌中 

的表达与肿瘤的侵袭 、转移 、预后相关 ，Snail高表达和E— 

cad低表达常常提示肿瘤处于进展阶段 ，且预后较差㈣。然 

而，郑伯安等对结直肠癌的研究集中在临床标本的相关性分 

析，而结直肠癌的侵袭和转移是一个动态的过程 ，故动态的 

监测 Snail和E—cad的表达的关系将有助于我们进一步研究 

EMT在结直肠癌发生发展中的关系。 

本研究免疫组化结果显示 ．Snail在结直肠癌组织细胞 

中的表达(23／40)高于结直肠癌旁组织细胞的表达(4／40)，二 

者的差异有统计学意义 ，与文献报道相符 ；E-cad在结直肠 

癌组织细胞中的表达(11／40)低于结直肠癌旁组织(32／40)中 

的表达 ，且二者的差异有统计学意义 ，而 E—cad作为细胞粘 

附分子，其表达的降低将直接导致结直肠癌细胞脱离细胞与 

细胞、细胞与细胞外基质的粘附而向远处迁徙，从而发生远 

处转移；并且通过对二者的相关性分析 Snail、E—cad在结直 

肠癌组织细胞和结直肠癌旁组织细胞中的表达均呈负相关． 

均与前文献报道相符。因此，我们可以在临床上选择将Snail、 

E—cad作为结直肠癌患者的病理检测指标，预测结直肠癌患 

者可能转移情况，指导临床结直肠癌患者的治疗；同时为临 

床上开辟针对 Snail的靶向药物提供理论依据。 

上述免疫组化结果表明Snail与 E—cad在结直肠癌组织 

细胞和结直肠癌旁组织细胞中的表达呈负相关．而 E—cad是 

EMT的主要标志，说明Snail可能通过与E—cad的结合调控 

结直肠癌细胞发生 EMT过程，这就需要建立一个结直肠癌 

细胞的EMT模型，以便动态研究 Snail与E—ead在结直肠癌 

细胞中的表达关系。故本研究应用 RNAi技术干扰结肠癌 

SW480细胞 中 Snail的表达后 ，检测 SW480细胞中 Snail、 

E—cad mRNA显示：与对照组相比，转染组 SW480细胞 Snail 

mRNA表达降低，E__cad mRNA表达增强，差异有统计学意义， 




