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ＷＴＸ基因对结肠癌细胞增殖和凋亡的作用
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　　［摘要］　目的　ＷＴＸ基因转染结肠癌Ｌｏｖｏ细胞株，分析 ＷＴＸ基因对结肠癌细胞增殖和凋亡的影响。方法　将结肠癌

Ｌｏｖｏ细胞株分为 ＷＴＸ基因转染组和对照组，ＷＴＸ基因转染组给予 ＷＴＸ质粒转染，对照组给予空载质粒转染。观察 ＷＴＸ基

因转染组和对照组 ＷＴＸ基因的表达情况，两组Ｌｏｖｏ细胞株结肠癌细胞的增殖情况、凋亡情况及细胞周期变化。结果　ＷＴＸ基

因转染组结肠癌细胞 ＷＴＸ蛋白表达明显高于对照组（犘＜０．０５）；ＷＴＸ基因转染组结肠癌转染后４、７ｄ光密度值均明显低于对

照组（犘＜０．０５）；ＷＴＸ基因转染组Ｇ１ 期细胞比例明显高于对照组（犘＜０．０５），ＷＴＸ基因转染组Ｇ２ 期和Ｓ期细胞比例明显低于

对照组（犘＜０．０５）。结论　ＷＴＸ基因抑制结肠癌细胞的增殖，影响结肠癌细胞周期，对结肠癌细胞凋亡没有影响。

［关键词］　结肠肿瘤；基因；流式细胞术；细胞凋亡；ＷＴＸ基因；结肠癌Ｌｏｖｏ细胞株；细胞增殖
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　　结肠癌的发生是一个多阶段、多步骤的比较复杂的过程，

近年来其发病率和病死率有上升趋势［１］，目前结肠癌的治疗效

果欠佳，预后比较差，主要的治疗方法是手术切除、放化疗和生

物治疗等的综合治疗［２］。结肠癌发生的分子机制主要有ＤＮＡ

损伤修复基因的功能异常，抑癌基因的缺失突变，癌基因激活，

凋亡机制异常等，多种癌基因的激活和过度表达及多种抑癌基

因的缺失和突变在结肠癌的发展过程中发挥重要作用［３］。

ＷＴＸ基因和肿瘤的发生、发展，以及肿瘤的增殖凋亡有一定

关系，对肿瘤有抑制作用［４］。Ｗｎｔ通路和结肠癌的发生、发展

关系密切，ＷＴＸ 是 Ｗｎｔ通路的负向调节因子
［５６］。因此，

ＷＴＸ基因可能和结肠癌的发病有一定关系。本研究通过

ＷＴＸ基因转染结肠癌Ｌｏｖｏ细胞株，探讨 ＷＴＸ基因对结肠癌

细胞增殖和凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　结肠癌细胞株　Ｌｏｖｏ结肠癌细胞株购自昆明动物所

细胞库。

１．１．２　主要试剂和仪器　质粒（美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），质粒

小提试剂盒（美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），ＤＭＥＭ培养基（美国Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司），胎牛血清（四季青生物工程材料有限公司），胰

酶（美国Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司），磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，美国Ｆｅｒｍｅｎ

ｔａｓ公司）等；电泳仪（美国ＢＤ公司），流式细胞仪（美国ＢＤ公

司），培养箱（美国ＢＤ公司）等。

１．２　方法

１．２．１　实验方法　（１）分组：分为 ＷＴＸ基因转染组和对照

组，ＷＴＸ基因转染组给予 ＷＴＸ质粒转染，对照组给予空载质
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粒转染。（２）质粒提取：将ＰＬＶ．Ｅ３ｄ．ｎｕｌｌＥＦ１Ａ＞ＩＲＥＳ／ｅＧＦＰ

空载质粒和ＰＬＶ．Ｅ３ｄ．ｎｕｌｌＥＦ１Ａ＞ＷＴＸ＞ＩＲＥＳ／ｅＧＦＰＷＴＸ

质粒在培养皿中划线，过夜培养，挑选单克隆菌落移入离心管

中，摇床摇菌，用 ＥｎｄｏＦｒｅｅＰｌａｓｍｉｄＭａｘｉＫｉｔ试剂盒提取质

粒。（３）细胞转染：将转染前传代培养生长良好的结肠癌细胞

株Ｌｏｖｏ加入培养液重悬细胞，然后加入１２孔板孔中（每孔含

细胞３×１０５），细胞培养６ｈ，质粒ＤＮＡ加入ＡｔｔｒａｃｔｅｎｅＴｒａｎｓ

ｆｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ形成转染复合物，将转染复合物加入细胞中转

染细胞２～３ｄ。（４）观察转染结果：空载质粒浓度２１００

μｇ／ｍＬ，ＷＴＸ质粒浓度１２５０μｇ／ｍＬ，符合转染要求，空载质

粒７２ｈ后转染率６８％，ＷＴＸ质粒７２ｈ后转染率３７％。

１．２．２　观察指标　两组 ＷＴＸ基因的表达情况，两组Ｌｏｖｏ细

胞株结肠癌细胞的增殖情况、凋亡情况及细胞周期变化。（１）

ＷＴＸ蛋白表达的测定：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测两组 ＷＴＸ

蛋白的表达情况。（２）增殖情况：将转染细胞加入ＣＣＫ８溶

液，孵育４ｈ染色，在酶标仪上测定第１、４、７天４５０ｎｍ波长的

光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，犗犇）值。（３）凋亡情况测定：采用流式

细胞仪测定转染后１、４、７ｄ两组细胞的早期凋亡、晚期凋亡和

总凋亡情况。（４）生长周期测定：采用流式细胞仪测定细胞生

长周期情况，检测结果用细胞周期拟合软件进行分析。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，计量资料

用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两组 ＷＴＸ基因的表达情况　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：

ＷＴＸ基因转染组结肠癌细胞 ＷＴＸ蛋白表达明显高于对照组

（犘＜０．０５），过表达 ＷＴＸ基因结肠癌细胞株成功建立，见图

１、表１。

２．２　两组结肠癌细胞的增殖情况　ＣＣＫ８染色检测结果：

ＷＴＸ基因转染组结肠癌转染后４、７ｄ犗犇值均明显低于对照

组（犘＜０．０５），ＷＴＸ基因转染组结肠癌转染后１ｄ犗犇值和对

照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．３　两组结肠癌细胞的凋亡情况　流式细胞仪法检测结果：

ＷＴＸ基因转染组转染后１、４、７ｄ结肠癌细胞的早期凋亡率、

晚期凋亡率与总凋亡率和对照组比较差异均无统计学意义

（犘＞０．０５），见表３。

图１　　两组 ＷＴＸ蛋白电泳图

表１　　两组 ＷＴＸ蛋白表达水平（狓±狊）

组别 βａｃｔｉｎ灰度值 ＷＴＸ灰度值

ＷＴＸ基因转染组 ５４．３２±１１．０２ ７０．０２±１２．４２

对照组 ５５．１７±１０．３８ ４０．２１±６．３４

狋 ０．３７４ ７．３４２

犘 ０．９６７ ０．０００

表２　　两组结肠癌细胞的犗犇值（狓±狊）

组别 转染后１ｄ 转染后４ｄ 转染后７ｄ

ＷＴＸ基因转染组 ０．２５±０．０１ ０．５３±０．０７ ０．５１±０．１２

对照组 ０．３２±０．０２ １．５４±０．１０ １．５６±０．１４

狋 １．４３１ ７．０１４ ７．２０１

犘 ０．２０１ ０．０００ ０．０００

表３　　转染后１、４、７ｄ两组结肠癌细胞的凋亡情况（狓±狊，％）

组别
转染后１ｄ

早期凋亡 晚期凋亡 总凋亡

转染后４ｄ

早期凋亡 晚期凋亡 总凋亡

转染后７ｄ

早期凋亡 晚期凋亡 总凋亡

ＷＴＸ基因转染组 ０．７３±０．１２ ０．５３±０．０５ １．２４±０．０７ ３．８５±０．５２ ２０．８３±３．４３ ２４．６８±３．５４ ５．３２±０．６４ ２５．５１±４．１２ ３０．８３±３．１４

对照组 ０．７２±０．１０ ０．５４±０．０７ １．２６±０．０５ ３．８７±０．５６ ２０．９１±３．２８ ２４．７８±３．６５ ５．３６±０．５９ ２５．４９±４．３５ ３０．８５±３．５２

狋 ０．４７２ ０．５２７ ０．７５８ ０．４１２ ０．６２４ ０．６０３ ０．５３６ ０．５７４ ０．３６１

犘 ０．９４３ ０．９７４ ０．９０２ ０．９７８ ０．９６３ ０．９７４ ０．９３７ ０．９７３ ０．９８２

２．４　两组结肠癌细胞周期比较　流式细胞仪检测结果发现：

ＷＴＸ基因转染组Ｇ１ 期细胞比例明显高于对照组（犘＜０．０５），

ＷＴＸ基因转染组Ｇ２ 期和Ｓ期细胞比例明显低于对照组（犘＜

０．０５），见表４、图２。

表４　　两组结肠癌细胞周期比较（狓±狊）

组别 Ｇ１期（％） Ｇ２期（％） Ｓ期（％）

ＷＴＸ基因转染组 ７９．４２±０．７８ ０．０２±０．０１ ２２．０４±０．７１

对照组 ４７．７４±０．６２ ９．０４±０．３１ ４３．５２±０．８８

狋 ７．２４３ １１．２０３ ８．１６７

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　Ａ：ＷＴＸ基因转染组；Ｂ：对照组。

图２　　两组细胞周期图

３　讨　　论

　　ＷＴＸ位于Ｘ染色体上，是一种对肿瘤具有抑制作用的基

因，ＷＴＸ基因蛋白存在于细胞质和细胞膜内。因 ＷＴＸ基因
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位置比较特殊，使其抑癌作用具有独特性。Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信

号通路比较保守，能够调节细胞的分化增殖和凋亡，在细胞稳

态、胚胎发育和多种疾病的发病过程中发挥重要作用［７］。β

ｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ信号通路的关键因子，是粘连素家族成员，位于

细胞质、细胞膜和细胞核中，参与细胞之间的黏附，正向调节

Ｗｎｔ通路，βｃａｔｅｎｉｎ在细胞核内累积及在细胞质中降解失去平

衡等会激活靶基因转录，引起肿瘤的发生［８］。ＷＴＸ和βｃａｔｅ

ｎｉｎ关系密切，能够与βｃａｔｅｎｉｎ形成复合物，形成的复合物对

βｃａｔｅｎｉｎ蛋白降解和泛素化，对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路有负

向调节作用［９１０］。ＷＴＸ还可以抑制核因子 Ｅ２相关因子２

（ＮＲＦ２）的泛素化，ＷＴＸ缺失引起 ＮＲＦ２迅速降解和泛素化，

降低其对细胞的毒性反应。ＷＴＸ还影响Ｐ５３的活性及其对

癌症的抑制作用。因此 ＷＴＸ既可以影响Ｐ５３的抑癌通路，又

可以影响 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ的致癌通路
［１１］。

在 Ｗｉｌｌｍｓ瘤患者中存在有 ＷＴＸ基因突变，在胃癌、肝癌

等其他恶性肿瘤中，很少发现 ＷＴＸ基因突变，考虑 ＷＴＸ和

其他恶性肿瘤的关系可能与其表达缺失有关［１２１３］。在结肠癌

中，ＷＴＸ基因突变对βｃａｔｅｎｉｎ降解复合物的功能有一定影

响，同时与肿瘤的增殖凋亡和生长发育有关，对肿瘤有抑制作

用。ＷＴＸ缩短突变能够增加βｃａｔｅｎｉｎ的表达，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ

信号通路在结肠癌的发生、发展过程中发挥重要作用，Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路异常激活能够引起结肠癌的发生
［１４１５］，ＷＴＸ

是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的负向调节因子，在结肠癌的发生

中可能也发挥重要作用。本研究通过 ＷＴＸ基因转染结肠癌

Ｌｏｖｏ细胞株，分析 ＷＴＸ基因对结肠癌细胞增殖和凋亡的影

响。结果发现，ＷＴＸ基因转染组结肠癌细胞与对照组细胞比

较，ＷＴＸ蛋白表达升高，细胞增殖犗犇值降低，Ｇ１ 期细胞比例

升高，Ｇ２ 期和Ｓ期细胞比例降低。可见，ＷＴＸ基因对结肠癌

Ｌｏｖｏ细胞的凋亡没有影响，ＷＴＸ基因明显抑制结肠癌细胞的

增殖，ＷＴＸ基因对结肠癌细胞生长的影响可能是通过抑制结

肠癌细胞的增殖实现的，ＷＴＸ基因影响结肠癌细胞的生长周

期，结肠癌细胞主要被 ＷＴＸ基因阻滞在Ｇ１ 期，很少有细胞进

入Ｓ期 ，表明 ＷＴＸ基因通过将结肠癌细胞阻滞于ＤＮＡ合成

期，从而发挥其抑癌作用的。
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