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［摘要］　目的：探讨趋化因子受体ＣＸＣＲ４小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）对人大肠癌细胞株迁移的抑制作用。方法：采用ＲＴＰＣＲ、

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和体外迁移实验检测趋化因子受体ＣＸＣＲ４在大肠癌细胞株ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬｏＶｏ细胞的表达及迁移能力。将

与ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ互补的ｓｉＲＮＡ及非抑制性双链ＲＮＡ（ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ），在脂质体介导下以１５０ｎｍｏｌ／Ｌ终浓度转染大

肠癌细胞ＳＷ４８０，以ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＣＸＣＲ４表达的变化，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测大肠癌细胞ＳＷ４８０迁移的

变化。结果：大肠癌细胞ＳＷ４８０高表达ＣＸＣＲ４，大肠癌细胞ＬｏＶｏ低表达ＣＸＣＲ４，ＳＷ６２０的ＣＸＣＲ４表达水平介于二者之

间。与ＬｏＶｏ细胞相比，ＳＷ４８０和ＳＷ６２０迁移细胞明显增多（Ｐ＜０．０１）。与对照组、脂质体组和 ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ组相

比，ｓｉＲＮＡ组ＳＷ４８０细胞内ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白均明显降低，细胞迁移被明显抑制 （Ｐ＜０．０１）。结论：ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ可

通过下调ＣＸＣＲ４的表达抑制人大肠癌细胞ＳＷ４８０的迁移。
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　　趋化因子受体ＣＸＣＲ４是人体组织表达最为广
泛的细胞因子受体之一，近年来研究发现 ＣＸＣＲ４
和其配体基质细胞衍生因子１（ＳＤＦｌ）相互作用，不
但参与了体内许多重要的病理、生理反应，而且在多
种肿瘤的转移中起着重要的作用［１］，高表达ＣＸＣＲ４
的肿瘤细胞，在ＳＤＦ１趋化作用下，迁移至作为配
体产生源的某些器官（肝、肺、淋巴结等），从而形成
器官特异性的转移［２］。我们已有的工作显示，大肠
癌组织ＣＸＣＲ４表达水平较高，并与大肠癌患者临

床转移有关［３］。本实验采用与ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ互补
的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），探讨其对人大肠癌细胞株

ＳＷ４８０体外迁移的抑制作用。

１　材料和方法

１．１　 材料和试剂 　 人大肠癌细胞株 ＳＷ４８０、



第５期．许　超，等．趋化因子受体ＣＸＣＲ４小干扰ＲＮＡ对人大肠癌细胞株迁移的抑制作用 ·４７１　　 ·

ＳＷ６２０、ＬｏＶｏ均受赠于第二军医大学基础部免疫
学教研室。ＲＴＰＣＲ 试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司，

ＣＸＣＲ４多克隆抗体（一抗）、ＰＥＣＸＣＲ４单克隆抗体
购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移小室购自美
国ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公司，ＳＤＦ１和βａｃｔｉｎ单克隆抗
体（一抗）购自Ｒ＆Ｄ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。小干扰ＲＮＡ序列由上海吉凯化
学技术有限公司合成、纯化，根据人ＣＸＣＲ４基因序
列（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＮＭ００１００８５４０）合成，ＣＸＣＲ４
ｓｉＲＮＡ 序列为：ｓｅｎｓｅ５′ＵＡＡ ＡＡＵ ＣＵＵ ＣＣＵ
ＧＣＣＣＡＣＣｄｔｄｔ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＧＵＧＧＧＣＡＧ
ＧＡＡＧＡＵＵＵＵＡｄｔｄｔ３′。阴性对照为非抑制性
双链 ＲＮＡ（ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ）：ｓｅｎｓｅ５′ＵＵＣ
ＵＣＣＧＡＡ ＣＧＵ ＧＵＣＡＣＧ Ｕｄｔｄｔ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
５′ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡｄｔｄｔ３′。在

ＧｅｎＢａｎｋ中行ＢＬＡＳＴｎ证实ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ仅与

ＣＸＣＲ４基因相应位点匹配，ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ
与任何已知哺乳动物基因无匹配。

１．２　ＲＴＰＣＲ 法检测 ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ 表达　用

ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，以紫外分光光度计检验
纯度并定量，在１％甲醛变性凝胶上电泳验证ＲＮＡ
完整性。ＲＴＰＣＲ采用两步法试剂盒，按厂家推荐
步骤进行。实验中以持家基因ＧＡＰＤＨ为内参照，
对样品模板用量标准化。ＣＸＣＲ４和ＧＡＰＤＨ 分管
扩增。引物序列参照文献［４］：ＣＸＣＲ４（２０６ｂｐ）上游
引物５′ＴＴＣＴＡＣＣＣＣＡＡＴＧＡＣＴＴＧＴＧ３′，下
游引物５′ＡＴＧＴＡＧＴＡＡＧＧＣＡＧＣＣＡＡＣＡ
３′；ＧＡＰＤＨ（５２５ｂｐ）上游５′ＡＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＧ
ＡＡＧＧＣＴＧＧ３′，下游５′ＣＴＣＡＧＴＧＴＡ ＧＣＣ
ＣＡＧＧＡＴＧＣ３′。ＲＴＰＣＲ条件：４２℃逆转录１５
ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

３５（ＣＸＣＲ４，ＧＡＰＤＨ）个循环，７２℃充分延伸５ｍｉｎ。
基因扩增产物在１．５％琼脂糖凝胶上电泳，以上海
天能ＧＩＳ图像分析系统成像并分析。以ＣＸＣＲ４条
带波长２５４ｎｍ的光密度值（Ｄ）代表ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ
表达量。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＣＸＣＲ４蛋白表达　将细
胞培养液吸净后，冰ＰＢＳ漂洗３次，立即加入５０μｌ
裂解缓冲液［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．１４），１５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，５μｇ／ｍｌ抑肽酶（ａｐｒｏｔｉｎ
ｉｎ），１０μｇ／ｍｌ亮抑蛋白酶肽］，收集细胞，４℃静置

３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝８．５ｃｍ）离心２０ｍｉｎ，取上
清，ＢＣＡ法测定总蛋白浓度。取２０μｇ蛋白进行１０
％聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转至硝酸纤维素膜，５％

脱脂奶粉封闭非特异性抗原，加入１∶１０００稀释的
小鼠抗人ＣＸＣＲ４多克隆抗体，室温孵育１ｈ，用含

０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ洗膜，加入辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的山羊抗小鼠二抗，室温作用１ｈ，洗膜
后加入增强化学发光底物ＥＣＬＰｌｕｓ试剂，以上海天
能ＧＩＳ图像分析系统成像并分析。以ＣＸＣＲ４条带
的Ｄ２５４代表ＣＸＣＲ４蛋白表达量。

１．４　ｓｉＲＮＡ及 ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ的转染　采
用阳离子脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染。实验分
对照组（转染时不加脂质体，不加双链ＲＮＡ）、脂质
体组（转染时仅加脂质体）、ｓｉＲＮＡ组（以脂质体转
染ｓｉＲＮＡ）和 ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ 组（以脂质体
转染 ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ），ｓｉＲＮＡ 组和 Ｎｏｎｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ组终浓度均为１５０ｎｍｏｌ／Ｌ。取对数
生长期的ＳＷ４８０细胞接种于６孔培养板，培养至约

７０％覆盖率。ｓｉＲＮＡ和ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ溶于

ＤＭＥＭ，另取５μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂与２４５μｌ
ＤＭＥＭ 混合，室温下温育 ５ ｍｉｎ。将 ｓｉＲＮＡ 和

ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ分别与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００在

５ｍｉｎ内混合，室温下温育２０ｍｉｎ，将混合液加入培
养细胞，轻柔前后推摇培养板以混匀液体，３７℃、５％
ＣＯ２孵箱孵育。１２ｈ后去除转染液，换以含１０％小
牛血清的ＤＭＥＭ继续培养。培养过程中设复孔常
规以锥虫蓝染色法检测细胞死亡率，各组细胞死亡
率均≤５％。将转染后继续培养４８ｈ的ＳＷ４８０细
胞分别进行ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验检测。以脂质体组、ｓｉＲＮＡ 组和 Ｎｏｎｓｉ
ｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ组ＣＸＣＲ４条带的Ｄ２５４值与对照组
ＣＸＣＲ４条带Ｄ２５４值的比值表示ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ相
对表达量。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测细胞迁移能力　以

１０％小牛血清ＤＭＥＭ 继续培养细胞２４ｈ。以无血
清ＤＭＥＭ制成密度为５×１０５／ｍｌ的单细胞悬液，取

２００μｌ移入上室内；下室内加入６００μｌ含ＳＤＦ１（浓
度为１００ｎｇ／ｍｌ）的细胞培养液，另在下室以未加入

ＳＤＦ１作为对照组。置３７℃、５％ＣＯ２孵箱内孵育２４
ｈ，取出上室，以棉签小心刮除滤膜上室面的细胞；以
甲醇固定迁移并黏附到下室面的细胞，常规 ＨＥ染
色。每个小室在高倍镜（×２００）下随机取６个视野
计数迁移细胞数，取其平均值作为结果。每组设２
复孔，重复３次。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，两样本间均
数比较行ｔ检验，由ＳＰＳＳ１０．０软件包完成。

２　结　果

２．１　ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ 表达情况　大肠癌细胞株
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ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬｏＶｏ中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ均呈阳性
表达（图１）。大肠癌细胞ＳＷ４８０高表达 ＣＸＣＲ４
（３．８４±０．０８），ＬｏＶｏ低表达ＣＸＣＲ４（１．２４±０．０５），

ＳＷ６２０的ＣＸＣＲ４表达水平（２．３３±０．０６）介于二者
之间，三者间两两比较的ｔ值分别为６．３０、４．１９和

５．７６，Ｐ值均＜０．０１。

图１　大肠癌细胞中ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｍＲＮＡｉｎ

ｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２．２　ＣＸＣＲ４ 蛋白表达情况 　 大肠癌细胞株

ＳＷ４８０、ＳＷ６２０、ＬｏＶｏ中ＣＸＣＲ４均呈阳性表达（图

２）。大肠癌细胞 ＳＷ４８０高表达 ＣＸＣＲ４（９．７４±
０．３１），ＬｏＶｏ低表达ＣＸＣＲ４（２．８３±０．０８），ＳＷ６２０
的表达水平（６．４４±０．１７）介于二者之间，三者间两
两比较的ｔ值分别为５．３７、４．７５和７．２６，Ｐ 值均＜
０．０１，与ＲＴＰＣＲ结果一致。

图２　大肠癌细胞中ＣＸＣＲ４蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测情况　ＣＸＣＲ４高表
达的大肠癌细胞ＳＷ４８０和ＳＷ６２０在ＳＤＦ１趋化作
用下发生体外迁移细胞明显增多（ｔ值分别为２５．３０、

１０．２９，Ｐ＜０．０１），ＣＸＣＲ４低表达大肠癌细胞ＬｏＶｏ
体外迁移无明显变化（ｔ值为２．５６，Ｐ＞０．０５，表１）。

２．４　ｓｉＲＮＡ对ＣＸＣＲ４表达的抑制作用　半定量

ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果（图３）
显示，对照组、脂质体组及ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ组

ＳＷ４８０细胞ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达无明显差异（表２，

ｔ值分别为１．６３、２．０３、１．３１，Ｐ＞０．０５），ＣＸＣＲ４蛋

白表达无明显差异（ｔ值分别为１．４２、１．７８、２．１３，

Ｐ＞０．０５）；与 对 照 组、脂 质 体 组、Ｎｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｄｓＲＮＡ组相比较，ｓｉＲＮＡ 组 ＳＷ４８０细胞 ＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ显著降低（ｔ值分别为６．２４、７．３８、６．７２，Ｐ＜
０．０１），ＣＸＣＲ４蛋白显著降低（ｔ值分别为１２．０４、

１１．３１、１３．５３，Ｐ＜０．０１）。

表１　大肠癌细胞在ＳＤＦ１
趋化作用下发生的细胞迁移数变化

Ｔａｂ１　ＭｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｉｎｈｕｍａｎ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＳＷ４８０ ＳＷ６２０ ＬｏＶｏ

Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｗｉｔｈｏｕｔＳＤＦ１） ６５±５ ４７±５ ３５±４
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ １６３±９ ８９±６ ３８±３

　（ａｄｄｅｄｗｉｔｈ１００ｎｇ／ｍｌＳＤＦ１）

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图３　各组ＳＷ４８０细胞ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ和蛋白的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＸＣＲ４ｍＲＮＡａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＳＷ４８０ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：ＲＴＰＣＲ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｌｉｐｏｓｏｍｅ；３：Ｎｏｎｓｉ

ｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ；４：ｓｉＲＮＡ

表２　ｓｉＲＮＡ对ＳＷ４８０细胞

ＣＸＣＲ４表达及迁移的抑制

Ｔａｂ２　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｏｎＣＸＣＲ４

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＣＸＣＲ４
ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｍｉｇｒａｔｅｄ
ｃｅｌｌｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８．７４±０．５２１４．８４±１．３７１６８±１２

Ｌｉｐｏｓｏｍｅ ９．１３±０．８１１５．１４±１．２１１７２±１１

ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ ８．５３±０．７７１４．４９±１．１５１６５±１０

ｓｉＲＮＡ ２．２４±０．１８ ３．２４±０．２１ ９７±８

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

２．５　ｓｉＲＮＡ对细胞迁移的抑制作用　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
迁移实验中，对照组、脂质体组及 Ｎｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｄｓＲＮＡ组之间ＳＷ４８０迁移细胞数无明显差异（ｔ值
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分别为２．１３、１．９８、２．４７，Ｐ＞０．０５）。与对照组、脂
质体组、ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｄｓＲＮＡ组相比较，ｓｉＲＮＡ组

ＳＷ４８０迁移细胞数明显减少，差别具有显著意义（ｔ
值分别为１１．２０、１２．３８、１０．１２，Ｐ＜０．０１，表２）。

３　讨　论

　　趋化因子受体ＣＸＣＲ４是一类以ＳＤＦ１为结合
配体的趋化因子受体，ＳＤＦ１与ＣＸＣＲ４具有高度的
亲和力，两者特异性结合后形成的ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４
轴是其生物学功能实现的分子基础。随着研究的深
入，人们发现ＣＸＣＲ４是肿瘤组织表达最为广泛的
细胞因子受体之一，ＣＸＣＲ４和其配体ＳＤＦｌ相互作
用不但参与了体内许多重要的病理、生理反应，而且
在多种肿瘤组织中有较强表达，其表达水平与肿瘤
的发生和转移呈正相关［５］，ＳＤＦ１与ＣＸＣＲ４相互作
用可以上调表达基质金属蛋白酶 （ＭＭＰ）２ 和

ＭＭＰ９，减少金属蛋白酶组织抑制因子（ＴＩＭＰ）的
分泌［６］，从而使细胞外基质（ＥＣＭ）发生降解，促进
肿瘤的侵袭和转移。ＳＤＦ１可短暂且快速上调整合
素ＶＬＡ４、ＶＬＡ５和ＬＦＡ１表达，使循环中的细胞
易与内皮细胞发生黏附，进而转移至靶器官［７８］，因
此ＣＸＣＲ４成为抗肿瘤研究的新靶点。在本研究中
我们从 ｍＲＮＡ、蛋白水平检测了３种大肠癌细胞

ＣＸＣＲ４的表达，发现ＳＷ４８０ＣＸＣＲ４表达水平最
高，并且在ＳＤＦ１趋化作用下发生体外迁移细胞明
显增多，ＣＸＣＲ４低表达大肠癌细胞ＬｏＶｏ体外迁移
无明显变化，这种效应除了与ＳＤＦ１的趋化作用有
关外，已有研究还发现ＳＤＦ１与ＣＸＣＲ４结合可激
活ＰＩ３Ｋ途径使细胞骨架蛋白发生重排，细胞内的
丝状肌动蛋白（Ｆ肌动蛋白）增加，使细胞形成明显
的伪足，增强了肿瘤细胞的运动性［９］。

　　ＲＮＡ 干扰现象是一种进化上保守的抵御转基
因或外来病毒侵犯的防御机制，是指内源性或外源
性与靶基因的转录产物 ｍＲＮＡ存在同源互补序列
的双链 ＲＮＡ，在细胞内 Ｄｉｃｅｒ酶（Ｄｉｃｅｒ酶是双链

ＲＮＡ特异内切核酸酶家族的一个成员）的作用下，

ＡＴＰ提供能量，形成２１～２３ｂｐ大小的ｓｉＲＮＡ，在
细胞识别并切割与ｓｉＲＮＡ互补的靶 ｍＲＮＡ序列，
从而致使特异性的基因有效封闭的过程，是一种序
列特异性的转录后基因沉默［１０］。近来的研究发现

ＲＮＡ干扰是一种抑制基因表达的有效武器，在技术
上优于反义寡核苷酸和核酶，已广泛用于抑制基因
表达。ＲＮＡ干扰应用面临的主要问题之一是选择
功能性靶序列，ｓｉＲＮＡ并不能作用于所有目标ＲＮＡ

序列：某些序列可能藏于二级结构或目的 ＲＮＡ的
折叠区域；某些序列可能与蛋白质形成紧密结构从
而使ｓｉＲＮＡ无法识别［１１］。因此最合适靶序列的选
择需要反复试验，从而增加了研究难度。有些ＲＮＡ
可能因此无法应用ＲＮＡ干扰技术。为此我们对靶
基因采用严格的ＢＬＡＳＴｎ进行比对，选择特异性结
合效率最高的靶序列。本研究通过半定量 ＲＴ
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验说明，

ｓｉＲＮＡ能够显著下调 ＣＸＣＲ４的表达，从而降低

ＳＤＦ１对大肠癌细胞ＳＷ４８０的趋化迁移作用，不仅
测定了ＣＸＣＲ４ｓｉＲＮＡ的活性，而且进一步验证了

ＣＸＣＲ４表达与细胞迁移的关系。提示ｓｉＲＮＡ可能
为人类大肠癌基因治疗提供一条新的途径。
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