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［摘要］　目的：观察外源基因ｈｕｇｌ１转染对结直肠癌ＬＳ１７４细胞生物学行为的影响，探讨ｈｕｇｌ１基因与结直肠肿瘤的相关

性。方法：构建重组质粒ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１，转染至结直肠癌细胞株ＬＳ１７４细胞中，ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测转染后ｈｕｇｌ１

ｍＲＮＡ及蛋白的表达；通过软琼脂集落形成试验、划痕修复试验、细胞黏附试验及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭试验等进一步对转染后

ＬＳ１７４细胞增殖、黏附、运动和侵袭能力进行分析，并与空质粒载体及未转染ＬＳ１７４细胞作对照。结果：成功构建重组质粒

ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１；ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果显示，重组体ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１转染细胞株中ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ及蛋白表达

明显高于空载体转染及未转染组细胞（Ｐ＜０．０５）。重组体转染组细胞克隆形成率（３２．２３％）与未转染及空载体转染组细胞相

比（３５．７６％、３３．９１％）无明显改变；重组体转染组ＬＳ１７４细胞克隆的迁移细胞数（８２．１４±７．６２）明显低于空载体组（１３５．６１±

３．７４）及未转染组细胞（１４２．３７±６．１２，Ｐ＜０．０５）；转染后１２０ｍｉｎ，重组体转染组ＬＳ１７４细胞克隆黏附力明显高于空载体组及

未转染组（Ｐ＜０．０５）；重组体转染组穿膜细胞数（６３．７±８．０）明显少于空载体组及未转染组（１５８．３±１６．５、１５６．３±１３．０，Ｐ＜

０．０５）。结论：人ｈｕｇｌ１基因表达上调能降低结直肠癌细胞迁移运动和侵袭能力，增加细胞黏附能力，但对肿瘤细胞增殖能力

无明显影响；其表达降低可使肿瘤细胞播散。

［关键词］　结直肠肿瘤；ｈｕｇｌ１基因；软琼脂集落形成；划痕修复；细胞黏附试验；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭试验
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　　果蝇巨大幼虫致死基因ｌｅｔｈａｌ（２）ｇｉａｎｔｌａｒｖａｅ（ｌｇｌ）
在果蝇中起着抑癌基因的作用，如果ｌｇｌ基因发生突
变，功能失活，原有的组织形态消失，成虫盘丧失其上
皮单细胞层结构并生长出大量类似哺乳动物癌的无

定型肿块［１２］，表现出恶性肿瘤的特征，导致果蝇幼虫
大脑和成虫盘的成体视觉中枢肿瘤的发生发展。如
将肿块移植到野生型受体，这些肿瘤组织像哺乳动物
转移癌组织的特性一样，可继续生长，并发生远处转
移［３４］。

　　人类的ｈｕｍａｎｇｉａｎｔｌａｒｖａｅ（ｈｕｇｌ１）基因与上述果
蝇抑癌基因高度同源，其编码的ｈｕｇｌ１蛋白包含数个
与果蝇ｌｇｌ蛋白相同的保守功能区域，且外源性ｈｕｇｌ
１蛋白能够弥补果蝇ｌｇｌ突变所导致的功能缺陷［５］。
人类ｈｕｇｌ１基因在结直肠癌、肺癌、乳腺癌、卵巢癌、
前列腺癌及黑素瘤等肿瘤中均存在表达下降或不表

达［５６］，其表达缺失与肿瘤的分期、转移密切相关。为
进一步研究ｈｕｇｌ１基因与结直肠癌发生、发展的相关
性，探讨其在结直肠癌细胞生长、增殖、侵袭、转移等
方面的生物学作用，本研究构建ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１表
达载体，将其转染结直肠癌细胞株ＬＳ１７４，进行相关
细胞生物学功能检测。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　逆转录病毒真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３．０为中国科学院上海生命科学研究院细胞与
生物化学研究所保存载体；结直肠癌细胞株ＬＳ１７４购
自上海生命科学研究院细胞与生物化学研究所。ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹试剂盒均购自上海宝生
物工程公司；ＭａｔｒｉｇｅｌＴＭ ＢａｓｅｍｅｎｔＭｅｍｂｒａｎｅＭａｔｉｒｘ
购自ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＣｌｏｎｔｅｃｈ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（底部微孔
滤膜直径６ｍｍ，孔径８μｍ）购自ＣｏｒｍｉｎｇＣｏｓｔａｒＣｏｒ

ｐｏｒａｔｉｏｎ。

１．２　重组质粒的构建及转染　根据 ＧｅｎＢａｎｋ人

ｈｕｇｌ１基因的序列设计引物，克隆人ｈｕｇｌ１的全长基
因，通过ＰＣＲ法扩增所需片段，利用基因重组技术，
将该片段定向插入质粒载体ｐｃＤＮＡ３．０的多克隆位
点，构建含 ＲＮＡ序列的重组表达载体ｐｃＤＮＡ３．０
ｈｕｇｌ１。将ｈｕｇｌ１基因的真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．０
ｈｕｇｌ１和空载体ｐｃＤＮＡ３．０质粒分别转化细菌，扩增
提取纯化后，应用阳离子脂质体介导的方法将构建好
的真核表达质粒载体ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１转染不表达
或低表达ｈｕｇｌ１结直肠癌细胞株ＬＳ１７４。Ｇ４１８筛选
阳性克隆并扩增培养传代。采用半定量ＲＴＰＣＲ和

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测转染前后细胞ｈｕｇｌ１基因ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平的变化，以明确重组载体ｐｃＤＮＡ３．０

ｈｕｇｌ１对ｈｕｇｌ１基因转录、翻译的影响。引物由第二
军医大学东方肝胆外科医院分子生物实验室合成。

１．３　ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测转染效果

１．３．１　ＲＴＰＣＲ　细胞总 ＲＮＡ 提取采用美国

Ｒｏｃｈｅ公司ＴＲＩｚｏｌ试剂盒按步骤提取，并经紫外分
光光度计检测Ｄ２６０／Ｄ２８０比值为１．８～２．０，２８Ｓ和

１８Ｓ比例约为２１，提示核酶未降解。采用肿瘤细
胞纯化的总ＲＮＡ进行半定量ＲＴＰＣＲ检测并以β
ａｃｔｉｎ为内参照。取２０μｌ扩增产物加入１％琼脂糖
凝胶孔内，５０Ｖ恒压条件下电泳６０ｍｉｎ左右，紫外
灯下观察电泳结果并照相。采用光密度定量扫描仪
（ＧＳ８００）扫描图像，用“ＱｕａｌｉｔｙＯｎｅ”图像处理软件
（ＢｉｏＲａｄ）进行凝胶电泳条带的定量分析，以同一
泳道中ｈｕｇｌ１和βａｃｔｉｎ条带积分光密度值之比值
表示标本中ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ的表达量。

１．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法 　经裂解液处理各组细胞，
蛋白抽提液样本作ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转膜。采用
基于辣根过氧化物酶的电化学发光底物系统检测免

疫印迹实验的结果。其化学发光信号记录在感光胶
片上（ＫｏｄａｋＸＯｍａｔＢＴＦｉｌｍ），并且用光密度定量
扫描仪（ＧＳ８００）扫描图像，用“ＱｕａｌｉｔｙＯｎｅ”图像处
理软件进行蛋白印迹条带的定量分析，以同一泳道
中ｈｕｇｌ１和βａｃｔｉｎ条带积分光密度值之比值表示
标本中ｈｕｇｌ１蛋白的表达量。

１．４　软琼脂集落形成试验　软琼脂克隆形成试验
按双层软琼脂培养法进行，在６孔培养板中测定

ＬＳ１７４、ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１转染组及空载体转染组３
组细胞的克隆形成能力。倒置显微镜下计数，每个
细胞集落细胞数＞５０时计为１个克隆。

１．５　划痕修复（Ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇ）试验　３组待测细
胞种植进入６孔板，用１００μｌ微量移液头在６孔板
内垂直划痕。２４ｈ后相差显微镜下随机选择５个

１００倍视野内计算迁移至划痕空隙中的细胞总数，
每组重复３次。

１．６　细胞黏附试验　分别将未转染组细胞、空载体
转染组细胞、重组体转染细胞悬液按照１×１０６细胞／
孔接种于细胞孔内，３７℃、５％ＣＯ２培养箱常规培养。
分别于转染后３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ每种细胞取３个
孔，吸弃上清培养液，ＰＢＳ缓冲液清洗２次，去除附
着但并未真正黏附的细胞，０．２５％胰蛋白酶消化，收
集黏附细胞，血球计数板计数细胞。计算公式：细胞
黏附率＝黏附细胞数／总细胞数×１００％。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭试验　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中
加入１２０μｇＭａｔｒｉｇｅｌ胶（用２倍体积的无血清１６４０
稀释），３７℃ ３０ｍｉｎ待胶凝固，在小室下部加入
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６００μｌＮＩＨ３Ｔ３上清作为趋化因子。取对数生长期
细胞，消化后进行活细胞计数，调整细胞密度，培养
基中加入０．１％的ＢＳＡ。在每个Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中
加入３００μｌ含有４×１０

４个细胞的细胞悬液。每组
设３个平行样本。５％ＣＯ２、饱和湿度的ＣＯ２孵箱中
培养４８ｈ。吸去上室液体，湿棉签擦去膜表面未侵
袭的细胞及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，生理盐水漂洗，稍干，甲醛
固定３０ｍｉｎ，苏木精染色。每张膜计数３个４００倍
显微镜视野下的穿膜细胞数。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
学分析，计量数据采用珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用成
组设计ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　转染细胞中ｈｕｇｌ１基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达
的改变　ＲＴＰＣＲ（图１Ａ）、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹（图１Ｂ）显
示重组体ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１转染细胞株中目的基
因ｈｕｇｌ１在ｍＲＮＡ和蛋白质水平上表达均较空载
体转染细胞株和未转染细胞株增强，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．２　增殖分析结果　软琼脂集落形成试验结果显
示，与未转染及空载体转染组细胞相比（３５．７６％、

３３．９１％），重组体转染组细胞克隆形成率（３２．２３％）
无统计学差异，提示ｈｕｇｌ１基因表达对细胞增殖无
明显影响。

图１　转染细胞ｈｕｇｌ１基因ｍＲＮＡ（Ａ）及

蛋白（Ｂ）表达水平

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ（Ａ）ａｎｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｉｎＬＳ１７４ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ，１：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅ，２：ｐｃＤＮＡ
（－），３：ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１．Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ；１：Ｕｎｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，２：ｐｃＤＮＡ（－）；３：ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１

２．３　划痕分析结果　划痕后使用无血清培养基继
续培养２４ｈ，结果（图２）显示ｈｕｇｌ１阳性表达的重
组体 转 染 组 ＬＳ１７４ 细 胞 克 隆 的 迁 移 细 胞 数
（８２．１４±７．６２）明显低于空载体组（１３５．６１±３．７４）
及未转染组（１４２．３７±６．１２）细胞，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。结果提示重组体转染组ＬＳ１７４细
胞的移行能力明显低于空载体组及未转染组。

图２　不同组别细胞划痕修复试验结果

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；Ｂ：ｐｃＤＮＡ（－）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；Ｃ：ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．４　黏附分析结果　细胞黏附试验结果（表１）显
示，与空载体组及未转染组相比，转染后１２０ｍｉｎ，

ｈｕｇｌ１阳性表达的重组体转染组ＬＳ１７４细胞克隆
黏附力明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．５　侵袭分析结果　细胞侵袭试验显示，与空载体
组及未转染组相比（１５８．３±１６．５、１５６．３±１３．０），重
组体转染组穿膜细胞数（６３．７±８．０）明显减少，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　不同组别细胞黏附能力比较

Ｔａｂ１　Ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ
（％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｍｉｎ
３０ ６０ ９０ １２０

Ｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ １２．２ ３２．９ ４６．４ ５７．６

ｐｃＤＮＡ（－）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ １３．４ ３１．２ ４３．７ ５９．５

ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ １６．８ ４３．６ ５６．５ ７２．６

　Ｐ＜０．０５ｖｓｐｃＤＮＡ（－）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ
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３　讨　论

　　细胞极性的丧失是肿瘤的重要标志之一，并与

癌肿的侵袭性相关［７８］。在上皮细胞肿瘤的发展过

程中，浸润前沿的细胞经历一种上皮细胞间充质转

化，表现出细胞极性消失、失去黏附及迁移能力增加

等特点［８］。果蝇新生物肿瘤抑制基因ｌｇｌ、ｄｌｇ和

ｓｃｒｉｂ进化上保守，共同作用于同一遗传通路，在上

皮细胞中起到联系细胞极性及细胞增殖的功能，这

３种基因突变可导致细胞极性的破坏及组织癌

变［１２］。其中ｌｇｌ的突变易导致细胞顶底极性的丧
失、上皮细胞结构的丧失及细胞无限增殖［９１２］。人
基因ｈｕｇｌ１与果蝇肿瘤抑癌基因ｌｇｌ高度同源，同
源性达到２７％［１３］，ｈｕｇｌ１ｃＤＮＡ的序列分析显示其
具有一较长的可读框，可编码１０５７个氨基酸的蛋
白质，相对分子质量约１１５０００。人ｈｕｇｌ１蛋白包括
数个与ｌｇｌ中类似的保守功能区域，其中包括多个同
型寡聚化区域、成簇的磷酸化位点及至少２个 ＷＤ
４０重复序列，从而提示这些蛋白质可能有密切相关
的功能［５，１４］。Ｋｌｅｚｏｖｉｔｃｈ等［１５］发现，ｈｕｇｌ１基因敲
除小鼠存在胚胎神经上皮顶底极性的破坏及细胞缺

乏分化及过度增殖，而外源性人ｈｕｇｌ１基因能拯救
果蝇基因ｌｇｌ的突变，提示这些基因都具有保守的抑
癌基因功能［５，１６２０］。

　　本研究构建了人ｈｕｇｌ１基因的重组表达载体

ｐｃＤＮＡ３．０ｈｕｇｌ１，并成功转染至结直肠癌细胞株

ＬＳ１７４细胞中，显著上调ｈｕｇｌ１ｍＲＮＡ及蛋白的表
达。进一步对转染后细胞生物学特性进行分析发
现，转染ｈｕｇｌ１基因并不能抑制ＬＳ１７４肿瘤细胞的
增殖，ｈｕｇｌ１基因的再表达及据此的调控通路可以
调节细胞极性，但并不会负性调控肿瘤细胞增殖，与
果蝇中ｌｇｌ基因的作用并不一致［１２］。本研究的划痕
修复、细胞黏附和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭试验结果表
明，ｈｕｇｌ１再表达降低了细胞的移行侵袭能力，并且
增加了细胞的黏附，提示ｈｕｇｌ１表达降低可导致上
皮细胞结构不稳定，促进癌细胞播散和肿瘤发展。

　　综上所述，人ｈｕｇｌ１蛋白表达有助于维持上皮
细胞的完整性，提高结直肠癌细胞株的黏附能力，降
低其移行、转移、侵袭能力，但对其增殖影响不大，值
得进一步研究其失活机制。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科医院满晓波研究员及第二军医大学基础部医学遗

传学教研室颜宏利副教授的支持和帮助，在此一并
表示感谢！）
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