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　　［摘要］　目的　观察人类新血小板反应素Ｒｓｐｏｎｄｉｎ３（Ｒｓｐｏ３）的细胞定位，并探讨其在肿瘤发生发展中的可能作用。
方法　利用荧光显微成像法观察ＥＧＦＰＲｓｐｏ３在 ＨＥＫ２９３细胞中的分布。将重组质粒ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３转染结肠癌细胞
ＨＴ２９、ＬｏＶｏ，采用流式细胞术观察Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞周期与凋亡的影响；采用Ｍａｔｒｉｇｅｌ、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分别检测

Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞黏附及侵袭能力的影响。结果　荧光显微成像法观察发现，ＥＧＦＰＲｓｐｏ３融合蛋白在细胞核
表达，呈弥散点状分布。流式细胞术观察发现，Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞生长周期没有明显影响；Ｒｓｐｏ３基因过表达不

影响低恶性的 ＨＴ２９细胞凋亡，但诱导高恶性的ＬｏＶｏ细胞凋亡（Ｐ＜０．０１）。Ｒｓｐｏ３基因过表达增强肿瘤细胞黏附性（Ｐ＜

０．０１），降低肿瘤细胞的侵袭力（Ｐ＜０．０１），对肿瘤细胞移行有一定抑制作用。结论　Ｒｓｐｏ３有核定位功能，能诱导部分肿瘤
细胞凋亡并抑制其转移扩散。

　　［关键词］　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ３；亚细胞定位；细胞周期；细胞凋亡；细胞黏附；肿瘤侵润
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　　 血 小 板 反 应 素 蛋 白 家 族 （ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ，ＴＳＰｓ）参与细胞基质间的信号转导
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和相互作用［１２］，在胚胎发育［３］、血管生成［４］、疾病发

生尤其是肿瘤［５］发生发展过程中发挥重要作用。

Ｃｈｅｎ等［６］研究发现的人类含血小板反应素重复结

构的蛋白（ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｔｙｐｅ

Ⅰｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ，ｈＰＷＴＳＲ）属于ＴＳＰ家族，被归入

ＴＳＰ家族Ａ亚群的１个新类别———Ｒ反应素蛋白

家族（Ｒｓｐｏｎｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ，ＲＳＰＯ），被命名为

Ｒｓｐｏｎｄｉｎ３（Ｒｓｐｏ３）［７］，在哺乳动物中参与 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路［８］，但其在细胞内的分布情况、功能

特性及与肿瘤的关系尚不明确。因此，本研究采用

亚细胞定位分析Ｒｓｐｏ３在细胞内的分布特征，并观

察其过表达对细胞周期与凋亡、细胞黏附及侵袭特

性的影响，探讨其可能的功能特性及在肿瘤发生发

展过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　质粒：ｐＥＧＦＰＮ３绿色荧光

蛋白质粒购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司，ｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃＨｉｓＢ
表达质粒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。细胞株：结肠癌细

胞株 ＨＴ２９、ＬｏＶｏ和人胚肾成纤维细胞 ＨＥＫ２９３
由复旦大学遗传所细胞库提供。ｃＤＮＡ模板：Ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｔｉｓｓｕｅｃＤＮＡ （ＭＴＣ）ｐａｎｅｌｓ购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公

司。试剂与酶：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００真核转染试剂为

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小

室为美国Ｃｏｓｔａｒ公司产品，Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶与纤维连接

蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）为美国ＢＤ生物科学公司产

品。Ｔ４ＤＮＡ 连接酶及限制性核酸内切酶ＢａｍＨ

Ⅰ、ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ为英国Ｂｉｏｌａｂｓ公司产品。

１．２　Ｒｓｐｏ３的亚细胞定位研究

１．２．１　ｐＥＧＦＰＲｓｐｏ３重组质粒的构建　根据Ｒｓ

ｐｏ３基因的 ｍＲＮＡ序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ２５１０５７）设

计引物。以 ＭＴＣｐａｎｅｌｓ混合ｃＤＮＡ做模板，ＰＣＲ
扩增Ｒｓｐｏ３全长 ＯＲＦ，引物序列Ｆ：５′ＧＡＧＡＡＴ

ＴＣＡＴＧＣＡＣＴＴＧＣＧＡＣＴＧＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣ

３′（含ＥｃｏＲⅠ酶切位点），Ｒ：５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＧ

ＴＧＴＡＣＡ ＧＴＧ ＴＣＧ ＡＣＴ ＧＡＴ ＡＣＣ Ｇ３′（含

ＢａｍＨⅠ酶切位点），扩增片段长度０．８２ｋｂ。ＰＣＲ
扩增条件：９４℃３ｍｉｎ预变性，９４℃３０ｓ解链，５５℃

３０ｓ退火，７２℃２ｍｉｎ延长，反应３５个循环后，７２℃

１０ｍｉｎ补充延长。ＥｃｏＲⅠＢａｍＨⅠ双酶切ＰＣＲ扩

增产物，插入质粒ｐＥＧＦＰＮ３，构建重组质粒ｐＥＧ

ＦＰＲｓｐｏ３。重组质粒经酶切鉴定，测序分析确定序

列与读框正确性。

１．２．２　ｐＥＧＦＰＲｓｐｏ３转染 ＨＥＫ２９３细胞　玻片

法培养 ＨＥＫ２９３细胞，细胞达７５％～８５％融合即可

进行转染试验。使用真核转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００，按照Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司说明书操作，重组质粒

ｐＥＧＦＰＲｓｐｏ３转染 ＨＥＫ２９３细胞。同时将载体质

粒ｐＥＧＦＰＮ３转染 ＨＥＫ２９３细胞作对照。

１．２．３　Ｒｓｐｏ３亚细胞定位观察　细胞转染２４ｈ
后，多聚甲醛固定，ＤＡＰＩ细胞核染色，制备观察片。

在荧光显微镜下观察细胞的绿色荧光分布，确定亚

细胞定位情况。

１．３　Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞功能的影响

１．３．１　构建重组质粒ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３　ＰＣＲ扩增

体系参照１．２．１项下，引物序列 Ｆ：５′ＣＴＣＡＡＧ

ＣＴＴＡＣＴＡＴＧＧＡＣＴＴＧＣＧＡＣＴＧＡＴＴＴＣＴ

ＴＧＧＣ３′（含ＨｉｎｄⅢ酶切位点），Ｒ：５′ＧＣＧＡＡＴ

ＴＣＴＧＴＡＣＡＧＴＧＣＴＧＡＣＴＧＡＴＡＣＣＧＡＴＴ

ＴＣＴＧ３′（含ＥｃｏＲⅠ酶切位点）。ＨｉｎｄⅢＥｃｏＲⅠ
双酶切 ＰＣＲ 扩增产物，插入质粒 ｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃ

ＨｉｓＢ，构建重组质粒ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３。重组质粒经

酶切鉴定，测序分析确定序列与读框正确性。

１．３．２　Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞周期及凋亡

的影响　培养结肠癌细胞株 ＨＴ２９、ＬｏＶｏ至对数

生长期，按１．２．２项下方法分别转染重组质粒

ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３，转染载体质粒ｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃＨｉｓＢ
作对照。转染后３６～４８ｈ收获细胞，用 Ｂｅｃｔｏｎ

Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司的ＣｙｃｌｅｔｅｓｔｐｌｕｓＤＮＡｒｅａｇｅｎｔｋｉｔ
在流式细胞仪上检测细胞周期变化情况。转染后

４８～７２ｈ收获细胞，用 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公 司 的

ＡＰＯＢＲＤＵｋｉｔ在流式细胞仪上检测细胞凋亡变化

情况。所有实验重复３次。

１．３．３　Ｒｓｐｏ３基因过表达对肿瘤细胞黏附力、侵袭

力的影响　转染后２４～３６ｈ收获细胞，按如下方法

检测细胞黏附力与侵袭力，所有实验重复８次。在

９６孔培养板每孔上覆盖 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，室温下干燥，

按４×１０４个／孔接种肿瘤细胞悬液，每组设置８个平

行孔，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内孵育２ｈ。取出培

养板，倾去生长液，每孔加结晶紫１００μｌ，ＰＢＳ洗涤３
次，每次５ｍｉｎ。每孔加醋酸乙醇（１３，Ｖ／Ｖ）１００

μｌ，酶标仪检测Ｄ５７０的光密度值，以Ｄ５７０均值表示黏

附能力大小。按公式计算黏附率：黏附率（％）＝（实

验组Ｄ５７０值／对照组Ｄ５７０值）×１００％。

　　在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内加入２００μｇ／ｍｌＭａｔｒｉｇｅｌ
胶５０μｌ，风干。用预热的培养液注满上室，置摇床
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中振摇９０ｍｉｎ，弃去培养液。在２４孔培养板每孔中

加入含１０μｇ／ｍｌ纤黏蛋白的培养液６００μｌ。将计数

好的２×１０４／ｍｌ肿瘤细胞悬液分别加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，每室１００μｌ，每组设置８个平行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小

室。将小室浸入２４孔板的培养液中，３７℃、５％ＣＯ２
培养箱内孵育２４ｈ。取出小室，滤膜用甲醇：丙酮

（１１，Ｖ／Ｖ）固定１０ｍｉｎ。小心擦去未侵袭的滤膜

表面细胞，ＨＥ染色，用中性树脂封片。在光镜下随

机挑选５个视野，计数细胞，以侵袭细胞的相对数来

表示肿瘤细胞的侵袭能力。按公式计算侵袭率与侵

袭抑制率：侵袭率（％）＝（实验组侵袭细胞相对数／

对照 组 侵 袭 细 胞 相 对 数）×１００％，侵 袭 抑 制

率（％）＝（１－侵袭率）×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＡＳ统计软件，数据以珚ｘ±

ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｒｓｐｏ３的亚细胞定位　在 ＨＥＫ２９３细胞检测

Ｒｓｐｏ３的亚细胞定位。转染ｐＥＧＦＰＮ３质粒作为

对照，ＥＧＦＰ蛋白绿色荧光在整个细胞内弥散分布。

ＥＧＦＰＲｓｐｏ３融合蛋白绿荧光主要位于细胞核，呈

弥散颗粒状分布，转染细胞与非转染细胞间没有发

现明显的形态差异（图１）。

图１　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ（Ｒｓｐｏ３）在ＨＥＫ２９３细胞内的分布特征

Ｆｉｇ１　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＲｓｐｏ３ｉｎＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＧＦＰＲｓｐｏ３ｆｕｓｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｌａｓｍｉｄ；Ｂ：ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥＧＦＰＲｓｐｏ３ｐｌａｓｍｉｄ

ｗｅｒｅｄｙｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．ＩｔｗａｓｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｉｏｎｆｉｅｌｄｏｆＦｉｇ

１ＡａｎｄｗａｓｍｅｒｇｅｄｗｉｔｈＦｉｇ１Ａ．ＴｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＥＧＦＰ

Ｒｓｐｏ３ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｏｆｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｉ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２５０

２．２　Ｒｓｐｏ３基因过表达对结肠癌细胞周期影

响　在结肠癌细胞系 ＨＴ２９、ＬｏＶｏ检测Ｒｓｐｏ３基

因过表达对细胞周期的影响，以转染ｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃ

ＨｉｓＢ质粒作为对照，结果（图２）未发现Ｒｓｐｏ３基因

过表达对结肠癌细胞周期有影响。

图２　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ３（Ｒｓｐｏ３）基因过表达对细胞周期的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｓｐｏ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎ

ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨＴ２９ａｎｄＬｏＶｏ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄ

ｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃＨｉｓＢ．Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３．Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ．ＬｏＶｏｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃ

ＨｉｓＢ．Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ＬｏＶｏｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３

２．３　Ｒｓｐｏ３基因过表达对结肠癌细胞凋亡的影

响　结果（图３）表明：Ｒｓｐｏ３基因过表达对低恶性

细胞 ＨＴ２９的凋亡无影响［Ｍ２期细胞：（０．０５％±

０．０１％）ｖｓ（０．０６％±０．０１％），Ｐ＞０．０５）］，但诱导

高恶性 ＬｏＶｏ细胞凋亡［Ｍ２期细胞：（１２．２１％±

０．４５％）ｖｓ（２６．５１％±４．６９％），Ｐ＜０．０１］。

２．４　Ｒｓｐｏ３基因过表达对结肠癌细胞黏附力的影

响　结果（表１）表明：转染ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３的结肠癌

细胞 ＨＴ２９的黏附率为２１３．６６％，与对照组比较，

Ｒｓｐｏ３基因过表达组 ＨＴ２９细胞黏附力增强（Ｐ＜
０．０１）；转染ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３结肠癌细胞ＬｏＶｏ的黏

附率为２５２．６０％，与对照组比较，Ｒｓｐｏ３过表达组

ＬｏＶｏ细胞黏附力增强（Ｐ＜０．０１）。结果表明：Ｒｓｐｏ

３过表达能增强结肠癌细胞黏附能力，抑制细胞移

行。

２．５　Ｒｓｐｏ３基因过表达对结肠癌细胞侵袭力的影

响　结果（表２）表明：转染ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３的结肠癌

细胞 ＨＴ２９的侵袭抑制率为５８．３３％，与对照组比

较，Ｒｓｐｏ３基因过表达组 ＨＴ２９细胞侵袭力下降

（Ｐ＜０．０１）。转染ｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３的结肠癌细胞ＬｏＶｏ
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的侵袭抑制率为６５．６１％，与对照组比较，Ｒｓｐｏ３基

因过表达组ＬｏＶｏ侵袭力下降（Ｐ＜０．０１）。结果表

明：Ｒｓｐｏ３基因过表达能降低结肠癌细胞侵袭能力，

抑制细胞移行。

图３　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ（Ｒｓｐｏ３）基因过表达对结肠癌细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｓｐｏ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨＴ２９ａｎｄＬｏＶｏ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃＨｉｓＢ．Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ．ＨＴ２９ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３．Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＬｏＶｏｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｖｅｃｔｏｒｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ４／ｍｙｃＨｉｓＢ．Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ．ＬｏＶｏｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡＲｓｐｏ３

表１　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ（Ｒｓｐｏ３）基因过表达对两株结肠癌细胞黏附力的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｓｐｏ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎａｄｈｅｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨＴ２９ａｎｄＬｏＶｏ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｃｅｌｌｌｉｎｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｄ５７０ｖａｌｕｅ Ａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅ（％）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

Ｄ５７０ｖａｌｕｅ Ａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅ（％）

ＨＴ２９ ０．７２５±０．０８３ １００ １．５４９±０．１３６ ２１３．６６

ＬｏＶｏ ０．１９２±０．０４５ １００ ０．４８５±０．０４７ ２５２．６０

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表２　Ｒｓｐｏｎｄｉｎ（Ｒｓｐｏ３）基因过表达对两株结肠癌细胞侵袭力的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＲｓｐｏ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｏｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＨＴ２９ａｎｄＬｏＶｏ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｃｅｌｌｌｉｎｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ
ｐｅｒ１００ｃｅｌｌｓ

Ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

Ｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ
ｐｅｒ１００ｃｅｌｌｓ

Ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ｒａｔｅ（％）

ＨＴ２９ ４８±６ １００ ２０±３ ４１．６７ ５８．３３

ＬｏＶｏ １８９±１２ １００ ６５±７ ３４．３９ ６５．６１

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　ＲＳＰＯ类蛋白主要是细胞表面蛋白和分泌性蛋

白，参与细胞基质间的相互作用，但其在细胞中的

分布特征目前仍不明确［９１３］。生物信息学分析ＲＳ

ＰＯ类蛋白的分子结构，推测 Ｒｓｐｏ３细胞定位信

号———信号肽前导序列位于蛋白Ｎ端。因此，本研

究构建了重组质粒ｐＥＧＦＰＲｓｐｏ３，表达 Ｎ端游离

的ＥＧＦＰ融合蛋白。将该重组质粒转染 ＨＥＫ２９３
细胞后发现，融合蛋白在细胞核内呈弥散颗粒状分

布，提示Ｒｓｐｏ３的核定位功能。虽然含有 ＴＳＲ功

能域的蛋白大多数是分泌性蛋白，但Ｒｓｐｏ１同时具

有核蛋白与分泌性蛋白两种分布形式［９］；且本实验

结果也与Ｒｓｐｏ３蛋白Ｃ端含有核定位信号的生物

信息学推测相符合。本研究发现Ｒｓｐｏ３的核定位

功能，提示其可能具有独特的、不同于 ＴＳＰ家族其

他成员的生物学功能及作用机制。本研究没有发现

Ｒｓｐｏ３的分泌特性，要确定Ｒｓｐｏ３在组织细胞的天

然分布情况，还有待于特异性抗体进行进一步检测。

　　Ｒｓｐｏ３是一个多组织多器官广泛低水平表达
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的蛋白，提示其参与生物体的基本生命活动过程［６］。

在多数肿瘤细胞中Ｒｓｐｏ３表达下调，提示其表达与

肿瘤发生发展有一定关系［６］。细胞无限增殖和转移

是肿瘤的主要特征，前者涉及细胞周期和凋亡异常，

后者主要涉及细胞黏附和侵袭能力改变。因此，本

实验研究Ｒｓｐｏ３过表达对两株结肠癌细胞上述特

性的影响，初步探讨Ｒｓｐｏ３在结肠癌发病机制中的

可能作用。

　　流式细胞仪检测细胞凋亡发现，与对照质粒转

染的细胞比较，Ｒｓｐｏ３基因过表达不影响低恶性结

肠癌细胞 ＨＴ２９的凋亡过程，但其诱导高恶性Ｌｏ

Ｖｏ细胞凋亡。结果表明Ｒｓｐｏ３能通过促进高恶性

的肿瘤细胞凋亡，抑制恶性肿瘤生长。这提示Ｒｓｐｏ

３基因表达异常（下调），影响细胞的正常凋亡过程，

可能导致了部分结肠癌的发生发展。然而，在同样

过表达情况下，本研究却没有观察到Ｒｓｐｏ３对细胞

周期的影响，提示该蛋白可能与细胞生长增殖无关，

与Ａｏｋｉ等［１１］的基因敲除实验结果并不一致。Ａｏｋｉ
等［１１］敲除小鼠Ｒｓｐｏ３基因后小鼠胎盘发育异常，

导致胚胎死亡。本研究结果尚不能完全排除Ｒｓｐｏ

３对细胞周期的影响，肿瘤细胞往往伴随多个涉及

细胞周期的途径异常，导致通过这些途径影响有关

性状的因素不能发挥作用。因此，本研究的结果仍

需要在原代培养细胞中进一步验证。

　　本研究发现，在Ｒｓｐｏ３过表达情况下，结肠癌

细胞系 ＨＴ２９、ＬｏＶｏ的黏附能力提高，侵袭能力被

抑制。结果表明Ｒｓｐｏ３参与了结肠癌细胞黏附和

转移等生物学过程，对细胞移行有一定抑制作用，提

示Ｒｓｐｏ３是一个肿瘤细胞转移相关蛋白。因此，

Ｒｓｐｏ３基因表达下调可能是部分肿瘤细胞黏附能

力下降、脱落及转移的分子基础之一。以上体外实

验的结果还需要动物实验进一步验证。
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