
第26卷第5期第420页

2018年5月 　　　　　　　
中国中西医结合消化杂志

ChinJIntegrTradWestMedDig
　　　　　　　

Vol26No5P420
May2018

doi:10.3969/j.issn.1671-038X.2018.05.08

DLC2在结直肠癌中的表达和对结直肠癌
细胞凋亡的影响

齐　翀,　洪　亮,　李　亮,　蔡元坤

(复旦大学附属上海市第五人民医院,上海　200240)

收稿日期:2017-07-01
基金项目:闵行区自然科学研究课题(No:2015MHZ046)

作者简介:齐　翀,男,硕士,副主任医师,研究方向:结肠癌

通讯作者:齐　翀,E-mail:jihao807253@163.com

摘要:[目的]探讨肝癌缺失基因2(DCL2)在结直肠癌中的表达及对结直肠癌细胞凋亡的影响。[方法]收集结

直肠癌组织及对应的癌旁组织,培养人结直肠癌细胞 HCT116、HT29、Caco2和人正常肠上皮细胞 FHC,Western

blot检测组织及细胞中 DLC2表达水平。结直肠癌细胞转染 DCL2过表达载体(过表达组)和空载体(阴性组),以

只加入转染试剂的细胞为对照组,Westernblot检测转染后细胞中DCL2、p38、磷酸化的p38(p-p38)、活化的含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶3(Cleavedcysteinylaspartatespecificproteinase3,CleavedCaspase-3)表达,流式细胞

术检测细胞凋亡情况。[结果]癌组织中 DLC2的表达水平明显低于癌旁组织,差异有统计学意义(t=12.363,P=

0.000)。HT29、HCT116、Caco2 细 胞 中 DLC2 的 表 达 水 平 明 显 低 于 FHC 细 胞,差 异 具 有 统 计 学 意 义 (t1 =

8.624,t2=9.385,t2 =10.322,P=0.000)。Caco2(0.06±0.03)细 胞 中 DLC2 的 表 达 水 平 明 显 低 于 HT29、

HCT116,差异具有统计学意义(t1=8.676,t2=7.645,P=0.000)。后续实验选用 Caco2细胞继续研究。阴性组

DLC2的表达水平与对照组相比,差异没有统计学意义(t1=2.325,P>0.05)。过表达组 DLC2的表达水平明显高

于对照组,差异具有统计学意义(t1=13.545,P=0.000)。阴性组细胞凋亡率与对照组相比,差异没有统计学意义

(t1=1.646,P>0.05)。过表达组细胞凋亡率明显高于对照组,差异具有统计学意义(t1=36.256,P=0.000)。阴

性组、过表达组与对照组细胞中p38表达水平没有明显变化(t1=2.335,t2=1.464,P>0.05)。阴性组与对照组

细胞中p-p38表达水平没有明显变化(t1=4.587,P>0.05)。阴性组与对照组细胞中 CleavedCaspase-3表达水平

没有明显变化(t1=2.673,P>0.05)。过表达组与对照组细胞中p-p38表达水平相比明显升高,差异有统计学意

义(t1=9.617,P=0.000)。过表达组与对照组细胞中CleavedCaspase-3表达水平相比明显升高,差异具有统计学

意义(t1=10.696,P=0.000)。[结论]DLC2在结直肠癌中表达下调,DLC2可能通过作用于p38信号通路促进人

结直肠癌细胞凋亡。
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Abstract:[Objective]ToinvestigatetheexpressionofDCL2incolorectalcarcinomaanditseffectonthe
apoptosisofcolorectalcancercells.[Methods]Colorectalcancertissuesandcorrespondingadjacenttissues
werecollected.ThenhumancolorectalcancercellsHCT116,HT29,Caco2andhumannormalintestinalepi-
thelialcelllineFHCwerecultured.Afterthat,theexpressionofDLC2intissuesandcellswillbedetected
byWesternblot.ColorectalcancercellsweretransfectedwithDCL2overexpressionvector(overexpression
group)andemptyvector(negativegroup).Thecellstransfectedwithtransfectionreagentwereusedascon-
trolgroup.WesternblotwasusedtodetecttheexpressionsofDCL2,p38,p-p38andCleavedCaspase-3in



transfectedcells.Andflowcytometrywillbeusedtodetectcellapoptosis.[Results]Theexpressionlevelof
DLC2incancertissueswassignificantlylowerthanthatintheadjacenttissues,andthedifferencewassta-
tisticallysignificant(t=12.363,P=0.000).TheexpressionofDLC2inHT29,HCT116,Caco2wassignifi-
cantlylowerthanthatofFHCcells,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1=8.624,t2=9.385,t2

=10.322,P=0.000).TheexpressionlevelofDLC2inCaco2cellswassignificantlylowerthanthatof
HT29andHCT116,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1 =8.676,t2 =7.645,P =0.000)

.Follow-upexperimentswereperformedbyusingCaco2cells.Thereisnostatisticallysignificantdifference
betweentheexpressionlevelofDLC2innegativegroupandthatincontrolgroup.(t1=2.325,P>0.05)

.TheexpressionlevelofDLC2intheoverexpressiongroupwassignificantlyhigherthanthatinthecon-
trolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1=13.545,P=0.000).Thereisnostatistically
significantdifferencebetweentheapoptosisrateofthenegativegroupandthatofcontrolgroup(t1 =
1.646,P>0.05).Theapoptosisrateofoverexpressiongroupwassignificantlyhigherthanthatofthecon-
trolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1=36.256,P=0.000).Comparedwiththecon-
trolgroup,theexpressionofp38inthenegativegroupandoverexpressiongrouphadnosignificant
changes(t1=2.335,t2=1.464,P>0.05).Comparedwiththecontrolgroup,theexpressionofp-p38inthe
negativegroup(0.24±0.04)hadnosignificantchange(t1=4.587,P>0.05).Andthereisnosignificant
differencebetweentheexpressionofCleavedCaspase-3inthenegativegroupandthecontrolgroup(t1=
2.673,P>0.05).Theexpressionlevelofp-p38intheoverexpressiongroupwassignificantlyhigherthan
thatinthecontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1=9.617,P=0.000).Theex-
pressionlevelofCleavedCaspase-3intheoverexpressiongroupwassignificantlyhigherthanthatinthe
controlgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(t1=2.673,P>0.05).[Conclusion]Thereis
downregulationofDLC2expressionincolorectalcancercells.DLC2maypromoteapoptosisofhumancolo-
rectalcancercellsbyactingonp38signalingpathway.
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　　据统计,每年约有超过120万的新增结直肠癌

患者,其中每年约有60万人死于结直肠癌。结直肠

癌的发病率在全部恶性肿瘤中位居前三,而死亡率

位居前五[1]。结直肠癌具有发病快、诊断率低、转移

能力强、容易复发等特点,结直肠癌5年内的生存率

只有60%左右,并且其中有超过一半的患者因为癌

症的转移而死亡[2]。探讨结直肠癌的发病机制是目

前临床上研究的一个热点。
肝癌 缺 失 基 因 2(deletedinlivercancer2,

DCL2)是一种抑癌基因,其最初分离至肝脏中而得

名[3]。正常情况下,DCL2在生命机体的组织器官

中广泛表达,而在肝癌、肺癌、乳腺癌等多种癌症组

织中表达缺失,并且调控多种癌症细胞的凋亡[4-7]。
本研究首先检测结直肠癌组织和细胞中DCL2的表

达水平,并通过体外细胞实验检测 DCL2对结直肠

癌细胞凋亡的作用及机制,以期为进一步揭示结直

肠癌的发病机制提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　组织

选取我院2012年2月~2015年12月收治的

确诊并切除的结直肠癌患者的结直肠癌组织及对应

的癌旁组织各52例,所有组织标本的采集均经过患

者及其家属知情同意,组织标本保存于液氮中。
结直肠癌细胞 HCT116、HT29、Caco2和人正

常肠上皮细胞FHC均购自于中国科学院细胞库。

1.2　主要仪器及试剂

流式细胞仪购自于美国 Thermo;胎牛血清购

自于上海四季青生物工程材料有限公司;pEGFP-
N1-DCL2由山东维真生物科技有限公司构建并鉴

定;DMEM 培养基购自于美国 Gibco;二喹啉甲酸

(bicinchoninicacid,BCA)蛋白浓度检测试剂盒购

自于碧云天生物技术研究所;DCL2多克隆抗体、

p38多克隆抗体、磷酸化的p38(p-p38)多克隆抗体、
活化 的 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 3
(Cleavedcysteinylaspartatespecificproteinase3,

Cleaved Caspase-3)多 克 隆 抗 体 均 购 自 于 美 国

StantaCruz。

1.3　细胞培养

将装有结直肠癌细胞 HCT116、HT29、Caco2
和人正常肠上皮细胞 FHC 的冻存管从液氮中取

出,放在37℃的水浴锅中融化,在融化过程中不间

断的 进 行 振 荡,使 细 胞 在 1 min 内 融 化。1000
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r/min离心10min,吸除上清液,用1ml的含有

10%胎牛血清的 DMEM 细胞培养液悬浮细胞后,
接种到细胞培养瓶中,将细胞培养液添加至5ml,
在37℃,5% CO2 培养箱中培养2d,观察细胞长满

后,用磷酸盐缓冲液洗涤细胞两次后,加入3ml含有

0.25%胰蛋白酶的消化液在37℃消化1min,观察已

经贴壁的细胞成为圆形后,加入5ml的细胞培养液,
混合后,1：2的比例接种到细胞培养瓶中继续培养。

1.4　Westernblot检测组织中DCL2表达

取50mg的结直肠癌组织及对应的癌旁组织,
剪碎后,转移至组织匀浆器中,加入1ml的组织裂

解液,放在冰上研磨后静置30min,4℃,12000r/

min离心10min,用BCA蛋白浓度检测试剂盒检测

细胞 中 DCL2 表 达 水 平。将 组 织 蛋 白 与 2×
Loadingbuffer充分混合后,放在100℃的孵育器中

煮沸5min,每孔中加入40μl的蛋白样品,加入到

蛋白凝胶上样孔中,蛋白凝胶用10%分离胶和5%
的浓缩胶,90V 恒压电泳,观察 maker进入分离胶

的低端时,终止电泳。将蛋白凝胶在100V 的电压

下转膜90min,取出转膜后的硝酸纤维素膜,放置

于5%的脱脂奶粉中封闭2h,加入1000倍稀释的

一抗在4℃孵育过夜后,用2000倍稀释的二抗在室

温下反应90min,滴加显色液后,ImageJ分析目的

蛋白表达水平。

1.5　Westernblot检测细胞中DCL2表达

取数生长期的结直肠癌细胞 HCT116、HT29、

Caco2和人正常肠上皮细胞 FHC,弃去细胞培养

液,加入400μl的细胞裂解液,放在冰上裂解30
min后,4℃,12000rpm 离心10min,细胞总蛋白存

在于上清液中,用BCA蛋白浓度检测试剂盒检测蛋

白浓度。按照1.4中步骤检测细胞中DCL2表达。

1.6　细胞转染

取培养至对数生长期的结直肠癌细胞以2×
104 个/ml接种到96孔细胞培养板中,每孔中加入

100μl的细胞悬浮液,观察细胞融合度为60%时,
用Lipofectamine2000将DCL2过表达载体(pEG-
FP-N1-DCL2)转染至细胞中,命名为过表达组,同
时转染空载体(pEGFP-N1),命名为阴性组,培养6
h后,更换细胞培养液继续培养,同时设置只加入转

染试剂的细胞为对照组。培养48h后,参照1.5中

检测细胞中DCL2的表达水平。

1.7　流式细胞术检测细胞凋亡

取转染后48h的各组细胞,胰蛋白酶消化后,

1000r/min离心10min,收集106 个细胞,用500μl
的Bindingbuffer悬浮细胞后,加入体积为5μl的

AnnexinV,放在避光条件下室温反应30min,加入

PI5μl,避光反应5min。流式细胞仪检测细胞凋亡

情况,分析细胞凋亡率。

1.8　Westernblot检测p38、p-p38、CleavedCaspase-3
表达

收集各组细胞,培养48h后,根据1.5中 West-
ernblot 方 法 检 测 细 胞 中 p38、p-p38、Cleaved
Caspase-3的表达水平。

1.9　统计学处理

采用SPSS22.0统计学软件分析实验数据,实
验数据以■x±s表示,2组数据比较用t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　组织及细胞中DLC2表达结果

癌组织(0.12±0.05)中DLC2的表达水平明显

低于癌旁组织(1.12±0.13),差异有统计学意义

(t=12.363,P =0.000)。HT29(0.14±0.06)、

HCT116(0.11±0.03)、Caco2(0.06±0.03)细胞中

DLC2的 表 达 水 平 明 显 低 于 FHC 细 胞 (1.26±
0.12),差异有统计学意义(t1=8.624,t2=9.385,t3

=10.322,P=0.000)。Caco2(0.06±0.03)细胞中

DLC2的表达水平明显低于 HT29(0.14±0.06)、

HCT116(0.11±0.03),差异有统计学意义(t1 =
8.676,t2 =7.645,P =0.000)。后 续 实 验 选 用

Caco2细胞继续研究。见图1、表1。

A:Westernblot检 测 结 直 肠 癌 及 癌 旁 组 织 中 DLC2表

达;B:Westernblot检测结直肠癌细胞及正常肠上皮细

胞中 DLC2表达

图1　结直肠癌组织和细胞中 DLC2表达

表1　DLC2蛋白表达水平 ■x±s
组织及细胞 DLC2蛋白表达水平

癌旁组织 1.12±0.13

癌组织 0.12±0.051)

FHC细胞 1.26±0.12

HT29细胞 0.14±0.062)

HCT116细胞 0.11±0.032)

Caco2细胞 0.06±0.032)3)

　　与癌旁组织比较,1)P<0.01;与 FHC细胞比较,2)P<
0.01;与 HT29,HCT116细胞比较,3)P<0.01。
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2.2　转染后细胞中DLC2表达结果

Caco2细胞转染后,检测各组细胞中 DLC2表

达结果见图2中所示,以 GAPDH 为内参,统计对

照组、阴性组、过表达组细胞中DLC2表达水平依次

为:0.06±0.04、0.07±0.02、0.85±0.09。阴性组

(0.07±0.02)DLC2的表达水平与对照组(0.06±
0.04)相比,差异无统计学意义(t1 =2.325,P >
0.05)。过表达组(0.85±0.09)DLC2的表达水平

明显高于对照组(0.06±0.04),差异有统计学意义

(t1=13.545,P<0.01)。见表2。

图2　Westernblot检测细胞转染后 DLC2表达

表2　DLC2蛋白表达水平 ■x±s
组别 DLC2蛋白表达水平

对照组 0.06±0.04
阴性组 0.07±0.021)

过表达组 0.85±0.09

　　与对照组比较,1)P<0.01。

2.3　细胞凋亡检测结果

结果见图3中所示,统计对照组、阴性组和过表

达组细胞凋亡率依次为:(9.62±1.18)%、(9.84±
1.05)%、(46.32±5.21)%。阴性组细胞凋亡率与

对照组比较,差异无统计学意义(t1=1.646,P>
0.05)。过表达组细胞凋亡率明显高于对照组,见表

3。差异有统计学意义(t1=36.256,P<0.01)。

图3　流式细胞仪检测细胞凋亡结果

表3　细胞凋亡率 %,■x±s
组别 细胞凋亡率

对照组 9.62±1.18

阴性组 9.84±1.051)

过表达组 46.32±5.211)

　　与对照组比较,1)P<0.01。

2.4　 细胞中 p38、p-p38、CleavedCaspase-3 表达

结果

结果见图4中所示,阴性组(1.05±0.06)、过表

达组(1.03±0.12)与对照组(1.01±0.14)细胞中

p38表达水平没有明显变化(t1=2.335,t2=1.464,

P>0.05)。阴性组(0.24±0.04)与对照组(0.22±
0.03)细胞中p-p38表达水平没有明显变化(t1=
4.587,P>0.05)。阴性组(0.35±0.05)与对照组

(0.34±0.07)细胞中 CleavedCaspase-3表达水平

没有明显变化(t1=2.673,P>0.05)。过表达组

(0.76±0.06)与对照组(0.22±0.02)细胞中p-p38
表达水平比较明显升高,差异有统计学意义(t1=
9.617,P=0.000)。过表达组(1.06±0.06)与对照

组(0.34±0.07)细胞中 CleavedCaspase-3表达水

平比较明显升高,差异有统计学意义(t1=10.6966,

P=0.000)。

A:Westernblot结果;B:蛋白相对表达水平;与对照组比

较,1)P<0.01。

图4　细胞中p38、p-p38、CleavedCaspase-3表达

3　讨论

DCL2属于DCL亚家族的成员之一,该基因是

位于染色体13q12.3的一种抑癌基因[8]。有研究表

明,DCL2mRNA在结直肠癌组织中的表达水平仅

为对应癌旁组织中的一半[9]。后续的研究表明,乳
腺癌、前 列 腺 癌、胃 癌、食 管 癌 等 癌 症 中 均 存 在

DLC2的表达下调,不仅是癌症组织,在癌细胞中也

发现DLC2的表达下调[10]。在乳腺癌细胞 MCF7、

MDA-MB-453中DLC2表达缺失,在前列腺癌细胞
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PZ-HPV7、MLC中发现DLC2存在微弱的表达[11]。
本研究收集了结直肠癌组织及对应的癌旁组织各

52例,通过 Westernblot检测发现在结直肠组织中

DLC2的表达水平明显减少,与此同时,本研究还检

测了结直肠癌细胞 HCT116、HT29、Caco2和人正

常肠上皮细胞 FHC 中 DLC2的水平,同样发现,

DLC2在正常的肠上皮细胞中的表达水平最高,而3
株人结直肠癌细胞 HCT116、HT29、Caco2中DLC2
水平明显下降,这些均说明,DLC2在结直肠癌中表

达下调,这与之前的研究报道相符。本研究还更进

一步在体外细胞实验中探讨了DLC2在结直肠癌中

的作用,选用表达下调最多的Caco2为研究对象,通
过细胞转染DLC2过表达载体过表达细胞中 DLC2
的表达,并经过 Westernblot检测结果证实,DLC2
过表达载体能够提高结直肠癌细胞中 DLC2 的

表达。
细胞凋亡是一种自然情况下的细胞死亡,又可

以称为程序性细胞死亡,在生命机体内环境稳定中

发挥调控作用。细胞凋亡的发生不仅与机体胚胎发

育、免疫系统维持等有关,还参与疾病的发生[12-13]。
细胞凋亡的发生与凋亡蛋白有关,在癌症发生过程

中,促凋亡蛋白表达增多时能够促进癌细胞的凋亡,
从而抑制癌症的发展。Caspase级联反应几乎存在

于生命机体内的所有组织和器官中,细胞凋亡信号

发出时,Caspase级联反应被激活,凋亡执行因子

Caspase-3活化,细胞凋亡发生[14-16]。有研究表明,

Caspase-3活化水平在癌症组织中表达下调,抑癌基

因和抗肿瘤药物能够通过激活 Caspase-3的活化而

促进 癌 细 胞 凋 亡,从 而 发 挥 抑 制 癌 症 发 展 的 作

用[17]。本研究检测了过表达 DLC2后结直肠癌细

胞凋亡情况,结果发现,DLC2能够促进结直肠癌细

胞的凋亡,这与之前的研究报道一致。

p38信号通路是与丝氨酸/苏氨酸酶相关的信

号通路,参与细胞内信号传导过程[18]。Li等[19]研

究表明,曲古抑菌素能够通过作用于p38信号通路

而最终影响人胃癌细胞SCM1凋亡。Jiang等[20]运

用免疫组化的方法发现在乳腺癌组织中p38磷酸化

水平异常降低,而激活 p38信号通路后的 MDA-
MB-231细 胞 凋 亡 增 多。本 研 究 检 测 了 过 表 达

DLC2后结直肠癌细胞中p38的磷酸化水平,发现

DLC2能够促进结直肠癌细胞中p38的磷酸化,这
提示,DLC2可能通过激活p38信号通路促进结直

肠癌细胞凋亡。
综上所述,DLC2在结直肠癌组织和细胞中均

表达缺失,并且能够促进人结直肠癌细胞的凋亡,作
用机制可能与p38信号通路激活有关。本研究结果

为后续进一步在体内探讨结直肠癌的发病机制奠定

了基础,为结直肠癌的治疗提供了理论基础。
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