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慢病毒介导的FLOT2基因沉默影响结肠癌细胞
生物学功能的影响及机制
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(宜宾市第二人民医院
 

1.急诊科;2.检验科;3.胃肠外科,四川
 

宜宾
 

644000)

  【摘要】 目的 构建干扰FLOT2表达的慢病毒载体,探讨抑制FLOT2表达对结肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭、迁移

的影响及机制。方法 通过qRT-PCR检测结直肠癌组织及人结肠癌LoVo、SW480及 HT29细胞FLOT2的表达水

平,Western
 

blot检测结肠癌细胞FLOT2表达。将含FLOT2
 

siRNA的慢病毒载体转染结肠癌LoVo细胞和SW480
细胞。采用qRT-PCR及 Western

 

blot检测转染后的细胞FLOT2表达。MTT法、流式细胞术、Transwell小室、West-
ern

 

blot分别检测细胞增殖能力、凋亡率、侵袭迁移能力及PCNA、cleaved
 

caspase3、E-cadherin和 Vimentin蛋白水平。

结果 结直肠癌组织FLOT2
 

mRNA表达水平明显高于癌旁组织,三个结肠癌细胞FLOT2
 

mRNA及蛋白水平均明显

高于在正常结肠上皮细胞NCM460(P<0.05)。LoVo细胞和SW480细胞转染FLOT2
 

siRNA慢病毒载体后,FLOT2
 

mRNA及蛋白表达水平均明显降低,且可明显降低细胞增殖、侵袭和迁移能力,促进细胞凋亡,下调PCNA和Vimentin
表达,上调cleaved

 

caspase3和E-cadherin(P<0.05)。结论 抑制FLOT2表达可明显降低结肠癌细胞增殖、侵袭和迁

移能力,促进细胞凋亡,其机制可能与调节PCNA、cleaved
 

caspase3、E-cadherin和Vimentin表达有关。
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  【Abstract】 Objective To
 

construct
 

lentivirus
 

vector
 

that
 

interferes
 

with
 

FLOT2
 

expression,
 

and
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

inhibiting
 

FLOT2
 

expression
 

on
 

proliferation,
 

apoptosis,
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

colon
 

cancer
 

cells.Methods The
 

expression
 

of
 

FLOT2
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

tissue
 

and
 

LoVo,
 

SW480
 

and
 

HT29
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,
 

the
 

ex-

pression
 

of
 

FLOT2
 

protein
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting.
 

The
 

expression
 

of
 

FLOT2
 

was
 

detected
 

by
 

qRT-PCR
 

and
 

Western
 

blotting
 

after
 

the
 

lentivirus
 

vector
 

of
 

FLOT2
 

siRNA
 

was
 

transfected
 

into
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells.
 

MTT
 

as-
say,

 

flow
 

cytometry,
 

Transwell
 

chamber
 

and
 

Western
 

blotting
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation,
 

apoptosis
 

rate,
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

PCNA,
 

cleaved
 

caspase
 

3,
 

E-cadherin
 

and
 

vimentin.Results The
 

expression
 

of
 

FLOT2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

three
 

colon
 

cancer
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

NCM460
 

cells
 

(P<0.05).After
 

FLOT2
 

siRNA
 

lentiviral
 

vector
 

were
 

transfected
 

into
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells,
 

the
 

expression
 

of
 

FLOT2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

reduced,
 

and
 

the
 

ability
 

of
 

cell
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

migration
 

were
 

significantly
 

reduced,
 

apoptosis
 

was
 

promoted,
 

the
 

expression
 

of
 

PCNA
 

and
 

Vimentin
 

was
 

down
 

regulated,
 

and
 

cleaved
 

Caspase3
 

and
 

E-cadherin
 

were
 

up
 

regulated
 

(P<0.05).Conclusion Inhibition
 

of
 

FLOT2
 

expression
 

can
 

significantly
 

re-
duce

 

the
 

proliferation,
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

colon
 

cancer
 

cells,
 

and
 

promote
 

apoptosis.
 

The
 

mechanism
 

may
 

be
 

re-
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lated
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

PCNA,
 

cleaved
 

caspase
 

3,
 

E-cadherin
 

and
 

vimentin
 

expression.
【Key

 

words】 Colon
 

cancer;FLOT2
 

gene;Proliferation;Apoptosis;Invasion
 

and
 

migration

  结肠癌是常见的恶性肿瘤之一,近些年的发病率

和死亡率升高,严重威胁人们健康及生命[1]。基因治

疗作为近年来一种新的肿瘤诊疗手段引起了广泛关

注。基因治疗是通过向靶组织或细胞导入外源DNA
或RNA片段,使致病基因表达水平降低或治疗基因

表达增强,从而达到治疗的目的[2]。因此,寻找影响

结肠癌发生发展的有效基因并对其功能确认,对于肿

瘤治疗具有重要意义。近些年,脂筏结构蛋白2(Flo-
tillin-2,FLOT2)基因引起了广大学者的关注。人

FLOT2基因定位于17q11-12上,多项研究[3-5]发现,

FLOT2的高表达可影响乳腺癌、鼻咽癌、口腔鳞状细

胞癌等肿瘤细胞生长,可能成为抗肿瘤治疗靶点。另

有研究[6]发现,结直肠癌组织及细胞FLOT2表达升

高,其表达与浸润深度、淋巴结转移、远处转移等有

关,但FLOT2对结肠癌细胞生物学特性及机制研究

尚未明确。因此,本研究旨在通过将FLOT2
 

siRNA
慢病毒载体转染结肠癌细胞,观察细胞增殖、侵袭迁

移及凋亡率变化,并进一步研究其机制。

1 材料与方法

1.1 组织样本 选取2018年10月~2019年5月在

我院行住院手术治疗的结直肠癌患者肿瘤及癌旁组织

(距癌变部位大于5
 

cm)标本,共40对,其中男性16
例,女性24例。所有组织切除后即刻送往实验室冲洗

干净,然后放置在液氮罐中冷冻,在-80℃冰箱保存。
所有患者经过病理确诊,且相关病历及治疗完整;术前

均未行放化疗及靶向药物治疗等干预措施;患者无其

他组织或器官的恶性肿瘤。样本采集经过患者知情同

意,签署知情同意书,并经过医院伦理委员会批准。

1.2 试剂和仪器 胎牛血清、DMEM 培养基、胰酶

均购自美国 Hyclone公司,RNA提取试剂盒购自北

京天根生化科技有限公司,反转录试剂盒购自日本

TAKARA公司,FLOT2、PCNA、cleaved
 

caspase3、

E-cadherin和 Vimentin抗 体 均 购 自 美 国 Abcam,

MTT、DMSO均购自美国Sigma公司,Transwell小

室购自美国corning公司,细胞凋亡试剂盒购自美国

Invitrogen公司,PCR仪购自美国Bio-Rad公司,紫外

分光光度计购自美国Perkin
 

Elmar公司,酶标仪购自

美国Thermo公司,流式细胞仪购自美国BD。

1.3 细胞及培养 人正常结肠上皮细胞NCM460及

结肠 癌 LoVo、SW480 及 HT29 细 胞 均 购 自 美 国

ATCC。细胞常规复苏后,置于5%CO2、37℃恒温培

养箱,使用含有10%胎牛血清的 DMEM 培养基培

养。实验为生长至对数期的细胞。

1.4 qRT-PCR检测RNA表达水平 根据RNA抽提

试剂盒说明提取组织及细胞总RNA,利用分光光度仪

检测RNA的浓度及纯度,将总RNA逆转录为cDNA。
设计FLOT2引物:F:5'-GGCTTGTGAGCAGTTTCT-
GG-3',R:5'-TCGAAGGCTCGCTTAGAGTC-3';内 参

GAPDH 引 物:F:5'-ACCACAGTCCATGCCAT-
CAC-3',R:5'-TCCACCACCCTGTTGCTGT-3'。PCR
反应体系:SYBR

 

Green
 

10
 

μL,上下游引物:各0.5
 

μL,cDNA
 

1
 

μL,加入ddH2O至20
 

μL。反应条件为

95℃
 

5
 

min,接着35个循环,95℃
 

30
 

s,60℃
 

30
 

s。采

用2-△△Ct 法计算FLOT2
 

mRNA相对表达水平。设

置5个复孔,实验重复3次。

1.5 Western
 

blot检测蛋白水平 细胞中加入适量

RIPA裂解液,裂解反应结束后,离心,上清即为提取

蛋白。蛋白与上样缓冲液混匀后在100℃变性5
 

min,
取等量变性蛋白上样,经SDS-PAGE分离,电泳结束

后转PVDF膜。洗膜,5%脱脂奶粉封闭膜,1
 

h后加

一抗工作液,4℃孵育过夜,洗膜,加入 HRP标记的二

抗,37℃孵育1
 

h。洗膜,ECL显色,Bio-Rad扫描分

析。以检测的目的蛋白与内参GAPDH 灰度值比值

作为目的蛋白相对表达量。实验重复3次。

1.6 分组及慢病毒转染 以2×105/孔接种生长至

对数期的LoVo细胞和SW480细胞于24孔板,于培

养箱内常规培养。实验分为空白组(细胞未感染)、si-
NC组(空载体慢病毒感染)和si-FLOT2组(FLOT2

 

siRNA慢病毒感染)。观察到细胞达70%生长密度

时,将病毒稀释液(MOI=30)依照分组加入到相应的

孔内,感染5
 

d,细胞感染效率达到80%时,继续孵育

48
 

h。加入4
 

μg/mL嘌呤霉素以筛选FLOT2表达

沉默的细胞株。采用qRT-PCR及 Western
 

blot检测

转染后的细胞FLOT2的感染效果。

1.7 MTT实验检测细胞增殖能力 取转染后处于

生长至对数期的LoVo细胞和SW480细胞,制备成单

细胞悬液,细胞计数后将浓度调整为1×104 个/mL,96
孔板每孔加100

 

μL细胞悬液,于培养箱内常规培养,每
组5个复孔,设置24、48和72

 

h三个时间梯度加 MTT
液,每孔20

 

μL,培养箱内常规培养2
 

h,弃掉孔内上清,
在每孔中加100

 

μL
 

DMSO,结晶溶解后,酶标仪测定

490
 

nm波长光密度值(OD)。实验重复3次。

1.8 Transwell实验检测侵袭、迁移能力 细胞侵袭

检测:首先将Transwell小室底部膜上室面使用 Ma-
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trigel稀释液包被,4℃风干。吸出残余在培养板中液

体,按照50
 

μL/孔加无血清培养液,37℃,30
 

min。将

小室放入培养板中,上室中加无血清培养基300
 

μL,
室温静置30

 

min,以使基质胶再水化。细胞悬液制备

前可饥饿处理细胞12~24
 

h,以进一步除去血清的影

响。胰酶消化细胞,细胞计数后将密度调整为1×105

个/mL,小室上室中加100
 

μL细胞悬液,下室中加含

血清培养基500
 

μL,于培养箱培养24
 

h。使用棉签轻

轻擦去上室内细胞及基质胶,取出小室,倒置风干后,

0.1%结晶紫染色,37℃
 

30
 

min取出。PBS清洗,显
微镜下随机选择5个视野,照相,计数。实验重复3
次。细胞迁移检测:实验步骤同细胞侵袭实验,差异

在于Transwell小室底部膜上室面未铺 Matrigel。

1.9 流式细胞术检测细胞凋亡实验 收集慢病毒感

染48
 

h的各组LoVo细胞和SW480细胞,胰酶消化、
计数细胞,使1

 

mL细胞悬液中至少含1×106 个细

胞,预冷PBS洗涤细胞,离心,加入300
 

μL结合缓冲

液重悬细胞,使其浓度大于1×105/mL,避光环境分

别加入5
 

μL的AnnexinV-FITC和PI工作液,混匀,
室温避光反应15~20

 

min。上机检测前补加500
 

μL
结合缓冲液,1

 

h内通过流式细胞仪检测各组细胞凋

亡率。实验重复3次。

1.10 统计学方法 所有实验数据采用SPSS21.0软

件进行分析,计量资料用(x±s)表示,多组差异比较

采用单因素方差分析,两两比较采SNK-q检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 结肠癌组织及细胞FLOT2的表达 通过qRT-
PCR检 测 结 直 肠 癌 组 织 及 人 正 常 结 肠 上 皮 细 胞

NCM460及结肠癌LoVo、SW480及HT29细胞FLOT2
的表达水平,Western

 

blot检测结肠癌细胞FLOT2蛋

白水平,与癌旁组织FLOT2水平比较,结直肠癌组织

FLOT2表达水平明显升高(P<0.05),与NCM460细

胞比较,FLOT2在三个结肠癌细胞mRNA及蛋白表达

水平均明显升高(P<0.05),见图1、表1。

FLOT2

GAPDH

NCM460� LoVo� SW480� HT29

图1 Western
 

blot检测结肠癌细胞FLOT2的表达

Figure
 

1 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

FLOT2
 

expression
 

in
 

colon
 

cancer
 

cells

2.2 慢 病 毒 感 染 后 LoVo 细 胞 和 SW480 细 胞

FLOT2表达 慢病毒感染LoVo细胞和SW480细

表1 不同结肠癌细胞FLOT2
 

mRNA及蛋白相对表达水平(x±s)

Table
 

1 The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

FLOT2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

different
 

colon
 

cancer
 

cells

细胞 n FLOT2
 

mRNA表达水平 FLOT2
 

蛋白水平

NCM460 3 1.00±0.00 0.054±0.005

LoVo 3 5.456±0.431① 0.505±0.056①

SW480 3 4.118±0.321① 0.277±0.034①

HT29 3 3.997±0.262① 0.251±0.028①

F 118.881 80.203

P <0.001 <0.001

注:与NCM460细胞比较,①P<0.05

胞后,采用qRT-PCR及 Western
 

blot检测各组细胞

FLOT2表 达 水 平,结 果 显 示,两 株 细 胞 空 白 组 和

si-NC组FLOT2表达比较差异无统计学意义(P>
0.05),而si-FLOT2组FLOT2

 

mRNA及蛋白表达水

平均明显低于空白组(均P<0.05),见图2、表2。

FLOT2

GAPDH

FLOT2

GAPDH

�si-FLOT2 组
空白组

si-NC 组

�si-FLOT2 组
空白组

si-NC 组

A B

图2 慢病毒感染后LoVo细胞和SW480细胞FLOT2表达水平

Figure
 

2 FLOT2
 

expression
 

levels
 

in
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells
 

after
 

lentivirus
 

infection
注:A.LoVo细胞;B.SW480细胞

表2 LoVo细胞和SW480细胞FLOT2
 

mRNA及蛋白相对表达水平

(x±s)

Table
 

2 Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

FLOT2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

in
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells

组别 n
 LoVo细胞

FLOT2
 

mRNA表达水平 FLOT2蛋白水平

空白组 3 1.00±0.00 0.411±0.036

si-NC组 3 0.991±0.114 0.403±0.032

si-FLOT2组 3 0.215±0.023① 0.101±0.012①

F 135.137 114.063

P <0.001 <0.001

组别 n
SW480细胞

FLOT2
 

mRNA表达水平 FLOT2蛋白水平

空白组 3 1.00±0.00 0.388±0.041

si-NC组 3 1.005±0.068 0.397±0.038

si-FLOT2组 3 0.267±0.031① 0.147±0.018①

F -290.589 52.477
P <0.001 <0.001

注:与空白组比较,①P<0.05

2.3 抑制FLOT2表达对LoVo细胞和SW480细胞增

殖活力的影响 MTT法检测抑制FLOT2后的LoVo
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细胞和SW480细胞增殖能力,两株细胞si-NC组与空

白组在三个时间点细胞增殖能力比较差异均无统计学

意义(P>0.05),而si-FLOT2组从48
 

h起细胞增殖能

力明显低于空白组(P<0.05),见表3。

表3 各组LoVo细胞和SW480细胞OD值(x±s)

Table
 

3 OD
 

values
 

of
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells
 

in
 

each
 

group

组别 n
 LoVo细胞

24
 

h 48
 

h 72
 

h
空白组 3 0.454±0.042 0.828±0.067 1.121±0.083
si-NC组 3 0.446±0.040 0.815±0.064 1.111±0.079
si-FLOT2组 3 0.439±0.041 0.522±0.048① 0.716±0.056①

F 0.100 24.748 29.523
P 0.906 0.001 0.001

组别 n
SW480细胞

24
 

h 48
 

h 72
 

h
空白组 3 0.463±0.045 0.818±0.065 1.136±0.079
si-NC组 3 0.471±0.048 0.824±0.063 1.123±0.083
si-FLOT2组 3 0.459±0.039 0.581±0.052① 0.754±0.062①

F 0.087 15.864 24.943
P 0.918 0.004 0.001

注:与空白组比较,①P<0.05

2.4 抑制FLOT2表达对LoVo细胞和SW480细胞

侵袭迁移能力的影响 Transwell小室检测FLOT2
 

siRNA慢病毒感染LoVo细胞和SW480细胞48
 

h的

细胞 侵 袭 迁 移 能 力,结 果 显 示,抑 制 LoVo细 胞

SW480细胞FLOT2表达后,细胞侵袭和迁移均降

低,与空白组比较差异有统计学意义(P<0.05),见图

3和表4。

LoVo 细胞

SW480 细胞

细胞
侵袭
数量

细胞
迁移
数量

空白组 si鄄NC 组 si鄄FLOT2 组

细胞
侵袭
数量

细胞
迁移
数量

图3 Transwell检测细胞迁移和侵袭

Figure
 

3 Transwell
 

detects
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion

2.5 抑制FLOT2表达对LoVo细胞和SW480细胞

凋亡的影响 采用 AnnexinV-FITC/PI双染法检测

各组LoVo细胞和SW480细胞凋亡率变化,结果显

示,抑制LoVo细胞和SW480细胞FLOT2表达,细
胞凋亡率升高,与空白组比较差异有统计学意义(P<

0.05),见表4和图4。

表4 各组LoVo细胞和SW480细胞侵袭数、迁移数及凋亡率(x±s)

Table
 

4 Invasion
 

number,
 

migration
 

number
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells
 

in
 

each
 

group

组别 n
 LoVo细胞

细胞侵袭数 细胞迁移数 凋亡率(×10-2)

空白组 3 181.4±7.4 152.5±5.5 2.02±0.17

si-NC组 3 179.3±6.5 150.2±5.1 2.13±0.18

si-FLOT2组 3 122.3±4.1① 102.3±4.3① 21.44±2.02①

F 88.906 96.717 271.637

P <0.001 <0.001 <0.001

组别 n
 SW480细胞

细胞侵袭数 细胞迁移数 凋亡率(×10-2)

空白组 3 184.9±7.9 157.7±6.1 1.89±0.21

si-NC组 3 182.7±7.4 155.5±6.3 1.93±0.18

si-FLOT2组 3 137.7±4.5① 123.5±3.8① 18.73±1.88①

F 46.474 36.104 234.966

P <0.001 <0.001 <0.001

注:与空白组比较,①P<0.05
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图4 流式细胞术检测抑制FLOT2表达对LoVo细胞和SW480细胞凋

亡的影响

Figure
 

4 Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

FLOT2
 

inhibi-

tion
 

on
 

apoptosis
 

of
 

LoVo
 

cells
 

and
 

SW480
 

cells
注:A.LoVo细胞;B.SW480细胞

2.6 抑制FLOT2表达对LoVo细胞和SW480细胞

增殖、凋亡、侵袭迁移相关蛋白表达的影响 采用

Western
 

blot检测各组LoVo细胞和SW480细胞与

增殖、凋亡及EMT相关的PCNA、cleaved
 

caspase3
及E-cadherin和Vimentin表达,结果显示,抑制Lo-
Vo细胞和SW480细胞 FLOT2表达后,PCNA 和

Vimentin表达降低,cleaved
 

caspase3和 E-cadherin
表达升高,与空白组比较差异有统计学意义(P<
0.05),见图5,表5、6。
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空白组

PCNA

GAPDH

Vimentin

E-cadherin

caspase3
cleaved

PCNA

GAPDH

Vimentin

E-cadherin
caspase3
cleaved

A Bsi鄄N
C组

si鄄F
LOT

2组

空白组
si鄄N

C组
si鄄F

LOT
2组

图5 Western
 

blotting检测LoVo细胞(A)和SW480细胞(B)PCNA、

cleaved
 

caspase3、E-cadherin和Vimentin表达

Figure
 

5 Expression
 

of
 

PCNA,
 

Cleaved
 

caspase3,
 

E-cadherin
 

and
 

Vi-

mentin
 

in
 

LoVo
 

cells
 

(A)
 

and
 

SW480
 

cells
 

(B)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blotting
注:A.LoVo细胞;B.SW480细胞

表5 LoVo细胞PCNA、cleaved
 

caspase3、E-cadherin和 Vimentin蛋白

相对表达量(x±s)

Table
 

5 Relative
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

PCNA,
 

Cleaved
 

caspase3,
 

E-cadherin
 

and
 

Vimentin
 

in
 

LoVo
 

cells

组别 n PCNA cleaved
 

caspase3 E-cadherin Vimentin
空白组 30.666±0.063 0.046±0.005 0.148±0.016 0.256±0.026
si-NC组 30.651±0.061 0.038±0.004 0.132±0.013 0.271±0.028
si-FLOT2组 30.155±0.015①0.075±0.008①0.341±0.034①0.106±0.011①

F 96.152 32.486 77.027 47.391
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:与空白组比较,①P<0.05

表6 SW480细胞PCNA、cleaved
 

caspase3、E-cadherin和 Vimentin蛋

白相对表达量(x±s)

Table
 

6 Relative
 

expression
 

levels
 

of
 

PCNA,
 

Cleaved
 

caspase3,
 

E-cad-

herin
 

and
 

Vimentin
 

in
 

SW480
 

cells

组别 n PCNA cleaved
 

caspase3 E-cadherin Vimentin
空白组 30.557±0.052 0.032±0.006 0.115±0.014 0.305±0.028
si-NC组 30.571±0.059 0.041±0.005 0.122±0.016 0.311±0.032
si-FLOT2组 30.177±0.021①0.082±0.010①0.287±0.026①0.133±0.015①

F 67.876 39.708 75.609 45.232
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:与空白组比较,①P<0.05

3 讨论

肿瘤发生、发展是一个多阶段、多基因改变、多因

素协同作用的复杂过程,其中抑癌基因失活、癌基因过

度表达是肿瘤发生的分子基础,对与肿瘤相关基因的

分子生物学、调节机制及治疗方法研究具有重要意

义[7-8]。多项研究证实,多种肿瘤中存在FLOT2的过

表达,其表达与肿瘤进展有关,如Cao等[9]研究显示,胃
癌中FLOT2表达升高,下调其表达可抑制癌细胞增

殖、侵袭和迁移能力;李镇伽等[10]研究显示,胃癌中

FLOT2表达升高,其表达与肿瘤大小、淋巴结转移、浸
润深度、远处转移及AJCC分期相关,低表达FLOT2的

胃癌患者5年总体生存率明显升高。miR-103a-3p、

miR-485-5p通过靶向下调FLOT2表达抑制甲状腺癌

细胞的增殖,促进凋亡[11-12]。既往研究[6]表明,FLOT2
在结肠癌中高表达,但其表达对结肠癌细胞生长及机制

研究尚未明确。因此,本研究检测不同结肠癌细胞

FLOT2表达情况,发现结肠癌LoVo细胞FLOT2表达

最高,因此选择作为研究对象。采用慢病毒RNA干扰技

术沉默LoVo细胞和SW480细胞FLOT2表达,探究其

生物学特性改变,结果显示,FLOT2表达受到抑制后,

LoVo细胞和SW480细胞增殖及侵袭迁移均明显降低,
凋亡率升高。提示FLOT2可能与结肠癌进展有关。

PCNA是 DNA 复制过程的必需因子,肿瘤中

PCNA表达升高,已将其作为肿瘤是否增殖的标志

物[13-14]。有研究显示,乳腺癌中FLOT2表达升高,抑
制FLOT2的表达可降低PCNA表达[15]。caspase家

族成 员 是 细 胞 凋 亡 过 程 最 为 重 要 的 蛋 白 类,而

caspase3是caspase家族最为重要的一种,是多种凋

亡途径中共同的下游效应部分,其活化后可使凋亡发

生不可逆,因此被称为“死亡执行蛋白酶”[16]。肿瘤转

移是一个包括基质降解、血管生成、运动增强、细胞黏

性改变等的多步骤、多因子参与的复杂过程,目前肿

瘤转移是在全世界范围内导致肿瘤患者死亡的一个

首要原因[17-18]。近年来研究证实,上皮-间充质转换

(Epithelial-Mesenchymal
 

Transition,EMT)与肿 瘤

侵袭转移密切相关,是决定侵袭转移程度的一个关键

因素[19]。E-cadherin是EMT发生的重要标志,其在

包括结肠癌在内的肿瘤中表达减少可引起细胞活性

增强及细胞间黏附力减弱[20-21]。有研究显示,食管癌

中FLOT2高表达,其表达可促进癌细胞生长和侵袭

能力[22];miR-449a可通过靶向FLOT2抑制 TGF-β
介导的EMT而抑制胃癌细胞侵袭[23];FLOT2可通

过调节细胞周期和诱导肝细胞癌EMT促进肿瘤生长

和转移[24]。本研究结果显示,LoVo细胞FLOT2表

达受到抑制后,PCNA 和 Vimentin表达明显降低,

cleaved
 

caspase3和 E-cadherin表达明显升高,提示

FLOT2可能通过调节PCNA、spase3、E-cadherin和

Vimentin表达影响结肠癌细胞增殖、凋亡、侵袭和迁

移。核因子-κB(Nuclear
 

factor-κB,NF-κB)的激活通

过促进细胞增殖、血管生成、侵袭和转移,抑制细胞凋

亡在结肠癌进展中起促进作用[25]。有研究[26]报道干

扰FLOT2通过抑制 NF-κB信号通路可诱导胃癌细

胞凋亡。但FLOT2是否通过调控 NF-κB信号通路

调控结肠癌细胞生物学行为进一步研究。

4 结论

结肠癌细胞FLOT2表达升高,抑制FLOT2表

达可抑制结肠癌细胞增殖、侵袭和迁移,促进细胞凋
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亡。FLOT2可能是结肠癌的潜在诊断标记物和治疗

靶点,FLOT2在结肠癌中的具体作用机制需进一步

研究。
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