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Nucleophosmin/B23对结肠癌侵袭能力的影响*

刘 岩 张 飞 郭 华 张晓方 张 宁

摘要 目的：探讨核仁磷酸蛋白（Nucleophosmin/B23）在人结肠癌组织中的表达及对人结肠癌细胞侵袭能力的影响。方法：

选取2000年6月至2005年10月就诊于天津医科大学附属肿瘤医院结肠癌患者31例，并收集其肿瘤组织、对应的癌旁组织和转移

淋巴结组织，采用免疫组织化学染色方法检测B23的表达情况。采用Western blotting 技术检测不同结肠癌细胞系中B23的表达

情况，利用小干扰RNA技术下调B23在结肠癌细胞中的表达，利用Transwell侵袭实验观察B23表达下降对结肠癌细胞侵袭能力

的影响。结果：免疫组织化学染色显示B23在结肠癌组织的表达高于结肠癌旁组织表达（P=0.001 6），在转移淋巴结中的表达高

于结肠癌旁组织（P=0.000 7），差异有统计学意义。 Western blotting证实在转染B23特异性小干扰RNA的结肠癌细胞HCT116中

B23的表达明显下降，同时明显抑制结肠癌细胞的侵袭能力。结论：B23在结肠癌和转移淋巴结中高表达，且能影响结肠癌细胞

的侵袭能力。提示B23可能在结肠癌的发生、进展和浸润转移中起调节作用。
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Abstract Objective: To study the expression of B23 in human colon cancer tissues and its role on invasion in colon cancer cells.

Methods: A total of 31 patients with colon cancer, who were admitted to the Tianjin Medical University Cancer Institute and Hospital from

2000 to 2005 were enrolled in the current study. Immunohistochemical assay was used to analyze the expression of B23 in colon cancer,

para-neoplastic tissues of the cancer, and lymph nodes tissues. Statistical analysis of the immunohistochemical results was conducted using

the SPSS 17.0 software. The expression of B23 in different colon cancer cell lines was determined by Western blot. In addition, the small

interfering RNA ( siRNA ) technology was utilized to down-regulate the expression of B23 in the HCT116 cells. The invasive ability of the

colon cancer cells was observed after the knock down of B23 via the Transwell assay. Results: Immunohistostaining results revealed that

the expression of B23 was higher in colon cancer than in the paraneoplastic tissues. Statistically significant differences between the expression

of B23 in the colon cancer and lymph nodes were noted and compared with the paraneoplastic tissues adjacent to the colon cancer. The P
values were 0.0016 and 0.0007, respectively. Western blot assay confirmed that the B23-specific siRNA could effectively knock down the

expression of B23, and the decrease of the B23 expression notably inhibited the invasive ability of the colon cancer cells. Conclusion: B23

showed high expression in colon cancer and lymph node metastasis. The knockdown of B23 can inhibit the migration capability of the colon

cancer cells. B23 may play an important role in the progression and metastasis of colon cancer.
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结肠癌是危害人类健康的常见消化道恶性肿瘤

之一，占胃肠道肿瘤发病率的第 3位。近年来，随着

人们生活水平的提高，饮食结构的改变，其发病率呈

逐年上升趋势。结肠癌的手术治愈率、5年生存率始

终徘徊在50%左右，治疗失败的主要原因为局部复发

率较高。国内目前的结肠癌靶向治疗药物比较单

一，单抗西妥昔（爱必妥）主要是针对EGFR的单克隆

抗体。核仁磷酸蛋白（nucleophosmin/B23）可穿梭于

核仁、核质和胞质之间，是一种多功能的细胞磷酸化

蛋白，其参与核糖体的装配与合成、染色体和中心体

的复制、维持细胞核和核仁的结构以及参与细胞内

信号传导等，在肿瘤细胞和增生细胞中的含量明显
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高于正常静止期细胞，具有促进细胞增生和致癌基

因的特性。B23 的突变可以导致 p53 基因失活，

c-myc稳定性增强，从而促进细胞发生恶性转化，甚

至B23的突变可能是导致急性髓系白血病发生的起

始事件［1］。B23在多种实体肿瘤中过表达，甚至可作

为胃、结肠、卵巢和前列腺肿瘤的标志物［2-5］。但尚未

见文献报道B23与结肠癌转移的关系。为探讨B23
的在结肠癌浸润转移中的作用，本研究观察了B23 在

结肠癌组织中的表达情况以及其表达下调对结肠癌

细胞侵袭能力的影响，进一步探讨其相关机制。

1 材料与方法

1.1 细胞系和相关试剂

人结肠癌细胞系 HCT116 由本实验室保存。

DMEM/F12、IMDM、胎牛血清（FBS）、胰酶均购自Hy⁃
Clone公司，小鼠抗人B23单克隆抗体和HRP标记山

羊抗小鼠抗体均购自Santa Cruze公司，ECL化学发光

底物购自Millipore公司。Matrigel胶购自美国BD公

司，Transwell Cell Cultrue Insert 购自 Millipore 公司，

DAB显色液及一抗稀释液均购自中杉公司。

组织标本及病例：收集天津医科大学附属肿瘤

医院病理档案资料中结肠手术病例 31例，包括结肠

癌组织、配对的癌旁组织及转移淋巴结组织。

1.2 免疫组织化学

将石蜡切片置于65 ℃烤箱12 h，脱蜡返水后，采

用枸橼酸盐缓冲液（pH=7.4）高压抗原修复 2 min，待
温度降至室温后，采用 3%H2O2常温避光孵育 30 min
以去除内源性过氧化物酶的影响，然后加入一抗

（B23，1：50稀释），4 ℃孵育过夜，PBS洗 3遍后加入

通用二抗，37 ℃孵育30 min，最后采用二氨基联苯胺

（DAB）显色，苏木素轻度复染细胞核，脱水、透明、封

片后在显微镜下观察。用已知阳性切片（乳腺癌）做

阳性对照，阴性对照切片用PBS代替一抗。

1.3 细胞培养

人结肠癌细胞系HCT116细胞采用含 20%胎牛

血清、100 U/mL青霉素和 100 U/mL链霉素的 IMDM
培养液，置于 37 ℃，5% CO2的培养箱中培养，每 2～
3d传代1次。

1.4 细胞转染

将处于对数生长期的HCT116细胞按每孔5×105

个细胞种于 6孔板，待细胞生长至 60%左右时，采用

LipofectamineTM2000将化学合成的B23特异性小干扰

siRNA 转 染 入 HCT116 细 胞 中 ，序 列 为 5'-CCU⁃
AGUUCUGUAGAAGACATT-3。转染 48 h后收获细

胞，进行细胞学实验。

1.5 Western blot检测B23在结肠癌细胞中的表达水平

采用RIPA法提取细胞总蛋白，蛋白定量后进行

SDS-PAGE电泳并将蛋白转移至PVDF膜上；然后将

膜在 5％脱脂奶（用含 0.05%吐温的 TBS 缓冲液即

TBST配置）中封闭 1 h；加入鼠抗人B23单克隆抗体

（1：2 000）于 4 ℃孵育过夜，采用TBST洗 3次后加入

HRP标记的羊抗鼠二抗（1：5 000），并在水平摇床室

温振摇1 h，然后加入ECL化学发光剂（1：1）显色，胶

片曝光检测蛋白表达水平。

1.6 细胞侵袭实验（invasion assay）
在冰上将Matrigel胶与无血清DMEM培养基以

1：5比例稀释，然后在12孔 transwell 小室中每孔加入

120 μL，然后置于 37 ℃孵育 1 h使基质胶凝固。消

化重悬细胞并调整细胞浓度为5×105个/mL，将400 μ
L细胞悬液加入Transwell上室，下室中加入800 μL含

10%血清的培养基，37 ℃孵育 48 h后，Matrigel胶，擦

去未穿过膜的细胞，4%PFA（多聚甲醛）固定 10 min，
然后采用0.005%结晶紫染色40 min，200倍显微镜下

观察透过膜的细胞数，随机选 5个视野计数取平均

值，并使用软件GraphPadPrim5 作图。

1.7 统计学方法

所有统计分析采用 SPSS 17.0统计软件进行，统

计方法包括配对χ2检验，t检验。P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 B23在结肠癌组织，转移淋巴结组织和癌旁组

织中的表达

200倍镜下观察，胞核中出现棕黄色颗粒为阳

性。根据着色深浅分为：深棕色为强阳性（+ + +），棕

黄色阳性（+ +），浅黄色为弱阳性（+），不着色为阴性

（-）。结肠癌旁组织中B23阳性 6例，结肠癌组织中

阳性 19例，转移淋巴结组织中B23表达阳性 20例。

在结肠癌组织和转移淋巴结中B23的表达高于对应

的癌旁组织（P=0.001 6，P=0.000 7）。见图1，表1。
2.2 不同结肠癌细胞系中B23的表达

Western blot 结果表明B23在 5种不同结肠癌细

胞系中均表达，其中在低分化高转移细胞系HCT116
中B23表达水平最高。见图2。
2.3 siRNA干扰后 B23在HCT116细胞系中的表达

水平

Western blot 实验结果表明，与正常HCT116细胞

和对照组Scr对比，siRNA 干扰后的HCT116细胞B23
表达水平明显降低。见图3。
2.4 B23的表达对HCT116细胞侵袭能力的影响

细胞侵袭实验表明HCT116细胞穿透Matrigel胶
的能力明显高于小RNA干扰B23表达后的HCT116
细胞，且差异有统计学意义（P<0.001）。见图4。
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图 1 B23 在结肠癌组织、癌旁组织和转移淋巴结组织中的表达

（HE×200）

Figure 1 Expression of B23 in colon cancer，paraneoplastic tissues，and

lymph node metastasis (H&E× 200)

表1 B23在不同组织中表达的比较 例（%）

Table 1 Statistical analysis of B23 expression in colon cancer, paraneoplastic

tissues, and lymph nodes

A：SW480；B：Colo205；C：HCT116；D：SW620；E：HT29

图2 B23在不同结肠癌细胞系中的表达

Figure 2 Expression of B23 in different colon cancer cell lines

A：HCT116；B：Scr/HCT116；C：SiB23/HCT116

图3 siRNA干扰后 B23在HCT116细胞系中的表达

Figure 3 Detection of B23 expression using the Western blot method

图4 抑制B23后对HCT116细胞侵袭能力的影响（×200）

Figure 4 Knockdown of B23 decreases the invasion ability of HCT116 cells

3 讨论

结肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，浸润和

转移是结肠癌等恶性肿瘤生物学行为的具体反映。其

有效的治疗方法仍然是手术治疗和化学治疗，但由于

较高的复发率，结肠癌患者5年生存率仍不乐观。近年

来国外研究表明 B23在多种肿瘤组织呈高表达，如胃癌
［6］、结直肠腺瘤［7］、前列癌［8］和膀胱癌［9］等肿瘤组织中表

达均增高。在多种肿瘤中，B23的表达水平与肿瘤发展

阶段呈正相关［10］，如B23 mRNA的过表达与膀胱癌的复

发及向更晚期发展相关［11］。此外，B23作为雌二醇调控

的蛋白质与人乳腺癌细胞获得雌二醇非依赖性有关。

这些结果表明B23具有癌基因的功能。研究发现B23
的缺失、突变甚至重排与多种肿瘤的发生密切相关［12-13］。

这表明B23的作用及其机制非常复杂，可能通过多种机

制调控肿瘤的发生。所以本课题主要研究B23与肿瘤

转移的相关性，为临床靶向治疗提供理论依据。

本研究通过免疫组织化学实验结果显示在31例结

肠癌组织、配对的淋巴结组织和结肠癌旁组织中，结肠

癌组织中B23阳性19例，转移淋巴结组织中B23阳性

20例，结肠癌旁组织中B23阳性6例，提示B23在结肠

癌组织中表达明显高于癌旁组织，差异统计有意义（P=
0.001 6），且在转移淋巴结组织中表达明显高于癌旁组

织，差异有统计学意义（P=0.000 7）。
同时发现B23在结肠癌不同细胞系中的表达水

平不同，在高转移性低分化细胞系HCT116中表达最

高。肿瘤细胞在原发部位突破基底膜，进而侵袭周

围组织甚至引起远处转移［14］，众所周知，肿瘤细胞运

动能力越强，转移发生越早，预后越差。我们选择在

结肠癌细胞系HCT116中应用小RNA干扰技术降低

B23的表达，通过细胞侵袭实验证明了降低B23的表

达明显抑制了HCT116细胞的侵袭能力。提示 B23
与结肠癌的运动和转移密切相关，Bar图显示差异有

统计学意义（P<0.001）。
综上所述，B23是一个具有复杂功能的蛋白，通过

B23在结肠癌中的研究，推测B23参与调节结肠癌转移

的机制，B23的深入研究将为相关肿瘤的治疗提供新的

思路。
参考文献

1 Enrique A.A, Gema P.C, Jeronimo J.C, et al. Role of anti-EGFR target
therapy in colorectal carcinoma[J]. Front Biosci (Elite Ed), 2012, 4：
12-22.

2 Kim, C. K., T. L. Nguyen, S. B. Lee, et al. Akt2 and nucleophosmin/
B23 function as an oncogenic unit in human lung cancer cells[J]. Exp
Cell Res, 2011, 317(7): 966-975.

3 Li J, Sejas D.P, Burma S, et al. Nucleophosmin suppresses onco⁃
gene-induced apoptosis and senescence and enhances oncogenic co⁃
operation in cells with genomic instability[J]. Carcinogenesis, 2007,

项目

结肠癌组织

转移淋巴结组织

结肠癌旁组织

*与癌旁组织对比，P=0.001 6，#与癌旁组织对比，P=0.000 7

例数

31

31

31

B23表达

阴性

12（38.7）*

11（35.5）#

25（91.9）

阳性

19（61.3）

20（64.5）

6（8.1）

150

100

50

0

HCT116
KDB23/HCT116

细
胞

数

KDB23/HCT116HCT116

A B C D E

B23

β-actin

癌旁组织 癌组织 转移淋巴结组织

B23

β-actin

A B C

Nucleophosmin/B23对结肠癌侵袭能力的影响

***

375



中国肿瘤临床 2012年第39卷第7期

28(6): 1163-1170.
4 Liu Y, Zhang C, Fan J, et al. Comprehensive analysis of clinical sig⁃

nificance of stem-cell related factors in renal cell cancer[J]. World J
Surg Oncol, 2011, 9: 121.

5 Kassem N, Hamid A.A, Attia T, et al. Novel mutations of the nu⁃
cleophosmin (NPM-1) gene in Egyptian patients with acute myeloid
leukemia: A pilot study[J]. J Egypt Natl Canc Inst, 2011, 23(2):73-78.

6 You BJ, Huang I. J, Liu W.H, et al. Decrease in nucleophosmin/B23
mRNA and telomerase activity during indomethacin-induced apop⁃
tosis of gastric KATO-III cancer cells[J]. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, 1999, 360(6): 683-690.

7 Nozawa Y, Van Belzen N, Van der Made A.C, et al. Expression of
nucleophosmin/B23 in normal and neoplastic colorectal mucosa[J]. J
Pathol, 1996, 178(1): 48-52.

8 Subong, E.N, Shue M.J, Epstein J.I, et al. Monoclonal antibody to
prostate cancer nuclear matrix protein (PRO:4-216) recognizes nu⁃
cleophosmin/B23[J]. Prostate, 1999, 39(4): 298-304.

9 Tsui K.H, Cheng A.J, Chang P.L, et al. Association of nucleophosmin/
B23 mRNA expression with clinical outcome in patients with bladder
carcinoma[J]. in Urology, 2004, 64(4): 839-844.

10 Calli A.O, Sari A, Evcim G, et al. The enigmatic role of nucleophosmin
in malignant melanoma: does it have an effect[J]? Indian J Pathol
Microbiol, 2011, 54(3): 482-486.

11 Clarke R, Shajahan A.N, Riggins R.B, et al. Gene network signaling in
hormone responsiveness modifies apoptosis and autophagy in breast
cancer cells[J]. J Steroid Biochem Mol Biol,2009,114(1-2):8-20.

12 Shen Y, Zhu Y.M, Fan X, et al. Gene mutation patterns and their
prognostic impact in a cohort of 1185 patients with acute myeloid
leukemia[J]. Blood, 2011, 118(20): 5593-5603.

13 Lim G, Choi J.R, Kim M.J, et al. Detection of t(3;5) and NPM1/MLF1
rearrangement in an elderly patient with acute myeloid leukemia:
clinical and laboratory study with review of the literature[J]. Cancer
Genet Cytogenet, 2010, 199(2): 101-109.

14 张晓晶，徐惠绵，刘云鹏，等.EGFR信号通路调节 A375细胞侵袭转移

分子机制探讨[J].中国肿瘤临床,2006,33(7):361-366.
（2011-09-14收稿）

（2011-12-21修回）

（王展宏校对）

roblastoma Risk Group (INRG) classification system: an INRG Task
Force report[J]. J Clin Oncol, 2009, 27(2): 289-297.

2 Clark PE, Polosukhina DA, Gyabaah K, et al. TRAIL and interfer⁃
on-alpha act synergistically to induce renal cell carcinoma apoptosis[J].
J Urol, 2010, 184 (3): 1166-1174.

3 Qu J, Zhao M, Teng Y, et al. Interferon-α sensitizes human gastric
cancer cells to TRAIL-induced apoptosis via activation of the
c-CBL-dependent MAPK/ERK pathway[J]. Cancer Biol Ther, 2011,
12(6): 494-502.

4 Tong HX, Lu CW, Yang YM, et al.Role of Caspase 8 as a determinant
in TRAIL sensitivity of neuroblastoma cell lines[J]. Pediatr Hemat
Oncol, 2009, 26(8): 549-559.

5 佟海侠, 陆春伟, 王秋实,等.5氮杂胞苷联合干扰素-γ上调神经母细

胞瘤细胞 Caspase 8 表达的研究 [J]. 现代肿瘤医学, 2011, 19(3):
432-435.

6 Tong HX, Lu CW, Zhang JH, et al. Enhanced effect of IFNγ on the
induced-apoptosis of neuroblastoma cells by cytotoxic drugs[J]. Pe⁃
diatr Hemat Oncol, 2008, 25(6): 549-558.

7 Cheong HJ, Lee KS, Woo IS, et al. Up-regulation of the DR5 ex⁃
pression by proteasome inhibitor MG132 augments TRAIL-induced
apoptosis in soft tissue sarcoma cell lines[J]. Cancer Res Treat, 2011,
43(2): 124-130.

8 Yang JF, Cao JG, Tian L, et al. 5, 7-Dimethoxyflavone sensitizes
TRAIL-induced apoptosis through DR5 upregulation in hepatocel⁃
lular carcinoma cells[J]. Cancer Chemother Pharmacol, 2012, 69(1):
195-206.

9 Moon DO, Park SY, Choi YH, et al. Guggulsterone sensitizes hepa⁃
toma cells to TRAIL-induced apoptosis through the induction of
CHOP-dependent DR5: involvement of ROS-dependent ER-stress.
Biochem Pharmacol, 2011, 82(11): 1641-1650.

10 Day TW, Wu CH, Safa AR. Etoposide induces protein kinase Cdelta-
and caspase-3-dependent apoptosis in neuroblastoma cancer cells[J].
Mol Pharmacol, 2009, 76(3): 632-640.

（2011-08-13收稿）

（2011-12-16修回）
亻刡（张 校对）

（上接第368页）

376


