
The expression of ＲBM25 in colorectal cancer and
its effect on cell proliferation

Wang Fengjie，Guo Aijun，Gong Zhizhong，et al
( Dept of Biology，School of Life Science，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the expression of ＲNA binding motif protein 25 ( ＲBM25) in colorectal canc-
er ( CＲC) tissues and further explore its effects on the function of CＲC cells． Methods The TCGA database was
used to analyze the differential expression of ＲBM25 in CＲC and corresponding normal tissues，and the correlation
between the expression of ＲBM25 mＲNA and the prognosis of CＲC patients． QＲT-PCＲ and Western blot were con-
ducted to determine the expression of ＲBM25 in the mＲNA and protein levels in clinical CＲC tissues and paired
normal tissues，respectively． CＲC cell line HCT 116 was transfected with ＲBM25-siＲNAs，and then CCK-8 exper-
iments and colony formation experiments were performed to investigate the effects of ＲBM25 knockdown on the
growth and proliferation of CＲC cells． Ｒesults TCGA database analysis showed that the differential expression of
ＲBM25 mＲNA between CＲC tissues and corresponding normal tissues was not statistically significant ( P ＞ 0. 05) ，
but the level of ＲBM25 mＲNA was negatively correlated with the patient's prognosis ( P ＜ 0. 05 ) ; The results of
qＲT-PCＲ showed that ＲBM25 mＲNA was higher in CＲC tissues than that in paired normal tissues，but the differ-
ential expression was not statistically significant ( P ＞ 0. 05) ． Western blot results showed that ＲBM25 was upregu-
lated in CＲC tissues ( P ＜ 0. 05) ; ＲBM25-siＲNA knockdown retarded the growth and proliferation of CＲC cell line
HCT 116 ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The upregulation of ＲBM25 protein promotes the growth and proliferation of
CＲC cells，suggesting that ＲBM25 may be related to the occurrence and progression of CＲC．
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DEHP促进酒精结合高脂饮食诱导大鼠酒精性脂肪肝的机制
徐 强1，2，3，黄 松1，2，3，季 珂1，2，3，徐维平4，5，魏 伟1，2，3

摘要 目的 研究邻苯二甲酸二 ( 2-乙基) 己酯 ( DEHP) 促
进酒精结合高脂饮食诱导的酒精性脂肪肝的作用机制。方
法 将 60 只 SD 大鼠随机分为 6 组: 正常组、模型组 ( 酒
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精) 、酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组、酒精 + DEHP 5 mg /kg组、
酒精 + DEHP 500 mg /kg 组以及 DEHP 500 mg /kg 对照组。
取大鼠血清及肝脏组织，用生化分析血清中谷丙转氨酶

( ALT) 、谷草转氨酶( AST) 的水平，HE 切片观察大鼠肝脏损
伤状态，用 Western blot检测肝组织中 P-AMPK 及 lipin-1 蛋
白的表达水平。结果 DEHP 促进了血清中 ALT、AST 的积
累，加剧了酒精结合高脂饮食诱导的小鼠病理状态，同时上

调了 lipin-1 蛋白水平，抑制了 P-AMPK 蛋白水平。结论
DEHP可能通过介导 lipin-1 和 P-AMPK蛋白水平，加重大鼠
酒精性脂肪肝的病理过程。
关键词 脂肪肝;酒精性; 邻苯二甲酸二( 2-乙基) 己酯; lip-
in-1; P-AMPK
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酒精性脂肪肝( alcoholic fatty liver，AFL) 是酒
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精性肝病中最常见的一种慢性肝脏疾病，其病因主

要是长期大量饮酒所致［1］。肝细胞脂肪变性、炎症
细胞浸润及肝细胞损伤常是 AFL 的特征，若继续饮
酒，可能会发展为肝纤维化、肝硬化，严重时甚至会
发展为肝癌。病理切片镜下大泡性脂变是酒精性肝
病的主要脂变形式，肝细胞质内出现孤立的大脂滴，

肝细胞肿大、胞质内许多小脂肪滴挤在一起，脂肪滴
大小较均一，有时融合成一个大的脂肪囊［2 － 3］。目
前尚无有效的治疗药物，因此对于 AFL 的预防尤为
重要。
邻苯二甲酸二 ( 2-乙基 ) 己酯 ( di-2-ethylhexyl

phthalate，DEHP) 作为一种邻苯二甲酸酯衍生物及
一种具有抗雄激素性质的环境内分泌干扰物，在制

造聚氯乙烯塑料中被广泛用作增塑剂［4］。普通人
群接触这种增塑剂主要包括从事特殊工作的人群

( 如塑料厂工人、油漆工人) 和膳食暴露 ( 包装、食
品、加工等) ，各种体内外研究［5］均报道了 DEHP 的
毒性作用。现利用酒精联合高脂饮食诱导的酒精性
脂肪肝病( alcoholic fatty liver disease，AFLD) 大鼠，
观察 DEHP 对 AFLD 大鼠的影响，初步探讨 DEHP
促进 AFLD的可能分子机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SPF级成年雄性 SD大鼠共 60 只，
体质量 150 ～ 160 g，购自安徽医科大学实验动物中
心，动物房温度控制在 18 ～ 25 ℃，相对湿度应控制
在 50% ～70%，循环给予黑暗 12 h 和光照 12 h 处
理，大鼠可自由地获得食物和水。
1． 2 实验材料 谷草转氨酶( aspartate aminotrans-
ferase，AST ) 试剂盒、谷丙转氨酶 ( alanine amin-
otransferase，ALT) 试剂盒( 南京建成生物工程研究
所) ; β-actin、P-AMPK 抗体 ( Cell Signaling Tech 公
司) ;辣根酶标记山羊抗兔 IgG ( Pepro Tech 公司) ;
DEHP( 国药集团化学试剂有限公司) ; 辣根酶标记
山羊抗大鼠 IgG ( Pepro Tech 公司 ) ; lipin-1 抗体、
AMPK抗体( Proteintech公司) ;红星二锅头( 北京红
星股份有限公司) 。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 模型建立及处理 将 SD 大鼠在动物房适
应性喂养 5 ～ 7 d，体质量达到 200 g 左右，将其随机
分为 6 组，每组 10 只，分组如下:正常组、模型组( 酒
精) 、酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg 组、酒精 + DEHP 5
mg /kg组、酒精 + DEHP 500 mg /kg 组及 DEHP 500
mg /kg对照组。使用白酒和高脂饲料联合诱导酒精

性脂肪肝模型。上午对大鼠灌胃白酒，下午灌胃
DEHP。按照伦理学方法，在灌胃第 4 周和第 6 周末
每组处死动物 4 ～ 5 只，收集大鼠血液并解剖大鼠取
未受到压迫的肝组织，对肝组织行 HE 染色观察病
理结果，检测血清中转氨酶的水平。
1． 3． 2 组织标本的收集 在灌胃第 4 周和第 6 周
末，大鼠禁食 12 h，但是不禁水。麻醉大鼠，股动脉
取血，最后颈椎脱臼处死。取血室温放置 3 h 左右，
在 4 ℃、2 500 ～ 3 000 r /min 离心 15 min，用移液枪
吸取上清液至另一 EP 管中( 上清液即为血清) ，放
于 － 20 ℃冰箱保存。解剖大鼠，取出大鼠肝脏，小
心去掉肝脏附近的多余组织，用生理盐水冲洗干净，

取出后用天平称量肝脏重量。注意不能破坏肝脏组
织结构，将取好的肝组织置于 4%多聚甲醛中，研究
其病理学的变化;其余的肝脏置于 － 80 ℃冰箱中备
用。
1． 3． 3 生化指标的检测 血清 ALT和 AST活性检
测，从 － 20 ℃冰箱中取出后缓慢融化。融化温度
为 4 ℃，待融化后转移样本至室温。再进行下一步
操作前离心，4 ℃、3 000 r /min 离心 10 min，取上清
液。按说明书操作，酶标仪检测微孔板对应的吸光
度( optical density，OD) 值。将检测样本的数值带入
标准曲线公式计算出 ALT和 AST的数值。
1． 3． 4 肝组织 HE 染色 剪取相同部位的肝组织
块，用多聚甲醛固定后进行 HE 染色，最后在显微镜
下观察，每张切片观察 3 个视野。
1． 3． 5 Western blot 检测肝组织 lipin-1 和 P-AMPK
蛋白 的 表 达 配 制 裂 解 液，配 制 比 例 为

ＲIPA ∶ PMSF = 99 ∶ 1，在裂解液中加入磷酸酶抑制
剂。称取肝组织 60 mg左右，用镊子夹进匀浆器中，
再在匀浆器中加入配好的裂解液，裂解液具体的加

入量由所称取的肝组织的质量决定，把组织放置在

冰上研磨，时间为 20 min。完成裂解之后，在离心管
中加入组织，反复冻融，次数为 3 次，温度为 － 80 ℃
和 4 ℃。完成该操作后离心，4 ℃、12 000 r /min 离
心 10 min，取上清液，对其进行蛋白质定量检测。在
上清液中加入上样缓冲液，后者体积为前者 1 /4，放
入沸水浴中，时间为 10 min，置于 － 20 ℃保存待用。
取适量样品进行 SDS-PAGE 电泳，转膜后封闭 2 h，
然后分别孵育对应一抗过夜。第 2 天洗膜后加入与
一抗对应的二抗孵育 2 h，洗膜后显影，结果用 Im-
age J软件分析蛋白条带。
1． 4 统计学处理 数据以平均值 ±标准误差表示，
直方图采用 Graphpad Prism． V8. 0 绘制。数据分析
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采用 SPSS 25. 0 软件。对比实验组间数据使用单因
素方差分析。当 P ＜ 0. 05 时，差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 各组大鼠血清指标变化 DEHP 暴露 4 周后，
与模型组大鼠的 AST 水平 ( 19. 83 ± 1. 39 ) U /L 相
比，DEHP 500 mg /kg 组 AST 水平 ( 27. 89 ± 7. 05 )
U /L显著增加( F = 7. 460，P ＜ 0. 05) 。与模型组大
鼠的 ALT水平( 19. 81 ± 3. 29 ) U /L 相比，DEHP 500
mg /kg组 ALT 水平 ( 24. 89 ± 1. 60 ) U /L 显著增加
( F = 3. 513，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

DEHP 暴露 6 周后，与正常组大鼠 AST 水平
( 15. 42 ± 1. 64) U /L 相比，模型组 AST 水平( 24. 80
± 3. 44) U /L及 DEHP 500 mg /kg 对照组的 AST 水
平 ( 27. 42 ± 2. 32 ) 均显著增加 ( F = 22. 767，P ＜
0. 05) 。与模型组相比，DEHP 500 mg /kg 组 AST 水
平( 49. 16 ± 5. 54 ) U /L 显著增加 ( F = 22. 767，P ＜
0. 01) 。与模型组 ALT水平( 23. 43 ± 2. 39 ) U /L 相
比，DEHP 500 mg /kg组 ALT水平( 33. 31 ± 2. 25) U /
L显著增加( F = 14. 883，P ＜ 0. 01) 。见图 2。

图 1 DEHP暴露 4 周后 AST、ALT变化
A:正常组; B:模型组; C:酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组; D:酒精 +

DEHP 5 mg /kg组; E:酒精 + DEHP 500 mg /kg组; F: DEHP 500 mg /kg

对照组;与正常组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 各组大鼠肝组织病理变化 DEHP 暴露 4 周
后，肝脏表面光滑，颜色红润明亮。正常组肝细胞结
构完整，核清晰，肝索排列整齐且细胞边界清晰。在
模型组、酒精 + DEHP ( 0. 05、5 mg /kg) 组中，部分肝
细胞中出现脂肪液泡，伴有炎性细胞浸润。在 DE-
HP 500 mg /kg对照组中，肝窦狭窄，细胞边界不清
楚，少量炎症细胞浸润在血管周围。在酒精 + DEHP
500 mg /kg 组中，炎性浸润比其他组更严重，有明显

的脂肪液泡存在，细胞间隙中出现淋巴细胞 ( 近似

裸核) 。见图 3。

图 2 DEHP暴露 6 周后 AST、ALT变化
A:正常组; B:模型组; C:酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组; D:酒精 +

DEHP 5 mg /kg组; E:酒精 + DEHP 500 mg /kg组; F: DEHP 500 mg /kg

对照组;与正常组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

图 3 DEHP暴露 4 周后大鼠肝脏新鲜标本及 HE染色 HE ×400

A:正常组; B:模型组; C:酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组; D:酒精 +

DEHP 5 mg /kg组; E:酒精 + DEHP 500 mg /kg组; F: DEHP 500 mg /kg

对照组

DEHP暴露 6 周后，除正常组外，其余肝脏表面
为暗红色且平滑度降低。模型组和 DEHP 0. 05 mg /
kg组出现了脂肪液泡，并且大的脂肪液泡将细胞核
挤压到一侧，使得细胞核变小。在 DEHP 5 mg /kg
组中，肝细胞中的核仁大小不同，炎性细胞浸润。
DEHP 500 mg /kg组肝小叶结构紊乱，肝细胞肿胀，
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胞质疏松，呈水样变性，肝细胞内大量脂滴生成，汇

管区伴有炎细胞浸润。在 DEHP 500 mg /kg 对照组
中，粗颗粒沉积在细胞质中，且伴有炎细胞浸润。见
图 4。

图 4 DEHP暴露 6 周后大鼠肝脏新鲜标本及 HE染色 HE ×400

A:正常组; B:模型组; C:酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组; D:酒精 +

DEHP 5 mg /kg组; E:酒精 + DEHP 500 mg /kg组; F: DEHP 500 mg /kg

对照组

2． 3 肝组织中 lipin-1 和 P-AMPK 蛋白的表达
与正常组相比，模型组和 DEHP 500 mg /kg 对照组
的 lipin-1 和 P-AMPK水平有显著变化。此外，与模
型组相比，DEHP 0. 05 mg /kg 剂量组 lipin-1 的表达
无明显变化，DEHP 5 mg /kg 组 lipin-1 的表达变化
有所增加 ( F = 173. 731，P ＜ 0. 05 ) ，而 DEHP 500
mg /kg 组 lipin-1 的表达变化明显增加 ( F =
173. 731，P ＜ 0. 01) 。与模型组相比，随着 DEHP剂
量的增加，P-AMPK 的表达逐渐下降( F = 370. 204，
P ＜ 0. 01) 。见图 5。

3 讨论

邻苯二甲酸酯( Paes) 是最常用的增塑剂，它被
添加到 PVC 中以增强柔韧性［6］。DEHP 是最常用
的增塑剂之一，近年来，大量研究［7 － 8］表明，DEHP
暴露可影响人的血脂代谢异常，导致诸如心脏病、糖
尿病、肥胖等许多健康问题。研究［9］表明，DEHP 暴
露后，肝脏产生大量的活性氧，致使抗氧化防御保护

功能失调，从而引起肝毒性。在该研究中，模型组中
AST、ALT水平较正常组升高，DEHP干预后，DEHP

图 5 DEHP暴露 6 周后对大鼠肝脏组织 lipin-1、

P-AMPK蛋白的影响
A:正常组; B:模型组; C:酒精 + DEHP 0. 05 mg /kg组; D:酒精 +

DEHP 5 mg /kg组; E:酒精 + DEHP 500 mg /kg组; F: DEHP 500 mg /kg

对照组;与正常组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01; 与模型组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

0. 05、5 mg /kg剂量组大鼠 ALT、AST 水平与模型组
比较无明显变化，而 DEHP 500 mg /kg 剂量组大鼠
ALT、AST水平较模型组有所上升，表明高剂量 DE-
HP对肝脏有一定的损伤能力。

lipin-1 是参与多种信号转导途径的双功能分
子，包括肝脏在内的几个器官脂质代谢的关键调节

因子，对肝脏的炎症反应也起到重要调控作用［10］。
大量证据表明，lipin-1 在 AFL 的形成、发展中起重
要作用，酒精可抑制肝细胞内 SIＲT1 的表达，进而上
调 lipin-1，产生大量的活性氧，氧化与抗氧化系统失
衡，氧化应激损伤加重，脂肪代谢紊乱及炎性因子浸

润［11］。本研究中模型组大鼠肝组织 lipin-1 表达升
高，而在 DEHP干预后，DEHP 5、500 mg /kg 剂量组
lipin-1 蛋白表达进一步升高。AMPK 是广泛分布于
真核细胞的一种 Ser /Thr 蛋白激酶，介导胞内众多
的生理生化反应［12］。研究［13 － 14］证实，AFLD的发生
发展与 AMPK 介导的脂代谢通路受阻紧密相关。
乙醇及其代谢产生的乙醛和活性氧等有害代谢物会

不同程度地抑制肝脏 AMPK 的活性，进而促进脂肪
酸合成，抑制脂肪酸氧化，最终引起脂肪变性。本研
究中，与正常组相比，模型组大鼠肝组织 P-AMPK表
达降低，而在 DEHP干预后，DEHP 0. 05、5、500 mg /
kg剂量组 P-AMPK 蛋白表达逐渐降低。因此，DE-
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HP促进 AFLD 的作用可能与上调 lipin-1 和下调 P-
AMPK密切相关。
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The mechanism of alcohol and high-fat diet induced alcoholic
fatty liver in rats promoted by DEHP

Xu Qiang1，2，3，Huang Song1，2，3，Ji Ke1，2，3，et al
( 1 Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2Key Laboratory

of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Ministry of Education，Hefei 230032; 3Anhui Collaborative
Innovation Center of Anti-inflammatory and Immune Medicine，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the mechanism of di-2-ethylhexyl phthalate ( DEHP) in promoting alcoholic fatty
liver induced by alcohol combined with high-fat diet． Methods 60 SD male rats were divided into 6 groups ran-
domly，normal group，model group ( alcohol) ，alcohol + DEHP 0． 05 mg /kg group，alcohol + DEHP 5 mg /kg
group，alcohol + DEHP 500 mg /kg group and DEHP 500 mg /kg control group． The serum and liver tissues of rats
were taken，and the levels of alanine aminotransferase( ALT) and aspartate aminotransferase( AST) in the serum
were analyzed by biochemistry． The liver injury state of rats was observed by HE slices． The expression levels of P-
AMPK and lipin1 protein in liver tissues were detected by Western blot． Ｒesults DEHP promoted the accumula-
tion of ALT and AST in serum，aggravated the pathological state of mice induced by alcohol combined with high-fat
diet，and at the same time increased lipin-1 protein level and inhibited P-AMPK protein level． Conclusion DEHP
may aggravate the pathological process of alcoholic fatty liver rats by mediating lipin-1 and P-AMPK protein levels．
Key words fatty liver; alcoholic; DEHP; lipin-1; P-AMPK
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