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摘要 目的 观察和分析氧化固醇结合蛋白相关蛋白 8
( OＲP8) 蛋白对人结直肠癌 DLD-1 细胞增殖、迁移和侵袭能
力的影响，并初步探究其影响机制。方法 通过在结直肠癌
DLD-1 细胞中转染 OＲP8 表达质粒或特异性沉默 siＲNA 上
调和下调 OＲP8 的表达，采用 CCK-8、Transwell 实验检测干
扰或过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖、迁移和侵袭能力的影
响; 采用 Western blot 检测了 OＲP8 对 DLD-1 细胞细胞外蛋
白调节激酶( EＲK1 /2 ) 的总蛋白及其磷酸化( p-EＲK1 /2 ) 水
平和上皮 －间质转化( EMT) 相关分子标志物蛋白上皮型钙
黏蛋白( E-cadherin) 、神经型钙黏蛋白( N-cadherin) 、波形蛋
白( Vimentin) 表达的影响。结果 干扰 DLD-1 细胞 OＲP8 表
达，细胞增殖、迁移和侵袭能力均升高( P ＜ 0. 01) ，EMT相关
分子标志物中上皮标志物 E-cadherin蛋白表达水平下降，间
质标志物 Vimentin 和 N-cadherin 蛋白表达水平升高，
EＲK1 /2蛋白的磷酸化水平也升高; 相反，过表达 OＲP8，细胞
增殖、迁移和侵袭能力均下降 ( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 01，P ＜
0. 05) ，上皮标志物 E-cadherin蛋白表达水平升高，间质标志
物 Vimentin 和 N-cadherin 蛋白表达水平降低，p-EＲK1 /2 水
平也降低。结论 OＲP8 蛋白能够抑制结直肠癌细胞增殖、
迁移和侵袭，其机制可能与阻断 EMT 和抑制 EＲK1 /2 磷酸
化有关。
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结直肠癌( colorectal cancer，CＲC) 是常见的消
化道恶性肿瘤，在全球范围内，结直肠癌是男性和女

性的第三大癌症，每年超过 69 万例死亡，且该病的
患者群逐渐趋向年轻化［1］。因此，深入探讨结直肠
癌发病及转移的分子机制，寻找新的治疗靶点，对治

疗结直肠癌具有重要的意义。氧化固醇结合蛋白相
关蛋白 8 ( oxysterol binding protein-related protein 8，
OＲP8) 隶属于一类存在于真核细胞内的参与脂质代
谢的非囊泡运输蛋白质———氧化固醇结合蛋白( ox-

ysterol binding protein，OSBP) 家族，已有研究［2 － 4］表

明，OＲP8 在肝癌、胃癌、非小细胞型肺癌等肿瘤中
介导的信号转导在肿瘤细胞的增殖、凋亡的过程中
起着重要作用，然而至今，结直肠癌患者中 OＲP8 的
表达水平及其对结直肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭
能力影响的研究尚无报道。该研究旨在通过从体外
低表达或过表达 OＲP8 在结直肠癌细胞中的水平来
探讨其对结直肠癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响及
其分子机制。

1 材料与方法

1． 1 实验细胞 人结直肠癌 DLD-1 细胞购自中国
科学院细胞研究所。
1． 2 OＲP8 表达质粒和 OＲP8 siＲNA 片段 针对
人 OＲP8 mＲNA 的表达质粒 pcDNA3. 1-OＲP8 由本
科室保存。针对人 OＲP8 mＲNA 的 siＲNA 片段 5'-
GAGUGGUCUUGCAAAUUAUTT-3'及无关序列 siＲ-
NA购自吉玛生物科技有限公司。
1． 3 实验试剂 兔抗人细胞外蛋白调节激酶( ex-
tracellular regulated protein kinases，EＲK1 /2 ) 多克隆
抗体、兔抗人磷酸化细胞外蛋白调节激酶( phospho-
rylated-extracellular regulated protein kinases， p-
EＲK1 /2) 多克隆抗体、兔抗人 Vimentin 多克隆抗体
购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 鼠抗人
OＲP8 单克隆抗体、鼠抗人 p-EＲK1 /2 单克隆抗体购
自英国 Abcam公司; 鼠抗人 β-actin、山羊抗鼠二抗、
山羊抗兔二抗、鼠抗人 E-cadherin 多克隆抗体、兔抗
人 N-cadherin 多克隆抗体购自美国 proteintech 公
司; 转染试剂 Lipofectamine 2000 购自美国 Invitrogen
公司; CCK-8 试剂盒购自美国 APExBio 公司; Tran-
swell小室和 Matrigel 胶购自美国 Corning 公司; ＲI-
PA裂解液和 BCA蛋白浓度测定试剂盒购自江苏凯
基生物技术有限公司; ECL 购自美国 Millipore 公
司。
1． 4 实验方法
1． 4． 1 细胞培养及分组 人结直肠癌细胞系 DLD-
1 细胞用含 10%小牛血清的 DMEM 于 37 ℃、5%
CO2 恒温培养箱内培养。细胞转染的操作按照
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Lipofectamine 2000试剂盒操作说明书进行，转染
48 h后收样。将细胞分为转染空载质粒的 Vector
组、转染 OＲP8 表达质粒的 OＲP8 组、转染无关序列
siＲNA的 siCtrl 组以及转染 OＲP8 干扰序列 siＲNA
的 siOＲP8 组。
1． 4． 2 Western blot 检测 EＲK1 /2、p-EＲK1 /2 以及
上皮 －间质转化 ( epithelial-mesenchymal transition，
EMT) 相关分子标志物的蛋白的表达 提取总蛋白，
进行 SDS-PAGE电泳，然后转印到 PVDF 膜，5% 脱
脂牛奶封闭 2 h，一抗 4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育
2 h，然后用 ECL 试剂检测目的条带。
1． 4． 3 CCK-8 检测细胞增殖能力 取对数生长期
的细胞，调整细胞密度为 3 × 103 个 /孔，接种至 96
孔板，培养 24、48、72 h，每孔加入 10 μl CCK-8 试
剂，37 ℃孵育 2 h，酶标仪检测 450 nm 处的吸光度
值( OD值) 。
1． 4． 4 Transwell 法检测细胞迁移和侵袭能力 取
对数生长期的细胞进行细胞计数，每孔加入 6 × 104

个细胞到 Transwell小室的上层，小室下层加入 0. 6
ml的 10%血清的培养液，每组 3 个复孔，其中，侵袭
组实验前小室内加入基质凝胶( 无血清培养基 ∶
Matrigel胶 = 9 ∶ 1) ，置于 37 ℃培养箱中过夜。迁移
组培养 24 h、侵袭组培养 48 h 后取出 Transwell 小
室，用 100%甲醇固定 30 min，结晶紫染液染色 15
min，于倒置显微镜 10 倍镜下每个小室随机取 10 个
视野拍照计数。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件和 Graph-
Pad Prism 8 对数据进行统计分析、制图，数据用 珋x ±
s表示。两组比较采用 t 检验。以 P ＜ 0. 05 为差异
有统计学意义。

2 结果

2． 1 OＲP8 表达质粒和 siＲNA转染 DLD-1 细胞后
OＲP8 蛋白的表达 OＲP8 表达质粒、siＲNA 转染
DLD-1 细胞 48 h 后，采用 Western blot 法检测转染
效果，OＲP8 组 OＲP8 表达高于 Vector 组，siOＲP8 组
OＲP8 表达低于 siCtrl组，如图 1 中所示。
2． 2 过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖、迁移和侵
袭能力的影响

2． 2． 1 过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖的影响
CCK-8 法检测结果如图 2 所示，72 h 时 OＲP8 组的
细胞 OD450 值低于 Vector 组，差异有统计学意义
( 72 h t 值为 5. 709，P ＜ 0. 01 ) 。以上实验结果提
示，过表达 OＲP8 能够抑制 DLD-1 细胞的增殖。

图 1 OＲP8 过表达质粒和 siＲNA转染 DLD-1

细胞后 OＲP8 蛋白表达情况

图 2 过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖能力的影响

与 Vector组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 2． 2 过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞迁移和侵袭的
影响 Transwell 法检测结果如图 3 所示，与 Vector
迁移组相比，OＲP8迁移组DLD-1细胞的迁移细胞

图 3 过表达 OＲP8 对 DLD-1 细胞迁移和侵袭能力的

影响 结晶紫染色 × 100

A: Vector迁移组; B: OＲP8 迁移组; C: Vector侵袭组; D: OＲP8 侵

袭组; 与 Vector 迁移组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 Vector 侵袭组比较: #P

＜ 0. 05
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数量减少( t值为 5. 508，P ＜ 0. 01) ; 与 Vector侵袭组
相比，OＲP8 侵袭组 DLD-1 细胞的侵袭细胞数量减
少( t值为 3. 823，P ＜ 0. 05) 。以上实验结果提示，过
表达 OＲP8 能够抑制结直肠癌细胞的迁移和侵袭。
2． 3 干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖、迁移和侵袭
能力的影响

2． 3． 1 干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖的影响
CCK-8 法检测结果如图 4 所示，72 h时 siOＲP8 组的
细胞 OD450 值高于 siCtrl组，差异有统计学意义( 72
h时 t值为 7. 394，P ＜ 0. 01) 。以上实验结果提示，
干扰 OＲP8 能够增强结直肠癌 DLD-1 细胞的增殖能
力。

图 4 干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞增殖能力的影响

与 siCtrl组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 3． 2 干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞迁移和侵袭的影
响 Transwell 法检测结果如图 5 所示，与 siCtrl 迁
移组相比，siOＲP8 迁移组 DLD-1 细胞的迁移细胞数
量增多( t 值为 7. 103，P ＜ 0. 01) ; 与 siCtrl 侵袭组相
比，siOＲP8 侵袭组 DLD-1 细胞的侵袭细胞数量增多
( t值为 7. 646，P ＜ 0. 01) 。以上实验结果提示，干扰
OＲP8 能够增强 DLD-1 细胞的迁移和侵袭能力。
2． 4 过表达、干扰 OＲP8 表达对 DLD-1 细胞
EＲK1 /2、p-EＲK1 /2 以及 EMT 相关分子标志物的
蛋白表达情况的影响 Western blot 检测结果显示:
相较于 Vector 组，OＲP8 组上皮标志物 E-cadherin
蛋白表达增高，间质标志物 Vimentin、N-cadherin 蛋
白以及 p-EＲK1 /2 蛋白表达下降; 相较于 siCtrl 组，
siOＲP8 组上皮标志物 E-cadherin 蛋白表达下降，间
质标志物 Vimentin、N-cadherin 蛋白以及 p-EＲK1 /2
蛋白表达增高。见图 6。

3 讨论

OＲP8 主要存在于内质网与质膜或者线粒体的
膜接触位点上，其主要功能目前被证明是从内质网

图 5 干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞迁移和

侵袭能力的影响 结晶紫染色 × 100

A: siCtrl迁移组; B: siOＲP8 迁移组; C: siCtrl 侵袭组; D: siOＲP8

侵袭组; 与 siCtrl迁移组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 siCtrl侵袭组比较: ##P

＜ 0. 01

图 6 过表达和干扰 OＲP8 对 DLD-1 细胞 EＲK1 /2、

p-EＲK1 /2 及 EMT 相关分子标志物蛋白表达情况的影响

到细胞膜或者线粒体运输磷脂酰丝氨酸，并从细胞

膜或者线粒体向内质网反方向运输磷脂酰肌醇 4-
磷酸，导致磷脂酰肌醇 4-磷酸被磷脂酰肌醇 3-磷酸
酶水解［5 － 7］。Zhong et al［2］报道了 OＲP8 在临床人
类肝癌组织中下调，而 miＲ-143 则被报道上调 OＲP8
的表达，OＲP8 可能通过介导细胞表面死亡受体的
易位参与调控了原发性肝癌细胞的凋亡。Guo et
al［3］报道了过表达 OＲP8 在体内抑制胃癌细胞的增
殖和移植瘤的生长。内质网应激的诱导、Wnt 信号
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的抑制和凋亡细胞的死亡与 OＲP8 诱导的胃癌细胞
增殖的抑制有关。最新的研究［4］结果显示，OＲP8
过表达通过释放细胞色素 c从线粒体进入细胞质诱
导非小细胞肺癌细胞凋亡。上述研究提示 OＲP8 在
肿瘤中可能具有重要作用。本实验旨在探讨 OＲP8
表达水平的改变对结直肠癌细胞 DLD-1 增殖、迁移
和侵袭的影响，结果显示，过表达 OＲP8 可抑制结直
肠癌 DLD-1 细胞增殖、迁移和侵袭的能力，反之，干
扰了结直肠癌 DLD-1 细胞 OＲP8 之后，癌细胞的增
殖、迁移和侵袭能力增强，提示 OＲP8 对结直肠癌细
胞增殖、迁移和侵袭的能力具有重要的抑制作用。
本研究显示，在与细胞迁移侵袭实验条件相同

的情况下，干扰 OＲP8 可促进上皮标志物 E-cadherin
蛋白含量减少，而间质标志物 Vimentin、N-cadherin
蛋白含量增高; 过表达 OＲP8 后结果与之相反。上
述研究也进一步证实了 OＲP8 参与调控 EMT，影响
结直肠癌细胞迁移侵袭。
已有多项研究［8 － 10］表明，在结直肠癌中，通过

影响 EＲK 信号传导可以调控 EMT，另外也有研
究［11］表明，EＲK信号通路激活与否影响着细胞的迁
移能力，而且在 Kattan et al［12］的报道中，提及了
OＲP8 与 EＲK 信号通路的联系。本研究检测了
OＲP8 对 EＲK1 /2 磷酸化水平的影响，结果显示，
OＲP8 的过表达和沉默确实引起了 EＲK1 /2 磷酸化
水平的变化，提示 EＲK信号通路在 OＲP8 抑制结直
肠癌细胞增殖、迁移和侵袭的过程中扮演了一个重
要的角色，然而其具体机制仍有待探索。
综上所述，OＲP8 抑制了结直肠癌细胞 DLD-1

的增殖、迁移和侵袭，其作用机制可能与抑制 EMT
和 EＲK1 /2 磷酸化水平有关。
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Effect of OＲP8 on proliferation，migration and
invasion of colorectal cancer cells DLD-1

Pan Qiwei，Chen Weicong，Pei Dongsheng，et al
( Dept of Pathology，College of Basic Medicine，Xuzhou Medical University，Xuzhou 221004)

Abstract Objective To observe and analyze the effect of OＲP8 protein on the proliferation，migration and inva-
sion ability of human colorectal cancer DLD-1 cells，and to preliminarily explore the mechanism of its influence．
Methods The expression levels of OＲP8 in colorectal cancer were up-regulated and down-regulated by transfection
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of OＲP8 expression plasmid or OＲP8 siＲNA in colorectal cancer DLD-1 cell． The effects of interference or overex-
pression on the proliferation，migration and invasion of colorectal cancer cell DLD-1 were detected by CCK-8 test，
transwell test and wound healing test． Western blot was used to detect the total protein and phosphorylation levels of
OＲP8 in the extracellular regulated protein kinases ( EＲK1 /2) and the expression of epithelial-mesenchymal transi-
tion ( EMT) related molecular markers protein E-cadherin，N-cadherin and Vimentin are studied． Ｒesults In
colorectal cancer cell line DLD-1，when OＲP8 was silenced，the cell proliferation，migration and invasion capacity
significantly increased( P ＜ 0. 01) ，the expression levels of epithelial marker E-cadherin decreased，the expression
levels of mesenchymal marker Vimentin and N-cadherin increased，and the expression level of p-EＲK1 /2 also in-
creased． On the contrary，when OＲP8 was overexpressed，the cell proliferation，migration and invasion capacity
significantly decreased，the expression levels of epithelial marker E-cadherin increased( P ＜ 0. 01、P ＜ 0. 01、P ＜
0. 05) ，the expression levels of mesenchymal marker N-cadherin and Vimentin protein decreased，and the expres-
sion level of p-EＲK1 /2 also decreased． Conclusion OＲP8 protein can inhibit the proliferation，migration and in-
vasion of colorectal cancer cell DLD-1，and its molecular mechanism may be related to blocking EMT transformation
and inhibition of phosphorylation of p-EＲK1 /2．
Key words OＲP8; colorectal cancer; epithelial-mesenchymal transition; proliferation; migration; invasion
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裸鼠异种移植急性 T淋巴细胞白血病模型的建立
张爱君，潘文文，胡晓曦，吴育晶，魏 伟

摘要 目的 比较尾静脉注射和皮下注射人 Jurkat 细胞建
立异种移植急性 T淋巴细胞白血病模型的优缺点。方法
雌性 BALB /c裸鼠随机分为正常组、尾静脉移植组和皮下移
植组。除正常组外，其余裸鼠造模前连续 2 d给予环磷酰胺
( 2 mg /只) ，尾静脉移植组连续 2 d 尾静脉接种 5 × 106 个

Jurkat细胞，皮下移植组连续 2 d 皮下接种 5 × 106 个 Jurkat
细胞，正常组裸鼠尾静脉注射相同体积 PBS 缓冲液。观察
并记录裸鼠体质量、弓背以及精神状态。第 7 天和第 14 天
通过流式细胞术检测 Jurkat细胞在裸鼠外周血中浸润情况。

第 28 天待尾静脉移植组和皮下移植组裸鼠出现衰竭体征濒
临死亡时处死裸鼠，记录裸鼠体质量，瑞氏 －吉姆萨染色检
测外周血和骨髓中 Jurkat细胞的浸润情况，流式细胞术检测
脾脏和骨髓中 Jurkat细胞的百分比，HE染色、免疫组化法检
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测肝脏和脾脏中浸润的 Jurkat 细胞表达，ELISA 检测血清中
Jurkat细胞分泌 IL-2 水平。结果 与正常组相比，尾静脉移
植组和皮下移植组裸鼠均逐渐出现体质量下降、弓背、食欲
减退等表现，肝脏、脾脏及骨髓中均有人 Jurkat 细胞表达。
尾静脉移植组成模率 73%，皮下移植组成模率 40%。结论
尾静脉注射和皮下注射异种移植 Jurkat 细胞两种方法均
可成功建立急性 T淋巴细胞白血病动物模型，尾静脉注射移
植效果更佳。
关键词 急性 T 淋巴细胞白血病细胞; BALB /c 裸鼠; 异种
移植; 动物模型; 尾静脉注射; 皮下注射
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急性 T 淋巴细胞白血病( acute T-cell lympho-
blastic leukemia，T-ALL) 是一种来源于骨髓的侵袭
性恶性肿瘤［1］。近年来，我国 T-ALL 发病率呈升高
趋势，部分患者出现耐药和复发等现象导致预后不

佳［2］，因此 T-ALL的相关病理机制和药理学研究有
着重要意义。目前对 T-ALL 疾病发病机制的认识
很大程度上来源于对人体以及原代人 T-ALL 细胞
的体外研究，在研发治疗 T-ALL 新药的药理学研究
中，实验动物模型的选择和建立至关重要。目前的

·809· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Jun; 56( 6)


