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摘要 目的 探讨网膜素-1 ( Omentin-1 ) 基因沉默后对结肠
癌( CＲC) 细胞增殖、凋亡的影响。方法 培养人 SW480 结
肠癌细胞株，通过脂质体转染介导的小分子干扰 ＲNA( siＲ-
NA) 干扰技术转染人 SW480 结肠癌细胞，实验设置转染组、

阴性组( 转染无关序列 siＲNA) 、正常对照组( 未转染组) 、
MAX组( 只含转染试剂) ，转染 24 h 后，分别采用实时定量
荧光 PCＲ( ＲT-PCＲ) 检测各组 SW480 结肠癌细胞中 Omen-
tin-1 基因的相对表达水平，以鉴定转染组 Omentin-1 基因表
达水平变化; MTT法检测各组细胞增殖变化; 流式细胞术鉴
定各组细胞凋亡变化。结果 转染 24 h 后，与其余三组比
较，转染组 Omentin-1 mＲNA相对表达量降低、吸光度值( OD

值) 下降，转染组凋亡率明显升高，差异均有统计学意义( P
＜0. 05) ，而与正常对照组比较，阴性组和 MAX组 Omentin-1
mＲNA相对表达量、OD值、凋亡率均无明显变化，差异均无
统计学意义( P ＞ 0. 05) 。结论 Omentin-1 基因沉默后可抑
制人 SW480 结肠癌细胞增殖、促进其凋亡。
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肥胖与结肠癌［也称为结直肠癌( colorectal
cancer，CＲC) ］之间的关系目前已有很多相关报道，
肥胖患者 CＲC 发生率较非肥胖人群明显增高［1］。
近年来有许多关于脂肪因子( 如瘦素、脂联素、内脂
素等) 与 CＲC之间的研究，网膜素( Omentin) 是一种
可增加胰岛素敏感性的脂肪因子，在血循环中

Omentin-1 是 Omentin 的主要表现形式，但目前关于
Omentin与 CＲC之间的关系的研究较少。有研究［2］

显示 CＲC患者中血清 Omentin-1 水平高于正常对照
人群，而且这种改变与肥胖无关，提示 CＲC 患者血
清中高水平的 Omentin-1 与肥胖人群脂肪组织的分
泌作用关系不大。课题组的前期研究［3］表明不同

浓度的外源性 Omentin-1 分别干预 SW480 结肠癌细
胞 24 h、48 h，Omentin-1 可促进 SW480 结肠癌细胞
增殖、抑制其凋亡，效应呈浓度和时间依赖关系。该
研究通过体外实验 ＲNA 干扰沉默 Omentin-1 基因，
进一步探索 Omentin-1 基因沉默后 SW480 结肠癌细
胞增殖和凋亡的变化。

1 材料与方法

1． 1 材料 人 SW480 结肠癌细胞株购自中科院上
海细胞库; siＲNA购自上海吉码制药技术有限公司;
ＲNAiMAX、TＲIzol 购自美国 Invitrogen 公司; 逆转录
试剂盒购自美国 Thermo公司; PCＲ扩增试剂盒购自
日本 TaKaＲa 公司; MTT、DMSO 购自德国 Sigma 公
司; Annexin V-FITC细胞凋亡试剂盒购自上海贝博
生物公司; 胎牛血清购自杭州四季青生物科技公司;

ＲPMI-1640 培养基购自美国 HyClone 公司; 引物购
自上海生物工程有限责任公司; Opti-ME 购自美国
Gibco公司。
1． 2 人 SW480 结肠癌细胞培养 人 SW480 结肠
癌细胞培养用含 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养
基常规置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，1 ～ 2 d
换培养液，细胞生长至 85%融合时传代。细胞在进
行转染前 1 d 更换成无抗生素的 ＲPMI-1640 培养
基。
1． 3 人 SW480 结肠癌细胞的 Omentin-1 基因转染
将生长至对数生长期的 SW480 结肠癌细胞消化
后收集细胞，以每孔 2 × 105 个细胞均匀铺在 24 孔
板中，每孔 500 μl无双抗的 ＲPMI-1640 培养基，24 h
后，当细胞生长至汇合度为 60% ～ 80%时进行转
染。 FAM-siＲNA 上 游 引 物 序 列: 5'-UUCUC-
CGAACGUGUCACGUTT-3'，下 游 引 物 序 列: 5'-
ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'。设置 FAM-siＲ-
NA转染终浓度为 10、30、50、80、100 mmol /L 5 组，
分别取相应体积的 FAM-siＲNA 稀释于 25 μl Opti-
MEM 培养基中，另每组各取 1. 5 μl 转染试剂
ＲNAiMAX稀释于 25 μl Opti-MEM 培养基中，分别
混匀后室温静置 5 min，然后将两种稀释液混合后室
温静置 10 min，将混合液逐滴加入到 24 孔板中，轻
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轻摇晃 24 孔板使混合液与细胞充分接触，培养箱中
避光孵育 24 h 后在荧光显微镜下观察转染情况。
整个转染过程避光操作，使用无酶移液枪头和离心

管。
1． 4 ＲT-PCＲ鉴定转染后 Omentin-1 基因沉默变
化 针对人 Omentin-1 基因的 siＲNA( human Omen-
tin-1-siＲNA) 上游引物序列: 5'-GCACUGAGAAUG-
GUGUUAUTT-3'，下 游 引 物 序 列: 5'-AUAACAC-
CAUUCUCAGUGCTT-3'，阴性对照序列 SiＲNA: 上游
引物序列: 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，下
游引物序列: 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'，
将生长至对数生长期的 SW480 结肠癌细胞消化后
收集细胞，以每孔 5 × 105 个细胞均匀铺在 6 孔板
中，每孔加入 2 ml 无双抗的 ＲPMI-1640 培养基，实
验分为转染组( 转染目的基因 siＲNA) 、阴性组( 转
染无关序列 siＲNA) 、正常对照组( 未转染组) 、MAX
组( 只含转染试剂) 。按照 siＲNA 转染终浓度 50
nmol /L( 前一步已验证细胞在 siＲNA 终浓度为 50
nmol /L时转染效率最高) 转染含有 Omentin-1 基因
的 siＲNA，温箱中孵育 24 h 后，分别收集每组细胞，
按照 TＲIzol 一步法提取 ＲNA，测定每组 ＲNA 浓度
和纯度，然后根据逆转录试剂盒的步骤合成 cDNA。
human Omentin-1 上游引物序列: 5'-AGGAAAGTG-
CAGCTGAGACT-3'，下游引物序列: 5'-GGAGACG
AAGAACAGGTCCA-3'，扩增片段长度 138 bp; GAP-
DH上游引物序列: 5'-CAGGAGGCATTGCTGATGAT-
3'，下游引物序列: 5'-GAAGGCTGGGGCTCATTT-3'，
扩增片段长度 138 bp; 扩增体系 25 μl，分别为上下
游引物各 1 μl，cDNA 2 μl，DEPC 水 8. 5 μl，SYBＲ
Premix 12. 5 μl。扩增程序: 95 ℃、30 s 预变性，95
℃、5 s，60 ℃、30 s，40 个循环。读取每个反应的 Ct
值，2 － ΔΔCt表示基因相对表达量。
1． 5 增殖实验 将生长至对数生长期的 SW480 结
肠癌细胞消化后收集细胞，以每孔 6 × 104 个细胞均

匀铺在 96 孔板中，每孔加入 100 μl无双抗的 ＲPMI-
1640 培养基，24 h后进行转染，转染后 24 h，弃去培
养基，每孔加入 180 μl 不含血清和抗生素的 ＲPMI-
1640 培养基和 20 μl MTT( 浓度为 5 mg /ml) ，避光
孵育 4 h，去掉上清液，每孔加入 150 μl DMSO，立即
在酶标仪 490 nm 波长下检测吸光度( optical densi-
ty，OD) 值。实验重复 3 次，每次设 4 个复孔。
1． 6 凋亡实验 将生长至对数生长期的 SW480 结
肠癌细胞消化后收集细胞，以每孔 5 × 105 个细胞均

匀铺在 6 孔板中，每孔加入 2 ml 无双抗的 ＲPMI-

1640 培养基，24 h后进行转染，转染后 24 h，用不含
EDTA的胰酶消化收集细胞，预冷的 PBS 洗细胞 2
次，加入 400 μl 结合液重悬细胞，再加入 5 μl An-
nexin V-FITC，混匀后，4 ℃避光孵育 15 min，加入 10
μl PI液，混匀后 4 ℃避光孵育 5 min，立即在流式细
胞仪上检测各组细胞凋亡率，实验重复 3 次。采用
Flowjo V7 软件分析结果。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 进行统计分析，
计量资料以 珋x ± s表示; 两组数据间比较使用独立样
本 t 检验，多组数据间比较使用单因素方差分析; P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 转染效率鉴定 使用 FAM-siＲNA 转染细胞
24 h后在荧光显微镜下观察，镜下可见视野内带荧
光的细胞。细胞在 siＲNA终浓度为 50 nmol /L 时转
染效率最高。见图 1。

图 1 荧光显微镜下观察细胞转染情况 × 40

2． 2 PCＲ 鉴定基因沉默结果 与正常对照组比
较，阴性组和 MAX 组 Omentin-1 mＲNA 相对表达量
下降，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ; 分别与正常对
照组、阴性组和 MAX组比较，转染组 Omentin-1 mＲ-
NA相对表达量下降，差异均有统计学意义( F =
8. 044，P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 细胞增殖实验结果 与正常对照组比较，阴性
对照组和 MAX 组 OD 值没有明显变化，差异无统计
学意义( P ＞0. 05) ; 分别与正常对照组、阴性组、MAX
组比较，转染组 OD值下降，差异均有统计学意义( F
=8. 499，P ＜0. 05) 。见图 3。
2． 4 细胞凋亡结果 与正常对照组比较，阴性对照
组和 MAX组凋亡率没有明显变化，差异无统计学
意义( P ＞ 0. 05 ) ; 分别与正常对照组、阴性组、MAX
组比较，转染组凋亡率升高，差异均有统计学意义
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( F = 29. 366，P ＜ 0. 05) 。见图 4。

图 2 Omentin-1 基因 mＲNA沉默效果鉴定

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与阴性组比较: △P ＜ 0. 05; 与

MAX组比较: #P ＜ 0. 05

图 3 细胞增殖实验结果

与正常对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与阴性组比较: △P ＜ 0. 05; 与

MAX组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

CＲC是导致全球癌症患者死亡的第三大常见
的癌症，研究［4］表明肥胖( 特别是腹型肥胖) 是 CＲC
发生的高风险因素，研究［5 － 6］显示随着身体质量指

数和腰围的增加，CＲC 患病的风险也将提高。目前
有关肥胖与 CＲC 的研究［7］表明，肥胖导致 CＲC 风
险增加可能与肥胖导致的慢性低度炎症状态，或与

体内一些激素水平异常有关，如胰岛素、胰岛素样生
长因子等。
近年来人们逐渐认识到脂肪组织分泌的脂肪因

子可能在 CＲC 的发病过程中发挥关键作用。网膜
素是一种内脏脂肪表达的可增加胰岛素敏感性的脂

肪因子，有两个结构基因: Omentin-1 和 Omentin-2，
在血循环中，Omentin-1 是主要的表现形式。临床研
究［8］表明，肥胖人群中血清网膜素水平及网膜组织

网膜素的基因表达水平均降低，且网膜素表达水平

与身体质量指数及腰围等肥胖指标呈负相关。尽管
肥胖患者 Omentin-1 水平明显降低，但是目前临床
研究未能证实 Omentin-1 是肥胖患者发生 CＲC的独
立危险因素，因此，在体外实验中，通过敲除 CＲC 细
胞株 Omentin-1 基因，从而降低 Omentin-1 水平，将
有助于更清晰地阐明 Omentin-1 在 CＲC发生过程中
的作用。
本研究结果显示，SW480 细胞中 Omentin-1 基

因被沉默后，Omentin-1 表达明显降低，转染组凋亡
率明显上升、增殖率明显下降，提示 Omentin-1 促进
CＲC细胞增殖、抑制其凋亡。Aleksandrova et al［9］的
前瞻性群组研究表明，Omentin-1 水平与 CＲC 之间
有密切的关系，高水平的 Omentin-1 更容易发生
CＲC，网膜素-1 可以作为预测 CＲC 风险的新型标志
物，Szydo et al［10］研究显示 Omentin-1 蛋白在 CＲC
中表达增加及 Omentin-1 基因在间皮瘤中表达增
加，且 Fazeli et al［2］研究也显示 CＲC患者 Omentin-1
水平明显高于健康对照者，与本研究结果一致。
但是，也有研究［11］显示，无糖尿病的Ⅲ期 CＲC

患者进行手术和奥沙利铂、5-氟尿嘧啶等化学药物
治疗后，Omentin-1 水平明显升高。与此同时，Kim
et al［12］研究表明 intelectin-1水平的升高可以作为

图 4 流式细胞仪检测细胞凋亡
A: 正常对照组; B: 阴性组; C: MAX组; D: 转染组
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Ⅳ期癌症预后较好的标志。Maeda et al［13］通过对
TMEM207( 一种不典型的跨膜蛋白) 研究表明
Omentin-1 水平的下调可能会导致进展期 CＲC 患者
预后不良。然而这与本课题组及 Aleksandrova et
al［9］、Fazeli et al［2］的研究结果相反。
有研究［13］表明脂肪因子在促进肿瘤细胞增殖

或凋亡效应上可能取决于不同癌细胞类型; Soma-
sundar et al［14］研究显示瘦素可促进乳腺癌、前列腺
癌细胞的增殖，但促进腺癌 Mia-PaCa 和 PANC-1 细
胞凋亡; Zhang et al［15］研究结果显示 Omentin-1 可通
过调节沉默信号调控因子( Sirt1) 依赖的 p53 去酰化
作用，促进肝癌细胞的凋亡; 因此，Omentin-1 对其他
CＲC细胞系( 如 CaCo-2、HCT116 ) 在增殖凋亡方面
可能也会产生不同的效应。关于 Omentin-1 对 CＲC
细胞的作用有争议，还有一种解释是可能与 Omen-
tin-1 在不同类型致癌过程中体现的“Janus-faced”病
理生理学特性有关。因此 Omentin-1 与 CＲC细胞以
及 CＲC之间的关系还需进一步的研究。
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Effects of Omentin-1 gene silence on proliferation
and apoptosis of colon cancer cells

Li Xueting，Wan Lijuan，Zhang Qunhui，et al
( Dept of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of Omentin-1 gene silence on the proliferation and apoptosis of co-
lon cancer cells． Methods Human SW480 colon cancer cell lines were cultured in vitro，siＲNA interferene tech-
nology was performed to silence the expression of Omentin-1 using lipofectamine mediation to transfect siＲNA into
human SW480 colon cancer cells． The experiment was divided into transfection group( transfecting Omentin-1 siＲ-
NA) ，negative control group( transfecting negative siＲNA) ，blank control group，and MAX group( including only
transfection reagent) ． The relative expression levels of Omentin-1 in SW480 colon cancer cells in each group were
detected by real-time quantitative real-time PCＲ ( ＲT-PCＲ) to identify changes in Omentin-1 gene expression
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levels in the transfection group． MTT assay and flow cytometry were respectively used to evaluate the proliferation
and apoptosis of SW480 colon cancer cells after transfection for 24 hours． Ｒesults The relative expression of
Omentin-1 mＲNA and the OD value in the transfection group were decreased and the apoptotic rate was significantly
higher than that of the other three groups( P ＜ 0. 05) ． Compared with the blank control group，the relative expres-
sion of Omentin-1，the OD value and apoptosis rate in negative group and MAX group were not significantly differ-
ence ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Omentin-1 gene silencing inhibits proliferation and promotes the apoptosis of hu-
man SW480 colon cancer cells．
Key words colon cancer; Omentin-1; ＲNA interference
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siＲNA可降低 IL-1β刺激椎间盘细胞所致凋亡敏感性
韩敦富，尹荷珊，王 延，王鹏云，汪 震，魏 超，时 明

摘要 目的 明确 siＲNA是否可降低大鼠椎间盘细胞对 IL-
1β预刺激导致的凋亡敏感性，并初步探讨其机制。方法
用阴性对照 siＲNA 转染原代大鼠腰椎间盘细胞后，用含 10
ng /ml IL-1β的 1%胎牛血清( FBS) 培养基和被转染椎间盘
细胞共培养，分别在 4、8、16、32 h检测其对 Fas受体( Fas) 表
达的影响。利用 Fas-siＲNA 和阴性对照 siＲNA 分别对原代
大鼠椎间盘细胞进行转染 48 h 后，实验分组和处理: 共分 5
组，N、N-20 ng、N-IL 为阴性对照 siＲNA 转染细胞，Si-20 ng、
Si-IL为 Fas － siＲNA2 转染的细胞。N 为对照组，只加 1%
FBS培养基; N-20 ng 和 Si-20 ng 在 1% FBS 培养基培养 8 h
后，更换为含 20 ng /ml Fas配体( FasL) 的 1% FBS培养基; N-
IL和 Si-IL: 与 10 ng /ml IL-1β 在 1% FBS 培养基中培养 8 h
后，更换为含 20 ng /ml FasL 的 1% FBS 培养基; 以上各组加
入 20 ng /ml FasL后均继续培养 24 h，观察细胞的凋亡情况，
Annexin V-FITC /PI双染流式细胞仪检测各组细胞凋亡率，
ＲT-PCＲ、Western blot分别检测 Fas mＲNA 和蛋白表达水平。
结果 ① 与 10 ng /ml IL-1β共培养的阴性对照 siＲNA 转染
细胞的 Fas mＲNA在 4 h时开始升高，但 32 h时才出现统计
学差异; 而蛋白检测各时间点均未出现表达差异。② 经 IL-
1β预处理的 Si-IL、N-IL细胞组较相应的未经 IL-1β 预处理
的 Si-20 ng、N-20 ng 细胞组，细胞凋亡率均升高; Fas-siＲNA
转染的 Si-IL细胞组较阴性 siＲNA 转染的 N-IL 细胞组的细
胞凋亡率明显下降。③ 细胞凋亡率与 Fas 的表达具有相关
性。结论 siＲNA可降低大鼠椎间盘细胞对 IL-1β 预刺激导
致的凋亡敏感性，但其确切机制尚需进一步研究。
关键词 椎间盘细胞; 凋亡; siＲNA; IL-1β; ＲNA干扰
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炎症因子特别是 IL-1β在椎间盘退变过程中发
挥了很大的促进作用，涉及到诸多方面［1 － 2］。最近
的研究［3］表明，IL-1β 不仅能够导致营养缺乏状态
下椎间盘细胞的凋亡，而且还可以大大提高椎间盘

细胞对 Fas Ligand 介导的凋亡敏感性［4］。Cui et
al［4］研究同时还发现，IL-1β 可以上调死亡受体 Fas
mＲNA 的表达。然而，关于 IL-1β 预刺激增强了椎
间盘细胞对 Fas L 的凋亡敏感性的原因却未作深
究。
该研究力图利用 ＲNAi的方法对这一原因进行

探讨并检验能否利用这一技术降低椎间盘细胞对炎

性因子刺激而导致的凋亡敏感性，并对其机制作初

步探讨。为保持与 Cui et al［4］实验结果的一致性，
本部分实验仍然采用了 SD 大鼠椎间盘内层纤维环
+髓核交界区细胞。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 3 月龄 SD大鼠，雌雄不限( 中山大
学动物实验中心提供) 。
1． 2 主要试剂及仪器 DMEM-F12 培养基( 美国
Gibco 公司) ; 特优级胎牛血清 ( 美国 Hyclone 公
司) ; 重组大鼠 Fas Ligand ( 美国 Ｒ＆D Systems 公
司) ; Fas-siＲNA( 广州市锐博生物科技有限公司) ;
ＲT-PCＲ 试剂盒 ( PrimeScriptTM ＲT-PCＲ Kit，日本
TaKaＲa 公司，) ; PCＲ 引物( 上海生工生物工程公
司) ; β-actin 单克隆抗体、Fas 单克隆抗体 ( anti-
Ｒat) 、蛋白 Marker ( 美国 Newmarker 公司) ; 碘化丙
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