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摘要　目的　探究染色体不稳定（ＣＩＮ）相关基因多肽Ｎ乙酰半乳糖氨基转移酶７（ＧＡＬＮＴ７）对结肠癌细胞ＨＣＴ１１６增殖和凋
亡的影响。方法　采用慢病毒感染构建敲低ＧＡＬＮＴ７的ＨＣＴ１１６细胞系，通过染色体滴定验证ＧＡＬＮＴ７与ＣＩＮ的相关性，运用
活细胞计数检测ＧＡＬＮＴ７对细胞增殖的影响，采用流式细胞术和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＡＬＮＴ７对细胞周期的影响，采用Ｃａｓｐａｓｅ３
酶活性测定和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＡＬＮＴ７对细胞凋亡的影响。结果　敲低ＧＡＬＮＴ７后ＨＣＴ１１６细胞染色体核型分布更为分散，
ＣＩＮ程度增高，细胞增殖速度减慢；敲低ＧＡＬＮＴ７后ＨＣＴ１１６细胞发生细胞周期阻滞，并且细胞内Ｐ２１蛋白上调，ＣＤＫ６蛋白下
调；敲低ＧＡＬＮＴ７后ＨＣＴ１１６细胞Ｃａｓｐａｓｅ３酶活性上升，切割型 ＰＡＲＰ１蛋白和 ＰＵＭＡ蛋白表达量升高，ＢＣＬ２蛋白表达量下
降。结论　ＧＡＬＮＴ７基因可能通过抑制ＣＩＮ产生促进结肠癌细胞增殖并抑制其凋亡。
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　　染色体不稳定（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＣＩＮ）是
细胞在进行有丝分裂时染色体分离发生错误引起

的［１］。ＣＩＮ通常被认为是癌症的标志［２］。研究［３］

表明，ＣＩＮ与癌症的发生发展、免疫逃逸、化疗耐药
性以及不良预后等密切相关。ＣＩＮ的发生原因目前
尚未完全明确。因此，进一步探索 ＣＩＮ的发生发展
机制对于寻找肿瘤治疗靶点、改善预后至关重要。

多肽Ｎ乙酰半乳糖胺基转移酶 ７（Ｎａｃｅｔｙｌｇａ
ｌａｃｔｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ７，ＧＡＬＮＴ７）由 ＧＡＬＮＴ７基因
编码，是 ＧＡＬＮＴ家族成员之一［４］。有研究［５］表明

ＧＡＬＮＴ７基因在宫颈癌组织中的表达较正常组织明
显上调，并且ＧＡＬＮＴ７还能通过正向调控 ＪＡＫＳＴＡＴ
信号通路进而促进细胞增殖［４］。这提示ＧＡＬＮＴ７可
能在癌症的发生发展中发挥重要作用。该研究通过

生物信息学方法分析发现结肠癌临床样本中

ＧＡＬＮＴ７的表达与 ＣＩＮ程度呈显著负相关，在此基
础上通过体外细胞实验分析了 ＧＡＬＮＴ７对 ＣＩＮ、细
胞增殖以及凋亡的影响，以期为结肠癌临床治疗提

供新线索和思路。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　盐酸强力霉素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａ
ｔｅ，ＤＯＸ）（货号：Ｄ８９６０）、吉姆萨染料（货号：
Ｇ８８２０）和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）（货号：
Ｐ８０８０）购自北京索莱宝有限公司；ＤＭＥＭ高糖培养
基购自武汉普诺赛生命科技有限公司；胎牛血清购

自上海赛拓生物科技有限公司；青链霉素（货号：

ＳＴ４８８Ｓ）、Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测试剂盒（货号：Ｃ１１１６）
和一抗稀释液（货号：Ｐ０２５６）购自上海碧云天生物
技术有限公司；诺考达唑（Ｎｏｃｏｄａｚｏｌｅ）（货号：ＨＹ
１３５２０）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ生物科技公司；定
量ＰＣＲ引物由滁州通用生物（安徽）股份有限公司
合成；定量 ＰＣＲ试剂（货号：９１０８）购自日本 Ｔａｋａｒａ
公司；凋亡相关蛋白 ＰＵＭＡ（货号：５５１２０１ＡＰ）、周
期相关蛋白ＣＤＫ６（货号：１４０５２１ＡＰ）和Ｐ２１（货号：
１０３５５１ＡＰ）抗体购自美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，凋亡相
关蛋白切割型 ＰＡＲＰ１（ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１）（货号：
ＥＴ１６０８１０）和 ＢＣＬ２（货号：ＥＴ１６０３１１）抗体、辣根
过氧化物酶偶联的山羊抗兔二抗（货号：ＨＡ１００１）购
自杭州华安生物有限公司，内参蛋白 ＴＵＢＵＬＩＮ（货
号：４２４０４１）抗体和 ＥＣＬ化学发光试剂盒（货号：
Ｅ４１２０１）购自南京诺维赞生物有限公司；辣根过氧
化物酶偶联的山羊抗鼠二抗（货号：ＣＷ０１０２Ｓ）购自
北京康为世纪生物科技股份有限公司。
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１．２　主要仪器　ＰＣＲ仪（型号：Ｔ１００）购自美国
ＢｉｏＲａｄ公司；酶标仪（型号：ＳＹＮＥＲＧＹ２）购自美国
ＢｉｏＴｅｋ公司；定量 ＰＣＲ仪（型号：７５００）购自美国
ＡＢＩ公司；倒置光学显微镜（型号：ＥｃｌｉｐｓｅＴｉＳ）购自
日本尼康公司；流式细胞仪（型号：ＣｙｔｏＦＬＥＸ）购自
美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。
１．３　生物信息学分析　从癌症基因组图谱（Ｔｈｅ
ＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库下载收集 ３８６
例结肠癌样本，使用 Ｒ软件包 ｇｇｐｕｂｒ［６］进行相关性
分析绘图，利用 Ｒ软件包 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ［７］进行基因
富集分析（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ），用Ｒ
软件包ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ［８］绘图，初步探究该基因在结肠癌
中的可能调控通路。

１．４　细胞培养及细胞系构建　ＬｅｎｔｉＸ２９３Ｔ和
ＨＣＴ１１６细胞均使用含有１０％胎牛血清以及１％青
链霉素溶液的 ＤＭＥＭ高糖培养基置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养。将可表达靶向 ＧＡＬＮＴ７ｍＲＮＡ
的ｓｉＲＮＡ序列克隆至 ＤＯＸ诱导型慢病毒表达载体
中［９］，该质粒与包装质粒 ＶＳＶＧ、△Ｒ８９１共转染至
包装细胞 ＬｅｎｔｉＸ２９３Ｔ中，４８ｈ后收集上清感染
ＨＣＴ１１６细胞，加入１μｇ／ｍｌ嘌呤霉素筛选一周后得
到稳转细胞株 ＨＣＴ１１６ｓｉＧＡＬＮＴ７。在该稳转细胞
培养液中加入１００ｎｇ／ｍｌＤＯＸ即可诱导ｓｉＲＮＡ的表
达，该ＤＯＸ（＋）组记作实验组，平行设置不加 ＤＯＸ
的ＤＯＸ（－）组作为对照组。
１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　收集两组细胞颗粒，用
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂裂解提取细胞 ＲＮＡ，取２μｇＲＮＡ
反转录为 ｃＤＮＡ，并进行 １０倍稀释。以此为模板，
进行实时荧光定量ＰＣＲ实验。ＧＡＰＤＨ上下游引物
序列分别 ５′ＧＡＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧ３′
和５′ＧＡＧＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧ３′；ＧＡＬＮＴ７上下
游引物序列分别为５′ＴＣＴＧＧＴＣＴＴＣＣＣＴＧＡＣＣＣＣＧ
３′和５′ＣＴＡＧＴＣＣＡＴＴＧＣＣＧＣＣＴＣＧＧ３′。
１．６　染色体滴定　将 ＤＯＸ诱导７２ｈ的两组细胞
接种于６０ｍｍ皿中，２４ｈ后在培养皿中加入终浓度
为１００ｎｇ／ｍｌ的Ｎｏｃｏｄａｚｏｌｅ处理１２ｈ。１２ｈ后使用
低渗溶液（含００１１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠和００３２ｍｏｌ／Ｌ
氯化钾的水溶液）处理１０ｍｉｎ，加入固定液（含７５％
甲醇和２５％乙酸的溶液）固定细胞后于适当高度进
行滴片。吉姆萨染液染色后使用显微镜拍照，通过

ＩｍａｇｅＪ软件进行染色体计数。
１．７　细胞增殖检测　将处于对数生长期的细胞按
１５×１０４个／孔的数量接种于１２孔板中，并在 ＤＯＸ

（＋）组中加入１００ｎｇ／ｍｌ的 ＤＯＸ诱导。每隔２４ｈ
收集孔内细胞在显微镜下进行活细胞计数，连续计

数４ｄ，并绘制生长曲线图。
１．８　流式细胞术检测细胞周期　离心收集细胞颗
粒，加入７０％乙醇置于 －２０℃固定过夜。细胞用
ＰＢＳ洗涤１次，加入１ｍｌ含０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的
ＰＢＳ室温孵育１５ｍｉｎ，离心弃上清液，再加入１ｍｌＰＩ
染液室温避光孵育３０ｍｉｎ。使用流式细胞仪检测，
通过ＭｏｄｆｉｔＬＴ５０软件进行数据分析［１０］。

１．９　蛋白质印迹法　离心收集细胞颗粒，使用 ＲＩ
ＰＡ裂解液裂解细胞，提取细胞总蛋白。通过８％和
１２％的十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离蛋白，运用湿转法将蛋白转至硝
酸纤维素膜上，使用一抗稀释液稀释的 ＴＵＢＵＬＩＮ
（１∶８００００），ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１（１∶１０００），ＰＵＭＡ
（１∶３０００），ＢＣＬ２（１∶２０００），ＣＤＫ６（１∶６０００），
Ｐ２１（１∶１００００）抗体室温孵育９０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗涤２
次，加入辣根过氧化物酶偶联的山羊抗鼠二抗

（１∶５００００）或抗兔二抗（１∶５００００）室温孵育 ６０
ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜３次，通过 ＥＣＬ化学发光试剂盒进
行显影。

１．10　Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　收取细胞颗粒，按照
Ｃａｓｐａｓｅ３检测试剂盒说明书步骤裂解细胞，再加入
催化底物于３７℃孵育８ｈ，使用酶标仪测定４０５ｎｍ
处的吸光度值。根据吸光度值与样品蛋白浓度的比

值计算出Ｃａｓｐａｓｅ３的相对活性。
１．１1　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０和
ＩｍａｇｅＪ分析数据和作图，采用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ软件
进行统计学分析，单因素样本两组间比较采用双尾ｔ
检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　结肠癌临床样本中ＧＡＬＮＴ７基因与ＣＩＮ的相
关性及可能的调控通路　表达相关性分析表明，
ＧＡＬＮＴ７表达与 ＣＩＮ程度呈显著负相关（Ｒ＝
－０４０６，Ｐ＜０００１，图１Ａ）。为了解 ＧＡＬＮＴ７的潜
在生物学功能，通过生物信息学方法进行基因富集

分析，结果显示 ＧＡＬＮＴ７基因可能参与有丝分裂纺
锤体调控［标准化富集分数（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｓｃｏｒｅ，ＮＥＳ）＝１６７１，Ｐ＜０００１］、ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ
信号通路激活（ＮＥＳ＝１５７９，Ｐ＜０００１）等生物学过
程（图１Ｂ、Ｃ）。这些分析结果提示，ＧＡＬＮＴ７可能通
过上述所富集的细胞生长、增殖相关的重要生物学
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图１　结肠癌临床样本中ＧＡＬＮＴ７基因与ＣＩＮ的相关性及可能的调控通路

Ｆｉｇ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＧＡＬＮＴ７ａｎｄＣＩＮｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｌｉｎｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｐａｔｈｗａｙｓｏｆＧＡＬＮＴ７ｇｅｎｅ
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通路而调控结肠癌的发生发展。

２．２　ＧＡＬＮＴ７的表达对结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞 ＣＩＮ
及细胞增殖的影响　首先在结肠癌细胞 ＨＣＴ１１６中
构建了 ＤＯＸ诱导型敲低 ＧＡＬＮＴ７的稳转细胞系
ＨＣＴ１１６ｓｉＧＡＬＮＴ７，实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，
ＤＯＸ（＋）组的 ＧＡＬＮＴ７表达水平低于 ＤＯＸ（－）组
（ｔ＝２５１７，Ｐ＜００１，图２Ａ）。为了验证 ＧＡＬＮＴ７的
表达与 ＣＩＮ的相关性，通过染色体滴定实验计数
１００张染色体核型图，结果显示，ＤＯＸ（＋）组细胞的
染色体核型分布更为分散（图２Ｂ～Ｄ）：ＤＯＸ（－）组
细胞的非整倍体比例为１９％，ＤＯＸ（＋）组细胞非整
倍体比例为 ４８％，这提示敲低 ＧＡＬＮＴ７能促进
ＨＣＴ１１６细胞产生 ＣＩＮ，与前述生信分析结果（图
１Ａ）一致。运用活细胞计数法进一步探究 ＧＡＬＮＴ７
对ＨＣＴ１１１６细胞增殖的影响，结果显示 ＤＯＸ（＋）
组细胞生长速度在Ｄａｙ３后降低（Ｐ＜００５，图２Ｅ）。
以上结果提示敲低 ＧＡＬＮＴ７基因能够促进 ＨＣＴ１１６
细胞发生ＣＩＮ并抑制细胞增殖。
２．３　敲低ＧＡＬＮＴ７基因对结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞细
胞周期的影响　使用生物信息学方法通过基因富集
分析研究ＧＡＬＮＴ７基因对细胞周期的调控作用，显
示其在细胞周期检验点基因集出现正向富集（ＮＥＳ
＝１５１７，Ｐ＜０００１，图３Ａ）。基于此，运用流式细胞
术检测两组细胞的细胞周期分布情况，结果表明，

ＤＯＸ（＋）组细胞周期分布发生了变化（ｔＧ０／Ｇ１ ＝
９５３４，Ｐ＝０００７；ｔＳ＝１９０２，Ｐ＜０００１，图３Ｂ、Ｃ）。
进一步采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组细胞中细胞周期
相关蛋白的表达，结果显示，ＤＯＸ（＋）组细胞 Ｐ２１
蛋白表达水平上调，ＣＤＫ６蛋白表达水平下调（图

３Ｄ、Ｅ）。这些结果提示，敲低 ＧＡＬＮＴ７可介导
ＨＣＴ１１６细胞发生细胞周期阻滞。
２．４　敲低ＧＡＬＮＴ７基因对结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞凋
亡的影响　使用生物信息学方法通过基因富集分析
研究ＧＡＬＮＴ７基因对细胞凋亡的调控作用，显示其
在细胞凋亡相关基因集出现正向富集（ＮＥＳ＝
１５７１，Ｐ＜０００１，图４Ａ），提示其可能参与对细胞凋
亡的调节。流式细胞术检测细胞周期发现，ＤＯＸ
（＋）组细胞的 ｓｕｂＧ１期细胞比例显著上调（ｔ＝
８２０２，Ｐ＝０００１，图４Ｂ），亦提示ＧＡＬＮＴ７可能调控
ＨＣＴ１１６细胞的凋亡过程。进一步收集两组细胞进
行Ｃａｓｐａｓｅ３活性检测，结果显示，ＤＯＸ（＋）组细胞
中Ｃａｓｐａｓｅ３相对活性高于对照组（ｔ＝３１８，Ｐ＜
０００１，图４Ｃ）。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组细胞凋
亡相关蛋白的表达情况，结果亦显示，ＤＯＸ（＋）组
细胞中 ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１、ＰＵＭＡ蛋白表达量增多，
ＢＣＬ２蛋白表达量下降（图４Ｄ～Ｆ）。上述结果均提
示敲低ＧＡＬＮＴ７基因能促进ＨＣＴ１１６细胞凋亡。

３　讨论

糖基化是一种常见且多样化的蛋白质修饰形

式［１１］。有研究［１２］表明糖基化可调控肿瘤细胞增

殖、侵袭、凋亡等多种生物学过程。肿瘤中糖基化异

常的主要原因之一是细胞内糖基转移酶表达失

调［１２］。由ＧＡＬＮＴ７基因编码的酶在 Ｏ乙酰葡糖胺
糖基化修饰充当糖基转移酶的作用［１１］，该基因已被

证明能够修饰细胞表面蛋白和分泌蛋白的 Ｏ糖基
化［１１］。ＣＩＮ是肿瘤细胞中普遍存在的恶性特征之
一，其发生有多种可能机制，包括纺锤体组装检验点
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图２　ＧＡＬＮＴ７的表达与结肠癌ＨＣＴ１１６细胞ＣＩＮ的相关性以及对细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＧＡＬＮＴ７ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＣＩＮｉｎＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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图３　敲低ＧＡＬＮＴ７基因对结肠癌ＨＣＴ１１６细胞细胞周期的影响
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图４　敲低ＧＡＬＮＴ７基因对结肠癌细胞ＨＣＴ１１６凋亡的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｉｎｇｄｏｗｎｏｆＧＡＬＮＴ７ｇｅｎｅｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＧＳＥＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＡＬＮＴ７ｇｅｎｅ；Ｂ：ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｓｕｂＧ１ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｉｎＤＯＸ（－）ａｎｄＤＯＸ（＋）ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＨｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＣａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖ

ｉｔｙｉｎＤＯＸ（－）ａｎｄＤＯＸ（＋）ｃｅｌｌｓ；Ｄ－Ｆ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｅｓｏｆＣｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ１，ＰＵＭＡａｎｄＢＣＬ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＤＯＸ（－）ａｎｄＤＯＸ（＋）

ｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５ｖｓＤＯＸ（－）ｇｒｏｕｐ．

缺陷、中心体异常复制、动粒 －微管附着错误等［３］。

糖基化与 ＣＩＮ发生的关系目前尚未见报道。本研
究通过对结肠癌临床样本的分析发现ＧＡＬＮＴ７表达
与肿瘤 ＣＩＮ程度呈负相关，但 ＧＡＬＮＴ７基因抑制
ＣＩＮ发生的具体分子机制仍有待进一步研究。

ＧＡＬＮＴ７基因已被发现在许多肿瘤组织中高表
达［４－５］，可通过多种机制调控肿瘤进展。研究［１３］表

明ＧＡＬＮＴ７基因能通过增加表皮生长因子受体（ｅｐｉ
ｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）的表达，从而激
活ＥＧＦＲＰＩ３ＫＡＫＴ通路促进甲状腺肿瘤细胞的增
殖和迁移。在宫颈癌方面，也有研究［１４］表明

ＧＡＬＮＴ７通过正向调控 ＥＧＦＲＰＩ３ＫＡＫＴ激酶通路
进而促进细胞增殖和侵袭。本研究通过ＧＳＥＡ分析
表明ＧＡＬＮＴ７对结肠癌细胞增殖和凋亡的调控可能
与 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路相关，这与上述文献报道
相一致。另外，研究［１５］表明，中心粒组装蛋白基因

ＳＴＩＬ的异常表达会导致异常的中心粒扩增以及ＣＩＮ
的产生，同时该基因能通过激活 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ
通路增加ｃＭＹＣ表达，进而促进膀胱癌的增殖和转
移。上述研究进一步提示了 ＣＩＮ对肿瘤细胞的调
控作用可能与 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路有关。与上述
研究相应，本研究显示，敲低 ＧＡＬＮＴ７后 ＨＣＴ１１６细

胞中 ＣＩＮ、细胞周期阻滞和凋亡程度增加，ＧＳＥＡ分
析提示 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路的可能激活，这进一
步支持了 ＣＩＮ可能通过 ＰＩ３ＫＡＫＴｍＴＯＲ通路对细
胞生长产生调控作用这一观点。

综上所述，该研究通过生物信息学方法分析发

现结肠癌临床样本中ＧＡＬＮＴ７基因的表达与ＣＩＮ程
度呈显著负相关，并进一步通过多种细胞实验验证，

提示ＧＡＬＮＴ７基因可能通过抑制ＣＩＮ产生从而促进
结肠癌细胞增殖并抑制其凋亡。
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