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Abstract
AIM: To verify expression and location of 
CacyBP/SIP in colon cancer cells, so to explore 
the role of CacyBP/SIP in colon cancer.

METHODS: The expression of CacyBP/SIP in 
the three colon cancer cell lines was detected 
using Western blot. The location of CacyBP/
SIP in the colon cancer cell and location after 
stimulation by KCl, gastrin(10-8 mol/L) were 
determined separately by indirect immunofluo-
rescence. The change of Ca2+ concentration in 

the colon cancer cells stimulated by gastrin was 
detected by laser copolymerization focal. 

RESULTS: CacyBP/SIP was detected in the 
HT29 and SW480 colon cancer cells and unde-
tected in the Lovo colon cancer cells. CacyBP/
SIP was located in the cytoplasm of colon cancer 
cells. After stimulation by KCl, CacyBP/SIP 
translocated into nucleus; after KCl was washed 
off, CacyBP/SIP was relocated in the cytoplasm. 
Upon stimulation by gastrin, CacyBP/SIP also 
translocated into the nucleus. Compared with 
the colon cancer cell without gastrin, intra-cellu-
lar Ca2+ concentration with gastrin was increased 
(25.33 ± 0.57 vs 21 ± 1, P < 0.05). 

CONCLUSION: CacyBP/SIP is expressed in the 
colon cancer cells and located in the cytoplasm. 
CacyBP/SIP could translocate into the nucleus 
after increased intra-cellular Ca2+ concentration. 
These results suggest that CacyBP/SIP may 
be involved in the progression of colon cancer 
through nuclear translocation. 
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0  引言

在我国, 结肠癌已位居恶性肿瘤第五位, 随着饮

食结构变化及人口老龄化, 其发病率呈逐年上

升的趋势. 虽然目前已明确, 在结肠癌进展中, 
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K-ras、APC基因的突变及p53基因的失活与其

密切相关, 但对于结肠癌的早期诊断仍特异性

欠佳. 所以全面理解结肠癌发生发展过程中诸

多基因表达的变化尤其是早期基因表达的变化, 
可以提高其早期诊断率并为结肠癌的基因治疗

提供理论依据. 
钙周期素结合蛋白(C a l c y c l i n-b i n d i n g-

protein, 亦称siah-interaction-protein, CacyBP/SIP)
是一个26 kDa大小以钙依赖的方式结合S100家
族的蛋白, 最早从艾氏腹水瘤细胞中克隆[1]. 我所

在2001年研究胃癌多药耐药时发现CacyBP/SIP
在胃癌阿霉素耐药细胞SGC7901/ADR中高表达

并参与胃癌细胞的多药耐药[2-3], 为进一步研究

其功能, 制备了小鼠源性抗人CacyBP/SIP mAb[4], 
在组织分布的研究中发现, CacyBP/SIP在正常结

肠组织不表达, 高表达于结肠癌组织, 定位于细

胞胞质及胞核[5]. 本研究旨在上述研究的基础上, 
应用蛋白质印迹法(Western blot)和细胞免疫荧

光染色, 明确结肠癌细胞中CacyBP/SIP的表达

及定位, 进一步探讨CacyBP/SIP在结肠癌发生

发展中的意义.

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640购于Gibco公司; 小牛血清购

于四季青公司; BCA蛋白定量试剂盒购自碧云

天公司; CacyBP/SIP mAb由本实验室自制; HRP
标记羊抗鼠抗体、FITC标记的羊抗鼠IgG为中

山公司产品; HEPES、NC膜购自Merck公司; 超
级化学发光试剂盒购自Pierce公司; X光片购自

Kodak公司; 鼠抗人β-actin、胃泌素、Fluo-3-AM
为Sigma公司产品; 激光共聚焦显微镜为Bio-Rad
公司; 35 mm Petri细胞培养皿由Meridian提供.
1.2 方法 
1 .2 .1  细胞株及其培养条件 :  人结肠癌细胞

HT29、SW480、Lovo细胞引自中国人民解放

军军事医学科学院, 本实验室传代保存, 细胞在

37℃、50 mL/L CO2、饱和湿度培养箱中培养, 
培养基为含100 mL/L热灭活小牛血清、100 000 
U/L青霉素和100 000 U/L链霉素的RPMI 1640培
养基. 
1.2.2 Western blot法检测: 参照Santa Cruz公司提

供的方法, 应用RIPA组织裂解液分别裂解结肠癌

细胞, 提取细胞总蛋白, 按照蛋白定量试剂盒的

说明测定细胞提取液的蛋白浓度. 取相同的细胞

上样量行120 g/L SDS-PAGE, 电转移至NC膜, 封
闭后, 加入一抗(CacyBP/SIP单抗, 1∶100)及用
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HRP标记的山羊抗小鼠Ig(1∶2000), 按常规方法

进行化学发光, 曝光, 显影. 以β-actin作为内对照. 
1.2.3 细胞免疫荧光染色: 收获对数生长期的

HT29细胞, 计数并调整细胞密度2-3×104, 接
种于无菌盖玻片上; 37℃培养24-36 h后, 取出

盖玻片, PBS冲洗3次, 经无水乙醇固定, 0.3% 
Triton-100增加通透性, 山羊非免疫血清去除非

特异结合, 加入抗CacyBP/SIP mAb(1∶10), 湿盒

中4℃过夜; 加FITC标记羊抗鼠IgG(1∶50), 湿
盒中37℃孵育2 h; 500 mL/L甘油缓冲液封片, 激
光共聚焦显微镜观察并拍照. 以上实验细胞分

KCL实验组及胃泌素实验组; 在KCL实验组中, 
细胞培养液中加入KCL(终浓度30 mmol/L)作用

10 min后, 行细胞爬片及免疫荧光染色; KCL洗
脱组中, 加入KCL作用10 min后用PBS洗脱后, 
行细胞爬片及免疫荧光染色. 在胃泌素实验组

中, 细胞培养液中加入胃泌素(10-8 mol/L), 与细

胞共同孵育4 h后行细胞爬片及免疫荧光染色; 
无胃泌素组中细胞直接行细胞免疫荧光染色.
1.2.4 激光共聚焦显微镜检测细胞内Ca2+浓度: 
取HT29细胞以5×105/cm2的浓度接种于35 mm 
Petri培养皿底部的盖玻片上, 培养24 h后, 吸除

培养皿内的培养液, 用10 mmol/L HEPES冲洗3
次, 加人浓度为20 µmol/L钙荧光探针Fluo-3-AM 
20 µL、37℃避光孵育30 min, HEPES冲洗3次, 
加入0.5 mL HEPES缓冲液, 将培养皿置于激光

扫描共聚焦显微镜载物台上, 选用40倍物镜．

确定激发光波长为488 nm, 选择合适视野, 预扫

描后确定最佳扫描参数, 波长为488 nm时开始

扫描, 计算机记录扫描结果并计算出整张照片

细胞的平均荧光强度和标准差.
统计学处理 应用SPSS11.0统计软件行统计

学处理, 采用t检验.

2  结果

2.1 CacyBP/SIP在结肠癌细胞系中的表达 对3
种人结肠癌细胞系中CacyBP/SIP的表达进行

Western blot检测, 结果显示结肠癌细胞系HT29
及SW480均有较高水平的CacyBP/SIP表达, 而
Lovo细胞中CacyBP/SIP表达缺失(图1). 提示结

肠癌细胞系中普遍表达CacyBP/SIP.
2.2 细胞免疫荧光检测CacyBP/SIP在结肠癌细

胞的定位 激光共聚焦显示, CacyBP/SIP在HT29
细胞中主要分布在胞质内(图2A); 给予KCL刺激

后, CacyBP/SIP在细胞胞质和胞核中都有分布, 
主要集中于核膜处(图2B); 洗脱KCL后, CacyBP/

www.wjgnet.com
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SIP重新分布于胞质中(图2C). 提示CacyBP/SIP
在给予KCL刺激后, 细胞内Ca2+浓度后升高后可

转位至细胞核.
2.3 胃泌素可诱导CacyBP/SIP核转位 激光共聚

焦显示, 在无胃泌素刺激的结肠癌细胞HT29中, 
CacyBP/SIP主要分布在胞质内(图3A); 给予10-8 
mol/L胃泌素刺激后, CacyBP/SIP在胞核和胞质

都有分布(图3D). 提示胃泌素可诱导CacyBP/SIP
核转位(图3).
2.4 细胞内Ca2+浓度升高 图4A和图4B分别显示

对照组、胃泌素刺激组的HT29细胞内荧光强

度, 以Fluo-3-AM的荧光强度表示Ca2+浓度. 从
图5可以看出, 对照组HT29细胞Fluo-3-AM的荧

光值分别为21±1, 胃泌素刺激组HT29细胞的荧

光强度为25.33±0.57. 说明给予胃泌素刺激后

HT29细胞内Ca2+浓度显著高于对照组, 具有统

计学差异(P <0.05).

3  讨论

CacyBP/SIP, 1998年从艾氏腹水瘤细胞中克

隆 ,  是一个26 k D a大小以钙依赖的方式结合

Calcyclin的蛋白. CacyBP/SIP可做为S100蛋白

家族的靶蛋白, S100蛋白家族是Ca2+结合蛋白家

族中最大的亚类, 以组织特异性的方式作为钙

信号的传导器, 与特异的靶蛋白相互作用, 介导

钙信号对细胞的调控. 现发现CacyBP/SIP可与

S100A1、A6、A12、B、P结合, 他们均与肿瘤

的进展及转移有关[6]. 
Matsuzawa et al [7]在研究泛素降解途径时

发现: SIP(siah binding protein), 与CacyBP/SIP
编码氨基酸完全相同的cDNA全长, 可与Skp1-
cullin-Fbox Ebi泛肽连接酶结合. 泛素-蛋白酶体

通路是生物体内进行蛋白质选择性降解的重要

途径之一, 而细胞周期调控蛋白P27、细胞周期

蛋白D1、B、E等均是通过泛素酶SCF降解的[8]. 
CacyBP/SIP/SIP可与SCF结合, 参与泛素化蛋白

降解具有重要意义. 
我所在制备CacyBP/SIP单克隆抗体的基础

上, 检测了CacyBP/SIP在正常组织及肿瘤组织

中的表达分布, 结果发现: CacyBP/SIP在正常结

肠组织中不表达, 在结肠癌组织中高表达, 主要

定位于胞质/胞核. 这种现象有何意义, 定位于细

胞核对其功能的发挥到底有何作用值得进一步

研究. 
为探讨这种现象在结肠癌细胞中是否存在, 

我们首先应用Western blot检测了结肠癌细胞

SW480、HT29及Lovo中CacyBP/SIP的表达, 结
果发现: CacyBP/SIP在SW480及HT29中均表达, 
说明结肠癌细胞中普遍表达CacyBP/SIP. 随后行

细胞免疫荧光检测CacyBP/SIP在结肠癌细胞中

的定位, 研究表明CacyBP/SIP主要定位于胞质.
Filipek et al [9]及Wu et al [10]均发现CacyBP/SIP

具有依赖Ca2+浓度的核转位及磷酸化现象, 那么

在结肠癌细胞中存在这种现象吗? 我们首先给

予KCL, 可诱发细胞游离钙离子浓度升高, 给予

KCL刺激后发现CacyBP/SIP可转位至细胞核, 洗
脱KCL后, 这种转位现象即消失, 此时CacyBP/
SIP分布于胞质. 这同其他研究报道一致. 

在生物体内, 细胞通过激素、生长因子等将

信号由胞膜传递至胞质/胞核. 钙信号通路在其

中起着重要的作用. 那么, CacyBP/SIP这种依赖

于Ca2+浓度的核转位现象是否与胞外信号传递

相关呢? CacyBP/SIP入核后究竟引起细胞何种

功能的变化?
为进一步回答这些问题, 我们选用胃泌素作

为刺激剂, 因为即往研究已表明, 胃泌素除了对

正常的胃肠道黏膜起生长促进的作用[11-12], 亦可

促进结肠癌的增殖、迁移及浸润[13-14], 是促结肠

癌增殖的生长因子. 流行病学调查及动物体内

研究均证实: 高胃泌素血症促进结肠癌的发生

并且在肿瘤的生长中起重要作用[15]. 此外, 在动

物模型中发现: 应用胃泌素受体CCK-2拮抗剂可

逆转高胃泌素血症促结肠癌生长的作用, 说明

扰乱胃泌素的信号可降低肿瘤的增殖[16]. 
胃泌素与相应受体结合后可增加细胞内

Ca2+浓度, 那么此时CacyBP/SIP在胃泌素诱导

下可入核吗? 我们的研究发现: 胃泌素可以诱导

CacyBP/SIP入核. 那么是否通过升高细胞内Ca2+

从而诱导CacyBP/SIP入核呢? 
胃泌素的CCK-2受体属于G蛋白偶联受体

超家族, 与胃泌素结合后可活化磷脂酶c(PLC), 
水解磷脂酰肌醇二磷酸成为肌醇-1, 4, 5-三磷酸

(IP3)和二酰基甘油(DAG), IP3可促进Ca2+自内质

网释放, 细胞内Ca2+增高, DAG则能激活蛋白激

酶c(PKC), 亦增高细胞内Ca2+ [17-18]. 给予胃泌素

后, 我们测定结肠癌细胞内的Ca2+浓度, 与无胃

泌素组相比, 发现其明显升高(P <0.05), 由此我

们得出结论: 胃泌素通过升高结肠细胞内Ca2+浓

HT29  SW480   Lovo

CacyBP/SIP

β-actin

图  1  CacyBP/SIP
在结肠癌细胞系
中的表达.
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度, 从而诱导CacyBP/SIP核转位. 
总之, CacyBP/SIP在结肠癌细胞中表达, 胃

泌素可诱导CacyBP/SIP核转位, 具有依赖Ca2+浓

度的核转位现象. 细胞核是细胞增殖、分化、

代谢的控制中枢, 蛋白转位至细胞核且发生磷

酸化对于传递细胞外信号, 调控下游基因表达

具有重要意义. CacyBP/SIP在外界刺激下可入
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图  3  胃泌素刺激对CacyBP/SIP在HT29细胞中分布位置的影响. A-C: 无胃泌素刺激, D-F: 胃泌素刺激; A, D: 间接免疫荧

光; B, E: DAPI染色; C, F: 重叠图像.

图  5  结肠癌HT29无/有胃泌素组细胞内Ca2+浓度的变化. 
aP<0.05 vs  胃泌素组.
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图  4  结肠癌细胞Fluo-3/AM荧光强度扫描. A: 对照组; B: 

胃泌素刺激组(10-8 mol/L).
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图  2  KCL刺激对CacyBP/SIP在HT29细胞中分布位置的影响. A: 位于胞质内; B: 位于细胞核及核膜处; C: 位于胞质内.
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■同行评价
本文科学性较强, 
有一定的创新性, 
对于后续的研究
工作有一定的参
考意义.
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核, 从组织学及细胞水平均得到证实, 均提示

CacyBP/SIP可能通过入核来参与结肠癌的发生

发展. 这使得我们进一步思考, 其他生长因子刺

激后有核转位现象吗? 胃泌素是促结肠癌增殖

的生长因子, 他诱导CacyBP/SIP核转位后是否

传递其促结肠癌增殖的信号? 这均为我们下一

步的研究方向.
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