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■背景资料
Nucleostemin(NS)
基因是由美国学
者Mckay和Tsai于
2002年在中枢神
经干细胞中发现
的, 是一个和细胞
增殖相关的基因, 
研究表明该基因
在多种肿瘤组织
中表达含量相对
于正常组织要高. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of transfection of 
nucleostemin-specific small interfering RNA 
(siRNA) on nucleostemin expression and cell 
proliferation in human colorectal carcinoma cell 
line SW480. 

METHODS: A plasmid containing siRNA tar-
geting the nucleostemin gene was constructed 
and transfected into SW480 cells with Lipo-
fectamine2000 Reagent. After transfection, nu-
cleostemin expression was detected by real-time 
PCR and Western blot, and cell proliferation was 
determined by MTT assay. 

RESULTS: Compared to the control groups, the 
levels of the nucleostemin mRNA and protein 
were obviously reduced in cells transfected 

with nucleostemin-specific RNA (protein: 1.069 
± 0.368, 1.003 ± 0.313 vs 1.901 ± 0.817, both P < 
0.05; mRNA: 1.069 ± 0.368, 1.003 ± 0.313 vs 2.035 
± 0.665, both P < 0.05). There were no significant 
differences in the expression of nucleostemin 
mRNA and protein between the two control 
groups (both P > 0.05). SiRNA-mediated inhibi-
tion of nucleostemin expression significantly 
suppressed the proliferation of SW480 cells. 

CONCLUSION: SiRNA-mediated inhibition 
of nucleostemin expression significantly sup-
pressed the proliferation of SW480 cells.
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SW480 cells; Proliferation  

Pan ZG, Wang YY, Fang L, Qian W, Song YH, Zhu 
LR. RNAi-mediated down-regulation of expression of 
nucleostemin in human colorectal carcinoma cell line 
SW480. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2012; 20(1): 70-73

摘要
目的: 探求RNA技术干扰人结肠癌SW480细
胞Nucleostemin(NS)基因后, 结肠癌SW480细
胞Nucleostemin mRNA和蛋白水平的表达, 及
细胞增殖情况变化. 

方法: 构建Nucleostemin特异性真核表达载
体, 和脂质体共同转染SW480细胞后, 采用
Real-time PCR和Western blot方法检测NS基
因mRNA和蛋白变化, MTT法检测细胞的增
殖情况. 

结果: 与对照组相比较, RNAi干扰细胞后NS 
mRNA表达明显下降; NS蛋白表达亦明显下
降(1.069±0.368, 1.003±0.313, 1.901±0.817, 
P < 0 . 0 5 ;  1 . 0 6 9±0 . 3 6 8 ,  1 . 0 0 3±0 . 3 1 3 , 
2.035±0.665, P <0.05), 空白对照组(仅加入脂
质体)和阴性对照组(RNAi错义序列)间无显
著差异(2.035±0.665, 1.9001±0.817, P >0.05). 
MTT显示RNA干扰后细胞增殖明显受到抑制. 

结论: 通过特异性RNA干扰NS基因后, 结肠癌
SW480细胞增殖受到抑制. 
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■相关报道
王胜等发现NS基
因在胃肠道肿瘤
组织中表达上调, 
且NS表达量和肿
瘤组织分化程度
有 关 ;  另 有 研 究
表明, 特异性小分
子RNA干扰NS基
因可以使宫颈癌
Hela细胞、食管
癌细胞Eca-109、
胃癌SGC-7901细
胞的增殖受到明
显抑制.

关键词: Nucleostemin; RNA干扰; SW480结肠癌细

胞系; 增殖
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0  引言

结肠癌是常见的消化系肿瘤之一, 发病率在消

化系肿瘤中仅次于胃癌和食管癌, 但结肠癌的

发病机制尚不能完全明确. 目前的治疗手段主

要依靠手术和化疗放疗, 但是疗效尚不能令人

满意. Nucleostemin(NS)是2002年由美国学者

Mckay和Tsai发现, 是一个和细胞增殖有关的基

因, 他仅表达于干细胞和部分肿瘤细胞内, 当细

胞分化后NS的表达几乎完全消失. 我们前期研

究已经发现NS mRNA和蛋白在人结肠癌组织中

高表达[1], 所以NS基因有可能为结肠癌基因治疗

的靶位点. 本实验针对SW480细胞NS基因, 人工

合成特异性的小分子干扰RNA, 转染SW480细
胞, 检测细胞增殖, 从而为结肠癌的基因治疗提

供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 SW480细胞由华中科技大学同济医学

院附属协和医院消化内科胃肠病实验室保存; 
Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司; 内参

18sRNA和NS基因引物由Invitrogen公司合成; 
NS一抗购自Chemicon公司; NS二抗购自Invitro-
gen公司; 内参β-actin一抗、二抗购自武汉博士

德生物工程有限公司.
1.2 方法

1.2.1 合成s i R N A序列: 从P u b m e d数据库查

出N S基因序列 ,  根据s i R N A设计原则 ,  设计

s i R N A序列, 并从中选出2组序列, 由武汉晶

赛公司合成相关质粒(S1组: AAAGCAGGGT-
CACAAGAAGCC, S2组: AAGAAGCCTAG-
GAAAGACCCA). 阴性对照序列和前2组siRNA
序列组成相同, 但为错义序列. 
1.2.2 细胞培养和转染: SW480细胞用含100 mL/
L FBS的1640培养液培养, 按2×105/孔的浓度

接种于6孔板, 37 ℃、50 mL/LCO2培养箱中

培养24 h, 待细胞贴壁率达到50%后, 用Lipo-
fectamine2000进行转染, 6 h后换为含100 mL/
L FBS的1640培养液. 空白对照组仅加入脂质体

(为N组), siRNA-1处理组为S1组, siRNA-2处理

组为S2组, 阴性对照组为V组; 转染48 h后收集

各组细胞进行分析. 
1.2.3 MTT(噻唑兰)法检测细胞增殖: 取对数生

长期细胞, 按照2×103/孔的浓度接种于96孔板, 
37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养24 h后, 弃
去培养液, 加入200 μL无血清的培养基, Lipo-
fectamine2000进行转染, 6 h后换为含100 mL/
L FBS的1640培养液200 μL, 并于转染24 h、48 
h、72 h后各加入20 μL MTT, 继续培养4 h, 弃去

培养液, 分别加入150 μL DMSO, 震荡10 min后, 
酶标仪检测吸光度(A ). 细胞增殖抑制率 = 1-实
验组吸光度值/正常对照组吸光度值

1.2.4 RNA提取和Real-time PCR: 按照2×105/孔
的浓度将细胞接种于6孔板中, 37 ℃、50 mL/
L CO2培养箱中培养24 h后, 进行转染(转染步

骤同1.2.2). 48 h后用TRIzol提取细胞总RNA, 并
进行逆转录, 采用20 μL体系进行Real-time PCR
扩增. NS基因引物: Forward Primer: 5'-GTG-
GACAGGTGCCTCATTAGC-3', Reverse Primer: 
5'-AAAATATGGAGGAGGAGTCCAAGA-3'; 
18sRNA引物: Forward Primer: 5'-CGAAC-
GTCTGCCCTATCAACTT-3', Reverse Primer: 
5'-ACCCGTGGTCACCATGGTA-3'. 
1.2.5 Western blot: 以2×105/孔的浓度将细胞接

种于6孔板中, 培养24 h后, 进行转染(转染步骤

同1.2.2). 48 h后, RIPA裂解液提取细胞总蛋白, 
BCA法测定蛋白浓度, 每孔按60 μg蛋白量点

样于SDS-PAGE凝胶中, 120 V电泳2 h, 200 mA
转膜60 min, 然后将NC膜放入含相应抗体的封

闭液(NS一抗浓度1∶10 000, β-actin一抗浓度

1∶400), 4 ℃孵育过夜. 次日TBST缓冲液漂洗10 
min, 共3次. 加入相应二抗(NS二抗浓度1∶10 000, 
β-actin二抗浓度1∶4 000), 37 ℃孵育1 h, TBST缓
冲液漂洗10 min, 共3次, 最后显影曝光. 

统计学处理 所有数据用mean±SD表示; F
检查比较方差齐性, 再进行方差分析. 本研究采

用SPSS11.7软件进行统计分析. 

2  结果

2.1 MTT结果 转染细胞24 h、48 h、72 h后, 相
对于对照组, 转染NS基因siRNA的2个干扰组的

细胞增殖率明显受到抑制, 证明该基因和结肠

癌细胞的增殖存在着一定的相关性. 具体的各

组细胞增殖抑制率见图1. 
2.2 Real-t ime PCR 转染48 h后, 转染NS基因

siRNA的干扰组中相应的NS基因的mRNA水平
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■同行评价
本 文 通 过 R N A i
干 扰 人 结 肠 癌
SW480细胞NS基
因, 探讨结肠癌细
胞的mRNA和蛋
白质水平的表达, 
及细胞增殖情况
的变化, 选题具有
一定新意.

明显下降, 证明RNAi干扰载体构建成功, 具体的

各组mRNA的表达倍数见图2. 
2.3 Western blot 对Western blot结果采用软件

(BandScan5.0)分析, 转染48 h后, S1组、S2组NS
蛋白表达和N组相比明显下降(相对表达量分别

为: 1.069±0.368, 1.003±0.313, 1.901±0.817, 
P <0.05). S1组、S2组NS蛋白表达和V组相比

亦明显下降(相对表达量分别为: 1.069±0.368, 
1.003±0.313, 2.035±0.665, P <0.05). V组

和N组相比无显著差异 (相对表达量分别为 : 
2.035±0.665, 1.9001±0.817, P >0.05). 表明

siRNA下调NS蛋白的表达(图3, 图4). 

3  讨论   

结肠癌是一种常见的肠道恶性肿瘤之一, 占全

部胃肠道肿瘤的第3位, 好发于直肠及直肠与乙

状结肠交界处. 在我国结肠癌的发病率与死亡

率低于胃癌、食管癌、肺癌等常见恶性肿瘤, 
但资料显示随着人民生活水平的提高及饮食结

构的改变, 结肠癌的发病率有上升的趋势. 目前

手术治疗和化疗的疗效有限, 结肠癌的发病机

制尚不完全清楚, 认为是环境和遗传因素共同

起作用的, 因此寻找一种基因治疗位点, 可以为

结肠癌的治疗提供理论依据. 
NS基因是由美国学者Mckay和Tsai于2002年

在中枢神经干细胞中发现的, 该基因位于人类的

3号染色体上[2], 是一个和细胞增殖相关的基因. 
他在干细胞和肿瘤细胞核内高表达, 当细胞开始

分化以后, NS基因的表达下降甚至消失, 但在某

些恶性程度高的肿瘤中表达量明显增加[2]. 研究

发现在膀胱癌、肝癌、肺癌、食管癌等多种肿

瘤组织中, NS基因表达含量较高[3,4]. 钱晖等[5]发

现NS在多种肿瘤细胞如U937(人白血病细胞)、
SW480细胞(人结肠癌细胞)都有表达. 

NS基因表达的蛋白能与P53结合, 他由550
个氨基酸组成. 免疫共沉淀和NS基因敲除小鼠

实验发现NS和P53共同存在于一个蛋白复合体, 
并可以在核质中检测有NS-P53蛋白复合体, 而
核仁中未发现此种复合体, 因此研究者相信NS
和P53的作用发生在核质中[2]. NS基因是如何发

挥作用的? 研究者推断以下一个假定的工作模

型[9-16]: NS蛋白可以由核仁转向核质, 且NS蛋白

有2个能与GTP结合的位点, 结合GTP后, NS蛋
白可以转运到核质中与P53蛋白结合, 形成NS-
P53复合体(P53是一种公认的抑癌基因), 之后

P53的功能被抑制, 从而使细胞增殖. 刘思金等[6]

研究表明, NS特异性小分子RNA干扰可以使宫

颈癌Hela细胞增殖受到抑制, 黄平等[8]发现NS
特异小分子RNA干扰肺癌A549细胞后, 细胞增

图  1  转染24 h﹑48 h﹑72 h后SW480细胞增殖抑制率比较. 
aP<0.05 vs  V组.

60

40

20

0
24                  48                  72

a

a

S1组
S2组
V组

a
a

a a

t /h

抑
制

率
(%

)

图  2  转染48 h后各组NS mRNA表达比较. aP<0.05 vs  N组、
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殖效率明显降低. 张志宏等[7]的研究表明, 运用

RNAi技术干扰膀胱肿瘤细胞BIU287 NS基因表

达后, 细胞增殖速率明显降低. 目前认为NS基因

对细胞周期的调控主要体现在G0/G1期向S期的

转变过程, 小分子RNA干扰后细胞周期阻滞在

G0/G1期, 从而使细胞增殖受到抑制. 
本实验通过N S基因特异性的小分子干扰

RNA来阻断NS基因的表达, 进而阻断NS蛋白的

表达. 可以看到应用特异性小分子RNA干扰后, 
与N组及V组相比, S1和S2组的NS mRNA表达明

显下降, NS蛋白的表达亦受到明显抑制; 此外, 
转染细胞24 h、48 h、72 h后细胞增殖受到了明

显抑制作用. 本实验采用质粒和脂质体共同瞬

时转染细胞, 转染后抑制NS基因表达的作用可

能会随时间的延长而逐渐减弱, 这可以通过稳

定转染, 然后筛选出质粒稳定表达的细胞来解

决. RNAi技术应用前景广阔, 可以为恶性肿瘤的

进一步基因治疗提供方向, 目前认为NS基因主

要是通过P53蛋白来发挥作用, 可能还存在其他

和细胞增殖相关的蛋白, 这些还有待于进一步

研究. 
NS基因发挥作用主要是通过与P53蛋白结

合, 而NS蛋白转至胞浆中需要和GTP结合, 因此

我们也可以应用和NS蛋白竞争结合GTP的试剂, 
也可减少NS蛋白和P53的结合, 从而影响NS蛋
白的作用. 相关研究表明, NS基因在恶性程度高

的肿瘤及低分化转移能力强的肿瘤组织中表达

相对高些[3,4], NS基因和结肠癌的远处转移及预

后有没有关系, 通过RNAi技术干扰NS基因表达

是否可以减少远处转移的发生, 这些都还有待

于进一步研究. 
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