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■背景资料
Formins家族成员
FMNL2基因为新
认定的大肠癌转
移 相 关 基 因 ,  主
要通过调节细胞
骨架的构建影响
细胞极化、细胞
黏 附 和 运 动 .  而
FMNL2与细胞移
动、黏着斑转换
的关系尚不明确. 
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Abstract
AIM: To study the role of FMNL2 in regulating the 
migration of colorectal cancer cells by overexpress-
ing and silencing FMNL2 in these cells, and to 
evaluate the correlation between the expression of 
FMNL2 gene and that of Src and Talin. 

METHODS: FMNL2-expressing lentivirus was 
infected into SW480 and HT29 cell lines. RNAi 
plasmid that expresses a siRNA targeting the 
FMNL2 gene was designed, constructed, and 
transfected into SW620 cells line. In vitro inva-
sion assay was performed to investigate the 
influence of FMNL2 expression on colorectal cell 
invasion. Western blot was used to detect the ex-
pression of FMNL2, Src and Talin in cells and to 
assess the effect of PP1 on Talin, Src, and FMNL2 
expression. Immuno-colocalization assay was 

used to analyze the interaction of FMNL2 with 
Src and Talin.

RESULTS: Cell invasion was significantly in-
creased in cells overexpressing FMNL2 (51.20 ± 
8.00 vs 38.00 ± 4.00, P < 0.05). FMNL2 expression 
was positively correlated with Src expression 
(F = 15.659, P < 0.05), but negatively correlated 
with Talin expression. Treatment with PP1 
prominently decreased Talin expression (SW480F 
= 540.595, HT29F = 163.816, SW620F = 125.507, all 
P < 0.01), but did not change FMNL2 and Src 
expression. FMNL2 and Talin were co-localized 
in the cytoplasm, and FMNL2 and Src were co-
localized in the plasma membrane.

CONCLUSION: FMNL2 significantly promotes 
invasion of colorectal cells. FMNL2 can regu-
late Src and Talin expression and indirectly 
control the transition of focal adhesions by 
regulating Src.
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摘要

目的: 探讨上调或下调FMNL2表达与大肠癌
细胞侵袭能力, 以及该基因与Src、Talin表达
的相关性.

方法: 将FMNL2-CT过表达重组慢病毒颗粒转
染SW480和HT29大肠癌细胞, 构建FMNL2干
扰质粒沉默SW620大肠癌细胞, 通过侵袭实
验观察FMNL2表达量与细胞侵袭能力关系; 
Western blot检测转染前后细胞Talin、Src表
达情况, 及PP1处理前后Talin、Src、FMNL2
三种蛋白表达变化 ;  荧光免疫共定位检测
FMNL2、Src、Talin大肠癌细胞内定位.

结果: 高表达FMNL2的癌细胞侵袭能力较低
表达者显著提高(51.20±8.00 vs  38.00±4.00, 
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■研发前沿
F M N L 2 可 能 通
过 R h o 相 关 信 号
通路参与肿瘤细
胞极性控制、浸
润 、 迁 移 和 转
移 .  然而FMNL2
和 R h o 蛋 白 之 间
存在怎样的调控
关系, 参与Rho细
胞运动信号通路
的哪个作用环节, 
是否参与黏附斑
转 换 的 调 节 ,  目
前尚不清楚.

P <0.05). 随着大肠癌细胞内FMNL2蛋白表达
量的升高或降低, Src蛋白也上升或降低(F  = 
15.659, P <0.05), Talin则反之(SW480F  = 540.595, 
HT29F  = 163.816, SW620F  = 125.507, P <0.01). PP1
处理阻断Src通路后, FMNL2、Src蛋白含量均
无明显变化, 而Talin蛋白表达量随之减低. 免
疫共定位检测FMNL2与Src或Talin在胞浆和
胞膜上存在共定位关系.

结论: FMNL2可以显著促进结直肠癌细胞的
侵袭能力, FMNL2处于上游参与调控Src、
Talin表达, 并可能通过Src间接影响Talin的表
达进而参与对黏附斑转换的调控.

关键词: FMNL2; Talin; 癌基因蛋白质Src; 结直肠癌 
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0  引言

Formins家族成员FMNL2基因作为细胞移动、

侵袭主要调节因子之一, 与大肠癌转移密切相

关[1], 主要通过调节细胞骨架的构建影响细胞极

化、细胞黏附和运动. 而FMNL2与细胞移动、

黏着斑转换的关系尚不明确, 因此我们选用了

分别干扰和过表达FMNL2基因的3组大肠癌细

胞株, 观察FMNL2表达量与大肠癌细胞的侵袭

能力及与细胞内Talin、Src表达的相关性, 探讨

FMNL2基因在大肠癌转移的作用及黏附斑转换

的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料  细胞株S W620、S W480、H T29为
南方医科大学病理实验室保存 ;  p G e n e s i l -
FMNL21、pGenes i l-FMNL22表达质粒由南

方医科大学病理实验室梁丽教授提供 ;  胎牛

血清、DMEM培养基购自Gibco; Opt i-MEM
培养基、lipofectaminTM2000均购自Invitrogen
公司; F M N L2单克隆抗体购自A b n o v a公司; 
Talin、Src抗体购自abcom公司; PVDF膜购自

millpore公司; Transwell小室购自Corning公司; 
4-Amino-5-(methylphenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo-(3, 
4-d)pyrimidine(PP1)、ECM、荧光标记的鬼笔

环肽购自Sigma公司; DyLight549 Conjugated 
Goat anti-Rabbit IgG(H+L)和DyLight488 Conju-
gated Goat anti-Mouse IgG(H+L)购自浙江联科

生物技术有限公司; FSV-100激光共聚焦显微镜

为Olympus公司产品.
1.2 方法

1.2.1 建立FMNL2干扰及过表达的细胞模型: 
SW620是FMNL2高表达细胞株, HT29、SW480
是F M N L2低表达细胞株 [2].  取生长状况好的

SW620细胞, 使用pGenesil-FMNL21、pGenesil-
FMNL22表达质粒、TRL ollipofectamineTM2000
试剂盒沉默FMNL2.24 h后加含G418(浓度为800 
mg/L)进行筛选, 筛选2 wk后形成抗性单克隆, 扩
大培养, Western blot法检测干扰效率, 选择干扰

效率最高的细胞, 命名为SW620/FMNL2 siRNA, 
简称SW620/FMNL2↓. 用pGC-FU-EGFP-3Flag-
F M N L2-C T慢病毒颗粒感染H T29、S W480
大肠癌细胞, 获得FMNL2-CT高表达的HT29/
FMNL2-CT, SW480/FMNL2-CT(简称HT29/
FMNL2↑, SW480/FMNL2↑; 由南方医科大学

病理实验室曾元凤提供), 有限稀释法筛选稳定

细胞株, Western blot法检测.
1.2.2 体外侵袭实验: 用预冷的无血清培养基稀

释细胞外基质(ECM)胶, 加入到Transwell小室

中, 十字法摇匀, 37 ℃孵育3 h, 小心吸取小室

内多余液体, 用DMEM培养基洗涤1次, 室温风

干半小时. 取生长状况良好的SW620、SW620/
F M N L2↓、S W480、S W480/F M N L2↑、

HT29、HT29/FMNL2↑细胞(用无血清培养基

饥饿24 h), PBS洗涤3次, 消化, 用无血清培养基

重悬. 上室加入200 μL细胞悬液(1×105个), 下室

加入500 μL含20%胎牛血清培养基, 于培养箱中

培养48 h后取出小室, 吸掉培养液, 用棉签轻轻

擦掉上室内细胞. 40 g/L多聚甲醛固定, 苏木素

染色, 光镜下随机取5个视野计数, 取其均值代

表细胞侵袭数值.
1.2.3 用Src通道抑制剂PP1处理细胞: 取3个对

应组人大肠癌细胞S W620、S W620/F M N L2
↓; SW480、SW480/FMNL2↑; HT29、HT29/
FMNL2↑; 采用DMEM培养基(含10%胎牛血

清), 在37 ℃、50 mL/LCO2条件下培养, 取生长

状态良好的细胞的培养基中加入PP1(10 μmol/
L)[3], 培养24 h, 收集细胞.
1.2.4 Western blot: 收集细胞并提取蛋白, 进行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 转膜后, 取出PVDF
膜, 甲醇浸泡1 min, 放入5%脱脂奶粉中封闭1.5 h. 
加入FMNL2抗体(1∶500), Src抗体(1∶1 000)和
Talin抗体(1∶5 000), 4 ℃孵育过夜, TBST洗膜8 
min×3次, 加入二抗室温孵育1 h, TBST洗膜, 经
化学发光自显影方法进行成像.
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■相关报道
朱曦龄等研究发
现FMNL2基因沉
默后, 5种肿瘤细
胞增殖、侵袭相
关的基因显著上
调或下调. Kitzing
等通过实验证实
FMNL2为RhoC的
下游靶效应子.1.2.5 激光共聚焦扫描观察FMNL2与Src、Ta-

lin、F-actin在大肠癌细胞中的定位: 将生长状况

良好的细胞消化接种在共聚焦皿中, 吸尽共聚

焦皿中的培养基, PBS洗涤5 min×3次, 40 g/L多
聚甲醛固定10 min, PBS洗涤5 min×3次, 0.1% 
Triton-100打孔8 min, PBS洗涤5 min×3次, 含
1%BSA的PBS封闭1 h, 加100 μL一抗稀释液(1
∶100)孵育, 4 ℃冰箱过夜, PBS洗涤5 min×3
次, 同时加入DyLight549 Conjugated Goat anti-
Rabbit IgG(H+L)红色荧光二抗和DyLight488 
Conjugated Goat anti-Mouse IgG(H+L)绿色荧光

二抗(1∶100)及荧光标记的鬼笔环肽(5 mg/L)室
温孵育1 h, PBS洗涤5 min×3次. 取DAPI 200 μL
染核5 min, PBS洗涤8 min×3次, 激光共聚焦显

微镜观察.
统计学处理 运用SPSS统计软件包进行数据

分析, 所有结果均以mean±SD表示, 侵袭实验组

间均数比较用两样本t检验, 各细胞组间蛋白分

析用析因分析. P <0.05差异有统计学意义.

2  结果

2.1 建立FMNL2干扰及过表达的细胞模型 挑选

20个SW620抗性单克隆细胞株, Western blot法
检测FMNL2干扰效率, 选择干扰效率最高的细

胞克隆2(图1), 命名为SW620/FMNL2↓, 慢病

毒颗粒感染HT29、SW480大肠癌细胞, HT29/
FMNL2↑, SW480/FMNL2↑, 有限稀释法筛选

稳定细胞株.
2.2 FMNL2基因沉默或过表达对细胞体外侵袭

能力的影响 体外侵袭小室检测细胞侵袭能力, 
SW620的细胞侵袭数值: 51.20±8.00; SW620/
FMNL2↓细胞侵袭数值: 38.00±4.00, 侵袭能力

低于SW620(t  = 3.655, P <0.05, 图2A). HT29细胞

侵袭数值: 111.20±5.00; HT29/FMNL2↑细胞

侵袭数值: 130.80±7.00. SW480细胞侵袭数值: 
110.40±6.00; SW480/FMNL2↑细胞侵袭数值: 
124.20±4.00, FMNL2过表达后侵袭能力上升

(P <0.05, 图2B). 
2.3 FMNL2基因表达高低与SRC、Talin蛋白表

达关系 沉默后的SW620/FMNL2↓细胞内的Src

蛋白较SW620细胞内的降低(F  = 73.56, P <0.01), 
而Talin蛋白增高(F  = 7.772, P <0.05, 图3A, B); 过
表达后的SW480/FMNL2↑、HT29/FMNL2↑
细胞内的Src蛋白比SW480、HT29细胞内的上

调(SW480F = 147.567, SW480P <0.01; HT29F  = 147.567, 
HT29P <0.01), 而Tal in蛋白表达量降低(SW480F  = 
1631.542, SW480P <0.01; HT29F  = 150.603, HT29P <0.01, 
图3C-F). 使用PP1处理前后, 细胞内FMNL2蛋
白含量无明显变化(P >0.05), S r c蛋白含量在

SW480、HT29对应组中无明显变化, 在SW620
对应组中略下降(F  = 15.659, P  = 0.04), 而Talin
蛋白在加PP1后表达量在各对照组中明显减低

(SW480F  = 540.595, SW480P <0.01; HT29F  = 163.816, 
HT29P <0.01; SW620F  = 125.507, SW620P <0.01). 
2.4 免疫共定位检测FMNL2与Talin或Src、F-ac-
tin在细胞内的定位 FMNL2、Src、Talin在不同

形态的大肠癌细胞中分布与定位略有不同, 类
圆形细胞(SW480细胞)中FMNL2、Src均匀分布

于胞浆、胞膜, Talin则定位于整个细胞中(图4A, 
B); 而在双极细胞(SW620细胞)中, FMNL2、
Src、Talin则表现出细胞两端突起聚集高表达

现象(图4), 且FMNl2与两者存在显著共定位. 同
时观察FMNL2与F-actin的分布与定位(图4C), 类
圆形细胞(SW480细胞)中, FMNL2与F-actin在靠

近胞膜的位置存在散在共定位, 而在SW620细
胞中, Fmnl2与F-actin共定位于细胞膜, 比较连

续, 且集中在细胞两端突起(图4C).

3  讨论

癌细胞的侵袭过程需要依赖一系列细胞肌动蛋

克隆2    克隆5   克隆12  克隆14   SW620

Fmnl2

β-actin

图  1  Western blot检测干扰后SW620不同抗性单克隆中
FMNL2的表达含量. 

图  2  FMNL2表达高低对SW620、SW620/FMNL2↓、
SW480、SW480/FMNL2↑、HT29、HT29/FMNL2↑细胞体
外侵袭能力的影响. 
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■创新盘点
本研究发现FMN
L2参与Src相关细
胞运动信号通路, 
并可能处于 ta l in
上游直接或通过
Src相关通路调控
Talin相关黏附斑
的转换.

白骨架变化, 包括局部收缩力的产生和传导、

微丝参与的细胞-基质黏附的转换、激活多种

Rho相关信号通路以及产生介导降解细胞外基

质的独特的瞬间黏附; 近年来Diaphanous相关的

formins(Diaphanous-related formins, DRFs)家族蛋

白作为细胞骨架装配和组建的关键调控分子, 其
在肿瘤转移中的作用已引起人们的广泛关注[4-8].

F M N L 2是新鉴定的蛋白编码基因 ,  属
Formins家族成员之一. Katoh等[9]通过生物信

息学研究发现FMNL2与恶性肿瘤转移相关, 推
测通过Rho相关信号通路, 参与肿瘤细胞极性

控制、浸润、迁移. Kitzing等[10]通过实验证实

FMNL2为RhoC的下游靶效应子, 通过介导单细

胞阿米巴模式运动调控细胞移动. Li等[11]进一步

研究显示在大肠癌细胞系, FMNL2通过TGF-β-
诱导上皮细胞间质化(Epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)和通过Smad3或联合MAPK/
MEK路径参与大肠癌细胞侵袭.

本研究通过体外侵袭实验 ,  进一步证实

FMNL2蛋白表达量与大肠癌细胞的侵袭能力

呈正相关. 细胞的极化和变形是细胞迁移的初

始步骤 ,  我们注意到在S W480的类圆形细胞

FMNL2与F-actin在细胞膜上有散在共表达; 而
在S W620的形态狭长、完全伸展开来的双极

细胞中, 二者在细胞膜上连续共表达并在细胞

两极突起的顶端聚集, 提示FMNL2可能与其家

族其他成员一样通过调控细胞骨架来增强细

胞的移动[12-16].
细胞的移动不仅靠调整肌动蛋白骨架产生

局部收缩力, 细胞与细胞外基质间的黏附与去

黏附也是细胞转移的关键因素. 这是因为黏附

斑形成为机械力及牵拉力提供一个抛锚位点[17], 
Talin是一种膜结合蛋白, 其功能是参与黏着斑

的形成. 首先, Talin和整合蛋白胞内段相互作用

可以导致整合蛋白胞外段构象改变, 从而增加

细胞膜表面对细胞外配体的亲和力[18-21]. 另外, 
Talin可以与整合蛋白胞内段及肌动蛋白细胞骨

架的连接从而扮演着一个分子桥角色, 也是细
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图  3  PP1处理后 SW620、SW620/FMNL2siRNA、SW480、SW480/FMNL2-CT、HT29、SW480/FMNL2-CT细胞中Fmnl2、
Src、talin蛋白量变化. A, B: SW620; C, D: SW480; E, F: HT29.
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胞获力以及穿过基底层时细胞牵引、运动所必

须[22,23]. Frame等[17]的实验表明, 如果没有Talin进
一步的肌动蛋白丝重组, 黏附斑的形成将会严

重破坏, 导致细胞不能充分依附于基质. 当Talin
缺失时, 虽然依赖Src的细胞伸展依然存在, 但
并不持久. 当细胞平板接种后15-20 min后胞质

■应用要点
确 定 F M N L 2 在
大肠癌细胞的迁
移、黏附中的作
用 ,  有 助 于 阐 明
FMNL2在大肠癌
转移中的作用机
制, 为大肠癌转移
预测和靶向治疗
提供理论基础.
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图  4  SW480细胞和SW620细胞中FMNL2与Src、Talin、F-actin免疫共定位. A: FMNL2与Src; B: FMNL2与Talin; C: FMNL2

与F-actin.
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边缘向细胞核收拢, 只有当细胞内存在完整的

Talin蛋白时, 细胞才能拥有成熟的黏附能力及

保持细胞伸展的狭长的细胞形态. 很多实验表

明Src家族激酶是调节整合素诱导的肌动蛋白重

组的关键角色[24], 活化的Src可以催化FAK的磷

酸化使FAK完全活化, 从而提高细胞的黏附及迁

移. 有实验证实阻断Src的功能可以消减mDia2和
ROCK介导的张力细丝的形成, 影响细胞移动[25], 
推测是由于缺乏c-Src, 细胞不能形成新的附着

点供张力纤维附着而导致[26-28].
目前还未见有关FMNl2与Talin相互关系及

其调控机制的研究报道, 结合本研究的实验结

果及既往研究, FMNL2极可能通过Src通路影响

Talin参与黏附斑的转换. 研究中发现, 当大肠癌

细胞FMNL2被干扰或过表达时, Src降低或提高, 
而Talin的表达则反之; 当用PP1处理阻断Src通
路后, Talin蛋白表达量随之明显减低, 说明Talin
位于Src下游. 其调控机制可能与Src家族激酶

作用于整合蛋白的磷酸化机制有关, 这是因为

整合蛋白的β尾部NPxY基元的酪氨酸磷酸化会

抑制Talin与整合蛋白的结合, 非磷酸化的NPxY
基元的尾部结构可以保持与Tal in结合的活性, 
而Src家族激酶的作用可以使整合蛋白的β尾部

NPXY基元的酪氨酸磷酸化, 这减少了细胞附

着, 导致整合蛋白从黏附斑置换下来[29]. 在以双

极细胞样细胞形态为主的SW620细胞中观察到, 
FMNL2与Src的表达聚集共定位于细胞突起的

两极顶端, 我们推断Src可能雷同与mDia2组成

复合物一样与FMNL2组成复合物, 通过肌动蛋

白束运送至黏附斑调控黏附斑转换[25].

志谢 本文实验工作主要在南方医科大学病理实
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■同行评价
本文采用基因沉
默和过表达方法, 
研究FMNL2不同
表达状态下大肠
癌细胞侵袭能力
改变以及与src、
Talin表达的相关
性, 探讨FMNL2与
大肠癌细胞侵袭
能力的相关性和
可能的机制.
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