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CHD1L在结肠癌中表达与沉默对人结肠癌细胞迁移与侵
袭的影响
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®

■背景资料
结直肠癌是世界
上常见的恶性肿
瘤之一 ,  而转移
性结直肠癌患者
的生存率明显下
降, chromodomain 
helicase/ATPase 
D N A  b i n d i n g 
protein 1-like gene 
(CHD1L )是最近
发现与多种肿瘤
的起始、恶性进
展治疗及化疗耐
药等有着密切的
关系, 因此, 研究
在 结 直 肠 癌 中
CHD1L的作用机
制十分重要. 
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Abstract
AIM: To examine the expression of chromodo-
main helicase/ATPase DNA binding protein 
1-like gene (CHD1L ) in colorectal cancer and to 
investigate its role in colorectal cancer cell mi-
gration and invasion.

METHODS: The expression of CHD1L in 
colorectal cancer and adjacent tissues was de-
tected by fluorescence quantitative PCR and 
Western blot. The migration and invasion abili-

ties of colorectal cancer cells overexpressing or 
underexpressing CHD1L were examined by 
scratch-wound migration and transwell invasion 
assays. 

RESULTS: CHD1L mRNA and protein expres-
sion in colorectal cancer tissues was significantly 
higher than that in matched adjacent tissues. 
CHD1L in colon cancer cell lines also showed 
high expression. Transfection with CHD1L-
shRNA in LOVO and DLD-1 cells significantly 
reduced the expression of CHD1L mRNA and 
protein, and inhibited the invasion and migra-
tion of cancer cells. In vivo experiments further 
showed that knockdown of CHD1L dramatically 
decreased the incidence of intrahepatic and lung 
metastases. 

CONCLUSION: CHD1L is highly expressed in 
colorectal cancer tissues and cells, and it plays 
an important role in colorectal cancer invasion 
and migration. CHD1L may become a new tar-
get for treatment of colorectal cancer. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 分析chromodomain helicase/ATPase 
DNA binding protein 1-like gene (CHD1L )基因
在结直肠癌组织中的表达情况及CHD1L基因
表达对结直肠癌细胞侵袭和转移能力的影响. 

方法: 收集结直肠癌患者癌和癌旁组织, 通过
荧光定量PCR、免疫组织化学及Western blot
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■研发前沿
近年来, 结直肠癌
发病率呈逐年上
升和年轻化趋势, 
病死率居高不下, 
其死亡的主要原
因是局部侵袭和
远处转移, 研究结
直肠癌的靶向治
疗疗效具有重要
意义, 但仅部分患
者获益, 因此, 寻
找新的合适的标
志物对治疗结直
肠癌有着至关重
要的意义.

检测CHD1L的表达情况, 运用Transwel l实
验、划痕实验研究CHD1L对结直肠癌细胞侵
袭和转移能力的影响. 

结果: CHD1L mRNA和蛋白在结直肠癌组
织中表达水平显著高于与之对应的癌旁组
织, 差异有统计学意义; 此外, 结肠癌细胞株
中CHD1L的表达普遍呈现高表达. 结肠癌细
胞LOVO和DLD-1中转染shRNA-CHD1L后, 
可以明显降低CHD1L的mRNA和蛋白的表
达, 同时明显抑制结肠癌细胞的侵袭和迁移
能力. 体内实验进一步发现降低SW620细胞
中CHD1L的表达可以明显抑制肿瘤的肝、
肺转移. 

结论: CHD1L在结直肠癌组织和细胞中呈现
高表达, CHD1L在结直肠癌的侵袭和转移过
程中发挥重要作用. CHD1L有可能成为治疗
结直肠癌的新的靶点. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Chromodomain helicase/ATPase DNA 
binding protein 1-like gene(CHD1L )在结直肠癌
癌组织中mRNA水平及蛋白水平都呈现过表达, 
选用4种结肠癌细胞株中CHD1L水平也都呈现
过表达. 检测到干扰CHD1L的LOVO、DLD-1
两种细胞侵袭转移能力下降, 观察到裸鼠成瘤
实验干扰CHD1L组侵袭转移较对照组降低. 在
结直肠癌患者的侵袭转移中CHD1L发挥了重要
的作用. 
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是人类最常见

的恶性肿瘤之一, 结直肠癌的死亡率位居恶性肿

瘤的第2位[1-4]. 即使随着外科手术及新辅助化疗

等诊疗技术的提高, 结肠癌根治术后的5年生存

率有所提高, 但病死率仍然居高不下, 其死亡的

主要原因是局部侵袭和远处转移[5,6]. Chromodo-
main helicase/ATPase DNA binding protein 1-like 
gene(CHD1L )是从人体肝癌细胞的染色体1q21
区分离并克隆的一个新基因, 该基因又被称为

amplified in liver cancer 1(ALC1)[7-9]. CHD1L属
于SNF2类家族, SNF2蛋白家族在转录调控、染

色质重构、调节蛋白-DNA结合等方面起十分

重要的作用[10]. CHD1L作为SNF2家族蛋白一员, 
CHD1L蛋白可能在肿瘤的侵袭转移中发挥了重

要的作用[9-12]. He等[8]和Tian等[9]报道在卵巢癌转

移组织中CHD1L的阳性表达可以明显缩短患者

的生存期. 另外, 研究报道在肝癌患者中CHD1L
的表达情况与临床病理特征如肿瘤的微卫星灶

形成、肿瘤的分期、血管浸润和生存时间存

在显著相关[13-15], 本实验主要探讨结直肠癌中

CHD1L的表达情况, 以及对结直肠癌细胞侵袭

和转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集100例结直肠癌及对应癌旁组织标

本, 所有标本均经病理学检查确诊, 年龄50-78岁. 
所有患者术前均未接受放化疗. 其中男66例, 女
34例, 患者平均年龄64岁±2.9岁, 标本收集后立

即液氮保存. 以上标本采集均由患者本人知情同

意并通过医院伦理委员会审核通过. 结直肠癌

细胞株SW620、SW480、DLD-1、LOVO细胞

由本实验室保存; DMEM及L-15培养液培养基

(Gibco)、shRNA-CHD1L质粒(上海吉玛公司)、
胎牛血清(Gibco)、脂质体Lipfectamine™ 2000 
(Invitrogen)、总蛋白提取试剂盒(普利莱)、兔抗

人单克隆CHD1L抗体(proteintech)、β-actin(全士

金); 荧光定量PCR分析仪7500(ABI公司)、一步

法RT反转录试剂盒(TaKaRa)、BCA法蛋白测定

试剂盒(碧云天); 荧光定量所用引物由上海生工

合成. 
1.2 方法
1.2.1 免疫组织化学法检测: 将收集的结直肠癌

患者的癌组织和癌旁组织制成石蜡切片后置于

67 ℃烘箱中, 烘片2 h, 用pH 7.4的PBS冲洗3次, 
取一定量柠檬酸盐缓冲液(pH 6.0), 加热至沸

腾, 将脱蜡水化后的组织切片置于耐高温塑料

切片架上, 放入已沸腾的缓冲液中, 微波处理

10 min, 取出微波盒流水自然泠却, 从缓冲液中

取出玻片, 先用蒸馏水冲洗两次, PBS冲洗. 每
张切片加1滴3%H2O2, 室温下孵育10 min, PBS
冲洗3次. 去PBS液, 每张切片加1滴相应的第一

抗体, 室温下孵育2 h. PBS冲洗, 每张切片加1
滴聚合物增强剂, 室温下孵育20 min. 每张切片

加1滴酶标抗鼠/兔聚合物, 室温下孵育30 min. 
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■相关报道
H e等报道在卵
巢癌转移组织中
CHD1L的阳性表
达可以明显缩短
患者的生存期. 另
外, 研究报道在肝
癌患者中CHD1L
的表达情况与临
床病理特征如肿
瘤的微卫星灶形
成 、 肿 瘤 的 分
期、血管浸润和
生存时间存在显
著相关.

去PBS液, 每张切片加1滴新鲜配制的DAB液

(二氨基联苯胺), 显微镜下观察5 min. 苏木素

复染, 0.1%HCl分化, 自来水冲洗, 蓝化, 切片经

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封

固, 晾干后观察. 
1.2.2 细胞培养及转染: 在37 ℃、5%CO2条件

下, SW480、SW620细胞选用含10%胎牛血清的

Leibovitz's L-15培养液, DLD1、LOVO选用含

10%胎牛血清的DMEM培养液, 根据细胞生长的

情况, 进行细胞的传代和冻存. 待细胞数量达到

70%-90%, 按照新型脂质体Lipofectamine™ 2000
转染试剂说明用不含10%胎牛血清的DMEM培

养液进行转染, 于转染4-6 h后更换含有10%胎牛

血清的培养液中继续培养24-36 h. 
1.2.3 RNA的提取与保存: 将收集的结直肠癌组

织和癌旁组织放置研钵中加入液氮进行研磨, 
放入加有1 mL TRIzol的DEPC处理后的EP管(如
在细胞中提取, 用PBS清洗细胞后将、加入1 mL 
TRIzol, 反复吹打后移入EP管中), 静置后加入氯

仿0.2 mL, 混匀后室温静置5 min, 12000 g离心

15 min, 小心吸取上层液体, 不可触及红色液体, 
加入0.5 mL异丙醇, 静置15 min, 12000 g离心15 
min, 弃上清, 加无水乙醇1 mL混匀, 12000 g离心

10 min, 弃上清, DEPC水溶解. 琼脂糖凝胶电泳

检测RNA完整性, -80 ℃保存. 
1.2.4 实时荧光定量PCR检测CHD1L mRNA的
表达: 提取组织或细胞中的总RNA, 实时荧光定

量检测CHD1L mRNA的表达情况. 首先提取的

组织或细胞中的RNA进行逆转录成cDNA, 反应

体系为20 µL, 反应条件为: 16 ℃ 30 min, 45 ℃ 
30 min, 85 ℃ 5 min. 将获得的cDNA运用SYBR 
Green法检测, 反应条件: 94 ℃ 15 min; 94 ℃ 
30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 共40个循环, 最后

72 ℃延伸7 min. 在每个循环的最后增加溶解曲

线. 每组样品重复3次, 实验重复3次, 统计分析

CHD1L mRNA表达情况. 
1.2.5 Western blot检测CHD1L蛋白的表达情况: 
提取组织和细胞中的总蛋白, 通过BCA法检测

获得蛋白的浓度, 对所有标本进行分类处理. 制
作SDS-PAGE凝胶后, 将获得蛋加入SDS缓冲液

中, 上样, 待溴酚蓝跑至底部, 进行转膜后通过

封闭、免疫反应观察CHD1L表达情况. 统计分

析CHD1L蛋白的表达情况. 
1.2.6 Transwell侵袭实验和划痕实验检测细胞
侵袭和迁移能力: 侵袭实验: DLD-1、LOVO和

SW480、SW620分别细胞转染shRNA-CHD1L
质粒后, 将转染后的细胞计数后分别加入相同

数量的已经准备好的Transwell小室中(铺Matri-
gel胶). 细胞的取出Transwell小室吸除培养基, 
利用棉签擦净Transwel l小室滤膜上层未穿过

滤膜的细胞, 将小室浸入结晶紫染色中染色20 
min, 采用蒸馏水冲洗, 实验中每组每次同时做

3个重复小室, 显微镜观察, 对细胞计数, 统计分

析. 划痕实验: 制备LOVO、SW620细胞悬液, 
通过细胞计数, 种植相同数量LOVO、SW620
细胞于细胞皿, 培养过夜后细胞均匀成单层铺

满于每孔中, 进行划痕, 每孔划痕粗细均匀, PBS
清洗划痕脱离下来的细胞, 放入37 ℃、5%CO2

培养箱中继续培养, 细胞培养箱中培养, 分别在

0、12、24 h倒置显微镜下观察细胞划痕的愈合

情况. 
1.2.7 活体内检测CHD1L对SW620细胞侵袭迁
移能力的影响: 将30只(4-5周龄)裸鼠饲养于无

菌环境下. 取对数期生长的稳定低表达CHD1L
的SW620细胞(约2×106个)制成150 µL细胞悬

液, 麻醉小鼠后, 运用微量注射器接种于裸鼠回

盲部, 饲养9-10 wk后处死裸鼠, 取瘤称质量. 经
甲醛固定、石蜡包埋、HE染色后, 在光镜下观

察腹腔中肿瘤组织和肝肺转移的肿瘤的病理学

特征. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件, 数据

以mean±SD表示, 癌及癌旁组织比较采用配对

样本t检验, 多组均数之间比较采用单因素方差

分析, 两两比较采用LSD-t检验, P <0.05为差异有

统计学意义. 

2  结果

2.1 结直肠癌患者癌组织和癌旁组织中CHD1L 
mRNA的表达 运用实时荧光定量PCR检测100
例结直肠癌患者癌和癌旁组织中CHD1L的表达

情况, 结果发现: 结直肠癌组织CHD1L mRNA
的表达明显高于相对应的正常癌旁组织, 结果

有统计学意义(P <0.05); 免疫组织化学检测结果

发现: CHD1L蛋白在77%(77/100)病例的结直肠

癌组织呈高表达, 而仅有11%(11/100)的癌旁组

织中呈高表达, 两者差别有统计学意义. 此外, 
Western blot结果进一步发现结直肠癌组织中

CHD1L蛋白呈过表达, 结果与免疫组织化学结

果一致(图1, 2). 
2.2 CHD1L基因在结直肠癌细胞系中的表达情
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■创新盘点
本文较全面的研
究了CHD1L在结
直肠癌患者中的
表达情况 ,  通过
体外和体内证实
CHD1L促进结直
肠癌的转移.

况 实时荧光定量PCR和Western blot结果发现

CHD1L在四种结直肠癌细胞系中的表达比正常

癌旁组织高, 其中LOVO的CHD1L的表达量最

高, SW620的表达量相对较低(图3). 
2.3 Transwel l侵袭实验观察抑制CHD1L的表
达对结直肠癌细胞侵袭能力的影响 Transwell
侵袭实验结果显示: 转染干扰C H D1L质粒的

DLD-1、LOVO细胞侵袭能力较对照组明显降

低(P <0.05)(图4). 
2.4 划痕实验检测抑制CHD1L基因表达对结直
肠癌细胞迁移能力的影响 采用划痕实验检测

LOVO、DLD-1结肠癌细胞的迁移能力, 0、6、
12 h后, 结果发现, 干扰CHD1L组细胞划痕的愈

合率比对照组划痕愈率明显下降, 差异具有统
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图  1  结直肠癌癌组织及对应的癌旁组织中CHD1L蛋白和mRNA的表达. A: CHD1L蛋白的表达; B: CHD1L mRNA的表达. 1: 
结肠癌组织; 2: 结肠癌旁组织. aP<0.05 vs  结肠癌组织.

图  2  免疫组织化学检测结直肠癌癌组织及对应的癌旁组织中CHD1L的表达(×400). A, B: 癌旁组织免疫组织化学; C, D: 结
直肠癌组织免疫组织化学.
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计学意义(P <0.05)(图5). 

2.5 体内实验观察降低C H D1L的表达对结直
肠癌细胞转移能力的影响 裸鼠体内实验结果

发现降低CHD1L的表达裸鼠结肠癌发生肝及

肺部的转移率明显低于正常对照(P <0.05)(表1, 
图6, 7). 

3  讨论

在我国, CRC发病率居恶性肿瘤的第4-6位, 占消

■应用要点
CHD1L在结直肠
癌患者的侵袭转
移中发挥了重要
的作用 ,  CHD1L
可能成为治疗结
直肠癌的一个新
的靶点.
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图  3  CHD1L 基因在结直肠癌细胞SW620、SW480、LOVO和DLD-1中的表达情况. A: CHD1L蛋白的表达; B: CHD1L mRNA
的表达. aP<0.05 vs  PCIT.
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图  4  抑制CHD1L的表达对DLD-1和LOVO细胞侵袭能力的影响. A: 正常的DLD-1组(×400); B: shCHD1L DLD-1组(×400); 
C: 正常的LOVO组(×400); D: shCHD1L LOVO组(×400); E: DLD-1正常组与shCHD1L组细胞侵袭数量; F: LOVO正常组与

shCHD1L组细胞侵袭数量. aP<0.05 vs  MOCK.

     

表  1  裸鼠正常组及shCHD1L组的肝肺转移情况

分组 肝转移 肺转移

MOCK 8/15 7/15

shCHD1L 0/15 1/15

P值 <0.01 <0.01
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化系恶性肿瘤的第2-3位[1-3]. 近年结直肠癌的发

病率呈逐年上升和年轻化趋势, 结肠癌根治术

后的5年生存率虽然有所提高, 但病死率仍然居

高不下, 其死亡的主要原因是局部侵袭和远处

转移[16-20]. 肿瘤的转移是一个多步骤、多阶段、

多基因参与的复杂的过程, 因此探讨结肠癌侵

袭、转移相关基因有利于阐明结肠癌侵袭、转

移的发生机制[21-25]. 
CHD1L是香港大学关新元教授用染色体显

微切割技术结合比较基因组杂交技术, 首次从

人体肝癌细胞的染色体1q21区分离并克隆的一

个新基因, 该基因又被称为ALC1 , 基因全长2980 
bp, 编码89 kDa分子蛋白[5-8]. 同源性比较和功

能保守域分析结果显示, CHD1L属于SNF2类家

族, 其编码的蛋白含有保守的 SNF2_N及解旋酶

功能域. SNF2蛋白家族在转录调控、染色质重

构、调节蛋白-DNA结合等方面起十分重要的

作用[8-10]. 作为SNF2家族蛋白一员, CHD1L蛋白

可能具有类似的调控基因转录的功能. 近年来, 
CHD1L在恶性肿瘤侵袭和转移中的作用受到研

究者们的日愈重视[26-30]. 
为了深入了解CHD1L在结肠癌发病过程中

的具体作用及其对结肠癌细胞生物学行为的影

响, 本次实验通过实时荧光定量、免疫组织化

学和Western blot首次检测100例结直肠癌患者

癌及癌旁组织中的CHD1L的表达情况, 以及在

结直肠癌细胞和动物水平上检测降低CHD1L基

因表达对结直肠癌细胞的侵袭和远处转移能力

影响, 结果发现CHD1L在结直肠癌患者癌组织

中的表达较癌旁高. Transwell实验、划痕实验及

体内实验进一步证实降低CHD1L的表达可以明

显抑制结肠癌细胞的侵袭和转移能力, 与研究

报道CHD1L可以促进肝癌细胞的侵袭和转移的

结果相一致[16,17]. 然而CHD1L在结直肠癌中的作

用机制我们将进一步研究探讨. 
总之, C H D1L在结直肠癌中呈现过表达, 

■名词解释
CHD1L: 是从人体
肝癌细胞的染色
体1q21区分离并
克隆的一个新基
因, 该基因又被称
为ALC1 (amplified 
in liver cancer 1). 
CHD1L属于SNF2
类家族 ,  SNF2蛋
白 家 族 在 转 录
调 控 、 染 色 质
重 构 、 调 节 蛋
白-DNA结合等方
面起十分重要的
作用.

WCJD|www.wjgnet.com 2014-10-18|Volume 22|Issue 29|

4420               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志   2014年10月18日  第22卷  第29期 

0 h

6 h

12 h

A B

0 h

6 h

12 h

C组                                CHD1L组

DLD-1LOVO

C组                                CHD1L组

图  5  细胞划痕实验(×100). A: LOVO结肠癌细胞干扰CHD1L; B: DLD-1结肠癌细胞干扰CHD1L. 观察到0、6、12 h 3个
时间点的细胞划痕恢复率降低.



CHD1L在结直肠癌患者的侵袭转移中发挥了重

要的作用, CHD1L可能成为治疗结直肠癌的一

个新的靶点. 
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