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CHD1L在结直肠癌中的表达及其对细胞增殖的影响

邓云刚, 黄文峰, 赖 剑, 刘晓平, 邓龙颖, 章新华
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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. 
CHD1L (Chromo-
domain helicase/
AT P a s e  D N A 
binding protein1-
tike gene)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 (amplifled 
iIl liver cancer 1, 
基因库登记号 : 
AF537213), 基因
全长2980 bp, 编
码89 kDa分子蛋
白 .  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 investigate the expression of chromo-
domain helicase/ATPase DNA binding protein 
1-like (CHD1L) in colorectal cancer (CRC) tis-
sues, and to assess the effect of CHD1L on CRC 
cell proliferation and apoptosis. 

METHODS: Real-time fluorescence quantitative 
PCR (qRT-PCR) and immunohistochemistry 
were used to detect the expression of CHD1L 
mRNA and protein in CRC and pericarcinoma-
tous intestine tissues (PCIT). MTT assay, colony 
formation assay and animal experiments were 

used to observe the effect of CHD1L on CRC cell 
proliferation. Flow cytometric assay was used to 
detect cell apoptosis.

RESULTS: CHD1L protein was overexpressed 
in 76.25% (61/80) of the CRC tissue samples. 
Transfection of CRC cells with an shRNA target-
ing CHD1L significantly reduced the expres-
sion of CHD1L mRNA and protein. MTT assay 
and colony formation assay showed that cell 
proliferation in the CHD1L knockdown group 
was significantly lower than that in the control 
group. Flow cytometry assay showed that apop-
tosis index in the CHD1L knockdown group 
was significantly increased compared with the 
control group. Tumor formation assay showed 
that tumor volume and weight in the CHD1L 
knockdown group were significantly less than 
those in the control group. 

CONCLUSION: CHD1L is overexpressed in 
CRC tissues. Knockdown of CHD1L inhib-
its CRC cell proliferation and tumor growth. 
CHD1L may become a new target for the treat-
ment of CRC. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 检测chromodomain helicase/ATPase 
DNA binding protein 1-like gene (CHD1L )在结
直肠组织中的表达情况及探讨CHD1L基因对
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)细胞增殖和
凋亡的影响. 

方法: 通过荧光定量PCR、免疫组织化学检

■同行评议者
李革, 副教授, 延
边大学附属医院
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■研发前沿
近 年 来 ,  结 直
肠癌 (co lorec ta l 
cancer,  CRC)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
CRC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
肠癌至关重要.

测80例C R C患者癌组织和对应癌旁组织中
CHD1L基因的表达情况; 采用噻唑蓝(methyl 
thiazolyl tetrazolium, MTT)、克隆形成实验
及动物实验等观察CHD1L基因在CRC细胞
增殖中的作用; 利用流式细胞技术检测细胞
凋亡. 

结果: 76.25%(61/80)的CRC癌组织CHD1L
基因的表达明显高于对应的癌旁组织; 转染
s h R N A-C H D1L至C R C细胞可以明显降低
C H D1L基因的m R N A和蛋白的表达, 同时
MTT实验和克隆形成实验发现干扰CHD1L
组细胞的增殖明显低于对照组. 另外, 流式细
胞仪检测发现干扰CHD1L组较对照组细胞
凋亡指数明显增加. 裸鼠成瘤实验发现稳定
低表达CHD1L组肿瘤体积和重量明显小于
对照组. 

结论: CHD1L在结直肠组织呈现高表达, 降低
结直肠细胞中CHD1L的表达可明显抑制细胞
增殖及肿瘤生长. CHD1L可能成为治疗CRC
的新靶点. 

© 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2种结肠癌细胞株CHD1L水平都呈现过表达. 
利用噻唑蓝(methyl thiazolyl tetrazolium)检测、克
隆形成实验、流式细胞技术检测到干扰CHD1L
的SW620、SW480细胞存活增殖能力下降, 凋亡
增强, 观察到裸鼠成瘤实验干扰CHD1L组肿瘤较
对照组缩小. 在结直肠癌患者的癌细胞增殖凋亡
中CHD1L发挥了重要的作用. 
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0   引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是较常见的

恶性肿瘤之一, 每年新发病例高达约103万, 死
亡病例约53万 ,  C R C的死亡率位居恶性肿瘤

的第2位, 且呈逐年上升的趋势[1-3]. 研究[4-7]表

明结肠癌是多因素导致的恶性肿瘤, 与个人遗

传、环境等因素有关, 结肠癌恶性肿瘤的发生

与分子异常表达有关, 目前对结肠癌发病分子

机理研究报道的还不深入, 因此探索CRC的发

病机制可以为临床寻找有效的抗肿瘤药物提

供理论基础. 
Chromodomain helicase/ATPase DNA bind-

ing protein 1-like gene (CHD1L )是从人体癌细胞

的染色体1q21区分离并克隆的一个新基因[8,9]. 
最近研究[10-12]报道, CHD1L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. 因此, CHD1L蛋白可能在肿瘤的增

殖和凋亡中发挥了重要的作用. 研究[13-15]报道

CHD1L与鼻咽癌发病的遗传易感性及患者发生

淋巴结转移密切相关. 此外, Tian等[16]研究报道

在乳腺癌组织中CHD1L的高表达与乳腺癌复发

存在正相关性. 然而CHD1L在CRC中的作用还

不清楚, 因此, 探讨CHD1L在CRC发生发展中的

作用十分必要, 本实验主要探讨CRC中CHD1L
的表达情况, 以及CHD1L对CRC细胞增殖和凋

亡的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集CRC及对应癌旁组织手术标本

(n  = 80). 所有标本均经病理学检查确诊, 其
中男性54例, 女性26例, 年龄50-69岁. 所有患

者术前均未接受放化疗 .  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. SW480、SW620细胞(中国科学院细胞

库), DMEM高糖培养基(Gibco公司), 胎牛血清

(Gibco), shRNA-CHD1L质粒(上海吉玛公司), 
脂质体Lipfectamine 2000(Invitrogen), TRIzol 
(Invitrogen), Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒

(南京凯基公司), 总蛋白提取试剂盒(碧云天), 
CHD1L单克隆抗体(Santa Cruz), 实时荧光定

量PCR分析仪9700(美国ABI公司), 流式细胞仪

(美国BD公司). 
1.2 方法
1.2.1 荧光定量P C R检测C R C组织中C H D1L 
mRNA的表达: 采用TRIzol试剂提取肿瘤组织

及对照组织中总RNA, 采用紫外分光光度计测

定浓度, -80 ℃保存, 首先取将TRIzol法获得的

RNA进行逆转录成cDNA, 逆转录的反应条件

为: 16 ℃ 30 min, 42 ℃ 30 min, 85 ℃ 5 min. 将
cDNA其稀释100倍, 参用20 μL反应体系: SYBR 
10 μL、CHD1L上下游引物各1 μL、cDNA 6 μL
及H2O 2 μL, 反应条件: 95 ℃ 10 min, 随后95 ℃ 
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■相关报道
He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.

15 s, 59 ℃ 60 s, 40个循环. 根据获得的Ct值按

统计学分析CHD1L在CRC和对应癌旁组织中

CHD1L mRNA的表达情况. 
1.2.2 免疫组织化学检测CRC组织中CHD1L蛋
白的表达: 将收集的CRC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2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. 去PBS液, 每张切片

加1滴新鲜配制的二氨基联苯胺(diaminobenzi-
dine, DAB)液, 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. 
1.2.3 细胞培养及转染: 将SW480、SW620接种

于DMEM培养基(含10%胎牛血清), 5%CO2、

37 ℃条件下培养. 待细胞数量达到70%-90%, 严
格遵照新型脂质体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. 
1.2.4 MTT实验检测SW480、SW620细胞增殖
情况: 收集SW480、SW620细胞, 将各组细胞

悬液在离心管内反复充分打匀, 接种于96孔培

养板(6×103/孔), 24 h后换液. 每组设有6个复

孔. 转染后1-4 d每孔加入噻唑蓝(methyl thiazo-
lyl tetrazolium, MTT)试剂(浓度为5 mg/mL)20 
μL, 在5%CO2、37 ℃条件下继续孵育4 h. 用移

液器吸取各孔上清, 加入DMSO 150 μL/孔, 在
室温条件下摇10 min(置水平摇床)以充分完全

溶解MTT结晶. 测定各孔吸光值(波长490 nm). 
每组重复3次. 按下列公式计算细胞生长抑制率

(%): 细胞生长抑制率 = (实验组平均A 490-对照

组平均A 490)/对照组平均A 490×100%, 上述操作

重复3次. 
1.2.5 克隆形成实验检测SW480、SW620细胞的
增殖: SW480、SW620细胞经转染后, 取对数生

长期的细胞, 接种于6孔培养板中, 大约500-600
个细胞/孔, 置37 ℃、5%CO2, 饱和湿度的条件

下, 培养2-3 wk. 观察细胞生长情况, 当培养皿中

出现肉眼可见的克隆细胞团时, 终止培养. 移去

上清液, 运用PBS漂洗2次. 加甲醇固定20 min, 
去除固定液, 加适量G i e m s a应用染色液染30 
min, 清洗染色液, 经干燥后在显微镜下计数细

胞的克隆数, 克隆形成率 = 克隆数/接种细胞数

×100%. 上述操作重复3次. 
1.2.6 流式细胞术分析SW480、SW620细胞凋
亡: 将细胞接种于6孔板中, 转染干扰CHD1L质
粒, 经48 h后收集细胞并制备为单细胞悬液, 采
用PBS漂洗2次, 离心、弃上清, 最后运用An-
nexin V-FITC早期凋亡试剂盒和流式细胞仪检

测各组细胞的早期凋亡情况. 上述操作重复3次. 
1.2.7 构建稳定低表达CHD1L的SW620细胞: 将
shCHD1L质粒转染至SW620细胞中(转染方法同

上), 次日加入不同剂量的G418抗生素, 筛选出

最合适的G418抗生素浓度为800 μg/mL, 至到挑

出单克隆细胞株, 维持G418浓度筛选出稳定低

表达CHD1L的细胞株. 
1.2.8 裸鼠皮下成瘤实验: 将6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及对照组的SW620细胞(约1×106个)
制成150 μL细胞悬液, 运用微量注射器接种于

裸鼠左侧及右侧大腿背部皮下. 成瘤后定期测

量肿瘤的大小, 绘制肿瘤生长曲线. 饲养20 d
后处死裸鼠, 取瘤称重. 经甲醛固定、石蜡包

埋、HE染色后, 在光镜下观察肿瘤组织的病理

学特征. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 计量

资料以mean±SD表示, 癌及癌旁组织采用配对

样本t检验, 其他两组间均数的比较采用两独立

样本t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 CHD1L在CRC组织中呈现高表达 利用实

时荧光定量PCR和免疫组织化学检测80例CRC
患者癌及癌旁组织中CHD1L的表达, 荧光定量

PCR结果发现76.25%(61/80)的结肠癌组织的

CDHIL mRNA表达明显高于癌旁组织(P <0.01), 
而其余23.75%(19/80)的结肠癌组织中CHD1L的
表达与对应的癌旁组织中的表达差异无统计学

意义(P >0.05). 免疫组织化学结果发现CHD1L蛋
白主要分布在结肠癌细胞的胞浆, 其在结肠癌
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■创新盘点
本文较全面的研
究了 C H D 1 L在
CRC患者中的表
达情况 ,  通过体
外 和 体 内 证 实
CHD1L增强结直
肠癌癌细胞增殖.

组织中的表达明显高于癌旁组织, 结果与荧光

定量PCR结果一致(图1). 
2.2 转染shRNA-CHD1L对CRC细胞CHD1L表达
的影响 荧光定量PCR结果发现SW480、SW620
细胞转染shRNA-CHD1L后CHD1L mRNA的表

达比对照组明显降低(P <0.01), 同时Western blot
结果同样发现shRNA-CHD1L组CHD1L蛋白的

表达比对照组降低(图2). 
2.3 MTT检测抑制CHD1L的表达对SW480、
SW620细胞存活率的影响 MTT检查结果发现: 
SW480、SW620细胞转染shRNA-CHD1L后的

细胞生长较对照组均明显降低(P <0.05)(图3). 

2.4 克隆形成实验观察降低C H D1L的表达对
S W480、S W620细胞增殖的影响  克隆形成

实验结果提示: 转染shRNA-CHD1L组SW480
和S W620细胞克隆形成率较对照组明显降低

(P <0.05)(图4). 
2.5 流式细胞技术检测干扰C H D1L的表达对
SW480、SW620细胞凋亡的影响 流式细胞仪

检测细胞凋亡的结果显示: SW480、SW620细
胞在转染干扰C H D1L后, 凋亡指数增加明显

(P <0.05)(图5). 
2.6 体内实验观察抑制CHD1L的表达对CRC生
长的影响 本实验所有的裸鼠皮下肿瘤成瘤率为
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图  1  结直肠癌组织及对应的癌旁组织中CHD1L的表达. A: 癌组织CHD1L mRNA的表达明显高于对应的癌旁组织
(bP<0.01 vs  PCIT); B: 免疫组织化学结果显示结肠癌组织中CHD1L蛋白呈过表达(×400). PCIT: 癌旁肠组织; CRC: 结
直肠癌.
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100%, 实验结果发现shRNA-CHD1L组的肿瘤生

长较对照组肿瘤明显要慢, 差异有统计学意义

(P <0.05); 同时, shRNA-CHD1L组的肿瘤的重量

明显低于对照组(P <0.05)(图6). 

3  讨论

C R C是西欧、北美等发达国家最常见的恶性

肿瘤, 也是我国九大常见恶性肿瘤之一, 发病

率居恶性肿瘤的第4-6位, 占消化系恶性肿瘤的

第2-3位[2-4]. 近年CRC的发病率呈逐年上升和

年轻化趋势, 虽然其根治术后的5年生存率有

所提高, 但病死率仍然居高不下[4-9]. 从流行病

学的观点看, 结肠癌的发病与社会环境、生活

方式(尤其是饮食习惯、缺乏体力活动)、遗传

因素有关. 年龄、结直肠息肉史、溃疡性结肠

炎及胆囊切除史也是结肠癌的高危因素. 但总

体而言, 结肠癌的病因及发病机制仍不十分清

楚[9-11]. 
CHD1L又被称为ALC1 (amplified in liver 

cancer 1), 基因全长2980 bp, 编码89 kDa分子蛋

白, CHD1L属于SNF2类家族, 其编码的蛋白含

有保守的. 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在恶性肿瘤中的作用受到研究者们

■应用要点
CHD1L在结直肠
癌患者的癌细胞
增殖凋亡中发挥
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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■名词解释
CHD1L: 是从人
体 肝 癌 细 胞 的
染色体 1 q 2 1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.
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的日愈重视[12-15]. 如Tian等[16]及研究[17-22]在胆囊

癌中证实CHD1L呈过表达且与患者的预后相

关. 另外, 研究报道CHD1L在肝癌组织中的表

达明显增高, 其与患者的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

生存时间显著相关, 体外和体内功能实验发现

CHD1L通过ARHGEF9介导的Cdc42的活化可

以促进肝癌细胞的侵袭和转移 [23-26].  另外研

究 [27-30]发现CHD1L在卵巢癌以及前列腺癌中的

表达也失调, 但CHD1L在CRC中的表达及其作

用目前还不清楚. 
本次实验通过荧光定量和免疫组织化学检

测临床CRC标本和对应的正常癌旁组织, 结果

发现CHD1L在肿瘤组织中呈明显高表达, 两者

差异具有统计学意义. 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MTT、克

隆形成实验以及动物实验等探讨CHD1L对CRC
细胞增殖的影响, 结果发现干扰CHD1L的表达

可以明显抑制CRC细胞的的增殖及生长, 同时

可以明显促进肿瘤细胞发生凋亡. 说明CHD1L

在CRC发生及凋亡过程中发挥重要的作用, 其
很可能成为一个CRC新的癌前标志物, 为临床

基因治疗提供新的靶点. 然而, CHD1L在CRC中
的作用机制还不清楚, 我们将在下一步的实验

中探讨CHD1L的上游调控基因、下游调控基因

及可能参与调控的信号通路. 
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