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Abstract 
AIM: To study the effects of overexpression 
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HIPK2调控COX-2及β-catenin表达对人结直肠癌细胞
VEGF表达的影响

胡 强, 周利红, 刘 宣, 隋 华, 付晓伶, 颜琳琳, 任建琳, 李 琦

®

■背景资料
血管新生是结直
肠 癌 发 生 的 重
要 促 进 因 素 ,  结
直肠癌的生长、
浸润、复发和转
移 均 有 赖 于 肿
瘤 血 管 的 生 成 . 
β-catenin信号途径
在肿瘤的发生、
发展中占据着重
要的地位, 该通路
的过度激活与多
种人类肿瘤的发
生有密切的联系, 
尤其在结直肠癌
的发生发展上, 约
90%与该通路过
度激活有关. 

of homeodomain-interacting protein kinase 2 
(HIPK2) on the expression of cyclooxygenase 
2 (COX-2) and β-catenin in HCT-116 cells, and 
to explore the regulatory effect of the HIPK2 
gene on angiogenic factor expression in human 
colorectal cancer cells. 

METHODS: The pEGFP-N3 vector or pEGFP-
N3-HIPK2 plasmid was transfected into human 
colorectal cancer HCT-116 cells using Lipo-
fectamine 2000, and untransfected cells were used 
as normal controls. The expression of VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) in cell culture me-
dium was detected by ELISA assay, and the protein 
expression of β-catenin was tested by Western blot. 
The COX-2 promoter containing plasmid pGL3-
basic-COX-2 was co-transfected with pRL-SV40 in 
the three groups above. COX-2 promoter activity 
was detected by dual luciferase activity assay, and 
COX-2 mRNA level was determined by real-time 
PCR. 

RESULTS: The pEGFP-N3-HIPK2 group and 
pEGFP-N3 group had the same fluorescent 
level, and there was no statistically significant 
difference in HCT-116 cells. The VEGF expres-
sion was significantly inhibited (857.54 pg/mL ± 
65.04 pg/mL vs 368.32 pg/mL ± 98.82 pg/mL, P 
< 0.05) after pEGFP-N3-HIPK2 plasmid transfec-
tion. COX-2 promoter activity and mRNA ex-
pression were significantly lower in the pEGFP-
N3-HIPK2 group than in the pEGFP-N3 group 
(75.467×10-5 ± 18.666×10-5 vs 266.407×10-5 ± 40.902
×10-5, 1.07×10-4 ± 0.32×10-4 vs 3.48×10-4 ± 0.64×10-4 
P < 0.05 for both). HIPK2 could inhibit the pro-
tein expression of β-catenin but up-regulate p-β-
catenin expression. 

CONCLUSION: pEGFP-N3-HIPK2 transfection 
significantly increased the expression of HIPK2, 
and reduced the transcription of the COX2 gene 
and VEGF level in human colorectal cancer 
HCT-116 cells. The mechanisms may be related 
to the inhibition of COX-2 and β-catenin expres-
sion in cells, and regulation of β-catenin-COX-2 
signal transduction. 

■同行评议者
刘 海 峰 ,  主 任 医
师, 北京市武警总
医院消化科 
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■研发前沿
Wnt/β-catenin信
号通路是细胞内
常见的信号通路, 
在肿瘤的发生、
发展中占据着重
要的地位, 该通路
的过度激活与多
种人类肿瘤的发
生有密切的联系, 
尤其在大肠癌的
发生、发展上, 约
90%大肠癌发生
与该通路过度激
活 有 关 .  癌 基 因
β-catenin在细胞质
的积累牵涉到多
种人类肿瘤及其
血管新生的进程, 
β-catenin可被多种
生化机制调节, 但
具体的机制尚不
明确.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 

Key Words: Homeodomain-interacting protein ki-
nases 2; Vascular endothelial growth factor; Color-
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摘要
目的: 研究同源结构域相互作用蛋白激酶
2(homeodomain-interacting protein kinases 2, 
HIPK2 )基因重组质粒对HCT-116细胞环氧合
酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)及β-catenin表达
的影响, 探讨HIPK2基因对人结直肠癌细胞血
管新生因子表达的调节作用. 

方法: 采用脂质体将pEGFP-N3和pEGFP-N3-
HIPK2质粒转染人结直肠癌细胞, 分为正常
组、载体质粒组和HIPK2质粒组, ELISA法检
测细胞培养液中血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)的表达, 
Western blot检测β-catenin蛋白表达情况. 在上
述3组细胞中同时转染含COX-2基因启动子质
粒pGL3-basic-COX-2后, 双荧光素酶活性检
测COX-2启动子的表达, Real-time PCR检测
COX-2 mRNA的表达水平. 

结果: HCT-116细胞中pEGFP-N3-HIPK2质
粒组的荧光表达量与载体质粒p E G F P-N3
组的表达量基本一致 ,  两组相比无明显差
异. 转染pEGFP-N3-HIPK2质粒后, HCT-116
细胞内V E G F的表达量由对照组的857.54 
pg/mL±65.04 pg/mL降低至368.32 pg/mL
±98.82 pg/mL, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05); COX-2 启动子活性由空载体组的
266.407×10-5±40.902×10-5下降至75.467×
10-5±18.666×10-5, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05); COX-2 mRNA的相对表达量由空载
体组的3.48×10-4±0.64×10-4下调至1.07×
10-4±0.32×10-4, 两组相比具有统计学意义
(P <0.05). 同时, Western blot结果显示, HIPK2
可明显降低细胞β-catenin的蛋白表达, 上调细
胞内p-β-catenin蛋白的表达量. 

结论: pEGFP-N3-HIPK2可明显上调HCT-116
细胞HIPK2的表达, 显著下调人结直肠癌细胞
COX-2的转录表达及VEGF的表达水平, 其作

用机制可能与其抑制细胞COX-2及β-catenin
表达, 调节β-catenin-COX-2信号转导有关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 同源结构域相互作用蛋白激酶2; 血管内皮

生长因子; 结直肠癌; 血管新生; 环氧合酶2

核心提示: 目前研究认为, 同源结构域相互作用

的蛋白激酶2(homeodomain-interacting protein 
kinases 2)基因是一种在大肠癌细胞中低表达的

抑癌基因, 我们研究发现其抑制结直肠癌细胞血

管内皮生长因子表达可能与其下调细胞内环氧

合酶2(cyclooxygenase 2)及β-catenin表达有关, 其
详细的作用机制尚有待于进一步的研究及探讨.
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0  引言

血管新生是结直肠癌发生的重要促进因素, 结
直肠癌的生长、浸润、复发和转移均有赖于肿

瘤血管的生成. β-catenin信号途径在肿瘤的发

生、发展中占据着重要的地位, 该通路的过度

激活与多种人类肿瘤的发生有密切的联系, 尤
其在结直肠癌的发生、发展上, 约90%与该通路

过度激活有关. 同源结构域相互作用的蛋白激

酶2(homeodomain-interacting protein kinases 2, 
HIPK2)与肿瘤的发生发展关系密切, HIPK2能调

节转录、凋亡、细胞生长和进展, 既作为转录

共阻遏物又作为激酶, 而对一些功能蛋白产生

影响影响. 环氧合酶2(cyclooxygenase 2, COX-2)
是花生四烯酶转化为前列腺素的限速酶 ,  是
β-catenin信号途径的下游靶基因, 在恶性肿瘤中

特别是大肠癌细胞中过表达, 促进大肠癌的发

生. 肿瘤细胞中HIPK2过表达可能通过调节细胞

内β-catenin及COX-2的活性而下调血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)
的表达, 从而对结直肠癌血管新生产生抑制作

用. 本研究利用成功构建的人HIPK2基因重组质

粒pEGFP-N3-HIPK2, 将重组质粒转染人结直肠

癌HCT-116细胞, 观察HIPK2基因在HCT-116细
胞中的表达情况及其对HCT-116细胞β-catenin-
COX-2信号通路的调控作用, 以期探讨HIPK2基
因对人结直肠癌细胞血管新生因子表达的调节
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■相关报道
Kim研究小组最
先发现与同源结
构域转录因子相
互作用的保守丝
氨酸/苏氨酸核激
酶-同源结构域相
互作用的蛋白激
酶(homeodomain-
interacting protein 
kinases, HIPKs). 目
前已知该激酶有
3个亚型, 分别为
HIPK1、HIPK2、
H I P K 3 ,  其 中
HIPK2与肿瘤的发
生发展关系密切, 
HIPK2既作为转
录共阻遏物又作
为激酶, 能调节肿
瘤细胞转录、凋
亡、生长和进展.

作用, 为临床上抗结直肠癌的作用靶点研究提

供思路及途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结直肠癌HCT-116细胞(购自中国科

学院上海细胞库), 细胞培养于含10%胎牛血清

的R/MINI 1640培养基, 置于5%CO2、37 ℃及

饱和湿度的培养箱中培养. pGL3-Basic-COX-2
重组质粒、pRL-SV40内参质粒、pEGFP-N3
载体质粒及人HIPK2基因重组质粒pEGFP-N3-
HIPK2均由上海中医药大学附属曙光医院肿瘤

实验室提供. HilyMax转染脂质体(购自日本同

仁化学研究所); 人VEGF ELISA试剂盒(美国Bio 
Sources公司); Dual-Luciferase Assay System试剂

盒(美国Promega公司); Rnaiso试剂、RNA的反

转录试剂盒、Real-time PCR试剂盒(日本TaKa-
Ra公司); BCA Protein Assay Kit(HyClone-Pierce, 
货号: 23225); Prestained protein marker(中晶公

司, 货号: SM0441); ECL-PLUS/Kit(Amersham
公司货号: RPN2132); 医用X射线光片(Kodak公
司); X线胶片显影粉(上海冠龙照相材料厂); X线

胶片定影粉(上海冠龙照相材料厂). 双人垂直流

超净工作台(新加坡ESCO公司, SVE-6A1), 台式

个人型高速离心机(德国Eppendorf公司, Minis-
pan), 台式高速冷冻离心机(德国Eppendorf公司, 
5804R), 银质梯度PCR仪(德国Eppendorf公司, 
Mastercycler Ep), 荧光定量PCR仪(美国ABI公司, 
Prism® 7300型), 生物分光光度计(德国Eppendorf
公司, RS-232-C), 高精确电子天平(德国Sartori-
ous Stedim Biotech公司, CP225D), 酶标仪(美国

BioRad公司, 680), 化学发光仪(美国Promega公
司, GloMix 20/20), 荧光倒置显微镜(日本OL-
MYPUS公司, CKX41/U-RFLT50), CO2培养箱(英
国RSBiotech公司, GALAXYS). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人结直肠癌HCT-116细胞, 用含

10%小牛血清的Mycoy's 5A培养基于置于体积

分数5%CO2、饱和湿度、37 ℃孵箱中常规培

养, 每1-2天传代一次. 传代时, 吸除瓶中培养液, 
加细胞消化液1 mL, 消化贴壁细胞, 吸取培养液

轻轻吹打瓶壁, 使其脱离瓶壁形成单个细胞悬

液, 取对数生长期的细胞用于实验. 
1.2.2 pEGFP-N3-HIPK2质粒转染细胞: 将上述

常规培养的人结直肠癌HCT-116细胞随机分为

空白组、载体质粒组、重组质粒组, 分别按如

下剂量加入不同的质粒进行瞬时转染: (1)空白

组: 正常HCT-116细胞(n = 3); (2)载体质粒组: 
pEGFP-N3(n = 3); (3)重组质粒组: pEGFP-N3-
HIPK2 (n = 3). 在1.5 mL的离心管中配制待转

染质粒(1.0 μg/孔)、转染脂质体Hily-Max(4.5 
μL/孔)复合物, 将待转染质粒稀释至不含血清和

抗菌素的Mycoy's 5A培养基中, 混合均匀, 然后

将转染脂质体悬液, 室温温育5 min. 最后将两者

混合在一起, 充分混匀静置20 min, 使质粒与脂

质体充分结合. 然后直接加入到细胞培养中, 在
37 ℃ 5%CO2培养箱中培养24-72 h, 荧光倒置显

微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况. 
1.2.3 pGL3-Bas ic-COX-2 启动子质粒共转染

HCT-116细胞: 将培养于含有10%新生牛血清、

100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉素Mycoy's 
5A完全培养基(37 ℃ 5%CO2、饱和湿度)的人

结直肠癌HCT-116细胞株, 按1×106个细胞/孔
的量在24孔板中接种指数生长期的细胞 ,  在
37 ℃ 5%CO2培养箱中过夜培养, 直到细胞密度

达到60%-80%. 将上述常规培养的人结直肠癌

HCT-116细胞随机分为对照组、载体质粒处理

组、重组质粒处理组, 分别按如下剂量加入不

同的质粒进行瞬时转染: (1)对照组: 转染pGL3-
Basic-COX-2质粒和PRL-SV40内参质粒(n  = 3); 
(2)载体质粒处理组: 转染pGL3-Basic-COX-2质
粒、PRL-SV40内参质粒和pEGFP-N3质粒(n  = 
3); (3)重组质粒处理组: 转染pGL3-Basic-COX-2
质粒、PRL-SV40内参质粒和pEGFP-N3-HIPK2
重组质粒(n  = 3). 按上述分组将每一组细胞均转

染含人COX-2基因启动子重组质粒和pRL-SV40
内参质粒, 不同处理组分别加转染pEGFP-N3载
体质粒和pEGFP-N3-HIPK2重组质粒, 转染48 h
后使用化学发光法检测各组细胞的双荧光素酶

活性. 
1.2.4 化学发光法检测双荧光素酶活性: 将上述

24孔板中转染pGL3-Basic-COX-2重组质粒和

pRL-SV40内参质粒的HCT-116细胞于转染3-5 h
后吸除质粒/脂质体/Mycoy's 5A复合物, 以完全

培养基为空白对照, 分别在各组细胞中加入含

TanIIA 4、8、12、16、20 μmol/L的Mycoy's 5A
培养基, 每组设4复孔, 继续于5%CO2、37 ℃的

培养箱中培养24-48 h, 一般于培养48 h后进行

双荧光素酶活性. 细胞内双荧光素酶活性检测

采用美国Promega公司提供的Dual-Luciferase 
Assay System试剂盒检测, 分别用萤火虫荧光素

酶的值除以海肾荧光素酶的值, 所得到的比值

(RLU1/RLU2)即可反映COX-2基因启动子的转



胡强, 等. HIPK2调控COX-2及β-catenin表达对人结直肠癌细胞VEGF表达的影响				              1269

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
本研究通过构建
HIPK2 基因CDS
序列质粒转染人
结 直 肠 癌 细 胞 , 
发现HIPK2 基因
重组质粒能在人
结直肠癌细胞中
稳 定 表 达 ,  可 抑
制HCT-116细胞
V E G F 的 表 达 水
平 ,  及 环 氧 合 酶
2(cyclooxygenase 
2 ,  C O X - 2 )启动
子和mRNA的活
性 ,  并 下 调 细 胞
内β-catenin的蛋
白表达, 促进p-β-
catenin蛋白的表
达水平.

录活性. 
1.2.5 ELISA法检测细胞培养液中VEGF的表达: 
取常规培养对数生长期的人结直肠癌HCT-116
细胞, 0.25%的胰蛋白酶将培养瓶中的细胞消化, 
用含10%小牛血清的Mycoy's 5A培养液稀释细

胞, 配制成单个细胞细胞悬液, 充分混匀后调整

细胞浓度至1×105/mL, 以每孔500 μL的量接种

于3个24孔细胞培养板中, 置于5%CO2、饱和湿

度、37 ℃培养箱中培养. 将24孔板中的人结直

肠癌HCT-116细胞共分为3组, 每组4个复孔: (1)
空白对照组: 加入空白培养液; (2)pEGFP-N3组: 
转染pEGFP-N3质粒; (3)pEGFP-N3-HIPK2组: 转
染pEGFP-N3-HIPK2质粒. 按上述分组及要求对

细胞进行pEGFP-N3、pEGFP-N3-HIPK2质粒

转染处理24、48 h. 作用不同时间点后, 将每孔

中的细胞培养液分别收集到1.5 mL的离心管中, 
5000 r/min离心5 min, 每孔各取100 μL培养液上

清, 按试剂盒提供的操作步骤进行ELISA法检测

细胞培养液中VEGF的表达情况. 
1.2.6 Western blot检测蛋白表达: 细胞总蛋白抽

提: 从培养箱中取出细胞, 弃去细胞培养液, PBS 
洗涤2次, 弃去PBS, 加入适量预冷的2×Lysis 
Buffer, 细胞刮刮下细胞, 将样品转移入Ep管中, 
冰上裂解细胞10-15 min, 超声破碎仪破碎细胞

(200 W共4次, 每次5 s, 间隔2 s), 4 ℃, 12000 g , 
离心15 min, 取上清, 测蛋白浓度后, 每个样品蛋

白终浓度均调整为2 μg/μL, -80 ℃保存备用. 上
样样品准备: 每个样品取相同总蛋白量, 加入相

同体积的2×loading buffer上样缓冲液, 混匀后, 
沸水浴煮5-10 min, 4 ℃存放备用. SDS-PAGE: 
制胶: 根据目的蛋白分子量大小配制不同浓度

的胶; 上样: 等胶凝固好后, 拔去梳子, 电泳缓冲

液清洗上样孔, 将准备好的样品上样; 电泳: 30 
mA电泳2 h. 免疫印迹(湿转): 电泳结束后, 使用

转移电泳装置, 在4 ℃、400 mA恒流条件下电

转120 min, 将蛋白转移到PVDF膜上. 免疫显色: 
(1)封闭: 用封闭液(含5%脱脂牛奶的TBST溶液)
室温封闭PVDF膜1 h或4 ℃过夜; (2)一抗孵育: 
封闭液稀释抗体, 然后与封闭好的PVDF膜室温

孵育2 h或4 ℃过夜; (3)洗膜: TBST洗膜3次, 每
次10 min; (4)二抗孵育: 用封闭液稀释相应的二

抗, 室温下孵育PVDF膜2 h; (5)洗膜: TBST洗膜3
次, 每次10 min; (6)采用Amersham公司ECL+plus™ 
Western blotting system试剂盒进行显色; (7)X光

显影: 在暗房中进行, 获得显示条带的胶片. 

1.2.7 Real-time PCR检测mRNA表达: 用RNAiso试
剂提取细胞总RNA, 溶解于40-60 μL的DEPC水
中, 于55 ℃-60 ℃放置10 min助溶; 紫外分光光度

计测定A 260/280值, 推算RNA纯度(1.8-2.0即可); 将
各试剂按以下剂量加入到200 μL EP管中, 混合

均匀: 5×PrimeScript Buffer 4 μL, PrimeScript 
RT Enzyme Mix Ⅰ 1 μL, Oligo dT Primer (50 
μmol/L) 1 μL, Random 6 mers (100 μmol/L) 1 μL, 
Total RNA 4 μL, Rnase free water up to 20 μL, 反
应条件: 37 ℃ 15 min, 85 ℃ 5 s, 反应结束所得

cDNA保存于-20 ℃. 荧光定量PCR: 采用已合成的

GAPDH和COX-2基因上下游引物和探针, 将上述

cDNA分别按以下剂量加入到8联管中, 每个基因

做12个复孔: Forward Primer 0.4 μL, Reverse Primer 
0.4 μL, Probe 0.8 μL, cDNA 2 μL, Rox Reference 
Dye 0.4 μL, Premix EX Taq 10 μL, ddH2O up to 20 
μL, 反应条件: 预变性: 95 ℃, 10 s; 变性: 95 ℃, 5 
s; 退火、延伸: 60 ℃, 31 s, 40个循环, 所得到的

数据采用ABI 7300 SDS软件分析. 相对mRNA表

达水平的计算: 每个样本的相对mRNA表达, 能
直接用样品各自的内源控制物GAPDH表达来标

准化加入的初始RNA的量. 即每个样品的靶基因

的相对mRNA表达水平可以用以下公式计算: 相
对mRNA表达 = 2-∆Ct, (∆Ct = 靶基因Ct值-GAPDH 
Ct值). 以GAPDH作为内参, 同时以正常HCT-116
细胞作用为基准, 各组mRNA的表达量表示成正

常HCT-116细胞的N倍(N = 2-样品∆Ct/2-基准∆Ct). 
统计学处理 采用SPSS18.0专用统计软件包

对数据进行统计分析, 所得到的数据以mean±
SD表示, 多样本均数比较用单因素方差分析; 各
组两两比较采用Student-Newman-KeuLs检验, 
组间比较用t检验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒对人结直肠癌细胞H I P K2表达

的影响 按照阳离子脂质体质粒转染技术, 将
pEGFP-N3载体质粒与pEGFP-N3-HIPK2重组质

粒转染人结直肠癌HCT-116细胞24 h后, 用荧光

倒置显微镜观察细胞绿色荧光表达情况. 结果

显示如图1所示, HIPK2基因重组质粒转染细胞

12 h就可以观察到细胞表达绿色荧光, 与转染

pEGFP-N3载体质粒组相比, 其表达效果无明显

统计学意义(P >0.05). 
2.2 HIPK2对人结直肠癌细胞VEGF表达的抑

制作用  正常培养对数生长期的人结直肠癌



1270               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年3月28日    第22卷   第9期 

2014-03-28|Volume 22|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

HCT-116细胞, 分为正常组、pEGFP-N3载体质

粒转染组、pEGFP-N3-HIPK2重组质粒转染组, 
采用阳离子脂质体法分别进行培养液处理、转

染pEGFP-N3载体质粒和转染pEGFP-N3-HIPK2
重组质粒. 转染后正常培养24 h, 收集细胞上清, 
采用ELISA试剂盒法检测细胞培养液中VEGF的
浓度. 结果如图2所示, 空白培养液处理组和载

体质粒处理组的细胞培养液中, VEGF的浓度较

高, 分别为886.63 pg/mL±34.86 pg/mL和857.54 
pg/mL±24.04 pg/mL, 而HIPK2重组质粒转染后, 
VEGF的浓度显著下调为368.32 pg/mL±27.82 
pg/mL, 具有统计学意义. 
2.3 HIPK2对人结直肠癌细胞COX-2活性的影响 
正常HCT-116细胞、转染pEGFP-N3载体质粒的

HCT-116细胞和转染pEGFP-N3-HIPK2重组质粒

的HCT-116细胞, 分别共转染含COX-2启动子重

组质粒的pGL3-Basic-COX-2启动子, 转染48 h后
使用化学发光法检测各组细胞的双荧光素酶活

性、Real-time PCR法检测细胞内COX-2 mRNA
的表达. 结果如图3所示, HIPK2基因能明显抑

制人结直肠癌细胞萤火虫荧光素酶活性, 说明

HIPK2基因抑制了细胞内COX-2启动子的转录

活性, 两者相比具有明显的统计学意义. 同时, 
HIPK2基因对COX-2 mRNA和蛋白表达均具有

抑制作用, 结果如表1所示. 

2.4 HIPK2基因对β-catenin蛋白表达的影响 将指

数生长期的HCT-116细胞接种于10 cm培养皿中, 
接种密度为60%-80%, 接种6 h后, 分别进行培养

液处理、转染pEGFP-N3载体质粒和转染pEGFP-
N3-HIPK2重组质粒, 处理12、24、36 h后, 分别

提取细胞总蛋白, 采用Western blot法检测细胞内

β-catenin蛋白的表达情况, 结果如图4所示, HIPK2
可以明显抑制β-catenin蛋白的表达, 上调细胞内

磷酸化β-catenin蛋白p-β-catenin的表达. 

3  讨论

肿瘤血管新生(tumor angiogenesis)或血管生成

(vascularization)是实体瘤生长非常关键的因素, 恶
性肿瘤的生长、浸润和转移有赖于肿瘤血管的

生成. 如果没有血管新生, 原发瘤生长不会超过

1-2 mm, 其继续生长必须依赖新血管的形成, 以提

供足够的营养和氧, 带走代谢产物[1], 同时, 新生

血管管壁不完整, 呈高通透状态, 有利于肿瘤细胞

的转移. 肿瘤血管生成受两者有机调控, 一旦血管

生成因子上调或血管生成抑制因子功能障碍, 二
者平衡被打破即发生肿瘤血管新生[2,3]. 肿瘤细胞

分泌的血管生成因子能将增强新血管生成和增

殖的特殊基因激活和蛋白表达的信号传递到正

常组织周围, 从而使血管内皮细胞加速分化, 产
生微血管包绕到肿瘤组织周围, 从而促进肿瘤

■应用要点
将利用人HIPK2
基 因 重 组 质 粒
pEGFP-N3-HIPK2
转染人结直肠癌
细胞, 观察其对肠
癌细胞β-catenin-
COX-2信号通路
的调控作用, 探讨
HIPK2 基因对人
结直肠癌细胞血
管新生因子表达
的调节作用, 为临
床上抗结直肠癌
的作用靶点研究
提供思路及途径.

A B

C D

图  1  pEGFP-N3-HIPK2重组质粒在人结直肠癌中的表达. A: pEGFP-N3正常光; B: pEGFP-N3荧光; C: pEGFP-N3-

HIPK2正常光; D: pEGFP-N3-HIPK2荧光.
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侵袭和转移. 因此, 有效调控血管生成和抑制因

子间的动态平衡, 是抗肿瘤血管生成的治疗关

键和作用靶点[4]. 
影响血管新生的因素较多, 机制极其复杂, 

目前认为, 以VEGF家族和血管生成素(angio-
genin, Ang)家族为代表的血管生成因子在肿瘤

血管新生中扮演了重要的角色. VEGF是一种糖

基化分泌性多肽因子, 分子量约4.3 kDa, 是作用

最强的促血管生长因子, 能特异性刺激血管内

皮细胞增殖与血管生成[5]. 可直接作用于血管内

皮细胞, 刺激其有丝分裂的发生, 从而促进新血

管的生成, 也可通过增加血管通透性, 使包括许

多基质形成重要因子的血浆蛋白外渗, 为血管

内皮细胞的迁移及肿瘤细胞的转移提供基质[6]. 
已发现多种恶性肿瘤中VEGF表达增高, 并认为

其与肿瘤的生长, 血管的新生有关[7]. VEGF与大

肠癌的发生、发展、浸润程度及淋巴结转移关

系密切, 干预VEGF的生成及其产生的作用途径

或破坏其受体可抑制大肠癌肿瘤血管生成, 从
而抑制大肠癌的生长、转移, 为临床治疗本病

提供了新思路. Ang是与血管新生密切相关的一

类血管生长调节因子, Ang-2是该家族目前已发现

的4个成员(Ang-1、2、3、4)之一. Ang-2是Ang家
族成员参与血管形成的早期启动、激活阶段, 通
过拮抗Ang-1离断内皮细胞与血管周细胞的作用, 
在VEGF协同下促进血管出芽、生长, 与肿瘤血

管生成密切相关[8,9]. 临床病例分析表明, Ang-2在
人大肠癌组织呈现过度表达, 与癌旁正常组织相

比具有显著差异性(P<0.01), 证实Ang-2可能在大

肠癌的发生发展中起着重要作用[10]. 
研究证实, V E G F和A n g-2的产生受到其

上游诸多信号通路的调控和基因的介导 ,  特
别是许多致癌基因蛋白的激活(如β-ca tenin、
COX-2、HIF-1α等), 促进了肿瘤形成过程中

VEGF和Ang-2的过表达和释放. 我们前期研究

发现, 作为多数肿瘤细胞中重要的肿瘤标志基

■名词解释
血管内皮生长因
子 (vascular  en-
dothelial growth 
factor, VEGF), 是
一种糖基化分泌
性多肽因子, 分子
量约4.3 kDa, 是作
用最强的促血管
生长因子, 能特异
性刺激血管内皮
细胞增殖与血管
生成. 可直接作用
于血管内皮细胞, 
刺激其有丝分裂
的发生, 从而促进
新血管的生成, 也
可通过增加血管
通透性, 使包括许
多基质形成重要
因子的血浆蛋白
外渗, 为血管内皮
细胞的迁移及肿
瘤细胞的转移提
供基质.
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图  2  HIPK2对人结直肠癌细胞VEGF表达的抑制作用. 1: 对

照组; 2: pEGFP-N3组; 3: pEGFP-N3-HIPK2组. aP<0.05 vs 
pEGFP-N3组. VEGF: 血管内皮生长因子; HIPK2: 同源结构

域相互作用蛋白激酶2.
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图  3  HIPK2对人结直肠癌细胞COX-2启动子活性的影
响. 1: 对照组; 2: pEGFP-N3组; 3: pEGFP-N3-HIPK2组. 
aP<0.05 vs  pEGFP-N3组. COX-2: 环氧合酶2; HIPK2: 同源

结构域相互作用蛋白激酶2.
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5 )表  1  HIPK2对HCT-116细胞环氧合酶2基因mRNA表达的
影响(n  = 3, mean±SD)

     分组 环氧合酶2 mRNA(×10-4)

空白组 3.72±0.46

pEGFP-N3组 3.48±0.64

pEGFP-N3-HIPK2组  1.07±0.32a

aP<0.05 vs  pEGFP-N3组. HIPK2: 同源结构域相互作用蛋白激

酶2.
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图  4  HIPK2对人肠癌细胞β-catenin蛋白表达的影响. A: 

Western blot结果; B: 目的蛋白相对表达量. HIPK2: 同源结

构域相互作用蛋白激酶2.
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因, COX-2的过度表达能明显上调人结直肠癌

HCT-116细胞VEGF的表达水平, 在促进肿瘤血

管新生和侵袭转移过程中发挥着重要的作用. 
Kawasaki等[11]研究显示, 结直肠癌细胞中COX-2
过表达与细胞质β-catenin蛋白的大量积累有关, 
β-catenin对于稳定细胞内COX-2 mRNA表达具

有重要的作用, 并且Wnt/β-catenin通路的激活伴

随着COX-2表达的大量增加. 结合本课题组的

前期研究基础, 我们有理由推断Wnt/β-catenin-
COX-2通路的激活是结直肠癌血管新生的重要

环节, 如何对其进行调控是防治结直肠癌血管

新生新的治疗靶点. 
大量研究显示, Wnt/β-catenin信号途径在

肿瘤的发生、发展中占据着重要的地位[12], 该
通路的过度激活与多种人类肿瘤的发生有密切

的联系, 尤其在大肠癌的发生、发展上, 约90%
的大肠癌发生与该通路过度激活有关[13,14]. Wnt/
β-catenin信号通路主要由胞膜上的Wnt受体在外

界信号的刺激下, 活化胞质内散乱蛋白Dsh, Dsh
被磷酸化后抑制β-catenin降解复合体, 包括结肠

腺瘤性息肉病基因(adenomatous polyposis coli, 
APC)、Axin、糖原合成酶激酶3β(glycogen syn-
thase kinase 3β, GSK3β)和CK1α. 降解β-catenin, 
β-catenin降解复合体异常(如APC或axin突变等)
和β-catenin基因本身突变均可致β-catenin降解

障碍, 在胞质内积累继而进入细胞核, 激活转

录因子Tcf-4/LEF[15], 启动靶基因(如cyclinD1、
TGF-1、MMP-7 , VEGF、EGFR [16]等)的转录. 

作为Wnt/β-catenin信号通路一个最基本的

组成部分, 癌基因β-catenin在细胞质的积累牵涉

到多种人类肿瘤及其血管新生的进程. β-catenin
可被多种生化机制调节, 但具体机制尚不明确. 
大多数研究认为, β-catenin信号通路可被肿瘤抑

制基因APC的突变所激活, 也有部分研究认为, 
β-catenin本身在GSK3β磷酸化位点的突变可导

致β-catenin在细胞质内的积聚, 并作为转录激活

因子诱导包含于细胞生长中一些靶基因的表达. 
作为β-catenin激活转录重要的靶基因, VEGF对
体内外肿瘤血管新生均能产生有效的诱导作用, 
肿瘤发展通常由细胞VEGF表达上调后增加对

周围微血管供应所控制, 而VEGF表达的抑制作

用则可以减少裸鼠体内肿瘤体积和抑制肿瘤血

管新生. 因此, 探讨减少胞质β-catenin积累, 靶向

调节VEGF的作用机制, 对于抑制结直肠癌血管

新生具有重要意义. 
1998年, Kim研究小组[17]发现了的一种新

的核蛋白激酶家族, 是一个与同源结构域转录

因子相互作用的保守丝氨酸/苏氨酸核激酶, 因
能够增强同源蛋白转录活性, 故命名为HIPKs. 
目前已知该激酶有3个亚型, 分别为HIPK1、
HIPK2、HIPK3, 其中HIPK2与肿瘤的发生发展

关系密切, HIPK2能调节转录、凋亡、细胞生长

和进展, 既作为转录共阻遏物又作为激酶, 而对

一些功能蛋白产生影响[18]. D'Orazi课题组经过近

十年的研究发现, HIPK2在细胞内作为一个肿瘤

抑制基因, 通过多种方式影响肿瘤的生长, 如: 促
进p53的凋亡功能、抑制MDM2或CtBP抗凋亡

活性、抑制HIF-1α的转录表达等[19-21]. 
大量研究证实[22-24], β-catenin信号转导通路

中的Axin与HIPK2、p53形成一个三联复合物, 
激活p53依赖的转录和凋亡. 在Wnt信号通路中, 
Axin和通路中的许多组份相互影响, 包括肿瘤

抑制因子APC、CKIα、GSK3β和β-catenin. 因
为β-catenin在Ser-37、Ser-33位点可被GSK3β
磷酸化, 所以该复合物通过多重、多层次的磷

酸化事件(如β-Trcp和靶向蛋白酶体降解等)促
进β-catenin的降解. HIPK2能够下调cPLA2诱导

的前列腺素E2产物, 而沉默HIPK2表达可以增

加体内肿瘤生长和肿瘤血管生成. 同时, 最新研

究显示[25-27], 肿瘤细胞中HIPK2过表达通过调控

β-catenin的活性而调节VEGF、EGFR、转化生

长因子-β等因子的活性, 影响肿瘤的进展. 
本项目组前期对β-catenin蛋白调节VEGF

对大肠癌血管新生及侵袭转移进行了大量的

研究[28-30], 发现其调节受到诸多因素的影响, 但
是机制尚不清楚. 研究通过前期构建的pEGFP-
N3-HIPK2重组质粒转染人结直肠癌细胞, 上调

HCT-116细胞内HIPK2基因的表达水平, 检测

HIPK2对人结直肠癌细胞β-catenin及COX-2表
达的调控作用. 研究结果显示, HIPK2基因重组

质粒能在人结直肠癌细胞中稳定表达, 其表达

效果与对照组相比无明显统计学意义. HIPK2
可明显抑制HCT-116细胞VEGF的表达水平, 及
COX-2启动子和mRNA的活性, 并下调细胞内

β-catenin的蛋白表达, 促进p-β-catenin蛋白的表

达水平. 根据结果, 我们可以推断, HIPK2抑制结

直肠癌细胞血管内皮生长因子表达可能与其下

调细胞内COX-2及β-catenin表达有关, 其详细的

作用机制尚有待于进一步的研究及探讨. 
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