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[摘 要] 目的：探讨锌指结构蛋白148(zinc finger protein 148，ZNF 148)基因的两种可变剪接体对结肠癌细胞侵袭转移能力的

影响及相关作用机制。方法：RT-PCR检测人结肠癌细胞SW480中的ZNF148两种剪接体，构建ZNF148干扰载体和过表达载

体，将构建成功的ZNF148干扰载体及过表达载体转染至人结肠癌细胞SW480中，分为ZNF148FL-siRNA组、ZNF148FL-Over ex-

press组、ZNF148ΔN-siRNA组、ZNF148ΔN-Over express组、Control siRNA组、Control Over express组以及Normal control组。RT-

PCR检测各组细胞mRNA表达水平，MTT、Transwell、划痕实验和流式细胞术检测人结肠癌细胞SW480的增殖、体外细胞侵袭、

迁移和凋亡情况。结果：RT-PCR扩增获得全长分别为 2 385 bp以及 2 004 bp的ZNF148FL与ZNF148ΔN两种不同剪接体产物。

ZNF148FL-siRNA组ZNF148FL的表达量明显下降，但ZNF148ΔN的表达水平上升；ZNF148FL-Over express组ZNF148FL的表达量明显

上升，而 ZNF148ΔN的表达水平下降（均 P<0.05)。ZNF148ΔN-siRNA 组 ZNF148ΔN的明显下降，但 ZNF148FL的表达水平上升；

ZNF148ΔN-Over express 组 ZNF148ΔN 表达水平升高，而 ZNF148FL 的表达水平下降（均 P<0.05)。ZNF148FL-Over express 组及

ZNF148ΔN-siRNA组SW480细胞增殖能力增强，而ZNF148FL-siRNA组和ZNF148ΔN-Over express组SW480细胞增殖能力下降（均

P<0.05)。ZNF148FL- siRNA 组、ZNF148ΔN- Over express 组穿膜 SW480 细胞数量及迁移活性显著下降,而凋亡率显著上调;

ZNF148FL-Over express 组和 ZNF148ΔN-siRNA 组穿膜细胞数及迁移活性显著上调,而凋亡率显著下调（均 P<0.05）。结论：
ZNF148FL表现为增加结直肠癌细胞的增殖、侵袭和转移活力，而ZNFΔN作用与之相反，ZNF148的ZNF148FL与ZNFΔN两种剪接体

对于结直肠癌的恶性生物活性可能表现出了抑制作用。
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[Abstract] Objective：：To investigate the effect of two alternative splicing isoforms of zinc finger protein 148

(ZNF148) on the invasion and metastasis of colon cancer cells and the related mechanism. Methods: RT-PCR was

used to determine the expression of two ZNF148 alternative splicing isoforms in human colorectal SW480 cells.

ZNF148 interference vector and ZNF148 over-expression vector were constructed and transfected into SW480 cells;

the groups are divided into ZNF148FL- siRNA group, ZNF148FL- Over express group, ZNF148ΔN- siRNA group,

ZNF148ΔN-Over express group, Control siRNA group, Control Over express group and Normal control group. The

mRNA expressions in each group were examined by RT-PCR; the proliferation, invasion, migration and apoptosis of

SW480 cells were detected by MTT, Transwell, scratch assay and flow cytometry, respectively. Results: Two splic-

ing isoforms (ZNF148FL of 2 385 bp and ZNF148ΔN of 2 004 bp) were obtained by RT-PCR. Compared with control

group, the expression level of ZNF148FL was significantly decreased while the expression of ZNF148ΔN was in-

creased in ZNF148FL-siRNA group; The expression of ZNF148FL was significantly increased while the expression of
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ZNF148ΔN was significantly decreased in ZNF148FL-Over express group. The expression of ZNF148ΔN was signifi-

cantly decreased while the expression of ZNF148FL was increased in ZNF148ΔN- siRNA group; the expression of

ZNF148ΔN was significantly increased while the expression of ZNF148FL was decreased in ZNF148ΔN-over express

group. The proliferation of SW480 cells was increased in ZNF148FL- over express group and ZNF148ΔN- siRNA

group, while the proliferation of SW480 cells was decreased in ZNF148FL-siRNA group and ZNF148ΔN-Over express

group. The transmembrane cell number and migration ability of SW480 cells in the ZNF148FL- siRNA group and

ZNF148ΔN-Over express group were significantly decreased, but the apoptotic rate was significantly increased; How-

ever, ZNF148FL-Over Express group and ZNF148ΔN-siRNA group showed the significantly increased transmembrane

cell number and migration ability but decreased apoptosis rate (all P<0.05). Conclusion: ZNF148FL could increase

proliferation, invasion and metastasis of colorectal cancer cells, while ZNFΔN showed opposite effect; the two splic-

ing isoforms of ZNF148 may exert mutual antagonistic effect to each other on the malignant biological activities.

[Key words] zinc finger protein 148; variable splicing; colorectal cancer; SW480 cell; invasion; metastasis; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(12): 1392-1398. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.12.009]

结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是胃肠道中常

见的恶性肿瘤疾病[1-2]，其发病率呈现逐年上升的趋

势，在消化系统恶性肿瘤中仅次于胃癌、食管癌和原

发性肝癌[3]。细胞中Wnt信号通路的激活是小肠早

期恶性病变的主要分子特征[5]。上皮细胞分泌SFRP

活性丧失，Wnt信号通路激活，可促进肿瘤转移[6]。锌

指结构蛋白（zinc finger protein,ZNF）广泛存在于真

核及原核生物中，作为转录调控因子，选择性结合特

异靶基因启动子序列中的双螺旋大沟锌指结构

域[7]。通过锌指结构直接作用于癌症抑制因子 p53，

通过其氨基末端间接作用于组蛋白乙酰转移酶和转

录共激活因子 P300[8]。ZNF 促进转录因子与同源

DNA识别位点的结合或染色质的蛋白修饰[9]。多数

ZNF基因已经鉴定出了特异的靶基因序列。ZNF在

细胞的生长、增殖、分化、凋亡等生命活动中发挥着

重要的作用[10-11]。ZNF148参与细胞的增殖与死亡过

程，在哺乳动物正常体细胞中表达量较低，在肿瘤细

胞中表达水平较高 [12]。本课题前期研究显示，

ZNF148 对结直肠肿瘤的侵袭转移具有显著相关

性。 ZNF148 具有两种不同的剪接体, 分别是

ZNF148FL与ZNFΔN，ZNF148FL包含有完整的794个氨

基酸，ZNFΔN缺失氨基端 127个氨基酸，并且不同剪

接体的作用机制尚未明确 [13- 14]。本研究探讨体外

ZNF148的两种不同可变剪接体对结直肠癌肿瘤细

胞的增殖、凋亡和侵袭转移的作用及其相应的机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料、试剂和仪器

人结肠癌SW480细胞购自上海诺百生物科技有

限公司。脂质体 2000 购自美国 Invigrogen 公司，

DMEM细胞培养基购自美国 Sigma公司，噻唑蓝购

自美国 Promega 公司，聚合酶链式反应（PCR）预混

料、pMD18-T克隆载体购自大连TaKaRa生物公司，

胎牛血清（BB008）购自上海生工生物工程股份有限

公司，DNA凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自美

国Promega公司，细胞裂解液、反转录试剂盒、DH5α

大肠杆菌感受态购自北京鼎国生物有限公司，鼠抗

人 ZNF148FL、ZNF148ΔN抗体、羊抗鼠 HRP 抗体购自

美国Abcam公司，各引物及重组干扰载体由上海吉

玛生物公司合成，Annexin凋亡试剂盒购自杭州联科

生物有限公司，生物安全柜、低温台式离心机购自德

国Thermo公司。

1.2 细胞培养

复苏人结肠癌细胞 SW480，以含有 10%的胎牛

血清的培养液进行重悬，转入培养箱中于 37 ℃，5%

CO2条件下进行培养至对数生长期时消化，进行细胞

传代、冻存。

1.3 RT-PCR和Western bloting检测ZNF148两种剪接

体及其相应蛋白

提取人结肠癌细胞SW480总RNA，按照反转录试

剂盒说明合成cDNA。根据NCBI中ZNF148基因（登录

号NM_001348424.1）的mRNA序列进行RT-PCR引物

设计，ZNF148FL 上游引物序列为 ATGAACATTGAC-

GACAAACTGGA，ZNF148ΔN 上游引物序列为 AT-

GAGAGACAAAAAACAAATCAGAGA, ZNF148FL与

ZNF148ΔN 剪接体下游引物为 TTAGCCAAAAGTCT-

GGCCAGTTGT。引物交由上海生工合成。按照RT-PCR

试剂盒说明进行PCR引物扩增。

裂解细胞，提取总蛋白，进行 SDS-PAGE。电泳

完毕后切下含有目的条带的凝胶，放入电转仪后放

入PVDF膜进行转膜，转膜后加入鼠抗人ZNF148FL及

ZNF148ΔN抗体，加入羊抗鼠抗体，DAB显色试剂盒

进行显色，观察目的蛋白条带颜色深浅初步判断蛋

白量的高低。
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1.4 ZNF148干扰及过表达载体的构建

根据NCBI中 ZNF148基因序列，交由上海吉玛

公司合成构建特异性干扰质粒（ZNF148FL-siRNA和

ZNF148ΔN- siRNA），并构建阴性对照（Control- siR-

NA）。根据 NCBI 中 ZNF148 基因序列，使用 Prim-

er5.0软件设计引物，PCR扩增后进行琼脂糖凝胶电

泳，在紫外成像仪下确定目的条带大小后切下目的

条带，使用凝胶回收试剂盒对ZNF148FL和ZNF148ΔN

片段进行回收，与 pMD18-T克隆载体连接后转化至

DH5α大肠杆菌感受态中，扩增后使用质粒提取试

剂盒提取重组质粒，酶切鉴定后，在紫外成像仪下切

下目的条带，使用凝胶回收试剂盒对 ZNF148FL 和

ZNF148ΔN片段进行回收，然后与过表达载体连接，转

化至DH5α大肠杆菌感受态中，扩增后使用质粒提取

试剂盒提取重组质粒，酶切鉴定后，大量提取重组过

表达质粒 ZNF148FL-Over express 和 ZNF148ΔN-Over

express。

1.5 重组载体转染SW480细胞

使 用 脂 质 体 2000 将 ZNF148FL- siRNA、

ZNF148ΔN-siRNA干扰质粒和 siRNA阴性对照质粒、

ZNF148FL-Over express、ZNF148ΔN-Over express 过表

达质粒和Over express过表达载体对照组质粒转染

至SW480细胞。

1.6 实时荧光定量PCR检测各组细胞mRNA表达水平

干扰载体及过表达载体分别转染至SW480细胞

后，提取各组SW480细胞的总RNA，包括ZNF148FL-

siRNA 组、ZNF148FL-Over express 组、ZNF148ΔN-siR-

NA组、ZNF148ΔN-Over express组、Control siRNA组、

Control Over express组以及Normal control组。使用

逆转录试剂盒获得 cDNA后行实时荧光定量PCR检

测，对各组mRNA表达水平进行检测。

1.7 MTT法检测两种可变剪接体对结肠癌细胞增殖

的影响

各组细胞制成细胞悬液，以2×103/孔的数量接种

于96孔板中，接种剂量为100 μl，在37 ℃、5% CO2的

饱和湿度条件下进行培养。分别在培养 24 、48 和

72 h时收集各组细胞，按照试剂盒说明进行MTT检

测，记录各组细胞在492 nm处光密度（D）值，并计算

细胞增殖水平。

1.8 Transwell侵袭实验检测两种可变剪接体对结肠

癌细胞侵袭的影响

将Matrigel在无菌操作台中进行冰浴融化，使用

DMEM 培养基稀释，以 50 ml/孔的剂量铺在 Tran-

swell 小室的聚碳酸酯膜上，于 37 ℃孵育 1 h，使

Matrigel聚合成凝胶，向孔中加入DMEM培养基 200

μl使胶重构。Transwell下室中加入完全培养基 600

μl，向上室中加入细胞含有 1×105个细胞的悬液 200

μl，培养48 h后取出上室弃去上室液体并擦去未穿过

膜细胞，固定染色后观察并计数细胞。

1.9 划痕实验检测检测两种可变剪接体对结肠癌细

胞迁移的影响

取 6孔细胞培养板，在背部均匀的划直线，每条

直线间隔 1 cm宽，横穿过孔。每孔至少穿过 3条直

线。将各组细胞消化后使用配培养液制成细胞悬

液，以1×105/孔的数量接种于6孔板中，过夜培养后细

胞汇合率达到100%，采用10 μl 移液器头在培养皿用

力均匀地划痕，使用 PBS洗涤，清洗掉划下细胞，加

入无血清培养基在37 ℃、5%CO2条件下培养，12、24、

48、72 h后观察细胞运动距离。以时间为横轴，迁移

距离为纵轴作图（单位mm）。

1.10 流式细胞术检测两种可变剪接体对结肠癌细胞

凋亡的影响

将细胞用胰酶消化后，用 PBS 重悬，稀释至 1×

106/ml细胞，取重悬细胞液，按照细胞凋亡检测试剂

盒说明进行操作，扩大培养后使用BD流式细胞仪检

测各组凋亡细胞的数量。

1.12 统计学处理

数据以x̄±s表示，采用SPSS 19.0软件统计资料，

进行 t检验，以P<0.05或P<0.01时表示差异显著且具

有统计学意义。

2 结 果

2.1 ZNF148两种剪接体的检测

本研究针对于 ZNF148FL与 ZNF148ΔN两种不同

剪接体，设计扩增引物，获得全长分别为 2 385 bp以

及2 004 bp。PCR产物经琼脂糖电泳检测，可清晰分

辨出两条长度不同的片段。Western blotting实验结

果显示人结肠癌细胞SW480中ZNF148FL蛋白水平高

于ZNF148ΔN（图1）。

2.2 ZNF148两种剪接体的干扰及过表达效果检测

ZNF148FL- siRNA 组 ZNF148FL 的表达量明显下

降，但ZNF148ΔN的表达水平却较正常对照组水平有

所上升；ZNF148FL-Over express组ZNF148FL的表达量

明 显 上 升 ，而 ZNF148ΔN 的 表 达 水 平 却 下 降 ；

ZNF148ΔN- siRNA 组 ZNF148ΔN 的 明 显 下 降 ，但

ZNF148FL的表达水平有所上升；ZNF148ΔN-Over ex-

press组ZNF148ΔN表达水平升高，而ZNF148FL的表达

水平降低。ZNF148FL-Over express组、ZNF148ΔN-siR-

NA组的ZNF148FL、ZNF148ΔN的表达量与ZNF148FL-

siRNA组及ZNF148ΔN-Over express组相比较差异均

具有统计学意义（P<0.05），ZNF148FL-Over express组

的 ZNF148FL、ZNF148ΔN 的表达量与 Normal control
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组、Control Over express组、Control siRNA组相比较

差异均具有统计学意义（P<0.05），ZNF148FL-siRNA

组、ZNF148ΔN-Over express组的ZNF148FL、ZNF148ΔN

的表达量与 Normal control 组、Control Over express

组、Control siRNA组相比较差异均具有统计学意义

（P<0.05）（图2）。

1：ZNF148FL; 2: ZNF148△N

图1 结肠癌细胞中ZNF148两种剪接体PCR扩增和

蛋白表达水平

Fig.1 The PCR amplification and protein expressions of two

ZNF148 splicing isoforms in colorectal cancer SW480 cells

* P<0.05 vs ZNF148FL in the same group

图2 结肠癌细胞中ZNF148两种剪接体的干扰及过表达效果

Fig.2 Interference and over-expression of two ZNF148

splicing isoforms in colorectal cancer cells

2.3 ZNF148两种剪接体对细胞增殖的影响

对各组人结肠癌细胞 SW480进行干扰质粒转

染后培养 24、48、72 h的各时间检测细胞增值活性，

其中ZNF148FL-Over express组及ZNF148ΔN-siRNA组

人结肠癌细胞 SW480 细胞增殖明显升高 ，而

ZNF148FL-siRNA组和ZNF148ΔN-Over express组人结

肠癌细胞 SW480 细胞增殖下降，ZNF148FL-Over ex-

press组及ZNF148ΔN-siRNA组人结肠癌细胞 SW480

细胞增殖与 ZNF148FL- siRNA 组和 ZNF148ΔN- Over

express组相比较差异均具有统计学意义（P<0.05），

显示ZNF148FL对人结肠癌SW480细胞的增殖具有促

进作用，而ZNF148ΔN却对人结肠癌SW480细胞的增

殖发挥限制作用（图3）。

图3 ZNF148两种剪接体对结肠癌细胞增殖的影响

Fig.3 Effect of two ZNF148 splicing isoforms on

proliferation of colorectal cancer cells

2.4 ZNF148两种剪接体对细胞侵袭性的影响

ZNF148FL-siRNA组、Control-siRNA SW480组与

SW480组细胞在Transwell小室培养48 h后，用结晶紫

溶液染色并统计穿过膜的细胞数量。ZNF148FL-siRNA

组、ZNF148ΔN-Over express组平均每个视野穿过膜的细

胞数量显著低于正常对照组，而ZNF148FL-Over express

组和ZNF148ΔN-siRNA组平均每个视野穿过膜的细胞

数量明显高于正常对照组，显示ZNF148FL可以增加

SW480细胞的侵袭性，而ZNF148ΔN则会降低SW480细

胞的侵袭性(P<0.05,图4)。

2.5 ZNF148两种剪接体对细胞迁移活性的影响

通过对各组人结肠癌SW480细胞的迁移距离进

行观察比较后显示，ZNF148FL-siRNA组、ZNF148ΔN-

Over express组人结肠癌 SW480细胞的迁移活性低

于 正 常 对 照 组 ，而 ZNF148FL- Over express 组 和

ZNF148ΔN-siRNA组 SW480细胞的迁移活性高于正

常对照组，显示ZNF148FL可以提高SW480细胞的迁

移活性，而ZNF148ΔN则会降低SW480细胞的迁移活

性(P<0.05,图5)。

2.6 ZNF148两种剪接体对细胞凋亡的影响

ZNF148FL- siRNA 组、ZNF148ΔN-Over express 组

人结肠癌 SW480 细胞的凋亡率明显高于正常对照

组，而 ZNF148FL-Over express 组和 ZNF148ΔN-siRNA

组SW480细胞的凋亡率低于正常对照组，ZNF148FL-

siRNA 组、ZNF148ΔN-Over express 组 24、48、72 h 的

SW480 细胞凋亡率与 ZNF148FL- Over express 组、

ZNF148ΔN-siRNA组、Normal control组、Control Over

express组、Control siRNA组相比较差异均具有统计

学意义（P<0.05），显示ZNF148ΔN具有促进SW480细

胞凋亡的作用，而ZNF148FL则具有抑制SW480细胞

凋亡的效果(图6)。
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图4 ZNF148两种剪接体对结肠癌细胞侵袭的影响

Fig.4 Effect of two ZNF148 splicing isoforms on invasion of

colorectal cancer cells

图5 ZNF148两种剪接体对结肠癌细胞迁移的影响

Fig.5 Effect of two ZNF148 splicing isoforms on metastasis

of colorectal cancer cells

*P<0.05 vs nomal control; △P<0.05 vs ZNF148FL-Over express,

ZNF148ΔN- siRNA, Normal control, Control Over express or

Control siRNA group

图6 ZNF148两种剪接体对结肠癌细胞凋亡的影响

Fig.6 Effect of two ZNF148 splicing isoforms on apoptosis

of colorectal cancer cells

3 讨 论

ZNF148是一个锌指转录因子，在几乎所有哺乳

动物的细胞中表达水平普遍较低，包括结直肠黏膜

上皮细胞。有研究[8]表明ZNF148参与调节细胞生长

和死亡。ZNF148具有两种不同的剪切异构体，并且

这两种剪接体的作用机制不同[14]。本研究将主要通

过体外实验验证ZNF148两个剪切异构体对结直肠

癌细胞的不同作用及具体的分子机制。ZNF148的

两种不同剪接体 ZNF148FL与 ZNF148ΔN的全长分别

为 2 385 bp 以及 2 004 bp。在人结肠癌细胞中

ZNF148FL蛋白水平高于 ZNF148ΔN。ZNF148ΔN缺失

氮端 127 个氨基酸，因此其基因和蛋白都小于

ZNF148FL剪接体。通过结构分析，本课题确定了人

类特有的ZNF148剪接异构体。David等[7]研究结果

证实，ZNF148ΔN是对第四外显子上游启动子区域的

不同剪切产生的。因此，相比较 ZNF148 的全长结

构，ZNF148ΔN缺失了部分蛋白转录结构域。

本研究结果表明，ZNF148FL在人结肠癌 SW480

细胞中表达量较高，对人结肠癌细胞的增殖、迁移以

及侵袭等生物过程都具有促进作用。当在人结肠癌

细 胞 SW480 中 转 染 ZNF148FL 干 扰 质 粒 ，沉 默

ZNF148FL作用之后，细胞的增殖能力以及迁移、侵袭

活性显著降低。而ZNF148的另外一种剪接异构体

ZNF148ΔN 在人结肠癌 SW480 细胞中表达量较低，

ZNF148的两种剪接体在结直肠癌发生发展中起着

不 同 的 作 用 机 制 。 ZNF148 两 种 剪 接 异 构 体

ZNF148FL和 ZNF148ΔN在人结肠癌 SW480 细胞中具

有相互拮抗的作用，ZNF148FL的表达量升高则降低

了ZNF148ΔN的表达量，促进人结肠癌SW480细胞增

殖、迁移和侵袭；而ZNF148ΔN的表达量升高则会降低

ZNF148FL的表达量，从而发挥促进人结肠癌 SW480

细胞凋亡的作用，抑制人结肠癌SW480细胞增殖、迁

移和侵袭。

本研究中 Control over express 组和 Control siR-

NA组人结肠癌SW480细胞的增殖、迁移和侵袭效果

低于Normal control组，且凋亡率高于Normal control

组，本研究认为是转染试剂脂质体 2000对细胞产生

了 一 定 程 度 的 毒 性 作 用 导 致 的 。 本 研 究 中

ZNF148ΔN-Over express组人结肠癌SW480细胞转染

后72 h的凋亡率低于转染后24和48 h，而转染后48h

的凋亡率高于 24 h，可能是采用脂质体 2000转染为

瞬时转染，72 h后已经过了瞬时转染的表达高峰期，

所以细胞内因过表达而明显升高的ZNF148ΔN蛋白表

达量72 h后低于24和48 h的表达量。

ZNF148的两种不同剪接体增加了遗传的多样

性，不仅参与癌症的发生发展，对其他组织功能也具

有调节作用。ZNF148直接或间接依赖p53诱导细胞

生长停滞和细胞凋亡[15]。人结肠癌细胞株在丁酸盐

诱导培养过程中，ZNF148与 p300形成结构复合体，

在ZNF148末端氨基酸残基中还有一个 p300发挥介

导作用时的必须氨基酸残基[9]。而ZNF148的剪接体

中缺失这段氨基酸残基，因此失去了与 p300结合的

结构域，致使胃肠道内环境的稳定遭到破坏[17]。小鼠

体内实验结果证明[10]，p300结合结构域缺失的小鼠，
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表现出生长延缓和寿命缩短。除此之外，小鼠的结

肠炎症的发生率显著高于野生型小鼠。因此，

ZNF148FL还能够在一定程度上防止结肠炎症的发

生[19]。在ZNF148ΔN基因敲除小鼠模型的雄性生殖细

胞发育出现缺陷和功能障碍。雄性生殖细胞发育依

赖于p53的介导作用，ZNF148ΔN具有与p53相互作用

的DNA结合域结构。因此ZNF148FL的氮端 p300结

合结构对于对机体的生长发育不重要，但是在维持

肠道功能中具有重要作用[11]。

对于人结直肠癌的侵袭转移过程中，ZNF148ΔN

与ZNF148FL存在着功能的拮抗性。其中全长的异构

体ZNF148FL通过与转录因子 p300的结合，通过调节

Wnt信号通路从而促进EMT的转变，而N端缺失的

异构体ZNF148ΔN则抑制ZNF148对Wnt信号通路的

正调节功能，从而抑制结直肠癌的侵袭转移。
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