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那可丁通过下调钙黏素 17 及 Wnt3a/β-catenin 信号通路抑制结肠癌

SW480细胞迁移
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[摘 要] 目的: 探讨那可丁（Nos）对结肠癌SW480细胞钙黏素17（CDH17）表达的影响及其对细胞迁移的作用机制。方法:
选用SW480细胞，分为对照组、空载组（si-EV）、CDH17干扰组（si-CDH17）、Nos处理组和CDH17干扰+Nos处理组（si-CDH17+

Nos），其中CDH17干扰采用小干扰RNA（siRNA）敲低CDH17 水平，Nos 处理使用半数抑制质量浓度（55.30±2.21）μg/ml。用

qPCR检测SW480细胞CDH17 mRNA表达水平，用Hoechst33258染色法和Transwell实验检测细胞的凋亡和迁移能力，用ELISA

检测细胞中VEGF、MMP2和MMP9含量，用WB检测细胞CDH17、Wnt3a和β-catenin蛋白表达水平。结果: 与对照组相比，Nos

组、si-CDH17组和 si-CDH17+Nos组的CDH17 mRNA及蛋白表达水平明显降低（均P<0.01），细胞凋亡增加、迁移能力减弱，细胞

中VEGF、MPP2和MPP9含量及Wnt3a和β-catenin蛋白表达水平显著降低（均P<0.01），且 si-CDH17+Nos组比 si-CDH17组效果

更显著（P<0.01）。结论: Nos可诱导人结肠癌SW480细胞凋亡、抑制其迁移能力，其机制可能与下调CDH17表达抑制Wnt3a/β-

catenin信号通路有关。
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Noscapine inhibits migration of colon cancer SW480 cells by down-regulating
Wnt3a/β-catenin signaling pathway and cadherin 17

HAN Zheng, HUANG Xiaodong, LIU Meng, ZHU Qingxi, TAN Jie, LIU Weijie, CHEN Wei, ZOU Yanli, CAI Yishan, HUANG Shasha,

TIAN Xia (Department of Gastroenterology, the Third Hospital of Wuhan City, Wuhan 430060, Hubei, China)

[Abstract] Objective: To explore the effects of noscapine (Nos) on the expression of cadherin 17 (CDH17) in colon cancer SW480

cells and the mechanism of Nos on cell migration. Methods: SW480 cells were divided into the control group, empty vector (si-EV)

group, CDH17 interference (si-CDH17) group, Nos treatment group, and CDH17 interference+Nos treatment (si-CDH17+Nos) group.

Small interfering RNA (siRNA) was used to knockdown CDH17, and the selected concentration of Nos was (55.30±2.21) µg/ml (IC50).

The mRNA expression of CDH17 was detected by qPCR; the apoptosis and migration abilities of SW480 cells were observed by

Hoechst33258 staining and Transwell assay; the contents of VEGF, MMP2 and MMP9 in SW480 cells were measured by ELISA, and

the protein expressions of CDH17, Wnt3a and β-catenin were determined by WB. Results: Compared with the control group, mRNA

and protein expressions of CDH17 obviously decreased, cell apoptosis and migration significantly reduced, while the contents of

VEGF, MMP2 and MMP9 as well as the protein expressions of Wnt3a and β-catenin significantly decreased in Nos treatment group, si-

CDH17 group and si-CDH17+Nos treatment group (all P<0.01).The effect of si-CDH17+Nos treatment was more significant than that

of si-CDH17 (P<0.01). Conclusion: Nos induces apoptosis and inhibits the migration of human colon cancer SW480 cells, which may

be related to the down-regulation of CDH17 expression and inhibition of the Wnt3a/β-catenin signaling pathway.
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结肠癌是消化道常见的恶性肿瘤之一，其发病

率位居最常见肿瘤的前3位[1]。目前结肠癌的治疗方

法包括手术切除、放射治疗及药物化疗，各种治疗方

法都有其潜在的风险和副作用[2]。因此，急需研发针

对结肠癌的创新性治疗方法。钙黏素 17（cadherin

17，CDH17）又被称为肝肠钙黏蛋白（liver- intestine

cadherin，LI-CDH），是钙黏蛋白超家族中的一种新型

蛋白，在胃肠道中表达[3-4]。研究[5-7]发现，CDH17与肿

瘤细胞的迁移、侵袭密切相关，且在多种肿瘤细胞中

高表达。那可丁（noscapine，Nos）是一种从罂粟中分

离出来并可作为止咳药的生物碱，其还可影响肿瘤

细胞的生物学特征，是一种潜在的抗肿瘤药物[8-9]。

本课题组[10]前期研究结果显示，下调CDH17表达水

平可抑制人结肠癌细胞SW480的增殖、促进细胞凋

亡，提高结肠癌细胞对Nos的药物敏感性。本研究通

过用半数抑制浓度的Nos处理CDH17已下调的结肠

癌SW480细胞，观察细胞迁移能力的变化，并初步探

讨其作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞株及主要试剂

人结肠癌SW480细胞由美国典型培养物保藏中

心提供，用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基培

养，并置于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中培养。

Nos 购自 Sigma-Aldrich 公司，RPMI1640 培养

基、胎牛血清均购自Gibco公司，T4 DNA连接酶、逆

转录试剂盒均购自 TaKaRa 公司，内切酶 XhoⅠ和

BamHⅠ购自NEB公司，载体pSICOR购自Addgen公

司，LipofectamineTM2000 购自 Invitrogen 公司，PBS、

Hoechst33258染色液、结晶紫、VEGF试剂盒、MMP2、

MMP9均购自Bioswamp公司，兔抗CDH17多克隆抗

体、兔抗Wnt3a多克隆抗体、兔抗 β-catenin单克隆抗

体和HRP标记的山羊抗兔 IgG均购自Abcam公司，

兔抗GAPDH单克隆抗体购自Cell Signaling Technol-

ogy公司。

1.2 CDH17干扰质粒构建并转染SW480细胞

设计 CDH17 干扰靶序列 ：5’- GCCTTGGA-

CAGGGAAACAAGA-3’，由南京金斯瑞生物科技有

限公司合成。采用内切酶 XhoⅠ和 BamHⅠ对质粒

pSICOR进行双酶切，再用T4 DNA连接酶将双酶切

线性化的质粒与目的基因进行连接。将连接产物转

化至感受态细胞，进行阳性克隆鉴定，再将阳性克隆

子送至测序公司测序。

将 SW480 细胞接种于 24 孔板中（1×105 细胞/

孔），采用LipofectamineTM2000转染液将空载体和重

组质粒转染至处于生长对数期的结肠癌SW480细胞

中，继续培养 48 h。实验分 5组：对照组、空载组（si-

EV）、CDH17 干扰组（si - CDH17）、Nos 处理组和

CDH17 干扰+ Nos 处理组（si-CDH17 + Nos）。其中

Nos处理组和 si-CDH17+Nos处理组中的Nos处理采

用其半数抑制质量浓度[（55.30±2.21）μg/ml][10]。

1.3 Hoechst33258染色观察SW480细胞的凋亡情况

将各组细胞培养至 24、48 h时，加入 4%多聚甲

醛 固 定 10 min。 弃 固 定 液 ，PBS 清 洗 后 加 入

Hoechst33258染色液，室温染色 5 min。PBS再次清

洗后，于荧光显微镜下观察细胞核染色情况。

1.4 Transwell实验检测SW480细胞的迁移能力

实验前24 h，使用无血清培养基继续培养各组细

胞。用含 10%胎牛血清的培养基重悬细胞，将细胞

密度稀释至 1×105细胞/ml，接种于Transwell上室中

（0.5 ml/小室）。下层的24孔板中加入0.75 ml含10%

胎牛血清的培养液，37 ℃培养 24 或 48 h。加入 4%

多聚甲醛固定 10 min，PBS 清洗后，每孔加入 1 ml

0.5%结晶紫溶液染色30 min。PBS清洗，晾干，置于

显微镜下观察。

1.5 ELISA 法检测 SW480 细胞中 VEGF、MMP2 和

MMP9水平

收集各组细胞上清液，取40 µl进行检测，另配制

标准品梯度稀释液，分别加入 10 µl 生物素标记的

VEGF、MMP2、MMP9抗体，混匀后加入50 µl酶标试

剂，37 ℃孵育30 min。PBS洗涤5次后，加入显色剂，

混匀后避光显色 10 min，最后加入 50 µl终止液终止

反应。每组设置3复孔，酶标仪调零后检测于450 nm

处的光密度（D）值，绘制标准曲线，计算样品各指标

浓度。

1.6 qPCR 检测 SW480 细胞中 CDH17 mRNA 表达

水平

采用TRIzol试剂盒提取各组细胞的总RNA，用

TaKaRa逆转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA。再以

cDNA为模板，进行qPCR扩增CDH17，以GAPDH内

参。引物序列：CDH17 F为5’-TCGGGTACAAGTG-

GTG-3’，R 为 5’- ATGGCAGAAGAACAAGC - 3’；

GAPDH F 为 5’-CCACTCCTCCACCTTTG-3’，R 为

5’-CACCACCCTGTTGCTGT-3’。反应条件：95 ℃

变性 5 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，共 39 个循

环。以 2-△△Ct法计算各组细胞CDH17 mRNA的相对

表达量。

1.7 WB实验检测SW480细胞中CDH17、Wnt3a和β-

catenin蛋白表达水平

用RIPA裂解液提取各组细胞总蛋白，BCA法进

行蛋白定量后，取20 μg蛋白上样，SDS-PAGE分离蛋

白、转移至PVDF膜上，5%脱脂奶粉封闭膜过夜。加
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入兔抗CDH17多克隆抗体（1∶1 000）、兔抗 Wnt3a

多克隆抗体（1∶1 000）、兔抗 β -catenin 单克隆抗体

（1∶5 000）、兔抗GAPDH单克隆抗体（1∶5 000），室温

下孵育 2 h。PBST洗涤后，加入经HRP标记的山羊

抗兔 IgG（1∶10 000），室温下孵育2 h。PBST洗涤后，

加入化学发光试剂，显影曝光读取条带灰度值，计算

各检测蛋白的相对表达量。

1.8 统计学处理

各实验均重复3次。用SPSS 22.0统计软件进行

统计学分析，计量数据以 x̄±s 表示，两组间比较采用 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析。以P<0.05

或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Nos 处理或敲降 CDH17 可降低 SW480 细胞

CDH17 mRNA和蛋白的表达水平

qPCR和WB实验结果（图 1）显示，半数抑制质

量浓度Nos处理和CDH17干扰质粒的转染均使结肠

癌 SW480细胞中CDH17 mRNA和蛋白表达水平显

著低于对照组（t=7.025、6.565、9.117、21.634，均 P<

0.01）。在敲低CDH17的基础上，继续使用Nos处理

细胞，使细胞 CDH17 的表达水平进一步降低（t=

14.751、25.015，均P<0.01）。

**P<0.01 vs Control or si-EV group;△△P<0.01 vs si-CDH17 or Nos group

A: The mRNA expression of CDH17 in cells detected by qPCR; B: The protein expression of CDH17 in cells detected by WB

图1 Nos处理或敲降CDH17对SW480细胞CDH17 mRNA和蛋白表达的影响

Fig.1 Effects of Nos treatment or CDH17 knockdown on the mRNA and protein expressions of CDH17 in SW480 cells

2.2 Nos处理或敲低CDH17促进SW480细胞凋亡

Hoechst33258染色结果（图 2）显示，对照组和空

载组的 SW480 细胞核染色较淡，Nos 处理组、si -

CDH17组和 si-CDH17+Nos处理组的细胞核浓染，呈

现出亮蓝色荧光。结果表明，Nos处理和敲降CDH17

表达均能促进SW480细胞凋亡。

2.3 Nos 处理或敲低 CDH17 降低 SW480 细胞的迁

移能力

Transwell实验结果（图 3）结果显示，Nos处理组

和 si-CDH17组 SW480细胞穿膜细胞数显著低于对

照组（t=18.239、11.767、15.371、15.985，均P<0.01），si-

CDH17+Nos 处理组穿 膜细胞数量更少（t=20.396、

19.467，均P<0.01）。

2.4 Nos 处理或敲低 CDH17 降低 SW480 细胞

MMP2、MMP9及VEGF表达水平

ELISA 实验结果（图 4）显示，Nos 处理和下调

CDH17 表达均显著降低了SW480细胞MMP2、MMP9

和VEGF 水平（t=17.149、44.718、5.837、59.588、40.907、

139.203，均P<0.01）。Nos处理CDH17下调的SW480

细胞中VEGF、MMP2和MMP9含量进一步降低（t=

50.231、17.762、34.642，均P<0.01）。

2.5 Nos处理或敲低CDH17降低SW480细胞Wnt3a

和β-catenin的表达水平

WB实验结果（图5）显示，与对照组比较，Nos处

理组和 si-CDH17组Wnt3a和β-catenin蛋白相对表达

量显著降低（t=29.942、34.034、9.199、25.631，均 P<

0.01）。Nos 处理和 CDH17 下调细胞中 Wnt3a 和 β-

catenin蛋白相对表达量相较于 si-CDH17组进一步降

低（t=10.509、47.860，均P<0.01）。

3 讨 论

Nos具有调控微管蛋白和抗癌的作用，并通过线

粒体途径促进结肠癌细胞的凋亡，可有效且安全地

治疗结肠癌[11-12]。Nos促进细胞凋亡只是其对结肠癌

的作用之一，本文进一步对Nos影响结肠癌细胞迁移

进行观察，并初步探讨了Nos对结肠癌作用的可能

机制。
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图2 Nos处理或敲降CDH17对SW480细胞凋亡的影响（Hoechst33258染色, ×200））

Fig.2 Effects of Nos treatment or CDH17 knockdown on the apoptosis of SW480 cells (Hoechst33258 staining, ×200)

**P<0.01 vs Control or si-EV group;△△P<0.01 vs si-CDH17 or Nos group

图3 Nos处理或敲低CDH17降低SW480细胞迁移的影响（结晶紫染色，×200））

Fig.3 Effects of Nos treatment or CDH17 knockdown on migration of SW480 cells (crystal violet staining，，×200)

**P<0.01 vs Control or si-EV group;△△P<0.01 vs si-CDH17 or Nos group

图4 Nos处理或敲低CDH17对SW480细胞VEGF、、MMP2及MMP9表达的影响

Fig.4 Effects of Nos treatment or CDH17 knockdown on the expression of VEGF, MMP2 and MMP9 in SW480 cells
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**P<0.01 vs Control or si-EV group; △△P<0.01 vs si-CDH17 or Nos group

图5 Nos处理或敲低CDH17对SW480细胞Wnt3a和β-catenin表达的影响

Fig.5 Effects of Nos treatment or CDH17 knockdown on the expressions of Wnt3a and β-catenin in SW480 cells

有研究[6]发现，CDH17在胃癌组织中表达上调，

推测CDH17是一种很有前景的早期胃癌标志物。敲

除CDH17基因后抑制了胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭

和克隆形成，并诱导G0/G1期阻滞，显著抑制了肿瘤

生长，因此CDH17可作为治疗胃癌的靶点[3]。在结肠

癌的治疗中，由于早期缺乏特异性的标志物，导致

70%的结直肠癌发展至晚期才被发现，而CDH17不

仅是胃癌的潜在标志物，亦可用于结直肠癌诊断标

志物的开发[13]。因此推测，CDH17下调也参与了结

肠癌的治疗过程。本研究中使用Nos处理和CDH17

干扰载体转染细胞，发现两种方法均使SW480细胞

的CDH17表达水平下调，且两者联合后使CDH17表

达进一步受到抑制。随后研究下调CDH17后细胞的

生物学行为变化，结果显示Nos处理和敲降CDH17

表达促进SW480细胞凋亡，并抑制细胞的迁移能力，

si-CDH17+Nos处理效果最显著。所以，推测CDH17

下调参与了Nos抑制结肠癌细胞迁移的作用机制，为

了进一步验证该猜想并探讨具体的分子机制，本研

究检测了影响细胞转移能力的相关分子含量，及参

与了CDH17下调抗肿瘤机制的Wnt通路相关蛋白的

表达水平[14]。

目前研究认为，MMP是肿瘤发生发展过程中最

重要的蛋白酶家族，调控肿瘤微环境，参与细胞增

殖、细胞外基质转换及迁移等过程，其中 MMP2 和

MMP9由于具有降解基底膜的特异性，所以在肿瘤细

胞的侵袭和转移中起重要作用[15-17]。研究[18]发现，当

MMP2/9蛋白表达上调后，结肠癌SW480细胞的侵袭

和转移能力增强。VEGF是参与肿瘤细胞侵袭和迁

移过程的另一重要因子，在肿瘤中的表达普遍上

调[19]。Wnt/β-catenin是一条经典Wnt信号通路，该信

号通路被异常激活后会促进肿瘤的发生发展[20]。

Wnt/β-catenin信号通路的异常激活在结肠癌患者中

是很常见的，且被认为是结肠癌发病的主要决定因

素[21]。研究[22-23]发现，Wnt3a过表达时会刺激Wnt/β-

catenin信号通路，异常激活的 β-catenin促进结肠癌

细胞的增殖、分化和转移，促进结肠癌的进展。而当

Wnt/β-catenin信号转导减弱时，下游靶基因MMP2和

MMP9表达出现下调，从而抑制结肠癌细胞的增殖和

侵袭[24]。结合本研究的实验结果，VEGF、MMP2 和

MMP9水平及Wnt3a/β-catenin蛋白表达均显著下调，

据此认为Nos处理SW480细胞可抑制CDH17表达，

而下调CDH17后抑制细胞Wnt3a/β-catenin信号的转

导，进而抑制结肠癌SW480细胞的迁移。

综上所述，Nos可诱导结肠癌细胞凋亡并抑制迁

移，其作用机制可能与下调 CDH17、抑制 Wnt3a/β-

catenin信号通路相关。通过体外实验研究了Nos对

结肠癌细胞行为产生影响的机制，但还需体内实验

进一步验证。
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