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[摘  要]  目的：探讨低密度脂蛋白受体相关蛋白11（LRP11）在结直肠癌（CRC）组织中的表达及其对结肠癌SW480细胞增殖

与凋亡的影响。方法：利用生物信息学方法分析TCGA数据库中LRP11在CRC组织中的表达水平。用慢病毒感染技术分别将

sh-LRP11及 sh-NC质粒转染至SW480细胞，采用qPCR、WB法检测感染后各组细胞中LRP11的mRNA和蛋白的表达，CCK-8法、

流式细胞术分别检测细胞的增殖活力、凋亡率及细胞周期分布情况，WB法检测SW480细胞中 cyclin D1、BAX、Bcl-2、β-catenin、

活化β-catenin等蛋白的表达水平。结果：TCGA数据库数据分析显示，LRP11 mRNA在CRC组织中的表达水平显著高于正常组

织（P<0.05）。与 sh-NC组比较，sh-LRP11组SW480细胞的增殖活力明显降低、细胞凋亡率显著升高（均P<0.01），细胞中BAX表

达显著升高、Bcl-2表达显著降低（均P<0.01）；G0/G1期细胞增多、S期细胞明显减少（均P<0.01），cyclin D1的蛋白表达显著降低

（P<0.01）；Wnt/β-catenin信号通路中β-catenin和活化β-catenin的蛋白表达均显著下降（均P<0.01）。结论：LRP11 mRNA在CRC

组织中呈高表达，干扰LRP11表达可抑制结肠癌SW480细胞增殖并促进其凋亡，为CRC提供了一种潜在的治疗靶点。
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[Abstract]  Objective: To study the expression and biological function of low density lipoprotein receptor associated protein 11 (LRP11) 

in colorectal cancer (CRC) tissues and its effect on proliferation and apoptosis of CRC SW480 cells. Methods: The expression of LRP11 

in CRC tissues in TCGA database was detected by bioinformatics tool. sh-LRP11 and sh-NC plasmids were transfected into SW480 cells 

by lentiviral infection technique, respectively. The mRNA and protein expression of LRP11 in each group of post-infection cells were detected 

by qPCR and WB methods, and the proliferative activity, apoptosis rate and cell cycle distribution of the cells were detected by CCK-8 and 

flow cytometry, respectively，and WB assay was used to detect the expression levels of cyclin D1, BAX, Bcl-2, β-catenin and active-β-catenin 

in the transfected cells. Results: As shown by TCGA database analysis, compared with normal tissues, the mRNA expression level of LRP11 

in CRC tissues was significantly increased (P<0.05). Compared with sh-NC group, the proliferation activity of SW480 cells in sh-LRP11 

group was obviously decreased (P<0.05), the apoptosis rate was significantly increased (P<0.01), and the mRNA expression of apoptosis-

related protein BAX was increased (P<0.01), while the expression of Bcl-2 was decreased (P<0.01); moreover, the cells in G0/G1 phase 

was increased significantly and the cells in S-phase was decreased significantly (all P<0.01); meanwhile, the protein expression levels of 

cyclin D1 and β-catenin and active-β-catenin in wnt/β-catenin signaling pathway were significantly decreased (all P<0.01). Conclusion: 

The mRNA expression of LRP11 is highly expressed in CRC tissues, and interfering with LRP11 expression can inhibit the proliferation 

and promote the apoptosis of colon cancer SW480 cells, which provides a new therapeutic target for the treatment of CRC.

[Key words]  low-density lipoprotein receptor associated protein (LPR11); colorectal cancer (CRC); SW480 cell; proliferation; 

apoptosis; Wnt/β-catenin signaling pathway
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结直肠癌（colorectal cancer, CRC）是全球第三大

常见恶性肿瘤，也是癌症相关死亡的第二大原因[1]。

根据GLOBOCAN 全球癌症统计数据，2020年新增

CRC 病例 1 880 725 例（占所有癌症新增病例的

10.0%）和新增CRC死亡病例915 880例（占所有癌症

死亡病例的 9.4%）[1]。CRC的危险因素与体质量指

数、吸烟、食用红肉、CRC家族史和肠易激综合征[2]有

关，50岁以上年龄组的人患CRC风险较高，且预后

较差[3]。因此，深入探索 CRC 的发病机制和治疗靶

点，对提高 CRC 的治疗水平具有重要意义。低

密度脂蛋白受体相关蛋白（low density lipoprotein 

receptor-related protein，LRP）家族是一组穿膜蛋白，

可通过受体介导脂蛋白颗粒的内吞作用调节脂质代

谢[4-5]。LRP11是LRP家族的新成员，可通过内吞脂

蛋白颗粒调控脂质稳态，参与血管通透性调节和细

胞增殖与侵袭等生命活动[6]。研究[7-12]显示，LRP11在

乳腺癌、宫颈癌、前列腺癌等肿瘤发生和发展中发挥

重要作用。然而，LRP11在CRC中的作用尚未明了。

本研究应用生物信息学方法分析发现LRP11在CRC

组织中呈高表达，通过RNA干扰技术敲减LRP11在

结肠癌SW480细胞中的表达，观察对SW480细胞增

殖与凋亡的影响，旨在为开发以 LRP11 为新型的

CRC治疗靶点提供参考依据。

1  材料与方法

1.1  CRC组织中LRP11 mRNA表达数据来源

GEPIA 网 站（http://gepia. cancer-pku. cn/index.

html）是由北京大学所开发的交互式 web 服务器，专

门分析相关基因的差异表达及其与癌症患者生存预

后的相关性。本研究基于该数据库数据，统计数据

分析 LRP11 mRNA在CRC 组织和正常结直肠组织

中的表达差异。

1.2  细胞及主要试剂

SW480细胞购自美国模式培养物集存库。CCK-8

试剂盒（C0037）购自碧云天生物技术公司，细胞周期试

剂盒（KGA512）、细胞凋亡试剂盒（KGA108）购自南京

江苏凯基生物技术股份有限公司，iScript cDNA合成试

剂盒（1708891EDU）购自美国 Bio-Rad 公司，SYBR 

Green Premix Ex Taq™（RR420Q）购自日本TaKaRa公司，

转染试剂购自吉凯基因生物技术国际贸易（上海）有限

公司，抗cyclin D1 抗体（货号 55506）、抗 β 连环蛋白

（β-catenin）抗体（货号8480）、抗活化β连环蛋白（active-

β-catenin）抗体（货号 19807）均购自美国 CST 公司，

抗 BAX 抗体（货号 ab32503）、抗 Bcl-2 抗体（货号

ab32124）、抗 β-actin 抗体（货号ab8226）、抗 Lamin B1

抗体（货号ab16048）、HRP标记的山羊抗兔二抗（货号

ab6721）和兔抗鼠二抗（货号ab6728）均购自英国Abcam

公司。

1.3  细胞培养

SW480细胞在含100 U/mL青霉素、100 μg/mL链

霉素及 10% FBS 的 Leibovitz's L-15 培养基中，置恒

温培养箱中培养。根据细胞状态及时更换新培养

液，当细胞汇合度达 90%时，弃去旧培养基，用 PBS

洗涤细胞 2次后，加入 2 mL 0.25%胰蛋白酶-0.02% 

EDTA混合消化液，于显微镜下观察 30 s，当细胞变

圆后迅速加入 2 mL 完全培养基终止消化，轻轻吹

打，收集细胞。710×g、4 ℃离心 5 min，弃去上清，用

完全培养基轻轻吹打重悬细胞，分瓶培养48 h。

1.4  慢病毒质粒构建及转染

根据RNAi序列设计原则，针对目的基因LRP11

的序列设计靶点序列，合成含有靶点和酶切位点的

DNA 序 列 。 sh-LRP11 质 粒 序 列 为 5'-CCGGGC 

ATGGTGACTATAGTTAATCGAGTTAACTATAGTC

ACCATGCTTTTG-3'）、sh-NC 对 照 质 粒 序 列为

5'-CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGA 

GTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTTG-3'。利用

慢病毒载体pLK0.1puro-U6提高转染效率，慢病毒被

包装并在HEK293T细胞中扩增。根据制造商的说

明，将 20 μg 载体质粒、15 μg pHelper1.0 和 10 μg 

pHelper 2.0载体质粒与相应体积的转染试剂混合均

匀后感染 SW480细胞。实验分为sh-LRP11组、sh-NC

组及空白对照组（对照组）。qPCR法验证转染成功

后，进行后续实验。

1.5  qPCR法检测SW480细胞中LRP11 mRNA的表

达水平

利用TRIzol试剂从SW480细胞中提取总RNA，并

逆转录为cDNA，采用qPCR法检测LRP11 mRNA水平。

引物序列 ：LRP11 上游引物为 5′-GGATTGAAG 

AAAGACTTGGC-3′ ，下 游 引 物 为 5′-GCACTT 

TCAAATTGATGGGT-3′；GAPDH上游引物为 5′-AAT 

GAATGGGCAGCCGTTA-3′ ，下 游 引 物 为 5′-TGT 

AAACCATGTAGTTGAGGT-3′。PCR反应条件：37 ℃ 

2 min，95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，共40个循环。

以GAPDH为内参照基因，用2−ΔΔCt法计算目的基因mRNA

表达量。

1.6  CCK-8法检测SW480细胞的增殖能力

取各组对数生长期SW480细胞，接种到96孔板

（1×104个/孔）中，每组设 3个复孔。培养 24、48、72 h

后，PBS冲洗3次，每孔添加100 μL 含10% CCK-8工

作液的培养基，轻轻摇晃均匀，放入细胞培养箱培养

2 h后，通过酶标仪检测波长450 nm处的各孔细胞的

光密度（D）值，并进行相应的比较分析。
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1.7  流式细胞术检测 SW480细胞的凋亡水平和细

胞周期分布

细胞凋亡检测：取各组对数生长期的SW480细

胞，用不含EDTA的胰蛋白酶处理细胞，离心后弃上

清液。加入 0.5 mL染色缓冲液重悬细胞，加入 5 μL 

FITC染液和 5 μL PI染液，轻柔吹打混合均匀，室温

条件下避光处理15 min，上流式细胞仪进行检测。

细胞周期检测：取对数生长期的各组细胞，离心

后弃上清液，70%冷乙醇重悬，4 ℃固定过夜。离心

后收集细胞，PBS洗 2 次，0.4 mL PBS 重悬细胞，加

入 3 μL RNase-A至终质量浓度约为 50 µg/mL，37 ℃

水浴消化30 min，加 PI 约 50 µL 至终质量浓度约为

65 µg/mL，4 ℃冰浴中避光染色30 min；300目尼龙网

过滤后，上机检测和分析。

1.8  WB法检测SW480细胞中cyclin D1、BAX、Bcl-2、

β-catenin、活化β-catenin等蛋白的表达

取各组对数生长期细胞，在RIPA裂解缓冲液中

裂解细胞并制备总细胞裂解物，进行 SDS-PAGE分

离蛋白质，并转移到PVDF膜上。用5%脱脂牛奶中

封闭2 h后，加入稀释比例均为1∶1 000的 cyclin D1、

BAX、Bcl-2、β-catenin、活化 β-catenin 及 lamin B1 一

抗，4 ℃下处理过夜。TBST洗涤3次后，加入稀释比

例为 1∶10 000 的 HRP 标记的山羊抗兔或兔抗鼠二

抗，室温下处理 1 h，用BIORAD ChemiDoc XRS+化

学发光成像系统成像，用 Image J软件分析蛋白质条

带的灰度值。

1.9  统计学处理

qPCR、CCK-8、流式细胞术、WB等实验均独立

重复3次。采用Graphpad Prism 8软件进行数据分析

与作图，Adobe Illustrator CC 2019 软件进行整理合

图。呈正态分布的计量数据以 x̄±s表示，组间统计学

差异采用单因素方差分析和Tukey’s检验。以P<0.05

或P<0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  LRP11 mRNA在CRC组织中呈高表达

通过生物信息学方法分析TCGA数据库中 275

例结肠癌与349例正常组织、92例直肠癌与318例正

常组织中LRP11 mRNA表达水平，发现结肠癌、直肠

癌组织中LRP11 mRNA表达水平均显著高于正常组

织（图 1，均P<0.05）。结果表明，CRC组织中LRP11 

mRNA呈高表达。

图1  LRP11在CRC组织和正常组织中的表达

2.2  敲减LRP11表达可降低SW480细胞的增殖能力

qPCR（图2A）和WB（图2B）法检测结果显示，与

对照组和 sh-NC 组比较，sh-LRP11 组 SW480细胞

LRP11 mRNA和蛋白表达均显著降低（均P<0.01），

表明在 SW480 细胞中成功敲减 LRP11，可以进行

后续功能实验。CCK-8 实验结果（图 2C）显示，

sh-LRP11组细胞增殖率较sh-NC组明显降低（P<0.01）。

结果表明，敲减LRP11表达可显著降低结肠癌细胞

的增殖能力。

A：qPCR法检测LRP11 mRNA的表达；B：WB法检测LRP11蛋白的表达；C：CCK-8法检测SW480细胞增殖活力。

与对照组或 si-NC组比较，**P<0.01。

图2    敲减LRP11对SW480细胞增殖活力的影响
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2.3  敲减LRP11可促进结肠癌SW480细胞凋亡

流式细胞术检测结果（图 3A）显示，与 sh-NC

组相比，sh-LRP11 组 SW480 细胞凋亡率显著升高

（P<0.01）。WB法检测结果（图3B）显示，与 sh-NC组

相比，sh-LRP11组SW480细胞促凋亡分子BAX蛋白

表达显著升高、抑制凋亡分子Bcl-2蛋白表达显著下

降（均 P<0.01）。结果表明，结肠癌 SW480 细胞中

LRP11低表达后促进细胞凋亡。

A: 流式细胞术检测SW480细胞凋亡率；B：WB法检测凋亡相关蛋白BAX和Bcl-2的表达

图3    敲减LRP11对SW480细胞凋亡的影响

2.4  敲减LRP11可阻滞SW480细胞于G0/G1期

流式细胞术检测结果（图 4A）显示，与 sh-NC组

相比，sh-LRP11组 SW480细胞周期被阻滞于G0/G1

期，S 期细胞明显减少（P<0.01）。WB 实验结果

（图 4B）显示 ，与 sh-NC 组相比 ，sh-LRP11 组的

SW480 细胞中 cyclin D1 表达水平显著降低（P<

0.01）。由此可见，敲减LRP11可延缓结肠癌SW480

细胞的细胞周期，从而抑制细胞的增殖。

A: 流式细胞术检测SW480细胞周期分布情况；B: WB检测周期蛋白cyclin D1的表达水平

图4  敲减LRP11对SW480细胞细胞周期的影响

2.5  LRP11可能参与Wnt/β-catenin信号通路的调控

WB 实验结果（图 5）显示，与 sh-NC 组相比，

sh-LRP11组SW480细胞中β-catenin和活化β-catenin

蛋白表达水平均显著降低（均P<0.01）。结果表明，

LRP11可能通过Wnt/β-catenin信号调控CRC细胞的

增殖、细胞周期与凋亡。

图5   敲减LRP11对SW480细胞中Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白表达的影响
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3  讨  论

CRC是全球第三大常见、第二大致死性恶性肿

瘤[1]。饮酒、吸烟、摄入不足和肥胖，这些因素是CRC

发病率和病死率升高的主要原因[13]。CRC是一组异

质性肿瘤, 因患者的基因变异、年龄、家族史、种族、

生活方式等造成的临床结果差异较大[14]。随着筛查

的普及和手术方式的完善，CRC患者的总体生存期

随着时间的推移而提高，目前 5年的总体生存率为

65%[15]。由于其复发频繁、转移早、抗放疗及化疗等

恶性特点，晚期肿瘤患者的预后较差。由于现有分

子标志物的预测能力非常有限[16]，因此探索具有较大

潜力的新型预后分子及诊断标志物具有重要意义。

LRP家族是一种细胞表面蛋白，属于一种内吞

性受体，可与结构功能不同的配体相互结合，从而介

导多种生理病理过程。研究结果[17-18]表明，LRP与肝

癌、白血病、肺癌、乳腺癌、CRC和前列腺癌等多种癌

症存在相关性。先前的研究[19]表明，前列腺癌PC3细

胞的低密度脂蛋白受体（low density lipoprotein 

receptor，LDLR）反馈调控的缺失提供了额外的能量

来源，以促进癌细胞无限制的增殖。同时，当他汀类

药物诱导LDLR时，LDLR可抑制前列腺癌细胞的增

殖。LDLR激活细胞增殖、信息传递及细胞转导的信

号通路；LDLR具有原生效应，并通过增强肿瘤细胞

的迁移促进增殖和癌症进展[20-21]。

LRP11是LRP家族中的一员，可通过内化某些

基质蛋白和生长因子而调控肿瘤微环境，进而参与

调节与肿瘤细胞增殖、转移有关的信号转导。LRP11

已被证明与多种类型肿瘤的发生发展有关[7-12]。然

而，LRP11在CRC中的作用及其机制尚未明了。本

研究利用生物信息学方法分析TCGA数据库中相关

数据发现，LRP11在CRC组织中呈高表达；进一步研

究发现，下调 LRP11 表达后可以观察到结肠癌

SW480细胞的增殖活力受到明显抑制，细胞凋亡率

明显增高，处于细胞周期G0/G1的细胞明显增多、S

期细胞明显减少，细胞中凋亡及细胞周期相关蛋白

的表达也受到影响，促凋亡分子BAX的蛋白表达水

平明显上升，抑制凋亡分子Bcl-2的蛋白表达水平则

明显下降，同时细胞周期蛋白 cyclin D1 表达水平

降低。

研究[15]发现，在宫颈癌、乳腺癌、前列腺癌、肝细

胞癌、视网膜母细胞瘤等多种肿瘤中，LRP 5/6/8可激

活Wnt/β-catenin信号通路，导致细胞周期进程加快，

最终促进肿瘤的发生发展。本研究通过敲低SW480

细胞中 LRP11 表达发现，β-catenin 和活化 β-catenin

的蛋白表达水平均显著降低，由此说明LRP11也参

与CRC的进展。

综上所述，本研究结果表明，敲降LRP11表达后

的SW480细胞的增殖率显著降低、凋亡率显著升高，

且LRP11参与Wnt/β-catenin信号通路的调控，有可

能成为潜在的CRC治疗新靶点。但本研究并未揭示

LRP11抑制细胞增殖并促进凋亡的具体机制，且调

控Wnt/β-catenin信号通路的具体作用亦未阐明，有

待今后进一步深入研究。
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