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过表达 CDX1蛋白对直肠癌细胞增殖及能量代谢的影响及机制研究 *

刘光世 许新才 高 华 张文斌 肖开提·阿不都哈德尔 李 涛△

（新疆医科大学第一附属医院胃肠肿瘤外科 新疆乌鲁木齐 830054）

摘要 目的：探讨过表达尾侧同源盒转录因子 1（CDX1）蛋白对直肠癌细胞增殖及能量代谢的影响。方法：以直肠癌细胞 SW117为

研究对象，细胞转染 pIRES（空载体组）、pIRES-CDX1（过表达组），同时设置对照组（只加入转染试剂）。培养 48 h后，Western blot

检测细胞中 CDX1、活化的含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3（Cleaved Caspase-3）、蛋白激酶 B（Akt）、磷酸化蛋白激酶 B

（p-Akt）表达水平，噻唑蓝（MTT）检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡，试剂盒检测细胞中三磷酸腺苷（ATP）含量、丙酮酸激

酶活性、己糖激酶活性及培养液上清中乳酸含量。结果：空载体组细胞中 CDX1、Cleaved Caspase-3、Akt、p-Akt表达水平及细胞存

活率、凋亡率、ATP含量、丙酮酸激酶活性、己糖激酶活性及培养液上清中乳酸含量与对照组相比均没有明显差异。过表达组细胞

存活率、p-Akt水平、ATP含量、丙酮酸激酶活性、己糖激酶活性及培养液上清中乳酸含量与对组相比均明显下降，凋亡率及细胞

中 Cleaved Caspase-3表达水平均明显高于对照组。结论：过表达 CDX1蛋白能够促进直肠癌细胞凋亡，抑制直肠癌细胞增殖，影

响直肠癌细胞能量代谢，作用机制可能与 p-Akt水平有关。
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Effects and Its Mechanism of Overexpression of CDX1 on Proliferation and
Energy Metabolism of Rectal Cancer Cells*

Effects of over expression of CDX1 protein on proliferation and energy metabolism of rectal cancer cells.

Rectal cancer cell line SW117 was used as the research object, the cells were transfected with pIRES (empty vector group) and

pIRES-CDX1 (over expression group), meanwhile, the control group (only adding transfection reagent) was set up. After culturing 48 h,

Western blot was used to detect the expression levels of CDX1, Cleaved Caspase-3, Akt and p-Akt in the cells, cell proliferation was de-

tected by MTT, cell apoptosis was detected by flow cytometry, kit for detecting ATP content of cells, pyruvate kinase activity, hexoki-

nase activity and lactic acid content in the supernatant. The empty vector group in cells of CDX1, Cleaved Caspase-3, Akt, p-Akt

expression level and cell survival rate, apoptosis rate, ATP content, pyruvate kinase activity, hexokinase activity, and lactic acid content

in the supernatant compared with the control group had no significant difference. Over expression group cell survival rate, p-Akt level,

ATP content, pyruvate kinase activity, hexokinase activity and lactate levels in the supernatant fluids in the group decreased significantly

compared with the control group. The apoptosis rate and the expression of Cleaved Caspase-3 in the cells were significantly higher than

those in the control group. Overexpression of CDX1 protein can promote apoptosis of rectal cancer cells, inhibition of rectal

cancer cell proliferation, disturbance of energy metabolism in rectal cancer cells, the mechanism may be related to p-Akt level.
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前言

直肠癌指的是齿状线到直肠乙状结肠交界之间的癌症,是

消化道最常见的恶肿瘤之一。直肠癌由于接近骨盆，手术难以

彻底治疗，手术后复发率极高，加上直肠癌早期发病症状不明

显、发展快，直肠癌严重危害着人类的生命健康[1]。基因靶向治

疗是目前研究较多的癌症治疗手段，寻找有效的靶基因，是治

疗直肠癌的关键之一。尾侧同源盒转录因子 1（Caudal related

homeobox 1, CDX1）参与人类肠道内细胞的生长和发育，是

CDX家族的成员之一[2]。有研究表明，CDX1在胃癌、结直肠癌
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等多种肿瘤组织中表达缺失[3,4]。本研究中通过体外细胞实验，

运用细胞转染的方法过表达直肠癌细胞中的 CDX1蛋白，探讨

CDX1在直肠癌细胞增殖和能量代谢中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

直肠癌细胞 SW117来自于中科院上海细胞库。Lipofec-

tamine 2000转染试剂购自于美国 Invitrogen；新生牛血清、RP-

MI1640培养基、胰蛋白酶、青霉素、链霉素均购自于美国 Gib-

co；蛋白激酶 B（protein kinase B, Akt）抗体、CDX1抗体、茁肌动
蛋白（茁-actin）抗体、磷酸化蛋白激酶 B（p-Akt）抗体均购自于上

海瑞奇生物科技有限公司；丙酮酸激酶活性检测试剂盒、己糖

激酶活性检测试剂盒、乳酸含量检测试剂盒均购自于武汉艾美

捷科技有限公司；三磷酸腺苷（adenosine triphosphate,ATP）含

量测定试剂盒、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid, BCA）蛋白定量

试剂盒均购自于碧云天研究所；CO2培养箱购自于日本 SANYO。

1.2 细胞培养及转染

取培养至对数生长期的直肠癌细胞 SW117，胰蛋白酶消

化后，以 4× 105个 /孔接种到 6孔细胞培养板中，按照 Lipofec-

tamine 2000 转染试剂说明书把 pIRES-CDX1 和对照空载体

pIRES转染至 SW117细胞中，依次记为空载体组、过表达组。

同时设置对照组，对照组中只加入转染试剂。SW117细胞用含

有双抗的 10%胎牛血清的 RPMI1640培养液培养。用 0.25%的

胰蛋白酶传代培养，培养条件为：37℃，5% CO2培养箱.

1.3 Western blot检测转染后细胞中 CDX1表达水平

取 1.4中的直肠癌细胞 SW117继续培养 48 h后，收集细

胞，在细胞中添加适量的裂解液，将细胞放在冰上，孵育 30 min

以后，蛋白存在于上层水相溶液中，用移液枪吸取上清，保存在

-80℃。BCA法对蛋白定量检测。按照每孔加入 30 滋g的蛋白样
品，加入同等体积的上样缓冲液，放在 100℃的水浴中变性。吸

取蛋白样品 50 滋L加入 SDS-PAGE凝胶上样孔中，电泳初始

电压为 80 V，电泳 30 min后，把电压调整到 120 V继续电泳，

待溴酚蓝进入到分离胶的底部以后，把蛋白胶取出，把蛋白转

移至 PVDF膜上，转膜条件为：4℃，90V。封闭：5%脱脂奶粉放

置于室温下孵育 90 min。一抗反应：1:800，4℃过夜。二抗反应：

1:1000，室温孵育 90 min，显色后，对蛋白进行定量，茁-actin为
内参。

1.4 细胞增殖检测

对照组、空载体组、过表达组接种到 96孔板中，每孔加入

100 滋L细胞悬液，设置空白组，空白组中不加入细胞，培养 48

h。按照每孔中添加浓度为 5 mg/mL 的噻唑蓝（Methylthia-

zolyldiphenyl-tetrazolium bromide, MTT）20 滋L，放在 37℃，5%

CO2培养箱中反应 4h。用移液枪把上清溶液吸除以后，每孔中

添加 150 滋L的 DMSO，缓慢震荡反应 10min以后，用酶标仪测

定 490nm OD值，按照下面公式计算存活率。存活率 =（转染组

OD-空白组 OD）÷（对照组 OD-空白组 OD）。

1.5 细胞凋亡检测

对照组、空载体组、过表达组细胞培养 48h以后，用胰蛋白

酶消化传代后，收集各组细胞，用 400 滋L缓冲液重悬后，分别
加 5 滋L的碘化丙啶 (Propidium Iodide，PI)，5 滋L的膜联蛋白

V-FITC（Annexin V-FITC），放在避光环境，室温条件孵育结合

20 min，立即用流式细胞仪检测。

1.6 丙酮酸激酶和己糖激酶活性测定

取转染后的直肠癌细胞 SW117，培养 48 h后，分别用丙酮

酸激酶活性检测试剂盒和己糖激酶活性检测试剂盒检测并计

算细胞中的丙酮酸激酶和己糖激酶的活性。

1.7 细胞中 ATP含量检测

取转染后的直肠癌细胞 SW117，培养 48 h，加入胰蛋白酶

消化细胞后，1000 rpm离心 5 min，弃上清液。用 0.9%的氯化钠

洗涤细胞，用超纯水将细胞制成悬浮液。匀浆器匀浆后，转移至

EP管中，在 100℃的水浴锅中孵育 10 min。按照 ATP检测试剂

盒说明书检测细胞中 ATP的含量。

1.8 上清中乳酸含量检测

取转染后的直肠癌细胞 SW117，培养 48 h后，将培养液上

清转移到 EP管中，1000 rpm离心 5 min，吸取上清液，根据乳

酸含量检测试剂盒说明书检测上清液中的乳酸含量。

1.9 Western blot检测细胞中 Akt、p-Akt表达水平

对照组、空载体组、过表达组细胞培养 48 h以后，Western

blot法测定 Akt、p-Akt表达水平，步骤同 1.3。

1.10 统计学分析

实验数据均通过 SPSS22.0软件统计分析，所有数据用均

数± 标准差（x± s）表示，多组之间的数据比较运用单因素方差

进行分析，两两数据之间的比较用 LSD-t检验法，以 P<0.05表

示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 转染后细胞中 CDX1表达水平结果

结果见图 1中所示，对照组、空载体组、过表达组细胞中

CDX1的相对表达水平依次为：0.18± 0.04、0.19± 0.03、0.79±

0.07。空载体组细胞中 CDX1的表达水平与对照组相比没有明

显差异（P>0.05）。过表达组细胞中 CDX1的表达水平明显高于

对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.2 细胞增殖、凋亡检测结果

图 1 Western blot检测转染后细胞中 CDX1表达水平检测结果

Fig.1 Western blot detected the expression level of CDX1 in transfected

cells
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空载体组细胞存活率、凋亡率及细胞中 Cleaved Caspase-3

表达水平与对照组相比没有明显差异（P>0.05）。过表达组细胞

存活率与对照组相比明显降低，细胞凋亡率和细胞中 Cleaved

Caspase-3水平与对照组相比明显升高，差异均具有统计学意

义（P<0.05）。CDX1抑制直肠癌细胞生长，诱导直肠癌细胞凋

亡。将图 2和表 1。

图 2 细胞凋亡及细胞中 Cleaved Caspase-3表达水平检测结果

Fig.2 Apoptosis and Cleaved Caspase-3 expression level in cells

A：流式细胞仪检测细胞凋亡结果；B：Western blot检测 Cleaved Caspase-3表达水平结果

A: apoptosis was detected by flow cytometry; B: the expression of Cleaved Caspase-3 was detected by Western blot

Note: compared with the control group, #P>0.05; compared with the control group, **P<0.05.

表 1 细胞存活率、凋亡率及 Cleaved Caspase-3相对表达水平（x± s）

Table 1 Cell survival rate, apoptosis rate and relative expression level（x± s）

Groups Pyruvate kinase activity（U/mg） Hexokinase activity（U/mg） ATP content（mmol/L）

Control group 0.72± 0.06 5.32± 0.39 31.53± 2.59

Empty vector group 0.71± 0.07# 5.33± 0.41# 31.67± 2.84#

Over expression group 0.35± 0.04** 2.54± 0.26** 16.38± 1.83**

2.3 细胞中丙酮酸激酶、己糖激酶活性及 ATP含量检测结果

检测对照组、过表达组、空载体组细胞中丙酮酸激酶、己糖

激酶活性及 ATP含量。结果如表 2中所示，空载体组细胞中丙

酮酸激酶、己糖激酶活性及 ATP含量与对照组相比没有明显

差异（P>0.05）。过表达组细胞中丙酮酸激酶、己糖激酶活性及

ATP含量明显低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

Note: compared with the control group, #P>0.05; compared with the control group, **P<0.05.

表 2 丙酮酸激酶、己糖激酶活性及 ATP含量（x± s）

Table 2 Pyruvate kinase, hexokinase activity and ATP content（x± s）

Groups Cell survival rate（%） Apoptosis rate（%） Cleaved Caspase-3 level

Control group 100.01± 9.54 9.81± 5.92 0.15± 0.02

Empty vector group 99.99± 11.63# 9.90± 3.55# 0.16± 0.01#

Over expression group 72.31± 4.81** 29.82± 8.67** 0.89± 0.05**

2.4 培养液上清中乳酸含量检测结果

检测对照组、过表达组、空载体组细胞培养上清中乳酸含

量。结果如表 3中所示，空载体组细胞培养上清中乳酸含量与

对照组相比没有明显差异（P>0.05）。过表达组细胞培养上清中

乳酸含量明显低于对照组，差异具有统计学意义（P<0.05）。

2.5 细胞中 Akt、p-Akt表达水平检测结果

Western blot检测对照组、过表达组、空载体组细胞中 Akt、

p-Akt表达水平。结果如图 3、表 4中所示，空载体组细胞中

Akt、p-Akt表达水平与对照组相比没有明显差异（P>0.05）。过

表达组细胞中 p-Akt表达水平明显低于对照组，差异具有统计

学意义（P<0.05）。

3 讨论

CDX1在肠上皮化生过程中发挥调控作用。CDX1具有维

持肠上皮细胞的分化、生长和功能维持等作用[5,6]。正常情况下，

Note: compared with the control group, #P>0.05; compared with the

control group, **P<0.05.

表 3 培养液上清中乳酸含量（x± s）

Table 3 Lactic acid content in culture supernatant（x± s）

Groups Lactic acid content（mmol/L）

Control group 21.35± 6.54

Empty vector group 21.57± 5.84#

Over expression group 8.64± 1.25**
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CDX1在肠道细胞中特异性表达，而在胃组织中不表达。但在

胃黏膜肠化生组织中能够检测到 CDX1的表达[7-9]。最近的研究

表明，与胃癌组织旁的肠化生组织相比，CDX1在胃癌组织中

表达下调，过表达 CDX1后的胃癌细胞增殖受到抑制[10]。同样

的研究发现，CDX1在结直肠癌组织中表达缺失[11]。本研究中以

直肠癌细胞 SW117为研究对象，通过转染 CDX1过表达载体，

并通过Western blot检测结果证实 CDX1过表达载体能够促进

直肠癌细胞中 CDX1 的表达。这提示，成功构建了过表达

CDX1的直肠癌细胞。进一步运用 MTT检测了细胞的增殖情

况，结果同样发现，过表达 CDX1的直肠癌细胞增殖受到抑制，

这与上述的实验报道相符合。

肿瘤细胞凋亡的发生与细胞凋亡蛋白的表达有关，是受到

多种基因调控的共同结果[12]。Caspase蛋白酶家族参与肿瘤细

胞的凋亡过程。Caspase级联反应激活后能够启动细胞凋亡的

发生。Caspase-3在 Caspase凋反应中发挥凋亡执行的作用，其

激活后可以促进细胞凋亡的发生[13-15]。本研究中，用流式细胞术

检测了细胞的凋亡情况，结果证实了过表达 CDX1的直肠癌细

胞凋亡增多，并且细胞中的 Caspase-3活化水平也明显升高。这

提示，过表达 CDX1能够促进结肠癌细胞的凋亡。

Note: compared with the control group, #P>0.05; compared with the control group, **P<0.05.

图 3 细胞中 Akt、p-Akt表达水平检测结果

Fig.3 Expression of Akt and p-Akt in cells

表 4 细胞中 Akt、p-Akt相对表达水平（x± s）

Table 4 Relative expression levels of Akt and p-Akt in cells（x± s）

Groups Akt level p-Aktlevel

Control group 0.74± 0.06 0.35± 0.02

Empty vector group 0.72± 0.08# 0.34± 0.03#

Over expression group 0.73± 0.08** 0.12± 0.01**

肿瘤细胞能量代谢与正常细胞不同。正常细胞能够将葡萄

糖进行有氧分解，而肿瘤细胞以有氧糖酵解为主要方式[16]。己

糖激酶是癌细胞进行糖酵解的第一限速酶，具有催化葡萄糖磷

酸化的作用[17]。丙酮酸激酶是糖酵解途径中的另一个关键酶，

能够催化形成第二个 ATP[18]。乳酸是糖酵解过程中的产物[19]。

本研究中检测了细胞中丙酮酸激酶活性、己糖激酶活性、ATP

的含量和细胞培养液上清中的乳酸含量发现，过表达 CDX1的

直肠癌细胞中丙酮酸激酶活性、己糖激酶活性、ATP含量和细

胞培养液上清中的乳酸含量均明显低于对照组。这提示，过表

达 CDX1能够干扰直肠癌细胞的糖酵解途径，进而影响细胞的

能量代谢。

Akt信号通路能够作用于肿瘤细胞的生长、凋亡及细胞中

的能量代谢过程 [20]。有研究表明，Akt磷酸化水平增多后，Akt

信号通路激活，进而能够促进己糖激酶等细胞能量代谢过程中

的关键调控因子的生成，从而促进肿瘤细胞的糖酵解[21]。本研

究中，进一步检测了细胞中 Akt 磷酸化水平发现，过表达

CDX1的直肠癌细胞中 Akt磷酸化水平降低。

综上所述，过表达 CDX1能够抑制直肠癌细胞增殖，促进

直肠癌细胞凋亡，影响直肠癌细胞能量代谢，作用机制可能与

Akt信号通路有关。这为进一步研究 CDX1在直肠癌中的作用

机制奠定了基础，为治疗直肠癌提供了新思路。
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