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摘要 目的：探讨人类泛素结合酶 E2T(Ubiquitin-conjugating enzyme E2T，UBE2T)基因对结肠细胞增殖和凋亡的影响。方法：体外

培养人正常结直肠粘膜细胞 FHC，采用将 UBE2T基因慢病毒质粒转染至 FHC细胞 48 h后，通过MTT法检测细胞增殖情况，

western blotting检测细胞中增殖相关蛋白 UBE2T蛋白、Ki67、促凋亡蛋白 Bax和抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达，流式细胞术检测细胞

凋亡率。结果：与转染空质粒的 FHC细胞相比，UBE2T基因慢病毒质粒转染 FHC细胞 48 h后，细胞增殖能力显著上调(P<0.05)，
UBE2T蛋白明显增加，Ki67的表达明显增加(P<0.05)，细胞凋亡率显著降低(P<0.05)，且 Bax的表达明显下调而 Bcl-2的表达上

调(P<0.05)。结论：UBE2T基因能够促进正常结肠粘膜细胞的增殖，并抑制其凋亡。
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Effect of UBE2T Gene on the Proliferation and Apoptosis
of Colorectal Cells*

To explore the effects of UBE2T (Ubiquitin-conjugating enzyme E2T) gene on the apoptosis of colorectal

cells. Normal colorectal mucosal cells FHC were cultured in vitro and transfected by UBE2T lentivirus plasmid for 48 h, MTT

was used to detect the cell proliferation; the UBE2T protein, the proliferation-associated protein Ki67, the pro-apoptotic protein Bax and

the anti-apoptotic protein Bcl-2 in cells were detected by Western Blotting; the apoptosis rate of cells was evaluated by Flow cytometry

(FCM). Compared with FHC cells transfected with empty plasmid, the proliferation ability of FHC cell transfected by UBE2T

lentivirus plasmid was obviously upregulated (P<0.05), the expression of UBE2T protein and Ki67 protein were significantly increased,

the apoptosis rate was obviously decreased, the expression of Bax protein was significantly decreased and the expression of Bcl-2 protein

was obviously increased (P<0.05). UBE2T gene promoted the proliferation and inhibited the apoptosis of normal colorectal

cells FHC.

UBE2T; Colorectal cancer; Proliferation; Apoptosis

*基金项目：陕西省国际科技合作与交流计划项目(2017KW-046)

作者简介：刘瑞廷(1982-)，博士，副主任医师，研究方向：胃肠道肿瘤诊治的基础及临床研究，E-mail: fgpeter82Dr@163.com

(收稿日期：2018-12-08 接受日期：2018-12-30）

前言

结直肠癌是当今人类胃肠道系统中常见的恶性肿瘤。据统

计，全球每年新发结直肠癌病例约 800万人，且此数据呈每年

增加趋势[1]。目前，大肠癌的确切发病机理尚未完全阐明。临床

上，结直肠癌疗多给予以化学治疗为主的综合治疗方案。泛素

化途径是体内普遍存在的重要生命活动之一，细胞可通过此种

修饰方式调控某些底物蛋白或使其直接发挥其生物活性[2,3]。

人类泛素结合酶 E2T (Ubiquitin-conjugating enzyme E2T，

UBE2T)属于泛素蛋白酶降解系统的成员之一[2]，参与体内重要

的细胞过程，如细胞信号传导以及细胞周期调控等[4]。据文献报

道，UBE2T结合与 E3泛素连接酶协同相关底物进行单泛素化[5]。

更重要的是，UBE2T是细胞内范可尼 DNA损伤修复过程中的

关键调控因子，能够诱发自身泛素化从而促进肿瘤的发生发

展[6,7]。此外，在多种恶性肿瘤中，UBE2T均呈过度表达[8,9]，但其

是否在结直肠癌的发生过程起着作用尚不明确。细胞增殖和凋

亡失衡是肿瘤发生发展的重要基础[10]。因此，本研究采用人正

常结直肠细胞为研究对象，探讨了 UBE2T基因对人正常结直

肠细胞增殖和凋亡的影响。
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1 材料和方法

1.1 材料

人正常结直肠粘膜细胞 FHC 购自上海丰寿实业有限公

司；胎牛血清为美国 Sigma产品，DMEM来源于 Adv Cell，购

自生工生物工程(上海)股份有限公司；UBE2T基因慢病毒重组

质粒由杭州弗德生物科技有限公司构建；冻存液为赛特美产

品，购自武汉唐缘生物技术有限公司；MTT试剂为美国 Sigma

产品，购自上海美轩生物科技有限公司；FITC Annexin V Apop-

tosis为 BD(美国)产品。

1.2 MTT法检测细胞增殖

收集对数生长期的结直肠粘膜细胞 FHC，制成单细胞悬

液。从中抽取适量单细胞悬液至 10 mL离心管中，加入新鲜培

养液均匀混合，通过计数板调整细胞密度为 5-8× 104个 /mL。

将细胞均匀接种于 96孔板中（100 滋L/孔），置于 5% CO2，37

℃的培养箱中继续培养 24小时。UBE2T转染细胞继续培养

24小时，然后每孔加入 10 滋L MTT溶液，置于恒温培养箱中 4

小时，最后设置调零孔立即在酶标仪上检测 OD值。

1.3 细胞转染

将对数生长期的细胞通过胰酶消化处理，均匀接种于 6孔

板中进行培养，细胞融合度达到 65%时，进行 UBE2T基因慢病

毒重组质粒转染。倒掉旧培养液，加入 1 mL UBE2T病毒液，于

37℃恒温箱中孵育 12 h，再次加入病毒液。之后弃掉旧的培养

液，加入新鲜的培养液，并加入稀释的嘌呤霉素(最终浓度为

2 滋M/mL)进行稳定转染细胞株筛选。恒温箱中孵育 24 h后再

次更换新鲜的培养液，重新加入稀释的嘌呤霉素，稳定存活下

来的即是转染成功的结直肠细胞 SW620。

1.4 蛋白印迹(WB)检测蛋白表达

用细胞刮刮取贴壁细胞，离心后弃上清。加入适量裂解液，

于冰上反复吹打 2 min。吹打完后，以 12000 × g的转速离心10

min，吸出上清。获取细胞裂解物，根据检测蛋白的位置选择合

适的裂解 buffer，通过 BCA法蛋白定量，电泳分离蛋白质。转

膜：根据不同的检测目的和待测蛋白的特性,依据相应蛋白的

条件进行转膜，UBE2T、Ki67、Bax和 Bcl-2蛋白均选用 80 v的

恒定电压电泳 1 h，然后再调电压为 120 v电泳 30min。封闭：用

含 TBST的脱脂牛奶(5 g溶于 100 mL TBST中)封闭 2 h。一抗

孵育过夜，二抗孵育：孵育条件一般为室温 1-2 h。最后在凝胶成

像系统中显色成像并在 Alphalmager220软件上扫描灰度值。

1.5 流式细胞术检测细胞凋亡

收集处于对数生长期的 UBE2T基因转染细胞，倒掉培养

液，用冷的 PBS冲洗瓶底 3次，适量胰蛋白酶消化细胞。稀释

细胞使密度为 0.5× 106个 /mL的细胞进行离心 10 min，弃掉上

清液。加入 Annexin-V-FITC标记液于 1 mL的缓冲液中，之后

再加入 PI试剂 20 滋L，混匀。取 100 滋L配好的混合液加入单悬
液细胞中，室温下孵育 15 min。立即在流式细胞仪上进行检测。

左下象限显示活细胞；右下象限为晚凋细胞；左上象限为非活

细胞，即坏死细胞；右上象限为早凋细胞。本实验中凋亡细胞记

右上象限和右下象限细胞。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。所有实验均独立重

复至少 3 次，实验数据采用(Mean± SD)表示，组间比较运用

t检验或单因素方差分析，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 UBE2T基因转染后人正常结直肠粘膜细胞中 UBE2T蛋白

的表达情况

为了验证 UBE2T基因转染是否成功，我们通过 western

blotting检测人正常结直肠粘膜细胞中 UBE2T 蛋白的表达情

况。结果显示：UBE2T 基因转染结肠细胞后，结肠细胞中

UBE2T蛋白明显高于空质粒转染对照组(图 1，P<0.05)。

2.2 UBE2T对人正常结直肠粘膜细胞增殖的影响

为了检测 UBE2T基因对人正常结直肠粘膜细胞增殖的影

响，我们将 UBE2T基因慢病毒质粒转染至结肠细胞 48 h后，

通过MTT法检测结肠细胞的增殖情况，结果显示 UBE2T基因

转染结肠细胞后，结肠细胞活力明显高于空质粒对照组(图 2，

P<0.05)。

图 1 结肠细胞中 UBE2T蛋白的表达情况

Fig.1 The expression of UBE2T protein in colorectal cells

图 2 UBE2T基因对结肠细胞增殖的影响

Fig.2 Effect of UBE2T gene on the cell proliferation in colorectal cells
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2.3 UBE2T基因表达上调增加人正常结直肠粘膜细胞增殖相

关蛋白 Ki67的表达

将 UBE2T基因慢病毒质粒转染至结肠细胞 48 h后，细胞

中 Ki67蛋白明显高于空质粒对照组(图 3，P<0.05)。

2.4 UBE2T基因表达上调抑制人正常结直肠粘膜细胞凋亡

UBE2T基因转染结肠细胞 48 h后，结肠细胞凋亡率明显

低于空质粒对照组(图 4，P<0.05)。
2.5 UBE2T基因表达上调减少人正常结直肠粘膜细胞中促凋

亡蛋白 Bax的表达

UBE2T 基因转染结肠细胞 48 h 后，细胞中促凋亡蛋白

Bax的表达显著低于空质粒对照组 (图 5，P<0.05)。
2.6 UBE2T基因表达上调增加人正常结直肠粘膜细胞中抗凋

亡蛋白 Bcl-2的表达

为了进一步明确 UBE2T 基因对结肠细胞凋亡情况的影

响，UBE2T基因转染结肠细胞 48 h后，我们检测了结肠细胞中

抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达。结果显示，UBE2T基因转染结肠细

胞 48 h后，细胞中抗凋亡蛋白 Bcl-2的表达显著增加 (图 6，

P<0.05)。以上结果提示 UBE2T基因表达上调可促进结肠细胞

凋亡。

3 讨论

结直肠癌即结肠癌和直肠癌，是指结直肠粘膜上皮在某些

致癌因素刺激下发生的恶性病变，其发病与生活方式或遗传等

密切相关，早期无或症状不显，仅消化不良、大便潜血等，是胃

肠道系统发生率极高的恶性肿瘤之一[11]。目前，随着人民生活

水平的提高，尤其是饮食结构的改变，其发病率呈逐年上升趋

势[12]。泛素化修饰在细胞凋亡、分化以及 DNA损伤过程中发挥

图 3 UBE2T基因表达上调对人正常结直肠粘膜细胞中增殖相关蛋白

Ki67表达的影响

Fig.3 Effect of UBE2T gene upregulation on the proliferation-associated

protein Ki67 in the colorectal cells

图 4 UBE2T基因表达上调对人正常结直肠粘膜细胞凋亡率的影响

Fig.4 Effect of UBE2T gene upregulation on the cell apoptosis rate of colorectal cells
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着关键作用[13]。有文献报道，泛素化修饰相关酶的结构或功能

异常会导致一些抑癌蛋白或癌蛋白降解失调，从而促进肿瘤的

发生[14]。人类泛素结合酶 UBE2T (Ubiquitin-conjugating enzyme

E2T)基因属于泛素蛋白酶降解系统成员之一，在人体多种组织

中具有广泛的表达[3]。生理情况下，泛素结合酶 UBE2T参与调

节细胞内多种重要细胞活动[13]。有研究证明 UBE2T无论是活

性位点突变型和都定位在细胞核中，细胞核是 DNA复制和转

录的场所，提示 UBE2T参与调控 DNA的转录和复制[15]。此外，

大量文献表明 UBE2T基因过度表达能够促进多种肿瘤的发生

发展，如肺癌、前列腺癌等[6]。有研究者发现 UBE2T能够通过抑

制乳腺癌中的 BRCA1(抑癌基因)基因的表达而促进乳腺癌细

胞的转移、侵袭[16]。本研究中，我们从凋亡和增殖的角度探讨了

UBE2T基因在结肠癌发生中可能的作用。

肿瘤表征一般包括增殖的永生化和程序性凋亡受到抑制[17]。

已有文献报道细胞凋亡和细胞增殖平衡被打破是许多重大疾

病，尤其是肿瘤发生发展的重要基础[18]。人体通过细胞凋亡清

除多余的和已完成使命的细胞，保证了机体的正常发育[18]。同

时，人体通过细胞凋亡清除衰老和病变的细胞保证了机体的健

康[17]。反之，细胞凋亡和增殖内环境稳态失衡导致内环境稳态

失衡能促进的肿瘤发生发展[15]。Ki67亦称为MKI-67，是一种位

于细胞核内的一种非组蛋白，在细胞的增殖过程中不可或缺，

最初由德国 Gerdes等在研究霍奇金淋巴瘤细胞系核抗原的时

候发现[19]。Ki67在细胞增殖的各期(G1，S，G2和 M)中均有表

达，与细胞的分裂周期紧密相关[19]。此外，ki67为判断肿瘤细胞

活跃程度的一个常用指标，与肿瘤的分化程度、转移及预后紧

密相关[20]。Bcl-2家族在细胞的凋亡过程中发挥着重要的作用，

分为两大类，一类是抗凋亡，如 Bcl-2、Bcl-XL、Bcl-W等；另一

类是促凋亡，如 Bax、Bcl-XS、Bid等[21]。Bcl-2通过调控谷胱甘

肽 GSH而抑制细胞凋亡，Bax通过调控一些离子或分子诱导

细胞凋亡[22]。因此，Bcl-2水平的升高和 Bax的降低表明细胞对

凋亡的抵抗性增强。本研究中，我们通过 UBE2T重组质粒转染

和嘌呤霉素共处理筛选出稳定高表达 UBE2T 基因的结肠细

胞，发现 UBE2T基因明显促进结肠细胞的增殖。同时，UBE2T

基因表达上调可抑制结肠细胞凋亡，降低促凋亡蛋白 Bax的表

达并增加抗凋亡蛋白 Bcl-2。因此，UBE2T基因表达上调能够

抑制正常结肠粘膜细胞凋亡并促进其增殖。

由于 UBE2T是一种新发现的泛素偶联酶[23]，我们将进一

步深入探讨 UBE2T基因是否通过与细胞内某些物质结合而促

进某些癌蛋白表达或抑制某些抑癌蛋白表达，从而对结肠细胞

增殖和凋亡形成影响，以明确 UBE2T促进结肠细胞增殖和抑

制结肠细胞凋亡的具体机制。
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