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摘要 目的：探讨三磷酸腺苷酶家族蛋白 3A（ATAD3A）在结直肠癌组织中的表达情况，并验证其对结直肠癌细胞 RKO和

HCT116生长的影响。方法：收集结直肠癌患者配对癌与癌旁组织 115例，通过免疫组化方式验证 ATAD3A在结直肠癌组织与癌

旁的表达差异。采用慢病毒转染和 si-RNA干涉的方式构建 ATAD3A过表达和敲低肠癌细胞系，并采用MTS，流式检测细胞周期

和细胞凋亡等方法验证 ATAD3A对结直肠癌细胞系 RKO和 HCT116的影响。结果：ATAD3A在结直肠癌组织中表达较癌旁组

织显著升高（P＜0.001）。在结直肠癌细胞系 RKO和 HCT116中过表达 ATAD3A后，细胞增殖能力明显增强，处于 S期的细胞比

例明显增加，而且细胞凋亡数量明显减少。反之，在上述肠癌细胞中干涉 ATAD3A后，细胞增殖能力减弱，细胞大部分停滞于 G1

期，而且凋亡细胞数量明显增多。结论：ATAD3A在结直肠癌组织中表达升高，且 ATAD3A通过促进细胞增殖、细胞周期进程和

抑制细胞凋亡等方式促进肠癌细胞的生长。

关键词：ATAD3A；结直肠癌；细胞周期；增殖；凋亡

中图分类号：R-33；R735.3 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2020）06-1033-05

The Expression of ATAD3A in Colorectal Cancer and Its Influence
on Cell Growth*

To investigate the expression of ATPase family AAA Domain-containing protein 3A（ATAD3A）in colorec-

tal cancer (CRC), and its influence on cell growth in CRC cell lines RKO and HCT116. 115 paired CRC tissues were collected

to detect the expression of ATAD3A by immunochemistry staining. Lentivirus transfection and siRNA interference were used to overex-

pression and knockdown ATAD3A in CRC cells, and western blot was used to determine the ATAD3A expression in these cells. Cell

proliferation was measured by MTS assay. Flow cytometry was used to detect the cell cycle and apoptosis. The expression of

ATAD3A in CRC was significantly upregulated than adjacent normal tissues (P＜0.001). Overexpression of ATAD3A in RKO and

HCT116 significantly promoted cell proliferation, upregulated the S phase fractions and reduced cell apoptosis. In contrast, knockdown

ATAD3A in CRC cells obviously inhibited cell proliferation, G1 phase arrest and enhanced cell apoptosis. ATAD3A was

frequently upregulated in CRC tissues, and promoted CRC cell proliferation, advanced cell cycle procession and inhibited cell apoptosis.
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前言

结直肠癌（Colorectal cancer，CRC）是目前世界范围内发病

率排名第三，死亡率排名第四的恶性肿瘤,每年仍约有 900,000

万人死于结直肠癌[1]。而且随着我国经济条件改善和饮食生活

习惯的西化，总体发病人数仍处于上升趋势[2]。线粒体作为人体

细胞重要的能量供应场所，不仅在正常生理情况下支持细胞的

新陈代谢，其功能异常也与肿瘤的发生进展也息息相关[3-5]。既

往我们的研究发现线粒体功能异常在结直肠癌恶性进展中发

挥着重要作用 [6,7]，三磷酸腺苷酶家族蛋白 3A（ATPase family

AAA Domain-containing protein 3A，ATAD3A）作为一种重要的

线粒体膜蛋白，已被证实在多种肿瘤恶性进展及患者不良预后
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息息相关[8-10]，但在结直肠癌中的表达及作用方面研究尚未系

统开展。因此，本研究通过免疫组化方法验证了 ATAD3A在结

直肠癌患者癌与相应癌旁组织中表达差异，并且采用MTS、流

式检测细胞周期和凋亡等方式验证 ATAD3A过表达和敲除后

对肠癌细胞 RKO和 HCT116生长的影响，揭示了 ATAD3A在

结直肠癌进展中的作用，也为其防治提供了一个新潜在的药物

靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株和组织样本 人结直肠癌细胞 RKO和 HCT116

购自 ATCC细胞库并且由本实验室细胞库保存。纳入本研究的

115 例结直肠癌患者配对癌与癌旁组织，于 2017 年 2 月至

2019年 2月自空军军医大学唐都医院普外科收集，所有患者

具有完整临床资料并已签署知情同意书，本研究已通过空军军

医大学唐都医院医学伦理委员会批准。

1.1.2 主要试剂 免疫组化试剂盒、DAB显色液购自福州迈

新试剂；新生胎牛血清、DMEM培养基、LipofectamineTM2000购

自 Invitrogen公司；ATAD3A过表达慢病毒及干扰片段及对照

购自上海吉玛公司；MTS试剂盒购自索莱宝公司；细胞周期试

剂盒及 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博

生物公司；ATAD3A 抗体购自 Abclonal 公司，货号 A8230；

茁-actin抗体购自北京天德悦公司。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测 ATAD3A的表达 免疫组化染色

采用 sp法，即脱蜡水化、抗原修复、封闭内源性过氧化物酶、山

羊血清封闭，滴加一抗过夜，第二天滴加生物素标记的二抗、链

霉亲和素标记的辣根过氧化物酶三抗孵育后，使用新鲜配置的

DAB工作液显色，再用苏木精复染，脱水、透明、封片，镜下观

察。免疫组化评分采用每个样本中的染色强度值（0 分：无染

色；1分：弱染色；2分：中度染色；3分：强染色）和阳性细胞百

分比值 （0 分：<10%；1 分：10% -25%；2 分：26-50%；3 分：

51-75%；4分：76-100%）的乘积，最低为 0分，最高为 12分。

1.2.2 细胞培养 结直肠癌细胞 RKO、HCT116 用含 10%

FBS，1%双抗的 DMEM细胞培养基，置于 37℃、5% CO2细胞

培养箱中正常培养，取对数生长期细胞用于后续实验。

1.2.3 构建 ATAD3A过表达的结直肠癌细胞株 将 5× 104

细胞接种于 6 孔板中，待细胞贴壁后将含有 ATAD3A 基因

CDS区序列的慢病毒质粒按 20 MOI的比例对结直肠癌细胞

进行转染，10 h后换含血清 DMEM培养基，48 h后加嘌呤霉素

进行阳性筛选。

1.2.4 构建 ATAD3A干涉的结直肠癌细胞株 取适量对数生

长期细胞接种于 6 孔培养板，24 h 后细胞培养板覆盖率为

70%-80%后，将 4 滋g siRNA和 8 滋L Lipofectamine 2000加入

250 滋L无血清培养基，轻柔混匀，离心 5 s，室温静置孵育 20

min。将待转染细胞换为无血清培养基，将混合的转染试剂轻轻

滴加入培养孔，混匀试剂，8 h后更换为含 10%血清的 DMEM

培养基。48 h后收集细胞进行后续实验。ATAD3A siRNA干涉

序列：正义链 5'-CCCUGAAUCUGGCACAGAU-3'；反义链

5'-AUCUGUGCCAGAUUCAGGG-3；siCtrl序列：正义链 5'-U-

UCUCCGAACGUGUCACGU-3'；反义链 5'-ACGUGACACGU-

UCGGAGAA-3'。

1.2.5 Western blot检测蛋白表达水平 胰蛋白酶消化细胞后

离心，PBS洗涤两遍，加入 RIPA强裂解液，冰上孵育 30min，4℃

12000 r/min离心 20 min，收集上清液。BCA蛋白定量试剂盒测

定蛋白浓度后，加入蛋白上样缓冲液，100℃煮沸 10 min使其

变性。按每孔 40 滋g上样，蛋白样品经 SDS-PAGE电泳后转移

至 PVDF膜上，5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h后，加一抗 4℃孵育

过夜。用 1× TBST充分洗膜 3次，每次 5 min。加二抗室温孵育

1 h。用 1× TBST洗膜 3次，每次 5 min。采用 ECL化学发光液

显影分析。

1.2.6 MTS法检测细胞活性 取对数生长期细胞，调整细胞

悬液浓度为 100 滋L/孔，加入 96孔板，2× 103个 /孔；37℃、

5% CO2孵育过夜，显微镜观察；每孔加入 20 滋L MTS溶液（5

mg/mL），孵育 1 h后，使用酶标仪在 490 nm波长检测细胞吸光

度值记录为起始值，同样方法与 24、48、72、96h检测吸光度值。

每组采用 5个复孔，实验重复 3次。

1.2.7 流式细胞仪分析细胞周期 收集对数生长期细胞，1000

r/min离心 5 min后收集细胞，弃上清液。用预冷的 PBS缓冲液

洗涤细胞 3次，加入预冷 75 %乙醇于 4℃固定 2 h。离心收集

细胞，加入 RNaseA溶液 20 滋于 37℃水浴 30 min，加入 400 滋L
PI后轻轻混匀于 4℃避光孵育 1 h。处理后细胞使用流式细胞

仪分析。

1.2.8 流式细胞仪检测细胞凋亡 收集对数生长期细胞，用无

EDTA胰酶消化，1000 r/min离心 5 min后收集细胞，弃上清

液。用预冷的 PBS洗涤细胞 3 次，1000 r/min 离心 5 min；用

400 滋L 1xBinding Buffer缓冲液悬浮细胞，调整细胞浓度约为
1× 106个 /mL；向上述细胞悬液中加入 5 滋L Annexin V-FITC

染料，轻轻混匀，4℃冰箱中避光孵育 15 min；加入 10 滋L PI染

料，轻轻混匀，4℃冰箱中避光孵育 5 min；1 h内用流式细胞仪

检测。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 21.0，Graph Pad Prism8.0对数据进行统计分析。

计量数据采用均数± 标准差（mean± SD）表示，两组间比较采

用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方差分析；计数资

料采用百分比表示。以P<0.05为差异有统计学意义。（**P<0.01；
***P<0.001）。

2 结果

2.1 ATAD3A在结直肠癌及相应癌旁组织中的表达

本研究采用免疫组化的方法，验证 115例结直肠癌患者肠

癌组织及相应癌旁组织中 ATAD3A 的表达差异，发现

ATAD3A在结直肠癌组织中的免疫组化评分（8.08± 2.16）要

显著高于相应癌旁组织（3.42± 1.69），差异具有统计学意义

（P＜0.001），见图 1。

2.2 结直肠癌细胞中过表达和干涉 ATAD3A效果验证

采用 western blot对结直肠癌细胞系 RKO 和 HCT116 过

表达和干涉效果进行验证，结果显示，经含 ATAD3A质粒转染

后的 RKO和 HCT116细胞中，ATAD3A蛋白水平明显较空载

质粒转染细胞增高；而经 siATAD3A处理的 RKO和 HCT116

细胞中，ATAD3A蛋白水平较阴性对照细胞明显降低，见图 2。
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图 3 MTS验证过表达和干涉 ATAD3A后结直肠癌细胞 RKO和 HCT116细胞增殖能力

Fig.3 Cell proliferation was detected by MTS in in CRC cell lines RKO and HCT116 after ATAD3A overexpression and knockdown.

Note: Data are shown as mean± SD, n=3. EV: Empty Vector; ATAD3A:Vector expressing ATAD3A; siCtrl: siRNA theated as Control;

siATAD3A: siRNA theated against ATAD3A. **P<0.01, compared with EV or siRNA group respectively.

2.3 MTS法检测过表达和干涉 ATAD3A后结直肠癌细胞增殖

能力

通过MTS法检测结果发现，过表达 ATAD3A后肠癌细胞

RKO和 HCT116的增殖能力较对照组细胞显著增强（Fig.3 A

和 B，P＜0.01），而干涉 ATAD3A后肠癌细胞 RKO和 HCT116

的增殖能力则较对照组细胞显著减弱（Fig.3 C和 D，P＜0.01）。

图 1结直肠癌及相应癌旁组织中 ATAD3A的表达比较

Fig.1 Comparison of ATAD3A expression in CRC and paired peritumor tissues

Note: Data are shown as mean± SD, n=115. P: peritumor; T: tumor. ***P<0.001, bar:100 滋m, compared with peritumor group.

图 2 Western blot验证 ATAD3A在结直肠癌细胞 RKO和 HCT116中过表达和干涉效果

Fig.2 Expreesion of ATAD3A in CRC cell lines RKO and HCT116 after overexpression and knockdown was detected by western blot

Note: Representative result are shown as above, n=3. EV: Empty Vector; ATAD3A:Vector expressing ATAD3A; siCtrl: siRNA theated as Control;

siATAD3A: siRNA theated against ATAD3A. ***P<0.001, bar:100滋m，compared with EV or siRNA group respectively.

2.4 验证过表达和干涉 ATAD3A对结直肠癌细胞周期的影响

采用 PI染色流式检测的方法检测细胞周期，发现过表达

ATAD3A后 RKO和 HCT116细胞 G1期百分数较对照组明显

减少，而 S期细胞百分数较对照组显著增加（Fig.4 A和 B，P＜
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0.05），而干涉 ATAD3A后 RKO和 HCT116细胞 G1期百分数

则较对照组明显增加，而 S期细胞百分数较对照组显著减少

（Fig.4 C和 D，P＜0.05）。

图 4 PI法验证过表达和干涉 ATAD3A后结直肠癌细胞 RKO和 HCT116细胞周期

Fig.4 Cell cycle was measured by flow cytometry after PI staining in CRC cell lines RKO and HCT116 after ATAD3A overexpression and knockdown.

Note: Data are shown as mean± SD, n=3. EV: Empty Vector; ATAD3A: Vector expressing ATAD3A; siCtrl: siRNA theated as Control;

siATAD3A: siRNA theated against ATAD3A. **P<0.01, compared with EV or siRNA group respectively.

2.5 验证过表达和干涉 ATAD3A对结直肠癌细胞凋亡的影响

采用 Annexin V-FITC/PI双染法流式检测细胞凋亡，结果

显示过表达 ATAD3A后 RKO和 HCT116细胞凋亡百分数较

对照组明显减少（Fig.5 A和 B，P＜0.01），而干涉 ATAD3A后

RKO 和 HCT116 细胞凋亡比例则较对照组细胞显著增加

（Fig.5 C和 D，P＜0.01）。

图 5 Annexin V-FITC/PI双染法验证过表达和干涉效 ATAD3A后结直肠癌细胞 RKO和 HCT116细胞凋亡

Fig.5 Cell apoptosis was measured by Annexin V-FITC/PI double staining in CRC cell lines RKO and HCT116 after ATAD3A overexpression and

knockdown.

Note: Data are shown as mean± SD, n=3. EV: Empty Vector; ATAD3A:Vector expressing ATAD3A; siCtrl: siRNA theated as Control;

siATAD3A: siRNA theated against ATAD3A. **P<0.01, compared with EV or siRNA group respectively.

3 讨论

结直肠癌是目前世界范围内发病率最高的恶性肿瘤之一，

这不仅是受人口老龄化的影响，最近有研究显示结直肠癌患者

中年轻群体比例正在迅速增加，给整个社会及患者家庭带来沉

重的经济负担[16]。众所周知，结直肠癌和其他实体瘤一样，发病

机制复杂，受遗传和环境因素共同影响[17-20]。目前临床上用于结

直肠癌的靶向药物只有抗 EGFR的西妥昔单抗和抗 VEGF的

贝伐单抗等少数几种生物制剂[23,24]，包括近年来兴起的抗 PD1

免疫治疗 [25]，受个体差异影响仍有很大部分患者无法从中获

益[21]。因此，有必要扎实开展结直肠癌方面的基础研究，尽早发

现更多有意义的潜在治疗靶点。
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作为人体细胞中主要能量来源的细胞器，线粒体通过生物

学发生、代谢重编程、氧化应激信号通路参与肿瘤细胞生长、生

存和转移，与肿瘤的恶性进展密切相关[11,12]。三磷酸腺苷酶家族

蛋白 3（ATAD3）是一类核基因编码并定位于线粒体内膜的

ATP酶家族蛋白，包括 ATAD3A、ATAD3B和 ATAD3C[26,27]，参

与细胞内包括基因组转录、翻译、蛋白水解和囊泡运输等多个

生物过程[22]。已有研究证实在小鼠体内全身敲除 ATAD3会导

致胚胎致死[28]，而在体外培养细胞中敲除 ATAD3会引起线粒

体胆固醇稳态的改变[13]，并且还会导致线粒体结构的异常改变

和脊数量的减少，ATAD3缺失还可引起 mtDNA复制减少，氧

化磷酸化复合体 I和 V相关蛋白表达降低[14]，以上结果均证实

ATAD3是维持线粒体正常功能的关键分子，ATAD3的缺失可

能通过损害线粒体功能给细胞生长带来损害。早在 2003 年

ATAD3被首次发现时就证实是受原癌基因 c-MYC调控的下

游分子[15]。与此同时，ATAD3A也曾被报道在恶性胶质瘤中表

达显著增高，且与患者不良预后显著相关[29]，而 ATAD3A在结

直肠癌组织中的研究还未开展。因此我们采用免疫组化的方法

分析 115 例结直肠癌患者组织中 ATAD3A 的表达，发现

ATAD3A在结直肠癌组织中表达要较癌旁组织显著增高，提

示 ATAD3A在结直肠癌恶性进展中发挥着重要作用。

既往还有研究证实在非小细胞肺癌细胞中干涉 ATAD3

显著破坏线粒体的正常网状形态，并且抑制肿瘤细胞的增殖[9]。

我们在结直肠癌细胞系中发现了相同现象，RKO和 HCT116

细胞中过表达 ATAD3A后，MTS法证实细胞增殖能力和增殖

细胞比例明显增强和增加，而干涉 ATAD3A后，细胞增殖能力

和增殖细胞则比例明显减弱和减少。与此同时，通过细胞周期

检测还发现，过表达 RKO和 HCT116细胞中 ATAD3A后，处

于分裂期 S期的细胞比例较对照组细胞明显增多，而处于合成

前期的 G1 期细胞比例减少。RKO 和 HCT116 细胞干涉

ATAD3A后较对照组 S期细胞比例明显减少，而大部分停滞

于 G1期。肿瘤细胞的快速生长和分裂增殖需要大量的能量供

应，ATAD3A作为影响线粒体氧化磷酸化功能的关键分子，发

挥着显著促进肿瘤细胞生长的作用。我们的研究还发现

ATAD3A与肠癌细胞的凋亡抵抗密切相关。通过在 RKO和

HCT116细胞中过表达 ATAD3A后，流式检测凋亡细胞比例

较对照组明显减少，而干涉 ATAD3A后，凋亡细胞比例则较对

照组明显增加。这与之前关于 ATAD3A促进肺癌细胞凋亡抵

抗，进而对化疗药物顺铂产生耐药的报道结果一致[8]。

综上，我们的研究通过收集临床手术切除样本发现

ATAD3A在结直肠癌组织中表达显著高于相应癌旁组织。并

且在结直肠癌细胞 RKO和 HCT116中过表达 ATAD3A后，细

胞增殖能力增强，处于分裂期细胞比例增多，且凋亡细胞数量

减少，而干涉 ATAD3A后，结果与上述相反。提示 ATAD3A在

结直肠癌细胞中发挥着显著促增殖和抗凋亡的作用，可作为结

直肠癌患者的潜在药物治疗靶点。下一步我们将在动物水平进一

步验证及探索 ATAD3A促进结直肠癌细胞生长的作用与机

制，通过 ATAD3A相关研究进一步揭示线粒体功能异常参与

结直肠癌恶性进展的新方式，并为结直肠癌防治提供新的思路。
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