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■背景资料
近 年 来 黏 膜 愈
合 被 提 出 作 为
炎 症 性 肠 病
( i n f l a m m a t o r y 
bowel  d i sease , 
I B D ) 治 疗 的 新
目标 .  本研究团
队于前期研究通
过多项实验已经
证 实 溃 疡 性 结
肠炎(ulcerative 
colitis, UC)患者
无论在基因 ,  还
是血清、肠道黏
膜的蛋白质表达
水 平 均 可 发 现
热 休 克 转 录 因
子2(heat  shock 
t r a n s c r i p t i o n 
factor 2, HSF2)
表达上调 ,  提示
HSF2参与了UC
的发生发展过程, 
能间接反映炎症
程度, HSF2表达
量 可 作 为 判 断
U C 病 情 严 重 程
度及治疗疗效的
指标之一 ,  但其
与肠上皮细胞增
殖、凋亡、黏膜
修复中的作用表
达的相关性仍有
待研究. 
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Abstract
AIM: To explore the role of heat shock tran
scription factor 2 (HSF2) in cell apoptosis 
and migration in human colonic epithelial 
cell line HT-29 by means of interference and 
overexpression. 

METHODS: Apoptosis of HT-29 cells was 
induced by incubation with sodium butyrate 
(SB) for different durations. Cytotoxicity was 
estimated by MTT assay, and the cell cycle and 
apoptosis were observed by flow cytometry 
to choose the optimal time and concentration 
of SB. HT-29 cells were then transfected with 
HSF2 siRNA or a lentiviral vector (Ubi-MCS-
3FLAG-SV40-EGFP). The overexpression or 
knockdown of HSF2 was detected by Leica 
DMIRB and Western blot. After transfection, 
cell migration ability was measured by wound 
healing assay and Transwell assay. Apoptosis 
of HT-29 cells was induced with SB after 
transfection, cell proliferation was studied by 
MTT assay, and cell cycle and apoptosis were 
observed by flow cytometry.

RESULTS: Compared with the negative control 
(NC) group, SB at 2.5, 5.0, or 10 mmol/L could 
significantly cause growth inhibition after 48 h 
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■研发前沿
联合慢病毒转染
过 表 达 / 干 扰 技
术 ,  比较不同水
平的HSF2对细胞
增殖、凋亡、黏
膜修复中的影响, 
为 研 究 U C 的 发
病机制、寻找诊
断标志物和开发
生物治疗靶点提
供新的思路.

of incubation (P < 0.01), and the effect was time- 
and dose-dependent. The apoptosis rate was 
significantly higher in the SB treated groups 
(1.25, 2.5, 5.0, or 10 mmol/L for 48 h) than in the 
NC group (51.588% ± 5.110%, 77.732% ± 2.746%, 
90.115% ± 1.438%, 94.247% ± 1.243% vs 0.548% 
± 0.113%, P < 0.01). When the SB concentration 
was > 2.5 mmol/L, the apoptosis rate increased 
significantly (P < 0.01). When treated with 1.25 
mmol/L SB for 48 h, the percentage of cells 
in G0/G1 phase cell did not show a significant 
difference compared with the NC group; when 
the concentration was > 2.5 mmol/L (5.0 or 
10.0 mmol/L), SB could induce G1/G0 arrest 
(P < 0.01). After lentiviral transfection, a large 
number of HT-29 cells with green fluorescence 
was observed by Leica DMIRB (transfection 
efficiency > 80%). Lentiviral transfection of 
siRNA could effectively inhibit expression of 
HSF2, while lentiviral transfection of Ubi-MCS-
3FLAG-SV40-EGFP induced overexpression 
of HSF2. HSF2 overexpression significantly 
increased cell proliferation and migration 
compared with the empty vector treated group 
(P < 0.05), while HSF2 knockdown significantly 
inhibited the proliferation and migration 
of HT-29 cells compared with the negative 
siRNA group (P < 0.05). HSF2 overexpression 
or knockdown had no significant impact on 
cell cycle distribution. HSF2 overexpression 
significantly decreased cell apoptosis rate (P 
< 0.05), while HSF2 knockdown significantly 
increased cell apoptosis rate (P < 0.05). 

CONCLUSION: HSF2 might be a protective 
factor for epithelial cell apoptosis. HSF2 
achieves the effects of cell protection possibly 
through the cell cycle regulation.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 通过慢病毒载体介导的RNA干扰技术

过表达和干扰肠上皮细胞热休克转录因子
2(heat shock transcription factor 2, HSF2)表
达, 研究不同HSF2水平对肠上皮细胞凋亡和
迁移的影响. 

方法: (1)选取HT-29(人结肠癌细胞株)作为研
究材料, 丁酸钠(设置不同时间点/浓度)诱导
细胞凋亡, MTT法检测细胞增殖活性, 流式细
胞仪检测细胞凋亡、周期. 按实验结果选取
最佳丁酸钠浓度及时间位点; (2)慢病毒载体
介导的RNA干扰技术过表达和干扰结肠上皮
细胞HSF2表达; 用倒置荧光显微镜、Western 
blot法检测目的基因在细胞中的转染效率; (3)
细胞迁移实验(划痕法/Transwell小室)检测过
表达和干扰HSF2后细胞迁移能力的改变; (4)
经过表达和干扰HSF2后的细胞, 给予丁酸钠
诱导凋亡, MTT法检测细胞增殖活性, 流式细
胞仪检测细胞凋亡率、细胞周期.

结果: (1)MTT实验结果显示: 阴性对照组
(NC组)的HT-29细胞增殖活性在实验观察期
间(0-96 h)不断升高, 48 h后, 实验组的细胞
对4个丁酸钠浓度组均表现出明显的生长抑
制, 相对于NC组之间差异具有统计学意义
(P <0.01), 故丁酸钠对HT-29细胞的生长抑制
作用呈浓度、时间依赖性. 流式细胞仪检测
细胞凋亡率结果显示: NC组有少量凋亡, 总
凋亡率为0.548%±0.113%, 而实验组经4个
不同浓度丁酸钠处理48 h后, 总凋亡率分别
为51.588%±5.110%、77.732%±2.746%、

90.115%±1.438%、94.247%±1.243%, 与
NC组之间差异具有统计学意义(P<0.01). 而当
丁酸钠浓度>2.5 mmol/L, 凋亡率较1.25 mmol/L
明显上升. 细胞周期检测结果显示: 与NC相
比, 1.25 mmol/L丁酸钠处理HT-29细胞48 h, 
G0/G1期HT-29细胞未显示出明显差异(P  = 
1.00>0.05), 即无明显细胞周期阻滞; 而2.5、
5.0、10 mmol/L以上浓度在各观察点均出现
明显的细胞周期阻滞现象, 呈明显的G1/G0期
阻滞(P <0.01); (2)慢病毒载体转染效果检测: 
通过倒置荧光显微镜(×100)观察可发现, 各
组HT-29细胞经慢病毒载体转染后均有GFP
表达, 转染率达80%以上. 用Western blot法
检测结果显示: 慢病毒构建载体能够在细
胞中高效、稳定地过表达和干扰目的基因; 
(3)MTT法检测转染过表达和siRNA的HSF2
细胞在丁酸钠诱导凋亡环境下活性变化, 结
果显示: 过表达组细胞活性高于过表达对照
组(P <0.05), 干扰组的细胞活性低于干扰对
照组, 差异具有统计学意义(P <0.05); (4)细
胞迁移实验发现: 过表达组的细胞迁移能



杨刚, 等. 干扰和过表达热休克转录因子2对肠上皮细胞凋亡和迁移的影响

2015-08-28|Volume 23|Issue 24|WCJD|www.wjgnet.com 3848

■相关报道
目前就HSF2参与
机体的保护机制
国内外均无统一
的定论, 而HSF2
与 U C 的 明 确 关
系 及 其 在 U C 中
的作用机制也未
见相关报道 .  本
研究小组于2008
年采用高通量基
因芯片技术 ,  从
全基因组角度比
较 U C 患 者 与 健
康人群外周血单
个核细胞差异表
达基因 ,  发现差
异 表 达 2 倍 以 上
的基因及基因表
达 序 列 标 签 共
270个. 另于2010
年应用蛋白质组
学双向凝胶电泳
和基质辅助激光
解吸电离飞行时
间质谱寻找并鉴
定 出 U C 患 者 与
健康对照者血清
之 间 9 个 差 异 表
达的蛋白质 .  两
者均发现HSF2呈
上调趋势 .  并比
较 其 在 U C 诊 断
中需鉴别的疾病
(肠结核、克罗恩
病、肠淋巴瘤、
白塞病、感染性
肠炎), 亦发现其
在UC患者黏膜明
显增强 .  一系列
研究提示HSF2与
UC关系密切, 参
与 了 U C 的 发 生
发展过程 ,  能间
接反映炎症程度, 
其表达量可作为
判断UC病情严重
程度及治疗疗效
的指标之一.  

力较NC组明显增加, 而干扰组则明显降低
(P <0.05); (5)过表达和干扰HSF2后丁酸钠诱
导凋亡环境下细胞周期的影响: NC组以及
使用慢病毒载体处理的5组之间, 各时间点
细胞周期分布差异均无统计学意义(P >0.05); 
(6)过表达和干扰HSF2后丁酸钠诱导凋亡环
境下细胞凋亡率的变化: 过表达组总凋亡率
低于过表达对照组(P <0.05); 干扰组总凋亡
率高于干扰对照组(P <0.05). 

结论: 细胞发生凋亡时, HSF2可能对肠上皮
细胞起保护作用, 提示HSF2可能通过调控细
胞周期来实现对细胞增殖的影响, 但也可能
还有其他途径; HSF2可能在凋亡损伤时对肠
上皮细胞起修复作用. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 通过慢病毒载体介导的RNA干扰技

术过表达和沉默肠上皮细胞热休克转录因子

2(heat shock transcription factor 2, HSF2)表达, 
研究其对肠上皮细胞凋亡和迁移的影响, 发现

细胞发生凋亡时, HSF2可能对肠上皮细胞起保

护作用以及修复作用; HSF2可能通过调控细胞

周期来实现对细胞增殖的影响. 

杨刚, 牛俊坤, 李小玉, 张峰睿, 缪应雷. 干扰和过表达热休

克转录因子2对肠上皮细胞凋亡和迁移的影响.  世界华人

消化杂志  2015; 23(24): 3846-3859 URL: http://www.
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种以

反复便血、腹痛等为特征的慢性非特异性结

肠炎症. 十多年前, 炎症性肠病(inflammatory 
bowel disease, IBD)在亚洲尚属罕见, 但如今

在亚洲地区该病的发病率明显升高, 近期有

学者对亚洲地区的一次大规模人群流行病

学调查结果显示2011-2012年I B D发病率从

0.60/100000上升为3.44/100000[1]. 尽管亚洲总

体发病率仍低于西方国家, 但流行病学调查显

示在上海等沿海地区该病发病率已接近国外

平均水平. 据预计, 亚洲和西方国家之间IBD
发生率的差异会逐渐减小, 最终可能会消失[2]. 
尽管近年来黏膜愈合(mucosal healing, MH)已

被提出作为IBD治疗的新目标[3], 且越来越多

证据显示MH可改变IBD的自然病程, 达到持

续临床缓解, 降低住院率和手术风险目的, 还
后续临床治疗安排[4], 但临床上仍缺乏特异性

的诊断指标. 目前临床上主要依靠患者的临床

表现、内镜学改变及病理支持诊断该病, 内镜

及活检作为有创检查手段, 不但给患者带来痛

苦, 而且IBD在临床及内镜方面的表现缺乏特

异性. 因此, 尽快探索其作用机制、特异性的

诊断标志物、开发其针对性的生物制剂作为

治疗靶点显得意义重大. 近年来, 有研究[5-7]认

为热休克蛋白(heat shock proteins, HSPs)作为

细胞内的重要保护性蛋白之一, 对结肠黏膜

上皮细胞的修复具有重要作用. HSP70是研

究最广泛的HSP, 具有许多重要的陪伴功能, 
促进HSP70的合成能够抑制肠黏膜细胞的凋

亡[8]. 研究[9]表明, 热休克转录因子2(heat shock 
transcription factor 2, HSF2)能够调节HSP25、
HSP40、HSP110, 特别是主要的热休克蛋白

HSP70的转录表达, 但该因子在UC发生发展

中的作用目前在国内外均无相关报告. 本研究

团队于前期研究通过多项实验已经证实UC患
者无论在基因, 还是血清、肠道黏膜的蛋白质

表达水平均可发现HSF2表达上调[10-13], 提示

HSF2参与了UC的发生发展过程, 能间接反映

炎症程度, HSF2表达量可作为判断UC病情严

重程度及治疗疗效的指标之一, HSF2可能作

为一项新的UC炎症活动水平的评价指标. 但
HSF2在肠上皮细胞增殖、凋亡、黏膜修复中

的作用仍有待进一步研究, 研究成果可能为

UC发病机制的研究、寻找诊断标志物以及开

发生物治疗靶点提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 HT-29细胞(中国科学院昆明动物研究

所细胞库购买), RPMI 1640培养基, Transwell
小室 ,  噻唑兰(m e t h y l t h i a z o l y l d i p h e n y l-
tetrazolium bromide, MTT), 丁酸钠, 二甲基

亚砜, 0.25%Tryps in-EDTA(1×), 0.25%胰

酶消化液(不含EDTA), 碘化丙啶(propidium 
iodide, PI), 胎牛血清(fetal bovine serum, FBS), 
HSF2(721D1) mouse monoclona IgG1 Santa 
Cruz, USA, Anti-mouse IgG(H+L)Cat No: 
SA00001-1, Proteintech, USA, Mouse anti beta 
actin Monoclonal antibody Cat No: 60008-1-Ig, 
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■创新盘点
肠道黏膜损伤及
炎 症 是 U C 的 主
要特点 ,  目前在
这个领域的研究
很少关注黏膜自
身细胞的修复功
能 ,  同时在 I B D
治疗上也反映了
这种缺陷 ,  目前
大部分治疗仍集
中在抑制免疫产
物及炎症因子的
产生上 ,  很少关
注黏膜的自身防
御修复功能 .  本
研究团队前期实
验 发 现 U C 患 者
中参与转录对黏
膜有保护作用的
热休克蛋白(heat 
shock proteins, 
HSP s )的HSF2 , 
无论从患者基因, 
还是血清、肠道
黏膜的蛋白质表
达水平均上调. 

Proteintech, USA, ECL免疫印迹底物(32106), 
Thermo fisher scientific, USA, Prestained Protein 
MolecularWeight Marker Thermofisher scientific, 
USA, RestoreTMPlus Western blot Stripping 
Buffer, Thermo fisher scientific, USA, X光

片、显影液、定影液, 无水乙醇、异丙醇、

十二烷基硫酸钠、过硫酸铵、丙烯酰胺、

TEMED(N,N,N,N-四甲基乙二胺)、甲醇、

Tris、结晶紫等; 目的基因合成由上海吉凯基

因化学技术有限公司完成. Annexin V-FITC/PI
凋亡检测试剂盒, Annexin V-PE/7-AAD凋亡检

测试剂盒, 倒置荧光显微镜(Leica, Germany), 
流式细胞仪(BD, USA), 酶标仪(Infinite M200). 
1.2 方法

1.2.1 丁酸钠诱导细胞凋亡, MTT法检测细胞

增殖活性: 培养HT-29细胞, 取24、48、72、
96 h 4个时间点, 每个时间点用不同丁酸钠浓

度(1.25、2.5、5.0、10 mmol/L)诱导细胞凋亡, 
用MTT比色法检测不同处理组细胞相对活性

的变化. 用吸光度值代表细胞增殖程度, 比较

各组细胞各个点的变化. 根据结果选取最佳时

间及浓度. 
1.2.2 流式细胞仪(Annexin V-FITC/PI双标记法)
检测细胞凋亡: 选取HT-29(人结肠癌细胞株)
作为研究材料, 丁酸钠(设置1.25、2.5、5.0、
10 mmol/L不同浓度)诱导细胞凋亡, 贴壁细胞

用不含EDTA的胰酶消化收集, 用PBS洗涤细

胞2次(2000 r/min离心5 min)收集, 加入500 μL
的Binding Buffer悬浮细胞; 加入5 μL Annexin 
V-FITC混匀后, 加入5 μL Propidium Iodide, 混匀; 
室温、避光、反应5-15 min; 在1 h内, 进行流式

细胞仪的观察和检测, 结果用FlowJo软件分析. 
1.2.3 流式细胞仪(PI染色法)检测细胞周期: 选
取HT-29(人结肠癌细胞株)作为研究材料, 丁
酸钠(设置1.25、2.5、5.0、10 mmol/L不同浓

度)诱导细胞凋亡, 离心收集细胞, 弃上清, 用
预冷PBS洗细胞2次, 加入预冷700 mL/L乙醇, 
于4 ℃固定过夜, 离心收集细胞, PBS 1 mL洗
细胞1次, 加入500 μL PBS含50 μg/mL PI, 
100 μg/mL RNaseA, 0.2%Triton X-100, 4 ℃
避光孵育30 min后流式细胞仪检测, 结果用

FlowJo软件分析. 
1.2.4 HSF2 目的基因的慢病毒感染: 根据吉凯

基因《慢病毒使用操作手册》提供的MOI参
照表提供的资料, 当HT-29细胞MOI = 10时感

染效率最高. 在12孔培养板接种5孔, 每个孔内

接种4×105/L-5×105/L个HT-29细胞, 铺板时

每孔培养基体积为1 mL, 当细胞的融合度约为

30%-50%时进行病毒感染, 将培养基体积换为

500 μL并加入病毒感染目的细胞, 混匀后放于

培养箱(37 ℃、50 mL/L CO2)孵育过夜. 病毒感

染72 h后转染率可达80%以上. 
1.2.5 Western blot检测目的蛋白的表达情况: 用
倒置荧光显微镜观察, Western blot法检测目的

基因在细胞中的转染效率. 
1.2.6 MTT法检测干扰和过表达HSF2后细胞活

性的变化: 将成功转染的细胞加入含5.0 mmol/L
丁酸钠的有血清培养液, 经过丁酸钠处理48 h
后, 用MTT法检测增殖程度. 
1.2.7 干扰和过表达HSF2后对细胞迁移的影响

(划痕法/Transwell小室法): 划痕法: 6孔板每孔

中加入约5×106个细胞, 待细胞融合达到40%, 
进行干扰、过表达组转染72 h后, 用200 μL枪
头比着直尺, 垂至于背后的横线划痕, 用PBS洗
细胞3次, 去除划下的细胞, 加入低血清培养基

(≤2%), 放入37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中继

续培养. 按0、24、48、72、96、120 h取样, 拍
照. 拍照后用Image-Pro Plus图像分析软件, 统
计分析细胞向划痕区迁移的相对距离, 根据原

始细胞致伤区距离计算细胞实际迁移距离. 
Transwell小室法: 将成功转染的细胞用无

血清培养基悬浮, 每孔150 μL接种至Transwell
小室上室 ,  在24孔板下室内加入600  μL含

10%FBS的1640培养基, 继续在孵箱培养48 h, 
取出Transwell小室, 弃去孔中培养液, 用PBS洗
2遍, 甲醇固定30 min, 将小室适当风干, 0.1%
结晶紫染色30 min, 用棉签轻轻擦掉上层未迁

移细胞, 用PBS洗3遍, 200倍显微镜下随机选取

5个视野观察细胞, 记数. 
1.2.8 干扰和过表达HSF2后对HT-29细胞周期

的影响(PI染色法, 流式细胞仪检测): HSF2目
的基因慢病毒的感染方法同前, 凋亡检测操

作步骤: 贴壁细胞用不含EDTA的胰酶消化收

集; 用预冷的PBS洗涤细胞2次, 吸出PBS; 用
预冷1×Binding Buffer将细胞悬浮, 加入5 μL 
Annexin V-PE, 10 μL 7-AAD染液; 轻轻混匀, 
避光、冰上孵育15 min; 每管中加入380 μL预
冷1×Binding Buffer重悬后流式细胞仪进行

检测. 
1.2.9 干扰和过表达HSF2后对HT-29细胞凋亡
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■应用要点
本次实验从细胞
水 平 发 现 H S F 2
对肠道黏膜凋亡
环境有保护作用, 
对肠黏膜损伤有
促进修复的作用, 
肠上皮细胞的迁
移和增殖(恢复)
是黏膜损伤后上
皮 缺 损 愈 合 的
关键机制 ,  提示
HSF2在UC的愈
合中发挥重要作
用 ,  为研究者对
U C 的 诊 断、治
疗及病情评估提
供了新线索 .  本
研究有很多问题
值 得 继 续 探 索 : 
HSF2在凋亡情况
下的保护作用调
控机制中间还存
在哪些重要的调
控因子 ,  以及周
期分布的调控机
制还需要深入的
研究.

的影响(Annexin V-PE/7-AAD双标记法, 流式

细胞仪检测): HSF2目的基因的慢病毒的感染/流
式细胞仪PI染色法操作方法均同前.

统计学处理 所有数据均来源于至少3
次独立的实验 ,  有可重复性 .  所有数据采用

SPSS17.0软件进行统计分析, 计量资料数据

经正态检验均为正态分布, 用mean±SD表示, 
多组间计量资料的比较采用单因素方差分析

(One-way ANOVA), 组间差异采用成组设计t
检验分析. 相关性分析采用两变量关联性分析

(Perason法), P <0.05为差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 丁酸钠诱导细胞凋亡, MTT法检测细胞增

殖活性 MTT法检测丁酸钠对HT-29人结肠癌

细胞生长的抑制作用, 结果显示: 正常对照组

HT-29细胞活力在观察期间(0-96 h)不断上升, 
而实验组HT-29细胞在48 h之后、2.5 mmol/L
以上浓度均表现出明显的生长抑制作用, 且
各组之间差异具有统计学意义(P <0.01), 即
2.5 mmol/L以上丁酸钠浓度组对HT-29细胞的

生长抑制作用呈现出浓度、时间依赖性. 根据

实验结果, 选取最佳丁酸钠浓度及时间位点: 
2.5 mmol/L丁酸钠诱导48 h, 为后续试验提供

选择依据(表1, 图1A). 
2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡 根据MTT实验

结果, 由于丁酸钠诱导HT-29细胞凋亡48 h后细

胞可出现明显的生长抑制作用, 因此我们选择

48 h为时间点, 用不同丁酸钠浓度(1.25、2.5、
5.0、10 mmol/L)诱导细胞凋亡, 从凋亡率来观

察HT-29细胞所受丁酸钠的影响. 
Annexin V-FITC/PI双标记法流式细胞仪分

析HT-29细胞凋亡结果显示: 对照组有少量凋

亡, 总凋亡率为0.548%±0.113%, 而实验组经丁

酸钠分别处理1.25、2.5、5.0、10 mmol/L作用

48 h后, 总凋亡率分别为51.588%±5.110%、

77 .732%±2.746%、90 .115%±1.438%、

94.247%±1.243%, 与对照组之间差异具有统

计学意义(P <0.01). 当丁酸钠>2.5 mmol/L, 凋亡

率较1.25 mmol/L明显上升, 差异具有统计学意

义(P <0.01)(图1B, 2). 
2.3 流式细胞仪检测细胞周期(PI染色法) 用不

同浓度(1.25、2.5、5.0、10 mmol/L)丁酸钠处

理HT-29细胞48 h后, 采用流式细胞仪对细胞

进行DNA含量测定, FlowJo软件根据DNA含量

的分布情况进行细胞周期分析. 结果显示: 与
阴性对照组(negative control, NC)相比, 丁酸钠

1.25 mmol/L浓度组经48 h处理G0/G1期HT-29

     丁酸钠(mmol/L)         24 h         48 h           72 h        96 h

对照组 0.233±0.042 0.392±0.033   0.464±0.042 0.591±0.065

1.25 0.207±0.011 0.360±0.045   0.436±0.041 0.492±0.037a

2.50 0.170±0.022a 0.339±0.035a   0.251±0.036a 0.185±0.020a

5.00 0.127±0.018a 0.279±0.018a   0.193±0.013a 0.117±0.015a

10.00 0.125±0.008a 0.258±0.046a 0.1833±0.012a 0.083±0.004a

aP<0.05 vs  Control. MTT: 噻唑兰.

表  1  MTT法检测丁酸钠诱导凋亡对HT-29细胞的增殖活性的影响 (A , γ = 490 nm)
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图  1  丁酸钠对HT-29细胞增殖及凋亡的影响. A: 不同

丁酸钠浓度、时间下HT-29细胞增殖活性; B: 不同浓度

丁酸钠诱导HT-29细胞凋亡直方图. 1: 对照组; 2: 1.25 

mmol/L; 3: 2.50 mmol/L; 4: 5.00 mmol/L; 5: 10.00 mmol/L.
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■名词解释
凋亡 :  是一种由
自由基调控的细
胞主动死亡的过
程 ,  凋亡可以使
机 体 清 除 受 损
的、衰老的、无
用的细胞 ,  但凋
亡本身不引起机
体 微 环 境 的 损
伤、炎症 ,  他对
维持组织内环境
的稳定、细胞群
的动力学平衡和
组织器官的各项
生理功能和病理
反应都是不可或
缺的; 
细胞迁移 :  正常
细胞的基本功能
之一 ,  是机体正
常生长发育的生
理过程 ,  也是活
细胞普遍存在的
一 种 运 动 形 式 , 
胚胎发育、血管
生 成 、 伤 口 愈
合、免疫反应、
炎症反应、动脉
粥样硬化、癌症
转移等过程中都
涉 及 细 胞 迁 移 , 
能较好地反映细
胞的迁移能力. 

细胞未显示出明显差异 (P  =  1 .00>0 .05 ) ; 
2.5 m m o l/L以上浓度在各观察点显示出明显

的细胞周期阻滞现象, 越来越多的HT-29细胞

被阻滞在G0/G1期, 各组之间差异具有统计学

意义(P <0.01)(表2). 
2.4 HSF2 目的基因的慢病毒的感染、表达及

观察 将HSF2 siRNA和HSF2过表达通过慢病

毒载体感染转入细胞, 倒置荧光显微镜观察目

的基因转染效率, 结果发现: 通过倒置荧光显

微镜(×100)观察可发现, 各组转染后大部分

HT-29细胞均有GFP表达, 转染效率达80%以上

(图3). 
2.5 Western blot检测干扰和过表达HSF2后蛋

白的表达 将HT-29细胞以5×105个/mL浓度接

种于12孔板中, 当待细胞融合达到40%后分别

予HSF2 siRNA和过表达及其各自对照组的慢

病毒载体转染细胞, 培育72 h后, 提取蛋白质, 
β-actin为内参, 用Western blot检测转染效率及

目的基因蛋白质的表达情况. 结果显示转染入

目的基因RNA干扰慢病毒细胞的蛋白质水平

较干扰对照组(negative RNA, N-R)及NC组显

著减少, 说明合成的siRNA能有效地干扰HSF2
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图  2  不同丁酸钠浓度诱导HT-29细胞的凋亡. A: 对照组; B: 1.25 mmol/L; C: 2.50 mmol/L; D: 5.00 mmol/L; E: 

10.00 mmol/L. 
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■同行评价
本研究从细胞水
平发现HSF2对肠
道黏膜凋亡环境
有保护作用 ,  对
肠黏膜损伤有促
进 修 复 的 作 用 . 
提示HSF2在UC
的愈合中发挥重
要作用 ,  为临床
对UC的诊断、治
疗及病情评估提
供了新线索 .  本
研究立题依据充
分 ,  也有预先研
究基础 ,  目标明
确, 设计合理, 方
法先进 ,  技术难
度较大 ,  结果可
信, 论点清晰. 对
IBD发病机制和
临床防治有意义.

A B

C D

E F

G H

I

图  3  倒置荧光显微镜下观察转染效率(×100). A, B: 干扰组; C, D: 干扰对照组; E, F: 过表达组; G, H: 过表达对照组; I: 

阴性对照. A, C, E, G: 荧光视野; B, D, F, H, I: 白光视野.
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靶基因, 相反, 用慢病毒转染入目的基因过表

达的过表达组细胞的HSF2蛋白质水平较过表

达对照组及NC组明显升高; 因此, 用上述慢病

毒来构建载体能够高效、稳定地过表达和干

扰目的基因的表达(图4). 
2.6 MTT法检测干扰/过表达HSF2后细胞活性

的变化 为了对比丁酸钠诱导细胞凋亡环境下, 
经慢病毒载体介导的RNA干扰/过表达HSF2
的细胞增殖是否改变, 采用MTT比色法检测不

同处理组细胞相对活性的变化. 根据前面实验

结果, 选取最佳丁酸钠诱导凋亡的浓度及时间

位点: 2.5 mmol/L丁酸钠诱导48 h. 结果显示: 
细胞凋亡环境下, NC组、过表达组、过表达

对照组、干扰组、干扰对照组的A 值分别为

0.462±0.112、0.480±0.054、0.248±0.036、
0.136±0.029、0.295±0.027, 可见NC组以

及使用慢病毒转染处理的这5个细胞组之间, 
HSF2过表达的细胞活性明显高于过表达对照

组, 干扰组细胞的活性相对于干扰对照组则明

显下降, 两组间具有显著差异(P <0.05)(图5A). 
2.7 干扰和过表达HSF2后对细胞迁移的影响 
目前最常应用的检测体外培养细胞迁移能

力的方法包括: Transwell迁移小室和Wound 
scratch assay划痕实验法, 二者均能较好地反映

细胞的迁移能力. 
划痕法: 显微镜拍得的照片用Image-Pro 

Plus图像分析软件, 统计分析细胞向划痕区迁

移的相对距离计算划痕愈合率[划痕愈合率 = 
(0 h划痕宽度-所检测时间点的划痕宽度)/0 h
划痕宽度×100%]. 划痕实验结果显示: HSF2
过表达组在72 h以前划痕愈合率快于NC组, 但
在96-120 h期间过表达组与NC组差异无统计

学意义(P >0.05), 而HSF2干扰组在观测期间

(0-120 h)与NC组比较, 细胞划痕愈合能力明显

降低(表3, 图5B, 6).
Transwell小室法检测干扰和过表达HSF2

后对HT-29细胞迁移的影响: 结果显示在200倍
显微镜下计数Transwell膜底面的迁移细胞(图
7), NC组迁移细胞数为23±2, 过表达组为30±

     
丁酸钠(mmol/L)

                                                       细胞周期

           G0/G1                S          G2/M

NC 50.235±3.589 25.0694±2.383 9.598±1.607

1.25 50.060±5.391   25.233±3.584 9.880±3.488

2.50 53.675±4.4665a   34.245±4.062a 8.193±1.085a

5.00 54.780±2.004a   29.230±2.519a 7.457±0.962a

10.00 56.845±11.346a   24.952±9.710a 7.430±2.163a

aP<0.05 vs  NC. NC: 阴性对照. 

表  2  流式细胞仪检测丁酸钠诱导凋亡对HT-29细胞周期的影响 (%)

1         2         3       4         5         6 

β-actin

HSF2

图  4  Western blot检测HSF2过表达、干扰效果图. 1: 干

扰对照; 2: 干扰; 3: 阴性对照; 4: 过表达对照; 5: 过表达; 6: 

阴性对照. HSF2: 热休克转录因子2.
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图  5  丁酸钠诱导凋亡下过表达、干扰HSF2的HT-29细
胞活性及划痕实验愈合率情况. A: MTT检测丁酸钠诱导

凋亡下过表达、干扰HSF2的HT-29细胞活性变化直方图; 

B: 过表达、干扰HSF2后HT-29细胞划痕实验愈合率直方

图. HSF2: 热休克转录因子2; NC: 阴性对照组.
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2, 干扰组为12±2, 实验组与NC组相比, 差异

均具有统计学意义(P <0.05). Transwell细胞迁

移实验发现过表达组的细胞迁移能力较NC组
明显增加, 而干扰组较NC组的细胞迁移能力

则明显降低.  
2.8 干扰和过表达HSF2后对HT-29细胞周期的

影响 为研究经慢病毒载体介导的RNA干扰/过
表达HSF2的细胞在丁酸钠诱导细胞凋亡环境

下, 细胞周期是否改变, 我们用流式细胞仪PI
染色法进行检测, 结果显示: NC组以及转染组

的这5个细胞组之间, 各时间点细胞活性差异

无统计学意义(P >0.05)(表4, 图8). 以上结果显

示, HSF2 siRNA和过表达目的基因的HT-29之
间的细胞周期并无显著差异. 
2.9 干扰和过表达HSF2后对HT-29细胞凋亡

的影响 为研究经慢病毒载体介导的RNA干扰

/过表达H S F2的细胞在丁酸钠诱导细胞凋亡

环境下的细胞凋亡率, 采用流式细胞仪进行

检测. 结果显示: 过表达组有部分凋亡, 总凋亡

率为51.000%±1.987%, 过表达对照组总凋亡

率为67.300%±0.999%, 两组之间有显著差异

(P<0.05); 干扰组总凋亡率73.567%±1.234%, 干
扰对照组总凋亡率为52.033%±3.667%, 两组之

间差异具有统计学意义(P<0.05)(图9, 10). 

3  讨论

细胞凋亡(apoptosis)是一种由自由基调控的细

胞主动死亡的过程, 凋亡可以使机体清除受

损的、衰老的、无用的细胞, 但凋亡本身不引

起机体微环境的损伤、炎症, 他对维持组织

内环境的稳定、细胞群的动力学平衡和组织

器官的各项生理功能和病理反应都是不可或

缺的. 细胞凋亡与人类许多疾病发生有密切关

系, 例如肿瘤、自身免疫病、神经退行性病以

及艾滋病等[14-16]. 肠黏膜屏障主要由肠黏膜基

0 h

24 h

48 h

72 h

96 h

120 h

时间          干扰组               过表达组           阴性对照组  

图  6  干扰和过表达HSF2后HT-29细胞划痕实验光镜照
片(×10). HSF2: 热休克转录因子2.

A

B

C

图  7  结晶紫染色后显微镜下迁移到膜底面的HT-29细
胞(×200). A: 过表达组; B: 干扰组; C: 阴性对照组. 
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底膜、上皮细胞层及其表面黏液层构成[17], 可
以将肠腔内的细菌、抗原等物质与肠黏膜固

有层免疫细胞隔离开, 避免固有层免疫细胞激

活, 肠上皮细胞作为抵御抗原入侵的免疫防御

首道防线, 不仅是肠黏膜物理屏障, 还在调节

肠黏膜固有免疫防御及损伤-修复的平衡中发

挥不可或缺的重要作用, 若受损可引起肠上皮

通透性增加[18], 导致肠上皮和固有层免疫细胞

之间的相互作用的异常, 扰乱肠道免疫系统, 
所有这些都关系到IBD的临床病程. IBD发病

时, 大量肠黏膜上皮细胞凋亡[19,20], 由于与凋亡

细胞相邻的上皮细胞不能有效封闭凋亡细胞

留下的空间, 导致肠黏膜通透性增高, 肠道内

的细菌、抗原等物质移位至黏膜固有层而激

活免疫细胞, 诱导黏膜异常免疫反应[21]. 肠黏膜

上皮本身的防御修复功能是整个黏膜保护功能

的关键阶段, 他的功能受损可能与肠上皮细胞

凋亡失调相关, 进而导致IBD的发生、发展[22,23]. 
近年来, 越来越多的证据提示细胞凋亡在IBD
的发病机制中起重要作用[24,25]. 研究[26]证明凋

亡失调可能导致肠道T细胞的活性, 促进黏膜

炎症和临床严重程度的持久性. 炎症细胞浸润

是IBD的特征之一, 研究证明细胞凋亡参与组

织中炎症细胞数量的调节, 主要表现为上皮细

胞凋亡加速, 炎症细胞凋亡减缓. 在UC病变肠

道区域或其附近的区域, 结肠隐窝上皮细胞均

有凋亡增加的现象[27]. 而随着结肠炎症程度加

剧, 结肠隐窝上皮细胞凋亡率也随之增加[28]. 
因此肠道黏膜屏障功能受损可能与肠黏膜上

皮细胞凋亡失调有关, 肠黏膜上皮细胞凋亡过

度, 肠黏膜固有层T淋巴细胞和中性粒细胞凋

亡迟滞可能是IBD发生、发展的原因. 随着该

领域的研究不断深入, 选择性地减少IBD肠上

皮细胞凋亡造成的组织损伤, 有可能进一步减

轻炎症. 
肠道黏膜损伤及炎症是U C的主要特点, 

目前在这个领域的研究很少关注黏膜自身细

胞的修复功能, 同时在IBD治疗上也反映了这

种缺陷, 目前的大部分治疗仍集中在抑制免疫

产物及炎症因子的产生上, 很少关注黏膜的自

身防御修复功能. 细胞为保护自身免受应激损

伤所产生的HSPs, 而HSPs在保护肠细胞的结

果和功能方面的作用提示我们在IBD的治疗中

可通过建立靶向特殊治疗, 减轻黏膜损伤和疾

病的严重程度. 基于本研究团队前期实验发现

UC患者中参与转录对黏膜有保护作用的HSPs

     时间

(划痕后)

                                                     划痕愈合率

     阴性对照组       过表达组         干扰组

24 h   3.887±0.753   5.694±1.383a   2.598±1.607a

48 h   9.306±0.948 12.009±0.837a   6.777±1.311a

72 h 15.383±1.433 19.167±1.115a 12.809±2.253a

96 h 21.016±1.329 21.415±0.721 18.388±0.903a

120 h 24.703±1.621 24.907±1.245 20.012±0.861a

aP<0.05 vs  Control. HSF2: 热休克转录因子2.

表  3  过表达、干扰HSF2后HT-29细胞划痕实验愈合率 (%)

     
分组

细胞周期

           G0/G1              S       G2/M

阴性对照组 48.735±9.850 29.805±15.917   3.29±0.693

过表达组 52.515±2.326 19.150±2.814 1.885±0.417a 

过表达对照组 49.810±7.538 19.470±4.893 2.170±0.566

干扰组 50.230±1.259 19.510±9.235 2.055±0.516

干扰对照组 53.195±0.658 13.155±0.643a 2.445±0.276

aP<0.05 vs  阴性对照组.

 表  4  流式细胞仪检测丁酸钠诱导凋亡下干扰和过表达HSF2对HT-29细胞周期的影响 (%)
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图  8  流式细胞仪检测干扰和过表达HSF2的HT-29经丁酸钠诱导凋亡细胞周期图. A: 过表达组; B: 过表达对照组; C: 干

扰组; D: 干扰对照组; E: 阴性对照组. HSF2: 热休克转录因子2.
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的HSF2, 无论从患者基因, 还是血清、肠道黏

膜的蛋白质表达水平均表达上调的基础上, 在
本次研究中, 通过慢病毒转染过表达或干扰技

术, 比较不同的HSF2水平对细胞凋亡及迁移

的影响, 从细胞水平探讨HSF2与UC的关系. 
丁酸钠可通过不同途径诱导多种肿瘤细

胞的凋亡, 这一观点已经得到共识[29,30], 也有

学者认为丁酸在体内是结肠上皮细胞的主要

能量来源, 被认为是刺激增殖的作用, 相反, 丁
酸钠在体外具有抑制增殖和结肠上皮细胞诱

导分化和凋亡[31]. 实验先通过MTT检测法、流

式细胞仪检测细胞周期、凋亡检测不同丁酸

钠浓度、时效下处理的HT-29细胞, 发现丁酸

钠(5.0 mmol/L, 48 h)能够开始有效诱导细胞发

生凋亡. 接着我们进行不同水平HSF2的转染

HT-29细胞, 并在丁酸钠诱导凋亡下进行MTT
实验、周期分布、凋亡率的检测, MTT体外增

殖实验中我们发现过表达HSF2细胞组的增殖

活性明显高于对照组. 相似地, 通过流式细胞

仪检测发现过表达HSF2的HT-29凋亡凋亡率

低于其对照组. 这提示HSF2在机体受应激损

伤时, 是一种必要的保护因素. 而在细胞迁移

实验中, 无论是划痕法还是Transwell小室法, 
过表达组的HSF2的细胞迁移率高于NC组, 也

A B

C D

E

图  9  不同丁酸钠浓度诱导HT-29细胞的凋亡. A: 过表达组; B: 过表达对照组; C: 干扰组; D: 干扰对照组; E: 阴性对照组. 
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提示HSF2对肠上皮细胞发生凋亡或者损伤时

所产生的保护修复作用. 
相反, MTT体外增殖实验中我们发现干

扰HSF2处理后的HT-29细胞, 其细胞增殖活性

与对照组比较明显降低, 这提示干扰HSF2处
理后的HT-29细胞在机体受应激损伤时, 失去

保护能力. 流式细胞仪检测凋亡实验结果显示

HSF2 siRNA组与其对照组HT-29细胞凋亡率

相比明显升高, 进一步证明了HSF2干扰表达

后的细胞失去了保护作用, 提示HSF2可能在

凋亡反应中细胞起保护作用. 细胞迁移实验

中, 无论是划痕法还是Transwell小室法, 均发

现干扰HSF2的细胞迁移能力受到抑制, 提示

HSF2对肠上皮细胞发生凋亡或者损伤时所产

生的保护修复作用. 另外我们发现, 流式细胞

仪分析细胞周期实验中, 经过丁酸钠模拟凋亡

环境下, 不同HSF2水平转染细胞周期分布与

对照组比较并无明显差异, 未出现G0/G1期细

胞周期阻滞现象, 这与前面丁酸钠诱导凋亡下

HT-29细胞细胞周期分布结果不同, 提示HSF2
可能通过调控细胞周期来实现对细胞保护作

用, 但也可能还另有途径; 本研究还处于初步

阶段, 有很多问题值得我们继续探索: HSF2在
凋亡情况下的保护作用的调控机制中间还存

在哪些重要的调控因子, 以及周期分布的调控

机制还需要深入的研究. 
我们通过前期实验已经证实UC患者无论

从基因, 还是血清、肠道黏膜的蛋白质表达水

平均可发现HSF2表达上调, 本次实验又从细

胞水平发现HSF2对肠道黏膜凋亡环境有保护

作用, 对肠黏膜损伤有促进修复的作用. 肠上

皮细胞的迁移和增殖(恢复)是黏膜损伤后上皮

缺损愈合的关键机制[32], 提示HSF2在UC的愈

合中发挥重要作用, 为我们对UC的诊断、治

疗及病情评估提供了新线索. 
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