
■背景资料
结直肠癌是常见
的消化系恶性肿
瘤 ,  在我国城市
地区 ,  结直肠癌
在恶性肿瘤发病
率和死亡率的排
名中均位列第三. 
侵袭和转移是导
致结直肠癌患者
死亡的主要原因, 
临床上超过半数
的患者在行根治
手术之前已经出
现了微转移 ,  这
也是导致结直肠
癌患者术后复发
和转移的直接原
因. 因此, 鉴定特
异性转移相关基
因 ,  对结直肠癌
的早期诊断、预
后判断、提高治
疗效果及降低死
亡率均具有重要
意义.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of DR-nm23 
overexpression on biological characteristics of 
human colorectal carcinoma SW620 cells. 

METHODS: SW620 cells were divided into three 
groups: non-endogenous expression (SW620) 
group, mock control (SW620/mock) group, and 
recombinant lentiviral expression vector pGC-
FU-DR-nm23-GFP transfected (SW620/DR-
nm23) group. Both in vitro cell experiments 
and in vivo xenograft tumor model assay were 
carried out to investigate the role of DR-nm23 in 
regulation of colorectal cancer cell proliferation, 
movement, invasion and metastasis. 

RESULTS: Induced overexpression of DR-
nm23 in SW620 cells via lentiviral infection 
resulted in significant inhibition of cell 
proliferation as revealed by cell growth curve 
(F = 15.657, P = 0.002) and clonogenic assay (F = 
45.476, P = 0.003) in vitro. Meanwhile, Transwell 
assay showed that the numbers of cells that 
passed the membrane in the SW620/DR-nm23 
group, SW620/mock group and SW620 group 
were 14.00 ± 1.85, 18.00 ± 2.01, and 17.00 ± 1.98, 
respectively, indicating that the migration 
ability was also significantly impaired in the 
SW620/DR-nm23 group (F = 10.746, P = 0.006). 
There was no significant difference in the three 
groups in Boyden chamber assay. Besides, 
the growth rate (F = 5.579, P = 0.008) and liver 
metastasis rate of the SW620/DR-nm23 group 
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■研发前沿
近年来DR-nm23
基因与多种肿瘤
形成和进展等方
面的研究越来越
受到关注, 但DR-
nm23与结直肠癌
侵袭转移的相关
性研究未见报道.

were significantly reduced as compared with 
those of the SW620 or SW620/mock group in 
vivo.

CONCLUSION: Overexpression of DR-nm23 
may inhibit the invasive and metastatic 
capabilities of colorectal carcinoma SW620 cells. 
Thus, expression status of DR-nm23 may act 
as a potential prognostic factor in patients with 
colorectal cancer.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨DR-nm23基因对人结直肠癌细胞
SW620生物学特性的影响. 

方法: 以无内源性DR-nm23表达组SW620、
空白对照组SW620/mock和pGC-FU-DR-
nm23-GFP慢病毒转染组SW620/DR-nm23为
实验对象, 应用细胞体外实验及体内转移瘤
模型检测分析DR-nm23转染前后对结直肠癌
细胞增殖、运动、侵袭及转移能力的影响. 

结果: DR-nm23转染后能抑制SW620细胞的
体外增殖能力, 通过6 d连续比较, SW620/DR-
nm23、SW620/mock和SW620 3组细胞体外
生长曲线(F  = 15.657, P  = 0.002)及平板克隆
实验(F  = 45.476, P  = 0.003)差异有统计学意
义. Transwell体外运动小室24 h穿过细胞数分
别为SW620/DR-nm23组14.00±1.85, SW620/
mock组18.00±2.01, SW620组17.00±1.98, 3
组差异有统计学意义(F  = 10.746, P  = 0.006). 
Boyden侵袭小室3组差异不显著. SW620/DR-
nm23组皮下成瘤能力(F  = 5.579, P  = 0.008)及
肝转移能力较SW620/mock组及SW620组显
著减弱. 

结论: 外源性DR-nm23基因高表达具有抑制
结直肠癌细胞SW620增殖、侵袭及转移的
能力, 因此可作为判断结直肠癌患者预后的
潜在指标. 

© 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: DR-nm23 是肿瘤转移抑制基因家族

nm23成员之一. DR-nm23 基因高表达具有抑制

结直肠癌SW620细胞体内体外增殖、运动及转

移的能力, 可作为判断结直肠癌患者预后的潜

在指标, 并为进一步深入研究其作用机制奠定

理论基础.
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0  引言

DR-nm23是肿瘤转移抑制基因家族nm23成员

之一[1]. 有关DR-nm23与结直肠癌的关系, 文
献中除了本课题组前期研究证实DR-nm23基
因和蛋白在结直肠癌组织中的表达低于正常

黏膜组织、且与淋巴结转移负相关外[2,3], 未
检索到其他相关报道. 随后我们又成功构建稳

定表达pGC-FU-DR-nm23-GFP慢病毒载体的

SW620/DR-nm23细胞系[4]. 本文拟通过观察比

较DR-nm23转染前后, 对结直肠癌细胞体外增

殖、运动、侵袭及体内成瘤、转移等生物学

特性的影响, 进一步探讨其参与结直肠癌侵袭

转移的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 SW620/DR-nm23和SW620/mock分别

系课题组前期实验[4]获得的转染pGC-FU-DR-
nm23-GFP重组慢病毒、pGC-FU-GFP空载体

的结直肠癌细胞系. SPF级4-6 wk裸鼠购自上

海斯莱克实验动物有限责任公司; Transwell运
动小室购自Corning公司; Boyden侵袭小室购

自Chemicon公司. DMEM培养基购自GIBCO; 
胎牛血清、DMSO、胰酶、琼脂糖等试剂分

别购自上海捷倍思、上海微科、上海化学试

剂公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 采用含10%胎牛血清DMEM培

养液, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养, 取生长

状态良好的细胞用于实验. 



2015-09-08|Volume 23|Issue 25|WCJD|www.wjgnet.com 4026

■相关报道
Venturelli等研究
发现DR-nm23 基
因存在精氨酸-甘
氨 酸 - 天 冬 氨 酸
(arginine-glycine-
asparagine, RGD)
序列 .  RGD存在
于多种黏附蛋白
分子中 ,  是细胞
表 面 与 整 合 素
受体特异性结合
的 配 体 . 一 方 面
通过调控下游效
应 分 子 Ta l i n、
V i n c u l i n 、
Paxillin及F-actin
等细胞骨架蛋白
表 达 发 生 改 变 ,
参与细胞骨架蛋
白微丝聚合、维
持细胞头部稳定
性及细胞定向迁
移等过程 ;  另一
方面 ,  作为上游
效应分子激活黏
着斑激酶 ,  活化
RhoA/ROCK信
号 通 路 及 其 下
游 效 应 分 子 如
p-MLC、p-LIM1
和p-cofilin等, 参
与调控肌动蛋白
微丝聚合、肌动
蛋白重塑、细胞
收缩性及定向细
胞运动 ,  在肿瘤
侵袭转移和信号
转导方面发挥重
要生物学效应.

1.2.2 细胞生长曲线实验: 以SW620/DR-nm23、
SW620/mock和SW620细胞为实验对象. 以2×
103/孔细胞接种于96孔板, 分别培养1-6 d, 每
孔加10 μL CCK-8溶液, 继续培养0.5 h, 用Biol-
Rad酶联免疫检测仪在570 nm测光度A值. 每
组设3个重复孔, 取平均值, 绘制增殖曲线. 
1.2.3 细胞平板克隆实验: 以1×102/孔细胞接

种于6孔板, 每种细胞接种3孔, 轻晃均匀分散

细胞, 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱孵育2 wk, 
肉眼可见细胞克隆, 弃培养液, PBS洗2次, 空
气干燥; 甲醇固定15 min, 弃甲醇, 空气干燥; 
Giemsa染色15 min, 流水缓慢洗去染液, 空气

干燥; 显微镜下计数>50个细胞的克隆数. 平
板克隆形成率 = 形成克隆数/接种细胞数×

100%. 
1.2.4 细胞运动实验: 培养细胞密度达80%时, 
0.25%胰酶消化, 制成单细胞悬液, 用无血清

RPMI 1640调节细胞密度为0.5×105/mL. 采用

Transwell小室, 上下室之间铺8 μm孔径聚碳

酸酯微孔膜. 向上室加入无血清培养基孵育90 
min后, 接种0.5×105个/mL的单细胞悬液200 
μL, 下室加500 μL含10%胎牛血清的完全培养

基作为趋化因子, 37 ℃、50 mL/L CO2湿化培

养箱孵育24 h. 取出小室, 吸掉培养液, 用棉签

轻轻拭去未穿膜细胞, 中性甲醛固定, Giemsa
染色15 min. 在200倍显微镜下取上、下、左、

右、中心5个视野, 计数穿膜细胞数, 取其均值

代表浸润力量值. 
1.2.5 细胞侵袭实验: 采用Boyden小室, 聚碳酸

酯膜孔径8 μm, 上室加300 μL无血清DMEM培

养液, 37 ℃、50 mL/L CO2培养箱孵育1-2 h, 构
建人工基底膜ECMatrix; 吸净上室培养液, 接

种0.5×106-1.0×106个/mL的单细胞悬液300 
μL, 下室加500 μL含10%胎牛血清的完全培养

基; 37 ℃、50 mL/L CO2孵育48 h. 取出滤膜, 
用棉签轻轻拭去未穿膜细胞, 中性甲醛固定, 
Giemsa染色15 min. 200倍显微镜下随机取5个
视野, 计数穿膜细胞数, 取其均值. 
1.2.6 原位移植法皮下成瘤及体内转移实验: 取
对数生长期细胞, 0.25%胰酶消化, 无血清培养

基洗3次, 细胞计数; 裸鼠9只, 分3组, 每组3只, 
分别取5×106个SW620/DR-nm23、SW620/
mock、SW620细胞注射于裸鼠右下臀部皮下, 
LT-9MACIMSYSPULS整体荧光体视镜实时

观察、采集、测量肿瘤体积, 绘制生长曲线; 
28 d后处死裸鼠, 无菌条件下将皮下瘤块切成

1 mm3/块, 置于冰上备用. 裸鼠24只, 分3组, 每
组8只, 1%戊巴比妥钠0.1 mL/kg腹腔注射麻醉

4-6 wk裸鼠, 固定裸鼠, 取右下腹部切口消毒

皮肤、逐层切开进腹, 暴露结肠, 将瘤块缝于

肠壁原位, 缝合皮肤; 术后继续在SPF条件下饲

养; 整体荧光体视镜实时活体观察, 8 wk后处

死裸鼠, 取材结肠肿瘤、肝、脾、肾、肺组织, 
40 g/L甲醛固定、石蜡包埋、切片、HE染色, 
显微镜下观察. 

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计

学分析, 组间差异以单因素方差分析进行检验, 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 DR-nm23转染对SW620增殖能力的影响 
CCK-8法观察体外细胞生长状态, 通过6 d连续

比较, 3组细胞增殖能力差异有统计学意义(F  = 
15.657, P  = 0.002)(图1). 平板克隆形成观察细

胞增殖状态, SW620/DR-nm23组细胞平板克

隆率较SW620/mock组和SW620组慢, SW620/
DR-nm23组20%, SW620/mock组50%, SW620
组70%, 3组差异显著(F  = 45.476, P  = 0.003)(图
2). DR-nm23基因具有抑制结直肠癌细胞增殖

的能力. 
2.2 DR-nm23转染对SW620运动能力的影响 
Transwell小室法检测3组细胞运动能力, 24 h
后观察3组细胞均可通过变形运动穿过聚碳

酸酯微孔膜进入下室, 并对下室细胞进行计

数, SW620/DR-nm23组14.00±1.85, SW620/
mock组18.00±2.01, SW620组17.00±1.98. 3
组差异显著(F  = 10.746, P  = 0.006)(图3). DR-
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图  1  3组细胞的生长曲线. 

曲利娟, 等. 上调DR-nm23表达对人结直肠癌细胞SW620生物学特性的影响



2015-09-08|Volume 23|Issue 25|WCJD|www.wjgnet.com 4027

■创新盘点
关于DR-nm23与
结直肠侵袭转移
的关系 ,  文献中
除了本课题组前
期研究证实DR-
nm23 基因和蛋白
在结直肠癌组织
中的表达低于正
常黏膜组织、且
与淋巴结转移负
相关外 ,  未检索
到其他相关报道. 
随后我们成功构
建稳定表达pGC-
F U - D R - n m 2 3 -
GFP慢病毒载体
的 S W 6 2 0 / D R -
nm23细胞系, 本
文通过观察比较
DR-nm23转染前
后 ,  对结直肠癌
细胞体外增殖、
运动、侵袭及体
内成瘤、转移等
生物学特性的影
响 ,  进一步探讨
其参与结直肠癌
侵袭转移的分子
机制.

nm23基因具有抑制结直肠癌细胞体外运动的

能力. 
2.3 DR-nm23转染对SW620侵袭能力的影响 
Boyden侵袭小室重复多次实验, 24 h、48 h观
察3组中每组仅个别细胞穿透基底膜, 结果无

统计学意义.
2.4 DR-nm23转染对SW620体内成瘤及转移能

力的影响 实时观察测量皮下肿瘤的体积, 绘
制肿瘤皮下生长曲线, SW620/DR-nm23组皮

下成瘤能力分别弱于SW620/mock组及SW620

A

B

C

A

B

C

平
板

效
率

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

SW620
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SW620/DR-nm23

细
胞

数

25
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0

SW620

SW620/mock

SW620/DR-nm23

D D

图  2  3组细胞平板克隆实验. A-C: 细胞克隆率(A: SW620

组70%; B: SW620/mock组50%; C: SW620/DR-nm23组20%); 

D: 3组细胞的平板效率.

图  3  3组细胞运动能力实验. A-C: 通过变形运动穿过聚

碳酸酯微孔膜的细胞计数(A: SW620组; B: SW620/mock组; 

C: SW620/DR-nm23组); D: 3组细胞的运动能力.
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■应用要点
DR-nm23 基因高
表达具有抑制结
直肠癌SW620细
胞增殖、侵袭及
转移的能力, 可作
为反映结直肠癌
生物学行为和判
断结直肠癌患者
预后的潜在指标.

组, 3组差异显著(F  = 5.579, P  = 0.008). 结肠原

位接种8 wk后, SW620/DR-nm23组肝转移率

12.5%(1/8), SW620/mock组及SW620组肝转移

率均为37.5%(3/8), 其余脏器均未见转移病灶. 
提示DR-nm23具有抑制结直肠癌细胞体内成

瘤及转移的能力(图4-6). 

3  讨论 

结直肠癌是常见的消化系恶性肿瘤, 在我国城

市地区, 结直肠癌在恶性肿瘤发病率和死亡率

的排名中均位列第三[5]. 侵袭和转移是导致结

直肠癌患者死亡的主要原因, 临床上超过半数

的患者在行根治手术之前已经出现了微转移, 
这也是导致结直肠癌患者术后复发和转移的

直接原因[6]. 因此, 鉴定特异性转移相关基因, 
对结直肠癌的早期诊断、预后判断、提高治

疗效果及降低死亡率均具有重要意义. 
n m23家族作为经典的肿瘤转移抑制基

因早已引起人们的广泛关注 [7-10].  已知哺乳

动物体内存在超过10种nm23, 研究最多的是

nm23-H1和nm23-H2, DR-nm23即nm23-H3. 
n m23也是高度保守的多功能蛋白家族 ,  具
有二磷酸核苷激酶(nucleoside diphosphate 
kinase, NDPK)活性、组氨酸蛋白激酶活性、

丝氨酸自身磷酸化等特性, 参与了众多与细胞

分化和增殖等相关的活动[11-13]. Salerno等[13]研

究发现, KSR1是Ras1激酶抑制剂, nm23通过

调控组氨酸蛋白激酶活性使KSR1的392位丝

氨酸发生磷酸化作用, 继而下调Ras1活性, 抑
制Ras-Raf-MEK细胞存活信号通路, 抑制乳腺

癌细胞生长. nm23还可通过活化糖原合成激

酶-3β(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β)
抑制Wnt信号通路, Wnt通路对肿瘤发生发展

图  4  结直肠癌原位移植法皮下成瘤及转移瘤整体可
视化裸鼠动物模型. A-G: 裸鼠皮下接种成瘤(A: SW620; 

B-D: SW620/mock; E-G: SW620/DR-nm23); H-J: 裸鼠

结直肠原位移植瘤; K-M: 原位移植瘤伴肝转移.
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■名词解释
D R - n m 2 3 :  又
称 n m 2 3 - H 3 或
NME3,  是1995
年Venturelli等利
用cDNA文库差
异 显 示 筛 选 技
术 ,  从慢性粒细
胞 性 白 血 病 急
性 发 作 期 的 原
代 细 胞 中 克 隆
出 ,  与nm23-H1
和nm23-H2具有
65%-70%同源性; 
nm23家族具有二
磷酸核苷激酶活
性、组氨酸蛋白
激酶活性、丝氨
酸自身磷酸化等
特性 ,  参与众多
与细胞分化和增
殖等相关的活动.

具有重要调节作用, β-catenin是Wnt通路的关

键分子[14,15]. 抑制GSK-3β活性使β-catenin不被

磷酸化而发生聚集, 激活TCF促进细胞的增殖

分化; 反之, GSK-3β活化使β-catenin发生降解, 
抑制细胞的分化和增殖[16,17]. 本实验研究与上

述结果相似, SW620细胞转染DR-nm23后, 其
体外生长、平板克隆及裸鼠体内成瘤显著受

到抑制, 提示DR-nm23亦具有抑制结直肠癌细

胞体内外分化和增殖的能力. 
结直肠癌的侵袭和转移是一个复杂的病

理过程, 受多种基因/蛋白-肿瘤抑制级链反应

的调控, 其中肿瘤细胞运动行为的改变和运动

能力的增强是促进细胞迁徙运动所必不可少

的, 该过程需要肌动蛋白和微管蛋白的不断

重建[18,19]. 本课题体外运动实验结果显示, DR-
nm23转染后, SW620细胞的运动能力明显减弱

(P <0.01); 而且利用整体可视化动物模型实时

观察DR-nm23转染前后SW620细胞裸鼠皮下

成瘤和转移情况, 也发现转染后成瘤灶大小和

转移率小于转染前. 以上结果提示DR-nm23与
结直肠癌的发生和转移密切相关, 可能通过影

响细胞运动而抑制结直肠癌侵袭转移的能力. 
Venturelli等[1]研究DR-nm23基因结构发

现, 与nm23家族其他成员一样, 该基因也存

在精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸(arginine-glycine-
asparagine, RGD)序列. RGD存在于多种黏附

蛋白分子中, 是细胞表面与整合素受体特异性

结合的配体, 参与细胞骨架蛋白微丝聚合、维

持细胞头部稳定性及细胞定向迁移等过程, 在
肿瘤侵袭转移和信号转导方面发挥重要生物

学效应[20-22]. 一些研究[23,24]表明nm23通过RGD
与整合素相互作用, 使下游效应分子Talin、
Vinculin、Paxillin及F-actin等细胞骨架蛋白表

达发生改变, 影响结直肠癌细胞黏附、迁移及

转移等生物学行为; 另一方面, 作为上游效应

分子, nm23激活黏着斑激酶(FAK), 活化RhoA/
ROCK信号通路及其下游效应分子如p-MLC、
p-LIM1和p-cofilin等, 参与调控肌动蛋白微丝

聚合、肌动蛋白重塑、细胞收缩性及定向细

胞运动[25-29]. 
此外, DR-nm23基因遗传结构的改变可能

也与肿瘤细胞迁徙运动有关, 134位组氨酸残

基H134和136位丝氨酸残基S136与NDPK活性

密切有关, 突变(H134Q及S136P)失活的NDPK
不能将微管蛋白tubulin上的GDP转化为GTP, 
使tubulin与GDP结合, 微管解聚, 细胞无法维

持正常形态而引起运动, 进而促进肿瘤浸润和

转移[30]. 
课题组Boyden侵袭小室多次实验发现, 

DR-nm23基因转染前后, 3组SW620细胞穿透

基底膜的数量均极少. 可能的原因是SW620细
胞本身运动能力较弱, 通过变形运动进入下室

的细胞数目较少; 转染后SW620/DR-nm23细
胞运动能力更加减弱, 进入下室的细胞数目更

少. 而Boyden侵袭小室又是在Transwell小室基

础上重新构建人工基底膜ECMatrix, 可想而知

细胞更加难以穿透. 由于细胞计数太少, 故不

具有统计学意义. 
总之, DR-nm23基因具有抑制结直肠癌细

胞SW620增殖、运动及转移的能力, 可作为判

断结直肠癌患者预后的潜在指标, 并为进一步

A

B

C

图  6  裸鼠低分化腺癌(HE×200). A: 皮下成瘤; B: 结直肠

原位移植瘤; C: 肝转移瘤.
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深入研究其作用机制奠定了理论基础. 
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