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摘要 ：目的    探讨干扰素诱导跨膜蛋白 3（IFITM 3）在结肠癌组织中的表达及对结肠癌细胞凋亡的调

控作用。方法  实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测结肠癌组织和对应的癌旁组织中 IFITM 3 的

表达水平。细胞转染 si-IFITM 3 抑制 IFITM 3 的表达，同时转染 si-control 作为对照，MTT 检测转染后 48 h

的细胞增殖情况。流式细胞术检测细胞凋亡情况。Western blot 检测细胞中 Bcl-2、Bax、p-STAT3、STAT3

蛋白表达水平。结果  IFITM 3 在结肠癌组织中的表达水平高于癌旁组织，差异有统计学意义（P  <0.05）。

si-IFITM 3 组结肠癌细胞 HT29 和 HCT116 的存活率与 si-control 组相比下降，差异有统计学意义（均

P <0.05）。转染 si-IFITM 3 后的结肠癌细胞 HT29 和 HCT116 凋亡率高于 si-control 组，差异有统计学意义（均

P <0.05）。转染 si-IFITM 3 后的结肠癌细胞 HT29 和 HCT116 中 STAT3 蛋白表达水平没有变化，p-STAT3、

Bcl-2 蛋白表达水平低于 si-control 组，Bax 蛋白表达水平高于 si-control 组。结论  干扰素诱导跨膜蛋白 3

在结肠癌组织中过度表达。抑制干扰素诱导跨膜蛋白 3 的表达，可以抑制结肠癌细胞的增殖，促进癌细胞凋亡，

其作用机制与 Bcl-2、Bax、STAT3 有关。
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Abstract: Objective  To investigate the expression of interferon-induced transmembrane 3 (IFITM3) in colon 
cancer tissues and its effect on the apoptosis of colon cancer cells.  Methods  The expression level of IFITM3 in colon 
cancer tissues and corresponding adjacent tissues was detected by qRT-PCR. Colon cancer cells were transfected with 
si-IFITM3, while si-control was used as a control. The proliferation of the transfected cells was detected by MTT. 
Cell apoptosis was detected by flow cytometry. Western blot was used to detect the expression levels of Bcl-2, Bax, 
p-STAT3 and STAT3 proteins in the cells.  Results  The expression level of IFITM3 in the colon carcinoma tissues 
was significantly higher than that in the adjacent tissues, and the difference was statistically significant (P < 0.05). 
The survival rates of colon cancer HT29 and HCT116 cells of the si-IFITM3 groups were significantly decreased 
compared with those of the si-control groups (P < 0.05). The apoptosis rates of colon cancer HT29 and HCT116 
cells of the si-IFITM3 groups were significantly higher than those of the si-control groups, and the differences were 
statistically significant (P < 0.05). The expression levels of STAT3 in the si-IFITM3-transfected HT29 and HCT116 
cells did not change compared with those in the si-control groups, but the expressions of p-STAT3 and Bcl-2 protein 
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结肠癌是一种常见的发生于消化道的恶性肿瘤，

其发病率在所有胃肠道恶性肿瘤中位居第 2 位 [1]。结

肠癌多发生于 40 岁以后的人群，其中男性的发病率

为女性发病率的 2 倍 [2]。在中国，结肠癌每年死亡人

数在全部恶性肿瘤中位居第 5 位 [3]。环境、生活方式、

饮食习惯等多种因素都可引发结肠癌。结肠癌严重威

胁着人类的生命健康。

干扰素诱导跨膜蛋白（interferon-induced trans- 

membrance，IFITM）广泛存在于不同种属的细胞内。

IFITM 3 具有广泛的抗病毒作用 [4]。近年来研究表明，

IFITM 在乳腺癌组织中高表达，沉默 IFITM 3 基因的

表达后，乳腺癌细胞增殖能力明显降低 [5]。本研究通

过实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-time 

polymerase chain reaction，qRT-PCR）法检测 IFITM 3

基因在结肠癌组织中的表达水平，探讨 IFITM 3 基因

对结肠癌细胞的增殖凋亡作用，以期为进一步研究结

肠癌的发病机制提供依据。

1    资料与方法

1.1    一般资料

1.1.1    细胞及组织     人结肠癌细胞 HT29 和 HCT116

购自于中国科学院细胞库。人结肠癌组织及正常的癌

旁组织各 50 例来自 2011 年 1 月 -2014 年 6 月在新乡

市中心医院确诊治疗的结肠癌患者。

1.1.2    主要试剂及仪器    RPMI1640 培养基、胰蛋白

酶、青链霉素均购自于美国 Sigma 公司，BCA 蛋白浓

度检测试剂盒、逆转录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂

盒、MTT、Trizol 细胞裂解液、Annexin V-FITC、PI、

Loading buffer、PVDF 膜、DMSO 溶液均购自于北京

鼎国生物试剂有限公司，Bcl-2 多克隆抗体、Bax 多克

隆抗体、p-STAT3 多克隆抗体、STAT3 多克隆抗体、

GAPDH 单克隆抗体、辣根过氧化物标记的二抗均购

自于杭州联科生物科技有限公司﹐流式细胞仪购于美

国 Thermo 公司，紫外分光光度计购自于上海精密仪

器表公司﹐二氧化碳 CO2 培养箱购自日本三洋公司。

1.2    方法

1.2.1      qRT-PCR 检 测 IFITM 3 在 结 肠 癌 组 织 中

的表达  收集的 50 例结肠癌组织和正常的癌旁组织

剪碎后，加入适量的 Trizol 细胞裂解液，充分混合

后，放置于室温下裂解 5 min。在裂解液中加入氯仿

200μl，上下剧烈摇晃 20 次，放在室温下静置 5 min。

14 000 r/min，4℃离心 15 min，用移液枪吸取上层水

相 层 至 新 的 EP 管 中， 每 个 EP 管 中 加 入 500μl 的

异 丙 醇 后， 放 置 于 冰 上 静 置 10 min。14 000 r/min，

4 ℃ 离 心 15 min。 收 集 RNA 沉 淀， 用 75% 的 乙 醇

洗涤后，放置于室温条件下晾干，加入 DEPC 水溶

解后，紫外分光光度计检测提取的 RNA 浓度及纯

度。按照逆转录试剂盒说明书逆转录合成 IFITM 3 的

cDNA，qRT-PCR 检测 IFITM 3 表达水平。正向引物 ： 

5'-TGTCCAAACCTTCTTCTC-3'，反向引物：5'-CGTCG 

CCAACCATCTTCC-3'。

1.2.2       细 胞 培 养     培 养 人 结 肠 癌 细 胞 HT29 和

HCT116 用含有 10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养基，

培养条件为 37℃，湿度为 95%，5% CO2 培养箱。观

察细胞融合度达到 90% 时，进行细胞传代。细胞传代

用 0.25% 的胰蛋白酶消化细胞。

1.2.3      细胞转染     培养至对数生长期的人结肠癌

细胞 HT29 和 HCT116，加入胰蛋白酶消化细胞后，

1 000 r/min 离心 10 min 后，加入细胞生长液调整细

胞浓度为 2×104 个 /ml，接种至 6 孔细胞培养板中，

每孔中加入 2 ml 细胞悬液。放置于 CO2 培养箱中培

养。观察细胞融合度为 60% 左右时，按照常规方法将

IFITM 3 抑制物（si-IFITM 3）转染到结肠癌细胞中，

同时转染 si-control 作为对照。转染后 6 h 更换为含有

胎牛血清的细胞生长液，放置于 37℃，5% CO2 培养箱

中继续培养 48 h。

1.2.4    MTT 检测细胞增殖    取转染后的结肠癌细胞，

培养至对数生长期后，接种于 96 孔细胞培养板中，调

整细胞浓度使每孔中细胞个数为 2×103 个。同时设

置空白组，空白组中不加入细胞，加入等量的细胞生

长液。每组设置 7 个复孔，以提高实验准确性。培养

48 h 后，在细胞中加入 5 mg/ml 的 MTT 溶液，每孔加

入 20μl。放置于 37℃继续孵育 4 h 后，弃掉细胞培

养液，在细胞中加入 DMSO 溶液，每孔中加入 100μl。

were significantly lower than those in the si-control groups, and Bax protein expression levels were significantly 
higher than those in the si-control groups.  Conclusions  IFITM3 is over-expressed in colon cancer tissues. Inhibition 
of IFITM3 expression can inhibit the proliferation of colon cancer cells and promote the apoptosis of the cancer cells, 
its mechanism is related to Bcl-2, Bax and STAT3.

Keywords:  colon cancer; IFITM3; apoptosis; proliferation
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充分混合后，观察结晶物完全融化后，用酶标仪检测

490 nm 处每孔的吸光度，计算细胞的存活率。细胞存

活率 =（实验组 OD 值 - 空白组 OD 值）/（对照组 OD

值 - 空白组 OD 值）

1.2.5    流式细胞术检测细胞凋亡    收集处于对数生长

期的结肠癌细胞，加入细胞生长液，调整细胞浓度为

1×106 个 /ml。取 1 ml 细胞悬浮液，1 000 r/min 离心

10 min 后，加入提前预冷的 PBS 洗涤细胞 2 次。在细

胞中加入 Annexin V-FITC 和 PI 各 5μl 后，充分混合，

放置于室温下孵育 20 min。加入 400μl 的结合缓冲液，

混合均匀后，用流式细胞仪检测细胞的凋亡情况。

1.2.6    Western blot检测细胞中Bcl-2、Bax、p-STAT3、

STAT3 表达水平    取处于对数生长期的结肠癌细胞，

弃掉细胞生长液，在细胞中加入含有 PMSF 浓度为 1%

的 RIPA 裂解液裂解细胞，每个 6 cm 的细胞培养皿中

加入 200μl 体积的细胞裂解液。放置于冰上充分裂

解 40 min，观察细胞完全裂解后，12 000 r/min，4℃离

心 15 min。取上清液，用 BCA 蛋白浓度检测试剂盒检

测提取的蛋白浓度。将提取的蛋白样品与 5×Loading 

buffer 充分混合后，放置于 100℃水浴锅中煮沸 5 min。

取 50μl 变性蛋白样品加入到上样孔中，蛋白凝胶用

12% 分离胶和 5% 浓缩胶。电泳初始电压为 80 V，终

末电压为 120 V。电泳结束后，蛋白凝胶在 4℃转膜

90 min，转膜电压为 90 V。转膜后，PVDF 膜依次与一

抗、二抗孵育反应后，在暗室中曝光，分析蛋白表达

含量。

1.3    统计学方法

采用 SPSS22.0 统计学软件进行数据分析，数据

以均数 ± 标准差（x±s）表示，计量资料采用单因素

方差分析进行比较，P <0.05 为差异具有统计学意义。

2    结果

2.1    IFITM 3 在结肠癌组织中的表达

收 集 的 50 例 结 肠 癌 组 织 和 正 常 的 癌 旁 组 织

经 RNA 提 取， 逆 转 录 合 成 cDNA 后，qRT-PCR 检

测 IFITM 3 水平。结果显示，IFITM 3 在结肠癌组织

中的表达水平高于癌旁组织，差异具有统计学意义

（t =6.371，P =0.001）。见图 1。

2.2    细胞增殖结果

收 集 转 染 si-IFITM 3 和 si-control 后 培 养 48 h

的细胞，MTT 检测细胞增殖情况。结果显示，转染

si-IFITM 3 后，结肠癌细胞 HT29 和 HCT116 的存活

率与 si-control 组相比下降，差异具有统计学意义

（tHT29 =6.438，PHT29 =0.001 ；tHCT116 =5.984，PHCT116 =0.002）。

见图 2。

2.3    细胞凋亡结果

收集转染 si-IFITM 3 和 si-control 后培养 48 h 的

细胞，经 Annexin V-FITC 和 PI 双染色后，流式细胞

术检测细胞凋亡情况。结果显示，转染 si-IFITM 3 后

†P <0.05

图 1    IFITM 3 在结肠癌组织和癌旁组织中的表达
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图 2    IFITM 3 对结肠癌细胞存活率的影响
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的结肠癌细胞 HT29 和 HCT116 凋亡率高于 si-control

组，差异具有统计学意义（tHT29 =6.158，PHT29 =0.002 ；

tHCT116 =8.967，PHCT116 =0.000）。见图 3。

2.4    细胞中 Bcl-2、Bax、p-STAT3、STAT3 表
达结果

收集转染 si-IFITM 3 和 si-control 后培养 48 h 的

细胞，经细胞总蛋白提取，Western blot 检测细胞中

Bcl-2、Bax、p-STAT3、STAT3 蛋 白 表 达 水 平。 结

果如图 4 显示 ：与 si-control 组相比，si-IFITM 3 组

HT29-p-STAT3 表 达 差 异 有 统 计 学 意 义（t =8.897， 

P =0.000），与 si-control 组相比，si-IFITM 3 组 HT29-

Bcl-2 表达差异有统计学意义（t =8.217，P =0.001），

A：HT29 细胞凋亡结果图；B：HT29 细胞凋亡率；C：HCT116 细胞凋亡结果图；D：HCT116 细胞凋亡率。†P <0.05

图 3    IFITM 3 对结肠癌细胞凋亡率的影响
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A：HT29 细胞 Western blot 结果；B：HT29 细胞蛋白表达率；C：HCT116 细胞 Western blot 结果；D：HCT116 细胞蛋白表达率

图 4    IFITM 3 对结肠癌细胞中 Bcl-2、Bax、p-STAT3、STAT3 表达的影响
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与 si-control 组相比，si-IFITM 3 组 HT29-Bax 表达差

异有统计学意义（t  =8.384，P =0.001）；与 si-control

组相比，si-IFITM 3 组 HCT116-p-STAT3 表达差异有

统计学意义（t =9.054，P =0.000），与 si-control 组相比，

si-IFITM 3 组 HCT116-Bcl-2 表达差异有统计学意义

（t =8.587，P =0.001），与 si-control 组相比，si-IFITM 

3 组 HCT116-Bax 表达差异有统计学意义（t  =9.035，

P =0.000）。转染 si-IFITM 3 后的结肠癌细胞 HT29 和

HCT116 中 STAT3 蛋白表达水平没有变化，p-STAT3、

Bcl-2 蛋白表达水平低于 si-control 组，Bax 蛋白表达

水平高于 si-control 组。

3    讨论

结肠癌是一种常见的严重危害人类生命健康的

疾病。结肠癌的发病率和死亡率极高，尤其是近年来

随着人们生活水平的不断提高，结肠癌的发病率呈现

逐年上升的趋势 [6]。研究结肠癌的发病机制，对于治

疗和诊断结肠癌的发生具有重要意义。

IFITM 3 是 IFITM 蛋白家族中的一员 [7]。最早发

现 IFITM 在抗病毒方面具有重要作用，对肝炎病毒、

艾滋病病毒、巨细胞病毒等都具有防御作用。IFITM

的抗肿瘤作用是近年来研究的热点 [8-9]。IFITM 在宫

颈癌、胶质瘤等头颈部的肿瘤中过度表达 [10-11]。幽门

螺旋杆菌感染的浸润癌以及胃癌前的病变中 IFITM

异常高表达 [12]。IFITM 3 在乳腺癌、肝癌中高表达，

沉默 IFITM 3 后，肝癌细胞的侵袭迁移能力明显降 

低 [13-14]。本研究收集了 50 例结肠癌组织和相对应的

癌旁组织，qRT-PCR 检测发现 IFITM 3 在结肠癌组织

中高表达，与癌旁组织相比差异具有统计学意义。转

染 si-IFITM 3 后，MTT 检测了转染后 48 h 的细胞增殖

情况发现，沉默 IFITM 3 表达可以抑制直肠癌细胞的

增殖。

细胞凋亡的发生是一种正常的生物学现象 [15]。在

某些病理条件下，细胞增殖和凋亡不能维持正常的动

态平衡，导致了癌症的发生。细胞凋亡受多种基因

的复杂调控。Bcl-2 蛋白家族与细胞凋亡密切相关。

Bcl-2 和 Bax 均属于 Bcl-2 蛋白家族中的成员，Bcl-2

在细胞凋亡过程中发挥抑制作用，而 Bax 发挥促进作

用 [16]。信号转导与转录活化因子 STAT3 是 STAT 家族

中的一员，在 STAT 信号转导通路中发挥重要作用 [17]。

STAT3 参与乳腺癌、胃癌、前列腺癌、肝癌等多种癌

细胞的生长发育 [18-19]。STAT3 在肿瘤中异常活化，是

一种具有致癌作用的潜在因子 [20]。本研究中，流式细

胞仪检测了结肠癌细胞沉默 IFITM 3 后的细胞凋亡情

况，沉默 IFITM 3 后 2 种结肠癌细胞的凋亡率均升高。

Western blot 检 测 Bcl-2、Bax、p-STAT3、STAT3 蛋

白表达变化，发现沉默 IFITM 3 后，结肠癌细胞中 Bax

蛋白表达升高，而 Bcl-2、p-STAT3 表达受到抑制。

这提示，IFITM 3 可以通过调控 Bcl-2、Bax、p-STAT3

表达影响结肠癌细胞的凋亡。

综上所述，IFITM 3 在结肠癌组织中高表达。沉

默 IFITM 3 后，结肠癌细胞增殖受到抑制，细胞凋亡

增加，其作用机制与 Bcl-2、Bax、STAT3 有关。这为

进一步研究结肠癌的发病机制奠定了基础，为诊断和

治疗结肠癌提供了新方向。
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