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Twist蛋白在结直肠癌中的表达水平
及其促进癌症发展的机制研究

王琳
（河南省郑州人民医院 放疗科，河南 郑州 450000）

摘要：目的 研究 Twist蛋白在结直肠癌中的表达水平，其对结直肠癌细胞的增殖以及侵袭能力的影响，

并探讨其促进癌症发展具体的机制。方法 经结肠镜活检取 20例患者组织和 20例正常人的标本，采用实时定

量 PCR的方法检测了 Twist的 mRNA表达水平。采用脂质转染法对结直肠癌细胞系 CT-26细胞进行 RNA

干扰，采用 CCK-8法及 transwell 法观察干扰 Twist后对结直肠癌细胞的增殖以及侵袭能力的影响；采用

RT-PCR以及Western blot检测了 CT-26细胞中MMP-9的 mRNA及蛋白水平。结果 Twist在结直肠癌

组织中的 mRNA水平显著高于对应癌旁组织以及对照组（ <0.05）；在伴有淋巴结转移的癌组织中 Twist

mRNA的表达水平显著高于无淋巴结转移的组织（ <0.05）；与转染对照组比较，Twist siRNA转染的 CT-26

细胞增殖水平及迁徙能力均显著降低（ <0.05）；干扰 Twist的 CT-26细胞能够显著降低金属蛋白酶MMP-9

mRNA及蛋白的水平。结论 Twist蛋白能够增加结直肠癌癌细胞的增殖及迁徙能力，其影响机制可能与金属

蛋白酶MMP-9有关。
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Expression of Twist protein in colorectal cancer and mechanism of
its cancer promoting effect

Lin Wang
(Department of Radiotherapy, Zhengzhou People's Hospital, Zhengzhou, Henan 450000, China)

Abstract: Objective To explore the expression of Twist protein in colorectal cancer and its impact on the pro-
liferation and invasion of colorectal cancer cells, and to clarify the mechanism of its cancer promoting effect. Methods
Twenty tissue specimens were selected from colorectal cancer patients and normal people through colonoscopy
biopsy, respectively, then the expression of Twist mRNA was detected through real time quantitative PCR method.
The colorectal cancer cell line CT-26 cell was RNA interfered by lipid transfection method, and was observed the
impact of Twist after interference on the proliferation and invasion of colorectal cancer cells by CCK-8 method and
transwell method, and the expression of mRNA and protein of MMP-9 in CT-26 cell were detected by RT-PCR and
Western blot method. Results The expression of Twist mRNA in colorectal cancer tissues was significantly higher
than in para-carcinoma tissues the control group ( < 0.05). The expression of Twist mRNA in colorectal cancer tissues
with lymph node metastasis was significantly higher than in colorectal cancer tissues without lymph node metastasis
( < 0.05). Compared with transfection control group, the proliferation and migration ability of CT-26 cells transfected
by Twist siRNA were significantly decreased ( < 0.05). CT-26 cells interfering Twist reduced the expression of
mRNA and protein of metal protease MMP-9. Conclusions Twist protein strengthens the proliferation and migration
ability of colorectal cancer cells, and the mechanism may relate with metal protease MMP-9.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是常见的消

化道恶性肿瘤，目前，我国结直肠癌的发病率居第 3

位，其病死率居第 4位，且该病的患者群逐渐趋向年

轻化[1]。因此，深入探讨结直肠癌发病及转移的分子

机制，寻找新的治疗靶点，对治疗结直肠癌具有重要

的意义。Twist蛋白是碱性螺旋 -环 -螺旋家族的转

录因子之一，已有大量的研究表明，其在促进上皮 -

间质转变，参与实体肿瘤的远处器官转移及癌旁结

节形成中发挥重要的作用[2-5]。国外学者 Vald佴s-Mor

等发现，Twist过度表达与男性原发性大肠癌的淋巴

结浸润密切相关 [6]，然而至今，结直肠癌癌患者中

Twist的表达水平以及其对结直肠癌癌细胞的增殖

及迁移影响的研究尚无报道。因此，本研究旨在探

讨 Twist在结直肠癌组织中的表达情况，并从体外

通过低表达结直肠癌细胞系中的 Twist水平来探讨

其影响结直肠癌迁移的分子机制。

1 资料与方法

1.1 临床资料

所有结直肠癌组织来源于 2013 年 8 月 -2014

年 1月来郑州人民医院就医患者的手术切除标本。

癌变组共 20例，其中，男性 11 例，女性 9 例；年龄

57～73岁，平均（62.2±6.6）岁。所有组织标本经术

后病理学证实为结直肠癌，分别取结直肠癌及对应

肿瘤边缘 2～6 cm处癌旁组织进实验分析。对照组

取同期医院检查的正常 20例人群结直肠黏膜组织，

其中，男性 12例，女性 8 例，年龄 60～72 岁，平均

（63.52±7.53）岁。

1.2 结直肠癌组织以及血浆标本总 RNA提取及逆

转录反应（PT-PCR）

取结直肠癌及对应癌旁组织约 100 mg 组织

后，加入 1 ml的 Trizol（美国 Invitrogen公司）充分匀

浆，将抽提的总 RNA溶于 30μl DEPC水溶液。提

取的总 RNA经紫外分光光度计进行定量分析，并采

用 Femantes逆转录试剂盒进行逆转录，cDNA 产物

-20℃冰箱保存备用。荧光定量 PCR试剂盒购自美

国 Roche公司，本实验使用美国 ABI 公司的 7300

型号 Real-Time PCR 仪器进行扩增，PCR 反应条

件：95℃变性 20 s，然后 60℃ 20 s和 70℃ 1 s进行

40个循环，使用２-ΔΔCt法进行相对定量分析结果。

RT-PCR序列：基质金属蛋白酶 -9（matrix metallo-

protein 9，MMP-9）：正向引物：CGCAGACATCGT-

CATCCAGT，反向引物：GGATTGGCCTTGGAAGAT-

GA；Twist：正向引物：CACGCAGTCGCTGAACGA，反

向引物：GACCTGGTACAGGAAGTCGATGT；GAPDH：

正向引物：AACTGGGACGACATGGAGAA，反向引

物：ATACCCCTCGTAGATGGGCA。

1.3 细胞转染

小鼠大肠癌细胞 CT-26 细胞采用完全 DMEM

培养液培养，待汇合度达到 50%～60%左右。采用脂

质体 Lipofectamin Re 2000（美国 Invitrogen公司）对

小鼠大肠癌细胞 CT-26 细胞中 进行小 RNA

干扰， 的 siRNA 靶向序列为 5'-GGUACAUC-

GACUUCCUGUATT；对照序列为 5'-UCAUAAGUG

AUGCUGGAGCTT[7]。待干扰 48 h后，采用 RT-PCR

技术验证转染效率。

1.4 细胞迁移实验

取对数生长期的结肠癌细胞并调整细胞密度至

2×105～3×105个 /ml，按 0.1 ml/孔加入到 transwell

小室的上层，小室下层加入 l ml的 10%血清的培养

液。培养 24 h时间后，对已迁移至小室下层的细胞

进行计数（×200倍）。

1.5 CCK-8试剂检测细胞增殖

按 CCK-8试剂（上海前尘生物科技有限公司）

说明书进行分析。分别收集未处理组和转染组的

24 h，48 h和 72 h后的 CT-26细胞，加入终浓度为

10%的 CCK-8试剂，于 37℃培养箱中继续孵育 3 h，

然后测定 450 nm的光密度（optical density，OD）值。

1.6 免疫印迹法（Western blot）检测蛋白水平

细胞收取后，加入 1×SDS细胞裂解液，进行

SDS-PAGE 电泳，110 V 电压转膜 100 min，37℃封

闭后，加兔抗人的 MMP-9（美国 Biolegend公司）4℃

孵育过夜后，HRP标记的小鼠抗兔二抗（南京生兴

生物公司）（1∶1 000稀释）37℃孵育 50 min，内参蛋

白选用美国 Sigma公司的抗人β-actin（1∶5 000

稀释），孵育后用 PBS-T洗膜 3次，进行免疫印迹化

学发光（ECL）检测。

1.7 统计学方法

所有数据采用 SPSS 19.0 统计软件进行分析。

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，均通过正态

性检验。两组间比较采用两独立样本 检验，多组间

比较为单因素方差分析＋两两多重比较（LSD- 检

验）。多时点资料的比较则为单因素重复测量方差

分析。 <0.05为差异有统计学意义。
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组别 mRNA 值 值

A：正常组织 1.24±0.41

B：癌旁组织 2.41±0.57 128.590 0.000

C：结直肠癌组织 5.25±1.22

A VS C（ 值，值） 4.547，0.000

B VS C（ 值，值） 11.045，0.000

表 1 结直肠癌及对应癌旁组织中 mRNA

表达水平 （ =20，x±s）

A B C
覮与对照组比较， <0.000

图 1 低表达 对结直肠癌细胞增殖及侵袭的影响
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2 结果

2.1 结直肠癌组织及对应癌旁中 mRNA表

达水平

3组的 mRNA表达水平，整体比较差异有

统计学意义（ =128.590， =0.000）。与正常组织比

较，结直肠癌癌旁组织中 mRNA水平显著增

高，差异有统计学意义（ =4.547， =0.000）；与癌旁

组织比较，结直肠癌组织中 mRNA的表达水

平显著增高，差异有统计学意义（ =11.045， =

0.000），见表 1。

2.2 mRNA 表达与淋巴结转移及 Duckes

分期的关系

所有患者中，无淋巴结转移 8 例（Dukes A/B

期），而具有淋巴结转移 12 例（Dukes C/D 期）。

mRNA的表达水平在 Dukes C/D期组织中的

表达水平为（3.01±0.51），显著高于 Dukes A/B期的

（1.29±0.31），差异具有统计学意义（ =8.505， =

0.000）。

2.3 siRNA干扰 对 CT-26细胞的增殖及侵

袭功能的影响

经 CT-26细胞转染后，3组 siRNA水平，

24 h后 450 nm的 OD值及 5视野的细胞计数整体

比较差异均有统计学意义（ <0.05）。CT-26细胞转

染 siRNA后， mRNA水平与对照组比较

显著降低（ <0.05），见图 1A；CCK-8 法结果显示，

与对照组比较，CT-26细胞干扰 基因 72 h 后

的增殖能力显著降低（ <0.05），见图 1B；进一步

实验结果显示，CT-26 细胞转染 siRNA 后，

transwell 小室下层细胞数量与对照组比较显著减

组别 mRNA
OD450 nm

细胞数
0 h 24 h 48 h 72 h

A：空白组 1.03±0.18 1.12±0.06 1.41±0.11 2.27±0.16 5.92±0.18 34.0±2.6

B：对照组 0.98±0.19 1.14±0.06 1.52±0.17 2.52±0.51 6.18±0.61 32.6±4.6

C：siRNA组 0.35±0.06 1.09±0.05 1.20±0.16 1.83±0.40 3.25±0.41 18.9±1.8

A VS B（LSD- 值，值） 0.588，0.565 0.474，0.642 1.269，0.224 1.148，0.269 1.013，0.327 0.588，0.565

A VS C（LSD- 值，值） 7.579，0.000 1.048，0.311 2.448，0.027 1.932，0.072 10.579，0.000 7.579，0.000

B VS C（LSD- 值，值） 6.991，0.000 1.522，0.149 3.716，0.002 3.081，0.008 11.592，0.000 6.991，0.000

值

值

35.556

0.000

1.213

0.325

7.136

0.007

4.848

0.024

82.439

0.000

35.556

0.000

表 2 低表达 对结直肠癌细胞增殖及侵袭的影响 （ =6，x±s）

注：整体比较为单因素方差分析，两两比较为 LSD检验
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少（ < 0.05），见图 1C。此外，对转染 siRNA

后的CT26细胞的 CCK-8法检测结果，进行多时间

点重复测量分析发现，各时间点间差异有统计学意

义（ <0.05），见表 2。

2.4 CT-26细胞干扰 对 -9的 mRNA

和蛋白表达影响

3组的 9 mRNA表达水平，整体比较差

异有统计学意义（ =39.381， =0.000）。与对照组比

较，干扰 的 CT-26 细胞能显著降低 -9

mRNA 的水平，差异有统计学意义（ =7.365， =

0.000），见表 3，图 2A；并能显著降低 MMP-9 蛋白

的水平，见图 2B。

3 讨论

结直肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一，且

近年来，全世界结直肠癌的发病率和死亡率呈现逐

年上升的趋势[8]。因此，研究结直肠癌发病的细胞学

及分子学机制对其预防和治疗有着极大的临床意

义。 是一种最早在果蝇的受精卵中被发现的基

因，由于果蝇胚胎 基因缺失后的发育呈一种

“扭曲”的现象，表现为原肠胚形成受阻、中胚层发育

障碍而导致胚胎发育的末期死亡，从而将该基因命

名为“ ”[9]。近年来，越来越多的研究认为

基因参与上皮 -间质转变过程中的调控，其在卵巢

癌、胰腺癌等肿瘤细胞发生及其侵袭和转移中均发

挥十分重要的功能[10-12]。然而目前， 在结直肠癌

中的表达水平以及其对结直肠癌细胞的增殖以及侵

袭能力的影响机制尚不完全明了。

本研究发现， 在结直肠癌癌组织以及癌旁

组织中 mRNA水平显著高于正常黏膜组织，且癌组

织中表达更高；此外， 在伴有淋巴结转移的癌

组织中其表达水平高于无淋巴结转移的癌组织，说

明 具有潜在的促进结肠癌的发病以及对结肠

癌的转移有着一定的促进功能。这与 Sasaki等人研

究的在人食管鳞状细胞癌中 高表达，并参与

癌症转移结果一致[5]。为了进一步观察 对结直

肠癌癌细胞的增殖及迁移能力的影响，笔者通过

siRNA 干扰技术对结直肠癌癌细胞系 CT-26 细胞

系低表达 。结果发现，结直肠癌癌细胞 低

表达后，癌细胞的增殖及侵袭能力也相应降低，提示

了 对结肠癌的细胞增殖以及转移具有重要的

促进作用。恶性肿瘤发生浸润转移重要的步骤之一

是肿瘤细胞对基质的降解，而 MMP-9已被证实参

与多种肿瘤的浸润转移[13-15]。为了进一步探讨

影响结直肠癌癌细胞迁移的机制，笔者检测了

siRNA干扰 水平后的 MMP-9的表达，结果发

现 Twist 低表达后能够显著抑制 MMP-9 的表达水

平，从而提示 可能通过促进 MMP-9的表达来

增加癌细胞迁移能力，这与 Li等在人腹膜间皮细胞

中高表达 后可以增加细胞的迁移能力的结果

一致[16]。

综上所述， 可能通过促进 MMP-9 的表达

增加癌症的迁移，其在结直肠癌的发生、发展中发挥

着及其重要的作用。临床中 的检测对结肠癌

的诊断及预后可能具有一定的指导意义。
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