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染色盒同源物 ３ 对人结直肠癌细胞增殖的影响
及其机制研究

张嘉琦，贾佩琦，苏东明

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨染色盒同源物 ３（ＣＢＸ３）在结直肠癌组织和细胞中的表达，及其对结直肠癌细胞增殖能力的影响，并
初步探讨其机制。 　 方法　 运用生物信息学方法对 ＣＢＸ３ 的表达情况、生存期以及共表达网络进行分析。 应用免疫组织化学

染色法检测 ＣＢＸ３ 在结直肠癌组织和配对癌旁组织中的差异表达。 应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 以及结

直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９、ＳＷ６２０ 中 ＣＢＸ３ 的表达水平。 将 ＣＢＸ３ 过表达质粒和特异性小干扰分别转染至 ＨＣＴ１１６ 细胞中，
采用磺酰罗丹明 Ｂ（ＳＲＢ）染色实验和克隆形成实验检测细胞的增殖能力。 应用转录组测序技术检测差异表达基因。 应用

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验对差异基因进行验证。 应用生物信息学方法对差异基因及 ＣＢＸ３ 进行相关性分析。 　 结果　 生

物信息学分析显示 ＣＢＸ３ 在结直肠癌组织中表达高于癌旁组织（Ｐ＜０􀆰 ００１），ＣＢＸ３ 高表达组患者无病生存期低于低表达组

（Ｐ＜０􀆰 ０５），ＣＢＸ３ 对转录组的影响广泛且复杂。 ＣＢＸ３ 在结直肠癌组织中表达高于配对癌旁组织（Ｐ＜０􀆰 ０００１）。 ＣＢＸ３ 在结直

肠癌细胞中表达高于正常结肠上皮细胞（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ＳＲＢ 实验及克隆形成实验证实，过表达 ＣＢＸ３ 增强了 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖

能力，敲低 ＣＢＸ３ 增殖能力降低（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 转录组测序结果显示，敲低 ＣＢＸ３ 后，ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白 ｄｅｌｔａ（ＣＥＢＰＤ）
ｍＲＮＡ 表达升高（Ｐ＜０􀆰 ００１），蛋白表达相应升高（Ｐ＜０􀆰 ０５），且两者存在负性相关（Ｐ＜０􀆰 ００１，Ｒ ＝ －０􀆰 ２）。 　 结论　 ＣＢＸ３ 在结

直肠癌组织及细胞中高表达，能够在体外促进细胞增殖。 ＣＢＸ３ 可能通过抑制 ＣＥＢＰＤ 转录因子的表达来发挥促癌作用。
　 　 ［关键词］ 　 结直肠癌；染色盒同源物 ３；增殖；ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白 ｄｅｌｔａ
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０　 引　 　 言

结直肠癌是胃肠道中常见的恶性肿瘤，在我国

其发病率近年不断上升。 结直肠癌治疗选择多样

且个体化，包括腹腔镜和手术局部切除、术前放疗、
姑息化疗、靶向治疗和免疫治疗等等［１⁃３］。 尽管如

此，其治疗形势仍不乐观。 部分与结直肠癌风险相

关的癌症易感基因已被成功鉴定，但大多数导致发

病的机制仍不清楚，有待进一步研究［４］。 探讨结直

肠癌发生发展的分子机制，寻找可靠的结直肠癌早

期治疗靶点，仍旧是一个热点与难点。
染色盒同源物 ３ （ Ｃｈｒｏｍｅｂｏｘ３， ＣＢＸ３），属于

ＣＢＸ 蛋白家族，是一种异染色质蛋白，又被称为异

染色质蛋白 １γ（ｈｅｔｅｒｏｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ １γ， ＨＰ１γ），
存在于哺乳动物体内。 ＣＢＸ３ 已被证实在肺腺癌、
宫颈癌、乳腺癌、结直肠癌等多种癌症中表达存在

不同程度的上调，特别是结直肠癌中，已有研究证

实 ｍｉＲ⁃３０ａ 靶向 ＣＢＸ３，在小鼠异种移植模型中特异

性地抑制结直肠癌细胞的生长［５］，说明 ＣＢＸ３ 在结

直肠癌发生发展中发挥重要作用，而其可能涉及到

的下游机制还未被完全阐明，有待进一步的研究。
本研究旨在探讨 ＣＢＸ３ 在结直肠癌中的表达，及其

对结直肠癌细胞增殖的影响，并初步研究其下游作

用机制，以期为结直肠癌治疗提供新的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 人正常结肠上皮细胞系（ＮＣＭ４６０）及

人结直肠癌细胞系（ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９、ＳＷ６２０）购自美

国模式培养物集存库（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｔｙｐｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｌｌｅｃ⁃
ｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）公司。 １６ 例结直肠癌患者组织样本及

其配对癌旁组织样本来自南京医科大学附属逸夫

医院病理科，病理诊断均为腺癌。
１􀆰 ２　 研究方法

１􀆰 ２􀆰 １　 生物信息学分析　 利用基因表达谱交互分析

（ＧＥＰＩＡ）数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ􀆰 ｐｋｕ􀆰 ｃｎ ／ ）分析 ＣＢＸ３
在各个类型癌症中癌组织及癌旁组织的表达情况，并
对 ＴＣＧＡ 数据集内 ２７０ 例结直肠癌患者进行生存期

分析，Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线评估 ＣＢＸ３ 表达与结直

肠癌生存结果之间的相关性；利用 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ 数据库

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｏｎｃｏｍｉｎｅ．ｏｒｇ ／ ）分析 ＣＢＸ３ 基因在结直

肠癌中表达差异，阈值的确定依据如下值：Ｐ 值为

０􀆰 ０００１，倍数变化为 ２，各基因排序；利用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ
数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ􀆰 ｌｉｎｋｅｄｏｍｉｃｓ． ｏｒｇ ／ ｌｏｇｉｎ􀆰 ｐｈｐ）筛选

ＣＢＸ３ 相关基因并进行京都基因与基因组百科全书通

路 （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ
Ｐａｔｈｗａｙ，ＫＥＧＧ 通路）富集分析。
１􀆰 ２􀆰 ２　 免疫组织化学染色　 使用链霉菌生物素⁃过
氧化物酶法（ＳＰ 法）对收集的 １６ 例结直肠癌配对标

本进行免疫组织化学染色。 兔抗人 ＣＢＸ３ 抗体购自

英国 Ａｂｃａｍ 公司，鼠兔通用型二抗及浓缩型 ＤＡＢ
购自北京中山金桥公司。 染色结果由 ２ 位病理医师

独立评分并进行统计，根据 ＣＢＸ３ 表达量，阴性 ０
分，弱阳性 １ 分，阳性 ２ 分，强阳性 ３ 分。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞培养　 人正常结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０，
人结肠癌细胞系 ＨＣＴ１１６、ＨＴ２９、ＳＷ６２０，均使用含

１０％胎牛血清的 １６４０ 培养基进行培养。 培养条件

为：９５％ 空气， ５％ 二氧化碳， ３７ ℃，培养箱湿度

７０％～８０％。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达量 　 收取正常

结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 和结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、
ＨＴ２９、ＳＷ６２０ 的细胞总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。
使用 １０％或 １２％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶进行蛋白质电泳，
每孔上样量 ２０ μｇ。 湿转法将蛋白质转到 ＰＶＤＦ 膜

上，室温下 ５％的脱脂奶粉溶液封闭 ２ ｈ。 分别加入

一抗 ４ ℃过夜，次日二抗室温孵育 １ ～ ２ ｈ。 在摇床

上进行以上操作， 每个步骤之间用 ＴＢＳＴ 洗膜

１０ ｍｉｎ×３ 次，最后加 ＥＣＬ 超敏发光液暗室内曝光，
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拍照并进行灰度分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 结直肠癌细胞转染 　 ＣＢＸ３ 过表达质粒购

自南京诺唯赞生物科技有限公司，ＣＢＸ３ 特异性小

干扰购自上海吉玛制药技术有限公司。 用于转染

的质粒载体经 ＤＮＡ Ｍｉｎｉ⁃ｐｒｅｐ（ＱＩＡＧＥＮ 公司，德国）
提取。 按照脂质体核酸转染试剂使用说明书（上海

翊圣生物科技有限公司）将 ＣＢＸ３ 过表达质粒（记
作 ＣＢＸ３⁃ＯＥ 组）、空载质粒（记作 Ｖｅｃｔｏｒ 组），或特

异性小干扰（共三组序列，后续实验使用 ｓｉ⁃１、ｓｉ⁃２
及 ｓｉ⁃３ 混合组进行，记作 ＣＢＸ３⁃ＲＮＡｉ 组）、无义序列

（同记作 Ｖｅｃｔｏｒ 组）转染至 ６ 孔板上培养的结直肠

癌细胞。 ２４ ｈ 后用于增殖实验；４８ ｈ 后收集细胞用

于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞增殖实验　 采用 ＳＲＢ 实验及克隆形成

实验来观察细胞增殖情况。 用含 １０％胎牛血清的

培养基悬浮细胞并计数，在 ９６ 孔板中每孔接种

３０００ 个细胞，完全培养基体积 ２００ μＬ，分别于 ２４ ｈ、
４８ ｈ、７２ ｈ 和 ９６ ｈ 收取细胞进行 ＳＲＢ 染色，检测 ５１５
ｎｍ 波长处吸光值；在六孔板中每孔接种 ３００ ～ ５００
个细胞，培养 １０～ １４ ｄ，肉眼可见细胞克隆时，进行

结晶紫染色后拍照，镜下计数克隆数目。
１􀆰 ２􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 　 ＨＣＴ１１６
细胞转染特异性小干扰及无义序列后，提取 ＲＮＡ，
按照逆转录试剂盒（美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）说明书进行

逆转录，获得 ｃＤＮＡ，存于 － ２０ ℃。 订购 ＣＢＸ３ 及

ＣＥＢＰＤ （ ＣＣＡＡＴ ／ ｅｎｈａｎｃｅｒ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｅｌｔａ，
ＣＣＡＡＴ ／增强子结合蛋白 ｄｅｌｔａ）引物，按照 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
标准体系加样，在实时定量 ＰＣＲ 仪（ＡＢＩ 公司，美
国）上运行程序。 ＣＢＸ３ 及 ＣＥＢＰＤ 相对于 ＧＡＰＤＨ
的表达使用 ２－ΔΔＣｔ法计算和标准化。
１􀆰 ２􀆰 ８　 转录组测序 　 选取 ＨＣＴ１１６ 细胞系，利
用 ｓｉＲＮＡ 敲低 ＣＢＸ３ 表达，对 ＣＢＸ３ 敲低组及其

对照组进行转录组测序。 测序后，对 ２ 组间基因

表达量进行差异分析，筛选出显著差异基因并制

作热图。
１􀆰 ３　 统计学分析　 使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件进行

统计分析。 所有实验均重复 ３ 次，计量资料以均数

±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ 检验，相关基

因筛选采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 生物信息学分析

２􀆰 １􀆰 １　 数据库分析 ＣＢＸ３ 表达及其与生存期关

系　 ＧＥＰＩＡ数据库分析显示，ＣＢＸ３ 在多种癌症中呈

现高表达，尤其在结肠癌与直肠癌中，ＣＢＸ３ 显著高

表达， 见图 １。 在 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ 数据库中， ＣＢＸ３ 的

ｍＲＮＡ 表达水平明显高于正常组织（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 上

述结果提示 ＣＢＸ３ 表达水平在结直肠癌中明显升

高。 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存曲线显示，高表达 ＣＢＸ３ 的患

者无病生存期低于低表达组 （ ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验，Ｐ ＝

０􀆰 ０３４），提示 ＣＢＸ３ 高表达与低生存率相关，见

图 ２。

图 １　 ＧＥＰＩＡ 数据库分析 ＣＢＸ３ 在癌症特别是结直肠癌

中表达水平

图 ２　 ＣＢＸ３ 表达水平与无病生存期关系

２􀆰 １􀆰 ２　 ＣＢＸ３ 共表达网络研究 　 ＫＥＧＧ 通路分析

结果显示，ＣＢＸ３ 相关基因在核糖体、剪接体、蛋白

酶体、ＲＮＡ 运输及降解、错配修复、细胞周期、Ｔｈ１７
细胞分化、Ｔ 细胞受体信号等多种途径富集，表明

ＣＢＸ３ 对转录组的影响广泛且复杂。
２􀆰 ２　 结直肠癌组织及细胞中 ＣＢＸ３ 表达水平　 免

疫组织化学染色结果显示，ＣＢＸ３ 主要定位于细胞
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核中，且在肿瘤组织中的表达明显高于对应癌旁组

织，染色结果进行评分统计，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０００１），见图 ３。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验表明，ＣＢＸ３
在各结直肠癌细胞系中蛋白表达量显著高于正常

结肠上皮细胞系，见图 ４。

图 ３　 免疫组织化学染色检测结直肠癌组织中 ＣＢＸ３ 表达

及评分

∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结直肠癌细胞系中 ＣＢＸ３ 蛋白相

对表达量（ｎ＝３）

２􀆰 ３　 ＣＢＸ３ 对结直肠癌细胞增殖的影响　 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示过表达及敲低效率显著，见图 ５。 ＳＲＢ
实验结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相比，ＣＢＸ３⁃ＯＥ 组细胞

增殖速率明显上升，ＣＢＸ３⁃ＲＮＡｉ 组细胞增殖速率

明显下降；克隆形成实验结果显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组相

比，ＣＢＸ３⁃ＯＥ 组细胞克隆形成数量明显增多，ＣＢＸ３⁃
ＲＮＡｉ 组克隆形成数目明显减少；见图 ６。 以上结果

提示 ＣＢＸ３ 能够促进 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖。

∗Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＣＢＸ３ 过表达或敲低效率（ｎ＝３）

ａ：ＳＲＢ 实验（与 ２４ ｈ 相比）；ｂ：克隆形成实验

∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１、∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ６　 ＳＲＢ 实验及克隆形成实验检测细胞增殖能力（ｎ＝３）

２􀆰 ４　 敲低 ＣＢＸ３ 后对 ＣＥＢＰＤ 表达的影响　 转录

组测序筛选差异基因热图见图 ７ａ，查阅其基因功

能最终选取 ＣＥＢＰＤ、ＡＤＡＭ９、ＮＴ５Ｅ 进行后续实

验。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，敲低 ＣＢＸ３ 后， ＣＥＢＰＤ
ｍＲＮＡ 水平显著升高，见图 ７ｂ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

显示，ＣＥＢＰＤ 蛋白水平也相应升高，见图 ８ａ。 ＧＥ⁃
ＰＩＡ 数据库中 ＣＢＸ３ 与 ＣＥＢＰＤ 相关性分析提示两

者存在负性相关，见图 ８ｂ。 以上结果提示，ＣＢＸ３
的促癌作用可能通过抑制下游 ＣＥＢＰＤ 的表达来

实现。
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ａ：转录组测序差异基因热图；ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测差异基

因表达

∗Ｐ＜０􀆰 ００１
图 ７　 转录组测序筛选差异基因并进行验证（ｎ＝３）

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＥＢＰＤ 蛋白相对表达量； ｂ：
ＣＢＸ３ 与 ＣＥＢＰＤ 相关性分析（ＧＥＰＩＡ）
∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＥＢＰＤ 表达水平（ｎ＝３）

３　 讨　 　 论

ＣＢＸ３ 蛋白属于 ＣＢＸ 蛋白家族，与其结构相

似的还有 ＣＢＸ１ 和 ＣＢＸ５，均属于异染色质蛋白。
已知异染色质蛋白高度保守并参与细胞功能，包
括 ＤＮＡ 复制和修复［６］ 、转录调控［７］ 和 ＲＮＡ 拼

接［８］ 、细 胞 分 化［９⁃１０］ 、 细 胞 周 期 和 细 胞 分 裂 调

控［１１］ 、着丝粒和端粒内环境稳定［１２］ 等。 而不同的

亚型又具有各自独特的功能，本课题重点关注

ＣＢＸ３ 的功能及机制。
前期调研发现，ＣＢＸ３ 与多种癌症相关，例如，

有研究显示 ＣＢＸ３ 的体内敲低减少了 Ｋ⁃ＲａｓＧ１２Ｄ
诱导的肺腺癌的发生，延长了 Ｋ⁃ＲａｓＧ１２Ｄ 诱导的肺

腺癌小鼠的存活期［１３］；有关胰腺癌的研究中发现，
ＣＢＸ３ 的过度表达可以诱导胰腺癌细胞的体外增

殖、无锚定生长、迁移和侵袭等等［１４］。 课题组通过

生物信息学分析，明确了 ＣＢＸ３ 在多种癌症中均呈

现高表达，尤其在结直肠癌中，ＣＢＸ３ 表达显著升高

且与预后相关。 ＫＥＧＧ 通路分析提示，ＣＢＸ３ 可能通

过蛋白酶体、ＲＮＡ 运输及降解、错配修复、细胞周期

等途径影响结直肠癌的发生发展，从而发挥积极的

促癌作用。
后续研究中，利用免疫组织化学染色及 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 实验，确认了 ＣＢＸ３ 在结直肠癌组织中及细胞

中均显著高表达。 通过在结直肠癌细胞中过表达

或敲低 ＣＢＸ３ 证明了 ＣＢＸ３ 能够促进结直肠癌细胞

的体外增殖。 在此基础上进一步进行转录组测序，
以期能够找到 ＣＢＸ３ 促进结直肠癌细胞增殖的下游

分子机制。
通过转录组测序，在敲低 ＣＢＸ３ 后，课题组发现

多个癌症相关因子表达发生改变，其中 ＣＥＢＰＤ 表

达明显升高。 ＣＥＢＰＤ 是一种转录因子，由单个外显

子 ＣＥＢＰＤ 基因编码，能够调控细胞分化、运动、生
长停滞、增殖和死亡等多种生物学过程。 有研究显

示，紫草素对银屑病局部皮损 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ３ 信号通路

有明显抑制作用，并增加 ＣＥＢＰＤ 的表达，从而显著

抑制细胞增殖并诱导凋亡［１５］。 而另有研究证实，
ＣＢＸ３ 敲低可以导致骨肉瘤细胞中 Ｇ０ 和 Ｇ１ 期的凋

亡增加和细胞周期停滞［１６］，提示 ＣＢＸ３ 与细胞凋亡

途径密切相关。 通过 ＧＥＰＩＡ 数据库对 ＣＢＸ３ 和
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ＣＥＢＰＤ 进行相关性分析，发现两者存在负性相关，
因此推测，ＣＢＸ３ 可能通过抑制 ＣＥＢＰＤ 表达从而进

一步抑制细胞凋亡，在结直肠癌中发挥促癌作用。
但两者之间具体的作用机制还未完全明确，有待进

一步研究与完善。
综上所述，本课题组在细胞水平验证了 ＣＢＸ３

能够促进结直肠癌细胞的增殖，并发现这种促进作

用可能是通过抑制 ＣＥＢＰＤ 转录因子的表达而实现

的，从而为基于 ＣＢＸ３ 为靶标的结直肠癌早期诊疗

提供了新思路。
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