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【摘　要】　目的　探讨非染色体结构维持蛋白复合体IG亚基 (NonＧSMCcondensinIcomplexsubunitG,NCAPG)

对大肠癌细胞生长的作用和对增殖凋亡的影响.方法　敲减 NCAPG 的小干扰 RNA (siＧNCAPG)转染人大肠癌细胞株

HCT１１６,Westernblot检测siＧNCAPG对大肠癌细胞中 NCAPG 蛋白表达的影响;通过观察细胞形态、细胞活力评价siＧ
NCAPG对大肠癌细胞生长的影响,并筛选效果最好的序列用于后续实验.通过克隆形成、细胞周期和凋亡、Westernblot
实验评价siＧNCAPG对大肠癌细胞生长、周期和凋亡的影响.结果　siＧNCAPG显著降低大肠癌细胞中 NCAPG的蛋白表达

(P＜０􀆰０５),抑制大肠癌细胞数目和细胞活力 (P＜０􀆰０５),使细胞阻滞在 G２/M 期 (P＜０􀆰０５),并促进细胞凋亡 (P＜
０􀆰０５).敲减 NCAPG降低CyclinB１、CDK１和BclＧ２蛋白表达水平和升高 BAX的蛋白表达水平 (P＜０􀆰０５).结论　敲减

NCAPG通过阻滞细胞在 G２/M 期和促进细胞凋亡,达到抑制大肠癌细胞生长的作用.
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【Abstract】　Objective　 ToinvestigatetheeffectandmechanismofNonＧSMCcondensinIcomplexsubunitG (NCAPG)

onthegrowth,proliferationandapoptosisofcolorectalcancercells(CRC)．Methods　siRNAＧNCAPGwastransfectedintohuＧ
mancolorectalcancercelllineHCT１１６cells．TheeffectofsiＧNCAPGontheexpressionofNCAPGinHCT１１６cellswasdetecＧ
tedbyWesternblot．TheeffectofsiＧNCAPGonthegrowthofHCT１１６cellswasevaluatedbyobservingcellmorphologyand
cellviability,andthebestsequenceswerescreenedforsubsequentexperiments．TheeffectsofsiＧNCAPGonthecellgrowth,

cycleandapoptosisofHCT１１６cellswereevaluatedbyclonalformation,cellcycle,apoptosis,andwesternblot．Results　siＧ
NCAPGsignificantlydecreasedtheexpressionofNCAPGproteinlevel(P＜０􀆰０５),inhibitedthecellnumberandcellviability
(P＜０􀆰０５),inducedcellcyclearrestinG２/M phase(P＜０􀆰０５)andpromotedcellapoptosisinHCT１１６cells(P＜０􀆰０５)．
KnockingdownNCAPGreducedexpressionlevelsofCyclinB１,CDK１andBclＧ２proteinandincreasedexpressionlevelsofBAX
protein．Conclusion　siＧNCAPGsignificantlyinhibitsthegrowthofCRCbyinducingcellcyclearrestatG２/MphaseandpromoＧ
tingcellapoptosis．
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　　癌症是世界范围内的主要公共卫生问题,其危

害重大.２０２０年全球癌症数据显示,大肠癌的发病

率和死亡率在所有肿瘤中分别排第３位和第２位,
其新 增 病 例 和 死 亡 病 例 分 别 超 过 １８０ 万 和 ８６
万[１Ｇ２],防控形势严峻.因此,探讨大肠癌的发病

机制,发现潜在的靶标,对大肠癌的早期诊断、预

后评估具有重要意义.非染色体结构维持蛋白复合

体IG亚基 (NonＧSMCcondensinIcomplexsubunit
G,NCAPG)是集缩素复合体的重要组成单位,负

责染色体的聚缩与稳定[３Ｇ６].研究报道 NCAPG 与
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大肠癌等多种肿瘤生长密切相关[５Ｇ１２],但对大肠癌

细胞增殖和凋亡的影响尚不清楚.因此,本研究拟

通过小干扰 RNA 敲减 NCAPG (siＧNCAPG),探

讨 NCAPG对大肠癌细胞增殖和凋亡的影响.

１　材料与方法

１􀆰１　主要试剂和仪器

McCoy̓s５A 培养液购买于江苏凯基生物技术

有限公司;胎牛血清、０􀆰２５％乙二胺四乙酸 (ethＧ
ylenediaminetetraaceticacid,EDTA)胰酶、二

辛可宁酸 (bicinchoninicacid,BCA)蛋白定量试

剂 盒、FxCylePI/RNase 染 色 液 等 购 买 自 美 国

ThermoFisherScientific公司;AnnexinVＧPI染色

液和甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶 (glyceraldehydeＧ３ＧphosＧ
phatedehydrogenase,GAPDH)抗体购买自中国

Abbkine公司;siRNA购买自广州锐博生物技术有

限公司;结晶紫染色液购买自上海碧云天生物公

司;细胞周期蛋白B１(CyclinB１)抗体、细胞周期

蛋白依赖性激酶 (cyclinＧdependentproteinkinase
１,CDK１)抗体、B淋巴细胞瘤Ｇ２ (BＧcelllymphoＧ
maＧ２,BclＧ２)抗体和BclＧ２相关 X蛋白 (BclＧ２ＧasＧ
sociatedXprotein,BAX)抗体购买自美国CST公

司.二抗 HRP标记的羊抗兔IgG抗体购买自中国

SAB公司.

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　细胞培养　从中国科学院细胞库购买人大

肠癌细胞株 HCT１１６细胞,细胞培养采用１０％胎

牛血清 McCoy̓s５A 培养液,置于含 ３７℃、５％
CO２ 的培养箱中,选择对数生长期的细胞用于后续

实验.

１􀆰２􀆰２　细胞转染　针对 NCAPG 序列设计３个小

干扰 RNA (smallinterferingRNA,siRNA),序

列如下:siＧNCAPGＧ１,GCATTACCTTACAGGAＧ
TTT;siＧNCAPGＧ２,CACAAATGTTGCTGAGTＧ
TA;siＧNCAPGＧ３, GGCCAAGACTTCCCAAGAT.

HCT１１６细胞按１􀆰０×１０５/mL密度接种到６孔板

中,过夜培养后,采用siＧCtrl和siＧNCAPG３个序

列分别转染４８h,通过 Westernblot确定转染效

率,选择合适的序列进行后续实验.

１􀆰２􀆰３　电子显微镜观察大肠癌细胞生长状态　根

据上述方法接板并转染４８h,采用电子显微镜观察

HCT１１６细胞的生长数目和状态.

１􀆰２􀆰４　 蛋 白 免 疫 印 迹 法 检 测 细 胞 中 NCAPG、

CyclinB１、CDK１、Bax、BclＧ２等蛋白表达情况　
根据上述方法接板并转染４８h,将细胞进行消化离

心后进行总蛋白提取.BCA 法测定蛋白浓度和变

性.蛋白样本按相同质量的蛋白量 (５０μg)上样

后进行１０％ SDSＧPAGE电泳 (９０V 电泳３０min,

１１０V电泳６０min),按照蛋白分子量大小进行转

模,将蛋白转移至PVDF膜上,封闭液室温封闭２
h,加入相应的一抗 (１∶１０００)置于４ ℃摇床过

夜.TBST洗涤３次,加入相对应的二抗 HRP标

记的羊抗兔IgG (１∶５０００)室温孵育２h,TBST
洗涤３次,采用BioＧRad凝胶成像系统扫描并进行

蛋白灰度值分析.

１􀆰２􀆰５　CCK８实验检测大肠癌细胞活力　根据上述

方法接板并转染４８h,重新消化细胞,按０􀆰２×
１０５/mL密度接种到９６孔板中继续培养１~５d,加

入１０μL的CCK８溶液,孵育２h后,通过酶标仪

在４５０nm 波长处避光读取各孔的吸光度 (A)值,
根据A 值计算出细胞活力.计算方法:以第１天A
值为１,分别计算不同时间点细胞的相对活力.

１􀆰２􀆰６　集落形成检测大肠癌细胞存活能力　根据

上述方法接板并转染４８h,重新消化细胞,按５００
个/孔接种到１２孔培养板中继续培养,每２~３d进

行换液,连续培养１０~１４d,PBS清洗１次,４％
多聚甲醛室温固定２０min,PBS清洗３次,结晶紫

染色液室温染色１５min,PBS清洗干净后采用照相

机常规拍照,计算各组细胞形成集落的数量,以对

照组细胞存活率为１００％计算其他各组细胞的存

活率.

１􀆰２􀆰７　流式细胞周期检测大肠癌细胞周期改变　
根据上述方法接板并转染４８h,消化细胞,经７０％
冰乙醇过夜固定,清洗细胞后,加入０􀆰４ mL 的

FxCyclePI/RNase染色液中室温避光孵育３０min,
采用流式细胞仪进行检测并根据结果分析细胞的周

期分布.

１􀆰２􀆰８　AnnexinＧV/PI染色检测大肠癌细胞凋亡　
根据上述方法接板并转染４８h,消化细胞,加入

１００μL 的１ ×BindingBuffer后混匀,分别加入

５μL的 AnnexinVＧAbFlourTM６４７和２μL的PI染

色液充分混匀,置于３７℃避光反应１５min,加入

４００μL１× BindingBuffer混匀,染色后３０min内

采用流式细胞仪检测细胞凋亡的情况.

１􀆰３　数据分析与统计

使用SPSS２６􀆰０软件 (SPSS/PC＋)进行数据

统计分析.采用 Graphpadprism５􀆰０版进行数据作

图.两组间均数采用独立样本t检验,３组及３组

以上均数采用单因素方差分析,两两比较采用LSD
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检验.检验水准α＝０􀆰０５.

２　结果

２􀆰１　敲减NCAPG对 HCT１１６细胞中NCAPG蛋白

表达的影响

　　为了研究 NCAPG 对大肠癌细胞生长的影响,
通过设计siＧRNA 并转染大肠癌 HCT１１６细胞,通

过 Westernblot验证siＧNCAPG的敲减效果.如图

１所示,与siＧCtrl组相比,siＧNCAPG３个序列均

能显著降低 HCT１１６细胞中的蛋白表达,尤其是第

二和第三序列 (P＜０􀆰０５).

　　注:①与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图１　敲减NCAPG对大肠癌细胞HCT１１６蛋白

表达水平的影响

２􀆰２　敲减NCAPG对HCT１１６细胞形态的影响

如图２所示,在大肠癌细胞 HCT１１６中,与

siＧCtrl组相比,可以看出３个序列siＧNCAPG组细

胞数目有所减少,死细胞较多,可见敲减 NCAPG
能够抑制大肠癌细胞的生长.

２􀆰３　敲减NCAPG对HCT１１６细胞活力的影响

进一步通过CCK８法检测敲减 NCAPG对大肠

癌细胞活力的影响.如图３所示,与siＧCtrl组相

比,除了第４天siＧNCAPGＧ１之外,其他第２~５天

敲减 NCAPG的３个序列都能够显著降低 HCT１１６
细胞的 细 胞 活 力,差 异 具 有 统 计 学 意 义 (P ＜
０􀆰０５).介于第二序列敲减效果最明显,且对细胞

活力的影响显著,后期选用第二序列进行下列相关

实验.

图２　敲减NCAPG对HCT１１６细胞数量的影响 (２００× )

　　注:①②③分别指siＧNCAPGＧ１、siＧNCAPGＧ２、siＧ

NCAPGＧ３与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图３　CCKＧ８检测敲减NCAPG对HCT１１６
细胞活力的影响

２􀆰４　敲减NCAPG对HCT１１６集落形成能力的影响

如图 ４ 所 示,敲 减 NCAPG 能 够 显 著 降 低

HCT１１６细胞的集落形成数目,抑制大肠癌细胞

HCT１１６的存活能力 (t＝７􀆰７３８,P＜０􀆰０５).

注:①与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图４　集落形成实验检测敲减NCAPG对HCT１１６细胞存活能力的影响
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２􀆰５　敲减NCAPG对HCT１１６细胞周期的影响

如图５所示,与siＧCtrl组相比,敲减 NCAPG
后在 G２/M 期的细胞比例明显增加,而在 S期的

细胞比例下降.由此可见,敲减 NCAPG后将细胞

阻 滞 在 G２/M 期 (t＝９􀆰２５７,P ＜０􀆰０５;t＝
－１６􀆰６４４,P＜０􀆰０５).

２􀆰６　敲减NCAPG对HCT１１６细胞凋亡的影响

进一步通过 AnnexinV/PI和流式细胞仪检测

敲减 NCAPG对大肠癌细胞凋亡的影响.如图６所

示,与siＧCtrl组细胞相比,敲减 NCAPG后凋亡细

胞比例增加 (t＝－３􀆰２２２,P＜０􀆰０５).

２􀆰７　 敲减 NCAPG 对 HCT１１６ 细 胞 CyclinB１、

CDK１、Bax、BclＧ２蛋白表达的影响

　　进一步采用蛋白免疫印迹法方法检测细胞周期

和凋亡相关蛋白CyclinB１、CDK１、Bax、BclＧ２的

表达.如图７所示,与siＧCtrl对照组相比,敲减

NCAPG使 CyclinB１、CDK１和 BclＧ２蛋白表达降

低,BAX蛋白表达增高 (P ＜０􀆰０５).提示敲减

NCAPG通过调控 CyclinB１和 CDK１蛋白的表达

阻滞大肠癌细胞周期,调控BAX和BclＧ２蛋白的表

达,从而诱导大肠癌细胞凋亡.

　　注:①与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图５　流式细胞术检测敲减NCAPG对HCT１１６大肠癌细胞周期的影响

　　注:①与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图６　流式细胞术检测敲减NCAPG对HCT１１６细胞凋亡的影响

　　注:①与siＧCtrl细胞相比,P＜０􀆰０５.

图７　免疫印迹法检测敲减NCAPG对HCT１１６细胞CyclinB１、CDK１、Bax、BclＧ２蛋白表达的影响

３　讨论

大肠癌发病机制复杂,目前尚未完全阐明.因

此,寻找新的相关靶基因对于深入阐明大肠癌的发

病机制及诊断、预防和治疗均有重要意义.现有研
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究证明:NCAPG与多种肿瘤的生长密切相关,其

在多种肿瘤组织的表达均高于正常组织,并与肿瘤

患者的生存期和不良预后呈正相关[３Ｇ６].SUN 等[５]

发现 NCAPG 过表达与胃癌多种临床病理特征相

关,NCAPG的表达下调可抑制胃癌细胞的增殖、
迁移和侵袭,提示 NCPAG敲除后与细胞周期和上

皮 间 质 过 渡 相 关 分 子 的 失 调.SUN 等[６]发 现

NCAPG促进 NSCLC发生和进展的功能与非小细

胞肺癌 (NSCLC)密切相关,LGALS１在 NSCLC
中也上调,可能与 NCAPG 直接相互作用.GUO
等[７]发现 NCAPG 表达水平与低甲基化状态相关,
并与肿瘤免疫细胞浸润和免疫细胞相关生物标志物

表达呈正相关,提示 NCAPG高表达与肝细胞癌血

管侵犯患者预后不良有关.史艳龙等人[１１]发现

NCAPG在大肠癌组织中呈阳性表达,与肿瘤的分

化程度、淋巴结转移和血管侵犯相关,可能通过与

βＧcatenin结合激活 Wnt/βＧcatenin信号通路,进而

调控大肠癌的转移,提示 NCAPG对大肠癌的发生

发展具有重要的调控作用.本研究在此基础上通过

转染敲减 NCAPG 基因 (siＧNCAPG)进行相关细

胞生物学实验,结果发现敲减 NCAPG可以显著抑

制 HCT１１６细胞数量、细胞活力和细胞克隆球形成

的能力,从而抑制细胞生长,为大肠癌的发病机制

提供基础理论研究依据.
近年来的研究发现,肿瘤的发生发展与细胞周

期的进程密切相关,通过改变细胞周期的进展从而

对肿瘤细胞的增殖与浸润产生影响[１３].NCAPG被

证实参与细胞周期、有丝分裂及前中期染色体聚

缩,其生理功能确保细胞分裂过程中姐妹染色单体

的分离,保持染色体重 装 为 棒 状 有 丝 分 裂 染 色

体[１４].为此,进一步探讨 NCAPG 对 HCT１１６细

胞周期的调控作用,结果发现敲减 NCAPG可降低

HCT１１６细胞中CyclinB１和CDK１蛋白表达水平,
从而阻滞大肠癌细胞从G２ 期向 M 期的转变[１５],这

可能是导致大肠癌细胞周期改变的关键因素.
细胞凋亡对维持组织器官的正常形态和功能起

重要作用,其中BclＧ２和Bax是最有代表性的抑制

凋亡和促进凋亡基因,可调控肿瘤细胞的凋亡[１６].
本研究也进一步证实敲减 NCAPG降低 HCT１１６细

胞中BclＧ２蛋白表达水平,促进Bax蛋白表达水平,
从而促进大肠癌细胞凋亡.然而,NCAPG 如何调

控细胞凋亡,其涉及的相关机制通路可能是未来研

究的另一个新方向.大肠癌发病机制复杂,本论文

仅使用人大肠癌细胞株 HCT１１６细胞进行相关实验

研究,缺少使用其他细胞株进行的相关实验研究,
在后续的研究中可以通过体内、组学分析等实验手

段深入探讨 NCAPG调控大肠癌细胞的机制.
综上所述,敲减 NCAPG通过诱导大肠癌细胞

周期于 G２/M 期阻滞和促进细胞凋亡,抑制大肠癌

细胞的生长,为 NCAPG调控大肠癌的发病机制提

供新思路.
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基于PI３K/Akt通路探讨氟尿嘧啶对大鼠软骨细胞凋亡的影响
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【摘　要】　目的　以PI３K/Akt信号通路为切入点,探讨氟尿嘧啶抑制膝骨关节炎模型大鼠软骨细胞凋亡的作用机

制.方法　将３６只雄性SD大鼠随机分为空白对照组、模型对照组和氟尿嘧啶治疗组,采用改良 Hulth法制备膝骨关节炎模

型,术后６周空白对照组和模型对照组于膝关节腔内注射生理盐水,氟尿嘧啶治疗组按２mg/kg重组氟尿嘧啶注射液关节腔

内注射,持续干预１５d后取材;番红 固绿染色观察软骨组织结构变化,ABＧPAS染色观察软骨基质黏蛋白分布变化,RealＧ
timePCR和 Westernblot分别检测软骨组织PI３K、pＧPI３K、Akt、pＧAkt、BclＧ２和 BaxmRNA 和蛋白的表达水平.结果　
模型对照组软骨４层结构紊乱,可见软骨缺失和软骨细胞凋亡,基质浅染甚至失染,酸性黏蛋白分布缩小和中性黏蛋白分布

扩大,潮线不清;pＧPI３K、pＧAkt、BclＧ２mRNA和蛋白表达水平均明显降低 (P＜０􀆰０１),BaxmRNA和蛋白表达明显升高

(P＜０􀆰０１).与模型对照组相比,氟尿嘧啶治疗组软骨结构较规则,未见明显软骨缺失和细胞凋亡,基质染色较深,酸性黏

蛋白分布扩大和中性黏蛋白分布缩小,潮线可见;pＧPI３K、pＧAkt、BclＧ２mRNA 和蛋白表达水平均明显升高 (P＜０􀆰０１),

BaxmRNA和蛋白表达明显降低 (P＜０􀆰０１).结论　关节腔内注射氟尿嘧啶可调控 PI３K/Akt信号通路,抑制软骨细胞凋

亡和基质降解,延缓关节软骨退变的病理进程.
【关键词】膝骨关节炎;氟尿嘧啶;细胞凋亡;PI３K/Akt信号通路
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Effectoffluorouracilon chondrocyteapoptosisin ratbased on PI３K/Akt
signalingpathway
ZHENGShixiong,LINYu,LIUHeliang,WEIYanzhen
DepartmentofOrthopedics,FuzhouSecondGeneralHospital,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　Toexplorethemechanismoffluorouracilinhibitingchondrocyteapoptosisinkneeosteoarthritis
ratsbasedonPI３K/Aktsignalingpathway．Methods　ThirtysixmaleSDratswererandomlydividedintoblankcontrolgroup,

modelcontrolgroupandfluorouracilgroup．KneeosteoarthritismodelwasestablishedbymodifiedHulth̓stechnique．Sixweeks
aftersurgery,theblankcontrolgroupandthemodelcontrolgroupwereinjectedwithphysiologicalsalineintothekneejointcavＧ
ity,thefluorouraciltreatmentgroupwereinjectedwith２mg/kgfluorouracilintothekneejointcavity,for１５days．ThechanＧ
gesofcartilagetissuestructurewereobservedbysafraninＧfastgreenstaining．ThedistributionofcartilagematrixmucinwasobＧ
servedbyABＧPASstaining．TheexpressionlevelsofPI３K,pＧPI３K,Akt,pＧAkt,BclＧ２andBaxmRNAandproteinincartiＧ
lagetissueweredetectedbyrealＧtimePCRandwesternblot,respectively．Results　Inthemodelcontrolgroup,thefourlayers
ofcartilageweredisordered,cartilagelossandchondrocyteapoptosiswereobserved,thematrixwaslightlystainedoreven
lost,thedistributionofacidmucinwasreducedandthedistributionofneutralmucinwasexpanded,andthetidelinewasunＧ
clear．ThemRNAandproteinexpressionlevelsofpＧPI３K,pＧAktandBclＧ２decreasedsignificantly (P ＜０􀆰０１),andthe
mRNAandproteinexpressionlevelsofBaxsignificantlyincreased (P＜０􀆰０１)．Comparedwiththemodelcontrolgroup,inthe
fluorouraciltreatmentgroupthecartilagestructurewasmoreregular,nosignificantcartilagelossandapoptosiswereobserved,
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