
肿瘤防治研究2015年第42卷第12期  Cancer Res Prev Treat,2015,Vol.42,No.12·1198·

doi:10.3971/j.issn.1000-8578.2015.12.006

收稿日期：2014-11-10；修回日期：2015-03-19
作者单位：430014武汉，武汉市中心医院呼吸内科
通信作者：陈智，E-mail: 2297308442@qq.com
作者简介：王雅琴（1977-），女，主管护师，硕士在

读，主要从事肿瘤分子生物学的研究

·基础研究·

载脂蛋白E对结直肠癌细胞侵袭迁移能力的
影响
王雅琴，陈智
Effect of Apolipoprotein E on Invasion and Migration of Colorectal Cancer Cells
WANG Yaqin, CHEN Zhi
Department of Respiratory Medicine, Central Hospital of Wuhan, Wuhan 430014, China
Corresponding Author: CHEN Zhi, E-mail: 2297308442@qq.com

Abstract: Objective  To observe the effect of apolipoprotein E (ApoE) on the invasion and migration 
ability of colorectal cancer (CRC) cells. Methods  The ApoE was over-expressed or silenced by plasmids 
or siRNAs transfection in CRC cell line SW48, and the expression of ApoE was tested by Real-time-qPCR; 
then the effect of ApoE on the invasion and migration ability of SW48 cells was detected by Transwell assay; 
and the effect of ApoE on the expression of matrix metalloproteinase(MMP) family proteins was detected by 
Western blot. Results  RT-PCR test result showed that ApoE mRNA expression in overexpressed ApoE group 
was significantly higher that those in blank control group and negative control group (P=0.008); there was 
significant difference in ApoE mRNA expression between silenced ApoE group and negative control group 
(P=0.013).Transwell invasion assay result showed that cells count in blank control group was (209±17)/field, 
negative control group (228±11)/field, overexpressed ApoE group (67±9)/field, silenced ApoE (428±15)/field, 
compared with negative control group (P<0.05); Transwell migration assay result showed that cells count in 
blank control group was (326±18)/field, negative control group (338±21)/field, overexpressed ApoE group (133
±11)/field, silenced ApoE group (518±13)/field, compared with negative control group (P<0.05). Meantime, 
the overexpression of ApoE could reduce the expression of MMP-2 and MMP-9, and elevate the expression of 
tissue inhibitors of metalloproteinase-2 (TIMP-2); the silenced ApoE could promote the expression of MMP-2 
and MMP-9, and decline the expression of TIMP-2. Conclusion  ApoE could regulate the invasion and 
migration ability of CRC cells, which may be via regulating TIMP-2, MMP-2 and MMP-9 expression.
Key words: Apolipoprotein E (ApoE); Colorectal cancer(CRC); Invasion and migration; Matrix 
metalloproteinase(MMP)
摘  要：目的  观察载脂蛋白E（apolipoprotein E, ApoE）对结直肠癌细胞侵袭迁移能力的影响。方
法  在结直肠癌细胞系SW48中转染ApoE过表达质粒及其特异性siRNA，实时荧光定量PCR（Real time-
qPCR）检测转染ApoE的表达，利用Transwell小室观察ApoE对细胞侵袭迁移能力的影响，通过免疫

印迹检测ApoE对基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase, MMP）家族蛋白表达的影响。结果  RT-
PCR检测结果显示：过表达ApoE组细胞中ApoE mRNA水平显著高于空白对照白组和阴性对照组，差

异有统计学意义（P=0.008），ApoE沉默组中ApoE  mRNA水平与阴性对照组比，差异有统计学意义

（P=0.013）；Transwell侵袭实验结果显示，穿膜细胞数：空白对照组、阴性对照组、过表达ApoE组、

si-ApoE组依次为：（209±17）、（228±11）、（67±9）、（428±15）个/视野，过表达ApoE组和si-ApoE
组与阴性对照组相比，差异有统计学意义（P<0.05）；Transwell迁移实验结果显示，空白对照组（326±
18）个/视野，阴性对照组（338±21）个/视野，过表达ApoE组（133±11）个/视野，与阴性对照组相比，

差异有统计学意义（P<0.05），si-ApoE组（518±13）个/视野与阴性对照组相比，差异有统计学意义

（P<0.05）。同时免疫印迹实验显示，过表达ApoE组细胞中MMP-2及MMP-9的表达下降，组织基质金

属蛋白酶抑制剂2（tissue inhibitors of metalloproteinase-2, TIMP-2）的表达升高，而si-ApoE组MMP-2及
MMP-9表达升高，TIMP-2的表达降低。结论  ApoE可影响结直肠癌细胞的侵袭、迁移能力，并且可能

通过影响TIMP-2、MMP-2及MMP-9
的表达发挥上述功能。
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0  引言
自Warburg效应提出以来，人们对于肿瘤细胞代

谢异常有了更多新的认识。近年来，研究表明肿瘤细

胞在氧充足条件下，仍以糖酵解为主要供能方式，

而且多伴有脂肪代谢的异常，表现为高密度脂蛋白

胆固醇（high density lipoprotein cholesterol, HDL-C）

和甘油三酯（triglyceride, TG）及不同亚型的载脂蛋

白表达紊乱[1-3]。既往研究提示结直肠癌与肥胖及代

谢异常有一定的相关性，但载脂蛋白E（apolipopro-
tein E, ApoE）在结直肠癌中的作用尚不清楚，本研

究拟利用结直肠癌细胞系SW48作为细胞模型，观察

ApoE对于结直肠癌细胞侵袭转移能力的影响。

1  材料与方法
1.1  细胞及试剂

人 结 直 肠 癌 细 胞 系 S W 4 8 购 自 中 科 院 上 海

细胞库；ApoE过表达质粒购自山东维真生物有

限公司，ApoE特异性siRNA由广州锐博生物公

司设计并合成。转染脂质体购自上海汉恒生物

有限公司。Transwell（8 μm孔径）及培养板耗

材等均购自武汉启动子生物有限公司。抗ApoE
抗体（CST, No.13366），抗MMP-2抗体（CST, 
No.3195），抗MMP-9抗体（CST, No.5741），抗

TIMP-2抗体（CST, No.3879）及抗GAPDH抗体

（CST, No.5174）购自上海优宁维生物有限公司。

PCR引物（由北京天一辉远生物有限公司设计并

合成）：ApoE（F：GTTGCTGGTCACATTCCT-
GG，R：GCAGGTAATCCCAAAAGCGAC），

GAPDH （F：CTGGGCTACACTGAGCACC，R：

AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG）。

1.2  细胞培养及转染

SW48细胞培养于含10%胎牛血清的RPMI 
1640培养液中，置于37℃、5%CO2温箱内培养，

用0.25%胰蛋白酶消化常规传代。将SW48传代接

种于无菌6孔板中，细胞贴壁后，换为无血清培养

液置于培养箱中，同时各取250 μl无血清培养液

分别稀释10 μl脂质体及4 μg ApoE过表达质粒或20 
nmol ApoE特异性siRNA，静置10 min后轻柔混匀

再静置10 min后均匀加入细胞上清液中，6 h后换

为完全培养液继续培养48 h行后续实验。

1.3  实验分组

实验分为四组，空白对照组（Blank）、阴性

对照组（Control）、ApoE沉默组（si-ApoE）、过

表达ApoE组（ApoE）。

1.4  实时荧光定量PCR（Real time-qPCR）检测

ApoE表达

检测转染48 h后SW48中ApoE的表达：收集1×
106个/细胞，通过TRIzol一步法提取细胞总RNA，

反转录合成cDNA，应用上述引物行PCR扩增，

ABI7300检测并分析各细胞中ApoE的mRNA水

平，每组实验设3个复孔，实验重复3次。

1.5  Transwell侵袭实验

 收集转染后的各组细胞，重悬于无血清RPMI 
1640培养液，以5×104/孔密度加入到预铺好Matri-
gel胶的Transwell小室上室内，下室加入500 ml完
全培养液，置于37℃、5%CO2的细胞培养箱中培

养24 h后多聚甲醛固定，0.01%结晶紫染色，200倍

光学显微镜下计数穿膜细胞数，随即取5个视野，

取平均值，每组实验设3个复孔，实验重复3次。

1.6  Transwell迁移实验

收集转染后的各组细胞，重悬于无血清RPMI 
1640培养液，以5×104个/孔密度加入到Transwell
小室上室内，下室加入500 ml完全培养液，置于

37℃、5%CO2的细胞培养箱中培养24 h后多聚甲醛

固定，0.01%结晶紫染色，200倍光学显微镜下计

数穿膜细胞数，随即取5个视野，取平均值，每组

实验设3个复孔，实验重复3次。

1.7  免疫印迹（Western blot）实验

收集上述转染后的各组细胞，裂解获取细胞

总蛋白，蛋白样品行聚丙烯酰胺凝胶电泳，PVDF
膜转膜并用脱脂奶粉封闭非特异性结合，然后

依次孵育一抗及二抗，最后用ECL显色液显影检

测细胞中ApoE、MMP-2、MMP-9及TIMP-2的表

达，以GAPDH作为内参，实验重复3次。

1.8  统计学方法

用SPSSl2.0统计学软件进行统计分析。实验

数据以均数±标准差表示，组间比较采用t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  Real time-qPCR检测结直肠癌细胞中ApoE的

表达情况

通过Real time-qPCR检测转染48 h后的SW48中

ApoE的表达，利用GAPDH作为内参，结果提示

转染ApoE过表达质粒可以明显升高细胞中ApoE的

mRNA水平：空白对照组（Blank）中ApoE mRNA
水平为（1.00±0.01）、阴性对照组（Control）
中ApoE mRNA水平为（1.02±0.06），过表达

ApoE组（ApoE）中ApoE mRNA水平为（14.85±
0.18），与阴性对照组相比，差异有统计学意义



肿瘤防治研究2015年第42卷第12期  Cancer Res Prev Treat,2015,Vol.42,No.12·1200·

（P=0.008），而转染ApoE特异性siRNA可以显著

降低细胞中ApoE的mRNA水平，ApoE沉默组（si-
ApoE）中ApoE mRNA水平为（0.12±0.03），与阴

性对照组相比，差异有统计学意义（P=0.013），

见图1。

2.2  ApoE对结直肠癌细胞侵袭能力的影响

Transwell小室检测结果提示，过表达ApoE组

穿膜细胞数为（67±9）个/视野，相比阴性对照组

（228±11）个/视野及空白对照组（209±17）个/视
野显著减少，差异有统计学意义（P=0.022）；而

ApoE沉默组穿膜细胞数为（428±15）个/视野，相

比阴性对照组及空白对照组显著增多，差异有统

计学意义（P=0.017），见图2。

2.3  ApoE对结直肠癌细胞迁移能力的影响

Transwell小室检测结果提示：过表达ApoE组

穿膜细胞数为（133±11）个/视野，相比阴性对照组

（338±21）个/视野及空白对照组（326±18）个/视
野显著减少，差异有统计学意义（P=0.032）；而

ApoE沉默组穿膜细胞数为（518±13）个/视野，相

比阴性对照组及空白对照组显著增多，差异有统

计学意义（P=0.034），见图3。

2.4  ApoE对基质金属蛋白酶家族相关蛋白表达的

影响

Western blot法检测结果发现：过表达ApoE
组MMP-2、MMP-9的表达明显降低（P=0.015
及0.018），TIMP-2的表达增高（P=0.039），

而ApoE沉默组MMP-2、MMP-9的表达明显升

高（P=0.037及0.041），TIMP-2的表达降低

（P=0.014），见图4。

3  讨论
一般认为肿瘤细胞处于高代谢状态，比其他

正常组织细胞具有更强的摄取养分的能力，但研

究表明肿瘤细胞摄取养分后主要以有氧糖酵解作

为主要的能量来源，而且伴有脂类代谢异常，既往

研究表明，某些调控脂代谢的关键分子的表达或

功能异常，可能参与肿瘤的发生发展，如HDL及

TG增高是肿瘤发生发展的独一危险因素，维生素D
受体及过氧化物酶体增殖物激活受体（peroxisome 
proliferator-activated receptor, PPAR）可通过调节脂

质合成促进前列腺癌的增殖，又如脂肪酸、花生四

烯酸、磷脂酸、溶血磷脂酸及鞘氨醇等既是脂代谢

中的代谢产物，又可作为信号通路的激活物或抑制

*: P<0.05, compared with control group

图1  Real-time-qPCR法检测结直肠癌细胞中ApoE的表达
Figure1  ApoE expression in colorectal cancer(CRC) cells 
detected by Real-time-qPCR

A: blank; B: control; C: ApoE; D: si-ApoE

图3  ApoE对结直肠癌细胞迁移能
力的影响
F i g u re 3   E f f e c t  o f  A p o E  o n 
migration ability of CRC cells

A: blank; B: control; C: ApoE; D: si-ApoE

图2  ApoE对结直肠癌细胞侵袭能
力的影响
F i g u re 2   E f f e c t  o f  A p o E  o n 
invasion ability of CRC cells

图4  ApoE对基质金属蛋白酶家族相关蛋白表达的影响
Figure4  Effect of ApoE on expression of MMP family 
proteins
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物参与肿瘤的增殖及生长[4-5]。ApoE作为载脂蛋白

家族的重要成员之一，在脂肪酸及胆固醇代谢中

发挥重要作用，ApoE敲除小鼠往往会出现高脂血

症，并伴有动脉粥样硬化等心脑血管疾病，新近研

究表明ApoE在认知及记忆能力方面也有一定的作

用，ApoE的不同表型可能与乳腺癌、神经系统肿

瘤的预后和发病风险相关[6-8]。近年来随着人们生

活水平的提高及饮食结构的改变，如高糖高脂的摄

入，结直肠癌发病率逐年攀升，而肿瘤晚期多发性

转移是目前治疗中的难点，尚缺乏特异性的高效化

疗药物，因此我们通过体外侵袭迁移实验，希望明

确ApoE对结直肠癌细胞侵袭转移能力的影响。

本实验通过转染ApoE过表达质粒及其特异性

的siRNA，成功干预结直肠癌细胞SW48中ApoE的

表达，通过Transwell小室模拟肿瘤转移必须穿过

血管内皮基底膜，预铺Matrigel胶可以模拟血管内

皮细胞基底膜，从而更加贴近于肿瘤体内转移的

病理学特征。本实验发现，不管是在预铺Matrigel
的侵袭实验，还是在没有Matrigel胶的迁移实验

中，过表达ApoE均可减少结直肠癌细胞系SW48
穿过Transwell的细胞数，即抑制结直肠癌细胞的

侵袭迁移，而沉默ApoE则恰恰相反，可以促进结

直肠癌细胞的侵袭迁移。这些结果提示ApoE可能

在结直肠癌细胞的侵袭迁移等转移的过程中发挥

一定的作用，因此本实验进一步通过免疫印迹实

验探索其中可能的分子机制。基质金属蛋白酶家

族是目前公认的调控肿瘤侵袭转移的关键分子，

不同类型的基质金属蛋白酶表达增高或者活性升

高，抑或TIMP-2等基质金属蛋白酶抑制物的下调

都能促进肿瘤的侵袭转移 [9-10]。我们发现过表达

ApoE可以显著抑制MMP-2及MMP-9的表达，上

调TIMP-2的表达，抑制肿瘤细胞的迁移及侵袭能

力，从而抑制肿瘤的远处转移；而沉默ApoE则相

反可以促进肿瘤细胞对周围组织的侵袭，增加肿

瘤从原发灶脱落，进入血管发生转移，因此推断

ApoE可能通过基质金属蛋白酶家族调控结直肠癌

细胞的侵袭迁移，而既往研究表明ApoE有望作为

肺腺癌转移的分子治疗标志，ApoE的临床表达差

异与胰腺癌的发生相关，而且可以通过调控胆固

醇的代谢平衡参与前列腺癌的侵袭及转移[11-13]，本

研究可能为ApoE等脂代谢分子参与恶性肿瘤的增

殖及转移提出了新的可能机制。

综上所述，本研究发现，在结直肠癌细胞中

过表达ApoE可抑制细胞的侵袭及迁移能力，而沉

默ApoE可促进细胞的侵袭迁移。干预ApoE后基质

金属蛋白酶家族蛋白明显变化，提示ApoE可能通

过基质金属蛋白酶家族蛋白调控结直肠癌的侵袭

转移，在结直肠癌的发生发展发挥重要作用，为

晚期转移性结直肠癌的临床治疗提供了新的药物

靶点及监测指标。
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