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过表达上皮膜蛋白 1对结直肠癌 SW-480细胞生物学行为的影响及其可能 

的机制 

孙国贵 ，5,1青 ，杨从容 ，张钧 (1．唐山市人民医院放化疗科，河北唐山063000；2．河北医科大学第四医院放疗 

科 ，河北 石家庄050017) 

[摘 要] 目的 ：探讨上皮膜蛋白1(epithelial membrane protejn一1，EMP1)在人结直肠癌(colorectal carcinoma，CRC)组织中的 

表达水平及其过表达对 CRC SW-480细胞增殖、凋亡和侵袭的影响。方 法 ：免疫组织化学、Western blotting方法检测 63例 

CRC组织及3l例癌旁组织中EMP1的表达水平，分析 EMP1表达与CRC临床病理参数的关系。慢病毒介导将 pLenti6一EMP1 

质粒转染 SW-480细胞 ，建立 EMP1过表达细胞，转染 plenti6／V5一DEST空白质粒为对照。Real—time PCR及 Western blotting检 

测转染后 SW-480细胞株中EMP1的表达，MTT、流式细胞术及 Transwell实验分别检测 EMP1过表达对 SW-480细胞增殖、凋 

亡及侵袭能力的影响。结果 ：EMP1蛋 白在人 CRC组织的表达显著低于癌旁组织(0．257±0．022 vs 0．863±0．086，P< 

0．05)，并且其表达水平在不同T分期、有无淋巴结转移、临床分期以及组织分级组间表达有显著差异(P<0．05)，而与患者年 

龄、性别、肿瘤部位无关(P>0．05)。成功构建EMP1过表达的 LeEMP1细胞。与LeEmpty细胞相比，LeEMP1细胞的增殖能力 

显著下降[(60．94±4．04)％ vs(100．00±0．00)％，尸<0．05]，凋亡率显著升高[(12．10±1．30)％ys(3．10±0．60)％，P< 

0．05]、侵袭转移能力显著降低[穿膜细胞数：(87．00±12．00)us(178．00±21．00)个，P<0．05]。LeEMP1细胞 Caspase一9表 

达显著高于 LeEmpty细胞(0．764±0．073 vs 0．231±0．029，P<0．05)，VEGFC表达显著降低(0．185±0．022 vs 0．663-i-0．065， 

P<0．05)。结论 ：人 CRC组织中EMP1蛋白表达明显减低，过表达 EMP1能够抑制 CRC SW-480细胞的恶性生物学行为，其 

可能通过调控 Caspase-9和 VEGFC的表达来发挥作用。 
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Putative role of epithelial membrane protein-1 in the pathogenesis of colorectal 

carcinoma 

Sun Guogui ，Liu Qing。，Yang Congrong ，Zhang Jun (1．Department of Chemoradiotherapy，Tangshan People’s Hospi— 

tal，Tangshan 063000，Hebei，China；2．Department of Radiotherapy，Hebei Medical University Affiliated Fourth Hospi— 

tal，Shijiazhuang 050017，Hebei，China) 

[Abstract] Objective：To elucidate the putative involvement of epithelial membrane protein一1(EMP1)in the patho— 

genesis of colorectal carcinoma(CRC)．Methods：Tumor(n=63)and peri—tumor(n=3 1)tissue specimens were col— 

lected from 63 patients with CRC．EMP1 protein content in these specimens was assessed by immunohistochemistry and 

Western blotting．The relationship between EMP1 protein content in the tumor tissue and the pathologic grade of the le— 

sions was analyzed．To further evaluate the putative role for EMP1 in the development of CRC，we also performed analysis 

in vitro．To this end，CRC SW-480 cells were transfeeted with an EMP!lentiviral vector pLenti6一EMP1 or a control vector 

plenti6／V5-DEST．EMP1 mRNA abundance and protein content in transfected cells were determined by quantitative rea1． 

time PCR and Western blotting respectively．Effects of EMP1 overexpression on the proliferation，apoptosis and invasion of 

SW-480 cells were evaluated by methyl thiazolyl tetrazoliun(MTT)assay，flow cytometry(FCM)and transwell invasion 

assays，respectively．Results：EMP1 protein content was significantly lower in CRC tissue than in peritumor tissues f P< 
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0．05)．The level of EMP1 protein was not correlated with gender，age，and tumor location(P>0．05)but was positively 

correlated with lymph node metastasis，clinic stage and histological grade of the lesions(P<0．05)．Compared with SW． 

480 cells transfected with the contro1 vector，SW-480 cells overexpressing EMP1 had a lower survival fraction(『60．94± 

4．04]％ YS[100．O0 4-0．O0]％，JP<0．05)，a higher cell apoptosis rate([12．10±1．30]％ [3．10±0．60]％，P< 

0．05)，a decreased invasive capacity([178．00±21．00]VS[87．O0±12．00]，P<0．05)，higher caspase-9 protein 

content(0．764±0．073 US 0．231士0．029，P<0．05)and lower VEGFC protein content(0．663±0．065 0．185± 

0．022，P<0．05)．Conclusion：EMP1 protein content is significantly lower in the CRC tissue than in the non．CRC tis． 

sue．Overexpression of EMP1 in CRC cells in vitro results in a significant inhibition of invasive activity through regulating 

the expression of caspase-9 and VEGF—C．These findings suggest that EMP1 is involved in the pathogenesis of colorectal 

carcinoma． 
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结直肠癌(colorectal carcinoma，CRC)是消化系 

统较常见的恶性肿瘤之一，目前其主要治疗手段为 

手术治疗，而生物学治疗手段急需提高疗效。因此 

分析CRC的生物学特性，探索其发病病因与治疗 

的新途径成为临床关注的问题。近年研究发现，上 

皮膜蛋白(epithelial membrane protein一1，EMP1)在食 

管癌等肿瘤中表现出的生物学和遗传学特征具有肿 

瘤抑癌基因的特性 。J，由此推测 EMP1在肿瘤的 

形成和发 展 中具 有重要 作用 。本研究 探讨 

EMP1在人 CRC组织 中的表达情况，并通过改变 

EMP1表达含量的方法来分析其对 CRC细胞生物学 

行为的影响，以期为 CRC的发病病因与临床治疗找 

到新的基因靶点。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

收集唐山市人民医院、河北医科大学第四人民 

医院2008年 1月至 12月间手术切除的 63例新鲜 

CRC组织标本，并收集 31例距肿瘤边缘 2 cm以上 

(镜下未见癌浸润)的癌旁组织作为对照。其中男 

性 37例，女性 26例；中位年龄 54岁(31—78岁)， 

≤60岁者 46例，>60岁者 17例；肿瘤部位位于直 

肠者 28例，结肠者 35例；根据 2002年美国肿瘤研 

究联合会直肠癌 TNM分期标准，其中肿瘤直径 T1 

+ 者 27例，，I3+T4者 36例；淋巴结转移中N0 

者 28例，N+者 35例；临床分期 I+Ⅱ期 25例，Ⅲ 

+Ⅳ期 38例；组织分级 I级者 20例，Ⅱ～Ⅲ级者 

43例。所有患者术前均未经放、化疗，标本均为术 

后立即取材，于液氮中保存，供免疫组织化学及 

Western blotting检测。 

1．2 主要试剂 

EMP1、VEGFC兔抗人多克隆抗体和 Caspase一9 

兔抗人单克隆抗体均购 自Abcam公司，B—actin鼠抗 

人单克隆抗体购自Santa Cruz公司。免疫组织化学 

试剂盒购 自北京中杉金桥生物技术公司。pMD一18T 

质粒购自TaKaRa公司。pDONR221、线性 attB表达 

克隆、慢 病 毒 plenti6／V5-DEST表 达 质粒、Lipo— 

fectamine 2000均 购 自 Invitrogen公 司。TRIzol 

RNA提取试剂盒购 自索莱宝公司，SuperScript@11 

逆转录试剂盒购自Invitrogen公司。 

1．3 免疫组织化学染色检测 EMP1在 CRC组织中 

的袁达 

将4 m石蜡切片脱蜡至水，3％过氧化氢处理 

10 min，阻断内源性过氧化物酶，胰酶修复20 rain， 

10％山羊血清室温封闭 20 min，加入 EMP1抗体 

(1：100)后置于湿盒中，4℃过夜，滴加二抗、三抗， 

置湿盒内于室温下孵育各 20 min，DAB显色，苏木 

精复染 ，常规脱水，封片 。显微镜下计数细胞，每 

张切片上随机选择 5个视野，每个标本计数 3张切 

片。EMP1表达以细胞阳性百分率及细胞染色强度 

得分之和进行判定。细胞阳性百分率分为 4个等 

级：<5％计0分，5％ ～25％计 1分，26％ ～50％计2 

分，>50％计 3分；细胞染色强度评分标准：无染色 

记0分，弱染色 (浅黄色)计 1分，中等染色(黄褐 

色)计 2分，强染色(棕黄色)计 3分。两项评分相 

加：0分为阴性(一)，1～6为阳性[包括 1～2分为弱 

阳性(+)，3～4分为中等阳性(++)，5—6分为强阳 

性(卅)]。以PBS替代一抗作为阴性对照。 

1．4 Western blotting检测 EMP1在 CRC组织中的 

表达 

提取 CRC组织及 SW-480细胞总蛋 白 ，用 

BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度，按每孔上样量 

50 g进行 SDS．PAGE，稳压冰浴电转至硝酸纤维素 

膜上，5％脱脂牛奶封闭2 h，加人一抗孵育4℃过夜 
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(EMP1抗体 1：1 000，MMP-9抗体 1：1 000；13-actin 

抗体 1：5 000)，加入兔抗人红外荧光标记的二抗 

(1：20 000)。Odyssey双色红外荧光扫描系统检测 

各条带光密度 (D)值。EMP1相对表达量 = 

DEMP1／DGAPDH。实验重复 3次。分析 EMP1表 

达与 CRC临床病理参数的关系。 

1．5 慢病毒介导pLenti6．EMP1转染SW-480细胞 

SW-480细胞常规培养于直径 10 em的培养皿 

中，细胞密度达到 60％ ～70％时进行实验。设 3 

孔，分别加入 1 ml pLenti6一EMP1和plenti6／V5一DEST 

病毒液，继续培养24 h，更换培养基后加入抗生素杀 

稻瘟素(5 g／m1)进行筛选。10 d后挑取克隆接种 

到24孑L板中，细胞长满后细胞扩大培养，筛选 出 

pLenti6／SW-480、pLenti6-EMP1／SW-480细胞稳定 

转染株，分别命名为LeEmpty细胞、LeEMP1细胞。 

1．6 Real—time PCR检测 EMP1在 LeEmpt、LeEMP1 

细胞中的表达 

按 TRIzol试剂说明书提取 LeEmpty细胞、Le— 

EMP1细胞中总 RNA，按逆转录试剂盒说明将其逆 

转录成 cDNA，以 cDNA为模板行 PCR扩增 J。 

EMP1基因上游引物为 5 ．CCCTCCTGGTCTTCGT． 

GT一3 ，下游 引物为 5 -AATAGCCGTGGTGATA-3 ； 

13-actin为 内参照，上游引物为 5 一ATCGTCCACCG． 

CAAATGCTYCTA-3 ，下游 引 物 为 5 -AGCCATGC— 

CAAT CTCATCTTGTF--3。PCR反应条件：预变性 

95 cC 3 min；变性95。c 60 S，退火95 oc 15 S，延伸 

6O℃ 60 s，35个循环。按照 2-AACT相对定量计算公 

式，计算出各样品的目的基因相对定量结果，即F= 

(待测组 目的基因平均 cT值 一待i贝0组管家基因平 

均CT值)一(对照组目的基因平均 CT值 一对照组 

管家基因平均 CT值)。实验重复3次。 

1．7 MTY法检测过表达 EMP1对 Sw480细胞增 

殖的影响 

取接种密度 70％ ～80％ LeEmpty细胞、Le— 

EMP1细胞，按 5 000爪／孔接种于96孔培养板内， 

每孔接种 200 l。分别于 24、48、72、96 h分别终止 

培养。终止培养前4 h，加入 5 mg／ml MTF溶液 2O 

l，继续培养 4 h，除去每孑L中培养基，加入DMSO 

200 l／孔，振荡至结晶溶锯 。全自动酶标仪检 

测各孔光密度(D)值，检测波长490 nm，参考波长 

620 nm。肿瘤细胞存活率(％)=实验组 D／对照组 

D×100％。实验重复3次。 

1．8 流式细胞术检测过表达EMP1对SW-480细胞 

凋亡的影响 

取接种密度 70％ ～80％ LeEmpty细胞、Le． 

EMP1细胞，消化、收集细胞，用4℃预冷的PBS洗2 

次，加入 1 ml结合缓冲液重悬细胞，使其密度为 

1×10 ／ml，取 100 Izl的细胞悬液加入 5 m1流式管 

中，每管加入 lO 1 PI，避光放置 15 min，流式细胞 

仪检测凋亡率。实验重复3次。 

1．9 Transwell实验检测过表达EMP1对Sw一480细 

胞侵袭能力的影响 

聚碳酸脂微孔滤膜上铺 Matrigel凝胶 (8．4 

g／L)50 Ixl，LeEmpty细胞、LeEMP1细胞均以无血清 

培养基制成 1×10。个／ml的细胞悬液，各取 100 ill 

细胞悬液加入上室，下室加入 800 l 10％ 1640完 

全培养基。12 h后用棉签刮除滤膜上室面的细胞， 

侵袭并黏附至下室面的细胞以4％多聚甲醛固定， 

0．1％结晶紫染色20 min。每张膜中央部分和周围 

部分各随机取5个视野，计数每个视野内穿过8 m 

微孔的细胞数，以每个视野的平均数表示肿瘤细胞 

的侵袭能力 。实验重复3次。 

1．10 统计学处理 

采用SPSS16．0统计软件分析，计量数据以 ±s 

表示。临床组织样本之间率的比较采用 检验， 

EMP1蛋 白表 达 量 的 比较 采 用 采 用 One—Way 

ANOVA分析；LeEmpty细胞、LeEMP1细胞之间比较 

采用采用Independent-Samples 或 One—Way ANOVA 

检验。以P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 EMP1在 CRC组织中的表达 

免疫组织化学检测结果(图 1，表1)显示，EMP1 

主要定位于细胞质，其在 CRC组织、癌旁组织的阳 

性 表达 率分 别 为 39．7％ (25／63)及 90．3％ 

(28／31)，两组之 间差异具有统计学 意义 (P< 

0．05)。Western blotting检测结 果 (图 2)显示， 

EMP1蛋白在CRC组织的表达量显著低于癌旁组织 

(0．257±0．022 0．863±0．086，P<0．05)。 

2．2 EMP1与 CRC临床病理参数的关系 

临床因素分析结果 (表 2)表明，EMP1蛋白在 

CRC T分期、有无淋巴结转移、临床分期及组织分级 

中的表达差异具有统计学意义(P<0．05)，而在不 

同性别、年龄及肿瘤部位的 CRC患者中的表达水平 

无明显差异(P>0．05，表2)。 

2．3 稳定转染pLenti6．EMP1的SW．-480C细胞过表 

达 EMP1 mRNA与蛋 白 

Real—time PCR检测结果显示，EMP1 mRNA在 

LeEmpty细胞中的相对表达量显著低于 LeEMP1细 

胞(0．305±0．028 0．729±0．066，P<0．05)。 
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Western blotting检测结果(图3)显示，LeEmpty细胞 

中EMP1蛋白相对表达量显著低于 LeEMP1细胞 

(0．213±0．018 5 0．631±0．060，P<0．05)。 

CRC tissue 

Tumor-adjacent 
tissue 

xl0O x400 

图1 免疫组织化学检测EMP1在 CRC组织及 

癌旁组织中的表达 

Fig．1 Expression of EMP1 in colorectal cancer tissues 

and in tumor-adjacent tissues by immunohistochemistry 

表 1 EMP1在 CRC组织及癌旁组织中的表达(n) 

Tab．1 Expression of EM P1 in colorectal cancer 

tissues and in tumor_adjacent tissues(n) 

Tumor-adjacnttissues Colorcctal c~Jiccl"fiss~s 

— EMP1 

4 actin 

图2 Western blotting检测 EMP1在 CRC 

组织及癌旁组织中的表达 

Fig．2 Expression of EMP1 in colorectal cancer tissues 

and in tumor-aajacent tissues by Western blotting 

2．4 EMP1过表达抑制 SW-480细胞的增殖 

MTF检测结果(图4)显示，细胞接种培养 24 h 

时 LeEMP1细胞的存活率为(60．94±4．04)％，显著 

低于 LeEmpty细胞 的 (100．O0±0．O0)％ (P< 

0．05)，并且随培养时间延长，差异逐渐增大。 

表 2 EMP1表达与 CRC临床病理参数的关系(n) 

Tab．2 Relation between EMP1 expression and 

clinic characteristics in CRC tissues( ) 

图3 Western blotting检测 EMP1在 LeEmpty、 

LeEMP1细胞中的表达 

Fig．3 Expression and identification of the EMP1 

detected by W estern blotting 

2．5 EMP1过表达促进 SW-480细胞的凋亡 

流式细胞术检测结果(图 5)表明，LeEmpty细 

胞的早期凋亡率显著低于 LeEMP1细胞[(3．1± 

0．6)％ VS(12．1±1．3)％，P<0．05]。 
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图4 EMP1过表达抑制 SW-480细胞的增殖 

Fig．4 EMP1 overexpression inhibited the 

proliferation of SW -480 ceils 
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图5 EMPI过表达促进 SW-480细胞的凋亡 

Fig．5 EMP1 overexpression promoted 

the apoptosis of SW -480 cells 

2．6 EMPI过表达抑制 SW-480细胞的侵袭能力 

Transwell实验结果 (图 6)表明，LeEmpty细胞 

的穿膜数显著高于 LeEMP1细胞[(178．0 4-21．0) 

VS(87．0±12．0)个，P<0．05]，说明EMP1过表达 

能够抑制 SW-480细胞的侵袭能力。 

图 6 EMP1过表达抑制SW-480细胞的侵袭能力(×100) 

Fig．6 EMP1 overexpression inhibited the 

invasion ability of SW-480 cells(×100) 

2．7 EMP1过表达对SW-480细胞Caspase-9、VEGF 

蛋白表达的影响 

Western blotting检测结果(图7)显示，EMP1转 

染后，LeEmpty细胞中Caspase一9蛋白表达的相对 

显著低于 LeEMP1细胞(0．231±0．029 VS 0．764± 

0．073，P<0．05)，而 VEGFC蛋白表达的相对量 

著高于 LeEMP1细胞(0．663±0．065椰0．185± 

0．022，P<0．05)。 

A 
LeEmpty LeEMPI 

醐 懒舞 —caspase-9 

B 1
．eEn1pty LeEMP I 

— __ ～VI"GFC 

■ ⋯p-actin 

图7 EMP1过表达对 SW-480细胞中Caspase-9、 

VEGFC蛋白表达的影响 

Fig．7 Effects of EM P1 OverexpressiOn on the expression 

of Caspase-9 and VEGFC in SW -480 cells 

3 讨 论 

本研究首先用免疫组织化学及 Western blotting 

技术对人 CRC组织及癌旁组织进行定遗检测，结果 

显示 EMP1蛋白在 CRC组织中的表达水平显著低 

于癌旁组织。单因素分析显示，EMPI蛋白的表达 

水平与 CRC组织 T分期、有无淋巴结转移、l临床分 

期及分化程度有关，而与 CRC患者性别、年龄、肿瘤 

部位无关。Gnirke等 观察几种有不同转移特点 

的人乳腺癌细胞发现，该基因表达与细胞的浸润和 

转移特性有关。Wang等  ̈认为，EMP1摹凶叮能是 

参与细胞信号转导、细胞通信及黏附调节的调节因 

子之一。Zhang等 副研究发现，口腔鳞癌组织中的 

EMPI基因表达下调，且其下调与淋巴结转移有关。 

Sun等  ̈研究发现，EMP1蛋白在鼻咽癌组织中的 

表达水平均显著低于正常组织，而日 EMP1蛋白的 

表达水平与鼻咽癌组织有无淋巴结转移 、临床分期 

及分化程度有关。 

进一步体外实验发现，EMP1高表达的 CRC细 

胞其增 殖能力 明显减弱、细胞 凋亡 明显升高， 

Caspase一3及 VEGFC蛋 白的表 达 垃 明 下 调。 

Wang等 将EMP1转入食管癌细胞系，发现食管癌 

细胞生长减慢，S期细胞减少，G 期细胞增多，从而 

推测 EMPI可能与食管癌发生有关。线粒体是细胞 

生命活动控制中心，它不仅是细胞呼吸链和氧化磷 



孙国贵，等．过表达上皮膜蛋白1对结直肠癌SW-480细胞生物学行为的影响及其可能的机制 

酸化的中心，也是细胞凋亡调控中心。研究[15-16]证 

明，细胞色素 c从线粒体释放是细胞凋亡的关键步 

骤。从线粒体释放到细胞质的细胞色素C在dNTP 

存在的条件下能与凋亡相关因子(apoptotic protease 

activating factor，Apaf-1)结合，使其形成多聚体，并 

与Caspase一9酶原结合形成凋亡小体复合物，诱导二 

个 Caspase-9酶原合并 ，导致 Caspase-9自身激活，活 

化 的 Caspase-9能激活其 他 的 Caspase分 子，如 

Caspase-3、Caspase-7，并依次激活下游的 Caspase分 

子，通过信号级联放大诱导凋亡l1 。本研究发 

现，SW-480细胞高表达 EMP1后 Caspase-9的蛋白 

表达明显提高，由此推狈0，线粒体依赖的细胞凋亡途 

径参与了 EMP1诱导的细胞凋亡。VEGF是 PDGF 

家族成员，是肿瘤血管生成过程中最重要的血管内 

皮生长刺激因子。VEGFC是近年来发现的 VEGF 

家族新成员，可以促进内皮细胞增殖、增加血管通透 

性，是肿瘤血管生成及浸润转移的关键因素 。本 

研究发现，在转入 EMPI基 因后，SW-480细胞的 

VEGFC表达量明显下调，提示 EMP— 可能通过抑 

制 VEGFC来抑制肿瘤的血管生成 ，进而抑制肿瘤 

的转移。 

本研究结果提示 ，人 CRC组织中EMP1的蛋白 

表达水平明显降低，且与 CRC的T分期、淋巴结转 

移、临床分期及细胞分化有关。EMP1可能通过调 

控 Caspase-9及 VEGFC蛋白表达影响 CRC细胞增 

殖、凋亡与转移。 
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