
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.17 NO.7 MAR.2017

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2017.07.001

·基础研究·
敲低 HSP60对结肠癌 SW480细胞增殖能力的影响及其机制探究 *
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摘要 目的：研究热休克蛋白 60 (HSP60)敲低对结肠癌 SW480细胞增殖的影响，并进一步探究其作用机制。方法：通过含 HSP60

shRNA载体的慢病毒感染加上流式细胞仪无菌分选的方法构建结肠 SW480 HSP60基因稳定 RNA干扰（RNAi）单克隆细胞系，

利用Western blot和 q-PCR验证结肠癌细胞中 HSP60的敲低效率；使用 CCK-8试剂检测结肠癌细胞增殖能力，并用流式细胞仪

检测其 HSP60敲低对细胞周期的影响。结果：Western blot和 q-PCR结果验证了 HSP60在结肠癌细胞中的敲低效率，与对照组细

胞相比，实验组细胞 HSP60的 mRNA水平和蛋白水平均降低了 60%以上。CCK-8实验结果表明，敲低 HSP60后 SW480细胞的

增殖能力下降了约 70%；流式细胞周期实验显示敲低 HSP60后 SW480细胞中 G0/G1期、S期、G2/M期的分布比例变化不大。结

论：敲低 HSP60能够显著抑制 SW480细胞的增殖能力，而 SW480细胞周期并没有发生明显变化，推测 HSP60的敲低引起的线
粒体损伤导致细胞生长速度变慢。
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The Effects of HSP60 Knockdown on the Proliferation of Colon Cancer
SW480 and its Mechanism*

To investigate the effects of HSP60 knockdown on the proliferation of colon cancer SW480 cells.

Lentivirus containing the HSP60-directed shRNAs was used to construct a stable monoclonal HSP60 knockdown cell line in SW480. The

HSP60 knockdown efficiency was determined by western blotting and the theCCK-8 assay was used to analyze cell proliferation rates,

while flow cytometry was used to determine the cell cycle in HSP60-knocked down cells. We established a stable cell line in
which HSP60 expression was silenced in SW480 cells as confirmed by western blotting and q-PCR. CCK-8 assay showed that HSP60

knockdown significantly inhibited the cell proliferation, whereas it had little effect on the cell cycle progression. HSP60

knockdown inhibits the cell proliferation in SW480 cells. so we speculate that the reduce of SW480 growing is due to mitochondrial

damage.
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前言

热休克蛋白 60（60kDa heat shock protein，HSP60）是热休
克蛋白家族的一员，最早于 1973年被人们发现，热休克蛋白根

据分子量被分为小分子热休克蛋白、HSP40、HSP60、HSP70、
HSP90和 HSP110六大类[1]。热激、缺氧、局部缺血、辐射等胁迫

因素均能够诱导热休克蛋白的表达[2,3]。HSP60主要存在于线粒

体中，早期人们认识到的主要功能是帮助蛋白质正确折叠的分

子伴侣[4]，该蛋白在原核生物和真核生物中有高度同源性，细菌

中的同源蛋白 GroEL由 14个亚基组成，而每个亚基分子又由
3个结构域组成，包括一个赤道结构域、顶端结构域和一个中

间结构域，哺乳动物中 HSP60的结构与之类似[5,6]。近年来，人

们发现 HSP60与多种肿瘤密切相关，通过检测组织和体液中

的 HSP60表达水平可以帮助人们诊断癌症以及评估预后[7,8]。

HSP60的表达量在不同癌症中有所不同，例如，HSP60的表达

水平在胶质母细胞瘤、星形胶质细胞瘤、前列腺癌、大肠癌等癌

症中升高，而在支气管腺癌、膀胱癌等癌症中却是降低的[9-12]。

最新的研究显示，在胶质母细胞瘤中 HSP60是高表达的，敲低
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HSP60导致了细胞生长速度下降；而在肾透明细胞癌中 HSP60

则是低表达的，过表达 HSP60之后细胞生长速度明显变慢[13,14]。

结肠癌是一种极为常见的恶性肿瘤，人们一直积极寻找其治疗

方法和用于早期诊断的生物标志物[15,16]。目前已知 HSP60在结
肠癌中是高表达的，本课题通过慢病毒转染加上流式无菌分选

的方法构建结肠癌 SW480 HSP60基因稳定 RNA干扰（RNAi）

单克隆细胞系，并利用检测细胞生长速度、细胞周期的方法初

步探索 HSP60在 SW480细胞中的作用，为后续的机制研究建

立基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料和试剂
SW480和 293T细胞系，含 HSP60 shRNA的慢病毒载体

pLentilox3.7，辅助质粒 VSVG、RSV-REV 和 pRRE，大肠杆菌
DH5琢 均由本实验室保存。胎牛血清、DMEM 培养基购自
Wisent公司；胰蛋白酶购自 Gibco公司；鼠抗 HSP60单克隆抗

体，鼠抗茁-actin单克隆抗体均购自 CST公司。本实验所用引物

均由上海生工合成。

1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 在培养皿中加入含 10%胎牛血清的 DMEM

培养基，接种适量 SW480细胞后置于 37℃、5% CO2培养箱中

培养。当细胞贴壁生长至 80%或以上时，使用胰蛋白酶消化传

代培养。

1.2.2 慢病毒包装及感染 将适量的含 HSP60 shRNA的慢病

毒载体 pLentilox3.7，辅助质粒 VSVG、RSV-REV和 pRRE 与

转染试剂 PEI（1 mg/mL）混合成转染复合物，共同转染至 293T

细胞中进行病毒包装，6 h后给细胞换液，培养 24 h后向 293T

细胞中补加 10 mL含 5% FBS的 DMEM培养基，培养至 48 h

后收集上清，并按步骤浓缩病毒颗粒。将目的细胞提前一天铺

至 12孔板，待细胞长至 30%时加入适量浓缩后的慢病毒颗粒

以及 polybrene（终浓度 8 滋g/mL）进行感染，6 h后更换新鲜培
养基，培养 48 h后将细胞置于荧光显微镜下观察，有绿色荧光

的细胞即为稳转细胞。

1.2.3 流式细胞无菌分选 将感染成功的细胞消化重悬于含

1% FBS的 PBS中，通过 BD FACSAria III无菌分选阳性单细

胞至 96孔板，培养一周以上。挑选适量的单克隆细胞株，进行

扩大培养，进行后续敲低效率验证。

1.2.4 Western blot及 q-PCR验证 western blot步骤 使用 RI-

PA裂解液提取细胞总蛋白，BCA试剂盒测定浓度，以每孔 10

滋g的蛋白上样量跑 SDS电泳，浓缩胶浓度为 5%，分离胶浓度
为 12%，先用 80 V跑浓缩胶，然后用 120 V跑分离胶。半干转

转膜，15 V，90 min。5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，一抗 4 ℃过夜，

二抗室温孵育 1 h，然后加曝光底物曝光。q-PCR步骤：使用
Trizol试剂提细胞总 RNA，然后使用 promega的反转录试剂盒

将 RNA反转录成 cDNA，用 q-PCR mix加好反应体系，上机完

成实验。所有 q-PCR引物序列信息均来自 primer bank，HSP60

q-PCR 引物为上游 5'- ATGCTTCGGTTACCCACAGTC -3' 和

下游 5'-AGCCCGAGTGAGATGAGGAG-3'，GAPDH 引物为上

游 5'- GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3' 和下游 5'-GGCT-

GTTGTCATACTTCTCATGG-3'。
1.2.5 CCK-8测细胞增殖 将待测细胞以合适数量（3000个 /

孔）接种到 96孔板中，每种细胞各设置 3个复孔。接种 24 h之

后，按照 CCK-8试剂盒说明书要求加入 CCK-8试剂，37 ℃反

应 2 h后测 450 nm处的吸光值，根据吸光值来反应细胞增殖

能力。

1.2.6 细胞周期测定 提前将细胞接种于 6孔板，每种细胞各

设置 4个复孔，待细胞长至 60%-80%时，按照步骤收细胞，用
PI染色，上流式测定细胞周期。
1.3 统计学分析

使用 SPSS10.0软件处理数据，计量数据采用均数± 标准
差(x± s)表示，两组间比较用 t检验。检验水准琢=0.05，P<0.05

时认为差异有统计学意义（用 *在图中标注）。

2 结果

2.1 慢病毒包装

将慢病毒载体转入 293T细胞中，培养 48-72 h后将细胞置

于荧光显微镜下观察。分别用来包装 control、KN-1、KN-2慢病
毒的 293T细胞均在荧光显微镜下发出了绿色荧光（图 1），这

表明慢病毒在 293T 细胞中成功组装，并表达了主载体上的
GFP蛋白。转染 72 h后收病毒上清，并进一步进行病毒浓缩，

用于后续感染 SW480细胞。

图 1 共转染 72 h后的 293T细胞出现了大量绿色荧光（100×）

Fig. 1 After 72 h EGFP expression in 293T cells which were co-transfected (100× )
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图 4 Western blot检测稳转细胞中的 HSP60蛋白表达水平

Fig. 4 Western blot detection of HSP60 protein expression level in SW480

stable cell lines

2.2 SW480细胞的流式单克隆分选

将慢病毒感染成功的 SW480 control、KN-1、KN-2细胞消
化下来，分别用流式细胞仪分选单克隆细胞。图 2为 SW480

control细胞的分选条件，可以看到细胞明显分为 GFP阴性和
阳性两群，选取荧光强度中等的阳性细胞群，分选单细胞至 96

孔板，KN-1和 KN-2细胞也按相同条件进行分选。单细胞在 96

孔板后培养一周以上，待细胞密度达到 50%以上时，挑选部分
GFP阳性单克隆细胞，逐步扩大培养至 24孔板、12孔板、6孔

板以及 10 cm培养皿，并通过 Western blot和 q-PCR检测来筛
选出最终的单克隆稳转细胞系。

图 2 流式细胞仪单克隆分选参数设定

Fig. 2 Settings of sorting monoclonal cells by flow cytometry

2.3 SW480 HSP60稳定敲低单克隆细胞系的筛选及鉴定

最终我们从 Control、KN-1 和 KN-2细胞中各筛选了一株
单克隆细胞系，并用显微镜进行观察。可以看到稳转细胞系在

形态上发生了明显改变，与 Control细胞相比，转入了 HSP60

shRNA的 SW480细胞变小、变尖，更接近梭形，而在荧光显微

镜观察下，三株单克隆细胞系均有着很强的绿色荧光，证明慢

病毒载体成功整合到细胞基因组中并能够稳定表达 GFP，也表

明了单克隆细胞系的稳定性和均一性（图 3）。

图 3 SW480单克隆细胞的显微镜观察（100×）

Fig. 3 Microscopy of monoclonal SW480 cells (100× )

接下来我们利用 Western blot和 q-PCR来验证 SW480细

胞中 HSP60的敲低效果。我们对Western blot结果进行了灰度
分析，发现 Control细胞与野生型 SW480细胞中的 HSP60蛋

白表达量基本一致，而 KN-1和 KN-2细胞中的 HSP60蛋白表

达水平下降了 60%以上，这表明 KN-1和 KN-2细胞中 HSP60

的敲低效率良好（图 4）。q-PCR 结果显示，与 Control细胞相

比，KN-1 和 KN-2 细胞的 HSP60 mRNA 水平也下降了大约
60%，这与Western blot的结果一致（图 5）。上述结果证明我们

成功构建了结肠癌 SW480 细胞的 HSP60 稳定敲低单克隆细

胞系。

2.4 敲低 HSP60对 SW480增殖的影响

用构建好的 SW480 control、KN-1和 KN-2单克隆细胞系
进行细胞增殖实验，观察敲低 HSP60对细胞增殖的影响。提前

铺好等量的细胞，利用 CCK-8来测定生长 24 h之后在 450 nm

处的吸光值，吸光值高能够间接反应活细胞数目多、增殖速度

快。Control细胞的 OD值在 0.25左右，而 KN-1和 KN-2细胞
的 OD值只有 0.8左右，下降了大约 70%，这表明敲低 HSP60
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图 6 HSP60沉默细胞的增殖能力

Fig. 6 Growth curve of HSP60 knockdown SW480 and the control cells
图 5 q-PCR检测细胞中 HSP60 mRNA的水平

Fig. 5 q-PCR detection of HSP60 mRNA level in SW480 stable cell lines

之后 SW480细胞的增殖能力受到了明显抑制，细胞生长速度

变得非常缓慢（图 6）。
2.5 敲低 HSP60对 SW480细胞周期的影响

接下来我们利用碘化丙啶（PI）对细胞进行染色的方法检
测了 SW480的细胞周期，以此来验证是否是由于细胞周期变

化引起了 SW480细胞的生长速度变慢。结果显示，与 Control

细胞相比，KN-1和 KN-2细胞的 G0/G1期、S期、G2/M期周期
分布变化不大（图 7），这表明敲低 HSP60 并没有明显影响
SW480的细胞周期分布所以，HSP60 可能是通过别的途径影
响了 SW480细胞的生长速度。

3 讨论

结肠癌是一种十分常见的恶性肿瘤，全球每年有超过一百

万人患病，每年造成约 50万人死亡[17]，并且这种局面近些年并

无有效改善，每年发病率和致死率有上升的势头。结肠癌的发

病比较复杂，目前并不是十分清楚其发病机制，但是人们已经

知道其成因与环境因素密切相关，例如日常生活中的饮食、饮

水等。高脂肪的饮食被认为是引发结肠癌的一个重要因素，因

为高脂肪饮食会促使体内的胆汁酸合成增加，而过多的胆汁酸

进入大肠后会带来许多危害，包括造成细胞 DNA损伤、突变、

诱导细胞凋亡等[18]。此外，还有较少量的结肠癌患者发病原因

被认为与遗传有关。目前结肠癌的主要治疗方式仍为手术切

除，术后再配以化疗，这样能够将结肠癌早期患者的 5年存活
率维持在一个非常高的水平，达到了 90%左右，但是结肠癌晚

期患者的生存形势依然比较严峻，5 年存活率仅仅只有大约
15%[19]。因此，除了积极寻找治疗结肠癌的方法外，如何尽早地

图 7 敲低 HSP60对细胞周期的影响

Fig. 7 The effect of HSP60 knockdown on cell cycle
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诊断出结肠癌也为了当下的一个重点研究方向[20]。例如在miR-

NA领域，大量研究发现 miRNA在癌症中表达异常并且存在

着明显的差异化，它们当中有的可能是有益的抑癌基因，而有

的则是有害的致癌基因，基于此，人们希望能够通过检测这些

miRNA在体内的表达水平来达到提前诊断癌症以及监测癌症

发展过程的目的，已经有研究发现血浆中的 miR-409-3p、miR-7

和 miR-93等 miRNA可能是潜在的结肠癌早期诊断标志物[21]。

作为热休克蛋白家族的一名重要成员，HSP60被发现与胃

癌、胶质母细胞瘤、胰腺癌、肺癌、结肠癌等多种癌症关系密切，

在这些癌症组织中 HSP60的表达量与癌旁组织相比呈现出明

显升高或降低，因此 HSP60也被人们当作一种潜在的癌症标

志物。在胃腺癌中的研究表明，与正常组织相比，在胃腺癌组织

中 HSP60和 HIF2琢 的 mRNA水平和蛋白水平均出现明显升

高，同时利用 MKN28等胃腺癌细胞系进行实验证实了 HSP60

与 HIF2琢能够发生相互作用，在胃腺癌细胞中敲低 HSP60或

HIF2琢会诱导细胞发生凋亡，并降低细胞的运动能力[22]。在胶

质母细胞瘤中的研究结果表明，与癌旁组织相比，胶质母细胞

瘤中的 HSP60 呈现明显的高表达，在胶质母细胞瘤细胞系

U87中敲低 HSP60能够抑制线粒体呼吸链复合物 I的形成，引

起细胞 ROS水平显著上升，激活了 AMPK 信号通路，进而通

过调节 mTOR 信号通路来抑制磷酸化的 4EBP1 和磷酸化的

P70S6K的蛋白水平，从而减少了细胞的蛋白合成，最终导致了

细胞生长速度变慢[13]。这些研究结果表明 HSP60通过影响线粒

体的功能从而影响了细胞的蛋白合成、增殖、迁移、衰老等一系

列生物学过程。

为了揭示 HSP60在结肠癌发生和发展中的具体功能，本

研究利用慢病毒载体系统和流式无菌分选技术，在结肠癌

SW480细胞中成功构建了 HSP60沉默的单克隆稳转细胞系，

并在蛋白水平和 mRNA水平上验证了其敲低效率。我们通过

CCK-8细胞生长实验证明了敲低 HSP60能够明显降低 SW480

细胞的增殖速度，这表明在结肠癌中 HSP60有可能也通过调

节细胞的代谢通路参与到了肿瘤的发生和发展过程，是一个潜

在的结肠癌诊断标志物和治疗靶点。为了进一步探索敲低

HSP60抑制 SW480增殖的作用机制，我们利用 PI染色的方法

对稳转细胞进行了流式细胞周期分析，结果我们发现敲低

HSP60对细胞周期影响不大，这表明 HSP60的作用机制可能

不在于细胞周期。考虑到 HSP60是线粒体内的重要分子伴侣，

同时结合前人的研究成果，我们推测在结肠癌细胞中 HSP60

主要还是影响了线粒体的功能，敲低 HSP60会破坏线粒体呼

吸链的完整性[23]，从而影响了细胞的代谢过程。因此，在本研究

的基础上，接下来我们会重点关注敲低 HSP60对 SW480细胞

线粒体的影响，检测细胞中的 ROS水平变化以及下游的代谢

相关信号通路，并以此为方向来继续探究 HSP60抑制结肠癌

细胞增殖能力的作用机制。
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及呼吸系统[6,8]。我们的上述的研究证实香烟烟雾暴露至一定时

间和强度后会导致大鼠气道发生异常炎症反应，这种反应同时

也会导致远隔组织 --骨骼肌组织的氧化应激负荷加重，包括骨

骼肌组织的脂质、蛋白质和 DNA/RNA的氧化损伤。

综上所述，烟熏可使大鼠骨骼肌氧化 /抗氧化失衡，最终

导致骨骼肌氧化应激损伤。COPD患者普遍存在的骨骼肌功能

障碍与氧化应激损伤有密切联系。目前 COPD抗氧化治疗有不

少研究[19,20]，是否会改善 COPD患者的骨骼肌功能还有待于进

一步观察。
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