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神经生长导向因子 SLIT2抑制结肠癌细胞迁移的作用研究 *
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摘要目的：研究 SLIT2基因对结肠癌细胞迁移能力的影响。方法：通过 western blot技术检测 SLIT2在各种结肠癌细胞系中的表

达，采用小干扰 RNA转染技术，在低转移细胞系 RKO中沉默 SLIT2基因表达，并采用 PCR和 western blot技术验证其干扰效

率。采用质粒转染技术，在高转移细胞系 LOVO中上调 SLIT2基因表达后，通过 Transwell迁移实验和划痕愈合实验检测 SLIT2

表达变化对结肠癌细胞系迁移能力的影响。结果：SLIT2在高转移细胞系 LOVO和 HCT116中表达明显低于低转移细胞系 RKO

和 HT-29。在低转移细胞系 RKO中敲减 SLIT2后，Transwell结果显示细胞的迁移能力得到了明显增强（P<0.05）。在高转移细胞

系 LOVO中过表达 SLIT2后，细胞的划痕愈合能力和迁移能力则均受到明显抑制（P<0.05）。结论：神经生长导向因子 SLIT2的表

达与结肠癌细胞的迁移潜能相关，体外实验表明 SLIT2可抑制结肠癌细胞系 LOVO、RKO的迁移能力。
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Axon Guidance Cues Slit2 Inhibited the Migration Ability of
Colorectal Cancer Cell Lines*

To explore the role of SLIT2 on the migration ability of different colorectal cancer (CRC) cell lines.

Western blot were performed to detect the expression level of SLIT2 in several CRC cell lines. Based on the expression level of

SLIT2, RKO and LOVO were selected for further functional test. siRNA targeting SLIT2 was transfected into RKO, followed by

Transwell assay to test the changed migration ability it may induce. LOVO cells transfected with the plasmid containing the coding

sequence of SLIT2 were then detected the effect of ectopic SLIT2 on cell migration. SLIT2 silencing facilitated the migration of

the RKO. And ectopic expression of SLIT2 distinctly suppressed the wound closure and migration ability of LOVO with high metastasis

potential. SLIT2 may exert an inhibitory effect on the migration ability of CRCs.
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前言

SLIT家族(SLIT1-3)和其受体 ROBO家族(ROBO1-4)最早

鉴定于神经系统中，它们和 Netrin等神经迁移因子一样在神经

元细胞的定向迁移中发挥着举足轻重的作用[1, 2]。肿瘤细胞与神

经元细胞的迁移可能共用一些相同的信号通路[3]。近年来陆续

有文献报导 SLIT/ROBO参与结肠癌[4]，胃癌[5]，乳腺癌[6]等肿瘤

转移。然而无论是 SLIT，还是 ROBO在肿瘤转移中的作用都存

在争议。有研究报道在化学诱导的皮肤肿瘤模型中，SLIT2可

促进肿瘤的侵袭[7]，而 Kong, R等研究者则发现 SLIT2可通过

结合 ROBO1抑制肺癌的转移[8]。那么 SLIT2在结肠癌中到底

起着什么样的作用，本研究用功能缺失和功能获得的方法，在

体外细胞水平上证实了 SLIT2抑制结肠癌细胞的的迁移。

1 材料与方法

1.1 材料

兔源 SLIT2多克隆抗体购买自 Abcam公司，鼠源 茁-actin
单克隆抗体购自 Sigma公司。Transwell小室（8 滋m）购自 Con-

ing公司。脂质体转染试剂 lipo2000购自 invitrogene公司。靶向

SLIT2的小干扰 RNA均由锐博公司合成。RNA提取试剂 Tri-

zol购自 Invitrogen公司。细胞计数板购自 Bio-rad公司。SLIT2

过 表 达 质 粒 载 体 名 称 ：GV146； 载 体 元 件 顺 序 ：

CMV-MCS-IRES-EGFP-SV40-Neomycin。胎牛血清（FBS）购自

BI公司。
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图 1 SLIT2在不同结肠癌细胞系中的表达

Fig.1 The expression of SLIT2 in different CRCs

Note: A: western blot analysis of SLIT2 expression level in CRCs; B:

Quantification of the image by analysis of the gray value.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 实验所用结肠癌细胞系 LOVO，RKO，

HCT116，HT-29 均培养于 DMEM+10 %FBS+1 %青链霉素混

合液。培养条件为 37℃，5 %CO2浓度。细胞转染时培养于混有

0.5 % lipo2000 及转染核酸的 Opti-MEM 中，6-8 h 后换为

DMEM+10 %FBS培养液。

1.2.2 Transwell小室迁移实验，划痕愈合实验 Transwell迁

移实验步骤具体如下：胰酶消化细胞，用 10 % FBS+DMEM中

和后加入含有 0.5%BSA的 DMEM培养液重悬细胞。细胞计数

板计数三次取平均值，加入 200 滋L细胞悬液至 Transwell小室

上层（具体细胞数依据细胞迁移能力而定）。下层加入 600 滋L
含有 10 % FBS的 DMEM培养液。24 h后取出小室，用 PBS清

洗三次后，将其放入 24孔板中，加入 1 mL无水乙醇固定 10

min。将小室用 PBS清洗三次后放入 24孔板中加入适量结晶

紫溶液染色 3 min。取出小室用 PBS清洗 3次后，用棉签小心

擦拭小室内层细胞，室温下静止干燥后放入显微镜下观察计

数。划痕愈合实验具体步骤见文献[9]。

1.2.3 RNA提取、反转录及荧光定量 PCR Trizol法提取细胞

内 RNA具体步骤如下：吸取六孔板中培养基，用 PBS清洗三

次后加入 1 mL Trizol试剂。常温下静止 5 min使细胞充分裂

解。转移细胞裂解液到 1.5 mL EP管中反复吹打，加入 200 滋L
氯仿后，在震荡器上充分混合震荡 12-14 s。静止 5 min后使用

12000 rpm转速 4℃下离心 15 min。取出 EP管小心吸取上清

液 500 滋L至新的无酶 EP管中。加入事先预冷的异丙醇 500

滋L颠倒混匀，室温静止 10 min。将混合液置于离心机中 12000

rpm离心 10 min，弃上清液可见白色沉淀。加入 1 mL 75 %无水

乙醇清洗沉淀后，于 7500 rpm，4℃下离心 5 min，弃去上清，用

100 滋L DEPC水溶解沉淀，测定 RNA浓度及纯度后 -80℃下

保存。RNA反转录及荧光定量 PCR参考 TAKARA试剂盒说

明 。 引 物 序 列 ：SLIT2 上 游 CGTTTGGAAAATGT-

GCAGCATAA，下游 TTCGATTGCTTCTCAACATCAAAGT。

1.2.4 简单步骤如下：配置 SDS-PAGE凝胶，将蛋

白样品取出混匀后加入凝胶上层。设置电泳条件 80V使样品

跑样至下层分离胶时更改电压为 140 V直至电泳结束。配置转

膜缓冲液，将凝胶放于转膜槽中。湿转条件设置为 300 mA，

200 min充分转膜后，用 5 %脱脂牛奶封闭 40 min。将封闭后的

NC膜置于摇床上，TBST清洗 5 min。取出 NC膜置于抗体孵

育盒中，加入事先配置的抗体溶液，使其完全浸没 NC膜。将抗

体孵育盒置于摇床 4℃下过夜。第二日取出 NC膜，摇床下

TBST清洗 5 min，重复三次。加入一抗种属所对应的二抗溶

液。室温下孵育 40 min后，TBST清洗 5 min，重复三次后显色。

1.2.5 数据分析 Transwell实验结果在 200倍放大显微镜下

观察，随机选取 5个视野拍照，采用 Image-Pro Plus软件对细胞

进行计数后分析。划痕愈合实验结果采用 Image-Pro Plus软件

测量迁移距离。Western结果采用 Image J对条带进行灰度分析

后，以 茁-actin作为内参得出各组中目的基因的相对灰度值并
进行统计分析。所有定量数据组间分析采用两独立样本的 t检

验。p＜0.05时认为有统计学差异。绘图采用 GraphPad软件。

2 结果

2.1 SLIT2在结肠癌细胞系中的表达

我们首先收集了常用的结肠癌细胞系 LOVO，RKO，

HCT116，HT-29。分别提取其蛋白后检测了 SLIT2在蛋白水平

的表达，如图 1所示。蛋白水平上 SLIT2在各种结肠癌细胞系

中均有明显条带，其中 SLIT2在低转移细胞系 RKO及 HT29

细胞中表达明显高于高转移细胞系 HT-116和 LOVO。

2.2 下调 SLIT2表达可增强 RKO细胞的迁移能力

为进一步探索 SLIT2在结肠癌细胞系中的作用。我们首先

选取了高表达 SLIT2的结肠癌细胞系 RKO，采用小干扰 RNA

沉默基因表达技术抑制 RKO细胞中 SLIT2的表达，并分别用

PCR和Western blot检测其干扰效率。如图 2A-C所示，小干扰

RNA SLIT2 si (1)及 SLIT2 si (2)在 RKO细胞中均有明显抑制

SLIT2 表达作用。随后我们通过 Transwell 迁移实验观察了

SLIT2下调对 RKO迁移能力的影响。如图 2D结果显示，SLIT2

下调后 RKO的迁移能力得到明显的提高。

2.3 SLIT2过表达抑制 LOVO细胞系的划痕愈合和定向迁移

能力

为了验证 SLIT2过表达对 LOVO迁移的影响。我们成功

构建了 SLIT2过表达质粒。如图 3A所示，转染了 SLIT2表达

质粒的 LOVO细胞系中 SLIT2的表达得到了明显的上调。在

这一基础上我们通过 Transwell实验发现 SLIT2过表达后 LO-

VO细胞的迁移能力受到了明显的抑制（图 3B）。随后我们又通

过划痕愈合实验观察发现 SLIT2过表达可显著抑制 LOVO细

胞的划痕愈合能力（图 3C）。

3 讨论

在本次研究中，为探索 SLIT2在结肠癌中的作用，我们首

先检测了 SLIT2在不同结肠癌细胞中的表达。随后在低转移结

肠癌细胞系 RKO细胞中降低 SLIT2的表达，在高转移结肠癌

细胞系 LOVO细胞中上调 SLIT2的表达，并通过 Transwell和

划痕实验检测 SLIT2对结肠癌细胞迁移能力的影响，结果显示

SLIT2可抑制结肠癌细胞的迁移。

SLIT2 是一种分泌性蛋白，其受体是 ROBO 家族。

SLIT2/ROBO1的生理功能主要是引导神经轴突的准确定位。

肿瘤细胞的转移与神经元细胞的迁移可能共用一些细胞运动

相关的信号通路。例如：DCC在引导神经生长和迁移中发挥了

重要作用[10]，而其表达缺失也与结直肠癌发生进展密切相关[11]。
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图 2下调 SLIT2可增强 RKO细胞的迁移能力

Fig.2 Down regulation of SLIT2 facilitated RKO migration

Note: A: quantitative RT-PCR analysis of SLIT2 expression in RKO transfected with SLIT2-targeting siRNA. Date were plotted as mean ± s.e.m. (n=3),

*P<0.05. B-C: interfering efficiency validated by western blot. The result was quantified and shown as mean ± s.e.m. (n=3), *P<0.05, ***P<0.001. D:

Transwell assay of the RKO cells transfected with SLIT2 siRNA or NC. Data were shown as mean ± s.e.m. (n=3), *P<0.05.

因此，与神经元迁移相关的信号通路 SLIT2/ROBO1近年来在

肿瘤中有大量的研究报导。

然而不同研究者们对其作用却有不同的认识。即便在同一

肿瘤中，也有截然相反的报道[4, 12]。例如在前列腺癌，恶性黑色

素瘤和侵袭性乳腺癌中 SLIT2呈现出高表达[13, 14]，提示其促进

肿瘤转移的作用。而相反的是在肺癌和神经胶质瘤[15]等肿瘤

中，SLIT2的表达则通常由于基因甲基化等原因而受到抑制。

如何理解这一矛盾的现象？我们认为：1.肿瘤起源不同，其

转移的分子机制有所差异。例如 SLIT2可以抑制肺癌，乳腺癌

和神经胶质瘤细胞的迁移和侵袭[8, 16, 17]，却可促进皮肤鳞状细胞

癌的侵袭[7]。相似的情况还见于细胞因子 IL10。IL10在肺癌中

被报道与肿瘤浸润转移和不良预后相关[18, 19]。其可通过肿瘤细

胞自分泌的方式，促进下游分子 SATA的活化进而促进肿瘤的

转移[19]。而也有报道称 IL10可抑制黑色素瘤转移[20]，其机制可

能在于抑制了 VEGF和MMP9的表达水平。2. SLIT2结合的

受体不同，所发挥作用不同。研究证明所有 SLIT 配体

（SLIT1-3）均可通过其 N端与 ROBO家族成员（ROBO1-4）的

胞外段相结合[21]，而 SLIT2和不同的 ROBO结合可能产生不同

的生物学效应。比如：在乳腺癌中 SLIT2通过结合 ROBO1可

促进细胞迁移 [22]。而在口腔鳞状细胞癌中，SLIT2刺激可增加

ROBO3和 P-cadherin的结合从而抑制肿瘤细胞的迁移[23]。研究

发现 ROBO2和 ROBO1在神经导向中作用迥异[24]，其在肿瘤

是否如此尚待进一步研究证实。3.SLIT2在结肠癌细胞中的作

用是一种分子网络的合力。比如 SLIT2/ROBO1是促进结肠癌

迁移的，SLIT2与其他受体结合是抑制迁移，如果 SLIT2与其

他受体结合的抑制作用大于与 ROBO1 结合后促进作用，在

Slit2表达升高时，细胞最终表现的是转移抑制表型。

当然，上述只是我们基于理论的分析和推测，而 SLIT2抑

制结肠癌细胞迁移的分子机制尚需进一步的研究。此外，本研

究仅仅只是细胞水平的体外的研究，SLIT2对结肠癌细胞转移
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图 3 SLIT2过表达抑制 LOVO细胞系的迁移和划痕愈合

Fig.3 Ectopic expression of SLIT2 inhibited the migration and wound healing of LOVO

Note: A: levels of SLIT2 in LOVO transfected with SLIT2 plasmid or NC. B: Transwell assay of the LOVO cells transfected with SLIT2 plasmid or NC.

Data were shown as mean ± s.e.m. (n=3), *P<0.05. C: images of scratch assay in LOVO. Quantification of the migratory distance were shown as mean ±

s.e.m. (n=3), P<0.05.

表型的影响，还需进一步的体内研究证实。
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distin ct roles in pioneer longitudinal axon guidance [J]. Dev Biol,

2011, 358(1): 181-188

此，中剂量和高剂量天麻素对抑郁样行为的改善作用与其保护

海马星形胶质细胞的活性和维持 BDNF的释放水平有关。

综上所述，本研究发现天麻素可以改 CUS大鼠的抑郁行

为，并且能够上调海马的 GFAP和 BDNF的表达水平。但本研

究具有一定的局限性，观察只局限于 CUS大鼠模型的部分抑

郁行为以及海马 GDNF和 BDNF的表达水平的改善情况，缺

乏更深层次的机制研究。
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