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偶联受体 ５ 对结直肠癌肿瘤干细胞
恶性行为的影响及其作用机制
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｓｈＲＮＡ 干扰富含亮氨酸重复序列 Ｇ⁃蛋白偶联受体 ５（Ｌｇｒ５）的表达对结直肠癌肿

瘤干细胞（ＣＳＣｓ）恶性行为的影响及其作用机制。 方法　 采用实验研究方法。 流式细胞术分选 Ｌｇｒ５＋结直

肠癌 ＣＳＣｓ，转染 ｓｈＬｇｒ５ 慢病毒载体设为实验组；转染相应对照病毒，设为对照组。 流式细胞术检测 Ｌｇｒ５＋细

胞比例，荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ􀆼ＰＣＲ）检测 Ｌｇｒ５ ｍＲＮＡ 的相对表达量；成球实验检测细胞自我更新能力变化；
平板克隆形成实验及裸鼠皮下成瘤实验分别检测体内外成瘤能力变化；ｑＲＴ􀆼ＰＣＲ 检测细胞中干细胞基因

（Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４）、ＣＳＣｓ 基因（ＣＤ１３３、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ）及 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路关键基因（Ａｘｉｎ２、
Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３、ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１）ｍＲＮＡ 表达变化。 正态分布的计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示，组
间比较采用 ｔ 检验。 结果　 （１）ｓｈＲＮＡ 慢病毒介导转染效率，流式细胞术检测结果显示：实验组 Ｌｇｒ５＋细胞

为 ６􀆰 ８％±１􀆰 ０％，对照组为 ９２􀆰 ７％±３􀆰 ３％，两组比较，差异有统计学意义（ ｔ＝ ４３􀆰 １４８，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测两组 ＣＳＣｓ 中 Ｌｇｒ５ ｍＲＮＡ 相对表达量：实验组和对照组分别为 ０􀆰 １６８±０􀆰 ０５７ 和 １􀆰 １４８±０􀆰 ００４，两组比较，
差异有统计学意义（ ｔ＝ ２８􀆰 ７７８，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 （２）Ｌｇｒ５ 下调对结直肠癌 ＣＳＣｓ 成球和成瘤能力的影响，成球实

验结果显示：实验组和对照组成球数量分别为（２９±６）个和（４１０±１０）个，两组比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝
４１􀆰 ０７０，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 平板克隆成瘤实验结果显示：实验组和对照组克隆成瘤数量分别为（７２±４）个和（４１２±
１９）个，两组比较，差异有统计学意义（ ｔ＝ ３１􀆰 ４３３，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 裸鼠皮下成瘤实验结果显示：实验组和对照组

裸鼠肿瘤体积分别为（８１±１５）ｍｍ３ 和（３２８±２４）ｍｍ３，两组比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １１􀆰 ３０４，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
（３）Ｌｇｒ５ 下调对相关基因的影响，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示：①实验组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中干细胞基因 Ｏｃｔ４、
Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为 ０􀆰 ３７７±０􀆰 ０９３、０􀆰 ６６２±０􀆰 １０４、３􀆰 ５９１±０􀆰 ３００、０􀆰 ４２５±０􀆰 ０９１；对
照组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中上述基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为 １􀆰 ９５７±０􀆰 ０２６、２􀆰 １３７±０􀆰 ０１５、５􀆰 ８３１±０􀆰 １６５、
１􀆰 ５３６±０􀆰 ０１４；两组上述指标比较，差异均有统计学意义（ ｔ＝ ２３􀆰 ０７９，２２􀆰 ２６１，８􀆰 ４４６，１９􀆰 １８６，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ②实

验组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 ＣＳＣｓ 基因 ＣＤ１３３、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 １􀆰 ４９０± ０􀆰 １５５、５􀆰 ５３５±
０􀆰 ４８７、１􀆰 ６４０±０􀆰 ０３９；对照组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中上述基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为 ２􀆰 ４８８±０􀆰 ０６１、９􀆰 ９０８±
０􀆰 ３３２、５􀆰 ７１８±０􀆰 ２９２；两组上述指标比较，差异均有统计学意义（ ｔ＝ ８􀆰 １７０，９􀆰 ６６７，２７􀆰 ８４９，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ③实验

组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关基因 Ａｘｉｎ２、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３、ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１
ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 １􀆰 ５９２±０􀆰 ２６７、０􀆰 ５２８±０􀆰 １３８、２􀆰 １５３±０􀆰 ０７８、１􀆰 ４８０±０􀆰 ０６４、０􀆰 ２４８±０􀆰 １２８、１􀆰 ４９２±
０􀆰 ０２５、０􀆰 ６５８±０􀆰 ０９５、１􀆰 ６４７±０􀆰 ０８７；对照组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中上述基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为 ３􀆰 ６５１±
０􀆰 ２２４、２􀆰 ５７０±０􀆰 ０９３、２􀆰 ３０１±０􀆰 １５７、１􀆰 ６３６±０􀆰 ０５８、１􀆰 ４１５±０􀆰 ０８０、２􀆰 ６１０±０􀆰 １５９、２􀆰 ４８０±０􀆰 １２３、３􀆰 ４３２±０􀆰 ２７３；
两组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ａｘｉｎ２、Ｗｎｔ５ａ、ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 比较，差异均有统计学意义（ ｔ ＝ ７􀆰 ３１６，
１５􀆰 ３３２，１２􀆰 ６４９，１２􀆰 ３２０，１４􀆰 ８３１，９􀆰 ０６３，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 两组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３ 比较，差异均无统计

学意义（ ｔ＝ ２􀆰 ８８７，２􀆰 ２４２，Ｐ＞０􀆰 ０５）。 结论　 ｓｈＲＮＡ 干扰结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｌｇｒ５ 表达后，细胞的恶性行为受

到抑制，这种作用可能是通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路活性发挥生物学效应。

　 　 【关键词】 　 结直肠肿瘤；　 肿瘤干细胞；　 自我更新；　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路
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Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎｄｕｃｅｄ Ｌｇｒ５ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒｙ ｗａｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ６􀆰 ８％±１􀆰 ０％
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ９２􀆰 ７％±３􀆰 ３％ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝
４３􀆰 １４８， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｌｇｒ５ ｍＲＮＡ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｑＰＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ０􀆰 １６８±０􀆰 ０５７
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １􀆰 １４８±０􀆰 ００４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝
２８􀆰 ７７８， Ｐ＜０􀆰 ０５）． （２） Ｔｈｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒｍｉｎｇ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｐｈｅｒｅ
ｆｏｒｍｉｎｇ ａｓｓａｙ： ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｐｈｅｒｅｓ ｗａｓ ２９±６ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ４１０±１０ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ
ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ＝ ４１􀆰 ０７０， Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ： ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ
ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ７２±４ ａｎｄ ４１２±１９， ｓｈｏｗｉｎｇ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ ＝ ３１􀆰 ４３３， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ： ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ （８１± １５） ｍｍ３ ａｎｄ （３２８± ２４） ｍｍ３， ｗｉｔｈ ａ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （ ｔ＝ １１􀆰 ３０４， Ｐ＜０􀆰 ０５）． （３） Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｌｇｒ５ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ： ① Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｏｃｔ４， Ｓｏｘ２， Ｎａｎｏｇ ａｎｄ ＫＬＦ４ （ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ） ｗｅｒｅ ０􀆰 ３７７±０􀆰 ０９３， ０􀆰 ６６２±０􀆰 １０４， ３􀆰 ５９１±０􀆰 ３００， ０􀆰 ４２５±０􀆰 ０９１ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ １􀆰 ９５７±
０􀆰 ０２６， ２􀆰 １３７±０􀆰 ０１５， ５􀆰 ８３１±０􀆰 １６５， １􀆰 ５３６±０􀆰 ０１４ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
（ ｔ＝ ２３􀆰 ０７９， ２２􀆰 ２６１， ８􀆰 ４４６， １９􀆰 １８６， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． ② Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＣＤ１３３， ＣＤ４４ ａｎｄ
ＡＬＤＨ （ＣＳＣｓ ｇｅｎｅｓ） ｗｅｒｅ １􀆰 ４９０±０􀆰 １５５， ５􀆰 ５３５±０􀆰 ４８７， １􀆰 ６４０±０􀆰 ０３９ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ２􀆰 ４８８±
０􀆰 ０６１， ９􀆰 ９０８±０􀆰 ３３２， ５􀆰 ７１８±０􀆰 ２９２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｉｔｈ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （ ｔ ＝ ８􀆰 １７０，
９􀆰 ６６７， ２７􀆰 ８４９， Ｐ＜０􀆰 ０５）． ③ Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ａｘｉｎ２， Ｗｎｔ５ａ， Ｗｎｔ３ａ， Ｆｚｄ３， ｃ⁃ｍｙｃ， ＶＥＧＦ，
Ａｓｃｌ２ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ １􀆰 ５９２±０􀆰 ２６７， ０􀆰 ５２８±０􀆰 １３８， ２􀆰 １５３±
０􀆰 ０７８， １􀆰 ４８０±０􀆰 ０６４， ０􀆰 ２４８±０􀆰 １２８， １􀆰 ４９２±０􀆰 ０２５， ０􀆰 ６５８±０􀆰 ０９５， １􀆰 ６４７±０􀆰 ０８７ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ３􀆰 ６５１±０􀆰 ２２４， ２􀆰 ５７０±０􀆰 ０９３， ２􀆰 ３０１±０􀆰 １５７， １􀆰 ６３６±０􀆰 ０５８， １􀆰 ４１５±０􀆰 ０８０， ２􀆰 ６１０±０􀆰 １５９， ２􀆰 ４８０±０􀆰 １２３，
３􀆰 ４３２±０􀆰 ２７３ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ Ａｘｉｎ２， Ｗｎｔ５ａ， ｃ⁃ｍｙｃ， ＶＥＧＦ， Ａｓｃｌ２ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ２ ｇｒｏｕｐｓ （ ｔ＝ ７􀆰 ３１６， １５􀆰 ３３２， １２􀆰 ６４９，
１２􀆰 ３２０， １４􀆰 ８３１， ９􀆰 ０６３， Ｐ＜０􀆰 ０５）， ａｎｄ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
Ｗｎｔ３ａ ａｎｄ Ｆｚｄ３ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ２ ｇｒｏｕｐｓ （ ｔ ＝ ２􀆰 ８８７， ２􀆰 ２４２， Ｐ＞０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ＣＳＣｓ ａｒｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｌｒｇ５， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ．
　 　 【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　 Ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ；　 Ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ；　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ
　 　 Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ： Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （８１４０２４４４）； Ｋｅｙ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ

Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （１６ＺＡ０２２６）

　 　 结直肠癌发病率和病死率在我国恶性肿瘤中排

名第 ５ 位；在美国已跃居第 ３ 位，居消化系统肿瘤第

１ 位；肿瘤耐药、转移复发是结直肠癌的主要死

因［１－４］。 已有的研究结果证实：肿瘤干细胞（ ｃａｎｃｅｒ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ） 介导了肿瘤的转移复发［５－７］。 因

此，ＣＳＣｓ 已经成为治疗肿瘤重要的靶点之一［５，８－１０］。
目前通过标记 ＣＤ１３３、ＣＤ４４、ＣＤ１６６、上皮细胞黏附

分子、富含亮氨酸重复序列 Ｇ⁃蛋白偶联受体 ５（ ｌｅｕ⁃
ｃｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ ｒｅｐｅａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｇ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
５，Ｌｇｒ５）、乙醛脱氢酶等标志物分选结直肠癌 ＣＳＣｓ，
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也可运用 ＣＳＣｓ 排除 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染料的特征获得

侧群细胞［１１－１７］。 Ｌｇｒ５ 属于 Ｇ 蛋白偶联受体超家族

成员。 已有的研究结果表明：Ｌｇｒ５ 的高表达与结直

肠癌恶性行为密切相关，但 Ｌｇｒ５ 的作用及分子机制

不明［１４］。 本研究以纯化的 Ｌｇｒ５＋结直肠癌 ＣＳＣｓ 为

研究对象，探讨 Ｌｇｒ５ 表达对结直肠癌 ＣＳＣｓ 恶性行

为的影响及其作用机制。

１　 材料与方法

　 　 采用实验研究方法。
１．１　 材料

　 　 人结直肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞购自美国 ＡＴＣＣ 公

司，ＭｃＣｏｙ′ｓ ５Ａ 培养基、ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基及胎牛

血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，胰岛素及 ７⁃氨基⁃放线菌

素 Ｄ（７⁃ａｍｉｎｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ Ｄ，７⁃ＡＡＤ）购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司，表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）、
重组成纤维细胞生长因子 （ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）购自美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司，Ｂ２７
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，牛血清白蛋白购自美国

Ａｍｒｅｓｃｏ 公司，Ｌｇｒ５⁃ＦＩＴＣ 及同型对照流式细胞术抗

体、Ｈｕｍａｎ Ｆｃ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｂｕｆｆｅｒ 均购

自美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司，ｓｈＲＮＡ 慢病毒购自上海吉

凯基因，所有引物由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。 裸鼠

购自北京华富康公司，实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ（ 京） ２０１５⁃０００４， 实验动物使 用 许 可 证 号

ＳＹＸＫ（鄂）２０１５⁃００５７。 本研究通过华中科技大学伦

理学委员会审批，批号为 Ｓ２５５。
１．２　 方法

１．２．１　 流式细胞术分选 Ｌｇｒ５＋结直肠癌 ＣＳＣｓ：１×１０６

个细胞加入 １ ｍＬ 封闭液（含 ２０％ＦＢＳ 和 ０􀆰 ４％ＢＳＡ
的 ＰＢＳ 液）４ ℃孵育 ２ ｈ，离心弃上清液，细胞悬浮于

１０ μＬ Ｈｕｍａｎ Ｆｃ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｂｉｎｄｉｎｇ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｂｕｆｆｅｒ 及
４０ μＬ 封闭液，室温作用 １５ ｍｉｎ 后加入相应 Ｌｇｒ５⁃
ＦＩＴＣ 及同型对照抗体，４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ，离心弃

上清液后细胞悬浮于 １ ｍＬ 冷 ＰＢＳ 中，分选前加入

７⁃ＡＡＤ（终浓度 ２ μｇ ／ ｍＬ）室温染色 ５ ｍｉｎ 以利分选

时去除死细胞，上机分选（ＢＤ ＦＡＣＳＡｒｉａ Ｆｕｓｉｏｎ）获

得 Ｌｇｒ５＋结直肠癌 ＣＳＣｓ。
１．２．２　 慢病毒转染及分组：将 Ｌｇｒ５＋结直肠癌 ＣＳＣｓ
悬浮培养于含有 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 胰岛素、０􀆰 ４％ ＢＳＡ、２％
Ｂ２７、１０ ｎｇ ／ ｍＬ ＥＧＦ、１０ ｎｇ ／ ｍＬ ｂＦＧＦ 的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２
培养基中培养 ４８ ｈ 后，以感染复数为 ２０（感染复数＝
病毒活性单位数 ／细胞数）的比例加入慢病毒，转染

１２ ｈ。 转染 ｓｈＬｇｒ５ 慢病毒载体设为实验组；转染相

应对照病毒，设为对照组。 收集两组细胞悬浮培养

于上述 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基中，７ ｄ 后进行后续实验。
ｓｈＬｇｒ５ 干扰序列为 ５′⁃ＧＣＡＧＡＡＵＡＡＵＣＡＧＣＵＡＡＧ⁃
ＡＴＴ⁃３′。
１．２．３　 ｓｈＲＮＡ 慢病毒介导转染效率：流式细胞术检

测 Ｌｇｒ５＋细胞比例。 荧光定量 ＰＣＲ（ ｒｅａｌ􀆼ｔｉｍｅ ＰＣＲ，
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测 Ｌｇｒ５ ｍＲＮＡ 的相对表达量。 基因相

对表达量采用 ２－△△Ｃｔ值表示。
１．２．４　 成球实验：取 ５００ 个 Ｌｇｒ５＋结直肠癌 ＣＳＣｓ，用
６ ｍＬ 上述 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养基悬浮培养，参照文献

［１７］的方法，１５ ｄ 后显微镜下计数细胞球数量。
１．２．５　 平板克隆形成实验：取 ５００ 个 Ｌｇｒ５＋结直肠癌

ＣＳＣｓ，２ ｍＬ 添加 １０％ＦＢＳ 的 ＭｃＣｏｙ′ｓ ５Ａ 培养基培

养于 ２４ 孔板中，参照文献［１７］的方法，１５ ｄ 后结晶

紫酒精溶液染色、计数克隆数量。
１．２．６　 裸鼠皮下成瘤实验：参照文献［１２］的方法，
取 ４～６ 周龄裸鼠，１×１０６ 个细胞悬浮于 １００ μＬ 冷

ＰＢＳ 中，耳后颈部脂肪垫中注射，当肿瘤直径达到

２ ｃｍ 或注射后 ６０ ｄ，４ ｍｇ ／ ｇ 水合氯醛处死裸鼠，测
量瘤体大小（体积＝长×宽２×０．５），进行后续分析。
１．２．７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验：参照文献［１２］的方法，检测

干细胞基因（Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４）、ＣＳＣｓ 基因

（ＣＤ１３３、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ）及 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

关键基因（Ａｘｉｎ２、Ｗｎｔ５ａ、Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３、ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、
Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１）ｍＲＮＡ 表达变化。 基因相对表达量

采用 ２－△△Ｃｔ值表示。
１．３　 统计学分析

　 　 应用 ＳＰＳＳ １９．０ 统计软件进行分析。 正态分布

的计量资料以 􀭰ｘ± ｓ 表示，两组间比较采用 ｔ 检验。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ｓｈＲＮＡ 慢病毒介导转染效率

　 　 流式细胞术检测结果显示：实验组 Ｌｇｒ５＋细胞为

６􀆰 ８％±１􀆰 ０％，对照组为 ９２􀆰 ７％±３􀆰 ３％，两组比较，差
异有统计学意义（ｔ＝４３􀆰 １４８，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 １。
　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测两组 ＣＳＣｓ 中 Ｌｇｒ５ ｍＲＮＡ 相对表

达量：实验组和对照组分别为 ０􀆰 １６８ ± ０􀆰 ０５７ 和

１􀆰 １４８± ０􀆰 ００４，两组比较，差异有统计学意义 （ ｔ ＝
２８􀆰 ７７８，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２．２　 Ｌｇｒ５ 下调对结直肠癌 ＣＳＣｓ 成球和成瘤能力的

影响

　 　 成球实验结果显示：实验组和对照组成球数量

分别为（２９±６）个和（４１０±１０）个，两组比较，差异有

·８３２１· 中华消化外科杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 １６ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｄｉｇ Ｓｕｒｇ， Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１７，Ｖｏｌ．１６，Ｎｏ．１２



统计学意义（ ｔ＝ ４１􀆰 ０７０，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２。
　 　 平板克隆成瘤实验结果显示：实验组和对照组克

隆成瘤数量分别为（７２±４）个和（４１２±１９）个，两组比

较，差异有统计学意义（ｔ＝３１􀆰 ４３３，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。
　 　 裸鼠皮下成瘤实验结果显示：实验组和对照组

裸鼠皮下肿瘤体积分别为（８１±１５） ｍｍ３ 和（３２８±
２４）ｍｍ３，两组比较，差异有统计学意义（ ｔ ＝ １１􀆰 ３０４，
Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ４。

图 １　 流式细胞术检测 Ｌｇｒ５＋肿瘤干细胞的比例

注：Ｌｇｒ５：富含亮氨酸重复序列 Ｇ⁃蛋白偶联受体 ５

图 ２　 成球实验检测肿瘤干细胞自我更新能力

图 ３　 平板克隆形成实验检测肿瘤干细胞体外成瘤能力

图 ４　 裸鼠皮下成瘤实验检测肿瘤干细胞体内成瘤能力

２．３　 Ｌｇｒ５ 下调对相关基因的影响

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示：实验组结直肠癌 ＣＳＣｓ

中干细胞基因 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４ ｍＲＮＡ 的相

对表达量分别为 ０􀆰 ３７７±０􀆰 ０９３、０􀆰 ６６２±０􀆰 １０４、３􀆰 ５９１±
０􀆰 ３００、０􀆰 ４２５±０􀆰 ０９１；对照组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中上述

基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为 １􀆰 ９５７ ± ０􀆰 ０２６、
２􀆰 １３７±０􀆰 ０１５、５􀆰 ８３１±０􀆰 １６５、１􀆰 ５３６±０􀆰 ０１４；两组上

述指标比较，差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ ２３􀆰 ０７９，
２２􀆰 ２６１，８􀆰 ４４６，１９􀆰 １８６，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
　 　 实验组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 ＣＳＣｓ 基因 ＣＤ１３３、
ＣＤ４４、ＡＬＤＨ ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 １􀆰 ４９０ ±
０􀆰 １５５、５􀆰 ５３５±０􀆰 ４８７、１􀆰 ６４０±０􀆰 ０３９；对照组结直肠

癌 ＣＳＣｓ 中上述基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为

２􀆰 ４８８±０􀆰 ０６１、９􀆰 ９０８±０􀆰 ３３２、５􀆰 ７１８±０􀆰 ２９２；两组上

述指标比较， 差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ ８􀆰 １７０，
９􀆰 ６６７，２７􀆰 ８４９，Ｐ＜０􀆰 ０５）。
　 　 实验组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路相

关基因 Ａｘｉｎ２、 Ｗｎｔ５ａ、 Ｗｎｔ３ａ、 Ｆｚｄ３、 ｃ⁃ｍｙｃ、 ＶＥＧＦ、
Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ ｍＲＮＡ 相对表达量分别为 １􀆰 ５９２ ±
０􀆰 ２６７、０􀆰 ５２８ ± ０􀆰 １３８、２􀆰 １５３ ± ０􀆰 ０７８、１􀆰 ４８０ ± ０􀆰 ０６４、
０􀆰 ２４８±０􀆰 １２８、１􀆰 ４９２±０􀆰 ０２５、０􀆰 ６５８±０􀆰 ０９５、１􀆰 ６４７±
０􀆰 ０８７；对照组结直肠癌 ＣＳＣｓ 中上述基因 ｍＲＮＡ 的

相对表达量分别为 ３􀆰 ６５１ ± ０􀆰 ２２４、２􀆰 ５７０ ± ０􀆰 ０９３、
２􀆰 ３０１±０􀆰 １５７、１􀆰 ６３６±０􀆰 ０５８、１􀆰 ４１５±０􀆰 ０８０、２􀆰 ６１０±
０􀆰 １５９、２􀆰 ４８０±０􀆰 １２３、３􀆰 ４３２±０􀆰 ２７３。 两组结直肠癌

ＣＳＣｓ 中 Ａｘｉｎ２、Ｗｎｔ５ａ、ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、Ａｓｃｌ２、ｃｌａｕｄｉｎ⁃１
比较，差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ ７􀆰 ３１６， １５􀆰 ３３２，
１２􀆰 ６４９，１２􀆰 ３２０，１４􀆰 ８３１，９􀆰 ０６３，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 两组结

直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３ 比较，差异均无统计学

意义（ ｔ＝ ２􀆰 ８８７，２􀆰 ２４２，Ｐ＞０􀆰 ０５）。

３　 讨论

　 　 结直肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤，结直肠

癌患者 ４０％～ ５０％在初诊时已有远处转移，即使施

行了根治性手术和规范放化疗，最终仍然有＞５０％的

患者出现转移复发；肿瘤耐药、转移复发是结直肠癌

的主要死因［１８－２２］。 ＣＳＣｓ 强大的自我更新能力是介

导肿瘤耐药、转移复发的根源［５－７］。 因此，维持 ＣＳＣｓ
自我更新能力的分子机制已经成为肿瘤研究的热

点［８－１０］。 目前标识分选结直肠癌 ＣＳＣｓ 的标志物较

多［１１－１２，１６］。 其中 Ｌｇｒ５ 被认为是可靠的结直肠癌

ＣＳＣｓ 标识，Ｋｅｍｐｅｒ 等［２３］ 的研究结果证实：Ｌｇｒ５＋ 癌

细胞表现出更强的自我更新及成瘤能力，外源性高

表达 Ｌｇｒ５ 后，肿瘤细胞克隆能力明显增加，下调

Ｌｇｒ５ 表达后细胞完全失去克隆能力。 新近的研究

结果显示：Ｌｇｒ５ 可能参与调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路活
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性，而 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路在维持 ＣＳＣｓ 自我更新及

成瘤能力过程中发挥重要作用［２４－２５］。 故本研究采

用 Ｌｇｒ５ 分选结直肠癌的 ＣＳＣｓ，并干预其表达，研究

模型可靠。
　 　 ＣＳＣｓ 通过自我更新介导的对称或不对称分裂

产生至少 １ 个保留干细胞特征的子代细胞，以维持

其干细胞潜能和肿瘤的增殖，ＣＳＣｓ 介导肿瘤耐药、
转移复发的根源即为其强大的自我更新能力。 本研

究首先通过流式细胞术检测证实 Ｌｇｒ５ 下调后 ＣＳＣｓ
比例出现明显下降。 这提示 ＣＳＣｓ 自我更新能力受

到抑制；同时成球实验也证实 Ｌｇｒ５ 下调后 ＣＳＣｓ 的

自我更新能力受到抑制；进一步研究结果发现：其体

内、体外成瘤能力被削弱。
　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示：结直肠癌 ＣＳＣｓ 基因

ＣＤ１３３、ＣＤ４４、ＡＬＤＨ 的 ｍＲＮＡ 表达下降，ＣＳＣｓ 中干

细胞基因 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４ 的 ｍＲＮＡ 表达下

降。 干细胞基因 Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４ 在维持正

常干细胞及 ＣＳＣｓ 自我更新过程中发挥重要作用。
笔者团队前期研究结果证实：富集结直肠癌 ＣＳＣｓ
的细胞球中下调 ＫＬＦ４ 后，细胞球中 ＣＤ１３３＋ ＣＳＣｓ
比例明显下降，细胞的自我更新能力、体内外成瘤能

力均被削弱［７］。 多项研究结果也证明：Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、
Ｎａｎｏｇ、ＫＬＦ４ 维持正常干细胞及 ＣＳＣｓ“干性”特征中

发挥关键作用［２６－２８］。 ＣＳＣｓ 中干细胞基因 Ｏｃｔ４、
Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏ ｇ、ＫＬＦ４ 表达下降，上述基因在维持细胞

干性及自我更新过程中发挥关键作用。 这提示

Ｌｇｒ５ 下调后结直肠癌 ＣＳＣｓ 自我更新能力被削弱。
　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路与肿瘤的发生、发展密切相

关，此通路的活性增强可激活其下游靶基因，如
ｃ⁃ｍｙｃ、ＶＥＧＦ、Ａｓｃｌ２ 等，从而影响肿瘤细胞恶性行

为［２９－３０］。 本研究检测了 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路基因表

达变化，结果显示：除 Ｗｎｔ３ａ、Ｆｚｄ３ 的 ｍＲＮＡ 表达无

明显变化外， Ｗｎｔ５ａ、 Ａｘｉｎ２、 ｃ⁃ｍｙｃ、 ＶＥＧＦ、 Ａｓｃｌ２、
ｃｌａｕｄｉｎ⁃１ 基因的 ｍＲＮＡ 表达明显下调。 这提示

Ｌｇｒ５ 下调后结直肠癌 ＣＳＣｓ 中 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路

活性可能受到抑制。
　 　 综上，Ｌｇｒ５ 在维持结直肠癌 ＣＳＣｓ 自我更新、体
内外成瘤能力中发挥重要作用，其机制可能与调控

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路活性相关。 但由于 ＣＳＣｓ 数量稀

少（本研究中 Ｌｇｒ５＋ 比例为 ０􀆰 ５％），获取大量 ＣＳＣｓ
非常困难，故本研究中无法获得大量细胞同时进行

蛋白印迹实验以检测蛋白质表达变化；证实翻译水

平 Ｌｇｒ５ 对 ＣＳＣｓ 的调控作用，还需要进一步深入

研究。
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（收稿日期： ２０１７⁃１０⁃２３）
（本文编辑： 赵蕾）
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·读者·作者·编者·

中华医学会系列杂志论文作者署名规范

　 　 一、作者署名

　 　 中华医学会系列杂志论文作者姓名在提名下按序排列，排序应在投稿前由全体作者共同讨论确定，投稿后不应再作改

动，确需要改动时必须出示单位证明以及所有作者亲笔签名的署名无异议书面证明。
　 　 作者应同时具有以下 ４ 项条件：（１） 参与论文选题和设计，或参与资料分析与解释。 （２） 起草或修改论文中关键性理论

或其他主要内容。 （３） 能按编辑部的修改意见进行核修，对学术问题进行解答。 （４） 除了负责本人的研究贡献外，同意对研

究工作各方面的诚信问题负责。 仅参与获得资金或收集资料者不能列为作者，仅对科研小组进行一般管理者也不宜列为作者。
　 　 二、通信作者

　 　 每篇论文均需确定一位能对该论文全面负责的通信作者。 通信作者应在投稿时确定，如在来稿中未特殊标明，则视第一

作者为通信作者。 集体署名的论文应将对该文负责的关键人物列为通信作者。 规范的多中心或多科学临床随机对照研究，
如主要责任者确实超过一位的，可酌情增加通信作者。 无论包含几位作者，均需标注通信作者，并注明其 Ｅｍａｉｌ 地址。
　 　 三、同等贡献作者

　 　 不建议著录同等贡献作者，需确定论文主要责任者。
　 　 确需著录同等贡献作者时，可在脚注作者项后另起一行著录“前 Ｘ 位作者对本文有同等贡献”，英文为“ＸＸ ａｎｄ ＸＸ
ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｅｑｕａｌｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｌｅ”。 英文摘要中如同等贡献者为第一作者且属不同单位，均需注录其单位，以∗、＃、△、※等顺序标注。
　 　 同一单位同一科室作者不宜著录同等贡献。 作者申请著录同等贡献时需提供全部作者的贡献声明，期刊编辑委员会进

行核查，必要时可将作者贡献声明刊登在论文结尾处。
　 　 四、志谢

　 　 对给予实质性帮助但不符合作者条件的单位或个人可在文后给予志谢，但必须征得志谢人的书面同意。 被志谢者包括：
（１）对研究提供资助的单位和个人、合作单位；（２）协助完成研究工作和提供便利条件的组织和个人；（３）协助诊断和提出重

要建议的人；（４）给予转载和引用权的资料、图片、文献、研究思想和设想的所有者；（５）做出贡献又不能成为作者的人，提供技

术帮助和给予财力、物力支持的人，此时应阐明其支援的性质；（６）其他。 不宜将应被志谢人在作者的位置上，混淆作者和被

志谢者的权利和义务。
中华医学会杂志社
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