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Fascin shRNA 通过 Notch1 信号通路调控 

结直肠癌细胞的生长

余伟，张志标，马达

(汉川市人民医院普外二科，湖北 汉川 431600)

[摘　要] 目的：研究聚束蛋白(Fascin)shRNA对结直肠癌细胞生长的影响。方法：结直肠癌细胞HT29感染

Fascin shRNA和shRNA control慢病毒，real-time PCR和Western印迹法分别测定细胞中Fascin mRNA

和蛋白的表达水平，同时用Western印迹法检测细胞中的Notch1蛋白水平。用Notch1信号通路抑制

剂DAPT处理下调Fascin后的HT29细胞，MTT测定细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期，Western

印迹法检测周期蛋白p27、细胞周期蛋白D1(Cyclin D1)表达水平。结果：Fascin shRNA慢病毒感

染后的细胞中Fascin转录和表达水平均降低，而shRNA control慢病毒感染对细胞中的Fascin表达水

平没有影响。沉默Fascin的细胞增殖能力降低，细胞G0/G1比例升高，细胞中Cyclin D1蛋白水平降

低，p27蛋白水平升高。沉默Fascin能够降低细胞中Notch1蛋白水平，并且Notch1信号通路抑制剂

DAPT可以协同沉默Fascin，进一步抑制结直肠癌细胞增殖，阻滞结直肠癌细胞周期，减少Cyclin 

D1蛋白表达，促进p27蛋白表达。结论：Fascin shRNA通过抑制Notch1信号通路阻碍结直肠癌细胞

增殖，将细胞周期阻滞在G0/G1期。
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Fascin shRNA regulates the growth of colorectal cancer 
cells through Notch1 signaling pathway

YU Wei, ZHANG Zhibiao, MA Da

(Second Department of General Surgery, Hanchuan People’s Hospital, Hanchuan Hubei 431600, China)

Abstract Objective:  To investigate the ef fect of Fascin shRNA on the grow th of colorectal  cancer cel ls.  

Methods: Colorectal cancer cells HT29 infected with Fascin shRNA and shRNA control lentivirus, real-time 

PCR and Western blot were used to measure the expression of Fascin mRNA and protein, at the same time, the 

level of Notch1 protein was detected by Western blot, Notch1 signaling pathway inhibitor DAPT was used to 

the HT29 cells after downregulate Fascin. Cell proliferation, cell cycle, the expression levels of cyclin p27 and 

Cyclin D1 were detected by MTT assay, flow cytometry, and Western blot, respectively. Results: After Fascin 

shRNA lentivirus infection, Fascin transcription and expression levels were reduced. However, shRNA control 

lentivirus had no effect on Fascin expression. The cell proliferation ability of silent Fascin was reduced, the 
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结直肠癌是消化道常见恶性肿瘤之一，是一

种世界范围内恶性肿瘤，与饮食、环境、生活方式

等有关。随着分子生物学及临床诊疗技术的不断发

展，结直肠癌的治疗技术已经得到很大提高，但是

由于结直肠癌发展速度较快，且早期的发病症状较

为隐匿，结直肠癌严重威胁着患者的健康，探讨结

直肠癌发病机制尤为重要 [1]。聚束蛋白(Fascin)最

初是在海胆的卵母细胞中发现的，能够与肌动蛋

白结合，因此命名为Fascin，在脊柱动物中又称为

Fascin-1，其在充间质组织、神经系统广泛表达，

参与细胞的生长等过程[2-4]。Fascin在单纯的柱状上

皮如胆管、卵巢、结肠等中表达水平极低甚至不

表达，而在结直肠癌细胞、卵巢癌细胞等肿瘤细

胞中表达水平升高[5-7]。Fascin调控肿瘤细胞表型与

Notch1有关，Fascin可以调控乳腺癌细胞干细胞特

性，作用机制与激活Notch1有关[8]。本研究旨在明

确Fascin对结直肠癌细胞增殖的影响，以期为阐明

结直肠癌的发病机制奠定基础。

1  材料与方法

1.1  材料

结 直 肠 癌 细 胞 H T 2 9 购 自 美 国 AT C C 公 司 ；

P L 0 4 0 1 0 6 2  p 2 7 抗体、 P L 0 5 0 2 5 3 9 细胞周期蛋白

D 1 (c y c l i n  D 1 ) 抗体、 P L 0 5 0 2 3 4 9  No t c h 1 抗体、

PL0402214 Fascin抗体购自加拿大PL Laboratories；

N o t c h 1 信 号 通 路 抑 制 剂 D A P T 购 自 美 国 S i g m a 公

司；Fascin shRNA和shRNA control慢病毒由上海吉

凯基因构建，Fascin shRNA序列为5'-ACTATA AC- 
AAGGTGGCCAT-3'，shRNA control序列为5'-GTT- 
CTCCGA ACGTGTCACGT-3'；Real-time PCR试剂

盒购自美国SinoBio公司；cDNA第一链合成试剂盒

购自北京TIANGEN；Fascin和β-actin由生工生物工

程(上海)股份有限公司合成。

1.2  慢病毒感染

HT29细胞感染Fascin shRNA和shRNA control

慢病毒，病毒感染复数为10，感染前将细胞种植到

6孔板内，培养密度为40%时，将上清吸除，加入

病毒颗粒继续培养24 h，更换细胞培养液，3 d后，

嘌呤霉素筛选稳定感染的细胞进行传代培养。稳定

感染shRNA control慢病毒的细胞记为阴性组，稳定

感染Fascin shRNA慢病毒的细胞记为干扰组，没有

感染慢病毒的细胞记为对照组。用Real-time PCR和

Western印迹法检测干扰效果。

1.3  Realtime PCR
取 各 组 细 胞 ， 用 移 液 枪 把 将 培 养 液 吸 除 以

后 ， 加 入 冰 预 冷 的 生 理 盐 水 将 细 胞 洗 涤 ， 添 加

TRIzol裂解液，置于冰上充分裂解细胞，按照细胞

总R NA提取试剂盒提取细胞中的总R NA，R NA以

75%的乙醇洗涤以后，用DEPC水溶解，检测提取

的RNA的A260 nm/A280 nm的比值在1.8~2.0。取RNA，

反转录合成cDNA，步骤同cDNA第一链合成试剂

盒。以R ea l t i m e  P CR测定目的基因的转录水平，
β-actin为内参，反应程序为：95 ℃ 2 min；95 ℃，

15 s；60 ℃ 60 s；共40个循环。引物参照文献[4]，

Fasc in  F-5 ' -AG G CG G CC A ACG AG AG G A AC -3 '，
R - 5 ' - ACG ATG ATG G G G CG GT TG AT- 3 '；β - a c t i n 
F- 5 ' -TC AG GTC ATC ACTATCG G C A AT- 3 '，R - 5 ' -
AAAGAAAGGGTGTAAAACGCA-3'。

1.4  Western 印迹法

细胞蛋白提取：取各组细胞，将细胞培养液

倒掉以后，添加PBS洗涤2次，加入100 μL的裂解

液，置于冰上充分裂解3 0  m i n，置于4  ℃离心机

中，高速(12 000 r/min)离心10 min，细胞总蛋白

存在于上清溶液中。以常规B C A法检测蛋白浓度

后，将蛋白样品保存在− 8 0  ℃。蛋白变性：取蛋

白样品同上样缓冲液混合煮沸5 min以后，使蛋白

完全变性。SDS-PAGE电泳：按照每个泳道上样量

为30 μg，在浓缩胶中电压调整为80 V，在分离胶

中电压调整为120 V，电泳时间约为2.5 h。转膜：

取出凝胶，在4 ℃，100 V电压条件下，把蛋白转

proportion of G0/G1 in cells increased, the level of Cyclin D1 protein in the cells decreased, the level of p27 

protein was increased. Silencing Fascin reduced the level of Notch1 protein in cells. Moreover, Notch1 signaling 

pathway inhibitor DAPT coexisted with silencing Fascin to further inhibit the proliferation of colorectal 

cancer cells, the cell cycle of colorectal cancer was blocked, the expression of Cyclin D1 protein reduced, the 

expression of p27 protein promoted. Conclusion: Fascin shRNA can inhibit proliferation and blocked cell 

cycle of colorectal cancer cells by inhibiting Notch1 signaling pathway.

Keywords colorectal cancer; proliferation; Notch1 signaling pathway; Fascin



临床与病理杂志, 2019, 39(2)    http://lcbl.amegroups.com240

移到P V D F膜上。封闭：用5 %牛血清白蛋白为封

闭液，将P V D F膜置于其中，在室温中孵育2  h。

抗体孵育：将PVDF膜置于一抗稀释液中(Fascin以

1:200稀释，p27抗体以1:400稀释，Cyclin D1抗体

以1:800稀释，Notch1抗体以1:400稀释)，在4 ℃过

夜，将PVDF膜放在1:3 000稀释的二抗中，在37 ℃
孵育1.5 h。显色：ECL发光，暗室中曝光，β-actin
为内参，对蛋白进行定量。

1.5  细胞分组

HT29细胞分为对照组、阴性组、干扰组、干

扰+DAP T组，对照组、阴性组、干扰组细胞分组

方法同1.2。干扰组、干扰+DAPT组细胞为稳定感

染Fascin shRNA慢病毒的细胞，同时在干扰+DAPT
组细胞培养液中加入8 μmol/L的Notch1信号通路抑

制剂DA P T。以Wester n印迹法测定对照组、阴性

组、干扰组、干扰+DAPT组细胞中Notch1蛋白表

达水平，步骤同1.4。

1.6  MTT 法测定细胞增殖

对照组、阴性组、干扰组、干扰+DAP T组细

胞以每孔4  0 0 0个细胞接种到9 6孔板内，培养2  d
以后，在每孔中加入2 0  μ L的M TT溶液，孵育4  h
以后，把上清吸除掉。在每个孔内加入1 5 0  μ L的

D M S O溶液，继续孵育1 0  m i n。置于酶标仪检测

490 nm的OD值。

1.7  流式细胞术测定细胞周期

收集对照组、阴性组、干扰组、干扰+DAP T
组细胞，用PBS将细胞洗涤3次以后，转移至流式

管中，1 000 r/min离心10 min，倒掉上清溶液，加

入预冷的75%的甲醇溶液，置于4 ℃条件下过夜反

应后，于离心机中，1 000 r/min离心10 min，加入

碘化丙啶，置于4 ℃孵育30 min，立即用流式细胞

仪测定细胞周期。

1.8  Western 印迹法检测细胞中 p27 和 Cyclin D1

蛋白表达水平

收集对照组、阴性组、干扰组、干扰+DAP T
组细胞，用Western印迹法检测细胞中p27和Cyclin 
D1蛋白表达水平，步骤同1.4。

1.9  统计学处理

采用SPSS 21.0统计软件进行数据分析，计量

资料用均数±标准差(x±s)表示，多组比较采用单因

素方差分析，组间比较采用SNK-q检验，以P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  Fascin shRNA 下调结直肠癌细胞中 Fascin 表达

结直肠癌细胞感染Fa s c i n  s h R N A慢病毒后，

细胞中的Fascin mRNA和蛋白水平均降低，而感染

shRNA control慢病毒后的细胞中Fascin表达水平没

有变化(图1，表1)。

2.2  Notch1 信号通路抑制剂协同沉默 Fascin 下调

结直肠癌细胞中 Notch1 的表达

沉默Fa s c i n后的结直肠癌细胞中No tc h 1蛋白

水平降低，提示沉默Fascin可以抑制结直肠癌细胞

中Notch1信号通路的激活。Notch1信号通路抑制

剂DAP T可以协同沉默Fascin降低结直肠癌细胞中

Notch1蛋白表达(图2，表2)。

表1 各组结直肠癌细胞中Fascin的表达水平(x±s)

Table 1 Expression level of Fascin in colorectal cancer cells 

(x±s)

组别 Fascin mRNA Fascin 蛋白

对照组 1.00 0.45±0.06

阴性组 0.98±0.12 0.43±0.07

干扰组 0.41±0.06* 0.18±0.03*

F 56.117 21.670

P <0.001 0.002

与对照组相比，*P<0.05

Compared with the control group, *P<0.05.

图1 慢病毒感染下调结直肠癌细胞中Fascin的表达

Figure 1 Downregulation of Fascin expression in colorectal 

cancer cells by lentivirus infection

Fascin

β-actin

对照组 干扰组 阴性组
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2.3  Notch1 信号通路抑制剂协同沉默 Fascin 抑制

结直肠癌细胞增殖

沉默Fasc in后的结直肠癌细胞OD值降低，提

示沉默Fascin可以抑制结直肠癌细胞增殖。Notch1
信号通路抑制剂DAP T可以协同沉默Fascin降低结

直肠癌细胞OD值，抑制细胞增殖(表3)。

2.4  Notch1 信号通路抑制剂协同沉默 Fascin 阻滞

结直肠癌细胞周期

沉默Fascin后的结直肠癌细胞G0/G1期细胞比例

升高，提示沉默Fascin可以将结直肠癌细胞周期阻

滞在G0/G1期。Notch1信号通路抑制剂DAPT可以协

同沉默Fascin将结直肠癌细胞周期阻滞在G0/G1期，

阻碍细胞周期进程(表4)。

2.5  Notch1 信号通路抑制剂协同沉默 Fascin 促进

结直肠癌细胞中 p27 表达并抑制 Cyclin D1 表达

沉默Fascin后的结直肠癌细胞中Cyclin D1蛋白

水平降低，p27蛋白水平升高，沉默Fascin可以通

过抑制Cyclin D1蛋白表达，促进p27蛋白表达阻滞

细胞周期。Notch1信号通路抑制剂DAPT可以协同

沉默Fascin减少结直肠癌细胞表达Cyclin D1，诱导

p27表达(图3，表5)。

图2 Notch1信号通路抑制剂协同沉默Fascin下调结直肠癌

细胞中Notch1的表达

Figure 2 Notch1 signaling pathway inhibitor co silencing 

Fascin down-regulation of Notch1 expression in colorectal 

cancer cells

Notch1

β-actin

对照组 干扰组 干扰+DAPT组阴性组

表2 各组结直肠癌细胞中Notch1蛋白表达水平(x±s)

Table 2 Expression level of Notch1 protein in colorectal 

cancer cells in each group (x±s)

组别 Notch1

对照组 0.45±0.08

阴性组 0.47±0.06

干扰组 0.30±0.03*

干扰+DAPT组 0.19±0.02#

F 18.575

P 0.001

与对照组相比，*P<0.05；与干扰组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

interfere group, *P<0.05.

表3 各组结直肠癌细胞OD值(x±s)

Table 3 OD values of colorectal cancer cells in each group 

(x±s)

组别 OD

对照组 0.29±0.03

阴性组 0.28±0.04

干扰组 0.20±0.02*

干扰+DAPT组 0.14±0.01#

F 15.429

P 0.001

与对照组相比，*P<0.05；与干扰组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

interfere group, *P<0.05.

表4 各组结直肠癌细胞周期比例(x±s)

Table 4 Cell cycle proportion of colorectal cancer in each group (x±s)

组别
细胞周期/%

G0/G1 S G2/M

对照组 58.87±5.16 23.54±2.36 17.99±1.62

阴性组 56.95±3.58 24.87±2.69 18.17±1.74

干扰组 63.82±2.10* 14.26±1.54* 27.27±1.42*

干扰+DAPT组 69.47±3.51# 10.17±1.40# 29.36±2.11#

F 11.536 35.714 35.297

P 0.003 <0.001 <0.001

与对照组相比，*P<0.05；与干扰组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the interfere group, *P<0.05.
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3  讨论

人类的Fascin基因定位于7q22染色体上，其编

码的蛋白质可以特异性地与肌动蛋白结合，促进平

行排列的激动蛋白束形成，其定位于激动蛋白束的

核心，Fascin蛋白的N端含有11~50个氨基酸，其位

于第39位的丝氨酸高度保守，是蛋白激酶C的磷酸

化位点，能够调控细胞的生长等特性 [9-11]。Fascin
在胶质细胞、平滑肌细胞、内皮细胞等细胞中有

表达，在上皮细胞系中几乎不表达 [12]。研究 [13-14]

表明：Fascin在几乎所有的肿瘤细胞中均呈现高表

达，并且与肿瘤的预后、分期等具有相关性，还

能够调控肿瘤细胞如胃癌、卵巢癌的增殖能力，

在肿瘤的发生过程中发挥癌基因的作用。本研究

表明：沉默Fascin后的结直肠癌细胞的增殖能力降

低，同时细胞周期被阻滞，说明沉默Fascin可以通

过阻滞细胞周期抑制结直肠癌细胞的增殖。

细胞周期与增殖具有直接关系，与细胞凋亡、

分化等具有间接联系，其是生命科学领域研究的重

要内容，细胞周期包括G1期、S期、G2期及M期，

细胞按照上述时相发生细胞形态学变化，在细胞

周期进程中，G1到S期，G2到M期是较为重要的转

接点，受到多种调控因子的调控作用 [15-16]。Cyclin
是一种正调控因子，可以促进细胞周期进展，在整

个细胞周期中含量随着周期进展而不断变化，其中

CyclinD1在G1期合成，主要作用为促进G1期向S期

转换[17]。p27是细胞周期的抑制因子，能够抑制细

胞周期促进因子的活性，阻滞细胞周期进展，具有

抑癌基因的活性[18]。有研究[19]显示：Fascin下调后

的胆管癌细胞G1期比例升高，沉默Fascin具有抑制

细胞周期进程的作用。本研究结果显示：Fascin下

调后的结直肠癌细胞周期G0/G1期比例升高，说明

沉默Fascin具有阻滞肿瘤细胞周期的作用。

在人类的T淋巴母细胞白血病中Notch1表达水

平升高后可以促进正常的细胞向恶性细胞转化，

在 肾 癌 、 宫 颈 癌 、 子 宫 内 膜 癌 等 中 已 经 得 到 证 
实[20-22]。Notch1在人类的正常组织生长发育中有重

要作用，与细胞的生长、分化等有关，其是一个

具有多种功能的信号转导通路[23-24]。Notch1信号通

路的激活水平同Fascin的表达有关，对于二者之间

的相互调控作用报道不同，Fascin可以激活Notch1
信号通路维持乳腺癌干细胞特性，而在胃癌细胞

发现Notch1信号通路可以靶向Fascin影响肝癌细胞

的生长 [8,25]。本研究结果显示：沉默Fascin后的结

直肠癌细胞中Notch1信号通路激活水平降低，用

Notch1信号通路抑制剂可以进一步促进沉默Fascin
对结直肠癌细胞增殖和细胞周期的影响，提示沉

默Fascin可以通过抑制Notch1信号通路阻碍结直肠

癌细胞的增殖。

综上，沉默Fasc in能够将细胞周期阻滞在G 0/
G 1期，抑制结直肠癌细胞的增殖，作用机制与抑

制Notch1信号通路激活有关，靶向Fascin和Notch1
信 号 通 路 抑 制 剂 可 能 是 治 疗 结 直 肠 癌 的 有 效 途

径，这对于以后研究Fascin在肿瘤发生中的作用机

制具有重大意义，后续会在多株结直肠癌细胞中

进行验证。
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