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AQP-5基因沉默对结肠癌细胞增殖
及信号转导通路的影响
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　　［摘要］　背景与目的：水通道蛋白-5(aquaporin 5，AQP-5)在人结肠癌组织中表达增高，与结肠癌的发

生、发展及转移过程有关。但AQP-5影响的信号转导通路及对结肠癌细胞的具体影响尚不明确。本研究通过抑

制结肠癌细胞株HT-29内源性AQP-5的表达，探讨AQP-5对HT-29细胞丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(AKT)、细胞外调节

激酶细胞外调节激酶(ERK)、c-jun氨基末端激酶(JNK)和p38丝裂原活化蛋白激酶(p38MAPK)信号转导通路的影

响。方法：体外常规培养人结肠癌HT-29细胞，取对数生长期的细胞用于实验。蛋白质印迹法(Western blot)

检测AQP-5-siRNA转染效率；采用噻唑蓝(MTT)法检测各组细胞增殖抑制率；流式细胞术检测细胞凋亡率；

Western blot检测转染AQP-5 siRNA的HT-29细胞AKT、ERK、JNK和p38蛋白的磷酸化形式及总蛋白的表达水平。

结果：AQP-5-siRNA转染使HT-29细胞AQP-5基因表达下调的效率达90%。MTT分析结果显示，转染了AQP-5-siRNA

的HT-29细胞增殖抑制率显著增高(P<0.05)，流式细胞术发现转染了AQP-5-siRNA的HT-29细胞凋亡率显著增加

(P<0.05)。Western blot结果显示，与转染NS-siRNA的阴性对照组相比较，转染了AQP-5-siRNA的HT-29细胞磷

酸化的AKT、ERK和JNK蛋白磷酸化形式表达量与总蛋白表达量的改变两者差异无统计学意义(P>0.05)。而转染

了AQP-5-siRNA的HT-29细胞磷酸化p38与总的p38蛋白比值下降(P<0.05)。结论：针对AQP-5的si-RNA具有促进

HT-29细胞凋亡、抑制细胞增殖的作用，该作用可能与抑制p38MAPK蛋白的磷酸化活化有关。

　　［关键词］　水通道蛋白5；结肠肿瘤；信号转导通路
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　　［Abstract］ Background and purpose: Aquaporin 5 (AQP-5) was overexpressed in colon cancer tissues, and 
AQP-5 was related to occurrence, progress of colon cancer. But the relationship between AQP-5, signaling pathway in 
colon cancer cells is still not clear. The purpose of this study was to investigate the effects of AQP-5 on the signaling 
pathway of human colon cancer HT-29 cells by inhibiting the expression of endogenous AQP-5 in colon cancer cell 
line HT-29 via AQP-5-siRNA transfection. Methods: Human colon cancer HT-29 cells were cultured in vitro and the 
cells in logarithm growth period were used. RNA interference (siRNA) technology was used to inhibit the expression of 
endogenous AQP-5 and Western blot was used to detect the inhibition efficiency of AQP-5-siRNA in HT-29 cells. MTT 
assay were used to detect the cell growth inhibition rate; Flow cytometry (FCM) was used to measure the cell apoptosis 
rate; To observe the effects of AQP-5-siRNA transfection on AKT, ERK, JNK and P38 pathway of HT-29 cells, the 
levels of the expression of AKT, ERK, JNK and P38 phosphorylation protein and total protein were measured by 
Western blot. Results: The results of Western blot showed that AQP-5 expression was suppressed by over 90% in HT-
29 cells after AQP-5-siRNA transfection. MTT showed that the proliferation inhibition rate was increased significantly 
in HT-29 cells after AQP-5-siRNA transfection rather than NS-siRNA transfection (P<0.05); FCM analysis showed 
that AQP-5-siRNA transfection induced HT-29 cell apoptosis (P<0.05). Western blot showed that compared with NS-
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　　结肠癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤，

其发病率呈不断上升的趋势。p38MAPK是细

胞内重要的信号转导通路之一，属于丝裂素活

化蛋白激酶(MAPK)家族中的一员，参与细胞

增殖、分化、死亡等多种生理和病理过程的调 

节［1］。肿瘤细胞异常增殖需要更多水分子的快

速转运，水通道蛋白(aquaporins，AQPs)是一类

广泛存在于细胞膜上的、具有高选择性的、特

异转运水分子的通道蛋白［2］。最近发现AQP-5

在结肠癌组织中表达增高［3］，但AQP-5与结肠

癌细胞生长及信号通路之间的关系尚不清楚。

本研究选用针对AQP-5的siRNA，观察其对结肠

癌细胞生长相关的通路蛋白表达的影响，探讨

AQP-5在结肠癌治疗过程中的可能作用及其调

节机制。

1　材料和方法

1.1　材料 

　　噻唑蓝(MTT)，美国Sigma公司；DMEM/

F12培养液、胰蛋白酶，Gibco公司；AQP-

5、丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(AKT)、磷酸化

AKT(p-AKT)、细胞外调节激酶细胞外调节激

酶(ERK)、磷酸化ERK(p-ERK)、c-jun氨基末

端激酶(JNK)、磷酸化JNK(p-JNK)、p38丝裂素

活化蛋白激酶(p38MAPK)、磷酸化p38MAPK 

(p-p38MAPK)及GAPDH抗体，美国Santa Cruz公

司；FASCalibur流式细胞仪，美国BD公司。

1.2　细胞培养

　　HT-29细胞：人结肠中分化腺癌细胞株，

购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源

中心。细胞于含有10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素和100 g/mL链霉素的DMEM/F12培养基中培

养，于37 ℃、CO2体积分数为5%的饱和湿度的

siRNA negative control group, AQP-5-siRNA transfection decreased the rates of p-p38 and p38. However, the level of 
the expression of AKT, ERK, JNK phosphorylation protein was not different between AQP-5-siRNA transfection group 
and NS-siRNA negative control group (P>0.05). Conclusion: The RNA interference (siRNA) technology targeting to 
AQP-5 inhibited the expression of endogenous AQP-5 in HT-29 cells, inhibited the cell proliferation, and induced the 
cell apoptosis, and the effect may be related with its decreasing the rate of p-p38 and p38.
  　［Key words］ Aquaporin 5; Colonic neoplasms; Signaling pathway

恒温培养箱中温育。用0.25%胰蛋白酶(含0.02% 

EDTA)溶液消化传代。取对数生长期的细胞用

于实验。

1.3　AQP-5-siRNA转染和实验分组

　　参考文献［4］设计合成AQP-5特异性小干

扰RNA(AQP-5-siRNA)序列，siRNA #1顺义

链：5’-AAAACTCTGCGAACACGGCCCCTGT 

CTC-3’，反义链：5’-AAGGCCGTGTTCGCA 

GAGTTCCTGTCTC-3’；siRNA #2顺义链：

5’-AAGAGCAGCCAGTGAAGTAGACCTGTCT 

C-3’，反义链：5’-AATCTACTTCACTGGCTGC 

T C C C T G T C T C - 3 ’ 。 无 关 对 照 s i R N A ( n o n -

specific control siRNA，NS-siRNA)序列为：

5’-GGUCUCACUCCCCAUAGAGTT-3’。转染前

24 h于6孔板中接种HT-29细胞，密度为4×105

个/mL。转染前用无血清无抗生素的DMEM/F12

清洗细胞，经脂质体介导法，按照试剂说明

书用无血清无抗生素的DMEM/F12培养基稀释

AQP-5-siRNA混合物或对照NS-siRNA和相应

比例转染试剂LipofectamineTM2000，两种稀释

液混合形成复合物后，将其转染HT-29细胞。

转染24 h后，检测转染效率及其他分子表达的

情况。实验分组为：正常培养的HT-29细胞(对

照组)、转染NS-siRNA的HT-29细胞(NS-siRNA

组)和转染AQP-5-siRNA的HT-29细胞(AQP-5- 

siRNA组)。

1.4　MTT法检测细胞增殖率

　　对数生长期的HT-29细胞用0.25%胰蛋白酶

(含0.02% EDTA)溶液消化并接种于96孔板，接

种密度为5×104个/mL，每组设6个复孔。各组

细胞于实验结束前4 h加入5 g/L的MTT 20 μL，

继续培养4 h后，弃去培养液，每孔加入二甲

基亚砜150 μL，室温振荡15 min至结晶完全

溶解，用酶标仪于波长490 nm测吸光度A值。
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以上实验重复3次。生长抑制率(%)=(1-A实验组/ 

A对照组)×100%。

1.5　流式细胞术检测细胞凋亡率

　　细胞用0.25%胰蛋白酶(含0.02% EDTA)溶液

消化，4 ℃，500×g离心10 min后收集细胞，沉

淀中加入预冷的70%乙醇1 mL，轻轻吹打，4 ℃

固定过夜。4 ℃，500×g，离心10 min，去上清

液，用1×PBS清洗2次。然后加入1 mL PI染液

将细胞重悬，4 ℃避光染色30 min后，流式细胞

仪检测。以上实验重复3次。

1.6　蛋白质印迹法(Western blot)检测AKT、

ERK、JNK、p38及磷酸化AKT、ERK、JNK和

p38蛋白表达

　　收集细胞，用预冷的1×PBS洗涤3次，于细

胞裂解液中重悬细胞，冰上裂解间断涡旋30 min

后，4 ℃，6 200×g离心10 min，将上清液收

集到新的EP管中，用改良的Lowry法进行蛋白

定量。各组取等量的细胞总蛋白依次经聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离、电转移至PVDF膜、5%脱

脂奶粉室温封闭后，用稀释后的各个目标蛋白

的一抗4 ℃温育过夜，TTBS于室温摇床振摇漂

洗3次后加入相应二抗，室温温育2 h，化学发

光法进行显色，对条带进行吸光度积分扫描。

GAPDH作为内参照。用各蛋白吸光度值/内参照

吸光度值的比值进行比较。

1.7　统计学处理

　　实验数据以x±s表示，采用SPSS 11.5软件进

行ANOVA分析处理和Dunnett检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　针对AQP-5的siRNA对HT-29细胞表达

AQP-5的影响

　 　 参 考 文 献 ［ 3 ］ 人 工 合 成 A Q P - 5 小 干 扰

RNA(AQP-5-siRNA)转染HT-29细胞，同时转

染NS-siRNA的细胞作为阴性对照。Western blot

结果显示，NS-siRNA组细胞中AQP-5高表达，

而AQP-5-siRNA组HT-29细胞AQP-5的表达显

著下降(P<0.05)，其下降幅度达90%，表明本研

究所用的AQP-5-siRNA能高效抑制HT-29细胞

中AQP-5的表达。NS-siRNA组与对照组相比，

AQP-5的表达差异没有统计学意义(P>0.05， 

图1)。

2.2　针对AQP-5的siRNA对HT-29细胞增殖的

影响

　　MTT检测转染AQP-5-siRNA和NS-siRNA

的HT-29细胞增殖活力改变，与NS-siRNA组相

比，AQP-5-siRNA组的HT-29细胞增殖抑制率

显著增加(P<0.05)，提示抑制AQP-5的表达可

抑制HT-29细胞增殖。NS-siRNA组与对照组相

比，增殖抑制率差异没有统计学意义(P>0.05，

表1)。

表 1　HT-29细胞增殖抑制率和细胞凋亡率的变化

Tab. 1    Change of growth inhibition rate and apoptosis rate in 

HT-29 cells
Group Growth inhibition rate Apoptosis rate

Control group 1.08±0.13 1.22±0.17
NS-siRNA group 1.13±0.11 0.99±0.18

AQP-5-siRNA group 27.9±5.16* 10.81±1.32*

  *: Compared with NS-siRNA group, P<0.05.

图 1　各组AQP-5蛋白表达的变化

Fig. 1    Expression of AQP-5 in colon cancer cells

  1: Control group; 2: NS-siRNA group; 3: AQP-5-siRNA group; *: Compared with NS-siRNA group, P<0.05.
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2.3　针对AQP-5的siRNA对HT-29细胞凋亡的

影响

　　通过流式细胞术检测转染了AQP-5-siRNA

的HT-29细胞凋亡率的改变。与NS-siRNA组相

比，AQP-5-siRNA组的HT-29细胞凋亡率显著

增加(P<0.05)，提示抑制AQP-5的表达可促进

HT-29细胞凋亡。NS-siRNA组与对照组相比，

细胞凋亡率差异没有统计学意义(P>0.05，表1、

图2)。

图 2　各组细胞凋亡率的变化

Fig. 2    Change of the apoptosis rate in HT-29 cells

  1: Control group; 2: NS-siRNA group; 3: AQP-5-siRNA group; *: Compared with NS-siRNA group, P<0.05.

2.4　针对AQP-5的siRNA对HT-29细胞生长相

关通路蛋白表达的影响

　　通过Western blot检测转染了AQP-5-siRNA

的HT-29细胞磷酸化的AKT、ERK、JNK和p38

蛋白磷酸化形式表达量与总蛋白表达量的改

变，结果显示，与NS-siRNA组相比，AQP-5-

siRNA组的HT-29细胞磷酸化的AKT、ERK和

JNK蛋白磷酸化形式表达量与总蛋白表达量的

改变两者差异无统计学意义(P>0.05)，AQP-5-

siRNA组的HT-29细胞磷酸化p38与总的p38蛋

白表达下降，两者差异有统计学意义(P<0.05)，

NS-siRNA组与对照组相比，差异无统计学意义

(P>0.05)，表明抑制内源性AQP-5表达抑制了

p38通路(图3、4)。

图 3　各组AKT、ERK、JNK、p38及磷酸化蛋白表达的变化

Fig. 3    Expression of AKT, ERK, JNK, p38 and phosphorylation 

protein in every group

 1: Control group; 2: NS-siRNA group; 3: AQP-5-siRNA group; * : 
Compared with NS-siRNA group, P<0.05.

图 4　各组AKT、ERK、JNK、p38及磷酸化蛋白的表达

Fig. 4    Expression of AKT, ERK, JNK, p38 and phosphorylation 

protein in every group

3　讨　　论

　　结肠癌的发生发展是涉及多基因、多信

号、多步骤的复杂过程，在致癌因素的不断刺

激下，相关信号转导通路激活，主要表现为通

石晓明，等.　AQP-5基因沉默对结肠癌细胞增殖及信号转导通路的影响
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路中关键效应分子活性发生改变，从而引起下

游基因的表达失调，最终引起肠上皮细胞永生

化，具有无限增殖、逃避生理性凋亡点的监

控、侵袭性等特点。因此，通过对细胞信号转

导通路调控改变肿瘤细胞增殖和凋亡能力是治

疗结肠癌的一种新途径。

　　AQPs是近年发现的广泛分布于人体多种组

织的跨膜蛋白，主要功能为选择性转运水进出

细胞［2］，许多研究表明，AQPs参与人体多种生

理和病理过程，最近的研究发现AQPs与人类许

多肿瘤关系密切［5-6］。其中AQP-5与结肠癌发

生、发展相关。研究表明，与正常组织相比，

AQP-5在结肠癌组织中高表达，且其表达量与

结肠癌分化程度、浸润深度、淋巴结转移及

TNM分期相关［7-8］。提示AQP-5在人结肠癌的

发生、发展及转移的过程中可能起重要作用。

因此，揭示AQP-5在人结肠癌发展中的作用机

制对结肠癌靶向性治疗意义重大。本研究主要

观察抑制AQP-5的表达对HT-29细胞增殖、凋亡

及细胞信号转导通路的影响。

　　本研究结果显示，结肠癌HT-29细胞中

AQP-5表达水平较高，转染AQP-5-siRNA后表

达明显减弱，与转染NS-siRNA的阴性对照组相

比，其下降幅度可达90%，表明AQP-5-siRNA
能有效抑制内源性AQP-5的表达。在此基础

上，本研究进一步观察了抑制AQP-5表达对细

胞增殖凋亡的影响。MTT分析结果显示，转染

了AQP-5-siRNA的HT-29细胞增殖抑制率显著增

加。流式细胞分析发现，转染了AQP-5-siRNA
的HT-29细胞凋亡率显著增加。以上结果提示，

抑制AQP-5具有促进细胞凋亡抑制细胞增殖的

作用。

　　MAPK是一类丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，作

为真核细胞内主要的信号系统，可将胞外刺激

信号转导至胞内引起细胞内基本生理过程的反

应［9］。已经鉴定出真核细胞中存在3条MAPK

信号转导通路，分别是ERK通路、JNK/ SPAK通

路、p38 MAPK通路［10-11］。此外，PI3K/Akt信

号通路也是近年来发现的真核细胞内调控细胞

生长的一条重要信号通路，Akt是此通路的关键

分子之一［12］。这些信号分子与结肠癌Dukes 分

期、肿瘤浸润深度、淋巴结转移等密切相关。

因而，许多药物通过作用于这些通路发挥抑制

结肠癌的作用。如Park等［13］的研究发现，视

黄醇可通过抑制PI3K 的活性诱导人结肠癌细

胞HCT116 和SW620 的凋亡；卡马拉素则可通

过ERK和 p38通路诱导HT29细胞的凋亡［14］；

P38MAPK 抑制剂则可提高肿瘤细胞对5-FU 抗

有丝分裂效应的敏感性［15］。可见，药物可以

作用于一条或多条通路发挥抗肿瘤的作用。为

了明确抑制AQP-5通过哪条信号通路对HT-29细

胞生长发挥抑制作用，检测了上述与细胞生长

相关的几条信号通路的关键分子。Western blot

检测结果显示，转染了AQP-5-siRNA的HT-29

细胞磷酸化的AKT、ERK和JNK蛋白磷酸化形

式表达量与总蛋白表达量的改变两者差异无统

计学意义，p38蛋白磷酸化形式表达量与总蛋

白表达量的比例明显下降，这表明抑制内源性

AQP-5表达可能通过抑制p38通路促进HT-29细

胞生长。

　　已有研究已经证明，p38 MAPK信号通路不

仅在细胞增殖、分化、死亡及细胞间功能同步

等多种生理过程中发挥作用，而且与炎症和应

激反应的调控关系密切。因此，p38 MAPK被

认为是细胞信息传递的纽带［16-17］。P38MAPK 

信号通路有4个基因编码P38MAPK，分别是

MAPK14 (编码P38α)、MAPK11(编码P38β)、

MAPK12(编码P38γ)和MAPK13(编码P38δ)，

大多数文献中P38MAPK是指P38α。本研究仅

检测了几个通路的个别分子，通路的其他分

子及下游分子的表达仍需进一步深入分析。

如P38能通过两条途径影响细胞存活，其一是

调节自吞噬，其二是激活/失活糖原合成酶激

酶3β(GSK3β)，导致转录因子β-catenin蓄 

积［18］，这些通路中那些环节受AQP-5影响也需

要进一步证明。本研究虽仅利用体外实验证实

了AQP-5对p38 MAPK途径的作用，其具体作用

机制需结合体内试验深入研究，但相信随着研

究的不断深入，AQP-5会成为结肠癌治疗的新

靶点。
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