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Hes1在结肠癌组织中的表达及对SW620
细胞成瘤能力的影响
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　　［摘要］　背景与目的：研究发现Hes1可促进多种肿瘤的发生、发展和侵袭转移，且Hes1过表达可能会导

致结肠癌的发生。本研究探讨Hes1在结肠癌组织中的表达及其对结肠癌SW620细胞株成瘤能力的影响。方法：

免疫组化和定量逆转录聚合酶链反应(quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction，

qRT-PCR)检测Hes1在结肠癌组织中的表达并分析其表达与结肠癌分化程度的关系；建立Hes1过表达的结肠癌

SW620细胞株，qRT-PCR和蛋白质印迹法(Western blot)分别检测Hes1在mRNA水平和蛋白水平的表达，并在裸鼠

体内检测Hes1对SW620细胞皮下成瘤能力的影响。结果：Hes1在正常结肠组织中少许表达，表达多位于结肠腺

管的底部。然而Hes1在结肠癌组织中的表达显著高于癌旁正常结肠组织，且Hes1的表达水平与细胞分化程度呈

负相关(P<0.05)；在结肠癌SW620细胞株中稳定转染Hes1后，Hes1被成功过表达，约380倍(P<0.05)；用1×105

个Hes1过表达的SW620细胞及对照细胞株分别注射至裸鼠皮下，结果Hes1过表达的SW620细胞成瘤能力增强，瘤

体较对照组大，生长速度较对照组快。结论：Hes1在结肠癌组织中的表达显著高于癌旁正常结肠组织，并且随

结肠癌组织分化程度降低而表达量上调；Hes1在体内促进结肠癌SW620细胞的成瘤能力。
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　　［Abstract］ Background and purpose: It is reported that Hes1 is related to the progression and metastasis of 
many kinds of tumor. This study was to investigate the expression of Hes1 in colon cancer and its effect on tumour-
formation ability of SW620 cells. Methods: The expression of Hes1 in colon cancer tissues and control normal 
samples was analyzed by immunohistochemistry and quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-
PCR), and the relationship between Hes1 expression and differentiation in human colon cancer was detected. Hes1 
overexpressing SW620 cell lines were established, and the expression of Hes1 mRNA and protein was detected by qRT-
PCR and Western blot simultaneously. We also detected the effect of Hes1 on the ability of tumour-formation in Hes1 
overexpressing SW620 cells in nude mice in vivo. Results: We found that Hes1 was expressed in almost all normal 
tissues, particularly at the bottom of the crypts, and in all cancer tissues, including moderate and poorly differentiated 
cancer samples and well-differentiated cancer samples. In addition, the expression of Hes1 in poorly differentiated 
cancer samples was higher than that observed in well-differentiated tumor (P<0.05). After stably transfected Hes1 in 
SW620 colon cancer cell lines, Hes1 was overexpressed successfully (P<0.05). We injected 1×105 Hes1-overexpressing 
colon cancer cells and the control cells into nude mice subcutaneously, and found Hes1-overexpressing tumours 
exhibited significantly bigger size compared with that observed in controls. The growth of the Hes1-overexpressing 
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　　目前，我国结肠癌发生率和病死率正在上

升，随着国人饮食结构的改变，结肠癌新发患

者日益增多。早期结肠癌的治疗以手术为主，

辅以化疗和放疗，但很多患者在就诊时已经错

过手术机会，晚期结肠癌的化疗效果有限，且

容易产生化疗耐药。因此，新的基因治疗及生

物治疗为结肠癌患者的生存获益带来希望，寻

找有价值的肿瘤标志物对结肠癌的诊断、治

疗、预后尤为重要。研究发现，Hes1可促进多

种肿瘤发生、发展和侵袭转移［1-4］。另有研究

表明，Hes1在消化系统的肿瘤形成中起重要作 

用［5］，另外，Hes1过表达可能会导致结肠癌的

发生［6］。然而，Hes1在结肠癌中的作用及机制

尚不明确。

　　本研究通过检测Hes1在结肠癌组织中的表

达及其对SW620细胞体内成瘤能力的影响，进

一步探讨Hes1与结肠癌的分化程度是否相关，

为临床结肠癌的早期诊断、靶向治疗、预后判

断提供依据。

1　材料和方法

1.1　实验材料

　　临床标本均为南方医科大学南方医院病理

科所收集的2010-2012年的77例结肠癌组织和38

例非肿瘤组织(由该院郑林博士提供)。患者术前

均未接受放疗或化疗等抗肿瘤治疗。

　 　 实 验 S P F 级 裸 鼠 3 ～ 4 周 龄 ， 体 质 量 

16～22 g，雌性(购自广东省实验动物中心)。寄

养于学校动物中心，在恒温25～27 ℃、恒湿

(45%～50%)、新鲜空气、除尘除菌的无特殊病

原菌饲养室条件下饲养。裸鼠先放于有机玻璃

盒内，再置于超净生物层流架内，每个饲养盒

内饲养5～6只，经无菌处理的水和饲料供裸鼠

自由摄入，高温消毒的饲料、垫料每3天更换1

次，笼具及饮水瓶每3天紫外线消毒1次，饮用

无菌蒸馏水。更换饲养用品时严格遵循无菌原

则操作。

　　SW620人结肠癌细胞株是在RPMI-1640培

养基中用10%胎牛血清(FBS)，在CO2体积分数为

5%、37 ℃的加湿培养箱中培养。

1.2　主要试剂和仪器

　　培养载玻片购自美国Costar公司。Hes1抗

体购自美国Bioss公司，1︰500稀释。10%牛血

清白蛋白购自美国Sigma公司。二次山羊抗小鼠

或者山羊抗兔抗体购自美国Bioss公司。0.25%

胰蛋白酶购自美国Sigma公司。聚偏二氟乙烯膜

(PVDF)购自美国Millipore公司。4-，6-二脒基

-2-苯基吲哚(propidiumniodide)购自美国Sigma公

司。TRIzol试剂、RT试剂盒、扩增预混试剂(扩
增产物)购自日本TaKaRa公司。免疫组化试剂化

学发光凝胶成像系统及分析软件为美国Bio-Rad
公司生产。

1.3　方法

1.3.1　免疫组化分析

　　石蜡切片脱蜡至水，组织列阵检测技术

TMA部分切片高压2 min，达到抗原修复，以实

现抗原性检索。培养载玻片在4 ℃温育过夜，

然后将切片显色剂DAB显色2 min。每次实验

时，初级抗体被PBS取代作为阴性对照。

　　染色肿瘤细胞等级评价：无阳性肿瘤细胞

为0级，阳性肿瘤细胞<10%为1级，10%≤阳性

肿瘤细胞≤50%为2级，阳性肿瘤细胞>50%为3
级。染色强度评分：无染色为0分，弱染色为1
分，中度染色为2分，强染色为3分。最后评分

的计算方法由染色强度评分乘以染色肿瘤细胞

等级。根据上述方法，染色评分≤4和≥6被分

别视为组织的低表达和高表达。

1 .3 .2　RNA提取、逆转录和定量逆转录聚

合酶链反应(quantitative reverse transcription-

polymerase chain reaction，qRT-PCR)检测

　　采用TRIzol法裂解、氯仿抽提、异丙醇

tumours was found to be slightly faster than those of the controls. Conclusion: Hes1 is overexpressed in colon cancer 
than that in normal tissue, and Hes1 is upregulated in poorly differentiated cancer samples compared with well-
differentiated tumour samples. Hes1 has a positive influence on the ability of tumour-formation in SW620 cells in vivo.
　　［Key words］ Hes1; Colon cancer; Tumor-formation ability
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沉 淀 ， 从 而 提 取 H e s 1 过 表 达 结 肠 癌 S W 6 2 0
细 胞 株 总 R N A 。 采 用 逆 转 录 试 剂 盒 进 行 反

应后进行聚合酶反应。运用Stra tagene公司

Mx3005P软件设计引物，以GAPDH为内参

照，参照试剂盒说明采用SYBR Green荧光

染 料 法 完 成 。 H e s 1 基 因 引 物 序 列 顺 义 链 ：

5’-ACGTGCGAGGGCGTTAATAC-3’；反义

链：5’-GGGGTAGGTCATGGCATTGA-3’。
1.3.3　蛋白质印迹法(Western blot)检测

　　取Hes1过表达的结肠癌SW620细胞株及对

照细胞，蛋白质裂解后由10%~15%SDS-PAGE

凝胶分离，湿转法将胶上的蛋白转移至聚偏二

氟乙烯膜上，用5%BSA封闭1.5 h，加Hes1抗体

(1∶500)温育，洗膜后加二抗温育。ECL显影液

及高灵敏化学发光成像系统检测蛋白表达。

1.3.4　裸鼠皮下成瘤实验

　　生长状态良好的细胞胰酶消化后，PBS液

洗涤2次，用PBS重悬细胞，计数仪计数，分别

将1×105个过表达Hes1的SW620细胞(LV-Hes1)

和其对照组(LV-con)随机接种在裸鼠背部两侧

皮肤，待长出肿瘤后每2～3 d测量瘤径(长径

和短径)，计算瘤体积：体积=(长径×短径×短 

径)/2。待瘤体积超过500 mm3时，处死裸鼠，取

出组织。

1.4　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计学软件进行数据分析。

结果采用两独立样本t检验，数值大小以x±s表

示，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　Hes1在结肠癌组织中的表达

　　本研究通过免疫组化法和qRT-PCR法，发

现Hes1在结肠癌组织中的表达明显高于癌旁正

常结肠组织(图1A)，且Hes1在结肠癌组织中的

mRNA表达明显高于癌旁正常结肠组织(图1B)，

差异有统计学意义(P<0.01)。

2.2　Hes1与结肠癌分化程度的关系

　　Hes1在正常结肠组织中少许表达，表达

主要位于结肠腺管的底部(图2A)。然而Hes1在

结肠癌组织中的表达显著高于癌旁正常结肠组

织，且在低分化结肠癌组织中的表达(图2C)高于

高分化结肠癌组织(图2B)。

2.3　建立Hes1稳定过表达的结肠癌SW620细

胞株

　　把LV-Hes1用瑞士包装系统包装病毒后感

染结肠癌SW620细胞。在mRNA水平和蛋白水平

检测实验组(LV-Hes1)与对照组(LV-con)中Hes1

的表达，结果显示，在Hes1过表达后，LV-

Hes1组在mRNA水平的表达较LV-con组显著上

调，差异有统计学意义(P<0.01，图3A)。进一步

通过Western blot检测Hes1在蛋白水平的表达，

图 1　Hes1在结肠癌组织中的表达 

Fig. 1    Increased expression of Hes1 in human colon cancer tissues

 A: Expression of Hes1 by immunohistochemical analysis (HE, ×100); B: Expression of Hes1 in colon cancer tissues and control normal samples 
measured by qRT-PCR; N: Normal tissue; T: Tumour.
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证实Hes1的过表达(图3B)。

2.4　Hes1增强结肠癌SW620细胞的皮下成瘤

能力

　　皮下成瘤实验结果显示，两组裸鼠的肿瘤

图 2　Hes1在不同分化程度结肠癌中的表达 

Fig. 2    Hes1 expression in human colon cancer tissues 

(HE, ×100) 
 A: Normal colon tissue; B: Well differentiated colorectal cancer tissue; C: Poorly differentiated colorectal cancer tissue. 

图 3　过表达Hes1后SW620细胞株中Hes1的表达

 Fig. 3    Expression of Hes1 in Hes1 overexpressing SW620 cell lines

 A: Expression of Hes1 mRNA detected by qRT-PCR; B: Expression of Hes1 protein detected by Western blot.

图 4　过表达Hes1后SW620细胞的体内成瘤能力

Fig. 4    Effect of Hes1 on the ability of tumour-formation in Hes1 overexpressing SW620 cells

 A: Subcutaneous tumours in nude mice; B: The growth curve of tumors formation in nude mice.

形态均为圆形或椭圆形，边界较清楚，有纤

维包膜包裹，符合裸鼠皮下成瘤特点。但LV-

Hes1组肿瘤体积较LV-con组大(图4A)，且LV-

Hes1组肿瘤生长较快(图4B，P<0.01)。
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3　讨　　论

　　结肠癌起病隐匿，患病初期症状不明显，

且进展迅速，大多数患者就诊时已是中晚期，

因此寻找理想的肿瘤标志物用于诊断、治疗、

预后评估将有较高的临床价值。在结肠癌的发

生、发展过程中，常涉及到多种蛋白质表达的

改变，然而哪些可作为结肠癌发生、发展及预

后的肿瘤标志物成为当今研究之难点。

　　迄今，脊椎动物的6种Hes分子(Hes1~6)

已被发现，其中Hes1分子表达最为广泛，人

类的Hes1含268个氨基酸残基，相对分子质

量约为35×10 3。Hes1是前神经元碱性螺旋

-环-螺旋(proneural basic helix-loop-helix，

b H L H ) 转 录 因 子 家 族 中 的 成 员 ， 有 研 究 已

经证实，Hes1基因可通过PTEN/PI3K/Akt /

m T O R 信 号 通 路 抑 制 抑 癌 基 因 p 5 3 表 达 阻 止

细胞凋亡 ［7-8］。Hes1作为Notch蛋白的下游

靶基因，将Notch信号下传，可使多种不成

熟细胞维持在未分化状态，以确保正确的分

化方向。有研究表明，Hes1在急性淋巴细胞

白血病 ［7］、肺癌 ［9］、宫颈癌 ［10-11］、卵巢 

癌 ［ 1 2 ］、 骨 肉 瘤 ［ 1 3 ］、 星 形 细 胞 瘤 ［ 1 4 ］和 胃 

癌 ［15］中起到癌基因的作用，能促进肿瘤增

殖、转移和浸润侵袭。金黑鹰等［16］及Michael

等［17］研究提示，Notch1、Hes1在结肠癌中的表

达一致，而且Notch1的表达程度与细胞的分化

程度呈负相关。然而，Hes1在结肠癌中的确切

作用尚缺乏系统研究。

　　本研究首先检测了Hes1在结肠癌组织及癌

旁正常结肠组织中的表达，结果Hes1在癌旁正

常结肠组织和结肠癌组织中都有表达，但在癌

组织中的表达显著较癌旁正常组织高，且Hes1

的表达水平与细胞的分化程度呈负相关，即分

化程度越低，Hes1的表达水平越高。结果表

明，Hes1的定性和定量，可能对结肠组织的癌

变与否及分化程度的诊断有辅助价值。

　　接着我们建立了稳定过表达Hes1的SW620

细胞株，并进行了皮下成瘤实验。结果表明

Hes1的表达与肿瘤的体积、生长速度、肿瘤出

现时间有关。LV-Hes1的最终瘤体积较LV-con

的瘤体积大，且生长明显迅速，表明Hes1增强

结肠癌SW620细胞株的成瘤能力。因此我们推

测，Hes1过表达，可促进肿瘤发生和生长。并

且我们发现过表达Hes1的瘤体形态大，充血明

显，推测可促使肿瘤细胞进入血液循环，增加

肿瘤复发及转移的机会，此部分将会实施进一

步的实验验证。另外，Hes1促进肿瘤细胞的体

内成瘤能力，且有报道表明其与干细胞的维持

相关，我们推测Hes1与肿瘤干细胞的干性维持

亦相关，仍需进一步证实。

　　综上所述，目前国内外关于Hes1在结肠癌

中的表达、作用及机制尚很少见，我们的结果

表明Hes1的过表达可能导致结肠癌的发生和发

展，然而，其具体作用机制仍需进一步探讨。
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