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ANXA2对人结直肠癌caco2细胞行为及细胞骨架  
结构的调节

  张彩霞  武浩杰  奉  艳  王晓静  胡妍妍  贾良杰  侯颖春*

(陕西师范大学肿瘤分子细胞生物学实验室, 西安 710062)

摘要      ANXA2是Annexin蛋白家族中的重要成员, 研究证实, 其在多种肿瘤组织中异常表达, 
且在细胞功能及命运的调节中扮演重要角色。为了准确研究ANXA2对细胞行为及细胞骨架结构

的调节以及该调节对肿瘤发展过程中的影响, 该实验室构建了敲除ANXA2基因的人结直肠癌细胞

系(ANXA2–/–caco2), 研究ANXA2对细胞的生物学行为及结构的调节。结果显示, ANXA2表达的祛

除明显抑制caco2细胞的增殖和迁移能力(P<0.05), 但对其凋亡没有显著影响; 敲除ANXA2显著降低

F-actin的表达, 且抑制caco2细胞伪足和微绒毛的发育, 这也进一步验证了ANXA2的敲除影响caco2
细胞的增殖与迁移能力。该研究结果在靶基因敲除的条件下从更加客观的形态学角度进一步支持

了ANXA2对caco2细胞癌发展有关特性的重要调节作用, 以及其作为癌基因治疗靶基因的重要潜

在性。
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ANXA2 Regulates the Behaviors and Cytoskeletal Structure of caco2 Cells 
in Human Colorectal Cancer
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(Lab of Cancer Cellular Biology of Shaanxi Normal University, Xi’an 710062, China)

Abstract       Annexin A2 (ANXA2) is an important member of Annexin family and it was confirmed to be 
abnormally expressed in various cancers and has important roles in cellular functions and fate. To further study the 
specific effects of ANXA2 on the behaviors and cytoskeletal structure exactly, the research was conducted to con-
struct a ANXA2–/–caco2 cell line and to study the roles of ANXA2 playing in the biological behavior and cytoskele-
tal structure for caco2 cells. The results showed that the knockout of ANXA2 could significantly inhibit proliferation 
and migration in ANXA2–/–caco2 (P<0.05), but it had no clear change on apoptosis. Depletion of ANXA2 in caco2 
cells remarkably decreased the expression of F-actin and inhibited the development of pseudopodium and micro-
villi, as evidenced by decreased proliferation and migration. Our data from the perspective of morphology objec-
tively support that ANXA2 plays significant part in regulating the development of caco2 cells under the condition 
of target gene knockout, and the data also shows that ANXA2 may be a potential target for therapeutic strategies.

Key  words        Annexin A2; human colorectal cancer; cell proliferation; cell migration; cell apoptosis; F-actin; 
pseudopodium
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Annexin A2(ANXA2)属于膜联蛋白家族成员, 是
一种广泛分布于胞核、胞浆及细胞质膜外表面的磷

脂结合蛋白, 被报道在人体多种癌细胞中高表达[1], 
并可能与癌发展相关的细胞行为调节有关[2-3]。

已有大量文献从不同角度报告了ANXA2的
高表达可能与癌发展有密切关系, 但仍缺乏直观的

具有说服力的证据, 这些研究大多使用了基因敲低

(Knockdown)的方法, 如RNAi(RNA干扰)[4-6], 而这些

方法有可能导致实验结果的不稳定。例如, 有人报

道ANXA2在前列腺癌组织中表达下调[7], 并在分化

程度低的前列腺癌组织中下调最明显[8], 但也有研

究结果提示ANXA2的表达回升与前列腺癌复发和

恶性表形有关[9]。另有研究发现, ANXA2在头颈部

鳞状细胞癌组织表达明显下调[10], 且在分化越低、

生长越快、淋巴转移力越强的瘤组织下调越明显[11]。

在高转移性的肺癌细胞, ANXA2被报道抑制瘤细胞

增殖[12]。以上这些研究报道差异较大, 说明ANXA2
在不同组织源肿瘤发展过程中的作用可能很复杂

外, 也可能与研究者所用基因敲低法所致的残留靶

基因表达对结果影响度的不同有关。本文采用自己

构建的ANXA2基因敲除细胞系(ANXA2–/–caco2)[13]研

究了ANXA2对细胞生物学行为及运动有关的微结

构的调节, 旨在为ANXA2未来作为癌基因治疗靶点

基因提供依据。

1   材料与方法
1.1   实验材料

1.1.1   细胞系      野生人结直肠癌细胞caco2购自美

国ATCC; ANXA2–/–caco2本室建立、保存。

1.1.2   试剂与实验仪器      Hoechst33342/PI试剂

盒: 南京凯基公司; MitoView 633: 美国Biotium公

司; FITC-Phalloidin、2.5%戊二醛: 美国Sigma公司; 
DMEM培养基: 美国Gibco公司; TCS SP5激光共聚

焦显微镜: 德国Leica公司; guava easyCyte8HT流式

细胞仪: 美国MILLIPORE公司; ELX800全自动酶联

免疫检测系统: 美国BIO-TEK公司; Quanta2000扫描

电子显微镜: 荷兰Philips-FEI公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞增殖力检测      取对数生长期的野生(WT)
和ANXA2–/–caco2(KO)细胞, 按4 000/孔接种于96孔
板, 培养24, 48, 72, 96, 120 h后检测其D562值: 每孔加

入MTT工作液(5 mg/mL) 20 μL, 于37 °C、5% CO2培

养箱中孵育5 h, 弃上清后每孔加入DMSO 150 μL, 摇
床上室温孵育15 min, 充分溶解结晶(空白对照组NC
不加细胞只加培养液, 与实验平行), 结晶溶解后于酶

标仪562 nm测定各孔D值, 并依据公式(D实验组/D对照组

×100%)计算细胞增殖率(每组8个复孔, 重复5次, 取
平均值)。
1.2.2   细胞迁移能力的检测      细胞同上, 以2.5×105/孔
接种于6孔板, 培养至细胞汇合率100%时用1 mL移液

枪头分别在细胞层吸除细胞, 制备适于低倍显微镜拍

摄的空白区若干个, 分别在培养24, 48, 72 h时以低倍

镜采集图像。用Gene Tool分析软件测量各时间点空

白区面积, 并依据公式(1–t/o)×100%计算细胞各时间

点的迁移率, 其中 “t”为该时间点该区面积; “o”为该区

制备时的面积(每组5个复孔, 重复5次, 取平均值)。
1.2.3   细胞凋亡率的检测      (1)细胞核形态观察。

细胞同上, 以2.5×105/孔接种于放有小盖片的6孔板, 
培养细胞至汇合率达到60%~70%后弃培养基, PBS
洗3次,  4%多聚甲醛室温固定15 min, 再洗3次, 依据

试剂盒说明以Hoechst33342进行细胞核染色后在荧

光显微镜和共聚焦显微镜下观察、拍照。(2)线粒体

观察。细胞接种、培养同上, PBS洗3次, 依据说明

书以MitoView 633进行线粒体染色, PBS洗3次后在

荧光显微镜和共聚焦显微镜观察、拍照。(3)流式细

胞仪检测。按Hoechst33342/PI双染试剂盒说明进行

细胞核荧光标记, 取200 μL细胞悬液置于96孔板后

以流式细胞仪分析细胞凋亡。

1.2.4   细胞骨架结构的观察      (1)细胞骨架蛋白F-
actin的观察。细胞同上, 接种于放有小盖片的6孔板

中培养24 h, 用预热的PBS洗3次(37 °C), 4%多聚甲醛

于37 °C固定15 min, 再洗3次, 以0.2% Triton X-100
处理爬片10 min后, 洗3次, 再以1% BSA室温封闭

30 min, 弃上清后滴加FITC-Phalloidin染液(5 mg/mL), 
避光孵育1 h, 洗涤6次后以90%甘油封片在激光扫描共

聚焦显微镜下进行图像采集。(2)扫描电微镜下细胞

微结构的观察。细胞同上接种培养24 h, PBS漂洗3次, 
2.5%戊二醛于4 °C固定1 h, PBS洗后, 用不同稀释梯

度的乙醇脱水(30%、50%、70%、80%×2、90%×2、
95%×2、100%×2, 15 min/次), 乙酸异戊酯置换乙醇, 
二氧化碳临界点干燥、真空喷镀, 扫描电子显微镜

下进行图像采集。

1.2.5   统计学分析      所得数值以平均值±标准差

(x
_
±S.D.)表示, 利用统计学软件SPSS 13.0进行数据
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分析, 两组数值比较采用t检验, P<0.05为差异显著, 
P<0.01为差异极显著。

2   结果
2.1   细胞增殖力检测

MTT法检测结果提示, ANXA2的敲除对野生

(WT)与敲除(KO)细胞在24~72 h间的增殖无显著影

响(图1A), 而在96 h时WT组细胞增殖率达到45%, 而
KO组仅达到15%, 差异极显著(P<0.01)(图1B), 但在

120 h时由于细胞密度过大、培养时间过长等, 两组

细胞的增殖情况已失去对比意义(图1), 但仍可见到

KO组细胞的持续增殖, 可能是因为该组细胞密度仍

不足以限制其生长。

2.2   细胞迁移力的检测

细胞迁移能力是肿瘤浸润与转移的关键因素, 

采用损伤修复法比较WT与KO细胞的迁移能力, 分
析ANXA2对caco2细胞迁移能力的调节。结果显示: 
在0~72 h之间, 随着时间的增加, WT组细胞的损伤

修复能力明显优于KO组, 在48 h后KO组细胞的迁移

能力明显降低(图2, P<0.05)。
2.3   细胞凋亡率的检测

2.3.1   细胞核形态观察      Hoechst33342染色结果显

示, WT组细胞内弥漫蓝色荧光, 且呈现明显的凋亡

形态学特征, 可见半月形、马蹄形的细胞核形态, 染
色质边缘化, 胞质和核浓缩, 有凋亡小体出现(图3A和

4B)。而KO组细胞内出现亮蓝色荧光, 也明显观察到

细胞凋亡的上述特征, 相对于WT组, KO组细胞中的

凋亡形态学变化较为明显(图3B和图4E)。
2.3.2   线粒体观察      MitoView 633染色是通过检

测线粒体膜活性来分析细胞凋亡情况的一种有效方
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图2  不同时间caco2细胞迁移能力的测定

Fig.2  The motility of caco2 cells at different time points
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图1  不同时间caco2细胞的增殖能力

Fig.1  The proliferation of caco2 cells at different time points
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A、B: WT和KO细胞核; C、D: WT和KO细胞线粒体。

A,B: nuclei of WT and KO cells; C,D: mitochondria of WT and KO 
cells.

图3  caco2细胞凋亡的荧光显微镜观察

Fig.3  Apoptotic analysis for caco2 cells under fluorescence 
microscope
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 A、D: WT、KO细胞线粒体; B、E:  WT、KO细胞核; C、F: merged。
 A,D: mitochondria of WT and KO cells; B,E: nuclei of WT and KO cells; C,F: merged.

图4  caco2细胞凋亡的共聚焦显微镜观察

Fig.4  Apoptotic analysis for caco2 cells under laser cofocal microscope
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法, 随着线粒体活性的增强, 染料积累于线粒体膜

上, 红色荧光逐渐增强。如图显示, WT组细胞呈现

出均匀明亮的红色荧光(图3C和图4A), 而KO组细胞

中则同样出现均匀的红色荧光(图3D和图4D), 结果

提示, ANXA2的敲除对caco2细胞线粒体膜荧光强度

无显著影响。

2.3.3   流式细胞仪检测      以Hoechst33342/PI试剂

盒染色后以流式细胞仪检测的散点图, 结果显示, 
WT组细胞无明显凋亡现象(图5A, 左上), KO组细胞

未检测到大量凋亡细胞(图5B, 左上), 这与核和线粒

体检测结果一致, 说明ANXA2的敲除对caco2细胞的

凋亡无显著影响。 
2.4   细胞骨架结构的观察

2.4.1   细胞骨架蛋白F-actin 的观察      F-actin的组装

/去组装过程与多种细胞运动过程相关, 在激光共聚

焦显微镜下, 野生caco2细胞呈现F-actin强表达, 分
子聚合后的微丝结构明显, 细胞质中的张力纤维活

力旺盛, 细胞边缘的片状、丝状伪足发达, 细胞间连

接紧密, 提示正常细胞应有的接触抑制消失(图6A)。
ANXA2敲除组细胞F-actin的表达及分布发生明显变

化, 微丝形成、片状/丝状伪足的发育等明显受到抑
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    A: WT组; B: KO组。

    A: WT group; B: KO group.
图5  caco2细胞凋亡的流式细胞仪检测

Fig.5  The apoptotic analysis for caco2 cells using flow cytometry
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图6  caco2细胞F-actin的免疫荧光染色

Fig.6  Immunofluorescence staining assay for F-actin under laser cofocal microscope
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图7  caco2细胞微结构扫描电镜观察

Fig.7  Observation of microstructures in caco2 cells under scanning electron microscope
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制, 细胞的接触抑制有所恢复(图6B)。
2.4.2   扫描电镜下细胞微结构的观察      扫描电镜

观察结果显示, 野生caco2片状伪足、丝状伪足等运

动结构发达, 细胞表面的微绒毛结构丰富, 且微绒毛

结构长短不一; 细胞间紧密连接, 其连接具有一定的

方向性; 细胞间接触抑制行为消失(图7A)。敲除组

细胞中片状、丝状伪足减少, 尤其片状伪足的变化

更为明显, 细胞表面微绒毛结构有一定的减少; 细胞

生长的方向性减弱, 细胞有一定程度变形; 接触抑制

行为有所恢复(图7B), 提示ANXA2与肿瘤细胞的侵

袭、浸润、转移密切相关。

3   讨论
ANXA2的异常表达与肿瘤细胞的增殖、侵

袭、迁移及细胞骨架结构的变化密切相关[14-17]。干扰

ANXA2表达, 通过降低PL活性、启动MAPK信号通

路, 可降低肿瘤细胞转移与血管生成能力[2,18]。抑制

ANXA2导致Rho蛋白活性下降, 细胞板状伪足的F-actin
纤维束减弱, 细胞增殖受到抑制[19]。相反, ANXA2的
表达与前胃泌素作用, 可促进细胞增殖[20]。此外, 
ANXA2与S100A10、S100A4互作用可加速PL生成, 
激活MMPs, 共同诱导胞外基质的重塑, 促进血管生

成和肿瘤的浸润、转移[21-22]。进一步研究还发现, 
ANXA2具有F-actin的结合位点, 佐证了其调控细胞

骨架网络的作用[23], 而细胞骨架与细胞恶性转化、

黏附、运动等肿瘤转移过程密切相关。

但是, 以往以RNAi等基因敲低技术研究ANXA2
与肿瘤发展进程关系的报告较多[16], 这种实验环境

有时使实验结果易于受到残留靶基因表达的影响而

变得不稳定[9-11]。所以, 本研究前期建立了ANXA2敲
除的细胞系(ANXA2–/–caco2)[13], 以这种靶基因敲除

细胞系为实验环境的研究结果更加客观和可信。同

时, 为了动态地观察其调节作用, 我们在细胞培养

不同时间点观察了ANXA2表达对细胞增殖、迁移、

凋亡的调节作用, 并特别检测了癌细胞运动相关的

表型如F-actin表达、丝状/片状伪足的发育和形态变

化以评价该基因在癌转移、发展过程中的作用, 为
ANXA2在未来肿瘤靶向诊治研究中作为靶基因的可

能性从细胞行为及微结构角度提供支持。结果显

示, 敲除ANXA2能显著抑制细胞增殖与迁移能力, 但
对凋亡的影响没有显著性差异。ANXA2敲除后, 胞
内F-actin表达明显受到抑制, 其分子聚合作用(poly-

merization)亦受到抑制而使其呈弥散状分布于细胞

质膜内侧及细胞的突起部位, 微丝网络结构变得不

明显, 进而导致丝状/片状伪足的发育受到抑制, 细
胞表面绒毛结构的发育受到抑制。实验结果中很明

显的另一个特点是, 癌细胞的接触抑制行为有所恢

复。上述结果提示, ANXA2可能具有对F-actin的表达、

组装/去组装、聚合、重排的促进作用, 并可能通过

这个机制加强癌细胞的增殖、迁移能力, 从而加速

了肿瘤的发展。

综上所述, 本文以基因敲除的细胞系(ANXA2–/– 

caco2)研究了ANXA2对caco2细胞生物学行为及

其细胞骨架结构的调节作用, 结果提示, ANXA2对
caco2细胞的增殖、迁移有明显的促进作用, 且对微

丝和伪足等运动有关结构的发育都有明显的强化作

用, 所以它在caco2细胞的发展过程中扮演了重要角

色。由于肿瘤的发生发展是一个多步骤、多阶段的

过程, ANXA2在不同肿瘤、不同发展时相所起的具

体作用还有待于进一步研究。
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