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摘要      该文探讨了肠道微生物具核梭杆菌(Fusobacterium nucleatum, Fn)通过调节代谢产

物丁酸钠(NaB)对结直肠癌(CRC)发生发展的影响及其分子机制。提取临床组织RNA和蛋白, RT-
qPCR和Western blot检测肿瘤组织与正常/癌旁组织Cdk1的mRNA及蛋白表达, 同时检测具核梭杆

菌的mRNA的相对水平, 并分析其与Cdk1的相关性。具核梭杆菌处理结直肠癌细胞24 h后检测周

期相关蛋白Cdk1和P21的表达水平, 核磁共振检测培养基上清差异代谢物。不同浓度差异代谢物

NaB处理结直肠癌细胞DLD-1、SW480、HCT116, 使用MTT和克隆形成实验检测DLD-1、SW480、
HCT116增殖能力。流式细胞术检测NaB对结直肠癌细胞SW480周期阻滞位点, Western blot检测

周期相关蛋白Cdk1、P21、C-myc的表达水平。流式细胞术检测NaB处理后结直肠癌细胞SW480
凋亡率变化情况, Western blot检测凋亡相关蛋白Cleaved-Casepase3、Cleaved-PARP、Bcl-2的表达

水平。采用MTT实验检测不同MOI具核梭杆菌作用结直肠癌细胞4、8、24 h后对其增殖能力的影

响。将结直肠癌细胞与具核梭杆菌共培养24 h, Western blot检测相关蛋白Cdk1、c-myc、Cleaved-
Caspase3的表达情况。结果显示, 在肿瘤组织中Cdk1蛋白水平和mRNA水平均明显高于正常/癌
旁组织(P<0.05), 并且Cdk1与具核梭杆菌mRNA表达水平存在一定相关性。具核梭杆菌处理结直

肠癌细胞DLD-1和HCT116后, Western blot结果显示Cdk1和P21蛋白水平上升。核磁共振结果表

明, 菌处理组代谢模式与未处理组存在明显差异, 主要代谢物NaB相对含量明显低于未处理组

(P<0.01)。使用1 mmol/L NaB处理结直肠癌细胞系DLD-1、SW480、HCT116 24 h后, 细胞生存率

分别为(89.18±1.92)%、(85.07±0.61)%、(83.59±2.18)%, 且随着药物浓度升高, 药物对细胞活性的抑制

率逐步上升。同时, 经1 mmol/L NaB处理后, DLD-1、HCT116和SW480细胞的克隆形成率相比于

对照分别下降了(20.07±4.85)%、(36.47±5.31)%、(31.13±5.22)%。流式检测细胞周期显示, NaB引
起结直肠癌细胞S期阻滞。NaB处理结直肠癌细胞24 h后, 周期相关蛋白P21表达水平上升, Cdk1、
C-myc蛋白表达水平下降(P<0.05)。流式检测细胞凋亡显示, NaB引起结直肠癌细胞SW480凋亡增

加。NaB处理结直肠癌细胞24 h后, 凋亡相关蛋白Cleaved-Casepase3、Cleaved-PARP表达水平上升, 抗
凋亡蛋白Bcl-2表达水平下降。MOI=50的具核梭杆菌分别处理结直肠癌细胞SW480、HCT116 4 h后, 
细胞增殖率分别增加了(4.45±0.25)%、(2.61±0.75)%; 并且随着具核梭杆菌MOI的增加和处理时间的延

长, 结直肠癌细胞的增殖率逐渐上升。将SW480细胞与HCT116细胞与具核梭杆菌共培养24 h, West-
ern blot结果显示, 具核梭杆菌感染促进了周期相关蛋白Cdk1、C-myc的表达, 而其与NaB共同处理
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时则大大减弱了这一作用; NaB诱导Caspase3的剪切, 导致Cleaved-Caspase3表达增加, 而具核梭杆

菌感染则减弱了这一作用。综上所述, 肠道微生物具核梭杆菌通过调节肠道代谢物NaB上调Cdk1, 
促进结直肠癌细胞增殖, 抑制结直肠癌细胞凋亡, 进而影响结直肠癌的发生发展。
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Abstract       This study aimed to investigate the effects of intestinal microorganism Fusobacterium nucleatum 
on the occurrence and development of CRC (colorectal cancer) by regulating the metabolite NaB (sodium butyr-
ate) and its molecular mechanism. RNA and protein were extracted from clinical tissue. RT-qPCR and Western blot 
were used to detect the expression of mRNA and protein of Cdk1 in tumor tissue and normal/paracancerous tissues. 
At the same time, the relative level of mRNA of Fusobacterium nucleatum was detected by RT-qPCR, and the cor-
relation between mRNA and Cdk1 was analyzed. After the colorectal cancer cells were treated with Fusobacterium 
nucleatum for 24 hours, the expression levels of cycle-related proteins Cdk1 and P21 were detected. The differential 
metabolites in the culture medium were detected by NMR (nuclear magnetic resonance). Different concentrations of 
metabolite NaB were used to treat colorectal cancer cells DLD-1, SW480 and HCT116. MTT and colony formation 
test were used to detect the proliferation ability of DLD-1, SW480 and HCT116. The cycle arrest sites of SW480 
induced by NaB were detected by flow cytometry, and the cycle-related proteins Cdk1, P21 and C-myc were detect-
ed by Western blot. Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of SW480 after NaB treatment, and the 
apoptosis-related proteins Cleaved-Casepase3, Cleaved-PARP and Bcl-2 were detected by Western blot. MTT assay 
was used to detect the effect of Fusobacterium nucleatum with different MOI on the proliferation of colorectal can-
cer cells after 4, 8, 24 h. Colorectal cancer cells were co-cultured Fusobacterium nucleatum for 24 h and the related 
protein Cdk1, c-myc, Cleaved-Caspase3 was detected by Western blot. The results showed that the levels of Cdk1 
protein and mRNA in tumor tissues were significantly higher than those in normal/paracancerous tissues, and there 
was a certain correlation between Cdk1 and mRNA expression of Fusobacterium nucleatum (P<0.05). The results 
of Western blot showed that the levels of Cdk1 and P21 protein increased after treatment of colorectal cancer cells 
DLD-1 and HCT116 with Fusobacterium nucleatum. The results of NMR showed that there was a significant dif-
ference in metabolic pattern between the Fusobacterium nucleatum treated group and the untreated group, and the 
relative content of metabolite NaB was significantly lower than that in the untreated group (P<0.01). The cell viability 
of colorectal cancer cell lines DLD-1, SW480 and HCT116  treated with 1 mmol/L NaB for 24 h were (89.18±1.92)%, 
(85.07±0.61)% and (83.59±2.18)%, respectively. The inhibition rate of NaB on cell activity increased gradually 
with the increase of NaB concentration. At the same time, after 1 mmol/L NaB treatment, the clone formation rate 
of DLD-1, HCT116 and SW480 cells decreased by (20.07±4.85)%, (36.47±5.31)% and (31.13±5.22)%, respec-
tively. Flow cytometry showed that NaB caused S-phase arrest of colorectal cancer cells. After colorectal cancer 
cells were treated with NaB for 24 h, the expression of cycle-related protein P21 increased, while the expression of 
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Cdk1 and C-myc decreased. Flow cytometry showed that NaB increased apoptosis of colorectal cancer cell SW480. 
After colorectal cancer cells were treated with NaB for 24 h, the expression of apoptosis-related proteins Cleaved-
Casepase3 and Cleaved-PARP increased, while the expression of anti-apoptosis protein Bcl-2 decreased (P<0.05). 
After SW480, HCT116 cells were treated with Fusobacterium nucleatum (MOI=50) for 4 h, the proliferation rate 
of colorectal cancer cells increased by (4.45±0.25)% and (2.61±0.75)%, respectively. With the increase of the MOI 
and the prolongation of infection time, the proliferation rate of colorectal cancer cells increased gradually (P<0.05). 
SW480 and HCT116 were cultured with or without Fusobacterium nucleatum for 24 h. Western blot results showed 
that Fusobacterium nucleatum infection promoted the expression of cycle-related protein Cdk1, C-myc, which 
was greatly weakened by its co-treatment with NaB; NaB induced Caspase3 cleavage, resulting in an increase in 
Cleaved-Caspase3 expression, while Fusobacterium nucleatum infection weakened this effect. In conclusion, in-
testinal microorganism Fusobacterium nucleatum up-regulates Cdk1 by regulating intestinal metabolite NaB to 
promote the proliferation of colorectal cancer cells and inhibit the apoptosis of colorectal cancer cells, thus affecting 
the occurrence and development of colorectal cancer.

Keywords        Fusobacterium nucleatum; colorectal cancer; Cdk1; proliferation; apoptosis

根据国际癌症研究机构(International Agency 
for Research on Cancer)对2018年GLOBOCAN癌症

发病率和死亡率统计, 结直肠癌(colorectal cancer, 
CRC)是全球第三种最常见的癌症, 在癌症相关死亡

率方面排名第二[1]。结直肠癌患病风险不仅与吸烟、

肥胖、不健康的饮食习惯以及缺乏体育锻炼有关[2]

还与家族史、多发性遗传性癌症综合征和某些内

科疾病(如炎症性肠病)有关[3-6]。最近的筛查计划报

告了CRC的发病率和死亡率都有所下降, 新的治疗

方法使晚期CRC患者的总体生存率(overall survival, 
OS)翻了一番[7]。然而, CRC患者的生存率仍然很低, 
主要原因是患者通常是在晚期被诊断出来的[8]。因

此, 探究结直肠癌发生发展的机制并确定新的治疗

靶点尤为重要。

肠道微生物菌群, 特别是具梭核杆菌(Fusobacte-
rium nucleatum, Fn), 已被报道在结直肠癌的发生发

展和患者预后中起作用。本实验室已初步证明, 具梭

核杆菌在肿瘤组织中含量增加并能促进结直肠癌细

胞的迁移[9]。已有证据表明, 具核梭杆菌通过创造适

宜肿瘤生长的环境促进结直肠癌的形成与发展[10-12]。

利用代谢组学对肠道代谢物进行检测能对微生物多

样性分析数据进行补充, 从而进一步揭示肠道微生

物与疾病之间的相互关系。短链脂肪酸(short-chain 
fatty acid, SCFA; 包括丁酸盐、丙酸盐和乙酸盐)是
通过膳食纤维发酵从肠道菌群衍生的代谢产物。近

年来, 越来越多的证据表明, 丁酸钠(sodium butyrate, 
NaB)在抑制结直肠癌发展进程中起到了重要的作

用[12]。

细胞周期蛋白依赖性激酶1(cyclin dependent 
kinase 1, Cdk1)属于小丝氨酸/苏氨酸周期素依赖性

蛋白激酶家族成员, 是一种高度保守的蛋白, 并且在

细胞周期调控中起关键作用, 对于真核细胞周期的

G1/S和G2/M相变至关重要。最近研究证明, Cdk1与
多种癌症例如胃癌、肝癌等[13-14]相关。LI等[15]已发

现, Cdk1过表达与结直肠癌患者预后不良有关。 但
关于Cdk1促进结直肠癌发生发展的机制还有待进

一步研究。本研究利用Western blot、细胞增殖实

验(MTT比色法)、克隆形成实验、流式细胞术及实

时定量基因扩增荧光检测技术尝试阐明具核梭杆菌

通过短链脂肪酸丁酸钠调控结直肠癌发生发展的机

制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      人结肠癌SW480、DLD-1、HCT116
细胞株购于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库。

1.1.2   细菌      具核梭杆菌标准菌株25586购于上海

复祥生物有限公司。

1.1.3   主要试剂及仪器      本实验所用所有抗体均

购于Abcam公司; 培养细胞用血清购于Gibco公司; 
培养细菌用固体培养基购于江苏海博生物科技有

限公司; 流式凋亡检测试剂盒购于BD公司; 流式周

期检测试剂盒购于北京四正柏生物科技有限公司; 
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Centrifuge 5417R台式高速冷冻离心机购自德国Ep-
pendorf公司; Varioskan flash全波长酶标仪购自美国

Thermo scientific公司; 凝胶成像系统购自美国Bio-
Rad公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      将SW480、DLD-1细胞培养于含

10%胎牛血清的DMEM培养基, HCT116培养于含10%
胎牛血清的McCoys-5A培养基, 再将其置于5% CO2、

37 °C的条件下培养, 当细胞融合达90%时即可传代。

1.2.2   核磁共振检测代谢物      具核梭杆菌(MOI=100)
处理结直肠癌细胞DLD-1, 24 h后取1 mL培养基至

15 mL离心管中, 加入冰甲醇、氯仿涡旋混匀, 再
加入冰氯仿1 mL, 涡旋混匀, 置于冰上静置15 min; 
8 000 r/min离心20 min后取上清液。冻干后将冻干

粉末重新溶解于含0.1 mmol/L TSP的重水(D2O)中, 
12 000 r/min离心10 min, 将上清液转移至核磁管中

进行核磁共振(nuclear magnetic resonance, NMR)检
测。     
1.2.3   Western blot检测蛋白表达水平      提取细胞

或组织蛋白, 采用BCA法进行定量, 经SDS-PAGE, 
再转移至PVDF膜, TBST封闭液室温下封闭2 h, 加
一抗(工作浓度为1000 1׃) 4 °C 孵育过夜, 二抗(工作

浓度为1000 1׃)室温孵育30 min, ECL显影, Bio-Rad
凝胶成像系统摄像, 再用ImageJ软件处理系统分析。

1.2.4   RT-qPCR检测mRNA表达水平      采用Trizol
法提组织或细胞总RNA后将RNA逆转录为cDNA, 
配制PCR反应液于8连管, 加入cDNA后把各排8连管

放在掌上离心机上离心数秒后进行RT-qPCR反应, 设
置反应程序为: 95 °C 30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 60 s, 循环

40次; 熔解曲线为: 95 °C 15 s , 60 °C 15 s , 95 °C 15 s。
用GraphPad Prism软件处理结果进行分析。

1.2.5   MTT检测细胞增殖能力      选取处于对数生

长期的肿瘤细胞, 经过消化吹打, 配制成单细胞悬

液。计数后以8 000个/孔接种到96孔板中于5% CO2、

37 °C培养箱内培养过夜。吸去旧培养基, 重新加入

培养基并且以浓度为0、1、2、5 mmol/L丁酸钠处

理细胞。在24、48、72 h后, 弃掉混合液, 每孔加入

10 μL MTT溶液(5 mg/mL)和90 μL培养基, 于37 °C、
5% CO2培养箱内继续培养4 h。弃上清, 每孔加入

100 mL DMSO, 黑暗环境下置于摇床摇至结晶充分

溶解, 酶联免疫检测仪检测波长为570 nm处各孔的

吸光度(D)值, 记录结果。以细胞存活率为纵坐标, 

以时间为横坐标作图。

1.2.6   克隆形成检测细胞增殖能力      选取处于对

数生长期的肿瘤细胞, 经过消化吹打, 配制成单细胞

悬液。以800个/孔密度接种到6孔板中, 置于37 °C、
5% CO2培养箱中培养10天。 当观察到肉眼可见的

细胞克隆后, 弃去培养液, 多聚甲醛固定30 min, 弃
固定液, 适量的结晶紫染色20 min。流水冲洗, 空气

中干燥。肉眼计算细胞克隆数, 计算克隆形成率。

克隆形成率(%)＝形成克隆数/接种细胞数×100%。

实验重复3次求平均值。

1.2.7   流式细胞术检测细胞凋亡率      将结直肠癌

细胞接种于6孔板中, 每孔接种1×105个细胞, 待细胞

贴壁后用不同浓度丁酸钠处理24 h后, 不含EDTA胰

酶消化收集各组细胞, 加入500 mL Binding Buffer重
悬细胞, 随后加入AnnexinV-PE和7-AAD染液各5 μL, 
避光室温孵育15 min, 用流式细胞仪检测, 结果采用

FlowJo进行分析。

1.2.8   流式细胞术检测细胞周期      将结直肠癌细

胞接种于6孔板中, 每孔接种1×105个细胞, 待细胞

贴壁后用不同浓度丁酸钠处理24 h后, 胰酶消化收

集各组细胞, 冰浴的PBS重悬细胞2次。乙醇固定

1~24 h, 离心沉淀细胞, PBS重悬细胞后弃上清, PI
染色30 min, 用流式细胞仪检测细胞周期。采用Cyt-
Expert软件进行细胞DNA含量分析和光散射分析。

1.2.9   统计方法      采用SPSS 19.0软件进行统计学

分析。正态分布的连续变量以均值±标准差(x
_
±s)表

示, 两组之间比较采用t检验; 非正态分布的连续变

量以中位数(四分位数)表示, 两组之间比较采用非

参数检验。计数资料以百分率(%)表示, 两组之间比

较采用χ2检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   结直肠癌组织与正常/癌旁组织Cdk1 mRNA
及蛋白表达情况

本实验所用40例临床样本收集自温州医科大

学结直肠癌临床研究中心, 病人信息如表1所示。提

取组织RNA进行RT-qPCR, 检测Cdk1在不同结直肠

组织中mRNA的表达水平, 肿瘤组织mRNA表达水

平显著上升(图1A); 同时, 通过Western blot方法检

测Cdk1蛋白表达水平, 并用ImageJ软件分析Cdk1蛋
白表达情况。如图1B和图1C所示: 在肿瘤组织中, 
Cdk1蛋白水平明显高于正常/癌旁组织。说明Cdk1
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在结直肠癌发生、发展过程中具有一定的作用。

2.2   具核梭杆菌(ATCC25586)促进结直肠癌细胞

Cdk1的表达并抑制丁酸钠的代谢

从临床收集新鲜组织样本, 提取组织RNA进行

RT-qPCR, 检测Cdk1以及具核梭杆菌在不同结直肠

组织中mRNA的表达水平。如图2A所示, 具核梭杆

菌相对表达量与Cdk1 mRNA表达量之间具有一定

相关性。

具核梭杆菌处理结直肠癌细胞24 h后提取蛋白, 
Western blot结果显示, 经具核梭杆菌处理后Cdk1蛋
白表达量上升, 细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂P21
蛋白表达量下降(图2B)。具核梭杆菌处理DLD-1结
直肠癌细胞24 h后, 收集培养基上清, 冻干后核磁共

振分析培养基代谢产物差异。PCA模式分析图显示, 
菌处理组培养基与对照组培养基代谢物在PC1方向

上有明显的区分, 表明两者的代谢模式具有明显差

异(图2C)。丁酸作为肠道微生物的重要代谢产物, 
已有大量体外和体内研究表明, 丁酸在调节免疫和

炎症反应及肠屏障功能中起着重要作用。核磁共振

结果表明, 经具核梭杆菌处理结直肠癌细胞后, 丁酸

盐胞外浓度明显降低, 同时我们也发现乳酸盐及醋

酸盐胞外相对含量相较于对照组明显上升(图2D)。
2.3   不同浓度丁酸钠对结直肠癌细胞增殖与克隆

形成能力的影响

使用不同浓度NaB(0、1、2、5 mmol/L)分别

处理结直肠癌细胞DLD-1、HCT116和SW480, 采用

MTT增殖实验检测NaB作用结直肠癌细胞24、48、
72 h后对其增殖能力的影响。如图3A~图3C所示: 浓
度为1 mmol/L的NaB处理DLD-1、HCT116、SW480
细胞 24 h后 , 细胞生存率分别为 (89.18±1.92)%、

(85.07±0.61)%、(83.59±2.18)%; 而且随着药物浓

度升高, 药物对细胞活性的抑制率逐步上升。不

A: RT-qPCR检测结果显示, Cdk1 mRNA表达量在肿瘤组织标本中明显高于正常/癌旁组织; B、C: Western blot检测结果显示, Cdk1蛋白表达量

在肿瘤组织标本中明显高于正常/癌旁组织。N1~N3: 正常/癌旁组织; T1~T3: 结直肠癌肿瘤组织。**P<0.01, ***P<0.001, 与正常/癌旁组相比。  
A: the results of RT-qPCR showed that the expression of Cdk1 mRNA in tumor tissues was significantly higher than that in normal/paracancerous tis-
sues; B,C: the results of  Western blot showed that the expression of Cdk1 protein in tumor tissues was significantly higher than that in normal/paracan-
cerous tissues. N1~N3: normal/paracancerous tissues; T1~T3: colorectal cancer tissues. **P<0.01, ***P<0.001 vs the normal/paracancerous group.

图1   结直肠癌组织与正常/癌旁组织Cdk1蛋白及mRNA表达情况

Fig.1   Expression of Cdk1 protein and mRNA in colorectal cancer tissues and normal/paracancerous tissues
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表1  40例结直肠组织临床样本信息

Table 1  Clinical sample information of 40 cases of colorectal tissue
临床特征

Clinical features
类型

Types
病例数

Number of cases

Age ≥60 27

<60 13

Gender Male 27

Femal 13

Tumor size ≥4 cm 25

<4 cm 15

TNM stage I 10

II 14

III 12

IV   4
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A: 结直肠癌组织中Cdk1与具核梭杆菌相关性; B: 具核梭杆菌处理结直肠癌细胞后Cdk1、P21蛋白表达情况; C: PCA模式分析图显示具核梭

杆菌处理DLD-1细胞24 h后, 胞外培养基代谢模式改变; D: 具核梭杆菌处理DLD-1后, 培养基内代谢物发生明显变化, 丁酸盐含量显著下降。

Control: 对照组; MOI=50: 实验组(具核梭杆菌׃细胞=501׃); DLD-Control: DLD-1细胞未处理组; DLD-Fn: DLD-1细胞具核梭杆菌处理组。ns: 
P>0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与对照组相比。

A: correlation between Cdk1 and Fusobacterium nucleatum in colorectal cancer; B: Cdk1 and P21 protein expression of colorectal cancer cells 
treated with Fusobacterium nucleatum; C: PCA pattern analysis showed that the metabolic pattern of extracellular medium changed after DLD-
1 cells were treated with Fusobacterium nucleatum for 24 hours; D: after DLD-1 was treated with Fusobacterium nucleatum, the metabolites in the 
culture medium changed significantly and the content of butyrate decreased significantly. Control: control group; MOI=50: treated group (Fuso-
bacterium nucleatum׃cells=501׃); DLD-Control: DLD-1 cells untreated group; DLD-Fn: DLD-1 cells treated with Fusobacterium nucleatum. ns: 
P>0.05,**P<0.01, ***P<0.001 vs control group.

图2   具核梭杆菌影响结直肠癌细胞周期相关蛋白表达与代谢产物

Fig.2   Effects of Fusobacterium nucleatum on the expression of cycle-related proteins and metabolites in colorectal cancer cells

同浓度作用下, 随着丁酸钠作用时间增加, DLD-1、
HCT116、SW480细胞生存率显著下降(P<0.05)。这

说明丁酸钠对结直肠癌细胞增殖的抑制呈现浓度和

时间依赖性。

同时, 我们也采用平板克隆形成实验检测

NaB对结直肠癌细胞DLD-1、HCT116、SW480细
胞系克隆形成能力的影响。结果如图3D~图3F所
示 : 经 1 mmol/L NaB处理后 , DLD-1、HCT116和
SW480细胞的克隆形成率相比于对照分别下降了

(20.07±4.85)%、(36.47±5.31)%、(31.13±5.22)%。结

果说明, NaB可以有效抑制结直肠癌细胞克隆形成, 
与细胞增殖实验结果一致。

2.4   丁酸钠通过周期相关蛋白影响结直肠癌细胞

周期

用1 mmol/L NaB处理结直肠癌细胞SW480 24 h, 

通过流式细胞仪分析SW480细胞周期变化。结果显

示: NaB处理24 h后, SW480细胞S期细胞比例比对

照上升5.38%。实验结果说明, NaB将结直肠癌细胞

SW480阻滞于S期, 并抑制其增殖(图4G~图4I)。
为了进一步分析NaB引起结直肠癌细胞周期阻

滞的原因, 我们通过Western blot对肿瘤周期信号通

路中的相关因子进了检测。P21也被称为细胞周期

蛋白依赖性激酶1抑制剂, 是细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制剂(cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI), 其
能够抑制所有细胞周期蛋白/CDK复合物。用不同

浓度NaB(0、0.5、1、2、5 mmol/L)处理结直肠癌细

胞DLD-1、HCT116、SW480, 24 h后检测P21、Cdk1、
C-myc蛋白表达情况。如图4A~图4F所示 : NaB处理

显著提高了结直肠癌细胞P21蛋白的表达水平, 并且

随着NaB浓度升高,  P21蛋白表达水平上升, 差异有统
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A~C: MTT实验结果显示, NaB抑制结直肠癌细胞增殖; D~F: 克隆形成实验结果显示, NaB抑制结直肠癌细胞克隆形成能力。*P<0.05, 
**P<0.01, 与NaB未处理组相比。

A-C: the results of MTT assay showed that NaB inhibited the proliferation of colorectal cancer cells; D-F: the results of colony formation assay showed 
that NaB could inhibit the colony formation of colorectal cancer cells. *P<0.05, **P<0.01 vs NaB untreated group.

图3   不同浓度NaB对结直肠癌细胞增殖与克隆形成能力的影响

Fig.3   Effects of different concentrations of NaB on proliferation and colony formation of colorectal cancer cells
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计学意义(P<0.05)。同时, 结果也表明, NaB明显抑制

了细胞Cdk1、C-myc的蛋白表达水平, 并且随着NaB
浓度升高, Cdk1、C-myc蛋白表达水平下降, 差异具

有统计学意义(P<0.05)。结果说明: 丁酸钠可通过促

进P21蛋白表达, 进而抑制Cdk1和C-myc的表达, 从而

阻滞了结直肠癌细胞周期的进行。

2.5   丁酸钠通过凋亡相关蛋白影响结直肠癌细胞

凋亡

用不同浓度NaB处理结直肠癌细胞SW480 24 h, 
通过流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果显示: 随
着丁酸钠浓度的升高, 结直肠癌细胞凋亡率逐渐升

高, 2、5 mmol/L NaB处理24 h后, 凋亡率分别为5.26%
和13.28%(图5G)。结果表明: 随着NaB浓度增加, 结
直肠癌细胞SW480凋亡率增加, 证明结直肠癌细胞

凋亡对NaB浓度具有浓度依赖性。

为了进一步分析NaB促进结直肠癌细胞凋亡

的分子机理, 我们用不同浓度NaB分别处理结直肠

癌细胞DLD-1、HCT116和SW480, 24 h后Western 
blot检测凋亡相关蛋白Cleaved-Casepase3、Cleaved-
PARP、Bcl-2等表达情况。如图5A~图5F所示: 随着

NaB浓度升高 , Cleaved-Casepase3、Cleaved-PARP
蛋白表达水平明显增加升高, 而抗凋亡蛋白Bcl-2
表达水平显著下降。实验结果说明: NaB能通过

Casepase3的活化有效促进结直肠癌细胞的凋亡, 并
且这种促凋亡作用呈现明显的浓度依赖性。

2.6   具核梭杆菌通过调节肠道代谢产物丁酸盐促

进结直肠癌发展

使用不同MOI(=50、100)具核梭杆菌分别处理

结直肠癌细胞SW480和HCT116, 采用MTT增殖实

验检测具核梭杆菌作用结直肠癌细胞4、8、24 h后
对其增殖能力的影响。如图6A和图6B所示: 使用

MOI=50的具核梭杆菌处理细胞SW480、HCT116 
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A~F: Western blot结果显示, NaB处理结直肠癌细胞24 h后, 周期相关蛋白P21表达水平上升, Cdk1、C-myc蛋白表达水平下降; G~I: 流式检测细

胞周期显示, NaB引起结直肠癌细胞S期阻滞, 处理组S期比例上升。ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与NaB未处理组相比。

A-F: the results of Western blot showed that the expression of cycle-associated protein P21 increased and the expression of Cdk1 and C-myc decreased 
after 24 hours of NaB treatment in colorectal cancer cells; G-I: flow cytometry showed that NaB induced S-phase arrest of colorectal cancer cells, and 
the proportion of S-phase increased in the treatment group. ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NaB untreated group.

图4   NaB通过周期相关蛋白影响结直肠癌细胞周期

Fig.4   NaB affects the cell cycle of colorectal cancer cells through cycle-related proteins
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A~F: WB结果显示, NaB处理结直肠癌细胞24 h后, 凋亡相关蛋白Cleaved-Casepase3、Cleaved-PARP表达水平上升, 抗凋亡蛋白Bcl-2表达水平

下降; G: 流式检测细胞凋亡显示, NaB引起结直肠癌细胞凋亡增加。ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与NaB未处理组相比。

A-F: the results of WB showed that the expression of apoptosis-related protein Cleaved-Casepase3, Cleaved-PARP increased and the expression of anti-
apoptosis protein Bcl-2 decreased after colorectal cancer cells were treated with NaB for 24 hours; G: flow cytometry showed that NaB induced apopto-
sis in colorectal cancer cells. ns: P>0.05, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NaB untreated group.

图5   NaB通过凋亡相关蛋白影响结直肠癌细胞凋亡

Fig.5   NaB affects apoptosis of colorectal cancer cells through apoptosis-related proteins
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4  h后 ,  细胞增殖率分别增加了(4 .45±0 .25)%、

(2.61±0.75)%; 并且随着菌量的增加和处理时间的延

长, 结直肠癌细胞的增殖率逐渐上升(P均<0.05)。这

说明, 具核梭杆菌对结直肠癌细胞的增殖具有明显

的促进作用。

在前期核磁检测结果中, 我们发现经具核梭杆

菌处理细胞后, 胞外的丁酸盐含量明显下降, 说明具

核梭杆菌可能抑制细胞代谢产物丁酸盐的形成。为

了进一步探讨具核梭杆菌是否通过调节代谢产物丁

酸盐促进结直肠癌的发生发展, 我们将SW480细胞

与HCT116细胞与具核梭杆菌共培养24 h。Western 
blot结果显示, 具核梭杆菌感染促进了周期相关蛋白

Cdk1, c-myc的表达, 说明菌处理促进了结直肠癌细

胞周期发展, 而其与NaB共同处理时则大大减弱了

这一作用(图6和图6D), 这与前期NaB阻滞结直肠癌

细胞周期结果相一致; NaB诱导Caspase3的切割, 导
致Cleaved-Caspase3表达水平增加; 在此基础上用具

A、B: MTT结果显示, 具核梭杆菌处理促进结直肠癌细胞增殖; C、D: WB结果显示, 具核梭杆菌感染促进Cdk1、c-myc的表达。*P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001, 与NaB未处理组相比。

A,B: the MTT results showed that the treatment with Fusobacterium nucleatum promoted the proliferation of colorectal cancer cells; C,D: the results 
of WB showed that Fusobacterium nucleatum infection promoted the expression of Cdk1, c-myc. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs NaB untreated 
group.

图6   具核梭杆菌通过调节肠道代谢产物丁酸盐促进结直肠癌发展

Fig.6   Fusobacterium nucleatum promotes the development of colorectal cancer by regulating intestinal metabolite butyrate

SW480

SW480

Time /h
4 8 24 4 8 24

Time /h

Control
  MOI=50
  MOI=100

Control********* ************* ******* *

Ce
ll 

pr
ol

ife
ra

tio
n 

/%

Ce
ll 

pr
ol

ife
ra

tio
n 

/%   MOI=50
  MOI=100

HCT116
120

80

40

0

120

80

40

0

HCT116

(A) (B)

(C) (D)

NaB

Cleaved-Caspase3

Cdk1

β-actin

c-myc

Cleaved-Caspase3

Cdk1

β-actin

c-myc

Fn
NaB
Fn

核梭杆菌共同处理, 发现具核梭杆菌在一定程度上

可以减弱NAB诱导凋亡的能力(图6C和图6D)。这些

结果表明, 具核梭杆菌通过抑制结直肠癌细胞代谢

产物丁酸钠的形成进而促进结直肠癌发生与发展。 

3   讨论
肠道微生态与结直肠癌的发生发展存在密切

联系。研究表明, 结直肠癌中健康的肠道菌群可促

进肠道稳态, 并能发挥抗癌作用, 但是某些微生物群

也会通过代谢产物对上皮细胞产生负面影响。在

CRC患者中经常观察到微生物平衡的紊乱。与CRC
相关的微生物物种包括脆弱拟杆菌、大肠杆菌、解

链球菌、粪肠球菌和核梭杆菌等菌株[16]。 
有研究表明, 摄入高纤维饮食降低了CRC的风

险[17-19]。纤维的摄入可能与肠道中的糖酵解微生物

活性有关, 尤其是与丁酸的原位合成有关。丁酸盐

是由未消化的膳食纤维发酵产生的, 具有良好的抗
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肿瘤活性, 但其与肠道微生物之间的关系以及抑制

结直肠癌发生发展的作用机制尚不完全清楚。本实

验通过核磁共振检测具核梭杆菌处理的结直肠癌细

胞DLD-1培养基上清, 发现菌处理组代谢模式与对

照组有明显差异, 并且这种代谢模式的差异主要由

乳酸盐、醋酸盐、丁酸盐导致。值得一提的是, 经
具核梭杆菌处理后结直肠癌细胞胞外丁酸盐含量明

显低于对照组(图2C和图2D)。说明具核梭杆菌处

理结直肠癌细胞后, 细胞代谢产物发生改变, 肿瘤细

胞生长环境发生改变。于是我们使用差异代谢产物

丁酸钠处理结直肠癌细胞, 随着丁酸钠浓度增加和

处理时间延长, 结直肠癌细胞增殖被有效抑制(图3), 
且随着浓度升高细胞存活率明显降低, 说明丁酸钠

对结直肠癌细胞的细胞活性抑制率呈浓度和时间依

赖性。

Cdk1在细胞周期调控中起着关键作用, 与多种

癌症相关, 例如在乳腺癌、肝癌中呈过度表达[20-21]。

通过对结直肠癌组织进行RT-qPCR, 我们发现具核

梭杆菌与Cdk1之间存在一定相关性(图2A)。同时使

用具核梭杆菌处理结直肠癌细胞, Cdk1蛋白表达量

上升(图2B)证明了两者之间存在一定联系。本文的

WB结果表明, Cdk1在结直肠癌组织中含量高于癌

旁/正常组织(表1和图1A), 同时RT-qPCR的结果验证

了Cdk1在结直肠癌组织中过表达(图1B和图1C), 表
明Cdk1可能促进结直肠癌的发生。P21也被称为细

胞周期蛋白依赖性激酶1抑制剂, 是CKI, 它能够抑

制所有细胞周期蛋白/CDK复合物。也有研究表明, 
C-myc调控基因普遍参与细胞周期的进展和代谢, 包
括Cdk、细胞周期蛋白和核糖体RNA[22]。C-myc靶基

因在多种癌细胞类型中通过直接或间接途径影响多

种细胞过程。当直接激活致癌途径时, C-myc影响包

括代谢适应、细胞分裂和生存在内的生理过程[23],  已
证实丁酸钠通过调控周期相关蛋白抑制结直肠癌进

程[24]。 我们通过流式细胞术证明丁酸钠处理结直

肠癌细胞SW480 24 h后, 将细胞周期阻滞在S期(图
4G~图4I)。同时WB结果也表明, 丁酸钠促进了结直

肠癌细胞P21蛋白的表达, 而Cdk1和c-myc的表达水

平明显受到抑制(图4A~图4F)。这些结果证明, 丁酸

钠可通过P21、c-myc和Cdk1等周期相关蛋白调控

结直肠癌周期进程。

丁酸钠作为一种去乙酰化酶抑制剂, 已被证实

可以诱导神经胶质瘤、结直肠癌等细胞的凋亡[25-26]。

细胞凋亡过程由多种因素(包括细胞应激、DNA损

伤和免疫监视)触发的几条信号通路(包括内源性

和外源性)介导。凋亡途径与其他信号机制的相互

作用也可以影响细胞死亡[27]。 我们通过流式细胞

术发现丁酸钠处理结直肠癌细胞后, 结直肠癌的

凋亡明显增加, 且凋亡率随着丁酸钠浓度增高而上

升。WB实验证明, 凋亡相关蛋白Cleaved-Caspase3、
Cleaved-PARP显著上升, Bcl-2蛋白表达明显降低, 
表明丁酸钠通过激活Casepase3促进细胞凋亡, 且凋

亡率的增加呈浓度依赖性。

在前期核磁共振结果显示, 具核梭杆菌处理结

直肠癌细胞后, 胞外丁酸盐含量明显下降, 说明具核

梭杆菌可能抑制代谢产物丁酸盐的形成。为进一步

探讨具核梭杆菌是否通过调节代谢产物丁酸盐促进

结直肠癌的发生发展, 我们将结直肠癌细胞与具核

梭杆菌共培养24 h。Western blot结果显示, 具核梭

杆菌感染促进了周期相关蛋白Cdk1、c-myc的表达, 
说明菌处理促进了结直肠癌细胞周期发展, 而其与

NaB共同处理时则大大减弱了这一作用(图6C和图

6D), 这与前期NaB阻滞结直肠癌细胞周期结果相一

致; NaB诱导Caspase3的剪切, 导致Cleaved-Caspase3
表达水平增加; 在此基础上用具核梭杆菌共同处理, 
发现菌处理在一定程度减弱了NAB诱导凋亡的能力

(图6C和图6D)。这些结果表明, 具核梭杆菌通过抑

制肠道代谢产物丁酸钠的形成进而促进结直肠癌发

生与发展。综上所述, 具核梭杆菌通过改变肠道内

代谢物NaB进而影响结直肠癌的形成与发展。但具

核梭杆菌与肠道代谢物之间的联系及其与结直肠癌

的发生发展之间的机制还有待进一步探究。 
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