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2型人类表皮生长因子受体基因对结直肠癌自然杀伤细胞92
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摘要： 目的 探讨抑制 2型人类表皮生长因子受体（HER2）基因表达对结直肠癌自然杀伤细胞 92（NK92）细胞局部浸润的影

响及机制。方法 本研究起止时间为 2018年 5—11月。结直肠癌细胞（SW480、SW620和HT29）细胞及人正常肠上皮细胞

（NCM460）购自美国模式培养物保藏所。Western blotting检测上述细胞中HER2的蛋白表达。Western blotting及ELISE检测

HER2的特异性小干扰RNA（si-HER2）转染HT29细胞效率。Transwell小室检测重组HER2及肿瘤培养上清对NK92细胞迁移

指数的影响。Transwell小室检测及Western blotting检测 si-HER2对NK92细胞迁移指数及β-catenin表达影响。结果 3株结

直肠癌细胞HER2表达均明显高于在NCM460细胞表达［（0.104±0.011）、（0.141±0.015）、（0.243±0.018）比（0.018±0.003）］。对

照组 HER2蛋白及 HER2含量均明显高于 si-HER2组［（0.467±0.046）比（0.101±0.012），（125.3±10.1）pg/mL比（74.7±4.6）pg/
mL］。重组HER2均能抑制NK92的迁移，促进β-catenin蛋白表达，而转染 si-HER2可提高NK92迁移，且抑制β-catenin蛋白表

达。结论 抑制HER2基因表达可增强结直肠癌NK92细胞局部浸润，机制与下调Wnt/β-catenin信号有关。
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Effect and mechanism of HER2 gene on local infiltration and Wnt/β-catenin signal of
NK cells in colorectal cancer
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Abstract： Objective To explore the mechanism of inhibiting the expression of human epidermal growth factor receptor type 2
(HER2) gene on the infiltration of Natural killer cell 92 (NK92) cells in colorectal cancer.Methods The start and end time of this
study was from May 2018 to November 2018. Colorectal cancer cells (SW480, SW620 and HT29) and human normal intestinal epitheli
al cells (NCM460) were purchased from American Type Culture Collection. The expression of HER2 protein was detected by Western
blotting. Western blotting and ELISA were used to detect the transfection efficiency of HER2-specific small interfering RNA (si-HER2)
into HT29 cells. The effect of recombinant HER2 and tumor culture supernatant on NK92 cell migration index was detected by Tran
swell cell assay. Transwell chamber test and Western blotting test were used to detect the effect of si-HER2 on migration index and be
ta-catenin expression of NK92 cells.Results The expression of HER2 in 3 colorectal cancer cells was significantly higher than that in
NCM460 cells [(0.018±0.003) vs. (0.104±0.011), (0.141±0.015), (0.243±0.018)]. The expression of HER2 [(0.467±0.046) vs. (0.101±
0.012)] and HER2 content [(125.3±10.1) pg/mL vs. (74.7±4.6) pg/mL] in si-HER2 group were significantly lower than those in control
group. Recombinant HER2 could inhibit the migration of NK92 [(1.00±0.10) vs. (0.63±0.09)], and promote β -catenin protein expres
sion. However, transfection of si-HER2 could significantly enhance the migration of NK92 and inhibit the expression of β-catenin pro
tein.Conclusion Inhibition of HER2 gene expression can enhance the local invasion of colorectal cancer NK92 cells, and the mecha
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nism is related to down-regulation of Wnt/β-catenin signal.
Key words： Colorectal neoplasms; Genes,erbB-2; Receptors,natural killer cell; Wnt signaling pathway; Chemotactic move
ment; NK cell; Beta catenin

结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一，近些年的发

病率和死亡率均呈现上升趋势，严重威胁人类的生

命健康［1］。肿瘤的发生发展受肿瘤微环境中多种因

素的调控，这些因素包括细胞内源性因子和外源性

因素，如局部浸润的免疫细胞、肿瘤细胞分泌的促

炎因子等。淋巴细胞是肿瘤微环境的重要组成成

分，影响肿瘤的进展和预后，自然杀伤细胞（NK）是

固有免疫细胞之一。结肠癌肿瘤组织中NK细胞数

明显低于临近的正常组织［2］，这说明肿瘤微环境中

的调控因子不足以将NK细胞募集到肿瘤组织。2
型人类表皮生长因子受体（HER2）是人类癌基因之

一，在成人组织中几乎不表达，而在多种肿瘤中呈

现高表达。有研究显示，结直肠癌中HER2表达升

高，RNA干扰HER2表达可抑制癌细胞增殖［3］；NK-

92细胞联合靶向HER2基因的 siRNA可抑制卵巢癌

细胞在体内及体外增殖［4］，提示HER2可能在NK细

胞的局部浸润中发挥调控作用。NK92细胞与 NK
细胞具有相似的表面分子特征和功能特点，是一种

理想的肿瘤生物治疗的细胞系［5］。王洋［6］研究显

示，半乳糖凝集素 -9（galectin-9）基因可通过影响

NK92细胞F-肌动蛋白（F-actind）的极化，调节NK92
细胞的趋化引动。目前，HER2对NK细胞局部浸润

的影响还未知。鉴于此，本研究于 2018年 5—11月
进行实验，旨在探讨HER2对结直肠癌NK细胞局部

浸润的影响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器 杜 尔 伯 格 伊 戈 尔 培 养 基

（DMEM）、胎牛血清（FBS）均购自美国Gibco；HER2
和 β-连环蛋白（β-catenin）抗体均购自美国 CST；重
组HER2购自美国R&D；二喹啉甲酸（BCA）试剂盒

购自中国碧云天；凝胶成像系统购自美国伯乐。

1.2 细 胞 及 培 养 人 正 常 结 肠 上 皮 细 胞

（NCM460），人 结 直 肠 癌 细 胞（SW480、SW620、
HT29）及 人 类 NK92 细 胞 均 购 自 美 国 ATCC。
NCM460、SW480、SW620和 HT29细胞使用含 10%
FBS的DMEM培养基，NK92细胞用α最小必需培养

基（α-MEM）完全培养基（含 2 mmol L-谷氨酰胺、1.5
g/L碳酸氢钠、12.5%FBS和马血清、0.02 mmol叶酸、

0.2 mmol肌醇、100~200 U/mL重组 IL-2和 0.1 mmol
2-巯基乙醇），所有细胞均在5%体积分数二氧化碳、

37 ℃恒温培养箱中培养。

1.3 Western blotting 预冷RIPA裂解液（加蛋白

酶抑制剂 PMSF）提取生长至对数期的 SW480、
SW620和HT29细胞总蛋白，BCA试剂盒定量蛋白，

蛋白变性后，每孔加 40 µg上样，依次经 10%SDS-

PAGE、转PVDF膜，5%脱脂奶粉封闭，洗膜，将膜完

全浸入按照 1∶500稀释的HER2及 1∶1 000稀释的

内参GAPDH溶液中，4 ℃摇床孵育过夜，洗膜，加 1∶
2 000稀释的 HRP标记的二抗，室温孵育 30~50
min，洗膜，ECL显色，显影、定影，待胶片晾干后扫描

分析。使用 Image J分析软件对图像进行灰度值分

析。得出目的蛋白与内参蛋白光密度值比值，即为

蛋白的相对表达量。实验重复3次。

1.4 转染 以 1×105/孔接种生长至对数期的HT29
细胞于 6孔细胞培养板，每孔 2 mL，使其在 24 h内细

胞达 70%~80%生长汇合度，参照 LipofectamineTM
2000说明制备Lipo-2000-siRNA复合物，其中 siRNA
包括阴性对照 siRNA及 HER2的特异性 siRNA，将
复合物加入培养孔中，设置加等体积脂质体的空白

组，轻轻混匀，37 ℃、5%二氧化碳、饱和湿度培养

箱，常规孵育4~6 h，更换含血清及双抗的培养基，继

续培养 48 h，然后进行后续实验。siRNA序列如下：

HER2 siRNA正向引物 5'-CUGGUGUAUGCAGAU
UGCCUU-3'，反向引物 5'-GGCAAUCUGCAUACAC
CAGUU-3'；阴 性 对 照 siRNA 正 向 引 物 5'-
CUUGUAUGGGCAGAUUGCCUU-3'，反 向 引 物 5'-
GGCAAUCUGCCCAUACAAGUU-3'。
1.5 HT29细胞培养上清HER2的含量 HER2的
特异性 siRNA转染HT29细胞 48 h，收集肿瘤细胞培

养上清，采用 ELISA试剂盒检测上清中 HER2的

含量。

1.6 趋化实验 将 100 µL的 NK92细胞（浓度 2×
106/mL）置于Transwell小室上层，Transwell小室下层

加 25 ng/mL、50 ng/mL 和 100 ng/mL 的 rhHER2 或

600 µL的HT29细胞培养上清，将培养板放于 37 ℃
孵箱中 4 h，用于趋化实验。收集下室细胞使用细胞

计数板计数。应用趋化指数（MI）评估：MI=趋化细

胞数/自发趋化细胞数（无趋化因子）［7］。此外，使用

7.5 ng/mL的 IL-12作为 NK细胞趋化作用的阳性

对照［8］。

1.7 统计学方法 所有实验数据采用 SPSS 21.0软
件进行分析，计量资料用 x̄ ± s表示，多组差异比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采 SNK-q检
验，以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 三株结直肠癌细胞HER2基因表达 以正常

结肠 NCM460细胞为对照细胞，Western blotting检
测结直肠癌 SW480、SW620和HT29细胞HER2蛋白

表达，结果如图1所示。

三株结直肠癌细胞HER2蛋白表达均明显高于

NCM460 细 胞［（0.104±0.011）、（0.141±0.015）、

（0.243±0.018）比（0.018±0.003），F=153.526，P<
0.05］，由于在HT29细胞表达最高，因此选择HT29
细胞为后续研究对象。

2.2 HER2小干扰RNA转染HT29细胞效果 转

染 si-HER2的 HT29细胞 HER2蛋白表达［（0.467±
0.046）、（0.506±0.053）比（0.101±0.012），F=88.628，P
<0.05］及培养上清HER2含量［（74.7±4.6）pg/mL比

（125.3±10.1）pg/mL、（121.6±9.3）pg/mL，F=34.153，P
<0.05］均明显低于对照组和NC组。见图2。

2.3 重组 HER2 对 NK92 细胞趋化运动的影响

25 ng/mL、50 ng/mL和 100 ng/mL的重组HER2处理

NK92细胞 4 h，IL-12作为阳性对照，细胞趋化检测

结果显示，与对照组比较，IL-12组迁移指数明显升

高［（1.00±0.10）比（2.26±0.24），P<0.05］，而 100 ng/
mL重组HER2组迁移指数明显降低［（1.00±0.10）比

（0.63±0.09），P<0.05］。25 ng/mL和 50 ng/mL的重组

HER2组迁移指数与对照组差异无统计学意义

［（1.00±0.10）比（1.11±0.12）、（1.04±0.15），P>0.05］。

2.4 抑制HER2表达对 NK92细胞趋化运动的影

响 si-HER2转染 HT29细胞后，收集肿瘤上清对

NK92细胞进行趋化实验，结果显示，与对照组、NC
组比较，si-HER2 组迁移指数明显升高［（1.00±
0.11），（1.37±0.10）比（1.95±0.16），F=43.264，P
<0.05］。

2.5 重组HER2对NK92细胞Wnt/β-catenin信号

通路的影响 25 ng/mL、50 ng/mL和 100 ng/mL的重

组HER2处理 NK92细胞 4 h，IL-12作为阳性对照，

Western blotting检测 NK92细胞中 β-catenin蛋白表

达，结果如图 3所示。与对照组比较，IL-12组 β -

catenin蛋白水平明显降低［（0.687±0.059）比（0.312±
0.025），P<0.05］，而 100 ng/mL 重 组 HER2 组 β -

catenin蛋白水平明显升高［（0.687±0.059）比（1.118±
0.097），P<0.05］。 25 ng/mL 和 50 ng/mL 的 重 组

HER2组β-catenin蛋白水平与对照组差异无统计学

意 义［（0.687±0.059）比（0.692±0.061），（1.118±
0.097），P>0.05］。

2.6 抑制HER2对NK92细胞Wnt/β-catenin信号

通路的影响 si-HER2转染HT29细胞后，收集肿瘤

上清，Western blotting检测β-catenin蛋白表达，结果

如图 4所示，si-HER2组 β-catenin蛋白表达明显低

于对照组和 NC组（0.687±0.059），（0.651±0.052）比

（0.092±0.011），F=158.849，P<0.05］。

3 讨论

NK细胞是固有免疫系统的主要细胞之一，可

识别和杀伤肿瘤细胞，在肿瘤的免疫监视中起重要

作用。研究显示，结直肠癌肿瘤组织中淋巴细胞大

量浸润的病人预后较好［9］，原因与NK细胞对肿瘤细

胞的识别和杀伤作用密不可分。NK92细胞是一种

NK细胞，与人NK细胞具有相似的表面分子特征和

功能特点，对血液系统肿瘤、黑素瘤等具有很强的

杀伤活性，且不引起自身正常细胞损伤，是目前认

为 的 一 种 理 想 的 可 用 于 肿 瘤 生 物 治 疗 的 细

胞系［10-11］。

HER2是一种由原癌基因表达的跨膜糖蛋白，

可促进肿瘤细胞增殖、侵袭和血管生成，抑制肿瘤
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注：1—磷酸甘油醛脱氢酶；2—2型人类表皮生长因子受体；3—
对照组；4—NC组；5—HER2的小干扰RNA组。

图2 Western blotting检测转染si-HER2的HT29细胞HER2蛋白表达
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注：1—磷酸甘油醛脱氢酶；2—β-连环蛋白；3—对照组；4—白

细胞介素 -12；5—25 ng/mL重组 2型人类表皮生长因子受体（rh
HER2）；6—50 ng/mL rhHER2；7—100 ng/mL rhHER2。

图3 各组NK92细胞β-catenin蛋白表达条带
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注：1—磷酸甘油醛脱氢酶；2—β-连环蛋白；3—对照组；4—NC
组：5—HER2的小干扰RNA。

图4 HER2对NK92细胞Wnt/β-catenin信号通路的影响
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注：1—磷酸甘油醛脱氢酶；2—2型人类表皮生长因子受体；3—
人正常肠上皮细胞NCM460；4—结直肠癌细胞 SW480；5—结直肠癌

细胞SW620；6—结直肠癌细胞HT29。
图1 SW480、SW620和HT29细胞HER2的蛋白表达
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细胞的凋亡［12-14］。研究显示，HER2在结直肠癌组织

中的表达水平明显高于正常组织，其表达水平与肿

瘤浸润深度密切相关，可作为判断结直肠癌发生、

发展、浸润及转移的有效生物学指标［15］。本研究结

果显示，结直肠癌细胞系中HER2蛋白表达明显高

于正常结肠细胞，与相关研究结果一致［16］，提示

HER2参与结直肠癌的发生和发展；研究显示，激活

HER2-ERK1/2信号转导途径可促进乳腺癌MCF-7
细胞的迁移和侵袭［17］；HER2靶向NK细胞可用于治

疗HER2阳性转移性乳腺癌［18］。本研究结果显示，

重组HER2可降低 NK92细胞的趋化运动，而抑制

HER2表达后NK92细胞趋化运动明显升高，说明抑

制HER2表达可增强结直肠癌NK92细胞趋化运动。

Wnt/β-catenin是细胞内一条重要的信号途径，

与多种肿瘤发生发展密切相关。研究表明，抑制

Wnt/β-catenint通路可降低肿瘤细胞生长、侵袭、迁

移［19］。β-catenin是Wnt/β-catenint信号的关键分子，

研究显示，NK细胞对非小细胞肺癌细胞NCI-H292
具有杀伤作用，并可抑制β-catenin蛋白表达［20］。本

研究结果显示，HER2表达受到抑制后，NK92细胞

中 β-catenin蛋白表达明显降低，而重组HER2则会

促进 NK92细胞中 β -catenin蛋白表达，提示抑制

HER2表达可能通过下调Wnt/β-catenin信号通路增

强结直肠癌NK细胞的趋化运动，进而增加结直肠

癌NK细胞局部浸润。

综上所述，抑制HER2基因表达可增强结直肠

癌 NK92细胞局部浸润，机制与下调Wnt/β-catenin
信号有关。提示HER2可能是结直肠癌治疗的有效

靶点之一。
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