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基于生物信息学分析 NPC1L1 mRNA
在结肠癌中的表达及临床意义

戴宇飞, 张炜
(江苏大学附属医院消化内科, 江苏 镇江 212001)

[摘要] 　 目的: 基于生物信息学方法分析尼曼 匹克 C1 型类似蛋白 1(Niemann-Pick C1 like-1,NPC1L1)mRNA 在

结肠癌中的表达及其临床价值。 方法: 收集 TIMER2. 0、TCGA、GEO 公共数据库中结肠癌患者的 NPC1L1 mRNA 数

据、临床病理特征数据及生存数据,比较 NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织与癌旁组织中的差异;根据 NPC1L1 mRNA
最佳截断值将结肠癌患者分为 NPC1L1 mRNA 高表达组和低表达组,结合临床数据分析两组临床病理特征差异。
采用 Kaplan-Meier 生存曲线、Log-rank 检验分析 NPC1L1 mRNA 高表达组与低表达组患者 5 年生存率差异;Cox 回

归分析结肠癌患者预后的影响因素;通过 R 软件 Cluster Profiler 包输出 GSEA 图。 选择两株人结肠癌细系

HCT116、SW620 进行细胞培养、传代,分别分为阴性对照组、si-NPC1L1-1、si-NPC1L1-2、si-NPC1L1-3、si-NPC1L1-4
组,用对应小干扰 RNA(small interfering RNA,siRNA)进行瞬时转染,采用蛋白质印迹法在蛋白质水平进行验证,筛
选敲减效率最高的序列进行后续实验;将 HCT116、SW620 细胞分别分为 si-NC 组(对照)和 si-NPC1L1 组(敲减 si-
NPC1L1),采用平板克隆形成实验计算细胞克隆形成数。 结果: 结肠癌组织中 NPC1L1 mRNA 相对表达显著高于

癌旁组织(P<0. 001)。 NPC1L1 mRNA 高表达与结肠癌患者淋巴结转移显著相关( χ2 = 2. 126,P = 0. 034)。 ROC 曲

线下面积为 0. 785(95%CI:0. 728~0. 839)。 NPC1L1 mRNA 高表达组 5 年生存率显著低于低表达组(P= 0. 003);单
因素及多因素 Cox 回归分析结果显示,NPC1L1 mRNA 可能为影响结肠癌患者预后的独立因素(P<0. 05)。 GSEA
结果显示,NPC1L1 mRNA 高表达组含有包括 Wnt 信号通路在内的 10 条信号通路(P<0. 05)。 细胞实验结果显示,
si-NPC1L1-3 序列对 HCT116、SW620 细胞中 NPC1L1 敲减效率最高,达 65%以上;平板克隆形成实验结果显示,si-
NPC1L1 组 HCT116、SW620 细胞克隆形成数显著低于阴性对照组(P<0. 001)。 结论: NPC1L1 mRNA 在结肠癌中

呈高表达,且与结肠癌患者预后呈负相关,可作为结肠癌诊治的生物学标志物。
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Bioinformatic analysis of NPC1L1 mRNA expression
in colon cancer and its clinical significance

DAI Yufei, ZHANG Wei
(Department of Gastroenterology, Affiliated Hospital of Jiangsu University, Zhenjiang Jiangsu 212001, China)

[Abstract]　 Objective: To analyze the expression of Niemann-Pick C1 like-1 (NPC1L1) mRNA in
colon cancer and its clinical significance based on bioinformatics methods. Methods: NPC1L1 mRNA
expression data, clinicopathological characteristics, and survival data of colon cancer patients were
collected from public databases including TIMER2. 0, TCGA and GEO. Differences in NPC1L1 mRNA
expression between tumor and adjacent non-tumor tissues were analyzed using R software. Patients were
stratified into high- and low-expression groups based on the optimal cutoff value of NPC1L1 mRNA data.
The correlation between NPC1L1 expression and clinicopathological features was assessed. Kaplan-Meier



survival curves and Log-rank tests were used to compare 5-year survival rates between groups. Cox
regression analysis was performed to identify prognostic factors for colon cancer. Gene Set Enrichment
Analysis (GSEA) was performed using the Cluster Profiler package in R. Two human colon cancer cell
lines, HCT116 and SW620, were cultured and passaged. Cells were divided into negative control, si-
NPC1L1-1, si-NPC1L1-2, si-NPC1L1-3, and si-NPC1L1-4 groups, transiently transfected with
corresponding small interfering RNAs (siRNAs). Protein levels were verified by Western blotting, and
the most effective siRNA sequence was selected for further experiments. HCT116 and SW620 cells were
then divided into si-NC ( control) and si-NPC1L1 ( knockdown) groups, and colony formation assays
were performed to assess clonogenic potential. Results: NPC1L1 mRNA expression was significantly
higher in colon cancer tissues than that in adjacent normal tissues (P<0. 001). High NPC1L1 mRNA
expression was significantly associated with lymph node metastasis in colorectal cancer patients ( χ2 =
2. 126, P= 0. 034). The area under the ROC curve was 0. 785 (95%CI: 0. 728-0. 839). The 5-year
survival rate in the high-expression of NPC1L1 mRNA group was significantly lower than that in the low-
expression group (P= 0. 003 ). Univariate and multivariate Cox regression analyses indicated that
NPC1L1 mRNA may be an independent prognostic factor for colorectal cancer patients (P<0. 05). GSEA
revealed that the high-expression group was enriched in 10 signaling pathways, including the Wnt
pathway ( P < 0. 05). Cell experiments showed that the si-NPC1L1-3 sequence achieved the highest
knockdown efficiency (>65%) in both HCT116 and SW620 cells. Colony formation assays demonstrated
that the number of colonies formed by si-NPC1L1-treated HCT116 and SW620 cells was significantly
lower than those in the negative control group (P<0. 001). Conclusion: NPC1L1 mRNA is significantly
overexpressed in colon cancer and negatively correlated with patient prognosis, suggesting its potential as
a biomarker for diagnosis and treatment.
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据 WHO 报道,全球每年超过 120 万人确诊结

肠癌,其已成为恶性肿瘤中仅次于肺癌的第二大常

见死因,是消化道最常见的恶性肿瘤之一[1]。 结肠

癌的诊断主要依靠临床症状、结肠镜检查及实验室

检查,但现有研究提示这些诊断方法存在患者耐受

度低、准确性与敏感性不足等一系列问题[2-4]。 结

肠癌的治疗主要包括外科手术治疗、化学治疗及免

疫治疗,但由于结肠癌往往在晚期出现症状,治疗效

果常不理想[5-6]。 因此,亟需开展生物信息学相关

研究,发掘新型结肠癌诊断、治疗、预后相关的分子

标志物,为结肠癌诊治提供临床参考。 现有研究发

现,胆固醇代谢与结肠癌的发生和发展密切相关,其
中,尼曼 匹克 C1 型类似(Niemann-Pick C1-like 1,
NPC1L1)蛋白在胆固醇代谢中发挥重要作用,其通

过囊泡内吞噬作用摄取食物中的胆固醇,是肠道胆

固醇吸收所的关键性转运蛋白[7-8]。 目前,关于

NPC1L1 与结肠癌的诊断、治疗、预后以及基因表达

的潜在通路尚不清楚。 因此,本研究基于生物信息

学方法分析 NPC1L1 在结肠癌中的表达及其临床

意义。

1　 材料与方法

1. 1　 细胞、主要试剂与仪器

人结肠癌细胞系 HCT116、SW620 均购自上海

中乔新舟生物科技有限公司;10%胎牛血清、RIPA
裂解液、蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、苯甲基磺酰

胺(PMSF)、5×蛋白上样缓冲液均购自北京索莱宝

生物科技有限公司;蛋白 Marker、快速高分辨电泳缓

冲液、快速转膜液、快速封闭液、TBST、通用型抗体

稀释液均购自武汉塞维尔生物科技有限公司;胰酶

消化液购自苏州新赛美生物科技有限公司;PAGE
凝胶快速制备试剂盒(7. 5%)购自上海雅酶生物医

药科技有限公司;小鼠抗人 NPC1L1 抗体购自美国

Santa Cruz 公司;小鼠抗人 GAPDH 抗体、HRP 标记

亲和纯山羊抗小鼠均购自武汉三鹰生物科技有限公

司;GP-Transfect-Mate 转染试剂购自苏州吉玛基因

股份有限公司;ECL 显影液购自南京诺维赞生物科

技有限公司;细胞培养箱、常温离心机、高速低温离

心机购自美国 Thermo Fisher 公司;超净细胞台购自

山东博科医疗器械有限公司;倒置显微镜购自日本
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奥林巴斯公司;SDS-PAGE 电泳仪购自美国 Bio-Rad
公司;Tanon 成像仪购自上海天能科技有限公司。
siRNA 序列由苏州吉玛基因股份有限公司合成,分
别为(5′→3′) si-阴性对照:UUCUCCGAACGUGUCA-
CGUTT; si-NPC1L1-1:GGUGAUCACCUGAUCCUAU-
TT;si-NPC1L1-2:CCCAAGAACUUCAGCGGAATT;si-
NPC1L1-3:GCAACUUCUUGCCAACAATT;si-NPC1L1-
4:GCAGUUCCAUAAGUAUCUUTT。
1. 2　 分析 NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织中的表达

收集 TIMER2. 0 数据库 ( http: / / timer. cistrome.
org), 分析 33 种不同肿瘤组织与癌旁组织中

NPC1L1 mRNA 表达差异,对 NPC1L1 mRNA 进行泛

癌分析。
从癌症基因组图谱(The Cancer Genome Atlas,

TCGA)数据库官网(https: / / portal. gdc. cancer. gov / )
下载结肠癌数据包,包括 mRNA 数据、临床病理特

征数据及预后数据,进行整理,共有 456 例结肠癌患

者。 其中,包括 483 例结肠癌组织 mRNA 数据(部
分患者癌组织不止一个)和 41 例癌旁组织 mRNA
数据,据此分析结肠癌组织与癌旁组织以及结肠癌

组织与配对癌旁组织中 NPC1L1 mRNA 表达差异。
1. 3　 分析 NPC1L1 mRNA 表达与临床特征的相

关性

整理 TCGA 中 456 例结肠癌患者临床数据,通
过 R 软件自动计算 NPC1L1 mRNA 表达最佳截断

值,并据此将患者分为 NPC1L1 mRNA 高表达组和

低表达组;将 mRNA 数据与临床病理特征数据(包
括性别、年龄、临床分期、T 分期、N 分期、M 分期等)
合并,比较 NPC1L1 mRNA 高、低表达组临床病理特

征的差异。
1. 4　 分析 NPC1L1 mRNA 表达对结肠癌的诊断

价值

根据 NPC1L1 mRNA 最佳截断值,绘制诊断

ROC 曲线,通过计算曲线下面积( area under curve,
AUC)来明确 NPC1L1 mRNA 表达差异与诊断结肠

癌的准确性,以 AUC>0. 7 说明准确性较高[9]。
1. 5　 分析 NPC1L1 mRNA 表达与结肠癌患者生存

预后的关系

合并 NPC1L1 mRNA 表达数据和预后数据,绘
制结肠癌患者生存曲线,比较 NPC1L1 mRNA 高、低
表达组 5 年生存率。 同时,从基因表达综合数据

库(Gene Expression Omnibus,GEO)下载结肠癌数据

集 GSE41258(https: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / geo / ),
以同样方法比较 NPC1L1 mRNA 高、低表达组生存

差异。 采用 Cox 回归分析结肠癌患者预后的影响

因素。
1. 6　 分析 NPC1L1 mRNA 表达的潜在通路

将 NPC1L1 mRNA 表达矩阵进行整理分析,将
数据标准化处理后进行排序, 分别取 NPC1L1
mRNA 高、低表达的前 50 数据进行基因集富集分

析(Gene Set Enrichment Analysis,GSEA),参数设置

log2(倍数变化) > 0, P < 0. 05,错误发现率 ( false
discovery rate,FDR) <0. 25,通过 R Studio 4. 3. 2 软

件中的 Cluster Profiler 包输出 GSEA 图,输出富集最

高的 10 条通路,分析 NPC1L1 参与结肠癌发生发展

的潜在机制。
1. 7　 细胞培养与转染

将人结肠癌 HCT116、SW620 细胞置于含 10%
胎牛血清的 RPMI 1640 培养基中,于 37 ℃、5% CO2

条件下培养;取对数生长期细胞接种于 6 孔板中,每
孔密度 5 × 105 个,设置 5 组,分别为阴性对照、si-
NPC1L1-1、 si-NPC1L1-2、 si-NPC1L1-3、 si-NPC1L1-4
组;当细胞密度达 60%时,更换为无血清 RPMI 1640
培养基。 以阴性对照组为例,按照转染说明书要求,
取 8 μL siRNA、8 μL GP-Transfect-Mate 转染试剂,
分别加至含 200 μL 无血清 RPMI 1640 培养基的 EP
管中,两者分别静置 5 min;将 siRNA-RPMI 1640 混

合液与 GP-Transfect-Mate-RPMI 1640 混合液混合,
静置 20 min;加至 6 孔板中对应的组别,其他序列转

染步骤同阴性对照序列。 转染 6 h 后将无血清

RPMI 1640 培养基更换为含 10%胎牛血清的 RPMI
1640 培养基。
1. 8　 蛋白质印迹法检测细胞中 NPC1L1 表达

当“1. 7”HCT116、SW620 转染细胞密度达 90%
时,提取蛋白。 6 孔板每孔加入 150 μL 细胞裂解混

合液(RIPA 裂解液 ∶ 蛋白酶抑制剂 ∶ 磷酸酶抑制

剂 ∶ PMSF = 97 ∶ 1 ∶ 1 ∶ 1),轻轻晃动,冰上裂解

10 min;每孔加入 30 μL 5×蛋白上样缓冲液,收集细

胞裂解产物,加至 1. 5 mL EP 管;95 ℃金属浴加热

10 min,使蛋白变性;4 ℃,12 000 r / min 离心 10 min;
取上清液即蛋白样品。 分别取 10 μL 样品行 SDS-
PAGE,150 V 90 min 分离蛋白;400 mA 45 min 冰上

转 PVDF 膜;快速封闭液室温封闭 25 min;TBST 洗

膜 3 次,10 min /次;加入相应的用抗体稀释液稀释

的小鼠抗人 NPC1L1 抗体(稀释比 1 ∶ 500)、小鼠

抗人 GAPDH 抗体(稀释比 1 ∶ 1 000),4 ℃孵育过

夜;TBST 洗膜 3 次,10 min /次;用 PBS 稀释的酶标

亲和纯山羊抗小鼠二抗(稀释比 1 ∶ 5 000)室温孵
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育 2 h;TBST 洗膜 3 次,10 min /次;ECL 显影液进

行暗室曝光,Image J 软件进行条带半定量分析。
通过内参 GAPDH 调整蛋白上样量,重复实验,直
至 GAPDH 灰度基本一致;筛选出敲减序列最高的

siRNA 设置为 si-NPC1L1 并进行后续平板克隆形成

实验。
1. 9　 平板克隆形成实验检测结肠癌细胞克隆数

用 60 mm 培养皿分别对 HCT116、SW620 细胞

培养与转染(具体方法同“1. 7”),分为对照组( si-
NC) 及敲减组 ( si-NPC1L1)。 当细胞密度达 90%
时,胰酶消化,1 500 r / min 离心 5 min,行细胞计数;
每个培养皿中加入 800 个细胞,于 5%CO2、37 ℃培

养箱中培养 14 d,期间每隔 3 d 换液并观察细胞状

态;直至能肉眼可见细胞菌落时终止培养;弃培养

基,PBS 洗涤;每个培养皿中加入适量 4%多聚甲醛

固定约 30 min;PBS 洗 3 遍;加入结晶紫水溶液染色

约 30 min;PBS 洗涤数次,晾干、拍照并用 Image J
计数。
1. 10　 统计学分析

采用 GraphPad Prism10. 1. 2 进行数据统计及绘

图。 计数资料以例数(n)和百分比(%)表示,两组

间比较采用 χ2检验;计量资料(近似正态分布)以均

数±标准差(􀭰x±s)表示,两组间比较采用配对 t 检验

或独立样本 t 检验,非正态计量资料采用 Mann-

Whitney U 检验;采用 ROC 曲线和 AUC 值分析

NPC1L1 mRNA 在结肠癌诊断中的应用价值;绘制

Kaplan-Meier 生存曲线并采用 Log-rank 检验比较两

组 5 年生存率差异;分别采用单因素和多因素 Cox
回归分析结肠癌患者的预后影响因素。 P<0. 05 为

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织及癌旁组织中

表达

TIMER2. 0 数据库分析结果显示,与癌旁组织

相比,NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织中表达明显升

高(P<0. 001),见图 1。 TCGA 数据库分析结果显

示,结肠癌组织中 NPC1L1 mRNA 表达明显高于癌

旁组织(图 2A,P<0. 001);结肠癌组织中 NPC1L1
mRNA 表达明显高于配对癌旁组织 (图 2B, P <
0. 001)。 由此说明,NPC1L1 在结肠癌组织中呈高

表达。
2. 2　 NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织中表达与临床

特征的相关性

与 NPC1L1 mRNA 低 表 达 组 相 比, NPC1L1
mRNA 高表达组 N 分期即淋巴结转移显著升高(χ2 =
2. 126,P = 0. 034),其余指标比较未见明显统计学

差异(P>0. 05)。 见表 1。

∗:P<0. 05,∗∗:P<0. 01,∗∗∗:P<0. 001;ACC:肾上腺皮质癌;BLCA:膀胱尿路上皮癌;BRCA:乳腺浸润癌;CESC:宫颈鳞癌和腺癌;
CHOL:胆管癌;COAD:结肠癌;DLBC:弥漫性大 B 细胞淋巴瘤;ESCA:食管癌;GBM:多形成性胶质细胞瘤;HNSC:头颈鳞状细胞癌;
KICH:肾嫌色细胞癌;KICH:肾透明细胞癌;KIRC:肾透明细胞癌;KIRP:肾乳头状细胞癌;LAML:急性髓系白血病;LGG:低级别胶质
瘤;LIHC:肝细胞肝癌;LUAD:肺腺癌;LUSC:肺鳞癌;MESO:间皮瘤;OV:卵巢癌;PAAD:胰腺癌;PRAD:前列腺癌;PCPG:嗜铬细胞瘤
和副神经节瘤:READ:直肠癌;SARC:肉瘤;SKCM:皮肤黑色素瘤;STAD:胃癌;TGCT:睾丸癌;THCA:甲状腺癌;THYM(胸腺癌);
UCEC:子宫内膜癌;UCS:子宫内瘤;UVM:葡萄膜黑色素瘤。 红色示肿瘤组织,蓝色示癌旁组织。 TPM:每千个减基的转录每百万映
射读取的转录本

图 1　 NPC1L1 mRNA 在肿瘤组织与癌旁组织中表达比较
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A:结肠癌组织与癌旁组织;B:结肠癌组织与配对癌旁组织

图 2　 NPC1L1 mRNA 在结肠癌组织与癌旁组织中的表达比较

表 1　 NPC1L1 mRNA 高表达组与低表达组临床病理特征比较 　

临床特征
NPC1L1 mRNA 表达

低表达(n= 226) 高表达(n= 230)
χ2值 P 值

年龄 ≤60 岁 70(30. 97%) 67(29. 13%) 0. 184 0. 668
>60 岁 156(69. 03%) 163(70. 87%)

性别 男 122(53. 98%) 117(50. 87%) 0. 443 0. 506
女 104(46. 02%) 113(49. 13%)

临床分期 Ⅰ期 44(19. 47%) 31(13. 48%) 6. 796 0. 147
Ⅱ期 92(40. 71%) 85(36. 96%)
Ⅲ期 59(26. 11%) 69(30. 00%)
Ⅳ期 28(12. 39%) 37(16. 09%)
未知 3(1. 33%) 8(3. 48%)

T 分期 T1 7(3. 10%) 4(1. 74%) 6. 552 0. 162
T2 40(17. 70%) 37(16. 09%)
T3 158(69. 91%) 153(66. 52%)
T4 20(8. 85%) 36(15. 65%)
未知 1(0. 44%) 0(0. 00%)

M 分期 M0 172(76. 11%) 162(70. 43%) 1. 949 0. 377
M1 28(12. 39%) 37(16. 09%)
未知 26(11. 50%) 31(13. 48%)

N 分期 N0 144(63. 72%) 124(53. 91%) 2. 126 0. 034
N1-3 82(36. 28%) 106(46. 09%)

2. 3　 NPC1L1 mRNA 表达对结肠癌的诊断价值

经计算 NPC1L1 mRNA 表达的最佳截断值为

0. 66,ROC 曲线结果显示,AUC 为 0. 785(95%CI:
0. 728 ~ 0. 839),见图 3。 由此说明,通过 NPC1L1
mRNA 差异表达来诊断结肠癌的准确性较高。

图 3　 NPC1L1 mRNA 的 ROC 诊断曲线

2. 4　 结肠癌患者 NPC1L1 mRNA 表达与生存预后

的相关性

生存分析结果显示,NPC1L1 mRNA 高表达组 5
年生存率显著低于 NPC1L1 mRNA 低表达组(P =
0. 003);GEO 数据库分析结果显示,NPC1L1 mRNA
高表达组患者生存率显著低于 NPC1L1 mRNA 低

表达组 (P < 0. 001)。 见图 4。 由此说明,NPC1L1
mRNA 高表达与结肠癌患者不良预后相关。

单因素 Cox 回归分析结果显示,NPC1L1 mRNA
高表达(P= 0. 003)、临床分期越晚(P<0. 001)与患

者的总体预后较差相关;多因素 Cox 回归分析结果

显示,NPC1L1 mRNA 高表达(P = 0. 006)、年龄越

大(P<0. 001)及临床分期越晚(P<0. 001)与患者预
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后较差相关。 见表 2。 由此说明,NPC1L1 mRNA 可

能为结肠癌患者预后的独立影响因素。
2. 5　 结肠癌患者 NPC1L1 mRNA 功能富集分析

通过 GESA 富集分析 NPC1L1 mRNA 参与结肠

癌发生发展的潜在机制,在 NPC1L1 mRNA 高表达

组中输出 10 条具有显著性差异的通路(P<0. 05,

FDR<0. 25),分别为扩张型心肌病通路、药物代谢

酶细胞色素 P450 通路、其他代谢酶通路、细胞色素

P450 对外源物的代谢通路、神经活性配体—受体相

互作用通路、肾素—血管紧张素系统通路、视黄醇代

谢通路、核糖体通路、类固醇激素生物合成通路和

Wnt 通路。 见图 5。

A:基于 TCGA 数据库;B:基于 GEO 数据库

图 4　 结肠癌患者 NPC1L1 mRNA 高、低表达生存期比较

表 2　 结肠癌患者 NPC1L1 mRNA 表达与预后的 Cox 回归分析 　

临床特征
单因素 Cox 回归分析 多因素 Cox 回归分析

HR 95%CI P 值 HR 95%CI P 值

性别 1. 017 0. 666~1. 554 0. 937 0. 924 0. 602~1. 420 0. 720
年龄 1. 027 1. 007~1. 046 0. 006 1. 040 1. 020~1. 060 <0. 001
临床分期 2. 158 1. 693~2. 750 <0. 001 2. 305 1. 803~2. 948 <0. 001
NPC1L1 mRNA 1. 927 1. 247~2. 976 0. 003 1. 867 1. 201~2. 902 0. 006

图 5　 GSEA 富集分析

2. 6　 蛋白质印迹验证 siRNA 敲减 HCT116、SW620
细胞中 NPC1L1 蛋白表达

蛋白质印迹结果显示(图 6),在 HCT116 细胞

中,与阴性对照组相比,si-NPC1L1-1 组、si-NPC1L1-
2 组、si-NPC1L1-3 组及 si-NPC1L1-4 组 NPC1L1 蛋

白表达明显降低(P 均<0. 001),其敲减效率分别为

8%、47%、67%、62%;在 SW620 细胞中,与阴性对照组

相比,si-NPC1L1-1 组、si-NPC1L1-2 组、si-NPC1L1-3
组及 si-NPC1L1-4 组 NPC1L1 蛋白表达明显降低(P
均 < 0. 01),其敲减效率分别为 24%、68%、73%、
70%。 其中, si-NPC1L1-3 对 HCT116、 SW620 中的

NPC1L1 敲减效率最高,达 65%以上。 因此,选用 si-
NPC1L1-3 序列进行后续实验。

A:HCT116 细胞;B:SW620 细胞;NC:阴性对照组;si-1:si-
NPC1L1-1 组;si-2:si-NPC1L1-2 组;si-3:si-NPC1L1-3 组;si-
4:si-NPC1L1-4 组;∗:P<0. 001,与阴性对照组比较

图 6　 siRNA 敲减后结肠癌 HCT116、SW620 细胞中
NPC1L1 蛋白表达水平比较
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2. 7　 NPC1L1 mRNA 影响结肠癌细胞增殖

平板克隆形成实验结果显示 (图 7),当培养

14 d 时,与 si-NC 组相比, si-NPC1L1 组 HCT116、
SW620 细胞克隆形成数显著降低(P 均<0. 001),表
明敲减 NPC1L1 表达可抑制人结肠癌 HCT116、
SW620 细胞增殖。

图 7　 siRNA 敲减后 HCT116、SW620 细胞增殖能力比较

3　 讨论

目前,研究显示 NPC1L1 mRNA 在各恶性肿瘤

中的表达不同。 Zi 等[10]研究表明,胰腺癌细胞过表

达 NPC1L1,从而抑制 CD8+ T 细胞活化及耗竭 CD8+

T 细胞中的胆固醇,促进胰腺癌发展;而当抑制

NPC1L1 后,可有效增强机体免疫力,形成抗肿瘤作

用。 Chen 等[11]研究发现,NPC1L1 在肝癌组织中的

表达低于癌旁组织,且 NPC1L1 低表达与肝细胞癌

的低分化、血管侵袭及较晚的临床分期相关,表明

NPC1L1 在肝细胞癌中表现为抑癌作用。 本研究基

于生物信息学分析,结果显示,NPC1L1 mRNA 在结

肠癌组织中呈高表达。 NPC1L1 蛋白作为肠道胆固

醇吸收的关键调控蛋白,其高表达可能通过促进肿

瘤细胞对胆固醇的过度摄取,导致细胞内胆固醇水

平升高,从而激活 PI3K / AKT 和 MAPK 等促癌信号

通路,驱动结肠癌细胞增殖与侵袭[12-13]。
本研究结果显示,淋巴结转移(N1-3 期)患者

中 NPC1L1 mRNA 表达显著高于无淋巴结转移

者(N0 期),可能反映肿瘤细胞对胆固醇的依赖性

逐步增强,以满足其向深层组织侵袭的能量和结构

需求[10]。 结肠癌细胞可能通过 NPC1L1 蛋白介导

的胆固醇摄取,耗竭微环境中的游离胆固醇,导致

CD8+ T 细胞功能抑制(如 T 细胞受体信号通路和免

疫突触形成障碍),从而促进转移灶的形成[14-15]。
NPC1L1 mRNA 表达与淋巴结转移显著关联,表明

其可作为结肠癌进展的潜在生物标志物,通过联合

检测 NPC1L1 mRNA 表达与影像学特征可能有助于

预测局部侵袭和转移风险。
此外,本研究通过 ROC 曲线分析发现,NPC1L1

mRNA 表达对结肠癌的诊断效能较高 ( AUC =

0. 785),表明其在区分肿瘤组织与癌旁组织中的潜

在诊断价值。 相较于癌旁组织,结肠癌细胞通过

NPC1L1 蛋白介导的胆固醇摄取可能形成独特的代

谢特征,从而在基因表达谱中呈现显著差异,这为基

于 NPC1L1 的诊断模型提供了生物学基础[16-17]。
此外,AUC 值(>0. 7)提示 NPC1L1 mRNA 表达水平

可能在早期筛查中具有辅助意义,尤其是对于内镜

或影像学不典型的结肠癌病例。
NPC1L1 mRNA 高表达通过增加外源性胆固醇

摄取,导致肿瘤细胞内胆固醇水平异常升高,而高胆

固醇微环境可进一步诱导氧化应激反应,促进 DNA
损伤修复缺陷和基因组不稳定性,加速肿瘤恶性转

化[18-19]。 本研究生存分析结果显示,NPC1L1 mRNA
高表达组结肠癌患者 5 年生存率显著低于 NPC1L1
mRNA 低表达组。 此外,已证实胆固醇代谢产物可

通过激活雌激素受体或肝 X 受体通路,调控细胞周

期相关基因,驱动肿瘤细胞增殖并抑制凋亡[20]。 这

些机制可能共同导致 NPC1L1 mRNA 高表达患者对

传统化疗的耐受性增强,从而显著降低长期生存率。
NPC1L1 mRNA 高表达可能标志着一类具有“代谢

成瘾”特征的结肠癌亚型,这类肿瘤更依赖外源性

胆固醇供给,且对靶向代谢通路的治疗敏感[21]。 本

研究 Cox 回归分析结果显示 NPC1L1 mRNA 为影响

结肠癌患者预后的独立因素,提示其不受年龄、TNM
分期等干扰,可能反映肿瘤内在的代谢侵袭特性。

此外,本研究通过 GSEA 发现 NPC1L1 mRNA
高表达的结肠癌组织中显著富集 10 条通路,且与

NPC1L1 蛋白介导的胆固醇代谢重编程、肿瘤免疫

逃逸及侵袭转移密切相关,进一步揭示 NPC1L1
mRNA 在结肠癌中的多维度调控作用。 以 Wnt 通
路为例,该通路是结肠癌发生发展的核心驱动因素,
其异常激活可诱导 β-catenin 核转位,同时抑制

CD8+ T 细胞浸润,而 NPC1L1 mRNA 通过劫持 T 细

胞胆固醇进一步加剧免疫抑制,形成“代谢—免疫—
干细胞”恶性循环[10,22]。 NPC1L1、Wnt 信号通路及结

肠癌三者之间是否存在关联后续有待进一步研究。
本研究通过细胞实验进一步验证 NPC1L1 在结

肠癌中高表达且具有促癌功能。 但是,不同 siRNA
序列对 NPC1L1 干扰效率存在显著差异,这可能与

siRNA 靶向位点及细胞系的表观遗传背景有关。 其

中,si-NPC1L1-3 可能靶向 NPC1L1 mRNA 的高保守

区域或开放染色质区,从而更高效地抑制其翻

译[23]。 此外,NPC1L1 敲低后 HCT116 和 SW620 细

胞的克隆形成能力显著降低,提示靶向 NPC1L1 可
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能通过抑制肿瘤干细胞特性或细胞周期进程发挥抗

增殖作用[24]。
综上所述,本研究通过生物信息学分析结果表

明,NPC1L1 mRNA 在结肠癌中呈高表达,且与结肠

癌患者预后呈负相关,其有可能成为结肠癌诊治的

生物学标志物。
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