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摘 要!$目的% 探讨
46=!2!2

对人结肠癌
><?<

细胞增殖及
=1@<&

基因表达的影响& $方法%

运用实时荧光定量
AB=

检测
><?<

细胞和正常结肠上皮组织
CBD2),

细胞中
46=!2!2

与
=1@<& 4=CE

的表达水平&

46=!2!2

抑制剂'

6FG6H60<I

(转染
><?<

细胞后"观察细胞增殖能力"及
46=!2!2

)

=1@<& 4=CE

)

46=!'.J')K#,&

表达水平"

LM10MIF H7<0

检测
=1@<&

蛋白表达水平* 通过
在线软件预测靶向

=1@<&

基因的
46=CE

" 并用双荧光素酶报告基因实验验证* $结果%

!D6=!

2!2

与
=1@<& 4=CE

在结肠癌
><?<

细胞中过表达!

AN"O,.

(*

46=!2!2 6FG6H60<I

组
><?<

细胞增
殖受到明显抑制!

AN,:,.

("且
=1@<&

基因表达量显著下降!

AN,:,.

("

46=!#.K#)K#,&

均上调"其
中

46=!#,&

上调最显著!

AN,:,.

(* 双荧光素酶报告基因实验验证
46=!#,&

可靶向调控
=1@<&

基因的表达* $结论%

46=!2!2

抑制剂可阻滞
><?<

细胞增殖且通过反馈性上调
46=!#,&

靶向
抑制

=1@<&

基因的表达*

关键词!
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结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤" 其发病机

制受多种因素影响* 近年研究关注其与微小
=CE

'

46;I<=CE

"

46=CE

(的关系"如
46=!#..

缺失可促

进结肠癌发生 $

#

%

"

46=!!#

和
46=!#2.

共同调节结肠

癌干细胞等$

!

%

*

D6=!2!2

与肿瘤的发生也存在密切的

关联*研究显示"

46=!2!2

可抑制肝细胞肿瘤的增殖$

&

%

"

促进前列腺肿瘤的生长$

2

%

*

=!

脊椎蛋白'

=!1@<FQ6F&

"

=1@<&

(是一种新型的
LF0

通路蛋白"参与调控细胞

的增殖-分化以及形态发生"与多种肿瘤的发生发展

存在密切联系& 研究显示"

=1@<&

蛋白可促进肺部肿

瘤侵袭$

.

%

"驱使肠道干细胞肿瘤的发生$

)

%

& 本研究以
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人结肠癌
'()(

细胞系为研究对象!

*+,!-!-

抑制物

"

+./+0+1(2

#转染
'()(

细胞后!观察
'()(

细胞增殖能

力及
,34(&

基因表达变化情况! 预测及验证靶向调

控
,34(&

基因的
*+,56

!为后续科研以及临床治疗

提供新的思路$

#

材料与方法

!"!

材 料

人结肠癌
'()(

细胞系%正常结肠上皮组织细胞

系
578-9:

细胞系来源于中南大学湘雅医学院医

学检验系实验中心&

,;8<!=9-"

培养液 "美国
>+0(

公司'&胎牛血清"杭州四季青生物工程材料公司'&

'+4(?@A1B*+.@

C8

!:::

%

C2+D(E

试剂"美国
<.)+12(F@.

公

司'&

*+,!-!- +./+0+1(2

%

*+,!#:& *+*+A3

%

5A

"上海吉

玛基因'&

77G!$

"美国
>@.)+@H

公司'&逆转录试剂

盒%实时荧光定量
,CI;7,

试剂盒"南京
JBD*K@

公

司'&

6> !!&&=

普通
;7,

仪"德国
L44@.M(2?

公司'&

N1@4O.@;EP3

实时荧光定量
;7,

仪% 酶标仪 "美国

Q+(!2BM

公司'&

;<

染液"美国
N+F*B

公司'&流式细胞

仪"美国
7(PE1@2

公司'&兔单克隆抗体
!!BA1+.

"美国

N@.1B

公司'&鼠单克隆抗体
,34(&

"美国
6QAE(.BE

公

司'&辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
<F>

%辣根过氧

化物酶标记山羊抗鼠
<F>

"北京鼎国公司'&

L7'

化

学发光液"美国
;<L,7L

公司'&化学发光凝胶成像

分析仪"美国
Q+(!,BM

公司'&双荧光素酶报告基因

检测试剂盒"美国
;2(*@FB

公司'$

!"#

方 法

#R!R=

细胞培养

取生长状态良好的结肠癌
'()(

细胞!用含
=:S

胎牛血清"

TQN

'的
,;8<!=9-"

培养液置于
&%"

%

US

7O

!

%饱和湿度培养箱中培养!待细胞融合度达
$"S

#V:S

时按照
=$&

传代! 加入含
=:STQN

的
,;8<!

=9-:

培养液吹打成细胞悬液!并细胞计数!调整细

胞浓度为
=%=:

U 个
W*E

! 在
9

孔细胞培养板中加入

!*E

细胞悬液!置于
&%"

%

US7O

!

%饱和湿度培养箱

中培养用于后续实验$

=R!R!

细胞转染

将带有
7K&

荧光标记的
*+,!-!- +./+0+1(2

%

5@F!

B1+)@ A(.12(E

"

57

'干粉瞬时离心后 !用含
XL;7

的

MMY

!

O

溶解!吹打混匀!配置成终浓度为
!""*(EW'

的工作液 !

I!""

贮存 $ 取
=R!R=

中的细胞 ! 按照

'+4(?@A1B*+.@

C8

!"""

试剂说明书进行转染!

9/

后更

换新的
,8;<!=9-"

培养液! 继续培养用于后续实

验$ 将
*+,!-!- +./+0+1(2

转染
'()(

细胞后!通过荧

光显微镜和普通光学显微镜对比!计算转染效率$

=R!R& 77G!$

检测细胞增殖

将转染后处于对数生长期的
'()(

细胞用
!RUFW'

胰蛋白酶室温消化
=#!*+.

$用
,8;<!=9-"

培养液调

节细胞悬液浓度$ 以
U&="

& 个
W

孔接种于
V9

孔板中!

分别设置对照组"仅含细胞%培养基'%空白组"仅培

养 基 ' 及 实 验 组 "

*+,!-!- +./+0+1(2

组 %

57

组 %

E+4(!"""

组'!每组各设
9

个复孔$分别于转染后
=!

%

!-

%

-$

%

%!

%

V9/

!每孔加入
=""E 77G!$

溶液!继续培

养
-/

后!用酶标仪测定在
-U".*

处的
OX

值!计算

增殖率$ 实验重复
&

次$

=R!R-

总
,56

提取及逆转录

转染后
-$/

!细胞融合度达到
V"S

时!弃掉培养

液!按照
C2+D(E

试剂说明书提取总
,56

$通过紫外分

光光度计测定
,56

的纯度和浓度!取吸光度"

6!9"W

!$".*

'为
=R$'!R!

样品按照逆转录试剂盒说明书进

行逆转录!得到
AX56

$

=R!RU

实时荧光定量
;7,

反应体系为
!""E

!包括
>2@@. *B31@2 *+Z =""E

!

前 向 引 物
"R-"E

! 后 向 引 物
"R-"E

!

,O[ 2@?@2@.A@

MK@= "R-"E

!

AX56 !R""E

!灭菌蒸馏水至
!""E

$ 循环

参数为 (

VU" U*+.

!

VU" ="3

!

U9" &"3

!

-"

个循环 !

VU" =U3

!

9"" =3

!

VU" =U3

$ 采用
!

I##71 法计算相对

表达量$ 每个样品设
9

个复管!实验重复
&

次$

=R!R9 \@31@2. 0E(1

取上述
'()(

细胞接种于
9

孔板中!于
&%"

%

US

7O

!

培养箱培养
-$/

后收集$ 设置实验组
*+,!-!-

+./+0+1(2

组%

57

组和
E+4(!"""

组$ 根据全蛋白质提

取试剂盒和
Q76

蛋白质提取试剂盒说明书操作提

取上述
'()(

细胞的总蛋白质并进行定量 $ 按照

U""F

总蛋白质上样! 经
=!SNXNI

聚丙烯酰胺凝胶

电泳!冰水浴中
=""J

%

9"*+.

条件下电转移至
;JXT

膜上$

&%"

%

U"FW'

脱脂牛奶)

CQNC

配制'封闭
!/

!分

别加入鼠单克隆抗体
,34(&

"

=(="""

稀释'%兔单克

隆抗体
!!BA1+.

"

=(U"""

稀释'

-"

过夜$

CQNC

洗涤
&

次! 加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠
<F>

和山

羊抗兔
<F>

"均为
=(U"""

稀释'!

&%"

温育
=/

!

CQNC

论 著 !!-
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洗涤
&

次!经化学发光法"

'()

#显色!于化学发光凝

胶成像分析仪上成像!

*+,-. /

图像处理软件对条带

灰度值进行分析$ 公式%目的蛋白灰度值
0!!,1234

灰

度值$ 实验重复
&

次$

#5!5%

双荧光素酶报告基因检测

由上海吉玛合成
6789&!:; &

&

<;6

'

6789&!+=!

2,42 &

&

<;6

! 重组入双荧光素梅报告基因质粒
873!

(>'(?!

多克隆位点!分别获得野生型和突变型$将

)9@9

细胞接种于
!A

孔板! 待细胞融合度达
$"B

左

右进行转染! 将
C5!"-

的双荧光素酶报告质粒及

!C4+9D0)

终浓度的
+36!EC& +3+317

或阴性对照共

转染
)9@9

细胞!

FG

后更换
#HAC

完全培养基!

A$G

后

检测荧光素酶活性$

!"#

统计学处理

采用
IJ3-34 $

统计软件进行$ 计量数据以
!"7

表示!两组间的比较用配对
2

检验!以
KLC5CF

为有

统计学意义$

!

结 果

$"! M36!A!A

与
6789&

在结肠癌
)9@9

细胞中的表

达水平

荧光定量
K(6

结果显示
)9@9

细胞中
+36!A!A

与
6789& +6NO

的表达水平均高于正常结肠上皮

组织细胞系
N(MAH"

(

2P&%5"AE

!

KP"5""E

)

2P!"5"""

!

KP"5""!

)

Q3-=J. E

#$ 表明
+36!A!A

及
6789&

基因可

能参与结肠癌的发生发展$

$"$

转染后
+36!A!A

表达情况

M36!A!A 34G3R329J

转染
)9@9

细胞
A$G

后! 置于

荧光显微镜和普通显微镜下观察 ! 转染效率为

S"5F&B"&5$!BTQ3-=J. !U

$ 荧光定量
K(6

结果显示!

+36!A!A 34G3R329J

组与其他组相比较明显受到抑制

(

2 PEC&5S!&

!

KLC5CCE

)

Q3-=J. &

#$ 表明转染
A$G

后

+36!A!A 34G3R329J

进入细胞并发挥作用!为后续实验

奠定基础$

$"# ((?!$

检测细胞增殖

M36!A!A 34G3R329J

组与其他两组相比!转染
A$G

时细胞增殖受抑制最明显! 且差异具有统计学意义

N92.

%

V

%

KLC5CF5

%&'()* ! +*,-.&/* *01)*22&34 35!6&+!7$78+213#!6+9:

)9@9 N(MAHC

(.DD D34.7

M36!A!A

6789&

E5C

C5S

C5$

C5%

C5H

C5F

C5A

C5&

C5!

C5E

C

6
.
D
,
2
3
@
.
.
W
8
J
.
7
7
3
9
4
9
X
+
3
6
!
A
!
A
0
6
7
8
9
&
+
6
N
O

%&'()* $ ;01)*22&34 35 6&+!7$7 &4 <3/3 =*,,2 -5.*) 7>? .)-425*=.&34

Y QD=9J.71.41. +31J97198.O IJZ34,J[ 98231,D +31J97198.
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'()*

!

+

!

,-"."/.

"

)0&!.$"1

#

,0".""2

$

34567* 8

%& 表明
94:!8!8

受抑制

时可阻滞结肠癌
;(<(

细胞的增殖&

!"# :=>(&

基因表达变化情况

细胞转染
8$?

后'

94:!8!8 4@?4A4)(7

组
;(<(

细

胞
:=>(& 9:'B

表达水平显著下降 "

)0C2.%CC

'

,-

".""2

$

34567* /

('

:=>(&

蛋 白 表 达 量 受 抑 制 )

) 0

2C.1C!

'

,0".""&

$

34567* 1

(& 以上结果表明'

94:!8!8

抑制剂可下调
;(<(

细胞
:=>(&

基因的表达&

!"$

其他内源性
94:'B

表达情况

通过荧光定量
,D:

检测
94:!8!8 4@?4A4)(7

转染

后
94:!2/

*

94:!21

*

94:!2"&

的表达情况&结果显示'

当
94:!8!8

受到抑制时'

94:!2/E#1E#F&

均有不同程

度的表达上调' 其中
94:!#F&

过表达最显著 "

)0

!C.#F&

'

,0F.FF#

$

34567* %

(& 表明
94:!8!8

受抑制时

可反馈性上调
94:!#F&

&
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&
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!"#

靶向调控
'()*&

基因的
+,'-.

预测及验证

通 过
/01234(506 7844)

!

9 9:::;401234(506;*129 <

"

+,'-.=.7844)

!

99:::;+,51*160;*129+,51*16098*+3;>*<

"

+,'=?7844)

!

99+,1>@;*129+,'=?9<

三大数据库预测发

现
+,'!A"&

可靶向调控
'()*&

基因# 双荧光素酶报

告基因实验证明
+,'!A"&

可特异结合
'()*&

的
&

$

B/'

而抑制其表达%预测的结合位点突变时%该基

因的抑制效应也随即消失&

4C$D;$%"

%

EFG;GGA

'

H,2I13

$

() 表明
+,'!AG&

可通过与靶基因
'()*&

的
&

$

B/'

直接作用下调其表达水平)

&

讨 论

J,'!D!D

位于染色体
KL!M;&

% 其表达异常与多

种肿瘤发生发展有关) 研究显示%

+,'!D!D

可以通过

靶向调控成纤维细胞生长因子受体&

HNH'#

(抑制血

管瘤细胞的增殖与迁移*

%

+

) 在急性骨髓性白血病中%

+,'!D!D

通过调控多形性腺瘤基因&

EO.N#

(增加药

物治疗的敏感度) 以上研究提示%

+,'!D!D

不仅促进

肿瘤的发生% 同时可以作为辅助治疗肿瘤的新型药

物) 本研究发现%在结肠癌
O*P*

细胞中
+,'!D!D

处

于过表达状态%转染
+,'!D!D ,68,@,4*1

后
O*P*

细胞

中
+,'!D!D

表达量显著下降%且细胞增殖受到抑制%

表明在结肠癌
O*P*

细胞中下调
+,'!D!D

可以有效

抑制肿瘤细胞的增殖% 为结肠癌的临床治疗提供新

的思路)

'()*&

基因编码表达的
'()*&

蛋白是
'()*

蛋

白家族的一员%其家族包括
D

个成员即
'()*#"D

%其

中
'()*&

蛋白受到广泛关注)

'()*&

蛋白与
ON'!D

配体结合通过
Q64

信号通路调控肿瘤的发生%也可

通过
R-'H&9'-HD&

信号传导模块调控恶性肿瘤的

发展过程*

$

+

) 在肠道肿瘤中%

S06

等*

T

+发现
'()*!

和

'()*&

融合可以驱使肠道肿瘤发生并维持肿瘤细胞

的生存)

'()*&

蛋白在结肠癌的发生发展中扮演着

重要角色% 抑制
'()*&

蛋白的表达水平将有助于结

肠癌的预防与治疗)

本研究中
+,'!D!D ,68,@,4*1

转染
O*P*

细胞后

'()*& +'-.

以及蛋白表达量均显著下降) 而在经

典理论中%

+,'-.

与靶基因的特殊序列结合% 诱导

靶
+'-.

的剪切或遏制其翻译达到调控靶基因表

达的目的%是一种负向调控) 表明在本研究中
+,'!

D!D

不能直接靶向调控
'()*&

基因% 而是通过其他

途径间接影响其表达) 途径一%

U806

等*

#G

+研究表明

+,'-.

受抑制可导致其他内源性
+,'-.

上调) 本

研究中
+,'!D!D

受抑制后可导致其他内源性
+,'!

-.

的反馈性上调%如
+,'!#V9AM9A"&

%其中
+,'!A"&

上调最显著% 并通过预测软件以及实验证明
+,'!

A"&

可以靶向下调
'()*&

基因的表达) 途径二%

+,'!

D!D

可损害泛素化以激活
W/./&

基因%

W/./&

因子

可通过刺激
!!X0436,6

的表达影响
Q64

信号通路*

AA

+

)

'()*&

蛋白也可通过
!!X0436,6

调控
Q64

信号通路)

当
+,'!D!D

受抑制时不会激活
W/./&

基因的表达%

则
!!X0436,6

反馈性上调%因此
'()*&

蛋白受到反馈

性抑制 ) 由此推测
+,'!D!D

的变化可间接影响

'()*&

蛋白的表达%此方面还需进一步的研究证实)

综上所述%本研究结果表明%

+,'!D!D

受抑制可

阻滞结肠癌
O*P*

细胞的增殖% 并通过反馈性上调

+,'!A"&

靶向下调
'()*&

蛋白的表达)提示
+,'!D!D

抑制剂可以作为
'()*&

蛋白高表达性结肠癌的治疗

用药%为结肠癌的预防及治疗提供新的方向)
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全球临床试验注册制度由世界各国政府共同决定由
?=V

领导建立! 临床试验注册具有伦理和科学的双重意

义"目的是为了尊重和珍惜所有试验参与者的贡献"他们的贡献用于改善全社会的医疗保健"因此"任何临床试验都

与公众利益相关! 公开临床试验的信息"并将其置于公众监督之下是试验研究者的义务和道德责任! 临床试验注册

不仅能确保追溯每个临床试验的结果"公开在研试验或试验结果信息还有助于减少不必要的重复研究!

中国临床试验注册中心#

1I@3(*( 1)@3@'2) ]4@2) F(S@*D(4

"

1I@1]F

$为国家卫生计生委#原卫生部$下属的国家临床

试验注册中心" 是世界卫生组织国际临床试验注册协作网一级注册机构 #

?04)P =(2)DI V4S23@e2D@03 ^3D(432D@032)

1)@3@'2) ]4@2) F(S@*D42D@03 `)2Db04R `4@R24d F(S@*D(4

"

?=V ^1]F` `4@R24d F(S@*D(4

$"由中国循证医学中心和四川大学

华西医院等于
!WW6

年
%

月
!6

日正式成立并运行%

1I@1]F

的宗旨是联合中国和全球的临床医师&临床流行病学家&统计学家&流行病学家和医疗卫生管理者"严

格科学地管理中国临床试验信息"提高其质量"为广大医务工作者&医疗卫生服务消费者和政府卫生政策制定者提

供可靠的临床试验证据"让医疗卫生资源更好地服务于中国人民和全人类的健康事业!

所有在人体实施的试验均属于临床试验"都应该先注册后实施! 凡已注册临床试验都会被授予
?=V ^1]F`

全

球统一的唯一注册号!

我国众多医学期刊已和中国临床试验注册中心共同建立了临床试验报告发表机制"正在分步实施优先发表&直

到只发表具有全球性唯一的注册号的临床试验报告!

1I@1]F

接受中国地区及全球的临床试验注册申请"还接受获得
?=V ^1]F`

认证的二级注册机构输送的注册

资料"并向
?=V ^1]F`

中央数据库输送注册信息供全球检索! 除注册临床试验外"

1I@1]F

以中国循证医学中心&循

证医学教育部网上合作研究中心&中国
10'I423(

中心&英国
10'I423(

中心&四川大学华西医院国际临床流行病学网华

西资源与培训中心为人才和技术支持平台"负责指导临床试验设计&中心随机&论文写作&教育培训"推动提高我国临

床试验的质量!

通过
1I@1]F

检索入口网址
TTTE'I@'D4E04S

"公众可方便地查询已注册临床试验信息"并与
?]V

全球检索入口

链接"可方便地查询全球已注册临床试验!

凡临床试验都应在中国临床试验注册中心注册

论 著 !!$


