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摘 要!%目的& 研究
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在结直肠癌
<9=8>

信号通路中的调节作用' %方法& 通过
?9@!

A2BC *D2B=E4!;9F.

分析
G;HI

数据库中
;-()(

与结直肠癌患者生存期的关系"应用
JEK=EAB

L49=

和实时定量聚合酶链反应(

6MG'N;M

$检测
:&

例结直肠癌及癌旁组织以及慢病毒低表达
;-#)#

的
OG!$

细胞株中
<9=8>!#

)

OEK!#

和
P2@@EQ!#

的蛋白和
1M<I

的表达* %结果&通过分
析

G;HI

数据库的数据得出
;-#)#

高表达的结直肠癌患者的
!&&&Q

之内生存期明显低于
;-#)#

低表达的患者* 在结直肠癌患者组织中
;-#)#

+

<9=8>!#

)

OEK!#

和
P2@@EQ!#

的蛋白和
1M<I

的表达均高于癌旁组织(

N

均
R&7&)

$, 在敲低
;-#)#

的
OG!$!;-#)#!S-

人结肠癌细胞
株中"

<9=8>!#

)

OEK!#

和
P2@@EQ!#

的蛋白和
1M<I

的表达明显降低(

N

均
R&7&)

$,%结论&

;-#)#

表达情况影响结直肠癌患者的生存期"

;-#)#

可明显下调结直肠癌
<9=8>

相关信号通路,

关键词!结直肠癌#

;-#)#

#生存期#

<9=8>

信号通路
中图分类号!
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"
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"
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"
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NZAV9KE

&

G9 3B`EK=3@2=E =>E A94E 9^ ;-()( 3B <9=8> K3@B24 V2=>c2\ 9^ 8949AE8=24 82B!

8EA7

%

DE=>9QK

&

G>E AE42=39BK>3V LE=cEEB ;-()(!2BQ KZA`3`24 9^ 8949AE8=24 82B8EA V2=3EB=K 3B G;HI

Q2=2L2KE c2K 2B24\aEQ L\ ?9@!A2BC*D2B=E4!;9F. 2B24\K3K7 G>E EFVAEKK39BK 9^ ;-()(

"

<9=8>!(

"

OEK!

( 2BQ P2@@EQ!( VA9=E3BK 2BQ 1M<IK 3B :" 82KEK 9^ 8949AE8=24 82B8EA 2BQ ;-()( CB98CQ9cB >Z!

12B 8949B 82B8EA OG!$ 8E44K cEAE QE=E8=EQ L\ 6MG'N;M 2BQ JEK=EAB L49= 1E=>9QK7

%

MEKZ4=K

&

IK

=>E 2B24\K3K 9^ Q2=2 ^A91 =>E G;HI Q2=2L2KE K>9cB

"

=>E KZA`3`24 9^ 8949AE8=24 82B8EA V2=3EB=K c3=>

>3@> EFVAEKK39B 9^ ;-()( cEAE K3@B3^382B=4\ 49cEA =>2B =>E KZA`3`24 9^ V2=3EB=K c3=> 49c EFVAEKK39B

9^ ;-()( c3=>3B !"""Q7 G>E EFVAEKK39BK 9^ ;-()(

"

<9=8>!(

"

OEK!( 2BQ P2@@EQ!( VA9=E3BK 2BQ 1M!

<IK 3B 8949AE8=24 82B8EA =3KKZEK cEAE >3@>EA =>2B =>9KE 3B 82B8EA 2QU28EB= =3KKZEK *NR"7").7 G>E

EFVAEKK39BK 9^ <9=8>!(

"

OEK!( 2BQ P2@@EQ!( VA9=E3BK 2BQ 1M<IK cEAE QE8AE2KEQ 3B ;-()(

CB98CQ9cB OG!$ 8E44K 891V2AEQ c3=> OG!$ 8E44K*NR"7").7

%

;9B84ZK39B

&

O3@> EFVAEKK39B 9^ ;-()(

82B K3@B3^382B=4\ AEQZ8E =>E KZA`3`24 9^ V2=3EB=K c3=> 8949AE8=24 82B8EA

"

2BQ ;-()( K3@B3^382B=4\

Q9cB!AE@Z42=EK =>E <9=8> K3@B24 V2=>c2\ 3B 8949AE8=24 82B8EA7

<"9 8+$=&

-

8949AE8=24 82B8EA

#

;-()(

#

KZA`3`24

#

<9=8> K3@B24 V2=>c2\

研究表明" 作为四跨膜蛋白
=E=A2KV2B3B

家族成 员"

;-()(

参与多种实体瘤的浸润与转移过程"如结

直肠癌)胃癌)乳腺癌)食管癌等 %

(d:

&

, 在众多的致癌

因素中" 信号通路的异常变化是早期癌变的重要途

径,

<9=8>

信号级联通路与肿瘤的发生发展密切相

关%

)d,

&

, 在结直肠癌发生发展过程"

;-()(

是否参与
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了
&'()*

通路的调节作用至今仍然不明确!

本研究通过
+,-.

数据库分析
,/010

的表达

与结直肠癌患者生存期间的关系" 并在结直肠癌患

者癌与癌旁组织和人结肠癌细胞系中# 通过分子生

物学方法研究
,/010

对
&'()*

通路的作用及影响$

以进一步阐明
,/010

在结直肠癌中的作用机制$为

结直肠癌的临床诊治提供实验依据%

0

材料与方法

!"!

材 料

02#2#

细 胞

结肠癌细胞
3+!$

&

3+!$!45,6

'慢病毒空载体

细胞(和
3+!$!,/010!6/

'低表达
,/010

慢病毒载

体细胞( 由美国俄克拉荷马大学医学中心惠赠%

3+!$!45,6

'慢病毒空载体细胞( 中空白对照的

7&.8

序列为
-,-.-.,,.+-,,+,,..,.+

$

3+!$!

,/010!6/

'低表达
,/010

慢病毒载体细胞(中低表

达
,/010

的
7&.8

序列为
.-+.,,+-,+-+++.,,!

+.,.

)

%

*

%

0202!

临床资料

本实验中所用的
9"

例大肠癌标本取自
!"0:

年
%;00

月于河北医科大学第四医院外二科确诊为

结直肠癌的患者$男性
!<

例$女性
0=

例"中位年龄

:9

岁% 所有患者术前病理活检诊断均为结直肠癌%

其中术后病理分期
!

期
!

例$

"

期
0%

例$

#

期
0:

例$

$

期
9

例%

0202<

实验试剂

,/010

&

&'()*!0

&

3>?!0

&

@ABB>C!0

抗体和
%!A)(8D

抗体购自美国
.E)'F

公司%

!"#

方 法

#2!2#

癌症基因组图谱数据库!

+,-.

"中的
,/#1#

数据资料收集与处理

5D)'GD)

网 站
H*((I

+

JJKKK2'D)'LD)2'MBN

下 载

+,-.

数据库 ,

*((I?

+

JJ()BA!CA(A2D)82D8*2B'OJ()BAJ

(并

预处理结肠癌和直肠癌患者数据集的
F7&.

表达

数据% 通过
G'B!MADP Q4AD(>L!,'RS

分析
,/010

表达

水平与预后的相关性%

02!2!

对结直肠癌# 癌旁组织和细胞进行
T>?(>MD

EL'(

分析

按每
!UFB

组织加入
01";!1"&L 7VW.

裂解液

比例加入冻存管中% 将冻存管放入液氮冷冻
<UF8D

$

待装有组织和裂解液的冻存管凝固时$ 取出加入

研磨球后$放入高通量组织研磨器中$

1U3X

研磨裂

解
0F8D

$裂解完全吸取溶液转移至另一离心管中$

0U <1:MJF8D

离心
0UF8D

$取上清$

Y%""

保存% 细胞直

接用按每
!"FB

加入
01";!1"&L 7VW.

裂解液比例

进行裂解提取蛋白%

将等量的变性完成的蛋白置于电泳槽中进行分

离$观察分离胶中
4AMP>M

的位置$当所需蛋白条带

完全分离时$停止电泳% 以蛋白
4AMP>M

定位将样品

所在凝胶切下$按照凝胶大小剪裁
WZ/[

膜及
:

层

滤纸$电转仪上自阴极至阳极依次铺制+海绵&三层

滤纸&胶&

WZ/[

膜&三层滤纸&海绵$进行转印% 转印

完毕的
WZ/[

膜浸泡在封闭缓冲液 ,

1\

脱脂奶粉(

中$室温封闭
0*

"对应蛋白条带的一抗,

0#1""

稀释(

滴在
WZ/[

膜的蛋白面上$

9"

孵育过夜"

0$+]^+

洗

膜
<

次$每次
0UF8D

"再以对应一抗的荧光二抗,

0

+

1UUU

稀释(孵育
WZ/[

膜$

<= "

孵育
0*

$

0$+]^+

洗

膜
<

次$每次
0UF8D

"用成像仪扫描成像保存$使用

5C_??>_

软件进行灰度分析
,/010

以及
&'()*

信号

通路中的重要因子
&'()*!0

&

3>?!0

和
@ABB>C!0

的蛋

白表达%

02!2<

对结直肠癌# 癌旁组织和细胞进行实时定量

聚合酶链反应!

`7+!W,7

"

将细胞或者组织块加入
+M8X'L

$室温放置
0UF8D

$

使其充分裂解% 按
<UU&L

氯仿
JFL +M8X'L

量加入氯

仿$震荡混匀后室温放置
01F8D

$

9"

$

0U <1:MJF8D

离

心
01F8D

% 小心吸取上层水相$至另一离心管中$按

1UU&L

异丙醇
JFL +M8X'L

量加入异丙醇混匀$ 室温放

置
0UF8D

$

9"

$

0U <1:MJF8D

离心
0UF8D

%弃上清$

7&.

沉于管底$按
0FL =1\

乙醇
JFL +M8X'L

量加入
=1\

乙

醇$温和震荡离心管$悬浮沉淀%

9"

$

%9:UMJF8D

离心

1F8D

$弃尽上清通风厨挥干
1F8D

%

!1&L /aW,

水溶

解$

11"

$

1F8D

$得到
F7&.

%

选择纯度均在
!:UJ!%U

在
02%;!2U

之间的
F7!

&.

采用
+*>F'

逆转录合成试剂盒合成
)/&.

$再利

用
^b]7 `7+YW,7

(试剂盒测定基因)引物序列详

见表
0

,

+AEL> 0

(* 的表达量$ 再用
!

Y!!,+ 法求算

,/010

&

&'()*!0

&

3>?!0

和
@ABB>C!0

的基因表达量 %

!,+c,+ 目的基因Y,+
%YA)(8D

$

!!,+c!,+ 实验组Y!,+ 对照组%

用
!

Y!!,+ 表示实验组目的基因的表达相对于对照

论 著 =U
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!

34

!

5 6*7*'+* 82

!

94

!

5

:-;<=!> ??@AAAA?BBA@B@?@@ABA ?B@A@?BA??@BA?AB?@?B

C*+!# B?ABBBBA@BBA@?@?BAAB ?BA@A@BA?BBAAAA?BA@?@?

D/EE*0!# B@A@@AB?A?@A@@@BAA@A B??BA@@?@?@?B@??@@AA

BF>2> A??@BB?@?@?@BA@@?B?? ?BA@?A@??@@@?@BA@BA@

!!/<;(G ?@AB@?@@ABA?BB@BAAA@ B?@@AA@@?@@ABA@B@A@@

!"#$% & !'% (%)*%+,% -. /012%0(组的变化倍数"当
!

9!!B?

">

时"表明实验

组目的基因表达上调"当
!

9!!B?

#>

时"表

明实验组目的基因表达下降#

&34

统计学处理

采用
H'(E(G IJ2

软件进行统计分析"

实验所有数据均以平均值
$

标准误来表

示# 采用单因素方差分析进行组间的比较#

&K"J"2

为差异有统计学意义"

&K"J">

为差异有极显著统计

学意义#

!

结 果

53&

癌症基因组图谱数据库!

?B@A

"中
BF>2>

表达

与结直肠癌患者生存关系分析

利用
HG<-LG<

网站
8=;;M

$

NN...J-G<-OG<J-'E5

下

载
?B@A

数据库 %

=;;M+

$

NN;<E/!0/;/JG<(JG(=JE-7N;<E/N

&

的结肠癌和直肠癌患者数据"通过数据的预处理"我

们选择存活期在
!"""0

之内的结肠癌和直肠癌患者

共
22$

例 %高表达
BF>2>

的患者为
2"P

例& 进行

BF>2>

表达与结直肠癌患者生存关系分析#

L-E!

'/GQ 1R/G;*O!B-S5

分析表明高表达
BF>2>

的结直肠

癌患者生存期显著低于低表达
BF>2>

的结直肠癌

患者%

&T"J"">I

&%

,(EU'* >

&#

535 BF>2>

#

:-;<=!>

#

D/EE*0!>

和
C*+!>

在结直肠癌

组织中的表达

V*+;*'G WO-;

%

,(EU'*

!

&和
X6?9&B6

%

,(EU'* 4

&

的结果表明"结直肠癌患

者组织中
BF>2>

'

:-;<=!>

'

D/EE*0!>

和
C*+!>

的蛋

白和
)6:A

的表达明显

高于癌旁组织#

X6?9&B6

%

,(EU'* 4

& 的结果表明"

不同病理分期的结直肠癌

组织中"

BF>2>

'

:-;<=!>

'

D/EE*0!>

和
C*+!>

的
)6!

:A

水平均高于癌旁组织#

!34 BF>2>

#

:-;<=!>

#

D/EE*0!>

和
C*+!>

在结

肠癌细胞中的表达

V*+;*'G WO-;

%

,(EU'*

P

&和
X6?9&B6

%

,(EU'* 2

&的结果表明"

BF>2>

低表达

的
C?!$!BF>2>!YF

细胞中
:-;<=!>

'

D/EE*0!>

和
C*+!

>

的表达量明显低于
C?!$

和
C?!$!RHBY

细胞#

4

讨 论

BF>>2>

又名血小板内皮细胞四跨膜蛋白抗原
4

617*0% & !'% 0%$"81-+ #%89%%+!:;&<& "+= 8'% (*0>1>"$ -.

/"81%+8( 918' ,-$-0%,8"$ ,"+,%0

&TZJZZ>I

BF>2> O-. *SM'*++(-G

BF>2> =(E= *SM'*++(-G

Z 2ZZ >ZZZ >2ZZ !ZZZ

>ZZ

2Z

?()*105

[
U
'
7
(
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/
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;
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1
\
]

617*0% 5 !'% /0-8%1+ %?/0%((1-+( -. :;&<&

$

@-8,'"&

$

A"77%="& "+= B%("& 1+ ,-$-0%,8"$

,"+,%0 81((*%( "+= ,"+,%0 "=C",%+8 81((*%( #D E%(8%0+ #$-8 "+"$D(1(

:-;*

$

^

$

B-)M/'*0 .(;= </G<*' ;(++U*+

"

&KZJZ2J

B/G<*' ;(++U*+ B/G<*' /0_/<*G; ;(++U*+

@'-UM+

BF#2#N!!/<;(G

:-;<=!#N!!/<;(G

D/EE*0!#N!!/<;(G

C*+!#N!!/<;(G

#J2

#JZ

ZJ2

Z

6
*
O
/
;
(
7
*
M
'
-
;
*
(
G
*
S
M
'
*
+
+
(
-
G
O
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7
*
O

B/G<*'

;(++U*+

B/G<*' /0_/<*G;

;(++U*+

D/EE*0!#8#4PQF]

!!/<;(G8P!QF]

C*+!#84ZQF]

B/G<*'

;(++U*+

B/G<*' /0_/<*G;

;(++U*+

B/G<*'

;(++U*+

B/G<*' /0_/<*G;

;(++U*+

BF#2#84!QF]
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# 或
<=;!#

" 是首次被发现的四跨膜超家族蛋白

!

:>?<=

$的癌基因%有研究发现"

&@ABA

在不同组织

与细胞中与不同的整合素 !

'7CA

&

'BCA

&

'DCA

&

'DC?

等$结合可促进多种实体肿瘤的浸润和转移"如结直

肠癌 &胃癌 &乳腺癌 &食管癌

等 '

!E?

(

%但具体机制尚未明确%

研究表明"多种信号通路参与

了
&@ABA

有关的肿瘤作用机

制%

&@ABA

可通过
8F7GH;I.H

J<G!7C*.'H<('/3

信号通路调节

>>8$

对肝细胞癌的促进作

用%

&@#B#

与整合素
!7"#

结

合通过上皮间质转化作用和

K(.

通路调节卵巢癌的生长'

7

(

%

&@#B#

通过促进血管生成及

血运重建从而发挥其促进肿

瘤侵袭及转移的作用'

?

(

% 有研

究 发 现 "

L4.)5!#

与 其 配 体

M'66*,!#

促进了肿瘤组织周围

N9J=

的 表 达 "

M'66*,A!L4.)5

信号通路参与了肿瘤新生血

管 的 生 成 '

D

(

%

L4.)5!A

及 其

OPL;

过表达可作为结直肠

癌非依赖性预后指标%

L4.)5!A

的表达与结直肠肿瘤的进展&

肿瘤的病理分级&转移&抑制细

胞凋亡&促进细胞增殖有关'

D

"

Q

(

%

我们的研究发现"

&@ABA

&

L4.)5!A

&

M'66*,!A

以 及
R*0!A

的蛋白和
OPL;

水平在结直

肠癌患者癌组织中的表达明

显高于癌旁组织"推测
&@ABA

与
L4.)5

信号通路均可能参

与了结直肠癌的侵袭过程% 有

研究表明" 在结直肠癌初期

&@ABA

的表达增加"随着肿瘤

的侵袭和转移"

&@ABA

的表达

下降"其机制可能与整合素依

赖的内皮细胞间作用和缺氧

诱导因子)

RF=!A

$有关'

$

"

A"

(

% 我

们的结果也表明随着病理分

期的进展" 在结直肠癌
#

期"

&@ABA OPL;

的表达

略有下降%

L4.)5!A

&

M'66*,!A

以及
R*0!A!OPL;

的表

达也呈类似下降的趋势%由于本实验患者样本有限"

&@ABA

与
L4.)5

通路基因的表达仍需要增加临床患

者的样本进一步证实%
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同时!我们实验表明"在
'/#0#

低表达的
1(!$

细胞株中
-)234!#

#

567789!:

以及
18;!:

的蛋白和

+,-.

水平与对照组相比明显降低$提示!

'/:0:

在

结肠癌中可能对
-)234

通路起一定的调控作用 $

'/:0:

通过哪些关键环节作用于
-)234

通路以及

'/:0:

在结直肠癌的作用靶点还需更深入的研究$
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