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摘 要!$目的%通过靶向敲低
CDEF=

和
CDEF%

基因"研究
CDEF=

和
CDEF%

表达对食管鳞
癌细胞增殖水平&克隆形成能力&细胞周期分布及细胞凋亡等生物学特性的影响"探讨

CDEF=

和
CDEF%

对食管鳞癌细胞凋亡的调控以及
CDEF=

和
CDEF%

表达在手术切除的食管鳞癌患
者中的临床意义' $方法%收集

',.

例接受手术切除的食管鳞癌患者的癌组织标本进行
CDEF=

和
CDEF%

表达免疫组化检测"并和患者的总生存期!

5GA8133 HI8G2G13

"

DJ

(进行相关性分析)细胞
实 验 中 " 构 建 敲 低

CDEF=

和
CDEF%

的 慢 病 毒 表 达 载 体
KLMNO-!H@CDEF=

和
LMNO-!

H@CDEF%P

" 转染食管鳞癌细胞株
/FQ'"$

" 分别采用
RA13!720A SFR

和
TAH7A8: U357

方法检测
CDEF=

和
CDEF%

基因的敲低效率 ) 分别采用
FFV%

法和软琼脂克隆形成实验检测敲低
CDEF=

和
CDEF%

基因表达后对
/FQ'*$

细胞增殖的影响) 采用流式细胞仪检测敲低
CDEF=

和
CDEF%

基因表达后对
/FQ'*$

细胞周期分布及细胞凋亡的影响) $结果%

CDEF=

和
CDEF%

高表达和低表达患者的预后具有显著差异)

CDEF=

高表达和低表达患者的中位
DJ

分别为
-%>.

和
%'>-

个月"差异具有显著的统计学意义!

SW*>**'

()

CDEF%

高表达和低表达患者的中位
DJ

分别为
-,>=

和
'',>,

个月"差异同样具有显著的统计学意义!

SX*>**'

() 另外"细胞实验表
明*转染

H@RYQ

可显著下调
/FQ'*$

细胞中
CDEF=

和
CDEF% 0RYQ

和蛋白表达水平)

FFV%

结果显示干扰组 +

CDEF= H@RYQ

或
CDEF% H@RYQ

( 的细胞生存率较对照组明显下降 !

SX

*>*.

(,克隆形成实验显示干扰组细胞克隆形成能力较对照组明显降低,流式细胞仪检测结果显
示干扰组出现明显的

M

'

细胞周期阻滞"且干扰组细胞凋亡率明显高于对照组) $结论%

!CDEF=

和
CDEF%

高表达对食管鳞癌患者预后有不良影响) 敲低
CDEF=

和
CDEF%

基因可促进食管
鳞癌细胞株

/FQ'*$

凋亡) 靶向调控
CDEF=

和
CDEF%

可能抑制食管鳞癌的发生与发展)

关键词!食管鳞癌,

CDEF=

,
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,预后,凋亡
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同源异形盒&

(*:.*R*3

'

HIJ

(基因是调控胚胎

发育的关键因子!最初发现于果蝇的发育调控中!随

后发现其也存在于包括人在内的脊椎动物中"

#

#

) 目

前已被鉴定有
6$

个
HIJ

基因存在于哺乳类动物

中' 根据其在染色体上的位置分为
HIJ@

*

HIJV

*

HIJK

*

HIJW 7

簇' 人类
HIJ

基因分别位于第
&

号*

#&

号*

#!

号*

!

号染色体上' 主要通过转录调控

发挥调节哺乳动物胚胎发育和细胞分化的作用 "

!

#

)

近年研究发现'

HIJ

基因除调节人和脊椎动物的胚

胎发育之外' 也参与多种人类恶性肿瘤的发生与发

展)

HIJ

基因的表达在多种肿瘤中存在异常'如乳

腺癌*肺癌*卵巢癌等"

6XP

#

)

HIJK9

*

HIJK%

是
K

簇中

调控食管发育的关键基因 ' 先前的研究也发现

HIJK9

*

HIJK%

蛋白在食管鳞癌组织呈高表达'并

且
HIJK9

和
HIJK%

的高表达与食管鳞癌患者的

不良预后相关 "

9

#

) 这些结果都提示
HIJK9

和

HIJK%

在食管癌的发生发展过程中起重要作用)然

而'

HIJK9

和
HIJK%

在食管鳞癌中发挥的生物学

功能和潜在分子机制尚不明确)

因此'本研究通过构建针对
HIJK9

和
HIJK%

的
0(DE@

慢病毒表达载体并转染食管鳞癌细胞
L!

K@#>$

'探讨敲低
HIJK9

和
HIJK%

的基因对食管

鳞癌细胞增殖*克隆形成*细胞周期和凋亡等生物学

功能的影响) 并通过收集接受手术切除的食管鳞癌

患者的癌组织标本进行
HIJK9

和
HIJK%

表达的

测定'并和患者的总生存期+

*;.4)22 0G4;-;)2

,

IT

(进

行相关性分析,从而全面评估
HIJK9

和
HIJK%

的

临床意义)

#

资料与方法

)*)

实验设计及样本收集

本研究临床部分为回顾性分析, 入组的是从

!>>6

年
#

月到
!>#&

年
#

月在郑州大学第一附属医

院胸外科和肿瘤科接受手术切除的食管鳞癌患者

#7P

例) 入组标准为$年龄
!#%

岁%病理学分期为
!

X"

期%

LKIY

+美国东部肿瘤协作组(的体能状况评

分
>X!

分) 排除标准为$合并其他肿瘤或严重疾病

的患者,失访的患者)收集患者的术后癌组织标本进

行
HIJK9

和
HIJK%

表达的测定,主要终点为
IT

)

)*+

癌组织标本中
HIJK9

和
HIJK%

表达测定

采取免疫组化的方法对
HIJK9

和
HIJK%

的

表达进行测定 ) 依据免疫组化的强度和程度将

HIJK9

和
HIJK%

的表达高低进行区分,具体为$

>

分为
=#>Z

的免疫阳性细胞,

[

分为
[>ZX6>Z

的阳

性细胞,

!

分为
6>ZX9>Z

的阳性细胞,

6

分为
\9>Z

的阳性细胞)根据强度和程度进行评分)评分低于
9

分的为低表达组,评分
9X$

分的为高表达组,具体见

先前研究设计"

&

#

)

)*,

细胞培养

人食管癌细胞
LK@[>$

为郑州大学肿瘤中心保

存)采用含
[>Z

胎牛血清的
D<]^#97>

培养液,置于

6&"

*

PZKI

!

饱和湿度的恒温孵箱中贴壁培养)针对

HIJK9

与
HIJK%

的
0(DE@

慢病毒载体构建包装

由
Y./.,():)

公司完成并提供对照用的病毒载体,

滴度+

%##>

%

Q_`:2

(,慢病毒冻存于
a%>"

,避免反复

论 著 P69



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

冻融!

'()*+

慢病毒转染时"细胞
,-.

值按
/"

进行

转染"根据病毒滴度计算所加入病毒液的体积!加入

/!0123 4536789:9

"放入孵箱中培养"

!;(

更换新的培

养基! 转染
&!(

后将细胞从
<

孔板传到
=">2

细胞

培养皿中"隔夜贴壁后加入
!!0123

嘌呤霉素筛选稳

定转染细胞!

!"# $%&'!()*% +,$

慢病毒载体转染
?@+=A$

细胞
&!(

后收集细

胞"用
B8CD53 )*+

试剂盒提取细胞总
)*+

"逆转录

试剂盒将
)*+

逆转录为
>E*+

!

)9F3!GC29 H@)

反

应中
I-J@<

#

I-J@%

的引物序列如下$

I-J@<

上

游 引 物
/" ! @+@ @K@ @B+ BK+ B@@ +KB K+K

K@+!L"

"

I-J@<

下游引物
/"! K@B KK+ +@B K++

@+@ K+@ +BB @B@ !L"

"

I-J@%

上游引物
/"! @@B

+BB +@K +@B K@@ KKB B@!L"

"

I-J@%

下游引物

/"! BBK K@K K+K K+B BB+ @+K B@ !L"

!反应条件

为$

$/#

预变性
=M2C:

"然后
$/$

变性
!"'

"

/%$

退火

!"'

"

&"$

延伸
!"'

"循环
;"

次"最后
&"$

延伸
/2C:

"

;$

保存!

!"- .%/(%01 2'3(

慢病毒载体转染
?@+="$

细胞
&!(

后收集细胞"

离心后加入
!""!3

裂解液裂解细胞
L"2C:

"

=; """812C:

离心
=/2C:

" 取上清"

N@+ H85G9C: +''F6 OCG

测定总

蛋白浓度!

=/!0

蛋白经过
PEP!H+K?

电泳分离后"

转至
HQER

膜!

/S

脱脂牛奶封闭后"加入
I-J@<

#

I-J@%

#

K+HEI

抗体
;$

孵育过夜" 再加入辣根过

氧化物酶标记的二抗室温孵育
=(

"加入显色剂曝光

获得蛋白条带!

!"4

生长曲线的测定

慢 病 毒 载 体 转 染
?@+="$

细 胞
&!(

后 " 用

"T!/S

胰酶消化细胞进行计数! 按照每孔细胞
;AAA

个
U=MM!3

的密度加入
$<

孔板"培养过夜! 分别在培

养
!;

#

;%

#

&!(

后观察细胞状态 " 每孔加入
=M!3

@@O%

"置摇床上低速振荡
/2C:

! 在
L&%@

#

/S@-

!

培

养箱中继续培养
;(

后酶联免疫检测仪
;/M:2

测量

各孔的吸光值!

!"5

软琼脂克隆形成实验

用蒸馏水分别制备出
=T!S

和
MT&S

两个浓度的

低溶点琼脂糖液高压灭菌! 按照
=&=

比例使
=T!S

的

琼脂糖与
!')H,.=<;M

培养基混合后" 取
L23

注入

<

孔板的每一个试验孔" 冷却凝固后作为底层琼脂

至于
@-

!

温箱中备用! 按照
=&=

比例配置
MT&S

的琼

脂糖与
!')H,.=<;M

培养基的混合液" 再加入约

!MMM

个细胞" 充分混匀后注入铺有
=T!S

琼脂糖底

层胶的六孔板的试验孔中"置入
L&%@

#

/S@-!

温箱

中培养
=MV#;W

! 培养结束后把六孔板放置在倒置显

微镜下"观察细胞克隆数目"计算细胞克隆形成率"

采用
P45G "

采集图像!

!"6

流式细胞仪检测细胞周期与凋亡率

慢 病 毒 载 体 转 染
?@+#M$

细 胞
&!(

后 " 用

MT!/S

胰酶消化细胞进行计数! 收集
!M MMM

细胞用

HNP

清洗细胞
L

遍后" 加入
&/S

预冷乙醇 %

HNP

配

置&"

;#

固定过夜! 固定后用
HNP

清洗"离心收集细

胞 " 加入
LMM!3

的
H.U)*F'9

工作液 " 室温孵育

!M2C:

"细胞滤器过滤后上机测试细胞周期! 检测细

胞凋亡时"也收集
!M MMM

细胞"用预冷的
HNP

洗涤

!

次后
#MMM8U2C:

离心
/2C:

"收集细胞"加入
!MM!3

+::9XC: Q!H?

结合液轻轻重悬细胞! 冰浴避光放

置" 随即进行流式细胞仪检测" 红色荧光通道检测

+::9XC: Q!H?

!

!"7

统计学处理

采用
PHPP#&TM

统计学软件对本实验数据进行

分析!所有数据以均值
(

标准差%

!('

&表示!在基线临

床资料当中" 离散型的变量和不同表达组的分布采

用
#

! 检验"当数据较少时用
RC'(98

精确检验!连续型

变量的比较是用单侧的方差分析或者
O8Y'ZF3[\F3!

3C'

检验! 通过
PGFGF =;TM

绘制
OF43F:[,9C98

曲线比

较不同表达患者
-P

的差异" 曲线间的差异用对数

秩检验进行比较!

-P

定义为从手术开始的日期到任

何原因引起的死亡!

H]MTM/

被认为差异具有显著的

统计学意义!

!

结 果

8"!

患者基线临床资料及
I-J@<

和
I-J@%

对总

生存期的影响

=;/

例患者基线临床资料如表
=

%

BF739 =

&所示"

患者中位年龄是
<!T/

岁 %范围$

L<V%;

岁&! 男性患

者
=M&

例 %

&LT&$S

&"

?@-K

评分中大部分为
M

分患

者%

<;T%LS

&! 如表
=

所示"

I-J@<

和
I-J@%

在基

线临床资料中分布均衡"除了
B*,

分期"

I-J@<

和

I-J@%

高表达患者出现在较多的
$

期患者中!

论 著/L&
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'()*)+,-*./,.+/ 0123

456'7 -89*-//.:; <-=-< 456'% -89*-//.:; <-=-<

4.>(10?@%3 A:B10?%&3 C 4.>(10?@!3 A:B10?$D3 C

E>- 1F-)*/3

G-H.); 7!I@ 7D 7!

JI&$!

7D 7!

JI7&$

K);>- D7L%M MML&& D7L%M MML%# D7L%M

N-;H-*

G)<- #J& 1&DI&$3 M! 1&!IM#3 7@ 1&MI&#3

JI&@%

D7 17$I!D3 &# 1&7IDM3

JID@J

O-P)<- D% 1!7I!#3 #7 1!&I@$3 !! 1!@I!$3 #7 1DJI&&3 !! 1!DI773

Q'5N /+:*-

J $M 17MI%D3 D& 17DI&$3 @& 17@I@!3

JI%D#

DM 17@ID%3 7J 17MI@!3

JI$#7

#L! @# 1D@I#&3 !# 1D7I!#3 DJ 1DMIM%3 #% 1DMI7!3 DD 1D@IM%3

R0G /,)>.;>

S $@ 17@I@!3 !% 1M%I!%3 7& 1&&IJ#3

JIJJ#

!7 1M%IJ%3 7$ 1&MI#$3

JIJ#DSS D# 1!#ID%3 #& 1!$ID#3 #M 1#7IJ$3 #7 1DJI&&3 #@ 1#7I#D3

SSS #$ 1#DI#J3 #D 1!!IM#3 7 17I$J3 #J 1#$I!D3 $ 1$I7%3

KJ *-/-+,.:;

T-/ #D# 1$JIDM3 @! 1%$I773 &$ 1$JI%J3

JI%#%

M& 1$JID%3 %M 1$JID!3

JI$$J

0: #M 1$I773 7 1#JIDM3 % 1$I!J3 @ 1$I7!3 $ 1$I7%3

EHUV=);, +(-P:,(-*)9F

0: $7 177I!W3 D% 17@I@!3 @% 177I7&3

"I%%7

DM 17@ID%3 7! 177I7&3

"I%&7

T-/ M$ 1DDI&$3 !" 1DMIM%3 !$ 1DDIDD3 W% 1DMI7!3 DW 1DDIDD3

对不同情况
456'7

和
456'%

表达患者进行

疗效分析发现!

O.>V*- W

"

!

#"

456'7

和
456'%

高表

达和低表达患者的预后具有显著差异$

456'7

高表

达和低表达患者的中位
5X

分别为
D%I@

和
%WID

个

月"差异具有显著的统计学意义!

C?"I""W

%$

456'%

高表达和低表达患者的中位
5X

分别为
DMI7

和
WWMIM

个月"差异同样具有显著的统计学意义!

CY"I""W

%$

!"! /(K0E

慢 病 毒 载 体 转 染
Q'EW"$

细 胞 后

456'7

或
456'%

的表达

用
CNAZD!/(456'7

&

CNAZD!/(456'%

慢病毒

转染食管癌细胞系
Q'EW"$

后"

&!(

通过共聚焦显

微镜观察可发现细胞内的绿色荧光" 转染效率高

!

O.>V*- DE

%$

K-)<!,.P- C'K

结果显示
Q'EW"$

细胞

转染慢病毒后
/(456'7

和
/(456'%

组
PK0E

表

达水平明显低于
/(0'

对照组
1O.>V*- D[3

!

/(456'7

=/ /(0'

'

"ID7 ""I"@ =/ WI"" ""I""

"

, ?!"I$@

"

C ?"I""!

(

/(456'% =/ /(0'

'

"IM$""I"% =/ WI""""I""

"

,?WWI&M

"

C?

"I""&

%$

\-/,-*; ]<:,

实验也显示转染
/(456'7

或

/(456'%

慢病毒后
/(456'7

和
/(456'%

蛋白表

达水平明显低于
/(0'

对照组
1O.>V*- D'3

)

/(456'7

=/ /(0'

'

"I!M ""I"& =/! WI"" ""I""

"

, ?!!ID@

"

C ?"I""W

(

/(456'% =/ ! /(0'

'

"IMD""IW!!=/ WI""""I""

"

,?WDIDM

"

0:,-/

'

QX''

'

-/:9()>-)< /^V)P:V/ +-<< +)*+.;:P)

(

Q'5N

'

Q)/,-*; '::9-*),.=- 5;+:<:>F N*:V9I

#$%&' ( )*+,$-./*0 *1 %$/'&.0' 23$-$24'-./4.2/ $05 '6,-'//.*0 &'7'&/ *1 89:); $05 89:)< .0 (=> ?@)) ,$4.'04/

A.BC-' ! 9@ *1 D=> ?@)) ,$4.'04/ E.43 5.11'-'04

'6,-'//.*0 &'7'& *1 89:)<

A.BC-' D #3' 2*+,$-./*0 *1 9@ *1 D=> ?@)) ,$4.'04/

E.43 5.11'-'04 '6,-'//.*0 %'7'& *1 89:);

J @J WJJ W@J

R.P-1P:;,(/3

WJJ

&@

@J

!@

5
X
*
)
,
-
1
2
3

C?JIJJW

A:B 456'7

4.>( 456'7

CYJIJJW

A:B 456'%

4.>( 456'%

J @J WJJ W@J

R.P-1P:;,(/3

WJJ

&@

@J

!@

5
X
*
)
,
-
1
2
3

论 著 @D%
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'

!

()* +,**- ./01,*23*-4 5,14*6- *75,*2261- /*8*/2 1. 9:; 6- 3*//2 4,<-2.*34*= >64) 2)?@' .1, &!)

"

A

!

()* B?@' *75,*2261- /*8*/2 1. CDEFG <-= CDEF%!<.4*, 2)?@' 6-4*,.*,*-3*

"

F

!

()* 5,14*6- *75,*2261- /*8*/2 1. CDEFG <-= CDEF% <.4*, 2)?@' 6-4*,.*,*-3*H

; IJHK"L

#$ 以 上 结 果 表 明 %

2)?@'

慢病毒转染能够有效敲

低靶基因
CDEFG

与
CDEF%

的
B?@'

和蛋白质的表达水

平$

!"#

敲低
CDEFG

或
CDEF%

抑制
MF'NK$

细胞增殖

FFO%

实 验 显 示 敲 低

CDEFG

或
CDEF%

后
MF'NK$

细胞的增殖能力明显降低&

;P

KQ"R

#%并且随着细胞培养时间

的延长%细胞增殖能力降低的

程度更明显&

:6+0,* L'

#$ 软琼

脂 克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示

2)CDEFG

'

2)CDEF%

转 染 组

克 隆 形 成 率 分 别 为
&H%RS!

!Q#TS

'

GQ!#S!!QL#S

% 明显低

于 对 照 组 的 克 隆 形 成 率

#RQ&GS!!Q&LS

&

;PJQJR

#%以上

结果表明 % 敲低
CDEFG

和

CDEF%

基因可有效抑制
M"

F'#J$

细胞体外增殖的能力

&

:6+0,* LA

#$

!"$

敲低
CDEFG

或
CDEF%

促进
MF'#J$

细胞凋亡

流式细胞仪分析结果显

示
2)CDEFG

'

2)CDEF%

转 染

组细胞凋亡率分别为
!RQ&#S

!JQG!S

%

!GQG!S!JQGLS

%明显高

于对照组细胞凋亡率
$QRTS!

JQG#S

&

;PJQJR

#

U:6+0,* RV

$ 以

上结果表明% 敲低
CDEFG

和

CDEF%

能够促进
MF'NK$

细

胞凋亡$

!"%

敲低
CDEFG

和
CDEF%

导致
9

N

期细胞周期阻滞

流式细胞仪分析结果显

示%敲低
CDEFG

转染组
WX9

!

期细胞和
9

N

期细胞所

占比例分别为
!!H!RS!!H&"S

和
&&H&RS!!H&"S

"敲

低
CDEF%

转染组
WX9

!

期细胞和
9

N

期细胞所占比

例分别为
N%HRTS!NH&"S

和
%NHL&S!NH&"S

" 在对照

组中两类细胞所占比例分别为
L!H!TS!NH&"S

和

R&H&&S!NH&"SU:6+0,* GV

$ 相比于对照组%

2)CDEFG

转染组'

2)CDEF%

转染组
WX9

!

期细胞减少&

;P"H"R

#%

9

N

期细胞增加&

;P"H"R

#$以上结果表明%敲低
CDEFG

2)CDEFG 2)CDEF% 2)@F

'

A F

2

)

C

D

E

F

G

2

)

C

D

E

F

%

2

)

@

F

2)CDEF%2)@F

2)CDEFG2)@F

CDEFG

!"<346-

CDEF%

!"<346-

NHR

NH"

"HR

?
*
/
<
4
6
8
*
B
?
@
'
/
*
8
*
/

&'()*+ # ,-+ +./*+00'12 13 45678 1* 45679 '2 :7;<=> ?+@@0

A*B203+?A+C D'A- 0-EF; @+2A'G'*)0

&'()*+ $ ,-+ '23@)+2?+ 13 45678 B2C 45679!H21?HC1D2 12 /*1@'3+*BA'12 B2C

?@12B@ 31*IBA'12 BJ'@'AK 13 :7;<=> ?+@@0

'

!

()* 6-./0*-3* 1. Y-13Y6-+ =1>- CDEFG!1, CDEF%!1- 3*// 5,1/6.*,<461-

"

A

!

()* 6-./0*-3* 1. Y-13Y6-+ =1>- CDEFG 1, CDEF% 1- 4)* <Z6/64[ 1. 3*// 3/1-6-+H

2)@F

2)CDEFG

2)CDEF%

!L L% &!

(6B*U)V

2)CDEFG 2)CDEF% 2)@F

A

'

NHR

NHK

KHR

F
*
/
/
8
6
<
Z
6
/
6
4
[
U
L
R
K
-
B
V
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和
'()*%

导致显著的
+

#

细胞周期阻滞!

,

讨 论

本研究纳入了
#-.

例接受手术切除的食管鳞癌

患者"通过对
'()*/

和
'()*%

表达进行测定进而

和患者的预后进行关联性分析" 发现
'()*/

和

'()*%

高表达对食管鳞癌患者预后具有不良影响!

并通过细胞实验证实了敲低
'()*/

和
'()*%

基

因可促进食管鳞癌细胞株
0*12"$

的凋亡!

食管癌是多因素共同作用#多基因共同参与#多

阶段发展的复杂性疾病! 探讨食管癌发生与发展的

分子作用机制对开发新的分子靶向治疗具有重要的

意义"也是目前研究的热点!

'()

不仅是胚胎发育

!"#$%& ' ()* "+,-$&+.& /, 0)& 1+/.12/3+ /4 5678' /% 96:;< =*+* /+ >*-- >?>-* @"A0%"B$0"/+

C>/DEF%*@ 3"0) >/+0%/- =%/$E

!

GHIJKLM

" ." 2"" 2."

34!!1

!.""

!"""

2.""

2"""

.""

5
6
7
8
9
:

;<5*

+

=

>+

2

?.&@&&A

+

!

>B?%@==A

C?,-@!,A

= .= 2== 2.=

34!!1

!.==

!===

2.==

2===

.==

5
6
7
8
9
:

;<'()*%

+

=

>+

2

?%2@-&A

+

!

>B?%@==A

C?2=@.,A

= .= 2== 2.=

34!!1

!.==

!===

2.==

2===

.==

5
6
7
8
9
:

;<'()*/

+

=

>+

2

?&&@&.A

+

!

>B?%@==A

C?2-@!.A

1

$

D<9 E9FF GFHI ;H:JKLM :9;6FJ; NGJ9: J:NL;G9EJKHL HG

;<'()*/

"

;<'()*% NLO ;<5*

%

P

$

D<9 ;JNJK;JKENF E<N:J HG

NQHQJH;K; :NJ9 EH::9;QHLOKLM JH GKM6:9 .1 RS EH7QN:9O IKJ<

EHLJ:HF M:H6Q

"

TU=@=.V@

N"#$%& L O)& "+4-$&+.& /4 1+/.1"+= 2/3+ 967;' /% 967;< /+ 0)& FE/E0/A"A /4 P;QRKS .*--A
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的关键因子! 而且在细胞关键的分化与增殖过程中

起决定作用" 越来越多研究表明!

'()

基因在多种

恶性肿瘤中表达均出现异常! 因此!

'()

基因的表

达在恶性肿瘤诊断和治疗中可能具有重要作用 "

'()*+

与
'()*%

基因是调控食管发育的重要基

因!也参与食管鳞癌发生与发展!但其具体的生物学

功能尚不清楚" 在本研究发现
'()*+

和
'()*%

在

食管鳞癌中发挥癌基因的功能! 敲低其表达显著抑

制细胞增殖和克隆形成能力! 促进细胞凋亡! 导致

,

#

细胞周期阻滞!为进一步研究
'()*+

和
'()*%

在食管鳞癌发生发展中的分子机制奠定了基础"

'()

基因沿前后轴呈线性排列!如果其家族成

员在错误的时间或地点出现错误的表达! 致使其调

节作用出现紊乱!增生与分化之间的平衡被打破!就

很可能导致恶性肿瘤的发生"

'()*+

基因定位于

#!

号染色体长臂
-

区#

#!./-0-

$!近年来有研究发现

多种恶性肿瘤中均存在
'()*+

的上调的现象!例

如胃癌%

%

&

'乳腺癌%

$

&

'前列腺癌%

/1

&肝癌 %

//

!

/!

&

'口腔癌%

/-

&

和卵巢癌 %

/2

&

!此外!

'()*+

促进细胞生长和增殖的

生物学功能也在结直肠癌%

/3

&中被报道(

'()*+

过表

达可导致胃癌患者术后有效生存期明显缩短! 其可

作为胃癌患者术后效果评估的指标)

'()*+

表达水

平也与淋巴结转移相关! 其表达增加有促进肿瘤淋

巴结转移的倾向!

'()*+!45678

敲除诱导细胞凋

亡 !

'()*+

过 表 达 导 致 细 胞 增 生 和 凋 亡 减 少 "

'()*+

在尿液中的表达可以作为前列腺癌诊断的

分子标志物 %

#+

&

!以上也为今后研究
'()*+

在食管

鳞癌中的分子标志物的研究提供了新思路"

'()*%

基因也定位于
#!

号染色体长臂
-

区 *

#!.#-9-

$!在

胚胎发育中主控食管的发育) 近年来有些研究发现

其在乳腺癌%

/&:/$

&

+肺癌%

!"

&

'卵巢癌%

!/

&

'鼻咽癌和肝癌%

!!

&

中表达异常! 促进肿瘤细胞的增殖并且是肿瘤预后

的不良因子"先前的研究发现
'()*+

和
'()*%

蛋

白在食管鳞癌组织呈高表达!且
'()*+

与
'()*%

蛋白高表达的食管鳞癌患者预后较差! 这一现象可

能与本研究中发现的
'()*+

和
'()*%

抑制凋亡

和细胞周期阻滞! 促进细胞生长和增殖等生物学功

能相关"

'()*+

通过调节其生物学靶标起作用!如骨形

态发生蛋白
&

'成纤维细胞生长因子受体
!

'血小板

源性生长因子受体
!

多肽" 它也调节磷脂酰肌醇
-

一激酶
;

丝氨酸
;

苏氨酸蛋白激酶信号通路" 目前对

于
'()*+

促进肿瘤进展的具体分子生物学机制尚

未完全阐明" 激活蛋白
/

*

<=>5?<>5@A BCD>E5@!/

!

8F!#

$

是调节细胞生长死亡的重要信号通路转录因子!在

胃肠道类肿瘤中
'()*+

能够升高
GH@I

的表达!并

且通过与
GH@I

的直接相互作用促进
8F!#

的转录

调控"

JJF$

是
8F!#

的转录调控靶分子!

'()*+

也

被报道能促进
JJF$

的表达进而促进胃癌细胞的

克隆形成和侵袭转移能力 %

%

&

" 此外!

'()*+

在多药

耐药的癌细胞中高表达 %

#-

&

!与
'()*+

激活多药耐

药蛋白
JI6!#

启动子的活性促进其转录有关"先前

研究报道的
'()*+

蛋白高表达的食管鳞癌患者预

后较差可能也与
'()*+

介导的耐药性相关! 但是

需要在临床样本中进行验证"

'()*%

也被报道与细

胞增殖'

,

#

KL

细胞周期阻滞以及耐药性相关%

!!

&

"目前

关于
'()*%

在肿瘤进展中的分子生物学机制也较

为缺乏" 在非小细胞肺癌中%

!M

&

!

'()*%

通过转录上

调
N,O"/

促进细胞增殖与迁移 " 在乳腺癌中 !

'()*%

同过下调跨膜糖蛋白
EPQ5A5@

促进乳腺癌

细胞
J*O/M8

的增殖' 锚定非依赖性生长和迁移"

在鼻咽癌中! 过表达
'()*%

可抑制鼻咽癌细胞在

体内外的生长!调节糖酵解!并调控三羧酸循环相关

基因的表达%

!!

&

" 此外!

'()*%

与肿瘤干细胞的功能

相关!

'()*%

水平的增加可降低乳腺癌细胞形成微

球的能力及细胞锚定非依赖性生长能力" 在非致瘤

性乳腺上皮细胞中
'()*%

的丧失可扩大癌干
K

祖细

胞库!增加干细胞自我更新!阻止视黄酸诱导的细胞

分化!并诱导细胞发生表型转化%

/%

&

"

另外! 本文临床研究的结果也表明
'()*+

和

'()*%

高表达对食管鳞癌患者预后具有不良影响!

这和先前
IH

团队的研究结果基本一致%

&

&

!也再一次

从临床角度证实了
'()*+

和
'()*%

基因在食管

鳞癌的发生发展方面具有重要的意义"

综合以往的研究与本次实验结果! 本研究发现

'()*+

与
'()*%

基因作为转录调节因子蛋白促

进食管癌细胞增殖!敲除
'()*+

'

'()*%

基因表达

后食管癌细胞周期阻滞在
,

/

期! 细胞凋亡率增加!

克隆形成能力下降" 但是
'()*+

与
'()*%

是通过

调节哪些凋亡相关蛋白表达来调控细胞的生命活

动!仍需后续更加深入的机制研究来证实"

论 著32/
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