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学方法和
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在结肠癌组织的表达及其与预后的关系' 构建敲减或过表达
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质粒"分别转染结肠癌细胞株
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细胞和
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结肠癌!

&'(') &*)&+,

"是世界上严重威胁人类

生命的恶性肿瘤之一#

$

$

% 近年来&我国结肠癌的发病

率和死亡率均呈逐年上升趋势% 对化疗药物的耐受

引起的复发和转移是导致结肠癌患者死亡率偏高的

主要原因% 氟尿嘧啶!

-!./

"通常作为一线药物用于

结肠癌的治疗& 但是许多患者对以
-!./

为主的化

疗产生耐药#

!

$

% 治疗失败的根本原因是晚期患者往

往存在对药物的先天或者获得性抗性& 严重影响了

结肠癌的治疗和预后 #

!

$

%

-!./

耐药机制为多基因'

多因素参与% 寻找和发现这些基因对于探讨结肠癌

治疗抵抗具有重要的意义%

肌醇多磷酸酯
!%!

磷酸酶
!

型
01233%45

是
31#67

89:

信号通路关键负向调控因子之一#

#

$

% 研究表明&

1233%4

是一种具有脂质磷酸酶和蛋白磷酸酶双重

功能的蛋白&在不同肿瘤中发挥不同作用#

%

$

% 如在三

阴性乳腺癌#

-;<

$

'前列腺癌#

=

$

'肝癌#

>

$和宫颈癌#

?

$等中&

1233%4

被发现是一种肿瘤抑制因子 & 通过抑制

31#6789:

信号转导通路从而抑制肿瘤的生长%但是&

1233%4

在诸如急性髓系白血病!

8@A

"

#

B";BB

$

'黑色素

瘤#

B!

$

'结肠癌 #

B#

$和喉癌 #

B%

$等肿瘤中发挥促癌因子作

用% 进一步的研究显示&

1233%4

与多种肿瘤的预后

及治疗抗性相关#

%

$

% 如
1233%4

的高表达与
8@A

的

不良预后和治疗抗性相关 #

B";BB

$

&

1233%4

的低表达或

缺失在前列腺癌复发以及对紫杉醇治疗抗性中发挥

作用#

B-

$

&并与前列腺癌的预后相关#

B<

$

%

本课题组前期研究发现&

1233%4

在结肠癌组织

中高表达&通过激活
31#6789:

信号通路而促进了结

肠癌细胞的生存和增殖#

B#

$

% 但
1233%4

是否对结肠

癌治疗和预后产生影响仍不清楚% 有研究表明
-!./

抗性包括
31#6789:

异常激活'细胞周期相关蛋白差

异表达'

CD&,'E28

失调' 基因启动子区甲基化等因

素 #

!

$

%

F!=

是一种抑癌基因&是细胞周期的负调控因

子& 能抑制多种细胞周期蛋白以及多种细胞周期蛋白

依赖性激酶的活性#

$=

$

% 有研究表明
31#6789:

信号传

导可以通过诱导
F!=

蛋白缺失或错误定位& 促进肿

瘤的生成 #

$>;!G

$

&而
1233%4

是
31#6789:

信号传导途

径中重要的调节因子% 所以&我们猜想
1233%4

是否

也会通过
31#6789:

信号传导途径下调
F!=

& 促进细

胞周期改变& 从而影响结肠癌患者预后和结肠癌细

胞对
-!./

的敏感性%

B

材料与方法

!"!

结肠癌组织样本和结肠癌细胞

实验用的结肠癌石蜡组织
><

例均来源于山西

省肿瘤医院住院患者& 组织取自
!GB!

年
%

月至
BG

月山西省肿瘤医院住院患者手术切除标本% 纳入标

准( 初诊患者& 术前未接受新辅助放化疗或靶向治

疗' 免疫治疗% 本研究通过山西省肿瘤医院伦理委

员会的批准 !

!GB%G=B

"% 人结肠癌细胞株
HDI,

'

JH%>G

为本研究室保存 % 用含
BGK

小牛血清的

I@L@

培养基&于
#= "

'

-K MN

!

条件下培养%

!"#

主要试剂与仪器

-!./

购自天津金耀氨基酸有限公司 )

E28DO'

3(PO

'

I2*O+7E28*O+!.,++ I+D')DQ+R H*:+,

'

SP*):J&,DF:

ET 6D:

'

SP*):D2'U*T@ JV4E!W,++) 3ME 9D:

购自

北京天根生化科技有限公司%

I@L@

高糖培养基'

.4J

购自美国
XY&(')+

公司)

E138

裂解液'

3@J.

蛋

白酶抑制剂'

4M8

蛋白浓度测定试剂盒
0

增强型
Z

购

自上海碧云天生物技术研究所 %

ADF'[+&:*CD)+

T@

!GGG T,*)O[+&:D') E+*\+):

购 自 美 国
1)UD:,'\+)

公

司)

8))+]D) "!83M7=!88I

细胞凋亡检测试剂盒购

自江苏凯基生物技术股份有限公司)兔抗人
1233%4

单克隆抗体购自英国
*^&*C

公司&

*^>$!<?

兔抗人

W83IX

单克隆抗体'兔抗人
89:

单克隆抗体'鼠抗

人
3_'OF_'!89:`J+,%=#Z

单克隆抗体 '兔抗人
3_'O!

F_'!89:0T_,#G>Z

单克隆抗体购自美国
M+(( JD\)*(D)\

T+&_)'('\Y

公司% 鼠抗人
F!=

单克隆抗体购自上海

JD\C*!8(R,D&_

贸易有限公司 !

3!G?!

")

XE3

标记的

山羊抗小鼠
1\W0XaAZ

&

XE3

标记的山羊抗兔
1\W

0XaAZ

购自武汉三鹰生物技术有限公司%

!"$

免疫组织化学法检测结肠癌组织
%&''()

蛋白的表达

用常规免疫组织化学三步法染色制作石蜡切

片%以胞质出现棕黄色为阳性&根据常用的免疫组织

化学分级法& 每张切片随机取
-

个高倍视野进行计

数&评估细胞的染色强度% 染色强度分级标准如下(

无色
G

分!

;

"&浅黄色
B

分!

a

"&棕黄色
!

分!

aa

"&棕

褐色
#

分!

aaa

"%

!"( **+!,

检测细胞活性

将细胞以
! GGG

个
7

孔的密度接种于
?<

孔板

内& 待细胞贴壁后分别加入不同浓度的
-!./

处理
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细胞
!% &

! 检测时向每孔加入
'" !( ))*!+

试剂

"上海
,-./01-

公司#孵箱中孵育
2" 3/0

$酶标仪测

定
%4" 03

处的吸光度"

5

#! 药物对细胞活力的抑制

率"

6

#

7

%

'8

"实验给药组
5

值
8

空白组
5

值#

9

"阴性

对照组
5

值
8

空白组
5

值#&

"'::6

!

!"# $%&

提取及
$'()*$

;<5/=- >?@=

"日本
AB*B;B

公司#裂解液裂解细

胞$ 氯仿抽提$ 异丙醇萃取
;<5

! 反转录使用
C&D

E/F=C GCFB01 H,<5 GI0C&D=/= J/C

"北京天根生物工程

公司#! 实验采用荧光定量
>);

试剂盒
K@B0C/<-!

LB

AM

GNO;! PFDD0 >); J/C

$通过
5QQ?/D1 O/-=I=CD3=

R//5S FDB?!C/3D >);

系统检测反应数据! 对
P5>,T

及
U<>>%O

定量检测$ 以
!

8"")C 计算
U<>>%O

相对表

达量! 引物序列'

P5>,T!E

'

4#!))5 A)5 5AP 5))

))A A)5 AAP!#$

(

P5>,T!;

'

4$ !)5A PPP APP

55A )5A 5AA PP5 5)!#$

(

U<>>%O!E

'

4$!))) )PP

PA5 )AP 5PP )AA )P!#$

(

U<>>%O!;

'

4$ !)AA APA

5AA )A) A)) )PP5PP )P!#$

!

!"+

蛋白印迹实验

取汇合度
+"6

左右的细胞$ 预冷
>OG

洗
!

遍$

吸掉残余液体$加入
;U>5

裂解液"上海碧云天公司#!

'"" !(9

孔!提取总蛋白$

O)5

法"北京索莱宝生物科

技有限公司#测定蛋白浓度!

'"6 G,G8>5PV

电泳$

转膜$

4%

脱脂奶粉封闭$一抗
% &

孵育过夜! 二抗室

温孵育
' &

! 使用
V)(

发光液"美国
M/??/Q-FD

公司#

曝光!

!",

细胞增殖

配制
%"':

%

93(

的细胞悬液$ 取
!:: !(

"

+"':

#

个细胞
9

孔#$

!% &

后$设置阴性对照不加药组和实验

组$ 实验组加入含一定浓度的
4!EW !:: !(9

孔的完

全培养基$ 阴性对照组用
!:: !(9

孔的完全培养基

代替$培养
!% &

! 吸出原有培养基$加
':: !(9

孔新

鲜无血清培养基$再加
': !(9

孔
))*!+

!

)X

!

培养箱

中培养$

# &

后$酶标仪检测吸光度值!

!"-

质粒转染

以
#"':

4 个细胞
9

孔的密度$将细胞铺于
Y

孔板

中$

#S &

$

46 )X

!

$培养
!% &

! 使用无血清的
,MVM

配制转染试剂
(/Q-ZDHCB3/0D

AM

!:::

! 用
=&U<>>%O!'

)

=&U<>>%O!!

)

=&)-0CF-?

转染
[/,F

细胞(

U<>>%O H,<5

及空载转染
G[%+:

细胞! 将转染试剂放入细胞中$

用无血清的
,MVM

继续培养$

+ &

后换成含
':6

血

清的完全培养基! 转染
!% &

后$用荧光显微镜观察

转染效果$如果细胞状态良好$镜下可见发荧光的细

胞很多$则收取细胞$然后使用
\>);

技术和
[D=CDF0

]?-C

技术分别验证
3;<5

和蛋白质的表达量!

!".

流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期

取对数生长期的细胞以
%"':

4 个细胞
9

孔的密

度$铺在
Y

孔板中$

':6EOG

培养(

!% &

后$给细胞加

入一定浓度的
4!EW

$ 每孔
! 3(

$ 同时设置不给药

组(

!% &

后$用不含
V,A5

的胰酶消化收集细胞$同

时收集上清液中的细胞$ 然后将两部分细胞合在一

起放于
'^4 3( V>

管中$用
>OG

清洗
!

遍$以备检测

需要( 细胞凋亡检测' 每个
V>

管中加入
4:: !(

O/01/0_ O@ZZDF

悬浮细胞$然后加入
4 !( 500D`/0 #!

5>)

$混匀后$再加入
4 !( S!55,

混匀$常温)避光

染色
'4 3/0

$最后使用流式细胞仪检测细胞的凋亡

率! 细胞周期检测'每个
V>

管中加入
' 3( S:6

预

冷乙醇$

8!: &

固定) 过夜( 加
':: !(

"

' 3_93(

#

;<B=D 5

$再加
!4: !(

"

%: !_93(

#

>U

染液$常温)

避光$染色
!: 3/0

(流式细胞仪检测$计数
#

万
a4

万

个细胞$显示细胞周期分布比例!

!"!/

统计学处理

G>GG '+^:

软件用于生存分析!

PFBQ&>B1 >F/=3

+^:^'

软件分析实验数据$两组数据均值的比较都采

用
C

检验$以
>b:^:4

为差异有统计学意义!

!

结 果

0"! 1%))23

的表达与结肠癌预后

免疫组织化学结果显示$

+Y

例结肠癌组织切片

中
U<>>%O

表达情况为
%

例阴性 "

8

#$

!+

例 "

c

#$

#4

例"

dd

#$

$2

例"

ddd

#"

E/_@FD $

#! 对
+Y

例患者的总生

存分析表明$

U<>>%O

高表达"

ddd

#与患者的不良预

后相关"

>7:^::!

#!

U<>>%O

的高表达与患者年龄)性

别)临床分期)淋巴结转移)远端转移)病理分期无明

显相关性 "

>e:^:4

#"

AB]?D $

#! 通过
;!

'

PD0-3/H=

50B?I=/= B01 R/=@B?/fBC/-0 >?BCZ-F3 g&CCQ

'

99F!^B3H^0?9h

公共数据平台对
G/D]DFG3/C&

数据集"含
'+S

例结肠

癌患者#和
G/D]DF

数据集"含
!!Y

例结肠癌患者#进

行
*BQ?B08MD/DF

生存分析$ 同样发现
U<>>%O

的高

表达与患者不良预后相关 "

>7:^:!S

$

>7:^::%

#! 而

且$ 对数据集中
U<>>%O

的表达与临床分期的相关

论 著#'#



中国肿瘤
!"!!

年第
#$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,++*-./01234.05

&'()*+

,*)'-

!

./01

"

2344%5 678699:*.

!

!

4

;*<=./1>? @:AB=./CDE

FA6=G6'+9 *-HE

!1" %> #1 CC

"I$J! JI>%D

K1J #D #C 0

L6.H6+

M'-6 %> #N $!

JI>$! JI#DD

&6O'-6 #D #! >

,PO*+ 9:Q6R(OE

!# #% !0 1

JI1#0 JI%!%

K# N! #D C#

;GO8B .*H6

3

J

%D %J D

CI1#% JI!JC

3

C

S3

!

#> !1 CC

M6)'9)'9:9

M

J

0J 1# C>

JI%10 JI%D%

M

C

1 % !

,3M

"S# %0 %J 0

CI0#> JIC>N

$S% #0 !> CC

性进行了分析#两个数据集中
2344%5

的

高表达与患者临床分期均无明显的相关

性!

4KJIJN

"$

!"! #$%%&'

负向调节结肠癌细胞对

(!)*

的敏感性

!I!IC

构 建 敲 低
2344%5

和 过 表 达

2344%5

的细胞

我们前期对
CJ

种结肠癌细胞株的

研究发现#与正常结肠上皮细胞相比较#

2344%5

在结肠癌细胞株中普遍呈高表

达%

C#

&

#其中
T:U+

细胞的表达最高#

VT%0J

细胞表达最低# 因此本研究选择这两株

细胞作为研究模型#来构建敲低
2344%5

和过表达
2344%5

的细胞$

通过慢病毒介导的质粒转染的方法

敲低
T:U+

细胞中的
2344%5

# 设置对照

组 为
T:U+ 9BW*.)+*-

细 胞 # 实 验 组 为

T:U+ 9B2344%5

细胞'同时#在
VT%0J

细

胞 中 过 表 达
2344%5

# 设 置 对 照 组 为

VT%0J

空 载 细 胞 # 实 验 组 为
VT%0J

2344%5

细胞$ 结果显示# 与对照
T:U+

9BW*.)+*-

细胞相比较#

T:U+ 9B2344%5!$

细胞和
T:U+ 9B2344%5!!

细胞中
2344%5

OX3F

的表达显著 降低 !

4/JIJJ!

#

4/

JIJJ$

"!

&:AP+6 !F

"#

T:U+ 9B2344%5!$

细

胞和
T:U+ 9B2344%5!!

细胞中
2344%5

蛋白的表达显著降低!

4/JIJJ"

#

4/JIJJ#

"

!

&:AP+6 !5

"'相对于
VT%0J

野生细胞和

VT%0J

空载细胞 #

VT%0J 2344%5

细胞

中
2344%5 OX3F

的表达明显增高!

4

均

YJIJJ$

" !

&:AP+6 !W

"#

VT%0J 2344%5

细胞

中
2344%5

蛋白的表达明显增高 !

4YJIJJ$

#

4/JIJ$J

"!

&:AP+6 !U

"$

!I!I! 2344%5

改 变 了 结 肠 癌 细 胞 对

N!&Z

的敏感性

用不同浓度的
N!&Z

处理野生型细

胞
T:U+

细胞和
VT%0J

细胞#在给药
!% B

后#加入
WW[!0

#使用酶标仪检测
\U

值#

得出
T:U+

细胞的
2W

NJ

为
!I$>D &A]O;

!

&:AP+6 #F

"#

VT%0J

细 胞 的
2W

NJ

为

0I1!C&A]O;

!

&:AP+6 #5

"$采用
! &A]O; N!&Z

3*)69

(

F

(

,B6 678+699:*. *^ 2344%5 8+*)6:. :. (*-*+6()'- ('.(6+ ):99P69 R2@W !JJ$ E

H6)6()6H _G 2@W

#

+68+696.)'):`6 ('969 H:98-'G:.A R"E .6A'):`6 2344%5 678+699:*. RaE

#

R' E -*< 2344%5 678+699:*. RbE

#

R$ E O6H:PO 2344%5 678+699:*. RbbE

#

R% E B:AB

2344%5 678+699:*. RbbbE <6+6 9B*<. RV('-6 _'+

#

CJJ &OEI 5

(

['8-'.aM6:6+ 9P+`:`'-

'.'-G9:9 *^ 01 8'):6.)9 <:)B (*-*. ('.(6+I W '.H U

(

['8-'.aM6:6+ 9P+`:`'- '.'-G9:9 *^

V:6_6+VO:9B H')'96) :.(-PH:.A C0> 8'):6.)9 <:)B (*-*. ('.(6+ '.H V:6_6+ H')'96) :.!

(-PH:.A !!1 8'):6.)9 <:)B (*-*. ('.(6+RB))8

(

]]+!I'O(I.-]E9B*<6H )B') 8'):6.)9 <:)B B:AB

2344%5 B'H 9:A.:^:('.)-G ' <*+96 \V (*O8'+6H <:)B 8'):6.)9 <:)B -*< 2344%5

+,-./ 0 +1/ ,22345,6537 -/68//7 /9:;/22537 ./</.2 3= #$%%&' ,7>

4.5754,. =/,6?;/2 57 43.37 4,74/; :,65/762

)5@?;/ A +1/ 15@1 /9:;/22537 3= #$%%&' 43;;/.,6/> 8561 :33;

:;3@73252 3= 43.37 4,74/; :,65/762

F 5

W U

J CJ !J #J %J

CIJ

JI0

JI1

JI%

JI!

W
P
O

9
P
+
`
:
`
'
-

,:O6RO*.)BE

;*<R./1>E

@:ABR./CDE

;*<R./CD0E

@:ABR./!0E

CIJJ

JIDJ

JI0J

JI>J

JI1J

JINJ

JI%J

JI#J

JI!J

JICJ

J

J !% %0 >! D1 C!J

,:O6RO*.)BE

V
P
+
`
:
`
'
-
8
+
*
_
'
_
:
-
:
)
G

;*<R./11E

@:ABR./C!CE

CIJJ

JIDJ

JI0J

JI>J

JI1J

JINJ

JI%J

JI#J

JI!J

JICJ

J

J !% %0 >! D1

,:O6RO*.)BE

V
P
+
`
:
`
'
-
8
+
*
_
'
_
:
-
:
)
G

C!J C%%
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年第
#$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,++*-./01234.05

&'()*

!

+

!

,-) ./&+ 0)1)0* '2 3&44%5 67 869: *-;'7(:'0 <7= 869:

*-3&44%5 >)00* ?):) <7<0@A)= B@ C!4;/

"

5

!

,-) D:'()67 0)1)0* '2 3&44%5 67

869: *-;'7(:'0

#

869: *-3&44%5!E <7= 869: *-3&44%5!! >)00* ?):) <7<0@A)=

B@ 8)*():7 B0'((67F

"

;

!

,-) ./&+ 0)1)0* '2 3&44%5 67 G8%H" ?60= (@D)I8,J

#

G8%HK L)>(': <0'7) <7= G8%H" 3&44%5 >)00* ?):) <7<0@A)= B@ C!4;/

"

9

!

,-) D:'()67 0)1)0* '2 3&44%5 67 G8%H" ?60= (@D)I8,M

#

G8%HK L)>(': <0'7)

<7= G8%HK 3&44%5 >)00* ?):) <7<0@A)= B@ 8)*():7 B0'((67FN ,-) )OD):6.)7(<0

:)*P0(* :)D:)*)7( (-:)) 67=)D)7=)7( :)D06><()*

处理
869:

转染细胞株
!% -

# 与
869: *-;'7(:'0

相比#

869:

*-3&44%5!$

细胞的存活率显著降低 $

4QKNK$$

%$

R6FP:) #;

%"

采用
H !FS.T U!RV

处理
G8%HK

转染细胞株
!% -

# 与
G8%HK

空载细胞相比#

G8%HK 3&44%5

细胞存活率显著升高$

4QKNKK!

%

WR6FP:) #9M

&

!N!N# 3&44%5

影响
U!RV

诱导的结肠癌细胞凋亡

为了探究
3&44%5

是否对
U!RV

诱导的结肠癌细胞的凋

亡有影响#

U!RV

作用于细胞株
!% -

后#收集细胞#使用流式

细胞仪检测细胞凋亡比例& 结果显示#

869: *-;'7(:'0

的凋亡

率为
!%NKXY

#

869: *-3&44%5!E

的凋亡率为
%XN!EY

$

R6FP:)

%+

%&

3&44%5

低表达促进
U!RV

诱导的细胞凋亡率显著升高

$

4 ZKNKKE

%"

G8%HK

空 载 细 胞 的 凋 亡 率 为
%HNH#Y

#

G8%HK

3&44%5

的凋亡率为
!UNX[Y

$

R6FP:) %5

%&

3&44%5

高表达导致

U!RV

诱导的细胞凋亡率显著降低 $

4Q

KNKK!

%&

!N!N% 3&44%5

改变了
U!RV

诱导的结肠癌

细胞
\

E

SG

期分布

U!RV

作用细胞
!% -

后#采用流式细胞

仪 检 测 细 胞 周 期 的 分 布 比 例 &

869:

*-;'7(:'0 \

K

S\

E

期细胞比例为
E]NU#Y

#

\

!

S^

期细胞比例为
E!N%EY

#

G

期细胞比例为

]KNKUY

"

869: *-;'7(:'0

加
U!RV

组
\

K

S\

E

期细胞比例为
##N][Y

#

\

!

S^

期细胞比例为

!NHHY

#

G

期 细 胞 比 例 为
X#N##Y

"

869:

*-3&44%5

加
U!RV

组
\

K

S\

E

期细胞比例为

UKN![Y

#

\

!

S^

期细胞比例为
#NK[Y

#

G

期细

胞比例为
%XNX!Y

" 与
869: *-;'7(:'0

加
U!

RV

组细胞相比较#发现
869: *-3&44%5

加

U!RV

组
\

K

S\

E

期 细 胞 数 显 著 升 高 $

4 Z

KNKKE

%#

\

!

S^

期细胞数无明显变化#

G

期细

胞 数 显 著 降 低 $

4 ZKNKKE

%& 提 示 敲 减

3&44%5

表达可以促进
U!RV

诱导的
\

E

捕

获$

R6FP:) U+_U5

%&

G8%HK

空载细
\

K

S\

E

期

细胞比例为
!UNKUY

#

\

!

S^

期细胞比例为

#NK#Y

#

G

期细胞比例为
]EN[EY

"

G8%HK

空

载细 胞 加
U!RV

组 #

\

K

S\

E

期 细 胞 比 例 为

#%NHKY

#

\

!

S^

期细胞比例为
[NEKY

#

G

期细

胞比例为
UXNEKY

"

G8%HK 3&44%5

细胞加

U!RV

组
\

K

S\

E

期细胞比例为
!%N%[Y

#

\

!

S^

期 细 胞 比 例 为
%NUKY

#

G

期 细 胞 比 例 为

]ENKEY

" 相对于
G8%HK

空载加
U!RV

组#

G8%HK 3&44%5

加
U!RV

组
\

K

S\

E

期细胞显

著降低$

4QKNKKE

%#

\

!

S^

期细胞数无明显变

化#

G

期细胞数显著升高 $

4QKNKK[

%$

R6FP:)

U;_U9

%& 提示
3&44%5

过表达可以逆转
U!

RV

诱导的
\

E

捕获$

R6FP:) U+_U5

%&

!"# $%&&'(

通过
)*+,&!-

信号轴! 降低

结肠癌细胞对
.!/0

的敏感性

前 期 研 究 表 明 #

3&44%5

通 过 激 活

43#`S+`,

信号通路来促进结肠癌细胞增

殖& 为了探讨
3&44%5

影响结肠癌细胞对

U!RV

敏感性的机制# 我们对
+a(

的磷酸化

水平以及细胞周期相关蛋白
4!]

表达进行

了检测&结果提示#

U!RV

作用细胞
!% -

后#

4QKNKKE

4QKNKK!
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:
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8

!

B-%CD E)F('0 43'2) 425 B-%CG 6&77%8

F)33* 9)0) (0)4()5 9.(, H !:;<= >!?@ A'0 !% ,

"

+I'I('(.F F)33* *(4.2)5 9.(, +22)J.2 "!+71 425 K!++/ 9)0) 4243LM)5 NL A3'9 FL('<)(0LO P,)
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&'()*

!

+

!

,-. /

!

0)11!2321) .4*(5467(4'-* 8)5) ,-,139). 63 :1'8 23(';)(53 4- <4=5 *>0'-(5'1 ,-. <4=5 *>?&@@%/ 2)11* (5),(). 84(> ! !AB;C D!

EF :'5 !% >

"

0

!

,-. =

!

0)11!2321) .4*(5467(4'-* 8)5) ,-,139). 63 :1'8 23(';)(53 4- G<%HI J)2('5 ,1'-) ,-. G<%HK ?&@@%/ 2)11* (5),().

84(> H !AB;C D!EF :'5 !% >L M>) )NO)54;)-(,1 5)*71(* 5)O5)*)-( (>5)) 4-.)O)-.)-( 5)O142,()*

与
<4=5 *>0'-(5'1

细胞相比#

<4=5 *>?&@@%/!P

细胞

中
O+Q(RG)5%S#T

和
O+Q(RM>5#KHT

的表达水平显著降

低 $

@UKLKK#

#

@VKLKK$

%#

O!S

的水平显著升高 $

@V

KLKK$

%$

E4A75) W+XW/

%& 与
G<%HK

空载细胞相比#

G<%HK ?&@@%/

细胞中
O+Q( RG)5%S#T

#

O+Q(RM>5#KHT

的水平显著升高 $

@VKLKK$

#

@VKLKK$

%#

O!S

的水平显

著降低$

@VKLKK$

%$

E4A75) W0XW=

%&

?&@@%/

反向调节

了
O!S

的表达& 结果提示#

?&@@%/

通过上调
@?#YB

+Q(

通路下调
O!S

发挥降低结肠癌细胞对
D!EF

敏

感性的作用&

#

讨 论

癌症的复杂性在于多个癌基因或者抑癌基因的

失控& 但有些驱动基因既可是致癌基因也可是抑癌

因子#其作用取决于所处的生物学背景&

?&@@%/

作

为新出现的双重作用癌症驱动基因# 最先被发现与

@MZ&

功能类似负向调节
@?#YB+YM

信号通路#通过

其脂质磷酸酶活性水解
@(.?-* R#

#

%T@!

为
@(.?-*R#T@

#

抑制
+YM

磷酸化# 从而抑制
@?#YB+YM

信号通路'

#

(

&

?&@@%/

已经报道在多种肿瘤#包括前列腺癌)甲状腺

!"#$%& ' ())*+, -) ./0012 -3 ,4* 5*66!5756* 8"9,%":$,"-3 -) +-6-3 +;35*% 5*669 "38$5*8 :7 <!=>
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中国肿瘤
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年第
#$

卷第
%
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&'()*

!

+ ,-. /

!

0)12)*)-(,(34) 5)*()2- 67'((3-8 39,8) *:';). (:) )<12)**3'- '= 1+>( ?@)2%A#B

"

1+>( ?C:2#"DE ,-. F!A 3- 53G2 *:H'-(2'7 ,-.

53G2 *:I&FF%/!J K)77* (2),(). ;3(: ! !8L9M N!OP ='2 !% :

#

H ,-. G

!

0)12)*)-(,(34) 5)*()2- 67'((3-8 39,8) *:';). (:) )<12)**3'- '= 1+>(

Q@)2%A#E

"

1+>( ?C:2#RDE ,-. F!A 3- @5%DR S)K('2 ,7'-) ,-. @5%DR I&FF%/ K)77* (2),(). ;3(: T !8L9M N!OP ='2 !% :

#

C:) )<1)239)-(,7 2)!

*U7(* 2)12)*)-( (:2)) 3-.)1)-.)-( 2)173K,()*

癌$基底样细胞乳腺癌等发挥抑癌基因的功能 %

%VA

&

'

但在另一些肿瘤中如
+WM

$ 黑色素瘤$ 结肠癌中

I&FF%/

发挥癌基因的作用 %

JRVJ#

&

( 尽管作为抑癌基

因"

I&FF%/

的作用归功于负向调节
FI#XL+XC

信号

通路"但它作为癌基因的促癌机制尚不完全清楚"在

不同肿瘤的发生发展中发挥不同的作用%

%

&

( 如在黑

色素瘤中"

I&FF%/

是通过激活
@YX#

信号促进细胞

增殖#在
+WM

中"

I&FF%/

通过增强
G&+

修复机制"

对抗常规化疗反应" 引起疾病复发和总体生存率降

低(

+WM

细胞中
I&FF%/

过表达导致对柔红霉素和

电离辐射的敏感性降低%

JRVJJ

&

( 我们前期研究发现在

结肠癌中
I&FF%/

主要通过其蛋白磷酸酶的功能活

性"发挥了促癌作用(

I&FF%/

通过其蛋白磷酸酶活

性去磷酸化
FCZ&

" 使得
FCZ&

在
@)2#DR

$

C:2#D!

$

C:2#D#

$

@)2#DN

这一簇位点的磷酸化水平降低"导致

FCZ&

稳定性降低"生物活性功能下降"从而提高细

胞内
FI?#

"

%

"

NEF#

水平"激活
FI#XL+>(

信号通路"促

进细胞增殖%

J#

&

(

本文进一步探讨了
I&FF%/

与结肠癌治疗及疾

病进展的关系(对
D[

例结肠癌患者的总生存分析表

明"

I&FF%/

高表达)

"""

*患者与低表达患者相比总

生存期明显缩短)

F\R]RR!

*(

I&FF%/

的高表达与患

者临床病理参数包括年龄+性别$临床分期$淋巴结

转移$病理分期无明显相关性)

F^R]RN

*"是独立预后

因子( 通过
0!

!

Y)-'93K* +-,7_*3* ,-. S3*U,73`,(3'-

F7,(='29 Q:((1

!

LL2!],9K]-7LE

公共数据平台对
@3)6)2!

@93(:

数据集)含
JDA

例结肠癌患者*和
@3)6)2

数据

集)含
!R[

例结肠癌患者*进行
X,17,-VW)3)2

生存

分析" 同样发现
I&FF%/

的高表达与患者不良预后

相关( 说明
I&FF%/

高表达对结肠癌预后评估具有

!"#$%& ' ()**+, -./0!%12$3451- 678 196%1::".0 "0 ;!<= 5%1>51- ?133: 5@%.$2@ 4?5"A45"02 BC5

N!OP
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重要的参考价值!

基于
&!'(

的化疗抵抗是晚期结肠癌临床治疗

遇到的主要问题! 结肠癌中
)*++%,

高表达是否会

影响结肠癌细胞对
&!'(

的敏感性尚未见报道! 本

研究通过质粒转染技术" 构建了
)*++%,

敲减和过

表达细胞株! 发现
&!'(

处理细胞
!% -

后"与
./01

2-3456147

细胞相比"

./01 2-)*++%,

细胞的存活率

显著降低#与
8.%9:

空载细胞相比"

8.%9" )*++%,

细胞存活率显著升高" 说明敲减
)*++%,

可以提高

结肠癌细胞对
&!'(

的敏感性"高表达
)*++%,

可以

降低结肠癌细胞对
&!'(

的敏感性! 细胞凋亡实验

结果同样表明
)*++%,

的表达水平与
&!'(

诱导的

细胞凋亡率成反比! 过表达
)*++%,

削弱了
&!'(

诱

导的细胞凋亡率" 反过来敲低
)*++%,

提高了
&!'(

诱导的细胞凋亡率! 本研究结果表明
)*++%,

负向

调节结肠癌细胞对
&!'(

的敏感性"预示
)*++%,

有

可能成为预测基于
&!'(

治疗决策有效性的生物标

志物!

进一步分析
)*++%,

对
&!'(

引起的细胞周期

变 化 发 现 " 与
./01 2-3456147

细 胞 相 比 "

./01

2-)*++%,

细胞被阻滞在
;

"

<;

$

期的细胞显著增加"

;

!

<=

期细胞比例无明显变化"

8

期细胞比例显著减

少# 与
8.%9:

空载细胞相比"

8.%9: )*++%,

细胞

被阻滞在
;

:

<;

$

期的细胞显著减少"

;

!

<=

期细胞比

例无明显变 化 "

8

期 细 胞 比 例 显 著 增 加 ! 说 明

)*++%,

参与了细胞周期的调控" 提示敲减
)*++%,

加强了
&!'(

引起的
;

$

期捕获" 过表达
)*++%,

削

弱了
&!'(

引起的
;

$

期捕获!

+)#><?>@

信号通路不仅调节细胞增殖$存活"

而且对细胞周期进程也有重要的调节作用" 并在化

疗抗性方面发挥重要作用%

!A

&

! 有研究表明在细胞周

期的
;

A

<8

转换过程中"

+)#><?>@

信号通路被显著

激活" 通过调节包括
B!C

在内的多个细胞周期效应

因子而发挥作用%

AC

"

ADE!:

&

!

B!C

是一种细胞细胞周期蛋

白依赖性蛋白激酶抑制剂"

B!C

蛋白初被发现是作

为
FGF7/5H!30>!

的抑制剂"

B!C

在
;

"

期中" 蛋白质

稳定性达到最大 # 在
;

A

期中 "

B!C

抑制
FGF7/5H!

30>!

和
FGF7/5?!30>!

的活性"从而阻止
;

A

<8

期转

化%

AC

&

!

)*++%,

通过激活
+)#><?>@

信号通路而促进

结肠癌细胞增殖和生存"我们的免疫印迹结果表明"

与
./01 2-3456147

细胞相比 "

./01 2-)*++%,

细胞

中
B?I6J8K1%C#L

和
B?I6J@-1#:9M

的表达显著降低"

B!C

的表达显著升高# 与
8.%9"

空载细胞相比"

8.%9"

)*++%,

细胞中"

B?I6J8K1%C#M

和
B?I6J@-1#"9M

的表达

显著升高"

B!C

的表达显著降低! 表明在结肠癌细胞

中
)*++%,

通过激活
?I6

下调
B!C

的表达" 从而改

变了暴露于
&!'(

的细胞的细胞周期分布!

综上所述" 我们的研究结果表明
)*++%,

高表

达与结肠癌患者生存呈负相关"

)*++%,

高表达可以

降低结肠癌细胞对
&!'(

的敏感性!

)*++%,

有望成

为结肠癌患者预后和化疗抵抗的标志物!
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