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摘 要!$目的% 研究
'()!%*$+!,-

表达与局部晚期直肠癌术前放化疗应答的相关性"并探讨
'()!%*$+!,-

是否通过靶向作用
/)0123

提高局部晚期直肠癌患者术前放化疗的反应性&

$方法% 实时定量
45)

检测局部晚期直肠癌患者
'()!%#$+!,-

的表达水平" 用
'()!%#$+!,-

模拟物或抑制剂转染
657**8

或
9:2;"

细胞"体外验证其表达水平与放化疗反应的相关性'

双荧光素酶报告实验用于检测
'()!%*$+!,-

与
/)0123

之间的相互作用'通过重组质粒构建
及细胞转染调节相关基因在细胞内的表达" 通过建立裸鼠异位移植瘤模型" 在体验证

'()!

%*$+!,-

对
/)0123

的调节作用& $结果% 实验发现
'()!%*$+!,-

表达与局部晚期直肠癌患者
对

-5)7

的反应性相关"

'()!%*$+!,-

在局部晚期直肠癌应答患者中呈现为高表达&

'()!

%*$+!,-

的过表达增强了体外放化疗的反应性& 在机理上" 我们发现
'()!%*$+!,-

直接与
/)0123 ')</

的
,"=7)

结合" 其表达与
'()!%*$+!,-

表达呈负相关& 功能实验显示
'()!

%*$+!,-

以
/)0123

依赖方式直接与直肠癌患者对术前放化疗的反应密切相关&$结论%

'()!

%*$+!,-

通过靶向作用
/)0123

提高局部晚期直肠癌患者术前放化疗的反应性&
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结肠直肠癌是常见的恶性癌症" 是第三大癌症 相关死亡原因$

*

%

&近一半直肠癌在诊断时就是局部晚

期直肠癌 *

HBRIHHT IASIFRGA OGRJIH RIFRGO

"

U/)5

#

$

!

%

+

U/)5

的主要疗法是根治性手术& 在过去的几十年

中" 许多治疗手段使得
U/)5

局部复发率和生存率

基
础

%

临
床
研
究
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# 越来越多证据表明$术前放化疗%

>*2(>2*,!

?1@2 502A(*,B1(?02*,>7

&

>/CD

'是
EFC/

的有效治疗

方法& 可减小肿瘤并增加根治性手术实施的可能性&

但仍然有大约
GH"EFC/

患者在
>/CD

后疗效差!

G

"

#

因此&迫切需要寻找
>/CD

疗效的新型预测生物标志

物#

微小
C<F

(

A1C<F

)是非编码
C<F

(

+5C<F

)的

亚群&其不具有编码能力&但具有各种生物学功能!

%

"

*

微小
C<F

是
9$I!%

个核苷酸&并通过
=#!JDC!AC!

<F

靶标的转录后调节发挥功能!

K

"

*越来越多证据表

明&

A1C<F

在各种生物过程中发挥着重要作用&特

别是在人体癌症中!

&

"

*

A15*(C<F!9K!%>

过表达通过

靶向作用乳腺癌中的
:LMNF

来抑制细胞增殖和侵

袭&以及引发细胞凋亡 !

O

"

*

A1C<F

表达失调也与结

直肠癌相关!

$

"

* 近年来研究发现一些
A1C<F

与术前放

化疗肿瘤反应密切相关&并且可作为生物标志物!

9HP99

"

*

为了确定结直肠癌患者对术前放化疗反应的新型有

效 生 物 标 志 物 & 我 们 分 析 了 在 线 数 据 集

(

MQL$O$%$

)& 并将
A1C!%9$R!=>

作为预测性标志

物& 拟通过一系列实验研究明确
A1C!%9$R!=>

表达

与局部晚期直肠癌术前放化疗应答的相关性及其相

关机制*

9

资料与方法

!"!

临床标本

本研究纳入术前放化疗原发性直肠腺癌& 随后

在浙江省肿瘤医院接受了手术患者
%%

例*

%%

例

EFC/

患者的临床和病理特征如下+中位年龄
%K

岁

(

G9I&K

岁)&男性
=9

例&女性
!G

例&

!

期
G

例&

"S

#

期
%#

例&

/LF!%+6SA- #!

例&

/LFT%+6SA- G=

例&

肿瘤退缩分级
#

级
##

例&

!

级
O

例&

=

级
!!

例&

G

级

#H

例&

%

级
G

例&术后化疗方案+卡培他滨
!$

例&卡

培他滨
U

奥沙利铂
9G

例&

%!N) %

例&

%!N)U

奥沙利铂

&

例* 本研究经浙江省肿瘤医院伦理委员会批准*

!"# C<F

干扰

原发癌组织在切取后立即在液氮中快速冷冻&

然后储存在
POH$

下&接着进行
C<F

提取*

V1C!%#$R!=>

模拟物或抑制剂以及阴性对照物

购自
C1R(W1(

公司 (中国广州)* 根据厂商说明用

E1>(.25?,A1+2 !HHH

(

X+@1?*(62+

)转染细胞*

!"$

推定
V1C!%#$R!=>

靶基因

最初使用
D,*62?Q5,+

软件 (

YYY;?,*62?35,+;(*6

)

搜索推定的
V1C!%#$R!=>

靶基因* 我们只考虑了保

守靶基因中的保守位点& 使用
M*,>0Z,B Z*13A

软件

(版本
G;H=

)搜索与
A1C!%#$R!=>

表达量成反比关系

的靶基因的表达(

Z2,*3(+

相关性)*

!"%

克隆实验

结肠直肠肿瘤细胞系
[/D##K

和
Q\GOH

获自

美国典型培养物中心(

FD//

)&并按照其推荐方案进

行培养* 将细胞以低密度(每孔
%HH

个细胞)铺板于

G

孔板中 (

#;$5A !

孔区域 )& 并用
E1>(.25?,A1+2

C<F1VF]

转染试剂(

X+@1?*(62+

)进行转染* 用
A1C!

%#$R!=>

模拟物或抑制剂(

E1.2 D250+(-(6123

)瞬时转

染
[/D##K

和
Q\GOH

细胞* 转染后
!G0

&用
%$V

氟

尿嘧啶 (

%!N)

&

E1RR3

)处理细胞 &并使用
M,AA,/2--

=HHH

设备(

L-,+

)用
#M7

剂量的
[/D##K

和
!M7

剂

量的
Q\GOH

进行照射*

#!B

后定量分析集落形成*

将细胞用甲醛固定&用结晶紫染色并风干*对于菌落

定量分析&用
#H"

乙酸溶解染色剂&并使用
X+.1+1?2

!HH ZC4

(

D25,+ M*()> E?B

)在
%$%+A

处测量吸光度*

!"&

细胞增殖实验

通过细胞计数试剂盒检测细胞增殖情况* 细胞

在
$K

孔板中生长&每孔
#%#H

G

&并在
=&& %"/4

!

环

境下孵育至细胞比率达到
&H"

* 转染
!G0

后&处理

细胞并孵育
GO0

* 将
#H$- //^O

溶液接种到每个孔

中* 用
Q)+*132 V15*(>-,?2 C2,B2*

(

D25,+

&

QY1?_2*-,+B

)

测量
G%"+A

处的吸光度*

!"'

细胞凋亡检测

在膜联蛋白
:!NXD/SZX

细胞凋亡检测试剂盒

(

^27ML<

&南京)的
NF/QF*1,

流式细胞仪(

W` W1(!

3512+523

&

N*,+a-1+ E,a23

&

<'

&

JQF

)上&通过流式细胞

技术分析细胞凋亡*

!"(

逆转录和实时
Z/C

使用
A1*:,+, A1C<F

分离试剂盒分离总
C<F

&

包括小
C<F

* 使用
D,bV,+ V15*(C<F

试剂盒&根据

厂商说明进行
A1C<F

的定量分析&并使用
JK

小核

C<F

作为内部对照 * 在
/N]$K

仪器上进行实时

Z/C

分析和数据收集*

!")

体内实验

将
G

周龄的无胸腺
WFEWS5

裸鼠饲养在特定的

无病原体条件下*按照批准的方案对小鼠开展实验*

收集处理过的细胞&并用
ZWQ

洗涤*然后将
9%9"

& 个

K!O
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细胞皮下注射到每只小鼠的腹侧! 进行肿瘤形成测

定" 每
&'

检查肿瘤体积"

!"#

荧光素酶分析

将 含 有 推 定 的
()*!%#$+!,-

结 合 位 点 的

.*/012 ,"34*

序 列 克 隆 并 插 入
-()5678

载 体

#

95:(;<=

!

>=')?:@

!

A/

!

3B.

$% 将细胞接种在
$C

孔

板中 ! 并用重组质粒或空
-()5678

载体和
()*!

%D$+!,-

模拟物&抑制剂或阴性对照共转染" 在转染

后
!1E

用双荧光素酶报告分析系统'

95:(;<=

$测量

荧光素酶活性"将荧光素酶活性相对于
*;@)FF=

荧光

素酶活性进行标准化"

!"!$

统计学处理

采用
B9BB !"GH

'

/2>

!

B9BB

!

IE)J=<:

!

/7

!

3B.

$和

65=-E9=' 95)?(

软件开展统计学分析"

K

检验和单因

素方差分析分别用于分析两组或多组分析"

9;=5?:@

相关性分析用于确定相关性" 用
L=-F=@!>;);5

法计

算总体生存曲线!并用对数秩检验进行分析"

9MNO"%

为差异有统计学意义"

!

结 果

%&! ()*!%D$+!,-

在
7.*I

应答患者中显著性上调

我 们 分 析 了
!!

例
7.*I

患 者 组 成 的 在 线

()*P.

微阵列数据集'

6BQ$R$%$

$"为了鉴定能够预

测肿瘤对
-I*4

反应的分子标志物! 我们对完全应

答者和非应答者开展了
()*P.

表达分析 ! 一些
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

=1><?

在应答者中高度表达 !

@16)*2 9?

"# 其中$

=1>!%9$A!BC

是上调最显著的
=1><?

!

DE";"%

"!

@16!

)*2 9F

"# 为了进一步验证该分子$我们分析了
%%

例

G?>/

患者的
=1>!%9$A!BC

表达量#

H>IJD/>

结果

显示$

=1>!%9$A!BC

在应答患者!

+K!9

"中表现出比

非应答者!

+KBL

"更高的表达水平!

@16)*2 9/

"# 原位

杂交实验!

MNO

"结果显示$应答者中
=1>!%9$A!BC

的

表达水平显著性高于非应答者组!

@16)*2 9P

"#

根据数据集 !

QNR$S$%$

" 测量了
=1>!%9$A!BC

的
>4/

曲线下面积!

?T/

"!

@16)*2 9R

"#

=1>!%9$A!

BC

的
?T/

为
U;S&

#

=1>!%9$A!BC

敏感度和特异性

分别为
9"""

和
V$"

#此外$我们还基于
%%

例
G?>/

患者确定了
=1>!%9$A!BC

的
?T/

$ 并获得了类似的

结果!

@16)*2 9@

"#

=1>!%9$A!BC

的
?T/

%敏感度和特

异性分别为
U;$9

%

9UU"

和
S9"

#

!"!

干预
=1>!%9$A!BC

表达改变体外放化疗反应性

为了进一步探讨
=1>!%9$A!BC

对直肠癌患者对

C/>I

的反应$ 我们在体外对
O/I99V

和
NWLSU

细

胞进行了类似的处理$ 用
=1>!%9$A!BC

模拟物或抑

制剂转染
O/I99V

或
NWLSU

细胞#

=1>!%9$A!BC

被

有效上调或下调!

@16)*2 !?

"#

我们进行了
//XS

和克隆形成 实验以评估

=1>!%9$A!BC

对放化疗的敏感性# 用对照组细胞进

行实验$或进行辐射
Y%!@)

处理#

//XS

和克隆形成

测 定 显 示 $

=1>!%9$A!BC

模 拟 物 使 得
O/I99V

和

NWLS"

细胞对放化疗更敏感$ 而
=1>!%9$A!BC

抑制

剂会得到相反的结果!

@16)*2 !F

和
/

"# 此外$

=1>!

%9$A!BC

模 拟 物 在 放 化 疗 后 会 增 加
O/I99V

和

NWLS"

细胞凋亡$ 而
=1>!%9$A!BC

抑制剂会减少细

胞凋亡!

@16)*2 !P

"#

!"# ?>MPLF

是
=1>!%9$A!BC

的直接靶标

为了搜索
=1>!%9$A!BC

的靶基因$ 我们使用包

括
I,*62ZN5,+

和
=1>,+[,

在内的在线工具进行生物

信息学分析#

?>MPLF

是一种染色质重塑蛋白$引起

?

&

=1>!%9$A!BC 2\C*2331(+ ],3 =2,3)*2[ A7 H>I!D/> 1+ O/I99V ,+[ NWLS" 52--3 Z*,+3.25Z2[ ]1Z0 =1>!%9$A!BC =1=153

$

1+01A1Z(*3 (*

5(+Z*(-3; M+0

$

1+01A1Z(*;

F

&

//XS ,33,73 30(]2[ =1>!%9$A!BC (^2*2\C*2331(+ 1+01A1Z2[ O/I99V ,+[ NWLSU 52-- C*(-1.2*,Z1(+ ,.Z2* />I Z*2,Z=2+Z ,+[ ^152 ^2*3,;

/

&

_),+Z1#5,Z1(+ (. 5(-(+7 .(*=,Z1(+ ,33,73 ]1Z0 O/I99V ,+[ NWLSU 52--3 Z*,+3.25Z2[ ]1Z0 =1>!%9$A!BC =1=153 (* 1+01A1Z(*3; /2--3 ]2*2

6*(]+ ,.Z2* />I Z*2,Z=2+Z (* +(Z;

P

&

I02 2.125Z3 (. =1>!%9$A!BC (+ O/I99V ,+[ NWLSU 52-- ,C(CZ(313 ]2*2 2^,-),Z2[ A7 @?/N ,.Z2* />I Z*2,Z=2+Z (* +(Z;

?-- [,Z, ,*2 *2C*232+Z,Z1^2 (. Z0*22 1+[2C2+[2+Z 2\C2*1=2+Z3 ,+[ 2\C*2332[ ,3 =2,+ $ NP; `DE";"%

$

``DE";"9 ,+[ ```DE";""9;

$%&'() ! *+,%-'.+/%0, 01 2%3!4567!#- )8-()99%0, +./)(9 ()9-0,9) /0 :;)20(+<%+/%0, %, =%/(0

O/I99V NWLS"

T+Z*2,Z2[

9;%

9;"

";%

"

>
2
-
,
Z
1
^
2
,
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3
(
*
A
,
+
5
2

</ =1=15

=1>!%&'A!BC =1=15

</!1+0
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/>I Z*2,Z2[

9;%

9;"

";%
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>
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-
,
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^
2
,
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*
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5
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</ =1=15
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了我们的注意! 我们在
'()*+,

的
-!./(

中说明了

预测的结合位点"

012345 -'

#! 为了验证它们的相互

作用$我们进行了双荧光素酶报告基因活性测定!

61("%#$7"-8

过表达显著性抑制用
-!./("9/

转染的
:;/##<

和
=9+>"

细胞中的荧光素酶活性$

反之亦然"

012345 -,

#!然而$该结合位点的突变消除

了这种趋势"

012345 -,

#!鉴于
61(?'

对靶基因表达

的负调控作用$我们分析了
61("%@$7"-8

和
'()*+,

之间的表达关系$ 结果显示
61("%@$7"-8

和
'()*+,

之间存在显著性负相关"

4ABCD%%

$

EF"D""@

#"

012345 -;

#!

此外$

:;/@@<

和
=9+>"

细胞中
61("%@$7"-8

过表

达显著性降低
'()*+,

表达$反之亦然"

012345 -*

#!

此外$ 我们分析了
%%

例
G'(;

患者中
'()*+,

的表

达$发现与应答者相比$非应答者中
'()*+,

的表达

水平显著性升高"

012345 -H

#!

!"# 61("%@$7"-8

通过体外和体内靶向作用
'()*+,

调节对放化疗的反应

为了进一步确定
61("%@$7"-8

对
8;(/

反应的

调节是否依赖于
'()*+,

$我们分析了用
61("%@$7"

-8

模 拟 物 转 染 的
:;/@@<

和
=9+>"

细 胞 中 的

'()*+,

表达!

'()*+, 6(?'

和蛋白水平恢复到对

照组水平"

012345 +'

$

+,

#! 克隆形成测定和细胞凋

亡分析显示 $

61("%@$7"-8

模拟物使得
:;/@@<

和

=9+>"

细胞对放化疗更敏感$ 而异位表达同时使

'()*+,

的敏感性降低"

012345 +;

$

+*

#!

此外$ 我们将处理过的细胞注射到裸鼠进行异

种移植实验!

%

周后测量肿瘤重量$ 结果显示
61("

%@$7"-8

模拟物会抑制体内肿瘤生长$ 而
'()*+,

表

达水平的恢复逆转了这种效应"

012345 +H

#!

-

讨 论

最近证据表明$ 术前放化疗随后进行根治性手

术是局部晚期直肠癌患者的有效治疗方法!然而$仍

然有大约
+"#G'(;

患者在
8;(/

后显示出反应差

或无反应%

+

&

! 为了避免不必要的毒性和昂贵的放化

'

'

/I5 71JK1J2 L1M5 NO 61("%@$7"-8 PQL 845K1RM5K 7S 71N1JON46QM1RL QJQTSL1LD

,

'

G3R1O54QL5 458N4M54 QLLQSL P545 RNJK3RM5K P1MI :;/@@< QJK =9+>U R5TTL RN"M4QJLO5RM5K P1MI MI5 61("%@$7"-8 6161RL N4 1JI171MN4L

QJK '()*+, -!./("9/ N4 V./ 458N4M54 8TQL61KD

;

'

;N445TQM1NJ 75MP55J '()*+, QJK 61("%@$7"-8 5W845LL1NJ P545 65QL345K 1J MI5 LQ65 8416Q4S 45RMQT M36N4LD 4

'

85Q4LNJ RN445TQM1NJ OQRMN4D

*

'

X(/YE;(QJQTSL1L LINP5K61("%@$7"-8NZ545W845LL1NJL12J1$RQJMTSK5R45QL5KMI5T5Z5TNO'()*+,1J:;/@@<QJK=9+>"R5TTLQJKZ1R5Z54LQD

H

'

'()*+, 5W845LL1NJ PQL K5M5461J5K 7S X(/BE;( 1J MPN L3724N38L QRRN4K1J2 MN 8;(/ 45L8NJL5

'

RN68T5M5 45L8NJK54L[J A!#\

$

QJK JNJ"45"

L8NJK54L[JA-+\D

'TT KQMQ Q45 45845L5JMQM1Z5 NO MI455 1JK585JK5JM 5W854165JML QJK 5W845LL5K QL 65QJ%=*D ]EFUDU%

$

]]EFUDU@ QJK ]]]EFUDUU@D
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= ,+> ?

!

=@ABC? 2DE*2331(+ (+ F@<= ,+> E*(G21+ -2H2-3 I,3 2D,F1+2> 1+ J/K99L ,+> MNCOP 52--3 G*,+3.25G2> I1G0 F1@!%9$Q!RE F1F153

,+> =@ABC? 25G(E15 2DE*2331(+ E-,3F1>;

/

!

4H2*2DE*2331(+ (. =@ABC? 1+5*2,32> G02 E*(-1.2*,G1(+ ,Q1-1G7 (. J/K99L ,+> MNCOP 52--3 ,.G2* 502F(*,>1,G1(+;

B

!

=@ABC? 25G(E15 2DE*2331(+ >25*2,32> ,E(EG(313 (. J/K99L ,+> MNCOP 52--3 ,.G2* 502F(*,>1,G1(+;

S

!

F1@!%9$Q!RE (H2*2DE*2331(+ 1+01Q1G2> G)F(* 6*(IG0 1+ H1H(

"

Q)G =@ABC? 25G(E15 2DE*2331(+ 1+ G02 F2,+G1F2 *2H2*32> 1G;

=-- >,G, ,*2 *2E*232+G,G1H2 (. G0*22 1+>2E2+>2+G 2DE2*1F2+G3 ,+> 2DE*2332> ,3 F2,+ " MB; TUVP;P%

"

TTUVP;P9 ,+> TTTUVP;PP9;

疗"直接进行手术"有必要提前确定无应答的
W=@/

患者#因此"迫切需要鉴定能预测
E/@K

反应的生物

标志物#

越来越多的证据表明"

F1@<=

可能作为直肠癌

患者的预测性分子标志物$

9!X9R

%

# 例如"

F1@!9$C

可以

作为
W=@/

患者对新辅助化放疗反应的预测性生物

标志物 $

9CX9L

%

# 然而"没有证据表明存在适用于所有

W=@/

患者的生物标志物# 由于肿瘤样本的异质性"

需要识别更多有效的生物标志物# 根据微阵列数据

集" 我们确定
F1@!%9$Q!RE

在应答
W=@/

患者中的

表达水平显著性高于非应答者# 为了进一步证实这

一发现" 我们分析了
%%

例接受
E/@

治疗的
W=@/

患者"通过
Y@KXYU/@

和
AMJ

"我们仍然发现
F1@!

%9$Q!RE

的表达水平在应答者中显著性上调# 此外"

为了探索
F1@!%9$Q!RE

表达是否可作为
W=@/

患者

分类为应答者的预测性生物标志物" 我们根据数据

集&

ZMS$O$%$

'测量了
%%

例患者的
F1@!%9$Q!R

的

@4/

曲线下面积" 两项结果均表明
F1@!%9$Q!RE

是

一种良好的分子标志物#

到目前为止"

F1@!%9$Q!RE

功能几乎未知# 一项

研究表明
F15*(@<=!%9$Q!RE

会抑制喉部鳞状细胞

J2E!!

细胞的生长 $

9&

%

# 为了进一步确定
F1@!%9$Q!RE

是否真正促进对
E/@K

的反应敏感性 " 我们用

J/K99L

和
MNCO"

细胞进行了体外实验#

//[O

和

克隆形成测定均证明"

F1@!%9$Q!RE

过表达增加了

J/K99L

和
MNCO"

细胞对放化疗的敏感性# 根据我

们的数据"

F1@!%9$Q!RE

是直肠癌的良好预测生物

标志物(然而"

F1@!%9$Q!RE

是否在其他癌症治疗中

的抵抗性方面发挥关键作用"仍然是不明确的#

F1@<=

在发挥功能期间"通常靶向作用
F@<=

!"#$%& ' (")!*+,-!./ %&0$123&4 %54/6745 36 895(6%2:"23"67 -; 32%053"70 <=>?@A "7 B"3%6 C7D "7 B"B6

</ F1F15

F1@!#$%Q!RE F1F15

F1@!&$%Q!RE F1F15\
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+

#;%
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/ B S
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的
'!()*

!

%

"

#+

#

$ 为了探索
,-*"%#$."'/

对
/0*)

反应

调节的分子机制" 我们利用生物信息学分析发现

1*2345

是
,-*"%6$."'/

的靶基因$

1*2345

是依赖

于
!"

乙酰化酶的
728'1

转录抑制复合物的重要亚

基"其在多种细胞中起作用"包括细胞增殖%分化%细

胞凋亡和肿瘤发生!

6$

#

$

)9:- ;0

等!

!<

#研究发现"

1*2345

是预测胶质瘤和脑膜瘤肿瘤行为的良好生物标志

物$

1*2345

会促进乳腺肿瘤生长和转移!

!6

#

$ 然而"

1*2345

在结直肠癌中的作用很大程度上是未知

的$ 在本研究中"我们发现
1*2345

是
,-*"%6$."'/

的靶标" 并且
1*2345

表达水平在
/0*)

的应答者

中显著性下调$ 此外" 通过一些体外和体内功能实

验" 我们证明了
,-*"%6$."'/

介导以
1*2345

依赖

性方式调节了
=1*0

患者对放化疗反应$ 然而 "

1*2345

调节的下游信号传导仍有待阐明$ 总之"

,-*"%6$."'/>1*2345

轴为
=1*0

患者对
/0*)

反

应的预测生物标志物$
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