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:;<=>?在结肠癌中的表达及意义
王海川!蔡晓燕!吕 强

@

上海市浦东新区公利医院!上海
!""?ABC

摘 要!"目的# 探讨
:;<=>?

在结肠癌中的表达!及其与结肠癌患者预后的相关性!以及对
结肠癌细胞增殖$迁移和凋亡的影响% "方法# 采用实时荧光定量聚合酶链反应&

D<EF;-<

'

检测
:;<=>? G<9H

在结肠癌细胞和组织标本中的表达! 免疫组织化学技术检测
:;<=>?

蛋白在结肠癌组织中的表达% 使用小干扰
<9H

&

1/<9H

'干扰结肠癌细胞内
:;<=>?

表达后!

--I!$

试剂盒检测结肠癌细胞增殖能力变化!

E(*)1J0++

小室检测结肠癌细胞迁移能力变化!

H))0K/) 7!LME-N;M

凋亡试剂盒检测细胞凋亡水平% "结果#

:;<=>? G<9H

在结肠癌细胞株
和结肠癌组织中表达水平均显著上调&

;

均
O"8""?

'!高表达
:;<=>?

患者的总生存期短于低
表达

:;<=>?

患者&

P<Q!8A!#

!

RBS-M

(

?8AT""T8"#!

!

;O"8"B

'%干扰
:;<=>?

后!干扰组结肠癌
:UT$"

和
:U#!"

细胞在
A#.

和
T$.

后增殖能力显著下降 &

;O"8"B

'! 侵袭能力显著下降
&

:UT$"

(

VQT!8"B

!

;O"8"""?

)

:U#!"

(

VQ?!8R?

!

;Q"8"""!

'! 且凋亡水平显著上升 &

:UT$"

(

VQ

?$8T#

!

;O"8"B

)

:U#!"

(

VQ?$8B!

!

;O"8"""?

'% "结论#

:;<=>?

在结肠癌中表达上调!促进结肠癌
的增殖和侵袭%

主题词!

:;<=>?

)结肠肿瘤)增殖)迁移)凋亡
中图分类号!

<WAB8A

X

B

文献标识码!

H

文章编号!

?#W?F?W"Y

"
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#

"$F"W""F"#

Z&/

!
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&
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]+01 &, TB ]*V/0)V1 J/V. 3&+&) 3*)30( J*1 Z0V03V0Z J/V. D<EF;-< *)Z /GG')&./1V&3.0G/1V(5

!

(0!

1]03V/d0+58 E.0 0K](011/&) &, :;<=>? G<9H *)Z ](&V0/) J*1 Z0V03V0Z /) 3&+&) 3*)30( :UT$"

!

:U#!" 30++1 *)Z )&(G*+ 3&+&) 0]/V.0+/*+ 9-eT#" 30++1 J/V. <0*+!V/G0 D'*)V/V*V/d0 <E!;-<fD<E!

;-<g *)Z U01V0() c+&V

!

(01]03V/d0+58 E.0 3&+&) 3*)30( :UT$" *)Z :U#!" 30++1 J0(0 V(*)1,03V0Z

J/V. 1G*++ /)V0(,0(0)30 <9H@1/!:;<=>?g8 H,V0( Z&J)!(04'+*V/&) &, :;<=>?

!

30++ ](&+/,0(*V/&)

!

30++

G/4(*V/&) *)Z 30++ *]&]V&1/1 J0(0 Z0V0(G/)0Z c5 --I$ *11*5

!

E(*)1J0++ G0V.&Z *)Z H))0K/) 7!

LME-N;M *11*5

!

(01]03V/d0+58

"

<01'+V1

#

E.0 0K](011/&) &, :;<=>? G<9H *)Z ](&V0/) J*1 ./4.0(
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:;<=>? @:UT$"

(

VQT!8"B

!

;O"8"""?
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:U#!"

(

VQ?!8R?

!

;Q"8"""!g8 3&+&) 3*)30( -0++1 V(*)1,03V0Z

J/V. 1/!:;<=>? 1.&J0Z ./4.0( *]&]V&1/1 +0d0+ @:UT$"

(

V Q?$8T#
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!
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(
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基金项目!上海市浦东新区卫生系统特色专病建设资助"""肠癌合并
急性肠梗阻#
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$

通信作者!蔡晓燕!主任医师!博士%上海市浦东新区公利医院普外科!

上海市浦东新区苗圃路
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号 #
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收稿日期!
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!"!"F"?F!R

结肠癌是消化道常见恶性肿瘤% 根据最新统计

数据!结肠癌在全球新发肿瘤中居第
A

位!而致死率

居第
!

位"

?

#

% 早期结肠癌由于临床症状不典型!确诊

时已为晚期!结肠癌根治术后
B

年生存期也较低!化

疗对晚期结肠癌的生存期改善不显著%因此!需继续

探索新的治疗靶点!提高晚期结肠癌患者预后%快速

发育生长因子同源蛋白
?

&

:;<2aE`!(0+*V0Z 0)!

*c+0ZNd*1&Z/+*V&(!1V/G'+*V0Z ].&1].&](&V0/) .&G&+&45

? Z&G*/) ?

!

:;<=>?

'是快速发育生长因子家族中的

一类蛋白!它可以被酪氨酸激酶活化!形成同源二聚

基
础

%

临
床
研
究

W""
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体或者与
%&'()!

形成异质二聚体调控丝裂原活化

蛋白激酶 !

*+,-./0!12,+31,/4 56-,/+0 7+018/

"

9:&;

#

通路的激活$

!<=

%

& 关于
%&'()>

在肿瘤发生和进展中

的研究较少" 目前仅有研究发现
%&'()>

在肝癌和

骨肉瘤中表达水平下降" 可能发挥肿瘤抑制因子的

作用$

?<@

%

&

%&'()>

低表达与肝癌的高侵袭性和转移

密切相关 $

?

%

"但
%&'()>

在结肠癌中的研究尚少见

报道&因此"本研究主要探究
%&'()>

在结肠癌中的

表达水平及其与结肠癌临床特征的相关性 "为

%&'()>

作为结肠癌预后因子或者治疗靶点提供理

论依据&

>

材料与方法

!"!

细胞培养

结肠癌细胞株
%A?$"

和
%A#!"

和正常结肠上

皮细胞株
BC9?#"

购于中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库
D

中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心&

%A?$"

'

%A#!"

和
BC9?#"

均培养

于 含 有
>"E

胎 牛 血 清 和
>E

双 抗 的
'&9F!>#?"

!

:GCC!="!!"">

G9

(培养基中&细胞接种于
#

孔培养

板并贴壁后" 使用阳离子脂质载体
H+5-I/2,1*+0/

!"""

将
%&'()>

小干扰
'B:

)

8+!%&'()>

( 转染入

%A?$"

和
%A#!"

细胞" 转染前细胞密度为
J"E"

$@E

" 对照组和
8+!%&'()>

干扰组的转染终浓度均

为
@"0*-KDH

" 转染
?$ L

后抽提总
'B:

"

J!L

后抽提

总蛋白&

!"#

组织标本

选取上海市浦东新区公利医院于
!">#

年
>

月

至
!">M

年
>

月的
?@

例结肠癌标本和配对癌旁正常

组织"结肠癌标本经术后病理确诊为结肠癌"其中男

性
!$

例"女性
>J

例"平均年龄
#?NJ#>#N?

岁&

!"$

实时荧光定量
&C'

检测
%&'()> *'B:

表达

水平

G6+O-K

法!

F03+,6-./0

公司(提取各实验组
%A?$"

和
%A#!"

细胞以及液氮中冻存的结肠癌组织标本

的总
'B:

& 总
'B:

进行反转录获取
2)B:

后进行

&C'

反应&

&C'

反应条件为
M@$

变性
=*+0

*按下列

参数循环
?"

次+

M@$

变性
= 8

"

#"$

退火
!"8

& 实时荧

光定量
&C'

引物+

%&'()> P-6Q164 @%! ::RR:GRCC!

CCR::GC::::: !=%

"

'/3/68/ @%!RRCGGRRCGGGR!

C:GRG:R:C!=%

*

R:&)S P-6Q164 @% !CGRRRCG:!

C:CGR:RC:CC!=%

*

'/3/68/ @%!::RGRRGCRGGR:R!

RRC::GR!=%

& 小干扰
'B:

由上海吉玛制药技术有

限公司设计合成& 使用
!

T!!C, 法计算
*'B:

相对表

达量" 测定值以
!

U!!C,

"!

作为高表达"

!

<!!C,

V!

作为

低表达&

!"% A/8,/60 WK-,

检测
%&'()>

蛋白表达

转染
8+!%&'()> J!L

" 使用
'F&:

细胞裂解液

)江苏碧云天公司"货号+

&>""=X

(提取蛋白"

XC:

试

剂盒)江苏碧云天公司(测定蛋白浓度"并调整待测

样本的蛋白质含量& 每孔加
="Y@"".

蛋白样品"电

泳'转膜'封闭"按
>&>"""

稀释一抗"置
?$

孵育过

夜&

&X%G

洗膜
=

次"每次
>" *+0

"分别按
>&>"""

稀

释二抗"孵育
> L

"

&X%G

中洗膜
=

次"每次
>" *+0

&

通过
(CH

显影曝光&

%&'()>

抗体)货号+

ZM?"#=

('

R:&)S

抗体)货号+

Z =#$=

(购于
C/KK %+.01K G/2L!

0-K-.[

公司&

!"&

免疫组织化学染色

将石蜡包埋切片脱蜡 ' 水化 "

&X%

洗
!

次各

@*+0

"

=\ S

!

]

!

"室温封闭
@">"*+0

"蒸馏水洗
=

次"

然后进行抗原修复"

&X%

洗
@*+0

" 滴加山羊血清封

闭液"室温封闭
!"*+0

& 滴加一抗
?$

孵育过夜"

&X%

洗
=

次每次
!*+0

* 滴加生物素化二抗"

!"$"=J$

!"*+0

"

&X%

洗
=

次每次
!*+0

"滴加试剂
%:XC

"

!"$

"=J$!"*+0

"

&X%

洗
?

次每次
@*+0

" 然后进行
):X

显色试剂盒显色 * 蒸馏水洗后使用苏木素复染

!*+0

'盐酸酒精分化*脱水'透明'封片'镜检&

!"' ()*+,-.//

对照组和
8+!%&'()>

干扰组细胞从
#

孔板中消

化下来"调整细胞密度为
?'>"

@ 个
D*K

"取
"^!*K

接种

到
G6108Q/KK

小室"并将
G6108Q/KK

小室置于
!?

孔板

内"上室内为含
>\

血清的培养基"下室为含
>"\

灭

活血清的培养基& 培养
!"L

后用棉签头擦掉小室内

细胞" 甲醇固定"

"N>\

结晶紫染色" 洗净风干后于

H/+21

荧光倒置显微镜
!""

倍视野下拍照"随机选取

?

个视野拍照"计算每个视野细胞总数&

!"0 CC;$

增殖实验

%A?$"

和
%A#!"

细胞转染
8+!%&'()>

后"将细

胞按
>'>"

= 个
D*K

接种于
M#

孔板中传代培养" 每组

设置
#

个复孔&细胞贴壁后加入
CC;$

"

>Y=L

后酶标

仪检测
:?M"0*

下吸光度值&

J">
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!"#

细胞凋亡

使用不含
:;<=

的
"8!>?

胰酶消化细胞!预冷的

@!ABC

"

D"

#洗涤细胞
@

次!加入
E""!+

的
@!B/)F/)4

B',,0(

悬浮细胞$ 加入
>!+

的
=))0G/) 7#HI<-

混匀

后!避光!室温孵育
@>J/)

$上机前
>J/)

再加入
>!+

的
AI

染色$上机前!补加
!""!+

的
@!B/)F/)4 B',,0(

%

!"$

统计学处理

采用
CACC!"8"

软件进行统计学分析!计量数据

用均数
$

标准差"

K0*)$C;

&表示!行
L

检验$计数资

料用百分比表示!行
"

! 检验$两变量之间关系采用

线性相关分析$使用
M*N+*)#K0/0(

法

进行生存分析$

AO"8">

为差异有统计

学意义%

!

结 果

%"! CAP:;@

在结肠癌细胞株和组织中

表达上调

通过使用实时荧光定量
A-P

检

测
CAP:;@ JP9=

在结肠癌细胞株

和组织中表达水平% 结果显示!同正

常结肠上皮细胞株
9-KD#"

'

@8"@$$

"8"Q!

& 相比!

CAP:;@ JP9=

在结肠

癌细胞株
CRD$"

"

E8D"E$"8#>#

!

AS

"8"""Q

& 和
CR#!"

"

D8"D@$"8!!$

!

AS

"8"""!

&中表达上调!差异具有统计

学意义"

AO"8">

!

H/4'(0 @=

&% 在
D>

例

结 肠 癌 组 织 和 配 对 癌 旁 组 织 中 !

CAP:;@ JP9=

在 结 肠 癌 组 织

"

>8@T$$!8QE$

& 中的表达水平显著高于癌旁正常组

织"

@8$>T$@8T!>

&"

LS$8QQE

!

AO"8"""@

&"

H/4'(0 @B

&%

%"% CAP:;@

表达水平与结肠癌患者预后相关

根据
CAP:;@ JP9=

在结肠癌中的表达水平!

分为
CAP:;@

低表达组"

@"

例&和高表达组"

E>

例&

"

H/4'(0 !

&%

M*N+*)UK0/0(

分析显示!高表达
CAP:;@

患者的总生存期较低表达
CAP:;@

组患者低! 低表

达组中位生存期为
>D

个月!高表达组为
ET

个月!组

间差异有统计学意义 "

VPS!8E!#

!

T>?-I

(

@8ED"WD8"#!

!

!

AO"8">

&)

H/4'(0 E

&%

%"&

干扰
CAP:;@

抑制结肠癌细胞增殖

通过设计小干扰
1/P9=

干扰
CRD$"

和
CR#!"

细胞中
CAP:;@

表达水平%

CRD$"

和
CR#!"

转染

1/#CAP:;@

后!干扰组
CAP:;@J P9=

"

CRD$"

(

"8ETE$

"8"TQ

!

CR#!"

(

"8EQ! $"8"ET

& 表 达 水 平 较 对 照 组

CAP:;@ JP9=

"

CRD$"

(

@8"@D$"8@D#

!

CR#!"

(

"8TT"$

"8"$T

&显著下降 "

CRD$"

(

LSD!8">

!

AS"8""D

$

CR#!"

(

LS@!8T@

!

AS"8"""D

&"

H/4'(0 D

&%

使用
--M$

增殖实验检测
CRD$"

和
CR#!"

的

增殖能力!结果显示!在
E#.

和
D$.

!转染
1/#CAP:;@

的干扰组
CAP:;@

细胞在
=DT"

吸光度值低于对照

组!差异均有统计学意义"

AO"8">

&% 同样!

1/#CAP:;@

=

(

<.0 0GN(011/&) +0X0+ &, CAP:;@JP9= /) 3&+&) 3*)30( 30++ +/)01 F0L03L0F Y5 ZP<UA-P[\AO"8">]

B

(
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干扰组
%&#!"

细胞在
'#(

和

)$(

吸光度值也显著低于对照

组!

*+","-

"!

./0123 -

"#

!"#

干扰
%*4567

抑制结肠癌

细胞迁移

干扰
%*4567

表达后 $使

用
829:;<3==

小室检 测
%&)$"

和
%&#!"

细胞的迁移能力的

变 化 # 结 果 显 示 $ 转 染
;/!

%*4567

的
%&)$"

干扰组穿透

小室的细胞数量显著少于对照

组 !

> ?)!,"-

$

* +",""7

"$

%&#!"

细胞转染
;/!%*4567

后$ 干扰

组穿透小室的细胞数量也显著

少于对照组!

>?7!,@7

$

*?","""!

"

!

./0123 #

"#

!"$

干扰
%*4567

促进结肠癌

细胞凋亡

干扰
%*4567

表达后 $使

用 流 式 细 胞 仪 和
A::3B/: C!

.D8EF*D

凋 亡 试 剂 盒 检 测

%&)$"

和
%&#!"

细胞的凋亡

水平变化# 结果显示$ 转染
;/!

%*4567

后$ 干扰组的
%&)$"

和
%&#!"

细胞在
)$(

后$凋亡

细胞数均高于对照组的
%&)$"

和
%&#!"

细胞$ 差异均有统计

学意义!

%&)$"

%

>?7$,)#

$

*+","-

&

%&#!"

%

> ? 7$ , -!

$

* + " , """7

"

!

./0123 G

"# 不过$尽管同对照

组相比差异存在统计学意义$

但干扰组凋亡水平升高的生物

学 差 异 并 不 明 显 $ 因 此 $

%*4567

对结肠癌细胞
%&)$"

和
%&#!"

具有一定程度的抗

凋亡作用#

'

讨 论

结肠癌是消化系统常见恶

性肿瘤$并且预后较差# 基因突
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

:

!

;.0 30++ *<&<=&1/1 &, >?@$" 30++ +/)01 *,=0( =(*)1,03=/)4 A/=. 1/!>BCDEFGHBI"8"JK

L

!

;.0 30++ *<&<=&1/1 &, >?#!" 30++ +/)01 *,=0( =(*)1,03=/)4 A/=. 1/!>BCDEFGMBI"8"JK

变" 缺失以及原癌基因激活等都对肿瘤的发生和进

展发挥多重调控作用# 本研究结果显示$

>BCDEF

在

结肠癌中表达水平显著上调$ 高表达
>BCDEF

的患

者预后较低表达
>BCDEF

患者总生存期明显缩短#

干扰
>BCDEF

后$ 结肠癌细胞的增殖和迁移能力显

著下降$细胞凋亡水平显著上升#

>BCDEF

是快速发育生长因子家族中的一类蛋

白$ 通过形成同源二聚体或者与
>BCDE!

形成异质

二聚体$与
3!N/=

原癌基因%

3!N/=<(&=&!2)3&40)0 B(&!

=0/)

$

3!N/=

&编码的蛋白结合$

3!N/=

是酪氨酸激酶受体

蛋白家族的重要成员之一$ 其作为干细胞因子的受

体$ 可以通过一系列信号通路参与造血干细胞增殖

分化的调控 '

#

(

)

>BCDEF

的突变与
O04/'1

综合征有

关)

O04/'1

综合征是指一组以多发性雀斑" 腋部雀

斑"轻度神经认知功能障碍"

L

型大斑等临床表现的

综合征$但
>BCDEF

在肿瘤中的作用仍待阐明)最近

有研究显示$

>BCDEF

在肝癌和小儿急性粒细胞白

血病患者中表达水平下降$ 并且
>BCDEF

的表达水

平与肝癌的分期和分级具有相关性$ 细胞水平研究

显示
>BCDEF

与肝癌的侵袭和转移呈负相关'

@

$

P

(

) 在

骨肉瘤细胞系中过表达
>BCDEF

后$ 可有效抑制骨

肉瘤细胞在裸鼠体内

成瘤以及转移'

$

(

)而在

本研究中$

>BCDEF

在

结肠癌组织中表达上

调$ 细胞水平实验显

示
>BCDEF

发挥癌基

因作用$ 促进结肠癌

细胞增殖" 迁移和抗

凋亡)

>BCDEF

的 异 常

表 达 受 多 种 因 素 调

控$如基因突变"甲基

化和
Q/C9:

)

>BCDEF

的突变与神经纤维瘤

综合征密切相关 $在

9RS

%美国国立卫生

院& 关于神经纤维瘤

病
F

型 %

9TF

&的诊断

标准中$存在
>BCDEF

种系突变但无神经纤

维瘤蛋白
F

%

90'(&,/!

U(&Q/)F

&突变的$即可诊断为神经纤维瘤病
F

型综

合征'

V

(

)

>BCDEF

的低表达被认为是急性骨髓白血病

%

*3'=0 Q50+&/W +0'N0Q/*

$

:XO

& 发生的重要因素$一

项研究显示$同对照组%非急性早幼粒白血病&相比$

在
:XO

患者中$

>BCDEF

启动子呈高甲基化水平$

>BCDEF

启动子区的异常甲基化状态与
:XO

基因

转录的下调有关)

>BCDEF

启动子甲基化水平可能

与
:XO

的治疗反应有关 '

F"

(

) 另外$

Q/3(&C9:

对

>BCDEF

的异常表达也具有重要调节作用)

Q/C!F$!

和
Q/C!FV#

都能靶向
>BCDEF

的
Y" !Z;C

$

Q/C!F$!

靶向
>BCDEF

$促进口腔鳞癌增殖和侵袭'

FF

(

$

Q/C!FV#

则靶向
>BCDEF

促进乳腺癌细胞的增殖和转移 '

F!

(

)

>BCDEF

作为快速发育生长因子家族一类蛋白$被

认为是生长因子信号通路中的负调控因子$

>BCDEF

与
C*,

形成复合物$可抑制
DC[

通路的激活'

@

(

)

尽管
>BCDEF

在肿瘤中的功能存在差异$ 但明

确
>BCDEF

在不同肿瘤中发挥的作用有助于充分认

识
>BCDEF

的功能)在精准医学时代$更加有利于为

肿瘤的靶向治疗明确靶点 ) 因此 $ 本研究发现

>BCDEF

在结肠癌中发挥癌基因作用$ 并且与结肠

癌预后显著相关$ 为将来其作为预后因子和治疗靶
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认真细致逐一校对&请用规范的通用药品名称$不用商品名%和医学名词!认真核查并使用标

准计量单位及药物剂量)

F6

参考文献缺项的部分!应按本刊规定的著录格式进行补充" 请作者务必认真核实所引

用文献是否正确!并核查正文中角码是否与文后所列参考文献序号对应"

#6

校对完毕请作者
`

通信作者签名!并在规定的日期内将校样稿寄回编辑部" 如有要求补

充的资料!也需一并寄回"

U6

由于出版周期的限制!如作者
`

通信作者不能在规定时间校对寄回!请及时联系本刊编

辑部说明原因!否则可能造成该文稿延期出版!或者取消刊发"

U"F


