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!!'摘要(!目的!探究)>!B!在不同阶段结肠癌组织中的表达水平#并查找可能对)>!B!表达产生调控作用

的微小分子ZQU!;1Z"及其对结肠肿瘤细胞的影响*方法!利用实时定量B*Z和蛋白印迹分析检测)>!B!在

结肠癌组织中的表达水平&构建载体7AWQU'@!:)>!B!并转染到培养的人类结肠癌细胞系 *̀J!!$中#检测细胞

的凋亡率与活性水平&利用J25.,8HA2-和 N1A54*46;J25.,86程序分析)>!B!的'mOJZ序列并查找能够结合

)>!B!的;1Z#构建载体73[':)>!B!:'mOJZ#共转染该 ;1Z与73[':)>!B!:'mOJZ到人类肾脏上皮细胞系

9̀̂ "Y'中#荧光素酶报告分析验证该 ;1Z对)>!B!表达的靶向调控作用&转染该 ;1Z到 *̀J!!$中#检测

)>!B!表达水平与细胞的活性氧!ZVH"水平&共转染该 ;1Z与7AWQU'@!:)>!B!到 *̀J!!$中#检测细胞的

ZVH水平与活性水平*结果!)>!B!在不同阶段结肠癌样本中的表达水平均上升#在低营养环境下#高表达

)>!B!的 *̀J!!$细胞凋亡率下降#细胞活性上升*而;1Z:!''G在)>!B!的'mOJZ序列区域有特异性结合位

点#在转录后水平下调)>!B!的表达*在低营养环境下#过表达 ;1Z:!''G的 *̀J!!$细胞活性水平显著下降#

ZVH水平显著上升&在正常营养环境下#高表达 ;1Z:!''G无显著影响*此外#在低营养环境下#过表达 ;1Z:!''G

的 *̀J!!$细胞同时过表达3HJB!#则细胞活性水平下降程度和ZVH水平上升程度均减小*结论!低营养环境

下;1Z:!''G能够通过对)>!B!的抑制作用削弱结肠肿瘤细胞的生存能力*

'关键词(!)>!B!!;1Z:!''G!结直肠癌!低营养环境

_#'G#B#>E;@K;B;(<&?;=K,BB8#(C(8&@@#$#,(>O(&>=#>#;('BK;(-#>#;(#8M,-&$,-GE +#MO1JJG<%=;&:%M,:&B'>#(:

.XQ=,88#;(;@'()*1!CD"',
!#I"#)<%*+'

"#=?E/'
"# 0!!0<6..&,&67C/7&>:/&':&;#>/:%*+'?'/@&3;/4A#

*+,-./0$!%%'$#*+1-2&"0R&AC+Q63+463A67L/34%1&7&:4;+'9M&.+4&9 1/;&+;&;67 (65&'+'9<%/.93&'

!>/:%*+'?'/@&3;/4A"#E/'/;43A67F9*:+4/6'#*+,-./0$!%%&!#*+1-2

# *455,674-/1-.208+45#9:;21<$YF;5=!!$'@A4;

'7G8>='$>(!LGD,$>#*,!J4/,8,5;1-,8+,,K75,6614-<,C,<4>)>!B!1-A4<4-80;4581660,628/1>>,5,-8682.,6

2-/8+,,>>,A864>)>!B!,K75,6614-4-A4<4-80;45A,<<6#2-/841/,-81>F;1Z8+285,.0<28,8+,,K75,6614-4>

)>!B!@+,>%;-8!Z,2<:81;,B*Z2-/=,68,5-G<48=,5,06,/84/,8,A88+,,K75,6614-<,C,<4>)>!B!1-A4<4-

80;4581660,6@7AWQU'@!:)>!B!=26A4-6850A8,/2-/852-6>,A8,/1-84+0;2-A4<4-80;45A,<<<1-, *̀J!!$@J+,

274784616528,2-/C12G1<18F4> *̀J!!$=,5,;,2605,/@J25.,8HA2-2-/N1A54*46;J25.,86754.52;6=,5,06,/84

;,2605,)>!B!'mOJZ2-/1/,-81>F)>!B!:825.,81-.;1Z@73[':)>!B!:'mOJZ=26A4-6850A8,/2-/852-6>,A8,/

=18+8+,6,<,A8,/;1Z1-84+0;2-?1/-,F,718+,<12<A,<<<1-, 9̀̂ "Y'@W02<:<0A1>,526,5,7458,52662F=,5,7,5>45;,/

84/,8,A88+,5,.0<2814-,>>,A84>8+,6,<,A8,/;1Z4-)>!B!,K75,6614-6@J+,6,<,A8,/;1Z=26852-6>,A8,/1-84

*̀J!!$#2-/8+,15<,C,<64>)>!B!,K75,6614-2-/5,2A81C,4KF.,-67,A1,6!ZVH"=,5,;,2605,/@J+,6,<,A8,/

;1Z2-/7AWQU'@!:)>!B!=,5,8+,-852-6>,A8,/84.,8+,51-84 *̀J!!$@J+,C12G1<18F2-/ZVH<,C,<4>8+,

852-6>,A8,/A,<<6=,5,;,2605,/@M,8&B>8!J+,,K75,6614-<,C,<64>)>!B!1-A5,26,/1-A4<4-80;4581660,6282<<

682.,6@VC,5:,K75,6614-4>)>!B!/,A5,26,/2747846162-/1-A5,26,/C12G1<18F4> *̀J!!$1-1-60>>1A1,-8:-0851814-2<

A4-/1814-@;1Z:!''GA40</825.,8)>!B!'mOJZ2-/5,75,661C,<F5,.0<28,)>!B!,K75,6614-61- *̀J!!$@J+,

4C,5:,K75,6614-4> ;1Z:!''G5271/<F/,A5,26,/C12G1<18F2-/1-A5,26,/ ZVH<,C,<1- *̀J!!$1-1-60>>1A1,-8:

-0851814-2<A4-/1814-@M0860A+,>>,A86=,5,2G6,-81--45;2<-0851814-2<A4-/1814-@]-2//1814-#1-1-60>>1A1,-8:

-0851814-A4-/1814-#=+,-8+, *̀J!!$4C,5:,K75,66;1Z:!''G2-/)>!B!288+,62;,81;,#8+,,K8,-84>C12G1<18F

/,A5,26,2-/ZVH<,C,<1-A5,26,25,6+458,-,/@K;($B&8#;(!]-1-60>>1A1,-8:-0851814-2<A4-/1814-#;1Z:!''G/,A5,26,6

C12G1<18F4>A4<4-80;45A,<<6GF5,75,661C,<F5,.0<281-.)>!B!,K75,6614-6@

'H,EI;=-8(!!)>!B!!!N1Z:!''G!!*4<4-A2-A,5!!]-60>>1A1,-8:-0851814-2<A4-/1814-

!!结直肠癌是胃肠道常见的恶性肿瘤#其发病率

# 通信作者#9:;21<$YF;5=!!$'@A4;

和死亡率近年来呈上升趋势
,! "-*据统计,'-#"%%(

年结直肠癌已成为癌症发病人数第三高的癌症#而

死亡人数在所有癌症中位列第四*由此#结直肠癌
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受到的关注度也越来越高*

谷胱甘肽H转移酶!3HJ"超家族是一大类二

期代谢酶类#这一酶类能够催化谷胱甘肽结合各种

亲电子的外源性物质#包括多种环境毒素)致癌物

质#以及用于治疗癌症的药物等#因而是一种参与解

毒过程的重要酶类
,&-*3HJ:2是3HJ超家族成员

之一#该蛋白在人类组织和肿瘤中表达,) $-*而

)>!B!是表达产生3HJ:2的基因#该基因的表达

与肿瘤发生关系密切
,$ S-*在结直肠癌中#)>!B!

在该肿瘤发生的所有阶段均过量表达
,( !!-*虽然

)>!B!表达 3HJ:2在结直肠癌中的意义还不清

楚#但 WUQ3 等
,!"-
通 过 敲 除 )>!B!#已 表 明

)>!B!能够增强人类结肠癌细胞系 *̀J!!$的生

存和增殖能力#并在低营养条件下能保护 *̀J!!$

免于氧化和程序性死亡*

微小分子ZQU!;1Z"是内源性的小片段!"%"

")-8"非编码ZQU的总称#它们的功能主要是通过

抑制基因的转录而抑制性调节基因表达
,!'-*;1Z

最具特征性的功能是成熟的 ;1Z能够利用其子序

列找到一组转录后的 ;ZQU*根据 ;1Z与目标

;ZQU之间的互补程度#;ZQU表达会不同程度

受阻
,!&-*虽然关于它们生物功能的了解有限#但最

近的研究显示#;1Z可能参与结直肠癌的发生*

本研究通过分析)>!B!在不同阶段结肠癌组

织中的表达以了解结肠肿瘤细胞在低营养环境中的

生存情况#同时查找出能够调控)>!B!表达的

;1Z#以期为结直肠癌的治疗提供实验依据*

1!材料和方法

1@1!材料

人类结肠癌细胞系 *̀J!!$)人类肾脏上皮细

胞系 9̀̂ "Y'细胞系来自四川大学华西医院细胞

病理平台* 9̀̂ "Y'细胞培养条件$含!%%;<0[

LMH的 WN9N 高 糖 培 养 基#'S n#)P *V"*

*̀J!!$ 细胞培养条件$含 !%% ;[0[ LMH 的

ZBN]!$&%培养基#'Sn#)P*V"*低营养培养条

件$含)%;[0[LMH的ZBN]!$&%培养基#'Sn#

)P*V"*

从 Z01G4公司购买所需的人工合成小干扰

ZQU!61ZQU"序列61:)>!B!);1Z:!''G);1Z:!''G

抑制剂#其各自的对照物由该公司配套合成*61:

)>!B!);1Z:!''G及其对照物均使用!)-;4<0[

浓度*抑制实验的;1Z:!''G抑制剂和;1Z:对照物

使用'%-;4<0[*

1@/!组织样本

收集"%!&年在四川大学华西医院行手术治疗

的!)例结肠癌患者的肿瘤组织和癌旁组织#样本在

手术后直接冷冻保存*通过 9̀染色鉴定肿瘤区

域*所有肿瘤样本分别通过O]**"%%"JQN系统

分类并通过 3<,264-分级系统进行分级*依据

O]**"%%"JQN 系统#结肠肿瘤组织分为阶段$)

阶段%)阶段&#每阶段样本各)例*

1ZJ!实时定量AKM检测样本的'()*1?MT7

将样本碾碎后分别加入! ;[ JZ]e4<试剂

!]-C1854.,-"#采用JZ]e4<法提取总ZQU*然后将

!/.总ZQU逆转录为AWQU#实验使用;1A54ZQU

逆转录试剂盒!L,;,-826"*)>!B!特异性引物序

列设计如下$L$)m:*J33*J3333UU*UJ*UU

U3:'m&Z$)m:JJ*JJ3JJ*J*3U333**JJ:'m*

互补AWQU作为模板进行实时定量B*Z#实时B*Z

实验以及AWQU序列特异性引物和实时定量B*Z

探针的合成均使用Z]MVM]V;1A54ZQU分析试剂

盒*产物大小为")'G7*最后使用"h33*8
评估完成

定量*

1Z3!蛋白印迹分析样本中 "̂<A1蛋白表达水平

将组织样本在液氮中粉碎后用Z]BU裂解液提

取总蛋白#!)%%%l,离心'%;1-#M52/>45/法测定

蛋白浓度#然后使用3HJB!小鼠单克隆抗体!MW#

!o)%%"#鼠抗人1:2A81-!!o!%%%"抗体作为内部参

照*最后使用];;4G1<4-JN
蛋白化学发光 `ZB底

物通过凝胶基质系统进行检测#图像分析软件为

d02-818FV-,*

1@5!质粒构建

1@5@1!7AWQU'@!:)>!B! 的 构 建 !)>!B!

AWQU序列以 9̀̂ "Y'细胞AWQU 为模板#通过

B*Z的方式获得*引物序列如下$上游)m:JJJ

33UJ**UJ3**3***JU*U**3J33J*:'m#下

游 )m:JUJ3UUJJ*J*U*J3JJJ***3JJ3**

UJJ:'m*B*Z解链温度为)S@( n#延伸时间为

)%6#扩增'%循环*B*Z 产物经过 L+5`#和

F:6Z#酶切后克隆至7AWQU'@!载体上*质粒经

测序后用于后续实验*质粒终质量浓度为!/.0

/[*

1@5@/!靶向)>!B!;ZQU的;1A54ZQU筛选和

73[:)>!B!:'mOJZ的构建!使用生物信息学预

测工具J25.,8HA2-!S@%版本$"%!)年(月#+887$00

===@825.,86A2-@45.0"和N1A54*46;J25.,86来分

析不同哺乳动物包括人)小鼠)大鼠)猪和狗中

%%S
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)>!B!的'mOJZ区域&之后使用J25.,8HA2-查找

可能靶向)>!B!;ZQU的;1Z&查找出的;1Z序

列再使用 ;1ZM26,!"!版本$"%!&年$月#+887$00

===@;15G26,@45.0"进行确认*将已确认的 ;1Z

靶向序列插入73[':G261A质粒!B54;,.2"%M.*:基

因'mOJZ的J%6#和 =/'/%限制性酶切位点之

间*)>!B!;ZQU的'mOJZ全部序列的引物设

计为L$)m:*J*3U3U3J3U333JJ333333U:

'm#Z$)m:UU3*JJU3*J*J*JJU3UUUJJJJU

JJ33J**J:'m*质粒终质量浓度为!/.0;[*

1@6!细胞转染

1@6@1!7AWQU'@!:)>!B!转染及)>!B!沉默!将

*̀J!!$细 胞 分 为 & 组#分 别 转 染 7AWQU'@!)

7AWQU'@!:)>!B!)61:对照物和61:)>!B!*转染实

验过程如下$事先将细胞接种在无抗生素的细胞培养

基中!)%%%%0孔"#待细胞融合至Y%P时开始转染#对

于每个包含细胞和培养基的孔#将相应的质粒加入到

)%/. 无 血 清 培 养 基#混 匀#[174>,A82;1-,"%%%

!]-C1854.,-"使用前摇匀#并加入到)%/.无血清培养

基#混匀并孵育);1-#混合质粒与[174>,A82;1-,"%%%

稀释液并室温孵育"%;1-#后加入到孔中#轻轻晃动

摇匀并在)P*V" 孵箱中'Sn孵育!/*转染后的

细胞分别在)%;[0[血清!低营养环境",!)-
和!%%

;[0[血清!正常环境",!)-
中培养S"+*检测细胞的

凋亡率和细胞活性水平*

1@6@/!73[:)>!B!:'mOJZ与 ;1Z:!''G靶向结

合检验!将 9̀̂ "Y'细胞系分为'组$'单独转染

73[:)>!B!:'mOJZ#( 共 转 染 73[:)>!B!:'m

OJZ与 ;1Z:!''G#)共转染73[:)>!B!:'mOJZ

与;1Z对照物*转染实验过程同上*后进行双重

萤光素酶报告分子分析*

1@6@J!;1Z:!''G对低营养环境下 *̀J!!$细胞

3HJB!的影响检测!将 *̀J!!$细胞系分为&组$

'单独转染;1Z:!''G#(单独转染 ;1Z:对照物#)

共转染 ;1Z:!''G与 ;1Z:!!'G抑制剂#*共转染

;1Z:!''G与;1Z:!!'G抑制剂对照物*转染实验过

程同上#转染后的细胞在)% ;[0[ 血清中培养

S"+#模拟低营养环境#后分别取样提取细胞总蛋白

进行蛋白印迹分析检测#实验过程同上#其余细胞检

测活性氧!ZVH"水平*

1@6@3!;1Z:!''G与7AWQU'@!:)>!B!共转染对

低营养环境下 *̀J!!$细胞的影响检测!我们将

*̀J!!$细胞系分为'组$'单独转染 ;1Z:!''G#

(单独转染 ;1Z:对照物#)共转染 ;1Z:!''G与

7AWQU'@!:)>!B!*转染实验过程同上#转染后的

细胞在)%;[0[血清中培养&(+#模拟低营养环

境#后检测细胞的ZVH水平和细胞活性水平*

1@2!细胞凋亡检测

转染的前!/#细胞按)%%%%0孔播种在"&孔

板*转染S"+后#细胞通过膜联蛋白4:L]J*凋亡

检测试剂盒!M14844<"染色#实验过程如下$BMH洗

涤"次#加入!%%/[M1-/1-.M0>>,5重悬细胞#加入

)/[膜联蛋白4:L]J*和)/[B]染色液#室温避

光反应!%;1-#加入&%%/[M1-/1-.M0>>,5并混

匀*最后进行流式细胞仪分析#在)'%-; 定量*

凋亡率按总细胞中被膜联蛋白4染色的细胞占总细

胞的百分比计算*

1Z4!+<<法检测细胞活性水平

收集细胞#按)%%%%0孔种在"&孔板#并在)P

*V" 孵箱中'Sn孵育!/#每孔加入"%/[ NJJ

溶液#培养&+#吸去培养液#加入!)%/[二甲基亚

砜#摇床振荡!%;1-#酶联免疫检测仪在&Y%-;处

测量吸光值*

1@S!双重萤光素酶报告分子分析

使 用 双 重 萤 光 素 酶 分 析 系 统 !9!Y!%&

B54;,.2"#测定 9̀̂ "Y'细胞系中#海肾荧光素酶

和荧火虫荧光素酶在细胞溶解产物中的活性的比

值*

1Z10!ML"水平分析

使用ZVH水平测试检测仪检测细胞系的ZVH

活性#按说明书进行操作*绿色荧光的强度代表

ZVH水平*荧光金属板阅读器在&((-;激发并在

)")-;进行荧光检测*

1@11!统计学方法

所有实验重复'次*数据均以&Of;表示#组间

比较采用4检验#B$%@%)为差异有统计学意义*

/!结果

/Z1!结肠癌组织和癌旁组织中'()*1基因和蛋白

的表达

实时定量B*Z和蛋白印迹检测结果均表明!图

!"#与癌旁组织相比#)>!B!基因和蛋白在结肠癌

中表达更高#差异有统计学意义!B$%#%)"#且随着

病程进展#表达量略有上升#但各阶段差异无统计学

意义*

/Z/!不同营养环境中'()*1过表达对]K<116细

胞的影响

低营养环境下#)>!B!过量表达使细胞的凋亡

!%S
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图1!'()*1?MT7!7"和蛋白!P"在结肠癌旁组织以及癌变不同阶

段的组织中的表达

F#:1!.XQ=,88#;(8;@'()*1?MT7!7"'(-Q=;>,#(!P"#('-D'$,(>

(;($'($,=;&8>#88&,8'(--#@@,=,(>8>':,8;@$;B;(>&?;=>#88&,8

" B $%@%)#C6@2/E2A,-8-4-A2-A,540681660, !-,.281C,

A4-854<"& *̀J!!$$B46181C,A4-854<

率从'S#$(P降至""@)!P#而细胞的活性水平从

)SP上升到S(P&而在正常环境下#)>!B!过量表

达对细胞的凋亡率!"(#YYP变为")#'"P"和活性

水平!Y$P变为Y"P"无影响*特异性61ZQU沉默

)>!B! 后#低 营 养 环 境 下#细 胞 的 凋 亡 率 从

'S#$(P升至)(#&!P#而细胞的活性水平从)SP下

降到&%P&而在正常环境下#沉默3HJB!对细胞的

凋亡率!"(#YYP变为"Y#$(P"和活性水平!Y$P变

为Y&P"无显著影响*说明在低营养环境下#

)>!B!的表达可以提高细胞生存能力并减少细胞

凋亡#而在正常环境下没有明显影响*

/ZJ!?#M对'()*1表达的靶向调控

通过生物信息学分析#我们发现#)>!B!的'm

OJZ中存在)%"$%G7的区域在哺乳动物包括人)

小鼠)大鼠)猪和狗中高度保守!图"U"#而在这一区

域中只显示出一个 ;1Z:!''G结合位点#因此 ;1Z:

!''G对)>!B!可能存在靶向调控作用*为探究这

一靶向调控作用#我们在)>!B!的'mOJZ中插入

荧光素酶报告基因*对 9̀̂ "Y'细胞的共转染结

果如 图 "M 所 示#共 转 染 ;1Z:!''G 和 73[':

)>!B!-'mOJZ结构的细胞相对于仅转染73[:

)>!B!:'mOJZ的细胞荧光素酶报告分子活性明显

下降#而共转染 ;1Z:对照物和 73[':)>!B!-'m

OJZ结构的细胞!图未显示"相对于仅转染73[:

)>!B!:'mOJZ的细胞无显著变化#提示 ;1Z:!''G

靶向结合到)>!B!的'mOJZ区*在对 *̀J!!$

细胞的转染结果中#蛋白印迹分析显示#)>!B!在

转染;1Z:!''G后S"+之内蛋白质水平降低!图

"*"*最后#ZVH水平分析显示#低营养环境下#转

图/!?#MO1JJG直接结合在'()*1Jc)<M区域对细胞的调控作用

F#:/!?#MO1JJG-#=,$>BE>'=:,>8'()*1

U$J+,708281C,;1Z:!''GG1-/1-.6,I0,-A,1-8+,'+OJZ4>8+,)>!B!1-/1>>,5,-8;2;;2<6&M$[0A1>,526,2A81C18FGF<0A1>,526,

5,7458,52662F61-A,<<<1-, 9̀̂ "Y'#""B$%@%!&*$B548,1-,K75,6614-<,C,<4>3HJB!GFD,68,5-G<482-2<F6161-/1>>,5,-8.540764>A,<<

<1-, *̀J!!$&W$ZVH<,C,<4>/1>>,5,-8.540764>A,<<<1-, *̀J!!$1-ZBN]!$&%=18+)%;[0[LMH&"B$%#%)#C6@;1Z:A4-854<&.B$

%#%)#C6@;1Z:!''Gp;1Z:!''G1-+1G1845

"%S
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染;1Z:!''G的细胞ZVH水平大幅上升至&S%P#

而同时转染 ;1Z:!''G和其抑制剂的细胞 ZVH的

水平显著降低至'!%P!图"W"*

/Z3!?#MO1JJG和'()*1对结肠癌细胞生存能力

的影响

结果!图'"表明#转染 ;1Z:!''G的细胞 ZVH

水平显著增加至 &"%P#而 ;1Z:对照组细胞为

!&)P*同时转染)>!B!和;1Z:!''G的细胞则增

加至'!%P*之后#我们评估了 *̀J!!$细胞系的

细胞活性水平*结果表明#细胞在转染 ;1Z:!''G

&(+后#细胞活性水平降至"(@&!P#而同时转染

)>!B!和 ;1Z:!''G的细胞活性水平则仅降至

&SP*表明在低营养环境下#过量表达 ;1Z:!''G

同样会使结肠癌细胞活性水平显著下降#而ZVH水

平显著上升#同时)>!B!过量表达则可以部分逆

转这一趋势#说明;1Z:!''G可通过对)>!B!的抑

制作用降低结肠癌细胞的生存能力*

图J!低营养环境'()*1与 ?#MO1JJG干预后]K<116细胞的ML"

水平和细胞活性

F#:J!ML"B,*,B'(-$,BB*#'G#B#>E;@]K<116$,BB>=,'>,-I#>%?#MO

1JJG'(-'()*1#(#(8&@@#$#,(>O(&>=#>#;($;(-#>#;( !"*$

0R05"

J!讨论

本研究使用两种细胞系来检测 ;1Z:!''G与

)>!B!的相互作用#其中人类肾脏上皮细胞系

9̀̂ "Y'是一种易于进行转染实验的细胞系#我们

使用 9̀̂ "Y'细胞系作双重萤光素酶报告分子分

析#检测 ;1Z:!''G是否能够结合于)>!B!的'm

OJZ序列#一方面成功率较高#另一方面也在侧面

印证了 ;1Z:!''G 在不同的细胞中均能够结合

)>!B!的'mOJZ序列并产生抑制性调控作用&而

人类结肠癌细胞系 *̀J!!$则作为主要研究模型#

用以探究在人类结肠癌中)>!B!的作用以及;1Z:

!''G对)>!B!是否存在调控作用*结果表明#在

低营养环境下#)>!B!过量表达能提高结肠癌细胞

的生存能力&而 ;1Z:!''G靶向结合)>!B!的'm

OJZ区域并在)>!B!转录后下调)>!B!#并因

此在低营养条件下削弱癌细胞的生存能力和增加细

胞的ZVH水平*

JZ1!'()*1在结肠肿瘤细胞中的表达与作用

)>!B!在包括结肠在内的人体组织中广泛表

达
,$-*它在各种癌症中扮演的角色不同#例如#启动

子甲基化导致的)>!B!表达缺失是前列腺癌和肝

细胞癌发生的一个特征性标志
,!$ !S-#而在许多癌症

包括结肠癌中#)>!B!则过量表达
,!( !Y-*本研究

也检测了)>!B!在不同阶段结肠癌中的表达水

平#并证实)>!B!在结肠癌的所有阶段均过量表

达*

)>!B!表达3HJ:2在结直肠癌中的意义仍不

清楚#本研究结果表明#)>!B!的过表达在低营养

条件下会增强肿瘤细胞的生存能力而在正常状态下

没有显著影响#并且)>!B!在结直肠癌的早期阶

段即大幅上调*综合这几点#我们认为#)>!B!表

达3HJ:2是肿瘤细胞能够在低营养条件下生存的

重要因素之一*之前有动物实验表明#不表达

)>!B!的老鼠结直肠癌的发病率显著上升
,"%-#而

后来WUQ3等
,!"-
通过敲除)>!B!#则发现3HJB!

能够增强人类结肠癌细胞系 *̀J!!$的生存和增

殖能力#并在低营养条件下保护 *̀J!!$免受氧化

和程序性死亡#这与本研究结果是一致的*鉴于

3HJ超家族是一种参与解毒过程的酶类
,&-#我们猜

想#在正常细胞中#3HJ:2的解毒作用会帮助降解

致癌物质#因而能够降低正常细胞癌变的概率&而在

肿瘤细胞中#3HJ:2的解毒作用可能会帮助肿瘤细

胞在低营养条件下的生存并降低细胞程序性死亡的

概率#因而有助于肿瘤细胞的生存和发展#而这可能

是肿瘤在体内能够渡过早期阶段或是能够转移到一

个新的位置并存活下来的关键因素之一*

JZ/!?#MO1JJG在结肠肿瘤细胞中的调控作用

而人类有'%P以上的蛋白质编码基因由 ;1Z

调控
,"!-*大量的文献报道了异常 ;1Z表达和许多

疾病过程之间的关系
,""-#这使;1Z作为小分子药物

有巨大的潜力*然而#现在仍然没有有效的方法来

识别调控特定目标基因的;1Z*生物信息学分析针

对单一目标基因会预测出大量的候选;1Z*在本研

究中#通过生物信息学分析#我们首次发现)>!B!

的'mOJZ区域中存在)%"$%G7的序列在人类)小

鼠)大鼠)猪和狗中高度保守*最近#越来越多的证

'%S
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据表明#;1Z:!''G的调控障碍是多种类型的人类癌

症进程中的一个重要的步骤#并有助于肿瘤的发

生
,"'-*但它与结肠癌临床阶段的关系仍待探究*

我们通过荧光素酶报告分子分析确认了 ;1Z:!''G

对)>!B!的直接调控作用#这证实 ;1Z:!''G是

)>!B!的一个调控因子*

不过#要探明 ;1Z:!''G对)>!B!的调控作

用#还需要进一步的研究*目前#我们正在尝试检测

;1Z:!''G在不同阶段的人类结肠肿瘤样本中的表

达水平#还计划测试 ;1Z:!''G对一系列的小鼠模

型的影响*最后#)>!B!与信号蛋白分子的相互作

用机制以及相关药物的开发均需要进一步的研究工

作来探明*
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