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!!&摘要'!目的!研究长链非编码/RX!@;,-,;,2B;8+,-/RX#@,B/RX"家族分子母源性印迹基因"V转录因

子!)"V"在结直肠癌组织及细胞株中的表达情况及其对人结直肠癌(1!W#细胞增殖的影响(方法!采用实时荧

光定量'./!L/I2'./"检测W#例结直肠癌组织及其癌旁组织#以及结直肠癌细胞株(1$P#+4.I""!+(1!W#和

正常结直肠上皮R.Y$!#细胞中)"V的表达(结直肠癌(1!W#细胞分别转染)"V=+/RX!=+2)"V组"和阴性对

照序列!=+2R.组"#分别采用流式细胞技术+细胞克隆形成实验和..ZP检测两组细胞的增殖情况(L/I2'./和

17=>7<,D@;>检测两组细胞%"-(2特异性周期蛋白2O"!.HB@+,O""和细胞周期素依赖激酶!BHB@+,8707,87,>N+,:=7

$#.OZ$"的表达情况(结果!与癌旁组织和正常结直肠上皮 R.Y$!#细胞相比较#结直肠癌组织和细胞株中

)"V的表达水平升高!'%#C#T",=+2)"V组细胞)"V表达水平低于=+2R.组#且细胞活力和细胞克隆数均低于=+2

R.组#以上差异均有统计学意义!'%#C#T",同时#相较于=+2R.组#=+2)"V组.HB@+,O"和=?N$基因和蛋白的表

达受到了明显抑制!'%#C#T"(结论!结直肠癌组织及细胞株中 )"V呈高表达#沉默 )"V表达能明显抑制结直

肠癌细胞的增殖能力#为结直肠癌的靶向治疗提供了潜在策略(

&关键词'!@,B/RX!结直肠癌!细胞增殖!治疗
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T# >">?@!.ABC@/B8D )-GB8#80$ ./L

KCEA$8#80$#="./0Q"-;@L-F.#=8##@0@#.6:,-K6+#$!####.6+,:,W>?@!.ABC@/B8D '"$G-8#80$#="./0Q"-

C@L-F.#F8##@0@#.6:,-K6+#$!####.6+,:,S>79//./ 2/-H@AG-B$8D MA.L-B-8/.#="-/@G@ ;@L-F-/@#Z9,?+,-

!T#T###.6+,:,$>?@!.ABC@/B8D P/F8#80$#*DD-#-.B@L )8G!-B.#8D )@!-/0#="./0Q"-;@L-F.#=8##@0@#

.6:,-K6+#$!####.6+,:,T>I-8F"@C-GBA$?@!.ABC@/B8D="./0Q"-;@L-F.#=8##@0@#.6:,-K6+#$!####.6+,:

# .;<<7=0;,8+,-:9>6;<#*2?:+@$K6:,-H+L+:,->H!"!SCB;?

&?D:;<'$;'!JDK,$;#*,!I;87>7<?+,7>677E0<7==+;,@7G7@;F@;,-,;,2B;8+,-/RX !@,B/RX"+?0<+,>78

?:>7<,:@@H7E0<7==78><:,=B<+0>!)"V"+,B;@;<7B>:@B:,B7<>+==97=:,8+>=7FF7B>;,0<;@+F7<:>+;,;FB;@;<7B>:@B:,B7<

(1!W#B7@@=C+,;%9-:!/7:@2>+?7L9:,>+>:>+G7'./!L/I2'./"A:=:00@+78>;87>7B>>677E0<7==+;,;F)"V+,W#

0:+<78>9?;<>+==97=:,8:8d:B7,>,;<?:@>+==97=#:,8+,,;<?:@R.Y$!#B7@@=:,8B;@;<7B>:@B:,B7<(1$P##

4.I""!:,8(1!W#B7@@=CI67=07B+F+B=?:@@+,>7<F7<+,-/RXF;<)"V!=+2)"V-<;90";<,7-:>+G7B;,><;@=7L97,B7

!=+2R.-<;90"A7<7><:,=F7B>78+,>;(1!W#B7@@=C'<;@+F7<:>+;,;F>67><:,=F7B>78B7@@=A:=87>7B>789=+,-F@;A

BH>;?7><H#..ZP:==:H:,8B@;,7F;<?:>+;,7E07<+?7,>CI677E0<7==+;,=;F.HB@+,O":,8BHB@+,8707,87,>N+,:=7$

!.OZ$"A7<787>7B>78DHL/I2'./:,817=>7<,D@;>CB,:&>;:!I677E0<7==+;,@7G7@=;F)"V+,B;@;<7B>:@B:,B7<

>+==97=:,8B7@@=A7<76+-67<B;?0:<78A+>6>6;=7+,:8d:B7,>,;<?:@>+==97=:,8,;<?:@R.Y$!#B7@@=CJ;A7<)"V

@7G7@#B7@@:B>+G+>+7=:,8B7@@B@;,7,9?D7<=A7<7F;9,8+,=+2)"V><:,=F7B>78B7@@=B;?0:<78A+>6>6;=7+,=+2R.

><:,=F7B>78B7@@=!'%#C#T"C=+2)"V><:,=F7B>78B7@@=6:887B<7:=787E0<7==+;,;F.HB@+,O":,8.OZ$!'%#C#T"C

89($>&:#9(!)"V7E0<7==+;,+,B;@;<7B>:@B:,B7<+=6+-6CZ,;BN28;A,)"V7E0<7==+;,B:,+,6+D+>0<;@+F7<:>+;,;F

B;@;<7B>:@B:,B7<B7@@=#A6+B60<;G+87=:0;>7,>+:@=><:>7-HF;<>:<-7>78>67<:0H;FB;@;<7B>:@B:,B7<C

&L,@M9<-:'!!J;,-,;,2B;8+,-/RX!!.;@;<7B>:@B:,B7<!!.7@@0<;@+F7<:>+;,!!I67<:0H

!!结直肠癌是最常见的恶性肿瘤之一#近年来我

" 国家自然科学基金!R;CP"!##VT""+长治医学院科研启动基

金!R;C普及 cO]W#"T#""和长治医学院科技创新团队项目!R;C

.\W#"T#S"资助

# 通信作者#*2?:+@$K6:,-H+L+:,->H!"!SCB;?

国结直肠癌的发病率和死亡率均保持上升趋势#严

重威胁着人类的身体健康#其治疗也面临着严峻的

挑战
)"*(目前#结直肠癌的治疗手段仍然是以手术

切除为主#随着治疗技术的日臻成熟#尽管治疗方法

大有改进#但是预后!T年生存率"仍然较差)W S*(
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因此#结直肠癌的治疗亟需一种新的治疗靶标#以更

好监测其复发和转移等病程(长链非编码 /RX

!@,B/RX"是一种可以定位于细胞核或细胞质或者

特定亚细胞器的/RX#而@,B/RX定位与它的功能

密切相关
)$*(定位在细胞核的@,B/RX常常发挥调

控表观遗传学的作用#如影响组蛋白修饰+结合在基

因增强子区等,定位在细胞质的@,B/RX常常与细

胞质的一系列蛋白或/RX发挥作用#如与?+/RX

作为内源竞争/RX!B7/RX"发挥作用+遮蔽某蛋

白的磷酸化位点阻止其被磷酸化等
)$*(J,B/RX是

近年来发现的与多种疾病密切相关的分子
)$ T*#大

量研究显示#@,B/RX家族分子母源性印迹基因"V

转 录 因 子 !+?0<+,>78 ?:>7<,:@@H7E0<7==78

><:,=B<+0>#)"V"与多种肿瘤的发生发展密切相关#

如$胃癌)!*+肝癌)U*+肾癌)P*
和食管癌

)V*
等#然而

)"V在结直肠癌中的研究报道还较少(本研究通

过研究@,B/RX)"V在结直肠癌中的表达+定位及

分子调控方式#初步探究)"V对结直肠癌生物学行

为的作用机制#为结直肠癌的分子治疗提供理论基

础(

1!材料和方法

1C1!材料和细胞系

I<+K;@试剂和逆转录试剂盒!.W"P"!""购于

c5X%*R公司,逆转录试剂盒 !.XST##"购于

'<;?7-: 公 司,J+0;F7B>XY5R* W### 购 于

5,G+><;-7,公司,..ZP试剂购于碧云天生物科技公

司,细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒购于碧云天生

物科技公司,细胞浆-核 /RX 抽提试剂盒购于

X?D+;,生物公司,=+/RX片段购于广州瑞博生物

有限公司,%"-(2特异性周期蛋白2O"!.HB@+,O""和

细胞周期素依赖激酶!BHB@+,8707,87,>N+,:=7$#

.OZ$"抗体购于上海优宁维生物科技有限公司#+2

:B>+,抗体购于芯科生物有限公司(

人正常结肠上皮 R.Y$!#细胞#人结直肠癌

(1$P#+(1!W#和(1!W#细胞株均购于中国科学

院上海生科院细胞资源中心(R.Y$!#+(1$P#和

(1!W#细胞所用培养液为含"#_胎牛血清!&3("

的/'Y5"!$#培基#4.I""!细胞所用培养基为含

"#_&3(的OY*Y培基#细胞保持在SU^含有体

积分数T_.)W的潮湿环境中(上述细胞复苏后#培

养传代#至第S代细胞进行细胞转染实验及后续相

应实验(

1C/!实验方法

1C/C1!一般资料和样本取材!收集W#例长治医学

院附属和平医院肿瘤科自W#"W年!月至W#"$年!

月行结直肠癌根治性切除术的结直肠癌患者组织#

包括癌组织和癌旁组织!癌周TB? 范围"(患者年

龄ST&UT岁#平均!TTCWSoSC$T"岁(患者术前均

未进行放化疗和生物治疗+未合并其他肿瘤等#并且

可收集患者完整检查+治疗和手术资料#以及联系方

式等(标本首先置于液氮灌中"#?+,#然后取出放

于 P̀#^保存用于实时荧光定量'./!L/I2'./"

法检测@,B/RX)"V的表达(

1C/C/!L/I2'./检测结直肠癌组织和细胞系中

@,B/RX)"V?/RX的表达!采用I/5K;@法提取

W#例人结直肠癌组织及其相应的癌旁正常组织的

总/RX#以及人正常结肠上皮 R.Y$!#细胞和人

结直肠癌(1$P#+(1!W#和 4.I""!细胞株的总

/RX#反转录得到BORX#进行L/I2'./检测#以

%*'?) 为内参(引物根据%7,3:,N序列#用软件

'<+?7<'<7?+7<TC#和 )@+-;!CWW设计#由华大基

因生物科技有限公司合成(引物序列如下$@,B/RX

)"V#上游$T[2%..II%X.%I%.I%%XI.I2S[#

下 游$T[2 I..%XI%.IIIX.I.XX%XX%II2

S[#扩 增 产 物 长 度 "P$D0,%*'?)#上 游$T[2

I%.X..X..XX.I%.I IX%.2S[#下 游$T[2

%%.XI%%X.I%I%%I.XI %X%2S[#扩增产物

长度PUD0('./反应条件为在VT^T?+,#随后

为VT^S#=#!#^S#=#UW^S#=重复$#个循

环(采用W`''.>
法分析目的基因的相对表达量(

1C/C7!L/I2'./ 检 测 分 析 (1!W# 细 胞 内

@,B/RX)"V的定位

1C/C7C1!(1!W#细胞的细胞核-质/RX分离!收

集约"e"#!
人结直肠癌(1!W#细胞#用预冷的

'3(清洗数次#离心#重悬#再将细胞分成两份!一

份抽总/RX#一份抽核-质/RX"#总/RX的抽提

利用I/5K;@法#细胞核-质 /RX的抽提步骤参考

胞浆-核 /RX 抽提试剂盒说明书(此时#这批

(1!W#细胞共收集到S份 /RX$一份总/RX+一

份细胞质/RX+一份细胞核/RX(

1C/C7C/!L/I2'./ 检测 (1!W#细胞@,B/RX

)"V表达!将上述S份 /RX 进行逆转录得到

BORX#进行L/I2'./检测@,B/RX)"V表达(引

物设 计 软 件+合 成 公 司+'./ 反 应 条 件 同 前#

@,B/RX)"V+%*'?) !细胞质的参照物")"#*
引物

序列同前(其余引物序列如下$2!!细胞核的参照

物")"#*
上游$T[2.I.%.II.%%.X%.X.X2S[#下

T$P
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游$T[2XX.%.II.X.%XXIII%.%I2S[#扩增产

物长度V$D0,"P( !细胞质的参照物"上游$T[2

..XI..XXI.%%IX%IX%.%2S[#下游$T[2%I

XX...%II%XX....XII2S[#扩 增 产 物 长 度

"VUD0(

1C/C7C7!(1!W#细胞内@,B/RX)"V的定位分析

! 将 L/I2'./ 测 得 的 细 胞 核 /RX 样 本 中

@,B/RX)"V+2!+%*'?)+"P(基因表达量减去

各基因在总/RX样本中的表达量#得到'.>#然后

计算W`'.>#最后进行J;-"#!W
`'.>"转换即得到最终

的表达值
)"#*(当)"V表达量$#时即表示该分子

主要分布在细胞核中#反之#当 )"V表达量%#时

即表示该分子主要分布在细胞质中(

1C/C3!细胞转染沉默(1!W#结直肠癌细胞 )"V

基因!首先#将生长状态良好的(1!W#细胞接种于

!孔板中!按"CTe"#T-孔"#然后用=+2R.和=+2)"V

!"##,?;@-J"干扰试剂进行细胞转染#分为=+2R.

组+=+2)"V5"组#=+2)"V2W组#=+2)"V2"Q=+2)"V5W

组(具体步骤参照J+0;F7B>:?+,7
IYW###试剂盒说

明书(转染S!6后#收集细胞及上清进行L/I2

'./法检测$组)"V的表达!方法同"CWCW"#并以

=+2R.组基因表达量为"#计算其余S组的相对表达

百分率为沉默效率(相应=+/RX片段的序列分别

为$=+)"V2"#T[2..XX.XM.XXX%X.X..XM8I

8I2S[, =+)"V2W# T[2MXX%M.XMMM%.X.M%

%MM8I8I2S[!这两个是公司设计的针对 )"V

?/RX序列不同位置进行干扰的片段",阴性对照

序列!=+2R."$=+R#TP"T"WW"$U(

1C/CO!流式细胞术分析=+/RX沉默@,B/RX)"V

后(1!W#细胞的细胞周期分布!(+2R.和=+2)"V

转染处理(1!W#细胞$P6后#收集细胞并用U#_

冷乙 醇 固 定#$ ^ 过 夜(用 碘 化 丙 啶 !'5#

#C#T?--?J"和/RX酶!W?--?J"常温下进行染

色S#?+,#用流式细胞仪分析细胞周期#细胞处于

%#-%"+(和%W-Y 期在细胞周期的百分比的评估

使用.7@@J:Dc9:,>:(.软件(

1C/C5!克隆形成实验检测=+/RX 沉默@,B/RX

)"V后(1!W#细胞的克隆形成情况!各组细胞

!=+2R.组和=+2)"V组#转染W$6"按每孔"###个

细胞分别接种于!孔板中#培养约"T8后#肉眼可

见克隆时即终止培养('3(清洗数次#体积分数

$_多聚甲醛固定S#?+,#再用"_结晶紫染液染色

"#?+,#晾干#拍照(每组设置S个重复(

1C/C2!..ZP检测=+/RX沉默@,B/RX )"V后

(1!W#细胞的增殖情况!各组细胞!=+2R.组和=+2

)"V组"设置T个复孔#转染#&V!6后#各板加入

"##%J混合培养液!每孔加入V#%J联合培养基和

"#%J..ZP溶液"#在SU^孵育长达W6#并使用

(07B><;YX\"V#酶标仪在$T#,? 处的光密度

!)O$T#"进行分析(

1C/C4!L/I2'./和 17=>7<,D@;>分析=+/RX沉

默@,B/RX )"V 后 (1!W# 细胞的 .HB@+,O" 和

.OZ$的基因和蛋白表达水平+)"V基因水平!

)"V=+/RX瞬时转染结直肠癌(1!W#细胞$P6

后收集相应的 /RX#L/I2'./法检测细胞 )"V+

.HB@+,O"和=?N$?/RX的表达#以%*'?) 为

内参#方法同"CWCW(其余引物序列如下#.HB@+,O"

上 游$T[2 I.%II%...I.I%I%..X.X2S[#下

游$T[2%.X%I..%%%I.X.X.II%X2S[#扩增产

物长度"U!D0,=?N$上游$T[2II%%I%I.%%I

%..IXI%%%2S[#下游$T[2..XI.X%..%%X.X

X.XII%%%2S[#扩增产物长度"VWD0(

(+2R.和=+2)"V转染处理(1!W#细胞$P6

后#用 /5'X 裂解液!强"冰上裂解细胞S# ?+,#

W#1超声震荡W?+,#在$^条件下#"W###e0离

心"#?+,#收集上清#测蛋白浓度(T#%-待测蛋白

在"##--J(O(2'X%*进行电泳分离#电泳条件为

积层胶P#f$#?+,+分离胶"W#f"CT6#然后在

"##f的条件下湿转膜"CT6#室温封闭"6#一抗

$^孵育过夜!.HB@+,O"和.OZ$一抗"g"####

+2:B>+,一抗"g$##"#洗膜#二抗SU^孵育"6#洗

膜#显影(用(B+;,5?:-7软件进行条带的灰度分

析#以各组的.HB@+,O"和.OZ$的条带灰度值与内

参灰度值比值为目的蛋白的相对表达量(

1C7!统计学方法

数据均以&SoG表示(两两比较采用B检验#

"i#n#T(

/!结果

/N1!>($BY?716在结直肠组织和细胞中的表达

及细胞内定位

首先#L/I2'./法检测W#例人结直肠癌组织

及其相应的癌旁正常的组织#结果显示#相对于癌旁

正常组织!"CS#o#CW#"#)"V在结直肠癌组织

!"CVUo#nS#"中呈现高表达#差异有统计学意义

!'i#C#SVU",此外#)"V的表达在正常结直肠上皮

R.Y$!#细胞!"C##o#C"U"低于结直肠癌(1$P#

!"CP$o#CS$"+(1!W#!UC$"o"CTU"+4.I""!

!$P
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!WnSPo#CUU"细胞#差异有统计学意义!' 均%

#n#T"#其中#(1!W#结直肠癌细胞中 )"V的表达

最高!'i#C##W""#因此后续实验我们选择(1!W#

进行相应实验(用L/I2'./法检测相应细胞核-

质指标#结果显示 )"V 主要定位于细胞质中

!图""#这提示其可能扮演调控某些基因转录后水

平或翻译水平的角色(

图1!\BXQI8B法检测716在结直肠癌"P5/0细胞内的定位情况

=#G1!X%,>9$';#9(9A716#($9>9<,$;'>$'($,<"P5/0$,>>:-,;,$;,-

D@\BXQI8B

I677E0<7==+;,@7G7@$#+,8+B:>7=>6:>>67?;@7B9@7+=?:+,@H

8+=><+D9>78+,>67,9B@79=#A6+@7>677E0<7==+;,@7G7@%#+,8+B:>7=

>6:>>67?;@7B9@7+=?:+,@H8+=><+D9>78+,>67BH>;0@:=?

/N/!验证>($BY?716:#BY?在结肠癌"P5/0细

胞中的沉默效率

=+2R.组+=+2)"V2"组+=+2)"V2W组和=+2)"V2

"Q=+2)"V2W组的)"V基因表达水平分别为"C##o

#C#P+#C!To#C#V+#CT!o#C"!和#CSPo#C#U#故

=+2)"V2"组#=+2)"V2W组#=+2)"V2"Q=+2)"V2W组的

沉默效率分别为ST_+$$_+!W_#与转染=+2R.相

比#S个=+2)"V组的 4"V表达均受到抑制!'%

#n#""#=+2)"V2"Q=+2)"V2W组 )"V的抑制程度尤

为明显#差异有统计学意义!'%#C##""(故后续实

验中的=+2)"V组均使用=+2)"V2"Q=+2)"V2W进行

转染(

/N7!沉默>($BY?716表达对"P5/0细胞增殖的

影响

)"V=+/RX 瞬时转染结直肠癌(1!W#细胞

$P6后#流式细胞技术检测结果显示#与=+2R.组细

胞相 比#=+2)"V 组 处 于 %#-%" 期 的 细 胞 比 例

4!$TnW"oWCSS"_ G=C!T!C#"o"C$$"_5增多

!'i#C#S#!"#处于(期的细胞比例4!$SCW"o

#n!!"_G=C!S#CVSo#CP!"_5减少#差异有统计

学意义!'i#C##$T",)"V=+/RX转染处理细胞后

培养"T8#细胞克隆形成实验结果显示#转染=+2)"V

组!!$oW$"相对于=+2R.组!S"ToW!"#细胞克隆形

成受到了抑制#且克隆数量减少#差异有统计学意

义!'i#C#"#T"!图W",此外#..ZP细胞增殖实验

结果也显示#转染V!6后#=+2)"V组相对于=+2R.

组的细胞增殖活性受到抑制#差异有统计学意义

!'i#C#$UW"!图S"(

/N3!沉默>($BY?716表达对"P5/0细胞的细胞

周期分子表达的影响

图/!细胞克隆形成实验检测716:#BY?对"P5/0细胞克隆形成的影响!!!图7!88L4法检测716:#BY?对"P5/0细胞增殖活性的影

响

=#G/!8>9(,A9<C';#9(,EF,<#C,(;;9-,;,$;,;%,,AA,$;:9A716:#BY?9("P5/0$,>>$>9(,A9<C';#9(!!!=#G7!X%,,AA,$;:9A716:#BY?9(

"P5/0$,>>F<9>#A,<';#9(-,;,$;,-D@88L4C,;%9-

"'%#C#T#G=C=+2R.-<;90:>>67=:?7>+?70;+,>

!!L/I2'./法检测结果显示#与对照组=+R.细

胞相比#=+2)"V细胞组中 )"V+.HB@+,O"和.OZ$

的表达水平均受到了不同程度的抑制#差异有统计

学意义!'%#C#T或'%#n#""!图$",17=>7<,

D@;>法检测结果也同样表明#与=+2R.组相比#=+2

)"V细胞 组.HB@+,O"和.OZ$的 蛋 白 表 达 量 减

U$P
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图3!\BXQI8B法检测716:#BY?对"P5/0细胞周期分子的影响!!!图O!P,:;,<(D>9;法检测716:#BY?对"P5/0细胞周期分子的影

响

=#G3!X%,,AA,$;9A716:#BY?9("P5/0$,>>8@$>#([1'(-8[L3-,;,$;,-D@\BXQI8B!!!=#GO!X%,,AA,$;9A716:#BY?9("P5/0$,>>

8@$>#([1'(-8[L3-,;,$;,-D@P,:;,<(D>9;

少#差异有统计学意义!'均%#C#T"!图T"(

7!讨论

结直肠癌是一种常见的消化道肿瘤#其发病过

程涉及多基因+多步骤+多阶段)""*(近来年#我国结

直肠癌发病率和死亡率均呈上升趋势#其治疗也面

临着严峻的挑战(随着分子生物学技术在疾病的应

用逐渐深入#寻找合适+有效的分子标志物和治疗靶

点是当前结直肠癌治疗的新策略(

J,B/RX是在真核生物中发现的一类转录本

长度在W##&"#####,>+缺少完整功能性的开放阅

读框 !)/&"+仅编码少量功能性短肽的 /RX 分

子
)"W*(J,B/RX的异常表达或功能缺失也与多种

疾病有关#如银屑病+冠心病+糖尿病+肿瘤等)"S*(

J,B/RX)"V是第一个被发现具有反式转录调控

功能的@,B/RX分子#该基因是父系印迹母系表达#

位于人类染色体""0"TCT的 )"V-4%&W的基因簇

上
)"$*(近年来的研究发现#在结直肠癌组织中)"V

处于紊乱表达状态#4XR等
)"T*
对PS例结直肠癌患

者进行预后分析发现#高表达)"V的结直肠癌患者

预后更差(此外#Z)R%等
)"!*
对T"例0期 的结直

肠癌患者进行L/I2'./检测#结果显示)"V高表

达与结直肠癌伴随肝转移的患者结直肠癌密切相

关(本研究通过分析W#例结直肠癌患者组织中的

)"V表达水平#结果显示#结直肠癌组织中 )"V的

表达高于癌旁正常组织的表达!'%#n#T"#此外#结

直肠癌(1$P#+(1!W#+4.I""!细胞中)"V的表

达也高于正常结直肠上皮 R.Y$!# 细胞!'%

#n#T"#这些结果表明$结直肠癌患者的 )"V表达

升高#可能是判断结直肠癌发生的潜在标志物(

肿瘤的发生发展常常伴随着细胞的恶性增殖#

因此#肿瘤又是一类渐进性增殖异常的疾病)"U*(研

究显示#结直肠癌中)"V的高表达可能与其恶性增

殖+侵袭转移和放化疗抵抗密切相关#J5XR%等
)"P*

研究报道 )"V可/海绵样0吸附 ?+/2"SP和 ?+/2

W##:发挥B7/RX 的作用#促进 *YI 相关分子

f+?7,>+,#]*3"和]*3W的表达#从而抑制结直肠

癌细胞的侵袭转移,4XR等
)"T*
通过=+/RX沉默及

/RX09@@28;A,等实验检测发现 )"V通过招募

75&$XS促进结直肠癌细胞的增殖(本研究通过流

式细胞检测技术+..ZP法和细胞克隆形成实验#检

测在结直肠癌(1!W#细胞中通过=+/RX沉默)"V

的表达后细胞的增殖情况#与对照组=+2R.细胞相

比#流式细胞检测技术结果显示=+2)"V组处于 %"

期的细胞比例增多!'%#C#T"#处于(期的细胞比

例减少!'%#C#"",细胞克隆形成实验检测结果显

示=+)"V细胞组细胞克隆形成受到了抑制#且克隆

数量减少!'%#C#T",..ZP细胞增殖实验结果显

示=+)"V细胞组的细胞增殖活性明显受到抑制

!'%#n#T"(这些结果表明#在结直肠癌细胞中沉

默)"V的表达可明显抑制其恶性增殖的生物学表

型(

通常#周期蛋白包括%" 期+(期和 Y 期蛋白三

种#.HB@+,O" 可 与 .OZ$ 特 异 性 结 合#形 成

.HB@+,O"2.OZ$复合体#推进 %" 期向 (期的进

程
)"V*(目前#)"V如何影响结直肠癌的细胞增殖的

分子机制还未见文献报道#我们在@,B/RX核质定

位实验中发现)"V主要定位在细胞质中以及流式

细胞技术检测中发现=+2)"V可使细胞周期%" 到(

期的进展受到阻滞#因此#我们推测 )"V通过在细

胞质中发挥调控.HB@+,O"和.OZ$的作用#从而影

响结直肠癌细胞的增殖(本研究 L/I2'./ 和

P$P
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17=>7<,D@;>实验检测结果显示$与对照组=+2R.

细胞相比#=+2)"V细胞组中.HB@+,O"和.OZ$的

表达水平均受到了不同程度的抑制!'%#C#T"#提

示我们)"V可能是通过调控周期相关蛋白的表达

影响周期进程#进而促进了结直肠癌细胞增殖(

本研究通过结直肠癌临床样本的检测+细胞表

型实验和分子技术检测等研究策略从@,B/RX)"V

在结直肠癌中的表达+定位及分子调控方式#初步探

究体外水平 )"V对结直肠癌生物学行为的影响(

然而#本研究存在两点局限性$(本研究未涉及体内

动物实验!如$裸鼠皮下成瘤实验+裸鼠尾静脉注射

成瘤实验等"进行验证,)本研究仅证明 )"V调控

细胞周期分子.HB@+,O"和=?N$的?/RX和蛋白

水平#并未进一步验证具体作用机制探讨(相信通

过后续不断深入和完善 )"V在结直肠癌的作用机

制探讨#可为结直肠癌的治疗提供一个新的策略(
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