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骨桥蛋白反义寡核苷酸对微缺氧下人结肠癌细胞ＨＴ２９
增殖活性及侵袭力的影响
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（泸州医学院：１．附属医院普外科；２．护理学院卫校，四川６４６０００）

　　摘　要：目的　观察靶向骨桥蛋白（ＯＰＮ）的反义寡核苷酸（ＡＳＯＤＮ）对微缺氧下 ＨＴ２９细胞增殖活性、侵袭转移潜能等的影

响，探讨ＯＰＮ与微缺氧诱导的肿瘤恶性表型的关系。方法　合成ＡＳＯＤＮ，以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ为载体，将其转染入微缺氧下高表达

ＯＰＮ的 ＨＴ２９细胞。用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测转染细胞微缺氧下ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白的表达，ＭＴＴ检测转染的

ＨＴ２９细胞微缺氧下的增殖活性，ＭＴＴ比色试验测定 ＨＴ２９细胞的异质性黏附能力，明胶酶谱分析检测分泌的 ＭＭＰ２／９活性

变化。结果　微缺氧诱导的ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白表达被靶向ＯＰＮ的 ＡＳＯＤＮ特异性地抑制，表达量分别是对照组的３１．５％和

３５．４％。ＡＳＯＤＮ组 ＨＴ２９细胞的吸光度值（Ａ５７０）明显低于各对照组（犘＜０．０１），生长抑制率（ＩＲ）达（４１．６±１．２）％。ＡＳＯＤＮ

组 ＨＴ２９细胞在各时限点的黏附率均明显降低，明胶酶活性下降７１％，与各对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　

靶向ＯＰＮ的ＡＳＯＤＮ明显抑制微缺氧诱导的ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白表达，显著拮抗微缺氧诱导的细胞增殖、异质性黏附，并显著下

调微缺氧诱导的细胞分泌 ＭＭＰ２／９的活性。ＯＰＮ在微缺氧促进肿瘤向恶性表型转化中起着重要作用。
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　　在适度缺氧的应激下，肿瘤细胞的起始因子２α被磷酸

化，大多数蛋白质的翻译被抑制，另一方面，特定的缺氧诱导蛋

白合成增加，由此基因表达和表型出现转变，肿瘤细胞的生物

学行为发生改变，该反应受缺氧程度及时间的影响［１］。作者在

前期的研究中将培养液ＰＯ２２０ｍｍＨｇ作为微缺氧环境，检测

到在微缺氧下 ＨＴ２９细胞骨桥蛋白（ＯＰＮ）特异性的表达上

调，且 ＨＴ２９细胞异质性黏附能力、侵袭游走能力显著增强，

ＭＭＰ２／９活性上调而向恶性表型转化。反义寡核苷酸（ａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＡＳＯＤＮ）是能与目标 ｍＲＮＡ互补的ＤＮＡ

片段。应用ＡＳＯＤＮ阻断特定基因的表达，研究基因的功能已

经成为可能。本实验将靶向ＯＰＮＡＳＯＤＮ转染至微缺氧下高表

达ＯＰＮ的ＨＴ２９细胞，试图特异性地封闭ＯＰＮｍＲＮＡ，以进一

步探讨ＯＰＮ在微缺氧诱导的恶性转化中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＳａｎｔａＣｒｕｚ
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Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），ＲＴＰＣＲ试剂盒（杭州博日公司），明胶（Ｓｉｇ

ｍａ），ｍａｔｒｉｇｅｌ基底膜基质（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），含４．８％Ｏ２、９０．２％

Ｎ２ 和５％ＣＯ２ 三元混合气体，自行设计的缺氧培养装置等。

１．２　 细胞培养　ＨＴ２９细胞在含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１

６４０培养液中贴壁生长，以０．１％胰酶传代。在前期的实验中，

作者用溶解氧测定仪实时监测，已摸索出持续低流量灌注

４．８％Ｏ２，培养液氧分压恒定于２０ｍｍ Ｈｇ。缺氧条件参照文

献［２］，并稍作改进。

１．３　ＡＳＯＤＮ的设计　在Ｇｅｎｂａｎｋ查询ＯＰＮ基因序列ＮＭ＿

０００５８２，参照文献［３］设计并合成了由２０个碱基组成的正义、

反义、错义寡核苷酸（ｍｉｓｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＭＯＤＮ）。各自

序列如下：ＡＳＯＤＮ 序列为５′ＣＴＡ ＡＣＴ ＴＡＡ ＡＡＡ ＡＣＡ

ＡＡＡＧＡ３′。正义寡核苷酸（ｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ＳＯＤＮ）序

列为５′ＴＣＴＴＴＴＧＴＴＴＴＴＴＡＡＧＴＴＡＧ３′。ＭＯＤＮ序

列为５′ＡＧＴＴＧＣＧＧＡＡＡＴＧＡＧＴＧ３′。

１．４　ＡＳＯＤＮ的转染　将处于对数生长期的ＨＴ２９细胞制成

浓度为１×１０５ 个／ｍＬ的细胞悬液，每孔２ｍＬ接种于６孔培

养板，待细胞增殖至６０％～７０％融合时，吸弃培养液，每孔加

入ｌｍＬ含１０μＬ／ｍＬＯＤＮ及终浓度为１０μＬ／ｍＬ脂质体的转

染液，于３７℃、５％ＣＯ２ 及饱和湿度的培养箱中培养６ｈ。去除

转染液，加入２ｍＬ１０％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ１６４０培养液，继续培养１８

ｈ。根据实验所需，将细胞进行微缺氧培养用于后续实验。

１．５　ＲＴＰＣＲ分析　实验分组：微缺氧空白组、脂质体对照

组、ＳＯＤＮ 组、ＭＯＤＮ 组、ＡＳＯＤＮ 组。各 ＯＤＮ 组均以 １０

μｍｏｌ／Ｌ转染ＨＴ２９细胞，转染２４ｈ后再微缺氧培养２４ｈ。各

组细胞均用０．１％胰酶消化，制成细胞悬液并行细胞计数，每

个样本收集等量细胞２×１０６，用ＴＲＮｚｏｌ试剂抽提总ＲＮＡ，步

骤按说明书进行。在 ｇｅｎｂａｎｋ查询 ＯＰＮ 基因序列 ＮＭ＿

０００５８２，用ｐｒｉｍｅｒ５．０软件自行设计引物序列，上游引物为５′

ＡＣＣＣＴＴＣＣＡＡＧＴＡＡＧＴＣＣＡＡＣ３′；下游引物为５′ＧＧＴ

ＧＡＴＧＴＣＣＴＣＧＴＣＴＧＴＡＧＣ３′，预计扩增片断为３５４ｂｐ。

内参βａｃｔｉｎ的上游引物为５′ＴＴＧ ＴＡＡＣＡＡ ＡＣＴ ＧＧＧ

ＡＣＧＡＴＡ ＴＧＧ３′；下游引物为５′ＧＡＴＣＴＴ ＧＡＴＣＴＴ

ＣＡＴＧＧＴＧＣＴＡＧ３′，预计扩增片断为７６４ｂｐ。用逆转录酶

和ｏｌｉｇｏｄＴ等按４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ条件进行ｃＤＮＡ

的合成。取逆转录产物５μＬ、１０×ＲＴＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ，

ＭｇＣｌ２３μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ１μＬ，上、下游引物各１μＬ及Ｔａｑ

ｍｉｘＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ０．５μＬ加入无菌双蒸水至反应总体积为

５０μＬ。反应条件为：９４℃变性３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５３℃退

火复性４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共３２个循环后再７２℃延伸５

ｍｉｎ。反应体系以βａｃｔｉｎ作为内参照。ＰＣＲ产物用含溴化乙

啶的１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶在ＢｉｏＲａｄ的 ＵⅥ图像处理

系统上分析、计算，得出ＯＰＮ、βａｃｔｉｎ的光密度，以βａｃｔｉｎ的光

密度为参照物，求出 ＯＰＮ 光密度与之相比的相对值，得到

ＯＰＮｍＲＮＡ表达的半定量结果。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　将细胞质蛋白进行１０％ＳＤＳ聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离，电转移至ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉室温

封闭１ｈ，加入１∶４００稀释的羊抗人骨桥蛋白多克隆抗体，４

℃过夜，βａｃｔｉｎ作内参照。ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，加入

１∶１０００稀释的辣根酶标记兔抗山羊ＩｇＧ，３７℃１ｈ，同样洗膜

３次，膜上均匀滴加ＥＣＬ发光试剂，在ＢｉｏＲａｄ图像处理系统

Ｈｉｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ模式下连续曝光显影，对蛋白条带进行灰度相对

强度测定，得出积分灰度值，以积分值代表蛋白的表达量。

１．７　ＭＴＴ检测 ＨＴ２９细胞的增殖活性　收集对数生长期

ＨＴ２９细胞，胰酶消化制成５×１０４／ｍＬ细胞悬液，以２００μＬ／

孔接种于９６孔板，常氧下、３７℃、５％ＣＯ２ 培养２４ｈ待细胞贴

壁。各组细胞微缺氧培养６、１２、２４、４８ｈ。同时设不加细胞的

背景对照，每组设８个复孔，实验重复３次。到达预设时限点

时，每孔加入（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃孵育４ｈ。弃

旧液，每孔加入１５０μＬＤＭＳＯ，３７℃，水平振荡５ｍｉｎ，用酶联

免疫检测仪于波长５７０ｎｍ处测定各孔吸光度（Ａ５７０）。扣除

背景对照的Ａ５７０值即代表存活细胞数量。制作细胞生长曲

线，计算细胞抑制率（ＩＲ）。ＩＲ＝（微缺氧空白组Ａ５７０－实验组

Ａ５７０）／微缺氧空白组Ａ５７０×１００％。

１．８　细胞黏附力检测　用无血清ＲＰＭＩ１６４０１∶３稀释 ｍａ

ｔｒｉｇｅｌ，以２０μＬ／孔加入９６孔培养板，成胶后紫外光消毒灭菌

后备用，接种细胞前水化基底膜。取对数生长期 ＨＴ２９细胞

配成浓度为１×１０５／ｍＬ的细胞悬液，各组均取４ｍＬ接种于培

养瓶。微缺氧下培养４８ｈ后，取出各组细胞，用０．１％胰酶消

化，调整细胞密度为５×１０５／ｍＬ，每孔２００μＬ接种于９６孔培

养板常规培养。每组细胞均设对照，并分为３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ

时段组，每时段组设８个平行孔。于各时段点吸弃培养液及悬

浮细胞，ＰＢＳ冲洗除去未黏附的肿瘤细胞，弃ＰＢＳ加入２００μＬ

无血清ＲＰＭＩ１６４０、２０μＬＭＴＴ培养４ｈ，吸弃培养上清液，加

入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）２００μＬ，用酶联免疫检测仪于波长５７０

ｎｍ处测定各孔吸光度（Ａ５７０）。细胞黏附率＝实验组 Ａ５７０

值／对照组Ａ５７０值×１００％。

１．９　明胶酶谱分析　待测细胞常规消化后，以１０６ 个细胞／

孔、１０％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ１６４０接种到６孔板内过夜培养。次日用

０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤后，各组细胞用无血清ＲＰＭＩ

１６４０分别在微缺氧下培养２４ｈ，收集其上清液，实验方法参照

文献［４］：上清液与４×上样缓冲液（６２．５ｍＭ ＴｒｉｓＨｃｌ、

ｐＨ６．８，１０％甘油，２％ＳＤＳ，０．１％溴酚蓝）按照１∶３混合，上样

后在１．５％明胶／８％聚丙烯酰胺凝胶、８０Ｖ２０ｍｉｎ、１００Ｖ２ｈ

衡压电泳。凝胶分别用洗脱液（２．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）、孵育液３７

℃、２４ｈ（５０ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ、ｐＨ７．５，０．２Ｍ ＮａＣｌ，５ｍＭＣａＣｌ２，

０．０２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００），染色缓冲液（０．４％考马斯亮蓝 Ｒ２５０，

１０％冰醋酸，２０％甲醇）和脱色缓冲液（１０％冰醋酸，２０％甲醇）

至显现出明显的蛋白负染条带。用ＢｉｏＲａｄ的图像处理系统

对负染条带进行扫描并定量分析，负染条带的大小、亮度反映

ＭＭＰ２／９的活性。

１．１０　统计学处理　用ＳＡＳ９．０统计软件分析。计量资料以

狓±狊表示，采用方差分析或狋检验。

２　结　　果

２．１　ＯＰＮｍＲＮＡ表达　ＲＴＰＣＲ结果显示，各组均分别在

３５４、７６４ｂｐ处出现特异性的 ＯＰＮ基因条带和内参照βａｃｔｉｎ

条带。ＯＰＮＡＳＯＤＮ转染 ＨＴ２９细胞２４ｈ后，再微缺氧培养

２４ｈ，其ＯＰＮｍＲＮＡ的表达较微缺氧空白组、脂质体对照组、

ＳＯＤＮ组、ＭＯＤＮ组下调６８．５％（犘＜０．０１），而各对照组间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见图１。

２．２　ＯＰＮ蛋白表达　ＡＳＯＤＮ组ＯＰＮ蛋白表达较各对照组

均明显下调（犘＜０．０１），表达量是对照组的３５．４％，而各对照

组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

２．３　ＯＰＮＡＳＯＤＮ对微缺氧下 ＨＴ２９细胞增殖的影响　
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ＭＴＴ结果显示，微缺氧下不同时限点的吸光度值（Ａ５７０）及生

长抑制率（ＩＲ）在各对照组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而

ＡＳＯＤＮ组的Ａ５７０值及ＩＲ与各对照组比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０１），ＩＲ为（４１．６±１．２）％，各组的生长曲线见图３。

２．４　ＯＰＮＡＳＯＤＮ对微缺氧后 ＨＴ２９细胞黏附力的影响　

与微缺氧空白组、脂质体对照组、ＳＯＤＮ组、ＭＯＤＮ组比较，

ＡＳＯＤＮ组 ＨＴ２９细胞在各时限点的黏附率均明显下降（犘＜

０．０１），而各对照组间的差异无统计学意义（犘＞０．０５），各组细

胞在不同时限点的黏附曲线见图４。

　　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｍｈ；２：Ｌｉ；３：ＡＳＯＤＮ组；４：ＳＯＤＮ组；５：ＭＯＤＮ组。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ＯＰＮＡＳＯＤＮ对微缺氧下 ＨＴ２９

细胞ＯＰＮｍＲＮＡ表达的影响

　　１：Ｍｈ；２：ＡＳＯＤＮ组；３：Ｌｉ；４：ＳＯＤＮ组；５：ＭＯＤＮ组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＰＮＡＳＯＤＮ对微缺氧下 ＨＴ２９

细胞ＯＰＮ蛋白表达的影响

　　 ：与对照组比较，犘＜０．０１。

图３　　微缺氧下ＡＳＯＤＮ组与各对照组 ＨＴ２９

细胞的生长曲线

２．５　ＭＭＰ２／９活性　明胶酶谱分析呈现相对分子质量为

６６／７２ｋＤ的 ＭＭＰ２及其前体、９２ｋＤ的 ＭＭＰ９溶解明胶后

的负染条带，尤以前者为著。与各对照组比较，ＡＳＯＤＮ 组

ＨＴ２９细胞分泌的 ＭＭＰ２／９活性下调７１％（犘＜０．０１），而各

对照组间差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图５。

　　 ：与对照组比较，犘＜０．０１。

图４　　微缺氧后ＡＳＯＤＮ组与对照组 ＨＴ２９

细胞的黏附曲线

　　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｍｈ；２：Ｌｉ；３：ＡＳＯＤＮ组；４：ＳＯＤＮ组；５：ＭＯＤＮ组。

图５　　微缺氧下ＡＳＯＤＮ组与各对照组的明胶酶谱

３　讨　　论

肿瘤组织的氧分压为０～２０ｍｍＨｇ，而正常组织则为４０

ｍｍＨｇ以上，缺氧乃实体肿瘤物理微环境的基本特征
［５］。适

度缺氧可能是肿瘤细胞发生遗传不稳定、恶性转化甚至转移的

始动因素，缺氧介导肿瘤细胞恶性筛选，对凋亡不敏感的、在缺

氧环境下生存下来的细胞更富有侵袭性和对放、化疗的抗拒

性［６］。作者在前期的研究中将培养液ＰＯ２２０ｍｍＨｇ作为微

缺氧环境，检测到 ＨＴ２９细胞在微缺氧下ＯＰＮ特异性的表达

上调，且 ＨＴ２９细胞异质性黏附能力、侵袭游走能力显著增

强，ＭＭＰ２／９活性上调而向恶性表型转化
［７］。

在设计ＡＳＯＤＮ的软件中，Ｍｆｏｌｄ软件可以识别基因序列

中呈环状或发夹状的区域，选择单直链的区域作为靶点，由其

设计的ＡＳＯＤＮ更容易与目的基因结合，基因的抑制效率更

高。Ａｄｗａｎ等
［３］使用该软件，设计合成了１０条靶向 ＯＰＮ的

ＡＳＯＤＮ，并筛选出最有效率的１条，该条 ＡＳＯＤＮ 可以使

ＯＰＮ蛋白表达下调８４％。作者参照Ａｄｗａｎ设计的此条序列，

合成ＡＳＯＤＮ，并参照其浓度用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ将其转染入微缺

氧下高表达ＯＰＮ的 ＨＴ２９细胞，用ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

分析，结果显示ＡＳＯＤＮ组ＯＰＮｍＲＮＡ、蛋白表达较各对照组

分别下调６８．５％和６４．６％。表明靶向ＯＰＮ的 ＡＳＯＤＮ能特

异、有效地抑制微缺氧下 ＨＴ２９细胞 ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白的

表达。ＯＰＮ在多种肿瘤组织中高表达，它可增强肿瘤细胞与

基质的异质性黏附，促进其移行，并通过与整合素受体、ＣＤ４４

受体结合而参与信号转导，使肿瘤细胞无限制增殖，被认为是

恶性转化的分泌性蛋白［８］。

Ｌｉｕ等
［９］报道骨肉瘤（ＯＳ）中过度表达的ＯＰＮ可上调细胞

周期调节蛋白Ａ（ＣｙｃｌｉｎＡ）的表达，进而加速细胞分裂周期，

促进ＯＳ细胞的增殖。Ｍｕｒａｍａｔｓｕ等
［１０］将ＯＰＮ的反义寡核苷
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酸（ＡＳ）转染至高表达ＯＰＮ的口腔肿瘤细胞株ＢＳＦＯＦ，ＡＳ组

的肿瘤细胞生长速度较对照组明显减慢，肿瘤细胞的侵袭能力

也显著降低。本实验表明，ＡＳＯＤＮ组 ＨＴ２９细胞转染 ＯＰＮ

ＡＳＯＤＮ后，随着ＯＰＮ的下调，其Ａ５７０值明显低于各对照组，

微缺氧下的高增殖活性受到明显抑制，ＩＲ达（４１．６±１．２）％。

表明靶向ＯＰＮ的 ＡＳＯＤＮ对微缺氧下 ＨＴ２９细胞的增殖有

明显的抑制作用，同时也提示微缺氧诱导的 ＨＴ２９细胞高增

殖活性与ＯＰＮ的上调密切相关。

肿瘤细胞的远处转移是一个主动的过程，在进入和离开转

移通道时都需要肿瘤细胞具备选择性黏附和主动移行的能力。

当ＯＰＮ的ＲＧＤ序列与整合素受体αｖβ３ 或ＣＤ４４突变体识别

结合后，可增强肿瘤细胞的黏附和迁移能力［１１］。Ｍｏｙｅ等
［１２］

将乳腺良性细胞株Ｒｍａ通过转染使其表达ＯＰＮ，发现细胞的

黏附力和迁移能力显著增加，而且该细胞株可在大鼠体内形成

转移灶。丁凌和郑树［１３］分别构建 ＯＰＮ反义和正义真核表达

质粒，将其转染入大肠癌细胞株Ｃｏｌｏ２０５和ＳＷ４８０。在高表达

ＯＰＮ的大肠癌细胞ＣＤ４４的表达也上调，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达则

减弱。由此表明，细胞间同质黏附减弱，与ＥＣＶ３０４细胞之间

的异质黏附增强。本实验用反义寡核苷酸技术，特异性地封闭

微缺氧诱导的ＯＰＮ，结果显示，随着ＯＰＮ的下调，微缺氧诱导

的高异质性黏附力也明显降低。表明 ＯＰＮ参与了肿瘤细胞

与基质膜基质之间的异质性黏附，靶向ＯＰＮ的 ＡＳＯＤＮ能显

著下调ＯＰＮ的表达，从而减弱微缺氧诱导的 ＨＴ２９细胞的异

质性黏附力。

ＭＭＰ２／９活性的高低是评估肿瘤侵袭性的重要指标
［１４］。

ＡＳＯＤＮ组 ＨＴ２９细胞转染ＯＰＮＡＳＯＤＮ后，随着ＯＰＮ的下

调，其分泌的 ＭＭＰ２／９活性下调了７１％，表明靶向 ＯＰＮ的

ＡＳＯＤＮ能显著下调微缺氧下 ＨＴ２９细胞分泌的 ＭＭＰ２／９

活性。实验结果还提示，在微缺氧下 ＭＭＰ２／９是 ＯＰＮ的下

游效应因子。但 ＭＭＰ２／９没有 ＯＰＮ的调控点，并不直接受

ＯＰＮ的调控，两者之间可能还存在某种因子介导。

作者参照Ａｄｗａｎ合成靶向ＯＰＮ的 ＡＳＯＤＮ，用阳性脂质

体为载体，将其转染至高表达 ＯＰＮ的微缺氧 ＨＴ２９细胞，发

现靶向ＯＰＮ的ＡＳＯＤＮ可明显抑制微缺氧诱导的ＯＰＮｍＲ

ＮＡ和蛋白表达，并显著拮抗微缺氧诱导的细胞增殖、异质性

黏附，阻抑 ＯＰＮ的表达，ＭＭＰ２／９的活性也随之下调，表明

ＯＰＮ在微缺氧促进肿瘤向恶性表型转化中起着重要作用。
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