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　　摘　要：目的　获得印迹基因 Ｈ１９对滋养细胞株人绒毛膜上皮癌细胞系（ＪＥＧ３）细胞基因表达谱的影响，以期探讨 Ｈ１９对

滋养细胞生物学行为的调控机制。方法　含人全长 Ｈ１９ｃＤＮＡ重组真核表达质粒ｐＲｃ／ＣＭＶ经测序鉴定正确后，转染ＪＥＧ３细

胞，采用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ的Ｕ１３３ｐｌｕｓ２．０Ａｒｒａｙ基因表达谱芯片检测基因表达谱的变化。结果　转染后Ｈ１９ｍＲＮＡ表达显著升高，

ＪＥＧ３细胞基因表达谱明显改变，共筛选出９６条差异基因，其中上调基因１９条，下调基因７７条。选择其中一种差异表达基因

ＨＥＳ１，采用荧光定量ＰＣＲ检测发现重度子痫前期胎盘组织ＨＥＳ１ｍＲＮＡ的表达水平较正常晚孕胎盘组织中ＨＥＳ１ｍＲＮＡ的表

达水平明显降低。结论　高通量基因芯片筛选出了 Ｈ１９调控滋养细胞的相关基因，为进一步探讨 Ｈ１９对滋养细胞生物学行为

的调控机制提供了实验基础。
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　　基因印迹是一种不遵从经典的孟德尔遗传规律的依靠单

亲传递某些遗传学性状的现象，目前已成为遗传学领域的研究

热点。其中 Ｈ１９作为发现最早的印迹基因之一，主要在人胎

盘及胚胎组织中丰富表达，在成人组织中很少表达。而且有证

据表明，Ｈ１９在配子形成、胚胎的早期形成、着床以及生长发

育过程中发挥了重要的生理功能，并与肿瘤的发生密切相

关［１］。但 Ｈ１９的作用机制目前仍未能完全阐明。因此，本研

究利用国际常用的人滋养层细胞模型人绒毛膜上皮癌细胞

系（ＪＥＧ３）作为体外实验模型，通过基因工程技术来深入探讨

Ｈ１９对滋养细胞基因表达谱的影响，以期阐明 Ｈ１９对滋养细

胞生物学行为的调控机制。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒　包含人全长 Ｈ１９ｃＤＮＡ 重组真核表达质粒

ｐＲｃ／ＣＭＶ由蒙特利尔大学医院内分泌科Ｃｈｅｒｉ．Ｌ．Ｄｅａｌ教授

惠赠。空载质粒ｐＲＣ／ＣＭＶ购自ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．２　细胞系　ＪＥＧ３细胞，为人滋养细胞肿瘤株，由第四军

医大学唐都医院妇产科实验室惠赠，购买于美国 ＡＴＣＣ 细

胞库。

１．１．３　主要试剂及仪器　ＤＭＥＭ／Ｆ１２基础培养基和胎牛血

清，质粒小量提取试剂盒（ＯＭＥＧＡ），质粒去内毒素纯化试剂

盒Ｄ６９４４１，Ｔｒｉｚｏｌ、脂质体转染试剂盒（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００），

定量ＰＣＲ试剂（ＡＢＩＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ），定

量ＰＣＲ 仪（７０００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ）。Ｈ１９基因和

ＧＡＰＤＨ基因上、下游引物均由上海英俊生物技术有限公司

合成。

１．２　实验方法

１．２．１　ＪＥＧ３细胞的培养　冻存于液氮的ＪＥＧ３细胞经复苏

后，于 ３７℃ ５％ ＣＯ２ 条件下培养于含 １０％ 胎 牛 血 清 的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，经３次传代稳定后，进行基因转染。
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表１　　验证基因ＰＣＲ引物序列

基因名称 基因文库号 有义（Ｆ）／反义（Ｒ） 引物序列

ＥＰＳ１５ ＮＭ＿００１９８１ Ｆ ５′ＴＧＣＴＧＴＧＴＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＴＡＧ３′

Ｒ ５′ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＡＡＡＣＣＣＴＴＴＡＣＡＴＡ３′

ＤＵＳＰ５ ＮＭ＿００４４１９ Ｆ ５′ＧＧＴＡＧＴＴＧＧＴＴＧＡＡＧＴＡＧＣＡＡＧＡＴＧＴＴ３′

Ｒ ５′ＴＧＧＡＡＴＧＡＧＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＴＡＴＧＡＣＴ３′

ＨＥＳ１ ＮＭ＿００５５２４ Ｆ ５′ＴＣＡＧＣＧＡＧＴＧＣＡＴＧＡＡＣＧＡ３′

Ｒ ５′ＧＡＧＴＧＣＧＣＡＣＣＴＣＧＧＴＡＴＴＡＡ３′

ＩＧＦ２ ＮＭ＿０００６１２ Ｆ ５′ＣＣＧＴＧＣＴＴＣＣＧＧＡＣＡＡＣＴＴ３′

Ｒ ５′ＧＧＡＣＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＧＴＣＡＴＡＴＴ３′

ＭＭＰ９ ＮＭ＿００４９９４ Ｆ ５′ＴＧＣＣＡＧＧＡＣＣＧＣＴＴＣＴＡＣＴＧ３′

Ｒ ５′ＧＧＴＣＡＣＧＴＡＧＣＣＣＡＣＴＴＧＧＴ３′

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿００２０４６ Ｆ ５′ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３′

Ｒ ５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３′

１．２．２　质粒的纯化及鉴定　重组 Ｈ１９真核表达质粒ｐＲｃ／

ＣＭＶＨ１９质粒，先用ＯＭＥＧＡ质粒小提试剂盒抽提后送ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测序。测序结果经 ＢＬＡＳＴ确证后ｐＲｃ／ＣＭＶ

Ｈ１９质粒和空载质粒ｐＲｃ／ＣＭＶ按ＱＩＡＧＥＮ试剂盒手册操作

大量抽提。

１．２．３　基因转染和鉴定　以ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒转染ＪＥＧ３

细胞，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００手册操作，并以空载质粒ｐＲｃ／

ＣＭＶ转染ＪＥＧ３细胞为ｐＲｃ／ＣＭＶ转染阴性对照，以仅加Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的ＪＥＧ３细胞为空白对照。实验组和对照组

在转染后２４ｈ收集细胞，采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ，逆

转录后荧光定量ＰＣＲ分析 Ｈ１９基因表达变化。Ｈ１９基因上

游引物：５′ＴＣＣＣＡＧＡＡＣＣＣＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡ３′，下游引

物：５′ＴＴＣ ＡＣＣ ＴＴＣＣＡＧ ＡＧＣＣＧＡ ＴＴＣ３′（１５０ｂｐ），

ＧＡＰＤＨ基因上游引物：５′ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣ

ＣＣＡ３′，下游引物：５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ

３′。ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲＴＰＣＲ反应条件：５０℃孵育２ｍｉｎ，９５℃２

ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，５９℃１ｍｉｎ，４０个循环。

１．２．４　芯片检测　３组细胞采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ，

经纯化后合成ｃＤＮＡ和生物素标记ｃＤＮＡ，采用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公

司生产的 Ｕ１３３ｐｌｕｓ２．０Ａｒｒａｙ基因表达谱芯片，在 Ａｆｆｙ

ｍｅｔｒｉｘＧｅｎｅｃｈｉｐＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＯｖｅｎ６４０中杂交后，在 Ａｆｆｙ

ｍｅｔｒｉｘＦｌｕｉｄｉｃｓＳｔａｔｉｏｎ４５０中洗脱和染色，芯片结果采用Ｇｅｎｅ

ａｒｒａｙＳｃａｎｎｅｒ３０００７Ｇ进行扫描。ＧＣＯＳ软件读取、处理数据。

差异基因筛选标准为实验组和对照组比值取Ｌｏｇ
２ 后的值即

ＳｉｇｎａｌＬｏｇＲａｔｉｏ≥１（上调）或≤－１（下调）。

１．３　荧光定量ＰＣＲ验证芯片结果　分别选取芯片结果中已

知的差异基因（ＥＰＳ１５、ＤＵＳＰ５、ＨＥＳ１）和非差异基因（ＩＧＦ２、

ＭＭＰ９），采用ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ方法检测３组细

胞中相关基因的ｍＲＮＡ的表达，验证两种方法是否一致。各

检测基因引物序列见表１。

１．４　荧光定量ＰＣＲ检测差异基因 ＨＥＳ１（ｈａｉｒｙｅｎｈａｎｃｅｒｏｆ

ｓｐｌｉｔ１）的表达水平　采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取重度子痫前期胎

盘组织与正常晚孕胎盘组织总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ，采用

ＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ方法检测ＲＮＡ的表达水平。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学处

理，计量资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析检验。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒的测序结果　测序结果与 Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ上的序列进行ＢＬＡＳＴ，结果完全正确。

２．２　各组细胞 Ｈ１９基因的表达　荧光定量ＰＣＲ的检测结果

显示ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒转染组、ｐＲｃ／ＣＭＶ转染阴性对照组

和空白对照组的ΔＣＴ分别为－０．８５９４、４．２９７５、３．４２８４。ｐＲｃ／

ＣＭＶＨ１９质粒转染组 Ｈ１９ｍＲＮＡ水平相对于ｐＲｃ／ＣＭＶ转

染阴性对照组和空白对照组高１６倍以上，而ｐＲｃ／ＣＭＶ转染

阴性对照组和空白对照组 Ｈ１９ｍＲＮＡ水平无差异。该检测

结果与后期芯片的检测结果是一致的。

２．３　芯片检测结果　通过采用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ：Ｕ１３３ｐｌｕｓ２．０Ａｒ

ｒａｙ基因表达谱芯片共检测了三张芯片，检测工作均由上海生

物芯片有限公司（生物芯片上海国家工程研究中心）完成，有严

格的样本质检报告以及质控标准。结果发现ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９

质粒转染组细胞与空白对照组细胞相比，共有４９１条上调基

因，６６４条下调基因；ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒转染组细胞与ｐＲｃ／

ＣＭＶ转染阴性对照组细胞相比，共有８２条上调基因，２２０条

下调基因；ｐＲｃ／ＣＭＶ转染阴性对照组细胞与空白对照组细胞

相比，共有４０９条上调基因，３１４条下调基因。为了获得印迹

基因 Ｈ１９对ＪＥＧ３细胞基因表达谱的影响，进一步优化筛选

标准：ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒转染组细胞与两对照组细胞相同的

差异基因，但必须是两对照组之间的非差异基因。结果发现共

有９６条差异基因，其中上调基因１９条，下调基因７７条。见

表２。

２．４　荧光定量 ＰＣＲ　检测 Ｈ１９过表达对ＩＧＦ２、ＨＥＳ１、

ＥＰＳ１５、ＤＵＳＰ５、ＭＭＰ９基因 ｍＲＮＡ的影响以验证芯片数据

的可靠性：除ＥＰＳ１５外其余基因荧光定量ＰＣＲ结果与芯片相

符。采用２△△ＣＴ法计算各组目的基因相对于阴性对照组目的基

因的相对表达水平，ΔΔＣＴ＝各样品ΔＣｔ－阴性对照组ΔＣｔ平均值。

荧光定量 ＰＣＲ 的检测结果显示 Ｈ１９质粒转染后 ＨＥＳ１、

ＤＵＳＰ５ｍＲＮＡ表达较阴性对照组明显下调，而ＥＰＳ１５、ＩＧＦ２、
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ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达则无明显改变。Ｈ１９质粒转染组ＨＥＳ１和

ＤＵＳＰ５ｍＲＮＡ相对于阴性对照组的表达倍数分别是０．４４±

０．０７、０．３８±０．０２，与阴性对照组比较，犘＜０．０１。即 Ｈ１９过表

达后 ＨＥＳ１和ＤＵＳＰ５ｍＲＮＡ表达水平分别被抑制了５６％和

６２％，而ＥＰＳ１５、ＩＧＦ２ｍＲＮＡ和 ＭＭＰ９基因表达水平与阴性

对照组比较，差异无统计学意义。空白对照组 ＨＥＳ１、ＤＵＳＰ５、

ＩＧＦ２和 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达相对于阴性对照组的表达倍数分

别是３．１６±１．１３、３．８９±０．０８、１．９５±０．３７和０．１５±０．０２，而

ＥＰＳ１５ｍＲＮＡ表达则无明显改变。见图１。实验结果显示除

ＥＰＳ１５外其余基因荧光定量ＰＣＲ结果与芯片相符。

表２　　差异基因的基因分类

基因分类 下调基因数目 上调基因数目

抗氧化活性相关基因 １ ０

结构分子活性相关基因 １ ０

转录调控相关基因 １３ ２

翻译调控相关基因 ０ １

物质转运相关基因 ２ １

结合（受体）相关基因 ４１ ８

催化活性相关基因 １２ ４

酶活性调控相关基因 ４ １

分子信号传导相关基因 ５ １

细胞黏附相关基因 ３ ０

细胞代谢相关基因 ３３ ４

多细胞生物进程相关基因 １３ ０

复制相关基因 １ ０

应激相关基因 ５ １

生物学调节相关基因 ２９ ６

细胞进程相关基因 ４７ １０

发育相关基因 １５ １

定位建立相关基因 ８ ２

细胞生长相关基因 ３ ０

免疫应答相关基因 １ １

定位相关基因 ８ ２

细胞周期相关基因 １ ０

肿瘤或凋亡相关相关基因 １ ０

图１　　Ｈ１９过表达对ＥＰＳ１５、ＤＵＳＰ５、ＨＥＳ１、ＩＧＦ２、

ＭＭＰ９基因ｍＲＮＡ表达的影响

２．５　重度子痫前期胎盘组织与正常晚孕胎盘组织 ＨＥＳ１ｍＲ

ＮＡ表达水平　重度子痫前期胎盘组织 ＨＥＳ１ｍＲＮＡ相对表

达倍数为０．１４±０．０５，正常晚孕胎盘组织 ＨＥＳ１ｍＲＮＡ相对

表达倍数为０．４９±０．２７。两者比较，重度子痫前期胎盘组织

ＨＥＳ１ｍＲＮＡ的表达水平较正常晚孕胎盘组织中 ＨＥＳ１ｍＲ

ＮＡ的表达水平明显降低（犘＜０．０１）。

３　讨　　论

正常的基因印迹在功能上与胎儿及胎盘的发育、细胞分化

和增殖等有关［２］。基因印迹异常（如印迹丢失、杂合性丢失、单

亲二倍体等现象）与某些特殊的遗传性疾病及肿瘤的发生密切

相关［３］。人 Ｈ１９是一种母方表达、父方沉默的印迹基因，定位

于染色体１１ｐ１５．５区，全长约３ｋｂ，共含有５个外显子、４个内

含子。目前公认 Ｈ１９不能产生蛋白质，其最终表达产物是

ＲＮＡ，并在ＲＮＡ水平发挥作用。但 Ｈ１９的作用机制目前仍

未能完全阐明。有学者认为它是原癌基因［４］，也有学者认为它

是抑癌基因，因此有人认为 Ｈ１９在细胞的增殖、分化和侵袭方

面具有双重作用［５］。本研究以人滋养细胞肿瘤细胞系ＪＥＧ３

为体外实验模型，通过含人全长 Ｈ１９ｃＤＮＡ重组真核表达质

粒转染ＪＥＧ３后，结果发现３组之间的细胞基因表达谱均存在

的明显差异。作者运用生物信息学方法进一步优化筛选标准：

ｐＲｃ／ＣＭＶＨ１９质粒转染组细胞与两对照组细胞均存在差异

的基因，但这些基因必须是两对照组之间的非差异基因。结果

发现共有９６条差异基因，其中上调基因１９条，下调基因７７

条。这些基因共有３０条为未知功能基因，６６条已知功能基因

主要与转录调控、受体结合、细胞代谢、细胞发育、细胞进程和

生物学调节功能相关。

胰岛素样生长因子２（ＩＧＦ２）作为与 Ｈ１９互为连锁的印迹

基因，位于同一条染色体上，也是人类基因组中最早被鉴定的

印迹基因之一，在大部分组织中呈父系表达，母系印迹。有文

献报道 Ｈ１９可调控ＩＧＦ２的表达，Ｈ１９基因的缺失，将导致

ＩＧＦ２基因母系等位基因表达
［６８］。之后越来越多的研究结果

发现 Ｈ１９、ＩＧＦ２的表达水平和印迹状态之间，Ｈ１９与ＩＧＦ２之

间并未存在固定的联系［９１０］。本研究前期发现 Ｈ１９过表达不

引起ＩＧＦ２的表达变化；同样采用 ＲＮＡ 干扰的方法来观察

Ｈ１９对ＩＧＦ２表达的影响也发现在滋养细胞中 Ｈ１９与ＩＧＦ２

之间不存在固定的联系［１１］。

ＨＥＳ１属于 ＨＥＳ基因家族，而 ＨＥＳ基因家族又属于抑制

型ｂＨＬＨ（ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ）基因。ＨＥＳ基因编码的蛋白

为碱性螺旋环螺旋结合蛋白，是一类含有特征性碱性螺旋

环螺旋结构（ｂＨＬＨ）的ＤＮＡ结合蛋白，在进化过程中高度保

守，可通过ｂＨＬＨ区域直接与靶ＤＮＡ或与其他ｂＨＬＨ 蛋白

结合形成无活性二聚体阻断激活路径而抑制转录，最终抑制干

细胞分化而影响细胞命运。ＨＥＳ１基因敲除的小鼠神经细胞

在前体细胞增殖前就过早分化，结果导致神经系统严重发育异

常，如无脑畸形、眼形成异常等，在胚胎发育晚期或出生后不久

即死亡［１２１３］。Ｋｕｎｎｉｍａｌａｉｙａａｎ等
［１４］通过将 ＨＥＳ１基因稳定地

导入 Ｈ７２７类癌瘤细胞，使其稳定表达，发现可以抑制类癌瘤

细胞的增殖。Ｌｉｕ等
［１５］研究发现在宫颈上皮内瘤变及宫颈癌

中 ＨＥＳ１表达增强，并随着病变加重表达逐渐增强。

在正常胎盘滋养细胞以及滋养细胞肿瘤组织中均未见

ＨＥＳ１的研究报道，也无印迹基因 Ｈ１９与 ＨＥＳ１之间关系的
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研究报道。经芯片检测的结果提示，通过定量ＰＣＲ方法检测

了 Ｈ１９的过表达可下调ＪＥＧ３细胞 ＨＥＳ１的表达。进一步研

究表明重度子痫前期胎盘组织中 ＨＥＳ１ｍＲＮＡ表达水平下

调，提示 ＨＥＳ１表达受阻时，滋养细胞的分化障碍导致滋养细

胞功能异常，从而参与子痫前期的发病。

总之，本次芯片实验结果表明印迹基因 Ｈ１９主要可引起

转录调控、受体结合、细胞代谢、细胞发育、细胞进程和生物学

调节相关基因的改变，从而调节滋养细胞的生物学功能，对未

知功能基因的深入研究将有助于进一步了解 Ｈ１９对滋养细胞

的调控机制。
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Ｂｅｈｍｅｌｓｙｎｄｒｏｍｅｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，１９９７，１１（２３）：３１２８

３１４２．

［９］ ＷｉｌｋｉｎＦ，ＰａｑｕｅｔｔｅＪ，ＬｅｄｒｕＥ，ｅｔａｌ．Ｈ１９ｓｅｎｓｅａｎｄａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅｔｒａｎｓｇｅｎｅｓ ｍｏｄｉｆｙｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒⅡ

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＢｉｏｃｈｅｍ，２０００，２６７（１３）：４０２０

４０２７

［１０］ＬｕｓｔｉｇＹａｒｉｖＯ，ＳｃｈｕｌｚｅＥ，ＫｏｍｉｔｏｗｓｋｉＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｉｍｐｒｉｎｔｅｄｇｅｎｅｓＨ１９ａｎｄＩＧＦ２ｉｎｃｈｏｒｉｏ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．ＩｓＨ１９ａｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ？

［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，１９９７，１５（２）：１６９１７７．

［１１］ＹｕＬＬ，ＣｈａｎｇＫ，ＬｕＬＳ，ｅｔａｌ．Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ

ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅＨ１９ｇｅｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｈｕｍａｎｃｈｏｒｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ

ｌｉｎｅＪＡＲ［Ｊ］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｐｍｃ／ａｒｔｉ

ｃｌｅｓ／ＰＭＣ３６７９７９８／ｇ．

［１２］ＩｓｈｉｂａｓｈｉＭ，ＡｎｇＳＬ，ＳｈｉｏｔａＫ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ

ｏｆｍａｍｍａｌｉａｎｈａｉｒｙａｎｄＥｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ１

（ＨＥＳ１）ｌｅａｄｓｔｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒａｌｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ

ｆａｃｔｏｒｓ，ｐｒｅｍａｔｕｒｅｎｅｕｒｏｇｅｎｅｓｉｓ，ａｎｄｓｅｖｅｒｅｎｅｕｒａｌｔｕｂｅ

ｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＧｅｎｅｓＤｅｖ，１９９５，９（２４）：３１３６３１４８．

［１３］ＴｏｍｉｔａＫ，ＩｓｈｉｂａｓｈｉＭ，ＮａｋａｈａｒａＫ，ｅｔａｌ．Ｍａｍｍａｌｉａｎ

ｈａｉｒｙａｎｄＥｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔｈｏｍｏｌｏｇ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎ

ｔｉａｔｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎａｌｎｅｕｒｏｎｓａｎｄｉｓｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｅｙｅｍｏｒｐｈｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｎ，１９９６，１６（４）：７２３７３４．

［１４］ＫｕｎｎｉｍａｌａｉｙａａｎＭ，ＹａｎＳ，ＷｏｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＨａｉｒｙＥｎｈａｎｃｅｒ

ｏｆＳｐｌｉｔ１（ＨＥＳ１），ａＮｏｔｃｈｌｅｆｆｅｃｔｏｒ，ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｇｒｏｗｔｈ

ｏｆｃａｒｃｉｎｏｉｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｕｒｇｅｒｙ，２００５，１３８（６）：１１３７

１１４２

［１５］ＬｉｕＪ，ＹｅＦ，ＣｈｅｎＨＺ，ｅｔａｌ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＰｒｏｔｅｉｎＨｅｓｌａｎｄＨｅｓ５ｉｎＣｅｒｖｉｃａｌＳｑｕａｍｏｕｓ

ＣａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｉｔｓＰｒｅｃｕｒｓｏｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＧｙｅｎｃｏｌＣａｎｃｅｒ，

２００７，１７：１７．

（收稿日期：２０１３０６１２　修回日期：２０１３０７２５）

（上接第３４６７页）

　　 ＣａｎｃｅｒＢｉｏｌ，２００８，１８（５）：３５６３６４．

［１０］ＨｕｔｍａｃｈｅｒＤＷ，ＳｉｎｇｈＨ．Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｆｌｕｉｄｄｙｎａｍｉｃｓ

ｆｏｒｉｍｐｒｏｖｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒｄｅｓｉｇｎａｎｄ３Ｄｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００８，２６（４）：１６６１７２．

［１１］ＣａｂｅｌｌｏＣＭ，ＢａｉｒＷＢ，ＬａｍｏｒｅＳＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃｉｎｎａｍｏｎ

ｄｅｒｉｖｅｄＭｉｃｈａｅｌａｃｃｅｐｔｏｒｃｉｎｎａｍｉｃａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐａｉｒｓｍｅｌａ

ｎｏｍａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ，ａｎｄｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ

［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，２００９，４６（２）：２２０２３１．

［１２］Ｋｉｍ Ａ，ＳｏｎＭ，ＫｉｍＫＩ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｃｙｃｌｉｃＡＭＰｉｎｈｉｂｉｔｓＮＦκＢｍｅｄｉａｔｅｄｔｈｙｍｏｓｉｎβ４ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２００９，１５（１９）：

３３２５３３３５．

（收稿日期：２０１３０５１２　修回日期：２０１３０６２２）
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