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　　摘　要：目的　明确多梳蛋白ＥＺＨ２是否参与大肠癌自噬及其相关的调节机制。方法　使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组织化学

的方法检测ＺＥＢ１、ＥＺＨ２和ＰＴＥＮ表达水平；实时（ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ检测ＺＥＢ１、ＥＺＨ２和ＰＴＥＮ的 ｍＲＮＡ水平；电镜观察细胞自

噬的发生。结果　下调ＥＺＨ２的表达可诱导大肠癌细胞自噬的发生；ＥＺＨ２通过调节ＰＴＥＮ的表达参与自噬的调控，同时ＥＺＨ２

及ＰＴＥＮ的表达受到ＺＥＢ１的调节；大肠癌组织中ＺＥＢ１和ＥＺＨ２的表达明显高于正常肠黏膜组织，而正常肠黏膜组织ＰＴＥＮ的

表达水平明显高于大肠癌组织。结论　大肠癌中ＥＺＨ２的下调可以诱导大肠癌自噬的发生。ＺＥＢ１正向调控ＥＺＨ２的表达，进

而影响ＰＴＥＮ参与肿瘤细胞自噬的调节。
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　　自噬是细胞在特定的情况下，通过双层膜包裹待降解物质

形成自噬体，并利用溶酶体降解自身受损的细胞器和大分子物

质过程，这是真核细胞特有的生命现象。自噬现象最早是

Ａｓｈｆｏｒｄ和Ｐｏｒｔｅｎ于１９６２年用电子显微镜在人的肝细胞中观

察到。近年，随着酵母模型的建立和基因技术的发展，人们对

自噬分子机制和形态特点的了解才逐渐深入。较早的研究将

自噬分为巨自噬、微自噬和分子伴侣介导的自噬，最新的研究

根据自噬的水平将其分为基础自噬及诱导自噬两大类。研究

表明自噬与多种肿瘤的发生、发展存在密切的关系［１５］。越来

越多的研究专注于肿瘤中自噬的调控机制研究，本研究拟通过

机制探讨研究，了解大肠癌中自噬作用及调节机制，为完善肿

瘤的治疗策略提供依据。

１　材料与方法

１．１　 细胞、药物和试剂 　 人结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６ 和

ＳＷ１１１６细胞购自美国 ＡＴＣＣ公司，细胞使用含１０％胎牛血

清、１００μｇ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素和２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨

酰胺的ＲＰＭＩ１６４０培养液，置于３７℃、ＣＯ２ 体积分数为５％的

细胞培养箱中培养。Ｔｒｉｚｏｌ试剂、ＲＮＡ 逆转录及ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ试剂盒购自大连宝生生物公司；所使用的ＺＥＢ１、ＥＺＨ２、

ＰＴＥＮ一抗购自ＣＳＴ公司，ＧＡＰＤＨ 及二抗均购自康成生物

科技有限公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒及ＥＣＬ发光试剂盒购自

美国Ｐｉｅｒｃｅ公司；ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ、ＺＥＢ１ｓｉＲＮＡ 及ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲ

ＮＡ由上海吉玛制药技术有限公司合成；ＰＣＲ引物由生工生物

公司合成。

１．２　ｓｉＲＮＡ转染及ＲＮＡ提取　取对数生长期的细胞接种于

６孔板内，细胞融合度为３０％左右，以脂质体为载体分别转染

相应的ｓｉＲＮＡ（ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组、ＺＥＢ１ｓｉＲＮＡ组、ｃｏｎｔｒｏｌ组），

培养６～８ｈ后将转染液吸出，加入完全培养基。２４ｈ后，收集

细胞，ＰＢＳ洗２次，加入Ｔｒｉｚｏｌ，每孔１ｍＬ，每个样本加入２００

μＬ氯仿后剧烈震荡１５ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，离心后取

上清液至新的离心管中，等体积异丙醇沉淀，７０％乙醇洗涤后

干燥，使用适量的ＤＥＰＣ水溶解。

１．３　逆转录及实时（ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ　根据说明书逆转录１μｇ

ＲＮＡ，使用逆转录的 ＲＮＡ进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测相应基因
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ｍＲＮＡ表达水平。以ＧＡＰＤＨ为内参。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达　以不同的ｓｉＲＮＡ处理

细胞４８ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ洗涤２次，加入细胞裂解液５０～

１００μＬ，冰上裂解３０ｍｉｎ，离心取上清，使用ＢＣＡ试剂盒对蛋

白进行定量，１００℃变性１０ｍｉｎ，取３０μｇ蛋白加入上样缓冲

液，１０％ 的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）分离蛋白后，电转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，使用

质量分数为５％的脱脂牛奶进行封闭１ｈ，加入相应的一抗，

４℃摇床过夜。第 ２天取出 ＰＶＤＦ 膜，ＴＢＳＴ 缓冲液（１０

ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ７．４，１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，０．１％

Ｔｗｅｅｎ２０）洗４次，每次５ｍｉｎ。加入二抗后孵育１ｈ，洗４次，

每次５ｍｉｎ，ＥＣＬ发光试剂盒显影至胶片。

１．５　电镜标本的制备及观察　处理后的细胞收集至离心管

内，使用预冷的ＰＢＳ洗涤２次后吸干上清，加入２．５％戊二醛

固定。样本送至上海交通大学医学院电镜室进行处理后制备

成超薄切片染色，使用ＴＥＣＡＮＩ１０透射电镜观察，高压８０ｋＶ。

１．６　免疫组织化学染色及结果判断　应用链霉素抗生物素蛋

白２过氧化物酶（ＳＰ）法，组织蜡块切片，烤片后脱蜡至水，微

波抗原修复，余下步骤按照试剂盒说明书进行，抗体稀释度为

１∶１００，使用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色。使用已知阳性切片作

为阳性对照，ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。结果判断：细胞质或

细胞核内出现棕黄色颗粒为阳性细胞。随机观察５个高倍视

野或计数５００个细胞。按照细胞核或细胞质内染色强度打分：

无色记０分，淡黄色１分，棕黄色２分，棕褐色３分。按照阳性

细胞百分比打分：阴性０分，＜２５％阳性细胞２分，２５％～＜

５０％阳性细胞３分，５０％～＜７５％阳性细胞３分，≥７５％阳性

细胞４分。染色强度与阳性细胞百分比乘积为阳性评分。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件处理数据，计量资料

用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资料采用率表示，组

间采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＺＨ２对大肠癌细胞自噬的影响　在大肠癌细胞

ＨＣＴ１１６及ＳＷ１１１６细胞中电镜结果均可以发现，ＥＺＨ２ｓｉＲ

ＮＡ处理后细胞自噬明显增加，表现为透射电镜下自噬泡数量

的增加，见图１。

图１　　ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ处理后电镜观察细胞自噬

２．２　ＥＺＨ２对自噬相关基因的调节　使用ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ处理

细胞后可以发现ＳＷ１１１６细胞中ＥＺＨ２表达量下调至４２％，

同时相应的自噬关键基因ＰＴＥＮ表达量上调为原来的１．８

倍，见图２Ａ，该结果在蛋白水平也得到相应的验证，见图２Ｃ，

在 ＨＣＴ１１６细胞中也得到了良好的重复。

２．３　ＺＥＢ１对 ＥＺＨ２及自噬相关基因的调控　使用ＺＥＢ１

ｓｉＲＮＡ处理细胞后可以发现ＳＷ１１１６细胞中ＺＥＢ１表达量出

现明显下调，是原来表达量的５３％（图２Ｂ），同时ＺＥＢ１的下调

可以明显下调ＥＺＨ２，上调ＰＴＥＮ的表达量，蛋白水平验证也

得到同样的结果（图２Ｄ）。ＨＣＴ１１６细胞中的实验也得出一致

结果。

　　Ａ：下调ＥＺＨ２表达后ＰＴＥＮｍＲＮＡ变化分析图；Ｂ：下调ＺＥＢ１表

达后ＥＺＨ２、ＰＴＥＮｍＲＮＡ变化分析图；Ｃ：下调ＥＺＨ２表达后ＰＴＥＮ

的蛋白变化；Ｄ：下调ＺＥＢ１表达后ＥＺＨ２及ＰＴＥＮ蛋白变化；１．ｃｏｎｔｒｏｌ

组；２．ＥＺＨ２ｓｉＲＮＡ组；３：ＺＥＢ１ｓｉＲＮＡ组。

图２　　ＥＺＨ２的调控对自噬相关基因ＰＴＥＮ的调节

２．４　ＺＥＢ１、ＥＺＨ２及ＰＴＥＮ在大肠癌组织及正常肠黏膜组织

的表达　收集５５例健康者及７７例大肠癌患者中相应标本行

免疫组织化学检测相应指标的表达水平。其中ＺＥＢ１及ＥＺＨ２

表达主要定位于细胞核中，而ＰＴＥＮ的表达主要定位于细胞

质中，见图３。大肠癌组织中ＺＥＢ１高表达者４６例（５８％），低

表达者３１例（４２％），而在正常肠黏膜组织中高表达者１８例

（３２％），低表达者３７例（６８％），ＺＥＢ１在大肠癌和正常肠黏膜

组织中表达的差异有统计学意义（犘＝０．００２），见表１。ＥＺＨ２

在大肠癌组织中高表达者５２例（６８％），正常肠黏膜组织中低

表达者３３例（６０％），也呈现肿瘤组织中表达明显高于正常肠

黏膜组织的趋势（犘＝０．００１）。ＰＴＥＮ的表达则呈现一个相反

的趋势，在大肠癌组织中有４９例（６４％）是低表达，正常肠黏膜

组织中的３９例（７１％）为高表达的，正常肠黏膜组织中的表达

量明显高于大肠癌组织（犘＝０．００１）。

表１　　ＺＥＢ１、ＥＺＨ２和ＰＴＥＮ在正常及大肠癌

　　　组织中的表达［狀（％）］

蛋白 处理方式 正常肠黏膜组织 大肠癌组织 犘

ＺＥＢ１ 高表达 １８（３２） ４６（５８） ０．００２

低表达 ３７（６８） ３１（４２）

ＥＺＨ２ 高表达 ２２（４０） ５２（６８） ０．００１

低表达 ３３（６０） ２５（３２）

ＰＴＥＮ 高表达 ３９（７１） ２８（３６） ０．００１

低表达 １６（２９） ４９（６４）
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图３　　免疫组织化学检测大肠癌及正常肠黏膜组织中

ＺＥＢ１、ＥＺＨ２及ＰＴＥＮ的表达

３　讨　　论

自噬是真核细胞特有的生命现象，它广泛存在于正常的生

理过程。随着近年研究的开展，人们逐渐认识到自噬对蛋白质

和细胞器的降解作用在生物体正常发育及应对环境威胁极为

关键［６］。尤其是伴随着越来越多的研究证明自噬与肿瘤的发

生、发展存在密切的关系［７８］，对于自噬过程中的信号传导及其

对细胞生存的影响成为近年来的研究热门。

自噬对于肿瘤的影响较为复杂，既存在抑制作用，也有促

进作用［３］。在不同肿瘤中的研究表明大多数肿瘤细胞癌前存

在自噬能力的升高，而癌变后自噬能力出现不同程度的减弱。

癌前自噬能力升高可能是由于自噬对细胞的保护作用，减少

ＤＮＡ损伤及防止癌症的发生，而癌变后自噬能力的衰退可能

利于肿瘤的发生、发展。这些结论提示，肿瘤细胞能够快速生

长，很可能是由于打破了细胞内蛋白质合成速度与自噬体对蛋

白质降解速率的平衡。另外，自噬除了抑制肿瘤外，还具有保

护肿瘤细胞的作用。肿瘤发生后往往处于缺血缺氧的微环境

中，此时肿瘤细胞的自噬作用可以通过及时清除有害的突变阻

止其死亡，促进肿瘤细胞的存活，这就可以部分解释肿瘤化疗

耐药性的发生机制［８９］。探讨不同阶段肿瘤细胞中自噬的作用

及其调控机制对于进一步明确肿瘤的发病机制并开发特异性

的靶向治疗药物具有重要的意义。

目前已有大量关于肿瘤自噬的机制研究开展，亦发现了多

个肿瘤中自噬的调节通路及自噬调节的关键基因［６７，１０１１］。但

目前ＥＺＨ２是否对肿瘤自噬存在调控及其调控机制在国际上

没有相关的研究。本研究发现，组蛋白甲基转移酶ＥＺＨ２在大

肠癌中表达明显上调，可以明显抑制细胞自噬的发生。ＰＴＥＮ

（１０号染色体缺失与张力蛋白同源的磷酸酶基因）是迄今第一

个具有磷酸酶活性的较常发生突变的抑癌基因。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

（ＰＫＢ）通路是自噬调节中的一个重要通路，ＰＴＥＮ可以通过抑

制该通路，上调细胞的自噬，在肿瘤的发生、发展中起重要的作

用。本研究结果表明，ＥＺＨ２可以通过负调控ＰＴＥＮ的表达，

调节细胞自噬。为了进一步明确ＥＺＨ２的调节机制，我们进行

了进一步的探索，结果显示ＺＥＢ１可以影响ＥＺＨ２的表达，从

而调控ＰＴＥＮ的表达，进而影响大肠肿瘤细胞的自噬。免疫

组织化学的结果也进一步验证了该结果：在大肠癌中ＺＥＢ１和

ＥＺＨ２的表达明显上调，而ＰＴＥＮ的表达则呈现相反的趋势。

肿瘤的治疗是临床上的一个极其常见而又棘手的问题，它

是如何发生的，其发生后又是如何在恶劣的微环境下维持生存

并发生转移的，这些是亟待解决的问题，也是肿瘤治疗中的关

键，肿瘤细胞的自噬可能是这些问题的答案。目前，自噬是肿

瘤治疗中的新靶点［１２］。我们对于自噬调控机制的研究将为大

肠癌的化疗提供新的策略，并为新药的研发提供理论依据。
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