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对肝细胞癌生物学行为影响及其机制的研究"
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#摘要$
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目的
!

探讨肝癌细胞株
4;;<.--1$

中
aFW

连接蛋白"

aF939

$

0

基因的表达下调对细胞体内外生物学行为的影

响及其作用机制%方法
!

采用免疫组织化学方法比较肝癌组织和癌旁组织
aF9390

的表达水平差异%运用实时荧光定量
9<E

技术检测
0

种人肝癌细胞株"

4;;<.--1$

&

T=9a1

&

T]T.-

&

T=9'3

$中
aF9390CE6>

的表达%利用
E6>

干扰技术下调肝癌

细胞株
4;;<.--1$

中
aF9390

的表达水平!并观察细胞的生物学行为变化%结果
!

在肝癌组织芯片中!

aF9390

蛋白在肝癌组

织中的表达水平明显高于癌旁组织%

aF9390

在
0

种肝癌细胞株中均明显上调%下调
aF9390

的表达后!肝癌细胞增殖能力减

弱#细胞凋亡增多#处于
4

期&

a

$

期的细胞无明显变化!处于
a

1

期的细胞增多#细胞体外克隆形成能力减弱#裸鼠体内成瘤能力减

弱%表达谱基因芯片结果显示
aF9390

敲减后
4;;<.--1$

细胞内基因发生改变的有
'''

个!其中上调的有
$'0

个!下调的有

$((

个%通路富集分析找到富集的差异基因所在的
$%

条信号通路%

c@+H@B,QP"H

显示
aF9390

表达下调后与细胞周期调控相关

的基因
<<6W$

&

<<6W1

&

<WZ)

&

;W;1

的表达水平发生明显变化%结论
!

aF9390

作为一促肝癌基因!其可能通过调控细胞周

期关键基因的表达从而影响肝细胞癌的生物学行为%
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肝细胞癌$

J@

?

AH"L@PPRPABLABL#,"CA

#

T<<

&是威胁人类健

康的主要恶性肿瘤之一#是全球第五大常见的恶性肿瘤#在我

国#

T<<

的病死率更是高居恶性肿瘤病死率的第
1

位'

$

(

)

T<<

的发生*发展是多因素*多阶段*多基因相互作用的结果#

包括病毒感染*致癌物的作用*癌基因激活和抑癌基因失活*细

胞凋亡和增殖调节失控等)尽管人们对
T<<

已经进行了大

量的研究#但关于
T<<

发生*发展的确切机制仍有待进一步

阐明)

aF9

连接蛋白$
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aF939

&是指能与鸟嘌呤核苷酸结合#具有
aF9

水解酶

活性的一类信号转导蛋白#由
&

*

(

*

!

'

个不同亚基组成#其在

('0

重庆医学
1%$/

年
1

月第
0-

卷第
0

期

"

基金项目)国家自然科学基金资助项目$

/$-)%01-

&%江西省自然科学$青年&基金资助项目$

1%$)$3>31$810'

&%江西省卫生计生委科技计

划资助项目$

1%$)$%-/

&)

!

作者简介)章诺贝$

$(/1:

&#副主任医师#博士#主要从事消化系统肿瘤基因治疗的研究)

!
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通信作者#
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细胞信号传递转导*细胞骨架形成*蛋白质合成等细胞的多种

生命活动中均发挥重要作用'

1

(

)

aF9390

是
aF939

家族成

员之一#其编码基因是一广泛存在于从酵母到人类各种真核生

物中的高度保守基因'

'

(

)近来有研究报道#

aF9390

表达减弱

可使人结肠癌细胞的增殖受到抑制#而
aF9390

的表达升高

又与结肠癌和乳腺癌患者生存率下降有关'

0.8

(

)但关于
aF.

9390

在
T<<

发生*发展中作用及其机制的研究仍鲜有报道)

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

临床标本
!

-8

例
T<<

患者的肝癌组织芯片购自上海

芯超 生 物 科 技 有 限 公 司#人 肝 癌 组 织 芯 片 编 号!

T7#G.

T<<$8%<4.%1

)其中#男
)'

例#女
$1

例%年龄
'0

#

--

岁#平均

81&$%

岁)

C&C&D

!

人 肝 癌 细 胞 株
!

人
T<<

细 胞 株
4;;<.--1$

*

T=9a1

*

T]T.-

*

T=9'3

均购自上海吉凯公司)

C&C&E

!

实验动物
!

3>73

"

L>

裸小鼠#

0

周龄#购自上海斯泰

克实验动物有限公司'动物合格证号
4<dZ

$沪&

1%$1.%%%1

(#

寄养于上海同济大学实验动物中心)

C&C&F

!

主要试剂
!

$%_

胎牛血清$

534

&*

W;=;

购自美国

a#QL"

公司#脂质体
7#

?

"M@LHAC#,@

F;

1%%%

购自美国
2,G#HB"

I

@,

公司#

aF9390

的小干扰
E6>

$

+#E6>

&购自上海吉凯公司#

E6@A+

N

;#,#

试剂盒*

4@,+#+LB#

?

HEF

试剂盒购自德国
j#A

I

@,

公

司#

4b3EaB@@,9<E ;A+H@B;#K

购自美国
FJ@BC"

公司#

>32

9B#+C-(%%

序列检测系统购自美国应用生物有限公司#蛋白酶

抑制剂购自美国
9B"C@

I

A

公司#裂解缓冲液购自美国
4#

I

CA

公

司#

;#,#FBA,+.3P"H

系统购自美国
3#".EA!

公司#聚偏二氟乙烯

膜购自美国
;#PP#

?

"B@

公司#抗
aF9390

抗体*抗
<WZ)

抗体*抗

<<6W$

抗体*抗
<<6W1

抗体*抗
;W;1

抗体*抗
a>9WT

抗体

购自美国
>QLAC

公司#

9#@BL@=<7

化学发光底物购自美国

FJ@BC"

公司#细胞凋亡检测试剂盒购自美国
2,G#HB"

I

@,

公司)

C&C&G

!

主要仪器及计算机软件
!

倒置显微镜购自上海蔡康光

学仪器有限公司#荧光显微镜购自日本奥林帕斯公司#

;#,#

FBA,+.3P"H

系统*凝胶成像系统购自美国
3#".E>W

公司#

<@PP".

C#L+>BBA

N

4LA,

系统购自美国
FJ@BC"

公司#

5><4<AP#QRB

流

式细胞仪购自美国
3W

公司#高速离心机购自美国
3@LOCA,

公

司#

a@,@LJ#

?

C#E6>G&1&%

*

C#E6>j<

软件购自美国
>MM

N

.

C@HB#K

公司#

57̀ cV̀

软件*

a@,@+

?

B#,

I

-&1

软件购自美国

>

I

#P@,H

公司#

FAB

I

@H4LA,

软件$美国&)

C&D

!

方法

C&D&C

!

组织芯片的
aF9390

免疫组织化学检测
!

aF9390

抗体稀释比例为
$f)%%%

#以
934

作为阴性对照#免疫组织化

学采用
49

法#烤片#常规二甲苯脱蜡#梯度乙醇脱水#阻断灭

活内源性过氧化物酶#抗原修复#正常羊血清工作液封闭
'-^

$%C#,

#一抗
0^

冰箱孵育过夜#

934

冲洗
'h8C#,

#生物素标

记二抗#

'-^

孵育
'%C#,

#

934

冲洗
'h8C#,

#滴加辣根过氧

化物酶标记的链霉素卵白素工作液#

'-^

孵育
'%C#,

#

934

冲

洗
'h8C#,

#

W>3

"

T

1

`

1

反应染色#自来水充分冲洗#苏木素

复染#常规脱水#透明#干燥#封片)

C&D&D

!

细胞培养和
+#E6>

转导
!

细胞在含有
$%_ 534

和

$%%]

"

C7

青霉素
.

链霉素的
W;=;

中进行培养#细胞培养箱

条件为
8_<̀

1

#

'- ^

)

aF9390

的
+#E6>

双链体如下!

8U.

<>]a]<aa><aa]]]<a>]!F!F.'U

和
8U.a<]a<>

>>>aaaa>] a>> a!F!F.'U

)应用倒置的
0=.F+#E6>

作为阴性对照
+#E6>

$

<",HB"P

&)转导流程按照
7#

?

"M@LHAC#.

,@

F;

1%%%

进行)

C&D&E

!

实时荧光定量
9<E

$

i

EF.9<E

&

!

使用
E6@A+

N

;#,#

Z#H

从人类
T<<

细胞系中提取总
E6>

#为了测量
aF9390

的

CE6>

水平#使用
4@,+#+LB#

?

HEF

试剂盒将总
E6>

逆转录成

LW6>

#使用
4b3EaB@@,9<E;A+H@B;#K

在
>329B#+C-(%%

序列检测系统上进行
i

EF.9<E

反应)用于扩增
aF9390

的

引物如下!正向引物为
8U.F<> aa> F<< a<F >>a<<<

<>aaFaaFF.'U

#反向引物为
8U.aa<F<a>aFF><FaF

FFF<a<FF><a.'U

#以
a>9WT

作为参照物)

C&D&F

!

c@+H@B,QP"H

分析
!

使用含蛋白酶抑制剂的裂解缓冲

液进行细胞裂解#通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

4W4.9>a=

&分离含有蛋白质的细胞裂解物#并通过
;#,#

FBA,+.3P"H

系统转移到聚偏二氟乙烯膜)将印迹在
F34F

制

备的
8_

脱脂奶粉中封闭
$J

#然后将封闭的膜在
0^

下与以

下抗体一起孵育!抗
aF9390

抗体#抗
<WZ)

抗体#抗
<<6W$

抗体#抗
<<6W1

抗体#抗
;W;1

抗体和抗
a>9WT

抗体)第

1

天#将膜洗涤并与偶联辣根过氧化物酶的第二抗体在室温下

孵育
$J

#随后用
F34F

洗涤几次以除去未结合的抗体)最后#

使用化学发光进行显像)

a>9WT

作为内参)

C&D&G

!

细胞生长情况检测
!

进行
'.

$

0

#

8.

二甲基噻唑
.1

&

.1

#

8.

二苯基四氮唑溴盐$

;FF

&测定以测量活细胞的相对数量)细

胞在
+#E6>

转导后于
()

孔板中培养
10J

)在指定的时间点#

用补充有
;FF

$

%&8C

I

"

C7

&的新鲜培养基替换培养基)使用

<@PP"C#L+>BBA

N

4LA,

系统测量波长为
0(%,C

的吸光度)绿色

荧光蛋白$

a59

&表达细胞每天定量
$

次#持续
8!

)

C&D&J

!

细胞周期检测
!

细胞周期检测首先将细胞重悬于冰冷

的
934

中#用碘化丙啶$

92

&溶液$

8%

'

I

"

C792

#

$%%

'

I

"

C7

核

糖核酸酶
>

#

%&%8_ FB#H",d.$%%

在
6A<P

"

92

中&染色细胞#然

后在
'-^

下在黑暗中孵育
'%C#,

后测量
W6>

水平)使用

5><4<AP#QRB

流式细胞仪观察
W6>

水平#并使用
57̀ cV̀

软件进行分析)

C&D&K

!

细胞凋亡检测
!

使用特异性
52F<

标记
>,,@K#,e

"

92

的细胞凋亡检测试剂盒及流式细胞仪检测
4;;<.--1$

细胞

的凋亡)

C&D&L

!

细胞克隆形成检测
!

用
aF9390.+#E6>

或阴性对照

+#E6>

感染
4;;<.--1$

细胞#培养
10J

)然后收集细胞#并

以
8h$%

1 个"孔细胞的密度接种在
)

孔板中)

$%!

后#用
934

洗涤细胞#然后用甲醇"乙酸$

'f$

&固定#最后用
a#@C+A

染色#

在显微镜下计数菌落数)

C&D&M

!

动物实验
!

裸鼠右前肢腋下注射感染了
aF9390.+#E.

6>

的
4;;<.--1$

细胞$

8h$%

) 个"
C7

#

aF9390.+#E6>

组&

或阴性对照
+#E6>

感染的
4;;<.--1$

细胞$

8h$%

) 个"
C7

#

对照组&%在接种细胞成功后#开始对裸鼠的成瘤情况进行观

察#观察并详细记录移植瘤的生长状况#每隔
$

天
$

次#每组为

$%

只裸鼠%皮下注射细胞
1/!

后#处死裸鼠#计算瘤体大小#对

肿瘤的长径$

7

&及短径$

c

&进行测量#瘤体体积
D'&$0

"

)h

7hchc

#并且称取瘤体质量)

C&D&CN

!

;#LB"E6>

芯片分析
!

使用
E6@A+

N

;#,#Z#H

从上述

%00

重庆医学
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期



4;;<.--1$

异种移植肿瘤中提取总
E6>

#将
E6>

$

1

'

I

&进

行标记并与
a@,@LJ#

?

C#E6>G&1&%

微阵列杂交#然后使用

C#E6>j<

软件对原始数据进行四分位标准化后输入到

a@,@+

?

B#,

I

-&1

软件进行分析)此后#应用方差分析来鉴定对

照组和
aF9390.+#E6>

组样品之间差异表达的成熟人类

C#E6>

)

C&D&CC

!

Z=aa

通路分析
!

应用
FAB

I

@H4LA,

软件预测对照组

和
aF9390.+#E6>

组之间差异表达的成熟人类
C#E6>

的推

定靶基因#然后使用京都基因与基因组百科全书$

Z

N

"H"=,L

N

.

LP"

?

@!#A"Ma@,@+A,!a@,"C@+

#

Z=aa

&数据库来分析这些推

定的靶基因显著富集的生物学途径)

C&E

!

统计学处理
!

采用
4944$-&%

软件进行统计学分析#

aF.

9390

蛋白在肝癌组织和癌旁组织中表达水平的比较#采用配

对等级资料
c#PL"K",

检验)计量资料以
LYD

表示#数据资料

满足正态性与方差齐性时#多组间比较采用单因素方差分析#

组间两两比较采用
74W.)

检验%方差不齐则采用
WR,,@HHF'

进行检验#以
!

%

%&%8

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

aF9390

蛋白在肝癌组织和癌旁组织中表达水平的比

较
!

aF9390

蛋白在肝癌组织中表达水平高于癌旁组织$

!D

%&%'$

#

%D:1&1

&#免疫组织化学的典型图片#见图
$

)

!!

>

!癌组织%

3

!癌旁组织

图
$

!!

aF9390

的免疫组织化学典型图片%

h0%%

(

!!

>

!

i

EF.9<E

测定
0

种
T<<

细胞系中
aF9390CE6>

的表达%

3

!

i

EF.9<E

评价效果%

<

!

c@+H@B,QP"H

评价效果%

A

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

图
1

!!

aF9390

在肝癌细胞株中的表达

!!

>

!细胞荧光显微镜照片%

3

!细胞数量增殖曲线%

<

!细胞增殖倍数曲线%

A

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

图
'

!!

aF9390

表达下调对
4;;<.--1$

细胞增殖的影响
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!!

>

!

aF9390

基因表达下调前后细胞流式周期图及柱状分析图%

3

!

aF9390

基因表达下调前后凋亡峰型图及柱状分析图%

<

!

aF9390

基因表

达下调前后细胞克隆平板实验照片及柱状分析图%

A

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

图
0

!!

aF9390

表达下调对细胞周期"细胞凋亡和集落形成的影响

!!

>

!

aF9390

基因表达下调前后裸鼠成瘤实验照片%

3

!

aF9390

基

因表达下调前后裸鼠成瘤曲线%

<

!

aF9390

基因表达下调前后裸鼠成

瘤瘤体增长统计图%

A

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

图
8

!!

aF9390

敲除对体外异种移植物致瘤性的影响

D&D

!

aF9390

在肝癌细胞株中表达上调及
+#E6>

诱导
aF.

9390

的表达下调
!

aF9390

在
0

个
T<<

细胞株$

4;;<.

--1$

*

T=9a1

*

T]T.-

*

T=9'3

&中表达均上调$图
1>

&)与对

照组比较#

+#E6>

诱导
aF9390

敲减后#

aF9390.+#E6>

组中

aF9390CE6>

表达水平明显降低$

!

%

%&%$

#图
13

&)

c@+H.

@B,QP"H

显示#

+#E6>

诱导
aF9390

敲减后#细胞中
aF9390

蛋白表达水平也明显降低#见图
1<

)

D&E

!

aF9390

基因表达下调对
4;;<.--1$

细胞增殖能力的

影响
!

与对照组比较#

aF9390.+#E6>

转导后第
0

*

8

天#

aF.

9390.+#E6>

组的细胞增殖速率受到明显抑制$

!

%

%&%$

&#见

图
'

)

D&F

!

aF9390

基因表达下调对
4;;<.--1$

细胞周期*细胞

凋亡及克隆形成能力的影响
!

与对照组比较#

aF9390.+#E.

6>

组细胞周期发生改变#处于
a

1

期的细胞明显增多$

!

%

%&%$

&%而
4

*

a

$

期的细胞无明显变化$

!

$

%&%8

#图
0>

&)流式

细胞仪检测发现#

aF9390.+#E6>

组中细胞凋亡比例明显高

于对照组$

!

%

%&%$

#图
03

&)克隆形成实验检测细胞克隆形成

能力发现#

aF9390.+#E6>

组细胞集落数目明显少于对照组

$

!

%

%&%$

&#见图
0<

)

D&G

!

aF9390

基因表达下调对
4;;<.--1$

细胞裸鼠体内成

瘤能力的影响
!

接种细胞
$0!

后#对照组肉眼即可见肿瘤小

结节形成#

aF9390.+#E6>

组在
1%!

可见肿瘤结节形成)

aF9390.+#E6>

组肿瘤生长较对照组缓慢)接种
0

周后处死

100
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年
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小鼠#测量肿瘤体积和质量#与对照组相比#

aF9390.+#E6>

组瘤体体积较小#质量较轻#两组比较差异有统计学意义$

!

%

%&%$

&#见图
8

)

D&J

!

aF9390

下游应答基因的聚类分析及
Z=aa

途径分

析
!

使用
C#E6>

微阵列分析检查对照组和
aF9390.+#E6>

组之间差异表达的成熟人类
C#E6>

)聚类分析能够清楚地区

分对照组和
aF9390.+#E6>

组肿瘤的
C#E6>

微阵列谱#结

果显示#

aF9390

敲减后
4;;<.--1$

细胞内基因发生改变的

有
'''

个#其中上调的有
$'0

个#下调的有
$((

个$图
)>

&)然

后#应用
FAB

I

@H4LA,

分析来预测对照组和
aF9390.+#E6>

组

之间差异表达的成熟人类
C#E6>

的推定靶基因)结果显示#

这些推定的靶基因在
Z=aa

途径数据库中指定的特定生物学

途径#找到富集差异基因所在的
$%

条信号通路#见图
)3

)

!!

>

!由
aF9390

表达下调所致的
C#E6>

聚类分析#每行代表不同

的
C#E6>

#每列代表单个样本$

0D'

&#红色或绿色分别表示表达升高

或表达抑制%

3

!

Z=aa

途径分析显示前
$%

名排名的
Z=aa

途径

图
)

!!

生物信息学分析

D&K

!

aF9390

表达下调后差异表达基因的验证
!

基于以上

FAB

I

@H4LA,

分析发现
Z=aa

通路中的细胞基质黏附$

M"LAPA!.

J@+#",

&和癌症相关通路$

?

AHJSA

N

+#,LA,L@B

&显著失调#本研究

确定了黏附"癌症相关细胞周期蛋白
W

通路作为
T<<

细胞中

aF9390

调控的目标通路)在此基础上#验证
aF9390

敲除

是否显著影响
0

个细胞周期关键蛋白$即
<WZ)

*

<<6W$

*

<<.

6W1

*

;W;1

&的表达)与对照组比较#

aF9390.+#E6>

组细胞

<<6W$

蛋白*

;W;1

蛋白及
<<6W1

蛋白表达下调#而
<WZ)

蛋白表达上调$

!

%

%&%$

&#见图
-

)

!!

>

!

<WZ)

*

<<6W$

*

<<6W1

和
;W;1

的免疫印迹图%

3

!

0

种蛋白

质的相对表达水平%

A

!

!

%

%&%$

#与对照组比较

图
-

!!

aF9390

下游基因的
c@+H@B,QP"H

验证结果

E

!

讨
!!

论

!!

人类
aF9390

基因位于染色体
$%

?

$8&1.$8&'

#其编码
)'8

个氨基酸#与鼠*兔的
aF9390

基因同源体均保持
('_

的同源

性#其中一个与
aF9

结合的超二级结构
ab96eaZ4

在酵母*

鼠类及人类均保持一致'

)

(

)此前#因发现其在慢性肾脏病中表

达发生改变#故也曾被称为慢性肾衰竭基因$

LJB",#LB@,APMA#P.

RB@

I

@,@

#

<E5a

&

'

)

(

)

aF9390

在核糖体
)%4

的生物发生过程

中发挥关键作用'

-

(

)有研究发现#将
aF9390

在酿酒酵母中

的同源体敲除后酿酒酵母也随之停止生长#由此现象提示#

aF9390

可能与细胞的生长有关'

)

(

)

本研究表明#

aF9390

蛋白在肝癌组织中的表达水平明显

高于癌旁组织#

aF9390CE6>

在肝癌细胞株中也呈现高表

达状态#以上结果提示
aF9390

可能与
T<<

的发生*发展有

关)为了进一步明确
aF9390

对
T<<

生物学行为的影响#本

研究运用
E6>

干扰技术下调肝癌细胞株
4;;<.--1$

的
aF.

9390

基因表达后#发现肿瘤细胞的增殖*克隆形成和裸鼠体内

成瘤能力均受到明显的抑制#细胞的凋亡率明显增加#细胞周

期亦发生改变#以上研究结果进一步显示
aF9390

可能在

T<<

的发生*发展过程中发挥重要作用)

aF9390

基因表达敲减后#

4;;<.--1$

细胞内多个基因

的表达水平发生改变)

Z=aa

通路富集分析表明#

aF9390

表

达下调后表达水平发生改变的基因富集在多条信号通路上#其

中与肿瘤发生密切相关的调控细胞周期的数个关键基因$

<<.

6W$

*

<<6W1

*

<WZ)

*

;W;1

&的表达水平发生明显改变)

细胞周期蛋白
W

$

<<6W

"

L

N

LP#,W

&#包括
<<6W$

"

L

N

LP#,

W$

*

<<6W1

"

L

N

LP#,W1

*

<<6W'

"

L

N

LP#,W'

与
<WZ0

或
<WZ)

的

活性复合物#其可使视网膜母细胞瘤$

B@H#,"QPA+H"CA

#

EQ

&蛋白

磷酸化并驱动细胞由
a

$

期进入到
4

期'

/

(

)此外#

EQ

在
a

$

期

末期还可被细胞周期蛋白
=<WZ1

磷酸化)

EQ

过磷酸化可促

使其对
=15

的亲和力降低#从而允许
=15

的激活和细胞分裂

所需的基因转录'

(

(

)

<<6W

可使得细胞周期进展与细胞外刺

激$如生长因子*营养成分*整合素衍生黏附信号等&相协

调'

$%

(

)细胞外刺激可通过
<<6W

介导细胞增殖#因此#过表达

的
<<6W

或其同源
<WZ+

的过度活化可推动肿瘤生长)在人

类癌症中#

<<6W$

比
<<6W1

或
<<6W'

更容易出现失调)

<<6W$

的过表达可导致
<WZ+

活性的失调#细胞在有丝分裂

信号传导条件下的快速生长#绕过关键的细胞检查点#最终导

致肿瘤生长'

$$

(

)

<<6W$

在大部分人类癌症中均出现过表达和$或&扩增)

在多种肿瘤中均出现
<<6W$

基因组的改变#如
18_

#

/1_

的

'00
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胰腺癌#约
-)_

的非小细胞肺癌#

$8_

#

-%_

的乳腺癌和
88_

左右的结肠直肠癌患者'

$$.$8

(

)在
(%_

以上的套细胞淋巴瘤患

者中可出现
H

$

$$

%

$0

&$

i

$'

%

i

'1

&的重排#此重排即可导致
<<.

6W$

过度表达'

$1

(

)

'%_

#

8%_

多发性骨髓瘤患者的
<<6W$

的
2

I

T

易位可导致
<<6W$

的过表达'

$$

(

)

<<6W1

位于染色体
$1

?

$'

#其主要介导细胞外信号与细

胞周期进展的相一致'

$)

(

)

<<6W1

在调节细胞周期的
a

$

"

4

转

换中起重要作用'

$-

(

)

<<6W1

的过表达已报道与结肠癌和胃

癌的进展及预后不良有关'

$/.$(

(

)此外#

<<6W1

还是
T@!

I

@J"

I

和
92'Z

"

>OH

信号通路的直接转录靶标之一'

1%.1$

(

)这两种途

径的异常活化可导致细胞增殖*代谢*生长和存活的失控)

<WZ+

是丝氨酸"苏氨酸的家族蛋白激酶#其参与细胞周

期*基因转录*翻译和其他生物过程#如#神经发生和凋亡)

<WZ+

的表达失调与肿瘤发生直接相关)

<WZ+

激活依赖其与

细胞周期蛋白相结合)到目前为止#至少发现有
1%

个
<WZ+

)

其中#

<WZ$

*

<WZ1

*

<WZ0

和
<WZ)

可调控细胞周期的转

化'

11

(

)

<WZ)

基因位于人类第
-

号染色体#其可编码具有
'1)

个氨基酸的激酶)此基因在多种类型的癌症中均出现表达上

调)

<WZ)

是参与
a

$

期到
4

期的细胞周期进程并对细胞分化

产生负性调控的
<WZ).<<6W

复合物的催化亚单位)其活性

首先出现在
a

$

期中期#以磷酸化方式调节肿瘤抑制蛋白
EQ

的活性'

11

(

)越来越多的证据表明肿瘤细胞的增殖依赖于

<WZ)

的表达失调)

<WZ)

在哺乳动物细胞增殖中发挥关键

作用#其有助于驱动细胞进入细胞分裂周期的
W6>

合成$

4

&

期)

<WZ)

在
a

$

期的酶活性受到由各种细胞外信号$包括刺

激性有丝分裂原*抑制性细胞因子*分化诱导物*细胞
.

细胞接

触等&所诱导表达的细胞周期蛋白所调控)

<<6W$

*

<<6W1

和
<<6W'

单独或组合地在不同的细胞谱系中差异表达#它们

可与
<WZ)

组装形成具有酶促活性的全酶复合物'

1'

(

)

;W;1

是
?

8'

的最知名的调节剂之一#它是一种
='

泛素

连接酶#能够泛素化
?

8'

#导致
?

8'

发生蛋白酶体降解)

;W;1

也可通过结合
?

8'

的反式激活结构域从而直接抑制

?

8'

的转录活性'

10

(

)

;W;1

在体内外均可持续性表达泛素连

接酶活性从而导致
?

8'

的降解)因此#虽然
?

8'

被称为基因组

+守护者,#而
;W;1

却被认为是+基因组守护者,的监护人)

在多种类型的肿瘤中#

;W;1

常处于过表达状态)

;W;1.

?

8'

途径的改变在
T<<

中十分常见)

?

8'

在
T<<

中的突变主要

发生在
?

8'

的
W6>

结合结构域中#导致其与靶基因的序列特

异性应答元件亲和力降低#从而降低
?

8'

诱导的
;W;1

表达)

在正常条件下#

;W;1

和
?

8'

中的关键位点不被磷酸化)而

;W;1

表达的增加可导致
?

8'

转录活性的直接抑制#并通过

逃避细胞周期检查点控制从而促进致瘤性细胞生长'

18

(

)

本研 究 结 果 表 明#

aF9390

可 影 响
<<6W$

*

<<6W1

*

<WZ)

*

;W;1

这
0

个调控细胞周期的关键基因的表达#而细

胞周期调控又与
T<<

的发生*发展等密切相关'

1).1-

(

)因此#

有理由认为
aF9390

可通过调控细胞周期从而影响
T<<

的

发生*发展#而针对
aF9390

的靶向治疗也许能成为
T<<

治

疗的一个新靶点)相信随着研究的不断深入#将能为肿瘤的诊

断*预后及靶向治疗等提供更多更有力的理论依据)

参考文献

'

$

(

72] 7

#
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