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目的
!

探讨微小
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"

I#HM"=YB.)11

!

I#=.)11

#及双重特异性酪氨酸调节激酶
1

"

Wd=Z1

#在

结肠癌组织及结肠细胞系
4e$$$)

&

4e0/%

中的表达情况并研究其对
4e$$$)

侵袭转移能力的影响$

方法
!

选取
/1

例结肠癌及癌旁组织标本!培养结肠癌细胞系
4e$$$)

&

4e0/%

及正常结肠上皮细胞系

Y530)%

细胞$

=FJLD#IF;5=

检测组织及细胞中
I#=.)11

的表达!

=FJLD#IF;5=

&免疫组织化学&

eF+DFM,

KL"D

检测
Wd=Z1

基因及蛋白的表达并行
;FJM+",

相关性分析$在
4e$$$)

中转染
I#=.)11I#I#H+

上调
I#=.

)11

表达!同时对照"

Y5

#组转染阴性序列并验证!

=FJLD#IF;5=

及
eF+DFM,KL"D

进一步检测上调
I#=.)11

后

4e$$$)

中
Wd=Z1

基因及蛋白表达水平!同时用
CMJ,+OFLL

法检测
4e$$$)

细胞侵袭转移能力的变化$结果

!

=FJLD#IF;5=

及
eF+DFM,KL"D

结果显示!相比于癌旁组织和正常结肠上皮细胞系
Y530)%

!结肠癌组织及

结肠癌细胞
4e$$$)

中
I#=.)11I=YB

呈高表达而
Wd=Z1I=YB

及蛋白呈低表达!两者表达呈明显负相关

"

Mi%&($)

!

!

$

%&%$

#$转染
I#=.)11I#I#H+

后!

=FJLD#IF;5=

及
eF+DFM,KL"D

结果显示!相比于
Y5

组!

I#=.)11I#I#H+

组
Wd=Z1I=YB

及蛋白表达水平减低"

!

$

%&%$

#$相应的!

CMJ,+OFLL

结果显示!相比于
Y5

组!

4e$$$)

细胞转染
I#=.)11I#I#H+

后侵袭转移能力明显增强"

!
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#$结论
!

结肠癌中
I#=.)11

呈高表

达而
Wd=Z1

呈低表达!上调
I#=.)11

可负性调控
Wd=Z1

表达并促进
4e$$$)

细胞侵袭转移$
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作为消化系统最常见的恶性肿瘤#结肠癌被认作

是肿瘤相关死亡的常见原因之一,持续积累的基因

学及表观遗传学失调控与结肠癌的发生发展密切相

关&

$

'

,尽管包括手术)放疗)化疗在内的多种治疗方

式均取得了不错的进展#但结肠癌患者
6

年生存率依

然不高&

1

'

,结肠癌的不佳预后往往认为与其淋巴结

转移和高复发率密切相关&

'

'

,

微小
=YB

$

I#HM"=YB+

#

I#=YB+

%是一组进化上

相对保守的非编码
=YB

#其在多种肿瘤中通过调控

靶基因的表达而被认为是癌基因或抑癌基因参与到

肿瘤的多种生物学行为中&

0

'

,

I#=.)11

位于人类基因

组
$'

V

'$&'

染色体#并被报道作为抑癌基因参与到包

括肝癌)肺癌及胶质瘤等多种恶性肿瘤中&

6.-

'

,目前#

关于
I#=.)11

在结肠癌中的功能尚有争议,

7B8.

B>\A=

等&

/

'通过
I#=YB

芯片研究发现#相比于癌

旁组织#

I#=.)11

在结肠癌组织中呈相对高表达,到

目前为止#关于
I#=.)11

是否可以影响结肠癌侵袭转

移及其具体机制未见报道,

本研究拟在组织学及细胞学水平探讨结肠癌中

I#=.)11

及双重特异性酪氨酸调节激酶
1

$

!EJL.+

P

FH#.

G#H#D

?

D

?

M"+#,F.MF

Q

ELJDF!g#,J+F+1

#

Wd=Z1

%的表达并

进行相关性分析#同时研究
I#=.)11

过表达对结肠癌

细胞
4e$$$)

中
Wd=Z1

表达及其侵袭转移能力的

影响,

<

!

材料与方法

<&<

!

组织细胞来源及主要试剂盒)仪器

<&<&<

!

结肠癌组织标本来源
!

/1

例结肠癌及癌旁组

织标本均来自
1%$0

年
1

月至
1%$)

年
1

月沈阳医学院

附属中心医院结肠癌手术过程中切取的新鲜结肠癌

组织及相应的癌旁组织#液氮保存运送并置于
U/%`

低温冰箱保存,术后均经病理学检查证实诊断为结

肠癌#其中男
66

例#女
1-

例#患者手术前未行放疗及

化疗#年龄
01

#

-6

岁#平均
6/

岁,

<&<&=

!

细胞来源
!

结肠癌细胞系
4e$$$)

)

4e0/%

及正常结肠上皮细胞系
Y530)%

细胞购自中科院上

海细胞库,

<&<&>

!

主要试剂及仪器
!

=YB

提取试剂盒)反转录

试剂盒)

;5=

试剂盒及
8#

P

"GFHDJI#,FC31%%%

转染试

剂盒$美国
<,N#DM"

Q

F,

公司%(

4d7= 3J+DFM3#hDEMF

$日本
CJgJMJ

公司%(

Wd=Z1

多克隆抗体$美国
5FLL

4#

Q

,JL#,

Q

CFH2,"L"

Q?

公司%(

@=;

标记的羊抗兔二

抗$武汉博士得公司%(

I#=.)11 I#I#H+

$

I#=.)11

I#I#H+

组%及
I#I#HH",DM"L

$

Y5

组%引物由上海生工

生物工程$上海%有限公司合成(

CMJ,+OFLL

小室$安

徽
5"M,#,

Q

公司%,

<&=

!

结肠癌组织中
I#=.)11

)

Wd=Z1

的检测

<&=&<

!

=FJL.D#IF;5=

检测
I#=.)11

)

Wd=Z1I=.

YB

表达
!

CM#c"L

提取结肠癌组织及培养的各组细胞

总
=YB

并标记,按照
<,N#DM"

Q

F,

的试剂盒说明书进

行反转录反应#反应产物行
;5=

扩增#

;5=

过程按

<,N#DM"

Q

F,

的
4d7=>MFF,

实时荧光定量
;5=

试剂

盒说明书在荧光定量仪上进行#以
\)

为
I#=.)11

的

内参#

*

.JHD#,

为
Wd=Z1

的内参,以
I#=.)11

与
\)

拷贝数的比值为其相对表达量#

Wd=Z1

与
*

.JHD#,

拷

贝数的比值为其相对表达量,

I#=.)11=C.;5=

引

物
6[.>C5>CBC55B>C>5>C>C5>C>>B

>C5>>5BBC C>5B5C >>B CB5>B5>5C

55B.'[

(

I#=.)11;5=

上游引物
6[.>>>B5B>C5

C>5C>B>>C.'[

#

I#=.)11;5=

下游引物
6[.5B>

C>5>C>C5>C>>B>C.'[

(

\)

上游引物
6[.5C5

>5CC5>>5B >5B5B.'[

#

\)

下游引物
6[.BB5

>5CC5B5>B BCCC>5>C.'[

(

Wd=Z1

上游引

物
6[.55C >BB 5BB >5B BC>BB >5B.'[

(

Wd=Z1

下游引物
6[.>>C 5BC 5BC 5BC B>5

5B55B.'[

(

*

.JHD#,

上游引物
6[.B>C >C> B5>

C>>B5BC55>5B BB>.'[

#

*

.JHD#,

下游引物
6[.

BC55B5BC5C>5C>>BB>>C>>B5.'[

,

<&=&=

!

eF+DFM,KL"D

检测
Wd=Z1

蛋白表达
!

分别

提取组织总蛋白#

75B

试剂盒测定蛋白浓度#取

1%%

$

8

样品进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电

泳$

4W4.;B>A

%#转膜#封闭
$2

后#依次行一抗$兔抗

人
Wd=Z1

和兔抗人
*

.JHD#,

%)二抗$

@=;

标记的羊抗

兔二抗%杂交#最后按增强化学发光法$

A58

%试剂盒

说明书行电化学发光检测#应用
fEJ,D#D

?

R,F

软件行

蛋白灰度分析,

<&=&>

!

Wd=Z1

蛋白的免疫组织化学检测
!

组织标

本取材后#磷酸盐缓冲液$

;74

%清洗#依次行石蜡包埋

切片)脱蜡复水)抗原修复)封闭)过氧化物酶及
$]

牛

血清清蛋白$

74B

%封闭)一抗及二抗孵育)

WB7

显色)

复染)封片,细胞膜及细胞质呈棕黄色或棕色为

阳性,

<&>

!

4e$$$)

)

4e0/%

和
Y530)%

细胞中
I#=.)11

)

Wd=Z1

的检测
!

结肠癌细胞系
4e$$$)

及
4e0/%

细胞及正常结肠上皮细胞系
Y530)%

细胞均培养于

添加
$%]

胎牛血清的
=;3<.$)0%

培养基中#置于

'-`

)

6] 5R

1

饱和湿度的培养箱中孵育培养,定期

换液#细胞生长融合至
-%]

#

/%]

时常规传代,细胞

中的
I#=.)11

及
Wd=Z1I=YB

采用
=FJLD#IF;5=

)/11
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法检测#具体同
$&1&$

,

Wd=Z1

蛋白的检测用
eF+D.

FM,KL"D

法#具体同
$&1&1

,

<&?

!

细胞侵袭转移能力检测
!

选取生长状态佳的

4e$$$)

细胞#胰酶消化并调整细胞密度为每升
1^

$%

6 个并分组接种于
10

孔板中#

'-`

)

6] 5R

1

孵育

102

#用脂质体转染法分别转染
6%,I"LI#=.)11

I#I#H+

或
I#I#HH",DM"L

,

'-`

孵育
)2

#添加
6%%

$

8

=;3<.$)0%

完全培养基#培养
0/2

后#进行后续检

测,采用
=FJLD#IF;5=

法检测
I#=.)11

及
Wd=Z1

I=YB

#采用
eF+DFM,KL"D

法检测
Wd=Z1

蛋白,参

照
CMJ,+OFLL

小室说明书#常规包被底部膜#水化(同

步化各组
4e$$$)

细胞#调整计数并接种#上室内加

入
$%%

$

8

含
$%]

胎牛血清的
=;3<.$)0%

培养基(下

室内加入
6%%

$

8

含
1%]

胎牛血清的
=;3<.$)0%

#

'-

`

)

6] 5R

1

孵育
0/2

,取出
CMJ,+OFLL

小室#棉签擦

去
CMJ,+OFLL

小室内部细胞#冲洗#固定#染色#倒置显

微镜下观察并计数,每组铺
)

个
CMJ,+OFLL

小室#平

均值即细胞侵袭的数量,

<&G

!

统计学处理
!

采用
4;44$-&%

软件储存和分析

数据,计量资料以
Ha8

表示#两个独立样本均数比

较呈正态分布的采用
9

检验#非正态分布的采用非参

数
3J,,.e2#D,F

?

检验#以
!

$

%&%6

为差异有统计学

意义,

=

!

结
!!

果

=&<

!

结肠癌组织中
I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达及相

关性分析
!

结肠癌组织及癌旁组织配对标本中
I#=.

)11

和
Wd=Z1I=YB

的表达及
Wd=Z1

蛋白的表达

见图
$

)

1

及表
$

,与癌旁组织比较#

=FJLD#IF;5=

和

eF+DFM,KL"D

结果显示结肠癌组织中
Wd=Z1I=YB

和蛋白呈低表达(免疫组织化学结果显示#随着结肠

癌临床分期的增加#

Wd=Z1

表达呈明显降低趋势,

与癌旁组织比较#

=FJLD#IF;5=

结果显示结肠癌组

织中
I#=.)11I=YB

表达升高,

;FJM+",

相关性分

析结果显示#在结肠癌组织中
I#=.)11

与
Wd=Z1

表

达呈明显负相关$

Mi%&($)

#

!

$

%&%6

%,此外统计分

析发现
I#=.)11

高表达和
Wd=Z1

低表达均与结肠

癌的淋巴结转移$

!i%&%%0

)

%&%%0

%及远处转移密切

相关$

!i%&%$)

)

%&%$%

%#见表
1

,

!!

$

!癌旁组织(

1

!结肠癌组织

图
$

!!

结肠癌及癌旁组织配对标本中

Wd=Z1

蛋白的
eF+DFM,KL"D

检测

表
$

!!

结肠癌及癌旁组织配对标本中
I#=.)11

!!!

和
Wd=Z1

的表达比较$

Ha8

&

组别
( I#=.)11I=YB Wd=Z1I=YB Wd=Z1

蛋白

癌旁组织
/1 %&'01a%&%'0 '&$01a%&1'$ $&'6'a%&$%)

结肠癌组织
/1 %&($6a%&$16 $&160a%&'1$ %&0$1a%&%06

9 U(&1'0 U$'&'01 U'1&$/1

!

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

!!

B

!临床分期
%

期(

7

!临床分期
&

期(

5

!临床分期
'

期(

W

!临床分期
-

期

图
1

!!

不同临床分期结肠癌组织中
Wd=Z1

的表达情况$

4;̂ 1%%

&

图
'

!!

结肠癌组织中
I#=.)11

与
Wd=Z1

的表达的相关性分析$

=

1

i%&($)

&

=&=

!

结肠癌细胞系
4e$$$)

)

4e0/%

及正常结肠上

皮细胞系
Y530)%

中
I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达
!

结肠癌细胞系
4e$$$)

)

4e0/%

及正常结肠上皮细胞

系
Y530)%

中
I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达情况见图

0

)表
'

,与
Y530)%

比较#

4e$$$)

$

9i)0%&%%

%)

4e0/%

$

9i(60&'-

%细胞中
I#=.)11I=YB

表达水平

明显升高$均
!

$

%&%$

%(而
Wd=Z1 I=YB

$

9i

U16)&1'

)

U116&$/

%和蛋白$

9iU$)%&16

)

U$(%&/-

%

表达水平明显降低$均
!

$

%&%$

%,

=&>

!

I#=.)11I#I#H+

转染细胞后
I#=.)11

及
Wd=Z1

的表达及结肠癌细胞侵袭转移能力的变化
!

与
Y5

组

-/11

重庆医学
1%$/

年
)

月第
0-

卷第
$-

期



表
1

!!

结肠癌中
I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达与临床病理参数的相关性分析

临床病理特征
(

I#=.)11

$

(

%

高表达 低表达
!

1

! (

Wd=Z1

$

(

%

高表达 低表达
!

1

!

年龄
%&610 %&'$6 %&-'1 %&1)6

!'

6%

岁
1- $- $% 01 $0 1/

!%

6%

岁
66 '% 16 0% $- 1'

性别
%&')' %&1)% %&$)% %&0'1

!

女
0( '% $( 01 $6 1-

!

男
'' $- $) 0% $) 10

肿瘤部位
%&%)1 %&0(- %&%$$ %&66%

!

结肠
66 '$ 10 0- $/ 1(

!

直肠
1- $) $$ 16 $' 11

临床分期
0&)-( %&%'' $%&1$1 %&%$-

!%

期
1% / $1 16 6 1%

!&

期
$( $% ( 10 - $-

!'

期
$( $1 - $0 - -

!-

期
10 $- - $( $1 -

C

分类
/&$$$ %&%%0 0&/61 %&%16

!

C$: C1 1/ $% $/ '% $) $0

!

C': C0 60 '- $- 61 $6 '-

Y

分类
/&10) %&%%0 /&1)/ %&%%0

!

有淋巴结转移
'% $$ $( 1( $- $1

!

无淋巴结转移
61 ') $) 6' $0 '(

3

分类
6&)6$ %&%$) $$&)(1 %&%%$

!

3%

$无远处转移%

1/ $$ $- '$ $( $1

!

3$

$有远处转移%

60 ') $/ 6$ $1 '(

病理分化程度
1&%$% %&')) $&1/% %&61-

!

差
'' 1% $' $( $0

!

中
1( $0 $6 $' $)

!

良
'% $' $- $6 $$

比较#

I#=.)11I#I#H+

组
4e$$$)

细胞
I#=.)11I=.

YB

表达上调#

Wd=Z1I=YB

及蛋白表达水平下调#

见图
6

)表
0

,进一步的
CMJ,+OFLL

小室试验结果提

示#

Y5

组穿过小室的细胞数为$

-6&1'$a6&'6%

%个#

I#=.)11I#I#H+

组穿过小室的细胞数为$

1-'&06a

/&'06

%个#

I#=.)11I#I#H+

组较
Y5

组明显增加$

9i

U$')&%00

#

!

$

%&%$

%#即细胞的侵袭能力增强,

!!

$

!

Y530)%

细胞(

1

!

4e$$$)

细胞(

'

!

4e0/%

细胞

图
0

!!

4e$$$)

%

4e0/%

及
Y530)%

细胞系中

Wd=Z1

蛋白的
eF+DFM,KL"D

检测

表
'

!!

结肠癌细胞系及正常结肠上皮细胞系中

!!!

I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达$

Ha8

&

细胞
( I#=.)11I=YB Wd=Z1I=YB Wd=Z1

蛋白

Y530)% ' %&1)0a%&%1$ $&0/0a%&'$6 1&'01a%&16'

4e$$$) ' %&/$)a%&$$'

J

%&'))a%&%'

J

%&(01a%&$'1

J

4e0/% ' %&(%6a%&$06

J

%&1(0a%&%1'

J

%&)-0a%&$%6

J

!!

J

!

!

$

%&%$

#与
Y530)%

比较

!!

$

!

Y5

转染组(

1

!

I#=.)11I#I#H+

转染组

图
6

!!

I#=.)11I#I#H+

转染
4e$$$)

细胞后

Wd=Z1

蛋白的
eF+DFM,KL"D

检测

表
0

!!

I#=.)11I#I#H+

转染后
4e$$$)

细胞中

!!!

I#=.)11

和
Wd=Z1

的表达$

Ha8

&

组别
( I#=.)11I=YB Wd=Z1I=YB Wd=Z1

蛋白

Y5

组
' %&-(1a%&$'0 %&'$(a%&%0$ %&/--a%&$)1

I#=.)11

I#I#H+

组
' $&/61a%&10- %&$1'a%&%$) %&')$a%&%-'

9 U6(6&)-% 1%&%%% 00&$-%

!

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

>

!

讨
!!

论

!!

I#=YB

是近年来发现的长约
11,D

的非编码

=YB

#其在肿瘤中的作用主要是作为重要的调节因子

参与到肿瘤发生发展的过程中,

I#=.)11

在多种肿瘤

中均有报道,

>\R

等&

(

'报道下调
I#=.)11

的表达可

促进胃癌细胞侵袭转移(

eBY>

等&

$%

'报道上调
I#=.

//11

重庆医学
1%$/

年
)

月第
0-

卷第
$-

期



)11

表达可抑制恶性胶质瘤细胞的增殖)运动与侵袭,

而关于
I#=.)11

在结肠癌中的功能目前尚存争议,

XBY>

等&

$$

'报道
I#=.)11

在结肠癌组织及细胞中表

达降低#上调其表达可抑制结肠癌细胞的增殖及转移

能力(而
3B

等&

$1

'报道
I#=.)11

在结肠癌中呈高表

达#且
I#=.)11

的表达增高与结肠癌细胞的放射抵抗

和不良预后密切相关,在本研究中#笔者发现
I#=.

)11

在结肠癌组织及细胞系
4e$$$)

及
4e0/%

中呈

高表达#笔者通过细胞转染的方式进一步上调
I#=.

)11

后发现上调的
I#=.)11

可明显促进结肠癌细胞

4e$$)

的侵袭能力#证实
I#=.)11

在结肠癌中起到了

癌基因的作用,

Wd=Z1

隶属于
53>5

蛋白激酶超家族#主要分

布于细胞质中#其主要作用被认为与细胞功能的多重

效监管有关&

$'

'

,

Wd=Z1

的主要功能是作为
>4Z'

的启动激酶而存在#

Wd=Z1

可直接作用于其底物
H.

9E,

和
H.3

?

H

从而参与细胞周期的调控,

Wd=Z1

在

肿瘤的发生发展过程中同样起着非常重要的作用,

Wd=Z1

在包括乳腺癌)膀胱癌)小细胞肺癌等在内的

多种恶性肿瘤中均扮演着抑癌基因的角色&

$0.$-

'

,

Wd=Z1

可通过磷酸化色氨酸从而反应性地增强
P

6'

的促凋亡作用&

$/

'

,

Wd=Z1

在肿瘤中的另一个功能

被认为与肿瘤的侵袭转移密切相关,

Wd=Z1

可通过

磷酸化其下游的
4,J#L

#从而参与
4,J#L

介导的肿瘤转

移的关键过程000上皮细胞向间充质细胞转化$

F

P

#.

D2FL#JL.D".IF+F,H2

?

IJLDMJ,+#D#",

#

A3C

%,本研究的

另一个重点即是
I#=.)11

对
Wd=Z1

表达的影响,

研究发现转染
I#=.)11I#I#H+

后#

I#=.)11

表达水平

明显上调#相应的#

Wd=Z1

的
I=YB

及蛋白表达水

平均相应地下调#证实
I#=.)11

可负性调控
Wd=Z1

的表达,微小
=YB

功能的实现被认为通过靶向结合

于目的
I=YB

的
'[

非编码区从而在转录水平或转录

后水平引起目的
I=YB

的降解或影响蛋白质的翻

译,本研究仅仅初步验证了
I#=.)11

对
Wd=Z1

的

定性调控作用#

I#=.)11

能否靶向结合于
Wd=Z1

I=YB

的
'[

非编码区并靶向调控其蛋白的表达尚需

进一步的
8\5

基因报告等试验来验证,

综上所述#本研究发现结肠癌中
I#=.)11

表达升

高而
Wd=Z1

表达降低#上调
I#=.)11

可负性调控

Wd=Z1

表达并促进
4e$$$)

细胞侵袭转移#为结肠

癌的基因靶向治疗提供了新视角,
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