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特异性蛋白 １(ＳＰ１)上调 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促进结直肠癌细胞增殖

宋慧胜ꎬ　 邱惠思ꎬ　 吴华振ꎬ　 王　 馨ꎬ　 汤锐明ꎬ　 潘辉林ꎬ　 李志英ꎬ　 冯正富∗

(广州医科大学附属第六医院放疗科ꎬ 清远市人民医院　 ５１１５１８)

摘要　 大量的证据表明ꎬ长链非编码 ＲＮＡｓ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ)在结直肠癌发生发展中发挥重

要作用ꎮ 有迹象表明ꎬｌｎｃＲＮＡ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 推动结直肠癌的进程ꎮ 本文通过数据库信息分析发现ꎬ
ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌中高表达且与患者较差的预后正相关ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 方法也证实ꎬ
ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌细胞和组织中的表达量均高于正常细胞和组织ꎮ 其中ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结肠

癌细胞 ＬＯＶＯ 中表达量最高ꎬ是正常结直肠细胞的 １３ 倍ꎮ 生物信息学预测结合双荧光素酶报告基

因实验和染色质沉淀研究结果表明ꎬ特异性蛋白 １(ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＳＰ１)可直接结合在 ＦＯＸＰ４￣
ＡＳ１ 启动子上ꎬ上调其活性ꎮ 过表达 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎬ可下调 ｐ１６ 和 ｐ１８ 表达ꎬ同时上调 ＣＤＫ４、ＣＤＫ６
和细胞周期蛋白 Ｄ１ 表达ꎬ最终促进结直肠癌细胞增殖ꎮ 相反ꎬ敲低 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 将上调 ｐ１６ 和 ｐ１８
表达ꎬ抑制 ＣＤＫ４、ＣＤＫ６ 和细胞周期蛋白 Ｄ１ꎬ获得相反的结果ꎮ 总之ꎬ特异性蛋白 １( ＳＰ１)上调

ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎬ促进结直肠癌细胞增殖ꎮ
关键词　 长链非编码 ＲＮＡꎻ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎻ 结直肠癌ꎻ 增殖ꎻ 特异性蛋白 １(ＳＰ１)
中图分类号　 Ｒ７３５􀆰 ３

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ Ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＳＰ１)Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｔｏ Ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
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ＳＯＮＧ Ｈｕｉ￣Ｓｈｅｎｇꎬ ＱＩＵ Ｈｕｉ￣Ｓｉꎬ ＷＵ Ｈｕａ￣Ｚｈｅｎꎬ ＷＡＮＧ Ｘｉｎꎬ ＴＡＮＧ Ｒｕｉ￣Ｍｉｎｇꎬ
ＰＡＮ Ｈｕｉ￣Ｌｉｎꎬ ＬＩ Ｚｈｉ￣Ｙｉｎｇꎬ ＦＥＮＧ Ｚｈｅｎｇ￣Ｆｕ∗

(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙꎬ Ｔｈｅ Ｓｉｘｔｈ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｑｉｎｇｙｕａｎ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ５１１５１８ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ (ｌｎｃＲＮＡｓ) ｐｌａｙ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅｓ
ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｔ ｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｍｉｇｈｔ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ. Ｈｅｒｅꎬ ｗｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｈｅ ＧＥＰＩＡ ｄａｔａｂａｎｋ ｔｏ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｏｏｒ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ. ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ａｌｓｏ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｔｈａｔ ＦＯＸＰ４￣
ＡＳ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙｓ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＳＰ１)ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｂｏｕｎｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｔｏ ｅｎｈａｎｃｅ ｉｔｓ ａｃｔｉｖｉｔｙ. Ｒｅｓｔｏｒｅｄ
ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｐ１６ ａｎｄ ｐ１８ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ＣＤＫ４ꎬ ＣＤＫ６ ａｎｄ Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｔｈｕｓ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. Ｋｎｏｃｋｉｎｇ￣ｄｏｗｎ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｈａｄ ｔｈｅ
ｏｐｐｏｓｉｔｅ ｒｅｓｕｌｔｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ＳＰ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎬ ｔｈｕｓ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ( ｌｎｃＲＮＡｓ )ꎻ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎻ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ １(ＳＰ１)



第 ３ 期 宋慧胜等:特异性蛋白 １(ＳＰ１)上调 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促进结直肠癌细胞增殖

　 　 结直肠癌是世界上发病率排名第 ３ 而致死率

排名第 ４ 的恶性肿瘤 [１] ꎮ 每年全球有 １００ 至 ２００
万结直肠癌新增病例ꎬ而由其新增死亡人数高达

７０ 万 [２] ꎮ ２０１７ 年ꎬ美国预计有新增结直肠癌患

者 ９５ ５２０ 例ꎬ新增结直肠癌死亡病例 ５０ ２６０ [３] ꎮ
据统计ꎬ２０１２ 年中国有 １４０ 万新增结直肠癌患

者ꎬ６９３ ９００ 例结直肠癌死亡病例 [４] ꎮ 因此ꎬ探
究结直肠癌发生发展的分子机制ꎬ寻找新的结直

肠癌标志物和潜在治疗靶标ꎬ是目前亟待解决的

重大课题ꎮ
长链 非 编 码 ＲＮＡｓ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓꎬ

ｌｎｃＲＮＡｓ)是一类长度大于 ２００ ｎｔ 无蛋白质编码功

能的 ＲＮＡｓ[５ꎬ６]ꎮ 目前发现ꎬｌｎｃＲＮＡｓ 在结直肠癌发

生发展的过程中发挥重要的作用[５ꎬ６]ꎮ 本室前期研

究中发现ꎬｌｎｃＲＮＡ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌中显著

高表达ꎬ且与患者预后正相关ꎮ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 其转录

本 ＩＤ 是 ＥＮＳＴ０００００４５４８１２􀆰 １ꎮ 该转录本由 ２ 个外

显子组成ꎬ全长 ５７５ ｂｐꎮ 本文拟在此基础上ꎬ探讨

ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌细胞中的作用及相关分子

机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞培养及组织收集

正常结直肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０ 和结直肠癌细胞

ＬＯＶＯ、 ＨＴ２９、 ＳＷ４８０、 ＳＷ６２０、 ＨＣＴ１１６、 ＲＫＯ 及

ＨＣＴ８ 均由本实验室保存ꎮ 将上述细胞接种于含

１０％胎牛血清 ( Ｇｉｂｃｏ 公司) ＤＭＥＭ 培养液中ꎬ在

３７℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养ꎮ
自 ２０１２ 年 ５ 月至 ２０１７ 年 ２ 月ꎬ收集来本院就

诊的结直肠癌患者组织 ３９ 例及癌旁结直肠组织 ２６
例ꎬ其样品放于－８０℃保存备用ꎮ ３９ 例结直肠癌患

者中有 ２５ 例男性和 １４ 例女性ꎮ 年龄最小是 ３８ 岁ꎬ
年龄最大是 ７３ 岁ꎮ ２６ 例癌旁结直肠组织捐赠者有

１３ 例男性和 １３ 例女性ꎮ 年龄最小是 ４５ 岁ꎬ年龄最

大是 ８１ 岁ꎮ 所有患者均已签署知情同意书ꎬ本研究

已通过清远市人民医院伦理委员会的同意ꎮ
１􀆰 ２　 试剂

Ｔｒｉｚｏｌ、ＳＹＢＲ、逆转录试剂盒、ＢＣＡ 蛋白质浓度

检测试剂盒、均购自美国 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司ꎬＲＩＰＡ 裂解

液购自碧云天ꎬｐ１６、ｐ１８、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、细胞周期蛋

白 Ｄ１ 和 ＳＰ１ 抗体与染色质沉淀试剂盒均购自 Ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｏｎｏｌｏｇｙꎬβ￣肌动蛋白抗体购自 ｓｉｇｍａꎬ
ＭＴＳ 试剂与双荧光素酶报告基因试剂盒均购自美

国 Ｐｒｏｍｅｇａꎮ

１􀆰 ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ
使用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取细胞总 ＲＮＡｓꎬ使用随机引物将

其逆转录成 ｃＤＮＡꎮ ＳＹＢＲ 法用于检测 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１
的表达量ꎮ ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５′￣ＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡ
ＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡ￣３′ꎬ ＧＡＰＤＨ 下游引物 ５′￣ＴＴＣＴ
ＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡ￣３′ꎮ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 上游

引 物 ５′￣ＧＣＴＧＣＣＣＴＡＡＣＣＣＴＣＡＡＴＣＣ￣３′ꎬ ＦＯＸＰ４￣
ＡＳ１ 下游引物 ５′￣ ＣＡＣＡＧＡＡＡＡＣＣＡＧＧＧＣＴＧＡＡＣＴ￣
３′ꎮ 引物由深圳华大基因合成ꎮ 根据 ２￣△△ｃｔ方法计

算各基因表达量ꎮ
１􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

冰上使用 ＲＩＰＡ 裂解目的细胞ꎬ处理 ２０ ｍｉｎ 后

离心取上清ꎮ ＢＣＡ 法测量蛋白质浓度ꎮ 每个泳道

上样 ３０ ｍｇ 蛋白质ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥꎬ ２００ ｍＡ ９０
ｍｉｎꎬ将 ＰＡＧＥ 胶上蛋白质转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％牛奶

室温封闭该膜 ２ ｈꎬ一抗 ｐ１６、ｐ１８、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、细
胞周期蛋白 Ｄ１ 和 ＳＰ１ 抗体稀释比例 １ ∶１ ０００ꎻβ￣肌
动蛋白抗体稀释比例 １ ∶ ５ ０００ꎬ孵育过夜ꎬＰＢＳＴ 洗

涤ꎬ二抗孵育 １ ｈꎬＥＣＬ 化学发光ꎮ
１􀆰 ５　 细胞增殖实验

将目标细胞接种 ９６ 孔板ꎬ每孔 １ ０００ 个细胞ꎮ
自贴壁后的 ０、１、２、３、４ 和 ５ ｄ 分别加入 ＭＴＳꎬ室温

孵育 ３ ｈꎬ４９０ ｎｍ 检测各孔细胞的吸光度值ꎮ
１􀆰 ６　 染色质沉淀实验

将 ＬＯＶＯ 细胞接种至 １５ ｃｍ 细胞皿中培养过

夜ꎬ多聚甲醛固定细胞 １０ ｍｉｎꎬ甘氨酸终止固定 １０
ｍｉｎꎬ裂解细胞并超声破碎ꎬ离心后向上清分别加入

兔抗 ＩｇＧ、聚合酶 ＩＩ 抗体和 ＳＰ１ 抗体ꎬ４℃孵育过夜ꎬ
再用磁珠孵育抗体 /细胞裂解液ꎮ 蛋白酶 Ｋ 消化磁

珠ꎬ纯化 ＤＮＡꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测含有 ＳＰ１ 结

合位点的 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子目标片段ꎮ 扩增目标

片段的上游引物 ５′￣ＣＣＴＴＣＡＧＡＣＴＴＣＣＣＣＡＣＡＧＣ￣
３′ꎬ下游引物 ５′￣ＧＣＣＣＣＣＴＧＡＣＣＧＣＣＡＴ￣３′ꎮ
１􀆰 ７　 双荧光素酶报告基因检测

从汉恒生物购买野生型 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子的

报告基因载体(命名为 ｐＧＬ４￣ｗｔ)、缺失 ＳＰ１ 结合位

点的 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子报告基因载体 (命名为

ｐＧＬ４￣ｄｅｌ)和对照 ｐＧＬ４￣Ｂꎮ 将 ＬＯＶＯ 细胞以 ８ ０００
个细胞 /孔密度接种 ９６ 孔板ꎬ次日将 ＳＰ１ 过表达质

粒与 ｐＧＬ４￣ｗｔ、ｐＧＬ４￣ｄｅｌ 和 ｐＧＬ４￣Ｂ 分别共转 ４８ ｈꎬ
根据说明书ꎬ裂解细胞并检测各组细胞荧光素酶

活性ꎮ
１􀆰 ８　 生物信息学及统计学方法

通过 ＧＥＰＩＡ ( ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ. ｃａｎｃｅｒ￣ｐｋｕ. ｃｎ / ) 网
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站ꎬ统计 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织和正常组织中

的表达量ꎬ并且统计了 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 的表达量与结直

肠癌 患 者 预 后 的 相 关 性ꎮ 在 Ｅｎｓｅｍｂｌｅ ｇｅｎｏｍｅ
ｂｒｏｓｗｅｒ ９４ ( ｈｔｔｐ: / / ａｓｉａ. ｅｎｓｅｍｂｌ. ｏｒｇ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔｍｌ) 数

据库中ꎬ提取 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 转录起始位点上游 １ ０００
ｂｐ 作为启动子序列ꎬ通过 ＪＡＳＰＡＲ ( ｈｔｔｐ: / / ｊａｓｐａｒ.
ｂｉｎｆ.ｋｕ.ｄｋ / )预测相关转录因子结合位点ꎮ

所有试验重复 ３ 次以上ꎬ数据采用 Ｍ±ＳＤ 表示ꎮ
使用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件包进行统计分析ꎬ两组间比较

采用独立样本 ｔ 检验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌中高表达且与患者较

差的预后正相关

Ｆｉｇ.１　 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｗａｓ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｗａｓ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｉｎ ２７５ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ３４９ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｖｉａ ＧＥＰＩＡ. ｖｓ Ｎｏｒｍａｌꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０１. (Ｂ) Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｒｉｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣
ＡＳ１ ａｎｄ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ. (Ｃ) ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｉｎ ３９ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
２６ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ. (Ｄ) ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｔｏ ｔｅｓｔ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. ｖｓ ＭＣＮ４６０ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１

通过 ＧＥＰＩＡ 数据库检索ꎬ发现 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在

２７５ 例结直肠癌组织中的表达中位数是 ２􀆰 ９６７ꎬ在
３４９ 例正常结肠组织中的表达量是 ０􀆰 ７８４ꎮ 提示

ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织中显著高表达( Ｆｉｇ. １

Ａ)ꎮ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 高表达的结直肠癌患者预后较差ꎬ
其低表达的结直肠癌患者预后较好(Ｐ ＝ ０􀆰 ０４３)ꎬ如
Ｆｉｇ.１Ｂ 所示ꎮ 与此相一致的是ꎬ检测了 ３９ 例结直肠

癌组织和 ２６ 例癌旁组织中 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 的表达ꎮ 结

果证实ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织中高表达(Ｆｉｇ.
１Ｃ)ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果提示ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在

结直肠癌细胞中的表达量远远高于其在正常结肠上

皮细胞 ＮＣＭ４６０ 中的表达量ꎮ 且其在 ＨＴ２９ 结直肠

癌细胞中的表达量是正常细胞的 １􀆰 ７８ 倍ꎬ在 ＬＯＶＯ
细胞中的表达量是正常结直肠细胞的 １３􀆰 ００ 倍(见
Ｆｉｇ.１Ｄ)ꎮ
２􀆰 ２　 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促进结直肠癌细胞增殖

为研究 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌细胞中的作用ꎬ
首先在 ＨＴ￣２９ 细胞中过表达 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎮ 细胞增

殖检测证实ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促进 ＨＴ￣２９ 细胞增殖ꎮ 机

制研究发现ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 可明显下调 ｐ１６ 和 ｐ１８ꎬ同
时上调 ＣＤＫ４、ＣＤＫ６ 和细胞周期蛋白 Ｄ１ 的表达

(Ｆｉｇ.２Ａ)ꎮ 相反ꎬ在 ＬＯＶＯ 细胞中ꎬ采用 ｓｈＲＮＡｓ 敲
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Ｆｉｇ.２　 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　 　 Ｒｅｓｔｏｒｅｄ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｉｎ ＨＴ￣２９ ｃｅｌｌｓ (Ａ) ａｎｄ ｋｎｏｃｋｉｎｇ￣
ｄｏｗｎ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ (Ｂ). ＭＴＳ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｓｔｉｍａｔｅ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｖｉａ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓ (ｎ＝ ３)

低 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎮ ｓｈ￣１＃对 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 沉默效果最

好ꎬ可用于后续研究ꎮ 增殖检测提示ꎬ敲低 ＦＯＸＰ４￣
ＡＳ１ 后ꎬＬＯＶＯ 细胞的增殖能力较对照组显著降低ꎮ
敲低 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 时ꎬ可显著上调 ｐ１６ 和 ｐ１８ 蛋白的

表达量ꎬ同时降低了 ＣＤＫ４、ＣＤＫ６ 和细胞周期蛋白

Ｄ１ 的表达(Ｆｉｇ.２Ｂ)ꎮ 结果提示ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 可调控

细胞周期相关蛋白质和凋亡相关蛋白质ꎬ促进细胞

增殖ꎮ 而一旦敲低其表达ꎬ可明显抑制结直肠癌细

胞的增殖ꎬ促进细胞发生凋亡ꎮ
２􀆰 ３　 ＳＰ１ 转录因子上调 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 表达

为了探讨 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌中高表达的

原因ꎬ首先预测 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子区域的转录因子

结合位点ꎬ发现 ＳＰ１ 可能会结合在 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动

子区域(Ｆｉｇ.３Ａ)ꎮ ＳＰ１ 在 ３６ 例结直肠癌组织中的

表达量显著高于其在正常组织中的表达量ꎬ且 ＳＰ１
与 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在 ３６ 例结直肠癌组织中表达正相关

(Ｐ＝ ０􀆰 ０１４５)ꎬ如 Ｆｉｇ.３Ｂ 所示ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果证

实ꎬＳＰ１ 在结直肠癌细胞中的表达量显著高于

ＮＣＭ４６０ꎬ其在 ＨＴ２９ 中的表达量较低ꎬ在 ＬＯＶＯ 中

表达量最高(Ｆｉｇ.３Ｃ)ꎮ 在 ＨＴ￣２９ 中过表达 ＳＰ１ꎬ而
在 ＬＯＶＯ 细胞中敲低其表达ꎮ 结果发现ꎬ过表达

ＳＰ１ 可明显增加 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 表达ꎬ敲低 ＳＰ１ 后

ＦＯＰＸ４￣ＡＳ１ 表达量被降低(Ｆｉｇ.３Ｄꎬ ３Ｅ)ꎮ 在 ＬＯＶＯ
中的染色质沉淀研究结果发现ꎬＳＰ１ 可直接结合在

ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子区域(Ｆｉｇ.３Ｆ)ꎮ 双荧光素酶报告

基因检测提示ꎬＳＰ１ 可直接增加野生型 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１
启动子活性ꎬ但 ＳＰ１ 对缺失其结合位点的 ＦＯＰＸ４￣
ＡＳ１ 启动子活性未见影响(Ｆｉｇ. ３Ｇ)ꎮ 上述结果提

示ꎬＳＰ１ 可以直接结合到 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 启动子上并上

调其表达ꎮ

３　 讨论

近年来ꎬｌｎｃＲＮＡｓ 在多种肿瘤中异常表达ꎬ其
表达调控机制备受关注[７￣９] ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 启动

子区域高度甲基化ꎬ导致其在肝癌细胞中表达量

极低ꎮ 若在肝癌细胞中引入 ＤＮＡ 甲基转移酶ꎬ将
显著上调 ＭＥＧ３ 的表达[１０] ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＬＥＴ 在肝

癌、结直肠癌和小细胞肺癌中均显著低表达ꎮ 究
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Ｆｉｇ.３　 ＳＰ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　 　 (Ａ) Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔｉｍａｔｅ ｂｉｎｄｉｎｇ
ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１. (Ｂ) Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＰ１ ａｎｄ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｉｎ ３６ ｃａｓｅｓ ｏｆ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ. (Ｃ) Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＰ１ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｉｎ ＮＣＭ４６０ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. (Ｄ)
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＳＰ１ ｉｎ ＨＴ￣２９ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ＳＰ１ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ. (Ｅ) ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｃｅｌｌｓ. ｖｓ
ｃｏｎꎬ ｖｓ ｓｈ￣ｃｏｎꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. (Ｆ) Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓꎬ Ｐｏｌ ＩＩ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ＩＩ. (Ｇ) Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＳＰ１ ａｎｄ ｗｉｌｄｔｙｐｅ ｏｒ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｖｅｃｔｏｒｓ. ｖｓ
ｐＧＬ４￣Ｂꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１

其原因是因为 ＬＥＴ 启动子区域的 Ｈ３ 和 Ｈ４ 组蛋

白去乙酰化酶(ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ３ꎬ ＨＤＡＣ３)乙酰

化了[１１] ꎮ ＨＯＴＡＩＲ 与 ｍｉＲ￣１４１ 在肾癌细胞中表达

负相关ꎮ ｍｉＲ￣１４１ 可通过序列特异性方式结合到

ＨＯＴＡＩＲ 上ꎬ并抑制其表达和促进瘤体增殖及浸润

的功能ꎮ 且 ｍｉＲ￣１４１ 与 Ａｇｏ２ 结合ꎬ导致 Ａｇｏ２ 切割

ＨＯＴＡＩＲꎬ 下 调 其 表 达[１２] ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ｈｉｇｈｌｙ ｕｐ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ (ＨＵＬＣ)启动子区域存在

环磷 腺 苷 效 应 元 件 结 合 蛋 白 ( ｃＡＭＰ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＣＲＥＢ)结合位点ꎮ 但是过

表达的 ｍｉＲ￣３７２ 能够阻止 ＣＲＥＢ 与 ＨＵＬＣ 启动子

的结合ꎬ导致 ｐ３００ 从该启动子上解离ꎬ最终引起

该启动子去乙酰化和甲基化ꎬ导致 ＨＵＬＣ 在肿瘤

中低表达[１３] ꎮ 通过生物信息学预测ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１
启动子区域存在 ＳＰ１ 结合位点ꎮ 报告基因和染色

质沉淀研究证实ꎬＳＰ１ 可直接结合在 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１
启动子区域上调其表达ꎮ

ＬｎｃＲＮＡｓ 在结直肠癌中的作用更是研究的热

点 [１４￣１７] ꎮ ＴＰ７３￣ＡＳ１ 在结直肠癌中显著低表达ꎬ且
其表达量与 ＴＮＭ 分期、预后和复发率显著负相

关ꎮ 深入研究发现ꎬＴＰ７３￣ＡＳ１ 能够抑制结直肠癌

细胞 增 殖ꎬ 促 进 其 凋 亡[１８] ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１９] 发 现ꎬ
ｌｎｃＲＮＡ ＵＩＣＬＭ 在肝转移的结直肠癌组织中显著

上调ꎮ 干扰 ＵＩＣＬＭ 会显著抑制细胞增殖、集落形

成和细胞迁移侵袭ꎬ过表达则会出现相反表型ꎮ Ｌｉ
等[２０]通过挖掘组织芯片和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证之后发

现ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织中显著高表达ꎬ且
其表达量与 ＴＮＭ 分期和瘤体大小显著正相关ꎮ 敲

低 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促进细胞增殖和降低凋亡ꎮ 流式结

果显示ꎬ敲低 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 后 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞增多ꎬＳ
期细胞减少ꎮ 与此相一致的是ꎬ我们通过 ＧＥＰＩＡ
数据库和 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验也证实ꎬＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 在结

直肠癌组织中高表达ꎬ且 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 的表达量与

结直肠癌患者较差的预后正相关ꎮ ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 促

进细胞周期推进ꎬ从而促进细胞增殖ꎮ 此外ꎬ我们

在 Ｌｉ 等研究的基础上ꎬ从蛋白质水平而不是

ｍＲＮＡ 水平探讨细胞周期相关蛋白质的表达改

变ꎬ对 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ 作用机制的研究更有说服力ꎮ
更重要的是ꎬ本文通过生物信息学预测结合染色

质沉淀实验和双荧光素酶报告基因研究证实ꎬＳＰ１
可转录上调 ＦＯＸＰ４￣ＡＳ１ꎬ解释了其在结直肠癌细

胞和组织中过表达的具体原因ꎮ

８０３
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