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ＲＡＮＢＰ９ 调控 ＴＧＦ⁃β 诱导结肠癌 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞凋亡
的机制研究

班汝波１，杨婕琳２，王晓媛２，武雪亮１∗，路永刚３

（１．普通外科，河北北方学院附属第一医院，河北 张家口　 ０７５０００；２．消化内科，河北北方学院附属第一医院，
河北 张家口　 ０７５０００；３．实验室，河北省人民医院，河北 石家庄　 ０５００００）

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 Ｒａｎ 蛋白微管组织中心结合蛋白（ＲＡＮＢＰ９）靶向调控转化生长因子 β１（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）的表达，及其对结直肠癌 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞凋亡的影响。 方法　 分析 ＴＣＧＡ 数据库中 ６２５ 例结

肠癌组织以及 ２０ 例正常结肠组织中 ＲＡＮＢＰ９ 的表达数据，ＫＭＰＬＯＴ 分析 ＲＡＮＢＰ９ 的表达与结肠癌患者生存期的关

系。 人类蛋白免疫组化数据库分析 ＴＧＦ⁃β１ 在正常结肠组织和结肠癌组织中的表达情况，使用 ＵＡＬＣＡＮ 数据库分

析 ＴＧＦ⁃β１ 的表达与结肠癌患者生存期的关系。 双荧光素酶实验分析 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的关系。 将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃
ＧＦＰ⁃ＲＡＮＢＰ９ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃ＲＡＮＢＰ９⁃ＮＣ 分别转染至实验组和对照组细胞中，转染完成后细胞常规培养，另设

立正常组细胞，不经过转染操作，常规培养；噻唑蓝（ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）法检测各组细胞的生长

活力，流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率，ＪＣ⁃１ 染色检测各组细胞的线粒体膜电位，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中

ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。 结果　 ＲＡＮＢＰ９ 在结肠癌组织中的表达明显降低，与 ＲＡＮＢＰ９ 表达低的患者相比，
ＲＡＮＢＰ９ 高表达的结肠癌患者具有较高的生存期曲线，ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌组织的表达明显升高，与 ＴＧＦ⁃β１ 表达高的

患者相比，ＴＧＦ⁃β１ 低表达的患者具有较高的生存期曲线，差异均具有统计意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 在结肠癌中，ＲＡＮＢＰ９
能靶向调控 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。 与正常组细胞相比，实验组细胞的生长活力、线粒体的膜电位、ＴＧＦ⁃β１ 的表达明显下

调，细胞的凋亡率和 ＲＡＮＢＰ９ 的表达明显升高，差异均具有统计意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 ＲＡＮＢＰ９ 能靶向调控 ＴＧＦ⁃
β１ 的表达，促使结肠癌细胞 Ｃｏｌｏ３２０ 的生长活力和线粒体膜电位下降，诱导其凋亡。

【关键词】 　 Ｒａｎ 蛋白微管组织中心结合蛋白；转化生长因子 β１；结直肠癌；细胞凋亡
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Ｒａｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ９ ｔａｒｇｅｔｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｃｏｌｏ３２０ ｃｅｌｌｓ
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（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ ０７５０００， Ｃｈｉｎａ．
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈａｎｇｊｉａｋｏｕ ０７５０００．

３． Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ， Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ’ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５００００）



　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ （ＴＧＦ⁃β１） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ Ｒａｎ⁃
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ９ （ＲＡＮＢＰ９） ａｎｄ ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｃｏｌｏ３２０ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ６２５ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ２０ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ Ｔｈｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｔｌａｓ ｄａｔａｂａｓｅ．
Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＡＮＢＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＫＭＰＬＯＴ．
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＵＡＬＣＡＮ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｃｏｌｏ３２０ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃
ＲＡＮＢＰ９⁃ＮＣ ｐｌａｓｍｉｄｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ ｍｅｔｈｏｄ，
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＪＣ⁃１ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ａｎｄ
ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＲＡＮＢＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＲＡＮＢＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ＲＡＮＢＰ９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｈａｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ （Ｐ＜
０􀆰 ０５）． ＲＡＮＢＰ９ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ，
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ａｌｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ
ＲＡＮＢＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＲＡＮＢＰ９ ｃａｎ ｔａｒｇｅｔ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１， ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃｏｌｏ３２０ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ， ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ， ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｒａｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ９； ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１； ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一，是全

球癌症死亡的第四大主要原因，其发病率随着社会

经济的进展、饮食结构的调整而逐年升高，并且其

发病年龄趋于年轻。 由于起病隐匿，早期尚无特异

性的临床症状，大多数患者确诊时已错过最佳手术

切除治疗时机，加上该病极易复发，诊断以及治疗

费用高［１］，给患者的家庭带来沉重的负担，不利于

社会公共健康卫生事业的可持续发展。 研究显示

下调肿瘤细胞的无限恶性增殖活性是结肠癌干预

治疗的关键事件［２］。 如何降低癌细胞的增殖活力，
诱导其凋亡成为众多学者研究的重点。 已有的研

究显示血管紧张素转化酶 ２（ ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ⁃ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ ２，ＡＣＥ２）、内质网活化转录因子 ６（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ６， ＡＴＦ６ ）、 神 经 纤 毛 蛋 白 ２
（ｎｅｕｒｏｐｉｌｉｎ⁃２，ＮＲＰ⁃２）等众多基因参与调控结肠癌

细胞的凋亡过程［３］。 但是由于结肠癌细胞凋亡的

分子机制尚未完全阐明，仍需更为深入、系统的研

究。 Ｒａｎ 蛋白微管组织中心结合蛋白（Ｒａｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｃｅｎｔｅｒ， ＲａｎＢＰＭ）
是新近发现的在多种组织和细胞中都有表达的由

脯氨酸和谷氨酰胺构成的小分子蛋白质，研究显示

ＲａｎＢＰＭ 与不同基因的蛋白相结合，具有调控细胞

增殖、分化、粘附、运动、凋亡、衰老等生物活性的效

用，存在与转化生长因子 β１ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）等多种基因发生特异性结合的结

构域，又被称为 ＲＡＮＢＰ９［４］。 郭栎枫等［５］ 研究显示

ＲＡＮＢＰ９ 在 骨 肉 瘤 组 织 中 的 表 达 降 低， 增 强

ＲＡＮＢＰ９ 的表达后，骨肉瘤细胞 ＳａＯＳ２ 的凋亡率明

显升高。 但是有关 ＲＡＮＢＰ９ 在结肠癌中的作用的

报道较少。 国内外众多研究数据显示 ＴＧＦ⁃β１ 信号

参与结肠癌细胞的增殖与凋亡等生理过程［６］。 本

研究通过研究 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌组织的

表达，从 ＴＧＦ⁃β１ 信号入手，探讨 ＲＡＮＢＰ９ 对结肠癌

细胞 Ｃｏｌｏ３２０ 凋亡的机制，以期为结肠癌的临床治

疗拓展新的方向。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠，４ ～ ５ 周龄，ＳＰＦ 级，（２０±２） ｇ，雄
性，３０ 只，由中国科学院上海药物研究所提供

［ＳＣＸＫ（沪）２０２０－０００５］，饲养在河北北方学院动物

房中［ＳＹＸＫ（冀） ２０１９－００４］，温度保持在 ２２ ℃ 左

右，湿度（４０±１０）％，进行适应性喂养后用于实验，
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实验动物的操作经河北北方学院附属第一医院动

物伦理委员会批准（ ＩＡＣＵＣ⁃２０２０⁃０５０７３ＢＮ⁃００１），在
实验操作过程中，遵循 ３Ｒ 原则，给与动物人道关

怀，尽量减轻动物的痛苦。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞

　 　 封存在标准液氮中的结直肠癌 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞株

由北 纳 创 联 生 物 （ 北 京 ） 技 术 研 究 院 提 供。
ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃ＲＡＮＢＰ９ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃
ＲＡＮＢＰ９⁃ＮＣ 由上海吉玛生物制药有限公司提供。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 兔 抗 小 鼠 甘 油 醛 － ３ － 磷 酸 脱 氢 酶

（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ，
批号 ＧＪＨ⁃ＬＲ０１ ）、 ＲＡＮＢＰ９ （ 批 号 ＧＪＨ⁃ＹＢ９８ ） 和

ＴＧＦ⁃β１（批号 ＧＪＨ⁃ＨＣ３７） 单克隆抗体 （美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；噻唑蓝 （ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｂｌｕｅ
ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ）试剂盒（批号 ６２５７４）、二
甲苯（批号 ３７２５６）、中性树脂（批号 ２７５３９）、Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试剂盒（批号 ７３６９１） （武汉聚合美生物科技有

限公司）；双荧光素酶试剂盒（北京索莱宝生物科技

有限公司，批号 ８５⁃ＥＶ⁃９６）；线粒体膜电位分析试剂

盒 ５，５’，６，６’－四氯－１，１’，３，３’ －四乙基苯并咪唑

羰花青碘化物（１，１’，３，３’⁃ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌ⁃５，５’，６，６’⁃
ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏｉｍｉｄａｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎ ｅｉｏｄｉｄｅ， ＪＣ⁃１） 染色试剂

盒（南京诺唯赞生物科技有限公司，批号 ３７⁃ＡＦ⁃
８３）；转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（美国 ＣＳＴ 公司，
批号 ８７６３－４ＭＴ－００１）。 台式离心机（浙江研特科学

仪器有限公司，型号 ＹＴ⁃ＬＸ２８００）；恒温 ＣＯ２ 细胞培

养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司，型号 １５０１ 型）；全自动凝胶

成像系统（上海巴玖实业有限公司，型号 ＪＳ⁃２０００）；
垂直电泳槽（上海达洛科学仪器有限公司，型号 ＪＹ⁃
ＳＣＺ２）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌中的表达

　 　 提取癌症基因组图谱（ ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ，
ＴＣＧＡ）中 ６２５ 例结肠癌组织以及 ２０ 例正常结肠组

织差异表达的基因的表达数据，利用 Ｒ 软件对其进

行 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 阵列分析，绘制基因热图；同时使用

ＫＭＰＬＯＴ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｍｐｌｏｔ． ｃｏｍ ／ ａｎａｌｙｓｉｓ ／ ） 分 析

ＲＡＮＢＰ９（基因）的表达与结肠癌患者生存期的关

系。 在人类蛋白免疫组化（ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔｌａｓ，
ＨＰＡ） 数据库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ． ｏｒｇ） 检索

ＴＧＦ⁃β１ 蛋白在正常结肠组织和结肠癌组织中的表

达情况，使用 ＵＡＬＣＡＮ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｕａｌｃａｎ． ｐａｔｈ．

ｕａｂ． ｅｄｕ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）分析 ＴＧＦ⁃β１ 的表达与结肠癌

患者生存期的关系［７］。 同时运用 ＥＮＣＯＲＩ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔａｒｂａｓｅ． ｓｙｓｕ． ｅｄｕ． ｃｎ）统计分析在结肠癌中

ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达的关系。
同时选取封存在河北北方学院附属第一医院

病理研究室的 １０２ 例结肠癌组织和对应的癌旁组

织，样本时限与本研究同步，年龄 ２８ ～ ７３（４２􀆰 ３８ ±
９􀆰 ５６）岁，男 ６５ 例，女 ３７ 例，所有样本均为原发性结

肠癌，并经病理检测确诊。 经统计分析样本在年

龄、性别方面的差异不具有统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。
本研究已获得患者或其直系家属的知情同意书，且
经河北北方学院附属第一医院伦理委员会批准

（２０２０⁃００３⁃ＴＨＢ⁃０１）。 将样本经 ＰＣＲ 分析检测临床

样本中中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。
１􀆰 ３􀆰 ２　 双荧光素酶实验

　 　 从 ＧＥＮＥＭＡＮＩＡ 数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｅｍａｎｉａ．
ｏｒｇ ／ ）查询 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的相互作用关系；然
后按双荧光素酶试剂盒（北京索莱宝生物科技有限

公司） 要求构建 ＴＧＦ⁃β１ 突变型 （ ｐＧＬ３⁃ＴＧＦ⁃β１⁃３⁃
ＵＴＲ⁃ＭＵＴ） 和 ＴＧＦ⁃β１ 野 生 型 （ ｐＧＬ３⁃ＴＧＦ⁃β１⁃３⁃
ＵＴＲ⁃ＷＴ）两种质粒，在 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 的辅助

下， ｐＧＬ３⁃ＴＧＦ⁃β１⁃３⁃ＵＴＲ⁃ＭＵＴ 和 ｐＧＬ３⁃ＴＧＦ⁃β１⁃３⁃
ＵＴＲ⁃ＷＴ 分别与 ＲＡＮＢＰ９ ｍｉｍｉｃ、ＲＡＮＢＰ９ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ
进行共转染操作，待细胞在在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件

下培养 ４８ ｈ 后，以双荧光素酶报告试剂盒检测荧光

素酶强度。
１􀆰 ３􀆰 ３　 细胞转染和分组

　 　 将封存的 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞复苏后接种在 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基上，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养，取对

数生 长 期 的 细 胞 进 行 转 染， 根 据 转 染 试 剂

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００（美国 ＣＳＴ 公司）的说明书要求

将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃ＲＡＮＢＰ９ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １⁃ＧＦＰ⁃
ＲＡＮＢＰ９⁃ＮＣ 分别转染至实验组和对照组细胞中，
转染完成后细胞常规培养，另设立正常组细胞，不
经过转染操作，常规培养。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测各组的细胞生长活力

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 １×１０５ ／孔，并接种

在 ９６ 孔板中，分组处理同上，每组设 ８ 个复孔，１５０１
型恒温 ＣＯ２ 细胞培养箱中设定（３７ ℃，５％ ＣＯ２）培
养 ２４ ｈ，每孔加入 ２０ μＬ 的 ０􀆰 ５％ ＭＴＴ 反应液，室温

下孵育 ６ ｈ、１２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ，弃掉上清液，检测各组

细胞在 ４５０ ｎｍ 处的吸光光度值 Ａ；按照 Ａ实验孔 ／
Ａ对照孔×１００％计算各组细胞的生长活力。
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１􀆰 ３􀆰 ５　 电镜观察各组细胞的超微结构改变

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 ５×１０５ ／孔，并接种

在 ２４ 孔培养板中，分组处理同上，每组设定 ８ 个复

孔，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ，培养基清洗

细胞 ２ 次，每次 ３ ｍｉｎ，离心后，依次以戊二醛、锇酸

固定，磷酸盐缓冲液清洗后，脱水，中性树脂包埋，
切片，铀－铅双染色，镜检。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测各组细胞凋亡率的变化

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 １×１０６ ／孔，并接种

在 ６ 孔培养板中，分组处理同上，每组设定 ８ 个复

孔，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养 ２４ ｈ，以 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 重悬细胞，加入 ５ μＬ 碘化丙啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色液，室温下，避光孵育 １５
ｍｉｎ，流式细胞仪检测。 晚期凋亡细胞和死亡细胞在

流式细胞分析图上为右上区位置，早期凋亡细胞在

流式细胞分析图上为右下区位置。
１􀆰 ３􀆰 ７　 ＪＣ⁃１ 染色检测各组细胞的线粒体膜电位

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 ６×１０５ ／孔，并接种

于 ６ 孔培养板中，分组处理同上，每组设定 ８ 个复

孔，１５０１ 型恒温 ＣＯ２ 细胞培养箱中设定（３７ ℃，５％
ＣＯ２）培养 ２４ ｈ 后，弃去培养液，每孔加入 ＪＣ⁃１ 工作

液，孵育 ２ ｈ，封片，镜检，细胞线粒体膜电位的变化

通过红色荧光和绿色荧光的比值来表示。
１􀆰 ３􀆰 ８　 裸鼠模型检测各组细胞的体内生长

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 １×１０６ ／孔，并接种

于 ６ 孔培养板中，分组处理同 １􀆰 ３􀆰 ５，置于 ３７ ℃，５％
ＣＯ２ 的细胞培养箱 ２４ ｈ 后，将 ３０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠随

机分为正常组、对照组、实验组，每组 １０ 只，以微量

上样器将各组细胞分别注射到 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠体内，３
天后可观察到原位肿瘤，２ 周后处死裸鼠，收集各组

小鼠的肿瘤组织，称重。
１􀆰 ３􀆰 ９　 蛋白质免疫印迹检测各组细胞中 ＲＡＮＢＰ９、
ＴＧＦ⁃β１ 的表达

　 　 调整 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的浓度至 ３×１０５ ／孔接种在 ６
孔培养板中，分组处理同 １􀆰 ３􀆰 ５，每组设定 ８ 个复

孔，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的细胞培养箱 ２４ ｈ 后，按试

剂盒要求进行洗涤、提取总蛋白，上样，电泳，转膜，
封闭，加入一抗（ＲＡＮＢＰ９，ＴＧＦ⁃β１，ＧＡＰＤＨ） （１ ∶
５００），孕育 １ ｈ，以 １ ∶ １５００ 的二抗稀释，３，３’ －二氨

基联苯胺（３，３’⁃ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，复染，
水洗，梯度乙醇脱水，透明，封片，将目的蛋白与

ＧＡＰＤＨ 的灰度进行比较。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 统计分析通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行，所有数据

符合正态分布检验，以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）进行表

示，采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验进行分析，当 Ｐ＜０􀆰 ０５，表示差异

有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌中的表达

　 　 采用 Ｒ 软件将 ＴＣＧＡ 数据库中差异表达的基

因绘制成热图，结果显示，ＲＡＮＢＰ９ 在结肠癌组织

中的表达明显降低，见图 １Ａ；ＫＭＰＬＯＴ 生存分析显

示，与 ＲＡＮＢＰ９ 表达低的患者相比，ＲＡＮＢＰ９ 高表

达的结肠癌患者具有较高的生存期曲线，差异均

具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １Ｂ；从人类蛋白

质免疫组化数据库进行分析结果显示，ＴＧＦ⁃β１ 在

结肠癌组织的表达明显升高，见图 １Ｃ；ＵＡＬＣＡＮ 生

存分析显示，与 ＴＧＦ⁃β１ 表达高的患者相比，ＴＧＦ⁃β１
低表达的患者具有较高的生存期曲线，差异均具有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １Ｄ；使用 ＥＮＣＯＲＩ 数据

库对 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌组织进行共表达

分析，结果显示，在结肠癌中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 表

达呈现明显的负相关 （ ｒ ＝ － ０􀆰 ７５２，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），见

图 １Ｅ。
经 ＰＣＲ 分析结果显示，在临床组织样本中，与

癌旁正常组织相比，ＲＡＮＢＰ９ 的 ｍＲＮＡ 在结肠癌组

织中的表达明显降低，ＴＧＦ⁃β１ 的 ｍＲＮＡ 在结肠癌组

织的表达明显升高，差异均具有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 １Ｆ。
２􀆰 ２　 双荧光素酶实验

　 　 从 ＧＥＮＥＭＡＮＩＡ 数据库中研究发现 ＲＡＮＢＰ９ 与

ＴＧＦ⁃β１ 存在特异性的调控关系，见图 ２Ａ。 推测

ＲＡＮＢＰ９ 的作用位点可能为 ＴＧＦ⁃β１。 进行双荧光

素酶实验，结果显示，过表达 ＲＡＮＢＰ９ 后，ＴＧＦ⁃β１ 野

生型的荧光素酶活性呈现出明显下降的趋势（Ｐ＜
０􀆰 ０５），ＴＧＦ⁃β１ 突变型的荧光素酶活性却无明显变

化（Ｐ＞０􀆰 ０５），说明 ＲＡＮＢＰ９ 能靶向调控 ＴＧＦ⁃β１ 的

表达，见图 ２Ｂ。
２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测各组的细胞生长活力

　 　 经 ＭＴＴ 试剂盒检测后，与正常组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞

相比，实验组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的生长活力出现了明显

下降的趋势（Ｐ＜０􀆰 ０５），对照组与正常组相比，差异

不具有统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ３。
２􀆰 ４　 各组细胞超微结构变化

　 　 电镜下观察各组细胞的超微结果显示，正常组

细胞的胞膜清晰，结构完整，未见扩张、凹陷等异常
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注：Ａ：ＴＣＣＡ 中结肠癌差异表达基因的热图以及 ＲＡＮＢＰ９ 的表达，与正常结肠组织相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；Ｂ：ＲＡＮＢＰ９ 的表达对结肠癌患者生存期的

影响；Ｃ：ＨＰＡ 中 ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌组织中的表达；Ｄ：ＴＧＦ⁃β１ 的表达对结肠癌患者生存期的影响；Ｅ：结肠癌组织中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的共表

达分析；Ｆ：临床样本中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。

图 １　 结肠癌中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ｉｎ ＴＣＣＡ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｌｏｎ ｔｉｓｓｕｅ，∗Ｐ＜
０􀆰 ０５． Ｂ， Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｃ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ＨＰＡ． Ｄ， Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｅ， Ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ． Ｆ， Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ

注：Ａ：ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的作用网络；Ｂ：双荧光素酶实验结果。 与 ｍｉｍｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ 相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 ＲＡＮＢＰ９ 靶向调控 ＴＧＦ⁃β１ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１． Ｂ， Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉｍｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＲＡＮＢＰ９ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β１
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现象，胞浆中的线粒体数量丰富，线粒体双侧膜结

构性态无明显病变，嵴结构完整，核膜完整，染色质

性态未见异常；对照组细胞与正常组细胞的超微结

构未见明显差异，线粒体以及其他细胞器的结构清

晰可辨，无肿胀、断裂现象；实验组细胞的胞膜凹

陷、缺失明显，线粒体肿胀明显，双层膜结构明显扩

张，空泡样变性严重，嵴结构或变形，或缺失，或断

裂，线粒体的基膜已失去清晰的界限，数量明显减

少，见图 ４。

图 ４　 各组细胞的超微结构（红色箭头即为肿胀的线粒体）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｗｏｌｌｅｎ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ）

注：与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组细胞的凋亡率

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ５　 流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率

　 　 经流式细胞仪检测后，与正常组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞

相比，实验组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的凋亡率出现了明显升

高的趋势（Ｐ＜０􀆰 ０５），对照组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞与正常组

Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的凋亡率相比，差异不具有统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ５。

注：与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组细胞的生长活力

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
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２􀆰 ６　 ＪＣ⁃１染色检测各组细胞的线粒体膜电位

　 　 经 ＪＣ⁃１ 染色试剂盒后，与正常组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞

相比，实验组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞中红色荧光与绿色荧光

的比值出现了明显下降的趋势，Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的线粒

体膜电位明显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 对照组 Ｃｏｌｏ３２０ 细

胞与正常组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的线粒体膜电位相比，差
异不具有统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ６。
２􀆰 ７　 裸鼠实验模型

　 　 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞在动物体内生长后，与正常组

Ｃｏｌｏ３２０ 细胞的瘤体组织相比，实验组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞

的瘤体质量出现了明显下降的趋势，Ｃｏｌｏ３２０ 细胞体

内生长的能力明显下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜

０􀆰 ０５）；正常组实验动物与对照组实验动物的肿瘤

组织的质量相比，差异不具有统计学意义 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５），见图 ７。
２􀆰 ８　 各组细胞中 ＲＡＮＢＰ９、ＴＧＦ⁃β１ 的表达

　 　 各组细胞经 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验后，与正常组

Ｃｏｌｏ３２０ 细胞相比，实验组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞中 ＲＡＮＢＰ９
的表达呈现明显升高的趋势，ＴＧＦ⁃β１ 的表达呈现明

显下降的趋势，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），
正常组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞与对照组 Ｃｏｌｏ３２０ 细胞中

ＲＡＮＢＰ９、ＴＧＦ⁃β１ 的表达相比，差异不具有统计学

意义（Ｐ＞０􀆰 ０５），见图 ８。

注：与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 各组细胞的线粒体膜电位（ＪＣ⁃１ 染色）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＪＣ⁃１ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

注：与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 裸鼠成瘤以及瘤体质量的比较

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ
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注：与正常组相比，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 各组细胞中 ＲＡＮＢＰ９ 和 ＴＧＦ⁃β１ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ＜０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＡＮＢＰ９ ａｎｄ ＴＧＦ⁃β１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

　 　 据相关数据统计，至 ２０３０ 年将全球将有 ２２０ 万

确诊结肠癌病例，因缺乏可靠而有效的治疗措施，
并且肿瘤细胞对放化疗耐药机制的增强，将有近一

半的患者会失去生命，在一些不发达的国家或者地

区，结肠癌的形势更为严峻［８］。 因此，抗结肠癌药

物的研发刻不容缓。 但是由于结肠癌的分子机制

尚未完全阐明，抗肿瘤药物的靶点以及安全性均在

新药开发的研究日程上。 因此深入探索结肠癌的

分子起病机制，寻找肿瘤病情进展可靠的分子标记

物，不仅有助于新的筛查方式的建立，帮助临床医

师及时地诊断出潜在的高风险患者，更有助于结肠

癌抗肿瘤药物的研发，有助于改善患者预后。
细胞的凋亡是一个与肿瘤起病、进展以及预后

均相关的病理过程，越来越多的学者将研究侧重揭

示肿瘤细胞凋亡的分子机制方面［９］。 Ｚｈａｎｇ 等［１０］

研究报道从结肠癌细胞的细胞形态入手，下调某些

特异性的分子表达，促使细胞结构或功能发生改

变，进而诱导细胞凋亡是目前结肠癌靶向治疗的一

个重要方向。 线粒体是肿瘤细胞胞浆中重要的细

胞器，为细胞的增殖提供坚实的能量。 线粒体膜电

位是维系结构稳定和功能的关键因子。 ＲＡＮＢＰ９ 是

一种机体内广泛存在的核质支架蛋白，在胃癌和肺

癌等恶性肿瘤中显示了良好的抑癌作用［１１］。 Ｄａｓ
等［１２］研究报道在肺癌中，ＲＡＮＢＰ９ 特异性结合线粒

体膜的泛素蛋白酶，致使线粒体结构失衡，膜电位

下降，促使细胞趋于凋亡。 Ｗｅｉ 等［１３］ 研究显示

ＲＡＮＢＰ９ 负向调控白三烯 Ｂ４ 受体 ２（ ｌｅｕｋｏｔｒｉｅｎｅ Ｂ４
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＢＬＴ２） 的表达，抑制乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃４３５ 的生长活性以及侵袭能力。 本研究通过对

ＴＣＧＡ 数据库中 ＲＡＮＢＰ９ 在结肠癌中的表达结果显

示，ＲＡＮＢＰ９ 在结肠癌组织中的表达明显下降，并且

直接影响患者的生存期。 细胞实验结果显示，上调

ＲＡＮＢＰ９ 的表达后，实验组细胞的生长活力明显受

限，超微结构损伤明显，线粒体的膜电位明显下降，
细胞的凋亡率明显升高，肿瘤细胞体内生长的能力

随之下降。
ＴＧＦ⁃β１ 信号是细胞内具有多种功能的调控因

子。 研究显示 ＴＧＦ⁃β１ 信号在乳腺癌、胃癌、肝癌等

恶性肿瘤中表达升高，能明显推动癌细胞的恶性进

展［１４］。 Ｈｕ 等［１５］研究显示在前列腺癌中沉默 ＴＧＦ⁃
β１ 的表达，能明显抑制正性调控域锌指蛋白 １
（ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｄｏｍａｉｎ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １，
ＰＲＤＭ１）的表达，下调癌细胞增殖和侵袭的能力。
Ｔａｎ 等［１６］研究显示增强 ＴＧＦ⁃β１ 的表达后，正常人

口腔成纤维细胞自噬失控，增强其向癌细胞的成

纤维细胞的表性转换，同时推动线粒体能量代谢

相关蛋白的表达，该表型转换过程提供足够的能

量基础。 本研究从人类蛋白质免疫组化数据库中

研究发现，ＴＧＦ⁃β１ 在结肠癌组织的表达明显升

高，ＴＧＦ⁃β１ 高 表 达 的 患 者 的 预 后 明 显 不 佳。
ＥＮＣＯＲＩ 数 据 库 显 示， 在 结 肠 癌 中 ＲＡＮＢＰ９ 和

ＴＧＦ⁃β１ 表达呈现明显的负相关。 双荧光素酶结果

显示 ＲＡＮＢＰ９ 能靶向调控 ＴＧＦ⁃β１ 的表达。 细胞

实验结果显示，升高 ＲＡＮＢＰ９ 的表达后，ＴＧＦ⁃β１
的表达明显降低。

综上，ＲＡＮＢＰ９ 能靶向调控 ＴＧＦ⁃β１ 的表达，促
使结肠癌细胞 Ｃｏｌｏ３２０ 的生长活力和线粒体膜电位

下降，诱导其凋亡。 但是在结肠癌中，该信号轴完

整的调控机制仍需要更为深入的探索。

６４ 中国比较医学杂志 ２０２４ 年 ７ 月第 ３４ 卷第 ７ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｌｙ ２０２４，Ｖｏｌ． ３４，Ｎｏ． ７
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