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  [摘要] 目的 基于基因芯片技术探讨短发夹RNA沉默人结直肠癌细胞DNA结合蛋白A(dbpA)表达

后利用基因本体
 

(GO)
 

和京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析发现与dbpA相关的结直肠癌发生、发展的

信号通路。方法 选取结直肠癌SW620细胞中表达差异的基因进行深度检测和分析,采用基因芯片技术挖掘

差异基因,并运用定量反转录聚合酶链反应(RT-PCR)对芯片结果进行验证,综合分析工具进行GO
 

功能富集

分析及KEGG
 

信号通路分析。结果 dbpA敲低后基因芯片检测差异表达基因有578条,其中181个基因上

调,397个基因下调,显著上调基因有CFL2、C12orf39、EREG、SESN2、CXCL3、CXCL1、VLDVR、DDIT4、INH-
BE等60个基因,显著下调基因在PRDM10、PCDH19、SRSF8、FGFBP1、TFF2、MTDH、TCF7、EHHADH、
WDR77、CEACAM6等60个基因。dbpA敲除后SW620细胞中与肿瘤形成有关的通路主要与“生物过程”有

关,包括丝裂原活化蛋白激酶信号通路、癌症途径、NOD样受体信号通路、趋化因子信号通路、粘着斑、基底细

胞癌、Wnt信号通路等。基因网络图分析显示有10个基因表达水平下降(FASLG、PDGFA、FGF18、MAP3K7、
FGF3、CSDA、NF1、RAP1A、HSPA1A、LAMTOR3等),4个 基 因 表 达 水 平 上 升(DUSP5、PRAS2、CDC42、
DUSP2等),dbpA与 MAPK信号通路相关性最大。选择 KMAPK

 

信号通路中的5个相关基因即RAPIA、
TAK1(MAP3K7)、DUSP5、CDC42、ZAK进行 Western

 

blot验证表明,DUSP5表达水平明显上调(P<0.05),
RAP1A、TAK1、ZAK表达水平下降,RAP1A、TAK1表达水平下降明显(P<0.05)。dbpA可能通过 MAPK
通路调节结直肠癌细胞的发生。结论 dbpA参与调控的靶基因和信号通路可能为 MAPK相关通路,还需要

进一步在多细胞和动物实验中研究揭示dbpA下调通路之间的关系及CDC42在结直肠癌发展中的作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

to
 

use
 

the
 

gene
 

ontology(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

assay
 

to
 

find
 

dbpA-related
 

signaling
 

pathways
 

for
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

after
 

shRNA
 

silencing
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

dbpA
 

expression
 

based
 

on
 

the
 

chip
 

technology.
Methods The

 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

SW620
 

cells
 

were
 

selected
 

for
 

in-depth
 

detec-
tion

 

and
 

analysis,and
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

extracted
 

by
 

using
 

gene
 

chip
 

technology,and
 

the
 

chip
 

results
 

were
 

verified
 

by
 

q-PCR.The
 

GO
 

function
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

KEGG
 

signaling
 

pathway
 

analysis
 

were
 

performed
 

by
 

the
 

comprehensive
 

analysis
 

tools.Results After
 

dbpA
 

knockdown,there
 

were
 

578
 

differentially
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expressed
 

genes
 

detected
 

by
 

gene
 

chip,in
 

which
 

181
 

genes
 

were
 

up-regulated
 

and
 

397
 

genes
 

were
 

down-regula-
ted,the

 

significantly
 

up-regulated
 

genes
 

included
 

60
 

genes
 

of
 

CFL2,C12orf39,EREG,SESN2,CXCL3,CX-
CL1,VLDVR,DDIT4,INHBE,etc.The

 

significantly
 

down-regulated
 

genes
 

included
 

60
 

genes
 

of
 

PRDM10,PC-
DH19,SRSF8,FGFBP1,TFF2,MTDH,TCF7,EHHADH,WDR77,CEACAM6,etc.After

 

dbpA
 

knockout,
the

 

tumor
 

formation
 

related
 

pathways
 

in
 

SW620
 

cells
 

were
 

mainly
 

related
 

to
 

“biological
 

processes”,including
 

the
 

MAPK
 

signaling
 

pathway,pathways
 

in
 

cancer,NOD
 

like
 

receptor
 

signaling
 

pathway,chemokine
 

signaling
 

pathway,focal
 

adhesion,basal
 

cell
 

carcinoma
 

and
 

Wnt
 

signaling
 

pathway,etc.The
 

gene
 

network
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

10
 

genes
 

(FASLG,PDGFA,FGF18,MAP3K7,FGF3,CSDA,NF1,
RAP1A,HSPA1A,LAMTOR3)

 

were
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

4
 

genes
 

(DUSP5,PRAS2,
CDC42,DUSP2)

 

were
 

increased.The
 

correlation
 

between
 

dbpA
 

and
 

MAPK
 

signaling
 

pathway
 

was
 

found
 

to
 

be
 

the
 

maximal.The
 

five
 

genes
 

related
 

to
 

MAPK
 

signaling
 

pathway,i.e.RAPIA,TAK1
 

(MAP3K7),DUSP5,
CDC42

 

and
 

ZAK,were
 

selected
 

for
 

conducting
 

the
 

Westernblot
 

verification,which
 

indicated
 

that
 

the
 

DUSP5
 

expression
 

level
 

was
 

significantly
 

up-regulated(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

RAP1A,TAK1
 

and
 

ZAK
 

were
 

decreased,which
 

of
 

RAP1A
 

and
 

TAK1
 

were
 

decreased
 

significantly.dbpA
 

could
 

regulate
 

the
 

occurrence
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

possibly
 

through
 

MAPK
 

pathway.Conclusion The
 

target
 

genes
 

and
 

signali
 

further
 

studies
 

in
 

multi-cell
 

and
 

animal
 

experiments
 

are
 

needed
 

to
 

reveal
 

the
 

relationship
 

between
 

dbpA
 

down-regula-
tion

 

pathways
 

and
 

the
 

role
 

of
 

CDC42
 

in
 

the
 

development
 

of
 

colorectal
 

cancer.
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  Y-box结合蛋白家族从微生物到脊椎动物均具

有高度保守性核酸结合区域,称为冷休克区域,多项

研究表明,Y-box家族成员[包括Y-box
 

binding蛋白-
1和DNA结合蛋白 A(DNA

 

binding
 

protein
 

A,db-
pA)]在基因调控中具有至关重要的作用[1-2]。dbpA
表达水平与肿瘤进展相关,有研究证实,dbpA在胃癌

发生、发展中发挥了积极作用[3],dbpA可能参与了肿

瘤的发生、发展。众所周知,结直肠癌是世界范围内

最严重的恶性肿瘤之一[4]。结直肠癌的发生通常与

癌基因和抑癌基因失衡有关[5]。最近有研究表明,
dbpA在结直肠癌组织样品和SW620细胞株中明显

过表达[6],即与结直肠癌细胞的增殖相关。本研究采

用基因芯片技术探讨dbpA沉默的SW620细胞中的

基因表达谱。通过基因本体
 

(gene
 

ontology,GO)和
京都基因与基因组百科全书(kyoto

 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,KEGG)途径对结直肠癌的dbpA
潜在分子机制进行GO富集分析,希望通过寻找db-
pA介导的基因用于进一步研究更有效地治疗结直肠

癌的药物。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 主要试剂、仪器设备

人基因表达谱芯片(Affymetrix)包括 Agilent
 

RNA
 

6000
 

Nano
 

Kit、GeneChip
 

3'IVT
 

Express
 

Kit、
GeneChip

 

Hybridization
 

Wash
 

and
 

Stain
 

Kit、
Thremo

 

Nanodrop
 

2000、Aglient
 

2100
 

Bioanalyzer、
GeneChip

 

Hybridization
 

Oven
 

645、GeneChip
 

Fluid-
ics

 

Station
 

450、GeneChip
 

Scanner
 

3000等。吉凯基

因包括 Thremo、Agilent、affymetrix、Thremo、Agi-
lent、affymetrix、affymetrix、affymetrix等。

1.1.2 主要细胞系

人 结 直 肠 癌 细 胞 系 LoVo、SW480、SW620、
RKO、HT-29、DLD-1、SW1463和人结直肠黏膜上皮

细胞系FHC细胞委托吉凯基因购自ATCC细胞库;
委托吉凯基因构建慢病毒载体dbpA-短发夹 RNA

 

(short
 

hairpin
 

RNA,shRNA)-1转染SW620细胞。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养

取液 氮 中 冻 存 的 人 结 直 肠 癌 细 胞 系 LoVo、
SW480、SW620、RKO、HT-29、DLD-1、SW1463和人

结直肠黏膜上皮细胞系FHC立即置37
 

℃恒温水浴

箱中快速解冻,随后在超净工作台内将解冻的细胞转

移到15
 

mL离心管中,并加入10
 

mL
 

RPMI-1640完

全培养基(含10%胎牛血清),1
 

000
 

r/
 

min离心5
 

min,弃上清液,用培养基重悬后倒入细胞培养瓶中置

于37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱中隔天换液连续培养

10
 

d。
1.2.2 构建慢病毒载体

在dbpA
 

shRNA序列的设计及合成后进行db-
pA-shRNA双链模板合成,慢病毒载体双酶切,质粒

的纯化及割胶回收,重组质粒转化,抽提重组质粒,进
行病毒包装、浓缩和滴度测定。
1.2.3 慢 病 毒 载 体 dbpA-shRNA-1转 染 SW620
细胞

将生成状态良好的SW620细胞铺到96孔板中,
细胞密度为5×103/孔。12

 

h后换液,每孔先加入

90
 

μL无血清培养基,同时将病毒原液冰上解冻,取
10

 

μL于无菌EP管中按上述操作梯度稀释后加入到

96孔板中,置于培养箱中继续培养。24
 

h后观察细胞

生长状态,并更换培养基。72
 

h后荧光显微镜下观察
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荧光,确定最佳感染复数值(病毒颗粒数/细胞数)。
实验分组为:正常细胞对照组(CON组);阴性对照细

胞组(NC组);RNA干扰细胞组(KD组)。
1.2.4 cDNA探针制备及杂交

RNA样品进行质控分析后采用GeneChip
 

3'IVT
 

Express
 

Kit
 

进行第一链的合成得到cDNA,再进一步

通过二链的合成得到双链DNA。将获得的DNA模

板进行反转录后得到带有生物素标记的扩增RNA。
对扩增RNA进行纯化和片段化后与芯片探针进行杂

交。洗染芯片,进行图片与数据的分析处理。
1.2.5 基因表达的定量反转录聚合酶链反应(re-

verse
 

transcription-
 

polymerase
 

chain
 

reaction,RT-
PCR)验证分析

采用定量RT-PCR检测3份样品特异性引物和探

针随机选自10个有显著差异表达的基因(CXCL1、
VLDLR、ACVR2B、EREG、ASNS、WNT11、CEACAM6、
CD24、FGFBP1、SERPINF1等)。cDNA的合成采用随

机引物上标Ⅱ逆转录酶。扩增条件:95
 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

20
 

s
 

30个循环。采用软件

Primer
 

5.0进行引物设计。引物的目标基因见表1。
GAPDH为PCR反应中的cDNA内参控制。结果计

算采用2-ΔΔCt法。

表1  用于微阵列基因表达验证的引物

基因名称 上游引物(5'-3')  下游引物(5'-3')  产物长度(bp)

CXCL1 AACGACGAGAAGACCTGCTG GCGTGCTGGTAGGTGTACTT 118

VLDLR GGCTACTTGATGTGGCGGAA CAAAGCTGACTTACTGCTGGG 158

ACVR2B AATCAAGGGGGAATGGGCAAA AGCAGTTCAGTCAAAGTGGGG 127

EREG CTGGTGTCCGATGTGAACACT AACCACACTGACTTACCATCTG 149

ASNS AGATTCTCTGGCGACCAAAAG AGCTCTGCATCCAAACTGTCTTA 148

WNT11 GTGAAGGACTCGGAACTCGT AGTGACCCTTTCCCACCAAG 126

CEACAM6 GGCCTCAATAGGACCACAGT GGTTCAGGGGAGAATTTGGGA 173

CD24 GGAGAGAATCTTGCTTAGCTGAC TGGGTGAAAGTGGGAAGTAGTC 199

FGFBP1 GCCACTTCTCACTCCACCAA ACCCAGTCATTTCTCACGGC 99

SERPINF1 TTCCTGCCCCTGAAAGTGAC CACCAAGAGCGAAAGGGTCT 199

GAPDH TGGTATGAGAGCTGGGGAATG CCTCCCCACCTTGAAAGGAA 142

1.2.6 数据处理及分析

通过图像分析软件对图像进行定位和排列,对杂

交点进行确定,对背景噪音进行过滤处理,根据chi-
suqared

 

test对数据进行统计分析找到有差异的基因

进行分析。基因表达有显著差异的筛选标准为必须

符合
 

|FC|
 

>2,且P<0.05。利用 WEGO分析工具

对上调倍数小于2及大于2的基因功能进行聚类分

析,并对富集的基因进行KEGG细胞信号通路分析,
找到关键的调节基因和涉及的通路。
1.3 统计学处理

采用SPSS12.0统计软件进行数据分析,每组实

验重复3次,计量资料以x±s表示,组间比较采用配

对样本t检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 RNA质检结果

5S、18S、28S
 

3条带出现,说明已提出RNA。见

图1。5S条带较模糊,在胶的最前端,剩余的2条带

均没有观察到弥散现象的出现,28S核糖体RNA亮

度大约是18S核糖体RNA亮度的2倍,并且加样孔

附近没有条带表明产物中未混有DNA,说明RNA没

被降解。所抽提的组织或细胞总RNA质量浓度均在

900
 

ng/μL以上,A260/A280
 

1.8~2.0,说明浓度及

纯度符合实验要求。RNA完整度(RIN)值均在9以

上,并且除5S、18S、28S
 

3个峰值外,未检测到其他杂

峰。见图2、表2。说明RNA样品的质量检测结果符

合实验要求。

图1  RNA琼脂糖凝胶电泳结果

2.2 差异基因的芯片数据分析

dbpA敲除后对SW620细胞基因表达水平产生

了很大影响。基因芯片检测差异表达的基因有578
条,其中181条上调,397条下调。显著上调60个基

因,显著下调60个基因,显著上调基因包括CFL2、
C12orf39、EREG、SESN2、CXCL3、CXCL1、VLDVR、
DDIT4、INHBE等。显著下调基因包括 PRDM10、
PCDH19、SRSF8、FGFBP1、TFF2、MTDH、TCF7、
EHHADH、WDR77、CEACAM6等。
2.3 RT-PCR验证结果

KD组检测基因mRNA表达水平与NC组比较,
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差异有统计学意义(P<0.05)。见图3。而且这种变

化趋势与基因芯片分析结果一致,证明基因芯片分析

结果是可靠的。

  图中编号对应表2中样本编号。

图2  Agilent2000
 

评价RNA质量结果

表2  RNA质检结果报告

序号 样本编号 样本名称
Thermo

 

NanoDrop
 

2000

浓度(ng/μL) A260/A280

Agilent
 

2100
 

生物分析仪

RIN 28
 

S/18
 

S
结果

1 2234-1 NC 912.7 2.04 9.3 1.7 合格

2 2234-2 NC 914.3 2.04 9.3 1.7 合格

3 2234-3 NC 911.7 2.04 9.3 1.8 合格

4 2235-1 KD 995.0 2.04 9.3 1.9 合格

5 2235-2 KD 986.3 2.02 9.4 1.8 合格

6 2235-3 KD 953.4 2.03 9.4 1.8 合格

图3  RT-PCR分析结果

2.4 GO分析

差异基因共分为3个类别,即细胞成分、分子功

能、生物过程。dbpA敲除后SW620细胞中与肿瘤形

成有关的通路主要与生物过程有关。
2.5 差异基因深入分析

2.5.1 通路分析

与肿瘤形成有关的通路包括丝裂原活化蛋白激

酶信号通路、癌症途径、NOD样受体信号通路、趋化

因子信号通路、粘着斑、基底细胞癌、Wnt信号通

路等。

2.5.2 基因网络图

有10个基因表达水平下降(FASLG、PDGFA、
FGF18、MAP3K7、FGF3、CSDA、NF1、RAP1A、HS-
PA1A、LAMTOR3 等),4 个 基 因 表 达 水 平 上 升

(DUSP5、PRAS2、CDC42、DUSP2 等)。dbpA 与

MAPK信号通路相关性最大。见图4。

  绿色代表基因芯片下调基因,红色代表基因芯片上调基因,灰色代

表系统添加的关联基因;圆点越大KD组和NC组基因表达差异越大。

图4  基因网络图
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2.6 下游基因 Western
 

blot验证

综合以上生物信息学分析,推测目的基因dbpA
可能通过调节以上基因的表达在结直肠癌中发挥功

能,因此,选择KEGG_MAPK_SIGNALING_PATH-
WAY

 

通路中的5个相关基因,即 RAPIA、TAK1
(MAP3K7)、DUSP5、CDC42、ZAK进行Western

 

blot
验证。DUSP5表达水平在 KD 组 明 显 上 调(P<
0.05),RAP1A、TAK1、ZAK 在 KD 组表达水平下

降,RAP1A、TAK1下降明显(P<0.05)。见图5。
与预期结果相符。CDC42在SW620细胞中检测到目

的条带,KD组相对于 NC组有所下调,与预期结果

不符。

  a:P<0.05,与NC组比较。

图5  Western
 

blot灰度分析

3 讨  论

基因芯片分析方法已广泛用于越来越多的基因

分析领域[7]。以往文献报道已通过微矩阵方法证实

了dbpA敲除后对人类肝癌形成有很大的关系[8]。本

研究结果显示,dbpA被敲除后在SW620细胞中发现

CFL2是上调表达最显著的基因,CFL2是普遍存在于

细胞内的小蛋白,并对癌细胞的迁移和侵袭具有重要

的调控作用。EREG属上皮生长因子家族,以往有研

究表明,EREG的表达与恶性胶质瘤细胞的分化、迁
移和黏附具有显著的相关性[9]。SESN2作为调解

p53的SESN2家族一员,在自噬信号通路中具有重要

作用。以往有文献报道,ESN2的下调与结直肠癌患

者的不良预后有关,并可作为癌症治疗的一个新的靶

点[10]。CXCL3、CXCL1在不同类型的肿瘤细胞迁移

和侵袭中均扮演着重要角色[11-12]。VLDLR作为体内

能量的来源,主要功能是调节脂肪酸代谢。DDIT4也

称为REDD1,在DNA损伤和细胞内的压力增大时会

显著上调,并参与调节肿瘤细胞增殖和侵袭[13]。IN-
HBE作为转化生长因子β超家族的一员,参与了调节

人类肿瘤的形成过程[14]。高表达的组织蛋白酶抑制

剂CSTA在细胞的生长、分化和黏附中具有重要作

用,并可在肺癌[15]、鼻咽癌[16]的发生中起重要作用。
本研究还发现,dbpA敲除后SW620细胞中C12orf39
表达水 平 上 调 了 6.9 倍 之 多。在 此 之 前 并 未 有

C12orf39参与肿瘤形成的相关文献报道。
在397个显著下调的基因中,PRDM10被认为是

抑制未分化多型瘤细胞迁移的重要肿瘤抑制因子。

PCDH19被认为是肿瘤抑制因子,并且与胶质癌患者

的不良预后有关[17]。SRSF8作为SR蛋白家族一员,
在诱导大肠癌细胞周期停滞和凋亡中具有重要作用。
FGFBP1与胚胎期血管渗透性的形成有关[18],并在人

类肿瘤发生中增强血管生成的活性[19]。TFF2作为

胃黏膜分泌的小肽段,在结直肠癌的发生中表达水平

显著上调[20]。MTDH作为重要的致癌基因通过调节

信号传导通路参与恶性肿瘤的发生、发展过程[21]。有

相关文献报道,TCF7与结直肠癌患者的不良预后有

关。WDR77/p44作为类固醇受体共激活剂在卵巢癌

的发生、发展过程中具有调节激素分泌的作用[22]。
CEACAM6在人类肿瘤细胞的迁移和血管生成过程

中也具有调节作用[23-24]。
本研究发现,dbpA 沉默是主要原因用于改变

sw620细胞系的整体基因表达谱。dbpA可能会通过

激活 MAPK促进结直肠癌发展的信号通路,可为寻

找结直肠癌治疗的新靶点提供可靠的证据。有研究

已证实,CDC42的激活与侵袭性相关转移、细胞分裂

和各种癌症的进展,如黑色素瘤、结直肠癌和乳腺癌

有关[25]。本研究发现,dbpA敲除后 MAPK信号通

路 中 的 相 关 基 因 RAP1A、TAK1(MAP3K7)、
DUSP5、CDC42、WNT11表达水平均发生了显著变

化,与相关研究结果一致[26]。因此,推测结直肠癌中

CDC42下调dbpA沉默更有说服力和合理性。通过

GO和KEGG富集分析进一步证明有 MAPK信号通

路等8个KEGG通路参与了dbpA调节结直肠癌发

展的过程。为验证此假设,还需要进一步在多细胞和

动物实验中研究揭示dbpA下调通路之间的关系及

CDC42在结直肠癌发展中的作用。
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