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!!摘!要"目的!基于21+#2<9H<PDIO1;IAR;O+<;MOEDE$进行生物信息学分析!探讨剪接因子%T亚基?
#5[%S?$作为胃癌潜在生物标志物对人胃癌细胞的分子调控机制&方法!采用免疫组化法分析5[%S?蛋白在

人胃癌组织和癌旁正常组织中的表达情况!荧光定量1)4#4,.e1)4$法检测5[%S?Q4X+ 在人胃癌细胞系

+-5%b-).#F%>+,6 )%X)2.X!F和 3>X.F?的表达水平&采用短发夹4X+#EA4X+$技术沉默5[%S?基

因!4X+测序#4X+.EHe$检测5[%S?沉默后+-5细胞基因表达谱变化!输入21+系统进行经典通路%疾病与

功能%互作网络等分析!并筛选出关键基因进行4,.e1)4验证&结果!5[%S?蛋白在胃癌组织中的表达显著

高于癌旁正常组织#!$'$'($!5[%S?Q4X+在人胃癌细胞系+-5%b-).#F%>+,6 )和 3>X.F?中呈高表

达!在X)2.X!F中表达水平一般&4X+.EHe显示!与对照组比较!5[%S?沉默组中"'(个基因为差异表达基

因!其中上调基因&?个!下调基因?"个&21+经典通路分析显示!5[%S?沉默后!坏死性凋亡信号通路%衰老途

径显著抑制&疾病功能和互作网络分析显示!5[%S?在胃癌中发挥重要作用!主要影响自噬%细胞周期等功能&

4,.e1)4验证发现!*X+V+%%111%)S%W*+)"%[6]6%%/2#?和*4+3#基因在5[%S?沉默后表达下调&

结论!5[%S?在胃癌组织和胃癌细胞系中高表达!可能是潜在的胃癌生物标志物!可通过调控凋亡信号通路%

衰老途径%自噬等通路参与胃癌的发生发展!并可能与*X+V+%%111%)S%W*+)"%[6]6%%/2#?和*4+3#
等基因相关&

关键词"胃癌"!剪接因子%T亚基?"!生物信息学分析"!生物标志物
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<+0(/70-'8(/6-,*)8+2LQ%J?-)-&+5(,5*-0:*+8-'P('+21-)5'*//-,/(':-)(.+,#G9-,-04)*)"

NC12,7(/!N*K'(!K$FN-!NCF&>/>-!K$FE)-(/Q2(!K$FE)-'7:'(!

K$FEK'(/!K*$F )->62-#

E'(=>!47@-(<-'9"9-(-<'9P2=2'4<,"2(524874N'.74'574:D2?-<-(2(123'4562(578
"9-(-<'9N'.74'574:!E'(=>!47@-(<-'9#7=3-5'9!N'(G,7>!E'(=>F%''''!",-('

9:)5'-/5'":;(/5*3(!,8H0JM8:HIAHQ8MHLPM;:QHLA;<DEQ8KEJMDLD<9K;LI8:%TEPTP<DI?#5[%S?$;E;J8.

IH<ID;MTD8Q;:=H:8KAPQ;<9;EI:DLL;<LH:LHMMETOTD8D<K8:Q;IDLE;<;MOEDET;EHN8<IAH2<9H<PDIO1;IAR;O+.

<;MOEDE#21+$$<(56+.)!5[%S?J:8IHD<H0J:HEED8<D<APQ;<9;EI:DLL;<LH:IDEEPHE;<N;NC;LH<I<8:Q;MIDE.

EPHER;E;<;MOUHNTODQQP<8ADEI8LAHQDL;MQHIA8N$,AHH0J:HEED8<MHGHME8K5[%S?Q4X+D<APQ;<9;EI:DL

L;<LH:LHMMMD<HE+-5!b-).#F!>+,6 )!X)2.X!F;<N3>X.F?RH:HNHIHLIHNTO4,.e1)4$5[%S?9H<H

R;EEDMH<LHNTOEA4X+IHLA<DePH!;<NIAHLA;<9HED<9H<HH0J:HEED8<J:8KDMH8K+-5LHMMERH:HNHIHLIHNTO
4X+EHePH<LD<9#4X+.EHe$;KIH:5[%S?EDMH<LD<9$,AHLM;EEDL;MJ;IAR;O!NDEH;EH;<NKP<LID8<!;<ND<IH:;L.

ID8<<HIR8:=RH:H;<;MOUHNTO21+EOEIHQ$,AHH0J:HEED8<MHGHME8KEHMHLIHNNDKKH:H<ID;M4X+ERH:HGH:DKDHN

TO4,.e1)4$=()705)!,AHH0J:HEED8<8K5[%S?J:8IHD<D<9;EI:DLL;<LH:IDEEPHER;EED9<DKDL;<IMOAD9AH:IA;<

IA;ID<;NC;LH<I<8:Q;MIDEEPHE#!$'$'($$5[%S?Q4X+R;EAD9AMOH0J:HEEHND<K8P:9;EI:DLL;<LH:LHMMMD<HE
#+-5!b-).#F!>+,6 )!;<N3>X.F?$;<NR;EQ8NH:;IHMOH0J:HEEHND<X)2.X!FLHMME$4X+.EHeEA8RHN

#%?%##国际检验医学杂志#'#%年"'月第??卷第"B期!2<IV7;T3HN!6LI8TH:#'#%!W8M$??!X8$"B

" 基金项目!甘肃省自然基金项目$#'V4(4+"?&%&甘肃省兰州市城关区科技计划项目$#'#"5b[Y'''#%'

!!作者简介!李德红(女(主任技师(主要从事胃肠道肿瘤的生物标志物筛选及其作用机制研究'!# !通信作者(/.Q;DM!OP;<0DPQHD"%(FB

!"#&$L8Q'

!!网络首发!AIIJ!""=<E$L<=D$<HI"=LQE"NHI;DM"('$""F&$:$#'#%'!'"$"?#&$''?$AIQM$#'#%.'!.'#%



IA;IIAHH0J:HEED8<8K"'(9H<HED<5[%S?EDMH<LHN9:8PJR;EED9<DKDL;<IMONDKKH:H<IK:8QIA;ID<IAHL8<I:8M

9:8PJ!D<LMPND<9&?PJ.:H9PM;IHN9H<HE;<N?"N8R<.:H9PM;IHN9H<HE$21+LM;EEDL;MJ;IAR;O;<;MOEDEEA8RHN
IA;IIAH<HL:8IDL;J8JI8EDEED9<;MD<9J;IAR;O;<NEH<HELH<LHJ;IAR;ORH:HED9<DKDL;<IMOD<ADTDIHN;KIH:5[%S?
EDMH<LD<9$,AH;<;MOEDE8KNDEH;EHKP<LID8<;<ND<IH:;LID8<<HIR8:=EA8RHNIA;I5[%S?JM;OHN;<DQJ8:I;<I
:8MHD<9;EI:DLL;<LH:!Q;D<MO;KKHLID<9;PI8JA;9O!LHMMLOLMH;<N8IAH:KP<LID8<E$4,.e1)4:HEPMIEKP:IAH:L8<.
KD:QHNIA;I*X+V+%!111%)S!W*+)"![6]6%!/2#?;<N*4+3#9H<HERH:HN8R<.:H9PM;IHN;KIH:5[%S?
EDMH<LD<9$>+,/07)*+,!5[%S?DEAD9AMOH0J:HEEHND<9;EI:DLL;<LH:IDEEPHE;<N9;EI:DLL;<LH:LHMMMD<HE!RADLA
Q;OTH;J8IH<ID;MTD8Q;:=H:8K9;EI:DLL;<LH:$5[%S?Q;OTHD<G8MGHND<IAH8LLP::H<LH;<NNHGHM8JQH<I8K

9;EI:DLL;<LH:TO:H9PM;ID<9;J8JI8EDEED9<;MD<9J;IAR;O!;9D<9J;IAR;O!;PI8JA;9O;<N8IAH:J;IAR;OE!;<N
:HM;IHNI89H<HEEPLA;E*X+V+%!111%)S!W*+)"![6]6%!/2#?;<N*4+3#$

?(4@+'.)'9;EI:DLL;<LH:"!EJMDLD<9K;LI8:%TEPTP<DI?"!TD8D<K8:Q;IDLE;<;MOEDE"!TD8Q;:=H:

!!可变剪接因子5[%S?是 Z#型剪接体的重要组
成部分(参与前体 Q4X+剪接)"*'5[%S?在不同肿
瘤中的作用不同(是卵巢癌的潜在癌基因)#*(但在胰
腺癌中可能充当阻遏物)%*'因此(5[%S?在不同肿瘤
中的独特作用需要进一步研究'5[%S?在人胃癌组
织和细胞中的表达及在胃癌发生发展中的作用尚鲜

见文献报道'为探讨5[%S?对人胃癌的分子调控机
制(本研究首先检测5[%S?在人胃癌组织和细胞系中
的表达情况(进一步基于21+系统的生物信息学分
析(探讨5[%S?对胃癌发生的可能分子调控机制及作
为潜在分子标志物的价值'

A!材料与方法

A$A!材料!收集#'"!年(月至#'"B年(月在甘肃
省人民医院行手术切除的%?例胃癌患者癌组织及癌
旁正常组织标本'本研究经甘肃省人民医院伦理审
查委员会批准'

A$B!主要仪器与试剂!7D9AI)OLMH:?!' ( 4H;M
IDQH1)4仪$48LAH%&X8G;5He&'''2MMPQD<;二代测
序仪+X/SXH0I. ZMI:;,3 4X+7DT:;:O1:HJ>DI建
库试剂盒 $2MMPQD<;%&+-5+b-).#F+>+,6 )+

3>X.F?和X)2.X!F胃癌细胞株$上海吉凯基因化
学技 术 有 限 公 司%&SPM9H.788J,3 QD4X+ e1)4
1:DQH:5HI试剂盒$广州锐博%&d2+-/XiE2<9H<PD.
IO.通路分析系统'

A$C!免疫组化法检测5[%S?蛋白表达!切片脱蜡(
用柠檬酸缓冲液进行热介导抗原修复(用过氧化物酶
阻断液在室温下阻断"'QD<(并按照制造商的方案用
正常的非免疫动物血清处理'然后(用稀释的5[%S?
一抗?h过夜染色组织切片(然后用磷酸盐缓冲液
$1S5%清洗切片(生物素化二抗室温下孵育"'QD<'
清洗后(组织切片用%(%.二氨基联苯胺$*+S%染色(
用苏木精反染色(乙醇脱水(用树脂固定'使用

X;<8Y88QH:#$'.b,$日本 b;Q;Q;IEP%捕获图像'

通过免疫组化评分$245评分(强度评分`程度评分%
评估5[%S?表达水平'染色强度分为'"%分$'分!
阴性&"分!弱&#分!中度&%分!强%'染色细胞阳性程
度分为(类!'分$'̂ %+"分$%'̂ "#(̂ %+#分
$%#(̂ " ('̂ %+% 分 $% ('̂ " F(̂ %+? 分

$%F(̂ ""''̂ %'根据245评分(将染色结果定义
为低表达$245评分!'"&分%和高表达$245评分!

!""#分%'

A$D!荧光定量1)4$4,.e1)4%检测5[%S?在人胃
癌细胞系中的表达水平!胃癌细胞以#`"'("Q7密
度制成细胞悬液(接种于&孔板(每种细胞设置%个
复孔(置于%Fh+(̂ )6# 培养箱中培养'待细胞生
长达!'̂ 时收集细胞(,42U8M法提取总4X+(逆转
录$1:8QH9;3.37W%为L*X+后采用4,.e1)4仪
检测5[%S?的相对表达水平'以 -+*1b 为内参'

-+1*b!上游引物(i.,-+),,)++)+-)-+)+).
))+.%i(下 游 引 物 (i.)+))),-,,-),-,+-).
)+++.%i&5[%S?!上游引物 (i.---++-))++,.
+)---,-++.%i(下游引物(i.-,-+,+--+)-.
-,,+)+-+--,.%i'

A$E!应用短发夹4X+$EA4X+%技术沉默+-5细胞

5[%S?表达!取对数生长期的人胃癌细胞+-5制成

%̀ "'?"(̀ "'?"Q7的细胞悬液接种于&孔板中'
细胞分为5[%S?沉默组$>*组(5[%S?EA4X+干扰
序列为 ),-+-+,,-+,-+-++-,,%和对照组
$X)组(含阴性对照病毒)6X'(%%(每组设置%个复
孔'继续培养保证感染时细胞铺板量达到"(̂ "
%'̂ (更换感染培养基(加入最适病毒量$慢病毒三质
粒系统%进行感染(感染复数$362%为"''感染后

!""&A更换普通培养基培养(F#A收集细胞在荧光
显微镜下观察并应用 4,.e1)4检测5[%S?基因沉
默效率'引物序列同上'采用#a//)I 法计算5[%S?
相对表达水平'

#??%## 国际检验医学杂志#'#%年"'月第??卷第"B期!2<IV7;T3HN!6LI8TH:#'#%!W8M$??!X8$"B



A$F!4X+测序$4X+.EHe%!收集>*组和X)组细
胞(,42U8M法抽提总4X+(检测4X+纯度和完整性
后(获取 Q4X+'X/SXH0. ZMI:;,3 4X+ 7DT:;:O
1:HJ>DI建立测序文库(dPTDI#$'[MP8:8QHIH:初步
定量(稀释至"$(<9"#7(+9DMH<I#"''生物分析仪对
文库的插入片段检测(符合预期后(4,.e1)4法对文
库有效浓度进行准确定量$有效浓度高于#<Q8M"7%(
以保证文库质量'应用2MMPQD<;测序仪对两组细胞
进行4X+.EHe'

A$S!21+$2<9H<PDIO1;IAR;O+<;MOEDE%分析!倍数
变化'[)'%"$''$上调或下调%和错误发现率$[*4%
调整! 值$'$'(被认为是差异表达(输入21+系统
$AIIJE!""ND9DI;MD<ED9AIE$eD;9H<$L8Q"J:8NPLIE.8GH:.
GDHR"NDEL8GH:O.D<ED9AIE.J8:IK8MD8";<;MOEDE.;<N.GDEP.
;MDU;ID8<"eD;9H<.DJ;"%进行分析'21+包括经典通路
分析+疾病功能分析和互作网络分析'经典通路分
析!首先(基于差异基因列表与各个通路包含的基因
集合(通过计算显著性$!$'$'(%来找到表达差异基
因主要富集在哪些通路中&接着(基于差异基因受调
控信息$上调或下调%(与文献)?*的调控信息相比较
$'+分数'%#%(明确调控通路'根据! 值鉴定和评

价差异表达基因富集的典型信号通路(确定参与典型
信号通路的+ 分数和占比'+ 分数表示信号通路的
激活$+ 分数%'%或抑制$+ 分数$'%'通过将典型
信号通路中的差异表达基因$*/-E%数除以通路中总
基因数来计算占比'疾病功能分析!基于数据库分析
差异基因在不同疾病与功能分类中的富集情况$!$
'$'(('+分数'%#%'互作网络分析!对每一个调控

网络进行打分(该分值反映了同一个网络中*/-E的
数量(同一个网络中包含差异基因的数量越多(则得
分越高'

A$T!关键基因验证!通过分析经典通路+疾病功能+
互作网络等(选取5[%S?沉默后发生显著变化的多条
通路中共同出现的部分关键基因(在 +-5细胞上通
过4,.e1)4检测5[%S?沉默后各关键基因的 Q4.
X+变化(与测序结果进行比较'

A$U!统计学处理!应用5155"B$'统计软件进行数
据处理'计量资料采用If=表示(5A;JD:8.\DM=检
验进行正态性检验(7HGH<H检验进行方差齐性检验(
满足正态分布+方差齐性时采用独立样本5检验(不
满足时采用 3;<<.\ADI<HO* 秩和检验'生物信息
学分析采用21+软件'以!$'$'(为差异有统计学
意义'

B!结!!果

B$A!5[%S?在人胃癌组织和细胞系中的表达水平及

5[%S?基因沉默效率!5[%S?蛋白在胃癌组织中的
表达显著高于癌旁组织$!$'$'(%(见图"+'5[%S?
Q4X+在人胃癌细胞系+-5+b-).#F+>+,6 )和

3>X.F?中呈高表达(在 X)2.X!F细胞系中表达水
平一般(/)I值分别为?$(%f'$'&+&$&#f'$'F+

?$"(f'$"&+&$%!f'$"B和"?$!!f'$%#'慢病毒感
染+-5细胞后荧光显微镜显示>*组和X)组大部
分细胞表达绿色荧光蛋白(提示慢病毒感染效率较
高(4,.e1)4检测结果显示(>*组5[%S?基因沉默
效率达到!'$'̂ (差异有统计学意义$!_'$'"(%(见
图"S+)'

!!注!+为5[%S?蛋白在人胃癌组织和癌旁组织中的表达&S+)为X)组和>*组+-5细胞的慢病毒感染效率及5[%S?Q4X+表达情况&与

X)组比较("!$'$'('

图"!!5[%S?在胃癌组织(+-5细胞系的表达情况及沉默效率
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B$B!4X+.EHe测序结果!慢病毒介导EA4X+技术
在5[%S?高丰度表达的常见胃癌细胞+-5中进行沉
默(比较>*组和X)组的5[%S?4X+.EHe结果(结
果显示两组的基因表达分布标准化程度较好$图

#+%'以表达'[)'&"$''倍$上调或下调%且[*4$
'$'(作为标准(鉴定出*/-E共"'(个(其中上调基
因数&?个(下调基因数?"个(见图#S'

B$C!显著富集的经典通路的鉴定!21+ 经典信号通
路分析显示在富集到的#'%条经典通路中(#B条转导
通路中*/-E富集达到显著水平(主要为小窝蛋白介
导的内吞信号+[+>信号通路+/4>"3+1>信号通
路+神经源性一氧化氮合成酶$<X65%信号传导+钙蛋
白酶调控细胞力学等'本研究中两条转导通路+ 分

数_a"(说明这两条通路显著抑制(分别为坏死性凋
亡信号通路和衰老通路'见表"'

B$D!疾病与功能分析!21+分析显示(*/-E与(''
种疾病和功能相关(根据其! 值对这些相关疾病和功
能进行评级(并选择前%'个丰富的疾病和功能类别(
见图%'结果表明(细胞生长+增殖+发育+运动等与

5[%S?相关'除了这些关键的生物学过程(5[%S?与
癌症+损伤+感染和代谢性疾病等多种疾病密切相关'
通过Y分数分析发现(被激活的功能主要集中在细胞
周期中(与细胞周期进程+有丝分裂相关(被抑制的功
能主要集中在细胞形态+细胞功能和维持以及细胞运
动中(与自噬+肿瘤细胞的迁移相关'

图#!!>*组和X)组的基因表达图及火山图

表"!!经典通路分析

通路 aM89"'$!% +分数 */-E

坏死性凋亡信号通路 #$%( a"
钙蛋白酶.F+钙调神经磷酸酶催化'亚基+线粒体内膜转运酶 3"%+电压依赖性阴离子

通道"

衰老通路 "$(% a" 钙蛋白酶.F+真核翻译起始因子?/结合蛋白"+[6]6%+钙调神经磷酸酶催化'亚基

B$E!互作网络分析!对 */-E进一步进行相互连

接(构建21+功能网络'共确定了&个21+网络'这

些21+网络根据它们的得分进行排名'得分最高的

21+网络共包含##个 */-E(得分为?F分(最低的

21+网络得分为"F分(表明这些基因高度相关(见表

#'共有%个21+网络的得分%%'分$网络"+#和%(

得分分别为?F+??和%"分%'(个21+网络富集了

与细胞和组织生长相关的疾病和功能(包括细胞周

期+细胞发育+细胞功能维持等(表明5[%S?对胃癌细

胞发育的动态变化起重要作用'

B$F!关键基因的验证!选取多条通路中同时出现的

关键基因进行 Q4X+的验证(结果表明5[%S?沉默
后(*X+V+%+111%)S+W*+)"+[6]6%+/2#? 和

*4+3#基因表达抑制(见图?'
表#!!5[%S?抑制后的21+功能网络

得分
*/-E

数量$个%
疾病与功能

?F分 ## 细胞周期(细胞形态(结缔组织发育和功能

??分 #" 细胞间信号和相互作用(细胞运动(生殖系统发育和功能

%"分 "& 细胞形态(细胞发育(细胞功能和维护

#&分 "? 皮肤病(传染性疾病(机体损伤和异常

#&分 "? 细胞形态(蜂窝组织(细胞发育

"F分 "' 心脏扩张(蜂窝组织(蛋白质合成
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图%!!富集的前%'个疾病与功能通路

图?!!4,.e1)4与4X+.EHe的结果比较

C!讨!!论

!!胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一'胃癌发病机
制的深入研究对胃癌早期诊断标志物的寻找极为重

要'本研究基于免疫组化和21+分析(探讨了5[%S?
作为生物标志物的潜能及在人胃癌发生中的可能作

用和机制(结果显示(5[%S?蛋白在胃癌组织中高表
达(5[%S?Q4X+在人胃癌细胞系中呈高表达(其可
能通过坏死性凋亡信号和衰老+自噬通路在肿瘤发生
发展中起重要作用'5[%S?是Z#型剪接体的重要组
成部分)"*(在J:H.Q4X+ 剪接中起关键作用)(*'同
时(5[%S?还在转录+翻译和细胞信号传导等方面发
挥作用)&*(并参与细胞周期+细胞分化和免疫缺陷的
调控)F*'5[%S?突变与异常细胞生长有关(可造成肿
瘤在内的多种疾病'但5[%S?是否在胃癌中发挥作
用还鲜见报道'本研究显示(5[%S?在胃癌细胞中高

表达(沉默5[%S?后坏死性凋亡信号和衰老通路显著
抑制'进一步疾病与功能分析发现(5[%S?对细胞周
期+细胞功能与维持+自噬和肿瘤细胞迁移通路有显
著影响'21+互作网络分析结果也发现5[%S?主要
影响细胞周期+细胞形态+细胞运动+结缔组织发育和
功能等'

本研究通过对21+功能网络三个维度的研究发
现(*X+V+%+111%)S+W*+)"+[6]6%+/2#? 和

*4+3#在经典通路+疾病与功能+互作网络中高频出
现'*X+V+%属于热休克蛋白家族(在细胞生长+增
殖+分化+衰老+存活+凋亡和运动中起重要作用)!*'

W*+)"位于线粒体外膜中(充当线粒体,看门人-(是
线粒体功能的重要调节剂)B*(除了控制能量来源和代
谢外(该蛋白质在线粒体介导的细胞凋亡中发挥关键
作用)"'*'W*+)"的失调可造成肿瘤发生+转移)""*'

[6]6%是叉头框6转录蛋白家族的成员(参与调节
自噬+细胞凋亡+细胞增殖+细胞周期进展+细胞存活
和*X+损伤)"#*'[6]6%在胃癌中的作用与不同的
分子机制有关(可能同时作为抑癌因子和癌基因'一
方面([6]6%与1;:=D<协同可抑制胃癌发展)"%*&但
另一方面[6]6%可通过诱导组织蛋白酶7促进胃
癌细胞迁移和侵袭)"?*'*4+3#定位于溶酶体膜(在
自噬诱导中发挥重要作用)"(*'/2#?在细胞生长的负
调控和细胞凋亡的诱导中起重要作用(/2#?还是一种
自噬相关的跨膜蛋白(在自噬中发挥重要作用)"&*'

111%)S是钙调神经磷酸酶$);X%催化亚基111%)
中的三种亚型之一)"F*();X可使不同的转录因子去
磷酸化(这些转录因子与重塑过程$包括炎症+肥大和
自噬%具有病理生理学相关性(111%)S的失调与肿瘤
有密切关系)"!*'

本研究结果发现(*X+V+%+111%)S+W*+)"+

[6]6%+/2#?和*4+3#通过参与自噬+凋亡+增殖+
细胞周期等生理作用(在肿瘤的发生发展中起作用'
同时(本研究对以上&个基因进行了4,.e1)4验证(
与测序结果一致(5[%S?沉默后(可引起这&个基因
的表达下调'以上结果表明这 & 个基因可能与

5[%S?促进胃癌发生的机制相关'
综上所述(5[%S?在胃癌组织和细胞系中高表

达(可能是胃癌的潜在生物标志物'5[%S?可能通过
细胞凋亡通路和自噬调控通路参与胃癌的发生发展(
并与 *X+V+%+111%)S+W*+)"+[6]6%+/2#?和

*4+3#等基因相关(可为胃癌发生发展的分子机制
研究提供新思路'
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