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口腔癌过表达蛋白１在结肠癌中的表达及其对细胞增殖、周期、凋亡的影响

冯　吉，刘　琴，刘　磊，赖姝婕，陈东风　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所消化内科）

　　［摘要］　目的　研究口腔癌过表达蛋白１（ｏｒａｌｃａｎｃｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，ＯＲＡＯＶ１）在人结肠
癌组织中的表达变化并探讨其对结肠癌细胞增殖能力、细胞周期及早期凋亡的影响。方法　收集人结
肠癌及癌旁组织标本，分别以ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＡＯＶ１在ｍＲＮＡ及蛋白水平的表达变化
情况；采用ＲＮＡｉ技术获得ＯＲＡＯＶ１低表达的 ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０细胞株，并使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对干扰结果
进行鉴定；采用ＣＣＫ８检测干扰ＯＲＡＯＶ１表达后两种结肠癌细胞增殖能力的变化；并采用流式细胞术
检测干扰ＯＲＡＯＶ１表达对结肠癌细胞周期及早期凋亡的影响。结果　ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果分
别显示结肠癌组织中的 ＯＲＡＯＶ１ｍＲＮＡ及蛋白水平高于癌旁组织（Ｐ＜００５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实
ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０细胞中 ＯＲＡＯＶ１干扰成功；在这两种结肠癌细胞株中，ＣＣＫ８检测结果显示，干扰
ＯＲＡＯＶ１可抑制细胞增殖能力；流式细胞术结果显示，干扰 ＯＲＡＯＶ１可使处于 Ｓ期比例增加（Ｐ＜
００５）、早期凋亡比例增加（Ｐ＜００５）。结论　结肠癌组织中的ＯＲＡＯＶ１表达增加，干扰ＯＲＡＯＶ１可降
低结肠癌细胞的增殖能力，可能与Ｓ期阻滞及细胞早期凋亡增加有关。
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　　在世界范围内，结肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）的
发病率在所有恶性肿瘤中居第 ３位，每年可新增
１４０余万患者，约７０万患者因结肠癌而死亡［１］。结肠

癌的高发病率和不良预后给人类健康带来了极大威

胁，严重影响了患者健康及生活质量。流行病学调查

发现，东亚国家结肠癌的发病与食用腌肉、肥胖、吸烟

等因素有关［２］；但是，有关结肠癌发生、发展的具体分

子机制仍未得到阐明。

　　口腔癌过表达蛋白 １（ｏｒａｌｃａｎｃｅｒｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ＯＲＡＯＶ１）是编码基因定位于１１号染色体
的一种蛋白，最初在口腔上皮肿瘤中发现，在体内广泛

表达，以肝、胰腺、肾组织中含量相对较高［３］。口腔与

结肠均属消化系统中的空腔结构，口腔癌与结肠癌的

发病均与饮食密切相关，在发病机制上也有如ＡＰＣ基
因失活等一些共性［４－５］；且在另一消化系统空腔脏器

恶性肿瘤胃癌中，ＯＲＡＯＶ１的蛋白表达水平也同样
发生了上调［６］。故我们推测在结肠癌组织中

ＯＲＡＯＶ１的表达也可能发生变化，并可能参与调控结
肠癌细胞的生物学行为。为验证上述假设，本研究拟

在结肠癌及癌旁组织中检测 ＯＲＡＯＶ１的表达变化，并
初步探讨其对结肠癌细胞增殖能力的影响及可能原

因，以期为结肠癌的发生发展机制及潜在治疗靶点的

寻找提供实验依据。

１　资料与方法

１．１　材料
　　结肠癌及癌旁组织来源于第三军医大学大坪医院
野战外科研究所内镜中心２０１３年１０月至２０１４年３月
经病理检查证实为结肠癌的患者，均为男性，平均年龄

６５岁，均获患者知情同意及伦理委员会批准。结肠癌
细胞株ＬｏＶｏ、ＳＷ４８０均购于中科院上海细胞库。干扰
ＯＲＡＯＶ１所用ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏｓｈＯＲＡＯＶ１质粒及对
照空质粒购于上海吉玛公司。Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓＬ１５及
Ｈａｍ’ｓＦ１２Ｋ培养基购于 Ｇｉｂｃｏ公司，青链霉素、胎牛
血清、０．２５％胰酶均购于 ＨｙＣｌｏｎｅ公司。反转录试剂
盒及 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购于 ＴａＫａＲａ
公司。蛋白浓度测定试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液
及凝胶配制试剂盒购于碧云天公司。兔抗人ＯＲＡＯＶ１
抗体购于Ａｂｃａｍ公司，鼠抗人 βａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ标记
的山羊抗鼠及抗兔抗体均购自中杉金桥公司。ＲＩＰＡ
裂解液及ＴＲＩｚｏｌ试剂、脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购买
于Ｌｉｆｅｔｅｃｈｏｌｏｇｉｅｓ公司。ＣＣＫ８细胞增殖活性检测试
剂盒购于Ｄｏｊｉｎｄｏ公司。细胞周期检测试剂盒及细胞
凋亡检测试剂盒均购于贝博公司。ＥＣＬ化学发光试剂
盒及ＰＶＤＦ膜购自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＬｏＶｏ细胞培养于 Ｈａｍ’ｓＦ１２Ｋ

培养基中，ＳＷ４８０培养于 Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ’ｓＬ１５培养基中，
各含１％青链霉素、１０％胎牛血清。细胞培养于３７℃
恒温孵箱中，湿度为９５％。根据细胞生长情况，培养
每３～４天传代１次，取状态良好的对数生长期细胞进
行实验。

１．２．２　质粒转染　　本实验所用ｓｈＲＮＡ序列为：ＴＴＣ
ＧＴＴＡＣＴＣＡＡＴＧＴＴＣＡＧＣＣＡＧＡＣＴＴＴＡ。转染操作前，将
培养的ＬｏＶｏ细胞及ＳＷ４８０细胞以３×１０４／孔的密度铺
于１２孔板中，待其生长至汇合度６０％左右，按 Ｌｉｆｅｔｅ
ｃｈｏｌｏｇｉｅｓ公司脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进行转
染操作，于转染后４８ｈ提取细胞蛋白进行转染效果鉴
定。并将转染成功的细胞以Ｇ４１８低浓度持续培养。
１．２．３　总ＲＮＡ提取、逆转录与荧光定量 ＰＣＲ反应　
　提取组织总ＲＮＡ前，先在液氮中取出组织并称质量
后，迅速放入预冷研钵中，加入液氮充分研磨，并转移

至ＥＰ管中；提取培养细胞总 ＲＮＡ前，先弃去培养基，
以ＰＢＳ清洗细胞３次。在准备工作完成后，向已磨碎
组织或已清洗细胞中加入 ＴＲＩｚｏｌ试剂，随后按照
ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书进行氯仿抽提、异丙醇沉淀、乙醇洗
涤等后续提取步骤。按逆转录试剂盒说明书，以３０μＬ
体系将 １μｇＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。再按照 ＳＹＢＲ
ＧＲＥＥＮ定量ＰＣＲ试剂盒说明书以２５μＬ体系荧光进
行定量ＰＣＲ反应。反应步骤为：９５℃ ５ｍｉｎ→４０×
（９５℃ ５ｓ→６０℃ ３０ｓ）→７２℃ ２ｍｉｎ。引物序列：
ＯＲＡＯＶ１正向引物：５′ＧＴＴＴＧＧＧＴＧＴＧＡＴＧＧＡＧＧＧＡ
ＡＧ３′，反向引物：５′ＣＣＴＴＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧＣＡＡＣＴＧＴＧ
３′，产物长度１３２ｂｐ；βａｃｔｉｎ正向引物：５′ＣＡＣＣＡＴＴＧ
ＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ３′，反向引物：５′ＡＧＧＴＣＴＴＴ
ＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴ３′，产物长度 １２９ｂｐ。定量结果
以Ｃｔ值表示，以 βａｃｔｉｎ为内参，每组设置３个复孔，
以２ΔΔＣｔ计算基因相对表达量。
１．２．４　蛋白提取及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　组织蛋白提
取时，将组织取出并称质量后，迅速置于研钵中并加入

液氮充分研磨；细胞蛋白提取时，首先倒去培养基并以

ＰＢＳ清洗。随后向预处理好的组织样本或细胞中加入
ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解１ｈ，最后４℃高速离心并取上
清。测定蛋白浓度后，将蛋白以每孔 ５０μｇ的量在
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中进行电泳，上层胶电压为７０Ｖ，下层
胶电压为１２０Ｖ。电泳结束后，在冰上以１００Ｖ的电压
转膜１．５ｈ，封闭后４℃一抗孵育过夜（ＯＲＡＯＶ１抗体
稀释比为１∶１０００，βａｃｔｉｎ为１∶４００），翌日取出后室温
二抗孵育 ２ｈ（山羊抗兔及抗鼠抗体稀释比均为
１∶１００００），最后以ＥＣＬ法进行显影，βａｃｔｉｎ为内参。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　　将细胞以２×１０３／孔
的密度接种在９６孔板上，每孔含１００μＬ全培养基，并
设置细胞空白孔及试剂空白孔，每组设置３个复孔。

１６１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１０）



孵箱培养２４ｈ后各孔加入１０μＬ的ＣＣＫ８溶液，混匀
并除去气泡；３７℃孵育２ｈ后使用酶标仪测定４５０ｎｍ
处的光密度，用标准曲线及细胞空白孔、试剂空白孔读

数标化所测定的光密度［Ｄ（４５０）］。
１．２．６　流式细胞术检测细胞周期　　首先以 １×
１０６／孔的量在６孔板上铺入细胞，２４ｈ后收集贴壁细
胞，并以７５％乙醇４℃固定过夜。第２天去除固定液
后，加入ＲＮＡ酶以除去ＲＮＡ对结果的干扰，并加入ＰＩ
染液、上机检测。实验设３次重复。
１．２．７　流式细胞术检测细胞凋亡　　将各组细胞以
的数量铺于６孔板，待细胞贴壁后，收集孔中所有细
胞，加入４００μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ后再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ染液，避光孵育１５ｍｉｎ，最后再加入１０μＬＰＩ染
液、上机检测。实验设３次重复。
１．３　统计学处理
　　使用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件对数据进行处理和分
析，结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进行多组
计量资料间均数的比较，采用χ２检验对计数资料（率）
进行比较。

２　结果

２．１　ＯＲＡＯＶ１在结肠癌组织及癌旁组织中的 ｍＲＮＡ
表达变化

　　为分析ＯＲＡＯＶ１的ｍＲＮＡ水平，我们对６例患者
的结肠癌及癌旁组织标本进行了实时荧光定量ＰＣＲ检
测。结果显示：结肠癌组织中ＯＲＡＯＶ１的ｍＲＮＡ水平较
癌旁组织明显升高（Ｐ＜００５），差异有统计学意义（图１）。
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１－６：分别代表６例结肠癌与相对应的癌旁组织　ａ：Ｐ＜
００５，与结肠癌组织比较
图１　ＯＲＡＯＶ１在结肠癌组织及癌旁组织中的 ｍＲＮＡ表

达变化

２．２　ＯＲＡＯＶ１在结肠癌组织及癌旁组织中的蛋白表
达变化

　　为进一步了解 ＯＲＡＯＶ１在结肠癌及癌旁组织的
蛋白表达情况，我们分别提取了６例患者的结肠癌及
癌旁组织标本的总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。结果
显示：在６例患者中，相比于癌旁组织，同一患者的结肠
癌组织中ＯＲＡＯＶ１的蛋白表达含量明显增加（图２）。
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１、３、５、７、９、１１：结肠癌组织；２、４、６、８、１０、１２：癌旁组织；
１与２、３与４、５与６、７与８、９与１０、１１与１２分属６例患者
图２　ＯＲＡＯＶ１在结肠癌组织及癌旁组织中的蛋白表达变化

２．３　结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０中 ＯＲＡＯＶ１的干
扰效果鉴定

　　在结肠癌组织中，ＯＲＡＯＶ１的 ｍＲＮＡ及蛋白水平
均高于癌旁组织。为研究 ＯＲＡＯＶ１是否参与结肠癌
的发生、发展过程、寻找其相应的表型，我们通过质粒

转染，在ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０两种结肠癌细胞株中进行了
ＲＮＡｉ并以Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行了干扰效果鉴定。结果显
示：在ＬｏＶｏ细胞中，相比于未转染的野生型细胞（Ｌｏ
ＶｏＷＴ组），转染空质粒时（ＬｏＶｏｃｔｒｌ组）的 ＯＲＡＯＶ１
蛋白表达水平并无明显变化；而转染ｓｈＯＲＡＯＶ１干扰
质粒时（ＬｏＶｏｓｈＯＲＡＯＶ１组），ＯＲＡＯＶ１的表达水平
较ＬｏＶｏＷＴ组及ＬｏＶｏｃｔｒｌ组细胞明显降低（图３Ａ）。
　　在另一种结肠癌细胞株 ＳＷ４８０细胞中，ＳＷ４８０
ｓｈＯＲＡＯＶ１组细胞的 ＯＲＡＯＶ１蛋白表达同样明显低
于 ＳＷ４８０ＷＴ组及 ＳＷ４８０ｃｔｒｌ组（图 ３Ｂ）。上述结
果共同说明质粒转染及 ＲＮＡｉ成功，所获得的
ＯＲＡＯＶ１低表达 ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０结肠癌细胞株可用
于后续实验。
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Ａ：ＬｏＶｏ细胞中ＯＲＡＯＶ１的干扰效果鉴定 １：未转染质粒
的野生型细胞（ＬｏＶｏＷＴ）；２：转染空质粒的对照细胞（Ｌｏ
Ｖｏｃｔｒｌ）；３：转染ｓｈＯＲＡＯＶ１干扰质粒的ＬｏＶｏ细胞（ＬｏＶｏ
ｓｈＯＲＡＯＶ１）；Ｂ：ＳＷ４８０细胞中 ＯＲＡＯＶ１的干扰效果鉴定
１：未转染质粒的野生型细胞（ＳＷ４８０ＷＴ）；２：转染空质粒
的对照细胞（ＳＷ４８０ｃｔｒｌ）；３：转染 ｓｈＯＲＡＯＶ１干扰质粒的
ＳＷ４８０细胞（ＳＷ４８０ｓｈＯＲＡＯＶ１）
图３　ＬｏＶｏ细胞及ＳＷ４８０细胞中ＯＲＡＯＶ１的干扰效果鉴定

２．４　干扰 ＯＲＡＯＶ１对结肠癌细胞 ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０增
殖能力的影响

　　为研究ＯＲＡＯＶ１对结肠癌细胞增殖能力的影响，
我们使用ＣＣＫ８法检测了 ＯＲＡＯＶ１正常表达与低表
达时ＬｏＶｏ细胞及ＳＷ４８０细胞增殖能力的变化。可见
在为期５ｄ的培养中，ＬｏＶｏＷＴ组与 ＬｏＶｏｃｔｒｌ组的增
殖能力并无明显差别（Ｐ＞０．０５）。ＯＲＡＯＶ１低表达的

２６１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＬｏＶｏｓｈＯＲＡＯＶ１组细胞增殖能力在第２天之间与前
两组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），但在培养第２天
之后则明显低于另两组，结果差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５，图４Ａ）。
　　在对 ＳＷ４８０细胞的 ＣＣＫ８检测中，同样可见
ＳＷ４８０ｓｈＯＲＡＯＶ１组细胞增殖能力明显低于 ＳＷ４８０
ＷＴ组及ＳＷ４８０ｃｔｒｌ组（Ｐ＜０．０５，图４Ｂ）。以上结果
说明ＯＲＡＯＶ１的表达受到干扰时，将明显影响结肠癌
细胞株ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０的增殖能力。
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Ａ：干扰ＯＲＡＯＶ１对ＬｏＶｏ细胞增殖能力的影响　ａ：Ｐ＜０．０５，
与ＳＷ４８０ＷＴ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＳＷ４８０ｃｔｒｌ组比较；
Ｂ：干扰ＯＲＡＯＶ１对ＳＷ４８０细胞增殖能力的影响　ａ：Ｐ＜
０．０５，与ＬｏＶｏＷＴ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬｏＶｏｃｔｒｌ组比较
图４　ＣＣＫ８法检测各组细胞培养不同时间的增殖变化

２．５　干扰 ＯＲＡＯＶ１对结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０
细胞周期的影响

　　细胞的增殖能力与细胞周期密切相关，为了解
ＯＲＡＯＶ１是否通过影响细胞周期进而改变了结肠癌细
胞株ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０的增殖能力，我们利用流式细胞
术对细胞周期进行了检测。结果显示：在ＬｏＶｏ细胞中，
ＬｏＶｏｓｈＯＲＡＯＶ１组细胞处于 Ｓ期的比例要明显高于
ＬｏＶｏｃｔｒｌ组［（４５．２５±３．１７）％，（３３．９３±２．２３）％，
Ｐ＜００５］，也高于 ＬｏＶｏＷＴ组［（４５．２５±３．１７）％，
（３４．５６±２．２０）％，Ｐ＜００５］，结果具有统计学意义。
而 ＬｏＶｏｃｔｒｌ组 与 ＬｏＶｏＷＴ组 之 间 无 明 显 差 别
［（３３９３±２．２３）％，（３４．５６±２．２０）％，Ｐ＞００５，图５Ａ］。
　　在ＳＷ４８０细胞中，流式细胞术检测的Ｓ期比例变
化趋势与 ＬｏＶｏ细胞相似，ＳＷ４８０ｓｈＯＲＡＯＶ１组明显

高于 ＳＷ４８０ｃｔｒｌ组［（５４．４９±２．５７）％，（４０．０８±
２３６）％，Ｐ＜００５］，结果差异有统计学意义（图５Ｂ）。
ＬｏＶｏ及 ＳＷ４８０中的结果均提示：干扰 ＯＲＡＯＶ１可引
起这两种结肠癌细胞发生Ｓ期阻滞，使增殖能力减弱。
２．６　干扰 ＯＲＡＯＶ１对 ＬｏＶｏ细胞及 ＳＷ４８０早期凋亡

的影响

　　细胞的增殖能力也与凋亡关系密切，为研究
ＯＲＡＯＶ１对结肠癌细胞凋亡的影响，进一步解释干扰
ＯＡＲＯＶ１降低结肠癌细胞增殖能力的原因，我们采用
流式细胞仪对ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０两种结肠癌细胞株的早
期凋亡情况进行了检测。在 ＬｏＶｏ细胞中，ＬｏＶｏｓｈ
ＯＲＡＯＶ１组细胞的早期凋亡比例高于 ＬｏＶｏｃｔｒｌ组
［（９．１３±１．３９）％，（４．７１±０．６５）％，Ｐ＜００５］及
ＬｏＶｏＷＴ组［（９．１３±１．３９）％，（３．６８±０．３６）％，
Ｐ＜００５］，差异均具有统计学意义；而 ＬｏＶｏｃｔｒｌ组与
ＬｏＶｏＷＴ组之间的早期凋亡则无明显变化［（４．７１±
０．６５）％，（３．６８±０．３６）％，Ｐ＞００５，图６Ａ］。
　　对于ＳＷ４８０细胞，同样可观察到与 ＬｏＶｏ细胞相
似的结果。即：ＳＷ４８０ｓｈＯＲＡＯＶ１组的早期凋亡细胞
比例高于ＳＷ４８０ｃｔｒｌ组［（１５．７６±１．７６）％，（６．７４±
０．５８）％，Ｐ＜００５，图６Ｂ］，差异均具有统计学意义。
以上结果提示：干扰ＯＲＡＯＶ１可增加结肠癌细胞ＬｏＶｏ
及ＳＷ４８０的早期凋亡，可能是影响结肠癌细胞增殖能
力的又一原因。

３　讨论

　　结肠癌已成为人类面临的第３大恶性肿瘤，虽然
结肠癌的诊断和治疗水平都取得了较大进步，但整体

治疗效果仍不容乐观，发生转移的结肠癌患者５年生
存率仅有１１．７％［７］。结肠癌的高发病率及低生存率，

很大一部分的原因在于其发病机制及发展因素尚未得

到充分阐明。因此，探索结肠癌的发生、发展机制，具

有较大的理论意义。

　　Ｚｈａｉ等［８］利用人 ＯＲＡＯＶ１在酿酒酵母中的同源
蛋白ＹＮＬ２６０ｃ进行研究，发现ＹＮＬ２６０ｃ对于酵母核糖
体６０Ｓ亚基的成熟至关重要，ＹＮＬ２６０ｃ缺失的酵母核
糖体不能形成转录起始复合物，进而生物合成功能丧

失。这提示在生物合成旺盛的肿瘤组织中，ＯＲＡＯＶ１
也可能通过维持或增加核糖体的功能，促进一系列参

与ＤＮＡ复制、能量代谢等重要细胞活动的蛋白合成，
最终促进肿瘤的发生、发展。这可能是我们发现

ＯＲＡＯＶ１在结肠癌组织中高表达的原因之一。
　　本研究还发现，使用 ＲＮＡｉ技术分别干扰 ＬｏＶｏ、
ＳＷ４８０两种结肠癌细胞株中ＯＲＡＯＶ１的表达后，可明
显抑制结肠癌细胞株的增殖活性，并可引起细胞分裂

阻滞于Ｓ期。细胞的增殖与细胞周期的关系非常紧
密，细胞周期则是一个由细胞周期蛋白（Ｃｙｃｌｉｎｓ）细胞

３６１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１０）
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图５　流式细胞术检测各组细胞周期的变化
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图６　流式细胞术检测各组细胞的早期凋亡情况
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周期蛋白依赖激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）
复合物严密调控的过程。在细胞进入周期的每个阶段

前，ＣｙｃｌｉｎｓＣＤＫｓ复合物可起到“检查点”的作用，从而
保证染色体能以高保真度进行复制与子代细胞之间的

分配。有研究表明，在 ＨｅＬａ细胞及口腔鳞癌细胞中
干扰ＯＲＡＯＶ１可通过降低 ＣｙｃｌｉｎＡ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１及Ｃｄｃ２的表达，进而改变 ＣｙｃｌｉｎｓＣＤＫｓ复合物的
功能，使细胞发生 ＤＮＡ合成受抑及 Ｓ期阻滞［９－１０］，但

在结肠癌细胞中是否也存在相同的机制，仍需我们在

后续实验中探索。此外，ＣｙｃｌｉｎＤ１是调控细胞周期的
重要分子，在多种肿瘤细胞中高表达，也是肿瘤细胞增

殖活跃的标志之一［１１］。令人感兴趣的是，ＯＲＡＯＶ１与
细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１的编码基因序列之间的距离
仅为８ｋｂ左右，提示这两个分子之间可能存在共有的
转录调控序列或相互调控机制。本研究发现，干扰

ＯＲＡＯＶ１可造成 Ｓ期阻滞；前人研究发现，干扰
ＯＲＡＯＶ１蛋白的表达时，ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达水平也
可出现明显下降［９］，两个分子表达水平之间似乎呈正相

关的关系。故干扰结肠癌细胞中ＯＲＡＯＶ１所产生的细
胞周期阻滞的改变，不仅可能是 ＯＲＡＯＶ１通过抑制核
糖体合成能力造成的非特异性的改变，更有可能是

ＯＲＡＯＶ１通过某种机制调节而ＣｙｃｌｉｎＤ１表达状态的结
果，这也是我们在后续研究中需要继续探索的方向。

　　此外，细胞的增殖速度也与凋亡关系密切。凋亡
是真核生物中普遍存在的重要生长调控机制，不仅参

与组织、器官的发育过程，也与肿瘤等疾病紧密相关。

经典的凋亡途径是一系列酶促反应，Ｐ５３在凋亡的调
控中发挥重要作用［１２］。凋亡的增加，必然导致细胞增

殖能力的降低。有学者发现，干扰 ＯＲＡＯＶ１可通过上
调Ｐ５３、下调Ｂｃｌ２表达以及激活Ｃａｓｐａｓｅ３、８、９达到增
加细胞凋亡的作用［９］。我们在实验中也发现了干扰

ＯＲＡＯＶ１可使结肠癌细胞株ＬｏＶｏ及ＳＷ４８０的早期凋
亡增加；但大部分肿瘤组织，尤其是结肠癌组织中的

Ｐ５３往往已发生突变，失去了在正常组织中发挥的促
凋亡功能［１３］。故我们考虑 Ｐ５３可能并不参与干扰
ＯＲＡＯＶ１所致的促凋亡效应，ＯＲＡＯＶ１的这种作用可
能与其他机制有关。

　　综上所述，在本研究中发现，结肠癌组织中的
ＯＲＡＯＶ１ｍＲＮＡ及蛋白水平均较癌旁组织表达上调；
并在两种结肠癌细胞株中发现干扰 ＯＲＡＯＶ１可通过
增加细胞周期阻滞及早期凋亡，从而调控结肠癌细胞

的增殖能力。我们推测，在结肠癌发生、发展过程中，

ＯＲＡＯＶ１表达上调，继而通过减少细胞周期阻滞、减少
凋亡等方式促进了肿瘤细胞的增殖能力，参与了结肠

癌的发生、发展过程。
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