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ＡＣＳＳ２介导的上皮间质转化在乙醇促结直肠癌细胞迁移中的作用及机制
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　　［摘要］　目的　探索 ＡＣＳＳ２（ａｃｙｌＣｏＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２）在乙醇促结直肠癌
（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）细胞迁移过程中的作用及其潜在机制。方法　以在线工具基因表达谱交互式
分析（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）和人类蛋白质图谱数据库（ｔｈｅｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎ
ａｔｌａｓ，ＨＰＡ）分析ＣＲＣ癌组织和癌旁正常组织中 ＡＣＳＳ２表达水平；通过 ＣｈＩＰＸ富集分析３转录因子数
据库（ＣｈＩＰＸｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ３，ＣｈＥＡ３）进行ＡＣＳＳ２上游转录因子的富集分析。从癌症基因组图谱
（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库获得５１３例ＣＲＣ患者的ＡＣＳＳ２表达水平与相关临床特征参数。
以不同浓度乙醇（０、２２、４４、８８ｍｍｏｌ／Ｌ）处理 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０细胞２４、４８、７２ｈ，ＣＣＫ８实验检测细胞活
力；细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞迁移能力；ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关基因的表达。结果
　①以２２、４４、８８ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的乙醇处理４８、７２ｈ能显著抑制ＨＣＴ１１６和ＳＷ４８０细胞增殖（Ｐ＜０．０５）。
②乙醇处理４８ｈ后，ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０细胞中 ＡＣＳＳ２的表达明显增
加；细胞划痕和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示细胞愈合率和穿孔细胞数均明显增加（Ｐ＜０．０５）；上皮间质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达
升高（Ｐ＜０．０５）。③抑制 ＡＣＳＳ２表达后，细胞愈合率和穿孔细胞数均较未抑制组降低（Ｐ＜０．０５）；
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达增加、而 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５）。④ＨＰＡ数据库分析提
示，ＡＣＳＳ２在ＣＲＣ癌组织中的表达明显高于正常组织，其上游调控因子的富集分析提示有８个转录因
子可能与 ＡＣＳＳ２的表达调控有关，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证乙醇处理后转录因子 ＣＥＢＰＢ、ＳＭＣ１Ａ、ＣＴＣＦ在
ＳＷ４８０和ＨＣＴ１１６细胞中的表达均显著上调，与 ＡＣＳＳ２的表达增加变化一致。⑤５１３例 ＣＲＣ患者中，
ＡＣＳＳ２相对高表达组出现外周神经、血管浸润或发生其他远处转移者的比例明显高于相对低表达组
（χ２＝６．４１１，Ｐ＝０．０１１）。结论　乙醇作用后由相关转录因子引起的 ＡＣＳＳ２表达增加可能通过诱导
ＥＭＴ促进结直肠癌细胞迁移。
　　［关键词］　 乙醇；ＡＣＳＳ２；结直肠癌；迁移；上皮间质转化
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６．４１１，Ｐ＝０．０１１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｔｈａｎｏｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｍａｙｐｒｏｂａｂｌｙｉｎｄｕｃｅＥＭＴｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＡＣＳＳ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｔｓｕｐｓｔｒｅａｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＣＲＣｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｔｈａｎｏｌ；ＡＣＳＳ２；ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１２７３１５６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＯＵＺｉｙｕａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｚｉｙｕａｎｚｈｏｕ＠
ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；ＹＡＮＧＧｕａｎｇｈｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：２８０４４６８５９＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　饮酒是人体乙醇（ｅｔｈａｎｏｌ，ＥｔＯＨ）暴露的一个主要
来源，也是影响人体健康最常见的生活方式因素之一。

目前发现乙醇是２００多种疾病、损伤的危险因素，如肝
硬化、癌症和心血管病等，导致许多健康问题［１］。

　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是全球癌症相
关死亡的第二大原因，预计到 ２０３５年，全球将增加
２５０万结直肠癌新病例［２］。结直肠癌的危险因素主要

包括遗传因素［２］、生活方式因素、膳食因素、医疗条

件［３］等。其中，饮酒是结直肠癌一种重要的生活方式

危险因素，它对结直肠癌的危害也越来越受到人们的

关注［４］。酒精会增加罹患结直肠癌和乳腺癌的风

险［５－６］，大量流行病学研究表明，摄入酒精与癌症的发

生有关［５，７－１２］，且摄入所有类型的酒精饮料都会增加

肿瘤发生的风险，提示乙醇可能是导致这种影响的重

要化合物。血液循环中乙醇的量主要是由乙醇摄入量

决定的，而其持续时间的决定因素在于乙醇脱氢酶

（ａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＡＤＨ）活性。饮酒后大部分乙

醇在肠道吸收，肠道是高浓度乙醇的主要暴露部位，这

一现象可能与乙醇相关的结直肠癌有关。人体摄入乙

醇后，更易在结直肠癌上皮细胞中积累，因此乙醇本身

可能是大多数酒精相关结直肠癌发生和转移的关键因

素［１３］。然而目前的研究大多聚焦于乙醛而不是乙醇

本身对 ＣＲＣ的影响［１４－１５］，乙醇对 ＣＲＣ细胞迁移能力
的作用仍有待进一步研究。

　　人体摄入乙醇过程中，存在于细胞质和细胞核的
乙酰辅酶 Ａ合成酶短链家族成员 ２（ＡｃｙｌＣｏＡ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅｓｈｏｒｔｃｈａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２，ＡＣＳＳ２）酶可催
化乙酸、辅酶Ａ和ＡＴＰ生成乙酰辅酶 Ａ。ＡＣＳＳ２在结
直肠癌、肾癌、肝癌等多种癌症中高表达，并参与肿瘤

浸润、侵袭、转移等恶性进程，其异常表达常提示预后

不良［１６］。研究发现，ＡＣＳＳ２在乳腺癌和胶质母细胞瘤
中表达升高，从而导致肿瘤细胞侵袭性生长和癌症患

者的不良预后［１７－１８］。结直肠癌是一种上皮类型的恶

性肿瘤，大量研究表明，上皮性肿瘤细胞在经历上皮间

７０８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）后
可能具有更强的侵袭性。细胞发生ＥＭＴ后，上皮细胞
之间的连接变得更加松散，肿瘤细胞更容易侵入淋巴

管和血管从而发生远处转移［１９－２０］。本课题组前期研

究提示乙醇可通过诱导 ＥＭＴ促进 ＣＲＣ恶性进展［２１］，

但ＡＣＳＳ２是否与乙醇对ＣＲＣ细胞ＥＭＴ效应和迁移能
力存在潜在影响仍不明确。

　　因此，本研究使用 ＨＣＴ１１６和 ＳＷ４８０构建不同浓
度乙醇暴露的结直肠癌细胞模型，观察 ＡＣＳＳ２在乙醇
促进ＣＲＣ转移过程中的作用，并结合生物信息学方
法，探索调控ＡＣＳＳ２表达的潜在上游因子。最后结合
ＣＲＣ患者的临床资料，分析 ＡＣＳＳ２与 ＣＲＣ患者临床
指标的可能联系。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＣＲＣ细胞株 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０均购于 ＡＴＣＣ公司，
ＤＭＥＭ培养基、ＰＢＳ缓冲液、青／链霉素双抗（１００×）、
胎牛血清、０．２５％胰酶购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，无水乙醇
（ＥｔＯＨ）购于Ｓｉｇｍａ公司，ＣＣＫ８试剂盒购于碧云天公
司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室（８μｍ）购于康宁公司，
ＡＣＳＳ２抑制剂（ＡＣＳＳ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）购于 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司，兔
抗 ＡＣＳＳ２抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司，兔抗 βａｃｔｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＨＲＰ标记山羊抗兔 ＩｇＧ抗体购于上海碧云
天公司，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＣＭＹＣ购于 ＣＳＴ公
司，兔抗 ＣＥＢＰＢ、ＰＯＬＲ２Ａ、ＳＭＣ１Ａ、ＣＴＣＦ、ＡＲ、ＥＲＧ、
ＳＰＩ１购于武汉ＡＢｃｌｏｎａｌ公司。
１．２　细胞培养
　　人结直肠癌细胞 ＨＣＴ１１６、ＳＷ４８０用含有 １０％
ＦＢＳ、１％双抗的 ＤＭＥＭ完全培养基，于 ３７℃、５％ＣＯ２
饱和湿度的培养箱中进行培养。

１．３　细胞活力测定
　　将结直肠癌细胞 ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６按 ３×１０３每孔
接种于９６孔板，培养过夜后用含不同浓度乙醇的培养
基（０、２２、４４、８８ｍｍｏｌ／Ｌ）分别处理细胞 ２４、４８、７２ｈ。
用ＣＣＫ８试剂盒检测其细胞活力，用酶标仪测量其
４５０ｎｍ处的吸光度值。然后计算乙醇对 ＣＲＣ细胞增
殖的影响，以上实验重复３次。
１．４　细胞划痕实验
　　用 ｍａｒｋｅｒ笔在６孔板底部间隔０．５～１ｃｍ均匀划
线，横穿过孔，每孔至少穿过 ５条线。每孔加入约 ５×
１０５个细胞，接种原则为过夜后融合率达到１００％。次
日用２００μＬ枪头垂直于细胞平面，沿平板背面，在细
胞层上进行划痕。划痕完成后，用无菌 ＰＢＳ洗去划线
时脱落的细胞３次，使划线后留下的间隙清晰可见，然

后更换新鲜的含 １％胎牛血清培养基，于倒置显微镜
下观察并拍照，然后将细胞放入培养箱内培养。４８ｈ
后在同一位置拍照。迁移率＝（０ｈ划痕面积－４８ｈ划
痕面积）／０ｈ划痕面积×１００％。对照组与实验组均设
置３个平行样本。
１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验
　　将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于 ２４孔板中，将处于对数生
长期的细胞消化后，以预冷 ＰＢＳ以１６６×ｇ５ｍｉｎ离心
清洗２次，用无血清无抗生素的培养基制备成细胞悬
液，并调整细胞浓度为１×１０６／ｍＬ，接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室中，底层加入含２０％胎牛血清的完全培养基作为化
学引诱剂，在细胞培养箱中孵育２４ｈ后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，置于ＰＢＳ中将其清洗干净后，用棉签将小室上
层内面擦干。将小室浸没于４％多聚甲醛溶液中固定
３０ｍｉｎ，再用ＰＢＳ充分清洗小室，最后用结晶紫溶液染
色１０ｍｉｎ后晾干，于显微镜下观察，随机选取５个高倍
镜视野拍照记录，并记录细胞数量，统计分析各组差异。

１．６　在线数据库分析
　　用在线工具基因表达谱交互式分析 （Ｇｅｎｅ
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）分析
ＡＣＳＳ２基因在 ＣＲＣ患者中的表达情况。为了获得癌
组织和正常人体组织的蛋白质免疫组化分析数据，使

用了人类蛋白质图谱在线网站（ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎ
Ａｔｌａｓ，ＨＰＡ）。ＨＰＡ在线病理数据库提供了４８个正常
组织样本、２０个典型癌症类别、４７个细胞系和１２个血
细胞的蛋白特异性表达和定位信息。最后使用ＣｈＩＰＸ
富集分析３（ＣｈＩＰＸＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ３，ＣｈＥＡ３）转
录因子数据库对 ＡＣＳＳ２基因上游转录因子进行富集
分析。ＴＣＧＡ数据库中获得 ＣＲＣ患者 ＡＣＳＳ２表达水
平与相关临床指标参数，按中位数将其分为相对高表

达组和相对低表达组。

１．７　ＲＴｑＰＣＲ实验
　　乙醇处理结直肠癌ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６细胞４８ｈ后，
每瓶细胞加入 １ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解细胞，室温放置 ３ｍｉｎ
后加入２００μＬ氯仿，充分混匀静置 ５ｍｉｎ后于 ４℃、
１０６２５×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清置于新的１．５ｍＬＥＰ管
中，并加入等体积异丙醇充分混匀后静置３０ｍｉｎ。相
同条件离心后用７５％乙醇清洗后加入ＤＥＰＣ水测定其
浓度，按照伯乐反转录试剂盒加入对应体系后进行反

转录，然后上机进行ＰＣＲ实验。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　乙醇处理结直肠癌ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６细胞４８ｈ后，
按裂解液∶苯甲基磺酰氟（ｐｍｓｆ）＝１００∶１比例，每皿细
胞加入２００μＬ含 ｐｍｓｆ的裂解液，于冰上裂解 ３０ｍｉｎ
后用干净的细胞刮刮下细胞，离心后取上清进行蛋白
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定量。总蛋白用ＢＣＡ蛋白测定试剂盒定量。测定蛋白
浓度后加入总体积１／５的５×ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白上样缓冲
液后１００℃水浴１５ｍｉｎ。蛋白样品用ＳＤＳＰＡＧＥ分离，
再转移到ＰＶＤＦ膜上。在４℃下用一抗孵育过夜，室温
用二抗孵育１ｈ。最后使用ＥＣＬ法观察蛋白条带变化。
１．９　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２５．０对实验数据进行统计分析，使用
单因素方差分析或秩和检验分析组间差异，进一步组

间两两比较，若方差齐选择 ＬＳＤ法，若方差不齐选择
Ｄｕｎｎｅｔｔｔ法。Ｐ＜０．０５时认为差异具有统计学意义，使
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２绘图直方图。

２　结果

２．１　乙醇可抑制结直肠癌细胞增殖并促进其迁移
　　不同乙醇（０、２２、４４、８８ｍｍｏｌ／Ｌ）处理结直肠癌
ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６细胞后，ＣＣＫ８法检测细胞活力。结
果发现，两种细胞株呈现相似的结果，即在乙醇处理

２４ｈ后，细胞活力均无明显改变。但在 ４８、７２ｈ时间

点，与对照组相比，２２、４４、８８ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理后，细
胞活力均受到不同程度的明显抑制。但４８、７２ｈ组的
结果比较提示，以２２ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理ＣＲＣ细胞４８ｈ
后即呈现显著的增殖抑制效应，但随处理时间增加，与

ＨＣＴ１１６相比，ＳＷ４８０抑制效应的差异并不显著，故本
研究最终选择 ４８ｈ作为后续研究的乙醇处理时长。
进一步观察乙醇对ＣＲＣ细胞迁移能力的影响，划痕实
验结果表明（图１Ａ），与０ｍｍｏｌ／Ｌ相比，经乙醇处理的
ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６细胞的细胞愈合百分比明显增加；
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ结果显示，乙醇处理后，ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６细胞
的穿孔细胞数明显增加（图１Ｂ），提示乙醇能增强结直
肠癌细胞的迁移能力，综合 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和划痕实验结
果，乙醇促进ＣＲＣ细胞迁移的能力有随剂量增加的趋
势，但并无统计上的剂量依赖关系。此外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果提示（图 １Ｃ），与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ相比，乙醇处理 ４８ｈ
后，ＳＷ４８０和 ＨＣＴ１１６细胞的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达升高。以上实验结果
于实验室前期研究中已充分阐述。

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

!"" !# !"" !#

" ##$%&' (( ##$%&' )) ##$%&' ** ##$%&'

"
+

)
*
+

,
-
)
*
"

"
+

)
*
+

.
/
0
!
!
1

2

Ａ：细胞划痕生长愈合情况

图１　乙醇处理４８ｈ后对结直肠癌细胞迁移能力及ＥＭＴ相关蛋白的影响

（图１Ｂ、Ｃ续下页）
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Ｂ：细胞穿孔情况；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＭＴ相关蛋白的表达

续图１　乙醇处理４８ｈ后对结直肠癌细胞迁移能力及ＥＭＴ相关蛋白的影响

２．２　乙醇可上调ＣＲＣ细胞中ＡＣＳＳ２的表达
　　ＧＥＰＩＡ在线工具、ＨＰＡ数据库分析提示：ＣＲＣ患者
癌组织中ＡＣＳＳ２表达高于癌旁组织（图２）。为评估乙
醇对ＣＲＣ细胞中ＡＣＳＳ２表达的影响，使用不同浓度乙
醇处理ＣＲＣ细胞４８ｈ后，发现ＡＣＳＳ２的ｍＲＮＡ表达水
平（图３Ａ）及其蛋白表达量均显著升高（图３Ｂ、Ｃ）。
　　由于乙醇在胞内可通过乙醇脱氢酶（ＡＤＨ）乙醛
脱氢酶（ＡＬＤＨ）途径最终代谢为乙酸，为进一步排除
乙酸（Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）的影响，本研究选用 ＡＤＨ活性极低
的细胞株 ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６以尽量减少乙醇进入胞内
后代谢的影响。以１００μｍｏｌ／Ｌ乙酸对细胞进行处理
后的结果显示（图 ３Ｄ、Ｅ），与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ相比，单独乙
酸处理组的ＡＣＳＳ２蛋白表达并未增加，乙酸＋乙醇组
的ＡＣＳＳ２蛋白表达则明显增加但与单独乙醇处理组
相比差异无统计学意义。结果提示乙醇本身（而非乙

酸）可促进ＣＲＣ细胞中 ＡＣＳＳ２的表达，ＡＣＳＳ２表达升

高可能在乙醇促ＣＲＣ细胞迁移过程中发挥重要作用。
２．３　ＡＣＳＳ２参与调节乙醇诱导的结直肠癌进展
　　为评估抑制 ＡＣＳＳ２表达是否会影响乙醇对 ＣＲＣ
细胞迁移能力的促进，以 ５００ｎｍｏｌ／ＬＡＣＳＳ２抑制剂
（ＡＣＳＳ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）处理 ＣＲＣ细胞，在 ＳＷ４８０和
ＨＣＴ１１６细胞中抑制了 ＡＣＳＳ２表达（图 ４），在以
８８ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理细胞４８ｈ后行细胞功能性实验。
划痕实验结果提示（图５）：单独乙醇处理时仍然显著
促进ＳＷ４８０和ＨＣＴ１１６的横向迁移能力，但经 ＡＣＳＳ２
抑制剂处理后，细胞划痕的愈合面积百分比明显降低。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果提示（图６），乙醇处理后 ＳＷ４８０和
ＨＣＴ１１６的穿孔细胞数目明显增加，ＡＣＳＳ２抑制剂处
理后，结直肠癌细胞穿孔数目明显减少。表明当

ＡＣＳＳ２被抑制后，乙醇促进ＣＲＣ细胞迁移的效应也同
步被抑制，提示 ＡＣＳＳ２可能对调节乙醇诱导的 ＣＲＣ
进展有调控作用。
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图４　抑制ＡＣＳＳ２表达后结直肠癌细胞中ＡＣＳＳ２的表达情况（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图５　抑制ＡＣＳＳ２表达对乙醇诱导的结直肠癌细胞横向迁移的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．４　抑制ＡＣＳＳ２表达明显减弱乙醇诱导的ＥＭＴ效应
　　为进一步阐明ＡＣＳＳ２与乙醇诱导的 ＥＭＴ效应之
间的关系，本研究用５００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＡＣＳＳ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ处
理ＳＷ４８０和ＨＣＴ１６后，再用８８ｍｍｏｌ／Ｌ乙醇处理细胞
４８ｈ。收集细胞总蛋白行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＥＭＴ相关
蛋白的表达情况。结果显示（图 ７）：与 ０ｍｍｏｌ／Ｌ相
比，乙醇明显增加了ＳＷ４８０、ＨＣＴ１１６中的 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达，同时观察到Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表
达经乙醇处理后在两细胞株中的表达量明显降低；抑制

ＡＣＳＳ２表达后，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的表达明显降
低，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达明显增高。这提示抑制
ＡＣＳＳ２表达能有效抑制结直肠癌细胞中乙醇诱导的
ＥＭＴ效应，在蛋白层面上进一步证明了 ＡＣＳＳ２可能对
乙醇诱导的结直肠癌迁移能力增强具有调控作用。
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图７　抑制ＡＣＳＳ２表达对乙醇诱导的结直肠癌细胞中ＥＭＴ相关蛋白表达的影响（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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２．５　ＡＣＳＳ２表达调控机制的初步分析
　　为探索ＡＣＳＳ２上游调控机制，研究通过ＣｈＥＡ３转
录因子数据库对 ＡＣＳＳ２上游的转录因子进行富集分
析发现（图 ８Ａ）：ＰＯＬＲ２Ａ、ＳＭＣ１Ａ、ＣＴＣＦ、ＡＲ、ＥＲＧ、
ＣＭＹＣ、ＣＥＢＰＢ、ＳＰＩ１等 ８个转录因子与 ＡＣＳＳ２的表
达变化一致，提示这些转录因子可能是调控 ＡＣＳＳ２的
潜在上游分子。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证上述 ８个转录因子
的蛋白表达变化结果发现（图８Ｂ）：ＣＥＢＰＢ、ＰＯＬＲ２Ａ、
ＳＭＣ１Ａ、ＣＭＹＣ、ＣＴＣＦ在ＳＷ４８０细胞中升高；ＣＥＢＰＢ、
ＡＲ、ＥＲＧ、ＳＭＣ１Ａ和 ＣＴＣＦ在 ＨＣＴ１１６细胞升高，且
ＣＥＢＰＢ、ＳＭＣ１Ａ、ＣＴＣＦ等 ３个转录因子在 ＳＷ４８０和
ＨＣＴ１１６细胞中表达均同时显著上调。提示乙醇促进
的结直肠癌细胞迁移，可能通过相关转录因子的调控

使ＡＣＳＳ２表达增加、诱导 ＥＭＴ效应进而增强 ＣＲＣ细
胞的迁移能力。

２．６　ＡＣＳＳ２表达水平与 ＣＲＣ患者临床特征关系的
分析

　　为进一步评估 ＡＣＳＳ２基因表达与结直肠癌患者
临床特征的可能联系，从 ＴＣＧＡ数据库中导出含有
ＡＣＳＳ２表达数据的全部５１３例 ＣＲＣ患者的相关资料
进行了分析（表１）。按照中位数将患者分为ＡＣＳＳ２相

对高表达和相对低表达２组，分析 ＡＣＳＳ２表达与相关
临床特征之间的关系。结果发现，在５１３例 ＣＲＣ患者
中，与ＡＣＳＳ２相对低表达组相比，ＡＣＳＳ２相对高表达组
发生血管、神经浸润及其他部位转移的比例明显较高

（χ２＝６．４１１，Ｐ＝０．０１１），此外高表达组患者中 Ｍ１：Ｍ０
分期的比例也高于低表达组患者，差异处于临界水平

（Ｐ＝０．０６５）。

３　讨论

３．１　乙醇可抑制结直肠癌细胞增殖并促进其迁移
　　本研究主要针对乙醇处理对结直肠癌细胞生长及
迁移的调控作用进行研究，并对可能的分子机制进行

了探索。本研究通过体外细胞实验，使用不同浓度乙

醇处理结直肠癌细胞，并且为了模拟人体摄入乙醇过

程中肠道细胞所处环境中的乙醇波动性变化，每隔２４ｈ
更换一次含乙醇的完全培养基。乙醇作用后抑制结直

肠癌细胞增殖但可促进其迁移。这可能是由于乙醇处

理可激活Ｐ２１的表达，Ｐ２１主要调控细胞周期活动，使
结直肠癌细胞周期阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期，从而抑制细胞增
殖。此外，乙醇处理后可上调 Ｓｎａｉｌ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ等间
质相关蛋白的表达，进而促进结直肠癌细胞迁移［１３］。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与０ｍｍｏｌ／Ｌ比较
Ａ：ＣｈＥＡ３数据库对ＡＣＳＳ２上游转录因子的富集分析；Ｂ～Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乙醇处理４８ｈ后ＳＷ４８０和ＨＣＴ１１６
细胞相关转录因子蛋白表达及半定量分析

图８　结直肠癌细胞中ＡＣＳＳ２上游相关转录因子的表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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表１　ＴＣＧＡ数据库中５１３例结直肠癌患者ＡＣＳＳ２与临床特征的分析情况［例（％）］

变量 人数及构成比ａ ＡＣＳＳ２相对低表达（ｎ＝２５７） ＡＣＳＳ２相对高表达（ｎ＝２５６） χ２值 Ｐ值
年龄／岁
　＜６０ １３５（２６．３） ６９（２６．９） ６６（２５．８） ０．０７５ ０．７８４
　≥６０ ３７８（７３．７） １８８（７３．２） １９０（７４．２）
性别

　男 ２６８（５２．２） １３１（５１．０） １３７（５３．５） ０．３３２ ０．５６４
　女 ２４５（４７．８） １２６（４９．３） １１９（４６．５）

浸润及其他部位转移ｂ

　是 ４１２（８０．３） １９５（７５．９） ２１７（８４．８） ６．４１１ ０．０１１
　否 １０１（１９．７） ６２（２４．１） ３９（１５．２）
Ｍ分期
　Ｍ０ ３７９（７４．２） １９９（７７．７） １８０（７０．６） ３．４０５ ０．０６５
　Ｍ１ １３２（２５．８） ５７（２２．３） ７５（２９．４）
Ｎ分期
　Ｎ０ ３０５（５９．７） １５１（５９．０） １５４（６０．４） ０．１０５ ０．７４６
　＞Ｎ０ ２０６（４０．３） １０５（４１．０） １０１（３９．６）
Ｔ分期
　Ｔ１～Ｔ２ ９７（１９．０） ６６（１９．４） ３１（１８．１） ０．１２２ ０．７２７
　Ｔ３～Ｔ４ ４１４（８１．０） ２７４（８０．１） １４０（８１．９）
Ｓｔａｇｅ分期
　ＳｔａｇｅⅠ ８２（１６．３） ４６（１８．３） ３６（１４．３） １．４１０ ０．２３５
　ＳｔａｇｅⅡ～Ⅳ ４２１（８３．７） ２０６（８１．７） ２１５（８５．７）

ａ：有２人缺少ＴＮＭ分析信息；ｂ：指出现外周神经浸润、血管浸润或其他远处部位转移的任一情况

流行病学研究显示，长期饮酒不仅能增加罹患癌症的

风险［２４－２５］，还可促进肿瘤转移［２６－２７］。多项研究已经

证明，饮酒可增强结直肠癌细胞的侵袭和迁移能力。

例如ｃａｃｏ２［２８］细胞经酒精处理后出现黏附性和分化
能力的降低，ＨＴ２９［２９］细胞在酒精的作用下侵袭迁移
能力增强。而且，在结直肠癌患者中，饮酒与肿瘤的转

移密切相关，这种关联已被确定为结直肠癌患者预后

不良的主要原因［３０－３１］。综合上述已有研究结果，本研

究的实验结果提示：乙醇可能通过诱导结直肠癌细胞

发生ＥＭＴ促进结直肠癌的恶性进展。以上结果在其
他癌症研究中也有证实，例如乙醇处理后能增强口腔

鳞状细胞癌的侵袭及迁移能力［３２］；在异种移植模型

中，乙醇可促进 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的肿瘤血管生成，并促
进乳腺癌细胞的转移［３３］。

３．２　乙醇可上调ＣＲＣ细胞中ＡＣＳＳ２的表达
　　ＡＣＳＳ２异常表达被证明是癌症预后不良的重要因
素之一。为阐明乙醇促ＣＲＣ细胞迁移的原因，本研究
首先利用 ＧＥＰＩＡ在线工具和 ＨＰＡ数据库，确认了
ＡＣＳＳ２在ＣＲＣ癌组织中的表达量显著高于正常组织。
乙醇处理后，ＡＣＳＳ２的表达随着乙醇作用浓度的增加而
增加。同时以乙酸作为阳性对照发现可能是乙醇而非

乙酸激活结直肠癌细胞中ＡＣＳＳ２的表达。
　　为进一步评估抑制 ＡＣＳＳ２表达是否能改善乙醇
诱导的结直肠癌细胞恶性进展，本研究在 ＳＷ４８０和

ＨＣＴ１１６细胞中抑制 ＡＣＳＳ２表达后再进行乙醇处理，
结果发现抑制结直肠癌细胞中 ＡＣＳＳ２表达能明显抑
制ＥＭＴ效应，同时也显著逆转了乙醇诱导的 ＳＷ４８０
和ＨＣＴ１１６细胞的迁移。结合已有的证据，这些结果
提示ＡＣＳＳ２可能在乙醇促 ＣＲＣ细胞迁移过程中发挥
重要作用。在其他研究中也有类似的研究结果，有流

行病学研究表明［３４］，酗酒人群中ＡＣＳＳ２基因的表达量
增加。此外，ＳＵＮ等［３５］发现，饮酒后会过度激活 Ｎｒｆ２
使得食管鳞癌组织中的 ＡＣＳＳ２表达增高，从而促进癌
细胞的恶性进展。于童等［２２］的研究还发现，使用干扰

ＲＮＡ敲低结直肠癌细胞中ＡＣＳＳ２的表达后，结直肠癌
细胞的ＥＭＴ效应受到一定程度的抑制。
３．３　ＡＣＳＳ２表达调控机制的初步分析
　　为进一步探索 ＡＣＳＳ２基因表达增高的机制，本研
究检索了ＣｈＥＡ３转录因子数据库，对ＡＣＳＳ２基因的上
游转录因子进行富集分析，发现 ＰＯＬＲ２Ａ、ＳＭＣ１Ａ、
ＣＴＣＦ、ＡＲ、ＥＲＧ、ＣＥＢＰＢ、ＣＭＹＣ、ＳＰＩ１等转录因子的
变化趋势与ＡＣＳＳ２具有相关性，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示
乙醇作用于癌细胞后，转录因子 ＳＭＣ１Ａ、ＣＥＢＰＢ、
ＣＴＣＦ在ＳＷ４８０和ＨＣＴ１１６细胞中的表达水平均显著
升高。这些结果提示，乙醇可能通过相关转录因子促

进ＡＣＳＳ２表达，从而诱导ＣＲＣ细胞发生ＥＭＴ效应、增
强ＣＲＣ细胞的迁移能力。此外，本研究还对ＡＣＳＳ２基
因表达与结直肠癌患者临床特征的关系进行了分析。

６１８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



通过检索在线数据库 ＴＣＧＡ并导出含有 ＡＣＳＳ２表达
数据的全部５１３例ＣＲＣ患者相关临床指标，按 ＡＣＳＳ２
表达量中位数将患者分为高、低表达组，比较了两组患

者在临床指标上的差异，结果发现，与 ＡＣＳＳ２相对低
表达组相比，ＡＣＳＳ２相对高表达组发生血管、神经浸润
及其他部位转移的比例明显较高（χ２＝６．４１１，Ｐ＝
０．０１１）。此外高表达组患者中Ｍ１∶Ｍ０分期的比例也
高于低表达组患者，差异处于临界水平（Ｐ＝０．０６５）。
但由于数据库资料缺乏结直肠癌患者的饮酒情况，特

别是缺乏在确诊后及治疗中是否继续饮酒等信息，因

此限制了在本研究中深入分析患者饮酒情况是否与相

关临床特征有关以及饮酒是否与 ＡＣＳＳ２的表达有关。
但结合实验研究结果，这些发现仍提示 ＡＣＳＳ２可能在
结直肠癌进展中发挥重要作用。

　　综上所述，本研究首次分析了 ＡＣＳＳ２基因在乙醇
相关性结直肠癌中的作用，并结合生物信息学方法，初

步探索了 ＡＣＳＳ２表达增高的潜在机制。研究结果提
示，乙醇可能通过相关转录调控因子，上调 ＡＣＳＳ２表
达，诱导结直肠癌细胞发生 ＥＭＴ，进而增强其迁移能
力。这一结果或可为 ＣＲＣ患者的预防及靶点治疗提
供直接的实验依据。同时，本研究也有一些重要问题

尚未能深入阐明，如：乙醇诱导的 ＡＣＳＳ２表达增高后
具体是通过哪些相关信号通路促进ＥＭＴ效应的发生？
是否与其他因素刺激导致的 ＡＣＳＳ２增加所致的 ＥＭＴ
有所不同等还需要深入研究。此外，乙醇对于结直肠

癌患者组织中 ＡＣＳＳ２表达量的改变，及其对结直肠癌
患者恶性进展的影响，下一步还需结合包含饮酒史等

信息的结直肠癌随访人群数据，开展更为详细的人群

研究加以佐证。

　　本研究在细胞水平上初步证明了乙醇作用于结直
肠癌细胞后可激活相关转录因子调控 ＡＣＳＳ２表达，诱
导ＣＲＣ细胞发生ＥＭＴ进而增强其迁移能力。研究结
果在一定程度上丰富了乙醇促ＣＲＣ转移的分子机制，
或可为ＣＲＣ恶性进展的预防和干预提供新的线索。
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４４３－４４４．ＤＯＩ：１０．１００２／ｉｊｃ．２９１０３２０４０８．

［８］ＢＲＵＧＥＲＥＪ，ＧＵＥＮＥＬＰ，ＬＥＣＬＥＲＣＡ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｏｂａｃｃｏａｎｄａｌｃｏｈｏｌｉｎｃａｎｃｅｒｏｆｔｈｅｌａｒｙｎｘ，
ｐｈａｒｙｎｘ，ａｎｄｍｏｕｔｈ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，１９８６，５７（２）：３９１－３９５．
ＤＯＩ：１０．１００２／１０９７０１４２（１９８６０１１５）５７：２３９１：ａｉｄ
ｃｎｃｒ２８２０５７０２３５＞３．０．ｃｏ；２ｑ．

［９］ＫＵＮＥＧＡ，ＶＩＴＥＴＴＡ Ｌ．Ａｌｃｏｈｏｌｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎａｎｄｔｈｅ
ｅｔｉｏｌｏｇｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ：ａｒｅｖｉｅｗ ｏｆｔｈｅｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｒｏｍ１９５７ｔｏ１９９１［Ｊ］．ＮｕｔｒＣａｎｃｅｒ，１９９２，１８
（２）：９７－１１１．ＤＯＩ：１０．１０８０／０１６３５５８９２０９５１４２１０．

［１０］ＢＯＦＦＥＴＴＡＰ，ＨＡＳＨＩＢＥＭ．Ａｌｃｏｈｏｌａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ．２００６；７（２）：１４９－１５６．ＤＯＩ：１０．１０１６／
Ｓ１４７０２０４５（０６）７０５７７０．

［１１］ＳＣＨＥＰＰＡＣＨＷ，ＢＩＮＧＨＡＭＳ，ＢＯＵＴＲＯＮＲＵＡＵＬＴＭＣ，
ｅｔａｌ．ＷＨＯｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｔａｔｅｍｅｎｔｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆｎｕｔｒｉｔｉｏｎｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒＰｒｅｖ，１９９９，８（１）：５７－
６２．ＤＯＩ：１０．１０９７／００００８４６９１９９９０２０００００００８．

［１２］ＳＴＩＣＫＥＬＦ， ＳＣＨＵＰＰＡＮ Ｄ， ＨＡＨＮ Ｅ Ｇ， ｅｔａｌ．
Ｃｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｌｃｏｈｏｌｉｎｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］．Ｇｕｔ，２００２，５１（１）：１３２－１３９．ＤＯＩ：１０．１１３６／ｇｕｔ．
５１．１．１３２．

［１３］ＺＨＥＮＧＫＨ，ＹＵＪＬ，ＣＨＥＮＺＴ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｌｃｏｈｏｌｒｅｌａｔｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａｔｈｅＴＧＦβ／
ＲＵＮＸ３／ＳｎａｉｌａｘｉｓｂｙｉｎｄｕｃｉｎｇＴＧＦβ１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｎｄ
ＲＵＮＸ３ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍｉｓｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ，
２０１９，５０：２２４－２３７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｂｉｏｍ．２０１９．１１．０１１．

［１４］ＳＥＩＴＺＨＫ，ＳＩＭＡＮＯＷＳＫＩＵＡ，ＧＡＲＺＯＮＦＴ，ｅｔａｌ．
Ｐｏｓｓｉｂｌｅｒｏｌｅｏｆａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅｉｎ ｅｔｈａｎｏｌｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｃｔａｌ
ｃｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｈｅｒａｔ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，１９９０，９８
（２）：４０６－４１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／００１６５０８５（９０）９０８３２ｌ．

［１５］ＳＡＬＡＳＰＵＲＯＭ． Ｂａｃｔｅｒｉｏｃｏｌｏｎｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｅｔｈａｎｏｌ
ｏｘｉｄａｔｉｏｎ：ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＡｎｎＭｅｄ，
１９９６， ２８ （３）： １９５ － ２００． ＤＯＩ： １０． ３１０９／
０７８５３８９９６０９０３３１２０．

［１６］ＬＩＣＪ，ＣＨＩＵＹＨ，ＣＨＡＮＧＣ，ｅｔａｌ．ＡｃｅｔｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ

７１８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



ｓｙｎｔｈａｓｅ２ａｃｔｓａｓａｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
ｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．
Ｃａｎｃｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２１，１３（１３）：３１２５．ＤＯＩ：１０．３３９０／
ｃａｎｃｅｒｓ１３１３３１２５．

［１７］ＣＯＭＥＲＦＯＲＤＳＡ，ＨＵＡＮＧＺＧ，ＤＵＸＬ，ｅｔａｌ．Ａｃｅｔａｔｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｆｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１４，１５９（７）：１５９１－
１６０２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１４．１１．０２０．

［１８］ＭＡＳＨＩＭＯＴ，ＰＩＣＨＵＭＡＮＩＫ，ＶＥＭＩＲＥＤＤＹＶ，ｅｔａｌ．
Ａｃｅｔａｔｅｉｓａｂｉｏｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｏｒｈｕｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ
ａｎｄｂｒａｉｎｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２０１４，１５９（７）：１６０３－
１６１４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２０１４．１１．０２５．

［１９］ＺＨＡＮＧＪ， ＬＩＵ Ｄ， ＦＥＮＧ Ｚ， ｅｔａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ１３８
ｍｏｄｕｌａｔｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄＥＭＴｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇｖｉｍｅｎｔｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１６，
７７：１３５－１４１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１５．１２．０１８．

［２０］ＬＡＢＥＬＬＥＭ，ＢＥＧＵＭＳ，ＨＹＮＥＳＲＯ．Ｄｉｒｅｃｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｂｅｔｗｅｅｎｐｌａｔｅｌｅｔｓａｎｄｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｓａｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｌｉｋｅｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，２０１１，２０（５）：５７６－５９０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｃｃｒ．２０１１．０９．００９．

［２１］夏宜馨，张国伟，王灵巧，等．乙醇通过促进上皮间质
转化增强结直肠癌细胞的侵袭转移能力［Ｊ］．第三军医
大学学报，２０２０，４２（１５）：１５０１－１５１０．ＤＯＩ：１０．１６０１６／
ｊ．１０００５４０４．２０２００４１９５．
ＸＩＡＹＸ，ＺＨＡＮＧＧＷ，ＷＡＮＧＬＱ，ｅｔａｌ．Ｅｔｈａｎｏｌ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｖｉａ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄ
Ｕｎｉｖ，２０２０，４２（１５）：１５０１－１５１０．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．
１０００５４０４．２０２００４１９５．

［２２］于童．ＡＣＳＳ２在结直肠癌中及 ＴＥＡＤ４在溃结中的作用
研究［Ｄ］．上海：上海交通大学．２０１７．
ＹＵＴ．ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｒｏｌｅｏｆＡＣＳＳ２ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄ
ＴＥＡＤ４ｉｎｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＪｉａｏ
ＴｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１７．

［２３］ＬＩＡＮＧＹＤ，ＰＩＨＦ，ＬＩＡＯＬＺ，ｅｔａｌ．Ｃａｄｍｉｕｍｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡＣＳＳ２／ＡＴＧ５ｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ
Ｐｏｌｌｕｔ，２０２１，２７３：１１６５０４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｎｖｐｏｌ．
２０２１．１１６５０４．

［２４］ＡＬＤＩＮＵＣＣＩＤ，ＧＬＯＧＨＩＮＩＡ，ＰＩＮＴＯ Ａ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ
ｃｌａｓｓｉｃａｌＨｏｄｇｋｉｎ’ｓｌｙｍｐｈｏｍａｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄｉｔｓｒｏｌｅ
ｉｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｕｍｏｕｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｍｍｕｎｅｅｓｃａｐｅ［Ｊ］．Ｊ
Ｐａｔｈｏｌ，２０１０，２２１（３）：２４８－２６３．ＤＯＩ：１０．１００２／ｐａｔｈ．
２７１１．

［２５］ＭＡＮＴＯＶＡＮＩＡ，ＡＬＬＡＶＥＮＡＰ，ＳＩＣＡＡ，ｅｔａｌ．Ｃａｎｃｅｒ
ｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００８，４５４（７２０３）：４３６－
４４４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ０７２０５．

［２６］ＭＥＡＤＯＷＳＳＡ，ＶＥＧＡＦ，ＫＡＳＨＩＳＨＩＡＮＡ，ｅｔａｌ．ＰＩ３Ｋδ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＧＳ１１０１ （ＣＡＬ１０１）， ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｐａｔｈｗａｙ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｏｖｅｒｃｏｍｅｓｓｉｇｎａｌｓｆｒｏｍｔｈｅ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｉｎｃｅｌｌｕｌａｒｍｏｄｅｌｓｏｆＨｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ
［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２０１２，１１９（８）：１８９７－１９００．ＤＯＩ：１０．１１８２／
ｂｌｏｏｄ２０１１１０３８６７６３．

［２７］ＢＥＮＢＡＲＵＣＨＡ．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆｌｏｗｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｏ，
ｗｉｔｈｉｎ ａｎｄ ｏｕｔｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｓｉｔｅ： ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｂｙｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｘｉｓｏｆＴＮＦαａｎｄｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
Ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎ，２０１２，５（２）：１５１－１６４．ＤＯＩ：１０．１００７／
ｓ１２３０７０１１００９４３．

［２８］ＫＯＩＶＩＳＴＯＴ， ＳＡＬＡＳＰＵＲＯ Ｍ． Ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ ａｌｔｅｒｓ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆ
ｈｕｍａｎ ｃｏｌｏｎ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｌｉｎｅ Ｃａｃｏ２［Ｊ］．
Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，１９９８，１９（１１）：２０３１－２０３６．ＤＯＩ：１０．
１０９３／ｃａｒｃｉｎ／１９．１１．２０３１．

［２９］赵浩东．酒精上调ＣＣＬ５表达通过激活 ＡＭＰＫ通路诱导
自噬促进结直肠癌转移［Ｄ］．合肥：安徽医科大学．
２０１８．
ＺＨＡＯＨＤ．ＡｌｃｏｈｏｌｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓＣＣＬ５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅｓ
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