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PIASy在结直肠癌中的异常表达及其对 

结直肠癌细胞凋亡和周期的影响 
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【摘 要】目的：探讨PIASy(protein inhibitor of activated STAT4)在人结直肠癌(colorectal cancer，CRC)组织中的表达情况及其对 

人结直肠癌细胞 SW480凋亡及细胞周期的影响。方法：选取 25例 CRC组织及其对应癌旁组织作为研究对象，采用荧光定量 

PCR方法检测 PIASv在CRC及正常癌旁组织中的相对表达水平；运用细胞转染技术使PIASy在SW480中过表达；通过流式细 

胞技术检测并对比转染前后细胞凋亡及细胞周期的变化情况。结果：在25例 CRC及其相对应的癌旁正常组织中，PIASy阳性 

的癌旁组织为9例(阳性率 36％)，PIASy阳性的肿瘤组织为2例(阳性率8％)，2组差异具有统计学意义(尸l_O．041)；且癌旁组织 

中PIASv的相对表达量明显高于对应的肿瘤组织(CRC04：P=0．016；CRC18：P=0．001)；PIASy过表达的SW480细胞凋亡水平明 

显升高(早期凋亡 ：P=O．000；晚期凋亡：P=0．014)，且出现 S期细胞的比例明显升高( 0．000)。结论：PIASy在 CRC中存在缺失 

表达或低表达：外源性 PIASy的过表达可诱导 SW480细胞发生凋亡，并促使细胞周期出现 S期阻滞。PIASy可能在 CRC的发生 

发展中扮演着较为重要的作用。 
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PIASy expresses abnormally in human colorectal cancer tissues and affects 

the apoptosis and cycle of colorectaI cancer cells 
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【Abstract]Objective：To investigate the expression of PIASy in human colorectal cancer(CRC)tissues and adjacent tissues；to detect 

the effects of PIASy on colorectal cancer cells apoptosis and cycle．Methods：Totally 25 cases of CRC tissues and corresponding adjacent 

tissues were selected as research subjects．The relative expression level of PIASy in CRC tissues and adjacent tissues was investigated 

by Q—PCR；exogenous PIASy was over-expressed by cell transfection with Lipofectamine 2000；the cell apoptosis and cycle of 

SW480 cell line was detected by flow cytometry．Results：In 25 cases of CRC tissues and adjacent tissues，there were 9 cases(positive 

rate of 36％)of PIASy positive adjacent tissues，2 cases(positive rate of 8％)of PIASy positive cancer tissues(P=0．041)，and the 

relative expression level of PIASy in adjacent tissues was significantly higher than that in cancer tissues(CRC04：P=0．016；CRC18： 

0．001)：over expression of exogenous PIASy induced SW480 cell early apoptosis(P=0．000)，late apoptosis(P=0．014)and prompted 

the S phase arrest in cell cycle(P=0．ooo)．Conclusion：PIASy is loss of expression or low expression in colorectal CRC；over-expression 

of exogenous PIASy in SW480 cells can induce cell apoptosis and promote cell cycle S phase arrest，suggesting PIASy may play an 

important role in the occurrence and development of CRC． 
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结直肠癌 (colorectal cancer，CRC)是一种常见 

的消化道恶性肿瘤，其发病率位于我国消化道癌的 

第 2位，并呈逐年上升趋势llJ。CRC的发生和发展表 

现出了多基因的相互作用及协同积累效应，由多条 

细胞信号通路调控 。JAK／STAT信号通路作为多种 

癌症发病的重要信号途径之一，也已被证明与 CRC 

的发生发展相关I 。关于 JAK／STAT途径的最初研究 

多聚焦于造血系统和免疫系统的正常和病理过程【4J， 

近来的研究表明在大多数的人类肿瘤中都存在有 

STATs的组成性激活[51，特别是 STAT1l6 H 7l、STAT3【8 

及 STAT5r91蛋白。 

PIAS(protein inhibitor of activated STATs)家族 

蛋白是一类能抑制活化的STATs转录活性的蛋白， 

包含4个成员：PIAS1、PIASx、PIAS3、和PIASy，其中 

PIASy可与PIAS1协同抑制 STAT1的活性_】01。同时， 

PIAS蛋白还可通过其 SUMO—E3(small ubiquitin like 

modifier—E3)连接酶活性调控多种原癌蛋白和抑癌 

蛋白的潘陛⋯】。研究发现 PIAS1及 PIAS3在不同的 

肿瘤中存在异常表达[12-13]。但作为 HAS家族新成员 

的PIASy对其与肿瘤相关的研究则较少。 

本文通过检测 PIASy在 CRC及其对应癌旁组 

织中的相对表达水平，及 PIASy过表达后细胞凋亡 

和周期的情况，初步探讨 PIASy与 CRC发生的关系 

及临床意义，并对CRC发生机制的研究提供一定的 

理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 临床资料 收集 2015年 1至 5月浙江大学医学院附 

属邵逸夫医院病理科结直肠腺癌组织及对应癌旁组织手术 

标本(n=25)。病理诊断依据于 20l0年《消化系统肿瘤 WHO 

分类》。病人标本的科研使用已让病人充分知情 ，所有实验操 

作经医院伦理委员会讨论 ，并按伦理委员会医学科学研究的 

操作规程开展。 

1．1．2 试剂 miRNeasy FFPE Kit购 自QIAGEN公司：HiS— 

cript Q RT逆转录试剂盒，Qpcr SYBR Green Master Mix购自 

Vazyme公司：Hot Start Ex Vaq酶 、限制性内切酶 EcoR I和 

1I、T4 DNA连接酶均购 自TaKaRa公司 ；RPMI一1640培 

养基、胎牛血清购白Gibco公司；脂质体 LipfectamineTM 2000 

购自Invitrogen公司：PCR产物纯化试剂盒、RIPA细胞裂解 

液(强)、BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自康为世纪生物科技 

有限公司；Flag小鼠源多克隆抗体购 自Sigma公司 ：GAPDH 

小鼠源单克隆抗体购自Antibody Revolution公司；HRP标记 

山羊抗小鼠二抗购自联科公司；ECL化学发光液购 自Thermo 

公司；Annexin V—Alexa Fluor 488凋亡检测试剂盒购自Yeasen 

生物科技有限公司。 

1．2 方法 

1．2．1 qRT—PCR 利用 miRNeasy FFPE Kit提取高质量 的 

mRNA，测定浓度，并将其逆转录以得到 cDNA。采用 SYBR 

方法进行 qRT—PCR，20 Ixl PCR反应体系为：10 l PCR SYBR 

Green Master Mix，正反 向引物 (10~mol／L)各 0．8 Ixl，5 l 

cDNA模板，加入 ddH O至 20 l，混匀后上机。PCR反应条 

件为：95℃预变性 5 min；95 oC 10 s，60℃ 30 S共 45个循 

环。内参采用 HPRT基因。PIASy正向引物 PIASy—F：5’一CA— 

TCTGTCCGCTGGTGAAG一3’。反向弓l物 PIASy-R：5’_rrAGAA— 

GACGGCGTCGAAGC一3’：HPRT正向弓l物 HPRT-F：5’一GAA— 

CGTCTTGCTCGAGATGTGA一3’：反向弓I物 HPRT-R：5’-GAG— 

CACACAGAGGGCTACAATGT一3’。 

1．2．2 P3×Flag—CMV一7．1一PIASy载体 的构 建 以 pCD— 

NA3．1一PIASy载体(Dr．Keiko OZATO惠赠 ，National Institutes 

ofHealth，USA)为模板，在PIASy的两端设计分别含有 EcoR I 

和 Bgl1I酶切位点的上下游引物 ，为正向引物 F：5’一GGAA一 

rrccGAGAACCCACTGcTrAcTGGcTrATcG-3’，反向弓I物R： 

5’-G AAGATCTrCACTYAAGCTFGGTACCGAGCTCGGATC-3’。 

PCR反应条件为：95℃预变性 10 min：95℃变性 30 S．56℃ 

退火 30 S，72℃延伸 2 min．共 35个循环 ：最后 72℃ 7 min 

终止反应。将 PCR产物及 p3xFlag—CMV一7．1载体经 0R I 

和 Bgl11酶切后纯化，将纯化后载体及 目的片段用 rr4连接酶 

连接后，转化大肠杆菌DH5c~感受态细胞、挑克隆、质粒小抽 

后，经公司测序确定 PIASy已转入质粒载体。 

1．2．3 细胞培养与转染 SW480细胞接种于含 10％胎牛血 

清的 RPMI1640培养基中，37 、5％ CO 条件下培养。当汇 

合率为 70％～90％时，参照 LipofectamineTM 2000脂质体转染 

试剂说明书，将未含有 PIASy的空质粒 p3xFlag—CMV一7．1(设 

为空载组)和含有 PIASy的质粒 p3xFlag—CMV一7．1一PIASy(设 

为PIASy组)分别转染对数生长期的 SW480细胞。转染 24 

48 h后，通过 Western blot验证转染效果。 

1．2．4 Western blot 细胞转染 24 h后。消化收集细胞 ．以预 

冷的 lxPBS洗涤细胞 2次，然后加入细胞裂解液(含蛋白酶 

抑制剂)于冰上裂解 30 min，离心收集蛋白上清。使用 BCA 

蛋白浓度测定试剂盒对蛋白定量。取 50 g蛋白样品中加入 

适量 SDS上样缓冲液，金属浴 100℃，5 min使蛋白变性。样 

品经 10％ SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，完毕后采用湿转 

法(3oo mA．2．5 h)将凝胶上蛋白转移到 PVDF膜上。5％脱脂 

牛奶中封闭 2 h，一抗 4℃孵育过夜，1×TBST洗膜 3次，每次 

10min。二抗室温孵育 1 h，lxTBST洗膜 3次，每次 10min。运 
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2．3 外源性 Piasy质粒转染至 SW480细胞后 PIASy蛋白的 

表达 

通过细胞转染技术使 PIASy蛋白在结直肠癌细胞 

SW480外源性表达，并通过 Western blot检测其表达水平。由 

图 3可知，外源 PIASy在 SW480细胞中成功过表达。 

未转染组 空载组 PIASy~]． 

．●一 36 kD 

图 3 转染细胞中PIASy蛋白的表达 

Fig．3 Expression of PIASy protein in transfected cells 

2．4 外源过表达 PIASy的 SW480细胞凋亡情况 

将未转染组 ，空载组及 PIASy组的细胞培养 48 h之后， 

g 
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嚣奏 

8 

0  

Annexin V—Alexa FInor488 

A未转染组 

通过细胞流式技术检测其发生凋亡的情况。通过图4及表 2 

可知，未转染的细胞(图4A)与转染 p3xFlag—CMV一7．1空质 

粒(图 4B)的细胞相比，两者凋亡率基本一致 ，无统计学差 

异。而转染 p3×Flag—CMV一7．I-PIASy(图4c)的细胞出现明 

显的细胞凋亡(早期凋亡：P=-0．000；晚期凋亡：P=-0．014)。提示 

PIASy蛋白过表达后 SW480细胞的凋亡增强。 

2．5 外源过表达 PIASy的SW480细胞周期情况 

将未转染组 ，空载组及 PIASy组的细胞培养 48 h之后． 

通过细胞流式技术检测其细胞周期的情况 。结果显示如图 5 

和表 3。转染 p3xFlag—CMV一7．1空质粒组细胞(图 5B)与未 

转染组细胞(图5A)相 比，两组各周期细胞比例基本一致，并 

没有统计学差异。转染 p3xFlag—CMV一7．1一PIASy细胞(图5C) 

与未转染组细胞比较，其 G1期细胞比例明显降低．s期细胞 

比例显著增高 ，差异具有统计学意义 (P=0．ooo)，G2期细胞 

比例无明显变化( 0．339)。 

Annexin V—Alexa FInor488 

B．空载组 

图4 PIASy转染对 SW480细胞凋亡的影响 

Fig．4 Effect of PIASy on cell apoptosis of SW480 
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荧光通道(Ft2一A) 

B．空载组 

图 5 PIASy转染对 SW480细胞周期的影响 

Fig．5 Effect of PIASy on cell cycles of SW480 

Annexin V—Alexa Fluor488 

C．PIASy组 

荧光通道(FL2一A) 

C．PIASy组 
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F值 

P值 

空载组与未转染组P值 

PIASy组与未转染组 P值 

101．207 

O．o00 

0．796 

O．0o0 

47．618 

0．000 

0．859 

0．000 

0．705 

O．531 

0．983 

0．339 

3 讨 论 

CRC是常见的消化道恶性肿瘤 ，并且随着我国 

人 口老龄化 、生活习惯、饮食结构以及环境的改变， 

其发病率呈逐年上升趋势【1_。CRC的发生发展是一 

个极其复杂的过程，是饮食、环境、遗传以及相关慢 

性疾病等多因素导致的结果，其发病涉及多个原癌 

基因的激活和抑癌基因的失活圜。目前研究较为广 

泛的Ras、Myc、Myb、C—met等都是 CRC常见的原癌 

基因：而 P53、P16、P21、PTEN等则都是与 CRC相关 

的抑癌基因．这些基因的改变与CRC的发生发展密 

切相关 。原癌基因和抑癌基因的表达活性受到多 

条信号通路的调控，近年来的研究发现 JAK／STAT 

信号通路是肿瘤细胞增殖、分化信号转导的重要途 

径之一。STATs蛋白不仅参与了多种细胞因子的信 

号转导．而且其家族成员也很大程度的参与了人类 

恶性肿瘤的发生和发展过程 ．大多数的人类肿瘤中 

都存在有STATs的组成性激活I51。 

PIAS家族蛋白是近年来生物医学领域研究的 

热点 ，其首次被发现是作为 JAK／STAT途径的转录 

调节子，能够抑制活化 STATs的转录活性。同时 ， 

PIAS蛋白均具有 SUMO—E3连接酶活性的 RLD结 

构域，可上调或下调 60多种蛋白的活性，其中包括 

多种原癌蛋白和抑癌蛋白⋯]。此外 PIASy还可以作 

为构架蛋白对组蛋白去乙酰化酶进行招募 ，抑制雄 

激素受体和SMAD蛋白的转录活性 61。目前，关于 

PIASy与 CRC的研究主要集 中在 PIASy通过其 

SUMO—E3连接酶活性 ，对肿瘤相关信号通路中的 

某些转录因子进行 SUMO化 ，从而对其蛋白活性或 

人核等生理活动进行调控 。而本文将PIASy作 

为 CRC临床诊断或治疗潜在的靶点因子。分析其在 

肿瘤组织及癌旁组织的特异性表达，并研究其对结 

直肠癌细胞凋亡和周期等生物学功能的影响。 

本研究中荧光定量 PCR的结果显示．PIASy在 

癌旁组织中的表达阳性率及相对表达水平明显高 

于肿瘤组织。这一结果与 Lakhter等人[ 91在黑色素瘤 

的研究相一致，他们发现 PIASy在黑色素瘤中存在 

缺失或者低表达的情况。据此可以推断，在 CRC中 

存在的 JAK—STAT通路的过度激活l 3l，及某些原癌 

蛋白的上调和抑癌蛋白的下调 ，可能是由于 PIASy 

的缺失或异常低表达而导致的 

本研究进一步发现，在结直肠癌细胞 SW480中 

过表达PIASy后，可促使细胞凋亡。Bischof等人的 

研究[20]发现 PIASy可通过 自身的 SUMO—E3连接酶 

活性使多种肿瘤抑制蛋白和转录因子，如 p53和 RI】 
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蛋白发生 SUMO化，激活这些分子及其下游因子。 

促使肿瘤细胞衰老及细胞凋亡 ，同时PIASy的过表 

达还可促进 E2F一1蛋白以 P53依赖性方式诱导细 

胞发生凋亡：也有研究发现，PIASy可通过调控Tip60 

的 SUMO化，进而影响 P53蛋白乙酰化修饰及 自身 

活性，从而诱导人非小细胞肺癌细胞 H1299凋亡Iz”。 

与此一致的是，当抑制黑色素瘤细胞系 MEL501中 

的PIASy—Tip60信号时，P53的活性降低且下游因 

子 P21、PUMA表达明显下调，从而抑制细胞发生凋 
I I

。 

在细胞凋亡的过程中，往往会伴随着某一细胞 

周期出现阻滞的情况。本研究发现在 SW480细胞中 

过表达 PIASy后，细胞周期出现了显著的 S期阻滞。 

有文献报道 PIASy可与 p73蛋白结合，且在HEK293 

细胞过表达PIASy后，导致细胞过快地从 C1期过渡 

到 s期，并发生周期阻滞[221。同时 PIASy可以促进激 

活 E2F一1蛋白，E2F一1作为一种细胞周期调节因子 

可调控 pRb和多种细胞周期依赖蛋白及激酶的相 

互作用，导致细胞从 G1期过快进入到尚未成熟的s 

期并使细胞发生凋亡l181，这也是在胃癌细胞中过表 

达 E2F一1导致细胞凋亡的主要机制_2】1。 

综上所述，本研究发现PIASy在CRC中存在缺 

失或低表达，且外源 PIASy的过表达可诱导结直肠 

癌细胞 SW480发生凋亡，并使细胞周期出现 s期阻 

滞。因此可以推测，PIASy可能通过上述论证的相应 

机制抑制CRC的发生发展。本课题组相信对PIASy 

进一步深人的研究不仅可以为 CRC的发病机制提 

供更加全面的理论基础．而且可为 CRC的临床诊断 

和基因治疗提供新的思路。 
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