
■背景资料
结肠癌是我国常
见 的 恶 性 肿 瘤
之一 ,  侵袭、转
移、复发是患者
常见的死亡原因. 
YWHAE 基因被
发现在多种肿瘤
中高表达 ,  与肿
瘤转移、复发相
关 ,  其在肿瘤组
织中高表达被认
为是患者预后不
良的指标之一.
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Abstract
AIM: To investigate the correlation between 
YWHAE overexpression and colon cancer 
proliferation. 

METHODS: We conducted immunohistochemical 
analysis of YWHAE overexpression in 87 
colon carcinoma specimens and analyzed its 
relationship with clinical and pathological 
parameters. YWHAE expression was then 
silenced by RNA interference in colon cancer cell 
line HT-29, and the expression levels of YWHAE 
protein and mRNA were assayed by Western 
blot and reverse transcription-PCR, respectively. 
Cell proliferation was evaluated using the MTT 
method, and cell cycle and apoptosis were 
examined by flow cytometry. Colony formation 
assay was used to determine the growth 
properties of transfected cells. 

RESULTS: YWHAE was highly expressed 
in colon carcinoma, and negative or low 
expression was observed in colon mucosal 
epithelial cells (P < 0.001). The expression 
intensity of YWHAE was significantly higher 
in colon cancer with metastasis than in colon 
cancer without metastasis (P < 0.05). The 
proliferation and colony formation ability of 
colon cancer cells were significantly reduced 
af ter s i lenc ing of YWHAE express ion . 
Additional results showed that reduced 
YWHAE expression in colon cells led to an 
increased cell apoptosis rate and cell cycle G1 
arrest. 

CONCLUSION: YWHAE is overexpressed 
in colon cancer, which may be related to 
metastasis in colon carcinoma. Silencing of 
YWHAE inhibited the proliferation ability of 
colon cancer cells, which may be associated 
with cell apoptosis and cell cycle arrest.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
YWHAE在结直
肠 癌 细 胞 中 高
表达 ,  通过抑制
YWHAE的表达
或裂解YWHAE
蛋白可促进癌细
胞 的 凋 亡 、 抑
制 癌 细 胞 的 增
生 ,  其机制可能
与下调过氧化物
酶体增生物激活
受体 ,  从而活化
Bax和Bad相关 . 
但YWHAE在结
肠癌组织中的表
达情况尚不清楚, 
是否与肿瘤的转
移复发, YWHAE
促肿瘤增生、抑
制肿瘤凋亡的分
子机制等亟待进
一步研究.

Key Words: YWHAE; Colon cancer; Proliferation; 
RNA interference; Apoptosis
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摘要
目的: 探讨YWHAE 基因表达与结肠癌细胞
增殖的关系及其在结肠癌组织中表达的临
床意义. 

方法: 应用免疫组织化学探讨YWHAE过
表达与结肠癌转移、分化及分期的关系 ; 
慢病毒转染小RNA沉默结肠癌HT-29细胞
YWHAE 基因, RT-PCR、Western blot技术
检测沉默效率; 四甲基偶氮唑盐微量酶反应
比色法(methyl-thiazolyl-tetrazolium, MTT)
技术观察转染前后细胞增殖变化; 流式细胞
术检测转染前后细胞周期变化及凋亡情况; 
细胞克隆实验检测转染前后细胞克隆形成
情况. 

结果: YWHAE在结肠癌组织中高表达, 在癌
旁5 cm处黏膜正常腺体中低表达或表达缺
失(P <0.001), 发生转移的结肠癌YWHAE表
达要明显高于未转移的结肠癌组织(P <0.05); 
高效转染、沉默YWHAE 基因表达后, 结肠
癌HT-29细胞长速度明显减慢(P <0.01), 细胞
凋亡增加, 细胞周期阻滞于G1期, 细胞克隆
形成率显著降低(P <0.01). 

结论: 沉默YWHAE 基因表达能抑制结肠癌
细胞增殖, 可能与促进肿瘤细胞凋亡及细胞
周期阻滞有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: YWHAE在结肠癌组织中高表达, 与
结肠癌的转移、分期相关;  沉默结肠癌细胞

YWHAE基因表达后, 能捕获结肠癌细胞周期在

G1期、促进结肠癌细胞凋亡, 抑制结肠癌细胞

生长.
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0  引言

结肠癌是我国第四常见的恶性肿瘤, 转移、复

发是绝大多数结肠癌患者的首要死亡原因[1,2]. 
手术治疗仍是结肠癌最常用的治疗措施, 然而

对转移患者缺乏效率. 如何抑制结肠癌转移、

复发及提高结肠癌转移患者的生存时间是目

前亟需解决的问题. 探讨结肠癌转移机制、寻

找结肠癌转移分子靶标对判断预后、设计靶

点药物及提高治疗水平具有重要意义. 
YWHAE基因编码的蛋白属于14-3-3家族

中的一个亚型: 14-3-3ε[3]. 14-3-3蛋白是细胞中

含量最丰富的蛋白之一. 在哺乳动物中, 14-3-3
蛋白家族是一个由7个亚型(β、ε、η、γ、τ、ζ

和σ)组成, 普遍存在又高度保守的酸性蛋白家

族[3,4]. 14-3-3蛋白参与细胞多种生理活动. 近年

研究[3-6]证实14-3-3蛋白在肿瘤的形成及发展

过程中扮演着重要而复杂的角色. 目前研究[5,6]

发现在肝癌和肾癌中YWHAE(14-3-3ε)高表达, 
高表达的YWHAE可以促进癌细胞增殖、迁移

和抑制凋亡, 其机制可能与抑制YWHAE基因

可减少胞内线粒体、通过竞争性抑制剂破坏

YWHAE蛋白配体关联等相关. 
前期研究 [7]发现 ,  用抑癌剂二烯丙基二

硫(diallyl disulfide, DADS)处理结肠癌细胞

H T-29后, Y W H A E 基因m R N A转录水平下

调. 为了进一步研究YWHAE与结肠癌的关

系, 本文在组织学水平上探讨YWHAE表达与

结肠癌发生发展的关系; 应用RNA干扰(RNA 
interference, RNAi)技术沉默YWHAE基因表

达, 观察YWHAE基因沉默前后结肠癌细胞功

能学变化, 为阐明结肠癌发生发展的分子机制

奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 87例结肠癌及其配对癌旁5 cm处正常

黏膜组织均来源于海南医学院附属医院病理

科2008-2013年档存蜡块(其中28例含有新鲜结

肠癌及其配对组织). 所有病例均是具有完整病

史资料的手术切除标本(表1). 所选病例均经2
名具有丰富病理诊断经验的病理医师复诊及

分型、分级、分期. PV-9000免疫组织化学检测
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■相关报道
在结直肠癌组织
中 ,  Y W H A E 发
生核表达的丢失
或下降 ,  而胞浆
表达的提高 ,  与
结直肠的预后不
良有关 .  Smad4
与YWHAE相互
作用 ,  导致细胞
质中YWHAE被
隔离 ,  从而影响
YWHAE的信号
转导、周期调控
以及凋亡等功能.

试剂盒、DAB显色液购自福州迈新生物有限

公司; YWHAE多克隆、GAPDH单抗及二抗抗

体为Abcam公司产品. HT-29及293T细胞系购

自上海吉凯生物技术有限公司. 靶向YWHAE
基因序列(CTGAGTGAAGAAAGCTATA、

TGACAGTTGAAGAAAGAAA)设计YWHAE-
shRNA, GV248载体连接及慢病毒包装由上海

吉凯生物技术有限公司完成; RT-PCR相关试剂

盒购自北京天根生物有限公司. 蛋白裂解液及

BCA蛋白定量试剂盒购自杭州碧云天. 
1.2 方法

1.2.1 组织芯片制作: 组织芯片具体制作步骤按

文献[8]进行. 显微镜下选择HE切片中适宜的

样本位置, 并对应标记好石蜡标本, 每个标本

取两点. 根据实验研究的需要, 受体蜡块设计

为18×12点阵. 将各组样本按病理号及分期顺

序排放, 阵列孔左上方第1排第1个孔设置为空

白标记, 174个蜡块制作成2张组织芯片. 
1.2.2 免疫组织化学(SP法): 具体操作步骤按

文献[8]进行. 切片二甲苯脱蜡、逐步水化、

30%H2O2-甲醇封闭, 枸橼酸(pH 6.0)高压修复

10 min, 一抗4 ℃过夜; 次日, 切片恢复室温后, 
二抗37 ℃孵育20 min, DAB显色至阳性对照片

膜清晰着色, 苏木素衬染1 min. 免疫组织化学

结果判定方法参考文献[6], 以癌细胞膜浆着色

比例及着色深浅作为判读依据: 没有膜浆着色

计0分; <10%的细胞膜浆着色计1分, 微弱着色

计1分(4倍镜下不可见着色); ≥10%, <50%的

肿瘤细胞膜浆着色计2分, 中等强度着色计2分
(4倍镜下可见明确的膜浆着色); ≥50%肿瘤

细胞膜浆着色计3分, 膜浆强着色, 呈棕黄色, 
肉眼可见计3分. 为便于统计, 将得分为4分及

4分以下的归为低表达组, 高于4分的归为高

表达组.
1.2.3 慢病毒包装: 接种293T细胞于6孔板中, 
培养至80%融合度, 细胞处于对数生长期. 按
吉凯基因慢病毒包装试剂说明书进行包装. 在
1.5 mL灭菌EP管内加入1.5 μg包装混合质粒、

0.5 μg目标质粒及250 μL的无血清Opti-MEM, 
轻柔混匀. 另一支1.5 mL灭菌EP管中, 取9 μL
脂质体2000溶于250 μL无血清Opti-MEM培养

基中, 轻柔混匀. 室温放置5 min后, 将DNA溶

液和脂质体溶液轻柔混匀, 室温孵育20 min. 在
六孔板中每孔加入1 mL含血清的生长培养基, 
再加入DNA-脂质体复合物. 37 ℃ CO2孵箱中

孵育48-72 h收获含病毒的上清. 过滤去除沉淀, 
-80 ℃贮存待用.
1.2.4 转染人结肠癌细胞: 在37 ℃、50 mL/L 
CO2饱和湿度培养箱中培养结肠癌HT-29细胞, 
培养基为含10%小牛血清的DMEM. 实验分为

3组: 空白组(未转染的细胞)、绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP)控制组(阴性转

染控制组)、shRNA-YWHAE干扰组. 将细胞

种于6孔板, 在细胞对数生长期30%满度时进

行转染, 具体转染步骤按吉凯基因提供的说明

书进行. 在1 mL无血清及抗生素的培养基中加

入2×106 TU目标病毒、5 ng Polybrene, 分别转

染入干扰组及控制组细胞, 2-3 d后在倒置荧光

显微镜下观察细胞转染效率. 在感染效率超过

90%, 细胞生长80%满度, 且细胞处于对数生长

期时, 大约4 d后, 收集细胞, 进行下一步干扰抑

制效率及功能试验检测. 
1.2.5 RT-PCR检测: 利用Primer6.0软件设计

YWHAE及GAPDH基因mRNA引物, YWHAE
引物序列: 上游引物: 5'-TGTGTCGTCTCCG
TGCCAGAT-3', 下游引物: 5'-AAGAGGTTG
AGCGAGCGAAGGA-3'; 管家基因GAPDH上

游引物: 5'-GCCAAAAGGGTCATCATCTC-3', 
下游引物: 5'-GTAGAGGCAGGGATGATGT
TC-3'. RT-PCR及图像分析参考应用文献[7]
进行. 简而言之, 收集各组细胞, 提取总RNA, 
总RNA提取参照TRIzol试剂盒说明书进行; 
琼脂糖凝胶电泳及分光光度计检测R N A纯

度及浓度; 稀释成同一浓度后进行逆转录及

PCR, 25 μL PCR反应体系包括: 上下游引物

各1 μL(20 μmo1), 2×Mix 12.5 μL(包括反应

缓冲液、dNTP、MgCl2、Taq酶), 双蒸水9.5 
μL, cDNA标本1 μL. 反应条件: 95 ℃预变性

2 min, 94 ℃ 30 s, 56 ℃退火30 s, 72 ℃延伸

45 s, 25次循环. 同时设置阴、阳性对照, 每
个样本进行3次重复. 将所扩增的PCR产物进

行琼脂糖凝胶电泳、凝胶电泳成像仪成像并

拍摄. 应用天根5500凝胶成像处理软件进行

图像分析.
1.2.6 Western blot检测: 转染后, 收集裂解各组

细胞并对其定量, 电泳分离, 转膜, 固定蛋白于

PVDF膜上, 漂洗, 5%脱脂奶粉常温封闭2 h, 加
入YWHAE(1∶1000)、GAPDH兔抗人一抗(1∶
1000)4 ℃孵育过夜, 洗涤3遍, 加入羊抗兔二抗

(1∶4000)常温孵育1.5 h, 洗涤3遍, ECL底物显

解娜, 等. YWHAE对结肠癌细胞增殖的影响及表达意义
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■创新盘点
前 期 报 道 结 肠
癌 组 织 中 存 在
YWHAE的表达
增高 ,  与结肠癌
预 后 不 良 有 关 ; 
YWHAE表达增
高可抑制结肠癌
细胞凋亡 ;  药物
抑 制 结 肠 癌 细
胞增生 ,  发现有
YWHAE的表达
改变; YWHAE沉
默诱导结肠癌细
胞周期阻滞及凋
亡涉及多种信号
通路 .  本文系统
地从组织学、细
胞学两方面探讨
结肠癌转移、增
殖与YWHAE表
达的关系 ,  初步
探讨其内在联系.

色, 分析其光密度(GAPDH为内参). 
1.2.7 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法检测: 
将转染后各组结肠癌消化、吹打, 调整细胞悬

液浓度2×103/mL, 置37 ℃, 50 mL/L CO2恒温

箱中孵育, 分别于贴壁后0、24、48、72、96 h
每孔加入200 μL四甲基偶氮唑盐微量酶反应

比色法(methyl-thiazolyl-tetrazolium, MTT)溶液

(5 mg/mL), 继续培养4 h, 离心, 小心吸掉上清

液, 每孔加入100 μL二甲基亚砜, 置摇床上低

速振荡15 min, 使结晶物充分溶解. 在酶联免疫

检测仪OD570处测量各孔的吸光值. 以时间为

横坐标, OD值为纵坐标, 绘制生长曲线. 
1.2.8 细胞克隆实验: 将转染后结肠癌细胞按

每组500个细胞种植于6孔板中, 每组3复孔, 置
37 ℃, 50 mL/L CO2恒温箱中孵育, 每隔3 d换
液1次; 培养至控制组大多数克隆细胞数>50
时终止培养, PBS洗涤2次、多聚甲醛固定、

GIEMSA染色、拍照、计克隆数. 
1.2.9 细胞周期及凋亡检测: 将转染后各组结

肠癌消化、吹打、PBS清洗2遍, 去上清, 预
备细胞周期检测的细胞重悬于700 mL/L乙醇

中, 4 ℃过夜, PI染色; 预备细胞凋亡的细胞1
×binding buffer洗涤细胞沉淀1次, 1×staining 
buffer重悬细胞沉淀, 采用Annexin V-APC染

色; FACSCalibur流式细胞仪检测细胞周期及

凋亡. 
统计学处理 应用SPSS18.0软件进行统计

学分析, 免疫组织化学结果与临床病理参数间

的比较采用四格表χ2
检验或Fisher确切概率计

算; 转染前后细胞功能学实验及基因表达变化

等各因素相关关系, 采用Spearman等级相关及

配对t检测等分析. 所有统计学分析均采用双侧

检测, P <0.05差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 YWHAE在结肠癌组织中的表达 YWHAE
在结肠癌及癌旁黏膜组织中核、浆、膜均

有着色. 免疫组织化学染色显示YWHAE在
大部分癌旁结肠黏膜正常腺体中仅核内表

达, 胞浆表达缺失或局灶阳性表达, 结肠癌组

织YWHAE胞浆阳性表达(81/87), 表达率及

表达强度明显高于配对结肠黏膜组织(14/87, 
P <0.01); 转移组中YWHAE表达高于未转移组

(P  = 0.037), 三、四期的病例中YWHAE的表达

要高于一、二期(P  = 0.037). YWHAE的表达与

年龄、性别、分化、部位等没有明显的关系

(表1, 图1).
2.2 R N A i沉默Y W H A E 基因表达效率检测 
YWHAE干扰质粒及GFP阴性控制质粒慢病

毒包装转染结肠癌HT-29细胞3 d后, 倒置荧

光显微镜镜下观察, 显示GFP阴性控制组及

YWHAE干扰组细胞表面出现绿色荧光表达, 
10个高倍视野下仅个别细胞未有表达, 感染

效率在98%以上. RT-PCR及Western blot结果

显示2个LV-shRNA-YWHAE干扰组均具有明

显抑制YWHAE基因表达的效应, 组1、2干扰

效率分别为69.8%、71.6%(P <0.01)(图2, 3). 因
而, 本研究选择LV-shYWHAE组2进行下一步

实验. 
2.3 YWHAE基因表达沉默前后HT-29细胞功能

学变化 LV-shRNA-YWHAE验证具有显著抑制

效率后, 应用MTT检测转染前后HT-29细胞生

长变化, 结果显示YWHAE表达沉默组细胞生

长速度明显低于对照组, 24 h抑制效率为32%(t  
= 3.816, P  = 0.032). 细胞克隆形成实验同样显

示, YWHAE表达抑制后, 细胞克隆形成率明

显降低, 干扰组是GFP阴性控制组克隆形成率

的20%(t  = 15.578, P  = 0.004). 表明YWHAE高

表达对结肠癌细胞的增殖具有促进作用, 沉默

     

表  1  YWHAE在结肠癌组织中的表达与临床病理特征
的关系

分组   n P F   χ2

n P F  分组

aP<0.05 vs  XXX组; bP<0.01 vs  XXX组.

     

表  1  YWHAE在结肠癌组织中的表达与临床病理特征
的关系

分组 n
YWHAE表达情况

χ2值 P 值
高表达 低表达

分化程度 0.520 0.727

  高、中 69 51 18

  低 18 12   6

年龄(岁) 0.530 1.000

  <60 31 23   8

  ≥60 56 40 16

性别 0.321 0.759

  男 53 41 12

  女 34 22 12

转移情况 4.607 0.037

  无 50 39 11

  有 37 35   2

部位 0.092 1.000

  右半结肠 61 60 11

  左半结肠 16 14   2

TNM分期 4.607 0.037

 Ⅰ+Ⅱ 50 39 11

 Ⅲ+Ⅳ 37 35   2
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■应用要点
14-3-3蛋白家族
具有重要的生物
学功能, YWHAE
是其一个重要的
成员 ,  在多种肿
瘤中高表达 ,  与
肿瘤的转移复发
相关 ,  在结肠癌
组织中的高表达
与结肠癌转移相
关, 抑制YWHAE
的表达促进了肿
瘤 细 胞 的 凋 亡 , 
捕获细胞周期阻
滞 ,  抑制了肿瘤
细 胞 增 殖 及 克
隆形成 ,  为阐明
YWHAE的促肿
瘤发展的分子机
制奠定了基础.

YWHAE的表达能降低细胞的生长速度及肿瘤

克隆形成(图4). 
YWHAE基因表达沉默后, 流式细胞术检

测显示, 干扰组细胞凋亡率为10.73%, 明显高

于GFP阴性控制组5.54%(t  = 44.01, P  = 0.01); 
干扰组细胞周期G1占71.21%, 高于对照组

61.91%(t  = 29.02, P  = 0.01), 相比控制组, 干扰

组细胞处于S期细胞数目减少(表2).

3  讨论

14-3-3蛋白调控家族普遍存在于真核生物中, 
参与了生命活动过程中大部分的生理反应 . 
14-3-3蛋白是由7个亚基组成丝氨酸及苏氨酸

结合蛋白. 这些蛋白能结合多种活性物质, 包
括受体, 组蛋白去乙酰化酶(HDAC), 激酶和磷

酸酶等, 参与多种细胞信号转导通路包括细胞

周期调控, 细胞凋亡, 代谢调控及磷酸化依赖

方式蛋白质转运过程等[3,4,9-11], 通过Ras-Raf信
号及蛋白激酶(protein kinase)/哺乳动物雷帕霉

素靶向蛋白(mammalian target of rapamycin)等
多条通路参与肿瘤的发生, 在肿瘤的形成及发

展过程中扮演着复杂而重要的角色[3,4,9-13]. 
14-3-3蛋白在结直肠癌组织中也存在广

泛的高表达, 通过调节细胞周期、抑制细胞

凋亡等促进肿瘤细胞的生长, 裂解14-3-3蛋
白能抑制肿瘤细胞的生长 [14-18]. Y W H A E是
14-3-3蛋白家族中的重要成员之一, 在包括胃

癌[19]、肾癌[5]、肝癌[6]、食管癌[20]等在内的多

种肿瘤中高表达, 促进癌细胞增殖、迁移和

抑制凋亡. 

A B C

D E F

G H I

J K L

图  1  YWHAE在结肠癌组织中的表达(×200). A-C: 正常配对肠黏膜HE图; D-F: 正常配对肠黏膜YWHAE免疫标记图; 

G-I: 结肠癌组织HE图; J-L: 结肠癌组织YWHAE免疫标记图.
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■名词解释
RNA干扰: 是指
在进化过程中高
度保守的、由双
链RNA诱发的、
同源mRNA高效
特异性降解的现
象 .  他是生物进
化过程中遗留下
来的一种在转录
后通过RNA调控
基因表达的机制.

Liang等[5]研究发现YWHAE在肾癌组织中

表达上调, 是正常对照肾组织的1.44倍, 体外实

验验证YWHAE可促进肾癌细胞的过度增殖. 
Ko等[6]对114例肝癌患者研究发现, YWHAE
在正常肝组织中低表达或不表达, 而肝癌组织

中高表达, YWHAE的高表达与肿瘤的迁移有

关; 进一步的研究显示高表达的YWHAE与肝

癌的侵袭转移相关, 预后不良. 张玉洁等[20]研

究了食管鳞癌组织中14-3-3的表达意义, 发现

14-3-3在食管癌中表达上调, 且其表达水平与

淋巴结转移和预后不良呈正相关. Wang等[16]研

究发现, 在结直肠癌组织中, YWHAE发生核表

达的丢失或下降, 而胞浆表达提高, 与结直肠

癌的预后不良有关. 我们前期研究[7]发现抑癌

剂DADS处理结肠癌细胞HT-29后, YWHAE基

因mRNA转录水平下调, 本次进一步的实验结

果显示YWHAE在结肠癌组织中高表达, 是癌

旁配对组织的1.68倍, 与肿瘤的淋巴结转移、

分期明显相关, 可能是肿瘤预后不良的危险因

素之一. 
YWHAE在肿瘤组织中发挥多种生物学效

应, 通过控制细胞的凋亡、复制、分化等, 调
节肿瘤的生长、浸润、转移[21-27]. Gong等[21]研

究发现, 沉默YWHAE的表达能影响胃癌细胞

分化, 降低细胞周期蛋白E和p27kip1蛋白的活

性, 从而诱导细胞周期捕获, 起到抗肿瘤增生

的作用. 研究[22-23]发现, YWHAE在肝癌组织中

高表达, 与肝癌预后不良有关, 高表达YWHAE
能降低钙黏蛋白的表达, 增加波形蛋白表达, 
诱导肝癌细胞上皮间质转化, 促进肝癌细胞转

移. 但也有研究[25]显示在喉癌组织中YWHAE
水平的降低可能与肿瘤的进展有关, 细胞学实

表  2  YWHAE 基因表达沉默前后各组细胞周期变化分布表 (mean±SE, %)

     
分组 G1 S G2/M AP

未转染控制组 60.06±0.60 35.65±0.66 4.29±0.13   5.54±0.32

GFP转染控制组 61.91±0.62 28.46±0.72 9.63±0.40   5,27±0.41

YWHAE干扰组 72.14±0.44 20.68±0.42 7.18±0.16 10.73±1.25

AP: 细胞凋亡比率; GFP: 绿色荧光蛋白.

C

BA

D

图  2  慢病毒转染后3 d后转染效率白光及荧光图(×200). A: YWHAE干扰组白光图; B: YWHAE干扰组荧光图; C: GFP

阴性控制组白光图; D: GFP阴性控制组荧光图. GFP: 绿色荧光蛋白.
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验显示消减YWHAE的表达, 降低了肿瘤细胞

的凋亡率, 而增加YWHAE的表达则增加了细

胞凋亡及导致细胞周期阻滞; 在肝癌[26]、卵巢

癌[27]等组织中, 化疗后YWHAE的表达增加, 激
活TAK1(MAP3K7)信号, 导致细胞损伤, 诱导

凋亡. YWHAE在肿瘤组织中角色扮演的异同, 
可能与个体的差异、实验方法的不用有关, 进
一步的研究有助于揭示YWHAE的作用机制.

有限的报道[18,28-30]显示, YWHAE在结直肠

癌细胞中高表达, 通过抑制YWHAE的表达或

裂解YWHAE蛋白可促进癌细胞的凋亡、抑制

结肠癌细胞的增生, 其机制可能与下调过氧化

物酶体增生物激活受体, 从而活化Bax和Bad
相关. Liou等[31]发现在HT-29细胞中稳定表达

YWHAE可抑制细胞凋亡, 并发现了非留体类

抗炎药可通过PPARδ/YWHAE途径诱导大肠

■同行评价
该 文 通 过 检 测
结 肠 癌 组 织 中
YWHAE 基因的
表达 ,  分析此基
因表达与结肠癌
临床病理参数的
关系 ,  并用RNA
干 扰 技 术 沉 默
结 肠 癌 细 胞 中
YWHAE基因, 探
讨此基因在结肠
癌发生发展中的
作用 .  该文研究
内容文献报道较
少 ,  有一定的创
新性和实用价值.
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图  3  各组细胞mRNA表达及Western blot图. A: YWHAE 

mRNA表达RT-PCR检测图; B: GAPDH mRNA表达

RT-PCR检测图; C: YWHAE蛋白表达Western blot

图; D: GAPDH蛋白表达Western blot图; E: RT-PCR、

Western blot灰度扫描值(以GAPDH为内参). 1-5: 阳性

控制组、YWHAE干扰2组、YWHAE干扰1组、未转染

组、GFP阴性控制组. bP <0.01 vs  GFP阴性控制组. GFP: 

绿色荧光蛋白.

图  4  YWHAE 基因沉默前后细胞生长速度及克隆形成变
化图. A: 转染前后各组细胞生长速度MTT法检测结果; 

B-D: 细胞克隆GIEMSA染色图(B: 未转染组; C: GFP阴性

控制组; D: YWHAE干扰组); E: 细胞克隆各组计数柱状图. 
bP<0.01 vs  GFP阴性控制组. GFP: 绿色荧光蛋白.
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癌细胞凋亡的新机制. Liou等[32]发现减少细胞

内线粒体、增加细胞凋亡与YWHAE的抑制关

系密切. Liffers等[33]发现Smad4与YWHAE相互

作用, 导致细胞质中YWHAE被隔离, 从而影响

YWHAE的信号转导、周期调控以及凋亡等功

能. 本研究发现抑制HT-29细胞YWHAE表达

后, HT-29细胞生长速度明显降低, 细胞克隆形

成数明显减少, 同时细胞周期阻滞在G1期, 细
胞凋亡显著增加, 与文献[31,33]报道一致. 

总之, 本研究表明, YWHAE在结肠癌组织

存在高表达, 与结肠癌的发展、转移相关. 沉
默结肠癌YWHAE的表达可抑制癌细胞的生

长, 可能与诱导细胞周期阻滞及细胞凋亡相关. 
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