
网络出版时间：２０２４－０３－２２１１：００：０７　网络出版地址：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．０３．０１４

ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１通过调控 ｍｉＲ１８１ａ
促进氧化应激模型中的心肌细胞损伤

郑丽华１，王思瑶２，李　鹏１

２０２４－０２－２７接收

基金项目：新疆维吾尔族自治区自然科学基金（编号：２０２１Ｄ０１Ｃ４３９）

作者单位：新疆医科大学第五附属医院１心血管内科、２内分泌科，乌

鲁木齐　８３００１１

作者简介：郑丽华，女，主治医师；

李　鹏，男，副主任医师，责任作者，Ｅｍａｉｌ：４９２７８６３０＠

ｑｑ．ｃｏｍ

摘要　目的　在心肌细胞氧化应激模型中探究长链非编码
ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）转移相关肺腺癌转录物１（ＭＡＬＡＴ１）与微小
ＲＮＡ１８１ａ（ｍｉＲ１８１ａ）的表达及作用机制。方法　ｑＲＴＰＣＲ
检测３０例急性心肌梗死患者（ＡＭＩ组）和３０例健康对照组
（Ｎｏｒｍａｌ组）外周血中 ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ的表达，Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析明确ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ在 ＡＭＩ中的相关性；
ｌｎｃＢａｓｅ在线预测数据库预测 ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ之间的
结合位点，并利用双荧光素酶基因报告实验进行验证；采用

过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）处理人心肌细胞株 ＡＣ１６建立心肌细胞氧
化应激模型，将沉默ＭＡＬＡＴ表达的ｓｉＲＮＡ（ｓｉＭＡＬＡＴ）和阴
性对照ｓｉＮＣ转染入ＡＣ１６细胞中，并将细胞分为：Ｈ２Ｏ２处
理（Ｈ２Ｏ２）组，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ组；ＣＣＫ８
法检测各组细胞的增殖活性，ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡情况，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测各组细胞中促凋亡蛋白裂解型半胱氨
酸天冬氨酸蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白
（Ｂａｘ）和凋亡抑制蛋白Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）的表
达水平。结果　与 Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＡＭＩ组患者 ＭＡＬＡＴ１的
表达水平升高，而 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平降低（Ｐ＜００５），且
ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ表达呈负相关。ｌｎｃＢａｓｅ在线预测数据
库预测和双荧光素酶基因报告实验表明 ＭＡＬＡＴ１可靶向调
控ｍｉＲ１８１ａ表达。与Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组细
胞活力升高（Ｐ＜００５），ＴＵＮＥＬ阳性率降低（Ｐ＜００５），
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ表达水平降低（Ｐ＜００５），而 Ｂｃｌ２
的表达水平升高（Ｐ＜００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组均无明显改变
（Ｐ＞００５）。结论　ＬｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１在ＡＭＩ患者中表达升
高，可通过靶向抑制 ｍｉＲ１８１ａ促进氧化应激诱导的心肌细
胞损伤。
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　　急性心肌梗死（ａｃｕｔｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）是一种以持续严重的心肌缺血所引起的心肌
坏死为特征的缺血性心脏病［１－２］。众所周知，氧化

应激在ＡＭＩ的发生和进展中起着重要作用，其不仅
能够影响心肌细胞内钙离子浓度，还能导致线粒体

膜电位的降低和线粒体呼吸链的受损，进而导致细

胞损伤甚至凋亡［３］。转移相关肺腺癌转录物１（ｍｅ
ｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１，
ＭＡＬＡＴ１）是一种长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ），最初作为肺癌转移的预后标志被
发现［４］。研究［５－８］表明，ＭＡＬＡＴ１在多种肿瘤组织
中高表达，并且可通过调控包括微小ＲＮＡ１８１ａ（ｍｉ
ｃｒｏＲＮＡ１８１ａ，ｍｉＲ１８１ａ）在内的多种 ｍｉＲＮＡｓ参与
肿瘤细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭和扩散等生物学行

为。此外，ＭＡＬＡＴ１可通过调控内皮细胞功能、血管
生长和氧化应激反应，参与多种心脏疾病的发

展［８－１２］。因此，该研究旨在探究ＭＡＬＡＴ１在ＡＭＩ患
者中的表达，并通过建立心肌细胞的氧化应激模型

进一步揭示 ＭＡＬＡＴ１对心肌细胞损伤的具体保护
机制，以期阐明ＭＡＬＡＴ１作为治疗ＡＭＩ生物靶点的
潜在价值。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　　临床样本来源　收集２０２１年５月—２０２２
年１０月至新疆医科大学第五附属医院心血管内科
进行冠状动脉造影术以评估胸痛的３０例 ＡＭＩ患者
和３０例健康的体检者的血清样本。联合使用胸前
区疼痛、心电图ＳＴ段改变、血清肌钙蛋白Ⅰ含量以
及冠状动脉造影结果进行 ＡＭＩ诊断。纳入标准为：
① ＡＭＩ组患者需符合 ＡＭＩ诊断标准；② 两组患者
临床资料完整，且对本实验研究方法及目的知情同

意。排除标准：① 合并有严重感染、肝炎、肝衰竭、
终末期肾病、心肌病、先天性心脏及免疫、代谢系统

疾病者；② 合并肿瘤或恶性疾病史者；③ ７２ｈ内接
受抗凝或溶栓治疗者；④ 未取得患者及其家属知情
同意者。抽取两组人群肘静脉血７ｍｌ，１５００ｒ／ｍｉｎ
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离心１０ｍｉｎ后取上层血清，保存于－２０℃下以备后
续使用。本研究经新疆医科大学第五附属医院医学

伦理委员会审批（审批号：ＸＪＹＫ２０２１３７），所有患者
均签署知情同意书。

１．１．２　细胞系和主要试剂　人心肌细胞株 ＡＣ１６
购自上海同科生物科技有限公司（货号 ＴＫ２０７４）；
ＤＭＥＭ培养基，青－链霉素混合液，胎牛血清（美国
Ｇｉｂｃｏ公司，货号 １０７０４０２２、１０３３５５１６、１０４０３７２５）；
沉默ＭＡＬＡＴ表达的ｓｉＲＮＡ（ｓｉＭＡＬＡＴ）和阴性对照
序列（ｓｉＮＣ），过表达或抑制 ｍｉＲ１８１ａ的 ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其阴性对照序列ｍｉＲ
ＮＣ，野生型和突变型 ＭＡＬＡＴ１片段（广州锐博生物
技术有限公司，货号 ＳＩＧＳ００１０９２５１、ＳＩＧＳ００１６１８１
１、ＳＩＧＳ００１７６４２０、ＳＩＧＷ００２６５３１１、ＳＩＧＷ００２６５３０
１）；细胞计数试剂盒（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）试
剂盒（美国Ａｂｃａｍ公司，货号：ａｂ２１４７３０）；ＲＮＡ提取
试剂盒、过氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）、反转
录试剂盒（北京天根生物科技有限公司，货号：

ＤＰ２０９、ＤＰ０１５、ＤＰ１１２９）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，货号：Ａ２４０１９）；二喹啉甲酸
（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄａｓｓａｙ，ＢＣＡ）蛋白检测试剂盒，
ＤＡＰＩ试剂，蛋白酶抑制剂和 ＲＩＰＡ缓冲液（上海碧
云天生物技术有限公司，货号：Ｃ１１５７３、Ｃ０１８２４、
Ｃ１１２０６、Ｃ１３７３９）；兔抗Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂ
ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２），抗Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ），抗裂解型半胱氨酸天冬
氨酸蛋白酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）和 ＧＡＰＤＨ抗体
（武汉三鹰生物技术有限公司，货号：１０１１９１ＡＰ、
２４１９７１ＡＰ、０２１９７１ＡＰ、２１４９５１ＡＰ）。ＨＲＰ标记
的山羊抗兔 ＩｇＧ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＲＴＰＣＲ试剂盒，增
强型ＥＣＬ试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号：
Ｐ８０５、Ｐ３１６、Ｐ７２０）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００试剂（北京雅安达
生物技术有限公司，货号：９００２９３１）；ＴＵＮＥＬ试剂
盒（瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司，货号：９００１２７）；ｐｍｉｒＧＬＯ质
粒，荧光素酶报告系统（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，货号：
Ｅ２２６９、Ｇ７９０１）。
１．１．３　主要仪器　超净工作台（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，
型号：５１０２９７０４）；凝胶电泳仪、ｑＲＴＰＣＲ仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司，型号：Ｘ００５１、ＩＯ５）；流式细胞仪
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（美国 ＢＤ公司，型号：ＦＡＣＳＣⅡ）；分
光光度计（上海仪电分析仪器有限公司，型号：

７５２Ｎ）；荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，型号：
ＣＺ５１）
１．２　方法

１．２．１　　细胞培养和处理　使用含１０％胎牛血清
和１％青 －链霉素的 ＤＭＥＭ培养基在 ３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中培养 ＡＣ１６细胞。采用 Ｈ２Ｏ２处理
ＡＣ１６细胞建立心肌细胞氧化应激模型。使用不同
浓度（０、５０、１５０和２００μｍｏｌ／Ｌ）的 Ｈ２Ｏ２处理 ＡＣ１６
细胞１２ｈ以筛选最佳处理浓度。采用筛选出的最
佳处理浓度（２００μｍｏｌ／Ｌ）的 Ｈ２Ｏ２处理 ＡＣ１６细胞
０、４、８和１２ｈ以筛选最佳处理时间。
１．２．２　细胞转染和分组　取生长状态良好的ＡＣ１６
细胞分为：正常培养的对照（ｃｔｌ）组，Ｈ２Ｏ２处理
ＡＣ１６细胞（Ｈ２Ｏ２组），Ｈ２Ｏ２处理转染 ｓｉＮＣ或 ｓｉ
ＭＡＬＡＴ细胞的Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组和Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ
组，Ｈ２Ｏ２处理ｓｉＭＡＬＡＴ和 ｍｉＲＮＣ共转染的 Ｈ２Ｏ２
＋ｓｉＭＡＬＡＴ＋ｍｉＲＮＣ组，Ｈ２Ｏ２处理 ｓｉＭＡＬＡＴ和
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ共转染的 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＭＡＬＡＴ＋
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组。将ｓｉＭＡＬＡＴ或ｍｉＲ１８１ａｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ及其相应的阴性对照序列参考 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００试剂说明书转染入细胞中，转染 ２４ｈ后，用
２００μｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２Ｏ２处理ＡＣ１６细胞１２ｈ，随后进行
后续检测。

１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测 ＭＡＬＡＴ和 ｍｉＲ１８１ａ的表达
水平　按照 ＲＮＡ提取试剂盒说明书方法提取两组
患者血清和上述各组ＡＣ１６细胞中的总ＲＮＡ。采用
分光光度计在２６０／２８０ｎｍ处检测提取的ＲＮＡ的浓
度与纯度。使用反转录试剂盒将上述 ＲＮＡ逆转录
为ｃＤＮＡ，再采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒进行ｑＲＴＰＣＲ
反应。以 ＧＡＰＤＨ或 Ｕ６为内参，２－ΔΔＣＴ方法计算待
测细胞中ＭＡＬＡＴ和ｍｉＲ１８１ａ的表达。本研究中使
用的引物序列如表１所示。

表１　 ＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′３′）
ＭＡＬＡＴ Ｆ：ＧＡＡＴＴＧＣＧＴＣＡＴＴＴＡＡＡＧＣＣＴＡＧＴＴ

Ｒ：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
ｍｉＲ１８１ａ Ｆ：ＧＧＧＡＡＣＡＴＴＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣＧ

Ｒ：ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

Ｒ：ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
Ｕ６ Ｆ：ＧＣＴＧＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＡＧＡＡＴＧ

Ｒ：ＧＣＡＧＧＴＡＣＴＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧ

１．２．４　荧光素酶基因报告实验　使用ｌｎｃＢａｓｅ在线
预测数据库（ｈｔｔｐ：／／ｄｉａｎａ．ｉｍｉｓ．ａｔｈｅｎａｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ．
ｇｒ／ＤｉａｎａＴｏｏｌｓ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ？ｒ＝ｌｎｃＢａｓｅ／ｉｎｄｅｘ）预测
ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ之间可能的结合位点。为探
究ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ之间的相关性，将野生型和
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突变型ＭＡＬＡＴ１片段分别插入ｐｍｉｒＧＬＯ质粒的Ｎｈｅ
Ｉ和ＳａｌＩ之间，简称ＭＡＬＡＴ１ＷＴ和ＭＡＬＡＴ１ＭＵＴ，
并将其与 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ或 ｍｉＲＮＣ共转染入
ＡＣ１６细胞。转染４８ｈ后裂解细胞，用荧光素酶报
告分析系统检测各组ＡＣ１６细胞中荧光素酶活性。
１．２．５　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力　取各组ＡＣ１６
细胞，按２×１０４／孔接种至９６孔板中，置于３７℃、
５％ＣＯ２的培养箱孵育２４ｈ后，每孔加入 １０μｌ的
ＣＣＫ８试剂，继续孵育４ｈ后，在分光光度计４５０ｎｍ
处测定每孔吸光度值。

１．２．６　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　取各组 ＡＣ１６细
胞，采用０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化细胞载玻片，按照
ＴＵＮＥＬ试剂盒说明书方法加入 ＴＵＮＥＬ试剂，３７℃
避光孵育３０ｍｉｎ后加入 ＤＡＰＩ试剂染核，再次避光
孵育５ｍｉｎ后，在荧光显微镜下进行观察，并在高倍
视野下拍照。ＴＵＮＥＬ阳性细胞率 ＝ＴＵＮＥＬ染色阳
性数／细胞总数×１００％。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达　取各组 ＡＣ１６细
胞，采用蛋白酶抑制剂和 ＲＩＰＡ缓冲液提取细胞内
总蛋白。ＢＣＡ蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度。利
用ＳＤＳＰＡＧＥ将蛋白样品进行分离后转移至聚偏二
氟乙烯膜上。５％脱脂奶粉阻断抗体后加入稀释后
的一抗，具体为：Ｂｃｌ２（１∶２０００），Ｂａｘ（１∶２０００），
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）和ＧＡＰＤＨ（１∶５０００），
４℃孵育过夜后，加入 ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（１
∶１００００）作为二抗，室温下孵育２ｈ。最后采用增强
型ＥＣＬ试剂盒在凝胶成像系统中进行显影，ＩｍａｇｅＪ
软件分析条带灰度值。

１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０软件
进行统计分析。所有数据均以均数 ±标准差表示。
两组间比较使用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用
单因素方差分析，各组间比较采用ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜

００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ在两组受试者中的表
达情况及相关性分析　ＡＭＩ组平均年龄（５５１０±
４２２）岁，男／女 ＝１９／１１；Ｎｏｒｍａｌ组的平均年龄
（５６２４±３５９）岁，男／女 ＝２０／１０。两组患者在年
龄和性别比例方面的差异均无统计学意义（ｔ＝
２４６、３５２，Ｐ＝０５５、０７１）。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显
示，与 Ｎｏｒｍａｌ组相比，ＭＡＬＡＴ１在 ＡＭＩ组患者外周
血样本中的表达水平升高（ｔ＝３３５７，Ｐ＝００１９），而
ｍｉＲ１８１ａ的表达水平降低（ｔ＝２２６８，Ｐ＝００３６）
（图１Ａ、Ｂ）。相关分析的结果显示，在ＡＭＩ患者外周
血样本中 ＭＡＬＡＴ１表达和 ｍｉＲ１８１ａ表达呈负相关
（ｒ＝－０６０５，Ｐ＜００１）（图 １Ｃ）。上述结果表明，
ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ可能参与ＡＭＩ的发病机制。
２．２　Ｈ２Ｏ２对心肌细胞中 ＭＡＬＡＴ１和 ｍｉＲ１８１ａ
表达的影响　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与０μｍｏｌ／Ｌ
组相比，在不同浓度 Ｈ２Ｏ２处理下，ＡＣ１６细胞中
ＭＡＬＡＴ１的表达水平明显升高，且呈浓度和时间依
赖性（Ｆ＝７３０９，Ｐ＜００５），且当以 ２００μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理 ＡＣ１６细胞时，ＭＡＬＡＴ１表达水平呈升高
趋势（Ｆ＝６３２９，Ｐ＜００５）（图 ２Ａ、Ｂ）。而 ＡＣ１６
细胞中ｍｉＲ１８１ａ的表达水平则随着Ｈ２Ｏ２处理浓度
与时间的增加呈降低趋势（Ｆ＝５５６０，Ｐ＜００５）
（图２Ｃ、Ｄ）。
２．３　ＭＡＬＡＴ１靶向调控 ｍｉＲ１８１ａ表达　　ｌｎｃ
Ｂａｓｅ在线预测数据库预测显示，ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ
１８１ａ之间存在潜在结合位点（图３Ａ）。双荧光素酶
基因报告实验结果显示，与共转染ｍｉＲＮＣ和 ＭＡＬ
ＡＴ１ＷＴ的ＡＣ１６细胞相比，共转染 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ
和ＭＡＬＡＴ１ＷＴ的细胞中荧光素酶活性降低（ＬＳＤ
ｔ＝３４１，Ｐ＜００５）；而转染ＭＡＬＡＴ１ＭＵＴ后，共转

图１　两组受试者中ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ表达水平的比较以及ＡＭＩ患者ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ的相关系分析
　　Ａ、Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ在两组受试者中的表达水平；Ｃ：Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析分析ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ在ＡＭＩ中的相关

性；与Ｎｏｒｍａｌ组比较：Ｐ＜００５
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染ｍｉＲＮＣ或ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ的细胞中荧光素酶活
性差异均无统计学意义（ＬＳＤｔ＝１６７，Ｐ＞００５）
（图３Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与 ｃｔｌ组相比，
Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组和Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组中
ＭＡＬＡＴ１表达均升高（ＬＳＤｔ＝４４５９、２７３１、３０１５，
Ｐ＜００５），而ｍｉＲ１８１ａ表达均降低（ＬＳＤｔ＝１１２６、
１９８３、１０３４，Ｐ＜００５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋
ｓｉＭＡＬＡＴ１组中ＭＡＬＡＴ１表达降低（ＬＳＤｔ＝３８６０，
Ｐ＜００５），ｍｉＲ１８１ａ表达升高（ＬＳＤｔ＝７１２５，Ｐ＜
００５），而 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组中 ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ
表达均无明显改变（ＬＳＤｔ＝１２９、２２５，Ｐ＞００５）
（图３Ｃ、Ｄ）。上述实验结果表明，在心肌细胞中
ＭＡＬＡＴ１可靶向调控ｍｉＲ１８１ａ表达。
２．４　下调ＭＡＬＡＴ１对Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞损伤
的影响　ＣＣＫ８法检测结果显示，与 ｃｔｌ组相比，

Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组和Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组中
ＡＣ１６细胞的细胞活力均降低（ＬＳＤｔ＝３６７１、
２７３５、７２９，均Ｐ＜００５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋
ｓｉＭＡＬＡＴ１组细胞活力升高（ＬＳＤｔ＝６７４，Ｐ＜
００５），而 Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＮＣ组无明显改变（ＬＳＤｔ＝
０５２，Ｐ＞００５）（图４）。ＴＵＮＥＬ染色结果显示，与
ｃｔｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉ
ＭＡＬＡＴ１组中 ＡＣ１６细胞的 ＴＵＮＥＬ阳性率均增加
（ＬＳＤｔ＝２０１２、１７４８、４４１０，Ｐ＜００５）；与 Ｈ２Ｏ２
组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组的 ＴＵＮＥＬ阳性率降
低（ＬＳＤｔ＝１３１９，Ｐ＜００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组无明
显改变（ＬＳＤｔ＝２１７，Ｐ＞００５）（图 ５）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果显示，与 ｃｔｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋
ｓｉＮＣ组和Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组 ＡＣ１６细胞中促凋
亡蛋白ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ表达水平均升高

图２　不同浓度Ｈ２Ｏ２处理以及２００μｍｍｏｌ／Ｌ不同时间

Ｈ２Ｏ２处理下心肌细胞中ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ表达

　　Ａ、Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测不同浓度Ｈ２Ｏ２处理下ＡＣ１６细胞中ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ的表达水

平；Ｂ、Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测２００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理不同时间时ＡＣ１６细胞中ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ

的表达水平；与０μｍｏｌ／Ｌ比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与０ｈ比较：＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１

图３　ＭＡＬＡＴ１靶向调控ｍｉＲ１８１ａ表达的分析和各组ＡＣ１６细胞中

ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ的比较

　　Ａ：ｌｎｃＢａｓｅ在线预测数据库预测ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ１８１ａ的潜在结合位点；Ｂ：双荧光素酶基因

报告实验检测ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ１８１ａ的作用关系；Ｃ、Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测各组ＡＣ１６细胞中ＭＡＬＡＴ１

和ｍｉＲ１８１ａ的表达水平；ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组；与

共转染ｍｉＲＮＣ和ＭＡＬＡＴ１ＷＴ的细胞比较：＆Ｐ＜００５；与 ｃｔｌ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；

与Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５
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图４　各组心肌细胞的增殖活力的比较

　　　ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬ

ＡＴ１组；与ｃｔｌ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与 Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ

＜００５

（ＬＳＤｔ＝３８６４、２０４１、４１７３、２２１０、１０５２、１４２３，
Ｐ＜００５），凋亡抑制蛋白 Ｂｃｌ２的表达水平降低
（ＬＳＤｔ＝１３１４、１３４９、７５９，Ｐ＜００５）；与Ｈ２Ｏ２组

相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和
Ｂａｘ蛋白表达水平降低（ＬＳＤｔ＝２６０５、１９４１，Ｐ＜
００５），而 Ｂｃｌ２的蛋白表达水平升高（ＬＳＤｔ＝
１５２２，Ｐ＜００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组中上述蛋白表达
均无明显改变（ＬＳＤｔ＝１１７、０６２、２５８，Ｐ＞００５）
（图６）。上述结果提示沉默ＭＡＬＡＴ１可以部分逆转
Ｈ２Ｏ２作用下的心肌细胞损伤。
２．５　抑制 ｍｉＲ１８１ａ表达对下调 ＭＡＬＡＴ１在
Ｈ２Ｏ２诱导的心肌细胞损伤中的作用　　与 ｃｔｌ组
相比，转染 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的 ＡＣ１６细胞中 ｍｉＲ
１８１ａ的表达水平降低（ＬＳＤｔ＝１６４９，Ｐ＜００１），
而转染 ｍｉＲＮＣ的细胞中 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平差
异无统计学意义（ＬＳＤｔ＝２１０，Ｐ＞００５）（图７Ａ）。
与ｃｔｌ组相比，Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组、Ｈ２Ｏ２
＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中的ＡＣ１６细胞活力均降低

图５　各组心肌细胞凋亡的比较 ×４００

ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组；与ｃｔｌ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５

图６　各组细胞中凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平的比较

　　　ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＮＣ组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组；与ｃｔｌ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５
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（ＬＳＤｔ＝１９１１、８６４、７９４、２０７３，Ｐ＜００５），而
ＴＵＮＥＬ阳性率均升高（ＬＳＤｔ＝１９３０、９１２、８２６、
１７１８，Ｐ＜００５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬ
ＡＴ１组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组中细胞活
力升高（ＬＳＤｔ＝８６４、８４３，Ｐ＜００５），ＴＵＮＥＬ阳性
率降低（ＬＳＤｔ＝７７２、８１０，Ｐ＜００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉ
ＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组差异无统计学意义
（ＬＳＤｔ＝２２７、１２８，Ｐ＞００５）；与 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬ
ＡＴ１组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
组细胞活力降低（ＬＳＤｔ＝９８４，Ｐ＜００５），ＴＵＮＥＬ
阳性率升高（ＬＳＤｔ＝１０３６，Ｐ＜００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉ

ＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组差异无统计学意义（ＬＳＤｔ＝
１１５、０２９，均Ｐ＞００５）（图７Ｂ、８）；与 ｃｔｌ组相比，
Ｈ２Ｏ２组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组、Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１
＋ｍｉＲＮＣ组和 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ组细胞中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ蛋白表达
水平均升高（ＬＳＤｔ＝１３０４、８５１、９６０、１２４６、
１２２５、７１４、７１９、１２９０，均 Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２的表
达水平降低（ＬＳＤｔ＝１２１６、７２４、８７２、１３２９，均 Ｐ
＜００５）；与 Ｈ２Ｏ２组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组，
Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组中 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
和Ｂａｘ表达水平降低（ＬＳＤｔ＝８２３、９２８、８０９、

图７　抑制ｍｉＲ１８１ａ表达对各组心肌细胞增殖活力的影响

　　Ａ：ＲＴＰＣＲ检测转染后ＡＣ１６细胞中ｍｉＲ１８１ａ的表达水平；Ｂ：ＣＣＫ８法检测各组 ＡＣ１６细胞的增殖活力；ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋

ｓｉＭＡＬＡＴ１组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组；ｅ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与 ｃｔｌ组比较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与

Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组比较：＆Ｐ＜００５

图８　抑制ｍｉＲ１８１ａ表达对各组心肌细胞凋亡的影响 ×４００

　　ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ

ＮＣ组；ｅ：Ｈ２Ｏ２ ＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与 ｃｔｌ组比较： Ｐ＜

００５，Ｐ＜００１；与Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５；与 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组比较：＆Ｐ

＜００５
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图９　抑制ｍｉＲ１８１ａ表达对各组心肌细胞中凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达的影响

　　ａ：ｃｔｌ组；ｂ：Ｈ２Ｏ２组；ｃ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组；ｄ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组；ｅ：Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组；与ｃｔｌ组比

较：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与Ｈ２Ｏ２组比较：＃Ｐ＜００５；与Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组比较：＆Ｐ＜００５

８９４，均Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２的表达水平升高（ＬＳＤｔ＝
１０７１、１１０５，Ｐ＜００５），而 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组中上述蛋白表达均无明显改
变；与 Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１组相比，Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬ
ＡＴ１＋ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和
Ｂａｘ蛋白表达水平升高（ＬＳＤｔ＝４７５６、６２０５，Ｐ＜
００５），Ｂｃｌ２的表达水平降低（ＬＳＤｔ＝１５２１，Ｐ＜
００５），Ｈ２Ｏ２＋ｓｉＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组无明显改变
（图９）。上述结果提示沉默ＭＡＬＡＴ１可通过促进细
胞中ｍｉＲ１８１ａ表达从而降低Ｈ２Ｏ２对心肌细胞的损
伤作用。

３　讨论

　　本研究通过体内外实验探讨 ＭＡＬＡＴ１在 ＡＭＩ
中的作用及相关分子机制，结果表明，与正常对照人

群相比，ＭＡＬＡＴ１在 ＡＭＩ患者中的表达上调。ｍｉＲ
１８１ａ在癌症的发生中具有重要作用［１３］。研究［１４］表

明，ｍｉＲ１８１ａ可通过激活蛋白激酶Ｂ，促进其下游蛋
白内皮型一氧化氮合酶的磷酸化，从而抑制心肌细

胞凋亡，缓解缺血再灌注诱导的心肌细胞损伤。这

表明ｍｉＲ１８１ａ可能参与心肌梗死的发生。在本研
究中结果显示，与正常对照人群相比，ＡＭＩ患者中
ｍｉＲ１８１ａ的表达降低，且在 ＡＭＩ患者中，ＭＡＬＡＴ１
与ｍｉＲ１８１ａ表达水平呈负相关。在胃癌中的研
究［７］显示 ＭＡＬＡＴ１可负向调控ｍｉＲ１８１ａ５ｐ表达参
与肿瘤的发生与进展。这提示，在 ＡＭＩ的发病中
ＭＡＬＡＴ１也可能通过调控 ｍｉＲ１８１ａ参与心肌细胞
的损伤。研究［１］表明，氧化应激是ＡＭＩ后心肌损伤
的重要原因。当发生心肌缺血时，细胞内产生大量

的自由基，从而使心肌细胞产生氧化应激，导致细胞

受损。因此，本研究利用 Ｈ２Ｏ２建立心肌细胞氧化
应激模型进行探究，结果显示，ＭＡＬＡＴ１在 Ｈ２Ｏ２刺
激下的 ＡＣ１６细胞中高表达，而 ｍｉＲ１８１ａ表达下
调。这进一步提示 ＭＡＬＡＴ１和 ｍｉＲ１８１ａ可能参与
心肌细胞损伤。本研究生物信息学软件预测也显示

ｍｉＲ１８１ａ与ＭＡＬＡＴ１的３＇ＵＴＲ区存在结合位点，双
荧光素酶基因报告实验进一步验证了它们之间的相

互作用关系。此外，ｑＲＴＰＣＲ实验结果也表明
ＭＡＬＡＴ１可负向调控 ｍｉＲ１８１ａ的表达。这证明
ＭＡＬＡＴ１可与 ｍｉＲ１８１ａ相互作用来参与心肌细胞
损伤。

　　心肌细胞凋亡是ＡＭＩ的重要病理特征，故降低
心肌细胞的凋亡水平是治疗心肌细胞损伤的重

点［１５］。本研究结果表明，下调ＭＡＬＡＴ１表达可抑制
心肌细胞的凋亡，并降低促凋亡蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ的表达水平，而促进凋亡抑制蛋白
Ｂｃｌ２的表达。功能挽救实验结果表明，抑制 ｍｉＲ
１８１ａ表达可抵消下调 ＭＡＬＡＴ１对心肌细胞的保护
作用，促进凋亡蛋白 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ的表
达，抑制Ｂｃｌ２的表达。这一结果显示，ＭＡＬＡＴ１对
心肌细胞凋亡的影响是由 ｍｉＲ１８１ａ介导的。进一
步证明ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ１８１ａ相互作用共同参与心
肌细胞损伤。

　　综上所述，本研究表明，ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ１８１ａ轴
在调节心肌细胞损伤中具有重要作用。ＭＡＬＡＴ１基
因敲除可能通过促进 ｍｉＲ１８１ａ表达而减轻心肌细
胞损伤，提示ＭＡＬＡＴ１可能是ＡＭＩ后心肌细胞损伤
的潜在靶点。然而，本研究患者规模有限，大多数机
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制研究是在 Ｈ２Ｏ２诱导的细胞中建立的。后期仍需
在大规模的患者样本中来证实 ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ１８１ａ
轴的作用，且需在动物模型中验证其作为 ＡＭＩ的治
疗靶点的潜力。
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去泛素化酶 ＯＴＵＢ２通过诱导 ＤＤＸ５４活性增加中性粒细胞
外诱捕网的形成以及促进结直肠癌细胞活力和侵袭能力

蒋良君１，李　卫２

摘要　目的　探讨含 ＯＴＵ结构域的泛素醛结合蛋白 ２
（ＯＴＵＢ２）影响 ＲＮＡ解螺旋酶５４（ＤＤＸ５４）的活性及其对中
性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）的形成和结直肠癌（ＣＲＣ）细胞
活力、侵袭的影响。方法　 分离 ＣＲＣ患者和健康对照组的
外周血中性粒细胞，并使用佛波酯（ＰＭＡ）或脱氧核糖核酸
酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）刺激中性粒细胞４ｈ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＴｓ
标记物髓过氧化物酶（ＭＰＯ）和瓜氨酸组蛋白Ｈ３（ＣｉｔＨ３）的
表达；干预ＳＷ４８０细胞中ＯＴＵＢ２或ＤＤＸ５４的表达并将其和
中性粒细胞共培养，细胞分为如下组：对照组（不做任何处

理），ＮＥＴｓ组、ｖｅｃｔｏｒ组、ＯＴＵＢ２组、ＮＥＴｓ＋ｓｉＯＴＵＢ２组
（ＳＷ４８０细胞、转染了ｖｅｃｔｏｒ、ＯＴＵＢ２过表达质粒和ｓｉＯＴＵＢ２
的ＳＷ４８０细胞分别与 ＰＭＡ处理的中性粒细胞共培养），
ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组（转染了 ＯＴＵＢ２过表达质粒的 ＳＷ４８０
细胞与ＤＮａｓｅⅠ处理的中性粒细胞共培养），ｓｉＯＴＵＢ２组、
ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组和 ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４组（转染了 ｓｉ
ＯＴＵＢ２、ＯＴＵＢ２过表达质粒和 ｓｉＮＣ、ＯＴＵＢ２过表达质粒和
ｓｉＤＤＸ５４的 ＳＷ４８０细胞分别与中性粒细胞共培养）。
ＥＬＩＳＡ检测 ＳＷ４８０细胞上清液中 ＭＰＯＤＮＡ复合物相对
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表达量和ＣｉｔＨ３的浓度；ＭＴＴ和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ＳＷ４８０细胞
活力和侵袭能力；ＲＮＡ测序筛选 ＯＴＵＢ２调控的下游基因并
使用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）、免疫共沉淀
（ｃｏＩＰ）和谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ＧＳＴ）亲和纯化（ＧＳＴｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ）、Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ实验验证 ＤＤＸ５４和 ＯＴＵＢ２的相互
作用。结果　与健康对照相比，ＣＲＣ患者外周血中 ＮＥＴｓ的
形成增加。与对照组相比，ＮＥＴｓ组ＣＲＣ细胞活力和侵袭增
加（Ｐ＜００５）。与 ｖｅｃｔｏｒ组比较，ＯＴＵＢ２组 ＭＰＯＤＮＡ复合
物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度增加，细胞活力和侵袭增加
（Ｐ＜００５）；而与ＯＴＵＢ２组比较，ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组ＭＰＯ
ＤＮＡ复合物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度减少，细胞活力和
侵袭减少（Ｐ＜００５）。ＣｏＩＰ实验、ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验和
Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ实验表明 ＯＴＵＢ２和 ＤＤＸ５４之间存在相互
作用。与 ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组比较，ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４组
ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度减少，细胞活
力和侵袭减少（Ｐ＜００５）。结论　去泛素化酶 ＯＴＵＢ２可以
通过上调ＤＤＸ５４的增加ＮＥＴｓ的形成并促进ＣＲＣ细胞活力
和侵袭。

关键词　去泛素化；ＯＴＵＢ２；ＤＤＸ５４；中性粒细胞胞外诱捕
网；结直肠癌；中性粒细胞
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）又称大肠癌，
是一种起源于大肠上皮组织的恶性肿瘤，其发病率
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