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摘要　目的　预测并验证结直肠癌（ＣＲＣ）顺铂（ＤＤＰ）耐药的关键靶点，为临床精准医学治疗提供更多方案。方法　通过基
因表达综合数据库（ＧＥＯ）筛选出正常肠黏膜和ＣＲＣ之间差异表达基因（ＤＥＧｓ）；采用ＳＴＲＩＮＧ数据库和Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件挖掘关
键基因；采用基因本体联合数据库（ＧＯ）与京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）对ＤＥＧｓ进行富集分析；利用高通量转录组测
序鉴定、ｑＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ筛选、验证关键靶点；将多能蛋白聚糖（ＶＣＡＮ）基因过表达载体转染至人回盲部结直肠腺癌细
胞（ＨＣＴ８）细胞系，ＣＣＫ８检测细胞活力；流式细胞术测定细胞凋亡与细胞周期；ｑＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测基因 ｍＲＮＡ和
蛋白水平。结果　通过ＧＥＯ数据库筛选出了１１８个上调的ＤＥＧｓ和１４６个下调的ＤＥＧｓ。ＤＥＧｓ主要富集于细胞外基质分解、
细胞外基质和磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶（ＰＩ３ＫＡＫＴ）信号通路。基于蛋白质相互作用网络分析，鉴定出２０个枢纽基因。
通过对比ＣＲＣ细胞系ＨＣＴ８亲本株与ＤＤＰ耐药株的转录组测序结果，进一步筛选出ＶＣＡＮ基因。在ＣＲＣ组织中，ＶＣＡＮ基因
的表达水平高于正常肠黏膜组织；相对于ＶＣＡＮ低表达患者，ＶＣＡＮ高表达的患者总生存期（ＯＳ）与无复发生存时间（ＲＦＳ）更
短。在ＣＲＣ细胞系中，过表达ＶＣＡＮ基因促进了细胞的增殖（Ｐ＜００５），提高了细胞对ＤＤＰ的耐药性，减少了ＤＤＰ诱导的凋
亡（Ｐ＜００５）与Ｇ０／Ｇ１期阻滞（Ｐ＜００５）；上调ＶＣＡＮ基因激活ＡＫＴ雷帕霉素靶蛋白１（ｍＴＯＲ）信号通路。结论　基于生物
信息学和转录组测序筛选出ＣＲＣＤＤＰ耐药靶基因ＶＣＡＮ，ＶＣＡＮ基因可能通过调控ＡＫＴｍＴＯＲ通路促进ＣＲＣ发展与对ＤＤＰ
的耐药性。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）作为消化系
统常见的恶性肿瘤，具有恶性程度高、发展迅速、易

产生耐药等特点，已成为中国亟需解决的重大公共

卫生问题［１］。顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）作为常用化疗药
物，可通过阻碍癌细胞的复制与分化来诱导其死

亡［２］。尽管铂类化合物可以改善ＣＲＣ患者的预后，
但耐药发生率依然较高，这极大限制了临床治疗的

效果，目前这仍然是 ＣＲＣ治疗的首要问题。因此，
利用生物信息学结合组学分析探索新的耐药靶点和

其相互作用网络，可能为临床治疗提供新的方

案［３－５］。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料　人ＣＲＣ亲本株回盲部结直肠
腺癌细胞（ｈｕｍａｎｉｌｅｏｃｅｃａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌ，ＨＣＴ８）、人结肠癌细胞（ｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉ
ｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ＨＴ２９）、人结肠癌细（ｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ，ＨＣＴ１１６），人正常结肠上皮细胞
（ｎｏｒｍａｌｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｍｕｃｏｓａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＮＣＭ
４６０）购自武汉普诺赛生命科技有限公司；ＣＲＣＤＤＰ
耐药株（ＨＣＴ８／ＤＤＰ）购自湖南丰晖生物科技有限公
司。培养条件为含 １０％的胎牛血清 ＲＰＭＩ１６４０、
ＤＭＥＭ培养液（Ｇｉｂｃｏ），ＨＣＴ８／ＤＤＰ的培养液中含有
１μｇ／ｍL的顺铂（ＭＣＥ）以维持耐药性。培养环境为
３７℃、５％ＣＯ２恒温培养箱。ＲＮＡ提取试剂盒购自
南京挪威赞生物科技股份有限公司，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
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Ｓｕｐｅｒｍｉｘ购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，细胞增殖 －毒性
检测试剂盒ＣＣＫ８购自北京兰杰柯科技有限公司，
人ＶＣＡＮ基因过表达质粒购自北京义翘神州科技
股份有限公司，蛋白抗体购自武汉爱博泰克生物科

技有限公司。

１．２　差异基因的筛选与蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络构建和枢纽基因筛选
　从ＧＥＯ数据库中筛选并下载包含ＣＲＣ与正常肠
黏膜组织样本基因集的 ＧＳＥ２０９１６、ＧＳＥ４１３２８、
ＧＳＥ４４０７６数据集，通过Ｒ软件ｌｉｍｍａ包对获取的数
据进行处理，以｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜＞１５、Ｐ＜００５
作为阈值筛选出正常肠黏膜和 ＣＲＣ之间差异表达
基因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），利用
ＳＴＲＩＮＧ数据库与 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３９１软件构建 ＰＰＩ并
筛选出前２０位关键基因。
１．３　功能富集分析　利用ＤＡＶＩＤ数据库对上述所
得到的ＤＥＧｓ进行基因本体联合数据库（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌ
ｏｇｙ，ＧＯ）富集分析和京都基因与基因组百科全书
（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通
路富集分析。

１．４　细胞毒性检测　待ＣＲＣ细胞生长至对数生长
期，消化细胞铺９６孔板，每孔加入１００μL细胞悬液
（约５０００个细胞）；次日加入ＤＤＰ梯度浓度为０、５、
１０、１５、２０、２５μｇ／ｍL，培养 ７２ｈ，每孔加入 １０μL
ＣＣＫ８，孵育４ｈ后放入酶标仪中测定吸光度，波长
４５０ｎｍ。
１．５　转录组测序　采用 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＨＣＴ８和
ＨＣＴ８／ＤＤＰ细胞样本中的 ＲＮＡ，提取后的 ＲＮＡ储
存在－８０℃冰箱中。通过高通量转录组测序来验
证耐ＤＤＰ细胞与亲本株细胞之间的基因 ｍＲＮＡ表
达差异。具体流程包括：检测 ＲＮＡ质量；进行 ｍＲ
ＮＡ富集和反转录；修复 ＲＮＡ末端并在３′端加 Ａ；
连接接头并选择片段；进行 ＰＣＲ富集；对文库进行
质控检测。最后，使用 ＦＰＫＭ值来表示各基因的表
达水平，并根据｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜＞１５和 Ｐ＜
００５的标准来确定显著差异表达的基因。
１．６　细胞转染　将 ＣＲＣ细胞株 ＨＣＴ８接种至６孔
板中，将细胞分为 ＶＣＡＮ过表达组（ＯＥ组）与阴性
对照组（ＮＣ组）。２４ｈ后待细胞密度达到 ６０％ ～
７０％，用低血清培养基稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００与质
粒，混合静置后转染，８ｈ后换液，培养４８ｈ实施后
续实验。

１．７　ｑＲＴＰＣＲ　利用 ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＲＮＡ、逆转录
合成ｃＤＮＡ、加入ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ与引物ＰＣＲ扩增。反

应条件为：９５℃反应２ｍｉｎ，９５℃反应１０ｓ，６０℃持
续３０ｓ，４０个循环。以 ＧＡＰＤＨ为内参基因。引物
序列见表１。

表１　引物序列
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＡＧＣＡＡＧＡＧＣＡＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧ

Ｒ：ＧＧＴＣＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣＴＧＴＧＡＧＧＡＧ
ＢＧＮ Ｆ：ＡＣＣＴＧＧＧＴＣＴＧＡＡＧＴＣＴＧＴＧＣ

Ｒ：ＧＣＴＣＧＧＡＧＡＴＧＴＣＧＴＴＧＴＴＣＴＧ
ＣＯＬ５Ａ１ Ｆ：ＣＧＣＴＣＴＣＣＣＧＴＣＴＴＣＣＴＣＴＡＣ

Ｒ：ＡＴＴＣＴＧＴＧＣＣＡＣＴＴＧＣＣＡＴＣＴＧ
ＭＭＰ１ Ｆ：ＴＴＡＣＡＣＧＣＣＡＧＡＴＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧ

Ｒ：ＴＣＡＧＡＧＧＴＧＴＧＡＣＡＴＴＡＣＴＣＣＡＧＡＧ
ＶＣＡＮ Ｆ：ＣＣＴＧＴＴＡＴＣＣＴＡＣＴＧＡＡＡＣＴＴＣＣＴＡＣＧ

Ｒ：ＡＴＣＡＡＣＡＣＡＡＧＴＧＧＣＴＣＣＡＴＴＡＣＧ

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　将细胞收集到１５ｍｌ离
心管中，洗涤２次后加入 ＲＩＰＡ裂解液。使用超声
波破碎仪进行细胞破碎，离心后取上清液。使用

ＢＣＡ方法检测蛋白浓度，并上样１０μｇ蛋白，９５℃
变性５ｍｉｎ。经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上，并用５％脱脂牛奶封闭１ｈ。随后在４
℃孵育抗体过夜，加入稀释的辣根过氧化物酶标记
的二抗，室温孵育１ｈ。用 ＴＢＳＴ洗膜３次，最后用
ＥＣＬ试剂显影。
１．９　流式细胞术检测细胞凋亡及周期　转染４８ｈ
后加入ＤＤＰ处理，药物作用４８ｈ后终止培养，收集
细胞，ＰＢＳ洗涤２遍后离心收集细胞沉淀。检测细
胞凋亡采用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ法避光孵育３０ｍｉｎ；
检测细胞周期使用７０％乙醇固定，第２天ＰＢＳ洗涤
２遍后ＰＩ单染法避光孵育３０ｍｉｎ检测。结果使用
ＦｌｏｗＪｏＶ１０分析。
１．１０　生物信息学分析　通过 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅ
ｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ／）、ｃＢｉｏｐｏｒｔａｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｏ
ｐｏｒｔａｌ．ｏｒｇ／）等网站获取目的基因相关信息。
１．１１　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２３０和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ统计软件进行实验数据统计与绘图，计量资
料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两个样本的均数间
差异比较使用 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

２　结果

２．１　ＤＥＧｓ识别、蛋白互作网络构建与枢纽基因筛
选　ＧＳＥ２０９１６数据集包含１０５例ＣＲＣ和正常结肠
黏膜组织样本的基因表达谱，于 ＧＳＥ２０９１６芯片筛
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选出 ６７５个上调 ＤＥＧｓ和 ３９７个下调 ＤＥＧｓ；
ＧＳＥ４１３２８数据库集包含５例结直肠腺癌和匹配的
正常结肠组织的基因表达谱，ＧＳＥ４１３２８芯片中筛选
出２３５个上调ＤＥＧｓ和２７１个下调ＤＥＧｓ；ＧＳＥ４４０７６
数据集包含９８例ＣＲＣ患者的结肠肿瘤和相邻配对
正常黏膜组织样本以及５０例健康个体的结肠黏膜
样本的基因表达谱，于ＧＳＥ４４０７６芯片中筛选出４３３
个上调ＤＥＧｓ和６７３个下调ＤＥＧｓ（图１Ａ）。进行韦
恩分析得到ＤＥＧｓ交集，共得到１１８个上调ＤＥＧｓ与
１４６个下调ＤＥＧｓ。将ＤＥＧｓ导入 ＳＴＲＩＮＧ数据库中
构建差异基因ＰＰＩ网络，该网络包括２６０个节点，平
均节点度为 ６３９（图 １Ｂ）。使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ修饰后
筛选出排名前 ２０的 ＤＥＧｓ（图 １Ｃ），包括 ＶＣＡＮ、
ＳＵＬＦ１、ＳＰＰ１、ＭＭＰ１、ＭＭＰ３、ＴＩＭＰ１、ＣＴＨＲＣ１、ＡＧＴ、
ＣＸＣＬ１、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＸＣＬ５、ＣＯＬ１２Ａ１、ＢＧＮ、ＴＨＢＳ２、
ＣＯＬ１１Ａ１、ＣＯＬ５Ａ１、ＣＯＬ１０Ａ１、ＣＯＬ５Ａ２、ＣＯＬ１Ａ２总
计１９个上调基因，以及１个下调基因ＣＸＣＬ１２。
２．２　ＤＥＧｓ相关分析　在生物学过程方面，ＤＥＧｓ
富集于细胞外基质降解、胶原蛋白分解代谢过程以

及细胞膜破坏等过程；在细胞成分方面，富集于细胞

外基质、基底膜及胶原蛋白三聚体等方面；在分子功

能方面，富集于水解酶活性和寡糖结合等功能（图

２Ａ）。ＫＥＧＧ富集分析显示，ＤＥＧｓ主要富集在
ＰＩ３ＫＡＫＴ、ＴＮＦ及ＩＬ１７等信号通路（图２Ｂ）。

２．３　ＤＤＰ耐药株细胞鉴定　对 ＨＣＴ８与 ＨＣＴ８／
ＤＤＰ进行不同浓度 ＤＤＰ处理７２ｈ，结果显示，随着
ＤＤＰ浓度的增加，ＨＣＴ８／ＤＤＰ细胞的存活率显著高
于ＨＣＴ８细胞（Ｐ＜００５）（图３Ａ）。ＨＣＴ８及ＨＣＴ８／
ＤＤＰ对ＤＤＰ的半数抑制浓度ＩＣ５０值分别为（１６２±
０３６）μｇ／ｍL和（７６８±０７２）μｇ／ｍL（图 ３Ｂ），耐药
指数为４７４，说明ＨＣＴ８／ＤＤＰ耐药性良好。
２．４　转录组测序与实验验证　通过转录组测序获
得ＨＣＴ８与ＨＣＴ８／ＤＤＰ的 ｍＲＮＡ表达谱，将结果与
此前识别的枢纽基因进行交叉分析（表２）。分析显
示，ＶＣＡＮ、ＣＯＬ５Ａ１、ＭＭＰ１、ＢＧＮ在ＨＣＴ８／ＤＤＰ中表
达高于 ＨＣＴ８，故选择这 ４种基因进行验证。经
ｑＲＴＰＣＲ检测上述ｍＲＮＡ表达水平，发现相对于正
常肠黏膜细胞，ＣＲＣ细胞中 ＶＣＡＮ表达增加，且在
ＤＤＰ耐药细胞中的表达高于 ＣＲＣ亲本株细胞；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与 ｑＲＴＰＣＲ结果一致（图 ４），因
此，选择ＶＣＡＮ基因进行后续实验。
２．５　ＶＣＡＮ与临床特征　经 ＵＡＬＣＡＮ数据库查
询，显示ＶＣＡＮ的ｍＲＮＡ水平在ＣＲＣ组织中显著高
于正常肠黏膜组织（图５Ａ）；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析
结果显示，ＶＣＡＮ高表达的患者具有更差的总生存
期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）与无复发生存时间（ｒｅｃｕｒ
ｒｅｎｃｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＲＦＳ）（图５Ｂ、５Ｃ）。随后，探讨了
ＶＣＡＮ表达与肿瘤特征和预后的关系，结果显示，

图１　ＤＥＧｓ的鉴别

Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＥＧｓ

Ａ：ＤＥＧｓｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔ；Ｂ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋ；Ｃ：Ｈｕｂｇｅｎｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ．
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图２　ＧＯ分析与ＫＥＧＧ分析

Ｆｉｇ．２　ＧＯａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＫＥＧＧａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ：ＧＯｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：ＫＥＧＧｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ．

图３　结直肠癌ＨＣＴ／ＤＤＰ的耐药性检测

Ｆｉｇ．３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＣＴ／ＤＤＰｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ

　　Ａ：ＣＣＫ８ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔａｎｄｐａｒｅｎｔａｌｓｔｒａｉｎｓ；Ｂ：ＩＣ５０ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐａｒｅｎｔａｌａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ；Ｐ＜

００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＨＣＴ８ｇｒｏｕｐ．

表２　转录组学分析中亲本细胞和耐药细胞核心基因的相对表达

Ｔａｂ．２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｒｅｇｅｎｅｓｂｅｔｗｅｅｎｐａｒｅｎｔａｌｃｅｌｌｓａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

Ｇｅｎｅｓ ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ） Ｐｖａｌｕｅ Ｇｅｎｅｓ ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ） Ｐｖａｌｕｅ
ＳＰＰ１ Ｉｎｆ ＜００１ ＭＭＰ１ ４．２７３ ＜０００１
ＶＣＡＮ １．７８８ ＜０００１ ＭＭＰ３ Ｉｎｆ ≥０．０５
ＳＵＬＦ１ －４．４５２ ＜００１ ＣＴＨＲＣ１ －３．４３７ ≥０．０５
ＴＩＭＰ１ ０．６０７ ＜０００１ ＣＸＣＬ１ －４．９７４ ＜０００１
ＡＧＴ ０．２２４ ≥０．０５ ＣＸＣＬ５ －１４．４８２ ＜０００１
ＣＯＬ１Ａ１ ０．３０２ ≥０．０５ ＣＸＣＬ１２ Ｉｎｆ ≥０．０５
ＣＯＬ１２Ａ１ －０．９８７ ≥０．０５ ＴＨＢＳ２ Ｉｎｆ ≥０．０５
ＢＧＮ １．７５０ ＜０００１ ＣＯＬ５Ａ１ ４．８１６ ＜０００１
ＣＯＬ１１Ａ１ Ｉｎｆ ≥０．０５ ＣＯＬ５Ａ２ －０．２３５ ＜０００１
ＣＯＬ１０Ａ１ １．６６６ ０．７７９ ＣＯＬ１Ａ２ －０．２４３ ≥０．０５

　　Ｉｎｆ：Ｉｎｆｉｎｉｔｙ；Ｉｎｆ：Ｉｎｆｉｎｉｔｅｓｉｍａｌ．

ＶＣＡＮ的高表达与晚期、发生于直肠或左结肠等临
床特征的ＣＲＣ患者较差的ＲＦＳ和 ＯＳ显著相关（图

５Ｄ、５Ｅ）。
２．６　ＶＣＡＮ基因功能探究　通过瞬时转染的方法
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图４　筛选基因表达验证

Ｆｉｇ．４　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｃｒｅｅｎｅｄｇｅｎｅ

　　Ａ：ｑＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｃｅｌｌｓａｎｄＣＲＣｃｅｌｌｓ；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖ

ｅｌｓｉｎＣＲＣｃｅｌｌｐａｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓａｎｄＤＤＰｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ；Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＶＣＡＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｕｃｏｓａｌｃｅｌｌｓ，ＣＲＣ

ｃｅｌｌｓ，ａｎｄＤＤＰｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ；ａ：ＮＣＭ４６０；ｂ：ＨＣＴ８；ｃ：ＨＣＴ１１６；ｄ：ＨＴ２９；ｅ：ＨＣＴ８／ＤＤＰ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣＭ４６０ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜

００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＨＣＴ８ｇｒｏｕｐ．

图５　ＶＣＡＮ的临床价值分析

Ｆｉｇ．５　ＣｌｉｎｉｃａｌｖａｌｕｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶＣＡＮ

　　Ａ：ＴｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＶＣＡＮｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｒｍａｌｍｕｃｏｓａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：ＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈＶＣＡＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｄｐｏｏｒｅｒ

ＯＳ；Ｃ：ＰａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈＶＣＡＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｄｐｏｏｒｅｒＲＦＳ；Ｄ：ＦｏｒｅｓｔｐｌｏｔｏｆＯＳ，ＨＲｖａｌｕｅｓ，ａｎｄＰｖａｌｕｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｖａｒｉａｂｌｅｓ；Ｅ：Ｆｏｒｅｓｔ

ｐｌｏｔｏｆＯＳａｎｄＲＦＳｖａｌｕｅｓａｎｄＰｖａｌｕｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｖａｒｉａｂｌｅｓ．
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在ＨＣＴ８中调控 ＶＣＡＮ的表达水平，转染后组别为
过表达组（ＯＥ）与空载对照组（ＮＣ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果表明ＶＣＡＮ过表达成功（图６Ａ）。对成功转染的
细胞分别在０、２４、４８、９６ｈ进行增殖能力检测，结果
显示ＶＣＡＮ过表达的细胞增殖能力显著增强，且差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）（图６Ｂ）；ＣＣＫ８法检测
过表达ＶＣＡＮ后细胞的药物敏感性变化，用相同浓
度ＤＤＰ处理后，ＶＣＡＮ过表达细胞耐药性明显高于
对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）（图 ６Ｃ）。
ＩＣ５０计算结果表明，对照组 ＩＣ５０值为（３４７±０８１）
μｇ／ｍL，而 ＶＣＡＮ过表达组 ＩＣ５０值为（７６８±０７２）
μｇ／ｍL，较对照组显著升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）（图６Ｄ）。
２．７　过表达ＶＣＡＮ对细胞凋亡的影响　使用流式
细胞术检测ＤＤＰ诱导的细胞凋亡，结果显示，过表
达ＶＣＡＮ基因后，与对照组相比，ＶＣＡＮ过表达细胞
的凋亡率无明显变化；在高浓度 ＤＤＰ（５０μｇ／ｍL）处
理下，ＶＣＡＮ过表达细胞的凋亡率显著降低，对照组
与 ＶＣＡＮ过表达组的凋亡率分别为（５９２６±
２５１）％和（２６０１±２７３）％。这些结果表明，过表

达ＶＣＡＮ可明显减少ＤＤＰ诱导的细胞凋亡，从而导
致细胞耐药（图 ７）。
２．８　过表达 ＶＣＡＮ对细胞周期的影响　在 ＨＣＴ８
细胞中过表达 ＶＣＡＮ基因以检测细胞周期分布情
况。结果如图８Ａ所示，相较于对照组，ＶＣＡＮ过表
达组处于Ｇ０／Ｇ１期细胞数显著降低，处于 Ｓ期细胞
数显著上升，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。而在
ＤＤＰ作用下，相对于阴性对照组，ＶＣＡＮ过表达组处
于Ｇ０／Ｇ１期的细胞数显著降低，处于 Ｇ２／Ｍ期的细
胞数显著上升（Ｐ＜００５），这提示上调 ＶＣＡＮ表达
缓解了ＤＤＰ诱导的Ｇ０／Ｇ１期阻滞（图８Ｂ）。
２．９　ＶＣＡＮ激活 ＡＫＴｍＴＯＲ通路　利用 ｃＢｉｏ
ｐｏｒｔａｌ网站获取ＶＣＡＮ共表达基因，选择Ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ
相关系数大于０７的基因，共得到５００个共表达基
因。ＫＥＧＧ富集分析显示，共表达基因主要富集于
ＰＩ３ＫＡＫＴ、Ｗｎｔ信号通路（图 ９Ａ）。与 ＤＥＧｓ的
ＫＥＧＧ富集分析进行交叉分析，结果显示 ＰＩ３ＫＡＫＴ
通路被共同富集。通过 ＧＥＰＩＡ数据库查询 ＶＣＡＮ
与ＡＫＴ相关性，结果表明在 ＣＲＣ组织中，ＶＣＡＮ与
ＡＫＴ呈正相关（图９Ｂ）。由于ＡＫＴ信号通路与细胞

图６　ＶＣＡＮ基因功能探究

Ｆｉｇ．６　ＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎｏｆＶＣＡＮｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＮｅｆｆｅｃｔ；Ｂ：ＣＣＫ８ｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｃ：ＣＣＫ８ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；Ｄ：ＩＣ５０ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＯＥｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ０μｇ／ｍLｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜

００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
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图７　过表达ＶＣＡＮ后

对ＨＣＴ８细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＶＣＡＮｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＣＴ８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＤＰ

ｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｂ：Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆ

ＶＣＡＮｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＤＤＰｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔ；Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

增殖、耐药和迁移多个生物学过程密切相关，故选择

ＡＫＴ信号通路作为后续研究。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＡＫＴ、ｍＴＯＲ及其磷酸化蛋白，结果表明 ＶＣＡＮ过表
达细胞中 ＡＫＴ、ｍＴＯＲ及其磷酸化被明显激活（图
９Ｃ），提示 ＶＣＡＮ可能通过 ＡＫＴｍＴＯＲ通路促进
ＣＲＣ细胞增殖与耐药。

３　讨论

　　中国ＣＲＣ发病率与病死率呈现逐年上升的趋
势［６］。在临床中，ＣＲＣ患者的一线治疗方案通常为
以ＤＤＰ为基础的化疗［７］。然而，随着 ＤＤＰ治疗的
进行，一些肿瘤细胞可能产生耐药性，导致治疗效果

显著下降。ＤＤＰ耐药性是多种机制共同作用的结
果，包括非编码 ＲＮＡ对靶基因的调控、细胞自噬以
及信号通路的异常激活等［８－１０］。

　　ＶＣＡＮ是一种大分子量的糖蛋白，在细胞外基
质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）形成与结构中扮演着
重要角色。ＶＣＡＮ蛋白独特的结构域使其能与其他
ＥＣＭ分子相互作用，调节细胞外基质的组成和结
构［１１］。ＶＣＡＮ与肿瘤发展和转移关系密切，它可通
过影响细胞的黏附来促进肿瘤细胞的迁移和浸润。

此外，ＶＣＡＮ也可能影响肿瘤微环境，例如通过调节
炎症反应、重塑细胞外基质结构以及影响血管生成

等方式参与ＣＲＣ的发展和侵袭［１２－１３］。因此，ＶＣＡＮ
可能成为ＣＲＣ研究的潜在治疗靶点。
　　前期通过生物信息学分析筛选显示，相较于正
常肠黏膜组织，ＶＣＡＮ在 ＣＲＣ组织中高表达。随
后，ＲＮＡｓｅｑ比对结果显示，与 ＣＲＣ亲本株细胞相
比，ＣＲＣ耐药株细胞ＨＣＴ８／ＤＤＰ中ＶＣＡＮ表达显著
上调。为进一步研究 ＶＣＡＮ在 ＣＲＣ发展与耐药中
的作用，将ＶＣＡＮ过表达质粒转染至ＨＣＴ８细胞中，
实现在 ＨＣＴ８亲本株中过表达 ＶＣＡＮ。首先采用
ＣＣＫ８检测细胞增殖，发现过表达 ＶＣＡＮ可促进
ＨＣＴ８细胞增殖。转染的细胞加入不同浓度 ＤＤＰ
后，通过 ＣＣＫ８检测细胞增殖，并结合流式细胞术
分析细胞凋亡及细胞周期分布，研究结果显示，相较

于阴性对照，ＶＣＡＮ过表达显著增强了 ＣＲＣ细胞对
ＤＤＰ的耐药性，并减少了 ＤＤＰ诱导的细胞凋亡和
Ｇ０／Ｇ１期阻滞。
　　进一步通过生物信息学预测，ＶＣＡＮ可能通过
ＡＫＴ信号通路发挥生物学功能。ＡＫＴ是ＰＩ３ＫＡＫＴ
ｍＴＯＲ通路的核心组成部分，该信号通路在促进肿

·０３６· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



图８　过表达ＶＣＡＮ后对ＨＣＴ８细胞周期影响

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＮｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＨＣＴ８ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＮｏＤＤＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：５０μｇ／ｍLＤＤＰｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＮＣ＋ＤＤＰｇｒｏｕｐ．

图９　ＶＣＡＮ对ＡＫＴｍＴＯＲ通路影响

Ｆｉｇ．９　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＣＡＮｏｎｔｈｅＡＫＴｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ
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·１３６·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ａｐｒ；６０（４）



瘤细胞增殖、生长、抑制细胞凋亡以及促进血管生成

等方面发挥重要作用，从而推动肿瘤的发展与耐

药［１４］。既往研究［１５］显示，抑制ＰＩ３ＫＡＫＴ通路可以
逆转卵巢癌的 ＤＤＰ耐药性。此外，有研究［１６］表明，

在心血管系统中 ＶＣＡＮ的积累可激活 ＡＫＴ信号通
路，从而促进心肌细胞增殖。研究表明，上调 ＶＣＡＮ
表达显著激活了ＡＫＴｍＴＯＲ通路，因此，推测ＶＣＡＮ
可能通过ＡＫＴｍＴＯＲ信号通路促进 ＣＲＣ的进展与
耐药。但ＶＣＡＮ具体的调控机制尚待进一步研究。
　　综上所述，基于生物信息学和转录组测序筛选
出ＣＲＣＤＤＰ耐药靶基因 ＶＣＡＮ；ＶＣＡＮ基因可能通
过调控ＡＫＴｍＴＯＲ通路促进ＣＲＣ发展与ＤＤＰ的耐
药性。
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