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自噬相关蛋白 ５ 在结肠癌中的表达及对结肠癌
细胞迁移及侵袭能力的影响
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(１.山东大学第二医院检验医学中心ꎬ山东 济南 ２５００３３ꎻ２.山东大学齐鲁医院检验医学中心ꎬ 山东 济南 ２５００１２)

摘要:目的　 评估自噬相关蛋白 ５(ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ꎬ ＡＴＧ５)在结肠癌中的表达及其与临床病理特征的

关系ꎬ分析 ＡＴＧ５ 对结肠癌细胞迁移及侵袭能力的影响ꎮ 方法　 运用在线分析工具 ｃＰｒｏｓｉｔｅ 分析 ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 以

及 ＡＴＧ５ 蛋白在结肠癌组织及癌旁正常组织中的表达水平ꎮ 使用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 分析 ＡＴＧ５ 表达水平对结

肠癌患者预后的影响ꎮ 免疫组织化学法检测 １００ 例结肠癌组织中 ＡＴＧ５ 表达ꎬχ２ 和 Ｆｉｓｈｅｒ̓ｓ 检验分析 ＡＴＧ５ 表达

水平与临床病理特征的相关性ꎮ 转染质粒或小干扰过表达或敲低 ＡＴＧ５ 后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测转染效率及自噬

相关标记物微管相关蛋白轻链 ３(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬ ＬＣ３)的变化ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 实验评估过表

达或敲低 ＡＴＧ５ 后结肠癌细胞的迁移及侵袭能力ꎮ 使用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库分析结肠癌中与 ＡＴＧ５ 相关的差异

表达基因ꎬ并进行基因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)分析和京都基因与基因组百科全书(ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)分析ꎮ 结果 　 结肠癌组织中 ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达水平均低于癌旁正常组织(Ｐ<
０.００１)ꎮ 低表达 ＡＴＧ５ 的结肠癌患者无复发生存期明显短于高表达 ＡＴＧ５ 的结肠癌患者(Ｐ<０.００１)ꎮ 免疫组化结

果表明ꎬ结肠癌组织中 ＡＴＧ５ 的表达水平与淋巴结转移相关ꎬ低表达 ＡＴＧ５ 的结肠癌患者更容易发生淋巴结转移

(Ｐ＝ ０.０２７)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示在 ＳＷ１１１６ 细胞中过表达 ＡＴＧ５ 后ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ增加ꎬ细胞

的迁移侵袭能力减弱(ＰＡＴＧ５ ＝ ０.００１ꎻＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ＝ ０.０４ꎻＰ迁移<０.００１ꎬＰ侵袭<０.００１)ꎻ反之ꎬ在 ＤＬＤ１ 细胞中敲低 ＡＴＧ５
后ꎬＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ降低ꎬ细胞的迁移侵袭能力增加(ＰＡＴＧ５＃１ ＝ ０.０２１ꎬＰＡＴＧ５＃２<０.００１ꎻＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃１ ＝ ０.０１３ꎬＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃２ ＝
０.０２ꎻＰ迁移<０.００１ꎬＰ侵袭 <０.００１)ꎮ ＡＴＧ５ 相关的差异表达基因富集分析结果显示ꎬ结肠癌中 ＡＴＧ５ 可能通过影响

ＤＮＡ 损伤反应、染色质重排及 Ｎｏｔｃｈ 信号通路等途径影响结肠癌的转移ꎮ 结论　 ＡＴＧ５ 在结肠癌中低表达ꎬ并与

患者淋巴结转移及预后显著相关ꎬ结肠癌细胞中 ＡＴＧ５ 能够增加细胞自噬水平并抑制细胞侵袭转移ꎬ提示 ＡＴＧ５
及其调控的自噬过程可能成为结肠癌临床治疗的新靶点ꎮ
关键词:自噬相关蛋白 ５ꎻ转移ꎻ自噬ꎻ结肠癌ꎻ微管相关蛋白轻链 ３
中图分类号:Ｒ７３５.３　 　 　 文献标志码:Ａ
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(１. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００３３ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙꎬ Ｑｉｌｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１２ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ (ＡＴＧ５) ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａ￣
ｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓꎬ ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＴＧ５ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＡＴＧ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｏｎｌｉｎｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｏｏｌ ｃＰｒｏｓｉｔｅ. Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ
ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＴＧ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ １００ ｃｏｌｏｎ
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ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＧ５ ａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ χ２ ａｎｄ Ｆｉｓｈｅｒ̓ｓ ｔｅｓｔ. ＡＴＧ５ ｗａｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｏｒ ｋｎｏｃｋｅｄ ｄｏｗｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｒ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ (ｓｉＲＮＡ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｃｈａｎｇｅｓ
ｏｆ ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ (ＬＣ３) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ ｄａｔａｂａｓｅꎬ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ)
ａｎｄ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ (ＫＥＧＧ) ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｐ<０.００１) .
Ｔｈｅ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ￣ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＡＴＧ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｈｏｒｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ＡＴＧ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０.００１) . Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｗａｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓꎬ ａｎｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｌｉｋｅｌｙ
ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｐ ＝ ０.０２７) . Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ＳＷ１１１６ ｃｅｌｌｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｗｅａｋｅｎｅｄ (ＰＡＴＧ５ ＝ ０.００１ꎻ ＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ＝ ０.０４ꎻ Ｐｍｉｇｒａｔｉｏｎ<０.００１ꎬ Ｐｉｎｖａｓｉｏｎ<０.００１) . Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙꎬ ＡＴＧ５ ｋｎｏｃｋ￣
ｄｏｗｎ ｉｎ ＤＬＤ１ ｃｅｌｌｓ ｌｅｄ ｔｏ ａ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰꎬ ａｎｄ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ (ＰＡＴＧ５＃１ ＝ ０. ０２１ꎬ ＰＡＴＧ５＃２ < ０. ００１ꎻ ＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃１ ＝ ０. ０１３ꎬ ＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃２ ＝ ０. ０２ꎻ Ｐｍｉｇｒａｔｉｏｎ < ０. ００１ꎬ
Ｐｉｎｖａｓｉｏｎ<０.００１) . ＡＴＧ５￣ｒｅｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＡＴＧ５ ｍｉｇｈｔ ａｆｆｅｃｔ ｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ
　 ＡＴＧ５ ｉｓ ｌｏｗｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ
ｐａｔｉｅｎｔｓ. ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎꎬ ｓｕｇｇｅｓ￣
ｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡＴＧ５ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｐｒｏｃｅｓｓ ｍａｙ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｅｗ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５ꎻ Ｔｕｍｏｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓꎻ Ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ Ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒꎻ Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３

　 　 结肠癌是最常见的一种消化系统恶性肿瘤ꎬ其
发生与遗传、年龄、生活习惯等多种因素紧密相

关[１]ꎮ 临床上ꎬ结肠癌的早期症状不明显ꎬ大部分

患者在发现时已进入晚期ꎬ并常伴有转移ꎬ临床治疗

效果不尽人意ꎬ亟需寻找新的治疗靶标[２￣３]ꎮ 自噬

是真核细胞内一种高度保守的生物学过程ꎬ利用溶

酶体降解衰老损伤的蛋白质及细胞器ꎬ从而维持细

胞内环境稳态[４]ꎮ 已有研究证明自噬能够参与结

肠癌的发生发展ꎬ且在结肠癌的治疗及预后的过程

中发挥着十分重要的作用[５￣７]ꎮ 自噬过程受到约 ２０
种核心自噬相关蛋白 ( ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＡＴＧ)的调控ꎬ其中自噬相关蛋白 ５(ａｕｔｏｐｈａｇｙ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＡＴＧ５)作为关键调控因子之一ꎬ可以与自噬

相关蛋白 １２ 和自噬相关蛋白 １６ 结合形成蛋白复合

物ꎬ不仅能够直接促进自噬体膜的形成ꎬ还能通过介

导微管相关蛋白轻链 ３(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬ ＬＣ３)从 ＬＣ３Ⅰ转化为 ＬＣ３Ⅱꎬ进
一步促进自噬体膜的形成[８￣１０]ꎬＡＴＧ５ 的异常表达

可导致自噬通路异常ꎮ 目前研究已经揭示了 ＡＴＧ５
在多种肿瘤如胶质母细胞瘤[１１]、胰腺癌[１２]、甲状腺

癌[１３]中的关键作用ꎬ但对于 ＡＴＧ５ 在结肠癌中的表

达水平和具体作用仍缺乏深入的了解ꎮ 因此ꎬ本研

究旨在探讨 ＡＴＧ５ 在结肠癌中的表达及其对结肠癌

细胞恶性生物学行为的影响ꎬ并预测其潜在的下游

靶点及通路ꎬ为临床治疗结肠癌提供新思路ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 资料

１.１.１　 公共数据

通过在线分析工具 ｃＰｒｏｓｉｔｅ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｃｐｒｏｓｉｔｅ.
ｃｃｒ.ｃａｎｃｅｒ.ｇｏｖ / )获得了肿瘤基因组图谱( ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓꎬ ＴＣＧＡ)数据库中 ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 在结

肠癌组织和癌旁正常组织中的表达数据ꎬ以及美国

国家癌症研究所的临床蛋白质组肿瘤分析联盟

(ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ｔｕｍｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍꎬ ＣＰＴＡＣ)
数据库中 ＡＴＧ５ 蛋白在结肠癌组织与癌旁正常组织

中的表达数据ꎮ 使用在线分析工具 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ
Ｐｌｏｔｔｅｒ 分析 ＡＴＧ５ 表达水平对结肠癌患者预后的影

响ꎮ 使用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库分析 ＣＰＴＡＣ 数据库

结肠腺癌(ｃｏｌｏｎ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＣＯＡＤ)队列中与

ＡＴＧ５ 相关的差异表达基因ꎮ
１.１.２　 组织芯片

购自上海芯超生物科技有限公司ꎬ共包含 １００
例结肠癌组织样本ꎬ所有样本均经病理组织学确诊

并分型ꎮ 本研究得到上海芯超生物科技有限公司伦
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理委员会的批准(ＳＨＹＪＳ￣ＣＰ￣１７０４００１)ꎮ
１.１.３　 主要仪器与试剂

化学发光凝胶成像仪购自美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ
倒置荧光显微镜购自德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司ꎻＤＭＥＭ
培养基和胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ ＦＢＳ)购自

美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司ꎬ基质胶购自美国 ＢＤ 公司ꎬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＡＴＧ５ 抗体购自武汉三鹰

生物技术有限公司ꎬＧＡＰＤＨ、ＬＣ３ 抗体购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬ姬姆萨染色液购自

北京索莱宝科技有限公司ꎬ免疫组化试剂盒购自丹

麦 ＤＡＫＯ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 免疫组化

组织芯片经烘片脱蜡后ꎬ放入预热的抗原修复

液中ꎬ修复完毕后放入室温的蒸馏水中使其自然冷

却ꎮ 组织芯片清洗后加入一抗ꎬ４ ℃冰箱孵育过夜ꎬ
次日加入二抗室温孵育 ４５ ｍｉｎꎬ加入二氨基联苯胺

显色ꎬ苏木素复染 １ ｍｉｎꎬ封片ꎮ 按照总评分(染色

强度及染色阳性率的乘积)对免疫组化结果进行判

读ꎬ中位数 １.３５ 为分界值ꎬ总评分<１.３５ 为低表达

组ꎬ≥１.３５ 为高表达组ꎮ 染色强度淡黄色计为 １ 分ꎬ
棕黄色计为 ２ 分ꎬ棕褐色计为 ３ 分ꎻ染色阳性率是选

取 ３ 个染色强度不同的视野ꎬ每个视野随机选取

１００ 个细胞ꎬ计 １００ 个细胞中阳性细胞所占的百分

比ꎬ最终阳性率为 ３ 个视野阳性率的平均值ꎮ
１.２.２　 细胞培养及转染

人结肠癌细胞系 ＤＬＤ１、 ＨＣＴ１１６、 ＳＷ１１１６、
ＨＴ￣２９、Ｌｏｖｏ、ＳＷ６２０、ＳＷ４８０ 均来源于中国科学院

上海生命科学研究院ꎮ 以上细胞使用 ＤＭＥＭ 培养

基(１０％ ＦＢＳ)培养ꎬ并置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

的培养箱中ꎮ 选取对数生长期的 ＳＷ１１１６ 和 ＤＬＤ１
细胞进行转染ꎮ 其中ꎬＳＷ１１１６ 细胞转染 ＡＴＧ５ 过

表达质粒及其对照质粒ꎬＤＬＤ１ 细胞转染 ＡＴＧ５ 干

扰 ＲＮＡ ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉＲＮＡ )ꎬ 包 括

ｓｉＡＴＧ５＃１、ｓｉＡＴＧ５＃２ 及对照 ｓｉＲＮＡꎮ 转染过程按照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试剂的说明书进行操作ꎬ使
用无血清培养基分别稀释转染试剂、ｓｉＲＮＡ 或质粒ꎬ
并在室温下放置 ５ ｍｉｎꎬ稀释完成后按照 １ ∶１的比例

分别将转染试剂与 ｓｉＲＮＡ 或质粒混合ꎬ并在室温下

放置 １５~２０ ｍｉｎ 后加入细胞ꎬ孵育 ６ ｈ 后更换为完

全培养基ꎬ继续培养 ４８~７２ ｈ 后收集细胞沉淀ꎮ
１.２.３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测结肠癌细胞迁移及侵袭

能力

使用 无 血 清 培 养 基 将 转 染 后 的 ＤＬＤ１ 和

ＳＷ１１１６ 细胞重悬ꎬ以每孔 ５×１０４ 个细胞的密度把

细胞分别均匀接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室和铺了基质胶

的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室中ꎮ 下室中加入 ６００ μＬ 完全培养

基ꎬ将小室置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ３６ ｈꎮ
随后ꎬ取出小室ꎬ使用甲醇固定 ３０ ｍｉｎꎬ接着使用吉

姆萨染液着色 ３０ ｍｉｎꎬ使用棉签轻轻擦除上室细胞ꎬ
最后使用显微镜拍照计数下室细胞数量ꎮ
１.２.４　 蛋白质提取以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测目的

蛋白表达水平

胰酶消化后ꎬ将待提取细胞收集于 １.５ ｍＬ 离心

管中ꎬ离心弃掉上清液ꎬ获得细胞沉淀ꎮ 根据细胞数

量向细胞沉淀中加入含有蛋白酶抑制剂 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 的
ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ４ ℃ 摇床裂解 ３０ ｍｉｎꎮ 随后ꎬ使用

１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ的转速离心 ３０ ｍｉｎꎬ吸取上清液至一个

新的 １.５ ｍＬ 离心管中ꎮ 将 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 加入上清

液中ꎬ充分混匀后ꎬ将离心管置于 ９５ ℃的金属浴中

加热 １０ ｍｉｎꎮ 配置 １２％的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳(ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｐｈａｔｅ￣ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)凝胶ꎬ将蛋白样品

加入到凝胶中进行电泳分离ꎮ 随后ꎬ将分离的蛋白

样转移到聚乙烯二醇膜上ꎬ使用脱脂奶粉室温封闭

１ ｈꎮ 接着ꎬ分别加入 ＡＴＧ５ 抗体(１ ∶１ ０００)、ＬＣ３ 抗

体(１ ∶１ ０００)和 ＧＡＰＤＨ 抗体(１ ∶１ ０００)ꎬ在 ４ ℃条件

下过夜孵育ꎮ 第 ２ 天ꎬ加入辣根过氧化物酶标记的

抗兔二抗(１ ∶５ ０００)室温孵育 １ ｈꎮ 最后ꎬ使用化学

发光液进行显色ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件ꎮ 对于数值变

量ꎬ使用 Ｓｈａｐｉｒｏ￣Ｗｉｌｋ(ＳＷ 检验)评估数据的正态分

布特性ꎬ符合正态分布的数据以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间差

异比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ多组且方差齐的数据

之间的比较采用单因素方差分析(Ｆ 检验)ꎻ不符合

正态分布的数据以中位数(四分位数间距)[Ｍ(Ｐ２５ꎬ
Ｐ７５)]表示ꎬ两组间差异比较采用 Ｍａｎｎ￣Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ
检验ꎮ 对于分类变量ꎬ理论频数≥５ 时采用 χ２ 检

验ꎬ１≤理论频数<５ 时采用连续校正 χ２ 检验ꎬ理论

频数<１ 时采用 Ｆｉｓｈｅｒ̓ｓ 精确检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异

有统计学意义(双尾)ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＡＴＧ５ 在结肠癌组织中低表达

ＴＣＧＡ 数据分析结果显示ꎬＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 在结

肠癌中[９８９.１(８ ５７８ꎬ１ １３８)]的表达水平要显著低

于癌旁正常组织[１ １７１(１ ０６４ꎬ１ ２８２)]ꎬ差异具有统
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计学意义(Ｕ＝ ２ ９０４ꎬＰ<０.００１ꎬ图 １Ａ)ꎬＫａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ
Ｐｌｏｔｔｅｒ 分析结果显示低表达 ＡＴＧ５ 的结肠癌患者其

无复发生存期明显低于高表达 ＡＴＧ５ 的患者ꎬ差异

具有统计学意义(Ｐ<０.００１ꎬ图 １Ｂ)ꎮ 进一步 ＣＰＴＡＣ

数据 分 析 发 现ꎬ ＡＴＧ５ 蛋 白 在 结 肠 癌 组 织 中

[－０.０４(－０.２０９ꎬ０.１０２ ２)]的表达水平也显著低于

癌旁正常组织[０.１２７(０.０４３ꎬ０.２０７)]ꎬ差异具有统

计学意义(Ｕ＝ ２ ５６６ꎬＰ<０.００１ꎬ图 １Ｃ)ꎮ

图 １　 ＡＴＧ５ 在结肠癌组织中低表达
Ａ:ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 在结肠癌组织及癌旁正常组织中的表达ꎻＢ:Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 分析 ＡＴＧ５ 表达水平对结肠癌无复发
生存期的影响ꎻＣ:ＡＴＧ５ 蛋白在结肠癌组织及癌旁正常组织中的表达(∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ
Ａ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓꎻ Ｂ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＴＧ５ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｎ ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ￣ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒꎻ Ｃ: Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ (∗∗∗Ｐ<０.００１) .

２.２　 ＡＴＧ５表达水平与结肠癌患者淋巴结转移相关

免疫组化染色结果表明ꎬ结肠癌组织中 ＡＴＧ５
表达水平与结肠癌患者 ＴＮＭ 分期、淋巴结转移、
微卫星不稳定显著相关(Ｐ 均<０.０５ꎬ表 １)ꎬ而与患

者的性别、年龄和病理分级等因素无关ꎮ 发生淋

巴结转移的结肠癌患者 ＡＴＧ５ 蛋白表达水平

[１.１(０.６ꎬ１.７)]显著低于无淋巴结转移的结肠癌

患者[１.４１３(１.１０６ꎬ１.８)]ꎬ差异具有统计学意义

(Ｕ ＝ ７８４.５ꎬＰ ＝ ０.０２７ꎬ图 ２Ａ 和图 ２Ｂ)ꎮ

表 １　 ＡＴＧ５ 蛋白表达情况与患者临床病理特征的关系
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＴＧ５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ

临床病理特征 低表达 高表达 总和 χ２ Ｐ
年龄 /岁(中位数 ６２.５) ０.０９４ ０.７５９
　 <６２.５ ２１ ２３ ４４
　 ≥６２.５ ２５ ３１ ５６
性别 ０.０１７ ０.８９７
　 男 ２７ ３１ ５８
　 女 １９ ２３ ４２
Ｔ 分类 １.６０７ ０.２０５
　 Ｔ１ / Ｔ２ ３ ０ ３
　 Ｔ３ / Ｔ４ ４２ ５０ ９２
Ｎ 分类 ５.２１２ ０.０２２
　 Ｎ０ ２２ ３６ ５８
　 Ｎ１ / Ｎ２ / Ｎ３ ２４ １５ ３９
Ｍ 分类 — ０.４６
　 Ｍ０ ４５ ５４ ９９
　 Ｍ１ １ ０ １
ＴＮＭ 分期 ５.３２９ ０.０２１
　 Ⅰ /Ⅱ ２１ ３５ ５６
　 Ⅲ /Ⅳ ２４ １５ ３９
肿瘤病理分级 ０.０６３ ０.８０２
　 Ⅰ /Ⅱ ４１ ５１ ９２
　 Ⅲ /Ⅳ ４ ３ ７
微卫星不稳定 ３.８４８ ０.０４９
　 微卫星稳定 ３５ ３２ ５７
　 高频微卫星不稳定 １０ ２２ ３２
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图 ２　 ＡＴＧ５ 表达水平与结肠癌患者淋巴结转移相关
Ａ:免疫组化分别检测 ＡＴＧ５ 在有淋巴结转移和没有淋巴结转移的结肠癌组织中的表达情况ꎻＢ: ＡＴＧ５ 免疫组化结果
箱线图(∗Ｐ<０.０５)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＧ５ ｗａｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
Ａ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ￣
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎻ Ｂ: Ｂｏｘ ｐｌｏｔ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ (∗Ｐ<０.０５) .

２.３　 ＡＴＧ５ 在结肠癌细胞中的表达水平

由图 ３ 可见ꎬ 结肠癌细胞 ＤＬＤ１、 ＨＣＴ１１６、
ＳＷ１１１６、ＨＴ￣２９、Ｌｏｖｏ、ＳＷ６２０、ＳＷ４８０ 中 ＡＴＧ５ 蛋

白的表达水平ꎬ其相对蛋白表达量分别为:１.０４９±
０.０１４、０. ８６７ ± ０. ０３２、０. ６１３ ± ０. ００３、０. ８４５ ± ０. ０３９、
０.８５４±０.０２１、０.７４１±０.０３１、０.７８８±０.０１８ꎬ符合正态

分布ꎮ ７ 种细胞中ꎬＡＴＧ５ 的相对蛋白表达水平均值

间差异有统计学意义 (Ｆ ＝ ３５２ꎬＰ < ０. ００１)ꎬ其中

ＤＬＤ１ 细胞的表达水平显著高于其他 ６ 种细胞系

(ＰＨＣＴ１１６ ＝ ０.０１１ꎬＰＳＷ１１１６ <０.００１ꎬＰＨＴ２９ ＝ ０.０１９ꎬＰＬｏｖｏ ＝
０.００１ꎬＰＳＷ６２０ ＝ ０.００３ꎬＰＳＷ４８０<０.００１)ꎬＳＷ１１１６ 细胞的

表达水平显著低于其他 ６ 种细胞系(ＰＤＬＤ１ <０.００１ꎬ
ＰＨＣＴ１１６ ＝ ０.０１３ꎬＰＨＴ２９ ＝ ０.０２４ꎬＰＬｏｖｏ ＝ ０.００６ꎬＰＳＷ６２０ ＝
０.０４８ ８ꎬＰＳＷ４８０ ＝ ０.００８)ꎬ因此本研究选择 ＤＬＤ１ 和

ＳＷ１１１６ 细胞进行后续敲低或过表达 ＡＴＧ５ 的相关

实验ꎮ

图 ３　 ＡＴＧ５ 在结肠癌细胞中的表达水平
Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ７ 种结肠癌细胞中 ＡＴＧ５ 的表达ꎻＢ:ＡＴＧ５ 相对表达量柱状图(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１
ｖｓ ＳＷ１１１６ꎻ＃Ｐ<０.０５ꎬ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ＃＃＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＤＬＤ１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｉｎ ７ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇꎻ Ｂ: Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＡＴＧ５ (∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ ｖｓ ＳＷ１１１６ꎻ ＃Ｐ<０.０５ꎬ ＃＃Ｐ<０.０１ꎬ ＃＃＃Ｐ<０.００１ ｖｓ ＤＬＤ１) .

２.４　 过表达 ＡＴＧ５ 增强结肠癌细胞的自噬水平并

抑制其迁移及侵袭能力

在结肠癌细胞 ＳＷ１１１６ 中分别转染 ＡＴＧ５ 过

表达质粒以及对照质粒ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显

示ꎬ与对照相比ꎬ转染 ＡＴＧ５ 过表达质粒的细胞

中ꎬＡＴＧ５ 表达水平增加 １.８９４±０.１９６ 倍ꎬ同时自

噬正相关标志物 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ增加 １. ２ ± ０. １１５

倍ꎬ差异具有统计学意义 ( ｔＡＴＧ５ ＝ ７. ８８９ꎬＰＡＴＧ５ ＝
０.００１ꎻ ｔＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ＝ ３.０１１ꎬＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ＝ ０. ０４ꎻ图 ４Ａ
和图 ４Ｂ)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示ꎬ相较于对照ꎬ
转染 ＡＴＧ５ 过表达质粒的细胞迁移数降低 ０.５２２±
０.０２６ 倍ꎬ细胞侵袭数降低 ０.４７６±０.０５９ 倍ꎬ差异

具有统计学意义( ｔ迁移 ＝ ３２.１１ꎬ ｔ侵袭 ＝ １５.２６ꎬＰ 均<
０.００１ꎬ图 ４Ｃ￣４Ｆ)ꎮ
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图 ４　 过表达 ＡＴＧ５ 增强结肠癌细胞的自噬水平并抑制其迁移及侵袭能力
Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证 ＡＴＧ５ 质粒在 ＳＷ１１１６ 细胞中的转染效率ꎬ同时检测 ＡＴＧ５ 过表达后 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ的变化ꎻ
Ｂ:ＡＴＧ５以及 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ相对表达量柱状图(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１)ꎻＣ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＡＴＧ５ 过表达后 ＳＷ１１１６ 细
胞迁移能力的变化ꎻＤ:相对细胞迁移数目的柱状图(∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻＥ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＡＴＧ５ 过表达后 ＳＷ１１１６ 细胞
侵袭能力的变化ꎻＦ:相对细胞侵袭数目的柱状图(∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＴＧ５ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅｉｒ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＴＧ５ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ ＳＷ１１１６ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＧ５ ａｎｄ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ
ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗Ｐ<０.０５ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１)ꎻ Ｃ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＳＷ１１１６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗∗∗Ｐ<
０.００１)ꎻ Ｅ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＷ１１１６ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻ Ｆ: Ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗∗∗Ｐ<０.００１) .

２.５　 敲减 ＡＴＧ５ 抑制结肠癌细胞的自噬并增强其

迁移及侵袭能力

在结肠癌细胞 ＤＬＤ１ 中转染了两条不同序列的

ｓｉＲＮＡ 来降低 ＡＴＧ５ 的表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果

显示ꎬ与对照相比ꎬ转染 ｓｉＡＴＧ５＃１ 及 ｓｉＡＴＧ５＃２ 的

细胞中ꎬＡＴＧ５ 表达水平分别降低 ０.６８４±０.１４８ 倍和

０.７７２± ０.０２９ 倍ꎬ同时自噬正相关标志物 ＬＣ３Ⅱ /
ＬＣ３Ⅰ分别下调 ０.５６２±０.１７９ 倍和 ０.４５８±０.２４９ 倍ꎬ
差异具有统计学意义( ｔＡＴＧ５＃１ ＝ ３.７０９ꎬｔＡＴＧ５＃２ ＝ １３.７９ꎬ
ＰＡＴＧ５＃１ ＝ ０. ０２１ꎬＰＡＴＧ５＃２ < ０. ００１ꎻ ｔＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃１ ＝ ４. ２４５ꎬ
ｔＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃２ ＝ ３.７６６ꎬＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃１ ＝ ０.０１３ꎬＰＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ＃２ ＝
０.０２ꎻ图 ５Ａ 和图 ５Ｂ)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示ꎬ相
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较于对照ꎬ转染 ｓｉＡＴＧ５＃１ 和 ｓｉＡＴＧ５＃２ 的细胞迁移

数分别增加 １.８７４±０.０７３ 倍和 １.６６２±０.０５ 倍ꎬ细胞

侵袭数分别增加 ２.２３２±０.０８ 倍和 ２.０７１±０.０８ 倍ꎬ差

异具有统计学意义 ( ｔ迁移＃１ ＝ ２０. ２８ꎬ ｔ迁移＃２ ＝ ２２. ９２ꎬ
Ｐ迁移均<０.００１ꎻｔ侵袭＃１ ＝ ２６.６４ꎬｔ侵袭＃２ ＝ ２３.１４ꎬＰ侵袭均<
０.００１ꎻ图 ５Ｃ￣５Ｆ)ꎮ

图 ５　 敲减 ＡＴＧ５ 抑制结肠癌细胞的自噬并增强其迁移及侵袭能力
Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证 ＡＴＧ５ ｓｉＲＮＡ 在 ＤＬＤ１ 细胞中的转染效率ꎬ同时检测 ＡＴＧ５ 敲减后 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ的变化ꎻ
Ｂ:ＡＴＧ５以及 ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ相对表达量柱状图(∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻＣ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＡＴＧ５ 敲减后 ＤＬＤ１ 细胞
迁移能力的变化ꎻＤ:相对细胞迁移数目的柱状图(∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻＥ:Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＡＴＧ５ 敲减后 ＤＬＤ１ 细胞侵袭能
力的变化ꎻＦ:相对细胞侵袭数目的柱状图(∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＡＴＧ５ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅｉｒ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
Ａ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＡＴＧ５ ｓｉＲＮＡ ｉｎ ＤＬＤ１ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＡＴＧ５ ａｎｄ ＬＣ３Ⅱ / ＬＣ３Ⅰ ｗｅｒｅ
ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻ Ｃ: Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＤＬＤ１
ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎꎻ Ｄ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻ Ｅ: Ｔｒ￣
ａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＤＬＤ１ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＡＴＧ５ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎꎻ Ｆ: Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎ￣
ｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ａ ｂａｒ ｃｈａｒｔ (∗∗∗Ｐ<０.００１) .

２.６　 结肠癌中 ＡＴＧ５共表达基因及其功能富集分析

本研 究 使 用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数 据 库 分 析 了

ＣＰＴＡＣ￣ＣＯＡＤ队列中与 ＡＴＧ５ 相关的差异表达基

因ꎬ共发现 １７ ０７６ 个与 ＡＴＧ５ 相关的差异表达基

因ꎬ其中负相关基因 １０ ６２６ 个ꎬ正相关基因 ６ ４５０ 个

(－１≤ｒ≤１ꎬＰ<０.０５ꎬ图 ６Ａ)ꎬ热图显示的是在结肠

癌中与 ＡＴＧ５ 呈正相关(图 ６Ｂ)或负相关的前 ５０ 个

基因(图 ６Ｃ)ꎮ 使用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 对这些基因进行基

因本体(ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙꎬ ＧＯ)分析和京都基因与基

因组百科全书 ( ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓꎬ ＫＥＧＧ)分析ꎬ结果显示与 ＡＴＧ５ 呈正相

关的前 ５０ 个基因主要富集于核糖核蛋白复合体生

物发生、泛素样蛋白酶活性、ＤＮＡ 损伤反应和转录

调节等过程(图 ６Ｄ)ꎬ与 ＡＴＧ５ 呈负相关的前 ５０ 个

基因主要参与转录因子活性调节、染色质编排等过

程ꎬ并在 Ｎｏｔｃｈ 信号通路中富集(图 ６Ｅ)ꎮ
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图 ６　 结肠癌中 ＡＴＧ５ 共表达基因及其功能富集分析
Ａ:结肠癌中与 ＡＴＧ５ 相关的差异表达基因火山图ꎻＢ:ＡＴＧ５ 正相关 ＴＯＰ５０ 共表达基因热图ꎻＣ:ＡＴＧ５ 负相关 ＴＯＰ５０ 共
表达基因热图ꎻＤ:ＡＴＧ５ 正相关 ＴＯＰ５０ 共表达基因的 ＧＯ / ＫＥＧＧ 富集分析ꎻＥ:ＡＴＧ５ 负相关 ＴＯＰ５０ 共表达基因的 ＧＯ /
ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＴＧ５ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ
Ａ: Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＴＧ５ ｉｎ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒꎻ Ｂ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ＡＴＧ５ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ＴＯＰ５０ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ Ｃ: Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ＡＴＧ５ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ＴＯＰ５０ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎻ Ｄ: ＧＯ /
ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＴＯＰ５０ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＡＴＧ５ꎻ Ｅ: ＧＯ / ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＡＴＧ５ ＴＯＰ５０ ｃｏ￣ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨　 论

自噬是一个高度保守的真核生物分解细胞内衰

老损伤的细胞器和蛋白质的过程ꎬ该过程产生的脂

肪酸、氨基酸等小分子物质可被细胞回收利用ꎬ用于

提供细胞生长所需的能量及原材料进而维持细胞的

正常运作[１４]ꎮ 已有研究证实自噬参与肿瘤的增殖、
转移等阶段ꎬ是肿瘤治疗的潜在靶点[１５￣１８]ꎮ

ＡＴＧ５ 是自噬过程中必不可少的关键蛋白ꎬ已
有文献报道 ＡＴＧ５ 参与了多种肿瘤的发生发展ꎮ 例

如ꎬ在胃癌中ꎬＡＴＧ５ 可以促进肿瘤细胞的增殖和转

移[１９]ꎻ在肺癌中ꎬＡＴＧ５ 能够增强肿瘤细胞对化疗

药物多西他赛的敏感性[２０]ꎮ 然而ꎬ关于 ＡＴＧ５ 在结
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肠癌中的研究ꎬ国内外报道甚少ꎮ 本研究首先从

ＴＣＧＡ 和 ＣＰＴＡＣ 数据库中分析了 ＡＴＧ５ ｍＲＮＡ 及

蛋白在结肠癌组织中的表达ꎬ结果发现ꎬ与癌旁正常

组织相比ꎬＡＴＧ５ 在结肠癌中的表达显著下调ꎮ 进

一步的生存分析发现ꎬＡＴＧ５ 低表达与结肠癌患者

的不良预后相关ꎬ提示 ＡＴＧ５ 可能参与了结肠癌的

发生发展ꎮ 为进一步明确 ＡＴＧ５ 在结肠癌发生发展

中的作用ꎬ本研究通过免疫组化实验检测了 １００ 例

结肠癌组织中 ＡＴＧ５ 的表达ꎬ分析发现ꎬＡＴＧ５ 的表

达与结肠癌患者的淋巴结转移相关ꎬ低表达 ＡＴＧ５
的患者更容易发生淋巴结转移ꎬ表明 ＡＴＧ５ 可能具

有抑制结肠癌转移的作用ꎮ 本研究进行了体外细胞

实验以验证 ＡＴＧ５ 对结肠癌细胞转移能力的影响ꎬ
将 ＡＴＧ５ 质粒以及 ＡＴＧ５ ｓｉＲＮＡ 分别转入 ＳＷ１１１６
细胞及 ＤＬＤ１ 细胞ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｉｎｇ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 验证

ＡＴＧ５ 的表达ꎬ同时检测自噬正相关标志物 ＬＣ３Ⅱ /
ＬＣ３Ⅰ的变化ꎮ 此外ꎬ通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测转染

后结肠癌细胞迁移及侵袭能力的变化ꎮ 本研究结果

显示ꎬ过表达 ＡＴＧ５ 能够上调细胞自噬水平同时抑

制结肠癌细胞的迁移及侵袭能力ꎬ而敲减 ＡＴＧ５ 则

产生相反的效果ꎮ 这证明了 ＡＴＧ５ 及其调控的自噬

过程在抑制结肠癌细胞迁移和侵袭方面的关键作

用ꎬ未来或许能通过调控 ＡＴＧ５ 及其自噬过程来开

发新的结肠癌治疗方法ꎮ
为探索 ＡＴＧ５ 影响结肠癌转移的潜在机制ꎬ本

研究使用 ＬｉｎｋｅｄＯｍｉｃｓ 数据库筛选了 ＣＰＴＡＣ￣ＣＯ￣
ＡＤ 队列中与 ＡＴＧ５ 相关的差异表达基因ꎬ并进行

了 ＧＯ / ＫＥＧＧ 富集分析ꎮ 值得注意的是ꎬ这其中与

ＡＴＧ５ 负相关的基因富集到了 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎮ
Ｎｏｔｃｈ 信号通路是一个在进化上高度保守的通路ꎬ
对细胞的增殖、分化和凋亡等过程起着至关重要的

作用[２１￣２２]ꎮ 众多研究已经证实ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路是

促进结肠癌转移的重要机制ꎬ并且与自噬之间存在

着紧密的联系[２３￣２６]ꎮ 提示在结肠癌中低表达的

ＡＴＧ５ 可能通过某些机制促进 Ｎｏｔｃｈ 信号通路中相

关基因的表达ꎬ进而增强结肠癌细胞的转移能力ꎮ 为

寻找 ＡＴＧ５ 与 Ｎｏｔｃｈ 信号通路之间的调控机制ꎬ本研

究进一步分析了结肠癌中与 ＡＴＧ５ 负相关的共表达

基因ꎬ发现 Ｍａｓｔｅｒｍｉｎｄ 样转录共激活因子 １(Ｍａｓｔｅｒ￣
ｍｉｎｄ￣ｌｉｋｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ １ꎬ ＭＡＭＬ１)和染

色质重塑复合物亚家族 Ａ 成员 ４(ＳＷＩ / ＳＮＦ ｒｅｌａｔｅｄꎬ
ｍａｔｒｉｘ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄꎬ ａｃｔｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｃｈｒｏ￣
ｍａｔｉｎꎬ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ａꎬ ｍｅｍｂｅｒ ４ꎬ ＳＭＡＲＣＡ４)均能正

向调控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路的活性ꎮ ＭＡＭＬ１ 是 Ｎｏｔｃｈ
信号通路中最为关键的共激活因子ꎬ其可以与

Ｎｏｔｃｈ 的胞内结构域相互作用ꎬ促进下游靶基因的

转录[２７]ꎻ而 ＳＭＡＲＣＡ４ 则已被发现在结肠癌中可以

与 Ｎｏｔｃｈ 蛋白的胞内结构域结合ꎬ促进下游基因的

转录ꎬ进而促进结肠癌的转移[２８]ꎮ 推测 ＭＡＭＬ１ 与

ＳＭＡＲＣＡ４ 有可能是 ＡＴＧ５ 增强 Ｎｏｔｃｈ 信号通路ꎬ
进而促进结肠癌转移的重要靶点ꎮ 然而ꎬ目前这些

结果只是初步探索ꎬ具体的调控机制还需要进一步

的实验验证ꎮ
综上所述ꎬ结肠癌组织中 ＡＴＧ５ 呈低表达ꎬ低表

达的结肠癌患者更容易发生淋巴结转移ꎬ其预后也

更差ꎮ 此外ꎬ体外实验证明 ＡＴＧ５ 低表达会降低结

肠癌细胞的自噬水平并增强结肠癌细胞的迁移侵袭

能力ꎬ具体机制有待进一步研究证实ꎮ 本研究结果

为临床治疗结肠癌提供了新的潜在靶点ꎮ
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