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·论著·

ＺＥＢ２和 ＰＴＥＮ在先天性巨结肠发生中的意义分析

谢　华　李红星　张　杰　陈　焕　耿其明　徐小群　唐维兵

【摘要】　目的　研究ＺＥＢ２和ＰＴＥＮ在先天性巨结肠中的表达情况，探讨两者在先天性巨结肠发生
中可能的调控关系。　方法　采用实时定量ＰＣＲ和蛋白电泳技术检测６４例先天性巨结肠狭窄段和扩张
段中ＺＥＢ２和ＰＴＥＮｍＲＮＡ及蛋白表达情况。采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性检验分析ＺＥＢ２和ＰＴＥＮ在先天性巨结
肠狭窄段和扩张段中表达的相关性。在体外细胞ＳＨ—ＳＹ５Ｙ中应用ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ干扰技术降低ＺＥＢ２表
达，检测其对ＰＴＥＮ表达的影响，利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验、ＣＣＫ—８实验和流式细胞仪技术检测ＺＥＢ２对细胞迁
移、增殖、周期和凋亡功能。　结果　ＺＥＢ２和ＰＴＥＮｍＲＮＡ在先天性巨结肠狭窄段的表达均比扩张段显
著增高（ＺＥＢ２：１２８２３±０１３２３ｖｓ０９８７７±０１２４９，Ｐ＝０００７３；ＰＴＥＮ：０１１３２±００１０９ｖｓ００４５９±
０００５８，Ｐ＜０００１）。ＺＥＢ２和ＰＴＥＮ在先天性巨结肠狭窄段和扩张段组织中蛋白表达与ｍＲＮＡ表达一致
（ＺＥＢ２：０７０９±００３５ｖｓ０５３１±００２７，Ｐ＝００１６６；ＰＴＥＮ：０４６６±００４７ｖｓ０２３４±００５２，Ｐ＝００２９３）。
ＺＥＢ２与ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达在巨结肠狭窄段（ｒ＝０４８，Ｐ＜０００１）和扩张段（ｒ＝０５４，Ｐ＜０００１）中均呈显著
正相关。干扰ＺＥＢ２ｍＲＮＡ表达后，体外细胞ＳＨ—ＳＹ５Ｙ的ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达显著下降，细胞增殖和
迁移能力受到显著抑制。　结论　ＺＥＢ２和ＰＴＥＮ在先天性巨结肠狭窄段中表达显著增加；ＺＥＢ２表达增
加可能是ＰＴＥＮ通过竞争性内源性ＲＮＡ机制调控后的继发性的改变。

【关键词】　ＺＥＢ２；ＰＴＥＮ；ｃｅＲＮＡ；Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ病

ＦｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｉｎＨｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ．ＸＩＥＨｕａ，ＬＩＨｏｎｇｘｉｎｇ，ＺＨＡＮＧＪｉｅ，ｅｔａｌ．Ｄｅ
ｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ＮａｎｊｉｎｇＣｈｉｌｄｒｅｎＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＮａｎｊｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ
２１０００８，Ｃｈｉｎａ．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＴＡＮＧＷｅｉｂｉｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｔｗｂｃｎ＠１６３．ｃｏｍ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 ＯｂｊｅｔｉｖｅＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｉｎＨｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ
ｄｉｓｅａｓｅ（ＨＳＣＲ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍＲＮＡｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｓｔｅｎｏｔｉｃａｎｄｅｘｐａｎｄｅｄｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆ６４ＨＳＣＲｐａｔｉｅｎｔｓｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅ
ａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＴｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｍＲＮＡｓｌｅｖｅｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＰｅａｒｓｏｎ’
ｓｔｅｓｔ．ＳｍａｌｌＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｆｏｒｅｘａｍｉｎｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄ
ＰＴＥＮｉｎＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｌｉｎｅ．Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＺＥＢ２ｉｎＳＨ
ＳＹ５ＹｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ＣＣＫ８ａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＲｅｓｕｌｔｓＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｍＲ
ＮＡ（ＺＥＢ２∶１．２８２３±０．１３２３ｖｓ０．９８７７±０．１２４９，Ｐ＝０．００７３；ＰＴＥＮ∶０．１１３２±０．０１０９ｖｓ０．０４５９±
０．００５８，Ｐ＜０．００１）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ（ＺＥＢ２∶０．７０９±０．０３５ｖｓ０．５３１±０．０２７，Ｐ＝０．０１６６；
ＰＴＥＮ∶０．４６６±０．０４７ｖｓ０．２３４±０．０５２，Ｐ＝０．０２９３）ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｌｅｖａｔｅｄｉｎＨＳＣＲｓｔｅｎｏｔｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓ，
ａｎｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）ｍｅｄｉａｔｅｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＺＥＢ２ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈｏｕｔａｆｆｅｃｔｉｎｇｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｒｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．ＢｏｔｈｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆＰＴＥＮｄｅｃｒｅａｓｅｄａｆｔｅｒａｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆ
ＺＥＢ２．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮａｒｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨＳＣＲ．ＡｎｄａｎｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＺＥＢ２ｍａｙｏｃｃｕｒ
ｔｈｒｏｕｇｈａｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＲＮＡｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＥＮ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ＺＥＢ２；ＰＴＥＮ；ｃｅＲＮＡ；ＨｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇＤｉｓｅａｓｅ

　　先天性巨结肠（ＨｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇＤｉｓｅａｓｅ，ＨＳＣＲ）是
一种复杂、与多基因表达异常有关的肠神经系统发

育异常性疾病［１］。胚胎学研究认为肠神经嵴细胞

（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｕｒａｌｃｒｅｓｔｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓ（ＥＮＣＣｓ）迁移和增
殖障碍，导致消化道远端神经节细胞缺如是先天性

巨结肠发病的主要原因。遗传学研究发现多种基因

如ＲＥＴ（ｒｅｔｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅ）、ＥＮＤＲＢ（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅＢ）、ＺＥＢ２（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒＥｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｈｏ
ｍｅｏｂｏｘ２）、ＮＲＧ１（ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ１）等与 ＨＳＣＲ发病相
关［２，３］。ＶａｎｄｅＰｕｔｔｅＴ通过 ＺＥＢ２（又称为 Ｓｍａｄｉｎ

·０７５·
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ｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＩＰ１）敲除鼠发现ＺＥＢ２缺失可以
导致肠神经嵴细胞发育障碍，提示其在 ＨＳＣＲ发生
中发挥重要作用［４］。但在 ＨＳＣＲ组织研究中发现
ＺＥＢ２的表达却呈显著升高，说明 ＺＥＢ２与先天性巨
结肠发生的关系仍需进一步探索。近年来研究发现

ＺＥＢ２与ＰＴＥＮ（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ）可共
受微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）２００家族间接调
控，形成竞争性内源性ＲＮＡ关系（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｅｎｄｏｇ
ｅｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ），参与多种肿瘤的发生［５，６］。但

ＺＥＢ２与 ＰＴＥＮ之间竞争性内源性调控机制是否参
与ＨＳＣＲ的发生尚未见报道。本研究将通过人群标
本检测、细胞生物学功能实验，探讨 ＺＥＢ２与 ＰＴＥＮ
在先天性巨结肠发生中可能的调控关系。

材料和方法

一、标本采集

６４例ＨＳＣＲ狭窄段和扩张段标本采自２０１２年
１月至２０１３年１月于南京儿童医院行手术治疗、病
理确诊为先天性巨结肠的患儿。标本一经离体，立

即收集，液氮冻存。本研究经南京医科大学附属南

京儿童医院伦理委员会批准，标本收集得到患儿监

护人知情同意。

二、ｑＲＴ—ＰＣＲ检测
将组织及细胞碾碎，按 ＴＲＩｚｏｌ使用说明提取

组织和细胞总 ＲＮＡ。目的基因引物如下表所示，
采用进行 ＰＣＲ扩增，每个样本重复３次，采用相对
定量方式计算各基因的表达，△Ｃｔ值 ＝目的基因
Ｃｔ值—内参 Ｃｔ值，计算２－△Ｃｔ值，即目的基因相对
表达量。

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ５＇－ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ－３＇

Ｒｅｖｅｒｓｅ５＇－ＧＧＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧ－３＇

ＺＥＢ２
Ｆｏｒｗａｒｄ５＇－ＣＡＡＧＡＧＧＣＧＣＡＡＡＣＡＡＧＣＣ－３＇

Ｒｅｖｅｒｓｅ５＇－ＧＧＴＴＧＧＣＡＡＴＡＣＣＧＴＣＡＴＣＣ－３＇

ＰＴＥＮ
Ｆｏｒｗａｒｄ５＇－ＴＧＧＡＴＴＣＧＡＣＴＴＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴ－３＇

Ｒｅｖｅｒｓｅ５＇－ＧＧＴＧＧＧＴＴＡＴＧＧＴＣＴＴＣＡＡＡＡＧＧ－３＇

　　三、蛋白检测
组织及细胞蛋白样品加入ＲＩＰＡ后，经１２％ＳＤＳ

－ＰＡＧＥ电泳后，转膜，一抗溶液中４℃过夜（兔抗人
ＺＥＢ２抗体、兔抗人 ＰＴＥＮ抗体和 ＧＡＰＤＨ抗体），采
用辣根酶标记的兔抗山羊ＩｇＧ为二抗，染色完成后，
采用凝胶图像分析系统扫描分析结果，以相对灰度

值代表蛋白表达量。相对 ＯＤ值 ＝ＺＥＢ２ＯＤ／ＧＡＰ

ＤＨＯＤ。
四、ｓｉＲＮＡ转染
ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞株购自上海细胞生物研究所，采

用ＤＭＥＭ高糖完全培养基，在３７℃５％ ＣＯ２培养箱
中培养。采用化学合成法构建 ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ，将 ｓｉＲ
ＮＡ—ｌｉｐｏ２０００混合液加入含有细胞以及培养液的培
养孔中，轻轻混匀，２４ｈ及４８ｈ后分别对培养好的
细胞进行ＲＮＡ及总蛋白提取。

五、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测
６孔培养的ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞转染ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ及

ｓｉＲＮＡ阴性对照后培养４８ｈ后消化。消化后用无
血清培养基调整细胞浓度为１×１０６／ｍＬ。将上述细
胞按每孔１００ｕＬ的体积接种于含有８μｍ膜 （Ｍｉｌｌ
ｐｏｒｅ，ＭＡＳＳ，ＵＳＡ）的上层小室，取２４孔细胞培养
板，每孔加入６００μＬ含有１０％胎牛血清的培养基，
上层小室置于于２４孔板的孔中。５％ＣＯ２，３７℃培
养２４ｈ将２４孔板中细胞用结晶紫染色１５ｍｉｎ。光
镜拍照，放大率４０倍，每孔拍５个视野。实验重复
三遍。

六、ＣＣＫ８检测
９６孔板培养密度为５０００～１００００／孔的转染过

ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ与 ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ的 ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞，
３７℃孵育４８ｈ。用 ＰＢＳ洗２～３遍，再加入１０μＬ
ＣＣＫ８溶液，继续培养４ｈ。终止培养，于在酶联免
疫检测仪 ＯＤ４５０ｎｍ处测量各孔的吸光值。其中
空白对照作为调零孔。

七、细胞周期和凋亡检测

① 细胞周期检测：ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞转染 ＺＥＢ２
ｓｉＲＮＡ及 ｓｉＲＮＡ阴性对照后，ＰＢＳ、乙醇各洗两遍，
加入ＰＩ和 ＲＮａｓｅＡ，用流式细胞仪测定周期。②细
胞凋亡检测：ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞转染 ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ及
ｓｉＲＮＡ阴性对照后，ＰＢＳ洗两遍，去上清，加入ＦＩＴＣ—

ＡｎｎｅｉｎＶ及ＰＩ混匀，ＰＢＳ洗２遍，上机分析。
八、统计学处理

数据处理采用Ｓｔａｔａ９２统计软件进行处理，实
时定量ＲＴ—ＰＣＲ结果相对表达量采用２—ΔＣｔ表示，
统计分析采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎｒａｎｋｓｕｍ（ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ）
检验，蛋白表达测定值和体外实验部分采用配对

Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔ检验，利用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析研究 ＺＥＢ２
与ＰＴＥＮｍＲＮＡ间的相关性。Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

结　果

一、ＺＥＢ２和 ＰＴＥＮ在 ＨＳＣＲ狭窄段和扩张段
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中的表达

实时定量 ＰＣＲ检测显示，ＺＥＢ２ｍＲＮＡ相对表
达量在 ＨＳＣＲ狭窄段中为１２８２３±０１３２３，显著
高于扩张段中的表达（０９８７７±０１２４９），ｕ＝
１７７２，Ｐ＝０００７３，（图１Ａ所示）。ＺＥＢ２蛋白在狭
窄段和扩张段的表达量分别是（０７０９±００３５和
０５３１±００２７），ｔ＝４０２６８，Ｐ＝００１６６，这与其
ｍＲＮＡ水平的表达一致（图１Ｂ）。

ＰＴＥＮｍＲＮＡ在ＨＳＣＲ狭窄段和扩张段的表达
量分别是（０１１３２±００１０９和００４５９±０００５），ｕ
＝４４２，Ｐ＜０００１（图１Ｄ）。ＰＴＥＮ蛋白在狭窄段和
扩张段的表达量分别是（０４６６±００４７和０２３４±
００５２），ｔ＝３３００９，Ｐ＝００２９３，这与其 ｍＲＮＡ水

平的表达一致（图１Ｅ）。
分别对 ＺＥＢ２和 ＰＴＥＮ在 ＨＳＣＲ狭窄段和扩张

段中的ｍＲＮＡ表达结果进行Ｐｅｒｓｏｎ相关性分析，发
现ＺＥＢ２ｍＲＮＡ表达与 ＰＴＥＮ表达均呈正相关关系
（ｒ＝０４８，Ｐ＜０００１ｖｓｒ＝０４８，Ｐ＜０００１），如图
１Ｃ和Ｆ。

二、ＺＥＢ２对神经细胞的细胞生物学功能影响
选用ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞株，分别转染 ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ

和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ后，采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ、ＣＣＫ—８和流式细
胞仪等方法检测两组细胞的迁移、增殖、周期和凋亡

变化。发现转染ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ的细胞迁移和增殖能
力均受到了显著抑制（图２Ａ、Ｂ）；而细胞周期和凋
亡没有显著变化（图２Ｃ、Ｄ）。

图１　ＺＥＢ２与ＰＴＥＮ的人群表达及两者的相关性分析结果。Ａ：ＺＥＢ２ｍＲＮＡ在 ＨＳＣＲ狭窄段的表达比扩张段显著增加。Ｂ：
ＺＥＢ２蛋白在ＨＳＣＲ狭窄段的表达比扩张段显著增加。Ｄ：ＰＴＥＮｍＲＮＡ在ＨＳＣＲ狭窄段的表达比扩张段显著增加。Ｅ：ＰＴＥＮ蛋
白在ＨＳＣＲ狭窄段的表达比扩张段显著增加。Ｃ、Ｆ：分别对 ＺＥＢ２和 ＰＴＥＮ在 ＨＳＣＲ狭窄段和扩张段中的 ｍＲＮＡ表达结果进
行Ｐｅｒｓｏｎ相关性分析，发现ＺＥＢ２ｍＲＮＡ表达与ＰＴＥＮ表达均呈正相关关系。

Ｆｉｇ．１　ＰｏｐｕｌａｔｉｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ

图２　ＺＥＢ２对体外细胞ＳＨ－ＳＹ５Ｙ生物学功能影响的研究结果。Ａ、Ｂ：转染ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ与转染ＮｅｇｅｔｉｖｅＣｏｎｒｏｌ相比，细胞迁
移和增殖功能显著受到抑制。Ｃ、Ｄ：转染ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ与转染ＮｅｇｅｔｉｖｅＣｏｎｒｏｌ相比，细胞周期和凋亡检测没有显著差异。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＺＥＢ２ｕｐｏｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｉｎｖｉｔｒｏ
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　　三、ＺＥＢ２与ＰＴＥＮ之间表达调控
选用ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞，分别转染 ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ和

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ后，发现细胞 ＰＴＥＮｍＲＮＡ和蛋白表达
都显著下降（图３Ａ和Ｂ）。

图３　　ＺＥＢ２与 ＰＴＥＮ之间的表达调控研究结果。Ａ：
ＺＥＢ２干扰ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞后 ＰＴＥＮｍＲＮＡ表达显著下降。
Ｂ：ＺＥＢ２干扰ＳＨ—ＳＹ５Ｙ细胞后ＰＥＴＮ蛋白表达显著下降。
Ｆｉｇ．３　ＭｕｔｕａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＺＥＢ２ａｎｄＰＴＥＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ

讨　论

ＺＥＢ２是由 ＷａｋａｍａｔｓｕＮ［７］等首次报道其突变
能够导致ＨＳＣＲ。ＨｉｇａｓｈｉＹ［８］等发现 ＺＥＢ２敲除鼠
缺失肠神经嵴细胞的前体细胞—听泡后方的迷走神

经嵴细胞，从而使小鼠呈现出 ＨＳＣＲ的表型。这些
研究均提示缺失ＺＥＢ２将导致消化道神经节细胞缺
如，引起 ＨＳＣＲ的发生。然而，ＷｕＭｅｉ［９］等报道
ＨＳＣＲ狭窄段中 ＺＥＢ２基因呈高表达状态。这与
ＺＥＢ２缺失导致ＨＳＣＲ的现象不符，提示 ＺＥＢ２的表
达异常与ＨＳＣＲ发病仍有未知的原因。本研究通过
人群样本研究发现ＺＥＢ２ｍＲＮＡ和蛋白在先天性巨
结肠狭窄段中表达较对照组中显著增加，也证明

ＺＥＢ２的异常高表达与 ＺＥＢ２基因敲除鼠能够呈现
出先天性巨结肠表型相矛盾。神经细胞生物学功能

研究证实低ＺＥＢ２表达能够导致神经细胞迁移和增
殖功能下降，这与ＺＥＢ２基因敲除鼠模型结果一致。

基因表达受到转录水平和转录后水平多环节调

控。竞争性内源性 ＲＮＡ概念（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｅｎｄｏｇｅ
ｎｏｕｓＲＮＡ，ｃｅＲＮＡ）是新近提出的基因转录后调控的
一种方式［１０］。ＣｅＲＮＡ是在研究 ｌｎｃＲＮＡ作用机制
时被发现，即ｌｎｃＲＮＡ可行使“海绵”作用，吸附ｍｉＲ
ＮＡ，而这些 ｍｉＲＮＡ不能使本应该受到调控的 ｍＲ
ＮＡ降解，从而ｌｎｃＲＮＡ在转录后水平调控ｍＲＮＡ的
表达［１１］。研究证实，ｍＲＮＡ—ｍＲＮＡ间也可形成竞争
性内源性 ＲＮＡ关系，即两个 ｍＲＮＡ都受同一 ｍｉＲ
ＮＡ的调控，那么其中一条 ｍＲＮＡ可以行使“海绵”
作用，吸附ｍｉＲＮＡ，而这些 ｍｉＲＮＡ不能使得本应该
受到调控的另一条 ｍＲＮＡ降解，从而形成两条 ｍＲ
ＮＡ之间相互调控关系［１２］。其中研究明确的有

ＺＥＢ１—ＺＥＢ２、ＰＴＥＮ—ＺＥＢ２等［１３，１４］。对肝癌、胃癌等

多种肿瘤的研究发现，ＰＴＥＮ可以通过 ｍｉＲ—２００家
族调控ＺＥＢ２的表达，在肿瘤发生转移的过程中起
着重要作用［５，６］。本课题组在前期研究中发现 ｍｉＲ
—２００家族中 ｍｉＲ—２００ａ可以调控 ＰＴＥＮ表达，参与
先天性巨结肠的发生［１５］。因此在发现 ＺＥＢ２在
ＨＳＣＲ中的表达和 ＺＥＢ２对神经细胞的生物学功能
不一致后，ＺＥＢ２与 ＰＴＥＮ之间的 ｃｅＲＮＡ调控，即
ＺＥＢ２与ＰＴＥＮ之间以ｍｉＲ—２００家族媒介形成相互
调控关系，可能为 ＺＥＢ２在人群中呈高表达的状态
提供了解释。

对体外神经细胞转染 ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ，结果显示
ＺＥＢ２低表达能够使得细胞迁移和增殖功能下降，同
时引起ＰＴＥＮ的表达下降。ＰＴＥＮ在多种肿瘤中被
证实为抑癌基因，它的表达下降可以促进提示了肿

瘤细胞迁移和增殖功能［１６－１８］。本课题组前期研究

也证实了ＰＴＥＮ表达下降可以促进神经细胞迁移和
增殖能力［１５］。本研究中低 ＺＥＢ２表达能够导致神
经细胞迁移和增殖功能下降与ＺＥＢ２基因敲除鼠模
型一致，因此ＰＴＥＮ在神经细胞转染ＺＥＢ２ｓｉＲＮＡ后
也呈现出的低表达状态，可能是 ＰＴＥＮ与 ＺＥＢ２之
间可能存在竞争性内源性 ＲＮＡ的关系所致。人群
中ＰＴＥＮ与ＺＥＢ２ｍＲＮＡ的表达呈现出显著正相关
关系，进一步提示了上述可能性，即ＰＴＥＮ通过ｃｅＲ
ＮＡ的方式，使得 ＺＥＢ２继发性地呈现高表达状态。
然而基因的异常表达受到多环节的调控，是否有其

他机制如在ＺＥＢ２转录和翻译层面上的调控尚不清
楚，仍需进一步研究。

综上所述，我们发现了 ＺＥＢ２在 ＨＳＣＲ人群中
呈高表达状态，且其与神经细胞生物学功能的影响

之间的矛盾可能是其受 ＰＴＥＮ转录后调节的缘故，
为ＺＥＢ２在巨结肠狭窄段中的表达异常提供了新的
解释。
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