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联合应用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 寻找 ＦＯＸＱ１
转录因子的下游靶基因
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摘　 要：结直肠癌（Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是一种全球高发的恶性肿瘤，发病原因复杂且预后较差。 近年来发现叉头框 Ｑ１
（Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｑ１， ＦＯＸＱ１）基因作为一类核转录因子在结直肠癌中高表达，可控制下游基因转录活性。 本实验拟探究 ＣＲＣ
细胞中 ＦＯＸＱ１ 的转录调控功能并寻找其下游基因。 方法：（１）构建低表达 ＦＯＸＱ１ 基因的稳定转染 ＣＲＣ 细胞株；（２）应用

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 检测 ＦＯＸＱ１ 敲低前后表达量显著差异的基因；（３）应用转座酶可接近性核染色质区域测序分析（Ａｓｓａｙ ｆｏｒ Ｔｒａｎｓ⁃
ｐｏｓａｓｅ－Ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｕｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ）检测 ＦＯＸＱ１ 敲低前后细胞染色质易接近性的变化；（４）进一步对

ＦＯＸＱ１ 敲低前后的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 数据进行一系列生物信息学分析，寻找 ＣＲＣ 中 ＦＯＸＱ１ 转录调控的潜在下游基因。
结果：应用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 筛选出了敲低 ＦＯＸＱ１ 后表达显著差异的基因 ＥＩ２４、ＴＬＲ２、ＳＭＡＤ３，通过联合分析两细胞系的测序结果，发
现 ＦＯＸＱ１ 基因敲低后，在 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 两个细胞系中染色质易接近性均增强且表达量均上调的基因有 ６１ 个，染色质易接

近性均减弱且表达量均下调的基因有 ７０ 个，且 ＥＩ２４、ＴＬＲ２、ＳＭＡＤ３ 基因均位于重叠分析结果中，其中 ＴＬＲ２、ＳＭＡＤ３ 基因的染

色质区域有明显变化，而 ＥＩ２４ 基因的染色质区域变化不明显。 通过代谢通路分析找到了 ＥＩ２４、ＴＬＲ２、ＳＭＡＤ３ 基因所富集的代

谢通路。 其中 ＳＭＡＤ３、ＴＬＲ２ 基因在炎症性肠病（ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ ， ＩＢＤ）通路中显著富集。 ＥＩ２４ 基因在 ｐ５３ 信号通

路（ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）通路中显著富集。 结论：基于染色质易接近性的变化和转录水平的研究发现：敲低 ＦＯＸＱ１ 基因对

ＣＲＣ 细胞系中染色质的开放情况有较大的影响，且影响 ＦＯＸＱ１ 转录调控的下游基因的表达。 找到了 ＦＯＸＱ１ 敲低后在

ＳＷ４８０、ＤＬＤ１ 中均发生变化的基因，为丰富 ＦＯＸＱ１ 转录因子的下游调控网络提供了研究基础。
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（１． Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｈｏｏｌ， Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０５０４， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，

Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ， Ｆｉｒｓｔ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，
Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５００３２， Ｃｈｉｎａ； ３． Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｚｏｏｌｏｇｙ． ＣＡＳ， Ｋｕｎｍｉｎｇ ６５０２２３， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ （ＣＲＣ） ｉｓ ａ ｋｉｎｄ ｏｆ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｗｏｒｌｄ， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ
ｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄ ｃａｕｓｅｓ ａｎｄ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ． Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ， Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｑ１ （ＦＯＸＱ１） ｇｅｎｅ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ＣＲＣ ａｓ ａ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ． Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｓ ａｉｍｓ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＯＸＱ１ ｉｎ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｉｔｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｉｎｃｌｕｄｅ １） ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ



ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ＦＯＸＱ１ ｇｅｎｅ， ２） ａｐｐｌｙｉｎｇ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＯＸＱ１， ３） ａｓｓａｙｉｎｇ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ⁃Ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｕｓｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
（ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ） ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＯＸＱ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ； ａｎｄ ４）
ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｔｈｅ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ａｎｄ ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ｄａｔａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ＦＯＸＱ１
ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｔｏ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ＦＯＸＱ１ ｉｎ ＣＲＣ． ＥＩ２４， ＴＬＲ２， ａｎｄ ＳＭＡＤ３ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ
ｐｉｃｋｅｄ ｏｕｔ ｕｓｉｎｇ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ， ｗｈｉｃｈ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｊｏｉｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＦＯＸＱ１， ｔｈｅｒｅ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ６１ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｂｏｔｈ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ＤＬＤ１ ａｎｄ ＳＷ４８０， ａｎｄ ７０ ｇｅｎｅｓ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ＥＩ２４， ＴＬＲ２， ａｎｄ ＳＭＡＤ３ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ２ ａｎｄ ＳＭＡＤ３ ｇｅｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈａｔ ｏｆ ＥＩ２４ ｇｅｎｅ ｄｉｄ
ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ＥＩ２４， ＴＬＲ２， ａｎｄ ＳＭＡＤ３ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｂｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ． ＳＭＡＤ３ ａｎｄ ＴＬＲ２ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ Ｂｏｗｅｌ Ｄｉｓｅａｓｅ （ ＩＢＤ）
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ＥＩ２４ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ
ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ， ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｔｈｅ ＦＯＸＱ１ ｇｅｎｅ ｈａｄ ａ ｇｒｅａｔ
ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｏｐｅｎｉｎｇ ｉｎ ＣＲＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｉｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＦＯＸＱ１
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ． Ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｃｈａｎｇｅｄ ｉｎ ＳＷ４８０ ａｎｄ ＤＬＤ１ ａｆｔｅｒ ＦＯＸＱ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ， ｗｈｉｃｈ
ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｅｎｒｉｃｈｉｎｇ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ＦＯＸＱ１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ； ＲＮＡ⁃ｓｅｑ； Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

　 　 结直肠癌（Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）是一种由多

致病因素导致且预后很差的恶性消化道肿瘤，是世

界第三大常见肿瘤，其死亡率在所有癌症中居于第

四位（位于肺癌、肝癌、胃癌之后） ［１］。 叉头框 Ｑ１
（Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｑ１，ＦＯＸＱ１）是叉头框（Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ，
ＦＯＸ）基因家族的成员之一，基因定位于 ６ｐ２３－２５，
编码含 ４０３ 个氨基酸的 ＦＯＸＱｌ 蛋白，作为一类核转

录因子，可以稳定结合到靶基因启动子区域的 ＧＣ
盒等核心元件，控制下游基因转录活性从而发挥生

物效应［２］。 ２０１０ 年 Ｋａｎｅｄａ 等［３］ 研究发现 ＦＯＸＱ１
在 ＣＲＣ 中异常高表达，近年来大量研究亦证实

ＦＯＸＱ１ 在卵巢癌、乳腺癌、膀胱移形细胞癌、胃癌、
肝癌、非小细胞肺癌和神经脑胶质瘤等多种肿瘤中

异常表达［４－６］，与多种肿瘤的发生、发展密切相关，
在许多肿瘤中具有明确的促肿瘤生长转移的功能。
因此，鉴定新的 ＦＯＸＱ１ 下游靶基因，丰富由 ＦＯＸＱ１
参与并介导的信号通路信息，有望为肿瘤的靶向治

疗提供新的靶点。
ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 是一种检测染色质易接近性的测序

方法，可以检测样本间染色质易接近性的变化情况。
ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 只需要很少的细胞（５０ ０００ 个）就能检测

基因组中所有活跃的调控序列［７］，ＤＮＡ 探针（作为

转座子发挥作用）通过酶促反应（转座酶 Ｔｎ５）被整

合到基因组的开放区域，然后通过测序来鉴定这些

区域［８］。 本实验联合应用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 与 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 寻

找由 ＦＯＸＱ１ 敲低引起的染色质易接近性改变所导

致的表达改变基因，即 ＦＯＸＱ１ 转录因子调控的潜在

下游基因。

１　 材料和方法

１．１　 细胞、仪器和试剂

　 　 本实验所用细胞系均购于中科院上海细胞库，
ＤＭＥＭ 高糖培养液、ＲＰＭＩ １６４０ 培养液购于美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公 司， 胎 牛 血 清 购 于 美 国 Ｇｉｂｃｏ 公 司。
Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ 购于北京索莱宝科技有限公司，ＦＯＸＱ１ 一

抗购于 ａｂｃａｍ 公司，ＨＲＰ⁃Ｒｂ⁃ａｎｔｉ⁃ｇｏａｔ 二抗购于 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， β⁃ａｃｔｉｎ 一抗、 ＨＲＰ⁃ｇｏａｔ⁃
ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ 二抗均购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司。 ＲＮＡｚｏｌ ＲＴ
ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 购于美国 ＭＲＣ 公司，引物由宝

生物工程有限公司合成。 核酸定量仪为 Ｔｈｅｒｍｏ 公司

产品，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ 实时荧光定量仪为 Ｒｏｃｈｅ 公司

产品，ＷＢ 垂直基础电泳仪为伯乐公司产品。
１．２　 方法

１．２．１　 实验分组

　 　 根据课题组前期工作并结合文献报道，选取在

ＣＲＣ 细胞系中 ＦＯＸＱ１ 表达量较高的 ＳＷ４８０ 和

ＤＬＤ１ 细胞系进行 ＦＯＸＱ１ 基因的敲低实验，实验分

为两组共 ４ 株细胞。 ＦＯＸＱ１ 基因敲低组：ＳＷ４８０⁃
ｓｈＦＯＸＱ１ 和 ＤＬＤ１⁃ｓｈＦＯＸＱ１； 对 照 组： ＳＷ４８０⁃
ｓｈＣｏｎｔｒｏｌ 和 ＤＬＤ１⁃ｓｈＣｏｎｔｒｏｌ。
１．２．２　 ＦＯＸＱ１ 基因低表达稳定细胞系的构建

１．２．２．１　 慢病毒表达质粒的构建、筛选与扩增

根据 ＦＯＸＱ１ 序列，得到 ｓｉＲＮＡ 靶序列，设计合
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成 ３ 对 ｓｈＲＮＡ 干扰序列（见表 １），命名为 ｓｈＲＮＡ⁃
Ａ、 ｓｈＲＮＡ⁃Ｂ、 ｓｈＲＮＡ⁃Ｃ， 并 设 计 一 条 对 照 序 列

ｓｈＲＮＡ⁃ｃｏｎｔｒｏｌ；应用 Ａｄｄｇｅｎｅ 的 ｐＳＰＡＸ２ 慢病毒包

装系统，ＰＬＫＯ．１⁃ｐｕｒｏ⁃ｓｈＦＯＸＱ１ 质粒包装构建获得

ｌｅｎｔｉ⁃ｓｈＦＯＸＱ１ 慢病毒，每组重组质粒经测序鉴定无

误后，用去内毒素大提试剂盒提取质粒，测浓度；酶
切鉴定无误后，在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中扩增，之后用 ＬＢ
培养基筛选、扩增［９］。

表 １　 ｓｈＲＮＡ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ｓｈＲＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｔｈｅ ｎａｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ Ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５＇ｔｏ３＇）

ｓｈＲＮＡ⁃Ａ Ｆ ＣＣＧＧＣＴＣＣＡＴＣＡＡＡＣＧＴＧＣＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＧＧＣＡＣＧＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＲＮＡ⁃Ａ Ｒ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＴＣＣＡＴＣＡＡＡＣＧＴＧＣＣＴＴＡＣＴＣＧＡＧＴＡＡＧＧＣＡＣＧＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧ
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂ Ｆ ＣＣＧＧＧＣＴＡＴＴＧＡＣＣＧＡＴＧＣＴＴＣＡＣＴＣＧＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴＣＧＧＴＣＡＡＴＡＧＣＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＲＮＡ⁃Ｂ Ｒ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＴＡＴＴＧＡＣＣＧＡＴＧＣＴＴＣＡＴＴＣＴＣＧＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴＣＧＧＴＣＡＡＴＡＧＣ
ｓｈＲＮＡ⁃Ｃ Ｆ ＣＣＧＧＴＣＴＴＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＧＴＧＡＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＴＣＡＣＡＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＡＧＴＴＴＴＴＧ
ｓｈＲＮＡ⁃Ｃ Ｒ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＴＴＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＧＴＧＡＴＴＣＴＣＧＡＧＡＡＴＣＡＣＡＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＡＧＡＡ

１．２．２．２　 慢病毒的感染及阳性细胞的筛选

将待感染的 ＳＷ４８０ 和 ＤＬＤ１ 细胞铺在 ２４ 孔板

中培养，生长密度达 ７０％ ～ ８０％时将病毒浓缩液加

至细胞中，培养 １２ ～ １５ ｈ 后更换为完全培养基。 待

细胞长满时，将 ２４ 孔板中的细胞传代至六孔板中进

行初步扩大培养，并加入含有１ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素的

培养基筛选阳性细胞。 筛选获得的阳性细胞分别应

用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＷＢ 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平验证

ＦＯＸＱ１ 基因的敲低效率［１０］。
１．２．３　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
１．２．３．１　 收集细胞

　 　 将稳定转染的细胞传代培养稳定生长后，分别

收集生长状态良好的 ＤＬＤ１、ＳＷ４８０ 基因敲低组与

对照组细胞进行后续 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 实验。
１．２．３．２　 ＲＮＡ 的提取和检测

提取基因敲低组与对照组细胞总 ＲＮＡ，用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测所提总 ＲＮＡ 的浓度和纯度后用

琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ 的完整性，最后利用

Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ 测定 ＲＩＮ 值。
１．２．３．３　 ＲＮＡ 的富集和测序

使用结合有 ｐｏｌｙ⁃Ｔ 寡核苷酸的磁珠从总 ＲＮＡ
中分离出含有 ｐｏｌｙ⁃Ａ 的 ｍＲＮＡ，加入片段化缓冲剂

将其打成片段，将片段化的 ｍＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ
并纯化；经末端修复、ｐｏｌｙ⁃Ａ 添加、测序接头连接及

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 筛选后得出大小合适的片段，进
行 ＰＣＲ 扩增，建立测序文库并进行文库质控［１１］。
１．２．３．４　 上机测试。

对构建合格的测序文库进行双末端（Ｐａｉｒｅｄ⁃ｅｎｄ）
测序，本测序实验组和对照组均设置了三次生物学重

复，测序工作由上海嘉因生物科技有限公司完成。
１．２．３．５　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 的数据分析

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据下机后首先进行空载去除、接头

去除等数据预处理后产出原始数据，紧接着利用

ＦａｓｔＱＣ 软件进行数据质量控制，利用生物信息学软

件 ＳＴＡＲ、ＨＴＳｅｑ 和 ＤＥＳｅｑ２ 对测序结果进行参考序

列比对、表达量统计、差异基因筛选等分析［１２－１４］，并
通过 Ｒ 软件绘制基因聚类分析图、火山图等。 分别

建立 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 细胞 ＦＯＸＱ１ 敲低前后的转

录谱。
１．２．４　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ
１．２．４．１　 收集细胞

分别收集 ＤＬＤ１、ＳＷ４８０ 基因敲低组和对照组

细胞，计数 ５０ ０００ 个细胞，离心去上清后依次用预

冷的 ＰＢＳ、ｌｙｓｉｓ ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞 ５００ｇ，４ °Ｃ 离心去除

上清液，立即进行转座反应［１５］。
１．２．４．２　 转座反应与纯化

确保细胞始终置于冰上，配置转座反应体系悬

浮细胞，３７ °Ｃ孵育３０ ｍｉｎ，立即用 Ｑｉａｇｅｎ ＭｉｎＥｌｕｔｅ
ＰＣＲ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 纯化 ＤＮＡ，之后用１０μｌ ｅｌｕｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ 洗脱。
１．２．４．３　 ＰＣＲ 扩增

配置 ＰＣＲ 反应体系循环扩增，之后用 Ｑｉａｇｅｎ
ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 纯化 ＤＮＡ［８］。
１．２．４．４　 上机测试

库检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标

下机数据量的需求合并后进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序。
测序基于边合成边测序（Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｂｙ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）的
原理进行，在序的流动池中加入四种荧光标记的

ｄＮＴＰ、ＤＮＡ 聚合酶以及接头引物进行扩增，在每一

个测序簇延伸互补链时，每加入一个被荧光标记的

ｄＮＴＰ 就能释放出相对应的荧光，测序仪通过捕获

荧光信号，并通过计算机软件将光信号转化为测序

峰，从而获得待测片段的序列信息。 本测序实验由

上海嘉因生物科技有限公司完成。
１．２．４．５　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 的数据分析

首先对 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 下机数据进行预处理，如
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ＦａｓｔＱＣ 质量控制，去除 ｄｕｐｌｉｃａｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，去 除

ｂｌａｃｋｌｉｓｔ ｒｅａｄｓ［１６］，原始序列比对，比对后去除重复序

列和细胞器序列等，再利用生物信息学软件 ＢＷＡ、
Ｍａｃｓ２、Ｈｏｍｅｒ、Ｄｅｅｐ ｔｏｏｌｓ 等对 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 测序结果进

行参考序列比对分析、差异结合位点检测、特征峰在

全基因组上的分布注释等，建立 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 细胞

ＦＯＸＱ１ 敲低前后的染色质易接近性变化图谱。
１．２．５　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 和 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 数据的关联分析

分别将 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 两个细胞系中 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
的差异基因和 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 的差异表达峰进行关联分

析，得到两组关联分析结果，以明确两组细胞中染色

质易接近性变化区域对下游基因的调控功能，并找

出每种细胞实验组与对照组相比差异染色质易接近

性区域可能调控的下游基因。
１．２．６　 两个细胞系关联分析数据的重叠分析

从 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 的关联分析结果中找出两

细胞共有的重叠部分，即获得 ＦＯＸＱ１ 敲低后引起的

染色质易接近性改变所导致的表达改变基因。

１．２．７　 代谢通路分析

将重叠分析结果中所获基因基于代谢通路数据

库 （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）进行代谢通路注释，得到注释基因参与的所

有代谢通路名称，采用 Ｆｉｓｈｅｒ 检验计算代谢通路的

显著性水平（Ｐ＜０．０５），从而筛选出注释基因富集的

显著性代谢通路［１７］。

２　 结果分析

２．１　 在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平验证 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０
细胞中 ＦＯＸＱ１ 的敲低效率

　 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＷＢ 实验结果（见图 １）表明成功构

建了 ＦＯＸＱ１ 基因敲低组 ＤＬＤ１⁃ｓｈ⁃ＦＯＸＱ１、ＳＷ４８０⁃
ｓｈ⁃ＦＯＸＱ１ 以及对照组 ＤＬＤ１⁃ｓｈ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 和 ＳＷ４８０⁃
ｓｈ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ。 ＦＯＸＱ１ 基因敲低组在 ｍＲＮＡ 和蛋白水

平与对照组相比 ＦＯＸＱ１ 基因的表达量均显著降低

（∗∗∗Ｐ＜０．００１）。

图 １　 稳定低表达 ＦＯＸＱ１ 的 ＤＬＤ１ 和 ＳＷ４８０ 细胞验证（∗∗∗Ｐ＜０．００１）
Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＦＯＸＱ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｉｎ ＤＬＤ１ ａｎｄ ＳＷ４８０ ｃｅｌｌｓ ｗｈｉｃｈ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ＦＯＸＱ１

ｇｅｎｅ ｓｔｅａｄｉｌｙ （∗∗∗Ｐ＜０．００１）

２．２　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
　 　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果表明，ＤＬＤ１ 细胞 ＦＯＸＱ１ 基因敲

低组与对照组相比表达显著上调的基因有 ２１５ 个，
表达显著下调的基因有 １３１ 个；ＳＷ４８０ 细胞 ＦＯＸＱ１
敲低组与对照组相比表达显著上调的基因有 １７１
个，表达显著下调的基因有 ３５８ 个（表达差异基因

的筛选阈值为 ＦＤＲ＜０．０５， ｌｏｇ２ＦＣ＞１）。 对这些表达

显著差异基因进行分析，发现在 ＦＯＸＱ１ 基因敲低

后，与侵袭、自噬相关的 ＥＩ２４ 基因在表达下调基因

中位居前列，与先天免疫应答和炎症反应相关的

ＴＬＲ２ 基因以及与迁移相关的 ＳＭＡＤ３ 基因在表达上

调的基因中位居前列。 推测这些基因的表达改变与

ＣＲＣ 的发生、侵袭、发展等密切相关，将进一步结合

ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 分析这几种基因在 ＦＯＸＱ１ 敲低后，染色

质开放区域的变化情况（见图 ２）。
２．３　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ
　 　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 结 果 表 明 ＤＬＤ１⁃ｓｈＦＯＸＱ１ 组 有

３９ １４６ 个特征峰，ＤＬＤ１⁃ｓｈＣｏｎｔｒｏｌ 组有４９ ３８１ 个特

征峰，其中，基因敲低组与对照组相比染色质易接近

性增强的差异表达峰有２ ３８５ 个，染色质易接近性

减弱的差异表达峰有６ ２０５ 个。ＳＷ４８０⁃ｓｈＦＯＸＱ１ 组

有３８ ９６２ 个特征峰，ＳＷ４８０⁃ｓｈＣｏｎｔｒｏｌ 组有４２ ２４４ 个

特征峰，其中，基因敲低组与对照组相比染色质易接

近性增强的差异表达峰有４ ５６３ 个，染色质易接近

性减弱的差异表达峰有３ ７３３ 个（见图 ３）。
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图 ２　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 基因聚类分析和火山图

Ｆｉｇ．２　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ

图 ３　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 分析图

Ｆｉｇ．３　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ａｎａｌｙｓｉｓ
注：（ａ）左侧最高峰代表无核小体片段，对应开放的染色质区域，右侧是单核小体峰，同时具有非核小体片段和单核小体片段说明数据质量良

好；（ｂ）回帖序列主要富集在转录起始区（ＴＳＳ）；（ｃ）ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 序列主要富集在峰中心附近，说明数据良好；（ｄ）将注释结果在全基因组功能性

区域上的分布进行统计分析，根据其分布了解结合位点可能具有的功能。
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２．４　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 与 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 的关联分析

　 　 本实验将 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 结果中的差异基因和

ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 结果中差异染色质开放区域进行关联分

析，预测由 ＦＯＸＱ１ 基因敲低所导致的染色质开放区

域改变引起的转录因子的结合能力的改变，及最终

导致下游基因的表达上调或下调。 结果显示，ＤＬＤ１

染色质易接近性减弱区域对下游基因表达具有抑制

作用（见图 ４（ ａ））；染色质易接近性增强区域对下

游基因表达具有促进作用（见图 ４（ｂ））。 在 ＳＷ４８０
细胞 中 也 观 察 到 相 同 的 结 果 （ 见 图 ４ （ ｃ ）、
图 ４（ｄ）） ［４］。

图 ４　 染色质功能预测

Ｆｉｇ．４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

注：红线代表上调基因，紫线代表下调基因，黑色虚线代表没有表达改变的基因作为背景。

２．５　 ＳＷ４８０ 与 ＤＬＤ１ 关联分析结果的重叠分析

　 　 将两个细胞系的关联分析结果基因进行重叠分

析。 重叠部分为在两种细胞中染色质易接近性变化

相同且调控的表达量变化趋势相同的基因。 其中，
ＤＬＤ１ 细胞系中染色质易接近性减弱区域调控的下

调基因有１ ４３６ 个，ＳＷ４８０ 细胞系中染色质易接近性

减弱区域调控的下调基因有 ４０７ 个（见图 ５），两细

胞系染色质易接近性减弱区域共同调控的表达下调

基因有 ７０ 个。 ＤＬＤ１ 细胞系中染色质易接近性增强

区域调控的上调基因有 ７９２ 个，ＳＷ４８０ 细胞系中染

色质易接近性增强区域调控的上调基因有 ５３１ 个

（见图 ５），两细胞系染色质易接近性增强区域共同

调控的表达上调基因有 ６１ 个。
　 　 在这两个细胞的交集基因中发现 ＥＩ２４、ＴＬＲ２、
ＳＭＡＤ３ 基因也在其中，所以观察这些基因在染色质

易接近性方面发生的变化（见图 ６ ～ 图 ８）。 其中，
ＴＬＲ２、ＳＭＡＤ３ 基因在 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 数据中基因敲低组

与对照组相比染色质区域有较为明显的变化，而
ＥＩ２４ 基因的染色质区域变化很弱。
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图 ５　 ＳＷ４８０ 与 ＤＬＤ１ 关联分析结果的重叠分析

Ｆｉｇ．５　 Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＳＷ４８０ ａｎｄ ＤＬＤ１

图 ６　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＥＩ２４ 基因比对

Ｆｉｇ．６　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＥＩ２４ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

图 ７　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＴＬＲ２ 基因比对

Ｆｉｇ．７　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＴＬＲ２ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
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图 ８　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＳＭＡＤ３ 基因比对

Ｆｉｇ．８　 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ＳＭＡＤ３ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

２．６　 代谢通路分析

　 　 将两个细胞系的重叠基因进行代谢通路分析，
结果表明染色质易接近性增强区域调控的表达上调

基因显著性富集的代谢通路包括炎症性肠病

（Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ， ＩＢＤ）、甘油磷脂代谢通

路（Ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、细胞周期代谢

通路（Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ）等。 其中 ＳＭＡＤ３、ＴＬＲ２ 基因显著

性富集在 ＩＢＤ 代谢通路（见图 ９（ａ））。 染色质易接

近性减弱区域调控的表达下调基因显著性富集的代

谢通路包括 ｐ５３ 信号通路（ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ）、
ＴＲＰ 通 道 炎 症 调 控 通 路 （ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰ ｃｈａｎｎｅｌｓ）、半胱氨酸和蛋氨酸代谢

通路（Ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）等。 ＥＩ２４
基因显著性富集在 ｐ５３ 信号通路（图 ９（ｂ））。
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图 ９　 代谢通路分析

Ｆｉｇ．９　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

注：红色代表具有显著性（Ｐ＜０．０５）蓝色代表不具有显著性（Ｐ＞０．０５），横坐标代表代谢通路名称，纵坐标代表富集程度．

　 　 有研究表明，患有 ＩＢＤ 的患者与健康人群相比

患结直肠癌的风险更高［１８－１９］，当肠道系统与其微生

物群之间的关系（包括屏障功能、免疫信号和代谢

物）受到干扰后引起的慢性炎症是其发病的主要潜

在原因［２０］。 其次，在 ＣＲＣ 中 Ｐ５３ 信号通路也是一种

重要的信号通路，ｐ５３ 抑癌基因突变是导致 ＣＲＣ 发

生的最主要原因之一，同时也是结直肠癌侵袭和转

移的原因之一，还有研究认为 ｐ５３ 突变在腺瘤－癌
转移过程中也发挥重要作用［２１］ 。 进一步研究

ＩＢＤ、Ｐ５３ 信号通路在 ＣＲＣ 发生发展中的作用将具

有重要意义。

３　 讨　 论

　 　 一般来说，染色质有“关闭” “开放”两种状态，
处于“关闭”状态的染色质，在异染色质蛋白以及修

饰酶的作用下，被包装成致密、紧凑的结构，阻遏转

录因子等蛋白的结合，此时染色质处于沉默失去生

物功能的阶段；而处于“开放”状态的染色质，具有不

太紧致的结构，可招募转录因子等蛋白的结合，进而

调控基因的表达水平。 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 作为一种绘制全

基因组染色质可及性图谱的方法［８］，利用超活性

Ｔｎ５ 转座酶检测染色质的可接近性，是本实验的重

要研究手段之一［７］。 通过对 ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ 和 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
数据的分析，初步确定了 ＦＯＸＱ１ 基因敲低后发生差

异表达的基因，丰富了 ＦＯＸＱ１ 转录因子的下游调控

网络。
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（４）：１２９２ － １３０１． ＤＯＩ： １０． １１５８ ／ ０００８ － ５４７２． ＣＡＮ － １０ －

２８２５．
［７］ＰＯＴＴ Ｓ， ＬＩＥＢ Ｊ Ｄ． Ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ： Ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｉｎ ｎｕｍ⁃

ｂｅｒｓ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１５，１６（１）：１７２． ＤＯＩ：１０．１１８６ ／
ｓ１３０５９－０１５－０７３７－７．

［８］ＢＵＥＮＲＯＳＴＲＯ Ｊ Ｄ， ＷＵ Ｂ， ＣＨＡＮＧ Ｈ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＡＴＡＣ⁃
ｓｅｑ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｓｓａｙｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｇｅｎｏｍｅ⁃
ｗｉｄｅ［ Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５，
１０９（１）： ２１． ９． １ － ２１． ９． ９． ＤＯＩ： １０． １００２ ／ ０４７１１４２７２７．
ｍｂ２１２９ｓ１０９．

［９］白璇， 唐慧， 郎丰超， 等． 慢病毒表达载体的构建及沉默

ＦＯＸＱ１ 基因在大肠癌细胞系 ＤＬＤ⁃１ 种的表达［ Ｊ］． 世界

华人消化杂志， ２０１４， ２２ （ １９）： ２７５２ － ２７５７． ＤＯＩ： １０．
１１５６９ ／ ｗｃｊｄ．ｖ２２．ｉ１９．２７５２．

　 ＢＡＩ Ｘｕａｎ， ＴＡＮＧ Ｈｕｉ， ＬＡＮＧ Ｆｅｎｇｃｈａｏ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｔｏ ｓｉｌｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＦＯＸＱ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＤＬＤ⁃１［Ｊ］． Ｓｈｉｊｉｅ
Ｈｕａｒｅｎ Ｘｉａｏｈｕａ Ｚａｚｈｉ，２０１４，２２（１９）： ２７５２－２７５７． ＤＯＩ：１０．
１１５６９ ／ ｗｃｊｄ．ｖ２２．ｉ１９．２７５２．

［１０］刘捷， 施露露， 刘春燕， 等． 慢病毒载体沉默 ＡＤＡＭＴＳ６
人非小细胞肺癌稳转株的构建［Ｊ］． 现代生物医学进展，
２０１９，１９ （ ８）： １４０１ － １４０６． ＤＯＩ： １０． １３２４１ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｐｍｂ．
２０１９．０８．００１．

　 　 ＬＩＵ Ｊｉｅ， ＳＨＩ Ｌｕｌｕ， ＬＩＵ Ｃｈｕｎｙａｎ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＤＡＭＴＳ６ ｓｔａｂｌｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ［ Ｊ］． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ Ｍｏｄｅｒｎ Ｂｉｏ⁃
ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１９，１９（８）：１４０１－１４０６． ＤＯＩ：１０．１３２４１ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．
ｐｍｂ．２０１９．０８．００１．

［１１］李露双， 董文慧， 丁兴萃， 等． 麻竹笋转录组测序及苦

涩味物质合成基因差异表达分析［ Ｊ］． 林业科学研究，
２０１８，３１（４）：３８－ ４６． ＤＯＩ：１０． １３２７５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｌｙｋｘｙｊ． ２０１８．

０４．００６ ．
　 　 ＬＩ Ｌｕｓｈｕａｎｇ， ＤＯＮＧ Ｗｅｎｈｕｉ， ＤＩＮＧ Ｘｉｎｇｃｕｉ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎ⁃

ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｂｉｔｔｅｒ ａｎｄ ａｓｔｒｉｎｇｅｎｔ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｄｅｎｄｒｏｃａｌａｍｕｓ ｌａｔｉｆｌｏｒｕｓ［Ｊ］． Ｆｏｒｅｓｔ Ｒｅｓｅａｃｈ，２０１８，３１（４）：
３８－４６． ＤＯＩ：１０．１３２７５ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｌｙｋｘｙｊ．２０１８．０４．００６ ．

［１２］ＣＨＥＮ Ｇ， ＳＨＩ Ｔ， ＳＨＩ Ｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｇｅｎｏｍｅ ｕｓｉｎｇ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｄａｔａ ［ Ｊ］． Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｈｉｎａ⁃ｌｉｆｅ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｓ，２０１７，６０（２）： １１６－１２５． ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ１１４２７－０１５
－０３４９－４．

［１３］ＤＯＢＩＮ Ａ， ＤＡＶＩＳ Ｃ Ａ， ＳＣＨＬＥＳＩＮＧＥＲ Ｆ， ｅｔ ａｌ． ＳＴＡＲ：
Ｕｌｔｒａｆａｓｔ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ａｌｉｇｎｅｒ ［ Ｊ ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，
２０１３，２９ （ １ ）： １５ － ２１． ＤＯＩ： １０． １０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／
ｂｔｓ６３５．

［１４］ＡＮＤＥＲＳ Ｓ， ＰＹＬ Ｐ Ｔ， ＨＵＢＥＲ Ｗ． ＨＴＳｅｑ － － ａ Ｐｙｔｈｏｎ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｔｏ ｗｏｒｋ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ
［Ｊ］． Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１５，３１ （ ２）： １６６ － １６９． ＤＯＩ： １０．
１０９３ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ／ ｂｔｕ６３８．

［１５］ＬＯＶＥ Ｍ Ｉ， ＨＵＢＥＲ Ｗ， ＡＮＤＥＲＳ Ｓ． Ｍｏｄｅｒａｔｅｄ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ
ｏｆ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ａｎｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎ ｆｏｒ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ ｄａｔａ ｗｉｔｈ
ＤＥＳｅｑ２［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，１５（１２）：５５０． ＤＯＩ：１０．
１１８６ ／ ｓ１３０５９－０１４－０５５０－８．

［１６］ＣＯＲＣＥＳ Ｍ Ｒ， ＴＲＥＶＩＮＯ Ａ Ｅ， ＨＡＭＩＬＴＯＮ Ｅ Ｇ， ｅｔ ａｌ．
Ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＡＴＡＣ⁃ｓｅｑ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｒｅｄｕｃｅｓ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ
ｅｎａｂｌｅｓ ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ，
２０１７，１４（１０）： ９５９． ＤＯＩ：１０．１０３８ ／ ｎｍｅｔｈ．４３９６．

［１７］ＧＵＯ Ｙ， ＹＥ Ｆ， ＳＨＥＮＧ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｒｅｅ⁃ｓｔａｇｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ＤＮＡ ｒｅ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ［ Ｊ］． Ｂｒｉｅｆｉｎｇｓ ｉｎ
ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１４，１５（６）：８７９－８８９． ＤＯＩ： １０．１０９３ ／ ｂｉｂ ／
ｂｂｔ０６９．

［１８］ＤＲＡＧＨＩＣＩ Ｓ， ＫＨＡＴＲＩ Ｐ， ＴＡＲＣＡ Ａ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｓｙｓｔｅｍｓ
ｂｉｏｌｏｇｙ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ［ Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００７，１７（１０）： １５３７． ＤＯＩ：１０．１１０１ ／ ｇｒ．６２０２６０７．

［１９］ＰＵＬＵＳＵ Ｓ Ｓ Ｒ， ＬＡＷＲＡＮＣＥ Ｉ Ｃ． Ｄｙｓｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ［ Ｊ］． Ｅｘ⁃
ｐｅｒｔ Ｒｅｖｉｅｗ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１７，１１（８）：７１１
－７２２． ＤＯＩ：１０．１０８０ ／ １７４７４１２４．２０１７．１３２７３４７．

［２０］ＹＡＮＧ Ｙ， ＪＯＢＩＮ Ｃ． Ｎｏｖｅｌ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｉｎ ｃｏｌｉ⁃
ｔｉｓ ａｎｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｇａｓｔｒｏｅｎ⁃
ｔｅｒｏｌｏｇｙ，２０１７， ３３ （ ６）： ４２２ － ４２７． ＤＯＩ： １０． １０９７ ／ ＭＯＧ．
０００００００００００００３９９．

［２１］ＬＩ Ｘ Ｌ， ＺＨＯＵ Ｊ， ＣＨＥＮ Ｚ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｐ５３ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉ⁃
ｃａｌ ｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ［ Ｊ ］． Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，
２０１５，２１（１）： ８４－９３． ＤＯＩ：１０．３７４８ ／ ｗｊｇ．ｖ２１．ｉ１．８４．
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