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5AZA-CdR影响 UPP1在结肠癌中的表达 *
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摘要目的：探讨 5-氮杂 -2'-脱氧胞嘧啶核（5AZA-CdR）对尿苷磷酸化酶（uridine phosphorylase，UPP1）在结肠癌中表达的影响以

及 UPP1在多种恶性肿瘤中的表达及其与患者临床预后的相关性。方法：用 5AZA-CdR处理结肠癌细胞系并进行裸鼠成瘤实验

检测 UPP1的表达情况。在 TCGA数据库中对 UPP1在多种肿瘤中的表达情况进行分析。使用在线数据库 GEPIA 评估 UPP1

mRNA 表达对患者预后影响。使用 cBioPortal在线软件在 10945 个肿瘤样本中对 UPP1 参与的调控网络进行预测。 结果：
5AZA-CdR明显抑制结肠癌细胞系 SW620以及 SW1116的增殖（P<0.05）；用 5AZA-CdR对结肠癌细胞系进行处理后 UPP1表达

量显著增加（P<0.05）。体内实验结果显示 5AZA-CdR处理后肿瘤重量显著降低；在裸鼠模型中，5AZA-CdR处理后 UPP1表达量

增加（P<0.05）。通过比对 23种肿瘤细胞与其相对应的正常细胞的表达谱数据，结果显示在大多数肿瘤中 UPP1呈高表达状态。使

用在线数据库 GEPIA对肿瘤患者的生存率进行了全面的研究结果显示 UPP1表达高患者的总生存率差和无病生存率均较差。通

过 cBioPortal在线软件对 UPP1参与的调控网络进行预测，UPP1能够参与多种基因的表达调控。结论：5AZA-CdR抑制肿瘤生长

并增加 UPP1的表达；UPP1高表达与患者的预后不良相关，因此 UPP1可能成为一种潜在的肿瘤诊断和预后因子。
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5AZA-CdR Affects the Expression of UPP1 in Colon Cancer*

To explore the effect of 5AZA-CdR on the expression of uridine phosphorylase (UPP1) in colon cancer and

UPP1 expression in various malignant tumors and also its correlation with clinical prognosis of patients. Detection of UPP1
expression in both colon-cancer cells and nude mice bearing tumor subcutaneously treated with 5AZA-CdR. Analysis of UPP1

expression in various tumors in TCGA database. Evaluation of the effect of UPP1 expression on patient prognosis by database GEPIA.

Prediction of the UPP1 involved regulatory network in 10945 tumor samples with cBioPortal. 5AZA-CdR significantly inhibited

the proliferation of SW620 and SW1116 colon cancer cell lines（P < 0.05）, UPP1 expression was significantly increased in colon cancer

cell lines treated with 5AZA-CdR (P < 0.05). In vivo, the tumor weight was significantly decreased after 5AZA-CdR treatment and the

expression of UPP1 was increased after 5AZA-CdR treatment in the nude mouse model (P < 0.05). UPP1 was overexpressed in most

tumors by comparising the expression profile of 23 types of tumor cells and normal cells. UPP1 high-expressed patients had poor overall
survival and disease-free survival by analyzing tumor patients survival on GEPIA database. UPP1 could participate in the regulation of

multiple gene expression by predicting its involved in regulatory network on cBioPortal soft. 5AZA-CdR inhibits tumor

growth and increases UPP1 expression; the high-expression of UPP1 is closely associated with poor prognosis, thus UPP1 possibly

becomes a novel tumor marker and the target for tumor theray.
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前言

5-氮杂 -2'-脱氧胞嘧啶核（5AZA-CdR）能结合到 DNA中
以抑制 DNA甲基转移酶，是使用最广泛的一种 DNA甲基化

抑制剂。5AZA-CdR对实体肿瘤和白血症均有十分明显的疗

效，例如有报道指出吉非替尼和 DNA甲基化抑制剂地西他滨

（5AZA-CdR）的组合在结肠癌细胞中发挥协同抗癌活性 [1]；地

西他滨和伏立诺他联合使用能够对肿瘤有明显的抑制作用[2]。

尿苷磷酸化酶（UPP1,Upase）调控尿苷向尿嘧啶的可逆磷酸化
[3]。尿苷的生物学效应与心脏循环系统、中枢神经系统以及呼吸

系统的调节均有关[4]，此外尿苷在病理过程中也具有显着的功

能，如在缺血的心脏中，用尿苷灌注可迅速恢复心肌 ATP水
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平，糖原和 UDPG[5，6]；尿嘧啶是合成 RNA和生物膜所必需的嘧

啶核苷，是调节正常生理过程以及病理过程的关键因素[7]。最新

研究表明，UPP1表达与多种生物学效应相关，例如尿苷通过形

成嘧啶 -脂质和嘧啶 -糖结合物在 RNA和生物膜合成中起关
键作用。

目前国内外对于 UPP1在肿瘤中的研究越来越受到关注，

本文对 UPP1在结肠癌治疗中的作用进行了初步探索，此外由

于目前关于 UPP1的研究还知之甚少，因此我们对 UPP1在其

他多种肿瘤中的表达情况以及与肿瘤患者的生存率进行了全

面的分析，希望能为 UPP1后续研究提供部分理论依据。

1 材料与方法

1.1 RNA提取

采用 Trizol法，向 EP管中加入约 1 mL Tirzol对样本进行

充分裂解，将 100 滋L的氯仿替代物加入 EP管中，涡旋充分混

匀，低温高速离心 10 min，将上清液转移至一个新的无 RNA酶

管中，向 EP管中加入与上清相同体积的异丙醇试剂，上下倒置

混合，低温高速离心 10 min，离心完成后尽可能的弃净上清液，

加入 75%的 DEPC水乙醇溶液冲洗，低温高速离心 5 min，弃

净上清液，将白色沉淀物进行干燥，直到白色沉淀物变透明，加

入一定量的 DEPC水并检测 RNA浓度。
1.2 逆转录 PCR及 qRT-PCR反应

逆转录 PCR操作步骤以及具体反应条件依据试剂盒说明

书实验，实验过程中全程低温操作。得到的 cDNA，-20℃冷冻储

存。qRT-PCR定量检测，主要采用 SYBR Green I的检测系统来
完成操作。反应体系：2 × SYBR Mix 10 滋L，模板 1 滋L，引物 2

滋L,水 7 滋L。反应条件：95 ℃ 3 min，95 ℃ 10 s，61 ℃ 30 s，65
℃ 10 s，95 ℃ 2 min，共 49个循环。
1.3 细胞培养

实验中所用的细胞均培养于 RPMI-1640 或 DMEM 培养
基中，每 100 mL培养液中加入 10 mL胎牛血清（FCS）。培养条

件均为 37℃，5%CO2。待贴壁细胞生长到 80%时弃去陈旧培养

基，无菌 PBS洗细胞两遍，加入 0.5%的胰蛋白酶，37℃孵箱消

化 5 min 后在显微镜下观察，如细胞皱缩呈圆形，细胞间隙增

大，则加入含有血清的完全培养基中和胰酶，用吸管轻轻吹打

使细胞脱离瓶壁分散成单细胞悬液。按 1:2~1:4分入新培养瓶
中继续培养。

1.4 细胞增殖实验

取对数生长期细胞，常规消化后重悬，制备成单细胞悬液，

稀释细胞密度至 1× 104/mL，随后用排枪将细胞种于 96孔培养

板中，每孔加入 100 滋L细胞悬液放置于培养箱，分别培养 24

h、48 h、72 h。将 MTT检测液分别加入各孔，每孔加入 30 滋L，

放入 37℃孵箱中继续培育 4 h，弃掉废液，在每孔中加入 150

滋L DMSO，于摇床上振荡 10分钟，待结晶物充分溶解后，选择
490 nm波长测定每孔光密度值。
1.5 动物实验

裸鼠购自大连医科大学（大连，中国）。在无特定病原体的

条件下饲养所有小鼠。所有动物实验均根据国家和机构动物护

理指南进行。将 SW620或 SW1116结肠癌细胞通过皮下注射

到裸鼠的背部，当肿瘤体积变得可见时，将其随机分成对照组

及治疗组。实验组通过腹膜内注射 5AZA-CdR，剂量为 0.5

mg/kg /天。对照组接受 PBS。
1.6 TCGA表达数据

从 TCGA数据库下载多种肿瘤表达谱数据（"The Cancer

Genome Atlas-Data Portal, tcga-data.nci.nih.gov"）对 UPP1在多

种肿瘤中的表达情况进行分析。

1.7 GEPIA

使用在线数据库 GEPIA（http://gepia.cancer-pku.cn/index.

html）评估 UPP1 mRNA表达与生存期情况，该数据库包含多

种肿瘤的基因表达数据和生存信息。为了分析肿瘤患者的总生

存期（OS），通过中位表达（高表达 vs.低表达）将患者样品分成

两组，并通过 Kaplan-Meier存活曲线进行评估。
1.8 cBioPortal

使用 cBioPortal（www.cbioportal.org）在 10945个肿瘤样本
中对 UPP1参与的调控网络进行预测。

1.9 统计学分析

应用 SPSS18.0软件进行统计学分析。两组间比较均采用 t

检验和方差分析（One-Way ANOVA analysis）。P < 0.05有统计
学意义。

2 结果

2.1 5AZA-CdR抑制结肠癌细胞生长

与对照组结肠癌细胞相比，5AZA-CdR处理后明显抑制结

肠癌细胞（SW620和 SW1116）的生长，且差异具有统计学意义

（P<0.05）（图 1）。
2.2 5AZA-CdR处理增加 UPP1的表达

与对照组结肠癌细胞相比，5AZA-CdR处理后结肠癌细胞
中 UPP1 mRNA表达水平显著上调，两者表达差异具有统计学

意义（P<0.05）（图 2）。
2.3 5AZA-CdR抑制肿瘤生长

将 6 周龄雄性裸鼠随机分为两个大组：一组皮下注射
SW1116结肠癌细胞系，另一组皮下注射 SW620结肠癌细胞
系。当肿瘤体积变得可见时，按照随机原则分成对照组及给药

组。给药组小鼠腹腔内注射 5AZA-CdR，每周三次；对照组小鼠

注射同等体积的 PBS溶液。观察并记录各组裸鼠皮下肿瘤形

成情况（图 3A-D）。实验结果显示用 5AZA-CdR处理后，肿瘤的

重量明显降低（图 3E-F）。与对照组相比，5AZA-CdR处理后
UPP1表达显著上调（图 3G-H）。
2.4 UPP1在其他多种肿瘤中的表达

由于国内外对 UPP1 的研究还十分稀少，因此我们对
UPP1在其他肿瘤中的表达进行系统的分析，通过使用 TCGA

数据库比较肿瘤中 UPP1与正常样本中 UPP1的转录水平，发

现在 23个数据集中，与正常样本相比，UPP1在 18种肿瘤中表

达上调，在膀胱癌（BLCA），胆管癌（CHOL），食管癌（ESCA），
肾脏染色体（KICH），胃癌（STAD）以及甲状腺癌(THCA)中表

达显著上调（图 4-5）；在 3 种肿瘤结肠癌（COAD），前列腺癌

（PRAD）和直肠癌（READ）中，表达下调（图 6），在其他肿瘤乳

腺癌（BRCA）和胰腺癌（PAAD）中表达无显着差异（图 7）。综上
UPP1在大多数肿瘤中呈高表达。
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图 2在结肠癌细胞系中 5AZA-CdR处理后增加 UPP1表达

（A）5AZA-CdR处理结肠癌细胞系 SW620增加 UPP1表达。（B）用 5AZA-CdR处理 SW1116结肠癌细胞系后 UPP1表达增加。

Fig.2 Restoration of UPP1 gene expression by 5AZA-CdR in colon cancer cell lines

(A) UPP1 gene expression is elevated by 5AZA-CdR in SW620 cell lines. (B) UPP1 gene expression is increased by 5AZA-CdR in SW1116 cell lines.

图 1 5AZA-CdR抑制结肠癌细胞的增殖

（A）5AZA-CdR抑制结肠癌细胞系 SW620的增殖。（B）5AZA-CdR抑制结肠癌细胞系 SW1116的增殖。

Fig. 1 5AZA-CdR inhibits proliferation of colon cancer cells

(A) 5AZA-CdR inhibits proliferation of SW620. (B) 5AZA-CdR inhibits proliferation of SW1116.

2.5 肿瘤中 UPP1表达情况与患者总生存率间的相关性

通过使用在线数据库 GEPIA在多种肿瘤中对 UPP1的表

达与患者生存率进行分析，结果显示在 6 种肿瘤膀胱癌

（BLCA），低级别胶质瘤（LGG），肺腺癌（LUAD），肾乳头状细
胞癌（KIRP），间皮瘤（MESO）以及眼部黑色素瘤（UVM）中
UPP1的差异表达对患者总生存率产生影响，UPP1表达高患者

的总生存率差（图 8）。
2.6 肿瘤中 UPP1表达情况与患者无病生存率间的相关性

通过使用在线数据库 GEPIA在多种肿瘤中对 UPP1的表

达与患者生存率进行分析，结果显示在 6中肿瘤低级别胶质瘤
（LGG），肝癌（LIHC），肺鳞状细胞癌（LUSC），胶质母细胞瘤

（GBM），前列腺癌（PRAD）以及眼部黑色素瘤（UVM）中 UPP1

的差异表达对患者无病生存率产生影响，UPP1表达高患者的

无病生存率差（图 9）。
2.7 UPP1相互作用蛋白的预测

使用 cBioPortal在线软件在多种肿瘤中对 UPP1参与的调

控网络进行预测，结果显示已 UPP1为中心，参与多种基因表

达调控（图 9）。

3 讨论

尿苷是合成 RNA和生物膜所必需的嘧啶核苷[8]。尿苷通过

嘧啶 -脂质和嘧啶 -糖结合物的形成在 RNA和生物膜的合成

中起关键作用。除了 '生理 '效应之外，尿苷在病理过程中也具

有显着的功能[9]。尿苷已被证明会增加血管阻力，增强两栖类和

大鼠神经节多巴胺能传递，减少动物模型的焦虑，增强巴比妥

酸盐的作用以及诱导大鼠睡眠[10，11]。在小鼠和大鼠中，高剂量尿

苷可以引起体温急剧下降，而尿苷在人类和兔子中却诱发发

热。UPP1抑制剂 benzylacyclouridine（BAU）的联合给药几乎完

全阻止了对体温调节的影响，表明嘧啶分解代谢物，可能是 h-

丙氨酸，可以改变体温控制。尿苷可诱导糖尿病性神经病变恢

复变性的神经元。尿苷灌注可维持缺血时的脑代谢，并可在心

肌缺血后迅速恢复心肌 ATP和 UDPG[12,13]。前列腺炎患者的前

列腺分泌物中尿苷含量低也表明该核苷在该病的病因中可能

发挥作用。在周围神经系统的领域中，尿苷也具有调节作用。在

治疗癫痫发作的自闭症过程中，口服尿苷可以改善言语，行为

和癫痫发作频率。此外，在临床中，尿苷调节氟嘧啶在正常组织

和肿瘤组织中的细胞毒性[14,15]，在 5-氟尿嘧啶为基础的药物治

疗后，尿苷已被用作癌症治疗中的 "救援 "剂，以降低骨髓和

胃肠道毒性[16,17]。而且有研究检测了饮食中尿苷，胸苷或脱氧尿

苷对 ApcMin / +小鼠模型肠道肿瘤发生的影响，将 ApcMin / +

雄性小鼠喂食含有尿苷，胸苷或脱氧尿苷的叶酸缺乏饲料，从

断奶至 17周龄，观察肠道肿瘤发生情况。结果显示喂食尿苷的
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图 3 5AZA-CdR抑制裸鼠移植瘤的生长

（A-B）裸鼠体内荷瘤情况。（C-D）5AZA-CdR处理组与对照组裸鼠体内肿瘤生长情况。（E-F）用 5AZA-CdR处理后肿瘤重量显著降低。

（G-H）在裸鼠模型中，5AZA-CdR处理后 UPP1表达量增加。

Fig. 3 The effect of 5AZA-CdR treatment on colon cancer in vivo

(A-B) Nude mice bearing tumor subcutaneously. (C-D) SW1116 and SW620 tumor tissues in the mouse model before and after 5AZA-CdR treatment.

(E-F) 5AZA-CdR treatment significantly reduced the weight of tumor xerograph in vivo.

(G-H) UPP1 relative expression in the mouse model before and after 5AZA-CdR treatment.

ApcMin / +小鼠肠道肿瘤发生率减少 50%，喂食脱氧尿苷和胸

苷组均不影响肿瘤发生[18]。因此，尿苷是调节正常生理过程和

病理状态的关键因素[19-21]。尿苷血浆浓度受到非常严格的调控，

其中尿苷磷酸化酶 UPP1严格调节血浆和组织中尿苷的浓度，

此外肝脏代谢和细胞转运机制也参与了其部分调控作用。

UPP1负责尿苷到尿嘧啶的可逆磷酸化的作用，是嘧啶补救途

径中的关键酶，存在于大多数人类细胞和组织中。最新研究表

明，UPP1表达与多种生物学效应相关。肝脏对尿苷降解和形成

具有稳态控制。尿苷通过肝脏一次通过清除，并且通过从头合

成形成的 "新尿苷 "以高度调节的方式被替换。肝脏分解成肝

细胞和非实质细胞，非实质细胞迅速将尿苷分解成尿嘧啶，而

在肝细胞中，这种活性几乎没有被检测到。相反，肝细胞使尿嘧

啶大量降解为 h-丙氨酸。这些差异与每种细胞类型中存在的
UPP1和二氢尿嘧啶脱氢酶活性相关。Tpase在肿瘤中频繁高表
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达如在膀胱，结肠直肠，卵巢，胰腺和肾脏癌症中表达都升高，

但其在乳腺癌中的作用仍有争议[22，23]，研究表明 UPP1基因表

达水平越高，患者的预后就越差。在正常组织和大多数肿瘤样

本中，UPP1 抑制剂 BAU 在 10AM 浓度下完全抑制 UPP1 活

性。然而，乳腺癌，头颈癌和卵巢肿瘤只表现出对抑制剂的部分

敏感性。免疫组织化学分析和共同纯化研究揭示了 UPP1与细

图 4 UPP1在肿瘤中表达上调

Fig. 4 The expression of UPP1 in tumor tissues is up-regulated
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图 5 UPP1在肿瘤中表达上调

Fig. 5 The expression of UPP1 in tumor tissues is up-regulated

胞骨架和细胞膜的关联。UPP1启动子区域的特征表明它通过

肿瘤抑制基因 p53对其表达进行直接调节。与正常组织相比
UPP1的活性在肿瘤中升高，并且在特定的人类肿瘤中发现了

尿嘧啶核苷磷酸化活性的变化。有研究表明，与配对的正常组

织相比，肿瘤组织中 UPP1活性升高。在成纤维细胞 NIH 3T3

和结肠癌 26细胞中，UPP1还与波形蛋白相关。在不同细胞系

中，UPP1酶活性还可以通过细胞因子被诱导，例如肿瘤坏死因

子 -琢，干扰素 -琢和 -酌[24，25]。此外，UPP1也被证明在氟嘧啶的活

1029窑 窑

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.6 MAR.2019

图 7 UPP1在肿瘤中表达无差异

Fig. 7 There is no significant difference for UPP1 expression in tumor

tissues compared with that of the normal tissue

图 6 UPP1在肿瘤中表达下调

Fig. 6 The expression of UPP1 in tumor tissues is down-regulated

化和分解代谢中同样起着重要作用，其酶活性的调节可能影响

一些化学药物的治疗功效[26，27]。

5AZA-CdR是脱氧胞苷的类似物，结合到 DNA中以抑制
DNA甲基转移酶。DNA甲基化可以作为肿瘤早期诊断依据之

一，随着技术手段的提高和研究的深入将会有更多的甲基化生

物标记应用于临床癌诊断中。有研究表明 DNA甲基化能引起
DNA构象的改变、影响 DNA稳定性以及调节 DNA与蛋白质

相互作用方式进而调控基因的表达[28]。DNA甲基化是广泛参

与胚胎发育，干细胞分化，基因组印迹，癌症等多种生物学过程

的表观遗传标记[29，30]。基因组范围内或单基因水平的 DNA甲

基化在肿瘤的发生发展中发挥非常重要作用。肿瘤抑制基因的

启动子区发生 DNA高甲基化引起的表观遗传学基因沉默是人

类癌症的一个共同特征 [31]。由于表观遗传学改变大都是可逆

的，因此改变肿瘤细胞的表观遗传学状态有望成为治疗肿瘤的

新途径。在动物模型中，5AZA-CdR是非常有效的抗白血病药

物，比相关的抗白血病药物阿糖胞苷（胞嘧啶阿拉伯糖苷）更有

效。在人体中，5AZA-CdR对实体肿瘤和白血症均有十分明显

的疗效。因此在本研究中，我们用 5AZA-CdR对结肠癌细胞系

进行处理细胞生长受到明显抑制，接下来进行了裸鼠成瘤实验

也说明 5AZA-CdR 能够抑制结肠癌肿瘤的生长，因此，
5AZA-CdR对结肠癌也有治疗作用。我们又收取了 5AZA-CdR

处理后的结肠癌细胞团以及裸鼠肿瘤组织对 UPP1的表达情

况进行检测发现 UPP1 表达量显著增加，说明在结肠癌中
5AZA-CdR能够影响 UPP1的表达。

由于目前国内外对于 UPP1的研究还十分稀少，因此我们

还有必要对 UPP1 在其他肿瘤中的作用进行探讨。我们对
UPP1在多种肿瘤中的表达情况进行了全面的分析，通过对 23

种肿瘤细胞和正常细胞的表达谱分析发现 UPP1在大多数肿

瘤中呈高表达；同时通过使用在线数据库 GEPIA在多种肿瘤
中对UPP1的表达与患者生存率进行分析，结果显示 UPP1 表

达高患者的总生存率差和无病生存率均较差；最后使用 cBio-
Portal 在线软件在 10945 个肿瘤样本中对 UPP1 参与的调控

网络进行预测，UPP1能够参与多种基因的表达调控。这些工

作将为以后人们对 UPP1展开相关研究提供了理论支持及研
究依据。
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