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ZEB 家族调节上皮-间质转化的作用机制
沈灵辛天池李明发*

(上海交通大学生命科学技术学院，上海200240)

摘要 上皮- I可质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)是具有极性、相互粘连的上

皮细胞转换为具有活动能力、能够在细胞基质间 自由移动的问质细胞的过程， EMT在正常胚胎发

育和肿瘤细胞的侵袭和转移过程中都扮演着重要的角色.最近的研究结果发现， E盒结合钟指蛋白

(zinc finger E-box-binding protein, ZEB)家族是EMT 的诱导因素之一. ZEB在转录水平直接或者间

接地抑制 了 E-钙粘着蛋白等粘附蛋白和一系列极性蛋白的表达，促进了上皮细胞向问质细胞的转

换;同时ZEB 不仅受到 TGFß、 Snail、 NF-KB、缺氧(hypoxia)等众多信号的调节， miR-200等小 RNA

也能在转录后调节 ZEB 的表达，可逆性调控EMT.

关键词 上皮-间质转化;E盒结合铮指蛋白; E- 钙粘着蛋白

1 上皮-间质转化的概念和分子学标志

上皮- 1可质转化(epithelial-mesenchymal transition, 

EMT)作为胚胎发育的必需过程， 最早在二十世纪初

被发现。在EMT过程中上皮细胞获得成纤维细胞的

特性，如细胞极性丧失，细胞间粘着降低，运动性增

强。 EMT存在于多种形态发生过程中，如原肠胚形

成，器官发生，组织重构，伤口愈合等[11 0 此外，在动

物的肿瘤中也发现了 EMT 的现象，如侵袭性增强等，

多种正常发育过程中 EMT 发生所需的基因， 也会促

进肿瘤发生过程中的 EMT 现象[2] 。

EMT的发生通常伴随多种分子标志的变化，如上

皮细胞钙粘着蛋白(E-cadherin)表达下调，神经性钙钙

粘着蛋白(N-cadherin) 和波形蛋白(vimen由1)表达增加，

β连环蛋白(ß-catenin)入核等[3]。其中 E- 钙粘着蛋

白的下调是最主要的标志。 E- 钙粘着蛋白是细胞间

粘连的最基本的调节因子，它是典型的跨膜蛋白，胞

外结构域在Ca2+ 的介导下，与相邻细胞的E-钙粘着蛋

白形成同源二聚体，使细胞有序的排列;胞内结构域

与包括连环蛋白在内的多种细胞骨架蛋白结合。此

外， E-钙粘着蛋白还有调控转录的功能和抑制侵袭的

功能[咽 。 众多的研究表明， TGFß、 Wnt/白- 连环蛋

白、 Notch 、 Hedgehog、 NF-1CB 等多种内源和外源

信号均能调节EMT过程，而它们的最终下游往往都是

以 E- 钙粘着蛋白为代表的粘附分子[6] 。 因此，从 E

钙粘着蛋白表达入手，研究其调控因素有助于将各条

经典的信号转导途径与 EMT最终的表型和特征联系

起来，阐明各种信号在发育或癌变过程中起的作用。

近年来，大量的研究结果表明， E盒结合辞指蛋

白(zinc finger E-box-binding protein, ZEB)在生理条件

或是病理条件下都参与了 EMT 的调节过程， ZEB 家

族成员能在转录水平调节 E-钙粘着蛋白等细胞粘附

分子或细胞极性分子表达，增强细胞的迁移能力，进

而影响 EMT 的发生和维持。并且 ZEB 与其他调节

EMT 的因素相互关联， 形成了复杂而有效的调控网

络。 本文将详述ZEB 家族诱导 EMT 的作用及其分

子调控机制。

2 ZEB家族的结构和功能
ZEB家族属于铮指蛋白类包括两个成员:ZEBl

和 ZEB20 ZEBl 又称为钵指 - 含同源框转录调节因

子 delta- 球蛋白增强子 1 (ôEFl ), ZEB2 又称为 Smad

结合蛋白 1 (SIPl)，它们分别由 Zfhxla 和 Zfhxlb 基

因编码。 ZEBl 和 ZEB2 结构相似，都是由一段可变

序列将两个辞指簇连接。 N端辞指簇(NZF)包含 3 个

CCHH 辞指， 1 个 CCHC铮指; C端辞指簇(CZF)包含

3个CCHH悴指， ZEB2和ZEB l 的NZF和CZF相似程

度分别为 89% 和 95%，中间可变区域保守程度较低。

ZEB2 和 ZEBl 双侧的铮指簇能与包含CACCT(G)或

(C)AGGTG (E盒)序列的DNA结合，从而调节靶基因

的转录，并且双侧的同时结合是其发挥功能的必要条

件。 ZEB 对其靶基因序列中 2个E盒之间的距离没

有明显的要求， 2个E盒序列的方向也不影响 ZEB 的
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结合[7.8] (图 1 ) [9.10] 。

3 ZEB 促进EMT的发生
众多的体外和体内实验都表明ZEB对EMT有重

要的调节作用。在培养的细胞中过表达ZEBl 能下调

上皮细胞连接蛋白 ZO-1 、 E- 钙粘着蛋白和桥粒斑蛋

白(也smopl副n)的表达并导致这些蛋白质在细胞质中的

异常定位;显著诱导间质细胞标志蛋白波形蛋白的表达;

上调具有促细胞移动能力的 N- 钙粘着蛋白水平[11] 。

在 MDCK细胞系中诱导表达 ZEB2，然后平铺在琼脂

上， 24 h 之后细胞与细胞聚集减弱， 48 h 后完全丧失;

诱导ZEB2使如IDCK细胞在胶原蛋白 I上侵袭能力明

显提高。 这些结果表明，在上皮细胞中表达ZEB l 或

者 ZEB2 足以诱导出 EMT 的大部分特性[12] 。

在鸡和小鼠发育至神经胚阶段时， ZEB l和ZEB2

在部分中胚层中表达量上升，而在将来要发育为上皮

组织的内胚层和外胚层中始终没有明显的表达[13] 。

当小鼠胚胎发育到 8.5 天，脑部将要转移的或者正在

(A) G罢? ~ 
ZEBl I ~" ", a 1111 f_J 

r , t I , 50% :89%: 42% , 
J 

ZEB2 llD o 
NZF SID 

N-terminaJ 

(B) 
N-term inal 

·综战·

移动的神经峭细胞中 ZEB2表达量很高，这些细胞沿

着腹外侧途径从神经裙移动到胚胎中不同的体节位

置，发育成中枢神经、迷走神经和慨神经等。而在

Zfhxlb基因敲除的小鼠胚胎中，神经峭细胞仍然以聚

集形式停留在神经外胚层表面没有明显的脱离和移

动。 Zfhxl b 纯合突变的小鼠胚胎在 9.5 天时生长停

滞，杂合突变则会导致神经管无法闭合，第一对鲍弓

缺失。人类矶xlb基因杂合突变导致的Hirschsprung

症也可能是通过相似的机制而发生的 [14] 。 此外，

ZEBl 突变会导致小鼠多种问质细胞呈现 E- 钙粘着

蛋白异常表达，波形蛋白下调等间质-上皮转化

(mesenchymal-epithelial transition, MET)特征，小鼠胚

胎出现各种发育缺陷[川。

另外，在人类的卵巢癌、胃癌、膜腺癌、鳞

状细胞癌中 ZEB2 都被发现有异常表达;同样， ZEB l

的过量表达也是子宫癌、结肠癌的标志之一。 ZEB

成员在各种癌症中的表达往往与肿瘤的恶性转移、

不良的诊断预后、较低的存活率相关联[12] 。

E0 
• 11 111 
I I p叫 31% : i46叼 32% 

• D rn 
Homeo CID CZF domain 

Central 
reglOn C-terminaJ 

Fig.l Domain structure of ZEBl/ZEB2 and the mechanism of transcriptional re职dation 凹.10)

A: ZEBl and ZEB2 display sequence similarities. They both contain conserved zinc fing巳r clusters, Smíld anq CTBf inter.action domains. The 
N-terminal region of ZEB 1 servers as a p300-p/CAF-binding domain; B: ZEB binds to two conserved E2 boxes through NZF/CZF and 
represses the activity of target promoters 
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沈 灵等: ZEB 家族调节上皮-间质转化的作用机制

4 ZEB诱导EMT的分子调控机制(图 2)

4.1 ZEB 调节 EMT靶基因的表达

ZEB家族在EMT中最主要的调控对象是E-钙粘

着蛋白。在 E- 钙粘着蛋白阳性 MDCK 细胞中高表

达ZEB2导致E-钙粘着蛋白量明显下调，并且使细胞

失去细胞粘连， 同时诱导出侵袭的现象(12]。在哺乳

动物上皮细胞中异位表达ZEBl也会引起内源的E-钙

粘着蛋白 mRNA和蛋白质量下降(11]0 ZEB l 和 ZEB2

都能与位于 E-钙粘着蛋白编码基因 CDHl 启动子上

的 E2 盒 [CACCT(G)]结合，从而抑制 E-钙粘着蛋白

的转录(7， 12] 0 CDHl 启动子 E2 盒发生突变能够消除

ZEBl和ZEB2对CDHl表达的抑制作用， ZEB钵指结

构域的突变也能抑制相应细胞系在体外的侵袭能力，

表明钵指结构域与E盒的结合是ZEB 调节E-钙粘着

蛋白以及EMT 所必需的[乱11，1610

ZEB家族对E-钙粘着蛋白的调节可能是在C末

端结合蛋白(CTBP)的协助下完成的。 ZEBl 和 ZEB2

都能在体外或生理条件下与 CTBP形成复合体，并且

它们是通过其序列中特定结构域 PXDLS与 CTBP结

合的[口，18]0 ZEBl 或 ZEB2/CTBP复合体的形成能够

促进ZEB 的转录抑制功能，独立的 PXDLS 片段必须

通过 CTBP 的介导才具有相应的功能( 17， 1飞在人类

结肠癌中只有在 CTBP保持一定表达水平的条件下，

ZEBl 才与 E-钙粘着蛋白呈负相关关系闷。 CTBP与

ZEB可能还存在非结合依赖的协同作用，通过如IDCK

细胞培养发现，即使在全长的 ZEB2 中突变相应的

CTBP 结合序列， ZEB2仍然能够独立完成下调 E-钙

粘着蛋白的功能， CTBP 中 ZEB 结合位点突变也不影

响 ZEB 调节 E- 钙粘着蛋白的效果[1飞另一方面，多

梳蛋白(polycomb protein) Pc2 能在ZEB2的保守位点

Lys391 和 Lys866 对其进行泛素化，泛素化不影响

ZEB2 的亚细胞定位，但是能够阻止CTBP被其募集，

KP\〈丛 jψqx

PC-2 →哽B乞:

/~ 
E-cadherin/P-cadherin 
Claudin4/connexin26 

CRB3/PAT J/HUGL2 

Fig.2 The role of ZEB family in EMT regulating network 
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从而抑制 ZEB2对E- 钙粘着蛋白的下调。突变上述

两个保守位点会阻断ZEB的泛素化，从而增强其下调

E-钙粘着蛋白的作用;共同表达ZEB2和 Pc2 能在一

定程度上缓解 ZEB2 的抑制作用(16] 。

近年来，多个胞间连接蛋白被鉴定为ZEB的抑制

调控靶标。其中，胎盘钙粘蛋白(P-cadherin) 、 闭合

蛋白 4 (claudin4)和连接蛋白 26 (connexin26)编码基 .

因都含有ZEB2结合序列[CACCT(G)]: P-钙粘着蛋白

启动子(531 bp)有 1 个AGGTG和 3个CACCTG序列，

闭合蛋白 4 启动子(635 bp)有 1 个 CACCT 和 2 个

AGGTG; 连接蛋白 26 启动子(1 294 bp)包含 1 个

CACCT， 1 个 AGGTG和 2个CAGGTG序列。诱导

ZEB2 表达后进行染色体免疫共沉淀及定量 PCR检

测，发现了 E- 钙粘着蛋白、 plakophilin 2 , ZO-3 和

连接蛋白 26 基因序列的富集。 在 DLDITr21/

WTZEB2和 A43 1/WTZEB2细胞系中，野生型而非突

变型 ZEB2 能明显下调 E- 钙粘着蛋白、 P- 钙粘着蛋

白、 闭合蛋白 4、 ZO-3 、 MUC1 ， plakophilin2 , 

桥粒斑蛋白、连接蛋白 26 和连接蛋白 jl 等蛋白质，

这些连接蛋白的下调，协同地促进了 EMT [8] 。

细胞极性的改变是EMT 的另一主要特征。 三

组复合物参与了上皮细胞顶底极性的建立与维持: (1) 

PAR [Par6IPar3/atypical protein kinase C (aPKC)]; (2) 

CRB (CrblPalslPatj); (3) SCRlB (ScribtDlg/Lgl) 0 PAR 

和 CRB 复合体定位于顶端， SCRIB 复合物在基底侧，

它们相互之间有拮抗的关系，共同决定了细胞的顶底

极性(20]。极性的破坏会促进细胞的转移和侵袭。在

筛选ZEBl 目标调控基因的实验中，发现未分化的乳

腺肿瘤细胞在沉默 ZEBl 后 CRB3 ， PATJ 和 LGL2

的表达量有成倍的增长，启动子分析和染色体免疫共

沉淀也发现CRB3 和 PATJ基因中有 ZEBl 直接结合

位点 E盒(5'-CACCTG-3') (21]。结肠癌细胞中用类似

的方法也发现了CRB3和LGL2的表达上调以及LGL2

启动子中存在 ZEBl 的潜在结合位点(21]。在侵袭性

癌细胞中用siRNA下调ZEBl能够诱导CRB3和LGL2

蛋白的重新表达， 并且沉默ZEB l 后上调的 CRB3 和

LGL2部分重新定位到细胞膜上，在细胞-细胞接触的

部分能够检测到紧密连接的特异标志ZOI， 表明细胞的

极性得到了部分的恢复。 此外， 在人类肿瘤中， ZEBl 

的高表达区域被发现与 LGL2 下调，极性丧失， EMT

以及细胞的侵袭性相关联，进一步支持ZEBl 可以通

过影响细胞极性来调节EMT和癌细胞的转移IZ132] 0

4.2 ZEB 受到真他 EMT 调节因子和相关信号途

径的调控
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ZEB诱导EMT发生的功能同时受到多种因素的

调节，最近的研究获得了重要进展。 Snail 是一类在

转录水平上调节EMT 的蛋白质家族， Snail 除了能够

直接抑制 E- 钙粘着蛋白、 MUCl 等的转录之外，还

能够通过上调ZEB家族增强对下游目标蛋白的抑制，

促进EMT 的发生和维持。在 HT-29 M6、 MDCK

等细胞系中过表达Snail能增加ZEB l 的RNA水平，这

种效应至少是部分通过增加 ZEB l 的转录来实现的，

当ZEBl被激活之后， ep使在没有Snail 的情况下其表

达也能在高水平上维持较长的时间(>辅助， ZEBl 可

能在 Snail "启动"后维持细胞的 EMT [23] 0 ZEB 2 

同样会被Snail 的表达所激活，但激活方式与ZEBl不

同。在上皮细胞中 ZEB2 基因的转录产物含有 3 kb 

的夕-UTR和开放阅读框， 在与剪切体(spliceosome)结

合之后， 2.5 kb 的 5'-UTR被切除，剩下的 5'-UTR包

含的序列能阻止核糖体在 mRNA 上滑动，抑制了

ZEB2 的表达。而在转化为间质细胞之后， Snail 能促

使ZEB2基因的5'启动子下游转录出一个自然翻译转

录物(natural antisense transcript, NAT), NAT 阻止了

剪切体切除 5' 2.5 kb 的内含子，由此获得的完整的

5'-UTR 中包含了内部核糖体结合位点(internal ribo

some entry site, lRES)，该位点为 ZEB2 的翻译提供了

条件，进而上调 ZEB2 的量使细胞维持问质细胞的特

性
TGFß 信号通路是胚胎发育、肿瘤侵袭和纤维

化中EMT 的重要诱导因素[25-28]。当细胞膜表面受体

接收到TGFß 信号后，受体即通过磷酸化激活下游的

Smad，激活的 Smad与其他调控因子形成复合体入核

调控相应的靶基因表达。多种调节 EMT 的核心分

子，如 ILK、 MAPK、 Snail 等己经被证实在不同层

面受TGFß 信号通路的调控[6]。最近的研究表明，

ZEBl和ZEB2均能结合TGFß信号通路中的R-Smads，

在TGFß信号刺激下， ZEBl和ZEB2与R-Smad-Smad4

复合体直接结合，调节 SMA、 3TP ， p21 、 p 15 和

c才un 等多个与 EMT直接或间接关联的基因转录[坷。

但是，在这个过程中 ZEB l 和 ZEB2 的功能有所不同:

如前文所述， ZEB 家族主要通过与α'BP协同起到抑

制转录的作用，但是，在 TGFß 途径中 ZEBl 还有激

活目标基因的功能。这种差异可以从它们序列上的

不同找到启示:ZEBl 和 ZEB2 都有 Smad和 CTBP结

合序列，但是ZEB l 的N端还有独特的p-300及P/CAF

结合区， p-300和凹CAF作为乙酷化酶，结合ZEBl 之

后能够将CTBP结合序列的部分丝氨酸乙酷化，从而

使ZEBI-CTBP复合体解聚，新的 Smad-ZEB l -P/CAF 

复合体激活下游靶基因的转录; 而由于ZEB2 不具有

类似的结构域，它始终与 CTBP 以复合体的形式抑制

E- 钙粘着蛋白等靶基因的转录[9，10] 0 ZEB 1 具有激活

转录的功能暗示了肌球蛋白、波形蛋白等成纤维细

胞标志在 EMT 中上调的可能机制[15] 。

I 型胶原蛋白可以诱导 Panc-l 细胞中 E- 钙粘着

蛋白的下调和细胞的 EMT，在这个过程中， ZEB2 以

依赖于 src 激酶的形式被激活， ZEB2或许介导了 I型

胶原蛋白与 E- 钙粘着蛋白之间的信号传递[2叭 NF

KB 是诱导 EMT信号传递的核心之一，在激活和维持

癌细胞转移中都起到了关键作用，研究表明，在 NF

KB被持续激活的EMT细胞中， ZEB l和 ZEB2都有明

显上调，暗示ZEB可能受到NF-KB通路的调控[3飞在

肾透明细胞癌中， Hippel-Lindau肿瘤抑制因子(Hippel

Lindau tumor suppressor, VHL)丧失正常功能，引起E

钙粘着蛋白的丧失和细胞粘连的下降，这个过程主要

是由于缺氧诱导因子 - 1 (hypoxia-inducible factor-l , 

HIF-l )的异常激活造成，同时ZEB l和ZEB2的mRNA

表达随之增加，因此ZEB 家族或许受到 VHL和 HIF-l

直接或间接的调控[31]。生理和病理条件下，环氧酶

2 (cyclooxygenase么 COX-2)和它的代谢产物前列腺

素E2 (PGE2)在调节细胞功能方面都有重要作用，在

人类非小细胞肺癌细胞中 COX2IPGE2 都能诱导 E

钙粘着蛋白下调，促进癌细胞的侵袭和转移。 ZEB l

是此过程的必需条件， PGE2增强了ZEBl与染色体的

结合能力;敲除ZEBl 能够抑制 PGE2下调 E- 钙粘着

蛋白的功能，所以 COX2IPGE2也是ZEB 的调控因素
之-[32] 。

最近发现一类 microRNA (miRNA)也能够调节

ZEB 家族的表达，从而影响到 EMTo miRNA是一类

18-24核昔酸的非编码阳A序列，具有转录后调控基

因表达的功能。 miRNA通过与目标mRNA的 3'-UTR

特异结合，抑制它们的翻译，同时加快它们的降解[33] 。

在不同的组织细胞，不同的发育阶段，在不同的外界

信号剌激下， miRNA 的表达水平往往有很大差异。

在多种细胞进行 EMT 的过程中，都发现有 miR-200

家族成员 miRNA (miR-200a, miR-200b, miR-200c, 

miR-141 和 miR-429)的特异性下调，并且过表达miR-

200 家族的 miRNA足以抑制这些细胞的 EMT， 表明

它们很可能与 EMT相关，进一步研究发现，它们是

通过作用于 ZEBl 和 ZEB2来调控 EMT 的[3ωl。其

中， ZEB2基因的 3'-盯R有 2个 miR-21∞a/141 和 5个

miR-2∞b/2∞c429 潜在的结合位点。 ZEB l 基因的 3飞

盯R有5个miR-2∞b/2伽:/429 和 3个miR-2∞al2伽/

... . 
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沈灵等:ZEB 家族调节上皮·间质转化的作用机制

141 潜在的结合位点。这些 rniRNA通过 5'2-8 旧 的

"种子序列(seed sequences)" 与互补的目标序列结

合，达到在转录后层面调节基因表达的目的。内源

的rniRNA足以抑制JZEB的翻译并且可能促进了ZEB

mRNA 的降解，对ZEB 基因 3'-UTR 的目标序列点突

变能有效地解除小刚A的抑制作用， RT-PCR结果也

表明，这些m刚A能够控制ZEB mRNA 的量[35] 。 抑

制这些m虫NA足以下调MDCK细胞和NMuMG细胞

中 E- 钙粘着蛋白表达井诱导 EMT[34，35] 。 在多种哺乳

动物细胞癌变中，也发现了 miR-200 家族 miRNA 明

显下调的现象，并且是和ZEB 异常表达， E-钙粘着蛋

白下调等过程偶联[34， 36] 0 在人类、斑马鱼的上皮细

胞类组织中， rniR-200a和 miR-200b 含量丰富;在鸡

胚的内胚层和外胚层它们的表达水平也比较高;在皮

肤形态发生中， miR-200的所有成员都在上皮中高表

达[35]。表明无论是在肿瘤或在胚胎发育中， miR-200 

家族 rniRNA 可能都对ZEB 介导的 EMT起重要的调

节作用。

事实上， ZEB、 TGFß 和 rniRNA 很可能形成了

一个双重负调机制: (1) ZEB l 不仅受rniRNA调节，它

也能抑制rniRNA的转录， rniRNA-141和rniRNA-200c 

等编码基因的上游都有 ZEB l 的潜在结合序列 E盒;

在膜腺癌、直肠癌和乳腺癌细胞中敲除 ZEB l 后

rniRNA-200家族成员和m阳A-141 的表达量都有高

达1.75倍的上调;染色体免疫共沉淀也提供了它们直

接结合的证据。(2) TGFß基因的 3'-UTR 中发现了保

守的 miRNA 结合序列，荧光检测体系也验证了

miRNA 确实能够抑制 TGFß 的内源表达[37]

5 小结

EMT在动物胚胎发育和肿瘤细胞的转移和侵

袭过程中都有重要的作用， ZEB 作为 EMT 中的核心

因素，以侧翼辞指簇结合E盒的方式，抑制以 E-钙粘

着蛋白、极性蛋白为主的上皮细胞命运决定子，促

进EMT 的发生。 同时 ZEB 又受到 TGFß 、 Snail 、

rniRNA等上游因子在转录和转录后层面的调节，是连

接信号转导和细胞粘附、细胞极性的纽带。 ZEB 家

族的功能研究为胚胎发育机制的阐明和癌症的珍断

和治疗提供了全新的线索和方向 。
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The Mechanism of Regulation of EMT by ZEB Family 

Ling Shen, Tian-Chi Xin , Ming-Fa Li* 

(Schoolc扩Life Science and Biotechnolog元 Shanghai Jiao Tong Universiη\ Shanghai 200240, China) 

A b s tract Epithelial-mesenchymal trans ition (EMT) is a process in which epithelial cells lose polarity and 

cell-cell conta~ts and tum in to a mesenchymal state characterized b y increased cell mobility. EMT plays an impor

tant role in both embryogenesis and tumor invasion and migration. Recent researches have revealed that the z inc 

finger E-b ox-bihding protein (ZEB) farnily can induce EMT. ZEB 1/ZEB2 directly or indirectly represses the tran

scription of epithelial cell-cell junction and pol缸ity genes by binding to E-box sequence, thus promoting the transi

tion to mes白chymal cells . On 忧。由er hand, ZEB farnily members are not only吨刷.edby鸣叫s such as TGFß, 

Snail, NF-1CB, hypoxia, but also targeted by miR-2 00 family in a reciprocal way. 
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