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摘 要!%目的& 检测
>?@

干扰自噬相关基因
#),# A18B=C519D!E631B6F 9676 #),#

"

@G-#),#H

表
达后胃癌细胞的自噬活性"观察在

@G-(),(

敲减下顺铂!

IIJ

'对胃癌细胞凋亡的影响( %方法&

用
@G-(),( 42>?@

技术构建
@G-(),(

低表达的人胃癌
K-L%!+

细胞株作为干扰组"转染阴
性干扰的

K-L%!+

细胞作为阴性转染组"未转染的
K-L%!+

细胞作为对照组#

M64B6E7 N3=B

检
测各组细胞中

@G-#),#

的表达和自噬标志物微管相关轻链蛋白
+O02<E=B8N836!144=<21B6F CE=!

B627 (@P(K!3295B <5127 +

"

,L+Q

及死骨片蛋白
# A46R864B=4=06 #

"

J)!Q

的表达# 免疫荧光观察
,L+SS

情况(

LLT!%

实验检测
IIJ

处理后各组细胞增殖能力"计算
SL

U&

值( 经
IIJ

刺激后"流
式细胞术检测细胞凋亡 " 再用

M64B6E7 N3=B

检测凋亡相关蛋白
K<3!!

)

L361V6F <14C146!+

)

L361V6F <14C146!$

蛋白表达( 最后应用公共数据库
T1C317'W626E

对多组胃癌患者
0>?@

表达
谱进行分析"预测

@G-(),(

的表达水平对患者预后的影响( %结果&

@G-(),( 42>?@

干扰组
较对照组蛋白表达水平明显降低

AJX";""(Q

#

,L+SS

水平下降
AJX";"(Q

"

J)!

水平上升
AJX";"(Q

"

并且
,L+

荧光强度下降
AJX";"UQ

( 经
IIJ

诱导后"干扰组细胞增殖明显受抑*

JX";""(

'"细胞
凋亡率明显增加

AJX";"(Q

#

@G-(),(

干扰组中促凋亡分子
<361V6F <14C146!+

)

<361V6F <14C146!$

表达比对照组明显增加
AJX";""(

"

JX";"(Q

"抗凋亡蛋白
K<3!!

表达减少
AJX";""(Q

( 公共数据库
T1C317'W626E

表达谱芯片分析结果显示高表达
@G-(),(

组较低表达组预后差" 差异有统计
学意义

AJY";""(Q

( %结论&

>?@

干扰
@G-(),(

抑制胃癌细胞自噬"并能够明显增强顺铂诱
导人胃癌细胞的凋亡" 提示靶向干扰

@G-(),(

抑制细胞自噬后可能通过调控细胞凋亡提高
胃癌细胞对化疗药物的敏感性(

关键词!

@G-(),(
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中图分类号!

>*+U;!

文献标识码!

@

文章编号!

(""Z'&!Z!

)

!&($

'

&%'&)+)'&*

F=2

!

(&;((*+UP[;2447;(&&Z'&!Z!;!&($;&%;@&(+

!"#$%&'()*+,"- ". /012342 15-5 6-7,8,+9 :(+";7<'=

<-> ?%"@"+59 A,9;B<+,-!,->(C&> :;";+"9,9 ,- D(@<-

1<9+%,C A<-C&% A&BB 4,-& EFAGHI

\]@?- .8!062

(

"

!

"

,S? ^179! _179

(

"

!

"

^/?- ^17

!

"

L]/? `2

!

"

,Sa .86!R27

!

"

ba M67!327

!

"

c]/? ]82!3279

+

*

(; G56 ^=8EB5 ]=4C2B13

"

d217948 a72V6E42BD

"

\567[2179 !(!&&(

"

L5271

#

!; W6F2<13 L=33696 =_

d217948 a72V6E42BD

"

\567[2179 !(!&(+

"

L5271

#

+; J6=C36

+

4 ]=4C2B13

"

d217948 a72V6E42BD

"

\567[2179

!(!&&!

"

L5271

'

:89+%<C+

,%

J8EC=46

&

G= 27V64B291B6 B56 6__6<B =_ >?@ e7=<eF=f7 =_ B56 @G-#),# 9676 =7 18!

B=C519D 17F <24C31B27!27F8<6F 1C=CB=424 27 914BE2< <17<6E <6334;

%

W6B5=F4

&

-14BE2< <17<6E K-L!%!+

<6334 f6E6 BE174_6<B6F f2B5 @G-#),# 42>?@ =E 42>?@ 769B2V6 <=7BE=3

"

B584 B56 <6334 f6E6 F2V2F6F

27B= + 9E=8C4

,

42>?@ @G-#),#

"

42>?@ ?L 17F <=7BE=3; /gCE6442=7 =_ 18B=C519D!E631B6F CE=B6274

f14 F6B6<B6F ND M64B6E7 N3=B 17F 20087=_38=E64<67<6

#

LLT!% 1441D f14 846F B= F6B6<B <633 CE=!

32_6E1B2=7 17F SLU& V1386 f14 <13<831B6F; G56 <6334 f6E6 BE61B6F f2B5 <24C31B27OIIJQ

"

<633 1C=CB=424

f14 F6B6<B6F ND _3=f <DB=06BED

"

17F B56 6gCE6442=74 =_ 1C=CB=424!E631B6F CE=B6274 K<3!!

"

<361V6F

<14C146!+ 17F <361V6F <14C146!$ f6E6 F6B6<B6F ND M64B6E7 N3=B; T1C317!W626E C3=BB6E f14 846F B=

1713Dh6 B56 =7!3276 F1B1N146 =_ 914BE2< <17<6E C1B267B4; G56 V1386 =_ @G-#),# 0>?@ 6gCE6442=7

27 CE=97=424 =_ 914BE2< <17<6E C1B267B4 f14 1713Dh6F;

%

>6483B4

&

G56 6gCE6442=7 =_ @G-#),# CE=B627

42972_2<17B3D F6<E6146FOJX&;&&#Q

"

,L+SS 36V634 f6E6 F6<E6146FOJX&;&#Q

"

J)! 6gCE644B2=7 f14 636V1B6F

OJX&;&#Q 17F B56 _38=E64<67<6 27B6742BD =_ ,L+SS f14 F6<E6146F OJX&;&#Q 27 42>?@ 27B6E_6E67<6

论 著 )+)



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5134

&'()*

!

+(,*-'./ 0123 23. +(42'(5 &'()*67123 23. /(04'.&)5-21(4 (8 9:;<=>< &.4.

!

+.55 *'(518.'-!

21(4 0-? 1431@12./

"

ABC6""<

#!

23. '-2. (8 -*(*2(?1? 0-? 14+'.-?./DABCE"<F

!

23. .G*'.??1(4 (8 +5.-H./

+-?*-?.!I

!

+5.-H./ +-?*-?.!$ 0-? (H.'!.G*'.??./ DA B"6""<

!

A B"6"<F

!

@)2 23. .G*'.??1(4 (8 -421!

-*(*2(21+ *'(2.14 J+5!! 0-? /(04!'.&)5-2./DABK6""<F6 :3. '.?)52 (8 L-*5-4!M.1.' *5(22.' ?3(0./ 23-2

23. *'(&4(?1? 14 23. 31&3 .G*'.??1(4 (8 9:;<=>< &'()* 0-? *(('.' DANKO""<F 6

$

P(4+5)?1(4

%

Q(04'.&)5-21(4 (8 9:;<=>< &.4. 1431@12? -)2(*3-&R -4/ *'(,(2.? +1?*5-214!14/)+./ -*(*2(?1? 14

3),-4 &-?2'1+ +-4+.' +.55 514. J;P%!I6 S2 ?)&&.?2? 23-2 9:;<=>< ,-R @. -??(+1-2./ 0123

+3.,('.?1?2-4+. 14 3),-4 &-?2'1+ +-4+.' @R '.&)5-214& -*(*2(?1?6

!"# $%&'(

&

9:;<=><

'

-)2(*3-&R

'

&-?2'1+ 4.(*-5?,?

'

QQA

'

-*(*2(?1?

胃癌是全球第五大常见癌症! 也是全球癌症死

亡的第三大原因$

<

%

( 据统计!目前在中国胃癌的发病

率)死亡率高居第
!

位!仅次于肺癌$

!

%

( 尽管近年来

胃癌的根治性手术)化疗)放射治疗等取得了进展!

但其
T

年总生存率低于
!T"

!仍然不能令人满意$

I

%

(

顺铂是一种含铂的药物!

<$U%

年首次被批准为抗肿

瘤药! 在许多形式癌症的今天它仍然是一种重要和

有效的治疗 $

V

%

!而靶向治疗的不断进步使胃癌全身

治疗不再是单纯的化疗!

!K<T

年美国国立综合癌症

网络
WX-21(4-5 P(,*'.3.4?1H. P-4+.' X.20('Y

!

XPPXF

指南更是废弃*化疗+或*系统化疗+的说法!全部替

代为*系统治疗+!以兼顾化疗和靶向治疗( 近年来

肿瘤的基因靶向治疗与顺铂化疗联合为提高肿瘤治

疗疗效带来新的希望$

T

%

( 自噬是细胞溶质成分的自

降解过程! 包括免疫的几个方面的多细胞死亡过程

是由自噬引起的( 自噬相关基因"

-)2(*3-&R!'.5-2./

&.4.

!

9:;

,家族在细胞存活和细胞凋亡)细胞运输

调节)细胞信号传导和自身免疫方面至关重要 $

=Z%

%

(

其中 !

9:;<=><

是 自 噬 必 需 的 大 蛋 白 质 复 合 物

9:;T!9:;<!!9:;<=><

的组分 $

$

%

!在自噬过程中发

挥重要作用!同时
9:;<=><

还可调节自噬相关的促

凋亡
[

抗凋亡基因$

#K

%

( 经研究发现
9:;#=>#

在多种

疾病如克罗恩病)帕金森)强直性脊柱炎等中发挥重

要作用 $

##Z#I

%

!近年来还发现其在部分肿瘤中异常表

达!如在骨肉瘤)口腔鳞癌)非小细胞肺癌等中的表达

水平高于正常组织!并且与癌细胞的生长有关$

#VZ#=

%

(

本研究通过靶向抑制胃癌细胞中
9:;#=>#

的表达!

探讨其对胃癌细胞自噬)凋亡及顺铂敏感性的影响!

从而为临床胃癌的系统治疗开辟一条新途径(

#

材料与方法

)*)

主要材料

胃癌细胞株
J;P%!I

由本实验室传代培养 (

\AMS#=VK

培养基) 小牛血清购自美国
;1@5(

公司)

KO!T]

含
^Q:9

胰酶)双抗购自美国
_R,5(4.

公司(

QM`a

购 自美国
`1&,-

公司 ( 靶向
9:;#=>#

的

?1\X9

-

?1\X9 9:;#=>#!#!%=

正义链序列&

T#!PP!

P;b;9b;9Pbb;Pb999::!I#

!反义链序列&

T#!b!

bb9;P99;bP9bP9P;;;::!I#

'

?1\X9 9:;#=>#!

##I=

正义链序列&

T#!;P9P9;9;P99b;b;b99b::!

I#

!反义链序列&

T#!9bb9P9P9bb;PbPb;b;P::!I#

'

?1\X9 9:;#=>#!$K=

正 义 链 序 列 &

T# !PPbPb!

b9;P9;PbbP999b::!I#

!反义链序列&

T#!9bbb!

;99;Pb;Pb99;9;;::!I#

,及阴性干扰对照"

?1\!

X9XP

正 义 链 序 列 为 &

T# !bbPbPP;99P;b;b!

P9P;b::! I#

! 反义链序列为&

T#!9P;b;9P9P;b!

bP;;9;99::!I#

,由上海吉玛制药技术有限公司设

计与合成(转染试剂脂质体
>1*(8.+2-,14. !KKK

购自

美国
S4H12'(&.4

公司(

PPL%

检测试剂盒购自南京凯

基生物公司(

AM`c

)蛋白酶抑制剂)

\9AS

裂解液购

自江苏碧云天生物有限公司(凝胶配制试剂盒)顺铂

购自北京索来宝生物科技有限公司( 蛋白上样缓冲

液 "

T$

,)

^P>

曝光液购自江苏苏州新赛美生物公

司( 兔抗人
9:;#=>#

)

A=!

)

>PI9[J

)鼠抗人
!!-+214

抗体以及
_\A

标记的山羊抗兔) 抗小鼠二抗购自

A'(2.142.+3

公司' 兔抗人
JP>!!

)

P5.-H./ +-?*-?.!I

)

P5.-H./ +-?*-?.!$

)兔抗人
;9AQ_

抗体)

AdQc

膜购

自美国
P.55 `1&4-514& :.+34(5(&R

! 荧光二抗购自优

论 著=IU
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宁维生物科技有限公司!

&''()*' !!+,-.

凋亡检测

试剂盒购自美国
/0

公司!

!"#

实验方法

12!2#

细胞培养

人胃癌细胞系
/3.%!4

复苏后培养于含
#56

+/7

及
18"9:;<

青霉素和
1""9:;<

链霉素的
=>?,

1@A8

培养基在恒温
4B"

"

C6.D

!

饱和湿度的条件下

培养#每
!E4

天传代
#

次!

#F!G!

小干扰
=H&

!

I*=H&

"转染

取对数生长期的
/3.%!4

细胞$

C#18

C

:;<

%种于

@

孔板中培养#每孔
4;<

!将
J*KLM(NOP;*'( !"""

混合

到 含 有
I*=H& &-31@J1!$"@

"

I*=H& &-31@J1!

1!%@

"

I*=H& &-31@J1!114@

及
I*H.

的无血清无双

抗的
1@A"

培养基中! 另外#仅用
J*KLM(NOP;*'( !"""

转染模拟对照# 在室温下孵育
!";*'

并分配到重复

的孔中#于
4B"

"

C$.D

!

湿润条件下孵育#

AE@Q

后更

换为含有
1"$+/7

的
1@A"

培养基!

!AQ

后收取各组

细胞提取总蛋白#

R(IO(S' T<LO

验证干扰效果!

1G!G4

免疫荧光观察转染后细胞自噬变化

取各组细胞制成细胞悬液$

1#1"

C

:;<

%#接种于

预先放置无菌细胞爬片的
!A

孔板中#待细胞贴壁后

取出细胞爬片#

>/7

轻洗
4

次#每次
C;*'

!

AU

多聚甲

醛固定
!8;*'

#

>/7

轻洗
4

次#每次
C;*'

!

82!6 -S*OL'

" #88

通透
#8;*'

!

C6

山羊血清封闭
!8;*'

# 一抗

$

J.4 /

#

#%#88

%

A"

孵育过夜#

>/7

轻洗
4

次# 每次

C;*'

! 荧光二抗$

#%#88

%室温避光孵育
C;*'

#

>/7

轻

洗
4

次# 每次
C;*'

! 滴加
0&>,

室温避光静置染核

C;*'

#

>/7

轻洗
4

次#每次
C;*'

! 最后在干净的载玻

片上滴一小滴甘油作封片剂# 将爬片的细胞面扣在

封片剂上#倒置荧光显微镜下观察! 实验重复
4

次!

#2!2A

药物优化浓度筛选

将对照组"阴性转染组"干扰组细胞$

###8

A

:;<

%

接种于
$@

孔培养板#每孔
#88#<

#每组设
C

复孔! 细

胞贴壁后加入不同药物浓度的顺铂$

8

"

82!C

"

82C

"

#

"

!

"

A

"

%

"

#@#V:;<W

进行干预! 待加药后
!AQ

取出
$@

孔

板#每孔中加入
#8;<

的
..X!%

溶液!继续置于培养

箱中培养
#Q

后#震荡混匀#用酶标仪在
AC8';

波长

条件下测定吸光度值! 用
7>77#$28

软件计算顺铂对

细胞的半数抑制浓度#即
,.

C8

#打开软件建立三个变

量#分别是浓度"抑制率和总数#依次选择分析"回

归"

KSLT*O

#设置响应频率为抑制率#观测值汇总为总

数#协变量为浓度#转换选择对数底为
#8

#模型选择

<LV*O

# 确定后在弹出的输出界面的置信限制中概率

82C8

对应的估计浓度即为
,.

C8

#其中抑制率
Y

&

Z

阴性

对照组平均
D0

值
[

实验组平均
D0

值
W:Z

阴性对照组

平均
D0

值
[

空白对照组平均
D0

值
W

'

#1886

# 总数

为复孔数#并筛选两种细胞的顺铂给药浓度!实验重

复
4

次!

1G!GC

细胞体外增殖实验

取对数生长期的各组细胞$

1#18

A

:;<

%接种于
$@

孔培养板#每孔
188#<

#每组设
C

复孔!

!AQ

后加入

8G4#V:;<

的顺铂#分别于
8

"

!A

"

A%

"

B!Q

后加入
18#<

..X!%

试剂#用酶标仪在
AC8';

波长条件下测定吸

光度值! 实验重复
4

次!

1G!G@

流式细胞仪检测细胞凋亡

将上述细胞接种在
!A

孔板中$

1#18

C 个
:;<

%#每

孔
C88#<

# 细胞贴壁后加入
8G4#V:;<

的顺铂诱导#

!AQ

后收集旧的培养液于离心管中# 加入适量不含

\0-&

的
8G8C6

胰酶消化细胞# 用收集的旧培养基

终止消化# 轻轻将细胞吹成单细胞悬液#

A" 1888V

离心
C;*'

#弃上清#

>/7

洗细胞
!

次#加入
188#< 1#

/*']*'V /^MM(S

重悬细胞并计数#向细胞悬液中加入

C#< &''()*' !!+,-.

和
#5#< >,

#轻混匀#室温避光

孵育
#C;*'

#最后再加入
A55#< /*']*'V /^MM(S

#上机

检测! 实验重复
4

次!

#G!GB R(IO(S' T<LO

检测蛋白表达

收集各组细胞#提取蛋白#每组均取
A5#V

总蛋

白! 经
707!>&3\

凝胶电泳分离"转膜和封闭后#分

别 加 入 兔 抗 人
&-3#@J#

"

J.4$_%

"

>@!

"

/N<!!

"

.<(P`(]!NPIKPI( 4

"

.<(P`(]!NPIKPI( $

抗体孵育过夜#

-/7-

洗
4

遍#每次
18;*'

! 加入辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔二抗# 室温孵育
!Q

#

-/7-

洗
4

遍#每

次
1C;*'

! 加入
\.J

工作液#用分子成像系统曝光"

拍照! 实验重复
4

次!

1G!G%

公共数据库分析

&-31@J1

表达高低对临床患者预后的影响应

用
XPK<P'[?(*(S ><LOO(S

网站对现有的所有有临床

资料的胃癌患者信息
Z

包括仅接受过手术治疗"

C!+^

辅助治疗"其他辅助治疗"

a\=

阳性"

a\=

阴性等患

者
W

进行分析 #选择
P^OL I(<(NO T(IO N^OLMM

&

1B

'定义

&-31@J1

表达水平的高低!

1G!G$

统计学处理

应用
3SPKQ>P] >S*I; C

和
7>771$G8

软件进行

统计分析#计量资料用均数
&

标准差表示#试验为两

论 著 @4%



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5134

组样本之间比较采用
&

检验!以
'(")*+

为差异有统

计学意义"

!

结 果

!"#

建立
,-./01/

敲减的
2.3%!4

细胞株

567&689 :;<&

结果表明!与对照组#

*=0!0!")""+

$

对比!阴性转染组和转染了
4

种
,-./01/ 7>?@,

的

干扰组
,-.#01#

的蛋白表达水平均有不同程度的改

变
A7>?@, @3

%

")BC"!")""/

!

&D!")%!

!

'(")"""/

&

7>?@,

,-./01/"$"0

%

")0+" !")""0

!

& D4)""%

!

' D")"4$0

&

7>?@,

,-./01/"/!%0

%

")/0B! ")"/!

!

&D4!)++

!

'(")"""/

&

7>?"

@, ,-./01/"//40

%

")+4!!")"C0

!

& D!)"4%

!

'D")///!E

!其

中我们选取了干扰效率最高

的
7>?@, ,-.#01#"#!%0

!差

异 有统计学意 义
A' (*=*+F

AG>HI86 #F

"

!"! ,-.#01#

敲低后抑制

胃癌细胞自噬

转染后结果显示! 阴性

转染组与对照组相比%

!%=*$!

!=+#!J7 !%=0/!4=!!

!

&D*=/!0/

!

'D*=$*+B

! 差异无统计学意

义"

,-./01/

敲低后!自噬底

物
'0!

水平较对照组明显增加

A/=$B!*=/0!J7 *=$$!*=*$

!

&D+=!%!

!

'D*=**0!FAG>HI86 !,

'

!2F

!明显

减低
A/=+0!*=/0 J7 4=B! ! *=C+

!

& DC=C0/

!

' D*=*//!F AG>HI86

!,

'

!3F

!并且免疫荧光结果显

示 #倒置荧光显微镜!

!**#

$%

干扰组
134

荧光密度与对照

组相比也降低
A/B=4/!*=C! J7

!%=0/ !4=!!

!

& D4=CB%

!

' D*=*!+CF

AG>HI86 4F

!差异有统计学意义 (

!"$ ,-./01/

敲 低 联 合

KK'

对
2.3%!4

细胞增殖的

影响

33L"%

结果显示
,-./01/

敲减对
2.3%!4

细胞在体外

的增殖有较明显抑制作用 !

对照组' 阴性转染组' 干扰组半数抑制浓度分别为

*=BB/

'

*=$/*

'

*=4C!!HMN;

#

G>HI86 C,

$)选用
*=4!HMN;

顺铂作用于各组细胞
*

'

0

'

/!

'

!C

'

C%

'

B!O

! 结果
!CO

时干扰组已经明显低于对照组 *

*=%C!*=*/ J7!*=%/!

*=*/

!

&D+=B4!

!

'D*=***C

$! 差异具有统计学意义&而

阴性转染组
PKC+*

值较对照组无明显变化 *

*=%/!

*=*C!J7 *=%/!*=*/

!

&D*=*0*

!

'D*=$+4

$*

G>HI86 C2

$)

!%& ,-./01/

敲低后促进
KK'

诱导的胃癌细胞凋亡

经
KK'

刺激
!CO

后!对照组+阴性转染组'干扰

组的凋亡率分别为 *

/4=!0Q!#=B*Q

$' *

#!=00Q!

#=C#Q

$'*

C4=C$Q!4=%$Q

$!相较于对照组!阴性转染

组的细胞凋亡率无显著变化 *

'D*=B$B!

!

&D*=!B+

$&

,-.#01#

敲低后! 凋亡率明显增加
A 'D*=**!*

!

&D

'()*+, - ./, ,00,12 30 4.5#67- 89318:3;9 1390(+<,: => ?,@2,+9 =A32

7>?@, ,-.#01#

3

<

9

&

8

<

;

7

>

?

@

,

@

3

$

*

0

#

!

%

0

#

#

4

0

*=%

*=0

*=C

*=!

*

?
6
;
R
&
>
J
6
,
-
.
#
0
1
#

S
8
<
&
6
>
9
6
T
S
8
6
7
7
>
<
9

7>?@, ,-.#01#

3

<

9

&

8

<

;

7

>

?

@

,

@

3

$

*

0

#

!

%

0

#

#

4

0

, 2

,-.#01#

""RU&>9

@<&6

%

,

%

567&689 :;<& 867I;&

&

2

%

&O6 6VV6U& <V ,-./01/ W9<UWX<Y9 Y686 U<9V>8N6X :Z 567&689 :;<&

&

[[[

%

U<NSR86X &< U<9&8<; <8 7>?@, @3

!

'("=""/=

'()*+, ! 4*23B/C)> A,D,A@ <,C@*+,: => ?,@2,+9 =A32

,

-

.

/

0

1

/

'

0

!

3<9&8<;

7>?@, @3

7>?@, ,-./01/

!=+

!="

/=+

/="

"=+

"

?
6
;
R
&
>
J
6
S
8
<
&
6
>
9
6
T
S
8
6
7
7
>
<
9

3

<

9

&

8

<

;

7

>

?

@

,

@

3

7

>

?

@

,

,

-

.

/

0

1

/

+

C

4

!

/

"

1
3
4
#
M
1
3
4
$

8
R
&
>
<

3

<

9

&

8

<

;

7

>

?

@

,

@

3

7

>

?

@

,

,

-

.

/

0

1

/

,-./01/

'0!

134#

134$

""RU&>9

@<&6

%

,

%

567&689 :;<& 867I;&

&

2

%

,-./01/

'

'0! S8<&6>9

6TS8677><9 >9 6RUO H8<IS

&

3

%

134#M134$ ?R&>< <V

6RUO H8<IS=[[[

%

U<NSR86X &< U<9&8<; <8 7>?@, @3

!

'("="/ R9X '("="+=

, 2

3
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5134

&'#!$ (

!差异有统计学意义"

)*+,-. /

#$

!"# 012#34#

敲低对
526%!7

细胞中凋

亡 相 关 分 子
589!!

!

69.:;.< 8:=>:=.!7

!

69.:;.< 8:=>:=.!$

表达的影响

经
??@

刺激后! 干扰组中凋亡标志

分子
69.:;.< 8:=>:=.!7

%

69.:;.< 8:=>:=.!$

蛋白表达量较对照组明显增加&

A'/%""'"3

;= "'%"""'"!

!

BCAA'/&

!

@C"'"""7

'

A'3"""'"7

;= A'"A""'"%

!

BC&'"%3

!

@C "'""!A

#' 抗凋亡

分子
589!!

蛋白表达明显降低 &

"'DD""'"D

;= "'%$""'"!

!

BCA"'$%

!

@C"'"""D

#

E)*+,-. 3(

$

!"$

表达谱芯片分析
FGH0

水平
012A34A

表达高低与预后的关系

应用在线生物信息学分析软件
I:!

>9:JKL.*.- >9MBB.-

分 析
012#34# FGH0

水平表达情况与生存情况的关系!结果显

示截断值为
#&!

!

012#34#

高表达组累积

生存率显著低于低表达 组 !

NG C A'D7

EA'A/

!

A'&&(

$ 经秩和检验分析可知差异具

有统计学意义
E@C"'""A!( E)*+,-. &(

$ 表明

012A34A

在
FGH0

表达水平与患者预后

显著相关$

7

讨 论

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一!

预计由于人口增长!总数将持续攀升$ 胃

癌死亡率在男性中排第
7

位!在女性中排

第
/

位(

A

)

$ 化疗是胃癌临床治疗中的常用

方法之一!而癌细胞对化疗药物的敏感性

与肿瘤中多种基因的表达有关!其中包括

自噬相关蛋白$ 自噬相关蛋白通过与其自

噬依赖性和非依赖性功能相关的独特机

制促进癌细胞存活% 代谢和细胞增殖(

A%

)

$

012A34A

是哺乳动物
012A3

直系同源基

因!存在于所有真核生物中!它介导多聚

体
012A!!012/!012A34A

复 合 物 的 形

成 ! 在自噬 体形成中发 挥重要作 用 $

012A!!012/

复合物位于吞噬细胞上!一

旦组装了自噬体!

012A34A

就会从中解离

出来(

A$

)

$

012A34A

在癌症背景下的功能性 %&'()* # +,* -*.. /010213&3 )/2*

HMB.

*

0

!

5

!

6

*

:>M>BM=*= <.B.8B*MJ -.=,9B= MO 8MJB-M9

!

=*GH0 H6 :J< =*GH0 012A34A

+-M,>= *J<,8.< PQ 8*=>9:B*MJ :B BR. 8MJ8.JB-:B*MJ MO "'7!+SF9 :OB.- !DR

'

?

*

:>M>BM=*=

-:B. *J .:8R +-M,>' TT

*

8MF>:-.< BM 8MJB-M9 M- =*GH0 H6

!

@UV'VVA'

6

M

J

B

-

M

9

W

?

?

@

=

*

G

H

0

H

6

W

?

?

@

=

*

G

H

0

0

1

2

A

3

4

A

W

?

?

@

3"

D"

!"

"

0
>
M
>
B
M
=
*
=
-
:
B
.
E
X
(

#V

V

#V

#

#V

!

#V

7

#V

D

#V

D

#V

7

#V

!

#V

#

#V

V

)
4
!
!
N
Y
Y
@
Z
!
@
[

A"

"

A"

A

A"

!

A"

7

A"

D

A"

D

A"

7

A"

!

A"

A

A"

"

)
4
!
!
N

A"

"

A"

A

A"

!

A"

7

A"

D

A"

D

A"

7

A"

!

A"

A

A"

"

)
4
!
!
N
Y
Y
@
Z
!
@
[

0 5

6 ?

\A

AA'!X

\!

$'/!X

\D

&/'AX

\7

D'!AX

\A

A3'DX

\!

7D'/X

\D

D"'!X

\7

%'$/X

\A

A"'"X

\!

%'7/X

\D

&&'$X

\7

7'3%X

%&'()* 4 +,* 5&/6&.&27 18 9:;<!= /82*) >+:?$@A BC1-BD1EC

HMB.

*

0

*

Z6

/"

MO .:8R +-M,> B-.:B.< ]*BR ??@

'

5

*

BR. ^?D/V ;:9,.= MO 8MJB-M9

!

=*GH0

H6 :J< =*GH0 012A34A +-M,> B-.:B.< ]*BR ??@ MO V'7+SF9 :B <*OO.-.JB B*F. >M*JB=

&

VR

%

3R

%

A!R

%

!DR

%

D%R

#'

TTT

*

8MF>:-.< BM 8MJB-M9 M- =*GH0 H6

!

@UV'VVA'

V 3 A! !D D%

1*F.ER(

6MJB-M9

=*GH0 H6

=*GH0 012A34A

6MJB-M9

=*GH0 H6

=*GH0 012A34A

A'V

V'$

V'%

V'&

V'3

^
?
_
:
9
,
.

&

D
/
V
J
F

#

AVV

%V

3V

DV

!V

V

6
.
9
9
;
*
:
P
*
9
*
B
Q

&

X

#

??@E!+SF9(

V V'!/ V'/

A ! 7 D 3 % A3

%&'()* = >(210,/'7 .*5*.3 D*2*-2*D 67 &FF(C18.(1)*3-*C-* /33/7

HMB.

*

0

!

5

!

6

*

*FF,JMO9,M-.=8.J8. -.=,9BE!VV#(

'

?

*

BR. *J<.J=*BQ MO 467 *J .:8R +-M,>'

T

*

8MF>:-.< BM 8MJB-M9 M- =*GH0 H6

!

@UV'V/'

6

M

J

B

-

M

9

=

*

G

H

0

H

6

=

*

G

H

0

0

1

2

A

3

4

A

6MJB-M9 =*GH0 H6

=*GH0 012A34A

0 5

6

0 5

)4A!NY0HH_`ZH!)Z16

)4A!NY0HH_`ZH!)Z16 )4A!NY0HH_`ZH!)Z16

=*GH0 H6W??@

6MJB-M9W??@ =*GH0 012A34AW??@

DV

7V

!V

AV

V

Z
J
<
.
J
=
*
B
Q
M
O
4
6
7

*
F
F
,
J
M
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9
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中国肿瘤
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年第
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卷第
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!"#$%& ' ()* *+,%&--"./ .0 1,.,2.-"-!%*312*4 ,%.2*"/- 4*2*52*4 67 8*-2*%/ 63.2

&'()

!

*

!

+),()-. /0'( -),10(

"

2

!

230!"

#

40)56)7 35,85,)!9 5.7 40)56)7 35,85,)!$ 8-'():. );8-),,:'.

:. )53< =-'18>??? 5.7 ??

!

3'@85-)7 (' 3'.(-'0 '- ,:A&* &4

#

BC">""D 5.7 BC">"D>

贡献尚未有过多的探索#然而#近年的一些研究描述

了
*EFDGHD

在少数肿瘤中的作用$ 在这里#我们研究

了
*EFDGHD

在胃癌
2F4%!9

细胞系中的部分作用$

在我们的研究中#我们将胃癌细胞中
*EFDGHD

敲低后# 检测自噬相关蛋白的表达# 结果显示
BG!

蛋白表达明显升高#

H49!I"

比值明显下降#且免疫

荧 光 提 示
H49

的 荧 光 强 度 也 降 低 # 表 明 干 扰

*EFDGHD

后#胃癌细胞的自噬过程受到抑制$ 据报

道
*EFJ

%

2)30:.!D

在调控自噬和凋亡两种程序性细

胞死亡过程中发挥关键作用 &

!"K!#

'

#那么作为自噬过

程中重要复合物
*EFJ!*EF#!!*EF#GH#

中一员的

*EF#GH#

又是否参与细胞凋亡过程( 因此#我们检

测了
*EF#GH#

敲减后细胞的增殖能力#结果提示干

扰
*EF#GH#

后#细胞的增殖能

力在一段时间后较干扰前明

显下降$ 然后我们用流式细胞

技术检测干扰联合顺铂诱导

后胃癌细胞凋亡能力#研究发

现细胞凋亡能力显著提高#这

些结果表明
*EF#GH#

可促进

顺铂诱导的细胞凋亡$ 同时#

本研究用
+),()-. /0'(

检测也

发现凋亡相关蛋白的表达发

生了较大的变化#其中抗凋亡

蛋白
230!!

表达明显下调#促

凋亡蛋白
40)56)7 35,85,)!9

%

40)56)7 35,85,)!$

表达

明显升高#提示
*EF#GH#

表达下调后在细胞凋亡过

程中可能通过抑制自噬# 提高
45,85,)

蛋白家族成

员的活化能力# 并抑制抗凋亡蛋白
230!!

来协同发

挥促细胞凋亡作用$ 以上结果进一步提示
*EF#GH#

与细胞凋亡关系密切# 发挥了在细胞自噬过程中诱

导细胞凋亡的功能#即
*EF#GH#

可被认为是导致程

序性细胞死亡机制中细胞自噬触发凋亡的重要分子

开关蛋白#为研究
*EF#GH#

调控细胞自噬与细胞凋

亡这两种程序性细胞死亡的具体分子机制奠定了基

础$许多研究已表明自噬在肿瘤化疗中发挥着至关重

要的作用#可提高或降低化疗疗效 &

!!L!9

'

$ 本实验中

*EFDGHD

表达下调后顺铂诱导的胃癌细胞凋亡增

加#说明干扰
*EFDGHD

后胃癌细胞对顺铂的敏感性

增加#提示靶向调控
*EFDGHD

表达调节自噬可影响

肿瘤化疗疗效$ 由此#在胃癌的临床治疗中可针对个

体
*EFDGHD

表达情况#进行基因靶向治疗联合化疗#

为肿瘤的系统化治疗提供新思路$ 自噬相关基因中

BG!

%

H49

%

2)30:.

等与肿瘤的临床预后密切相关&

!ML!G

'

$

我们用公共数据库
N5805.LO):)- 80'(()-

表达谱芯

片对多组胃癌患者
@A&*

表达谱进行分析#结果显

示高表达
*EF#GH#

组较低表达组预后差# 这表明

*EF#GH#

的表达可能是胃癌临床治疗的一种预后

标志物$

综上所述# 自噬活动异常与胃癌治疗和预后密

切相关#其中
*EF#GH#

起到重要作用$ 本研究表明

*EF#GH#

在临床上治疗胃癌时#联合应用化疗药物

有助于提高胃癌细胞的药物敏感性# 从而达到相对

理想的化疗效果$另外#其表达水平高低与胃癌患者
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