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摘 要!$目的% 探究
+-9!'!%,

通过靶向调节
:%)

的表达对人喉癌
(;:!!

细胞增殖&凋亡以及放射治疗敏
感性的影响' $方法% 培养人喉癌

(;:!!

细胞系"利用慢病毒分别转染
+-9!'!%,

与空白质粒"

9<=>?9

法检
测转染后各组细胞中

+-9!'!%,

水平"采用
@<<

法检测细胞增殖情况(

A

线照射各组细胞后"行克隆形成实
验&微核检测和流式细胞检测法检测转染细胞凋亡水平及放射敏感性"通过在线软件预测

:%)

基因为
+-9!

'!%,

直接调控的靶基因"

B;C0;D5 E.80

检测凋亡相关蛋白水平并进一步验证
+-9!'!%,

与
:%)

的关系"及在
喉癌细胞放射治疗中的作用( $结果%

@<<

实验结果示" 转染
+-9!'!%,

后
(;:!!

细胞增殖能力明显下降
!

>F"6"%

)(克隆形成实验与微核检测结果表明高表达
+-9!'!%,

可使
(;:!!

细胞放射敏感性显著提高(流式
细胞仪检测结果

"G3

下
(;:!!!+-9!'!%,

&

(;:!!!785!!"

组"

'"G3

下
(;:!!!+-9!'!%,

&

(;:!!!785!!"

组凋亡
率分别为

HI6)"J""K''JL

"

H"6"#J""6"!JL

"

H'16'%J"!6M#JL

"

H'6#%J""6"1JLH>F"6"'L

(

<,DN;0O7,5

软件预测
<9PQ>'

!

<>%) D;N4.,0;R -5S-E-08D 8T ,:8:08C-C '

)为
+-9!'!%,

的直接调控的靶基因"

B;C0;D5 E.80

实验结果显示
高表达

+-9!'!%,

可正向调控
:%)

的表达"从而增强
(;:!!

细胞对
A

线的放射敏感性($结论%

@-9!'!%,

表达
上调后可能通过上调

:%)

的表达使
(;:!!

细胞增殖受到抑制"诱使其发生凋亡"并提高放射敏感性(

关键词!

+-9!'!%,

*

:%)

*增殖*凋亡*放射敏感性*喉癌
中图分类号!

9&)#KI%

文献标识码!

Q
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"
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"

(,DE-5 '%"""'

"

?S-5,

)

4D6%03$%

,$

>4D:8C;

%

<8 -5`;C0-N,0; 0S; ;TT;70 8T +-9!'!%, 85 0S; :D8.-T;D,0-85

"

,:8:08C-C ,5R D,R-8C;5C-0-`-03 8T

S4+,5 .,D35N;,. 7,D7-58+, 7;..C ,5R -0C D;.,0-85 Z-0S :%) ;a:D;CC-85K

$

@;0S8RC

%

(4+,5 .,D35N;,. 7,D7-58+,

(;:!! 7;..C Z;D; 74.04D;R ,5R 0D,5CT;70;R Z-0S +-9!'!%, ,5R E.,5b :.,C+-RC D;C:;70-`;.3 E3 .;50-`-D4CK <S;

.;`;. 8T +-9!'!%, -5 ;,7S ND84: 8T 7;..C ,T0;D 0D,5CT;70-85 Z,C R;0;70;R E3 9<=>?9

"

,5R 0S; 7;.. :D8.-T;D,0-85

Z,C R;0;70;R Z-0S @<<K QT0;D A!D,3 -DD,R-,0-85

"

0S; .;`;. 8T ,:8:08C-C ,5R D,R-8C;5C-0-`-03 8T 0D,5CT;70;R 7;..C

Z;D; R;0;70;R E3 7.85; T8D+,0-85 0;C0

"

+-7D8547.;4C 0;C0 ,5R T.8Z 7308+;0D3K >%) N;5; Z,C :D;R-70;R ,C , R-D;70!

.3 D;N4.,0;R 0,DN;0 N;5; 8T +-9!'!%, E3 85.-5; C8T0Z,D;K <S; .;`;. 8T ,:8:08C-C D;.,0;R :D80;-5C Z,C R;0;70;R

"

,5R 0S; D;.,0-85CS-: E;0Z;;5 +-9!'!%, ,5R :%) ,5R 0S; D8.; 8T +-9!'!%, -5 D,R-80S;D,:3 8T .,D35N;,. 7,57;D

7;..C Z;D; `;D-T-;R E3 B;C0;D5 E.80 +;0S8RK

$

9;C4.0C

%

@<< ,CC,3 CS8Z;R 0S,0 0S; 7;.. :D8.-T;D,0-85 7,:,7-03 8T

(;:!! 7;..C R;7D;,C;R C-N5-T-7,50.3 ,T0;D +-9!'!%, 0D,5CT;70-85 H>F"K"%LK <S; D;C4.0C 8T 7.85; T8D+,0-85 0;C0 ,5R

+-7D8547.;4C 0;C0 CS8Z;R 0S,0 8`;D;a:D;CC-85 8T +-9!'!%, C-N5-T-7,50.3 -57D;,C;R 0S; D,R-8C;5C-0-`-03 8T (;:!!

7;..CK <S; D;C4.0C 8T T.8Z 7308+;0D3 CS8Z;R 0S,0 0S; ,:8:080-7 D,0;C 8T (;:!!!+-9!'!%, ,5R (;:!!!785!!"

ND84:C Z;D; HIK)"J""K''JL ,5R H"K"#J""K"!JL ,0 "G3

"

,5R H'1K'%J"!KM#JL ,5R H'K#%J""K"1JL ,0 '"G3

"

D;C:;70-`;.3 H>F"K"'LK <>%) D;N4.,0;R -5S-E-08D 8T ,:8:08C-C ' H<9PQ>'L Z,C :D;R-70;R 08 E; 0S; 0,DN;0 N;5; 8T

+-9!'!%, E3 <,DN;0CO,5 C8T0Z,D;K B;C0;D5 E.800-5N CS8Z;R 0S,0 S-NS ;a:D;CC-85 8T +-9!'!%, :8C-0-`;.3 D;N4.,0!

;R 0S; ;a:D;CC-85 8T :%)

"

,5R ;5S,57;R 0S; D,R-8C;5C-0-`-03 8T (;:!! 7;..C 08 A!D,3K

$

?857.4C-85

%

\`;D;a:D;C!

C-85 8T +-9!'!%, +-NS0 -5S-E-0 (;:!! 7;.. :D8.-T;D,0-85

"

-5R47; ,:8:08C-C ,5R ;5S,57; -0C D,R-8C;5C-0-`-03 E3 4:!

D;N4.,0-5N :%) ;a:D;CC-85K

E2: F&076

,

+-9!'!%,

*

:%)

*

:D8.-T;D,0-85

*

,:8:08C-C

*

D,R-8C;5C-0-`-03

*

.,D35N;,. 7,D7-58+,

喉癌作为常见的头颈部恶性肿瘤"其发病率-死 亡率均较高"且近年来明显上升"对人类的生命健康

造成严重影响$

'

%

( 放射治疗是喉癌的主要治疗方式

之一 $

!

%

"有效地提高放射治疗的疗效是延长喉癌患

论 著 &"1
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者生存期亟待研究和解决的重要课题!

$%&'()*+

"

,%)*+

#

,%)

$长度约
!!

个核苷酸#

是一类新发现的单链非编码小
)*+

#在动植物基因

调控中十分重要! 在肿瘤发生发展过程中#

,%)*+

可以作为癌基因或抑癌基因介入到肿瘤细胞的发

生% 浸润% 转移过程当中# 近年来多项研究显示

,%)*+

对于判断不同肿瘤的预后及治疗效果的预

测起重要作用&

-./

'

! 有研究证实&

0.1

'

#

,%)!2!03

作为抑

癌基因#在喉癌%乳腺癌%肺癌等多种恶性肿瘤中抑

制肿瘤的发生与发展! 另有研究发现 &

#

'

#上调
,%)!

2!03

的表达# 对鼻咽癌细胞的凋亡有促进作用#并

可提高对放疗的敏感性!

40-

基因为一种抑癌基因# 其表达在肿瘤发生

发展的过程中可启动并促进肿瘤细胞发生凋亡#而

随肿瘤发展致大部分细胞
50-

基因突变后# 给予放

射治疗#细胞凋亡仍难以启动#即导致放射抗拒的发

生! 因此# 对
50-

介导的细胞凋亡途径进行重新构

建#有可能实现放射增敏的效果 &

2"

'

! 生物学信息库

63'789:&3;

预测
6)<+42 =640- '87>?398@ %;A%B%9(' (C

35(59(D%D 2E

可能是
,%)!2!03

的靶基因#即可能通过

上调
,%)!2!03

的表达调节
50-

蛋白的表达量!本研

究以近年常用的喉癌
F85!!

细胞株为研究对象#通

过构建
,%)!2!03

表达载体转染
F85!!

细胞株#使用

G

射线照射#观察细胞凋亡能力的变化#并初步对其

分子生物学机制进行探讨!

2

材料与方法

!"!

细胞培养

原代人喉癌
F85!!

细胞株"购自丰晖生物$用含

2"H

的新生牛血清
I+9?3DE

的
J$K$L+9?3DM

培养基培养#

置于
-N"

%

0OPQ

!

条件下培养至细胞对数生长期!

!"#

实验分组及转染

使用重组慢病毒
RS!A3D!,%)!2!03

%

RS!A3D!&(;!!"

=

购自吉凯基因
M

进行转染! 根据说明书以
1"H

的转

染质粒细胞密度接种于
#T

孔板中 #

!/A

后使用

R%5(C8&93,%;8 !"""

试剂"

<;U%9'(78;

$将
RS!A3D!,%)!

2!03

%

RS!A3D!&(;!!"

转染至细胞中( 转染同时另选

一组未进行转染的
F85!!

细胞株作为对照# 除转染

过程不进行外# 其他操作过程同前! 分别将转染

,%)!2!03

组%空白质粒组和未转染组标记为
F85!!!

,%)!2!03

组%

F85!!!&(;!!"

组和
F85!!

组! 转染
/1A

后#收集细胞#用嘌呤霉素筛选稳定表达的
,%)!2!03

!

!"$ )6.4P)

法检测转染情况

根据产品说明书# 用
6'%V(?

溶液分别提取
F85!

!!,%)!2!03

组和
F85!!!&(;!!"

组的总
)*+

!取各组

)*+

样本
2"!?

反转录为
&J*+

# 实时
4P)

检测系

统为
W>3;9:9>@%(!-

# 使用
X3D9D93'9 Y;%U8'D3? :ZB'

['88; $3D98'

"

)(&A8

$ 进行
)6.4P)

实验# 以
YT

D;)*+

作为内参基因#反应体系共
!"!?

#包括)

:\])

['88; <

"

)(&A8

$

2"!?

%水
N!?

%模板
2!?

"

2"";7^!?

$%上

游引物
2!?

"

2"5,

$%下游引物
2!?

"

2"5,

$#采用标准

的三步法程序进行反应! 引物序列如下)

YT

正向引物)

0#!P6P[P66P[[P+[P+P+!-#

#

反向引物)

0#!++P[P66P+P[++666[P[6!-#

(

$%)!2!03!-5

的引物为)

[6P[6+6PP+[6[P+[!

[[6PP[+[[6+66P[P+P6[[+6+P[+P[[P6PP

#

$%)!2!03!-5

正向引物 )

0# !+[P[P[+P+[[6!

[+[[66P66[!-#

#

$%)!2!03!-5

反向引物)

0#!+6PP+[6[P+[[[!

6PP[+[[!-#

(

$%)!2!03!05

的引物为)

[6P[6+6PP+[6[P+[!

[[6PP[+[[6+66P[P+P6[[+6+P[+P6P+P+[

#

$%)!2!03!05

正 向 引 物 )

0# !P[PP[6PPP6[+!

[+PPP666++P!-#

#

$%)!2!03!05

反向引物 )

0# !+6PP+[6[P+[[[!

6PP[+[[!-#

"均来自生工生物工程"上海$股份有

限公司$!

反应程序为
#0"20D

#

T""2,%;

#

0""!,%;

(

/"

个

4P)

循环!

!

.""P9 法计算
,%)!2!03

的相对表达量!

!"%

细胞增殖实验

使用
-!

"

/

#

0!

二甲基噻唑
!!

$

!!

#

0!

二苯基四氮唑

溴盐"

$66

$测定细胞增殖水平! 以
F85!!

组作为对

照 # 选 取 转 染 后 的
F85!!!,%)!2!03

组 与
F85!!!

&(;!!"

组处于对数生长期的细胞进行单层细胞培

养#调节细胞密度#在
#T

孔板中加入
2$2"

- 个
^

孔细

胞#把
2""!?

的细胞培养基加入每孔#于
0%PQ

!

培

养箱内以
-N"

进行常规培养! 各组设
1

个复孔#每

个板另有一个孔仅有细胞培养基不添加细胞作为背

景对照! 在
!/

%

/1

%

N!

%

#TA

后# 分别向每孔加入
!"!?

$66

"

0,7^,?

$孵育
/A

! 弃上清每孔加入
20"!? J$:Q

#

摇床上低速震荡
2",%;

# 以完全溶解晶体! 选择

论 著N"#
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$#"%&

波长!在
'()*+

微板阅读器"

,'-*).

#上测定各

孔吸光度值!记录结果$

!"#

细胞照射与处理

分 别 用
"/!01

的 胰 酶 消 化
234!!

组 %

234!!!

5-%!!"

组和
234!!!&'6!7!0)

组三组对数生长期细

胞!以
7/0"7"

0 个细胞
8

皿接种于
90&&

培养皿中!于

9:#

%

01;<

!

浓度%饱和湿度条件下培养$ 细胞充分

贴壁后! 以
"

%

!

%

$

%

=

%

>

%

7"?@

不同放射量以
A

射线

直线加速器照射培养细胞$

!"$

细胞生长曲线测定

取胰蛋白酶制备单细胞悬液!浓度为
7""

个
8&B

计数后!用含胎牛血清
7=$"

培养基梯度稀释!按照

射剂量不同将细胞分别接种于培养皿中$ 不同照射

剂量接种的细胞数具体如下&

"?@

"

0""

个'!

!?@

"

7"

7"

9 个'!

$?@

"

!"7"

9 个'!

=?@

"

$"7"

9 个'!

>?@

"

>"7"

9

个'!

7"?@

"

7/="7"

$ 个'$

各组细胞分别以
=(C A

线单剂量照射!

9:$

下

培养!待肉眼可见集落时终止培养$ 弃培养基!

D,E

清洗!甲醇固定!

?'3&F)

工作液染色后!以流水缓慢

冲洗染色液! 室温下干燥! 显微镜下细胞计数大于

0"

的集落数$ 对照
"?@

组集落形成率!计算不同照

射剂量下的细胞存活分数"

FG*H'H'%I J*)5K'-%

!

EL

'$贴

壁率 "

4B)K'%I 3JJ'5'3%5@

!

DM

'

N

对照组克隆数
8

细胞接

种数
%7""&

!

ELN

实验组克隆数
8

"接种细胞数
%DMO

$

用
?*)4P4). D*'F&$/"

按单击多靶模型
ELN7QR7Q3Q

S8S

"

O

T 拟合并绘制细胞存活曲线$

!"%

细胞微核的检测

收集三组对数生长期细胞! 在
=

孔板中以
7%

7"

0 个
8

孔加入细胞! 加入细胞培养基
!&B8

孔!

9:$

%

0&;<

!

培养箱内常规培养!每组设
9

个复孔$ 将三

组分别给予
"

%

$

%

7"?@

低剂量%中度剂量和高剂量
A

线照射!之后立即用
7!I8&B

松胞素
,R;,O

处理!并培

养于
9:$

%

01;<

!

浓度% 饱和湿度下!

!>P

后弃培养

液!

D,E

清洗!改良的细胞固定液
R

甲醇
'

冰醋酸
N#(7O

固定
!"&'%

!室温晾干备用$ 用
?'3&F)

工作液染色

0&'%

!

$"

倍荧光显微镜观察至少
0""

个微核数不大

于
9

个的双核细胞!记录细胞数及双核微核细胞数$

!"&

流式细胞仪检测细胞凋亡率

选用胰酶消化后的三组对数生长期的细胞
7%7"

=

个!加入
0""!B ,'%.'%I UGJJ3*

重悬$加入
0GB V%%3W'%

C!LXY;

!轻轻混匀!再加入
7"!B

碘化丙啶
RD*-4'.'G&

X-.'.3

!

DXO

混匀$ 室温避光孵育
7"&'%

$ 离心后弃上

清!再次加入
V%%3W'% C!LXY; 7#"GB

!并轻轻重悬$

加入
7"!B DX

染色液! 轻轻混匀! 冰浴避光放置$

(-LB-!ASD

流式细胞仪 "

,35+()%

'检测 !

;3BBZG3FK

软件系统收获细胞!

(-.L'K [Y J-* ()5 C9/"

软件系

统分析凋亡率$

!"' \3FK3*% ,B-K

法检测
409

!

"!2!VA

蛋白表达

取
A

射线处理
!$P

后不同放射量的
234!!

%

234!!!&'6!7!0)

%

234!!!5-%!!"

细胞!用标准的
6X!

DV

缓冲液"

E-B)*U'- D(EL

'提取总蛋白!以
,;V

法

测蛋白浓度!制备
ESE!DV?M

凝胶"

('BB'4-*3

'!总蛋

白中加入
0%

蛋白质负载缓冲液"

ESE

'!沸水浴加热

0&'%

!

$$

下
7! """*8&'%

离心
7"&'%

!恢复至室温后!

进行
ESE!DV?M

%转膜"

T;

膜!微孔'!将膜用
Y,E!Y

冲洗
7"&'%

后!移至
7"1

牛血清白蛋白在
Y,E!Y

缓

冲液中封膜!室温下摇床上摇动封闭
!P

$ 将膜置于

装有一级抗体稀释液的小袋中!具体一抗为
"2!VA

"微孔!

7(7"""

'%

409

"

VU5)&

!

7(7"""

'%

?VDS2

"

]FU'-

!

7(0"""

'!于含
01

牛血清白蛋白的
Y,E!Y

中摇床
$$

下孵育过夜$

Y,E!Y

洗膜
9

次!每次
0&'%

!加入二级

抗体稀释液"

]FU'-

!

7(0"""

'$

Y,E!Y

再次洗膜!用化

学发光增强剂
;P3&'S-5!A6E^

蛋白印迹实验!用凝

胶成像系统进行蛋白成像!拍照记录$ 以
?VDS2

为

内参!

X&)I3 _

定量分析蛋白条带灰度值$

!"!(

统计学处理

使用
EDEE7:/"

统计学软件%

?*)4P4). D*'F&>/"

%

('5*-F-JK <JJ'53 MW53B

处理数据%统计分析及绘制曲

线$ 计量数据以平均数
)

标准差表示!两组间比较采

用
K

检验$

D`"/"0

为差异有统计学意义$

!

结 果

)"! ('6!7!0)

抑制
234!!

细胞增殖

6YQD;6

实验结果"

L'IG*3 7

'显示!与转染空白

片段的
234!!!5-%!!"

细胞组比较! 转染
&'6!7!0)

的
234!!!&'6!7!0)

组
&'6!7!0)

表达显著提高 !重

组质粒成功转染至
234!!

细胞
RD`"/"0O

$ 另外
(YY

实验显示"

L'IG*3 !

'!与未进行转染的
234!!

组及转

染空白质粒的
234!!!5-%!!"

组相比较! 稳定转染

&'6!7!0)

后的
234!!!&'6!7!0)

细胞增殖能力显著

下降"

D`"/"7

'!而
234!!

组与
234!!!5-%!!"

组相比

论 著 :7"



中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
#

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.01

较! 两组细胞增殖水平无明显

差异" 上述结果表明! 过表达

$%&!'!()

可抑制
*+,!!

细胞的

增殖能力"

!"! -%&!'!()

增强
*+,!!

细胞

放射敏感性

细胞照射剂量存活实验

表明#

.%/01+ 2

$!随着放射量提

高! 各组
3.

均下降! 即各组

*+,!!

细胞增殖能力均明显降

低!同时
*+,!!!$%&!4!()

组细

胞 增 殖 能 力 更 是 明 显 低 于

*+,!!

组和
*+,!!!567!!8

组%

9

射线照射后!各组细胞

双核微核细胞形成结果见表

4

&图
:

'

;)<=+ 4

(

.%/01+ :

$% 由

表
4>;)<=+ 4?

示!未进行照射时

*+,!!!$%&!'!()

组 双 核 细 胞

即较另两组更多!在给予
8

&

:

&

'8@A

剂量的
9

线照射后 !各

组双核细胞数均随剂量增加

而增多!

*+,!!!$%&!'!()

组仍

较
*+,!!!567!!8

组 及
*+,!!

组更多!即
*+,!!!$%&!'!()

组

较
*+,!!!567!!8

组 及
*+,!!

细胞组放射敏感性更高%

流式细胞术检测结果如

图
(>.%/01+ (B

示!

8@A

下
*+,!

!!$%&!4!()

&

*+,!!!567!!8

!

48@A

下
*+,!!!$%&!4!()

&

*+,!!!567!!8

组凋亡率分别为
>CD28E"8D44EB

!

F8D8#E"8D8!EB

!

G4HD4(E"!D:#EB

!

>4D#(E""D"HEB >IJ8D84B

! 各 组

*+,!!

细胞凋亡率随着放射强

度增强而显著提高!且
*+,!!!

$%&!4!()

组细胞凋亡水平显

著高于
*+,!!!567!!8

组 '

IJ

8D84

$%

上述结果表明 ! 过表达

$%&!4!()

可抑制
*+,!!

细胞

增殖及侵蚀能力!并增强
*+,!

#$%&'( ) *+,'(--$./ .0 1$2!3!45!6, 5/7 1$2!3!45!4, $/ 8(,!!!1$2!3!45 %'.&, 5/7

8(,!!!9./!!: %'.&, ;< 2=>?@2

K#L+== ,16=%M+1)N%67 6M *+,!!!$%&!'!() /160, )7O *+,!!!567!!8 /160, 07O+1 O%MM+1+7N 1)O%)N%67 O6P+P

(

QD R6/ ,=6N 6M O6P+!P01S%S)= M1)5N%67

#$%&'( 6 *00(9A .0 '57$5A$./ ./ 9(BB- $/ 8(,!!!1$2!3!45 5/7 8(,!!!9./!!C %'.&,-

#$%&'( ! D'.EAF 9&'G( .0 8(,!!

!

8(,!!!9./!!C

!

8(,!!!1$2!3!45 9(BB-

*+,!!!567!!8

-%&!'!()!2I

:H T!

;%$+GUB

:H T!

;%$+GUB

*+,!!!567!!8

-%&!'!()!(I

IJ8D8(

IJ8D8(

IJ8D8(

IJ8D8(

(8

:8

28

!8

'8

8

;
U
+
+
V
,
1
+
P
P
%
6
7
6
M
$
&
W
K

("

:"

2"

!"

4"

"

;
U
+
+
V
,
1
+
P
P
%
6
7
6
M
$
&
W
K

!: 2C :H C" T! H: #C

;%$+GUB

4D:

4D!

4D"

"DH

"DC

"D:

"D!

"

X
Y
Z
)
0
=
+

*+,!!

*+,!!!$%&!4!()

*+,!!!567!!8

*+,!!!$%&!4!() *+,!!!567!!8 *+,!!!$%&!4!() *+,!!!567!!8

8@A

!@A

:@A

C@A

H@A

48@A

*+,!!

*+,!!!$%&!4!()

*+,!!!567!!8

8 ! : C H 48

Y6P+G@AB

3
0
1
S
%
S
)
=
M
1
)
5
N
%
6
7

4

8D4

8D84

8D884

[

)

L6$,)1%P67 6M *+,!!!$%&!4!() /160, \%NU *+,!! )7O *+,!!!567!!" /160,P

!

IJ"D"4

[

)

L6$,)1%P67 6M *+,!!!$%&!4!() /160, \%NU *+,!! )7O *+,!!!567!!" /160,P

!

IJ"D"(

K

Q
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中国肿瘤
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年第
!#

卷第
#

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.01

!"#$%& ' ())*+, -) ."/!01'2 -3 24-4,-5"5 %6,* -) 7*4!1 8*995

6),*% "%%6:"6,"-3

!

细胞放射敏感性!促进细胞凋亡"

1;< $%&!'!()*+(,

分析轴对于
-.+!!

细胞

放疗敏感性的影响

生物信息学
/)01.234)5

数据库预测结

果显示 #

6%170. 8

$!

9%&!:!()

能结合
/;(,

基因的
/&<=;:! >/;(, 0.17?)2.@ %5A%B%2C0 CD

)+C+2CE%E :F

的
,

%

G/&

区域"

蛋白印迹实验结果如图
H

&表
!

'

6%170.

H

(

/)B?. !

$示!进行放射处理后!各组
+(,

及
!"!=I

表达均较未进行放射处理组增

高'

;J"KL(

$)由表
!>/)B?. !M

示!

"NO

与
:LNO

下 !

-.+!!!9%&!:!()

组 与
-.+!!!4C5!!L

组

相比
+(,

表达分别升高
PQ

&

8Q>;J"K"(M

"图

H>6%170. HM

示
-.+!!!9%&!:!()

组
!-!=I

较

-.+!!!4C5!!"

组表达增高
>;J"K"(M

" 结果显

示
9%&!:!()

的高表达可能通过促进
+(,

的

表达! 从而增加
-.+!!

细胞的
I

射线放射

敏感性"

=2>9* ? =@* 3$.>*% -) >"3$89*6,* 8*995 63: ,@* 3$.>*% -) >"3$89*6% 8*995 A",@ ."8%-3$89*" 9*55 ,@63 < "3 7*4!B!."/!0BC2

D%-$4 63: 7*4!B!8-3BBE D%-$4 $3:*% E

!

F 23: 0E GH %2:"2,"-3 :-5*

RCE.

'

NO

$

-.+!! -.+!!!9%&!:!() -.+!!!4C5!!"

S79B.0 CD

B%574?.)2. 4.??E

S79B.0 CD B%574?.)0

9%40C574?.7E 4.??E

S79B.0 CD

B%574?.)2. 4.??E

S79B.0 CD B%574?.)0

9%40C574?.7E 4.??E

S79B.0 CD

B%574?.)2. 4.??E

S79B.0 CD B%574?.)0

9%40C574?.7E 4.??E

" (!, !: (8! T" (,H ,H

T (!( ,( (T: TH (!" ,P

:" ((8 ,# ("8 T# (:, T!

I"D$%* F J"8%-3$89*$5 )-%.2,"-3 "3 7*4!B!

."K!0B'2 D%-$4 23: 7*4!B!8-3BBE D%-$4

$3:*% E

!

F 23: 0EGH %2:"2,"-3

-.+!!!9%&!:!() -.+!!!4C5!!"

"NO

TNO

:"NO
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:"

(

:"
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:"

,

:"

!

:"

:

:"

"
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(
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:
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中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
#

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.01

!"#$% & '()*"+,-(. (/ *01 %2*+%--,(. #%34%%. 5%*!&!

6(.7&8 9+(:* ".; 5%*!7!),<!=70" 9+(:* :.;%+ ;,//%+%.3

+";,"3,(. ;(-%-

$

讨 论

喉癌在我国呈发病率!死亡

率逐年升高并趋于年轻化的态

势 "

%%

#

$其发生与多种因素多基因

相互作用相关$主要治疗方法包

括手术切除%放射治疗等"

%%&%!

#

&临

床数据表明'任意部位的早期喉

癌(

'

%

%

'

!

%

(

"

)采用上述两种治疗

方法后总体生存率相似* 然而'

放射治疗不仅可以达到与根治

术相同的治疗效果'而且可以有

效地保障患者发音和吞咽功能

的完整性* 对于放射治疗后残留

或复发者'放疗后行挽救性手术

也有一定的治愈率'晚期病变患

者多采取放疗和手术相结合的综合治疗' 无法手术

者则以根治性放疗为主' 综上所述放射治疗是喉癌

治疗的重要方法* 另外尽管近
$"

年来'逐步提高的

外科手术技术+ 更为先进的放射治疗设备以及更有

效的三代化疗药物在喉癌的应用愈发广泛' 同其他

头颈部恶性肿瘤一样'喉癌患者的
)

年生存率'并未

得到明显提高'仅约
)"*

'晚期喉癌的生存率更低

达
$"*+,"*

'相当大比例的局部晚期喉癌患者最终

复发死亡"

!

#

'所以研究喉癌的分子机制'寻求提高放

射治疗效率的方法具有重要意义&

随着对
-./(0

研究的深入'目前在肿瘤治疗上'

医学界以
1./(0

及
-./(0

为主要靶向部位的治疗

方案备受青睐&多项研究表明
-./!%!)2

在抑制肿瘤

的发生%发展中的作用十分重要"

%$

#

'例如乳腺癌"

3

'

4

#

%

多发性骨髓瘤"

%,

#

%肺癌"

5

#

%鼻咽癌"

#

#

& 而
-./!%!)2

在

抑制肿瘤细胞增殖' 促进凋亡的同时也可起到放射

增敏的作用 "

#

#

& 本研究显示' 过表达
-./!%!)2

后

678!!

细胞增殖及侵蚀能力显著下降' 放射敏感性

显著增加'即
-./!%!)2

可能在
678!!

细胞中发挥抑

癌基因的作用&

9)$

是目前发现与人类肿瘤相关性最高的基因

之一'对其研究亦比较成熟&

9)$

基因的表达不仅促

进细胞凋亡'还对肿瘤细胞的生长产生抑制效应&当

肿瘤进一步发展'大部分
8)$

基因突变失活'其诱导

凋亡能力受到抑制' 放疗后
8)$

基因介导的凋亡进

程无法启动'即发生放射抗拒"

%)

#

& 有研究证实"

%3&!"

#

'

甲状腺癌%乳腺癌%肺癌%胃癌%喉癌中
8)$

失活可

以促进肿瘤的生长' 同时也会导致细胞分化的持续

丧失&另外有研究发现
8)$

表达欠缺致乳腺癌%喉癌

的放射增敏作用受到抑制"

!"&!%

#

& 本研究中'我们先使

用
'2:;7<=>2?

生物信息 学软件预测
-./!%!)2

与

'/@09%

的
$

,

A'/

存在互补位点' 可作用于其特异

性序列'或可影响
8)$

的表达&

B71<7:? CDE<

实验结

果显示
-./!%!)2

表达增强后
8)$

表达也随之显著

升高'同时
!6!0F

表达也升高'即细胞凋亡增加&

流式细胞实验进一步证实 ' 过表达
-./!%!)2

后

678!!

细胞凋亡率增加'提示
-./!%!)2

过表达可促

使
8)$

的表达'进一步诱发
678!!

细胞凋亡'并抑制

肿瘤细胞的增殖& 由此可见'

678!!

细胞中
8)$

的表

达可能受
-./!%!)2

调节' 因此对于
-./!%!)2

影响

8)$

表达从而介导
678!!

细胞凋亡增加及放射敏感

性提高的机制将是后续研究的重点&

综上所述'本研究初步探究了
-./!%!)2

与
8)$

在喉癌中的作用'验证
-./!%!)2

可通过调控
8)$

表

达调控
678!!

细胞的增殖%侵袭%凋亡及放疗敏感性&

678!!!-./!%!)2678!!!>E?!!"

(E<71

-

G

-

9H"I")

'

JJ

-

9H"I"%

>,9:+% ? !@% %//%63 (/ ),<!=70" (. 3@% %2*+%--,(. (/ *0A ".; !57BC

"KL %"KL "KL %"KL

9)$

!6!0F

K09M6

"
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!

!

!

>
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?

!

!

"
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!

!

!
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"
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!

!

-

.

/

!

%

!
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"

K

L
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/

!

%

!

)

2

%I)

%I"

"I)

"

/
7
D
2
<
.
N
7
8
:
E
<
7
.
?
D
7
N
7
D

O
!
6
!
0
F
P
K
0
9
6
M
Q

/2R.2<.E? RE17

(

KL

)

678!!!>E?!!" 678!!!-./%!)2

" %I"" %I"4

%" %I!5 %I$,

论 著5%$



中国肿瘤
!"!"

年第
!#

卷第
#

期 !"#$%&!%$'()*+,+,*-./0+123.01

本研究不但丰富了
$%&!'!()

在
*+,!!

中作用的研

究!还为喉癌放疗敏感性的研究提供了新的思路"

参考文献!

-'. /)01 &

!

2%)0 34

!

5%6 78

!

+9 ):; <=9)>:%=?$+09 )0@ A?)B!

)A9+B%C)9%D0 DE ) :)BF01+): =G6)$D6= A+:: A)BA%0D$) A+::

:%0+ -H.; 4?%0+=+ HD6B0): DE I9DB?%0D:)BF01D:D1F *+)@ )0@

J+AK L6B1+BF

!

!M'N

!

(!O'P

#

QQRQST-

王茹!卞晓翠!刘玉琴!

等
;

喉鳞状细胞癌细胞系的建立及其生物学特性研究
-H.;

中华耳鼻咽喉头颈外科杂志!

!UVN

!

(!OVP

#

QQRQST .

-!. W)X)K%9) Y

!

Z>@+:)C%C L

!

4?+0 7

!

+9 ):T Z@[+B=+ B+=,%B)!

9DBF D69AD$+= )$D01 ?+)@ )0@ 0+AK A)0A+B =6B[%[DB= %0

9?+ \9)? 4)0A+B L6B[%[DB= L96@F-H.T 4)0A+B

!

!U!U

!

V!]OQP

#

SN#RSS(T

-^. H)0%=C+X=K) H

!

LC)6$K+==+: _

!

WD=9BC+X=K)!̀ DAC+K)a _

!

+9 ):T

b:D>): $%&JZ +c,B+==%D0 ,BDE%:%01 %@+09%E%+= $%&!'!#U )=

0D[+: ,D9+09%): D0AD$%& %0 :)BF01+): A)BA%0D$) -H.T `5DL

I0+

!

!U'(

!

'UO'!P

#

+U'QQ#!QT

-Q. 56 4

!

L?% 3

!

/)01 Z7

!

+9 ):T &JZ!L+G ,BDE%:%01 DE A%BA6!

:)B &JZ= %0 ?6$)0 :)BF01+): =G6)$D6= A+:: A)BA%0D$)=

-H.T _D: 4)0A+B

!

!U'S

!

'NO'P

#

S]T

-(. 36 __

!

56 d_

!

d?)01 L7

!

+9 ):T Y%EE+B+09%): +c,B+==%D0

,BDE%:+ DE $%&JZ= )==DA%)9+@ X%9? :F$,? 0D@+ $+9)=9)=%=

%0 :)BF01+): =G6)$D6= A+:: A)BA%0D$) -H.T e?+ HD6B0): DE

`B)A9%A): _+@%A%0+

!

!U'#

!

^(O'(P

#

!QQNR!Q('T-

许咪咪!卢

仲明!张思毅!等
T

喉鳞状细胞癌淋巴结转移相关
$%&!

JZ=

差异表达谱分析
-H.T

实用医学杂志!

!U'#

!

^(O'(P

#

!QQNR!Q('T.

-]. 7)0 5

!

76 _4

!

b)D b5

!

+9 ):T _%&!'!()!(, E60A9%D0= )= )

96$D6B =6,,B+==DB %0 >B+)=9 A)0A+B >F @DX0B+16:)9%01

2Z`'-H.T H 4+:: 2%DA?+$

!

!U'S

!

''#O''P

#

SNN^RSNS^T

-N. J)%@6 L

!

L?% 5

!

_)1++ `

!

+9 ):T `Ybf&!$D@6:)9+@ $%&!

!^> A:6=9+B )0@ $%&!V!()!(, =6,,B+== :601 96$DB%1+0+=%=

>F 9)B1+9%01 $6:9%,:+ AD$,D0+09= DE W&ZL )0@ Jf!K2

,)9?X)F=-H.T LA% &+,

!

!"VN

!

NOVP

#

V(QQVT

-S. /)01 52

!

f+01 5

!

*+ H

!

+9 ):T_%&!V!()!(, %0?%>%9= 9?+

,BD:%E+B)9%D0 )0@ %0[)=%D0 DE >B+)=9 A)0A+B A+::= )0@ %0!

@6A+= ),D,9D=%= >F 9)B1+9%01 bZ2! -H.T _)9? 2%D=A% <01T

!"V#

!

V]O]P

#

]#!^R]#^^T

-#. *6 3

!

H%)01 *

!

H%)01 3T YDX0B+16:)9%D0 DE :0A&JZ ZJ!

&g5 %0?%>%9= ,BD:%E+B)9%D0

!

%0@6A+= ),D,9D=%=

!

)0@ +0?)0A+=

B)@%D=+0=%9%[%9F %0 0)=D,?)BF01+): A)BA%0D$) A+::= 9?BD61?

B+16:)9%01 $%&!V!() -H.T 4)0A+B 2%D: e?+B

!

!"VN

!

VS O(P

#

^^VR^^ST

-V". WB)F+$ _

!

L)>>)? _

!

J)a+$ Z

!

+9 ):T e?+ >+0+E%9 DE B+!

)A9%[)9%01 ,(^ 60@+B _Z`W %0?%>%9%D0 D0 9?+ +EE%A)AF DE

B)@%D9?+B),F %0 $+:)0D$) -H.T 4)0A+B= O2)=+:P

!

!"V#

!

VV

OSP

#

V"#^T

-VV. L%+1+: &5

!

_%::+B WY

!

H+$): ZT 4)0A+B =9)9%=9%A=

!

!"VS-H.T

4Z 4)0A+B H 4:%0

!

!"VS

!

]SOVP

#

NR^"T

-V!. eD01 85

!

L?+0 dL

!

7%01 77

!

+9 ):T 5D01!9+B$ +EE%A)AF )0@

%0E:6+0A%01 E)A9DB= DE =6B1%A): 9B+)9$+09 EDB ,)9%+09= X%9?

:)BF01+): A)0A+B -H.T d?+a%)01 _+@%A): HD6B0):

!

!"VS

!

Q"

O!^P

#

!(!VR!(!QT -

童巧玲!沈志森!应焱燕!等
T

喉癌患者

手术治疗的远期疗效及影响因素分析
-H.T

浙江医学!

!"VS

!

Q"O!^P

#

!(!VR!(!QT.

-V^. e%)0 8b

!

e%)0 &4

!

5%6 7

!

+9 ):T e?+ BD:+ DE $%&!VQQh

bL`e' )c%= %0 1)=9B%A A)0A+B -H.T <6B &+[ _+@ `?)B$)AD:

LA%

!

!U'S

!

!!O'^P

#

Q'^SRQ'Q(T

-'Q. *)0@) *

!

_6B)K)$% 7

!

g=?%?)B) &

!

+9 ):T e?+ BD:+ )0@

E60A9%D0 DE $%ABD&JZ %0 9?+ ,)9?D1+0+=%= DE $6:9%,:+

$F+:D$)-H.T 4)0A+B= O2)=+:P

!

!U'#

!

''O''P

#

'N^ST

-'(. 36 7`

!

5%0 b

!

L60 3H

!

+9 ):T 4!_+9 )= ) $D:+A6:)B $)BK+B

EDB +=D,?)1+): =G6)$D6= A+:: A)BA%0D$) )0@ %9= )==DA%)9%D0

X%9? A:%0%A): D69AD$+-H.T H 4)0A+B

!

!U']

!

NO(P

#

(SNR(#QT

-']. /+% e

!

d?6 H8T Z@[)0A+= DE B+:)9%D0=?%, >+9X++0 ,(^

1+0+ E)$%:F )0@ 9?FBD%@ A)0A+B -H.T 4?%0+=+ HD6B0): DE

2)=+= )0@ 4:%0%A= %0 b+0+B): L6B1+BF

!

!U'#

!

!]O''P

#

'^N!R

'^NNT-

魏涛!朱精强
T `(^

基因家族与甲状腺癌的相关研

究进展
-H.T

中国普外基础与临床杂志 !

!U'#

!

!]O''P

#

'^N!R'^NNT.

-'N. *+D WLT &+16:)9%D0 DE ,D=9!9B)0=:)9%D0): $D@%E%A)9%D0 %0

>B+)=9 A)0A+B 9B+)9$+09-H.T 2_2 &+,

!

!U'#

!

(!O!P

#

''^R''ST

-'S. e):%> /*

!

Z: W6BF 5eT `)B9?+0D:%@+ %0?%>%9= 96$DB!,BD!

$D9%01 +EE+A9= DE 0%AD9%0+ %0 :601 A)0A+B >F %0@6A%01 ,(^!

@+,+0@+09 ),D,9D=%= )0@ %0?%>%9%01 i<bf +c,B+==%D0 -H.T

2%D$+@ `?)B$)AD9?+B

!

!U'S

!

'UN

#

'QSSR'Q#(T

-'#. 86 43

!

5%6 7?

!

b+ &&

!

+9 ):T`(^ ,BD9+%0 +c,B+==%D0 )0@

$%ABD=)9+::%9+ %0=9)>%:%9F %0 1)=9B%A A)BA%0D$) )0@ 9?+%B B+!

:)9%D0=?%, X%9? ,BD10D=%= -H.THD6B0): DE 4?%0+=+ I0AD:D1F

!

!U'#

!

!(

$

S

%#

]#SRNU!T-

屈重行!刘艳红!葛瑞瑞!等
T

胃癌

组织中
,(^

蛋白表达和微卫星不稳定及其与预后的相

关性研究
-H.T

肿瘤学杂志!

!U'#

!

!(

$

S

%#

]#SRNU!T.

-!U. `+01 H

!

5% *

!

4?+0 H

!

+9 ):T Y%EE+B+0A+= %0 1+0+ +c,B+==%D0

,BDE%:+ >+9X++0 [DA): ADB@ :+6KD,:)K%) )0@ 0DB$): :)BF0c

$6AD=) >F 1+0+ A?%, -H.T H I9D:)BF01D: *+)@ J+AK L6B1

!

!U'S

!

QNO'P

#

'^T

-!'. e%)0 d7

!

7)01 4/

!

4)% d4

!

+9 ):T &)@%D=+0=%9%C)9%D0 DE

[):,BD%A )A%@ 9D >B+)=9 A)0A+B A+:: _4fN @+,+0@= D0 96!

$DB =6,,B+==DB 1+0+ ,(^ -H.T 4?%0+=+ HD6B0): DE `?)B$)!

AD:D1F )0@ eDc%AD:D1F

!

!U'#

!

^^OQP

#

!(NR!]QT -

田竹筠!杨

春旺!蔡祖超!等
T

丙戊酸对乳腺癌
_4fN

细胞的放射增

敏性依赖于抑癌基因
,(^-H.T

中国药理学与毒理学杂志!

!U'#

!

^^OQP

#

!(NR!]QT.

-!!. 8%6 d5

!

H%)01 3`

!

76)0 3Y

!

+9 ):T <EE+A9 DE Jf2Y' @+!

,:+9%D0 D0 A?+$DB)@%D9?+B),F =+0=%9%[%9F DE :)BF01+): A)B!

A%0D$) -H.T 4?%0+=+ HD6B0): DE I,?9?):$D:D1F )0@ I9DB?%!

0D:)BF01D:D1F

!

!U'S

!

'SO(P

#

^']R^!U

!

^!QT -

邱志利 !蒋晓

平!袁小东!等
T

抑制
Jf2Y'

表达对喉癌放化疗敏感度

影响的研究
-H.T

中国眼耳鼻喉科杂志!

!U'S

!

'SO(P

#

^']R

^!U

!

^!QT.

论 著 N'Q


