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家族最早由
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等"
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#从出芽酵

母中提取而来$ 在真核细胞中!
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家族与细胞

5)6

损伤的发生"

$

!
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#和复制起始 "

#8

!
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#密切相关!参与

细胞周期的调控 "

9!

#

!并对细胞的增殖和凋亡起到十

分关键的作用"

9:

!
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$ 既往研究表明!
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在众多恶

性肿瘤中高表达!促进肿瘤细胞的发生和发展"
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!
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#
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以上表明
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参与了肿瘤的发生% 发展!但

目前
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在
)+=

细胞恶性转化中的生物学作用

尚不明确$ 本研究应用已构建好并验证具有干扰效

率的
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基因慢病毒干扰载体转染人鼻咽癌
;!

$>

细胞!观察其对
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细胞体外生长%增殖和凋亡

的影响!为进一步研究
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在鼻咽癌中的作用奠

定基础$
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材料与方法
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MQA1!
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'(荧光显微镜&奥林巴斯'(倒置显微镜&上海
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仪&

E6.6?6

公司'(
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膜 &
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=MHAK1

&
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方 法
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细胞用
?+@( 9&%8

&含
;D>Q*

'培养基培

养!细胞株均培养于
;D=U

!

%

:4"=

%饱和湿度的培养

箱常规培养$ 平均
9<!V

传代! 以保持细胞对数生

长$ 每次实验使用对数生长期的细胞$

9C!C!

慢病毒干扰载体的构建及包装

携带靶向
'()*!

基因的
,W?)6

慢病毒载体

X'()*!!,W?)6Y

和靶向无关序列的阴性对照慢病毒

载体&

'()*!!)=

'均由上海吉凯基因科技有限公司

合成并包装! 并进行测序鉴定和病毒滴度的测定$

干扰载体和阴性对照载体均表达绿色荧光蛋白
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!
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慢病毒感染
;!$>

细胞

将
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细胞分成
!

组)

,W=2FH

组 &阴性对照组'

和
,W'()*!

组&

'()*!!,W?)6

慢病毒感染组'$ 取对

数生长期的
;!$>

细胞!以每孔
9#9"

; 细胞数接种于

&

孔板! 次日向各组细胞中分别添加相应的适量慢

病毒溶液进行病毒感染! 每孔感染复数
XL/H2ASHABA2Z

1- AJ-MB2A1J

!

@U(Y

为
9"

$

!%W

后换液!

4!W

后荧光显微

镜下观察
;!$>

细胞
'>+

的表达情况! 确定病毒的

感染效率$

9C!C%

实时荧光定量
+=?

!

[?E\+=?

"检测

按照
E123H?)6(,1H32A1J

和
[?E\+=? +F1BMV/FM

使用说明书操作$ 收集细胞!用
EFAG1H

提取总
?)6

!

取
#!K ?)6

为模板!逆转录合成
B5)6

!用特异引

物进行
[?E\+=?

!每组设
:

个平行孔$

'()*!

上游

引物为
;$!=6'666E'E='==E'=E==!:$

!下游引物

为
;$!''6EEE='E=E'==EE='!:$

!扩增产物长度为

#4;0S

( 内 参 照
'6+5I

上 游 引 物 为
;$ !

E'6=EE=66=6'='6=6===6!:$

! 下游引物为
;$!

=6===E'EE'=E'E6'==666!:$

!扩增产物长度为

#!#0S

$ 循环参数为)

7;"=

维持
:8,

后行
%8

周期循

环! 每周期为
7;"=

维持
;,

%

&8"=

维持
:8,

%

7;"=

维

持
#;,

%

&8"=

维持
&8,

%

7;"=

维持
#;,

$解离曲线分析

'()*! L?)6

表达!以
!

\""=2 进行数据分析$ 以上实

验重复
:

次$

#C!C;

蛋白提取及
]M,2MFJ 0H12

检测

收集细胞蛋白!

Q=6

法蛋白定量后行聚丙烯酰

胺凝胶电泳$

+R5>

膜
%"=

%

:88L6R

恒流条件下电

转
#;8LAJ

!封闭液&含
;D

脱脂牛奶的
EQ*E

溶液'室

温封闭
+R5>

膜
#W

!

%"=

一抗孵育过夜!

EQ*E

洗膜

$LAJ#%

次!封闭液稀释二抗!室温下二抗孵育
#C;W

!

EQ*E

洗膜
%

次!每次
$LAJ

!暗房显色曝光$ 重复
:

次 $ 一 抗
6J2A!'()*! X# %;88

!

*AKL3Y

( 一 抗
6J2A!

'6+5I X#%!888

!

*3J23!=F/GY

(二抗
6J2A!?300A2 (K'X#%

!888

!

*3J23!=F/GY

(二抗
6J2A!@1/,M (K'X#%!888

!

*3J!

23!=F/GY

$

#C!C& =MHAK1

细胞计数实验

接种
#;88

个细胞于
7&

孔板中 ! 每孔加入

#88!H

培养基! 每组设
:

个平行孔!

;D=U

!

%

:4"=

培

养箱培养$铺板第
!V

起!每天
=MHAK1

检测读板
#

次!

连续检测读板
;V

$ 对数据进行统计分析!绘制细胞

;:4
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生长曲线! 重复
=

次!

#;!;>

细胞增殖实验
?@AAB

接种
!"""

个细胞于
C&

孔板中 " 每孔加入

9""!-

培养基" 每组设
D

个平行孔"

DE/4

!

#

=>!/

培

养箱培养
%$0

! 检测时各孔加入
DF6GF- @AA

液

!H!-

培养
%0

"吸走培养液后加入
9HH!- I@J4

孵育

DF1+

"待结晶溶解后酶联免疫检测仪检测
%CH+F

波

长下每孔的
4I

值"绘制细胞增殖曲线! 重复
=

次!

#;!;$

平板克隆形成实验

接种
%HH

个细胞于
&

孔板中" 每孔加入
!F-

培

养基"每组设
=

个平行孔"

DE/4

!

#

=>!/

培养箱中培

养
!

周! 待克隆形成后"吸走培养液"

KLJ

洗涤细胞

#

次!每孔加入
#F- %E

多聚甲醛"室温固定细胞
=HM

&HF1+

"

KLJ

洗涤细胞
#

次! 每孔加入
NOP@JQ

染液

D""!-

"染色
9"M!"F1+

"

KLJ

洗涤数次"晾干"拍照计

数! 重复
=

次!

9;!;C

流式细胞术检测细胞凋亡

以
9"9"

D

GF-

接种
&

孔板"每孔加

入
!F-

培养基" 每组设
=

个平行孔"

培养至细胞融合度达
$DE

"终止培养

收集细胞!

9=""*FR

离心
DF1+

"弃上

清"

%!/

预冷的
I#S,+T3 ?RSU>;!M>;%V

洗涤细胞沉淀!

9"W1+X1+6 W)..2*

洗涤

细胞沉淀
9

次"

9=""*FR

#

=F1+

离心"

收集细胞!

!""!- 9"W1+X1+6 W)..2*

重

悬细胞沉淀! 加入
9"!- Q++2Y1+ :#

QK/

染色"室温避光
9"M9DF1+

! 根据

细胞量 " 补加
%""M$""!- 9"W1+X1+6

W)..2*

! 流式细胞术检测细胞凋亡! 重

复
=

次!

LMN

统计学处理

采用
JKJJ 9C;"

软件进行数据分

析处理"计量资料采用
Z

检验"

K[H;HD

为差异有统计学意义!

!

结 果

EML

慢病毒感染
D#$\

细胞效率观察

将阴性对照病毒载体和
NO<J!#

30]<Q

病毒载体分 别感染
D#$\

细

胞"在荧光显微镜下观察
D#$\

细胞的

感染效率! 结果显示"慢病毒感染
>!0

后"

30/Z*-

组

和
30NO<J!

组
D#$\

细胞中均有
N\K

表达" 细胞感

染效率达
$HE

以上"细胞状态正常
?\16)*2 9V

!

EME

慢病毒感染后各组细胞
NO<J! F]<Q

和蛋白

的水平

为观察
NO<J!#30]<Q

慢病毒载体对
D#$\

细胞

中
NO<J!

的干扰效果"

^]A_K/]

和
`23Z2*+ W-(Z

分

别检测
D#$\

细胞中
NO<J! F]<Q

和蛋白水平 !

^]A_K/]

结果显示"

30NO<J!

组细胞中
NO<J! F]<Q

表达水平明显低于
30/Z*-

组
aK[";""9V?\16)*2 !QV

$

`23Z2*+ W-(Z

结果显示"

30NO<J!

组细胞较
30/Z*-

组

NO<J!

蛋白表达水平明显下调
?\16)*2 !LV

$提示成功

建立了下调
NO<J!

水平的稳定的鼻咽癌
D#$\

细胞

株"可用于后续实验!

EMN /O<J!

对细胞生长的影响

为评估
/O<J!

对细胞生长的影响" 采用
/2-16(

b160Z F15*(35(R2 \-)(*2352+52 F15*(35(R2

30/Z*-

30NO<J!

30/Z*-

30NO<J!

NO<J!

NQKIS
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肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
&

期

'()*

+,-./0

1*22 34567 1*22 3456789456,

/:17;2 /:<=>?! /:17;2 /:<=>?!

# #!%@!##@ @&A!!% BCAA!ACAA #CAA!ACAA

! !#@#!!&D #%%E!%A #CED!ACA% #CD#!ACAD

F FA!F!!@E BDBF!F$ !C%!!ACA! BCD$!ACA%

% FE$F!FFE B@EE!EA FCAF!ACA& !CA&!ACA!

D %@E!!F$ !!%%!!B %CAA!ACF& !CF%!ACA$

!"#$%& ' ()*+,-*.) */ 01234 *) 5677 8%*7"/6%9:"*)

B ! F % D

'()*+,-./G

/:17;2 /:<=>?!

!CD

!CA

#CD

#CA

ACD

A

H
I
%
@
A

J K

B ! F % D

'()*+,-./G

/:17;2 /:<=>?!

H
I
%
@
"
8
9
4
2
,

细胞计数对
/:17;2

和
/:1=>?!

组细胞连续计数
D,

!

结果显示"

/:<=>?!

组细胞与
/:17;2

组相比生长抑

制明显"差异有统计学意义
+L(M5;* FK

"

NOACAAB

#

L(M"

5;* F1

"

NOACADGP'-Q2* BG

! 提示下调
<=>?!

表达能够

抑制
D"$L

细胞生长!

4;< 1=>?!

对细胞增殖的影响

为探讨
1=>?!

对细胞增殖的影响"采用
R''

法

检测细胞的吸光度值" 绘制增殖曲线! 结果显示"与

/:17;2

组相比"

/:<=>?!

组细胞增殖受到抑制"差异有

统计学意义
+L(M5;* %J

"

NO"C""B

#

L(M5;* %K

"

NO"C""BG

!

提示下调
<=>?!

表达能够抑制
D"$L

细胞增殖!

4;= 1=>?!

对细胞体外成瘤能力的影响

采用平板克隆形成实验检测
<=>?!

对体外成

>?@76 A B677 )$C@6% ?)D E%*.:F %?:6
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

30/=*-

30>?<@!

30/=*-

30>?<@!

!A"

!""

9A"

9""

A"

"

/
-
(
+
2

!"#$%& ' ()*+,-*.) */ 01234 *) 5*6*)7 /*%89:"*)

;"<$%= > ?)*5,@*.) */ A1B34 *) 5=66 CD*D:*E"E

瘤能力的影响! 结果显示"

30>?<@!

组细胞的克隆数

明显低于
30/=*-

组
BC16)*2 ADE

" 差异有统计学意义

BFGH;HH9IBC16)*2 AJI

! 提示下调
>?<@!

表达能够减

弱
A!$C

细胞体外成瘤能力!

4F> /?<@!

对细胞凋亡的影响

采用流式细胞仪检测
>?<@!

对细胞凋亡的影

响! 结果显示"

30>?<@!

组细胞的凋亡数明显高于

30/=*-

组细胞
BC16)*2 &DI

" 差异有统计学意义
BFG

";""9IBC16)*2 &JI

! 提示下调
>?<@!

表达可以诱导
A!

$C

细胞发生凋亡!

K

讨 论

>?<@

复合物由
@-LA

#

F3.9

#

F3.!

和
F3.K

四个亚

基组成 $

M

"

!"

%

"可介导
/N/%A

和
O/O!!M

共同激活细

胞内的微染色体解螺旋酶"并与
N<D

多聚酶
!

和
"

相互作用"参与细胞
N<D

复制及合成的一系列调控

机制$

9H

%

!

O(0*1

等$

9%

%研究发现
@-LA

可以促进细胞增

殖及胚胎早期发育!

P,Q,+2

等$

9!

%研究发现
@-LA

和

F3.9

在膀胱癌中高表达&而
@)+

等 $

!9

%研究发现对于

#

期和
$

期的结直肠癌患者"

F3.K

高表达往往提示

预后较差!

R,+2

等$

!!

%研究发现
F3.K

高表达的非小细

胞肺癌患者总生存率较低"

F3.K

可作为非小细胞肺

癌预后的生物标志物!

本文研究的
>?<@!

'

F3.!

(基因"位于人染色体

9&S!%

上$

9K

"

9M

%

"其
QT<D

长度为
99U&VW

"编码相对分

子质量为
!# HHH

的蛋白质$

#&

%

! 研究表明"

>?<@!

在

众多肿瘤中异常表达"参与恶性肿瘤细胞的增殖#凋

亡#周期等调控! 在胶质母细胞瘤中"

>?<@!

主要定

位在神经祖细胞的基因组区域"作为扩增基因之一"

其生物学功能是参与
N<D

的复制"

C13502*

等$

#A

%通过

对
>?<@!

等扩增基因介导的扩增模式的深入研究"

进一步了解了胶质母细胞瘤的起源!而
4)7,+6

等$

#&

%

研究发现
>?<@!

在宫颈癌中高表达"下调
>?<@!

的

D J

FGH;HH#

D J

FGH;HH#
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

表达水平可抑制宫颈癌细胞的增殖! 迁移和侵袭能

力" 同样#

'()*!

在乳腺癌中也呈现高表达"

+,-./

等$

01

%研究表明#

'()*!

是乳腺癌独立的预后标志物#

与乳腺癌的肺转移! 组织学分期及内分泌治疗抵抗

等密切相关&而
2-./

等 $

&

%研究表明#

'()*!

在三阴

性乳腺癌细胞系中高表达#下调
'()*!

可抑制三阴

性乳腺癌细胞的生长!侵袭及干细胞样特性"

345

等$

06

%

研究表明#

'()*!

基因在肺腺癌
!

期!

"7

期的表达

量较
#

期高#且
'()*!

高表达与肺腺癌的转移密切

相关"因此#

'()*!

基因在众多恶性肿瘤细胞中表达

升高#促进了肿瘤的发生和发展"

肿瘤的发生发展涉及多个基因! 多个环节的调

控异常#故从分子水平阐述
)28

的发病机制很有意

义"本研究中#为探讨
'()*!

在
)28

中的作用机制#

首先利用
9)7

干扰技术将
'()*!!:,9)7

慢病毒载

体感染人鼻咽癌
;!$<

细胞# 成功构建了稳定干扰

'()*!

的
)28

细胞株&

=9>?289

和
@-:A-B. CDEA

结

果提示
:,'()*!

组细胞中
'()*! F9)7

和蛋白表

达降低"

8-D4/E

细胞计数实验!

G>>

法及平板克隆形

成实验结果提示#

:,'()*!

组细胞生长增殖受到显

著抑制" 流式细胞术发现#

'()*!

基因沉默后#细胞

凋亡率明显增加" 结合既往研究'

'HE

等 $

#$

%发现#

'()*!

基因在白血病
I;&!

细胞株中沉默后#可抑制

细胞生长#促进细胞凋亡&而
+,H./

等 $

#J

%发现#在早

幼粒细胞白血病
K3&L

细胞株中# 沉默
'()*!

基因

能够有效抑制其增殖#促进其凋亡&提示
'()*!

在调

节肿瘤细胞的增殖凋亡过程中发挥了重要的作用"

综上所述# 本研究构建了敲低
'()*!

基因表达

的鼻咽癌
;!$<

细胞株#通过对细胞增殖及凋亡的检

测#发现下调
'()*!

可显著抑制
;!$<

细胞的生长和

增殖#并促进细胞凋亡"提示
'()*!

在鼻咽癌的发生

发展中可能起促进作用# 深入地研究
'()*!

的作用

机制可能为鼻咽癌的治疗提供新的策略和靶点"
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