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&'()*)低表达对肝癌细胞凋亡!增殖与迁移的影响及
&'()*)+*!与 *,-*.间的相互作用
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/

大连医科大学基础医学院病理学与法医学教研室!辽宁 大连
))0"%%1

摘 要""目的#研究
234,*

抑制
&'()*)

表达对肝癌
567!8

细胞凋亡$增殖$迁移的影响!并通过分别下调
&'()*)

和
*,-*.

的表达!探讨肝癌
567!8

细胞中
&'()*)

$

&'()*!

与
*,-*.

表达的相关性及潜在的相互作用%"方法# 构
建靶向

&'()*)

基因的
234,*

质粒表达载体! 瞬时转染至小鼠肝癌
567!8

细胞中! 设无处理组&

9:,

'$

&'()*)!

234,*

组
;&'()*)!234,*<

$转染
=>8?+>(8+,&@!,9

的阴性对照组&

,9

'三组细胞进行实验% 采用实时荧光定量
894

和
A&2B&CD EF@B

技术检测
&'()*)

的抑制效果!并分别检测各组
&'()*!

$

*,-*.

在
G4,*

和蛋白水平的表达%

99H!

$

法$流式细胞仪$

IC7D2J&FF

小室分别检测对细胞增殖$凋亡$迁移的影响%此外!复苏已稳定低表达
*,-*.

的
567!8

细胞!通过实时荧光定量
894

和
A&2B&CD EF@B

技术检测无处理组&

9:,1

$

*,-*.!234,*

转染组&

*,-*.!234,*

'$阴
性对照组&

,9

'三组
567!8

细胞中
&'()*)

$

&'()*!

在
G4,*

和蛋白水平的表达% "结果#

&'()*)

靶向
234,*

成功下
调小鼠肝癌

567!8

细胞中
&'()*)

基因的表达%流式细胞仪检测显示!

9:,

组$

&'()*)!234,*

组$

,9

组细胞凋亡率
分别为

!K$LM"NKO.M

$

%K.#M"NK!#M

和
OKN#M"NKOOM

!

&'(#*#!234,*

组的细胞凋亡较
9:,

组和
,9

组明显增加
;8P

NKNL1

(

99H!$

实验发现!

&'(#*#!234,*

转染细胞后细胞增殖能力较
9:,

组和
,9

组明显下降(

IC7D2J&FF

实验显示!

9:,

组$

&'(#*#!234,*

组$

,9

组迁移细胞数目为
#!OK.L"QK!0

$

00K$%"#.K%.

$

##LKO#"#!KLQ

!

&'(#*#!234,*

组细胞
迁移能力较

9:,

组和
,9

组显著减弱 &

8PNKNL

'%

R4IS894

和
A&2B&CD EF@B

检测显示!

&'()*)!234,*

组
&'()*!

$

*,-*.

在
G4,*

和蛋白水平的表达量较
9:,

组和
,9

组明显降低
;8PNKNL1

! 相较其无处理组的蛋白表达水平!

&'()*!

和
*,-*.

分别下降了
L.M

和
!)M

(

*,-*.!234,*

组中
&'()*)

$

&'()*!

在
G4,*

和蛋白水平的表达量较
9:,

组和
,9

组亦明显降低
;8PNKNL1

% "结论# 通过靶向
&'()*)

的
234,*

使
&'()*)

低表达!可诱导细胞凋亡!抑制
细胞的增殖能力及迁移能力%

&'()*)

$

&'()*!

与
*,-*.

的表达密切相关!且
&'()*)

与
*,-*.

存在相互作用!可
能共同参与调控肿瘤的发生与发展%

主题词"

&'()*)

(

&'()*!

(

*,-*.

(肝肿瘤
中图分类号"

4.OLK.

文献标识码"

*

文章编号"

)0.)S).N-

#

!N)$

$

N$SN.LLSNQ

T@U

"

)NK)).OL+VKU22DK#0.#S#.N-K!N#$KN$KWNN#

'XX&6B2 @X Y@JD!C&Z[F7BUDZ &'()*) >&D& @D *=@=B@2U2

!

8C@FUX&C7BU@D 7DT \UZC7!

BU@D @X 5&=7B@67C6UD@G7 9&FF2 7DT ]DB&C76BU@D E&BJ&&D &'()*)+*! 7DT *,-*.

^5:? _3[!BUDZ

!

A*,> `U

!

5?*,> a[!3@DZ

!

^5*,> b[D

!

A'] a[7D!cU

!

A*,> bUDZ!J&D

!

A*,>

5@DZ!37U

!

-],> W@!cU

!

-?*, A&U

!

5?*,> 5&

!

I*,> bU7D!J[

&

!"#$%&'"(& )* +,&-).)/0

!

1,234 5"634,. 7).."/"

!

!,.3,( 8"634,. 9(3:"%23&0

!

;,.3,( ))0N%%

!

<-3($

'

!"#$%&'$

)"

:EV&6BUd&

#

I@ UDd&2BUZ7B& B3& &XX&6B @X T@JD!C&Z[F7BUDZ &'()*)!Z&D& @D B3& 7=@=B@2U2

!

=C@FUX&C7BU@D 7DT GUZC7!

BU@D @X 3&=7B@67C6UD@G7 6&FF2/567!8<

!

7DT B3& UDB&C76BU@D2 E&BJ&&D &'()*)+*! 7DT *,-*.K

"

\&B3@T2

#

I3& G@[2& 567!8

6&FF2 J&C& BC7D2X&6B&T JUB3 234,* =F72GUT d&6B@C B7CZ&BUDZ &'()*) Z&D& /&'()*)!234,* ZC@[=< @C =>8?+>(8+,&@!,9

/,9 ZC@[=<

!

7DT B3& [DBC7D2X&6B&T 6&FF2 J&C& 2&B 72 9:, ZC@[=K I3& G4,* 7DT =C@B&UD &e=C&22U@D F&d&F2 @X &'()*! 7DT

*,-*. J&C& T&B&6B&T Ec R4IS894 7DT A&2B&CD EF@B

!

C&2=&6BUd&FcK 9&FF =C@FUX&C7BU@D

!

7=@=B@2U2

!

GUZC7BU@D 7XB&C BC7D2X&6!

BU@D J&C& &d7F[7B&T Ec 99H!$ G&B3@T

!

XF@J 6cB@G&BCc 7DT IC7D2J&FF 637GE&C

!

C&2=&6BUd&FcK I3& =C&!C&B7UD&T 567!8 6&FF2

JUB3 2B7EFc F@J &e=C&22UDZ *,-*. J&C& C&dUd&T

!

7DT B3& G4,* 7DT =C@B&UD &e=C&22U@D F&d&F2 @X &'()*) 7DT &'()*! UD

567!8 6&FF2 J&C& T&B&6B&T JUB3 R4IS894 7DT A&2B&CD EF@B

!

C&2=&6BUd&Fc UD O ZC@[=2K

"

4&2[FB2

#

I3& 234,* B7CZ&BUDZ

&'()* Z&D& 2[66&22X[FFc fD@6f&T T@JD B3& G4,* 7DT =C@B&UD &e=C&22U@D F&d&F2 @X &'()*)K (F@J 6cB@G&BCc 7227c 2[Z!

Z&2B&T B37B B3& 7=@=B@BU6 C7B&2 J&C& !K$LM"NKO.M/9:,<

!

%K.)M"NK!)M/&'()*)!234,*< 7DT OKN)M"NKOOM/,9</8PNKNL<K

99H!$ 7227c 23@J&T B37B 6@G=7C&T JUB3 9:, 7DT ,9 ZC@[=2

!

B3& 6&FF =C@FUX&C7BU@D 2UZDUXU67DBFc T&6FUD&T UD &'()*)!

234,* ZC@[= /8PNKNL<K I3& IC7D2J&FF 7227c 23@J&T B37B 6&FF GUZC7BU@D UD &'()*)!234,* ZC@[= J72 F@J&C B37D B37B @X

9:, 7DT ,9 ZC@[=2 /00K$%").K%. d2 )!OK.L"QK!0 7DT ))LKO)")!KLQ

(

8PNKNL<K I3& R4IS894 7DT A&2B&CD EF@B C&2[FB2

23@J&T B37B 6@G=7C&T JUB3 B3& 9:, ZC@[= 7DT ,9 ZC@[=

!

B3& &e=C&22U@D F&d&F2 @X &'()*! 7DT *,-*. UD &'()*)!

234,* ZC@[= J&C& 2UZDUXU67DBFc T&6C&72&T/8PNKNL<K 9@G=7C&T B@ B3& &e=C&22U@D UD [DBC&7B&T ZC@[=

!

B3& =C@B&UD &e=C&22U@D

F&d&F2 @X &'()*! 7DT *,-*. T&6C&72&T Ec L.M 7DT !)M C&2=&6BUd&FcK I3& &e=C&22U@D @X &'()*) 7DT &'()*! 7B G4,*

7DT =C@B&UD F&d&F2 UD *,-*.!234,* ZC@[= J&C& 7F2@ 2UZDUXU67DBFc F@J&C B37D B3@2& @X 9:, ZC@[= 7DT ,9 ZC@[= /8PNKNL<K

"

9@D6F[2U@D

#

HD@6fUDZ T@JD @X &'()*) &e=C&22U@D 67D UDT[6& 7=@=B@2U2

!

UD3UEUB =C@FUX&C7BU@D 7DT GUZC7BU@D UD 567!8
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真核翻译延长因子
#< =1(>+)6'?04 ?)+*2,+?0'* 1!

,'*5+?0'* -+4?') #<

!

1@A#<B

是在蛋白质合成过程中

参与翻译功能的重要分子"

1@A8<

可分为
1@A8<8

和
1@A8<!

两种亚型!在人类!分别由
C

号和
!"

号

染色体上的
!

个不同的基因编码!主要参与凋亡#细

胞周期调节#蛋白质降解及翻译后修饰等$

8

!

!

%

" 大量

研究发现它们在肝癌# 前列腺癌和胰腺癌等多种恶

性肿瘤中呈高表达!且与肿瘤增殖#侵袭#转移和患

者的预后密切相关"

膜联蛋白
<

是一类钙依赖性磷脂结合蛋白超

家族"膜联蛋白
<D=<**1E0* <D

!

<;F<DG

与家族其他

成员相似!可被蛋白激酶
.=HI.G

磷酸化成为蛋白激

酶
.

的底物$

J

%

"

.+

!K

!

LMH

和
HI.

共同使
<;F<D

具

有促进胞吐过程中细胞膜融合的活性 $

%

!

N

%

!且
<;F!

<D

具有
.+

!K依赖的
LMH

水解酶活性!随着胞内颗粒

的向外分泌活性加强$

N

%

" 此外!

<;F<D

参与细胞生

长#分化#增殖#运动#凋亡等 $

C

%

"

<;F<D

形成
N8>O

和
%D>O

分子量的两个亚型!大部分细胞多以
%D>O

亚型表达为主"

众所周知!肿瘤的转移是一个多步骤#连续#复

杂的生物学过程!是恶性肿瘤患者预后差#病死率高

的重要原因之一" 肿瘤细胞内多种分子的异常表达

以及相关信号通路的异常激活常与肿瘤细胞的高转

移#高侵袭密切相关" 因此!研究肿瘤侵袭转移中发

挥调控作用的关键分子与其共相关蛋白间的作用机

制! 寻找合理有效的肿瘤治疗新靶点是肿瘤学研究

的重点!也是当今临床医学面临的挑战之一"

P4+!A

细胞和
P4+!H

细胞是本课题组利用同一

亲本筛选分离出的具有不同淋巴道转移潜能的小鼠

肝癌细胞系" 我们前期通过蛋白质组学技术筛选发

现!

1@A8<8

与
1@A8<!

在高低不同淋巴道转移潜能

细胞株
P4+!A

和
P4+!H

的表达具有显著性差异 $

D

%

"

&0*

等$

$

!

Q

%分别在
P4+!A

和
P4+!H

细胞中证实
<;F<D

是影响肝癌淋巴道转移的重要基因" 本实验旨在通

过
R;<

干扰技术研究
1@A8<8

对肝癌
P4+!H

细胞

凋亡#增殖#转移能力的影响!探讨
1@A8<8S<!

以及

<;F<D

在肿瘤中表达的相关性及其潜在的相互作

用!进一步分析它们在肿瘤增殖#凋亡#转移等过程

中可能共同参与的调控机制"

8

材料与方法

!!!

一般材料

细胞来源!小鼠肝癌低淋巴道转移
P4+!H

细胞株!

由大连医科大学基础医学院病理教研室建立并提

供"

主要试剂!胎牛血清&

T0'U12?

公司'(

RHVW!8C%X

YL0Z4'

公司
G

(

[0\'!"""

转染试剂&

W*]0?)'51*

公司'(

1@A8<8

质粒载体套装 &上海吉玛基因技术有限公

司 '(

<**1E0* <D

抗 体 &

<Z4+^

公 司 '(

1@A8<8

#

1@A8<!

抗体&武汉三鹰生物技术有限公司'(远红外

荧光二抗&

3O_``@_

公司'(

M)0a',

试剂&北京全式金

生物技术有限公司'(

bRMcH.R

试剂盒&北京全式金

生物技术有限公司'(

..I!$

试剂 &日本同仁化学研

究所'(细胞凋亡检测试剂盒&凯基生物科技发展有

限公司'"

!"#

方 法

8"!:8 2/R;<

合成

从 基 因 库 获 得 小 鼠
1@A8<8

基 因 序 列 号

Y;Vd"8"8"CG

!委托上海吉玛基因公司构建靶向小鼠

1@A8<8

的
\LHeCSLAHS;1'!1@A8<8!2/R;<

载体质

粒和阴性对照
\LHeCSLAHS;1'!;.!2/R;<

"

8:!"!

细胞培养及转染

细胞培养! 复苏液氮中妥善保存的稳定转染

\LHeSLAHS;1'!<;F<D

的
P4+!H

细胞! 以及
\LHeS

LAHS;1'!;.

的
P4+!H

细胞以及未作任何处理的

41,,2: W? 02 2(5512?1f ?/+? ?/1 1E\)1220'* '- 1@A8<8

!

1@A8<! +*f <;F<D +)1 4,'21,6 )1,+?1f

(

?/1)1 02 0*?1)+4?0'* Z1?U11*

1@A8<8 +*f <;F<D

!

U/04/ ^+6 Z1 g'0*?,6 0*]',]1f 0* ?/1 )15(,+?0'* '- ?(^') '44())1*41 +*f f1]1,'\^1*?:

$%&'()* +,-./

)

1@A8<8

(

1@A8<!

(

<;F<D

(

/1\+?'4+)40*'^+

DNC
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&'(!)

细胞!

)*+

洗去冻存液"后将细胞于含
!,-

胎

牛血清的
.)/012%,

培养基中培养" 并置于
34"

"

5- 67

!

"相对湿度
8,-

的细胞培养箱中"每
!%9

换

液
#

次!

细胞转染!收集生长活跃的
&'(!)

细胞"调密度

!##,

5 个细胞
:

孔"接种于
!%

孔板中! 按照
;<=>!,,,

转染试剂盒说明书" 分别将重组载体质粒
=?)@:

?A):BC>!CDA#E#!F9.BE

和 阴 性 对 照
=?)@:?A):

BC>!B6

转染至
&'(!)

细胞"细胞设无处理组
&'(!)

细 胞 #

67B

$%

CDA1E1!F9.BE

组
&'(!)

细 胞

&

CDA1E1!F9.BE

$%阴性对照组
&'(!)

细胞&

B6

$三

组进行后续实验' 转染
%$9

后荧光显微镜下观察各

组细胞绿色荧光蛋白的表达情况" 收集细胞准备提

取总
.BE

和总蛋白!

1G!H3

实时荧光定量
)6.

检测
I.BE

表达

应用
JK<L>M

试剂和 分别提取各 组 细 胞 的 总

.BE

" 并将其 反 转 录 成
'NBE O

反 应 条 件 (

34"

15I<P

"

$5" 5FQ

"随后以此
'NBE

为模板应用全式金

公司提供的
R.JS)6.

试剂盒进行
)6.

扩增" 检测

各组细胞中
CDA#E#:E!

及
EBTE4 I.BE

的表达水

平 ) 引 物 (

CDA#E#

上 游
5$ !EJJ??E??6EJJ?!

?6E6J?J!3$

" 下游
5$!666E??EE?E?6JJ6E6J!

6EE!3$

*

CDA#E!

上 游
5$ !E??E??6J?6!

66E?JJ6E6!3$

" 下 游
5$ !J?66E?EE6?E6??J!

6EEJ!3$

*

EBTE4

上 游
5$ !E??J6??J?J?EE6?!

?EJJJ?!3$

" 下游
5$ !J?JE?E66EJ?JE?JJ?E?!

?J6E!3$

*

?E)N&

上游
5$!EE???JJJ???E6E

"下

游
5$!6EJ?EE6E?6?6EE??EJJE!3$

) 引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成)反应程序为(

8%" 3,F

"

8%" 5F

"

2," 3,F

"反应
%5

个循环)

#H!H% UCFVCKP *M>V

检测蛋白表达

提取细胞总蛋白"

*6E

法测蛋白浓度 ) 按照

%"!W:

孔的蛋白行十二烷基硫酸钠
!

聚丙烯酰胺凝胶

电泳" 将电泳产物转移至
)XNA

膜上"

5-

脱脂奶粉

中封闭
!9

*加入
CDA1E1

抗体
Y#%#,,,Q

+

CDA#E!

抗体

&

# &5,,

$%

EBTE4

抗体 &

# &!,,,

$"

?E)N&

抗体
Y# &

#,,,Q

"

%"

过夜*

J*+J

漂洗
3

次" 加入
#&#2,,,

稀释

的辣根过氧化物酶&

&.)

$结合的山羊抗兔
:

鼠荧光

二抗"

34"

恒温箱避光孵育
#9

"

J*+J

漂洗
3

次! 应

用
7Z[FFC[

红外荧光成像仪扫描
)XNA

膜" 进行蛋

白条带灰度值的分析! 以目的蛋白条带的灰度值与

内参
?E)N&

蛋白条带灰度值的比值表示目的蛋白

的相对表达水平!

1H!H5

流式细胞仪检测细胞凋亡

使用细胞凋亡检测试剂盒检测转染后细胞凋亡

情况!

CDA1E1!F9.BE

转染
%$9

后"收集三组细胞"

冷
)*+

小心洗涤
!

次"先将细胞重悬于
!""!M

结合

缓冲液"加入
1"!M EPPC\<PX!A0J6

染液和
5!M )0

染

液"轻轻混匀"避光反应
15I<P

"再加入
3""!M

结合

缓冲液"应即上流式细胞仪检测!

1H!H2 66]$

法检测细胞增殖

收集
CDA1E1!F9.BE

转染
%$9

后的各组细胞"

接种于
82

孔板&密度为
1H5'1"

% 个
:IM

"

1""!M:

孔$"每

组
5

个复孔" 细胞分别培养
"9

%

!%9

%

%$9

%

4!9

后"加

入
66]!$

试剂"

1"!M:

孔"

34"

孵箱培养
19

后" 酶标

仪检测不同时间各组细胞在
%5"PI

波长处的吸光

度&

7N

$值"以
7N

值作为纵坐标%时间为横坐标绘

制细胞生长曲线"分析细胞增殖能力的变化!

1H!H4 JK(PF^CMM

小室检测细胞迁移能力

CDA1E1!F9.BE

转染
%$9

后" 收集三组细胞"

)*+

洗涤
!

次! 用
15_

胎牛血清的培养基重新混悬

细胞"调细胞密度至
3#1"

5 个
:IM

"接种于
!%

孔板小

室上室&

!""!M:

孔
Q

"下室加入
2""!M

含
3"-

胎牛血清

的
.)/0 12%"

的培养基" 每组细胞设
3

个复孔"置

于
34"

"

5-67

!

孵箱中培养
!%9

! 取出小室"吸出上

室剩余培养基及细胞 " 用棉签擦去周边 " 干燥

3"I<P

! 风干后的小室浸在
1-

结晶紫溶液中染色"

!"I<P

后吸出结晶紫溶液"

)*+

清洗! 显微镜下细胞

计数"每小室随机选取
3

个视野取平均数!

!"#

统计学处理

采用
+)++ 14H"

软件进行统计学分析" 重复测

量资料采用均数
(

标准差表示" 独立样本的组间比

较采用单因素方差分析
Y*>P`CKK>P<

,

F /aMV<=MC 6>I!

=(K<F>P JCFVQ

或
V

检验"

)b"H"5

为差异有统计学意义)

!

结 果

$"!

转染
=?)@2:?A):BC>!CDA1E1!F9.BE

和
=?!

)@:?A):BC>!B6

的效率鉴定

将 重 组 载 体 质 粒
=?)@2:?A):BC>!CDA1E1!

F9.BE

和阴性对照载体
=?)@2:?A):BC>!B6

转染至

&'(!)

细胞
%$9

后" 在荧光显微镜下查看细胞中荧

454



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
$

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':$

光蛋白的表达情况! 如
<05()1 #

"

1=<#>8!2/?;>

转染组细胞和阴

性对照组细胞均可见较高荧光表

达"

!!! 1=<8>8!2/?;>

对肝癌
@4+!A

细胞
1=<8>8

表达的影响

B?CDA.?

和
E12F1)* G,'F

结

果表明!

1=<8>8!2/?;>

转染组中

1=<8>8 H?;>

和蛋白的表达水

平相比无处理组和阴性转染组细

胞均呈明显下调! 差异有统计学

意义 #

FIJ:$$K

!

J:"L!

$

A

均
M":"L

%&

另外! 在
H?;>

水平上其表达量

降为原来的
%L:NO

!在蛋白水平的

表达量降为原来的
K!:$O

$而无处

理 组 和 阴 性 对 照 组 细 胞 间

1=<8>8 H?;>

和蛋白表达比较!

均 无 显 著 性 差 异 #

F I":J%P

!

A Q

":"L

%!见
<05()1 !

'

N

及
C+G,1 8

"

!!"

下 调 肝 癌
@4+!A

细 胞

1=<8>8

的 表 达 对
1=<8>!

与

>;R>K

表达的影响

B?C SA.?

检 测 结 果 显 示 !

1=<#>#!2/?;>

转染组与无处理

组 和 阴 性 对 照 组 细 胞 相 比 !

1=<#>!

和
>;R>K H?;>

的表达

水平均显著降低 (

FI$:JP

!

P:JL

$

A

均
MT:TLU

!前者降低
$%:LO

!后者降

低
PN:"O

$而无处理细胞组和阴性

对照细胞组
H?;>

的表达水平比

较!差异无统计学意义(

FI!:"!

!

AQ

":"L

%& 见
<05()1 %

&

E12F1)* G,'F

结果进 一 步 表

明!

1=<8>8!2/?;>

转染组细胞中

1=<8>!

蛋白的表达水平明显低

于无处理组和阴性对照组
VFI8":PL

!

$:!"J

$

A

均
M":"L

%! 且
>;R>K

蛋白

的表达也较无处理组和阴性对

照组降低!差异均有统计学意义

(

FIL:LPL

!

L:"%K

$

A

均
M":"L

%& 而无

处理组和阴性对照组蛋白的表

达水平!比较差异无统计学意义

#$%&'( ) *+,'(--$./ .0 %'((/ 01&.'(-2(/3 ,'.3($/ $/ 425"6 2(11- 53 789

,.-3"3'5/-0(23$.

1=<8>8!2/?;> 5)'(WV"%"U ;. 5)'(WV"%"U

1=<8>8!2/?;> 5)'(WV"8""U ;. 5)'(WV"8""U

#$%&'( ! :9( (+,'(--$./ 1(;(1 .0 (*#)<) =>?< =(5-&'(@ AB C>:D6E>

;.1=<8>8!2/?;>.3;

8:L

8:"

":L

"

?
1
,
+
F
0
X
1
H
?
;
>
,
1
X
1
,
2
'
-
1
=
<
8
>
8

;.1=<8>8!2/?;>.3;

8:L

8:"

":L

"

?
1
,
+
F
0
X
1
1
Y
W
)
1
2
2
0
'
*
,
1
X
1
,
'
-

1
=
<
8
>
8
W
)
'
F
1
0
*

#$%&'( " :9( (+,'(--$./ 1(;(1 .0 (*#)<) ,'.3($/ =(5-&'(@ AB F(-3('/ A1.3

;.

1=<8>8!

2/?;>

.3;

1=<8>8

Z>A[@

LT\[

NK\[

KL$



肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
$

期

&'()*+

,-'./0

*'(0/12

&3456

,-'./0 *'(0/12!

&3456

/78#3! *'(0/12

/78#3#"+9:;3 <=## >">> "?%@=

AB; $$%% >!>> "?>CD

;A =$C" >CED "?$!D

3;F3= *'(0/12

/78D3D"+9:;3 =CGC >">> "?$!%

AB; >=C% >!>> D?"%>

;A ><E% >CED "?>=>

&'()*+ /78D3D &3456 /78D3D!&3456

AB; D"C<D >">= D?DC=

/78D3D"+9:;3 =%<E $$!" "?$%<

;A >>E" >"<$ D?D"!

!"#$% & !'% ()*+%) ,%-.%/0% 12 3'% 3')%% 4)1.(,

!

0H!?%<$

"

"?="$

#

4

均
I"?"C

$"见
81.)'/ C

%

,-JK/ !

& 进

一步分析显示"

/78D3!

的蛋白表达量下降了
C=L

"

322/M12 3=

的蛋白表达量下降了
!#L

&

567

下调肝癌
6N-"4

细胞
3;F3=

的表达对
/78D3D

!

/78D3!

表达的影响

O:,P4A:

结果显示"同无处理组和阴性对照组

相比"

3;F3="+9:;3

稳定下调组!

3;F3="+9:;3

'

细胞中"

/78#3#

和
/78#3! Q:;3

的表达量均有明

显 减 低 !

/78#3#

(

0 H

#ER$E

"

D%R$<

#

4

均
SGRGC

&

/78D3!

(

0HD!RC<

"

DDRD=

"

4

均
SGRGC

'"

/78D3D

在
Q:"

;3

水 平 的 表 达 减 少 了

=!R<L

"

/78D3!

减 少 了

E!RGL

#而无处理组与阴性

对照组
Q:;3

的表达水平

比较" 差异无统计学意义

)

0 H!RG<

"

!R%!

#

4

均
IGRGC

'"

81.)'/ E

&

T/+0/'2 JK(0

结 果 也

表明"

3;F3=

稳定下调组细胞
/78D3D

和
/78D3!

蛋

白的表达水平显著低于无处理组和阴性对照组

U/78D3D

(

0HC?=>!

"

C?"""

#

4

均
S"?"C

&

/78D3!

(

0HE?$$=

"

%?%C!

#

4

均
S"?"CV

"差异均有统计学意义#同时"无处

理组和阴性对照组两组细胞
/78D3D

和
/78D3!

的

蛋白表达量比较 " 差异无统计学意义
U0H"?=><

"

!?%<E

#

4

均
I"?"C

'"见
81.)'/ =

"

,-JK/ <

&

869

下调
/78D3D

的表达诱导肝癌
6N-"4

细胞凋亡

流式细胞仪检测细胞凋亡情况如
81.)'/ $

所

示"无处理组%

/78D3D"+9:;3

转染组%阴性对照组

三组细胞早期凋亡率分别为
!?$CL#"?<=L

"

%?=DL#

"?!DL

"

<?"DL#"?<<L

"

/78D3D"+9:;3

组
U81.)'/ $7V

6N-"4

细胞相较空白对照组细胞!

81.)'/ $5

'和阴性

:*4.)% 7 !'% +;<= %>()%,,*1/ $%?%$ 12 %@:A=& "/B =<C=D

;A/78D3D"+9:;3AB;

D?C

D?"

"?C

"

!
:
/
K
-
0
1
W
/
Q
:
;
3
K
/
W
/
K
+
(
X
3
;
F
3
=

;A/78D3D"+9:;3AB;

D?C

D?"

"?C

"

!
:
/
K
-
0
1
W
/
Q
:
;
3
K
/
W
/
K
+
(
X
/
7
8
D
3
!

,9-0 Y-+ /M-Q12/Z J[ O:,P4A: -0 %$ 9 *(+0"0'-2+X/N01(2 Y109 /78D3D"+9:;3

;A/78D3D"

+9:;3

AB;

D?C

D?G

G?C

G

!
:
/
K
-
0
1
W
/
/
M
*
'
/
+
+
1
(
2
K
/
W
/
K
+
(
X

3
2
2
/
M
1
2
3
=
*
'
(
0
/
K
2

,9-0 Y-+ Q/-+)'/Z J[ T/+0/'2 JK(0 -0 %$ 9 *(+0"0'-2+X/N01(2 Y109 /78D3D"+9:;3

:*4.)% 9 !'% %>()%,,*1/ $%?%$ 12 %@:&=& "/B =<C=D ()13%*/

;A/78D3D"

+9:;3

AB;

D?C

D?G

G?C

G

!
:
/
K
-
0
1
W
/
/
M
*
'
/
+
+
1
(
2
K
/
W
/
K
+
(
X

/
7
8
D
3
!
*
'
(
0
/
K
2

;A/78D3D"

+9:;3

AB;

/78D3!

322/M12 3=

&3456

CG\5

CD\5

%=\5

<=\5

!"#$% 8 !'% 4)"E ?"$.% 12 ()13%*/ #"/B, */ %"0' 4)1.(

=C>



肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
$

期
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<)'(=2

>+)51?

=)'?10*

<@ABC

>+)51? =)'?10*!

<@ABC

1DE8@8 =)'?10*

@;F@G"2/H;@ GI88 JK"8 ":GL"

.3; J"KM $%!M 8:"GK

;. $KML J$L% ":$$"

1DE8@! =)'?10*

@;F@G"2/H;@ %%G$ JK"8 ":%KG

.3; GGK" $%!M ":J!8

;. G$$G J$L% ":$"!

对照组细胞
NE05()1 $EO

凋亡数目明显增多
N?P#I:!K

!

AQI:IMO

" 而无处理组和阴性对照组细胞凋亡数目无

明显差异#

?P!:II#

!

ARI:IM

$%

!"#

下调
1DE#@#

的表达抑制肝癌
C4+"A

细胞增殖

..S"$

法检测细胞增殖结果 ! 发现
1DE#@#"

2/H;@

转染组肝癌细胞的生长活力相比无处理组!

于
%$/

时呈现出显著性差异&

API:II#GO

% 绘制细胞

增殖曲线后可见!

1DE#@#"2/H;@

转染组细胞的增

殖能力一直低于无处理组和阴性对照组细胞!两对

照组间比较无显著性差

异&

API:JK

$% 每组细胞在

各 时 间 点 的
3B

值 见

>+T,1 %

!

1DE#@#

基因下

调后每组细胞的增殖能

力见
E05()1 J

%

!"$

下调
1DE#@#

的表达

抑制肝癌
C4+"A

细胞迁移

1DE#@#"2/H;@

转染

组穿过小室的细胞数明

显少于无处理组细胞
N?P

M:!IK

!

AQI:IMO

% 而无处理

组和阴性对照组穿过小室的细胞数无显著性差异

&

?PI:KK!

!

ARI:IM

$!见
>+T,1 M

!

E05()1 #I

'

##

"

L

讨 论

近年研究发现!

1DE#@#U@!

在多种恶性肿瘤中

异常高表达!对肿瘤细胞的增殖'凋亡及转移能力有

重要影响"本研究中细胞增殖和迁移实验结果显示!

1DE8@8

表达下调后与无处理组和阴性对照组相比!

肝癌细胞的增殖与迁移能力受到明显抑制! 凋亡数

目明显增加" 晏琛等(

8I

)发现抑制
1DE8@8

的表达!可

以抑制人肝癌细胞中
464,0* B8

和
.BS%

蛋白的表

达!使细胞周期停滞于
<

期!影响肝癌细胞的增殖

能力%

V/+*5

等(

##

)在肝癌
C1=<!

和
C1=LW

细胞中发

现!

1DE#@#

可与骨桥蛋白结合!调控后者
XH;@

半

衰期!降低骨桥蛋白的表达水平!影响肝细胞癌的迁

移' 侵袭% 另有研究表明肿瘤细胞中异常增多的

1DE#@#

蛋白可以与
=ML

家族结合!抑制
=ML

家族介

%&'()* # +,* -./0 *12)*33&45 6*7*6 48 *9%:0: ;5< 0/=0$

;.@;F@G"2/H;@.3;

#:M

#:I

I:M

I

!
H
1
,
+
?
0
Y
1
X
H
;
@
,
1
Y
1
,
2
'
-
1
D
E
#
@
!

;.@;F@G"2/H;@.3;

#:M

#:I

I:M

I

!
H
1
,
+
?
0
Y
1
X
H
;
@
,
1
Y
1
,
2
'
-
1
D
E
#
@
#

Z? [+2 X1+2()1\ T6 ]H>^A.H '- 41,,2 [0?/ @;F@G 2?+T,6 \'[*")15(,+?1\

;.@;F@G"

2/H;@

.3;

#:M

#:I

I:M

I

!
H
1
,
+
?
0
Y
1
1
_
=
)
1
2
2
0
'
*
,
1
Y
1
,
2
'
-

1
D
E
#
@
#
=
)
'
?
1
,
*

>/1 )12(,?2 [+2 +4](0)1\ T6 `12?1)* T,'? '- 41,,2 [0?/ @;F@G 2?+T,6 \'[*")15(,+?1\

%&'()* $ +,* *12)*33&45 6*7*6 48 *9%:0: ;5< *9%:0! 2)4>*&5

;.@;F@G"

2/H;@

.3;

#:M

#:I

I:M

I

!
H
1
,
+
?
0
Y
1
1
_
=
)
1
2
2
0
'
*
,
1
Y
1
,
2
'
-

1
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#
@
#
=
)
'
?
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,
*

;.@;F@G"

2/H;@

.3;

1DE#@#

1DE#@!
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<=8 4!>:;?!@:!9

8< 44?:>4!4!:?@

导的促凋亡效应!

4!

"

# 在人结肠癌细

胞和急性
A

细胞白血病细胞中亦

发现抑制
-23454

表达后细胞凋亡

增多!

4>

$

4%

"

%

膜联蛋白
5;B58C5;D

基因是

本课题组前期重点研究的影响肿瘤

增殖& 转移等生物学行为的关键基

因# 前期有关
58C5;

的实验表明'

在
EF."3

细 胞 和
EF."G

细 胞 中 '

58C5;

基因的表达水平与细胞的

增殖与转移呈正相关# 且细胞中存
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