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摘 要!%目的& 通过转染
01(23

沉默
'!()*

基因以探讨其在大肠癌细胞生长中的作用及其
相关分子机制' %方法& 通过阳离子脂质体介导的方法将

01(23

转染入大肠癌细胞
456##7

和
897!/

"经
9:0;:<= >?@;

验证
01(23

的干扰效果'经
A66

法(

6<)=0B:??

实验(细胞克隆形成
实验和流式细胞术研究下调

'!()*

基因对
456--7

和
897!"

增殖( 迁移和相关细胞活力的
影响' 采用

9:0;:<= >?@;

法检测转染
01(23

后相关细胞周期蛋白水平' %结果&

456--7

和
897!"

转染后细胞活力明显下降" 转染
01(23 &.C

后
456--7

与
897!"

细胞的抑制率分别
为

+&D

(

!.D

' 流式细胞术发现
456##7

和
897!/

在
'!()*

基因下调后"较多细胞滞留在
E

#

期
FGH/I"%J

'

9:0;:<= >?@;

实验发现转染
01(23

后细胞
K!5L'!

(

M!N-

(

5O'?1=P-

表达水平均有
下降

FGHQ,"%J

'

01(23

转染
456--7

和
897!"

细胞后"细胞凋亡比例分别为
$,7.R"!I+SD

(

SI!$D"#I7.D

"均高于对照组
TGHQIQ%J

'

01(23

转染
456--7

和
897!Q

细胞后
5)0K)0:!+

相对
水平分别为

QI%S"QI--

(

QI&S"QIQ$

"

U'?!!

相对水平分别为
QI-7"QIQ%

(

QI!+"QIQ&

"与对照组相比
差异均有统计学意义

TGHQIQ%J

'

01(23

转染
456--7

和
897!Q

细胞后
2!')LC:<1=

相对水平分
别为

QI!&"QIQS

(

QI!!"QIQ&

"

M!')LC:<1=

相对水平分别为
QI&S"QI-!

(

QI%."QI-+

"与对照组相比差
异均有统计学意义

TGHQIQ%J

' %结论& 通过下调
'!()*

基因的表达可将大肠癌细胞阻滞在
E

-

期"促使细胞发生凋亡"同时抑制大肠癌细胞发生
MA6

转化'
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大肠癌是发病率较高的恶性肿瘤! 已有研究发

现饮食热量摄入和大肠癌发生密切相关! 也有部分

学者认为某些患者受遗传因素的影响"

#

#

$ 大肠癌早

期症状较为隐匿!主要是排便习惯的改变%腹痛%发

热%消瘦等"

!

#

$ 大肠癌是一个多因素复杂演变过程!

首先大肠的正常黏膜衍生出息肉! 然后在致癌因素

刺激下转化为腺瘤!最终病变为恶性肿瘤!大肠癌的

常见类型是腺癌!其次为黏液癌!尽管大肠癌的治疗

技术不断进步!但患者的
%

年生存率不足
=!;>?

"

@

#

$ 大

肠癌的病变涉及众多的基因和相关信号通路活性的

改变$ 有研究证实
5!A,.

基因可编码磷酸化激酶!在

细胞的增殖分化过程中有重要作用!

"!A,.

的表达异

常可诱发肺癌变的产生! 而
/ABC

功能的拮抗蛋白

ADEF

可降低肺癌细胞的增殖活力!因此
"!A,.

可作

为肺癌患者治疗的参考指标"

&

#

$

/!A,.

基因与大肠癌

的研究较少! 本研究通过
31A<B

干扰技术降低
5!

A,.

表达水平!进而探讨
5!A,.

基因下调后对大肠癌

细胞活性的影响及其相关的分子机制$

9

材料与方法

!"!

主要材料

大肠癌细胞株
G/H99=

和
IJ=!"

&赛百慷公

司'(胎牛血清和抗生素&

K2L1+1

公司'(

M,N*162-

胶

&
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公司'(

HAEQ(-

裂解液&

BFFRSKT<

公司'(

H*,+!

3U2--

小室&

/(*+1+6

公司'(

31A<B

&上海锐赛生物技

术有限公司合成 '(

5!A,.

%
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%
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%
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%

O5-!!

%
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%

<!5,W02*1+

%
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%

!!,5N1+

的一

抗抗体&

/IH

公司'(

GAF

标记得二抗&广州沃维生

物公司'(流式细胞分选仪&

OP

公司'(超低温冰箱

&海尔集团'(摇床
MEA!G9=@!F/

细胞培养箱购自日

本三洋公司$

!"#

细胞培养与转染

细胞置于
@X#

%

%? /4

!

的培养箱培养$ 按照

A<B1

转 染 说 明 书 将
"!A,.

的 干 扰
31A<B

&

%$ !

KH/BKK/BKBHH//HB!%$

'( 与转染液混匀转入细

胞培养液中!

31A<B

转染浓度为
9""+M

!置于
@X#

%

含
%? /4

!

的培养箱中孵育$ 阴性对照组&

</

'转入

随机序列
A<B

&

%$!KHBBK/HKK/BBHKKBKB!%$

'$

!"$

实验方法

9;@;9

细胞增殖实验

将对数生长期的
G/H99=

和
IJ=!"

细胞接种

到
%

块
$=

孔板中!每个细胞组
>

个复孔!

9"0

后参照

9;!

步骤转染
31A<B

! 分别在
"0

%

9!0

%

!&0

%

@=0

%

&>0

后加入
!" "- MHH

溶液!育孵
!0

后!在
&$" +L

波长

下用酶标仪检测
4P

值! 以
4P

值的大小表示细胞

相对生长率$

9;@;!

克隆形成实验

将生长良好的细胞参照
9;!

转染
31A<B

! 孵育

!&0

后接种
=

孔板!每孔
>""

个细胞!并轻轻摇晃培

养板使细胞均匀分布!置
@X#

%含
%? /4

!

的培养箱

培养
9"W

$ 克隆培养成形后甲醛固定!用
K12L3,

染

液染色
9"L1+

后用
FOI

清洗晾干!显微镜观察细胞

高于
%"

的克隆并拍照记录!实验重复
@

次$

9;@;@ H*,+3U2--

实验

采用无血清细胞培养液制成密度为
9&9"

% 个
YL-

的细胞悬液! 吸取
9%Z"-

在
H*,+3U2--

上室培养!同

时
H*,+3U2--

下室加入
%"""-

含胎牛血清的细胞培

养液!置
@X#

%含
%? /4

!

的培养箱培养
!&0

!细胞

使用
="""-

甲醇室温固定
";%0

! 吸去固定液后用

K12L3,

染液染色
9%L1+

!轻轻用
FOI

溶液清洗后用

显微镜观察计数$

9;@;&

流式细胞术

将生长状态良好细胞参照
9;!

转染
31A<B

!孵

育
!& 0

后收集细胞! 乙醇固定后
FOI

清洗
@

次!加

入破膜剂后室温孵育
9"L1+

!离心后加入
";%L- FOI

并 在避光处加 入
!""-

的 碘 化 丙 啶
[FE\&#

染 色

9%L1+

!然后检测细胞周期$

9;@;%

蛋白质印迹法检测

取对数生长期的细胞接种至
=

孔板培养 !待

9!0

后转染已合成的
31A<B

! 培养
!&0

后采用胰蛋

白酶消化并提取蛋白质$ 依据常规方法配制
%?

浓

缩胶与
9Z?

分离胶!每孔上样
9%"-

蛋白液&含蛋白

质
!%"6

'! 在恒定电压
9ZZ:

电泳
90

后将蛋白经半

干法转膜至
F:PC

膜上!将
F:PC

膜移入
%?

脱脂奶

粉的
HOIH

溶液常温封闭
!0

! 然后经
HOIH

溶液洗

膜
@

次后! 均匀混入按比例稀释后的一抗
&#

孵育

9!0

$ 然后将
F:PC

置于摇床用
HOIH

洗涤
@

次!加

入按
9'!ZZZ

稀释的二抗! 室温孵育
90

后!

HOIH

洗

涤
@

次!在暗室用
T/R

显色并成像分析$

!"%

统计学处理

采用
IFII 9$;Z

软件处理数据! 计量数据以均

数
(

标准差表示!多组样本采用单因素方差分析!检

验水准
#]Z;Z%

$

!$&
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结 果

!"# '!()*

在大肠癌细胞中的表达

在转染
'!()*

基因的
+,(-.

后!

/01223

细胞
'!

()*

蛋白表达量为
"4#5"6783

! 与
-0

组比较差异有

统计学意义
9:;"7"%<

"

=>3!"

细胞
'!()*

蛋白表达量

为
"7!?""7"$

! 与
-0

组比较差异有统计学意义
9:;

"7"%<

"

/01223

细 胞
'!()*

的
@(-.

相 对 水 平 为

"72&""7"%

!与对照组比较差异有统计学意义
9:;"7"%<

"

=>3!"

细胞
'!()*

的
@(-.

相对水平为
"7!2""7"A

!与

对照组比较差异有统计学意义
9:;"7"%<

#表明
'!()*

基

因的
+,(-.

干扰成功# 见
B,CDEF #

#

!"! '!()*

基因下调后对
/01##3

和
=>3!8

细胞增殖的影响

在培养
#!G

$

!&G

$

53G

$

&AG

后!

'!()*

基因下调的
/01##3

$

=>3!8

与对照组相比!细胞活力下降
9:;

848%<

# 其中
&AG

时!转染
+,(-.

的

/01##3

与
=>3!8

细胞的抑制率

分别为
5&H

$

!AH

# 表明下调
'!()*

基因的表达可抑制癌细胞的增殖#

见
B,CDEF !

#

!"$ '!()*

基因下调后对
/01223

和
=>3!6

细胞迁移

能力的影响

1E)I+JFKK

实验发现!

/01##3

和
=>3!6

在转染

了针对
'!()*

基因的
+,(-.

后!

/01##3

迁移的相对

细胞数量从
5!%"5%

个下降到
!#?"!?

个!

=>3!6

迁

移的相对细胞数量从
#A3"!?

个下降到
?&"#%

个
9:;

676%<

# 下调
'!()*

基因可抑制大肠癌细胞的迁移能

力# 见
B,CDEF 5

#

!%& '!()*

基因下调后对细胞平板克隆形成能力的影响

'!()*

基因下调后
/01##3

和
=>3!6

细胞克隆

下降明显!
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期
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#%

个 !

=>?!"

细胞克隆 从

%@A!&!

个降为
!!?!!@

个
BCD

E;E%F

" 说 明
G/H99?

和

=>?!E

细胞克隆形成与
5"I,.

基因密切相关" 见
J16)*2 &

"

!"# 5"I,.

基因下调后对细胞

周期的影响

流式细胞术发现
G/H99?

和
=>?!E

干扰组的
K

E

LK

9

期

比例分别为
A%;&$M!A;%&M

#

A#;?@M !N;&@M

!

G/H99?

和

=>?!"

对照组的
K

"

LK

9

期比

例 分 别 为
N!;?9M !N;%9M

#

?!;!$M!%;&@M

!差异均有统

计学意义$

CD";"%

%"

G/H99?

和
=>?!"

干扰组的
=

期比

例 分 别 为
9";?AM !";N?M

#

?;!?M !";?$M

!

G/H99?

和

=>?!"

对照组的
=

期比例分

别为
!@;%@M!@;%!M

#

9%;&@M!

!;?NM

!差异均有统计学意义

$

CD";"%

%" 表明
5"I,.

基因下

调后
K

"

LK

9

期的
G/H 99?

和

=>?!"

细胞水平上升 !

=

期

的
G/H 99?

和
=>?!"

细胞

水平下降" 见
J16)*2 %

"

!"$ 5"I,.

基因下调后对相关

细胞周期蛋白表达的影响

31I<O

转染
G/H99?

后

P!J9

#

Q"/R5!

和
/75-1+S9

蛋

白 相 对 水 平 分 别 为
";9N !

";"?

#

";!9 !";"&

#

";!@ !";"%

!

与对照组相比差异均有统计

学 意 义
BC D";"%T

" 转 染 后

=>?!E

细 胞
P!J#

#

Q"/R5!

和
/75-1+S#

蛋白相对水平

分 别 为
E;#& !E;E@

#

E;!@ !

E;E?

#

E;#$!E;E&

!与对照组比

较差异均有统计学意义
BCD

E;E%T

" 说明
5"I,.

基因下调

后可引发相关细胞周期蛋白

水平下降" 见
J16)*2 ?

"
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!"#$%& ' ()* +,-,.-/"/ 0&1&0 -2 3-0-%&3.+0 3+43&% 3&00/ +2.&% /"567

.%+4/8&3."-4

9:; '!()*

基因下调后对相关细胞凋亡的

影响

+,-##.

和
/0.!"

干扰组的凋亡比

例分别为
$1.23"!1453

!

51!$3"#1.23

"

显著高于对照组
67891"%:

# 见
;<=>?@ 5

$

9:< '!()*

基因下调后对相关凋亡蛋白

表达的影响

A<(BC

转染
+,-##.

和
/0.!9

细胞

后
,)AD)A@!4

相 对 水 平 为
91%5 "91##

%

91&5"919$

"与对照组相比差异有统计学意

义
E78919%:

&

F'G!!

相对水平为
91#."919%

%

91!4"919&

"与对照组相比差异有统计学意

义
E78919%:

"说明
'!()*

基因下调后促使凋

亡相关蛋白水平变化$ 见
;<=>?@ 2

$

9:= '!()*

基因下调后对细胞
HI-

转化

相关蛋白表达的影响

检测
A<(BC

转染
+,-##.

和
/0.!9

细 胞 后
B!')JK@?<L

相 对 水 平 为
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5!=,.>31=<?

</

5!=,.>31=<?
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@;!

@

=
2
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2
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2
2
E
F
*
2
3
3
1
(
+
-
2
D
2
-
3

G/H##B IJB!@

</

5!=,.>

31=<?

</

5!=,.>

31=<?

G/H##B IJB!@

<!5,K02*1+

L!5,K02*1+

!!,5C1+

? M /

<!5,K02*1+ L!5,K02*1+ <!5,K02*1+ L!5,K02*1+
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";!!"";"&

"与对照组相比差异均有统计学意义

OP Q@;@%R

#

L!5,K02*1+

相 对 水 平 为
@;&N"@;9!

!

@;%A"

@;9S

"与对照组相比差异均有统计学意义
OPQ@;@%R

"

说明
5!=,.

基因下调后可抑制细胞的
LTH

转化$ 见

U16)*2 $

$

S

讨 论

肿瘤的发生机理较为复杂" 受遗传因素和外界

致癌因素等多重作用的结果" 许多基因在细胞癌变

的过程中表达发生变化" 进而影响下游信号通路的

调控" 最终可改变细胞的生物学活性" 如细胞的增

殖%迁移和分化等&

%

"

B

'

$ 已发现许多基因的活性与大

肠癌发生有关"如
PHL<

%

?P/

%

?E1+

等"相关基因调

控网络研究尚少&

N

"

A

'

$ 因此"通过探讨基因与癌症的

作用机制" 可为新药的开发与癌症治疗提供实验基

础$

5!=,.

表达的磷酸化激酶具有调控下游相关的信

号通路的能力"

5!=,.

在多种肿瘤中存在高表达"刺

激肿瘤细胞的增殖与扩散&

$

'

$

最初
=<?

干扰是科学家在研究秀丽新小杆线

虫反义
=<?

的作用中发现的" 直到
U1*2

等学者在

9$$A

年通过实验证明了某些小
=<?

具有抑制同源

基因表达的能力&

9@

'

$ 有研究发现下调宫颈癌细胞中

5!=,.

基因可降低细胞的增殖能力&

99

'

$本研究将体外

合 成 的
31=<?

转 染 入 大 肠 癌 细 胞
G/H99B

和

IJB!@

内"

J23C2*+ V-(CC1+6

证实转染后细胞
5!=,.

基因下调$ 细胞增殖实验表明在培养不同时间后"

5!

=,.

基因下调的
G/H##B

%

IJB!@

增殖能力下降
OPQ

@;@%R

" 表明
5!=,.

基因在癌细胞的增殖过程中发挥

重要作用$

H*,+3W2--

实验发现"

G/H##B

和
IJB!@

在转染了针对
5!=,.

基因的
31=<?

后" 细胞活动能

力减弱
OP Q@;@%R

$

5!=,.

基因 下调后
G/H##B

和

IJB!@

细胞克隆形成数量明显下降(

PQ@;@%

)$ 有研

究发现
5!=,.

与
T?PX3

信号转导通路密切相关"可

将外界刺激转至胞内"相应的蛋白如黏附分子%细胞

外基质蛋白酶等蛋白的分泌均会变化" 从而对细胞

活性产生影响&

#!

"

#S

'

$

细胞周期失控可导致细胞增殖异常$ 通过流式

细胞术发现较多的
G/H##B

和
IJB!@

细胞滞留在

Y

#

期"同时
I

期细胞减少"表明细胞分裂受到限制$

已有大量研究表明
575-1+3

%

/ZX3

%

575-1+ L

%

F!=V

%

L!U#

等蛋白参与调控细胞周期 &

#&

'

"其中
/ZX

蛋白

与
575-1+ Z

蛋白复合物是细胞开始进入细胞周期的

开关"而
575-1+ L

蛋白参与
Y

#

期进入
I

期的相关调

控"转录因子
L!U#

可与
=V

蛋白共同控制细胞周期

的进展" 磷酸化的
=V

蛋白可增强
L!U#

的转录活

性"促进细胞的分裂&

#%

"

#B

'

$分析
31=<?

转染
G/H##B

和
IJB!@

细胞后相关蛋白的水平"发现与对照组相

比
L!U#

%

F!/K5!

和
/75-1+Z#

蛋白表达水平均有一

定程度的下降
OPQ@;@%R

$ 说明
5!=,.

基因下调后可引

发相关细胞周期蛋白水平下降" 与细胞周期数据一

致$

G/H##B

和
IJB!@

干扰组的凋亡比例分别为

$;BA["!;SN[

%

N;!$["9;BA[

" 显著高于对照组
OPQ

@;@%R

$

31=<?

转染
G/H99B

和
IJB!@

细胞后
M5-!!

有一定程度的下降"

/,3F,32!S

水平上升
OPQ@;@%R

"说

明
5!=,.

基因下调后可引发相关凋亡蛋白水平变

化$

31=<?

转染
G/H99B

和
IJB!@

细胞后
<!5,K!

02*1+

水平下降"

L!5,K02*1+

水平上升"提示
5!=,.

基

因下调后可抑制细胞的
LTH

转化$

综上所述" 通过下调
5!=,.

基因表达可将细胞

!$A



肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
&

期

周期阻滞在
'

(

期!促使细胞发生凋亡!同时抑制大

肠癌细胞发生
)*+

转化!为大肠癌的治疗提供一定

的实验基础"
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