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摘 要!%目的& 探讨
=<>1

抑制
1>?@@

基因表达对大肠癌细胞凋亡的影响' %方法& 参照脂
质体

A1B(.25C,D1+2EF!G""

转染说明转染
1>?@@

的
31=<>

(

1>?@@!31=<>

组$ 进入人大肠癌
A(:(

细胞株"并设置阴性对照组)转染无义的
31=<>

序列*和空白对照组)仅加入脂质体*"

H23C2*+ I-(C1+6

检测转染
&J0

的
K

组细胞中
1>?@@

的蛋白表达#

//LJ

法于转染的
!&0

+

&J0

+

M!0

检测细胞活力# 流式细胞术检测转染
&J0

的细胞凋亡率#

H23C2*+ I-(CC1+6

检测
L1!NM

+含
半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶

K

!

/,3B,32K

*+

?E>EK

和磷酸化的信号转导与转录因子
KOB!

?E>EKP

的蛋白表达' %结果&

1>?@@!31=<>

组!

G;#GJ"G;G#K

*

A(:(

细胞株
1>?@@

的蛋白表达显
著低于空白对照组 !

G;KJ$"G;GKN

*!

@QG;G%

*#

1>?@@!31=<>

组细胞在
!&0

!

G;!NM"G;GK&

*+

&J0

!

G;&$%"G;GNM

*和
M!0

!

G;NJ!"G;GNJ

*的活力细胞均显著低于空白对照组!

G;KJ%"G;G&!

+

G;NJJ"

G;GM&

+

G;$MM"G;G$M

*!

@QG;G%

*"在
&J0

的细胞凋亡率 !

##;#JR"G;MJR

*显著高于空白对照组
!

!;9KR"G;&%R

*!

@QG;G%

*'

L1!NM

!

G;9!N"G;G9J

*和
B!?E>EK

!

G;99G"G;G9!

*的蛋白表达水平显著
低于空白对照组!

G;KN%"G;G&%

+

G;9N$"G;G9J

*"

/,3B,32K

!

G;9$M"G;G!G

*表达水平高于空白对照
组!

G;GJN"G;GG$

*!

@QG;G%

*"

K

组间
?E>EK

蛋白表达水平差异无统计学意义!

@#G;G%

*' %结论&

通过
=<>1

抑制
1>?@@

基因表达可降低大肠癌细胞增殖" 诱导细胞凋亡" 机制可能是下调
?E>EK

信号"对细胞增殖的影响是下调
L1!NM

表达"凋亡的影响是上调
/,3B,32K

表达'

主题词!

1>?@@

基因#大肠肿瘤#凋亡#

?E>EK

信号通路#

=<>

干扰
中图分类号!

=MK%;K

S

&

文献标识码!

>

文章编号!

9NM9T#MGU

"

!G#$

#

G&TGKGGTG%

V(1

!

9";99MK%WX;133+;#NM#T#MGU;!G#$;G&;YGGK

Z..25C (. [+01I1C1+6 (. 1>?@@!\2+2 Z]B*2331(+ I7 =<> [+C2*!

.2*2+52 (+ >B(BC(313 (. /(-(*25C,- /,+52* /2--3

?^< A1)!302+6

9

!

_>< /0,(!7,+6

9

!

A[ >1!7)+

!

!

A[<\ `,+!]1,

9

!

9! "#$%&'% ()*%+, -)%./)

,

0 1%0.#2$/

"

"#$%&'% &%&GGG

"

34#+$

#

!; "#$%&'% -)%./)

,

0 5%0.#2$/

"

"#$%&'%

&%&GGG

"

34#+$

*

!"#$%&'$

-%

4IX25C1a2

&

E( 1+a23C16,C2 C02 2..25C (. 1+01I1C1+6 1>?@@ 62+2 2]B*2331(+ I7 =<> 1+!

C2*.2*2+52 (+ ,B(BC(313 (. 5(-(*25C,- 5,+52* 52--3;

%

F2C0(V3

&

_)D,+ 5(-(*25C,- 5,+52* A(:( 52--3

b2*2 C*,+3.25C2V b1C0 1>?@@ 31=<> O1>?@@!31=<> 6*()BP

"

+(+32+32 32c)2+52 31=<> O+26,C1a2

5(+C*(- 6*()BP (* -1B(3(D2 ,-(+2 OI-,+d 5(+C*(- 6*()BP .(* !&

"

&J ,+V M!0

"

*23B25C1a2-7; E02 2]!

B*2331(+ (. 1>?@@ B*(C21+ 1+ C0*22 6*()B3 b,3 V2C25C2V I7 H23C2*+ I-(CC1+6

#

52-- a1,I1-1C7 b,3 V2!

C25C2V I7 //LJ ,33,7

"

52-- ,B(BC(313 b,3 V2C25C2V I7 .-(b 57C(D2C*7

#

C02 2]B*2331(+ (. L1!NM

"

/,3B,32K

"

?E>EK ,+V B!?E>EK B*(C21+3 b,3 V2C25C2V I7 H23C2*+ I-(CC1+6;

%

=23)-C3

&

E02 2]B*23!

31(+ (. 1>?@@ B*(C21+ 1+ 1>?@@!31=<> 6*()B OG;9GJ"G;G9KP b,3 316+1.15,+C-7 -(b2* C0,+ C0,C 1+

I-,+d 5(+C*(- 6*()BOG;KJ$"G;GKNP O@QG;G%P; E02 52-- ,5C1a1C7 1+ 1>?@@!31=<> 6*()B ,C !&0

OG;!NM"G;GK&P

"

&J0 OG;&$%"G;GNMP ,+V M!0OG;NJ!"G;GNJP b2*2 316+1.15,+C-7 V25*2,32V 5(DB,*2V
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大肠癌是常见的人类消化道恶性肿瘤之一!近年

来我国大肠癌的发病率呈上升趋势"外科手术是其主

要治疗手段! 但术后复发率高! 且
%

年生存率低#

'

$

"

(%)

凋亡刺激蛋白家族抑制成员 %

*+,*-*./0 121-20

/3 .,2 4(/(./5*5 5.*1674.*+8 (0/.2*+ /3 (%) 341*79

!

*!

:;<<

&是
:;<<

家族成员!能够抑制
(%)

的促凋亡活

性" 有研究表明! 在前列腺癌' 肺癌等多种肿瘤中

*:;<<

表达升高!结合病理及临床资料发现
*:;<<

的

表达与病理分级'淋巴结转移'复发时间等相关#

!

!

)

$

"

也有研究者发现! 在多种实体肿瘤中过表达
*:;<<

可促进肿瘤的生长增殖及侵袭能力!抑制凋亡!并产

生化疗抗性!推动肿瘤的发生及发展!而抑制其表达

则有相反作用#

&

!

%

$

"

*:;<<

在大肠癌中也呈现高表达#

=

$

!

但目前关于其对癌细胞生物学特性及机制研究还未

明确" 因此!本研究通过
>?:

干扰技术沉默大肠癌

中
*:;<<

基因表达! 检测细胞增殖及凋亡情况!并

探讨其作用机制!为其治疗提供理论依据"

'

材料与方法

!"!

试剂和仪器

胎牛血清'

><@A'=&"

培养基'胰蛋白酶均购自

美国
B*-C/

(

D*(/32C.41*+2E@!"""

购自美国
A+F*.0/!

82+

公司(

*:;<<

'

G*=H

' 含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶
)

%

C95.2*+97 45(40.4.2 5(2C*3*C (0/.2*+452 )

!

I45(452)

&'

;E:E)

和磷酸化的信号转导与转录因子

) J(,/5(,/0974.2K ;*8+47 .04+5K6C205 4+K 4C.*F4./05 /3

.04+5C0*(.*/+ )

!

(!;E:E)L

抗体均购自美国
I277 5*8+47

公司(

IIMN

试剂盒'膜联蛋白
O!PAEI

%

:++2Q*+ O!

PAEI

&

R

碘化丙锭%

<A

&细胞凋亡试剂盒均购自碧云天

生物技术研究所( 酶标仪购自美国
SAT!>:U

公司(

流式细胞仪购自美国
S2C./+ U*CG*+5/+

公司"

!"#

细胞及其培养

人大肠癌
D/O/

细胞株购自中科院上海细胞

库" 取出在液氮罐中保存的
D/O/

细胞!

)H"

解冻后

将细胞置于
)H"

! 体积分数为
%V IT

!

!

$%V

饱和湿

度的培养箱中用
><@A'=&W

培养液 %含有
'"V

胎牛

血清及青链霉素各
'""18RD

&培养" 每
!K

换液一次!

细胞生长融合度达
N"V

以上时进行传代" 实验为生

长至对数期的细胞"

!"$ *:;<<

的
5*>?:

转染
D/O/

细胞

细胞转染参照脂质体
D*(/32C.41*+2E@!"""

转

染说明进行操作"

D/O/

细胞分为空白对照组%仅加

入脂质体!

S74+G

组&'阴性对照组%转染无义的
5*>!

?:

序列!

?I

组& 和
*:;<<!5*>?:

组 %转染靶向
*!

:;<<

的
5*>?:

序列&"

D/O/

细胞转染前
'K

接种于

=

孔板%

%#'"

% 密度&!观察到细胞生长融合度达
H"V

XN"V

时进行转染" 收集转染
&N,

的细胞!用于转染

效果检测及后续实验研究"

!"% *:;<<

的
5*>?:

转染
D/O/

细胞效果检测

提取转染
&N,

的
)

组细胞总蛋白!

S*/!>4K

法测

定蛋白的含量! 配置的分离胶及浓缩胶的浓度分别

为
'"V

和
%V

! 取等量
%"!8

蛋白样品行
;U;!<:BY

电泳%电压为
''"O

!电泳
'Z%,

&!电泳结束后转硝酸

纤维素膜 %

?I

膜&!

%V

脱脂奶粉封闭!

&"

孵育按照

#$#WWW

稀释的
*:;<<

和
B:<UP

抗体过夜!洗膜!加

入
[><

标记的羊抗兔
A8B

二抗 %

#$#WWWW

稀释&!室

温孵育
!,

" 化学发光法显色" 实验重复
)

次"

!"&

细胞增殖检测

以每孔
%%#W

) 个细胞密度接种
)

组细胞于
$=

孔板!每组设置
=

个复孔!并设置只加入培养液空白

对照孔!分别于转染的
!&,

'

&N,

和
H!,

收集细胞!于

每孔细胞加入
#W!7 IIMN

溶液!

)H"

孵育
!,

! 酶标

仪检测
%HW+1

波长下的光密度值%

TU

&!每组设置
%

个复孔!以光密度值反映细胞活力!间接反映出细胞

增殖能力" 实验重复
)

次"

!"'

细胞凋亡检测

收集转染
&N,

的细胞!制备为单细胞悬液!预冷

的磷酸盐缓冲液洗涤细胞!离心!弃上清!结合缓冲

液调整细胞浓度为每毫升含
%##W

% 个细胞! 采用

:++2Q*+!PAEIR<A

双标记试剂盒!利用流式细胞仪检

测各组细胞的凋亡情况" 实验重复
)

次"

!"( M*!=H

!

I45(452)

!

;E:E)

!

(!;E:E)

蛋白表达检测

增殖相关蛋白
M*!=H

' 凋亡相关蛋白
I45(452)

及
;E:E)

'

(!;E:E)

蛋白表达检测参照
#Z&

方法"

!")

统计学处理

所有实验数据采用
;<;; !#ZW

软件进行分析!

计量资料用
!&5

表示! 多组差异比较采用单因素方

差分析!两两比较采用
D;U!.

检验!

<\WZW%

为差异有

统计学意义"

!

结 果

#"! *:;<<

的
5*>?:

转染
D/O/

细胞效果

*:;<<!5*>?:

转 染
D/O/

细 胞
&N,

!

]25.20+

-7/..*+8

检测细胞中
*:;<<

的蛋白表达!结果如
P*8!

)W#
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=*()>3

4?

%@"

!&0 &A0 @!0

B-,+C 6*()> ";DA%!";"&! ";EAA!";"@& ";$@@!";"$@

</ 6*()> ";D@!!";"&9 ";E@9!";"AD ";$%D!";"$%

1FGHH"31I<F 6*()> J;!E@!";"D&

K

J;&$%!J;JE@

K

J;EA!!J;JEA

K

L A;#A$ E;J$A #J;&@E

H J;J#$ J;JDE J;J##

)*2 #

所示!空白对照组"阴性对照组和
1FGHH"31I<F

组
1FGHH

的 蛋 白 表 达 水 平 分 别 为
J;DA$ !J;JDE

"

J;&J!!J;J&!

"

J;#JA!J;J#D

!

D

组比较差异有统计学意

义#

LM@E;$#!

!

H#J;JJ#

$!

1FGHH"31I<F

组
1FGHH

的蛋

白表达显著低于空白对照组#

NM9";&$"

!

H$";""9

$!而

阴性对照组
1FGHH

的蛋白表达与空白对照组比较差

异无统计学意义#

NM";&A%

!

HM";E&%

$%

!"! 1FGHH

的
31I<F

转染降低
O(:(

细胞活力

各组细胞活力检测结果如
P,Q-2 9

所示&与空白

对照组比较 !

1FGHH"31I<F

组细胞在转染
!&0

'

&A0

和
@!0

的细胞 活力均显著 降低 (

N

!&0

MD;E$"

!

H

!&0

M

";"9"

)

N

&A0

MD;9%&

!

H

&A0

M";"!"

)

N

@!0

M&;9!9

!

H

@!0

M";""E

$&

!"# 1FGHH

的
31I<F

转染诱导
O(:(

细胞凋亡

流式细胞术检测各组细胞凋亡结果如
L16)*2 !

所示!空白对照组'阴性对照组和
1FGHH"31I<F

组细

胞 凋 亡 率 分 别 为
!;9DR %J;&%R

'

!;J&R !J;&#R

'

##;#AR!J;@AR

!与空白对照组比较!

1FGHH"31I<F

组

细胞凋亡率显著升高(

NM#$;&JD

!

H$J;JJ#

$&

!"$ 1FGHH

的
31I<F

转染对
O(:(

细胞
S1"E@

!

/,3"

>,32D

!

GPFPD

!

>"GPFPD

蛋白表达的影响

T23N2*+ Q-(NN1+6

检测各组细胞中增殖相关蛋白

C1E@

'凋亡相关蛋白
/,3>,32D

及
GPFPD

'

>"GPFPD

的

蛋白表达!结果如
L16)*2 D

和
P,Q-2 !

所示& 与空白

对照组比较!

1FGHH"31I<F

组
S1"E@

和
>"GPFPD

蛋白

表达显著降低 (

N

S1"E@

ME;A&E

!

H

S1"E@

MJ;JJ#

)

N

>"GPFPD

M&;#%#

!

H

>"GPFPD

MJ;JJE

$!

/,3>,32D

蛋白表达显著升高(

NM$;@E$

!

H$J;JJ#

$)

D

组间
GPFPD

的蛋白表达差异无统计学

意义(

H&J;J%

$&

%&'()* + ,-* *..*/0 1. &2344 5&672 0)895.*/0&19 19

:1;1 /*<<5

1FGHH"31I<F</B-,+C

1FGH

=FH?U

<(N2

*

/(V>,*2W X1N0 Q-,+C 6*()>

!

K

*

HY";"%

,8=<* + ,-* *..*/0 1. &2344 5&672 0)895.*/0&19 19

:1;1 /*<< >&8=&<&0?

"

9@#

#

%&'()* ! ,-* *..*/0 1. &2344 5&672 0)895.*/0&19 19 8A1A015&5 1. :1;1 /*<<5

1FGHH"31I<F</B-,+C

%&'()* # ,-* *..*/0 1. &2344 5&672 0)895.*/0&19 19

*BA)*55&19 1. C&!DE

$

F85A85*#

$

3,2,#

$

A!3,2,# A)10*&9

&9 :1;1 /*<<5

S1"E@

/,3>,32D

GPFPD

>"GPFPD

=FH?U

F++2Z1+ :"L[P/

H
[

1FGHH"31I<F 6*()></ 6*()>B-,+C 6*()>

9"

&

9"

D

9"

!

9"

9

9"

"

9"

"

9"

9

9"

!

9"

D

9"

&

9"

&

9"

D

9"

!

9"

9

9"

"

9"

"

9"

9

9"

!

9"

D

9"

&

9"

&

9"

D

9"

!

9"

9

9"

"

9"

"

9"

9

9"

!

9"

D

9"

&

D"!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

'(!)* +,-.,-/0 12320 .!12320

45,67 89:;. <=0)%"<=<&% <=<>)""=""$ "=%&%""="%) "=?)$""="?>

@+ 89:;. "=0>)""="%) "="$*""="?" "=%!!""="%? "=?>"""="!?

(31AA!-(B@3 89:;. "=?!)""="?>

C

<=#$*"<=<!<

C

<=%0&"<=<%> <=##<"<=<#!

C

D 0&=!!> %*=$&< <=#0# #&=<0<

A <=<<# <=<<< <=>>< <=<<)
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讨 论

细胞凋亡对维持机体正常生理过程发挥重要作

用!异常凋亡引起细胞增生过度!是肿瘤形成及发展

的主要原因! 近些年的研究已发现大量影响肿瘤形

成和发现的凋亡促进和抑制因子"

A%0

是重要的抑

癌基因! 可诱导细胞凋亡和细胞生长停滞#

*

$

!

(31AA

是
.%0

调节家族中的一个抑制性成员!与
31AA#

和

31AA!

有高度的同源性! 对
.%0

的促凋亡活性抑制

可能是与
31AA#

和
31AA!

竞争性结合
.%0

有关 #

>

$

"

研究表明!在多种肿瘤中
(31AA

有高表达!头颈鳞

癌中沉默
(31AA

的表达可增加紫杉醇对细胞凋亡

和细胞周期阻滞作用!从而增强化疗敏感性 #

$

$

%大肠

癌中
(31AA

的高表达与肿瘤浸润程度& 肿瘤分化&

淋巴结转移有关!抑制大肠癌中
(31AA

表达可降低

细胞增殖#

#<

!

##

$

" 本研究中通过
B@3

干扰技术沉默大

肠癌
(31AA

的表达! 通过
++'>

法及流式细胞术分

别检测细胞增殖活力及凋亡情况!结果显示!

(31AA

的表达受到抑制后细胞增殖活力明显降低! 凋亡率

增加"

'(!)*

是一个与细胞增殖相关的核抗原!可作为

肿瘤细胞增殖活性评估的重要标志物! 可作为包括

大肠癌在内的多种肿瘤增殖活性评价的指标#

#!

$

" 细

胞凋亡过程中
+,-.,-/

家族发挥关键作用! 均以酶

原这种无活性的形式存在!

+,-.,-/0

是处在
+,-.,-/

级联反应下游的一个关键酶!作为凋亡执行者之一!

活化的
+,-.,-/0

可使凋亡进入不可逆阶段#

#0

$

" 研究

发现! 大肠癌中
+,-.,-/0

的表达低于正常黏膜组

织!其下调表达影响大肠癌的发生发展!可作为判定

预后和生物学行为的临床参考指标#

#&

$

"

12320

是一

个新近发现的核转录因子!与多种肿瘤细胞的增殖&

转移&凋亡等生物学行为有关!作为一个癌基因在多

种肿瘤中处于激活状态! 异常持续激活的
12320

可促进肿瘤形成和发展 #

#%

!

#)

$

" 研究发

现!大肠癌中
12320

的高表达与肿瘤

分化程度& 临床分期等有关! 利用

B@3

干扰技术沉默其表达可抑制大

肠癌细胞增殖! 诱导凋亡及阻滞细胞

周期#

#*

!

#>

$

" 本研究检测结果显示!抑制

(31AA

的表达后
'(!)*

表达下调!

+,-!

.,-/0

表达上调!

.!12320

表达下 调 !

12320

表达无明显变化"

综上所述! 抑制
(31AA

基因表达可降低大肠癌

细胞增殖!诱导细胞凋亡!机制是下调
12320

信号!

对细胞增殖的影响是下调
'(!)*

表达! 凋亡的影响

是上调
+,-.,-/0

表达" 本研究结果为大肠癌的诊断

及治疗提供了一定的理论基础"

(31AA

在大肠癌中

其他生物学特性及作用机制还未明确! 值得进一步

深入研究"
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