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摘 要!$目的% 探讨微小
)-.!*%+!%,

&

'()!*%+!%,

#在甲状腺癌组织中的表达水平及其通过
/0123.45

信号通路对甲状腺癌细胞增殖和凋亡能力的影响' $方法%

6)78/9)

检测
&:

例甲
状腺癌患者病变组织及其相应癌旁组织中

'()!*%+!%,

的表达水平' 将
'()!*%+!%,

抑制剂和
阴性对照转染至人甲状腺癌

7/9!*

细胞株"以空脂质体作为对照"

6)78/9)

检测转染结果"

;77

法检测细胞增殖能力" 流式细胞术检测细胞凋亡" 生物信息学网站
7<=>?5@A<B

预测
'()-.!#%+!%,

与
/012

的靶向结合情况" 荧光素酶试验验证
'()!#%+!%,

与
/012

的靶向关
系"

C?@5?=B DEF55(B>

检测
9E?<G?H A<@,<@?!1

(

/012

(

.45

(

,!.45

蛋白的表达' $结果%

&:

例甲状
腺癌患者病变组织及相应癌旁组织中

'()!*%"!%,

的相对表达水平分别为
"I$&"+J+&

和
*J&&"+J**

"差异有统计学意义!

/#+J+%

)*空白对照组和阴性对照组中
'()!*%+!%,

的表达水平
差异无统计学意义&

/$+J+%

)"

'()!*%+!%,

抑制剂组中
'()!*%+!%,

的相对表达量为
+J*!%+J+!

"

明显低于空白对照组和阴性对照组&

/&+J+%

)'空白对照组和阴性对照组
!K

(

K:

和
L!M

细胞增
殖率的差异无统计学意义&

/$+J+%

)"而
'()!*%+!%,

抑制剂组
!K

(

K:

和
L!M

细胞增殖率分别
为

$J%&N%*J1:N

(

!KJ1&N%KJ&&N

和
11J&1N%%J1!N

" 同一时间点均明显低于空白对照组和阴
性对照组 &

/&+J+%

)' 空白对照组和阴性对照组
K:M

细胞凋亡率的差异无统计学意义 &

/$

+J+%

)"而
'()!*%+!%,

抑制剂组的细胞凋亡率为
*&J!%N%!J$:N

"明显高于空白对照组和阴性
对照组&

/&+J+*

)'

7<=>?=OA<B

网站预测结果显示"

'()!*%+!%,

可与
/012

互补结合"荧光素酶
报告基因分析证实

'()!*%+!%,

与
/012

存在靶向结合位点' 空白对照组和阴性对照组间
/012

(

,!.45

和
9E?<G?H A<@,<@?1

蛋白表达的差异无统计学意义&

/$+J+%

)"

'()!*%+!%,

抑制剂
组

/012

(

,!.45

蛋白表达低于空白对照组和阴性对照组&

/&+J+*

)"

9E?<G?H A<@,<@?1

蛋白表达
高于空白对照组和阴性对照组 &

/&+J+*

)"

1

组间
.45

蛋白表达的差异无统计学意义 &

/$

+J+%

)' $结论%

'()!*%+!%,

在甲状腺癌组织中表达异常升高"干扰
'()!*%+!%,

表达能够抑制
甲状腺癌

7/9!*

细胞株的增殖"并通过上调
9E?<G?H A<@,<@?!1

促进细胞凋亡"其调控作用可
能与

/0123.45

信号通路有关'

主题词!甲状腺肿瘤*微小
)-.!*%+

*

/0123.45

信号通路*增殖*凋亡
中图分类号!

)L1&J*

文献标识码!

.

文章编号!

*&L*8*L+P

"

!+*$

#

+&8+%+18+L

HF(

!

*+J**L1%3QJ(@@BJ*&L*8*L+PJ!+*$J+&JR++K

ST,=?@@(FB <BH R(FEF>(A<E UVBA5(FB FW '()!#%+!%, (B 7MX=F(H

9<BA?=

CY R(B

!

7.Z [V<B

!

7Z-\ ;?B>

!

-0S 9M?B

&

!"#$%&"'$ (#&)*+,- .//*-*,+01 +# 2,-*,$ 3$*405&*+6

"

2,-*,$ ##&++#

"

7"*$'

)

!"#$%&'$

+$

ZDQ?A5(G?

%

7F (BG?@5(><5? 5M? ?T,=?@@(FB <BH D(FEF>(A<E WVBA5(FB FW '(A=F)-.!#%+!%,

]'()!*%+!%,^ (B 5MX=F(H A<BA?=I

$

;?5MFH@

%

7M? ?T,=?@@(FB FW '()!*%+!%, (B A<BA?= <BH <HQ<A?B5

5(@@V?@ FW &: ,<5(?B5@ _(5M 5MX=F(H A<BA?= _<@ H?5?A5?H DX 6)7`/9)J ;()!*%+!%, (BM(D(5F= <BH

B?><5(G? AFB5=FE _?=? 5=<B@W?A5?H (B5F MV'<B 5MX=F(H A<BA?= 7/9!* A?EE@

"

<BH ?',5X E(,F@F'? _<@

V@?H <@ AFB5=FEJ 7=<B@W?A5(FB =?@VE5 _<@ H?5?A5?H DX 6)7`/9)J .W5?= 5=<B@W?A5(FB

"

A?EE ,=FE(W?=<!

5(FB _<@ H?5?='(B?H DX ;77

"

A?EE <,F,5F@(@ <@ H?5?='(B?H DX WEF_ AX5F'?5=XJ 7<=>?5?H D(BH(B> FW

'()!*%+!%, 5F /012 _<@ ,=?H(A5?H 5M=FV>M D(F(BWF='<5(A@ _?D@(5? 7<=>?5OA<B

"

<BH 5M? 5<=>?5(B>

=?E<5(FB@M(, D?5_??B '()!*%+!%, <BH /012 _<@ G?=(W(?H DX EVA(W?=<@? <@@<XJ 9E?<G?H A<@,<@?!1

"

/012

"

.45

"

,!.45 ,=F5?(B ?T,=?@@(FB _<@ H?5?='(B?H DX C?@5?=B DEF55(B>J

$

)?@VE5@

%

7M? =?E<5(G?

?T,=?@@(FB E?G?E@ FW '()!*%+!%, (B 5M? A<BA?= <BH <HQ<A?B5 5(@@V?@ _?=? +J$&%+J+& <BH *J&&%

+J** =?@,?A5(G?EX]/a+J+%^J7M? '()!*%+!%, ?T,=?@@(FB (B DE<B4 AFB5=FE >=FV, <BH B?><5(G? AFB5=FE

>=FV, _<@ BF5 @(>B(W(A<B5EX H(WW?=?B5 ]/b+J+%^

"

<BH 5M? =?E<5(G? ?T,=?@@(FB FW '()!*%+!%, (B '()!

*%+!%,(BM(D(5F= >=FV, _<@ +J*! %+J+!

"

@(>B(W(A<B5EX EF_?= 5M<B 5M<5 FW DE<B4 AFB5=FE >=FV, <BH

B?><5(G? AFB5=FE >=FV,@]/a+J+*^J 7M?=? _?=? BF @(>B(W(A<B5 H(WW?=?BA?@ (B A?EE ,=FE(W?=<5(FB =<5?@ FW

'()!*%+!%, <5 !K

"

K: <BH L!M (B DE<B4 <BH B?><5(G? >=FV,@]/b+J+%^

"

_M(E? 5MF@? (B '()!*%+!%,
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1+01=1>(*3 6*()? @,3 $;%&A!#;BCA

!

!D;B&A!D;&&A ,+E BB;&BA!%;B!A *23?25>1F2-7

!

@0150 @2*2

316+1.15,+>-7 -(@2* >0,+ >0(32 1+ =-,+G ,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()?3 ,> >02 3,H2 >1H2 ?(1+>3IJKL;L%M;

N02 ,?(?>(313 *,>23 (. =-,+G ,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()?3 0,E +( 316+1.15,+> E1..2*2+>IJOL;L%M

!

@01-2 >02 ,?(?>(313 *,>2 (. H1P"9%L"%? 1+01=1>(*3 6*()? @,3 9&;!%Q!!;$CA

!

316+1.15,+>-7 01602*

>0,+ >0,> (. =-,+G 5(+>*(- 6*()? ,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()?RJKL;L#M; N,*62*S5,+ @2=31>2 ?*2E15>2E

>0,> H15*(*+,"#%L"%? H160> =2 5(H?-2H2+>,*7 >( JTBU

!

,+E -)51.2*,32 *2?(*>2* 62+2 ,+,-7313 5(+"

.1*H2E >,*62>2E =1+E1+6 31>23 =2>@22+ H15*(*+,"#%L"%? ,+E JTBU;N02*2 @,3 +( 316+1.15,+> E1..2*"

2+52 1+ >02 2V?*2331(+ (. JTBU

!

?"WG> ,+E /-2,F2E 5,3?,32"B ?*(>21+ =2>@22+ =-,+G 5(+>*(- 6*()?

,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()? RJO";"%M; N02 ?*(>21+ 2V?*2331(+ (. JTBU ,+E ?"WUN 1+ H1P"9%""%?

1+01=1>(* 6*()? @,3 316+1.15,+>-7 -(@2* >0,+ >0,> (. =-,+G ,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()?3RJK";"9M

!

,+E

/-2,F2E 5,3?,32"B ?*(>21+ @,3 316+1.15,+>-7 01602* >0,+ >0,> (. =-,+G ,+E +26,>1F2 5(+>*(- 6*()?3

RJK";"9M; N02 2V?*2331(+ (. WG> ?*(>21+ 0,E +( E1..2*2+52 ,H(+6 >02 >0*22 6*()?3RJO";"%M;

"

/(+5-)31(+

#

X1P"9%""%? 13 ,=+(*H,--7 2V?*2332E 1+ >07*(1E 5,+52* >133)23; N02 2V?*2331(+ (.

H1P"9%""%? 5,+ 316+1.15,+>-7 1+01=1> >02 ?*(-1.2*,>1(+ (. >07*(1E 5,+52* NJ/"9 52--3

!

,+E ?*(H(>2

52-- ,?(?>(313 =7 *,131+6 5-2,F2E 5,3?,32"B; T>3 *26)-,>1F2 .)+5>1(+ H,7 =2 ,33(51,>2E @1>0 JTBUY

WUN 316+,- ?,>0@,7;

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

$

>07*(1E 5,+52*

%

H5*1(P<W"#%L

&

H1P"#%L"%?

'%

JTBUYWG> 316+,-1+6 ?,>0@,7

%

?*(-1.2"

*,>1(+

%

,?(?>(313

甲状腺癌是人体内分泌器官中最为常见的肿瘤

类型!发病率逐年递增!具有隐匿性强(进展缓慢的

特点!部分患者在初次诊断时已发生转移"

#

#

) 文献报

道*甲状腺癌的发生和癌基因的活化表达相关*因此

揭示甲状腺癌相关的基因和调控机制对治疗甲状腺

癌具有重要意义 "

!

#

) 研究表明微小
P<WRH1P<WM

对

基因表达具有非常重要的调控作用 "

B

#

*

H1P"#%L"%?

是非编码小分子
P<W

*由
!!

个核苷酸构成*在多种

肿瘤中呈现异常高表达* 可能通过特定的信号通路

参与肿瘤的发生和发展"

D

#

)

JTBUYWG>

作为重要的信

号通路*在多种肿瘤中处于激活状态*参与增殖和凋

亡过程)文献报道*阻断该通路能够提高肿瘤治疗效

果"

%

#

*而
H1P"#%L"%?

通过
JTBUYWG>

信号通路调控甲

状腺癌细胞增殖凋亡的机制尚少见研究报道) 因此

本研究通过沉默
H1P"#%L"%?

的表达 * 探讨通过

JTBUYWG>

信号通路影响甲状腺癌细胞增殖+ 凋亡的

相关机制* 以期为临床治疗甲状腺癌提供新的靶点

奠定理论基础,

#

材料与方法

-.-

一般资料

收集
!L#%

年
D

月至
!L#Z

年
B

月在我院就诊的

甲状腺癌患者
&C

例,纳入标准$-

9

.所有患者为初次

诊断%-

!

.经病理检测确认为甲状腺癌%-

B

.在我院经

手术切除甲状腺标本, 排除标准$-

9

.患者在术前接

受过放化疗治疗%-

!

.由其他部位癌变转移至甲状腺

者, 其中男+女性比例为
!C#D"

*年龄
!![&%

周岁*平

均
DB;%D!&;Z%

岁*患者病变组织切除后*立即在距离

肿瘤
!5H

位置处切下
";&5H

大小的正常甲状腺组

织*同时留取同样大小的癌组织样本*快速放入
P<"

3,2

的冷存管液氮保存*样本留取过程中注意交叉污

染,本实验经医院伦理委员会批准*所有研究参与患

者均签署知情同意书,

-./

细胞来源和培养

甲状腺癌
NJ/"9

细胞株由本实验室液氮冷冻保

存,

NJ/"9

细胞株经取出后*

BZ$

水浴溶解*加入含

有
9"A

胎牛血清的
\X]X

培养基* 离心去上清*加

入细胞培养液悬浮细胞*接种于培养瓶中*

BZ$

+

%A

/4

!

培养*融合度到
C"A

时*用
";!%A

的胰蛋白酶消

化*采用完全培养基传代,传代次数一致且细胞处于

对数期*用于后续研究,

-.0

试剂和仪器

胎牛血清+胰蛋白酶+

\X]X

培养基+青霉素和

链 霉 素 均 购 自 美 国
^1=5(

公 司 %

H1P"9%L"%? 1+"

01=1>(*3

-抑制剂.和阴性对照-货号
_LDLL%

.由上海

吉玛制药技术有限公司代为合成*

JTBUYWG>

信号通

路抑制剂
`a!$DLL!

购自美国
/2-- S16,+,-1+6 N250"

%LD
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公司!

,-.(/01234-'0!"""

购自美国
5'6-27(*0'

公司!兔抗人
1)03608 139.390:

抗体"辣根过氧化物

标记的羊抗兔
5*;

采购自美国
<=134

公司"兔抗人

>5:?

"

<@2

"

.!<@2

多克隆抗体!

ABB

试剂盒"

CD<

蛋

白浓度检测试剂盒"

BE5F()

试剂"

>7-40G17-.

反转录

试剂盒采购自上海经科化学科技有限公司# 细胞培

养箱购自上海三腾仪器有限公司$

!"#

方 法

HIJI# KEBL>DE

检测

采用
BE5F()

试剂提取总
EM<

% 按照
>7-40G17-.

反转录试剂盒进行反转录成
1NM<

% 采用
GOCE

>704-P QP B3K

说明书配置
>DE

反应体系% 反应条

件为&

$%"

预变性
#R4-'

% 然后
$%" HR9

%

&R" :R9

%

S!" HR9

%

JR

个循环 !

$%" %9

%

&R" H4-'

%

$%" :R9

$

T&

作 为 内 参 ' 上 游 引 物 为
%# !DBD;DBBD;!

;D<;D<D<!:#

% 下 游 引 物 为
%# <<D;DBBD<D!

;<<BBB;D;B!:#

(%

4-E!H%R!%.

'上游引物为
%# !

<DB;BDBDDD<<DDDBB;B<!:#

%下游引物为
%#!;B!

;D<;;;BDD;<;;B!:#

(相对表达量用
!

L!!DB 表示$

每个样本独立重复实验
:

次$

HIJI!

细胞转染

调整甲状腺癌
B>D!H

细胞株浓度至
H$HR

& 个
U

4)

%取
!4)

接种于
&

孔板中%培养过夜%采用
,-.(!

/01234-'0 !"""

将浓度均为
H"" '4()U,

的
4-E!H%"!

%.

抑制剂和阴性对照转染至细胞%以空脂质体作为

空白对照$

HIJI: ABB

法检测

将
HI:I!

中的两组细胞转染
JVW

后%调整细胞浓

度至
:$HR

J 个
U4)

接种于
$&

孔板中%每孔加入
!RR!)

的细胞悬液%

:S"

"

%XDY

!

分别培养
!J

"

JV

和
S!W

%

加入
ABB

试剂
H"!)

%

:S"

孕育
JW

%在
J$"'4

处检测

吸光值'

<

(%计算细胞增殖率$ 细胞增殖率
Z

转染组

<U

空白组
<$H""X

$

HIJIJ

流式细胞术检测

将
HIJI!

中的两组细胞转染
JVW

后%采用预冷的

>CG

洗涤细胞%加入
:""!)

的缓冲液悬浮细胞%调整

细胞浓度为
H$H"

& 个
U4)

%取
H""!)

置于流式管中%加

入
<''0P-' [!\5BD

及
>5

各
%!)

% 混匀 室温孕育

H%4-'

%加入
J""!) >CG

%上机检测细胞凋亡情况$

HIJI%

生物信息学预测和荧光素酶报告基因分析

通过检索生物信息学网站
B37*02913' ]W22.

&

UÛ ^^I

237*02913'I(7*U_

预测
4-EM<!#%R!%.

与
>5:?

的靶向

结合情况$ 在此基础上%用
>DE

从大鼠星形胶质细

胞基因组
NM<

中扩增
>5:?

的
:`!

非翻译区
]:a!b'!

273'9)3208 70*-('

%

:a!TBE_

序列%构建至荧光素酶报告

基因载体
.;,:] .;,:!>5:?!cB_

中%同时构建突变

型重组质粒
] .;,:!>5:?!ATB_

%将
dQ?!$:B

细胞按

:RX

左右密度铺
!%

孔板%将
4-EM<!!H!%. 4-4-1

及

4-4-1 1('27()

分别与空载质粒及上述质粒共转染至

dQ?!$:B

细胞$ 转染后
!%W

%根据双荧光素酶测定

试剂盒说明书检测荧光素酶活性%萤火虫荧光素酶
U

海肾荧光素酶活性值即为报告基因活性$

HIJI& c09207' =)(22-'*

检测

取转染
JVW

的
B>D!H

细胞% 加入适量的
E5><

裂解液% 裂解
:R4-'

%

H! RRRU4-' J"

离心
HR4-'

%收

集上清%采用
CD<

试剂盒检测蛋白浓度%将蛋白样

品和
,(38-'* =b//07

混合%

HRR"

水域变性
%4-'

%然后

加入至制备好的
GNG!><;Q

凝胶 '

%X

浓缩胶%

HRX

分离胶(上样孔中%每孔
!%!)

%浓缩胶时调整电压为

&R[

%分离胶电压为
H!R[

%结束后取出凝胶%

J"

转膜

HI%W

% 采用
%X

脱脂奶粉封闭
>[N\

膜
!W

% 加入

D)03608 139.390!:

"

>5:?

'

>HHR

亚基("

<@2

"

.!<@2

一

抗%

J"

过夜%

BCGB

洗膜后加入辣根过氧化物标记的

羊抗兔
5*;

%

:S"

孕育
!W

后加入
QD,

显影% 采用自

动凝胶成像系统采集图像%以
;<>Nd

!"$

统计学处理

采用
G>GG H&IR

版软件处理数据$ 多组间比较

采用单因素分析%两两比较采用独立样本
2

检验$

>%

RIR%

为差异有统计学意义$

!

结 果

%"! 4-E!H%R!%.

在甲状腺癌组织和相应癌旁组织

中的表达

KEB!>DE

检测结果显示%

&V

例甲状腺癌患者病

变组织及相应癌旁组织中
4-E!H%R!%.

的相对表达

水平分别为
RI$&&RIR&

和
HI&&&RIHH

% 差异有统计学

意义'

2Z$I&S&

%

>eRIRRH

($ 见
\-*b70 H

$

%"%

转染后
4-E!H%R!%.

在甲状腺癌
B>D!H

细胞株

中的表达

4-E!H%R!%.

抑制剂"阴性对照和空脂质体转染

甲状腺癌
B>D!H

细胞
JVW

后%

KEB!>DE

检测显示%

%R%



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
&

期

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

!"#$%& ' ()*%&++",- ,. /"0!'12!3* "- 456%,"7 89-8:%

4"++$&+ ;-7 8,%%:+*,-7"-< *;%;8;-8:% 4"++$:+

空白对照组和阴性对照组
=1>!9%"!%?

的相对表达

量分别为
";$&"";"@

和
9;"!"";"&

! 组间比较差异无

统计学意义 "

AB9;@@9

!

CB";!"$

#$

=1>!9%"!%?

抑制剂

组中
=1>!9%"!%?

的相对表达量为
";9!"";"!

! 明显

低于空白对照组和阴性对照组 %

ABD!;%DD

!

CE";""9

$

AB!@;&@F

!

CEG;""9

&' 见
H16)*2 !

'

=>?

转染
=1>!9%"!%?

抑制剂对甲状腺癌
IC/!9

细胞株

增殖能力的影响

JII

法检测转染
=1>!9%"!%?

抑制剂后对甲状

腺癌
IC/!9

细胞株增殖能力的影响!结果

显示! 空白对照组和阴性对照组
!@0

(

@F0

和
K!0

细胞增殖率的差异无统计学意义

LABG;K!&

!

CBG;D!F

$

ABG;%KD

!

CBG;DF%

$

ABG;@DF

!

CBG@&!

&$

=1>!#%G!%?

抑制剂组
!@0

(

@F0

(

K!0

细胞增殖率分别为
$;%&M"9;DFM

(

!@;D&M"@;&&M

和
DD;&DM"%;D!M

! 同一时

间点均明显低于空白对照组"

ABD!;@&%

!

CE

G;GG9

$

A B!&;F&%

!

C EG;GG9

$

A B!@;&$F

!

C E

G;GG9

&和阴性对照组"

ABD9;%&$

!

CEG;GG9

$

AB!%;&$F

!

CEG;GG9

$

AB!!;$K@

!

CEG;GG9

&' 见

H16)*2 D

'

@>A

转染
=1>!9%G!%?

抑制剂对甲状腺癌
IC/!9

细胞株

凋亡的影响

流式术检测显示! 空白对照组和阴性对照组细

胞凋亡率分别为
G;K%M"G;99M

和
9;KFM"G;!DM

!差

异无统计学意义"

ABG;$$F

!

CBG;9!@

&$而
=1>!9%G!%?

抑制剂组细胞凋亡率为
9&;!%M"!;$FM

!明显高于空

白对照组"

AB$;GGD

!

CEG;GG9

&和阴性对照组"

ABF;DF%

!

CEG;GG9

&' 见
H16)*2 @

'

B"<$%: @ C)*%:++",- ,. /"0!'12!1* "- DEF!G H&II I"-&

,J 456%,"K H;%H"-,/;
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?
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.

=
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?
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(
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*
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*
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,
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2
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(
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*

(

-

6

*

(
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?

=

1
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!

#

%

G

!

%

?

1

+

0

1

T

1

A

(

*

6

*

(

)

?

B"<$%& ? CJJ&H4 ,J +"I&-H"-< /"0!L12!1* ,- 45& *%,I"J&%;4",- ,J

DEF!' H&II I"-&+ ,J 456%,"K H;-H&%

<(A2

)

/(=?,*2N U1A0 A02 T-,+S 5(+A*(- 6*()?

!

VCEG;G%;/(=?,*2N U1A0 A02 +26,A1P2

5(+A*(- 6*()?

!

WCEG;G%

R-,+S 5(+A*(- 6*()?

<26,A1P2 5(+A*(- 6*()?

=1>!9%G!%? 1+01T1A(* 6*()?

!G @G &G FG

I1=2L0X

9%"

9""

%"

"

/
2
-
-
?
*
(
-
1
.
2
*
,
A
1
(
+
*
,
A
2
L
M
X

B"<$%& A CJJ&H4 ,J +"I&-H"-< /"0!'12!1* ,- 45& ;*,*4,+"+ ,J DEF!' H&II I"-& ,J 456%,"K H;-H&%

Y

!

H-(U N2A25A1(+ *25(*N N1,6*,= R

!

Y?(?A(313 *,A2

C
Z

Y++Q1+ :!HZI/

CEG;G9

CEG;G9

R-,+S 5(+A*(- 6*()? <26,A1P2 5(+A*(- 6*()? =1>!9%G!%? 1+01T1A(* 6*()?

R9 R!

RD R@

R9 R!

RD R@

R9 R!

RD R@

G;FM

9;$M 9&;9M
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!
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+

!

,-*.)/(01(/*)(2/34 5*)*.)*5 67 8*9)*/: 6-());:2

"

<

!

=*-3);>* *?0/*99;(: (@ *3.1 0/()*;:

!"# ABCD

与
4;='+!E%"!%0

的作用关系

经
F3/2*)G.3:

数据库分析发现
ABCD

的
CH!IF=

存在
4;='+!#%J!%0

的结合位点# 推测两者可能具

有靶向调控关系$ 双荧光素酶报告基因结果显示#

转染
4;='+!E%K!%0

后#野生型
ABCD

的荧光素酶活

性被抑制%

)L!&MC&%

#

AN"M""E

&#突变型
ABCD

的荧光素

酶活性无明显变化%

)L"MO%P

#

AL"M%%Q

&#说明
ABCD

与

4;='+!E%"!%A

具有靶向调控关系#见
R;2S/* %

'

&

$

!"$

转染
4;=!E%"!%0

抑制剂对
ABCD

!

+T)

!

0!+T)

和

U-*3>*5 .39039*!C

蛋白表达的影响

各组细胞转染后培养
PQ1

#

8*9)*/: 6-());:2

检

测
ABCD

'

+T)

'

0!+T)

和
.-*3>*5 .39039*!C

蛋白表达#

结果显示#空白对照组和阴性对照组
ABCD

'

0!+T)

及

U-*3>*5 .39039*!C

蛋白表达差异无统计学意义 %

)L

"MQE&

#

AL"MP%E

"

)L"MC"&

#

AL"MOO!

"

)L"M!OE

#

AL"MO$%

&"

4;=!E%"!%0

抑制剂组
ABCD

'

0!+T)

蛋白表达显著低

于 空 白 对 照 组 %

) LCEM!!%

#

A N"M""E

"

) LEPM"&&

#

A N

"M""E

&和阴性对照组%

)LC!MEQ&

#

AN"M""E

"

)LEPMCCO

#

AN"M""E

&#

U-*3>*5 .39039*!C

蛋白高于空白对照组

%

)LC%M%PQ

#

AN"M""E

& 和阴性对照组 %

)LC!M&""

#

AN

"M""E

&"

C

组间
+T)

蛋白表达差异无统计学意义%

RL

"MQ%P

#

AL"MP"!

&$ 见
R;2S/* O

$

C

讨 论

甲状腺癌具有复杂的发病机制# 从分子病理角

度看#其发生'发展与其他恶性肿瘤存在相似之处#

与致癌基因' 抑癌基因在不同阶段的异常表达存在

相关性 (

&

)

$

4;='+

是近年来发现的长度在
!EV!%:)

的非编码单链小分子
='+

# 广泛存在于真核细胞

中$ 可以通过碱基不完全互补的方式和靶基因的
C"

%&'()* # +)*,&-.*, )*/(0./ 12 34)'*)5-46 ,4.474/*

%&'()* $ 81(70* 0(-&2*)4/* )*91).*) '*6* 4//4: )*/(0./

4;=!E%K!%0 4;4;.

4;4;. .(:)/(-

ANKMK%

U(:)/(- 2/(S0 8;-5 )70* WS)3:) )70*
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K

=
*
-
3
)
;
>
*
*
?
0
/
*
9
9
;
(
:
(
@
@
-
S
(
/
*
9
.
*
:
.
*
3
.
)
;
>
;
)
7

%&'()* ; +*04.&<* *=9)*//&16 0*<*0/ 12 >?@A

"

BC.

"

9!4C. 46, D0*4<*, -4/94/*!@ 9)1.*&6

ABCD

A!3T)

+T)

U-*3>*5 .39039*!C

X+AYZ

<-3:T .(:)/(- 2/(S0

'*23);>* .(:)/(- 2/(S0
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=>?

结合!从而引起靶基因在
@?<A

水平降解或引

起蛋白翻译抑制"

B

#

$ 众多研究报道!

@1?<A3

参与到了

肿瘤的增殖%凋亡过程!扮演着抑癌或促癌的角色"

C

#

$

@1?!9%"!%D

定位于人类染色体
9$E9F;FF

!

G1+0

等 "

$

#

研究发现
@1?!9%H!%D

在肺癌细胞中表达上调!并且

可能通过调控下游的
D%F

基因影响细胞表型改变$

I)2J3)6)

等 "

9"

#通过检测胃癌细胞株和组织中
@1?!

9%"!%D

的表达!发现其处于高表达状态$

K+()2

等"

99

#

基于
@1?<A

图谱! 采用
LM/?

检测发现
@1?!9%"!

%D

在胃癌中异常高表达$

?<A

干扰是由双链
G<A

引

起的特异性基因沉默!抑制率高!且对细胞毒性小!是

目前研究基因功能主要采用的工具$

N0,+6

等"

9!

#通

过小分子
?<A

干扰
@1?!9%H!%D

在鼻咽癌细胞中的

表达!发现细胞的侵袭能力显著下降&

O1

等 "

9F

#通过

小分子
?<A

干扰
@1?!9%H!%D

在多发性骨髓瘤细胞

中的表达!发现细胞的增殖能力明显受到抑制!凋亡

能力明显增强$ 本研究也采用小分子
?<A

干扰

@1?!9%H!%D

在甲状腺癌细胞株
>M/!9

中的表达!结

果显示!空白对照组和阴性对照组
!P

%

PC

和
B!0

细

胞增殖率的差异无统计学意义!而
@1?!9%H!%D

抑制

剂组
!P

%

PC

和
B!0

细胞增殖率均明显低于空白对照

组和阴性对照组$ 转染
PC0

!空白对照组和阴性对照

组细胞凋亡率的差异无统计学意义!而
@1?!9%H!%D

抑制剂组细胞凋亡率明显高于空白对照组和阴性对

照组!提示
@1?!9%H!%D

在甲状腺癌的发生%发展过

程中可能起重要作用$

研究
@1?<A!9%H!%D

与甲状腺癌之间的相关

性! 对于理解病理机制及寻找疾病的治疗靶点具有

重要的意义$ 研究表明"

9P

#

!

@1?<A

是通过碱基互补

配对于目标蛋白靶向结合发挥生物学功能$ 本研究

应用
>,*62*I5,+

数据库预测 !

@1?!9%H!%D

与
MKFQ

存在结合位点! 经双荧光素酶报告基因分析显示!

MKFQ

与
@1?!9%H!%D

具有靶向调控关系$

R21

等"

9%

#研

究发现! 下调结肠癌细胞
@1?!9%H!%D

的表达!

MKFQ

表达受到抑制! 从而促进肿瘤细胞的凋亡$ 本研究

中!抑制甲状腺癌细胞
>M/!9

中
@1?!9%H!%D

的表达

后!

MKFQ

表达量明显下调! 与预测结果及既往研究

相符$

MKFQSATJ

信号通路通过胞内信号传递在细胞迁

移%动员%分化和抗凋亡等细胞生存调节过程中发挥

重要的作用!在近年来的研究中越来越受到重视"

9&

#

$

作为重要的靶蛋白!

MKFQ

在多种生物学效应的介导

中发挥重要的作用 !

MKFQ

通过
MGQ9

使
ATJ

磷酸

化! 随着
ATJ

磷酸化水平的增高! 促进下游通路中

5,3D,32

蛋白的表达!

5,3D,32

可将自身底物水解传

递至凋亡通路! 引起蛋白酶级联反应导致细胞程序

性死亡$

/-2,U2V 5,3D,32F

是
5,3D,323

级联反应中下

行的最关键蛋白酶! 在凋亡程序中起到中枢作用"

9B

#

$

MKFQSATJS/-2,U2V 5,3D,32F

信号通路与细胞凋亡的

关系已被广泛证实$

O1)

等"

9C

#发现!在肺癌细胞中该

通路受到明显增强 !

/-2,U2V 5,3D,32F

蛋白表达下

降!而通过
MKFQSATJ

信号通路抑制剂
OW!$PHH!

处

理后!

/-2,U2V 5,3D,32F

蛋白表达量明显升高! 癌细

胞凋亡率明显增加$ 在本次实验中!

@1?!9%H!%D 1+!

01X1J(*
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