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摘 要!$目的% 分析
'()!*!+

通过靶向调控
,-.-*

的表达水平在肝癌的发生及发展中的作
用& $方法% 通过构建肝癌裸鼠移植瘤模型检测

'()!*!+

对移植瘤生长的影响'检测
'()!*!+

在肝癌细胞株及肿瘤组织中的表达量及其过表达在高
2

低侵袭转移能力肝癌细胞模型中对侵
袭能力的影响'

3456789:4;

预测
'()!*!#

的潜在靶基因"并采用双荧光素酶报告基因法验证"

<)3=,.)

和
>7?875; @AB8

检测
'()!*!#

对靶基因的调控作用'检测
,-.-*

在肝癌细胞株肿
和肿瘤组织中的表达'

..C1

( 流式细胞法(

354;D7AA

和细胞划痕检测
'()!*!#

与靶基因对肝
癌细胞增殖(周期(侵袭和迁移的调控& $结果% 肝癌裸鼠移植瘤模型中过表达

'()!*!#

可促
进肝癌细胞的增殖及肿瘤的生长&

'()!*!#

在肝癌细胞及肿瘤组织中均呈高表达并且上调其
表达可提高肝癌细胞的侵袭能力&

,-.-*

受
'()!*!#

的靶向调控"并在肝癌细胞及肝癌肿瘤
组织中呈低表达&

'()!*!#

过表达可促进肝癌细胞的增殖(侵袭(迁移及
9

期阻滞"但
,-.-*

可逆转这种促进效果& $结论%

'()!*!#

通过负性调控靶基因
,-.-*

在肝癌中扮演促癌基因
的角色&
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肝细胞肝癌)

X..

*是恶性程度很高的肿瘤之一"

在我国肝癌死亡率居各种肿瘤死亡率的第
!

位"且

仍呈上升趋势$

+=!

%

& 尽管近年来针对肝癌的治疗方法

取得了长足的进展" 但肝癌的总体治疗效果仍不理

想" 其中肝癌的侵袭转移和复发是影响肝癌综合治

疗效果提高的关键因素$
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可以通过抑制蛋白转录和翻译过程抑制肿

瘤细胞的生长!很多研究表明
=>/>?

是一个新的抑

癌基因"

?

#

! 来自小鼠表皮细胞
'AB

模型转化的实验

报道$

'AB

细胞分为对肿瘤诱导剂敏感%易向肿瘤细

胞转化的细胞
C=D@

和不易受肿瘤诱导剂影响%不易

向肿瘤细胞转化的细胞
C=E@

"

%

#

! 研究表明
=>/>?

在

'AB=!

细胞中高表达& 而在
'AB=D

细胞系低表达&并

且在
'AB=D

细胞系中过表达
=>/>?

可抑制细胞的

恶性转化 "

B

#

'另外&来自
=>/>?

转基因鼠的实验证

明
=>/>?

表达不仅能抑制表皮乳头状瘤的形成和

降低皮肤癌的发生率&而且能阻滞表皮乳头状瘤向皮

肤癌的恶性转化&另有研究指出
F?G

的
=>/>?

基因

缺陷小鼠能够自发产生恶性的
A

细胞淋巴瘤"

H

#

(

近年来& 基础研究与临床观察发现
I1J;K3

可

能参与包括肝癌在内的各肿瘤的发生发展% 治疗转

归及预后等各个环节) 尽管
I1J;K3

在肝癌中的作

用已有所报道& 但
I1J;K3

在其侵袭转移中的作用

及其机制仍未完全明确"

F

#

!本研究旨在分析
I1J!?!<

通过靶向调控
=>/>?

促进肝癌的发生及发展&为肝

癌诊断及治疗提供新的研究方向!

<

材料与方法

!"!

样本采集

实验组织标本来自本院病理科
!&<%

年
%

月至

!&<F

年
?

月肝癌患者的肝癌组织及癌旁正常组织

共
<<$

例& 其中男性
F%

例& 女性
L?

例& 平均年龄

B?:L!"<L:L!

岁&均经组织病理学检查证实&未接受

化疗或放疗&所有组织标本采集时先切成小块&迅速

置于冻存管中液氮保存&

B0

后移至
EF&#

冰箱备用!

所有样本均经患者书面知情同意获得& 并经厦门医

学院伦理委员会批准!

!"#

细胞培养

人 肝 上 皮 细 胞
MNOP!L

以 及 肝 癌 细 胞 株

QRR/HH!#

%

ORL

%

N2SLA

&

RN//$HN

购自中科院上

海细胞库! 细胞培养于含
#&$

的胎牛血清
C.2T,- U(V1+2

32*)I

&

WAQ@

%

-""!XI-

青霉素
E

链霉素溶液的
>RPR

培养基中&置于含
%$/4

!

&温度维持在
LH#

中的恒

温箱中培养!

细胞转染!将生长状态良好的
QRR/HH!#

细胞或

RN//$HN

细胞铺于六孔板&约
%%#&

%

X

孔&待细胞在

B

孔板中的生长融合度达
H&G

时& 按照转染试剂

O1S(.25T,I1+2MR !&&&

试剂说明书& 分别转染
I1J!

?!# I1I153

和
+26,T1V2 5(+T*(- I1J;K I1I153

& 共转

染
I1J!?!#I1I153

和
=>/>?

!

I1J!?!#I1I153

转染序

列*

I1J!?!#

*

%&!KY/KK/KZK/KYYKKYYZZZ/Z/!L&

'

I1J!?!<

*

%&!Z///KKYYKKYZY/YZYYZKYYY!L&

)

I1J!?!<I1I135

购买自吉码基因有限公司)

!"$

细胞复苏

取出冻存于液氮罐中的肝癌细胞株
RN//$HN

&

迅速放入
LH'

预培育箱中不停摇动& 使其快速融

化) 加入含
<"$

胎牛血清的
>RPR

培养液&而对照

组正常细胞
MNOP!L

加入含
%"I6XO A=P

+

%$O!

谷氨

酰胺及
%!6XO PZW

的
[QWR

培养液! 将上述细胞悬

液转移常规培养箱中培养&定期更换细胞培养液!

!"%

细胞传代

细胞融合
F%$

左右时开始传代& 用
=AQ

冲洗
L

次! 加入
":!%$

胰蛋白酶
<I-

使消化液流遍所有细

胞表面&置于
LH'

培养箱内
!I1+

&然后用显微镜观

察细胞& 发现细胞突起消失后& 终止消化& 转移至

<%I-

离心管&

<"""*XI1+

室温离心
%I1+

& 弃上清液&

以培养液重悬&用移液枪吹打使成为单细胞悬液&计

数板计数后& 按照
<(L

的比例在原培养环境下继续

培养! 重复上述步骤传代!

!"& \JME=/J

检测

按照
M*1](-

试剂盒说明书中步骤提取组织和细

胞总
J;K

& 按照反转录试剂盒的说明书进行
J;K

逆转录合成
5>;K

!按照
\JME=/J

试剂盒说明书进

行
=/J

反应!反应条件如下*

$%' L"3

'

?"

个循环的

$%' %3

及
B"' L"3

!

I1J!?!<

水平以
YB

为内参&

=>/>?

的
IJ;K

水平以
ZK=>N

为内参&

\JME=/J

结果采用
!

E!!/T 表示!

!

E!!/T

^_

,相对表达倍数-&

!!

/T^

!

PE

!

/

&

!

P^/T

实验组
E/T"!,5T1+

&

!

/^/T

对照组
E

/T"!,5T1+

)每个样本重复
L

次)引物如下*

I1J!?!<!W

*

%&!ZM/ZMKM//KZMZ/KZZZM//ZKZZMKMM/!L&

&

I1J !?!< !J

*

% & !Z/K/MZZKMK/ZK/KKKKKM !L &

&

YB!W

*

%&!/M/Z/MM/ZZ/KZ/K/K!L&

&

YB!J

*

%&!KK/!

Z/MM/K/ZK KMMMZ/ZM!L&

&

=>/>?!W

*

%&!Z/KKKKK!

ZZ/ZK/MKKZZKKKKK!L&

&

=>/>?!J

*

%&! MKKZZZ/!

ZM/K/M///K/M!L&

&

ZK=>N!W

*

%&!KZKKZZ/MZZ!

ZZ/M/K*MMZ!L&

&

ZK=>N!J

*

%&!KZZZZ//KM//K!

/KZM/MM/!L&

)

F%&
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!"#

荧光素酶报告基因法检测

利用
'()*+,-.

靶基因数据库预测
'(,!/!#

与

0121/

可能的作用位点! 构建
0121/

野生型
3"!

45,

荧光素酶报告基因质粒
65!0121/

和突变型

质 粒
789!0121/

! 将
65!0121/

"

789!0121/

与

'(,!/!: '('();

和
<=>?9(@= )+<9*+A '(,-. '('();

共

转染进
7B22$CB

细胞#转染
!/D

后#去除培养基#

以
0EF

清洗细胞
3

次#弃净
0EF

#每孔加入
#&&!A

被

动裂解液
GH?;;(@= AI;(; J8KK=*

#

0LEM

#室温下将培养板

置于平板摇床上#轻微晃动
:%'(<

! 待细胞裂解后#

将每组
!"!A

样本转移至发光用
$N

孔板上# 并置于

超级酶标仪的检测板上# 设置自动进样器
:

和
!

分

别分装
:&&!A

的
L.,OO

和
F9+HPQA+

试剂! 测量时#

使用
:R!;

延迟和
%R:";

读数!如此循环操作直至所

有样本检测完毕! 使用酶标仪配套软件进行结果分

析! 相对荧光素酶活性
G*=A?9(@= A8)(K=*?;= ?)9(@(9IST

萤火虫荧光素酶活性
GK(*=KAI A8)(K=*?;= ?)9(@(9IS U

海肾

荧光素酶活性
G*=<(AA? A8)(K=*?;= ?)9(@(9IS

!

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

采用
,O0.

裂解液提取细胞或组织蛋白#

E2.

法测定蛋白浓度# 按每泳道以
%&!>

总蛋白进行

:&V F1F! 0.QW

电泳分离蛋白#然后将蛋白转移到

0X1Y

膜上!

%V

脱脂牛奶
3C#

封闭
:D

#加入一抗兔

抗
0121/

$

:$:&&&

%#内参
Q.01B

$

:$!&&&

%#

/%

孵育

过夜!

5EF5

漂洗
3

次后加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗$

:$%&&&

%#室温孵育
:D

!

W2L

液暗室发光

显影#采集图像并分析!

!".

免疫组化

将组织标本置于
/V

多聚甲醛固定液中固定

/ZD

后进行常规脱水"透明及浸蜡处理#石蜡包埋#

切片机进行连续石蜡切片#厚度
%!'

! 石蜡切片置

于
N%%

烤箱中过夜#而后梯度脱蜡"水化! 水化后的

组织切片上滴加
3V B

!

[

!

溶液室温孵育
:%'(<

以

阻断内源性过氧化物酶活性!使用
0EF

冲洗
3'(<&3

次# 切片置于柠檬酸盐缓冲液并采用微波加热法以

修复抗原! 待修复结束后加入
%V

的正常羊血清封

闭# 室温孵育
!& '(<

! 加入一抗兔抗
0121/

$

:$

:&&

%#

\(NC

抗体$

:$:&&

%#

/%

过夜! 加入辣根过氧化

物酶标记的羊抗兔二抗$

:$!&&

%#

3C%

孵育
3&'(<

!滴

加辣根酶标记链霉卵白素工作液#

3C%

孵育
3&'(<

!

采用
1.E

显色后#苏木精室温染色
! '(<

#而后进行

脱水和中性树脂封片! 采用正置显微镜观察切片阳

性信号#并进行计数统计!

!"/ 5*?<]=AA

实验

迁移实验!取生长状态良好的各组细胞#胰蛋白

酶消化并使用含
:&V EF.

的培养基重悬细胞#调整

细胞密度为
: &:&

N

U'A

! 将滤膜孔径为
Z!'

的

5*?<;]=AA

小室放置于
!/

孔板中 & 在小室外加入

N&&!A

含
:&V

血清的培养基& 在小室内加入
:&&!A

细胞悬液&将培养板放入孵箱#常规培养
!/R/ZD

!取

出小室#用
0EF

淋洗
3

次&将小室置于
$%V

乙醇中

固定
% '(<

&在
&^%V

结晶紫染色液中染色
:&'(<

后#

用
0EF

漂洗去除未结合细胞的染色液!用棉签轻拭

去小室滤膜上层的细胞# 在显微镜下观察滤膜下层

细胞#每个样本随机选取
:&

个视野拍照并计数!

侵袭实验!将
7?9*(>=A

凝胶置于
/%

过夜&次日

将液化的
7?9*(>=A

与培养基以
:$N

的比例稀释! 将

滤膜孔径为
Z!'

的
5*?<;]=AA

小室放入
!/

孔板中&

在小室内加入
%&!A 7?9*(>=A

稀释液# 以包被滤膜&

将培养板置于孵箱中
/D

#令包被液晾干! 剩余步骤

同
5*?<;]=AA

细胞迁移实验!

!"!0 22\Z

检测细胞增殖

用含
W15.

的胰蛋白酶消化并离心重悬# 重悬

后进行细胞计数#调整各组细胞数为
:^%&:&

/个
U'A

!

将各组细胞均匀铺于
$N

孔板中#每孔
:&&!A

细胞悬

液#置于
3C%

培养箱中培养! 转染至
!/D

后每孔中

加入
:&!A 22\Z

溶液# 将
$N

孔板置于全波长酶标

仪上#设定波长
/%&<'

#进行吸光度检测! 实验重复

3

次!

!"!!

细胞划痕实验检测细胞迁移

将生长状态良好的各组细胞以
!&:&

% 个
U'A

接

种于
N

孔板内# 每孔
!'A

! 待细胞长至约
Z&V

汇合

时#用
!&&!A 9(H

头垂直划出一无细胞的细痕#观察

:!D

时细胞划痕处细胞运动变化!

!"!1

流式细胞法检测细胞周期

各组细胞以每孔
%&:&

%个接种于
N

孔板中#转

染
/ZD

后收集细胞并用预冷的
0EF

洗涤细胞
:

次#

然后设定
:!&&*H'

离心
%'(<

# 用预冷的
0EF

重悬#

将细胞悬液加入预冷的
C&V

乙醇中#置于
/%

固定

过夜! 去除乙醇后用
0EF

洗涤
!

次并加入
:&&!A

,-?;= .

#

3C%

水浴
3&'(<

# 接着添加
/&&!A 0O

染色

并混匀#

/%

避光
3&'(<

# 最后用流式细胞仪检测细

Z%:



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!&#$89(-:!%8;(:<&

胞周期! 实验重复
=

次!

!"!#

构建肝癌肿瘤异种移植小鼠模型

取
<!

只
>?@>A5

雄性裸鼠"

%BC

周龄" 体质量

<%B<D6

"饲料#饮水#垫料#笼具均经高压蒸汽灭菌后

使用" 操作人员严格执行
EFG

级实验动物操作规

程!所有裸鼠分为对照组$

+HC

%和
I1J!K!# I1I153

组

$

+HC

%! 取转染了
I1J!K!# I1I153

"

+26,L1M2 5(+L*(-

I1J;? I1I153

的
NO//$PO

细胞"调整细胞浓度为

!"<"

P 个
AI-

" 每只裸鼠左前上肢腋下处皮下接种

":!I-

细胞悬液"接种后"所有裸鼠继续在
EFG

条件

下饲养!根据转染物每
= Q

各组裸鼠称重"并用游标

卡尺测量每只裸鼠移植瘤的最大直径
,

和最小径

R

"计算瘤体积"计算公式为&

9H<A!","R

!

"

=

周$细胞

接种
!<Q

后%后处死全部裸鼠"剥离瘤体"称重"拍

照"甲醛固定!

!"!$

统计学处理

采用
EFEE !!:"

统计软件进行统计

学分析" 两个数据间以两单独样本
!

检

验"数据以
"#3

表示"组间比较采用
L

检

验及方差分析"

FS":"%

为差异有统计学

意义!

!

结 果

%"! I1J!K!<

在肝癌裸鼠移植瘤模型中

发挥促癌作用

NO//$PO

细胞分别转染
I1J!K!<

I1I153

和
+26,L1M2 5(+L*(- I1J;? I1I153

TI1J!;/U

并接种于裸鼠左前上肢腋下处

皮下以构建肝癌裸鼠移植瘤模型! 细胞

接种
!<Q

后"

I1J!K!< I1I153

组的肿瘤

体积明显高于对照组
%D$:=%#%C:!!II

=

M3 =&%:PK#=K:!CII

=

" 差异有统计学意

义$

LH!<:P<K

"

FS&:&&<

%!

I1J!K!< I1I153

组的肿瘤重量明显高于对照组$

&:PC#&:<<6!

M3 &:!$#&:&$6

%"差异有统计学意义$

LH

D:<&&

"

FS&:&&<

%$

G16)*2 <?

"

<>

%!

VJWX

F/J

检测结果显示"

I1J!K!< I1I153

组

的
I1J!K!<

表达量明显高于对照组

$

P:%K#&:<P!M3 <:&&#&:<!

%" 差异有统计

学 意 义 $

L HPC:$DC

"

F S&:&&<

% $

G16)*2

</

%!

Y1CP

与
OZ

染色结果显示"相比对照组"

I1J!

K!< I1I153

组的细胞增殖能力显著升高 $

G16)*2

<[

%!

%"% I1J!K!<

在各株肝癌细胞及肝癌肿瘤组织中的

表达及对细胞侵袭能力的影响

采用
VJWXF/J

检测
K

株肝癌细胞及正常人肝

上皮细胞
WO@Z!=

中
I1J!K!<

的表达量"结果显示"

ENN/PP!<

#

@N=

#

O2\=>

和
NO//$PO

中
I1J!K!<

的表达量分别为
<:=C#&:<=

#

<:D<#&:<$

#

<:%%#&:<C

#

!:=K#&:!=

"均显著高于
WO@Z!=

$

<:&&#&:<!

%"差异均

有统计学意义 $

L H=:%!K

"

C:!K=

"

K:PC=

"

D:$KP

'

FH&:&<$

"

&:&&=

"

&:&&$

"

&:&&<

%$

G16)*2 !?

%! 并且在肝癌肿瘤组

织中"

I1J!K!<

的表达水平$

<:$%#&:<=

%较癌旁正常

组织$

<:&&#&:<!

%显著升高"差异有统计学意义$

LH

$:=&<

"

FH&:&&<

%$

G16)*2 !>

%!

W*,+]2--

检测结果显

示 "

NO//$PO

细 胞 的 侵 袭 能 力 明 显 强 于

T?UW)I(* M(-)I2

'

T>UW)I(* ]2160L

'

T/UW02 2^\*2331(+ (. I1J!K!# 1+ L02 L*,+3\-,+L2Q

L)I(* ],3 Q2L25L2Q R7 VJW!F/J

'

T[UW02 \*(-1.2*,L1(+ 2..25L (. I1J!K!# I1I153

"

NO//$PO 52--3 ],3 (R32*M2Q R7 Y1CP \*(L21+ 2^\*2331(+ ,+Q OZ 3L,1+1+6 T35,-2 R,*H

%&!I !&"UT__ FS&:&< U

&'()*+ ! ,-+ ./0.+*!1*2324'0( +55+.4 25 3'6!$%!

'0 4-+ 7+02(*/54 328+9 25 :;; '0 0)8+ 3'.+

? >

I1J!;/ I1J!K!<

&:$

&:C

&:=

&

W
)
I
(
*
]
2
1
6
0
L
T
6
U

& = C $ <! <% <D !<

[,7

D&&

C&&

K&&

!&&

/

I1J!;/ I1J!K!<

<&

D

C

K

!

&

I1J!;/ I1J!K!<

[

Y1CP

OZ

W
)
I
(
*
M
(
-
)
I
2
T
I
I

=

U

I
1
J
!
K
!
<
2
^
\
*
2
3
3
1
(
+

I1J!;/

I1J!K!<

D%!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期

'(()**!+

!

,-./01 !)

"#所以选取
(2))$*2

作为

高侵袭转移能力的肝癌细胞模型#

'(()**!#

作为

低侵袭转移能力的肝癌细胞模型$ 在这
!

株肝癌细

胞中转染
3-4!5!# 3-3-67

并检测其侵袭能力#结果

显 示 #

3-4!5!+

过 表 达 的
(2))$*2

细 胞 和

'(()**!+

细胞侵袭能力均显著升高!

,-./01 !8

"$

!"# 3-4!5!+

通过结合
98)85

的
:"!;<4

来抑制

98)85

的表达

采用
<=0.1>'6=?

软件预测
3-4!5!+

的潜在靶基

因# 结果显示#

98)85

的
:";<4

区域存在与
3-4!

5!+

形成互补结合的位点 !

,-./01 :@

"$ 将
3-4!5!+

3-3-67

#

3-4!A)

# 内 参 海 肾 荧 光 素 酶 !

41?-BB=

B/6-C10=71

" 以及构建的
98)85

野生型
:"!;<4

荧光

素酶报告基因质粒
D<!98)85

和突变型

报 告 基 因 质 粒
(/>!98)85

共转染进

(2))$*2

细胞中#双荧光素酶检测结果

显示 #

A)

对照组
D<!98)85

质 粒 与

(/>!98)85

质粒的荧光素酶活性无明显

统计学差异 !

EFG%#&F+! H7!EFG$#&F+%

#

>I

&F:E+

#

9I&F*:*

"$

3-4!5!+ 3-3-67

转染组

的
D<!98)85

质粒的荧光素酶活性明显

低 于
(/>!98)85

质 粒 !

*F&% #&F$$ H7!

!F$%#&F!:

"#差异有统计学意义!

>IEF$G*

#

9I&F&&!

"!

,-./01 :J

"$ 采用
D17>10? KBL>

检测
3-4!5!+3-3-67

转染组和
3-4!A)

对照组中
98)85

蛋白的表达水平#结果

显示 #

3-4!5!+3-3-67

转染组的
98)85

的蛋白表达量明显低于
A)

对照组

!

&F:%#&F&%!H7 +F&$#&F+!

"#差异有统计学

意 义 !

> I$FG%$

#

9 I&F&&+

" !

,-./01 :)

"$

M4<!9)4

检 测 结 果 也 显 示
3-4!5!+

3-3-67

转染组
98)85

的
34A@

水平明

显较
A)

对照组明显降低 !

&F:E#&F&% H7

+F&&#&F+!

"#差异有统计学意义!

>IGF%!*

#

9I&F&&+

"!

,-./01 :8

"$

!"$ 98)85

在肝癌肿瘤组织及各株肝癌

细胞中的表达

采用
M4<!9)4

检测
98)85

在肝癌

细 胞 株
'(()**!+

%

(2))$*2

%

N(:

%

21O:J

及正常人肝上皮细胞
<2NP!:

中

的
34A@

表达水平#结果显示#各株肝癌

细胞中
98)85 34A@

表达水平分别为
&F*E#&F&E

%

&F5##&F&%

%

&F%E#&F&E

%

&F!:#&F&%

#均显著低于
<2NP!:

的
98)85 34A@

表达水平!

#F&&#&F##

"#差异均有统

计 学 意 义 !

> I:F:#G

#

GF5%*

#

EF&G!

#

##F&:G

&

9 I

&F&!$

#

&F&&#

#

&F&&5

#

Q&F&&#

"!

,-./01 5@

"$ 另外#在肝癌

肿瘤组织中
98)85 34A@

表达水平!

&F5##&F&5

"显

著低于癌旁正常组织!

#F&&#&F#&

"#差异有统计学意

义!

>I$F5GG

#

9I&F&&#

"!

,-./01 5J

"$ 免疫组化检测结

果显示#

98)85

在肿瘤组织中的阳性信号显著降低

!

,-./01 5)

"#

D17>10? KBL>

检测结果也显示# 肿瘤组

织中
98)85

的蛋白表达显著低于癌旁正常组织

!

&F!:#&F&: H7 #F&&#&F&E

"#差异有统计学意义!

> I#$FGG#

#

9Q&F&&#

"!

,-./01 58

"$

R@SM4<!9)4 =77=T U=7 /71V >L V1>16> >W1 1XO0177-L? LC 3-4!5!+ -? CL/0 2)) 61BB B-?17=?V

?L03=B W1O=>-6 61BB B-?1

#

<2NP!:

&

RJSM4<!9)4 U=7 /71V >L 31=7/01 >W1 1XO0177-L? B1H1B LC

3-4!5!+ -? 2)) >/3L0 >-77/17 =?V =VY=61?> ?L03=B >-77/17

&

R)S<0=?7U1BB -?H=7-L? =77=T

R76=B1 K=0I!%!3 5&$S

&

R8S<0=?U1BB -?H=7-L? =77=T U=7 /71V >L V1>16> >W1 1CC16> LC 3-4!5!+

L? >W1 -?H=7-L? =K-B->T LC 2)) 61BB7 R76=B1 K=0I !%!3 5&$SFRZZ9Q"F"+S

%&'()* ! +,* *-.)*//&01 02 3&4!$!5 &1 677 8*99/ :1; 677 <(30)

<&//(*/ :1; <,* *22*8< 02 3&4!$!5 01 8*99 &1=:/&01 :>&9&<?

3-4!A) 3-4!5!+

76=B1 K=0I!%!3 5"$

3-4!A) 3-4!5!+

'(()**!+

3-4!A)

3-4!5!+

(2))$*2

'(()**!+ (2))$*2

:""

!""

+""

"

)
1
B
B
?
3
/
K
1
0

:""

!""

+""

"

)
1
B
B
?
3
/
K
1
0

:""

!""

+""

"

)
1
B
B
?
3
/
K
1
0

3-4!A) 3-4!5!+

'

(

(

)

*

*

!

+

(

2

)

)

$

*

2

?I:

2))AL03=B

<2NP!: '(()**!+ N(: 21O:J (2))$*2

@ J

:

!

+

"

3
-
4
!
5
!
+
1
X
O
0
1
7
7
-
L
?

:

!

+

"

3
-
4
!
5
!
+
1
X
O
0
1
7
7
-
L
?

)

8

G%:



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!&#$89(-:!%8;(:<&

!"# =1>!?!#

与
@A/A?

对肝癌细胞的增殖! 侵袭!

迁移及细胞周期的影响

在
BC//$DC

中 转 染
=1>!;/

或
=1>!?!#

=1=153

及共转染
=1>!?!# =1=153

和
@A/A?

!

//EF

法检测结果显示!

=1>!?!< =1=153

转染组的
4A

值

"

!:?G"":!H

#显著高于对照组"

<:F<"":!"

$!差异有统

计学意义 %

IJH:G$?

!

@J":"!<

$& 而
=1>!?!< =1=153K

@A/A?

转染组的
4A

值"

#:?#"&:#&

$显著低于
=1>!

?!# =1=153

转染组!差异有统计学意义"

IJD:!%#

!

@J

&:&&!

$"

L16)*2 %M

$&流式细胞法检测结果显示!

=1>!

?!# =1=153

转染组
N

期细胞比例 "

!%:G%O"!:H#O

$

显著高于对照组"

#F:#?O"#:!HO

$!差异有统计学意

义"

IJ?:$D&

!

@J&:&&F

$&

=1>!?!# =1=153K@A/A?

转染

组
N

期细胞比例"

F:!%O"#:&HO

$显著低于
=1>!?!#

=1=153

转染组! 差异有统计学意义 "

IJ#&:GDF

!

@P

&:&&#

$ "

L16)*2 %Q

$&

R*,+S2--

检测结果显示 !

=1>!?!# =1=153

转染组侵

袭细胞计数"

#&$:G%"#&:!G

$

明显高于
;/

对照组"

G&:%&"

G:!H

$! 差异有统计学意义

"

IJD:&$!

!

@J&:&&!

$' 共转染

=1>!?!# =1=153

和
@A/A?

后!侵袭细胞计数为
!#:H&"

!:&G

! 明显低于
=1>!?!#

=1=153

转染组! 差异有统

计学意 义 "

I J#?:G!H

!

@ P

&:&&#

$&

=1>!?!# =1=153

转

染 组 迁 移 细 胞 计 数 为

$$:%G"$:?D

! 明显高于
;/

对照组"

%!:!H"%:&G

$!差异

有统计学意义"

IJD:GH%

!

@J

&:&&!

$' 共 转 染
=1>!?!#

=1=153

和
@A/A?

后 !迁移

细胞计数为
!#:HH"!:GG

!明

显低于
=1>!?!# =1=153

转

染组! 差异有统计学意义

"

I J$:HG!

!

@ J&:&&#

$ "

L16)*2

%/

$& 细胞划痕实验结果也

显示!

=1>!?!#

高表达可提

高细胞迁移能力!而同时上

调
=1>!?!#

和
@A/A?

的表

达水平!细胞的迁移能力明显降低"

L16)*2 %A

$&

H

讨 论

肝细胞肝癌
TC//U

是肝的主要恶性肿瘤!尽管

C//

的筛查和治疗已经取得了很大的进步!但持续

的缓解并没有实现! 而且高侵袭和转移潜能成为肝

癌治疗的一个重大挑战(

$

)

& 因此!寻找新的肝癌检测

生物标志物!对于临床肝癌的诊疗具有重要意义&

B1*5*(>;M3T=1>;MU

是一类真核生物中高度保

守的具有调控作用的非编码单链小
>;M

! 通过调

控靶基因翻译和表达!广泛参与细胞分化*增殖及

凋亡等&

=1>;M

表达具有特异性!越来越多研究发

现
=1>;M3

可以调控超过
%"O

以上的编码基因!参

TMU =15*(>;M I,*62I 62+2 V,I,W,32 X*2V15I2V I0,I @A/A? S,3 , X(I2+I1,- I,*62I 62+2 (. =1>!?!<
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'() *+,-./+ 012 345675849 :7 94:4;: :<4 8+=( 4>35422?7@ A4B4A 76 .C/CD ?@ 67E5 F// ;4AA

A?@42 1@9 @7581A <431:?; ;4AA A?@4

!

,FGH!I

"

'JK:<4 .C/CD8+=( 4>35422?7@ ?@ F// :E875

:?22E42 1@9 19L1;4@: @7581A :?22E42 0454 94:4;:49 MN *+,!./+

"

O/K:<4 4>35422?7@ 76 .C/CD ?@

:E875 :?22E42 1@9 19L1;4@: @7581A :?22E42 76 F// 31:?4@:2 0454 94:4;:49 MN ?88E@7<?2:7!

;<48?;1A 1221N '2;1A4 M15P%& !8 !&"K

"

'CKQ42:45@ MA7: 012 E249 :7 94:4;: .C/CD 357:4?@ ?@

F// :E875 :?22E42 1@9 19L1;4@: @7581A :?22E42

"

'RR .S"T&%K

与各种肿瘤疾病的发生发展及转

归 #

#&-##

$

%

J51;7@?

等#

#!

$将
F/U

基因组

转染至肝癌细胞系
F43V

中! 发现

F/U

感染导致了
W"

个
8?+=(

分

子的上调和
!I

个
8?+=(

分子的下

调!其中以
8?+!W$IM

的上调幅度最

为明显%

G194?57

等#

WI

$也报道在
FJU

阳性的肝癌组织中
8?+!$X

表达特

异性上调% 本研究中我们发现肝癌

细胞株
YZZ/[[!W

&

GZI

&

F43IJ

和

ZF//$[F

中
8?+!D!W

的表达量均

显著高于正常人肝上皮细胞
,FGH!

I

!并且
8?+!D!W

在肝癌肿瘤组织中

的表达水平也明显高于癌旁正常组

织! 提示
8?+!D!W

的异常表达和肝

癌密切相关% 另外!对于
ZF//$[F

和
YZZ/[[!W

这两种不同侵袭能力

的肝癌细胞! 上调
8?+!D!W

的表达

对均可提高其侵袭能力% 提示
8?+!

D!W

可能参与了对肝癌细胞生物学

行为的调控%

8?+=(

对于基因的调控作用

依赖于碱基序列的部分互补! 导致

8+=(

的降解及蛋白翻译的阻滞!

在转录后水平发挥作用 #

WD

$

%

8?+=(

与疾病相关性研究中遇到的一大问

题! 是难以找到它真正调控的靶基

因 #

W%

$

% 本研究中!我们通过
,15\4:Y;1@

预测
.C/CD

是
8?+!D!W

的潜在靶基因! 并通过双荧光素酶报告

基因实验证实了
8?+!D!W

的确可与
.C/CD

的
I#

],+

区域互补结合% 在进一步研究中!我们还发现

8?+!D!W

可以抑制
.C/CD

的
8+=(

和蛋白表达水

平!表明
8?+!D!W

可负性调控其靶基因
.C/CD

的表

达%也间接说明了
8?+!D!W

与
.C/CD

的表达具有明

显的相关性%

.C/CD

最初是由
Y74L?81

等#

WX

$发现在细胞发生

程序性细胞死亡时诱导产生的凋亡相关基因% 人的

.C/CD

基因定位在染色体的
W&*!D

! 其
;C=(

全长

约
IT%^M

!其中编码区约
WTD^M

%

.C/CD

可以通过其

Z(I

的结构域竞争性的结合到
4_`D(

上!从而通过

阻止
4_`D(

和
4_`DV

的结合来抑制解螺旋酶活性!

从而抑制翻译的进行%在肺癌&结肠癌&神经胶质瘤&

胰腺癌&乳腺癌等组织中均检测到
.C/CD

表达的下

调甚至缺失!有研究结果显示
.C/CD

在原发性肺癌

中的缺失率高达
aI$

!而且与肿瘤的恶性程度密切

相关#

W[

$

%来自结肠癌的研究还显示
.C/CD

表达的下

调或缺失与肿瘤的进展和患者的不良预后密切相

关%所有这些资料提示
.C/CD

在肿瘤的发生中起着

重要作用#

Wa

$

%在本研究中!我们发现各株肝癌细胞中

.C/CD

的
8+=(

表达水平均显著降低!并且肝癌肿

瘤组织中
.C/CD

的
8+=(

和蛋白表达水平均显著

低于癌旁正常组织! 同时免疫组化检测结果也显示

.C/CD

在肝癌肿瘤组织中低表达% 上述结果提示

.C/CD

的低表达与肝癌的发生密切相关%

肿瘤侵袭转移与
8?+=(

分子的相关性是近年
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=>? @02 A*(-1.2*,B1(+ ,C1-1B7 (. DE//$FE 52--3 G,3 H2B25B2H C7 //IJ ,33,7

!

=KLM-(G 57B(N2B*7 ,33,7 G,3 )32H B( N2,3)*2 B02 ,66*26,B1(+

,C1-1B7 1+ B02O!A0,3252-- .*,5B1(+ (. DE//$FE

!

P/L@*,+G2-- 1+Q,31(+ ,33,7 G,3 )32H B( H2B25B B02 1+Q,31(+,+H N16*,B1(+ ,C1-1B7 (.

DE//$FE52--3=35,-2 C,*R!%!N S""L

!

=TLB02 N16*,B1(+ ,C1-1B7 (. DE//$FE 52--3 G,3 H2B25B2H C7 G()+H 02,-1+6 35*,B50 ,33,7=35,-2 C,*R

S" !N !%"L=UU VW":"% L

研究的热点"肿瘤侵袭和迁移"作为肿瘤重要的恶性

生物学行为之一"加剧了肿瘤的发展"往往影响肿瘤

的最终预后"而
N1X;>

分子可以通过影响细胞间的

黏附#基质降解#上皮
!

间充质转化#血管生成等多个

环节发挥作用$

<$

%

& 在本研究中我们通过一系列细胞

实验发现" 在
DE//$FE

细胞中单独上调
N1X!S!<

的表达水平可促进细胞的增殖"侵袭#迁移及
O

期阻

滞"但是
VT/TS

高表达能逆转
N1X!S!<

的这些促进

效果&表明
N1X!S!<

是通过抑制
VT/TS

的表达水平

从而促进肝癌细胞的恶性生物学行为&

Y,+6

等在乳

腺癌的研究中" 通过体外实验发现
N1X!S!<

可通过

靶向作用于
VT/TS

促进乳腺癌细胞的增殖# 迁移#

侵袭和凋亡& 本研究对于
N1X!S!<

在肝癌中的作用

不仅通过体外实验进行了探讨" 并进一步构建了肝

癌裸鼠移植瘤模型" 通过体内实验揭示
N1X!S!<

在

肝癌中扮演的角色&结果显示"过表达
N1X!S!<

可以

促进裸鼠体内肝癌细胞的增殖以及移植瘤的生长"

与体外实验结果一致& 进一步验证了
N1X!S!<

在肝
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癌中发挥促癌的作用! 目前"尚未发现有关于
'()!

*!+

与肝癌临床分期#预后的相关研究"仅有研究表

明
'()!*!+

与卵巢癌#肾癌的淋巴结转移#肿瘤转移

分期和预后相关$

!",!#

%

! 而
-./.*

低表达与肿瘤分化

程度降低#预后不佳有关已经得到证实$

!!

%

!

综上所述"本研究阐明了
'()!*!+

和
-./.*

在

肝癌细胞株及肿瘤组织中的表达水平"揭示了
'()!

*!+

通过靶向调控
-./.*

的表达水平从而促进肝

癌细胞的增殖#侵袭#迁移及
0

期阻滞"因此
'()!

*!+

可能成为肝癌诊断及治疗的新靶点!
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