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孔
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细胞培养基中培养! 直至形成细胞单层& 用
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头垂直板面划痕后! 用
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基常规培养& 倒置显微镜下观察#测量#记录划痕区

相对距离&
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迁移实验
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成
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纤维连接蛋白处理的
Q)%0OX*..

小室上部!

置
?

复孔& 并在
!3

孔板下室加入
5""#.

无血清的

S<H<

培养液 !

?6#

#

5V>2

!

恒温培养箱中培养

;!/

& 实验结束后!用镊子取出
Q)%0OX*..

小室!用移

液器吸出下室每个孔的培养基!预冷的
BL:

清洗小

孔
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个视野迁移细胞进行计数

及统计分析&

!"'

侵袭实验检测

将基质胶与
1B<C;#3"

培养基按照
;%6

的体积

比混合! 取
5"#.

的混合液平铺到
Q)%0OX*..

小室上

层!再将小室放入
!3

孔板内!在
?6#

#

5V>2

!

的细

胞培养箱中培养
?/

!等待基质胶混合物凝固&

?/

后

凝胶形成!轻轻将小室提起!往小室下层加入
5""#.

;"V

完全培养基& 将每孔处理组与对照组
;$;"

5 的

细胞接种到小室上层!每组
?

个复孔!将孔板放置在

培养箱中培养&

5/

后!加入
:1;"6$

!继续培养&

?#/

后取出小室在
BL:

中浸洗
?

次!擦去小室上层细胞

后用
3V

多聚甲醛固定
;"@'0

! 结晶紫染色
;"@'0

!

BL:

清洗小室
?

次&倒置显微镜下观察拍照!随机选

取
3

个高倍视野进行细胞计数!取平均值&

!"( 7*O,*)0 F.-,

检测

收集处理组与对照组
;$;"

# 个细胞! 加
;""#.

裂解液!冰上裂解
;/

!低温高速离心收集蛋白!细胞

核提取试剂盒分离核蛋白!

L>E

蛋白定量测定蛋白

浓度& 每孔加
?"#M

蛋白!以
5%;

体积与
5$:S:

缓冲

液混合!

;""# 5@'0

!

;"V :S:!BE=H

凝胶电泳后转

移至硝酸纤维素膜上! 用含
5V

脱脂牛奶的
QL:Q

(

Q)'O!P>. !"@@-.8A

!

Y%>. ;?6@@-.8A

含
"W;VQX**0!

!"

"封闭
!/

!

QL:Q

洗膜
?

次!一抗
?6#

孵育
!/

!

QL!

:Q

洗
?

次!每次
;5@'0

!二抗孵育
;/

!

QL:Q

洗
?

次!

每次
;"@'0

!化学发光剂检测蛋白质印迹!薄层扫描

仪测定印迹区带的光密度值&

#65



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

!"#

免疫荧光

将对数期的各组细胞制成悬液! 每孔接种
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对
)*+$,-

细胞增殖的作用

.,!/0123 %&.,($

作用
)*+$,-

细胞
!45

!

4$5

!

(!5

!

6#5

后" 增殖抑制率分别为
-(7!8

!

4#768

!

9!7(8

!

#$7#8

"

%&."($

可呈时间依赖性抑制
)*+$"-

细胞增殖

#

:;!7(#

"

<;,7.-!

$#

=>?1@ .

$%

!"$ %&.,($

对
)*+$,-

细胞迁移的影响

划痕实验显示"

,5

时

各组的划痕距离大体相

同"

!45

后"

%&.,($

组迁移

距离&

97(4!,7,($ !/

$明显

低于
)*+$,-

细胞&

67-(!

,7,6$!/

$&

:;!7#!

"

<;,7,-!A

&

BCDEF@ -

$%

=F>GHI@11

迁移

实验显示"

%&.,($

组迁移细

胞&

$,!.7.99

个$较
)*+$,-

细胞&

.,-!.7.99

个$明显减少

&

:;!769

"

<;,7,.(

$&

BCDEF@ 4

$%

!"% &'()*+

对
,-.+)#

细胞侵袭的影响

=F>GHI@11

侵袭实验显

示"

%&.,($

组细胞穿膜细胞

&

.67#(!.7(#4

个$较
)*+$,-

&

4,7#( !.7!,!

个$明显减少"

差异有统计学意义 &

:;!7.4

"

<;,7,-.

$&

BCDEF@ 9

$%

-

讨 论

基于
&J&"

可能是肿

瘤抑制基因和治疗靶点"

因此" 研发促进
&J&"

表

达的有效药物与激动剂为

治疗肿瘤开拓了新的途径'

(

(

% 例如"小分子
K@LL$

活

化酶抑制剂
)3K46!4

减少
&J&"

泛素化稳定
&J"

&"

"上调
&J&"

及其
M!.

与
N/>1'

表达'

',

(

% 有研究

从
'! ,,,

种植物提取物发现 "

G@0FEHO0D@GCG

是与

&J&"

高亲和力的激动剂" 其可体内外活化
&J&"

及影响其靶基因的表达 '

''

(

%

P>GD

等 '

'!

(首次合成

&J&"2&J&#

的配体
%&',($

" 发现
%&',($

可激活

&J&"

与
&J&$

转录"刺激内源性
&J&

靶基因葡萄

糖
"#"

磷酸酶和
B*B!'

的表达"确定
%&',($

是合成

的
&J&%

激动剂%研究显示"

&J&"

在肾局部缺血与

再灌注#

Q2&

$后损伤组织中显著下调%

&J&"

缺失的

不利影响是由于肾小管上皮细胞凋亡" 加重肾小管

细胞中线粒体功能障碍% 然而"

%&',($

可改善
Q2&

诱

导肾功能损伤破坏和减少肾小管上皮细胞凋亡 '

'-

(

%

%&',($

在
+!+'!

肌管中刺激
B*B!'

的产生和表

达" 可呈剂量依赖性的方式明显上调
R&

应激的标
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同源蛋白
->2=

表达!

?@

"

#

关于
A2A!

激动剂
BA?"C$

对肿瘤的作用 $

D*)4

等!

?E

"采用
BA?"C$

处理肿瘤细胞显示$

BA?"C$

可稳定
FEG

表达与诱导凋亡%

BA?"C$

作用人神经母

细 胞 瘤 细 胞 & 可 增 加
A2A!

靶 基 因
H!<=?

'

-I=?JH?

'

9KL9?

与
M=NA

表达!

?#

"

# 此外&

BA?"C$

可

减少肝癌细胞需氧糖酵解和抑制生物合成途径&下

调
=OP!

表达和磷酸化&上调
F!?

&抑制肝癌生长与

移植瘤形成!

?C

"

#

本课题组前期研究表明& 采用真核表达载体转

染技术构建
A2A!

高表达
QL-$"G

细胞&发现
A2!

A!

高表达可通过下调胃癌细胞
D)R:"!3*R0)/)

通路

靶基因表达&抑制增殖与迁移侵袭!

$SJ

"

# 本研究为了

寻找治疗胃癌药物 & 进一步探讨
A2A!

激动剂

BA?"C$

对胃癌细胞增殖与迁移侵袭的影响&结果证

明&

BA?"C$

可上调胃癌
QL-$"G

细胞
A2A!

表达&

呈时间依赖性抑制
QL-$"G

细胞增殖&且显著抑制

胃癌
QL-$"G

细胞的增殖和迁移侵袭&提示
BA?"C$

可能是一种新颖的治疗胃癌药物& 但
BA?"C$

的作

用机制尚待深入研究#
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