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新疆医科大学附属肿瘤医院治疗乳腺癌患者
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免疫印迹实验
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"离心
:.
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ILM!

蛋白浓度! 将玻璃板
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<Q

浓缩胶与
:"Q

分离胶注入玻

璃板间隙中"根据蛋白浓度补充缓冲液"加样后进行

EHE!

聚丙烯酰胺凝胶电泳!电泳完成后"切取目的蛋

白所在胶区"置于聚偏二氟乙烯$

I7HJ

%上"准备电

转仪对其进行转模!将完成转模的
I7HJ

摸放于
<Q

脱脂奶粉溶液中"于
PR"

环境下摇床封闭
:.

"加入

一抗孵育"以
IOE

液清洗后加入二抗! 以
[-K

液发

光"并于暗室中进行
\

线胶片曝光!运用
2F51105

红

外荧光成像仪扫描胶片"测定蛋白条带积分吸光度!
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法检测细胞增殖能力

选择转染过
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和空载体的
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细胞及野生型呈对数生长的
MHN!MO!P:

细胞"以

:>+ "8!<Q

胰蛋白酶消化"接种于
$#

孔细胞培养板"

每孔
P"""

个细胞"培养
@;.

"使用酶标仪测量光密

度$
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%以评估细胞增殖能力!

:8!8@

克隆形成实验

选择 对 数 生 长 期 " 生 长 状 态 良 好 的
MHN!

MO!P:

细胞" 弃去原有培养液" 以磷酸盐缓冲液

$

IOE

%冲洗并用
:>+ "8!<Q

胰蛋白酶消化"将细胞悬

于含
:"QJOE

的
HM[M

培养液中统计其数量! 明确

细胞个数后将其接种于
#

孔细胞培养板" 初始密度

每孔
!""

个细胞" 置于
PR"

#

<Q-2
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恒温培养箱中

孵育
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冲洗
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次"加入
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中

性甲醇固定细胞并加入
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复合染色液
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!"# L<M"LN!AF

细胞体外增殖能力及转移能力

三组
L<M"LN!AF

细胞采用
--O"B

法测定其

增殖能力#结果显示
;(0"=/E"F!D

转染
DB.

后#细胞

增殖能力受到抑制#

2<

值显著性降低# 而抗
=/E"

F!D*

转染
DB.

后#

2<

值明显增高#细胞增殖能力强

于阴性对照组!

K#"8"C

"$ 采用克隆形成实验检测三

组
L<M"LN!AF

细胞转移能力# 结果显示
;(0"=/E"

F!D

转染组克隆形成率低于空白对照组# 而抗
=/E"

F!D

转染组克隆形成率高于阴性对照组 !

K$"8"C

"

!

P*H+0 A

#

I/4'(0 AQD

"$

A

讨 论

L/3(&E9M

!

=/E9M

"是参与转录后基因表达调

控的非编码单链
E9M

分子# 其在人体内呈

不同水平的表达#可以对细胞增殖%分化及凋

亡起到调控作用# 从而影响包括肿瘤在内众

多疾病的发生与发展&

A

'

$

=/E"F!D

作为其中

一员#已被证实与宫颈癌%口腔鳞状细胞癌%

前列腺癌等疾病相关&

DJC

'

$ 而在本研究中#也

显示了乳腺癌癌组织及对应癌旁组织中存在

=/E"F!D

表达#其中乳腺癌组织中
=/E"F!D

显

著性低于癌旁组织!

K$"8"C

"$

丙酮酸激酶!

KO

"是细胞代谢过程中发

挥关键作用的酶#其可以促进糖酵解#且与

细胞分化与增殖密切相关$

KOL!

作为
KO

的一种同

工酶#多是以四聚体形式存在于正常人体细胞中#而

有研究发现#

KOL!

在恶性肿瘤细胞中表达量会异

常上升#且以二聚体形式存在&

#

'

$ 本研究利用免疫印

迹实验检测了乳腺癌癌组织及癌旁组织中
KOL!

基

因的表达#发现乳腺癌组织中的
KOL!

基因相对表达

量高于癌旁组织!

K$"8"C

"#结果与先前研究一致&

#JG

'

$

相关研究发现#

KOL!

在卵巢癌%大肠癌和肺癌等肿

瘤患者的外周血和肿瘤组织标本中均可见异常高表

达# 沉默
KOL!

表达可以抑制胶质瘤细胞的增殖和

肿瘤形成# 且还有学者发现
KOL!

促进大肠癌细胞

的增殖与上调
N3+"RS

基因表达相关$ 但应当注意的

是#

KOL!

在乳腺癌发展过程中#是否是
=/E"F!D

的

下游靶点#需要进一步进行研究$

近年来研究发现
=/E9M1

能够调控肿瘤细胞的

增殖%凋亡%侵袭%炎症等生物学行为#在肿瘤的发生

发展中发挥着必不可少的作用$ 有学者研究发现了

=/E"F!D

通过靶向调控整合素
!F

的表达抑制口腔

鳞状细胞癌的增殖#也可以通过靶向调控
T+'4

表达

抑制乳腺癌的侵袭$ 本研究利用脂质体转染试剂将

;(0"=/E"F!D*

%抗
=/E"F!D

转染至
L<M"LN!AF

细胞

中#并以实时荧光定量
K-E

法%免疫印迹实验检测

=/E"F!D

%

KOL!

基因及蛋白表达量$ 研究结果显示#

;(0"=/E"F!D*

转染
L<M"LN!AF

细胞呈现
=/E"F!D
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过表达! 且其可以反向调控
%&'!

基因及蛋白表达

量" 抗
()*!+!,

转染
'-.!'/!0+

细胞呈现
()*!

+!,

抑制表达! 其
%&'!

基因及蛋白表达量显著性

上升!提示
%&'!

基因为
()*!+!,1

的下游靶点# 同

时采用
22&!3

法及克隆形成实验检测转染后的

'-.!'/!0+

细胞的增殖和转移情况! 结果显示!

456!()*!+!,

转染组细胞增殖能力及克隆形成能力

都受到了明显抑制! 而抗
()*!+!,

转染组相比空白

对照组细胞增殖能力及克隆形成能力都有明显增强

$

% ""7"8

%! 说 明
()*!+!,

可 能 是 通 过 靶 向 调 控

%&'!

基因影响乳腺癌增殖与转移&

综上所述!

()*!+!,

可以下调
%&'!

基因的表

达! 从而抑制乳腺癌
'-.!'/!0+

细胞的增殖和转

移&

()*!+!,

在抗乳腺癌发展过程中可以发挥重要

作用!为乳腺癌治疗提供了参考依据&
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