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食管癌
:01&;.*40*+ 3*)30(

!

<-=

是常见上消化道

癌症之一!预后差"死亡率高#根据组织病理学分类!

食管癌可分为鳞状细胞癌"腺癌和腺鳞癌!其中食管

鳞状细胞癌
:01&;.*40*+ 1>'*?&'1 30++ 3*(3/)&?*

!

<@!

--=

占食管癌
A"B

以上$

$CD

%

# 尽管目前在食管癌的诊

断和治疗方面取得了很大进展! 但食管癌患者的预

后仍然很差$

ECF

%

# 因此!了解食管癌的分子机制将有

助于建立新的治疗方案#

G/H9I

是一类长度约为
!!

个核苷酸的非编码

单链
H9I

分子! 部分结合
?H9I

的特定靶位点来

调节蛋白质编码基因表达#研究表明!

?/H9I

在癌症

进展中起重要作用$

#CJ

%

# 研究发现
?/H!K!E

在肺癌$

J

%

&

直肠癌 $

A

%和宫颈癌 $

K"

%中发挥重要作用!但
?/H!K!E

在食管癌中的作用机制尚不清楚#本研究检测
D!

例

食管癌患者癌组织与癌旁正常组织中
?/H!K!E

及

-H<LK

的表达情况!并在体外实验探究
?/H!K!E

和

-H<LK

对人食管鳞癌细胞系
MN@<!KFO

细胞增殖及

侵袭的影响!探究
?/H!K!E

在食管癌中的作用及机制#

K

材料与方法

!"!

材 料

K8K8K

临床资料

选取
!"KJ

'

!"KA

年于海南医学院第一附属医

院经病理检查确诊并进行食管癌手术的
D!

例患者!

收集新鲜食管癌组织和癌旁正常组织# 所有患者均

未进行化疗和放疗!

D!

例患者中男性
KA

例&女性
KD

例!年龄
ED"#P

岁!平均年龄
:FE8!#P8J=

岁#

K8K8!

材 料

人 食 管 鳞 癌 细 胞 系
MN@<!KF" :IQ--=

!

HR!

GSK#E" :

美国
@/4?*

公司
=

!

TL@ :

杭州四季青
=

!

?/H!

K!E

及
U#

特异性引物
:

广州锐博生物科技有限公

司
=

!

?/H!K!E ?/?/3

和
?/H!K!E /)./V/W&( :*)W/!?/H!

K!E= :

广州锐博生物科技有限公司
=

!

-H<LK

抗体
:

美

国
R(&W0/)W03.

公司
=

!

1/-H<LK

和
X/;&,03W*?/)0 !OOO

转染试剂均购自美国
S)Y/W(&40)

公司#

!"#

方 法

K8!8K

细胞培养

MN@<!KFO

细胞在含有
KOB

胎牛血清的
HRGS!

K#EO

培养基中生长!补充青霉素
:KOOUZ?+=

和链霉素

:KOOUZ?+=

在
DP$

细胞恒温箱中孵育#

K8!8!

实时荧光定量
R-H:>'*)W/W*W/Y0 (0*+!W/?0 R-H

!

>HQCR-H=

QHS[&+

法提取总
H9I

! 使用
\/@3(/;W ] @0+03W

HQ @';0(G/^ >R-H

试剂盒
:HKDD!OK

!

7*[5?0 L/&W03.=

和
?/H!K!E

逆转录引物进行反转录!使用
>HQCR-H

检测成熟
?/H!K!E

的表达!

U#

为内参#

K8!8D

荧光素酶基因报告实验

根据
Q*(40W13*)

软件预测
?/H!K!E

与
-H<LK

?H9I D%!UQH

区结合序列#将含该结合位点的片段

插入到荧光素酶报告基因质粒!构建两组质粒(包含

该结合位点的野生型质粒
:-H<LK D%UQH _Q=

及突

变该结合位点的突变质粒
:-H<LK D%UQH G'W=

#转染

MN@<!KFO

细胞
?/H!K!E ?/?/3

和两组质粒 !

?/H!

3&)

用作对照组# 根据说明书
:R(&?04*

!

<!A!O=

进行

荧光素酶活性测定#

K8!8E

质粒转染

根据锐博生 物科技公司 提供的说明 书 !将

MN@<!KFO

细胞系铺板! 使用
+/;&,03W*?/)0 !OOO

进

行转染!对照组转染
?/H!3&)

#

K8!8F @/H9I

转染

使用靶向
-H<LK

的
1/H9I

敲低
-H<LK

表达!

使用
X/;&,03W*?/)0 !OOO

转染试剂进行细胞转染#

K8!8#

细胞增殖检测

对 转 染
?/H!K!E ?/?/3

或
*)W/!?/H!K!E

的

MN@<!KFO

细胞进行细胞增殖检测! 检测起点记为

O.

!分别在
O.

&

!E.

&

EJ.

&

P!.

收集细胞!使用血球计

数板进行细胞计数#

K8!8P

细胞侵袭能力检测

使用
Q(*)1`0++

进行体外细胞侵袭实验 !

Q(*)!

1`0++

小室
R7aT

膜上用基质胶与处理!细胞恒温箱

中平衡
!.

!在
W(*)1`0++

内室加入细胞悬液
:K&KO

F 细

胞
Z

孔
=

!恒温箱中孵育
!E.

!轻轻擦去靠近内侧的细

胞!甲醛室温固定
DO?/)

!结晶紫染色
!O?/)

!

RL@

洗

D

遍!镜下计数!每组设
D

个复孔#

K8!8J _01W0() V+&W

分析

HSRI

裂解液裂解细胞!在冰上提取总蛋白#

E$

K! OOO4

离心
!O?/)

#

L-I

蛋白定量!

K!B

十二烷硫

酸钠
!

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白!湿转法将
R7aT

膜上!用
QL@Q

洗涤
R7aT

膜
D

次!每次
KF?/)

!

FB

脱

脂牛奶室温封闭
!.

!加入一抗
:-H<LK

!

K'KOOO=

!

E$

过夜!用
QL@Q

洗
D

次!每次
KF?/)

!室温孵育二抗
:K'

KOEJ
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!用
()*(

洗
+

次!每次
$,-./

!化学发光显

色法显影拍照"

!"#

统计学处理

采用
*0** 112,

软件包进行数据分析! 计量资料

采用
3

检验或方差分析!

04"5%,

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"!

食管癌组织中
%&'!!$(

和
)'*+!

的表达情况

与癌旁正常组织相比!

-.6!1!7

在食管癌组织

中表达降低
804%5%%$&

!

96:)1

表达增加 #

04"5""1

$

#

;.<=>? 1

$%

$"$ ,&'!!$(

与
)'*+! %'-.

结合

荧光素酶实验证实
-.6!1!7

可与
96:)1

结合

&

;.<=>? !

$%

$"# ,&'!!$(

调节
)'*+!

表达

与
-.6!@A/3>AB -.-.@

组比! 在人食管鳞癌细胞

系
CD*:!$,%

细胞中转染
-.6!$!7

的
-.6!$!7 -.-.@

组
96:)$

的表达降低
80E%5%$#F

!与
G/3.!-.6!@A/3>AB

组相比! 转染
-.6!$!7

抑制剂
G/3.!-.6!$!7

的
G/3.!

-.6!$!7

组的
96:)$

表达升高&

04%5%%$

$&

;.<=>? +

$%

$"( ,&'!!$(

对食管癌细胞增殖的影响

H.6!@A/3>AB -.-.@

组在
!7'

'

7I'

'

J!'

细胞数目

分别为
8+57""5,K#$%

,

'

8#5!"%5#&$$%

,

'

8L5I%%5J&$$%

,

!

-.6!$!7 -.-.@

组在
!7'

'

7I'

'

J!'

细胞数目分别为

8$57"%5,&$$%

,

'

8!5J"%5J&$$%

,

'

875+"%5I&$$%

,

! 与
-.6!

@A/3>AB -.-.@

组比!

-.6!$!7 -.-.@

组的细胞数目显

著降低
80

均
4%5%,&

(

G/3.!-.6!@A/3>AB

组在
!7'

'

7I'

'

J!'

的细胞数目分别为
8!5L"%5+&$$%

,

'

8#5!"%5,&$$%

,

'

8L5,"%5J&$$%

,

!

G/3.!-.6!$!7

组在
!7'

'

7I'

'

J!'

细胞

数目分别为
875!"%5#&$$%

,

'

8L57"%5J&$$%

,

'

875I"%5#&$$%

,

80

均
4%5%,&

! 与
G/3.!-.6!@A/3>AB

组比!

G/3.!-.6!$!7

组的细胞数目显著增高&

0

均
4%5%,

$&

;.<=>? 7

$%

$"/ ,&'!!$(

对食管癌细胞侵袭的影响

与
-.6!@A/3>AB -.-.@

组 &

#IL"!$

$ 相比!

-.6!$!7

-.-.@

组穿过
(>G/MN?BB

的细胞数目&

7,#"+#

$显著降

低 &

3EL5J,,

!

04"5""1

$(与

G/3.!-.6!@A/3>AB

组 &

#IJ"

!"

$相比!

G/3.!-.6!1!7

组

穿过
(>G/MN?BB

的细胞数

目&

I,7"++

$显著增高&

3E

J51I,

!

0E"5""!

$%

$"0 )'*+!

对食管癌细胞

增殖和侵袭的影响

与
M.6OP @A/3>AB

组

比 ! 人食管鳞癌细胞系

CD*:!1,"

细 胞 中 转 染

96:)1M.6OP

的
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'
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'
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的细胞

数目显著降低&

0

均
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$

&
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$%与
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降低
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对
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的影响
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=/:!3&)>(&+

?/?/3

=/:!@!A

?/?/3

3&)>(&+

和
1/:9B 3&)>(&+

!

CDE;!@FG

细胞数为
HI8J"

G8IK #@G

F

! 同 时 转 染
*)>/!?/:!3&)>(&+

和
1/-:;<@

!

CDE;!@FG

细胞数为
H!8L"G8IM$@"

F

! 同时转染
*)>/!

?/:@!A

和
1/:9B 3&)>(&+

组 !

CDE;!@F"

细胞数为

HF8@J%"8AM$@"

F

! 同时转染
*)>/!?/:!@!A

和
1/-:;<@

组!

CDE;!@F"

细胞数为
HI8L""8IM$@"

F

" 在
N(*)1O0++

侵袭实验中! 同时转染
*)>/!?/:!3&)>(&+

和
1/:9B

3&)>(&+

组细胞数为
#LP"!#

!同时转染
*)>/!?/:!3&)!

>(&+

和
1/-:;<@

组细胞数为
AP!"IA

!同时转

染
*)>/!?/:@!A

和
1/:9B 3&)>(&+

组细胞数为

J!F"##

!同时转染
*)>/!?/:!@!A

和
1/-:;<@

组细胞数为
#PL"L

"

CDE;!@FG

细胞转染

*)>/!?/:!@!A

可促进
CDE;!@FG

细胞增殖和

侵袭!

CDE;!@FG

细胞同时转染
*)>/!?/:!@!A

及
1/-:;<@

可抑制
*)>/!?/:!@!A

对
CDE;!

@FG

细胞增殖和侵袭的促进作用"

I

讨 论

食管鳞状细胞癌是世界范围内消化系

统的常见癌症!每年约有
AJ

万例新发患者!

是世界上第
J

大常见癌症!居癌症相关死因

第
#

位#

@@Q@!

$

" 尽管有多种治疗选择!但其预

后不良!患者
F

年生存率不到
A"R

#

$I

$

"因此!

寻找特异性的生物标志物和潜在治疗靶点

有助于食管癌早期诊断! 降低患者的死亡

率! 改善生存质量"

=/:9B

是内源性调节分

子!转录后调节基因表达"研究表明
?/:9B

在

某些生物过程中起着重要作用!如炎症%细胞

周期调节%应激反应%分化%凋亡和迁移#

$AQ$F

$

"

近年来
?/:9B

在肿瘤中发挥的生物学功能

受到研究人员的关注!

?/:9B

表达谱在癌组

织和相应的邻近组织中发生改变!

?/:9B

的

失调在癌症的发展和进展中起重要作用#

$#Q$L

$

"

研究发现
?/:!$!A

在食管癌中发挥抑

癌作用 #

$J

$

!然而关于在食管癌亚型
;E--

中

?/:!$!A

的表达及机制尚不清楚" 本研究显

示
?/:!$!A

在
;E--

组织中表达显著下调!

表明
?/:!$!A

可能与
;E--

的发生和发展密

切相关! 进一步的研究显示过表达
?/:!$!A

可在体外抑制人
;E--

细胞系
CDE;!$FG

的

增殖和侵袭!而敲低
?/:!$!A

可促进
CDE;!$FG

细胞

的增殖和侵袭!表明体外过表达
?/:!$!A

可以抑制食

管癌细胞的增殖和侵袭"
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确定
%&'()

是
*+&!)!,

的直接靶基因!在调节食管

癌进展中起重要作用!拓宽了
*+&!)!,-%&'()

在食

管癌中的功能"

%&'()

基因定位于人类染色体
!./!0/1./,

!该

区域已知是包括癌症在内的各种疾病中易位或缺失

的热点#

!)

$

" 有研究发现
%&'()

在胃癌中高表达!与

肿瘤分期 % 淋巴结转移和远处转移相关 ! 并且

%&'()

可以作为胃癌的潜在预后因子#

!!

$

!最近研究

也得到了类似的结果!

*+&!)!,

的同族成员
*+&!)!!

通过靶向
%&'()

抑制胃癌的增殖和侵袭#

!/

$

"本研究

结果显示!

%&'()

在食管癌组织中高表达! 体外研

究显示
%&'()

敲低对食管癌细胞的影响与
*+&!

)!,

过表达具有相似的作用! 可以抑制食管癌细胞

的增殖和侵袭 " 表明
*+&!)!,

可能是通过抑制

%&'()

表达来发挥抑制食管癌的作用 ! 而敲低

%&'()

的表达可以翻转
234+!*+&!)!,

对
567'!$89

细胞增殖和侵袭的促进作用! 该结果进一步佐证

%&'()

是
*+&!)!,

的靶基因"

综上所述!

*+&!)!,

在
'7%%

组织中表达降低!

%&'()

表达升高!过表达的
*+&!)!,

可抑制食管癌

细胞的增殖和侵袭!敲低
%&'()

可抑制食管癌细胞

的增殖和侵袭!

%&'()

可能是
*+&!)!,

的靶标"
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