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下调泛素结合酶 <!异构体!#对子宫内膜癌
细胞的增殖及凋亡的影响
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摘 要!$目的% 研究下调泛素结合酶
<!

异构体
!# ?(@0A(0B0* @0*C0*5 1*D6E1 <! 02'E1)!8

"

F<9#G

对
子宫内膜癌细胞的增殖及凋亡的影响& $方法% 经过细胞培养和细胞转染将

H2/0I+J+

细胞分为空白
组'下调

F<98

组及上调
F<98

组& 采用聚合酶链反应检测各组
F<98

表达(细胞增殖检测各组细
胞增殖能力(采用

K)+*2J1,,

检测各组细胞侵袭(采用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率(蛋白质印迹
法检测各组活化转录因子

L?+4B0M+B1C B)+*24)0NB0'* -+4B') L

"

OKPLG

'

.Q<RS

同源蛋白
T.Q<RS /'E','!

5'(2 N)'B10*

"

.U3SV

'原癌基因
?41,,!E64

"

.!E64V

及细胞增殖因子
!L$?W0!L$V

蛋白相对表达& $结果% 与
空白组'上调

F<98

组相比"下调
F<98

组
F<98

表达量降低
?PX=:LYY

"

S"":""8V

"

$!/

细胞增殖率降
低
?PXY:!"!

'

8Z:Z%%

'

8$:%Y8

"均
S">:>>8V

"

$!/

细胞凋亡率增高
?PXY:8%Z

'

!!:8>8

'

8$:$Y$

"均
S">:>>8V

&

与空白组'与上调
F<98

组相比"下调
F<98

组
OKPL

'

.+2N+21!%

表达量增高"

.!E64

'

W0!L$

表达量
降低

?PX$:[[[

'

L:Y$8

'

88:!%%

'

8>:8!Y

"均
S">:>>8V

& $结论% 下调
F<98

通过调控
OKPL

'

.U3S

'

.!E64

及
W0!L$

抑制子宫内膜癌细胞的增殖与侵袭"促进细胞凋亡"为子宫内膜癌的靶向治疗提供新的策
略具有重要参考价值&

主题词!泛素结合酶
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"

F<98 E0E04 TF<98 (N!
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B/1 1gN)1220'* ,1M1,2 '- OKPL +*C .+2N+21!% 0* B/1 F<98 C'J*!
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J/04/ E+6 N)'M0C1 *1J 2B)+B15012 -') B+)51B1C B)1+BE1*B '- 1*C'E1B)0+, 4+*41):
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子宫内膜癌
T1*C'E1B)0+, 4+*41)

"

<.V

是一种起源 于子宫内膜的女性生殖道系统常见的恶性肿瘤 $

8

%

&

子宫内膜癌的发病原因目前仍不明确" 但现有的研

究显示子宫内膜癌的发病受多种因素的影响" 如多

囊卵巢综合征'长期单用雌激素补充'功能性卵巢肿

基
础

%

临
床
研
究

!>L
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瘤治疗等外源性或内源性因素刺激雌激素分泌!导

致子宫内膜增生"

!@%

#

$ 子宫内膜癌必须采用综合性治

疗手段!主要治疗方法是以手术治疗为主!术后根据

临床组织学分级及病理分期辅以放化疗"

A

#

$ 一旦当

肿瘤细胞处于进展期或具有恶性倾向的组织病理学

特征时!子宫内膜癌的死亡率最高!同时也错过了手

术治疗的最佳时期$ 早期诊断为子宫内膜癌的治疗

及改善预后具有重要意义$

泛素结合酶
<!

异构体
!#BCD0EC0F0( D0(.0(G '(!

HI1' <! 04*1'+!#

!

;<=#J

具有调节转录功能!是泛素

结合酶
BCD0EC0F0( D0(.0(G '(HI1'

!

;=<K

基因家族中

一员! 报道显示
;<=#

在胰腺癌和胃癌等多种恶性

肿瘤过表达!

;<=#

过表达可促进肿瘤细胞的增殖%

侵袭%减少细胞凋亡!将
;<=#

作为胰腺癌进行靶

向治疗具有可行性 "

L

#

$

;<=#

作为细胞癌基因
)MN

O?'>>C>-+ *(?*G'(' )MN

!

:!)MNK

启动子的反式作用因

子!

:!)MN

表达与子宫内膜癌转移存在关联参与细

胞内信号的传导 "

P

#

!因此
;<=#

过表达与子宫内膜

癌发病密切相关 "

$

#

$ 活化转录因子
PB-?F03-F'. F+-(!

4?+0/F0*( Q-?F*+ P

!

59)PK

%

:R<S6

同源蛋白
B:R<S6 T*!

1*>*G*C4 /+*F'0(

!

:8M6K

%原癌基因
B?'>>!1I?

!

:!1I?K

及细胞增殖因子
!P$BU0!P$K

是公认的参与肿瘤细胞

增殖%侵袭和凋亡的蛋白!在子宫内膜癌也均呈异常

表达$ 本文分析下调
;<=#

对子宫内膜癌细胞的增

殖及凋亡的影响! 同时检测上述蛋白的变化!为

;<=#

能否作为靶向治疗子宫内膜癌提供参考$

#

材料与方法

!"!

细胞株!设备与试剂

人子宫内膜癌细胞系
V4T0W-,-

细胞上海复祥生

物科技有限公司$

设备!

)-?4?->0DC+

型流式细胞仪
B

美国
S7

公

司
K

%

:IF*Q>'X

型流式细胞仪
B

美国贝克曼公司
K

%

$LYY

型荧光定量聚合酶链反应
B/*>I1'+-4' ?T-0( +'-?!

F0*(

!

6:2K

仪
B

美国
5SV

公 司
K

%

:Z%%

型显微镜
B

日本奥林巴斯公

司
K

% 低温冰箱
B

日本三洋公司
K

%

%$ZS

型倒置显微镜
B

上海豫光仪

器有限公司
K

%

8'+-'*4[\Y+

型低温

高速离心机
B

德国贺力氏公司
K

$

试剂!

]0/*Q'?F-10(' !YYY

转染试剂
B

美国
&0D?*

公司
K

%

9+0H*>B

美国
&0D?*

公司
K

%兔抗人
;<=[

%兔抗

人
59)P

%兔抗人
:8M6

%兔抗人
:!1I?

%

U0!P$

及兔

抗人甘油醛
!%!

磷酸脱氢酶
BG>I?'+->.'TI.'!%!/T*4!

/T-F' .'TI.+*G'(-4'

!

&5678K

一抗
B

北京康为世纪生

物科技有限公司
K

%

26^V![PAY

培养液
O

美国
&0D?*

公

司
K

%胎牛血清
O

杭州四季青
K

%细胞增殖
O1'FTI> FT0-!

H*I> F'+-H*>0C1

!

^99K

试剂盒
O

武汉博士德生物工程有

限公司
K

%蛋白质印迹法检测试剂盒
O

美国默克公司
K

$

!"#

实验方法

[\!\[

细胞培养

取出冻存的子宫内膜癌
V4T0W-,-

细胞!

%$"

火

浴溶解均匀融化$ 将
V4T0W-,-

细胞在含
[Y_

胎牛血

清 %

[YY1GR1>

链霉素和
[YY;R1>

青霉素的
26^V!

[PAY

培养基内!

%$"

及
L_:M

!

恒温培养箱内培养!

隔天换液$ 细胞融合率达到
`Y_abY_

用于实验$

[\!\!

细胞转染

将
V4T0W-,-

细胞置于
P

孔板中 !

[.

后进行转

染$ 按是否转染! 将细胞分为
%

组& 空白组% 上调

;<=[

组和下调
;<=[

组! 每组设
%

个复孔$ 参照

]0/*Q'?F-10('!YYY

操作说明书!将
;<=[ c:

%

;<=[

1010?

%

;<=[ 0(T0D0F*+

与脂质体按比例混合!室温静

置
!Y10(

$ 将之前铺好的培养板中培液弃去!

6SN

清

洗!置于
%$" :M

!

培养箱中培养
A`T

!收集细胞$

[\!\%

采用
6:2

检测
;<=[

表达

采用
9+0H*>

提取细胞
2c5

!逆转录合成
?7c5

!

引 物 序 列 见
9-D>' [

$ 反 应 条 件 &

bL" [L4

!

PY"

[10(

!

%Y

个循环! 将
6:2

反应实验前
%a[L

个循环

荧光信号作为荧光本底信号!调节基线!采用
!

@!!:F

分析
;<=[

表达$

[\!\A ^99

检测细胞增殖能力

采用
^99

检测细胞增殖能力! 将细胞置于
bP

孔板中! 每孔
[LYY

细胞! 每组细胞培养
!A

%

A`

和

$!T

后!细胞培养终止前
AT

加入
!Y!> L1GR1> ^99

!孵

育
AT

后吸去培养液!加入
[YY!> 7^NM

!震荡
L10(

!显

微镜下观察细胞的增殖能力$ 每组设
%

个复孔$

$%&'( ! )(*+(,-( ./ 0123(14

!Y$
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<)'(=

.1,, =)',0-1)+>0'*

!?/ ?@/ $!/

A,+*B 5)'(= 8":%C!!:8@ 8!:8%!%:%8 8?:D!!?:D$

EF98 (=")15(,+>0'* 5)'(= 8@:@?!D:!?

G

!C:D%!C:C8

G

?8:D@!8":?%

G

EF98 H'I*")15(,+>0'* 5)'(= @:!D!8:D%

GJ

C:#@!#:K!

GJ

%:!D!K:$!

GJ

L M:!K! 8?:?%% 8$:%M8

N K:KK# K:KK# K:KK#

<)'(= EF9#

A,+*B 5)'(= #:#D!K:%$

EF9# (=")15(,+>0'* 5)'(= #:M!!K:?#

G

EF9# H'I*")15(,+>0'* 5)'(= K:?#!K:##

GJ

L D:CMM

N K:KK#

;'>1

!

G

!

.'O=+)1H I0>/ A,+*B 5)'(=

"

N#K:KD

#

J

!

.'O=+)1H I0>/ EF9#

(=")15(,+>0'* 5)'(=

"

N$K:KD:

#:!:D P)+*2I1,,

检测细胞侵袭

细胞转染
?@/

后" 胰酶消化" 磷酸缓冲盐溶液

Q=/'2=/+>1 R(--1) 2+,0*1

"

NAST

清洗
8U!

次"将细胞密

度调至
%8"

D 个
VO,

" 取
8""!,

细胞悬液加入到
P)+*"

2I1,,

小室中"牛血清白蛋白重悬细胞"

!?/

后乙醇固

定
DO0*

"结晶紫进行染色"倒置显微镜下计数穿膜

的细胞$ 每组设
%

个复孔$

8:!:C

细胞凋亡率检测

将细胞转染质粒
!?/

后" 用
":!DW

胰酶消化各

组细胞约
DO0*

"细胞瓶表面呈现雾状"

NAS

吹打"

?&

#!KK)VO0*

离心
DO0*

"

NAS

洗涤
!

次" 采用细胞过滤

网过滤"以流式细胞仪进行凋亡检测$

#:!:$ X12>1)* A,'>

检测
EF9#

!

YPLC

!

.Z3N

!

."O64

及
[0"C$

蛋白表达

研磨各组细胞" 加入蛋白缓冲液" 提取蛋白"

A.Y

法定量分析$

D"!5

蛋白样品上样后
S\S"NY<F

电泳"电转到
N9\L

膜"在
PASP

中将
DW

脱脂奶粉

避光封闭
8/

"洗涤后加入
EF98

%

YPLC

%

.Z3N

%

."O64

及
[0"C$

一抗稀释溶液
Q8'8"""T

"

?&

保存过夜"洗涤

后加入二抗" 温床中孵育
8/

" 电化学发光
Q1,14>)'"

4/1O0,(O0*1241*41

"

F.]T

"采用软件分析检测的条带

的相对灰度值为待测蛋白的相对表达" 内参蛋白采

用
<YN\Z

$ 每组重复
%

次$

!"#

统计学处理

数据分析采用
SNSS!":"

统计软件"计量数据采

用均数
!

标准差
Q!!2T

描述"三组数据比较采用
L

检

验"两两比较采用
]S\">

检验$

N$":"D

为差异具有统

计学意义$

!

结 果

$"!

各组
EF98

表达比较

与空白组相比"上调
EF98

组
EF98

表达增高"

下调
EF98

组
EF98

表达降低
Q

均
N$":"DT

"提示上

调
EF98

组及下调
EF98

组转染实验成

功$ 与上调
EF98

组相比" 下调
EF98

组

EF98

表达降低
Q>^88:!DK

"均
N$K:KK8TQL05"

()1 8

"

P+R,1 !T

$

$"$

各组不同时间的细胞增殖率比较

与空白组相比" 上调
EF98

组不同时

间的细胞增殖率增高" 下调
EF98

组不同

时间的细胞增殖率降低
Q

均
N$K:KDT

$ 与上

调
EF98

组相比"下调
EF98

组不同时间的细胞增殖

率降低
Q>^C:8%D

%

M:C!!

%

88:DMK

"均
N$K:KK8TQP+R,1 %T

$

$"#

各组细胞侵袭情况比较

下调
EF98

组细胞侵袭数
Q8!K:?!8?:D

个
T

低于

空白组细胞侵袭数
Q!K8:D!8$:D

个
T

以及上调
EF98

组细胞侵袭数
Q%%8:D!!!:?

个
TQL^%$:D!C

"

N$K:KK8T

#

空白组细胞侵袭数
Q!K8:D!8$:D

个
T

低于上调
EF98

组细胞侵袭数
Q%%8:D!!!:?

个
T

"差异具有统计学意义
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"
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$

$"%

各组不同时间的细胞凋亡率比较

与空白组相比"上调
EF98

组细胞凋亡率降低"

下调
EF98

组细胞凋亡率增高
Q

均
N$K:KDT

$ 与上调

EF98

组相比"下调
EF98

组细胞凋亡率增高
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%
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%

88:@CK

"均
N$K:KK8TQL05()1 %

"

P+R,1 ?T

$

$"&

下调
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对细胞
YPLC

!

.Z3N

!

."O64

及
[0"

C$

蛋白表达比较

与空白组相比" 上调
EF98

组
YPLC

%

.+2=+21"%

表达降低"

."O64

%

[0"C$

表达增高" 下调
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组

YPLC

%

.+2=+21"%

表达增高"
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%
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G 9:99# 9:99# 9:99#

差异均具有统计学意义
H

均
G#9:9<I

! 与上调

=>?#

组相比 " 下调
=>?#

组
JKE;

#

+0L"

*0L,"%

表达量增高"

+"MNO

#

P.";$

表达量降

低"差异均具有统计学意义
H1Q3:%5<

#

3:;3$

#

$:355

#

;:$<%
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"
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讨 论

子宫内膜癌的临床症状容易及时发现"

因此就诊时往往多处于早期阶段"其恶性程

度较低" 而且高分化子宫内膜样腺癌居多"

早期患者的生存率较高"预后较好$

5SF

%

! 无孕

激素拮抗下雌激素长期低水平刺激是导致

子宫内膜癌变的主要因素$

@"S@@

%

! 相关研究表

明$

@!

%

"代谢综合征是子宫内膜癌发病的高位

因素"其发病的共同病理生理基础是高胰岛

素血症与胰岛素抵抗!当机体出现高胰岛素

血症与胰岛素抵抗时"循环中的高水平胰岛

素能够增强雌激素活性"两者联合促进子宫

内膜细胞的增殖"提高子宫内膜癌的发病风
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J B:BB8 B:BB8

K)'(> LMHG .+2>+21!%

N,+*O 5)'(> B:!$"B:B$ B:!I"B:B@

B:%I"B:##

A

B:#!"B:B%

AF

##:!%%

B:BB#
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Q0!G$
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险!

#%S8E

"

#

<=98

具有调节转录功能$是
<9=

基因家族

中一员$ 其过表达可能与肿瘤的发生密切相关 !

8R

"

%

<=98

作为癌基因
.!H3T

启动子的反式作用因子&

.!H3T

表达与子宫内膜癌转移存在关联参与细胞内

信号的传导!

G

"

%

在人 类 肿 瘤 永 生 细 胞 中 &

<=98

表 达 增 高 &

<=98

剪接变体之一
<=98L

是参与
U;L

损伤修复

过程的泛素结合酶
<V4#%

的辅因子!

#G

"

% 本文研究显

示& 与空白组' 上调
<=9#

组相比& 下调
<=9#

组

<=9#

表达降低& 提示下调
<=9#

组
<=9#

的表达

降低&转染实验成功#与空白组'上调
<=9#

组相比&

下调
<=9#

组细胞增殖率降低&凋亡率增高&提示当

下调
<=9#

表达时& 子宫内膜癌细胞不仅增殖率降

低&而且凋亡率增高#

W(

等!

#$

"相关研究发现
<=9#L

参与乳腺癌的转移和侵袭过程& 可见
<=9#L

在肿

瘤的发生过程中起重要作用#

<=9#

作为癌基因
.!

H3T

启动子的反式作用因子& 参与细胞内信号的传

导#

<V4#%

与
<=9#L

形成二聚体&催化
QG%

泛素链

的形成&参与核因子
!NX*(4,1+) -+4?')!!N

&

;H!!NY

信

号通路的激活&调控相关靶基因的转录!

8@

"

#

内质网应激是与细胞凋亡有关的机制& 氧化应

激'缺氧'药物等可诱导细胞内质网应激&能够引起

内质网胞核和胞浆之间的信号转导#

LMHG

在内质网

应激发生时可迅速被活化内质网穿膜蛋白& 诱导内

质网应激元件基因表达&促进癌细胞凋亡 !

8I

"

#

.+2!

>+21!%

以酶原的形式存在细胞内& 是凋亡级联反应

的下游执行因子!

!"

"

#

.!P64

与肿瘤的发生'细胞生长

调控密切相关& 其通过基因高度扩增与过表达或重

排参与肿瘤的形成过程!

!8

"

#

Q0!G$

蛋白在子宫内膜癌

细胞中呈异常表达&阳性表达率明显增高&增加子宫

内膜细胞癌转移或侵袭风险!

!!

"

# 本文研究结果显示&

与空白组相比&上调
<=98

组
LMHG

'

.+2>+21!%

表达

降低&

.!P64

'

Q0!G$

表达增高& 下调
<=98

组
LMHG

'

.+2>+21!%

表达增高 &

.!P64

'

Q0!G$

表达降低# 与上调
<=98

组相比&

下调
<=98

组
LMHG

'

.+2>+21!%

表

达 增 高 &

.!P64

和
Q0!G$

表 达 降

低&提示下调
<=98

抑制子宫内膜

癌细胞的增殖与侵袭&促进细胞的

凋亡可能与调控
LMHG

'

.W3J

'

.!

P64

和
Q0!G$

相关&但目前尚无直

接文献显示
<=98

如何调控上述癌相关基因表达&

因此进一步研究有必要分析
<=98

与
LMHG

'

.W3J

'

.!P64

及
Q0!G$

的关系#

综上所述& 下调
<=98

通过调控
LMHG

'

.W3J

'

.!P64

及
Q0!G$

抑制子宫内膜癌细胞的增殖与侵

袭&促进细胞凋亡&为子宫内膜癌的靶向治疗提供新

的策略具有重要参考价值#
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