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.-%.

洗涤后% 加入
K?'

标记的山羊抗鼠二抗% 孵育
! W

后进行成像%并采用
YA084 Z

软件进行灰度值分析%

计算蛋白相对表达量%重复
<

次$

蛋白相对表达量
L

目标蛋白灰度值
[!!0>971

蛋白

灰度值$

=;<;H

细胞增殖抑制率检测

取对数生长期
O,+!$

细胞以
!;F&=I

F

\A5

浓度

接种于
EH

孔板中%每孔
=EE "5

%共
H

组$ 于培养箱

培养
!TW

后%设置转染组和阴性对照组%进行转染%

转染后培养
TR W

进行
O..

实验%

TE" 1A

处采用酶

联免疫检测仪检测各孔的吸光度
]Q&^

值$ 细胞增殖

抑制率
L#$]

加药组
Q&

值
$

调零孔
Q&

值
^[]

对照
Q&

值
$

调零孔
Q&

值
^&#GGP

%重复
<

次$

#N<N$

细胞凋亡率检测

转染同
#N<NT

$ 转染后培养
TR W

%胰酶消化收集

细胞%

'-%

洗涤后%通过流式细胞仪检测凋亡率$

#N<NR

细胞迁徙!侵袭情况检测

转染同
#N<NT

% 转染
TR W

后采用
./0123455

法进

行
O,+!$

细胞侵袭实验$

./0123455

小室风干后%加

入
FGG "5 GN#P

结晶紫染色%显镜下计数发生迁移的

细胞数量%计算迁移抑制率%迁徙抑制率
L

!阴性对

照组迁徙细胞数
_

转染组迁徙细胞数"

[

阴性对照组

迁徙细胞数
&=IIP

$ 细胞侵袭实验在
./0123455

小室

上层加入
FI "5 !SI A8[A5

基质胶
O09/7845

% 凝固后

接种
UQ`Q

细胞%之后操作同细胞迁移%计算侵袭抑

制率$ 侵袭抑制率
L

!阴性对照组侵袭细胞数
_

转染

组侵袭细胞数"

[

阴性对照组侵袭细胞数
&=IIP

$ 倒

置显微镜下随机选取
F

个视野进行细胞的计数%重

复
<

次$

=S<SE

不同浓度紫草素干预及指标检测

细胞培养同
=S<S!

$ 待细胞处于对数生长期时%

加入不同浓度的紫草素% 使各孔紫草素浓度分别为

I

'

T

'

R

'

=H "A65[U

$ 每孔设置
<

个复孔$ 干预
TR W

后

进行检测$

?._',?

检测
>7?%!$

'

'=<@

'

(@. A?B(

同
=S<S=

%

X4294/1 D569

法检测
'=<@

'

:!'=<@

'

(@.

'

:!

(@.

蛋白量同
=S<S<

%细胞增殖抑制率检测同
=S<ST

%

细胞凋亡率检测同
=S<SF

$

!"$

统计学处理

采用
%'%%!!SI

进行数据分析%计量数据采用平

均值
'

标准差!

!'2

"表示%组间各指标的比较采用单

因素方差分析%组间两两比较%若方差齐采用
U%&!9

检验%若方差不齐采用
&a11499!9

检验%计数资料的

比较采用
#

! 检验$

'bISIF

为差异有统计学意义$

!

结 果

%"!

乳腺癌组织及正常乳腺组织
&'()!*

!

+!#,

和

-,. /(0-

表达水平

癌组织
>7?%!$

'

'=<@

和
(@. A?B(

相对水平

分别为
=S<ET'ISTF!

'

ISET$'IS=FF

'

ISR=<'IS=!R

#癌旁

FF=



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!768&+9!$6:&9$

正常乳腺组织
3/;<!$

!

=#>?

!

@?A B;:@

相对水平

分别为
"9CDE""9!!7

!

"9!EF"G9"HE

!

"9!CD""9"CF

"两组

比较差异具有统计学意义#

=#"9"H

$#

I/4'(0 7

$%

!"! #$%!&

及
#$%!'()

细胞
*+,-!&

!

./01

和
)12

3,4)

表达水平

J-I!$

细胞及
J-I!7"@

细胞
3/;<!$

!

=7>?

和

@?A B;:@

相对水平分别为
"9D!7""97EF

!

"9$CE""97!E

!

"9$7!""97>D

&

"9>!!""9"HE

'

"9!!>""9"FC

!

"9!CH""9"$7

"

两组比较差异具有统计学意义(

=$"9"H

$

KI/4'(0 !L

%

!"0

转染后
#$%!&

细胞
./01

!

5!./01

!

)12

!

5!

)12

蛋白水平

转染后" 转染组
=7>?

'

M!=7>?

'

@?A

'

M!@?A

蛋

白相对水平为
G9!!7%G9GF$

'

G97!E"G9GCC

'

G9!!E"G9GHC

'

G97HE "G9GH!

& 阴 性 对 照 组
=7>?

'

M!=7>?

'

@?A

'

M!

@?A

蛋白 相 对 水 平 为
G9FE!"G97GD

'

G9H>>"G97!7

'

G9CD>"G97G>

'

G9>DD"G9G$>

" 两组比较差异具有统计

学意义(

=NG9GH

$(

I/4'(0 >

'

C

$%

!"6

转染后
#$%!&

细胞增殖抑制率和凋亡率

转染
CE .

后转染组和阴性对照组增殖抑制率

分别为
>F9$#O"C9!!O

和
G9GDO"G9GHO

" 差异有统计

学意义 (

PQ7H9G!D

"

=NG9GG7

$& 两组凋亡率分别为

!$9ECO">9H$O

和
H9CCO"79!EO

"差异有统计学意义(

PQ

7G9!>G

"

=NG9GG7

$(

I/4'(0 H

$%

!78

转染后
#$%!&

细胞迁徙!侵袭能力

转染后"阴性对照组迁徙细胞数及侵袭细胞数

分别为(

$79!$"D9F>

$个'(

H79CC"D9!>

$个&转染组迁

徙细胞数及侵袭细胞数为(

>D9!!"C9C7

$个'(

!C9>C"

F9CC

$个"差异具有统计学意义(

=$G9GH

$"转染组细

胞 迁 徙 抑 制 率 及 侵 袭 抑 制 率 分 别 为
CH97GO

和

H!9DGO

(

A*R+0 !

"

I/4'(0 FS

%

!"9

紫草素干预后细胞增殖抑制率及凋亡率

紫草素干预
CE .

后"

"

'

C

'

E

'

7F !B&+TU

组细胞

%+:;<= / ,=>?@+A= =B5<=CC+DE >=A=>C DF *+,-!&

"

./01 ?EG

)12 3,4) +E *?E*=< @+CC;= ?EG ED<3?> H<=?C@ @+CC;=

3/;<!$ =#>? @?A

!9G

#9H

#9G

G9H

G

@VW*30)P P/11'01

A'B&(

%+:;<= ! ,=>?@+A= =B5<=CC+DE >=A=>C DF *+,-!&

"

./01 ?EG

)12 3,4) +E #$%!& ?EG #$%!/I) *=>>C

3/;<!$ =7>? @?A

79H

79"

"9H

"

J-I!$

J-I!7"@

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%+:;<= 0 J=C@=<E H>D@ <=C;>@C DF ./01

"

5!./01

"

)12

"

?EG 5!)12 5<D@=+EC +E #$%!& *=>>C ?F@=< @<?ECF=*@+DE

A(*)1,03P/&)

4(&'M

:04*P/X0 3&)P(&+

4(&'M

=7>?

M!=7>?

@?A

M!@?A

"!*3P/)

A(*)1,03P/&) 4(&'M

:04*P/X0 3&)P(&+ 4(&'M

M!=7>?=7>? M!@?A@?A

79"

"9E

"9F

"9C

"9!

"

%+:;<= 6 ,=>?@+A= =B5<=CC+DE >=A=>C DF ./01

"

5!./01

"

)12 ?EG 5!)12 5<D@=+EC +E #$%!& *=>>C

Y

)

3&BM*(/1&) R0PZ00) P.0 PZ& 4(&'M1

"

=N"9"H9

HH!



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
$

期

%&'()*'*

+)*+,*-./-')*

0.)1'2,./-')*

'*&'3'-')* ./-,

!

4

"

56)6-)7'7 ./-,

!

4

"

" !8)19: ;<=>!#<!! ;<;!!#<#$

; !8)19: !!<?;!?<@A

/

A=<AB!!<;;

/

> !8)19: ?;<@B!?<B>

/3

??<!A!?<=;

/3

AC !8)19: ;A<;=!B<!!

/3+

;!<=>!B<BA

/3+

D C@<@?C C?<$>;

0 "@<@@A "@<@@A

增殖抑制率分别为
;<=>4!A<!!4

#

!!<?;4!?<@A4

#

?;<@B4!?<B>4

#

;A<;=4!B<!!4

$随着浓度上升$细胞

增殖抑制率也有所上升!

DEC@<@?C

$

0F@<@@#

"%

@

#

;

#

>

#

#C !8)19:

组细胞凋亡率分别为
;<;!4!#<#$4

#

#=<#B4!!<;;4

#

??<!#4!?<=;4

#

;!<=>4!B<B#4

$

随着浓度上升$细胞凋亡率也有所上升!

DE

C?<$>;

$

0F@<@@#

"!

G/31, ?

$

D'HI., $

"&

!"#

紫草素干预后
$%&!#

细胞
'()*!#

!

+,-.

和
/.0 1)2/

表达水平

紫草素干预后 $

@

#

;

#

>

#

#C !8)19:

组

+'J%#$

#

0#?K

及
5KG 8JL5

相对水平随浓

度上升而有所下降!

0

均
F@<@B

"!

G/31, ;

"&

!"3

紫草素干预后
$%&!#

细胞
+,-.

!

4!+,-.

!

/.0

和
4!/.0

蛋白表达水平

紫草素干预后$

@

#

;

#

>

#

#C !8)19:

组细

胞
0#?K

#

6#0#?K

#

5KG

#

6#5KG

蛋白相对表

达水平也有所下降 !

0

均
F@<@B

"!

G/31, B

$

D'HI., >

"&

?

讨 论

+'J%#$

为最早被确认具有
8'JL5

海

绵作用的环状
JL5

$ 其在多种实体瘤中

均呈异常表达'

CM>

(

& 本研究结果显示$在乳

腺癌组织或乳腺癌细胞中$

+'J%#$

表达水

平均有所增加$ 而通过抑制乳腺癌细胞

+'J%#$

的表达后$细胞增殖能力显著性下

降$而凋亡率则有所上升$提示
+'J%#$

可

能促进乳腺癌细胞!

NOD#$

"的增殖活性&

在肿瘤患者中$肿瘤细胞通过迁徙及侵袭

而发生远端或局部转移$这也是导致晚期

患者死亡的主要原因之一 & 研究通过

G./*7P,11

小室体外侵袭和迁徙实验检测细胞的体

外迁移及侵袭能力$结果显示$在沉默
+'J%#$

的表

达后$ 细胞的迁徙及侵袭能力均有所下降$ 提示

+'J%#$

可能会影响乳腺癌细胞!

NOD#$

"迁移以及侵

袭的能力& 因此$

+'J%#$

可能会对乳腺癌细胞!

NOD#

$

"生物学行为产生一定影响&

研究报道$

+'J%#$

可作为
8'J#$

的分子海绵通

过影响其下游
0#?K95KG

信号通路参与肿瘤细胞的

发生发展'

$

(

& 在外在因素的作用下$

0#?K95KG

信号

通路被激活$进而诱导癌细胞的增殖#分化$并抑制

其凋亡 '

=M#@

(

&

5KG

为
0#?K95KG

信号通路的下游靶

蛋白$其在调控肿瘤细胞生物学行为中起着重要作

用& 因此$通过调节
5KG

的表达可维持细胞增殖与

L,H/-'Q, +)*-.)1 H.)I6

05678 ! $(9:5;(<= 5=> (=?5@(<= 56(7(;A <B $%&!# '877@ 5B;8: ;:5=@B8';(<=

&(9C:8 D &7<E 'A;<18;:A :8@C7;@ <B $%&!# '877@ 5B;8: ;:5=@B8';(<=

L,H/-'Q, +)*-.)1 H.)I6

&(9C:8 F $%&!# '877 (=?5@(<= 5B;8: ;:5=@B8';(<= G",HHI

G./*72,+-')* H.)I6

G./*72,+-')* H.)I6

#@

@

#@

#

#@

!

#@

?

#@

;

5**,R'* S#DTGO

U#

#<;?

U!

?<#B

U;

=;<B

U?

@<=@

#@

@

#@

#

#@

!

#@

?

#@

;

0
T

5**,R'* S#DTGO

#@

$

%&

'

()

*

()

(

()

)

U#

@<?=

U!

!=<;

U;

C$<B

U?

!<C;

V.)I6

N'H./-).W +,11

*I83,.

N'H./-')*

'*&'3'-')*

./-, X4Y

T*Q/Z'*H +,11

*I83,.

T*Q/7')*

'*&'3'-')*

./-, [4Y

G./*72,+-')* H.)I6 ?=<!!+;<;A ;B<A@ !;<?;+C<;; B!<=@

L,H/-'Q, +)*-.)1 H.)I6 $A<!$+=<C? \ BA<;;+=<!? \

! B<!;A ;<A$A

" "<""C "<"A;

0
T

A"

,

()

'

()

*

()

(

()

)

05678 - %877 4:<7(B8:5;(<= (=J(6(;(<= :5;8 5=> 54<4;<@(@

:5;8 5B;8: @J(K<=(= (=;8:?8=;(<=

L)-,

)

/

)

+)86/.,Z P'-& " !8)19: H.)I6

$

0F"<"B

%

3

)

+)86/.,Z P'-& ;

!8)19: H.)I6

$

0F"<"B

%

+

)

+)86/.,Z P'-& > !8)19: H.)I6

$

0F"<"B

BB?
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年第
!$

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!768&+9!$6:&9$

;./<&)/)

3&)30)=(*=/&)

>7?@

" !A&+BC D9$7?!D977!

E !A&+BC D9F!E!D9DG$

*

H !A&+BC D9!II!D9DE$

*J

#G !A&+BC D9#HE!D9DFH

*J3

K !I9E$I

> "D9DD#

L#>#?@

D9FI!!D9#!H

D9E??!D9DE$

*

D9!E!!D9DF?

*J

D9#!E!D9DE#

*J3

!!9!##

"D9DD#

M@N

"9G7$!"977!

"9E!$!"9"?F

*

"9?"7!"9"?I

*J

"97IH!"9"?$

*J3

!?9$$!

""9""7

L#M@N

"9F?H!"9"IF

"9??!!"9"!$

*

"9!!F!"9"?"

*J

"977!!"9"EH

*J3

!I9!IG

""9""7

;./<&)/) 3&)30)=(*=/&) 3/O;#$

" !A&+BC "9I!7!"97HG

E !A&+BC "9FEH!"9"H7

*

H !A&+BC "9?HI!"9"EE

*J

7G !A&+BC "9!!H!"9"7G

*J3

K !E9?G7

> ""9""7

>7?@

"9H7?!"97E$

"9G"!!"9"IF

*

"9EE$!"9"H!

*J

"97IF!"9"EE

*J3

!"9$"F

""9""7

M@N

"9HIE!"97?$

"9G!!!"9"FG

*

"9EFH!"9"GE

*J

"9!E7!"9"H?

*J3

!$9GF$

""9""7

M

!

1./<&)/) "!A&+BC 4(&'L

"

P

!

1./<&)/) E!A&+BC 4(&'L

"

-

!

1./<&)/) H!A&+BC 4(&'L

"

Q

!

1./<&)/) 7G!A&+BC 4(&'L

凋亡的平衡#从而达到抑制肿瘤细胞增长

的目的$ 本研究结果显示#在乳腺癌组织

或乳腺癌细胞中#

>7?@

及
M@N AO:M

均

呈过表达# 而通过沉默
3/O;#$

表达后#

>7?@

%

M@N

及其磷酸化蛋白的表达均受

到一定抑制$ 研究提示
3/O;#$

可能通过

>7?@BM@N

信号通路参与肿瘤细胞的生长$

紫草素是从天然紫草中提取出的有

效活性成分$ 研究表明#紫草素可干预肿

瘤细胞的生长周期#并对其凋亡具有促进

作用 &

77R#!

'

$ 研究证实#通过一定浓度的紫

草素干预后#乳腺癌细胞的体外活动能力

明显被抑制&

#?

'

$ 有研究发现#紫草素可通

过抑制
>#?@BM@N

信号通路从而对肿瘤

细胞的活力产生影响&

#E

'

$ 国外一项研究报

道#紫草素可对乳腺癌细胞的生长周期产

生阻滞作用#并诱导双特异性磷酸酶的表

达#进而促进乳腺癌细胞的死亡&

#F

'

$ 本研

究结果显示#通过对乳腺癌细胞(

S-K#$

)

进行紫草素干预# 随着干预浓度的增加#

细胞增殖抑制率及凋亡率均有所上升#说

明紫草素可对乳腺癌细胞的增殖产生抑

制作用#并促进其凋亡$ 研究进一步发现#

通过干预#细胞
3/O;#$

及
>#?@BM@N

信号
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