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细
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的
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从
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I.>
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="".C 法计算
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&作为检测
40)4>;?

和
B>;?

表达水平

的内源性对照!
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作为
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表达分析的内源性对

照$
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检测
&'45

蛋白表达

在冰上用
8MM $, >ZI?

裂解液裂解结直肠癌组

织或
HTO!M

细胞
@M B0*

$

c.?

方法用于确定样品

O8O
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0 I"C""2 I"C""2 I"C""2 I"C""2

中的蛋白质浓度! 在电泳前" 蛋白质于
2"" #

下变

性"样品每孔上样加入
5" !J

蛋白质"并在
2!" K

恒

压下通过标记电泳分离"转膜
2%" ;-?

! 膜用
5L

脱

脂牛奶封闭后"用
489:

#

<M.B;

"

#$7 DDD

$兔多克隆

抗体或抗
&<0NO

兔多克隆抗体 #

<M.B;

"

2$2 """

$

在
F %

下振荡过夜% 然后将膜与
O40!

山羊抗兔
PJ&

&

<M.B;

"

2$! """

$ 孵育
! Q

" 将其浸入发光液中
! ;-?

以检测反应条带%分析
489:

相对于
&<0NO

的表达%
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细胞增殖检测

将转染后的
RSE!"

细胞以
5&2"

7

T

孔接种到
6E

孔板中"并培养
F% Q

"每组
7

个复孔"进行
7

次生物学

重复%使用
,,9!%

&

#G !H

$测定细胞的增殖% 然后在酶

标仪上确定
,,9!%

反应
! Q

后的
1N

值 &

F5G ?;

$"

1N

值与细胞活性呈正比%

!"$

细胞凋亡检测

<??>U-? K!VP8,

细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 用 于

RSE!"

细胞染色%将
RSE!"

细胞用磷酸盐缓冲液洗

涤两次" 以
2&2"

E 最终浓度重悬于
2&

结合缓冲液

中" 然后将
5"" !H

细胞悬液'

5 !H <??>U-? "!VP8,

缀合物和
2" !H

碘化丙啶&

0P

$溶液混合"室温下孵

育
2" ;-?

并避光! 随后使用
WN V<,R

分析仪分析

细胞凋亡!

!"%

生物信息分析与双荧光素酶报告实验

将包含
;-4!5265!7*

结合位点的野生型
.-'./!

012

序列&

S8!.-'./012

$或
489:

序列&

S8!489:

$

融合到萤光素酶报告载体中"然后将

.-'./012

或
489:

序 列 中
;-4!

5265!7*

结合位点的突变型插入萤

光素酶报告载体中 &

3X8!.-'./012

或
3X8!489:

$! 使用
Y-*(Z>.=B;-?>

!"""

将
RSE!"

细胞与
;-4!5265!7*

;-;-.

或
;-4!:,

与
S8!.-'./012

或
3X8!.-'./012

共转染 " 同样将

;-4!5265!7* ;-;-.

或
;-4!:,

与

S8!489:

或
3X8!489:

共转染!转

染后
F% Q

使用
N)BH!&H(

荧光素酶测

定系统测定荧光活性!

!"&

统计学处理

采用
R0RR !!C"

软件进行统计

与分析"采用平均值
'

标准差&

!""

$表

示! 组间数据比较采用独立样本
=

检

验"多组数据间比较采用单因素方差分析"组间两两

比较采用
R:9![

检验!

0I"C"5

为差异有统计学意义!

!

结 果

'"! ()*+,-.!

!

/)0!#!1#!23

和
0456

在结直肠癌

组织中的表达

F2

例结直肠癌组织中
.-'./012

'

;-4!5265!7*

'

489: ;4:<

和
489:

蛋白的表达水平分别是癌旁

组织的约
FC55

倍'

"C7F

倍'

7C!$

倍'

!CF7

倍" 结直肠

癌与癌旁组织比较"差异均有统计学意义&

0I"C"5

$

&

8BMH> 2

"

V-J)'> 2

$!

'"'

抑制
+)*+,-.!

表达对结直肠癌
78$'9

细胞

增殖和凋亡的影响

R-!.-'./012

组结直肠癌
RSE!"

细胞中
.-'./!

012

表达水平&

"C!F""C"7

$'细胞活性&

"C7$""C"7

$均

比
+-!:,

组&

2C""""C"$

'

"C$!""C"5

$低"凋亡率&

!5C62L"

!C52L

$比
+-!:,

组&

EC$7L""CE5L

$高"差异有统计学

意义&

0I"C"5

$

\8BMH> !

"

V-J)'> !]

!

'"2 ()*+,-.!

靶向调控
/)0!#!1#!23

的表达

,-'./012

与
;-4!5265!7*

的靶向结合位点示

意图通过
R=B'WB+>

软件预测
\V-J)'> 7]

!

3-4!5265!7*

与
S8!.-'./012

共转染后
RSE!G

细胞的荧光活性

比
;-4!:,

与
S8!.-'./012

共转染低了约
5%CF!L

"

差异有统计学意义 &

0IGCG5

$(而
;-4!5265!7*

与

:);<*= ! >?3*=@@)AB AC 0D56 )B +AEA*=+FGE +GB+=* GBH GHIG+=BF F)@@<=@

4GJE= ! 4K= =?3*=@@)AB AC +)*+,-.!

"

/)0!#!1#!23 GBH 0456 )B +AEA*=+FGE

+GB+=* GBH GHIG+=BF F)@@<=@

489:

&<0NO

<

@

A

B
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>
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=

=
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>
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年第
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期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"!879',:!$7;':%

<)'(=2 >?!40)4@A38 BC?!40)4@A38

B0D!;. 8:"8"":"$ 8:"E"":"%

B0D!F8GF!E= H:I!"":"I 8:"I"":"J

! !8:GFI ":E""

" K":""8 ":$J%

<)'(=2 .0)4@A38 3L M+,(1

!

IF" *N

"

O='=P'202 )+P1

!

Q

"

R0!;. 8:"""":"$ ":$!"":"F J:$E"":JF

R0!40)4@A38 ":!I"":"E ":E$"":"E !F:G8"!:F8

! !G:GE% 8%:""$ !!:8G!

" K":""8 K":""8 K":""8

D?S;

<OALT

BC?!40)4@A38

共 转 染 #

N0D!;.

与
BC?!40)4@A38

共转染后$

R>J!"

细胞的荧光活性差异无统计学意

义 !

AU":"F

"

V?+W,1 EX

%

A4L;O

组#

=4L;O!40)4@A3#

组
N0D!F#GF!E=

表达水平分别为
#:HH"H:HJ

#

H:EE"

H:HE

$ 差异有统计学意义 !

AKH:HF

"&

20!;.

组#

20!40)!

4@A3#

组
N0D!F#GF!E=

表达水平分别为
#:H!"H:H%

#

E:HJ"H:!%

$差异有统计学意义!

AKH:HF

"%

!"# $%&!'()'!*+

靶向调控
&,-.

的表达

D?S;

与
N0D!F#GF!E=

的靶向结合位点示意图

通过
?+)51PR4+*

软件预测
VY05()1 IX

%

B0D!F#GF!E=

与

>?!D?S;

共 转 染 后
R>J!H

细 胞 的 荧 光 活 性 比

N0D!;.

与
>?!D?S;

共转染低了约
JE:JIQ

$ 差异

有统计学意义 !

AKH:HF

"& 而
N0D!

F#GF!E=

与
BC?!D?S;

共 转 染 #

N0D!;.

与
BC?!D?S;

共转染后$

R>J!H

细胞的荧光活性差异无统

计学意义!

AUH:HF

"

V?+W,1 IX

%

B0D!

;.

组#

N0D!F#GF!E=

组
D?S;

蛋白

表达水平分别为
H:IH"H:HI

#

H:!#"

H:HE

$差异有统计学意义!

AKH:HF

"&

+*P0!N0D!;.

组#

+*P0!N0D!F#GF!E=

组

D?S;

蛋白表达水平分别为
H:E%"

H:HE

#

H:%I"H:HF

$ 差异有统计学意

义!

AKH:HF

"

VY05()1 FX

%

!"' $%&!'/)'!*+

过表达对结直肠

癌
012!3

细胞增殖和凋亡的影响

B0D!F#GF!E=

组 结 直 肠 癌

R>J!H

细胞中
N0D!F#GF!E=

表达

水平比
N0D!;.

组增加约
!:%F

倍$

D?S;

蛋白# 细胞活性比
N0D!;.

组减少约
IJ:F#Q

#

I#:%GQ

$ 凋亡率比
N0D!;.

组增

加约
JJ:#JQ

$差异有统计学意义!

AKH:HF

"

V?+W,1 F

$

Y05()1 JX

%

4%5678 ! ,98 8::8;< =: %>9%?%<%>5 <98 8@+78AA%=> =: ;%7;BCD/ => <98 +7=E%:87F<%=>

F>G F+=+<=A%A =: ;=E=8;<FE ;F>;87 012!3 ;8EEA

!

!"A

"

>H)

#

4%5678 ! ,98 8::8;< =: %>9%?%<%>5 <98 8@+78AA%=> =: ;%7;BCD/ => <98

F+=+<=A%A =: ;=E=8;<FE ;F>;87 012!3 ;8EEA

#H

H

#H

#

#H

!

#H

E

#H

I

#H

I

#H

E

#H

!

#H

#

#H

H

A
Z

R0!;.

#H

H

#H

#

#H

!

#H

E

#H

I

#H

I

#H

E

#H

!

#H

#

#H

H

A
Z

R0!40)4@A3#

O**1[0* 9!YZ?. O**1[0* 9!YZ?.

,F?E8 * I6FE E6;%:87FA8 78+=7< 8@+87%J8>< ?8<K88>

;%7;BCD/ F>G J%&!'/)'!*+

4%5678 * ,98 A8L68>;8 =: ;%7;BCD/ ;=><F%>A F >6;E8=<%G8

A8L68>;8 ;=J+E8J8><F7M <= J%&!'/)'!*+

,F?E8 * I6FE E6;%:87FA8 78+=7< 8@+87%J8>< ?8<K88>

&,-. F>G J%&!'/)'!*+

4%5678 # ,98 *

$

N,& =: &,-. ;=><F%>A F >6;E8=<%G8

AL68>;8 ;=J+E8J8F<F7M <= J%&!'/)'!*+

<)'(=2 >?!D?S; BC?!D?S;

B0D!;. H:GG"H:HJ H:G%"H:HJ

B0D!F#GF!E= H:EJ"H:HI H:G$"H:HF

! !J:!#H H:E%I

" KH:HH# H:$HJ

B

0

D

!

;

.

B

0

D

!

F

#

G

F

!

E

=

O

*

P

0

!

N

0

D

!

;

.

O

*

P

0

!

N

0

D

!

F

#

G

F

!

E

=

4%5678 ' $%&!'/)'!*+ 7856EF<8A <98 8@+78AA%=> =:

&,-. +7=<8%>
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肿瘤学杂志
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年第
!$

卷第
%

期

&'()*+ ,-.!/01/!2* .345 *'(67-8 9: ;<=)7

!

>/" 8,

"

?*(*6(+-+ '<67

!

@

"

A-.!5B 0C""""DE/ ED>2"EDE> ED$>"EDE/ $D0$"ED/>

A-.!/01/!2* 2D%/"ED!2 ED!2"EDE! ED>2"EDE> !0DE0"!D00

! 2FD2!/ #2D>#F #>D/!> #1DEF2

" GEDEE# GEDEE# GEDEE# GEDEE#

!"#$% & !'% %((%)* +( ,-.!&/0&!12 +3%4%524%66-+7 +7 *'% 24+$-(%4"*-+7 "78

"2+2*+6-6 +( )+$+4%)*"$ )"7)%4 9:;<= )%$$6

<>;

抑制
,-.!&?0&!@2

表达或上调
.!AB

表达逆转了

抑制
)-4)CDE?

表达对结直肠癌
9:;<=

细胞增殖

和凋亡的作用

H-!I-'IJK9#

组结直肠癌
HLF!E

细胞的
,-.!

/#1/!2*

表达水平高于
+-!5B

组#

.345

蛋白表达水

平$细胞活性低于
+-!5B

组#凋亡率高于
+-!5B

组#

差异有统计学意义!

KGEDE/

"%

H-!I-'IJK9#M<86-!,-.!

/01/!2*

组结直肠癌
HLF!E

细胞的
,-.!/01/!2*

表

达水平低于
+-!I-'IJK90

组 #

+-!I-'IJK90M<86-!,-.!

/01/!2*

组和
+-!I-'IJK90M*I:5?!.345

组
.345

蛋白表达水平$ 细胞活性均高于
+-!I-'IJK90

组#并

且这两组
HLF!E

细胞的凋亡率均低于
+-!I-'IJK90

组#差异有统计学意义!

KGEDE/

"

N3<O=7 F

#

P-Q)'7 $R

%

2

讨 论

B-'I.5?

与结直肠癌的恶性进展密切相关#可

以用作治疗结直肠癌的分子靶标&

%

'

%

S-<8Q

等&

1

'在骨

肉瘤组织标本和细胞中鉴定到
I-'!

IJK90

的升高% 在功能上#

I-'IJK90

通过海绵化多个
,-.5?

# 促进骨肉

瘤细胞的生长和侵袭# 抑制细胞凋

亡%

B-'IJK90

在肺腺癌组织中高表

达# 其高表达与总体生存率差相关#

I-'IJK90

在体外促进肺腺癌细胞的

增殖和侵袭#降低细胞凋亡&

0"

'

% 本研

究首先发现 #

I-'IJK90

在结直肠癌

患者中高表达#然后通过建立
+-!I-'!

IJK90

在结直肠癌
HLF!"

细胞中的

敲低来评估
I-'IJK90

对结直肠癌的

作用% 本研究使用
+-.5?

方法敲除

I-'IJK90

使其丧失功能#结果表明#

抑制
I-'IJK90

表达可以减弱结直肠

癌细胞的活性#而增强细胞凋亡% 提

示与前述研究 &

1T#E

'相符#

I-'IJK9#

具

有加速结直肠癌进展的功能# 这为

I-'IJK9#

作为致癌
I-'I.5?

提供了

新的理论支持%

考 虑 到 大 多 数
I-'I.5?

都 起

,-.5?

海绵的作用# 本研究使用生

物信息学在线工具
H6<'U<+7

来预测

可能与
I-'IJK9#

结合的潜在
,-.!

5?

# 并通过双荧光素酶报告实验证明了
I-'IJK9#

包含
,-.!/#1/!2*

的结合位点%

V.3!KB.

结果还显

示#

I-'IJK90

过表达抑制
,-.!/01/!2*

表达# 干扰

I-'IJK90

促进
,-.!/01/!2*

表达%因此#本研究确认

I-'IJK90

作为海绵可以靶向负调控
,-.!/01/!2*

的

表达 %

A-.5?

是
0%W!/

个核苷酸的小型非编码

.5?

#通过特异地靶向
,.5?

在转录后修饰基因表

达中发挥重要作用% 现已发现#

,-.!/01/!2*

可以通

过靶向非小细胞肺癌&

00

'

$卵巢癌&

0!

'

$膀胱癌&

02

'等不同

癌症中的各种基因来抑制肿瘤%例如#在卵巢癌样品

中观察到了
,-.!/01/!2*

的显著降低 &

0/

'

#

,-.!/01/!

2*

在膀胱癌组织和细胞中下调表达#上调其表达可

抑制膀胱癌细胞的增殖和侵袭&

02

'

%

X+<!,-.!/01/!2*

诱导
3&P!.0

$

3&P!.!

$

HA?:2

和
HA?:>

下调来

影响
HL>%"

和
XB300F

细胞系的周期进程 &

0>

'

#但

,-.!/01/!2*

在结直肠癌中的作用和机制仍有待探

索% 本研究发现
,-.!/01/!2*

在结直肠癌组织中低

表达# 过表达
,-.!/01/!2*

表达可显著降低结直肠

0"

"

0"

0

0"

!

0"

2

0"

>

0"

>

0"

2

0"

!

0"

0

0"

"

K
Y

A-.!5B

0"

"

0"

0

0"

!

0"

2

0"

>

0"

>

0"

2

0"

!

0"

0

0"

"

K
Y

A-.!/01/!2*

?887Z-8 [!PY3B ?887Z-8 [!PY3B

?

(

.345 *'(67-8 7Z*'7++-(8

)

U

(

P=(\ I]6(,76'-I (^ I7== <*(*6(+-+

F-GH4% ; !'% %((%)* +( ,-.!&?0&!12 +3%4%524%66-+7 +7 *'% "2+2*+6-6 +(

)+$+4%)*"$ )"7)%4 9:;<= )%$$6

.345

&?K:X

A-.!5B

A-.!/01/!2*

?

U

F01
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<)'(=2 >0?!@8A@!B=

?CD;

=)'E10*

3F G+,(1

!

H@I *J

"

K='=E'202

)+E1

!

L

"

M0!;. #:II"I:I$ I:HH"I:IH I:$$"I:I@ @:%I"I:@N

M0!40)4OP38 B:88"":!N

Q

I:#$"I:I!

Q

I:B@"I:IB

Q

!$:@B"!:N@

Q

M0!40)4OP3#R+*E0!J0?!@8A@!B= 8:$A"I:8H

S

":BH"":"B

S

":N8"":"@

S

8B:%B"8:!8

S

M0!40)4OP38R=4F;K!?CD; T I:B%"I:IH

S

I:N%"I:I@

S

#I:#A"I:%!

S

U BBB:#@N #I$:HII #BA:%!# BBH:ABB

P V":""8 V":""8 V":""8 V":""8

癌
MWN!"

细胞的增殖能力#提高

凋亡率#与前述报告吻合$ 同时#

一系列恢复实验表明# 抑制
J0?!

@8A@!B=

表达逆转了抑制
40)4O!

P38

表达对结直肠癌
MWN!"

细胞

增殖和凋亡的作用$

作 为
J0?;K

海 绵 #

40)4?;K

可以将
J0?;K

与其靶
J?;K

隔离

开#从而减轻其介导的基因抑制%

8@

&

$

为 了 阐 明
40)4OP38XJ0?!@#A@!B=

通路在结直肠癌进程中的下游因

子# 本研究使用生物信息学分析

和
Y?C!P.?

预测显示
J0?!@#A@!

B=

对
?CD;

表达具有靶向负调控

作用$

?CD;

在许多癌症中均起着

促进肿瘤发展的作用# 其表达在

包括胃癌 %

#N
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