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蛋白激酶
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E>F

)属于一类新的结合二

酰基甘油(

F4W

)和佛波脂(

EK4

)的丝氨酸'苏氨酸蛋白激酶

家族"由于其激酶结构域与钙'钙调蛋白调节性激酶(

A4K>

)

家族的同源性高于
E>A

家族"现已归为
A4K>

家族激酶$目

前已鉴定出
%

种
E>F

亚型(

E>F+

#

&

#

%

)$现已证实
E>F/

参

与细胞高尔基体反面膜转运#细胞存活#迁移#细胞分化#细胞

增殖和凋亡等多种细胞功能的调节+

+1%

,

$

4E+

是一类早期基因编码的核转录因子"通常是由
:1b80

和
:1D)/

组成的异源二聚体$参与生长控制#细胞凋亡及免疫

调节等多种细胞功能作用+

"1#
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$本研究以人
;̂C7

细胞为研究

模型"观察过表达或敲低
E>F+

对
;̂C7

细胞中
4E+

转录激

活作用的影响"为进一步探讨
E>F+

调控
4E+

靶基因的表达

及其功能作用奠定基础$
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质粒转染与实验分组
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细胞按
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密度

接种于
#

孔板中"
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后分别将对照质粒
O

:FG4%,+

#

E>F+

野生型质粒(

O

:FG41E>F+

)或无激酶活性突变型质粒
O

:F1

G41E>F+1FG

与
4E+

转录活性报告质粒
O

4E+1?8:

及内参照

报告质粒
O

3C1H]"$

共转染人
;̂C7

细胞"转染过程按
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说明书进行$

!,G

!

/*3G4

与荧光素酶报告基因共转染
!
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细胞按
+\

+$

2

'

9C

密度接种于
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孔板中"
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后分别将对照
/*3G4

(

/*1

ABC

)或
E>F+/*3G4

(

/*3G41E>F+

)与
4E+

转录活性报告质

粒
O

4E+1?8:

及内参照报告质粒
O

3C1H]"$

共转染人
;̂C7

细

胞"转染过程按
C*

O

)P;:579*0;&$$$

说明书进行$

!,H

!

荧光素酶报告质粒
4E1?8:

转录活性检测
!

用
];:5)6%

多色荧光检测仪分别测定荧光素酶报告质粒
4E1?8:

和海肾荧

光素酶报告质粒
O

3C1H]"$

的活性"以二者相对比值作为荧光

素酶相对活性单位(

6;?75*S;?8:*P;67/;80*5

"

3Cf

)$具体方法

参照
E6)9;

Q

7

的
F87?1C8:*P;67/;

双萤光素酶报告基因检测系

统说明书$
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!

统计学方法
!

数据以
FV@

表示"条图的制作和统计均使

用
W67
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7(E6*/92,$

软件$多组间比较采用单因素方差分

析"多重比较行
B86X;
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检验"以
!

#

$,$2

为差异有统计学

意义$

"

!

结
!!

果

",!

!

a;/5;60R?)5

检测证实
E>F+

转染
;̂C7

细胞中
E>F+

过表达
!O

:FG41E>F+

#

O

:FG41E>F+1FG

转染
;̂C7

细胞中

E>F+

明显过表达"而对照质粒
O

:FG4%,+

转染
;̂C7

细胞中

只有微量内源性
E>F+

表达"见图
+

$
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E>F+

#

E>F+1FG

转染的
;̂C7

细胞中
E>F+

过表达$

图
+
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a;/5;60R?)5

检测

","

!

过表达
E>F+

增强
4E+

转录活性而
E>F+1FG

过表达则

明显降低
4E+

转录活性
!

与
/*1ABC

比较"过表达
E>F+

明显

增强
;̂C7

细胞中
4E+

转录激活(

!

#

$,$2

)"相反尽管与
/*1

ABC

比较"

O

:FG41E>F+1FG

过表达也增加
4E+

转录激活"但

与
O

:FG41E>F+

比较"

O

:FG41E>F+1FG

过表达则明显降低

4E+

转录激活(

!

#

$,$2

)$提示
E>F+

增强
4E+

的转录激活

部分依赖于
E>F+

激酶活性"见图
&

$

!!

E>F+

的过表达显著增强
4E+

的转录激活$

图
&
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双色荧光素酶报告基因检测

",#

!

敲低内源性
E>F+

表达降低
4E+

转录激活
!

与
/*1ABC

比较"瞬时转染
/*3G41E>F+"!<

后"

/*1E>F+

明显敲低
;̂1

C7

细胞中内源性
E>F+

表达"见图
%

$敲低内源性
E>F+

表达

可明显降低
;̂C7

细胞中
4E+

转录激活(

!

#

$,$$+

)"见图
"

$

图
%

!!

/*1E>F+

敲低
;̂C7

细胞中内源性
E>F+

的表达

!!

敲低内源性
E>F+

的表达降低
4E+

转录激活$

图
"

!!

双色荧光素酶报告基因检测

#

!

讨
!!

论

E>F/

属于一类新的结合
F4W

和
EK4

并受
E>A

激活的

丝氨酸'苏氨酸蛋白激酶"目前已鉴定出
%

种
E>F

亚型

(

E>F+

#

&

#

%

)

+

+1&

,

$作为
F4W

和
E>A

的双重靶分子"现已证实

其参与细胞高尔基体反面膜转运#细胞存活#迁移#细胞分化#

细胞增殖和凋亡等多种细胞功能的调节+

+1%

,

$

%

种亚型中对于

E>F+

研究最多"

E>F/

在肿瘤中的作用近年来越来越受到人

们关注$

E>F+

不但有促进胰腺癌细胞增殖和抗凋亡的作

#"-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期
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"而且抑制胰腺癌#前列腺癌#胃癌和乳腺癌细胞的迁

移+

!1++

,

$然而对
E>F+

参与的肿瘤生长#侵袭和迁移的信号通

路的精确调节机制还了解甚少$因此对
E>F+

下游靶分子的

调控研究"尤其对转录因子激活的研究将有助于阐明
E>F+

在

肿瘤发生和进展中的机制"并为治疗提供新的途径$

4E+

是多种信号通路的下游转录因子"可以被包括
EK4

在内的多种刺激所诱导活化"从而与基因上游调控序列中的

BE4

反应元件(

B3I

)结合"激活许多与肿瘤有关的基因"如细

胞周期素#金属蛋白酶#胶原酶等的表达"调控细胞生长#凋亡

等多种生理过程+

"12

,

$本研究利用双色荧光素酶报告基因系

统"探讨
E>F+

对
4E+

转录因子报告基因的转录激活作用"首

次证实在人类
;̂C7

细胞中
E>F+

过表达明显增强
4E+

转录

激活(图
&

)"而与
O

:FG41E>F+

过表达比较"

O
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FG

则显著降低
4E+

转录激活(图
&

)$由于
O

:FG41E>F+1
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是在其催化结构域
'%%

位点进行
F'%%4

定点突变"不能结

合
4BE

"因而丧失了
E>F+

的激酶活性+
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$上述结果提示

E>F+

对
4E+

的转录激活部分依赖于
E>F+

的激酶活性$

/*3G4

的靶向特异性是抑制或敲低内源性基因表达的关

键$为此作者利用
M0S*56)

Q

;0

公司设计并证实具有抑制作用

的
E>F+]7?*(75;(H5;7?5<BK 3G4*F8)E7X

与
4E+

的萤火

虫荧光素酶报告质粒
O

4E+1?8:

及海肾荧光素酶报告质粒

O

3C1H]"$

共转染人
;̂C7

细胞"结果表明"

/*1E>F+

明显敲低

;̂C7

细胞中内源性
E>F+

表达(图
%

)"而且双色荧光素酶报

告基因检测表明"敲低内源性
E>F+

表达可明显降低
;̂C7

细

胞
4E+

转录激活(图
"

)$上述结果进一步证实"

E>F+

通过其

激酶活性增强
4E+

转录激活作用"提示
E>F+

通过激活
4E+

转录激活而调节相关靶基因表达$但
E>F+

调控的
4E+

靶基

因以及在肿瘤发生#进展及侵袭和迁移中的作用尚有待于进一

步研究$
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