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目的
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研究过表达核糖核酸抑制因子"

7C

$对膀胱癌移植瘤侵袭转移及上皮细胞间质转化"

YIH

$的影响*方法
!

将
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过表达质粒"
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C7Y[30YJ̀ W07C

$和阴性对照质粒"

G

C7Y[30YJ̀ W

$稳定转染膀胱癌
H32

细胞!稳定表达细胞株分别命名为.
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组%

H32K:?9(;

组%

H32

组*将各组
H32

细胞分别接种至
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裸鼠左腋皮下!观察移植瘤的生长%微血管密度及肺组

织转移灶的变化#进一步分析
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蛋白$在

肿瘤组织中的表达水平*结果
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H3207C

组较
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组与
H32K:?9(;

组!瘤体质量显著降低"
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$!抑瘤率分别为
3#*#/P

和

+1*1%P

#与对照组比较!

H3207C

组瘤组织微血管密度明显减少!肺组织未见明显转移灶!同时
DM+!

在瘤组织中表达减少#免疫组

织化学染色显示.
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组瘤组织中
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蛋白的表达明显升高!而
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蛋白表达明显降低*结论
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过表达
7C

可能通过调节侵袭转移
YIH

关键蛋白的表达!显著抑制了膀胱癌移植瘤生长%侵袭

和转移的潜能*
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膀胱癌是泌尿系统中常见的多发性肿瘤#位居世界恶性肿

瘤的第
%

位'肿瘤侵袭转移是一个癌细胞与宿主细胞及基质

相互作用的连续过程#即脱落&侵袭&循环&增殖形成肿瘤的转

移灶'上皮间质转化+
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YIH

"是多细胞胚胎发育与器官形成中的基础过程#是胚胎发

育中形态发生过程的主要部分#在
YIH

过程中上皮细胞获得

间质细胞的特征...细胞间黏附减弱&运动性增强&细胞间基

质降解等'近年来研究发现+
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#

YIH

在肿瘤发生&发展与转移

过程中起着重要的作用#

YIH

使没有侵袭&迁移能力的细胞获

得浸润能力并最终转移到其他组织和器官#并再次通过间质上

皮转化定植形成转移灶'上皮标志物!

Y0?<'B:;).

"的下调与间

质标志物!

N0?<'B:;).

"的上调是
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的主要特征之一'此

外#锌指转录因子!
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"也是
YIH

主要调节因子#通过

与靶基因启动子结合#诱导
YIH

的发生#促使肿瘤细胞发生

侵袭与转移+
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*而碱性螺旋环转录因子!
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"通过抑制细胞

凋亡与分化#诱导细胞上皮间质化转变#其高表达与肿瘤的转
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移与预后相关+
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'因此#本文通过构建裸鼠移植瘤模型#观察

移植瘤的生长&微血管形成等#并检测移植瘤组织中侵袭转移&

YIH

相关分子蛋白的表达#研究核糖核酸抑制因子!
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"基因对膀胱癌
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细胞侵袭转移的影响#

并初步探讨其作用机制'
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材料与方法

!*!

!

主要试剂及动物
!

人膀胱癌细胞株
H32

&

G

C7Y[30YJ̀ W

&

G

C7Y[30YJ̀ W07C

质粒以及一抗!兔抗人
7C

"由重庆医科大学

细胞生物学及遗传学教研室保存*
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公司*免疫组织化学染色试剂盒&
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染色试剂盒均购

自北京中杉金桥生物技术有限公司'
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培养
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细胞#取对数生

长期细胞以每孔
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# 细胞接种至
#

孔板中#待细胞融合度

达
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#采用
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(A:?9<E).:3&&&

转染
H32

细胞'转染
21B

后用
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筛选#
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后采用有限稀释法获取单克隆细胞团'
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裸鼠移植瘤模型
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取
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制备细胞悬液后分别接种于裸鼠左腋皮下#

每组
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只'记录各组小鼠成瘤时间#
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后处死小鼠#称重并

计算抑瘤率'抑瘤率
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!对照组肿瘤质量
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实验组肿瘤质量")

对照组肿瘤质量
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分色
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3E).

#梯度乙醇分别脱水
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#二甲

苯透明后封片#在显微镜下对
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个不同视野的高密度微血管区

域进行计数'
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免疫组织化学染色和免疫荧光分析
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#滴加
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溶液#苏木精

复染及封片#显微镜下观察拍片'组织免疫荧光(
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遍#抗荧光淬灭剂封片'荧光显微镜下拍照#并

分析瘤组织切片的荧光强度'
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统计学处理
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采用
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软件进行统计分析#实验

数据以
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表示#配对组间比较采用
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检验#以
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异有统计学意义'
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结
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过表达
7C

对
H32

裸鼠移植瘤生长的影响
!

裸鼠移植瘤

生长结果(

H3207C
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,组#瘤体质量

显著降低!
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"#抑瘤率分别为
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和
+1*1%P
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过表达
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对
H32

裸鼠移植瘤微血管的影响
!

裸鼠瘤组

织
5Y

染色结果!图
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"显示#与两对照组比较#

H3207C

组移植

瘤微血管明显少于两对照组!
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"'此外#组织免疫荧光

结果也呈现相同趋势!图
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抗体在
H3207C

组中呈现

弱阳性#而
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组及
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组呈强阳性'表明过表达
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基因抑制了肿瘤细胞的增殖及微血管的形成从而抑制肿瘤的

生长'
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过表达
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对
H32

裸鼠移植瘤肺部转移的影响
!

与两对

照组比较#

H3207C

组肺组织未见转移灶#而两对照组在血管周

围均可见明显的细胞团
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细胞核增大&核染色加深且核质比例

失调#表明已发生体内转移!图
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过表达
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对
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裸鼠移植瘤组织中侵袭转移相关蛋白

表达的影响
!

移植瘤组织免疫组织化学染色结果显示#与
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组和
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组比较#
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蛋白表达明显降低!图
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"'表明过表达的
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可以在裸

鼠移植瘤组织中抑制侵袭转移关键蛋白的表达'
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7C

#

Y0?<'B:;).

等蛋白的表达$

d3&&

%

#

!

讨
!!

论

人核糖核酸酶抑制因子是一个分子量为
%&UM

的胞浆内

酸性糖蛋白#在核酸及蛋白质代谢中发挥重要的作用'

7C

是

核糖核酸酶
8
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;)Q(.F?=:<-:8

#

7N<-:8

"的抑制剂#能与中性

和碱性
7N<-8

以等比的化学计量密切结合#从而抑制其酶活

性'进一步研究表明+

%

,

#

7C

是一个多功能的蛋白调节分子#可

通过对
7N<-:8

的抑制引起
7N8

库的改变#进而影响蛋白质

的合成速率*还可以与血管生长因子!
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"以

及成纤维生长因子!

Q0̀ J̀

"紧密结合#抑制血管及新生血管的

生成'此外#

7C

包含
/

个串联的亮氨酸残基重复片段!

=:F?).0
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S77-

"结构#其合成的蛋白质更展示了丰富的功

能#如参与调节细胞周期&细胞黏附&

7N8

剪切&信号传导以及

抑制 酶 活 性 等'

7C

定 位 于
!!

号 染 色 体 的 短 臂 末 端

!

!!

G

!%*%

"#与
;<-

和胰岛素生长因子!

CJ̀03

"基因邻近#此部

位与生长调控和肿瘤的发生密切相关'因此#作者推测
7C

基

因可能还存在尚未发现的生物学功能'作者前期研究证实#

7C

在多种肿瘤细胞中表达下调#如人胃癌细胞系!
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"&人前

列腺癌细胞系!
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"和人乳腺癌细胞系!

ID̀0/

"等#采用

甲基化抑制剂处理后
7C

的表达恢复+
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*新近实验研究显

示+

/01

,

#

7C

不仅可在体外抑制膀胱癌细胞的增殖和迁移&改变

细胞黏附&调节细胞周期&诱导细胞凋亡以及抑制血管生成外#

还可在体内显著抑制小鼠黑色素瘤的生长和转移'然而#这些

研究未能全面阐明
7C

的功能及其抑癌的分子机制'

7C

的表

达水平与裸鼠移植瘤的生长&侵袭转移以及
YIH

发生的关系

尚不清楚'为了进一步了解
7C

的功能以及探讨
7C

与肿瘤发

生&侵袭&转移的关系#本文通过研究过表达
7C

对裸鼠移植瘤

生长&侵袭&转移及
YIH

发生的影响#为探讨其相关分子机制

提供理论基础'

本研究结果显示#过表达的
7C

显著抑制了膀胱癌移植瘤

的生长#与其他两对照组比较#有较低的瘤重#更长的成瘤潜伏

期及其抑瘤率分别为
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和
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'肿瘤的生长转移与

微血管的生成密切相关#

DM+!

是血小板内皮细胞黏附分子
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与血管内皮细胞特异性结合#参与肿瘤细胞生长&侵袭与转移#

是临床广泛应用的血管标记物+
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'为进一步分析
7C

对膀胱癌

移植瘤血管生成的影响#本实验通过检测肺部转移情况#微血

管计数以及
DM+!

血管内皮细胞标志物的表达#结果显示#

H3207C

组肺组织未见明显转移灶#而两对照组在血管周围均

可见细胞核增大&核染色加深且核质比例失调的细胞团#表明

已发生肺部转移*裸鼠瘤组织
5Y

染色及组织免疫荧光染色结

果也证实
H3207C

组较对照组#有更低的肿瘤微血管密度'因

此#

7C

基因的表达可能与膀胱癌移植瘤的生长和转移有关#

7C

具有明显抗肿瘤效应可能与其抑制血管生成作用相关'

本研究初步探讨上调的
7C

对膀胱癌移植瘤侵袭&转移及

YIH

的作用机制#研究结果发现#

7C

上调可抑制转移相关蛋

白的表达#如
IIW03

&

IIW0"

是降解
%

型胶原纤维最重要的

酶#高表达时会促进细胞外基质降解#导致肿瘤发生侵袭和转

移+

/

,

'

J<(

等+

!&

,研究显示#异常表达的
IIW03
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IIW0"

与非

浸润性膀胱癌
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转移密切相关'本研究发现#
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低了
IIW03
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IIW0"

的表达#阻止细胞外基质的降解#从而抑

制了膀胱癌
H32

细胞侵袭转移的潜能'

YIH

是上皮细胞与

细胞外基质相互作用中失去细胞极性获得迁移与侵袭的能力#

并具有间质化细胞特性的生物学过程'

YIH

的发生与上皮细

胞标记物的减少和间质化标记物的增加密切相关'

Y0?<'B:;).

是一种钙依赖性跨膜蛋白#广泛参与同型细胞间的黏附#细胞

骨架的稳定#它的异常表达被认为与
YIH

的发生密切相

关+
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是钙黏附素家族中的神经钙黏蛋白#其异

常表达与肿瘤的侵袭与转移密切相关+
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,研究报道#

如在乳腺癌患者中
Y0?<'B:;).

蛋白表达明显降低#而
X)E:.9).

表达增高#表明乳腺癌患者中也存在向
YIH

转化的现象'而

本实验免疫组织化学染色结果显示#

H3207C

组与两对照组比

较#上皮细胞标志物
Y0?<'B:;).

表达显著升高#而间质化标志

物
X)E:.9).

和
N0?<'B:;).

表达明显降低'结果提示#

7C

基因

可能通过调节
YIH

关键蛋白的表达水平#增加了细胞之间的

黏附力#阻止肿瘤细胞向远处转移#从而降低了移植瘤侵袭和

转移的能力'此外#研究表明#肿瘤的发生与一系列转录因子

调节密切相关#转录因子可能直接或间接识别其基因序列!

Y0

Q<b

"并结合抑制转录和表达#从而导致上皮细胞向间质化转化

的发生+

!2

,

'
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等+
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,已发现转录因子 !

[=F

>

&

mYR!

&

HL)-9

及
Y!3

)

Y2/

等"的异常表达可以促使肿瘤细胞向
YIH

转化的发生#使肿瘤细胞获得运动&迁移的能力以及肿瘤细胞

之间黏附力降低#为恶性肿瘤发展与恶化提供重要的条件'本

研究结果证实#过表达的
7C

通过降低相关转录因子!

[.<)=

&

[=F

>

&

HL)-9

"蛋白表达的表达#阻止上皮细胞向间质化转变#显

著抑制裸鼠移植瘤的生长与转移#从而抑制肿瘤转移的潜能'

综上所述#

7C

基因与细胞的增殖&黏附&迁移&转移&侵袭

的能力以及
YIH

的发生密切相关#高表达的
7C

能显著抑制

膀胱癌移植瘤侵袭转移的能力'这些发现能为进一步探讨
7C

的功能及机制提供理论依据#同时也可能作为治疗肿瘤新的

靶点'

参考文献

+

!

,

S<E(F)==:[

#

VF^

#

M:;

@

.?U7*I(=:?F=<;E:?B<.)-E-(A

:

G

)9B:=)<=0E:-:.?B

@

E<=9;<.-)9)(.

+

^

,

*N<97:K I(=D:==

R)(=

#

3&!2

#

!%

!

+

"(

!/10!"#*

+

3

,

[9:).:-9:=T

#

Y':;[

#

[?B;<':;8̂

#

:9<=*D=).)?<=-)

>

.)A)0

?<.?:(A:

G

)9B:=)<=0E:-:.?B

@

E<=9;<.-)9)(.

+

^

,

*D=).H;<.-=

I:'

#

3&!2

#

+

(

!/*

+

+

,

4<.

>

e

#

[B)̂

#

DB<)T

#

:9<=*HB:;(=:(A-.<)=).YIH<.'

9FE(;)

>

:.:-)-

+

^

,

*DF;;D<.?:;M;F

>

H<;

>

:9-

#

3&!+

#

!+

!

"

"(

"#+0"/3*

+

2

,

TL)=<-87

#

8;')<.)8

#

M);E:):;O

#

:9<=*8

G

(bK);<=0Q<-:'

?<.?:;K<??).:9B:9;<.-?;)

G

9)(.A<?9(;9L)-9).B)Q)9-

G

;)0

E<;

@

9FE(;

>

;(L9B<.'E:9<-9<-:-).<E(':=(AE:9<0

-9<9)?Q;:<-9?<.?:;<.')E

G

;(K:--F;K)K<=).<-

G

(.9<.:0

(F-

G

;(-9<9:?<.?:;E(':=

+

^

,

*6.?(9<;

>

:9

#

3&!%

#

#

!

3"

"(

31!"20313!&*

+

%

,

DB:. V̂

#

F̀Ẁ
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