
!论
!!

著!

!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&%0&%%'

+:@̀ A

上调人前列腺癌
R>.'

细胞中
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目的
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基于小激活
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$的肿瘤治疗策略!筛选具有激活
Ì5N

基因功能并相对高效的
+:@̀ A

分子%方

法
!

设计与合成针对
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基因的
'

对候选小分子双链
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$分子!对照组
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!+>",EK"6

$设计成与人类基因组序

列非同源%将
!+@̀ A

分子转染人前列腺癌细胞"
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细胞$%采用
@B.

P

R>@

法检测转染后
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细胞中靶基因
Ì5N

的
5@.

À

表达水平%

\D+EDK,N6"E

验证转染后
R>.'

细胞靶基因
Ì5N

的蛋白表达水平%结果
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均未能上

调
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细胞中靶基因
Ì5N5@̀ A

和蛋白水平#而
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能上调细胞内
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和蛋白水平%结论
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具有特异性激活
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细胞中
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基因表达的功能%
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R>A

&是一种严重威胁老年男

性健康的常见泌尿系恶性肿瘤*晚期
R>A

患者一般经过
$/

!

1%

个月的内分泌治疗#由雄激素依赖性
R>A
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&转化为去势抵抗性
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&#且往往伴随着骨转移

的发生'

$.1
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*目前临床上对
>@R>

尚无切实有效的治疗方法*

Ì5N

基因作为细胞命运决定因子'

'
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#参与细胞生长与分

化的调控*

Ì5N

蛋白除了能发挥抑癌作用'

0.)

(外#相关文献

也报道了
Ì5N

对多种正常细胞和肿瘤细胞具有诱导分化作

用'
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*随着小激活
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&发

挥激活
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&作用的发现'
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#应用
+:@̀ A

上调肿瘤

中相关基因的表达成为肿瘤基因治疗的研究热点*

本课题组前期研究发现#

Ì5N

蛋白在
R>A

中的表达显

著低于良性前列腺增生标本'
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#因此#本研究推测
R>A

发生

与转变过程与
Ì5N

的表达下调密切相关*应用
+:@̀ A

激活

Ì5N

基因#可能诱导
>@R>

细胞的分化并恢复对激素的敏感

性#为
R>A

的治疗开辟新篇章*本研究中#首先利用已有文献

提供的
+:@̀ A

的设计规则#设计并合成
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对靶向
Ì5N

基因

启动子的候选小分子双链
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&分子#然后筛选出具有激活功能并相对高效的功能性
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分子*
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化学合成
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对靶向
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基因启动子的候选

!+@̀ A

分子和
!+>",EK"6

购自广州伯信生物科技有限公司*
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细胞&购自中国科学院细胞库*
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分别为针对
Ì5N

基因启动子区相对转录起始点
.1(/
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附近设计的与该段启动子互补配对#长度为
1$

个核

苷酸碱基对的
!+@̀ A

分子*对照组
!+@̀ A

$

!+>",EK"6

&与已

知人基因组序列非同源#长度同样为
1$

个核苷酸碱基对的

!+@̀ A

序列*
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细胞的培养与转染
!
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细胞生长在含
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胎牛血
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培养箱培养*实验分为
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组!空白组)对照组$转染
!+>",EK"6
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分别转染入
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细胞*转染时细胞汇合度控

制约为
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平

衡至室温%用无血清
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培养液稀释适量
!+@̀ A+

#用同样

的培养液稀释
9,!"VDJE#,.7D,E#

试剂%轻轻涡旋
!+@̀ A

溶液#

并逐滴添加稀释的
9,!"VDJE#,.7D,E#

试剂#充分混匀后#室温

静置
1%5#,

以形成
@̀ A.9,!"VDJE#,.7D,E#

复合物%将
@̀ A.

9,!"VDJE#,.7D,E#

复合物逐滴加入培养板中#边加边摇晃%并使

得每个实验组的
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终浓度为
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总
@̀ A

的提取及
@B.

P

R>@

分析
!

转染
0/G

后收集

细胞用于
Ì5N5@̀ A

表达的分析*总
@̀ A

的提取使用

BK#S"6

试剂#每个
@̀ A

的样本用
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酶处理以去除残余的
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*逆转录步骤参考
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&试剂盒说明书*合成的
J_̀ A

利用实时荧光定量
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试剂及特异性引物通过
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进行扩

增*引物序列!

Ì5N
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2h.B>A j>A jAB jjA >B>
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2h.Ajj>B>BAB>AAAjBB>>BjB

>B.'h
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jAR_Q

上游
2h.AA> jjA BBB jjB >jB ABB
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#下游
2h.>>BjjA AjA BjjBjA BjjjAB.'h
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反应体系的配制及反应参数#参考
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数据分析软件进行分析*以
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Ì5N

进行相对定量*采用
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.
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>E法来计算#表达量以倍数

表示*
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检测
!

!+@̀ A

转染细胞
-1G

后收集细

胞用于蛋白表达的分析#并加入
RWU

清洗细胞
'

次#加入
$%

倍体积的裂解液$含苯甲基磺酰氟
RdUV

&#冰上裂解
'%5#,

%

0^$1%%%K

"

5#,

#离心
$25#,

收集上清液*考马斯亮蓝

j12%

测定蛋白质溶液的
]_

值#调整样品的蛋白浓度#使各个

样品的浓度在同一水平
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F
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*每个样本提取的蛋白上样
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F

进行不连续系统蛋白质十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝

胶电泳$
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&#蛋白转膜后#加入
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脱脂奶粉封闭液封

闭
$G

后#参考一抗说明书#按
$X1%%

$

Ì5N

&比例稀释一抗%

将
Re_V

膜分别放入含各自一抗溶液中#

0^

孵育一抗过夜*

继而参考二抗说明书#按照
$X2%%%

比例稀释
Q@R

标记的二

抗*将
Re_V

膜加入稀释好的二抗#室温摇动孵育
$G

%使用
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化学发光试剂观察免疫反应条带*
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统计学处理
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采用
URUU1%&%

软件进行统计分析#计量

资料以
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表示#组间比较采用
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检验#以
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$
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为差异有

统计学意义*
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结
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果
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的设计
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&利用
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数据库#找到
Ì5N

基因启动子区序列*调控区域序列$选择启动子上游
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$1%%N
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的序列作为设计
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的模板!
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&#见图
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&各个基

因候选
!+@̀ A

序列如下#数字代表序列相对于转录起始点的

位置#见图
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*

图
$
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图
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表达量
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对
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水平的 影响
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用#本研究通过
@B.

P
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法检测不同
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转染后靶基因

Ì5N5@̀ A

的表达水平*根据靶基因表达水平筛选出功能

性
+:@̀ A

*将+功能性
+:@̀ A

,定义为使靶基因
5@̀ A

表达

量增加至少
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倍$
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P
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法&*将
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分别以
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的浓度转染
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细胞
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检测*
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中
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个浓度组
Ì5N5@̀ A

的表达水平较对

照组显著升高$
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&#其中
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中
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组
Ì5N5@.
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的表达水平与对照组比较#差异有统计学意义$
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但其相对表达量仅为对照组的
%&)-
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组)
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组与对照组比较差异无统计学意义$
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&#见图
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对
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细胞靶基因
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蛋白质水平的

影响
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通过
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检测表明#

!+̀ I5N.1(/

可以上调
Ì5N

5@̀ A

的表达#为明确其是否也可以上调
Ì5N

蛋白的表达#

本研究将
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转染入
R>.'

细胞#并通过
\D+EDK,N6"E

检测转染
-1G

后各组细胞内
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蛋白表达情况*结果表

明#对照组
Ì5N

蛋白相对表达量为
%&'/)

#

!+̀ I5N.1(/

组为

%&($%

#空白组为
%&12'

$数据为
Ì5N

"

jAR_Q

比值#来源于
'

次独立实验的平均值&#

!+̀ I5N.1(/

组
Ì5N

蛋白表达水平

较对照组显著升高$

H

$

%&%2

&#为对照组的
1

倍以上#见图
0

*

图
0

!!

!+̀ I5N.1(/

上调
R>.'

细胞内
Ì5N

蛋白的表达

@

!

讨
!!

论

内分泌治疗方式为中国
R>A

患者的主要治疗方法'

$2

(

*

但一般经过
$/

!

1%

个月#

A_R>

将转化为
>@R>

#目前临床上

对
>@R>

尚无切实有效的方法来治疗#成为泌尿外科领域研究

重点*

1%%)

年
7#

等'

$1

(意外发现
!+@̀ A

上调了目的基因的表

达#并把此现象命名为
@̀ A

引起的基因激活$

@̀ A:

&*

!+@.

À

是通过靶向特定基因启动子区或反义转录本可以介导相

应基因转录水平的激活'

$1

#

$)

(

#从而上调
5@̀ A

的表达水平#

发挥着与
@̀ A#

相反的作用*抑制癌基因的高表达或恢复并

增强抑癌基因的低表达从而达到抑制肿瘤细胞生长目的是肿

瘤基因治疗的一种重要选择*

>GD,

等'

$-

(使用
!+

L

1$.'11

在膀

胱癌细胞中成功诱导了
L

1$

的基因上调#并发现上调的
L

1$

可

以发挥抗肿瘤作用*

有研究表明#

Ì5N

基因是通过不对称分裂和促进细胞分

化来决定细胞命运#因此被称为细胞命运决定因子'

'

(

*相关研

究表明#在人类神经胶质瘤)乳腺癌和肝癌细胞中
Ì5N

基因

的表达下调'

$/.1%

(

*此外#有研究发现约
2%=

的乳腺癌患者出

现
Ì5N

表达下调或丢失#丧失了对
"̀EJG

的负性调控是诱发

乳腺癌的重要原因'

2

(

*

>"6:6IJ:

等'

)

(对
Ì5N

的抑癌作用作

出了新的解释#证实
Ì5N

可以调控抑癌基因
R2'

的活性*

以上说明了
Ì5N

基因可能发挥抑癌基因的作用*

Ì5N

基因在正常细胞和肿瘤细胞的分化中亦发挥着及其重

要的作用*如近年来#

_#d:KJ"EI66#"

等'

0

(发现
Ì5N

也可以

抑制
GD!

F

DG"

F

转录因子
j6#6

从而抑制髓母细胞瘤的生长并促

进髓母细胞瘤的分化*刘伟等'

/

(研究表明#

Ì5N

的上调可以

促进肾小管上皮细胞发生转分化*大多数患者就诊时已经是

中晚期
R>A

#失去了早期行根治性前列腺切除术的机会#而采

用内分泌治疗方式'

$)

(

*最终大多发展的
>@R>

#目前仍继续

采用雄激素抑制治疗'

$)

(

*因此#

>@R>

患者的肿瘤标本较

A_R>

患者难以获得#亦较难进行
>@R>

中
Ì5N

蛋白表达水

平及与
A_R>

比较的相关研究*国内外文献也未查找到相关

研究*但本课题组前期研究发现#

Ì5N

蛋白在
R>A

中的表

达显著低于良性前列腺增生标本'

$0

(

#因此#本研究推测
R>A

发生与转变过程与
Ì5N

的表达下调密切相关*

本研究发现#

!+̀ I5N.1(/

不同浓度组与对照组比较均差

异有统计学意义$

H

$

%&%2

&#且
Ì5N5@̀ A

的相对表达量为

对照组的
1

倍以上*通过
\D+EDK,N6"E

检测发现#与对照组比

较#

!+̀ I5N.1(/

组细胞内
Ì5N

蛋白的表达显著增加$

H

$

%&%2

&#为对照组的
1

倍以上*表明
!+̀ I5N.1(/

为功能性

+:@̀ A

#具有特异性激活
R>.'

细胞中
Ì5N

基因的功能*

R>.'

细胞属于
>@R>

细胞#通过上调该细胞中
Ì5N

基

因的表达#将对今后进一步研究抑制
R>A

细胞生长#或是诱导

>@R>

细胞向
A_R>

细胞转化#恢复对激素的依赖性#在基因

水平上寻求治疗中晚期
R>A

的新方法奠定了理论和实践基

础*是否存在对
Ì5N

基因激活效果比
!+̀ I5N.1(/

更好的

!+@̀ A

-

!+@̀ A

发挥作用#除了靶向启动子不同区域外#是否

与局部染色质结构等微环境的影响有关- 激活
Ì5N

基因表

达后#是否能诱导
R>.'

细胞的分化- 针对这些问题的研究#成

为今后通过
+:@̀ A

激活靶基因#治疗肿瘤等疾病的难题*因

此#进一步研究
!+@̀ A

发挥激活作用的机制#进一步发现更

高效的功能性
+:@̀ A

#从而更好地对中晚期
R>A

进行更高效

的基因治疗*

综上所述#

!+̀ I5N.1(/

为筛选出的功能性
+:@̀ A

#能上

调细胞内
Ì5N5@̀ A

和蛋白水平#具有特异性激活人前列

腺癌细胞株中
Ì5N

基因的功能*
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