
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

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

ZKa$+64Z;

真核表达质粒构建及其在卵巢癌

;1-/%

细胞中的稳定表达"

卢芳芳!况
!

燕#

!徐朝欢!王
!

旗!李美仪

"广西医科大学第一附属医院妇产科!南宁
2'%%1$

'

!!

"摘要#

!

目的
!

构建
ZKa$+64Z;

真核表达载体!并获得稳定表达
+6ZKa$
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组质粒
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(重组质粒测序鉴定正确后!脂质体介导转染
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'和蛋白免疫印迹法分别检测
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表达(结果
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组蛋白去甲基化酶
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#并在细胞增殖#细胞周期#干细胞自我更新及肿瘤转

化等过程中发挥重要调节功能'
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ZKa$

异常表达可促使细

胞增殖失控#导致肿瘤表型表达)研究发现#在胰腺癌*乳腺

癌*急性白血病等恶性肿瘤中
ZKa$

高表达#并与肿瘤细胞的

增殖*侵袭转移*临床预后密切相关'
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对癌基因
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的转录后抑制#
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具有促癌功

能#而
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系#本研究构建表达
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的真核表达质粒
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收)在连接反应体系中加入线性化的载体及
ZKa$+64Z;

模板#

50

连接酶
11f

反应
$6

#用于构建
E

MP8)

"

MIP

"

Z<".

ZKa$
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'

&)

'$%$
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!!

;

!

+6ZKa$.;1-/%

细胞荧光源成像%

O

!

+6ZKa$.;1-/%

细胞普通光源成像%

3

!

+6Z3.;1-/%

细胞荧光源成像%

K

!

+6Z3.;1-/%

细胞普通光源

成像)

图
'

!!E

MP8)

'

MIP

'

Z<".+6ZKa$

在稳定转染的
;1-/%

细胞中的表达$

$̂%%

%

A&B

!

;1-/%

细胞
ZKa$94Z;

的相对表达
!

45.

b

P34

结果

显示#以未转染的
;1-/%

细胞
ZKa$ 94Z;

表达水平为

$%%W

#

+6ZKa$.;1-/%

细胞
94Z;

表达水平较未转染组下降

$

-1&/(]0&/'

&

W

$

!\%&%%$

&#较
+6Z3

组亦有明显下调$

!\

%&%%$

&%而与未转染组细胞相比#

+6Z3

组
ZKa$94Z;

相对

表达量下降约$

2&'0]/&-(

&

W

#二者差异无统计学意义$

!

$

%&%2

&#表明所构建的质粒能明显抑制
;1-/%

细胞
ZKa$94.

Z;

表达$图
0

&)

图
0

!!

45.

b

P34

检测各组细胞
ZKa$94Z;

表达情况

A&C

!

;1-/%

细胞
ZKa$

蛋白表达变化
!

以未转染
;1-/%

细

胞的
ZKa$

蛋白表达水平为
$%%W

#

+6ZKa$.;1-/%

细胞的

ZKa$

蛋白表达下调$

22&/2]0&/0

&

W

$

!\%&%1-

&#与
+6Z3.

;1-/%

组相比亦有明显下调#差异有统计学意义%而
+6Z3.

;1-/%

组蛋白表达水平为$

$$$&1%]1&/0

&

W

#与未转染组相比

差异无统计学意义$

!\%&2/$

&)表明重组质粒转染后#能有

效降低
ZKa$

蛋白表达$图
2

&)

图
2

!!

c<+A<D,C?"A

检测各组细胞
ZKa$

蛋白表达情况

B

!

讨
!!

论

表观遗传学是近年肿瘤研究领域的研究热点#其包括

KZ;

甲基化*染色质重塑*组蛋白修饰*非编码
4Z;

在内的

多种调控形式)研究表明#表观遗传机制参与细胞增殖*细胞

凋亡*干细胞更新以及肿瘤耐药等多种生理病理过程'

-.$%

(

)

4<CC>,#

等'

$$

(发现#肝细胞癌组织中抑癌基因位点
KZ;

甲基

化异常增加%对卵巢癌的研究证实#

9#4.$'%>

*

9#4.'-0>

在卵

巢癌耐药细胞中高表达#并通过调节
XK4$

进而影响细胞耐

药性'

$1

(

)

ZKa$

是一种重要的表观调控因子#其编码产物包含具有

去甲基化酶活性的
9̀

*

3

结构域#通过催化组蛋白
['U')9<1

和
['U09<'

去甲基化进而影响靶基因转录过程 '

$

#

'.0

(

)现已

证实#

ZKa$

在胰腺癌*乳腺癌*急性髓细胞白血病中呈现高表

达#影响肿瘤的发生发展#因此被认为是一种促癌基因'

0.)

(

)研

究发现#

ZKa$

通过下调
E

$2N,Q0C

加速细胞周期进程#促进鼠

胚胎成纤维$

X7I

&细胞增殖'

$'

(

)骨髓细胞
ZKa$

上调能诱

导
Z+

H

1

表达#干扰幼稚造血细胞的发育成熟#促进髓系及
O

淋巴细胞白血病的发生'

$0.$2

(

)在胰腺癌中#过表达的
ZKa$

与
UD>+M$1K

协同促进肿瘤的进程#且
ZKa$

的表达水平与肿

瘤分级*分期及远处转移密切相关%而沉默
ZKa$

表达则能逆

转胰腺癌细胞的致瘤性'

0

(

#提示
ZKa$

可能成为恶性肿瘤治

疗的新靶点)

尽管已有研究表明
ZKa$

的异常表达可以影响肿瘤的发

生发展#但
ZKa$

和卵巢癌的关系却尚未见报道)为了探索

ZKa$

对卵巢癌发病的影响#寻找临床治疗卵巢癌的新靶点#

本研究构建表达
+6ZKa$

的真核表达载体
E

MP8)

"

MIP

"

Z<".

+6ZKa$

#经酶切鉴定及
KZ;

测序检测证实目的质粒构建成

功)脂质体法将目的质粒导入卵巢癌细胞
;1-/%

#经
M0$/

加

压筛选成功获得稳定表达
+6ZKa$

的阳性单克隆%

45.

b

P34

检测转染后
ZKa$94Z;

的抑制率达$

-1&/(]0&/'

&

W

#其相

应蛋白表达亦明显下调)

综上所述#本研究构建的真核表达载体能够成功抑制卵巢

癌细胞内源性
ZKa$

基因表达#并在细胞水平为研究
ZKa$

与卵巢癌的关系以及探索以
ZKa$

为治疗靶点的卵巢癌临床

治疗新方法奠定实验基础)
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