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"摘要#

!

目的
!

探讨
H#F.''8

通过靶向生存素对乳腺癌细胞增殖的调控作用&方法
!

"

$

$选取乳腺癌组织及癌旁正常组织!

分别采用
F6.V5F

%

eD+JD9,SM"J

检测组织中
H#F.''8

及生存素蛋白表达&"

1

$选取乳腺癌细胞系
@5A.-

!分别转染
H#F.''8

H#H#G

及
H#H#G

对照组!采用
F6.V5F

%

eD+JD9,SM"J

检测组织中
H#F.''8

及生存素蛋白表达&"

'

$选取乳腺癌细胞系
@5A.-

!分

别将野生型
+R9T#T#,'g.\6F

质粒"

+R9T#T#,.UJ

$和突变型
+R9T#T#,'g.\6F

质粒"

+R9T#T#,.@RJ

$与
H#F.''8H#H#G

或模拟物阴性对

照"

C5

$共转染至乳腺癌细胞系
@5A.-

!双荧光素酶报告基因检测细胞荧光素酶活性&"

0

$选取乳腺癌细胞系
@5A.-

!分别转染

H#H#G

对照组%

H#F.''8H#H#G

及
H#F.''8H#H#Gf+R9T#T#,

!采用四甲基偶氮唑蓝"

@66

$法检测各组细胞增殖活性&结果
!

"

$

$与

癌旁组织相比较!乳腺癌组织中
H#F.''8

表达显著降低"

!

$

%&%8

$!同时生存素蛋白表达显著增高"

!

$

%&%8

$&"

1

$与转染
H#H#G

对照组相比较!转染
H#F.''8H#H#G

可使乳腺癌细胞
@5A.-

中
H#F.''8

表达上调"

!

$

%&%8

$!同时生存素蛋白表达表达下调"

!

$

%&%8

$&"

'

$与转染
C5

相比较!共转染
H#F.''8H#H#G

与
+R9T#T#,.UJ

可使
@5A.-

荧光素酶活性降低"

!

$

%&%8

$!而共转染
H#F.

''8H#H#G

与
+R9T#T#,.@RJ

则
@5A.-

荧光素酶活性无显著性变化"

!

%

%&%8

$&"

0

$转染
H#F.''8H#H#G

后!

@5A.-

增殖活性较转

染
H#H#G

对照组显著降低"

!

$

%&%8

$#而转染
H#F.''8H#H#Gf+R9T#T#,

后!

@5A.-

增殖活性较单纯转染
H#F.''8H#H#G

显著提高

"

!

$

%&%8

$!但仍显著低于转染
H#H#G

对照组"

!

$

%&%8

$&结论
!

在乳腺癌组织中
H#F.''8

呈现低表达!生存素呈现高表达#而

H#F.''8

可通过靶向生存素抑制乳腺癌细胞系
@5A.-

增殖&
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近年来#我国乳腺癌发病率逐年上升#并有年轻化发展趋

势'

$

(

)乳腺癌根治术是治疗早期乳腺癌的可靠手段#但由于起

病隐匿#大多数患者临床确诊时已为晚期#从而错失实施根治

手术的最佳时机)包括放疗*化疗及内分泌治疗在内的辅助治

'8-'

重庆医学
1%$)

年
(

月第
08

卷第
1-

期



疗手段虽已广泛应用于乳腺癌临床治疗#但其所致的毒副反应

及耐药性也不容忽视'

1

(

)因此#寻求更安全*高效的乳腺癌治

疗方法是临床亟待解决的重点及难点问题)微小
FC:

$

H#.

G9"FC:

#

H#FC:

&是一类内源性非编码小分子
FC:

#其可通

过调控一个或多个靶基因翻译#参与恶性肿瘤的发生与发

展'

'

(

)

H#F.''8

定位于人类
-

Y

'1&1

'

0

(

)研究证实#乳腺癌细胞

系
360-0

*

60->

*

@5A.-

*

;d.3F.'

*

@>:.@3.1'$

中
H#F.''8

表达均显著低于正常乳腺细胞系
@5A.$%:

$

!

$

%&%8

&#而过

表达
H#F.''8

则可对乳腺癌细胞生物学特性产生影响#提示

H#F.''8

可能参与乳腺癌的进展过程'

8

(

)但
H#F.''8

对其下

游靶基因的调控作用及机制尚未明确)

Î,

N

等'

)

(研究发现#

H#F.''8

可通过靶向生存素$

+R9T#T#,

&实现对胃癌细胞增殖*

凋亡及侵袭能力的抑制)而
H#F.''8

靶向生存素对乳腺癌的

影响尚未可知)针对上述问题#本研究拟选取乳腺癌组织样本

及乳腺癌细胞系
@5A.-

为研究对象#观察
H#F.''8

靶向生存

素对乳腺癌细胞系
@5A.-

增殖的调控作用#旨在为乳腺癌细

胞的分子靶向治疗提供理论依据)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

1%$8

年
-

$

$1

月
'%

例女性乳腺癌组织及癌

旁正常组织#由江西省妇幼保健院提供#均为手术切除的新鲜

样本#术前告知患者并签订知情同意书#研究经江西省妇幼保

健院伦理委员会批准)

'%

例患者中#年龄
1-

$

)8

岁#平均

$

81&0b)&8

&%

e2W

分级!

$f1

级
0

例#

'

级
1)

例%

6C@

分

期!

"

f

'

期
(

例#

(

期
1$

例)

2D9.1

阴性
10

例#阳性
)

例%

<F

阴性
$$

例#阳性
$(

例%

VF

阴性
$0

例#阳性
$)

例%复发
1$

例#未复发
(

例)

B&C

!

材料
!

乳腺癌细胞系
@5A.-

#购于美国
:655

细胞库%

FC:

提取试剂盒*

V5F

试剂盒*质粒提取试剂盒*

7#

E

"ODGJIH#.

,D

6@

1%%%

转染试剂盒*反转录试剂盒*

H#F.''8

模拟物$

H#F.

''8H#H#G

&*模拟物阴性对照$

C5

&*

+R9T#T#,'g.\6F

质粒#购

于美国
B,T#J9"

N

D,

公司%

>RIMMRG#OD9I+DI++I

P

+

#购于美国
V9".

HD

N

I

公司%四甲基偶氮唑蓝$

@66

&*链霉素*青霉素#购于美

国
;#

N

HI

公司%一抗
+R9T#T#,

*

)

.IGJ#,

#购于大连
;I,JI59Ri

公

司%

<57

化学发光试剂盒*

35:

蛋白浓度测定试剂盒#购于碧

云天生物试剂有限公司%

H#F.''8

*

\)

引物#由上海生工生物

工程有限公司合成)

B&D

!

方法

B&D&B

!

细胞培养
!

常规复苏乳腺癌细胞系
@5A.-

#用含有

$%[

胎牛血清和
$[

双抗$青链霉素&的
>@<@

培养液重悬浮

细胞#并置于
'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱中培养#每天换液
$

次#收集

对数生长期细胞#提取细胞总
FC:

及总蛋白待进行后续实验)

B&D&C

!

细胞转染
!

收集对数生长期的乳腺癌细胞系
@5A.-

#

用含有
$%[

胎牛血清和
$[

双抗$青链霉素&的
>@<@

培养液

将细胞密度调节至
1]$%

8

GDMM

"

UDMM

#后接种于
)

孔板中#共
(

孔#将细胞置于
'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱中培养
10K

%将上述
(

孔细胞随机分为
'

组#每组
'

孔#即
H#H#G

对照组*

H#F.''8

H#H#G

组及
H#F.''8H#H#Gf+R9T#T#,

组#根据上述分组不同#

利用
7#

E

"ODGJIH#,D

6@

1%%%

转染
H#F.''8H#H#G

$

8%,H"M

"

7

&*相

应的
H#H#G

对照组$

8%,H"M

"

7

&及
+R9T#T#,

表达质粒$

8%,H"M

"

7

&%转染后将细胞置于
'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱中继续培养
0/

K

%收集细胞总
FC:

及总蛋白待进行后续实验)

B&D&D

!

双荧光素酶报告基因检测
!

分别构建含有野生型
+R9.

T#T#,'g.\6F

序列的荧光素酶报告基因质粒$

+R9T#T#,.UJ

&和

含有突变型
+R9T#T#,'g.\6F

序列的荧光素酶报告基因质粒

$

+R9T#T#,.@RJ

&)收集对数生长期的乳腺癌细胞系
@5A.-

#用

含有
$%[

胎牛血清和
$[

双抗$青链霉素&的
>@<@

培养液将

细胞密度调节至
1]$%

8

GDMM

"

UDMM

#后接种于
10

孔板中#将
+R9.

T#T#,.UJ

质粒与
H#F.''8H#H#G

或
C5

共转染至乳腺癌细胞系

@5A.-

#将
+R9T#T#,.@RJ

质粒与
H#F.''8H#H#G

或
C5

共转染

至乳腺癌细胞系
@5A.-

#每组设
'

个复孔#将细胞置于
'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱中继续培养
0/K

%采用双荧光素酶活性检测试

剂盒检测细胞荧光素酶活性#以海肾质粒荧光值作为内参)

B&D&E

!

@66

法检测细胞增殖
!

收集对数生长期的乳腺癌细

胞系
@5A.-

#按方法
$&'&1

对细胞进行分组并转染#转染结束

后每孔加入
@66

$

8H

N

"

H7

&

1%

%

7

#

'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱继

续
0K

%利用
@66

法检测
2;5

增殖活性#即培养结束后#

/%%

9

"

H#,

离心
$%H#,

#弃上清液#每孔加入
@66

溶液$

8H

N

"

H7

&

1%

%

7

#继续置于
'-Z

*

8[ 5W

1

培养箱
0K

进行显色实验#后

吸弃孔内培养上清液#每孔加入
$%%

%

7>@;W

终止显色#振荡

$%H#,

#使结晶物充分溶液#采用全自动酶标仪测测
"

0(%,H

吸光

值)

B&D&F

!

FDIM.J#HDV5F

检测
H#F.''8

表达
!

采集经处理后的

乳腺癌细胞系
@5A.-

*乳腺癌组织标本及癌旁组织样本#参照

69#i"M

试剂盒说明书提取细胞或组织中的总
FC:

#利用反转

录试剂盒逆转录总
FC:

至
G>C:

#取逆转录产物加入
;̂ 3F

?9DD,

法行
F6.V5F

)

H#F.''8

以
\)

为内参#

H#F.''8

相对表

达量为
H#F.''8

与
\)

拷贝数比值)

H#F.''8

序列 $

8g.'g

&!上

游
8g.?65 ?6: 655 :?6 ?5: ??? 655 ?.'g

%下游
8g.

:??6:665?5:56??:6:5?:5:.'g

)

\)

序列 $

8g.

'g

&!上游
8g.565?5665??5: ?5:5:.'g

%下游
8g.::5

?5665:5?::666?5?6.'g

)

B&D&G

!

eD+JD9,SM"J

法检测
+R9T#T#,

蛋白表达
!

采集经处理

后的乳腺癌细胞系
@5A.-

*乳腺癌组织标本及癌旁组织样本#

常规提取蛋白#

35:

蛋白定量试剂盒检测样品蛋白浓度#取适

量样品行
;>;.V:?<

凝胶电泳#转至硝酸纤维膜#

8[

封闭液

0Z

封闭
0K

#后依次加入一抗$

$_1%%%

&*二抗$

$_8%%

&孵

育#按
<57

试剂盒说明书行电化学发光检测)

B&E

!

统计学处理
!

采用
;V;;$/&%

统计软件对研究数据进行

统计学分析#计量资料用
Jb;

表示#多组间比较用单因素方差

检验#两两间比较用独立样本
<

检验#以
!

$

%&%8

为差异有统

计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

乳腺癌组织*癌旁正常组织中
H#F.''8

*

+R9T#T#,

表达及

相关性
!

F6.V5F

结果显示#与癌旁正常组织相比较#乳腺癌

组织中
H#F.''8

表达显著降低$

!

$

%&%8

&#见图
$

)

eD+JD9,

SM"J

结果显示#与癌旁正常组织相比较#乳腺癌组织中
+R9T#T#,

蛋白表达显著增高$

!

$

%&%8

&#见图
1

)

VDI9+",

相关性分析结

果显示#乳腺癌组织中
H#F.''8

与
+R9T#T#,

蛋白表达水平呈负

相关$

:̀ X%&'1-

#

! %̀&%$0

&)

C&C

!

转染
H#F.''8H#H#G

对乳腺癌细胞
@5A.-

中
H#F.''8

*

+R9T#T#,

表达的影响
!

F6.V5F

结果显示#与转染
H#H#G

对照

组相比较#转染
H#F.''8H#H#G

可使乳腺癌细胞
@5A.-

中
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H#F.''8

表达显著上调$

!

$

%&%8

&#见图
'

)

eD+JD9,SM"J

结果

显示#与转染
H#H#G

对照组相比较#转染
H#F.''8H#H#G

可使

乳腺癌细胞
@5A.-

中
+R9T#T#,

表达显著下调$

!

$

%&%8

&#见

图
0

)

!!

I

!

!

$

%&%8

#与癌旁组织相比较)

图
$

!!

乳腺癌组织及癌旁正常组织中
H#F.''8

表达

!!

$

$

8

!乳腺癌组织%

)

$

$%

!癌旁正常组织%

:

!

eD+JD9,SMM"J

蛋白条

带%

3

!蛋白定量分析结果%

I

!

!

$

%&%8

#与癌旁组织相比较)

图
1

!!

乳腺癌组织及癌旁组织中
+R9T#T#,

蛋白表达

!!

I

!

!

$

%&%8

#与
H#H#G

对照组相比较)

图
'

!!

转染
H#F.''8H#H#G

对乳腺癌细胞
@5A.-

中

H#F.''8

表达的影响

C&D

!

H#F.''8

对
+R9T#T#,'g.\6F

的靶向作用
!

双荧光素酶

活性检测结果显示#共转染
H#F.''8H#H#G

与
+R9T#T#,'g.\6F

野生质粒后#乳腺癌细胞
@5A.-

荧光素酶活性较
C5

组显著

降低$

!

$

%&%8

&%共转染
H#F.''8H#H#G

与
+R9T#T#,'g.\6F

突

变质粒后#乳腺癌细胞
@5A.-

荧光素酶活性差异无统计学意

义$

!

%

%&%8

&#见图
8

)

C&E

!

转染
H#F.''8H#H#G

*

+R9T#T#,

乳腺癌细胞
@5A.-

增殖活

性的影响
!

@66

法检测结果显示#转染
H#F.''8H#H#G10K

*

0/K

及
-1K

后#乳腺癌细胞
@5A.-

增殖活性较转染
H#H#G

对

照组显著降低$

!

$

%&%8

&%而共转染
H#F.''8H#H#G

*

+R9T#T#,

后#乳腺癌细胞
@5A.-

增殖活性较单纯转染
H#F.''8H#H#G

显著提高$

!

$

%&%8

&#但仍显著低于转染
H#H#G

对照组$

!

$

%&%8

&#见图
)

)

!!

$

$

8

!转染
H#F.''8H#H#G

%

)

$

$%

!转染
H#H#G

对照组%

:

!

eD+JD9,SM"J

蛋白条带%

3

!蛋白定量分析结果%

I

!

!

$

%&%8

#与
H#H#G

对照组相比较)

图
0

!!

转染
H#F.''8H#H#G

对乳腺癌细胞

@5A.-

中
+R9T#T#,

蛋白表达的影响

!!

I

!

!

$

%&%8

#与
C5

组相比较)

图
8

!!

双荧光素酶报告基因检测乳腺癌细胞

@5A.-

中
H#F.''8

!!

I

!

!

$

%&%8

#与
H#H#G

对照组相比较%

S

!

!

$

%&%8

#与
H#F.''8

H#H#G

组相比较)

图
)

!!

转染
H#F.''8H#H#G

(

+R9T#T#,

对乳腺癌细胞

@5A.-

增殖活性的影响

D

!

讨
!!

论

!!

既往研究表明#

H#FC:

参与了众多病理生理过程#尤其是
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通过发挥类似抑癌或促癌基因的作用#参与恶性肿瘤的发生*

发展过程'

-

(

)

H#F.''8

已被证实在多种恶性肿瘤中差异表达)

但不同恶性肿瘤中
H#F.''8

表达趋势并不相同)王鹤等'

/

(研

究证实#

H#F.''8

在非小细胞肺癌组织中呈现高表达状态#而

抑制
H#F.''8

表达可起到抑制非小细胞肺癌细胞
;V5:.$

迁

移*侵袭及增殖能力的作用#提示
H#F.''8

在非小细胞肺癌中

发挥类似促癌基因功能)而王勇等'

(

(研究发现#

H#F.''8

在骨

肉瘤组织中呈现低表达#并可通过靶向
9K"

相关卷曲螺旋形成

蛋白激酶
$

$

FW5d$

&发挥类似抑癌基因功能)本研究结果显

示#乳腺癌中
H#F.''8

表达显著低于癌旁组织$

!

$

%&%8

&%而

转染
H#F.''8H#H#G

可使乳腺癌细胞
@5A.-

中
H#F.''8

表达

上调#并对乳腺癌细胞
@5A.-

增殖活性起到一定程度的抑制

作用#提示
H#F.''8

在乳腺癌的进展过程中发挥着类似抑癌基

因的功能'

$%

(

)

生存素属于凋亡抑制蛋白家族成员#是目前已知的活性最

强的抗凋亡因子#其在恶性肿瘤的增殖*凋亡过程中发挥至关

重要的作用)生存素高表达在食管癌*胰腺癌等多种恶性肿瘤

组织中已得到证实'

$$.$1

(

)生物信息学基因组预测提示!生存

素可能是
H#FC:.''8

的靶向基因之一)但
H#FC:.''8

是否

可通过靶向生存素参与乳腺癌细胞增殖及凋亡过程尚未可知)

本研究结果显示#乳腺癌组织中生存素蛋白表达显著高于癌旁

组织$

!

$

%&%8

&#而转染
H#F.''8H#H#G

可使
@5A.-

中生存素

蛋白表达得到显著抑制#提示乳腺癌中
H#F.''8

表达与生存素

蛋白表达存在一定相关性#而这种相关性很可能是由
H#F.''8

负向调控生存素所致'

$'

(

)双荧光素酶报告基因检测结果显

示#共转染
H#F.''8H#H#G

与
+R9T#T#,.e6

可使乳腺癌细胞荧

光酶活性降低#而共转染
H#F.''8H#H#G

与
+R9T#T#,.@RJ

则对

乳腺癌细胞荧光酶活性无影响#提示
H#F.''8

可特异性与
+R9.

T#T#,'g.\6F

结合#进而为
H#F.''8

靶向生存素提供有力佐

证)

@66

法检测结果证实#单纯转染
H#F.''8

可显著抑制

@5A.-

增殖#而共转染
H#F.''8

及生存素可实现
H#F.''8

对

@5A.-

增殖抑制作用的部分逆转#提示
H#F.''8

靶向生存素

是调控
@5A.-

增殖活性的重要机制)但值得注意的是#转染

生存素并无法完全逆转
H#F.''8

对
@5A.-

增殖的抑制#分析

其原因可能与
H#F.''8

靶基因众多有关)目前已知的
H#F.

''8

靶基因包括
;

E

$

*

FW5d$

*

2<F'

等#而
H#F.''8

靶向生存

素可能仅是
H#F.''8

调控乳腺癌增殖的其中一个机制'

$0.$8

(

)

综上所述#

H#F.''8

可通过靶向生存素参与乳腺癌细胞增

殖过程%此外#

H#F.''8

还可能通过靶向其他下游基因参与乳

腺癌的发生与发展)

参考文献

'

$

(

dU",

N

:

#

@I,

N

Wd

#

6IH:V

#

DJIM&:S+J9IGJV'.%-.'1

!

S9DI+JGI,GD9#,2",

N

d",

N

#

+"RJKD9,5K#,I

!

JKD

E

"

E

RMI.

J#",.SI+D!

#

JD,.

P

DI9I,IM

P

+#+"OD

E

#!DH#"M"

N

#GIMGKI9IGJD9.

#+J#G+

#

+JI

N

D.+

E

DG#O#G

#

GI,GD9.+

E

DG#O#G

#

l!#+DI+D.O9DD+R9T#T.

IM#,S9DI+JGI,GD9

E

IJ#D,J+

!

$((-.1%%)

'

c

(

&5I,GD9FD+

#

1%$8

#

-8

$

(

&!

V'.'1&

'

1

(

3ROOIA@

#

5IH

E

+5

#

e#,GKD+JD97

#

DJIM&H#G9"FC:.I++".

G#IJD!

E

9"

N

9D++#",

E

IJKUI

P

+I,!

E

"JD,J#IMJKD9I

E

DRJ#GJI9.

N

DJ+#!D,J#O#D!S

P

#,JD

N

9IJD!HFC:I,!H#G9"FC:DQ.

E

9D++#",

E

9"O#M#,

N

#,S9DI+JGI,GD9

'

c

(

&5I,GD9FD+

#

1%$$

#

-$

$

$-

&!

8)'8.8)08&

'

'

(

B"9#"@4

#

59"GD5@&@#G9"FC:!

P

+9D

N

RMIJ#",#,GI,GD9

!

!#I

N

,"+J#G+

#

H",#J"9#,

N

I,!JKD9I

E

DRJ#G+&:G"H

E

9DKD,.

+#TD9DT#DU

'

c

(

&<@3W @"M@D!

#

1%$1

#

0

$

'

&!

$0'.$8(&

'

0

(

?",

N

@

#

@Ic

#

?R#MMDHDJJDF

#

DJIM&H#F.''8#,K#S#J++HIMM

GDMMMR,

N

GI,GD9S",DHDJI+JI+D+T#IB?A.BFI,!F:Cd7

E

IJKUI

P

+

'

c

(

&@"M5I,GD9FD+

#

1%$0

#

$1

$

$

&!

$%$.$$%&

'

8

( 伍家燕#高月#曾帆#等
&H#F.''8

对
@>:.@3.1'$

乳腺癌

细胞生物学特性的影响'

c

(

&

第三军医大学学报#

1%$8

#

1

$

$0

&!

$0%).$0$$&

'

)

(

Î,
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