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基因的表达调控

作用%方法
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空质粒组$!空白组"转染试剂
:#

M

"LIDEHK#,"1%%%kAT<

$!

10

&

0/6

后观察载体荧光蛋白表达量!
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A3C

检测各组细

胞
6H+.K#C.$0)H

表达情况'转染
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后
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检测
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基因
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表达量!
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后
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检测
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蛋白表达水

平%结果
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&双酶切和测序证实!

M

FI.6H+.K#C.$0)H

基因片段插入
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载体中'实验组和空载体组转染
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荧光显微镜观察可见强荧光!与非荧光条件下作对比!转染效率在
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'实验组
6H+.K#C.$0)H

表达量明显高于空载体

组和空白组"
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后实验组细胞
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基因
KCY4

表达量较空载体组和空白组低"
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$'转染
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蛋白表达量较空载体组和空白组低"
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成功构建
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真核过表达载体
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!该重组载体可稳

定表达
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可以下调
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癌基因的表达!可以作为治疗原发性肝癌的潜在靶点之一%
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生*分化*凋亡*造血*炎症等正常生理过程#还在肿瘤发生转

移*心脑血管疾病*风湿免疫性疾病等方面发挥相当的作

用&

$.0

'

#为诊治相关疾病提供了新思路*突破点)近年来发现

K#C.$0)H

是在先天性免疫及肿瘤发生*转移等发挥着一定作

用)

D.R

7

D

基因是早期发现的癌基因之一#在肿瘤细胞的分

化*增殖*抑制凋亡的功能中起到重要的作用&

2.-
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)本研究采用
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M

@1&1&$2

肝癌细胞作为研究载体#研究
K#C.$0)H

对
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基因表达的影响)
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材料与方法
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材料
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细胞*
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由

本实验室保存(

K#C.$0)H

普通
A3C

引物*
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和
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基

因
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引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成$中国上海%(

K#C.$0)H

$生产批号!

Y$%%(
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逆转录的
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A3C

引物$生产

批号!

1$'$

%购于广州锐博生物有限公司$中国广州%(

=Y4

提

取试剂盒$生产批号!

%%''1)0%

%购自
;6IFK"

公司$立陶宛%(

脂质体
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$-'0()$
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$生产
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$01$)

%购于
S,O#EF"
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公司$美国加州(立陶宛%#逆转录
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%及
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A3C<BTC@C55YK#P

试剂

盒购$生产批号
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%于大连宝生物公司$中国大连%)
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载体构建
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过表达载体
!

在线查找
K#CTH+I

及
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数据库
6H+.K#C.$0)H

$

RS%%%%0--

%序列及其上下

游各
12%9

M

序列#采用
V8#

N

"-&'-

软件设计
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扩增引物!

?"FJHF!
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CIOIF+I
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前面
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个碱基
;3@4

为

保护 碱 基#

44@3;;

为
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酶 切 位 点(

@@4;33

为

U#8:
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酶切位点%#扩增片段为
1)09

M

)选用
E6IFK"=Y4

提

取试剂盒提取
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M
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细胞基因组
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为模板#
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扩

增
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产物
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琼脂糖电泳切胶回收纯化#
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纯化产物及
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质

粒选用
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内切酶双酶切#经
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纯化试
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连接酶在
$)g

过夜链接$
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产物

与质粒物质的量比为
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%)第
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天将连接产物转化到
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感受态细菌内#在浓度为
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%

N
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K:

卡那霉素的
:T

固体培养

基中进行筛选)

10

#
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内挑选阳性菌进行扩大培养后进行

菌落
A3C

及提取质粒双酶切#将菌落
A3C

及双酶切阳性的细

菌送去
S,O#EF"

N

I,

公司测序以最终验证)

@&A&A
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M

@1&1&$2

细胞培养及
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重组载体转染
!
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M
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细胞培养在
$%X ?T<

的
=R5R

高糖培养液#置

于
2X 3V
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'-g

培养箱内培养)细胞稳定传代
'

代后#接种

到
)

孔板中#每孔细胞密度为
)Z$%

2 个#接种
106

后$细胞密

度约为
/%X

%进行质粒转染&
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#分为实验组$
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"LIDEHK#,I1%%%
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重组质粒
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基%*空载体组$
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培养基%*空白组$
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K:=R5R

高糖培养基%)转染后
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细胞换液#加
$%X ?T<

的
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高糖培养液继续培养)转染后
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进行荧光显

微镜观察来评估转染效率)
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K#C.$0)H
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相对定量转染
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后#用
;F#c"8

法提取各组细胞的总
CY4

#琼脂糖电泳及
YH,"=F"

M

1%%%

进

行
CY4

纯度及完整性鉴定后#采用广州锐博公司设计的
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$0)H.2
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特异性
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K#C.$0)H

表达

量的分析)
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!e

A3C

检测
D.R
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D

基因
KCY4

表达水平
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在转染后
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采用
;F#c"8

法提取各组总
CY4

#以总
CY4

为模板#逆

转录成
D=Y4

后#进行
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T34
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进行
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电泳#

T#".FH!

半干转自聚偏氟乙烯$
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%

膜$转膜条件为
12O$4'%K#,
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2X

脱脂奶粉封闭
16
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%&$X;JII,1%
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次%#以浓度
$h$%%%
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过夜封闭*

;T<.%&$X;JII,1%
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$%K#,Z'

次%*

$h'

%%%

二抗
'-g

封闭
$6

#

;T<.%&$X;JII,1%

洗膜$

$%K#,Z'

次%后滴加
53:

发光液在
R#,#36IK#;R

迷你型化学发光成像

仪进行显影#

SKH

N

I]

进行灰度分析)

@&B

!

统计学处理
!

采用
<A<<11&%

软件进行分析)计量资料

采用
N[(

表示#采用单因素方差分析#组间采用
:<=

分析#以

!

%

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

重组质粒菌落
A3C

*双酶切及测序验证
!

重组质粒经菌

落
A3C

后电泳在约
12%9

M

处见条带#重组质粒采用
:+$-

.

*

U#8:

'

双酶切后可见质粒大片段及插入基因的小片段$约

12%T

M

%#然后送往
S,O#EF"

N

I,

公司测序$图
$

%#将结果在

AG9KI!

的
T:4<;

进行序列比对#与
$0)H

序列
$%%X

相符#

M

KC.$0)H

重组载体构建成功)

图
$

!!

测序结果

A&A

!

转染
10

*

0/6

后荧光显微镜下观察载体荧光蛋白表达结

果
!

转染组细胞形态正常#

M

KC.$0)H

组及空载体组观察到红

色荧光#空白组没有荧光#见图
1

)通过白光下的细胞对比#转

染效率为
2%X

#

)%X

)
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图
1

!!

转染
10

(

0/6

后荧光表达情况%

Z$%%

'

A&B

!eM

DF

检测
K#C.$0)H

表达量
!

以空白组
106K#C.$0)H

相

对表达量校正后#

10

*

0/6

中空载体组和空白组表达量差异无

统计学意义$

!

$

%&%2

%#而实验组
K#C.$0)H

表达量明显高于

空白组和空载体组#差异有统计学意义$

!

%

%&%$

%#见图
'

)

图
'

!!

各组细胞
K#C.$0)H

相对表达情况

A&C

!e

A3C

检测
D.R

7

D

基因
KCY4

表达量
!

采用双标曲法#

转染
10

*

0/6

后#空载体组与空白组差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%#实验组在转染
10

*

0/6

后#表达均较空载体组及空白组

下降$

!

%

%&%2

%#见图
0

)

图
0

!!

各组细胞
D.R

7

DKCY4

表达情况

A&D

!

aI+EIF,98"E

检测
D.R

7

D

蛋白表达量
!

aI+EIF,98"E

显

示#转染
0/6

后#空载体组与空白组差异无统计学意义$

!

$

%&%2

%#而实验组在转染
0/6

后#表达均较空载体组及空白组

下降$

!

%

%&%$

%#见图
2

)

图
2

!!

各组细胞
D.R

7

D

蛋白表达情况

B

!

讨
!!

论

本实验通过构建
K#C.$0)H

真核过表达载体#转染入

>I

M

@1&1&$2

细胞内#发现其可以抑制
D.R

7

D

基因的表达#起

到抑制肿瘤的作用#可以作为潜在原发性肝癌的治疗靶点)人

类基因组包括两种
K#C.$0)

#分别为
$0)H

及
$0)9

#其中
K#C.

$0)H

位于
2

号染色体上)目前研究发现
K#C.$0)H

在免疫系

统及肿瘤中均发挥着重要作用)

;H

N

H,"O

等&

(

'发现
Y?.

/

T

是

K#C.$0)H

启动子区的一个结合位点#故
K#C.$0)H

的生成依赖

于
Y?.

/

T

)当细菌感染后#脂多糖$

:A<

%刺激
Y?.

/

T

的表达#

上调
K#C.$0)H

)同时其发现
K#C.$0)H

作用于
;C4?)

$

;Y?

FIDI

M

E"F.H++"D#HEIFLHDE"F)

%及
SC4W$

$

S:.$FIDI

M

E"F.H++"D#HEI!

Q#,H+I$

%)上调的
K#C.$0)H

导致
;C4?)

和
SC4W$

下调#进

而使
S:$

及
;Y?

的表达下降#抑制免疫反应)

YH6#!

等&

$%

'采

用
:A<

刺激
;>A.$

细胞#导致
K#C.$0)H

上调#同时在
:A<

介

导的免疫耐受模型中#

K#C.$0)H

是惟一升高的
K#DF"CY4

#而

采用
K#C.$0)H

抑制物#则不能导致
;>A.$

细胞免疫耐受#由

此可见#

K#C.$0)H

对于
:A<

导致的免疫耐受起到重要的作用)
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在肿瘤的方面#前面已叙述
K#C.$0)H

与
Y?.

/

T

的关系#而
Y?.

/

T

在肿瘤细胞的生成及转移发生重要的作用)

T6HGK#Q

等&

$$

'

发现在乳腺癌发现
K#C.$0)H

可以通过
Y?.

/

T

的活性减少而

抑制乳腺癌细胞的转移)

:#

等&

$1

'也发现
K#C.$0)H

通过下调

5@?C

*

R;4.1

*

SC4W.$

*

Y?.

/

T

而降低胰腺癌的侵袭和转移

能力而在宫颈癌中#

aH,

N

等&

$'

'发现
K#C.$0)H

作为癌基因促

使宫颈癌的发生)曾长青等&

$0

'通过临床的结肠癌的标本发

现#

K#C.$0)H

作为癌基因促进结肠癌的发生及转移#可见
K#C.

$0)H

在不同的肿瘤中扮演者不同的角色)

D.R

7

D

是重要的原癌基因#参与细胞增殖*抑制凋亡等重

要过程&

$2.$)

'

#其异常表达可促进原发性肝癌等多种癌症的发

生)有研究发现#在成神经管细胞瘤中#

CY4#

可以通过新的

信号通路
A3;W$

"

3=W

调控
D.R

7

D

的表达&

$-

'

)前人研究发

现#

Y?.

/

T

可以促进
D.R

7

D

介导的肝癌形成过程加速&

$/

'

)本

研究发现#

K#C.$0)H

可以下调
D.R

7

D

的表达)考虑其原因可

能是
K#C.$0)H

下调
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/

T

的表达#导致
D.R

7

D

的蛋白表达下

调)但不排除非
K#C.$0)H..Y?.

/

T..D.R

7

D

途径)这需后续进

一步的研究以证实!若阻断
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/

T

途径#

D.R

7

D

蛋

白未见下调#可以证明是通过
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/

T..D.R

7

D

途径#

反之则不是(同时敲除
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