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目的
!

通过小干扰
;A6+

"

+#;A6

#干扰膜联蛋白
6$

"

6AY6$

#在甲状腺乳头状癌"

95:

#细胞中的表达!探讨
6AY

6$

对
95:

细胞的生物学特性的影响&方法
!

设计并筛选使用高效的
+#;A6

在
95:59:.$

细胞株特异性干扰
6AY6$

的表

达!然后用流式细胞术观察
6AY6$

干扰后对
95:

细胞
59:.$

凋亡的影响&结果
!

筛选的
+#;A6

可高效沉默
6AY6$

在
95:

细胞中的表达!促进
95:

细胞的凋亡&结论
!

+#;A6

干扰
6AY6$

表达!可促进
95:

细胞的凋亡!提示
6AY6$

可能是
95:

治疗的一个重要的生物学靶标&
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甲状腺癌$

EG

N

2"#!J=,JD2
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5:

%是内分泌系统常见肿瘤#发

病率在头颈部恶性肿瘤中居首位)而甲状腺乳头状癌$

>

=

>

#L.

L=2

N

EG

N

2"#!J=2J#,"O=

#

95:

%的发病率约占所有甲状腺癌发病

类型的
/%B

以上&

$

'

)临床上
95:

常表现为甲状腺结节#但由

于甲状腺结节构成复杂#良恶性很难鉴别#易过度治疗)研究

表明#对不确定恶性患者的术后病理发现#仅
1%B

"

13B

为甲

状腺癌#另
-3B

"

/%B

的患者则接受了不必要的甲状腺手

术&

1

'

)

1%$)

年#-美国医学会杂志.已经将包裹性滤泡型
95:

改称为+肿瘤,#虽然目前还没有标准化诊治规范#但诊断性甲

状腺切除的概率会减少&

'

'

)为此#需探索新的生物学靶标和诊

治方法)膜联蛋白$

=,,DQ#,+

#

6AY

%是一类钙依赖性*能够结

合带负电荷膜磷脂的蛋白超家族#是一种高丰度蛋白#而
6AY

6$

是第一个被发现的家族成员#它主要介导细胞内糖皮质激

素抗炎作用的效应分子#与细胞增殖*细胞凋亡的信号传导及

肿瘤发生的机制都密切相关&

0

'

)笔者的前期实验也发现#

6AY6$

在
95:

原发灶*转移灶的表达明显高于癌旁正常组

织#且与淋巴结转移和肿瘤大小相关&

3

'

)因此#深入研究
6AY

6$

在
95:

中的作用是非常必要的)

双链小干扰
;A6

$

+O=LL#,ED2KDJE#,

F

;A6

#

+#;A6

%由
1$

"

13

个核苷酸组成#能引起
;A6

的干扰和抑制靶蛋白的表

达&

).-

'

)为进一步明确
6AY6$

在
95:

中的作用#本研究拟使

用
+#;A6

干扰
6AY6$

的表达#观察其对
95:

细胞株
59:.$

细胞的增殖*凋亡的生物学影响#从而进一步探讨
6AY6$

在

95:

发生*发展中的作用)
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材料与方法

C&C

!

主要材料及仪器
!

;9?7.$)0%
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公司%(

脂质体
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"KDJE=O#,D1%%%
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7,C#E2"

F

D,

公司%(

;A6

提取试剂盒

$

5=[=;=

公司%(

9:;

仪*凝胶图像系统*酶标仪$

U#".;=!

公

司%(流式细胞仪$

U_

公司%)

C&D

!

方法

C&D&C

!

细胞培养
!

59:.$

细胞购自深圳百恩维生物公司#细

胞在生长至
(%B

汇合度时进行传代#在含
$%B

"

$3B

的胎牛
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1%$-

年
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月第
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卷第
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血清的
;9?7.$)0%

培养基中#

3B :a

1

*

'- `

恒温孵箱内

培养)

C&D&D

!

6AY6$+#;A6

设计
!

使用
fD2+#",1&%

软件设计出

针对
6AY6$

基因的特异性片段
'

对及无关序列
+#;A6

片段

$

对)以上
+#;A6

由广州锐博生物科技有限公司复核并

合成)

C&D&E

!

细胞转染
!

将
59:.$

细胞以
0&3i$%

3

"

3&%i$%

3

个"孔的密度接种于
)

孔板生长
10G

#使其生长至
/%B

汇合度

或刚好铺满培养板且处于对数生长期进行转染)根据
8#

>

.

KDJE=O#,D1%%%

$

7,C#E2"

F

D,

美国%说明书操作#将带有荧光标记

的
+#;A6

转染至
59:.$

细胞内)实验分为!实验组$分别转染

'

对
+#;A6

%*阴性对照组$转染无关序列
+#;A6

%和空白组$不

转染%及脂质体组#其中实验组又包括
6AY6$.+#;A6$

组*

6AY6$.+#;A61

组*

6AY6$.+#;A6'

组)

C&D&G

!

半定量逆转录
9:;

$

;5.9:;

%

!

在
4D,DU=,M

中检索

出人
6AY6$

和
&

.=JE#,

全长序列#用
aL#

F

")&%

软件分别设计

引物#将逆转录所得的
J_A6

模板进行
9:;

扩增反应#以
&

.

=JE#,

为内参对照)反应条件!预变性
(0`3O#,

(变性
(0`

'%+

#退火
3) ` '%+

#

-1 ` 03+

#

'%

个循环(

-1 `

延伸
$%

O#,

)

9:;

反应结束后
0`

保存)将
9:;

扩增产物及
_A6

O=2MD2

在
$&%B

"

$&3B

的琼脂糖凝胶上电泳#嗅氛蓝染色#在

凝胶成像系统上观察扩增的条带#采集图片后#用图像分析软

件
9_gID+E

进行分析#测量灰度值#计算
O;A6

的相对表

达量)

C&D&H

!

细胞凋亡检测
!

根据
6,,DQ#,f.

异硫氰酸荧光素

$

Z75:

%"碘化丙啶$

97

%双染细胞凋亡检测试剂盒说明书操作!

将细胞以
$i$%

3

"

1i$%

3 接种于
)

孔板#转染
-1G

后收集约

$i$%

3 个细胞#加入
3%%

#

8U#,!#,

F

UIKKD2

悬浮细胞#

59:.$

细胞悬液中先加入
3

#

86,,DQ#,f.Z75:

室温孵育
3O#,

后

再加入
3

#

897

双染混合液混匀#室温避光反应
$3

"

1%O#,

#

$

G

内进行流式细胞仪的检测)数据结果的分析与统计用软件

为
d#,?_71&(

)

表
$

!!

目的基因上#下游引物及产物大小

名称 序列$

3].']

% 产物大小$

H

>

%

6AY6$

!

正向引物
45:65::666445445:::4 $3'

!

反向引物
:4:5454:6554555:4:556

&

.=JE#,

!

正向引物
46:::6465:6545554646:: 3(0

!

反向引物
65:5::55:54:65::545:4

C&E

!

统计学处理
!

采用
@9@@$'&%

软件进行分析#计量资料

以
D 0̂

表示#比较采用
'

检验#计数资料采用
!

1 检验#以
!

%

%&%3

为差异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C

!

转染效率
!

分别细胞转染于转染
10

*

0/

*

-1G

后在荧光

显微镜下观察转染情况#计数转染荧光阳性的细胞#估算转染

效率#在
0/

"

-1G

转染效率达
/%B

以上)见图
$

)

!!

6

!

6AY6$.+#;A6'

组(

U

!阴性对照组(

:

!空白组

图
$

!!

59:.$

细胞转染
10G

后荧光显微镜下图像'

i1%%

(

D&D

!

;5.9:;

检测各组
6AY 6$O;A6

表达情况
!

各组

59:.$

细胞中
6AY6$O;A6

的比较#

;5.9:;

结果表明#转

染
-1G

后#

6AY6$

基因的
9:;

扩增产物经电泳及凝胶成像

后#由
9_gID+E

软件分析
6AY6$

"

&

.=JE#,

的比值!

6AY6$.

+#;A6$

组*

6AY 6$.+#;A61

组*

6AY 6$.+#;A6'

组基因

O;A6

表达水平分别为
%&3$^%&$$

*

%&0(^%&%/

*

%&0$^

%&$0

#空白组*脂质体组及阴性对照组的基因
O;A6

表达水平

分别为
$&'0c%&$-

*

$&$3c%&$%

*

$&13c%&$/

)各实验组

O;6A

表达水平较其他组明显下降$

!

%

%&%3

%#其中#

6AY

6$.+#;A6'

组下降最明显)而空白组*脂质体组及阴性对照

组的基因
O;A6

表达无明显变化#差异无统计学意义$

!

$

%&%3

%)见图
1

)

D&E

!

凋亡能力
!

+#;A6

干扰
6AY6$

基因后对
59:.$

细胞

凋亡能力的影响!转染
-1G

后#

6AY6$.+#;A6'

组细胞凋亡

率为 $

$/&('̂ $&$)

%

B

#而阴性对照组和空白组的细胞凋亡率

分别为$

)&%0^%&-1

%

B

*$

3&$(^%&)3

%

B

#

6AY6$.+#;A6'

组与阴性对照组和空白组比较凋亡增加#差异有统计学意义

$

!

%

%&%3

%#而阴性对照组与空白组比较差异无统计学意义

$

!

$

%&%3

%)见图
'

)

!!

$

*

1

*

'

分别为
6AY6$.+#;A6$

*

1

*

'

组(

0

!阴性对照组(

3

!空白

组(

)

!脂质体组

图
1

!!

;5.9:;

检测
6AY6$

基因
O;A6

的表达

$/$'

重庆医学
1%$-

年
/

月第
0)

卷第
1'

期



!!

6

!

6AY6$.+#;A6'

组(

U

!阴性对照组(

:

!空白组)

图
'

!!

6,,DQ#,6$

基因对甲状腺乳头状癌
59:.$

细胞凋亡率的影响

E

!

讨
!!

论

95:

是
5:

的最常见类型)

95:

的治疗方法有药物治

疗*手术治疗*放射治疗*放射性$'$

7

治疗*甲状腺激素$

5@<

%

抑制治疗*靶向治疗等&

/

'

)

95:

虽然恶性程度较低*生存期

长#但易转移和复发#其中尤以手术导致的喉返神经损伤引起

声音嘶哑*呼吸困难甚至窒息等为甲状腺手术的严重并发症)

因此#深入探讨如何提高
95:

的疗效#改善患者的生活质量具

有重要的临床价值)

95:

的发生不仅仅由环境*电离辐射等

因素引起#更是多基因*多通路*多因素共同调控的结果)其

中#多基因调控如已知的有
U;6Z

*

;6@

*

;X5

"

95:

癌基因#

多通路则包括磷酸肌醇$

.'

%激酶$

97'[

%"

6[5

信号通路和丝

裂原活化蛋白激酶$

?69[

%信号通路等)

6AY6$

是一类钙

依赖型*高丰度蛋白#与细胞增殖*细胞凋亡的信号传导及肿瘤

发生机制密切相关)目前#关于
6AY6$

的研究已成为肿瘤

治疗领域的热点)

6AY6$

与组织学不同类型的肺癌关联#它

在肺腺癌和小细胞肺癌表达比在肺鳞癌更丰富&

(

'

(研究还发现

6AY6$

在直结肠癌中表达上调#可促进结肠癌的发生&

$%

'

)

6AY6$

蛋白的周期调控#参与恶性肿瘤的发生和发展过程可

能与
6AY6$

和酪氨酸蛋白激酶的底物结合#且有多个磷酸

化位点#参与细胞内信号传递有关&

$$

'

)

6AY 6$

也参与

?69[

信号通路传导*基因转录因子激活及各种生长因子蛋

白结合等#引发一系列反应#导致细胞增殖*凋亡细胞分化和炎

性反应&

$1

'

)故猜测
6AY6$

与
95:

的发生有一定程度的关

联性)

目前#关于
6AY6$

与
95:

关系研究的文献#国内外报

道极少#国内已有
6AY61

在
5:

中及
95:

中的表达及意义

的研究)国外有关于
6AY6$

在
5:

类组织中的表达情况研

究#包括乳头状癌*滤泡状癌*未分化癌)但都是仅研究了表达

情况#未做进一步基因阻低试验&

$'

'

)还有关于
6AY6$

在甲

状腺未分化癌中的基因阻低试验&

$0

'

#但也未见
6AY 6$

与

95:

的阻低试验的报道)

本实验前期的研究发现#

6AY6$

蛋白在
95:

组织及淋

巴结转移组织中高表达#在癌旁正常组织中低表达#并与淋巴

结转移和肿瘤大小相关)也提示了
6AY6$

与
95:

发生的

相关性)这为
6AY6$

在
95:

的分子诊断*治疗方法*疗效

及预后评估上的研究提供了很好的着眼点#抑制
6AY6$

基

因功能是否影响
95:

的生物学特性成为本次研究的目的)研

究也证明#

6AY6$

在肿瘤的发生*发展中有很重要的作用#通

过干扰其活性显示很好的抑制小细胞肺癌的效果&

$3

'

)分子靶

向治疗
95:

显示出一定的治疗前景#如索拉菲尼*舒尼替尼靶

向血管内皮生长因子$

fX4Z

%通道#小分子多靶点酪酸激酶抑

制剂凡德他尼等)但这些靶向治疗也存在一些不足#如是否提

高总体生存率#能否恢复放射性$'$

7

治疗的敏感性等#且这些

靶向药物缺乏直接比较研究#有没有一种靶向治疗的药物都优

于所有的药物也尚未明确)

+#;A6

能引起
;A6

的沉默和抑制靶蛋白的表达)因此#

+#;A6

对很多疾病$如肿瘤*基因疾病*病毒性干扰等%具有极

好的治疗前景)本研究结果显示#设计并合成的
+#;A6

在

O;A6

水平显著抑制了
6AY6$

的表达#具有高效性和专一

性)进而利用筛选的效率最高的
+#;A6

作为研究工具#进行

细胞转染#观察干扰后对细胞凋亡的影响)结果表明
+#;A6

显著干扰了
6AY6$

蛋白的表达#促进了
59:.$

细胞的凋亡)

这可能与
6AY6$

和
95:

基因中的某些通路有相似的结构

域和与特异配体相结合#参与细胞内信号传递有关&

$$.$1

'

)这

也与已有文献报道的
6AY6$

抑制在甲状腺未分化癌的凋亡

结果一致&

$)

'

)提示
6AY6$

在
95:

中可能作为一个癌基因)

6AY6$

在癌组织中高表达#运用
+#;A6

技术干扰
6AY6$

在
95:

中的表达#有促进细胞凋亡的作用#这为
95:

的临床

治疗提供了新思路#即通过靶向抑制
6AY6$

蛋白表达来抑

制肿瘤的生长#从而达到控制肿瘤的作用)但是
6AY6$

通

过何种方式参与#其具体机制还不十分清楚)本实验的缺陷在

于
+#;A6

干预方法虽然高效#但容易降解#价格昂贵#干扰或

沉默时效短#不适合做长期的基因抑制研究#未对
6AY6$

通

过何种机制来调控
95:

细胞的增殖*凋亡等生物学行为进行

深入探讨#这也是下一步需改进和研究的方向)

总之#本实验设计合成并筛选了高效专一的能够抑制

6AY6$

基因的
+#;A6

#成功干扰了
95:

细胞
6AY6$

基因

的表达#抑制
6AY6$

表达的同时#促进了肿瘤细胞的凋亡#

这为
6AY6$

作为
95:

治疗靶点提供了新方向)
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