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$摘要%

"

目的
"

探讨过表达
/1>N?."%'H

对肺癌细胞
?'=+

的增殖&侵袭能力的影响及其机制)方法
"

将
?'=+

细胞分为
&

组+

/1>N?."%'H

组"

/1>."%'H

模拟物#!

N)

组"

N)

模拟物#及空白组"同等体积的混有转染剂的胎牛血清#!采用
.̀M)>

检测

/1>N?."%'H

的转染及表达效率)

JRR

法分析各组细胞的增殖能力!

RC05<]@22

小室实验检测细胞的侵袭能力)采用
X@<B@C5

H24B

法检测各组细胞
O:2.%

调节因子"

OJU

#的表达水平)结果
"

与空白组比较!

/1>N?."%'H

组细胞的
/1>N?."%'H

表达水平&

增殖能力及侵袭能力上升"

!

$

$9$'

#*

N)

组的上述指标无明显变化"

!

%

$9$'

#)与空白组比较!

/1>N?."%'H

组细胞的
OJU

表

达水平下降"

!

$

$9$'

#*

N)

组的
OJU

表达水平无明显变化"

!

%

$9$'

#)结论
"

/1>N?."%'H

能通过抑制
OJU

的表达促进肺癌

细胞
?'=+

的增殖及侵袭)
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年来许多国家都报道肺癌的发病率和病死率均明显

升高%肺癌已经是我国死亡率第
"

位的恶性肿瘤%严重危害人

民群众的身体健康*

"

+

$肺癌患者早期诊断较为困难%故多数患

者在就诊时已经处于肿瘤中晚期%预后较差$微小
>N?

"

/1.

:C4>N?<

%

/1>N?

#是一类小分子的非编码单链
>N?

%长度为

%$

"

%=

个核苷酸%具有广泛的生物功能!人类约
"

)

&

的基因的

表达受
/1>N?

调节%过程包括早期发育&细胞增殖&细胞凋亡

及脂肪酸的代谢*

%.&

+

$越来越多的研究证明
/1>N?

与多种肿

瘤的发生&发展具有密切的相关性%其中
/1>N?."%'H

在口腔

癌及子宫内膜癌等肿瘤组织中明显升高%并能通过多种机制影

响肿瘤细胞的增殖&凋亡及侵袭性*

=.'

+

$但
/1>N?."%'H

与肺

癌的相关性研究较少$作者旨在探讨过表达
/1>N?."%'H

促

进肺癌细胞
?'=+

的增殖&侵袭能力及其机制$

!

"

材料与方法

!9!

"

材料
"

实验细胞!正常人支气管上皮细胞"

GD/05HC45.

:G102@

7

1BG@2102:@22<

%

KO-)<

#及人非小细胞肺癌"

N()P)

#细胞

?'=+

购自上海天呈医疗科技股份有限公司$主要试剂及仪

器!

/1>N?."%'H

模拟物&阴性对照"

5@

3

0B1E@:45BC42

%

N)

#模拟

物购自上海伯豪生物技术有限公司%

>MJ%."8=$

培养液及胎

牛血清购自美国
S1H:4

公司%噻唑蓝"

JRR

#及二甲基亚砜

"

LJ(W

#购自美国
(1

3

/0

公司%

S@2L4ARJ h>m

凝胶成像系

统购自美国
O14.>?L

公司%

O:2.%

调节因子"

OJU

#及
S?MLK

抗体&

O)?

定量及
X@<B@C5H24B

试剂购自美国
*5E1BC4

3

@5

公

司%

>N?

提取及
M)>

试剂购自瑞士
>4:G@

公司%

M)>

引物由

宁波康贝生化有限公司合成"

/1>N?."%'H

上游引物!

'k.S)V

)))VS?S?)))V ??).&k

%下游引物!

'k.)?SRS)?SS

SR))S? SSR.&k

,

S?MLK

上游引物!

'k.?SS R)S SRS

RS??)SS?RRRS.&k

%下游引物!

'k.SSSSR)SRRS?R

SS)??)?.&k

#,超净无菌工作台购自德国
(

7

@B@:

公司%细胞

培养箱购自美国
RG@C/4

公司%低速离心机购自美国
O@:Z/05

)4D2B@C

公司%倒置荧光显微镜购自日本
W2

I

/

7

D<

公司%酶标仪

购自美国
O14B@Z

公司%

M)>

仪购自美国
RG@C/4

公司$

!9"
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方法

!9"9!

"

细胞培养
"

按
&l"$

' 个)
/P

的密度将细胞悬液接种

=$8

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期

!

基金项目!珠海市科技计划项目"

%$"'?"$$'

#$

"

作者简介!张华勇"

"+!&,

#%主治医师%硕士研究生%主要从事胸部肿瘤的诊治研究$



于
+8

孔板培养%于
&#f

%

'T)W

%

培养箱中培养%待细胞面积

生长至
#$T

"

!$T

后传代$

!9"9"

"

.̀M)>

检测
KO-)<

及
?'=+

细胞的
/1>N?."%'H

表

达水平
"

按照
RC1̂42RJ

试剂盒说明书提取
KO-)<

及
?'=+

细胞总
>N?

%测定
>N?

浓度及纯度%取
"

*

3

总
>N?

反转录

合成
:LN?

%取
'

*

P:LN?A4

稀释
=

倍后%取
%

*

P

为模板%分

别以目的基因及内参
S?MLK

的引物进行
.̀M)>

%反应条件!

+'f

预变性
&<

,

+'f

变性
"$<

,

8$f

退火)延伸
&$<

%重复
=$

个循环,

8'

"

+'f

每增加
$9'f

进行
'<

读板%形成溶解曲线$

所有样本均设置
&

个平行管%基因表达量以平行管平均循环阈

值"

:

I

:2@.BGC@<G42;

%

)B

#表示%应用
%

.

,,

)B法计算并比较两种细

胞
/1>N?."%'H

表达水平$

!9"9#

"

细胞转染
"

操作按照
/1>F050

R/

/1>N?

步骤进行!将

转染液以
"e&$

的比例加入
>MJ%."8=$

无血清培养基中混匀

后静置
"$/15

%将
/1>N?."%'H

模拟物及
N)

模拟物分别加入

混有转染剂的培养基中混匀%静置
"$/15

后以反应生成复合

体$将配置好的复合体铺在
+8

孔板并轻轻晃动%加入
&l"$

'

个)
/P

的细胞悬液%混匀后置于培养箱中培养$将
?'=+

细胞

分为
&

组!

/1>N?."%'H

组"加入
/1>N?."%'H

模拟物#%

N)

组

"加入
N)

模拟物#及空白组"同等体积的混有转染剂的胎牛血

清#%采用
.̀M)>

检测
/1>N?."%'H

的转染及表达效率$

!9"9$

"

JRR

检测细胞增殖能力
"

于细胞传代后
&

&

8

&

"%

&

%=

&

=!G

采用
JRR

检测
?'=+

细胞的增殖!各组细胞处理完后去

除培养基%加入
>MJ%."8=$

培养液"每孔
"$$

*

P

#及含
$9'T

JRR

的培养液"每孔
'

*

P

#%于
&#f

%

'T)W

%

培养箱中孵育
=

G

后弃培养液%加入
"$$

*

PLJ(W

原液%振荡
"$/15

%待结晶

完全溶解后用酶标仪于
=+$5/

波长处测定吸光度"

$?

#值%实

验重复
&

次$

!9"9%

"

RC05<]@22

小室细胞检测细胞侵袭能力
"

采用小室法

检测细胞侵袭力!使用
MO(

将
'$/

3

)

P

的
J0BC1

3

@2

胶按照

"e!

的比例稀释后包被
RC05<]@22

小室底部膜的上室面"每孔

"$$

*

P

#%

=f

风干后吸出残存液体$按照每孔
"l"$

= 的密度

将
&

组
?'=+

细胞接种于处理好的上室中%在下室中加入
'$$

*

P"$T

胎牛血清的培养基中培养
%=G

$用
MO(

洗去残留培

养基%

=T

的多聚甲醛固定过夜后洗去甲醛%

K-

染色后洗去染

色液$侵袭能力评价依照过膜细胞数!在
&$$

倍镜下选择小室

中央区域%随机挑选
'

个视野并计数%求平均值$

!9"9&

"

/1>N?."%'H

靶基因检测
"

采用
B0C

3

@B<:05

"

GBB

7

!))

]]]9B0C

3

@B<:0594C

3

#根据
&k.VR>

预测
/1>N?."%'H

的靶基

因为
OJU

%

X@<B@C5H24B

检测
&

组
?'=+

细胞的
OJU

表达水

平!按照说明书用蛋白裂解液"含磷酸酶抑制剂#裂解
&$

"

8$

/15

%

=f

%

"%$$$l

3

离心
'/15

获取总蛋白%

O)?

法测浓度后

各取
&$

*

3

蛋白在聚丙烯酰胺凝胶电泳%

"$$F

恒压转膜
8$

"

+$/15

,

'T

脱脂奶粉)
RO(R

室温封闭
"

"

%G

%

OJU

"抗体
"e

'$$

#抗体
= f

孵育过夜,

"e'$$$

'

.0:B15

室温孵育
+$/15

%

RO(R

洗膜
"$/15l&

次%辣根过氧化物酶标记的羊抗兔)鼠

二抗室温孵育
%G

%

RO(R

洗膜
"$/15l%

次%

RO(

洗膜
'/15

%

-)P

发光试剂盒色%显影%

S@2LWhRJh>m

凝胶成像系统成

像%图像分析采用
D̀05B1B

I

W5@

软件%取各条带透光体积与内

参条带的比值作为目标蛋白相对表达量%实验重复
&

次$

!9#

"

统计学处理
"

采用
(M((%"9$

统计软件进行分析%计量

资料以
EcK

表示%组间比较采用
B

检验或单因素方差分析%以

!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

KO-)<

及
?'=+

细胞
/1>N?."%'H

的表达水平比较
"

KO-)<

&

?'=+

细胞
/1>N?."%'H

的表达水平分别为
"9$c

$9"

&

%9#c$9=

%与
KO-)<

细胞比较%

?'=+

细胞的
/1>N?.

"%'H

表达水平明显上升"

Bg'9+%'

%

!

$

$9$'

#%见图
"

$

""

0

!

!

$

$9$'

%与
KO-)<

细胞比较

图
"

""

两种细胞的
/1>N?."%'H

表达水平

"9"

"

各组
?'=+

细胞的
/1>N?."%'H

表达水平比较
"

与空白

组"

"9$c$9%

#比较%

/1>N?."%'H

组细胞的
/1>N?."%'H

"

%9+c$98

#表达水平上升"

Bg89%=+

%

!

$

$9$'

#,

N)

组的
/1>.

N?."%'H

表达水平"

"9$c$9"

#无明显变化"

Bg$9"#%

%

!

%

$9$'

#%见图
%

$

""

0

!

!

$

$9$'

%与空白组比较

图
%

""

各组细胞的
/1>N?."%'H

表达水平

"9#

"

各组
?'=+

细胞增殖能力比较
"

与空白组及
N)

组细胞

比较%

/1>N?."%'H

组细胞的增殖能力明显增加"

!

$

$9$'

#,

N)

组与空白组细胞的增殖能力比较%差异无统计学意义"

!

%

$9$'

#%见图
&

$

""

0

!

!

$

$9$'

%与空白组比较

图
&

""

各组细胞的增殖能力比较

"9$

"

各组
?'=+

细胞侵袭能力比较
"

空白组&

/1>N?."%'H

组&

N)

组过膜细胞数分别为"

%"9$c=9$

#&"

%!9$c'9$

#&

"

%%9$c'9$

#个$与空白组比较%

/1>N?."%'H

组细胞的侵袭

能力上升"

Bg%9+!=

%

!

$

$9$'

#,

N)

组与空白组的侵袭能力比

较%差异无统计学意义"

Bg$9&'#

%

!

%

$9$'

#$

"9%

"

各组
?'=+

细胞的
OJU

表达水平
"

与空白组"
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目前%我国肺癌的发生率呈现逐年上升的趋势%其中
!'T

的患者为
N()P)

$

N()P)

的恶性程度较高%肿瘤进展较快%

多数患者在确诊时已经出现转移%患者预后较差*

8

+

$

/1>N?

是一种内源性非编码单链
>N?

分子%参与转录后基因表达调

控$目前为止%动植物及病毒中已经发现有超过
%$$$$

个

/1>N?

分子*

#

+

$既往研究发现%多种疾病"心血管疾病&糖尿

病及多种恶性肿瘤#患者存在异常的
/1>N?

表达谱系%且

/1>N?

在外周血中的存在较为稳定%多种
/1>N?

在疾病诊

断中的价值引起临床上的关注$对
/1>N?

生物学活性的深

入了解%以
/1>N?

作为疾病治疗潜在靶点的研究已引起广泛

关注*

!.+

+

$

/1>N?."%'H

属于
/1>N?."%'

家族%在不同生物学过程

中发挥重要作用$

/1>N?."%'H

与肿瘤的发生&发展具有密切

相关性%

/1>N?."%'H

在多种肿瘤组织中表达水平升高%本研

究中%与
KO-)<

相比%肺癌细胞
?'=+

的表达水平明显上升$

既往研究发现%化疗失败的的白血病患者的
/1>N?."%'H

水平

明显上升%而高表达的
/1>N?."%'H

能够有效抑制多种化疗药

物引起的白血病细胞凋亡%增强肿瘤细胞的耐药性*

"$

+

,但

/1>N?."%'H

的过量表达后子宫内膜癌细胞的增殖能力下降%

细胞周期停滞于
S

"

期%细胞凋亡增加*

""

+

$上述结果说明

/1>N?."%'H

的作用具有组织特异性%本研究旨在观察
/1>.

N?."%'H

对肺癌细胞
?'=+

的增殖及侵袭能力的影响%并探讨

其机制$

本研究通过
/1>N?."%'H

模拟物转染的方式构建
/1>.

N?."%'H

的高表达模型%经过转染后%

?'=+

细胞的
/1>N?.

"%'H

表达水平明显上调%细胞的增殖能力及侵袭能力增加$

/1>N?."%'H

调节细胞生物活性的机制较为复杂%既往研究发

现
OJU

是
/1>N?."%'H

的潜在靶基因$

OJU

属于
O:2.%

家

族%是常见的肿瘤促凋亡蛋白之一%人体
OJU

记忆位于
"'

号

染色体
d

"=

%在多种组织"肾脏&胰腺及造血系统等#中广泛表

达*

"%

+

$在正常细胞中%

OJU

与动力蛋白复合物结合%处于静

止状态,

OJU

与动力蛋白复合物解离后参与线粒体途径的细

胞凋亡%

OJU

表达水平的下降或表达缺失导致细胞凋亡途径

受阻%细胞的增殖能力增加*

"&."=

+

$

既往研究发现%

/1>N?

主要通过两种机制调节靶向基因

的表达!"

"

#

/1>N?

与靶基因完全互补结合%切割靶基因的

/>N?

从而抑制其表达,"

%

#当
/1>N?

与靶基因不完全互补

时%

/1N?>

主要抑制靶基因的翻译过程%而不影响
/>N?

的

稳定性*

"'

+

$部分
/1>N?

可以通过上述两种机制抑制靶基因

的表达%而
/1>N?."%'H

对靶基因
OJU

的作用机制有待于进

一步研究$

综上所述%

/1>N?."%'H

能通过抑制
OJU

的表达促进肺

癌细胞
?'=+

的增殖及侵袭$
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