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#摘要$

"

目的
"

研究埃兹蛋白"

G]=15

#促进人肺癌发生转移的分子机制$方法
"

通过
7O6E*7

&

;̂4<;=5

K@0<

检测肺癌细胞系中
G]=15

的表达%划痕试验检测
G]=15

对肺癌细胞系迁移能力的影响%

;̂4<;=5K@0<

检测

G]=15

调控
Q"

细胞黏附分子"

Q"*8J

#的机制$结果
"

;̂4<;=5K@0<

结果显示!与低转移肺癌细胞系
P$#%

&

GM*6"

比较!高转移细胞系
&-L

及
E*&

具有更高的
G]=15

蛋白表达"

!

$

%2%-

#%用基因方法沉默
&-L

细胞

G]=15

表达后"

41G]=156&-L

#!细胞划痕试验结果发现与
&-L

细胞比较!

41G]=156&-L

细胞的迁移能力明显减弱

"

!

$

%2%-

#$与
&-L

及
P$#%

细胞比较!基因沉默
&-L

及
P$#%

细胞
G]=15

表达后!其
Q"*8J

的表达明显下调

"

!

$

%2%-

#$结论
"

G]=15

可能通过调节
Q"*8J

的表达促进肺癌转移$

#关键词$

"

肺肿瘤%埃兹蛋白%
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细胞黏附分子%转移
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在我国%肺癌的发病率及病死率居于各类恶性肿

瘤的首位)

"6,

*

$本课题组前期研究结果发现%埃兹蛋

白"

G]=15

#在非小细胞肺癌组织中明显高表达%且与肿

瘤的恶性程度及不良预后呈正相关)

!6-

*

$

Q"

细胞黏附

分子"

Q"6C;@@?/S;4105>0@;CH@;

%

Q"*8J

#可以使细

胞间黏附性丧失%现已证实其与肿瘤发生转移密切相

关)

#6(

*

$最新的研究证实
G]=15

可与
Q"*8J

紧密结

合行使重要功能)

&

*

%但其具体机制不详$本研究旨在

探讨
G]=15

通过调控
Q"*8J

的表达促进肺癌发生转

移的机制%为临床诊治肺癌提供新的理论基础%现报

道如下$

!

"

材料与方法

!2!

"

材料
"

肺癌细胞系人肺大细胞癌细胞
P$#%

'人

肺鳞癌细胞
GM*6"

'人肺腺癌细胞
8-$&

'人肺腺癌细

胞
E*&

'人肺腺癌细胞
P",&&

'人肺巨细胞癌细胞

&-L

等"美国
8O**

公司#&

7EJ+"#$%

培养基'胎牛

血清"美国
Y1KC0

公司#&胰蛋白酶"美国
)?5<?*=H]

公司#&鼠抗人
G]=15

及
Q"*8J

抗体"美国
8KC?>

公

司#&电化学发光"

G*Q

#试剂盒"美国
E1;=C;

公司#$

!2"

"

方法

&(-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期

!

基金项目!国家自然科学基金资助项目"

("##%!&$

#$

"

作者简介!冯辉"

"&(&'

#%住院医师%硕士%主要从事肺癌及肺部感染性疾病方面

研究$
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"

细胞培养
"

试验选取肺癌细胞系
P$#%

'

GM*6"

'

8-$&

'

E*&

'

P",&&

'

&-L

等细胞置于含
"%9

胎牛血清的

7EJ+"#$%

培养基中%

!c

'

-9*X

,

常规培养'传代$

!2"2"

"

7O6E*7

检测肺癌细胞系
P$#%

'

GM*6"

'

8-$&

'

E*&

'

P",&&

'

&-L

细胞
G]=15

的表达
"

用磷酸

盐缓冲液"

EM)

#清洗细胞%以
O=10]0@

充分裂解细胞

后%加入氯仿震荡%加入异丙醇静置%反应温度为
&-

c

变性%

-(c

退火%

.,c

延伸$行凝胶电泳%最终置

于凝胶成像仪分析结果%分析各细胞系
G]=15

的表达

水平$

G]=15

引物序列!上游
-a6OYY8YOOY8OY*6

**OOYY8*6!a

&下游
-a68YO*8YYOY**OO*OO6

YO*6!a

$

!2"2#

"

;̂4<;>K@0<

检测
"

通过
;̂4<;=5K@0<

检测

肺癌细胞系
P$#%

'

GM*6"

'

8-$&

'

E*&

'

P",&&

'

&-L

细

胞
G]=15

蛋白的表达%将上述细胞系以冷
EM)

洗
,

次

后提取总蛋白%二喹啉甲酸法"

M*8

#测定蛋白浓度%

(9

十二烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺"

)L)6E8YG

#凝胶电

泳垂直电泳进行蛋白分离%转至聚偏二氟乙烯

"

EWLF

#膜上%室温下摇床封闭)

O=14

缓冲生理盐水吐

温"

OM)O

#

d-9

脱脂奶粉*

,S

%加入一抗%

$c

过夜$

洗膜后加入辣根过氧化物酶二抗%孵育
,S

$

G*Q

曝

光%观察并拍照$试验重复
!

次$

!2"2$

"

应用
417N8

沉默高转移肺癌
&-L

细胞系

G]=15

的表达
"

应用
G]=15

小干扰
7N8

"

4>?@@15<;=6

B;=15

I

7N8

%

417N8

%由广州锐博公司构建#沉默肺癌

高转移细胞系
&-L

的
G]=15

的表达$

G]=15417N86"

正 义 链!

-a688YY88U**UU8Y*Y8UY8Y8/O6

/O6!a

%反 义 链!

!a6/O/OUU**UU8YY88U*Y*6

U8*U*U6-a

$

G]=15417N86,

正义链!

-a6YY88U*6

*UU8Y*Y8UY8Y8/O/O6!a

%反义链!

!a6/O/O**6

UU8YY88U*Y*U8*U*U6-a

$选取
G]=15

沉默效

率更高的
G]=15417N86"

进行后续试验$通过
;̂4<6

;=5K@0<

检测沉默有效性$

!2"2B

"

划痕试验
"

应用划痕实验对比肺癌高转移细

胞系
&-L

细胞和
G]=15

沉默后
&-L

细胞"

41G]=156

&-L

#的迁移能力
"

将
-b"%

- 个细胞"

&-L

细胞和

41G]=156&-L

细胞#接种于
"%C>

培养皿中%待细胞融

合度达到
(%9

%用移液枪枪头在单层细胞上划一条直

线%用
EM)

清洗
!

次$培养
$(S

后观察周边细胞生

长程度并拍照%进行比较分析$

!2"2O

"

Q"*8J

蛋白表达检测
"

检测
G]=15

基因沉

默前后高转移肺癌细胞
&-L

和低转移肺癌细胞
P$#%

的
Q"*8J

蛋白表达$同样应用小干扰
7N8

沉默

&-L

和
P$#%

细胞的
G]=15

的表达%进一步通过

;̂4<;=5K@0<

检测
&-L

'

41G]=156&-L

'

P$#%

'

41G]=156

P$#%

细胞的
Q"*8J

蛋白表达情况$

!2#

"

统计学处理
"

采用
)E))".2%

统计软件进行统

计%计量资料用
HgA

表示%组间比较采用
:

检验&计数

资料用率表示%组间采用
"

, 检验%检验水准
!

e%2%-

%

以
!

$

%2%-

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"2!

"

G]=15

促进肺癌细胞迁移
"

7O6E*7

及
;̂4<;=5

K@0<

结果显示在高转移肺癌细胞系
&-L

及
E*&

中

G]=15

表达均明显高于低转移肺癌细胞系
P$#%

及

GM*6"

"图
"

#$应用
417N8

沉默
&-L

细胞
G]=15

基因

表达%通过
;̂4<;=5K@0<

验证
G]=15

基因沉默有效性

"图
,8

#后%进一步通过细胞划痕试验发现%与
&-L

细

胞相比%

41G]=156&-L

细胞的迁移能力明显减弱"

!

$

%2%-

#%见图
,M

'

*

$

""

8

!

7O6E*7

检测各组细胞系中
G]=15

的表达&

M

!

;̂4<;=5K@0<

检

测各组细胞系中
G]=15

的表达$

图
"

""

细胞系中
G]=15

的表达

""

8

!

;̂4<;=5K@0<

检测
&-L

细胞及
41G]=156&-L

细胞中
G]=15

的表

达&

M

!划痕试验
&-L

细胞及
41G]=156&-L

细胞经处理
$(S

后细胞迁移

情况&

*

!划痕试验结果定量分析

图
,

""

G]=15

沉默对
&-L

细胞迁移能力的影响

""

82̂ ;4<;=5K@0<

检测
G]=15

基因沉默前后
&-L

细胞和
P$#%

细胞

Q"*8J

的表达&

M2Q"*8J

蛋白的定量分析

图
!

""

417N8

沉默
&-L

细胞和
P$#%

细胞
G]=15

后细胞中
Q"*8J

蛋白比较

%&-"

重庆医学
,%"(

年
$

月第
$.

卷第
",

期



"2"

"

G]=15

通过
Q"*8J

信号通路调控肺癌细胞的

迁移能力
"

前面试验已经证实%沉默
&-L

细胞
G]=15

表达后%其细胞迁移能力明显下降$进一步研究发现

417N8

沉默
&-L

及
P$#%

细胞
G]=15

表达后%与
&-L

及
P$#%

细胞比较%

41G]=156&-L

及
41G]=156P$#%

细胞

中
Q"*8J

的表达明显下调%差异有统计学意义"

!

$

%2%-

#%见图
!

$

#

"

讨
""

论

""

研究发现%

G]=15

在肺癌组织中的表达明显高于

癌旁正常组织%在有淋巴及远隔转移的非小细胞肺癌

中阳性表达率显著高于无淋巴转移者%且与肺癌远处

转移呈正相关)

"%

*

$

G]=15

可以通过
GYF7

信号通路

调控非小细胞肺癌的演进)

""

*

$

Q"*8J

在肿瘤的转

移过程中起重要作用)

",6"!

*

$通过生物信息学网站检

索发现
G]=15

与
Q"*8J

具有密切的相关性%提示

G]=15

基因可能通过调控
Q"*8J

的表达而促进肺癌

发生远处转移%但其具体调控机制目前鲜见报道%还

有待于深入研究$

ZULUJ8Q8

等)

&

*的研究证实

G]=15

可以特异地与
Q"*8J

结合%在黑腹果蝇的神

经传导过程中起重要作用$

8+Z8^8

)

"$

*研究表明%

Q"*8J

在靠近细胞膜表面的部位存在
G]=15

泛素化

结合域%并对其基因表达'转录调节'信号传递等一系

列生命活动起到重要影响$

Z+GFGQ

等)

"-

*在肺癌细

胞系的研究中发现%

G]=15

结合到
Q"*8J

蛋白后可

以介导并活化核因子
\?

AA

?M

"

NF6

*

M

#信号通路%从

而促进表皮间质化"

JGO

#的发生$

本研究结果显示%

G]=15

在高转移能力肺癌细胞

系中的表达显著高于低转移能力的肺癌细胞系$通

过
417N8

沉默抑制肺癌细胞
G]=15

的表达后肺癌细

胞迁移能力明显下调%且
G]=15

表达水平下调后

Q"*8J

的表达显著受到抑制$这提示%

G]=15

的表达

与肺癌细胞的迁移能力具有密切相关性%其机制可能

是通过调控
Q"*8J

信号通路而实现的$

G]=15

及

Q"*8J

分子有可能成为控制肺癌发生远处转移的重

要靶点%该研究结果为临床诊治肺癌%尤其是预防肺

癌发生转移提供了重要的研究线索$
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