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目的
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表达下调对
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等基因表达及人肝癌细胞增殖的影响%方法
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用脂质

体将
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细胞%实验分为空白对照组&阴性对照
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组&
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和
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表达!流式细胞仪检测细

胞周期!
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检测细胞活力!
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&是调控细胞周期
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多种恶性肿瘤的发生*发展相关'
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在许多肿瘤中都存在着过度表达的现象'
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Z33

&因其恶性程度较

高#预后差#被称为-癌中之王.
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#其在我国发病率和

病死率均较高'
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#然而针对
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的治疗方法均不是
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肝癌细胞增殖和
=!V1

*

=!V0

*

62'

和
61$

基因表达

的影响)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

人肝癌细胞株
ZD

U

'E

由本研究组保存%

培养基
=7=

和胎牛血清$美国
C#IS"

&%
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SJ#,8$.

+#4>:

和
>3.+#4>:

$上海吉凯&#
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序列的抑制效果在本研究组以往实验中得到了证实%

9Q#O"J

及脂质体
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"TDSKMV#,D

9=

$美国
<,W#KQ"

R

D,

&%

1̂ 9M

[

634 =M+KDQ=#\

$北京天根生物&%细胞活力

检测试剂
=99

$上海索莱宝生物&%

9F>7A

凋亡原

位检测试剂盒$上海生工生物工程&%蛋白提取试剂盒

$上海碧云天生物&%逆转录试剂盒$大连宝生生物

9M5M4M

&%引物$上海吉玛&%

%

抗
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SJ#,8$
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$美国
BM,KM3QHO
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抗
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"

VA

的链霉素*

$%%F
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VA

的青霉素及

$%G

胎牛血清的
=7=

培养基的细胞培养瓶内#并置

于饱和空气湿度*温度
'-`

及
2G3?

1

孵箱里培养)

细胞以
$^$%

) 个"孔的密度平铺在六孔板内)孵育

10P

后细胞融合率大约为
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)使用脂质体
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获细胞)实验分为空白对照组*阴性对照
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$

>3.+#4>:

&组*
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复
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的表达
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反应体系!
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#上游引物
$

$

A

#下游

引物
$

$

A

#

S8>:2%%,
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#补充三蒸水至终体积
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)

634

反应条件!

$

个循环预变性#

(2`2V#,

%
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个循环
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反应#

(2`0%+

#

22`0%+

#

-1`)%+

%

延伸
-1`/V#,

)每个基因取同等量的
634

产物置

于琼脂糖凝胶孔中进行电泳#利用暗箱式紫外透射仪

$上海精科&观察电泳结果并拍照)最终数据以目的

条带"
#

.MSK#,

的灰度值表示#结果用
E:>8A7:8'&
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软件分析)基因引物序列及产物大小见表
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蛋白的表达
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提取总蛋白使用放射免疫

沉淀试验法#检测蛋白质浓度使用二喹啉甲酸法)提

取
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$

R

蛋白质进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶
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脱
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%
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1%%

比例稀释&于
0`

孵育过夜#继以
&

抗孵育
1P

#

最终用
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显色照相)结果以目的条带"
#

.MSK#,

的

灰度值表示#用软件
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N
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分析)

表
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各基因引物序列和产物大小
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2a.C:39C9C:9C3C39::9CC.'a 0$'I

U

下游!
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公司&分析得出细

胞各周期的百分率)

?&@&C
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检测细胞活力
!

细胞平铺于
()

孔板

内#其中空白调零孔只加不含细胞的培养基
=7=

)

对细胞进行处理后#每孔细胞加入
2V
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"

VA=99

液

1%

$

A
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#弃上清液后加入
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A

的二甲

基亚砜#剧烈混匀
$%V#,

#上酶标仪$上海
E#".4M!
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#

&值)

?&@&G

!
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检测细胞凋亡
!

用
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洗细胞
'

次
2̂V#,

)加入
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多聚甲醛溶液室温固定
'%V#,

#
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洗
'

次
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)加入
%&$G 9Q#K",@.$%%

溶液

室温破膜
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#
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洗
'

次
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$

A9F>7A

反应混
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)

6EB

洗
'

次
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'%V#,

)
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洗
'

次
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)在组

织处加适量
8:E

底物#显微镜下控制显色)

6EB

终

止显色)苏木素复染#中性树胶封片)观察#拍照)

每张切片于
1%%

倍镜下随机选择
0

个视野#计算阳性

细胞数为凋亡指数)

?&A

!

统计学处理
!

采用
B6BB$/&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Hk?

表示#多组间比较采用单因素

方差分析#两两比较采用
AB8

检验)以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

@

!

结
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果

@&?
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*
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*
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的表达
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与空白对照组和
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组相比#
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组
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和
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的表达上调$
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和
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的表达下调

$

!

$

%&%$

&%而空白对照组与
>3.+#4>:

组之间相比#

各基因表达差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
$

)
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3

N

SJ#,8$
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流式细胞仪检测细胞周期$

Hk?

%

-b)

&

组别
C

$

期
B

期
C

1

期

空白对照组
'-&-(k$&'0 0)&%1k1&-$ $)&$(k$&'(

>3.+#4>:

组
'/&))k%&2- 0)&-$k$&'2 $0&)'k$&(1

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组
')&)%k1&1%

"

0/&-2k$&)(

"

$0&20k$&)2

"

!!

"

!

!

%

%&%2

#与空白对照组和
>3.+#4>:

组比较

@&A

!

各组细胞周期
!

与空白对照组和
>3.+#4>:

组

相比#

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组细胞
C

$

*

B

及
C

1

期均无明

显差异$

!

%

%&%2

&%空白对照组与
>3.+#4>:

组之间比

较#各期差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见表
1

*图
'

)

!!

:

!空白对照组%

E

!

>3.+#4>:

组%

3

!

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组%

"

!

!

$

%&%2

#与空白对照组和
>3.+#4>:

组比较

图
$

!!

各组
3

N

SJ#,8$

'

=!V1

'

=!V0

'

62'

'

61$V4>:

的表达

!!

:

!空白对照组%

E

!

>3.+#4>:

组%

3

!

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组%

"

!

!

$

%&%$

#与空白对照组和
>3.+#4>:

组比较

图
1

!!

各组
3

N

SJ#,8$

'

=!V1

'

=!V0

'

62'

'

61$

蛋白的表达
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卷第
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!!

:

!空白对照组%

E

!

>3.+#4>:

组%

3

!

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组

图
'

!!

各组细胞周期情况

@&B

!

各组细胞增殖活力
!

与空白对照组和
>3.+#4.

>:

组相比#

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组细胞增殖活力明显

减弱$

!

$

%&%$

&%空白对照组与
>3.+#4>:

组细胞增

殖活力差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
0

)

!!

:

!空白对照组%

E

!

>3.+#4>:

组%

3

!

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组%

"

!

!

$

%&%$

#与空白对照组和
>3.+#4>:

组比较

图
0

!!

各组细胞增殖活力

@&C

!

各组细胞凋亡情况
!

与空白对照组和
>3.+#4.

>:

组相比#

3

N

SJ#,8$.+#4>:

组细胞凋亡明显增强

$

!

$

%&%$

&%而空白对照组与
>3.+#4>:

组的细胞凋

亡差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#见图
2

)

!!

:

!空白对照组$

^1%%

&%

E

!

>3.+#4>:

组$

^1%%

&%

3

!

3

N

SJ#,8$.

+#4>:

组$

1̂%%

&%

"

!

!

$

%&%$

#与空白对照组和
>3.+#4>:

组比较

图
2

!!

各组细胞凋亡情况

A

!

讨
!!

论

!!

细胞周期是确保细胞进行生命活动的基本过程#

其准确调控对于生命正常生存*繁殖*发育及遗传起

到了关键性作用)细胞周期的关键点是
C

$

期的启

动#而
3

N

SJ#,8$

是调控细胞周期
C

$

期的关键性蛋

白'

2

(

)

3

N

SJ#,8$

在肿瘤细胞中表现为表达过度#造

成了
C

$

期的缩短#过度的细胞增殖'

)

(

)

3

N

SJ#,8$

已

经被证实了与多种肿瘤的发生*发展有关'

-

(

)肝癌的

发生也与
C

"

B

期检测点的缺陷相关'

/

(

)

3

N

SJ#,8$

表

达下调可导致肝癌细胞株
ZHP-

细胞的凋亡#使其停

滞在
C

$

期'

(

(

)

Z33

是全世界最普遍的肿瘤之一#而我国由于

乙型肝炎的高发使肝癌患者占全世界的大部分'

$%

(

)

目前#针对
Z33

的治疗方法均不理想#疗效有限)而

基因治疗因其可从根本上治愈疾病#故而会是治疗

Z33

的新选择及新趋势)

本研究结果显示#

3

N

SJ#,8$

基因表达下调能抑

制
=!V1

和
=!V0

的表达#并能上调
62'

和
61$

的

表达%

3

N

SJ#,8$

基因表达下调能减弱肝癌细胞的增

殖#并能诱导其凋亡)

3

N

SJ#,8$

表达下调对肝癌的

细胞周期没有影响)其可能的原因是#

3

N

SJ#,8$

表

达下调只通过细胞凋亡途径起作用#而对细胞周期通

路并不产生影响)

=!V1

和
=!V0

参与了多条细胞调控通路#并影

响了肿瘤发生与发展的过程'

$$

(

)目前已有的研究表

明#很多肿瘤中均有
=!V1

和
=!V0

表达过度的现

象)

=!V1

和
=!V0

在肿瘤细胞中的过表达#导致了

野生型
62'

的抑癌活性受抑#诱导了肿瘤形成'

$1

(

)本

研究组既往的研究亦表明'

$'

(

#利用
4>:

干扰技术使

得
=!V1

表达沉默减弱了肝癌细胞增殖#并导致其凋

亡%下调
=!V1

的表达能上调抑癌基因
61$

的表达#

而
61$

是
62'

途径最重要的下游基因之一)本研究

发现#

3

N

SJ#, 8$

基因表达下调能抑制
=!V1

和

=!V0

的表达#并能上调抑癌基因
62'

和
61$

的表

达)这些均表明#

3

N

SJ#,8$

基因表达下调能抑制肝

癌的发生和生长)沉默
3

N

SJ#,8$

基因的表达能造成

肝癌细胞的活力下降#凋亡被诱导)这与预期实验结

果一致#即
3

N

SJ#,8$

基因表达下调能抑制肝癌细胞

的增殖并促进其凋亡)

综上所述#

3

N

SJ#, 8$

基因表达下调能抑制

=!V1

和
=!V0

的表达#并能上调抑癌基因
62'

和

61$

的表达%

3

N

SJ#,8$

基因表达下调能抑制肝癌细胞

的增殖并促进其凋亡)这为肝癌的基因治疗提供可

0/($
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年
2

月第
0-

卷第
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期
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