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'摘要(
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目的
!

探讨靶向抑制
6(M()

对人子宫内膜癌细胞株"

Ô&>!>9

#细胞侵袭及迁移能力的影响%

方法
!

将
6(M()

的特异性小分子干扰
,G9

"

6(M()>.(,G9

#和阴性对照序列"

6(M()>G&

#应用脂质体法转染
Ô&>

!>9

细胞!试验分为
6(M()>.(

组$

6(M()>G&

组和
6(M()>W

组%应用
b

,U>E&,

及
]-.1-0)J'21

法检测转染
6(M()>

.(,G9

后!

6(M()H,G9

及蛋白表达情况%

U0+).Z-''

小室试验观察干扰
6(M()

后!

Ô&>!>9

细胞侵袭及迁移

能力的变化%结果
!b

,U>E&,

和
]-.1-0)J'21

结果显示!

6(M()>.(

组
6(M()H,G9

及蛋白相对表达量明显减

少"
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$

@B@!

#%侵袭及迁移试验结果显示!抑制
6(M()

表达后!

6(M()>.(

组穿膜细胞数明显减少"
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#%结

论
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6(M()>.(,G9

能有效抑制
6(M()

在
Ô&>!>9

细胞中的表达!靶向干扰
6(M()

可明显减弱
Ô&>!>9

细胞的

侵袭及迁移能力%
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子宫内膜癌发病率逐年上升"早期患者经外科手

术治疗预后较好"但晚期患者的中位生存时间不超过

!

年*

!

+

"侵袭转移是影响晚期肿瘤患者生存率的重要

因素#

6(M()

基因是凋亡蛋白抑制因子&

89E.

'家族中

的一员"目前对
6(M()

的研究主要集中在其抗细胞凋

亡方面"而对子宫内膜癌细胞侵袭及迁移能力的影响

目前鲜有报道#本研究应用
,G9

干扰技术特异性下

调
6(M()

基因表达水平"观察
6(M()

对人子宫内膜癌

细胞株&

Ô&>!>9

'细胞侵袭及迁移能力的调控作用#
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!

材料与方法

!B!

!

材料

!B!B!

!

细胞株
!

Ô&>!>9

细胞株购自广州吉妮欧

公司#

!B!B"

!

小分子干扰
,G9

!

特异性小分子干扰
,G9

&

6(M()>.(,G9

'和阴性对照序列&

6(M()>G&

'由苏州吉

玛公司设计合成#
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购自美国
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公司-
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购自日本
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!

&

>+*1()
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方法

!B"B!

!

细胞转染
!

在转染前
$D?

将细胞以
!f

!@

:

)

H6

密度接种在
<

孔板中"使转染期间细胞丰度为

=@T

!

:@T

#根据
6(

/

2S-*1+H()-$@@@

说明进行转染

试剂的制备#试验分为
6(M()>.(

组&转染
6(M()>.(,>

G9

干扰序列'!

6(M()>G&

组&转染
6(M()>G&

阴性对

照序列'和
6(M()>W

组&正常培养的
Ô&>!>9

细胞'#

转染
<?

后弃去原培养基"更换为含
!@T

胎牛血清

&

LW7

'培养基继续培养#

!B"B"

!b

,U>E&,

检测
6(M()H,G9

表达
!

转染后

D;?

"用预冷却的磷酸盐缓冲液&

EW7

'洗涤
<

孔板中

的细胞
$

次"

U0(N2'

法提取细胞总
,G9

#由大连宝生

物公司设计合成目的基因
6(M()

及内参基因
P9EF̂

的引物序列&表
!

'#根据
U+I+0+,G9E&,UVQ8U
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说明书逆转录合成
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第
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条

链"应用
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试剂盒

进行
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反应#反应条件(
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共
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循

环"

":h=@.
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<@h=@.

!

#$h=@.

共
D@

循环"然后

":h!H()

!

<@h=@.

!

":h=@.

进行熔解曲线分

析#应用
$

%
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*1方法计算目的基因相对表达量#

表
!
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6(M()

和
P9EF̂

引物序列

基因 序列 长度&

J

/

'

6(M()

上游(

:i>9&PP9P&9UP&&99PUPPU>=i #;

下游(

:i>&UP&9&9&UPUPP9&999PU&U&U>=i

P9EF̂

上游(

:i>P&9&&PU&99PP&UP9P99&>=i !=;

下游(

:i>UPPUP99P9&P&&9PUPP9>=i
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]-.1-0)J'21

检测
6(M()

蛋白表达
!

转染后

D;?

收集各组细胞"将蛋白裂解液加入细胞沉淀中并

在冰浴中孵育
=@H()

#

W&9

蛋白定量试剂盒测定蛋

白含量后"取
:@

)

K

进行凝胶电泳"分离蛋白并电转到

聚偏二氟乙烯&

E[FL

'膜上"

:T

脱脂奶粉封闭
$?

"一

抗&

!\!@@@

'

Dh

孵育过夜"二抗&

!\=@@@

'孵育
!?

#

电化学发光&

O&6

'超敏化学发光液显影"

U+)2)<!@@

化学发光图像分析系统进行成像分析"目的蛋白

6(M()

与内参蛋白
&

>+*1()

的光密度比值计算
6(M()

的

相对表达量#

!B"B$

!

U0+).Z-''

小室侵袭及迁移试验
!

使用
&2>

0()

K

的小室模型"

V+10(

K

-'

基质胶
!\:

稀释后每个小

室
!@@

)

6

均匀包被小室基底膜#收集转染
D;?

后各

组细胞"加入
FVOV

培养基制备单细胞悬液"调整细

胞密度至
Df!@

:

)

H6

"上室加入
!@@

)

6

细胞悬液"下

室加入
<@@

)

6

含
$@TLW7

培养基#培养
=<?

甲醇

固定"结晶紫染色"树胶封片#显微镜下观察
<

个视

野细胞数量计数取平均值"每组
=

个小室#迁移试验

不用包被
V+10(

K

-'

基质胶"培养箱孵育时间为
$<?

"

其余同细胞侵袭试验#
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!

统计学处理
!

采用
7E77!"B@

软件进行统计分

析"计量资料用
Kd5

表示"多组间比较采用单因素方

差分析"组间两两比较采用
7GQ

法"检验水准
!

g

@B@:

"以
C

$

@B@:

为差异有统计学意义#

"

!

结
!!

果
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检测转染后
6(M()H,G9

表达情况

!

6(M()>.(

组与
6(M()>G&

组!

6(M()>W

组比较"

6(M()

H,G9

相对表达量明显减少"差异有统计学意义

&
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组与
6(M()>W

组比

较差异无统计学意义&
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图
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组细胞
6(M()H,G9

比较

"B"

!

]-.1-0)J'21

检测转染后
6(M()

蛋白表达情况

!

6(M()>.(

组比较
6(M()>G&

组!

6(M()>W

组"

6(M()

蛋白

相对表达量明显较少"差异有统计学意义 &
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组细胞
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图
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转染后
=

组细胞
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蛋白表达比较

$@"$

重庆医学
$@!;

年
;

月第
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干扰
6(M()

表达后细胞侵袭及迁移能力变化
!

U0+).Z-''

小室侵袭试验中"

6(M()>.(

组与
6(M()>G&

组!

6(M()>W

组比较"穿膜细胞数明显减少"差异有统

计学意义&

LgD!B@$<

"

Cg@B@@!

'#迁移试验中"与

6(M()>G&

组和
6(M()>W

组相比"

6(M()>.(

组穿膜细胞

数同样明显减少"差异有统计学意义&

LgD$B@:;
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'"见图
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组

图
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干扰
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表达后细胞侵袭能力

变化!结晶紫染色)

f$@@
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(
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组

图
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干扰
6(M()

表达后细胞迁移能力变化

!结晶紫染色)

f$@@

"

图
<

!!

干扰
6(M()

表达后
=

组穿膜细胞数比较

#

!

讨
!!

论
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子宫内膜癌发病率逐年上升且呈低龄化趋势发

展"尤其是
#

型内膜癌因其更具有早期侵袭转移的倾

向"临床预后更差"控制其浸润和转移则成为临床治

疗中亟待解决的问题*

$>=

+

#目前对于恶性肿瘤的治疗

方法"除了手术和放化疗外"基因靶向治疗为恶性肿

瘤的治疗提供了新的方向*

D

+

#基因靶向治疗的策略

是通过制备正常基因代替存在遗传缺陷的基因"或关

闭!抑制异常基因的表达#

6(M()

是
89E.

家族的成员"编码
6(M()

的杆状病

毒
89E

重复序列
#

&

W8,&#

'基因位于人类染色体

$@

b

!=B=

上"长度为
D<IJ

"包含
#

个外显子和
<

个内

含子#研究表明
6(M()

在淋巴瘤!白血病!黑色素瘤!

乳腺癌!胃肠肿瘤!肝癌!肺癌!宫颈癌等一些肿瘤组

织中特异性高表达*

:>!!

+

#孙炯等*

!$>!D

+研究发现
6(M()

在子宫内膜癌中存在异常高表达"并且与子宫内膜癌

的分期!病理分级!淋巴结转移显著相关#大量的研

究报道主要是针对
6(M()

基因促进肿瘤细胞增殖!抑

制其凋亡的作用#然而"最近的研究表明
6(M()

不仅

参与了肿瘤细胞的抗凋亡机制"同时还在肿瘤细胞的

侵袭及转移过程中发挥作用*

!:>!<

+

#

68̀

等*

!#

+研究表

明"

6(M()

可以促进肝癌
-̂

/

P$

细胞的侵袭及转移能

力#

_̂ 9R

等*

!;

+研究发现"

6(M()

在胃癌
WP&;=$

细

胞的侵袭转移中发挥了重要作用"干扰
6(M()

表达可

明显抑制
WP&;=$

细胞的侵袭转移能力#

本课题选择生物学行为更具侵袭性的
Ô&>!>9

细胞&中低分化腺癌'作为研究对象"构建
6(M()

的小

分子干扰
,G9

"转染细胞后"

b

,U>E&,

和
]-.1-0)

J'21

分析评估
6(M()H,G9

和蛋白质的表达水平#

研究结果表明"用
6(M()>.(,G9

转染的
Ô&>!>9

细

胞
6(M()

表达水平下调"表明所选靶序列的有效性#

抑制
6(M()

表达后"

Ô&>!>9

细胞的侵袭和迁移能力

明显减弱#

&̂ OG

等*

!"

+研究显示"在前列腺癌
E&>=

!

F̀ >!D:

细胞系中"

6(M()

是通过
GL>

*

W

信号通路调节

大分子糖蛋白
LG

"进而调节前列腺癌细胞的侵袭能

力#但
6(M()

调节
Ô&>!>9

细胞侵袭及迁移能力的

具体分子机制目前尚不明确"是否也通过上述信号通

路调节尚需进一步研究证实#

综上所述"

6(M()

在子宫内膜癌的侵袭及转移中

发挥了一定的作用"干扰
6(M()

表达可以为子宫内膜

癌的靶向治疗提供一定的理论依据#
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