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在乳腺癌中的作用及可能的机制%方法
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的模拟物分为
'

个组(未转染组&
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对照组和
4#9.

$0/3.'

L

转染组%通过实时荧光定量
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$检测转染后
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$比较
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组的增殖情况!应用
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检测各组神经母细胞瘤病

毒性
M3+

致癌因子的同原体"
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$的基因水平!应用
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乳腺癌$
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&每年约有
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多万新发病例和
0?

万

死亡病例'

$
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#是导致女性死亡的主要原因)根据癌细

胞是否表达雌激素受体$

W9

"

&*孕激素受体$
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&和人

表皮生长因子受体
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&#可将乳腺癌分为
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和三阴性乳腺癌$

7BD5
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种类

型'
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)虽然乳腺癌的发病尚无明确观点#但国内外大

量研究标明微小
9B<

$

4#GM"9B<

&参与调控多种恶

性肿瘤的发生*发展#

4#GM"9B<

在核糖核酸$

9B<

&

沉默和调控基因表达的转录后翻译等过程中发挥重

要作用'
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年研究发现#
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可抑制

膀胱癌等多种恶性癌细胞的增殖'
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#
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在

乳腺癌是否也存在类似作用)本研究旨在探讨
4#9.

$0/3.'

L

对乳腺癌细胞增殖的影响及在乳腺癌中发挥

作用的可能的机制#现报道如下)
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材料与方法
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乳腺癌
:5=.-

细胞株和
:5=.$%<

细胞

株#雌激素受体阳性#购自中科院上海细胞生物学研

究所细胞库)

@&A

!

主要仪器与试剂
!

凝胶电泳仪*垂直电泳槽及

凝胶成像系统$

D#".M3!

#美国&#实时荧光定量
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仪

<DC-'%%

$
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O#J!D#"+

P

+KJ4+

#美国&#青霉素
.

链霉素

混合溶液$
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@

43

#美国&#

4#9.$0/3.'

L

模拟物和对照

载体$上海吉码生物科技有限公司&#

L

F8'

荧光素酶

检测系统$

2M"4J

@

3

#美国&#

ZW25

水$碧云天生物生

物科技公司&#荧光定量试剂盒
[,J;KJ

L

;YD9

,

2M#.

4J;GM#

L

K

7:

97.259T#K

$大连宝生物有限公司&#
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引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成)兔抗甘

油醛
.'.

磷酸脱氢酶$

F<2ZE

&*兔抗神经母细胞瘤病

毒性
M3+

致癌因子的同原体$

B9<;

&及辣根过氧化物

酶$

E92

&标记羊抗鼠二抗$

<RG34

#美国&#四甲基偶

氮唑盐$

:77

&*

<,,JU#,d.=C75

"碘化丙啶$

<,,JU.

#,d.=C75

"

2C

&凋亡试剂盒*

;Z;

"

2<FW

电泳凝胶混

合液及
W58

显色试剂$碧云天生物生物科技公司&)

微量紫外可见光分光光度计*恒温培养箱*超净工作

台*改良
W3

@

OJ

培养基$

Z:W:

&*胎牛血清$

=D;

&*

[

L

K#.:W:

培养基*
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"NJGK34#,J

,
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*质粒提取试

剂盒*

7M#f"O

试剂和蛋白
:36JM

$

7>JM4"

#美国&)
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方法

@&B&@

!

细胞培养及转染
!

人乳腺癌细胞株
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$
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&细胞株用
$%̀ =D;

和
(%̀ Z:W:

培养液培养#加

入
$̀

青霉素
.

链霉素#置于
'- \

#

?̀ 5[

1

的培养

箱#培养过夜)将
:5=.-

细胞接种于
)

孔板内#

$]

$%

? 个"孔#待细胞汇合 率 达 到 约
/%̀

#用
8#

L

".

NJGK34#,J

,

'%%%

转染试剂将
4#9.$0/3.'

L

的模拟物

和
4#9.$0/3.'

L

进行转染#待转染
0/>

#备用)

:5=.

-

细胞未经转染处理为未转染组#根据
:5=.-

细胞是

否转染及是否存在
4#9.$0/3.'

L

分为
'

个组!未转染

组*

4#9.$0/3.'

L

对照组和
4#9.$0/3.'

L

转染组)

@&B&A

!

四唑盐比色法$

:77

&细胞增殖实验
!

将
'

个

组细胞接种于
)

孔板内#每孔加入
1%

!

8?4

@

"

48

:77

#放回细胞培养箱内继续培养)

0>

后#根据
0?%

,4

酶标仪比色测定的每孔的吸光度值$

J

&来分析细

胞增殖情况)

@&B&B

!

提取总
9B<

!

将
'

组细胞收集细胞至
W2

管

并加入
$487M#f"O

试剂和
%&148

氯仿#用力震荡后

室温静置
'4#,

#在
0\

低温离心机
$1%%%M

"

4#,

离

心
$?4#,

)吸取上层水相#转至新的
W2

管#加
%&?

48

异丙醇#室温静置
1%4#,

#在
0\

低温离心机
$1

%%%M

"

4#,

离心
$?4#,

)弃上清液#得到白色沉淀#即

核糖核酸$

9B<

&)用
-?̀

乙醇洗涤
9B<1

次#室温

晾干#用焦碳酸二乙酯$

ZW25

&水溶解)紫外分光光

度计测定
9B<

溶液的纯度#即
J

1)%,4

"

J

1/%,4

的比值#

为
$&/

&

1&$

)

@&B&C

!

实时荧光定量
259

$

97.

X

259

&实验
!

反转

录用
73T3932M#4J;GM#

L

K

试剂盒的
;YD9FMJJ,<+.

+3

P

)反应体系!

?

倍的
2M#4J;GM#

L

K

缓冲液
1

!

8

#反

转录酶
%&?

!

8

#寡核苷酸
%&?

!

8

#

)

核苷酸的随机引

物
%&?

!

8

#把总
9B<

定量至
?%%,

@

#不含
9B3+J

的

双蒸水定容终体系为
$%

!

8

)反转录流程!将上述反

转录体系在
'-\

水浴
$?4#,

#

/?\

水浴持续
?+

)

用
GZB<

为模板采用
-'%%9J3O.K#4J259

系统$

<

L

.

L

O#J!D#"+

P

+KJ4+

#美国&进行
97.

X

259

检测)反应体

系!

1

!

8GZB<

模板#上游引物和下游引物各
%&?

!

8

#

?

!

81]

混合缓冲液和
1

!

8!!

水)反应条件!

(?

\$%4#,

#持续
0%

个循环!

)%\$4#,

#

(?\$?+

#溶

解曲线
)%

&

(%\

)以公式
1

V

--

5K进行计算#

-

5Kg5K

基因
V5K

内参#

)̂

为内参)分析
'

组细胞
4#9.

$0/3.'

L

49B<

表达)

@&B&D

!

_J+KJM,RO"K

检测
!

:5=.-

细胞转染
0/>

后#收集细胞)用预冷的磷酸缓冲盐溶液$

2D;

&漂洗

细胞
'

次#

0 \

超低温离心机
$%%%M

"

4#,

离心
?

4#,

#弃上清液)按沉淀质量"体积
$h?

加入里帕

$

9C2<

&蛋白裂解液#超声匀浆#

$1%%%M

"

4#,

离心
$%

4#,

#取上清液)利用二喹啉甲酸$

D5<

&试剂盒测定

蛋白质浓度#将每组样本分别置于
$&?48W2

管中)

蛋白样品中加入等体积的
1

倍十二烷基硫酸钠$

;Z;

&

上样缓冲液#沸水
? 4#,

使蛋白变性)进行
;Z;.

2<FW

电泳#将分离后的蛋白采用湿转法将凝胶分离

后的蛋白转移到硝酸纤维素$

2dZ=

&膜上)室温下#

用
?̀

的脱脂奶粉封闭
$>

#洗涤分别加入
B9<;

及

F<2ZE

的一抗$

$h$%%

&

0\

摇床孵育过夜)次日用

辣根过氧化物酶$

E92

&标记的二抗#室温摇床孵育
$

>

#

7D;7

洗涤
'

次后#用化学发光法$

W58

&显色液显

色#

F<2ZE

为内参#凝胶成像设备观察
'

组细胞

4#9.$0/3.'

L

蛋白表达)

@&B&E

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

将
'

个组细胞用

2D;

洗
1

次#向各组细胞加入
?%%

!

8

结合缓冲液重

悬细胞#加
?

!

8<,,JU#,d.=C75

混匀#加入
?

!

8

碘

化丙啶$

2C

&室温避光孵育
$? 4#,

#上流式细胞仪

检测)

@&B&Q

!

4#9.$0/3.'

L

的靶基因预测
!

采用生物信息

学软 件
73M

@

JK+G3,

预 测
4#9.$0/3.'

L

可 以 结 合

B9<;

的
'a

端非翻译区$

7̂9

&)

@&B&R

!

双荧光素酶报告基因
!

构建野生型和突变型

B9<;.'â 79

的报告基因质粒#并将所得质粒及

L

98.7T

质粒#

4#9.$0/3.'

L

模拟物及
4#9.$0/3.'

L

转染到
:5=.$%<

细胞中#

0/>

之后按照双荧光素酶

检测说明书检测细胞的相对荧光强度$荧光虫荧光强

度"猴肾荧光强度&)

@&C

!

统计学处理
!

采用
;2;;$(&%

软件进行数据分

析#计量数据用
AbF

表示#多组间比较采用方差分

析#组间比较采用
;BT.Q

检验#以
!

$

%&%?

为差异有
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统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

不同组别的
4#9.$0/3.'

L

表达
!

与未转染组和

4#9.$0/3.'

L

对照组相比#

4#9.$0/3.'

L

转染组的

4#9.$0/3.'

L

49B<

显著升高 $

!

$

%&%?

&#见图
$
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#与未转染组和
4#9.$0/3.'

L

对照组比较

图
$

!!

不同组别的
4#9.$0/3.'

L

表达

A&A

!

不同组别的细胞增殖的情况
!

与未转染组和

4#9.$0/3.'

L

对照组相比#

4#9.$0/3.'

L

转染组的

:5=.-

细胞的增殖能力最低 $
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&#见图
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#与未转染组和
4#9.$0/3.'

L

对照组比较

图
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!!

不同组别的细胞增殖率
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D

!

B9<;

表达%

"

!
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#与未转染组和
4#9.

$0/3.'

L

对照组比较

图
'
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不同组别的
B9<;

蛋白表达

A&B

!

4#9.$0/3.'

L

与
B9<;.'a 7̂9

的 关 系
!

B9<;.'â 79

序列与
4#9.$0/3.'

L

序列间存在特定

结合区域#

B9<;

可能是
4#9.$0/3.'

L

的靶点)

A&C

!

不同组别的
B9<;

表达
!

与未转染组和
4#9.

$0/3.'

L

对照组相比#

4#9.$0/3.'

L

转染组的
B9<;

的
49B<

和蛋白水平均明显降低$

!
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&#见图
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#与未转染组和
4#9.$0/3.'

L

对照组比较

图
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不同组别的
B9<;49B<

表达

A&D
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不同组别的凋亡情况
!

与未转染组和
4#9.

$0/3.'

L

对照组相比#

4#9.$0/3.'

L

转染组的凋亡明显

$
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&#见图
?
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图
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不同组别的凋亡情况

A&E
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与
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显著抑制野生型
B9<;.'â 79

质粒转染的

细胞的荧光素酶活性$

!

$

%&%?

&#对突变型
B9<;.'a

7̂9

质粒转染细胞的荧光素酶活性并无明显的影响
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与
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的关系

B
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讨
!!

论

!!

4#GM"9B<

是一类广泛存在于植物#动物甚至病

毒体内的包含约
11

个核苷酸的小的非编码
9B<

#在

9B<

沉默和调控基因表达的转录后翻译等过程中发

挥作用'

'.0

(

)

4#9B<

在细胞的生长和分化及信息传

递等过程中均扮演重要的角色)近年来研究表明

4#9B<

在肿瘤的发生和发展过程中发挥促癌或抑癌

的作用#影响进而肿瘤的增殖*凋亡*侵袭和转移等行

为学'

)

(

)

4#9.$0/3.'

L

位于
-

L

$?&1

染色体区域#是已

知的肿瘤抑制因子'

-

(

)近年研究显示
4#9.$0/3.'

L

在多种恶性肿瘤发挥重要作用!$

$

&

4#9.$0/3.'

L

可

以通过抑制
D:2

信号通路抑制胃癌细胞系的侵袭和

转移'
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L

通过调节
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P

G

和
W9DD'

"

<T71

"

;,3#O

等信号通路抑制膀胱癌

细胞增殖'

?

(

%$

'

&

4#9.$0/.'

L

在喉鳞状细胞癌中严重

减少#通过
ZB:7$

调节
9̂ BH'

的表达抑制细胞增

殖'

(

(

)与之前的研究类似#本研究结果显示#在乳腺

癌
:5=.-

细胞中瞬时过表达
4#9.$0/3.'

L

可以显著

抑制细胞的增殖#并促进细胞凋亡#但乳腺癌
:5=.-

细胞中
4#9.$0/3.'

L

的作用通过何种下游分子实现

还未见相关报道)本研究发现在
:5=.-

细胞中瞬时

过表达
4#9.$0/3.'

L

后#与未转染组和
4#9.$0/3.'

L

对照组相比#

4#9.$0/3.'

L

转染组
B9<;

的
49B<

及蛋白水平明显下降#双荧光素酶报告基因实验证

实#

4#9.$0/3.'

L

直接靶向
B9<;.'â 79

)

B9<;

是

B9<;

基因编码的一种酶#由
9"R#,_J#++

等首次在

神经母细胞瘤中发现'

$%.$$

(

)人类的
M3+

基因共分为

E9<;

#

T9<;

和
B9<;

等
'

种基因#他们拥有结合

F72

"

FZ2

及
F723+J

的能力#正常生理状态下控制

细胞的正常生长)

$1

*

$'

或
)$

位氨基酸残基的突变

可以激活
B.M3+

的潜能#并促进肿瘤的恶化#例如黑

色素瘤'

$1

(

%另外#在伊朗人群中#结直肠癌患者体内发

现有
B9<;

基因的突变'

$'

(

%

B9<;+#9B<

可以显著

抑制肺癌细胞的活性'

$0

(

)现研究明确的
B9<;

信号

通路的下游有
1

种#即
:<2T

信号通路和
2C'T

"

<T7

"

47[9

信号通路'

$?.$)

(

)本研究的结果与之前

关于
B9<;

在肿瘤中作用的报道一致)本课题也存

在以下两方面的问题!$

$

&研究指出与耐药胃癌细胞

系相比#非耐药胃癌细胞系的
4#9.$0/3.'

L

表达相对

较高#本课题未进行耐药
:5=.-

细胞的研究#探讨

4#9.$0/3.'

L

的作用仍较单薄'

$$

(

%$

1

&

4#9.$0/3.'

L

靶

向
B9<;.'â 79

抑制乳腺癌
:5=.-

细胞的增殖过

程所涉及的具体的分子#未做研究#具体将在未来工

作中开展并探讨)综上所述#本课题结果显示乳腺癌

:5=.-

细 胞 中#

4#9.$0/3.'

L

通 过 靶 向
B9<;.'a

7̂9

调控细胞的增殖与凋亡#提示
4#9.$0/3.'

L

可

以作为治疗乳腺癌新的靶点#

4#9.$0/3.'

L

高表达可

能与乳腺癌良好预后相关)
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