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!

实验分为空白对照组'脂质体对照组'

XW

对照组'

+#EXC.@̂ I+

实验组&采用噻唑

蓝"

<;;

%法检测耐药细胞
9:G-0%1

#

6.ZL

的耐药性$采用阳离子脂质体法将
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荧光显微镜下观察细胞形态变化"
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染色法%$流式细胞术检测细胞凋亡情况"
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细胞的半抑制浓度"
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的
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与蛋白表达水平明显减少!设计的
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特异序列能有效沉默细
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的表达$
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染色检测结果显示
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实验组细胞体积缩小'细胞核边集'呈亮
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结果显示
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蛋白表达水平比其余组高!
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细胞凋亡!并能上调促凋亡蛋白
9>B

的蛋白表达水平!抑

制抗凋亡蛋白
9IG.BG

的蛋白表达水平&
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原发性肝癌$
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&是临床常见的消化系统恶性

肿瘤之一#临床治疗主要是包括手术+放疗+化疗+介

入治疗等的综合治疗#其中化疗对
=WW

的治疗有着

重要作用#但化疗过程中形成的多药耐药$

<E5

&是导

致化疗失败的重要原因之一'
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依赖蛋白激酶$
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&的催化亚单位#在细胞内有许多重要的功能和作

用#包括细胞凋亡信号传导'
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+免疫细胞分化+基因重

组性监视等*前期研究显示#当沉默
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表达

后
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细胞
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糖蛋白$

@.

?7

&表达下调#同

时化疗敏感性增加'
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(研究结果显示#

当沉默神经胶质瘤细胞
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后#其化疗敏感性

增加#提示
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对肿瘤耐药有一定关系#但其

影响肝癌耐药的功能及机制还未清楚*本研究以
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肝癌耐药细胞#检测
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凋亡及其机制的影响#探讨
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影响肝癌耐药

的作用及机制*
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染色液购
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C,,:B#,\.A[Z@

"

@Y

细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术有限公

司%小鼠抗
9

细胞淋巴瘤
.1

相关
B

蛋白$

9>B

&+小鼠抗

9

细胞淋巴瘤"白血病
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培养在含
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的胎牛血清的
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培养液中#置于
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的二氧化碳孵箱中培养#观察细胞生长情况#

取对数生长期细胞用于实验*
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分组与转染
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实验分为空白对照组+脂质体

对照组+阴性
+#5XC

对照组$
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+#EXC.

@̂ I+

$针对
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基因转录水平表达的
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实验组*取对数生长期细胞种于培养板中#
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孔板按
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"孔接种细胞#
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"孔

接种细胞#分组培养#当融合度为
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时进行

转染#配制
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脂质体复合体#并加入对应

孔中#培养箱内培养
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后换液*
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细胞耐药性检测
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细胞#分别接种
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"孔加入其中#培养
$1M

#在对应孔内分别加入浓
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&#细胞在培养箱中再孵育
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后#弃上清液#

磷酸盐缓冲液$
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&洗两次#然后每孔加入无血清
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抗生素培养基
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和
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噻唑蓝$
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&#培养

箱内再孵育
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后#小心吸掉上层液$切勿吸掉底部结

晶&#每孔加二甲基压砜$
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#振荡
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使

结晶全部溶解后#
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波长测定其吸光度值$
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值&#并计算半数抑制剂量$
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细胞的耐药指数$耐药细胞
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染色法检测细胞形态学变化
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细胞接种于
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孔板中#
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后转染#
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的培养基进行培养#

0/M

后处理

细胞#
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染色$按试剂盒说明书操作&#倒

置显微镜下观察细胞形态变化并拍照*
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流式细胞术检测细胞凋亡
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细胞接种于
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孔板#
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的培养基进行培养#
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内流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况*
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检测
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蛋

白表达情况
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提取各组细胞总蛋白#二喹啉甲酸法

$

9WC

&检测定量样品蛋白水平#十二烷基硫酸钠
.

聚

丙烯酰胺$

DED.@C[A

&凝胶电泳#转膜#

6J

牛血清清

蛋白封闭
$M

#分别加入小鼠抗
9>B

抗体$

$j$%%%
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小鼠抗
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抗体$
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&和兔抗
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&#孵育过夜$
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缓冲生理盐水吐

温$

;9D;

&洗膜
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次#
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分钟"次#分别加
$j$%%%

稀

释的辣根过氧化物酶$

=5@

&标记的山羊抗小鼠免疫

球蛋白
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室温孵育
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#
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洗膜
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次#
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分钟"次#电化学发光$
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发光显色#
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定量分析软件分析灰度比*

>&?&O

!

5:>G.4#O:@W5

检测
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的
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表

达情况
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使用
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试剂提取
5XC

#使用寡聚$
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&

$/

引物$

%&6

#
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#

2

&以总体积为
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#
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的
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试剂盒

进行反转录#用
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和
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S
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在荧光
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仪上进行实时
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EXC.@̂ I+

正 向
6h.[;[ CWC C[[ WCC W;[

;C;[C[W.'h

%反向
6h.CWCWW[CWWCWCCCC

C;W;W; ;.'h

*

"

.>I4#,

正向
6h.;[C W[; [[C

WC;WW[ WCC C[.'h

%反向
6h.W;[ [CC [[;

[[CWC[W[C[[.'h

#通过公式
1

U

##

W4分析计算各

基因的相对表达量*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$/&%

软件包对实验数

据进行分析处理#计量资料用
QdF

表示#组间均数比

较采用单因数方差分析#以
:

$

%&%6

为差异有统计学

意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

<;;

检测细胞耐药性
!

结果显示#耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的
YW

6%

值'$

)/'&('d(&'/

&

O

?

"

2

(比亲

本细胞
9:G-0%1

的
YW

6%

值'$

61&%(d)&0)

&

O

?

"

2

(高#

差异有统计学意义$

:

$

%&%$

&*耐药细胞
9:G-0%1

"

6.

ZL

的耐药指数为
$'&$'

*

!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较*

C

!实时定量
@W5

检测

细胞
EXC.@̂ I+O5XC

水平%

9

!

a:+4:8,NG"4

法检测细胞
EXC.@̂ I+

的蛋白表达及蛋白水平的半定量分析

图
$

!!

+#EXC.@̂ I+

对细胞
EXC.@̂ I+O5XC

及蛋白表达的影响

?&?

!

+#EXC.@̂ I+

对肝癌耐药细胞
9:G-0%1

"

6.ZL

EXC.@̂ I+

的
O5XC

及蛋白表达的影响
!

当细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

转染
+#EXC.@̂ I+

后#各组细胞
EXC.

@̂ I+

的
O5XC

表达水平及蛋白表达水平较其余组

明显下调$

:

$

%&%$

&%空白对照组+脂质体对照组+

XW

对照组之间比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见

图
$

*

?&@

!

=":IM+4'''01

染色法检测细胞形态学变化
!

细

胞转染
+#EXC.@̂ I+

后细胞体积缩小#细胞核边集#

呈亮蓝色%对照组细胞形态无明显变化#细胞转染

+#EXC.@̂ I+

后出现凋亡现象#见图
1

*

图
1

!!

细胞凋亡形态学图片&

M":IM+4'''01

染色)

H$%%

'

?&A

!

流式细胞技术检测细胞凋亡
!

当细胞转染
+#E.

XC.@̂ I+

后#经流式细胞术检测结果显示
+#EXC.

@̂ I+

实验组细胞凋亡率较其余组增加#差异有统计

学意义$

:

$

%&%$

&%空白对照组+脂质体对照组+

XW

对照组间比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见图
'

*

!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较*

C

!流式细胞术检测细

胞的凋亡%

9

!各组细胞凋亡的半定量分析

图
'

!!

+#EXC.@̂ I+

影响细胞凋亡的流式分析

?&K

!!

a:+4:8,NG"4

检测
9>B

+

9IG.BG

蛋白表达情况

当细胞转染
+#EXC.@̂ I+

后#检测结果显示
+#EXC.

@̂ I+

组
9>B

蛋白表达上调#

9IG.BG

蛋白表达下调#与

其余组比较差异有统计学意义$

:

$

%&%$

&#见图
0

*
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!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较

图
0

!!

+#EXC.@̂ I+

影响
9>B

$

9IG.BG

蛋白表达的

分析&

a:+4:8,NG"4

'

@

!

讨
!!

论

!!

=WW

是常见的恶性肿瘤之一#临床主要采用以

手术为主的联合多种方法的综合治疗#其中化疗对肿

瘤的治疗具有重要的意义#但化疗过程中容易形成

<E5

而影响肿瘤的治疗效果*肿瘤耐药是一个多重

因素综合作用的复杂过程#如肿瘤细胞凋亡通路受

阻'

6

(

+

EXC

损伤修复能力增强等*

EXC.@̂ I+

是

EXC.@̂

的催化亚单位#

EXC.@̂ I+

有很多磷酸化位

点#可通过自身磷酸化或磷酸化下游分子参与细胞内

的多种生物学活动#包括参与双链断裂的
EXC

修

复'

).-

(和细胞凋亡途径的信号传导等'

/

(

*

EXC.@̂ I+

在不同的细胞活动中发挥了不同的生物学功能*

在胃癌细胞中#当抑制
@C5@$

的活性时#增加了

EE@

诱导的
EXC

损伤和细胞凋亡#其机制是通过影

响
EXC.@̂ I+

的稳定性#从而减少
EXC

损伤修复的

能力#提高化疗敏感性'

(

(

*

=b

等'

$%

(研究胰腺癌细胞

发现#抑制细胞
EXC.@̂ I+

的表达会增加细胞的化疗

敏感性*当
EXC.@̂ I+

的功能缺失时#将引起
C60(

细胞
C;<

的激活和
7

6'

的反应#进一步调控细胞周

期'

$$

(

*

EXC.@̂ I+

具有调节细胞凋亡的功能'

$1

(

*

c̀ b

等'

$'

(报道发现#

EXC.@̂ I+

与
9IG.1

呈正相关*

当
+#5XC

沉默人肝癌
=:

7

[1

中
EXC.@̂ I+

表达后#

激活
W>+

7

>+:.'

和
7

6'

#同时下调
9IG.1

和外源谷胱甘

肽$

[D=

&的表达#通过抑制磷酸肌醇
.'

激酶"蛋白激

酶
9

"核因子
.e>

77

>9

$

@Y'̂

"

Ce4

"

XZ.

'

9

&途径#促进

顺铂$

EE@

&和
6.ZL

联合应用引起的细胞凋亡及

EXC

损伤'

$0

(

*下调骨肉瘤细胞中
EXC.@̂ I+

表达

后#以增进凋亡'

$6

(和
[$

阻滞提高细胞对顺铂的敏感

性'

$)

(

*以上研究结果提示
EXC.@̂ I+

可能通过对不

同途径或凋亡通路中的分子进行调控#从而影响不同

肿瘤细胞的耐药性*本实验中#当
=WW

耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的
EXC.@̂ I+

表达沉默后#形态学检

测结果显示#细胞体积缩小#染色质边聚#呈亮蓝色#

这些形态学上的改变提示细胞出现凋亡现象*进一

步用流式细胞术检测凋亡#结果显示凋亡率增加*同

时#免疫印迹检测
9>B

+

9IG.BG

蛋白表达水平#结果显

示
9>B

蛋白表达水平增加+

9IG.BG

蛋白表达水平减少#

提示沉默
EXC.@̂ I+

的表达能促进
=WW

耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的细胞凋亡#增加化疗敏感性*这说明

EXC.@̂ I+

可通过细胞某个凋亡途径影响肝癌细胞

的耐药#其机制可能与
+#EXC.@̂ I+

上调
9>B

蛋白表

达水平和下调
9IG.BG

蛋白表达水平有关#但具体的机

制还需进一步的实验研究*
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