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#摘要$

!

目的
!

研究
+-=*&<,

对乳腺癌细胞生物学功能的影响及其作用机制!为乳腺癌的诊治提供理论

依据%方法
!

实时荧光定量
LG=

法检测
+-=*&<,

在乳腺癌细胞系中的表达!

GGX;

法&

EA,19/@..

实验检测

+-=*&<,

对乳腺癌细胞增殖&侵袭能力的影响!双荧光素酶法和
]@90@A1I.60

法对靶基因
]10!

进行验证!并检

测其下游基因
+

*5,0@1-1

&

G

C

5.-1J!

的表达%结果
!

+-=*&<,

抑制乳腺癌细胞的增殖&侵袭能力!

]10!

蛋白为

+-=*&<,

的直接作用靶点!过表达
+-=*&<,

可直接抑制
]10!

蛋白的表达!下游基因
+

*5,0@1-1

&

G

C

5.-1J!

也受到

抑制%结论
!

+-=*&<,

直接靶向作用于
]10!

蛋白从而抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭%

#关键词$
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乳腺肿瘤'
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'细胞增殖'肿瘤侵润
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乳腺癌是目前女性最为高发的恶性肿瘤之一#近

年来#随着现代分子诊断技术的发展#乳腺癌的早期

诊断和治疗已取得了实质性的进展#但乳腺癌的难治

率和复发率仍然是急需解决的问题(

!*(

)

$因此#寻找

新的可行的乳腺癌诊治方法一直是乳腺癌研究的重

点和热点$微小
=M>

!

+-=M>

#

+-=

"可通过碱基互

补配对原则与特异性靶基因的
&aZE=

配对#从而发

挥对靶基因的调节作用#此外
+-=

可通过转录调控

基因的表达#即对某些
+=M>

产生降解作用从而抑

制蛋白质的合成#多项研究表明细胞的增殖凋亡与

+-=*&<,

相关(

&*$

)

#

+-=*&<,

作为调控网络中的重要分

子涉及肿瘤的发生%发展#但目前关于乳腺癌的相关

报道较少#本文检测了
+-=*&<,

在各种乳腺癌细胞株

中的水平#并将
+-=*&<,

模拟物和抑制剂转染到乳腺

癌细胞株中#观察其细胞生物学行为变化#通过生物

信息学预测并证实其作用机制#以期为乳腺癌的诊断

及靶向治疗提供新方向#现报道如下$
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!

材料与方法
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材料
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细胞
!

人乳腺癌细胞株
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%

YGU*:

%

E<:J

%

FX*K=*&

和人乳腺上皮细胞
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均购于武汉大学基础医学院#荧光报告载体
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月第
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"购于美国
LA6+@

B

,

公司$

!4!4"

!

仪器和试剂
!

低温高速离心机!

E2@A+6

U-92@A

公司#美国",二氧化碳培养箱!

E2@A+6U-92@A

公司#美国",低温高速离心机!

E2@A+6U-92@A

公司#

美国",实时荧光定量!

=E*LG=

"仪!

F0A,0,

B

@1@

公司#

美国",

EA,19/@..

小室!

G6A1-1

B

公司#美国",

[J\F*

F)\

双色红外成像系统!

WQ*G[=

公司#美国",

KG>

蛋白浓度检测试剂盒!北京天根生物公司#中国",苯

甲基磺酰氟!

LYFU

#

F-

B

+,

公司#美国",

EA-e6.

!

Q1*

?-0A6

B

@1

公司#美国",焦碳酸二乙酯!

J)LG

#

K-6K,9*

-5

公司#美国",胎牛血清!

N-I56

公司#美国",

EKFE

缓冲液!北京索莱宝科技有限公司#中国",

EKF

缓冲

液!北京索莱宝科技有限公司#中国",牛血清清蛋白

!

F-

B

+,

公司#美国",

W-

H

6T@50,+-1@('''

!

Q1?-0A6

B

@1

公司#美国",双荧光酶报告系统检测试剂盒!

LA6*

+@

B

,

公司#美国",

+-=*&<,

模拟物!

Q1?-0A6

B

@1

公司#

美国",

+-=*&<,

抑制剂!

Q1?-0A6

B

@1

公司#美国",

E,

j

*

Y,1

,

Y-5A6=M>

反转录试剂盒!

W-T@E@5216.6

B

-@9

公司#美国",

E,

j

Y,1

,

Z1-?9@A9,.LG= Y,90@AY-O

(

!

W-T@E@5216.6

B

-@9

公司#美国",

E,

j

Y,1

,

Y-5A6

=M>

分析试剂盒!

W-T@E@5216.6

B

-@9

公司#美国",

]10!

兔抗人多克隆抗体!

LA60@-10@52

公司#美国",

+

*

5,0@1-1

兔抗人多克隆抗体!

LA60@-10@52

公司#美国",

G

C

5.-1J!

兔抗人多克隆抗体!

LA60@-10@52

公司#美

国",荧光报告系统检测仪!

LA6+@

B

,

公司#美国",

GGX;

试剂盒!上海碧云天生物技术公司#中国"$

!4"

!

方法

!4"4!

!

细胞转染
!

以
&f!'

$

"

<f!'

$ 个'孔的量取

对数期生长细胞铺于
#

孔板中#用无抗生素培养基培

养$转染前细胞融合度应达到
$'R

"

#'R

$无菌磷

酸盐缓冲液!

LKF

"清洗
(

次除去残余血清$每孔加

入无血清
JY)Y

'

U!(

培养基
!4$+W

$

$

)

WW-

H

6*

T@50,+-1@('''

加入
($'

)

W

无血清培养液中#移液器

混匀#室温放置
$+-1

$

$

)

W+-=*&<,

模拟物%抑制剂

或其阴性对照加入
($'

)

W

无血清培养基中混匀#室

温放置
$+-1

$将上述两种液体混合#混匀室温放置

('+-1

$

$''

)

W

混合液加入每孔细胞#摇匀后放于

&:h

#

$R G[

(

环境中培养$转染
#

"

;2

后更换含

!'R

胎牛血清的
JY)Y

'

U!(

培养基#细胞继续培养

<;2

后行后续实验$

!4"4"

!

=M>

提取及
=E*LG=

!

去培养基后直接加

入
EA-e6.

#反复吹打裂解细胞#收集
EA-e6.

至离心管

中#室温放置上述样品液
!'+-1

#每毫升
EA-e6.

中加

入氯仿
(''

)

W

#剧烈振荡
!+-1

#室温静置
$+-1

#

!('''A

'

+-1<h

冷冻离心
!$+-1

#取出样品吸取上

清液约
<$'

)

W

至含有
#''

)

W

冷冻异丙醇的新离心

管中#混匀#

!('''A

'

+-1<h

冷冻离心
!'+-1

去上

清液#加入
$''

)

W

冷冻的
:$R

乙醇#弹起沉淀后

!('''A

'

+-1<h

冷冻离心
$+-1

#去上清液$风干

$

"

!'+-1

加入
J)LG

约
&'

)

W

#

%;'h

保存$分光

光度计
M,167A6

H

上测定
=M>

浓度#反转录具体操

作步骤按照
E,

j

Y,1

,

Y-5A6=M>

反转录试剂盒说

明书进行$按照
!#h&'+-1

#

<(h&'+-1

#

;$h$

+-1

反应条件进行反转录#将得到的产物保存于
<

h

$冰上配制反应体系并加入
;

联排
LG=

管中$按

照
"$h!'+-1

,

"$h!$9

#

#'h#'9

#

<'

个循环,

:(

h!'+-1

反应条件进行反应$

+-=*&<,

正向引物&

$a*NNNENNG>NENEGEE>NGE*&a

#反向引物&

$a*G>NENGNENEGNENN>NE*&a

,内参
Z#

正

向引物&

$a*NGNGNEGNEN>>NGNEEG*&a

#反向

引物&

$a*NENG>NNNEGGN >NN E*&a

$每个实

验重复
&

次#结果以
(

*

""

GE法计算#用相对定量表示$

!4"4#

!

GGX*;

法
!

收集转染后的各组细胞#将细胞

制成密度为
(f!'

< 个'
+W

的单细胞悬液$在
"#

孔

板中接种单细胞悬液!

!''+W

'孔"#将培养板放于
&:

h

孵箱进行培养#每组设
$

复孔#以只加入培养基的

培养孔为空白孔#培养
(<

%

<;

%

:(

%

"#

%

!('2

后分别向

各孔中加入
GGX*;

溶液
!'

)

W

#将培养板放入
&:h

孵箱中继续培养
(2

$用酶标仪检测各组细胞吸光度

!

9=

<$'1+

"$

!4"4$

!

EA,19/@..

实验
!

根据公司操作说明书#将小

室放入培养板中#在上室加入
&''

)

W

预温的无血清

培养基#室温下静置
!$

"

&'+-1

#使基质胶水化#再吸

去剩余培养液#制备细胞悬液#制备细胞悬液前让细

胞在无血清条件下饥饿
!(

"

(<2

#消化细胞#终止消化

后离心弃去培养液#用
LKF

洗
!

"

(

遍#用含牛血清清

蛋白的无血清培养基重悬$取细胞悬液
!''

"

(''

)

W

加入
EA,19/@..

小室上室中#加入
$''

)

W

含胎牛血清

的培养基于下室#常规培养
!(

"

<;2

后直接计数$

!4"4%

!

双荧光素酶实验
!

将报告基因质粒与
+-=*

&<,

模拟物共转染
YGU*:

细胞中#

<;2

后收取细胞#

吸除培养基#用
!fLKF

轻柔洗
(

遍#加入
!f

被动裂

解液!

LWK

"反应液
;'

"

!'

)

W

#每
&

"

$

分钟摇晃
!

次#室温放置
!$+-1

,将裂解液转移至无菌小管#

!('

A

'

+-1

离心
&'9

#取上清液转移至新的无菌小管$将

<'

)

WW>=

(

加入一次性测量管中#将
!'

)

W

细胞裂

解液加入其中#混匀#放入荧光仪开始测量#记录萤火

虫荧光素酶读数#加入
<'

)

WF06

H

mN.6=@,

B

@10

#混

匀#放入荧光仪开始测量#记录内参海肾荧光素酶读

数#继续测量其他样品#计算两种荧光素酶读数的比

值#取
&

个平行孔的平均值#并计算标准差$

!4"4&

!

]@90@A1I.60

实验
!

将收集的细胞中加入适

量
=QL>

裂解液#放置冰上
&'+-1

$期间每
!'+-1

超声破碎
!

次$

< h

条件下#

!($''A

'

+-1

离心
!'

+-1

$取上清液#以
KG>

蛋白浓度测定试剂盒测定蛋

白浓度$加入上样缓冲液#

!''h

煮沸
!'+-1

#分装

保存$接通电源#直至溴酚蓝电泳至分离胶底部#切

断电源#取出凝胶#按照蛋白
Y,AS@A

指示切下所需部

分#开启电源#

<h

条件下转膜
!4$2

后切断电源$转

膜后聚偏氟乙烯!

LDJU

"膜浸入
$R

脱脂牛奶中#置

;'(

重庆医学
('!"

年
!

月第
<;

卷第
(

期



摇床上室温封闭
(2

#以稀释好的抗体
]10!

%

+

*5,0@*

1-1

%

G

C

5.-1J!

%

N>LJP

孵育封闭后的
LDJU

膜#

<h

过夜$将膜取出#

EKFE

清洗
&

次#每次
!'+-1

#稀释

后的荧光二抗工作液
&:h

孵育
<'+-1

$

EKF

再次

清洗
&

次#每次
!'

"

!$+-1

$

[J\FF)\

双色红外成

像系统扫描成像并计算灰度值$

!4#

!

统计学处理
!

采用
FLFF((4'

软件进行数据分

析#计量资料以
6iE

表示#组间比较采用
C

检验#以

!

$

'4'$

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"4!

!

+-=*&<,

在乳腺癌细胞中的表达水平
!

取正常

乳腺上皮细胞
YGU*!'>

中
+-=*&<,

的表达量为
!

#

得出乳腺癌细胞株
YJ>*YK*(&!

%

YGU*:

%

E<:J

%

FX*K=*&

中
+-=*&<,

的相对表达水平#可见
+-=*&<,

在多个乳腺癌细胞系中水平均显著下调!

Cd$4&<

#

Cd

&4:$

#

Cd#4(&

#

Cd#4"!

#

!

$

'4'$

"#见图
!

$

!!

,

&

!

$

'4'$

#与
YGU*!'>

比较

图
!

!!

+-=*&<,

在正常乳腺上皮细胞和不同

乳腺癌细胞株中的表达水平

"4"

!

+-=*&<,

对乳腺癌细胞增殖活性的影响
!

分别

将
+-=*&<,

模拟物及抑制剂转染入
YGU*:

和
YJ>*

YK*(&!

乳腺癌细胞中#采用
=E*LG=

检测不同组中

+-=*&<,

的表达水平#结果显示#

+-=*&<,

抑制剂组中

+-=*&<,

的表达水平显著降低#而
+-=*&<,

模拟物组

中
+-=*&<,

的表达水平显著升高$根据
GGX*;

法检

测结果绘制乳腺癌细胞
YGU*:

和
YJ>*YK*(&!

的

生长曲线#

+-=*&<,

模拟物组细胞活力显著低于对照

组#差异有统计学意义!

Cd!'4(#

#

!

$

'4'$

"#而
+-=*

&<,

抑制剂组细胞活力显著高于对照组#差异有统计

学意义!

Cd:4(#

#

!

$

'4'$

"#见图
(

$

"4#

!

+-=*&<,

对乳腺癌细胞侵袭能力的影响
!

两种

乳腺癌细胞在培养
:(2

后#乳腺癌细胞的侵袭能力

均显著降低#在
YGU*:

细胞系中#

+-=*&<,

模拟物组

穿过小室的数目与对照组比较#差异有统计学意义

!

Cd!(4;(

#

!

$

'4'!

",在
YJ>*YK*(&!

细胞系中#

+-=*&<,

模拟物组穿过小室的数目与对照组比较#差

异也有统计学意义!

Cd"4&$

#

!

$

'4'$

"#见图
&

$

"4$

!

双荧光素酶实验验证
+-=*&<,

对
]10!

蛋白的

直接靶向作用
!

通过靶基因预测网站
E,A

B

@0F5,1

!

200

H

&''

///40,A

B

@095,146A

B

'"和
+-=,17,

!

200

H

&''

///4+-5A6A1,46A

B

'"进行了生物信息学预测#结果

显示
+-=*&<,

与
]10!+=M>

的
&aZE=

之间存在互

补配对序列$

]E

组%

Y30

组和对照组质粒共转染

YGU*:

细胞
<;2

后进行双荧光素酶检测#结果表明

共转染
+-=*&<,

模拟物和
H

WZG*]10!*]E*&aZE=

的乳腺癌细胞中荧光素酶活性强度显著低于其他组

!

Cd!!4(;

#

!

$

'4'!

"#见图
<

$

!!

>

&

YGU*:

细胞被转染后
+-=*&<,

表达水平,

K

&

YGU*:

细胞不同

转染组生长曲线,

G

&

YJ>*YK*(&!

细胞被转染后
+-=*&<,

表达水平,

J

&

YJ>*YK*(&!

细胞不同转染组生长曲线,

,

&

!

$

'4'$

#与对照组

比较

图
(

!!

不同乳腺癌细胞被转染后
+-=*&<,

相对

表达水平及生长曲线图

!!

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
&

!!

+-=*&<,

对乳腺癌细胞侵袭能力的影响

!!

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
<

!!

两组
]10!*&aZE=

双荧光素酶检测对比

"4%

!

+-=*&<,

对
]10!

蛋白表达的影响
!

细胞转染

(<2

后通过
]@90@A1I.60

检测分别转染
+-=*&<,

模

拟物和
+-=*&<,

抑制剂的乳腺癌细胞
YGU*:

中

]10!

蛋白的表达情况#结果显示#经转染后
+-=*&<,

模拟物组
]10!

的相对表达水平下调#与对照组比较

"'(
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年
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<;
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(
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差异有统计学意义!

Cd!!4&(

#

!

$

'4'!

"#

+-=*&<,

抑

制剂组
]10!

相对表达水平上调#与对照组比较差异

有统计学意义!

Cd<4;$

#

!

$

'4'$

"#见图
$

$

!!

>

&转染
YGU*:

细胞后各组
]10!

蛋白的
]@90@A1I.60

,

K

&转染

YGU*:

细胞后各组
]10!

蛋白相对表达水平,

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
$

!!

+-=*&<,

对乳腺癌细胞
]10!

蛋白表达的影响

图
#

!!

+-=*&<,

模拟物组及对照组
+

*5,0@1-1

*

G

C

5.-1J!

蛋白的表达情况

!!

>

&转染
(<2

后的各组蛋白相对表达水平,

K

&转染
<;2

后的各组

蛋白相对表达水平,

,

&

!

$

'4'$

#与对照组比较

图
:

!!

+-=*&<,

模拟物组及对照组
+

*5,0@1-1

和

G

C

5.-1J!

蛋白的相对表达水平

"4&

!

+-=*&<,

对
+

*5,0@1-1

和
G

C

5.-1J!

蛋白的影

响
!

]@90@A1I.60

检测
+-=*&<,

模拟物组转染
(<

和

<;2

后
+

*5,0@1-1

和
G

C

5.-1J!

蛋白的表达#结果显示#

+-=*&<,

模拟物转染
(<2

后
+

*5,0@1-1

和
G

C

5.-1J!

蛋

白的表达显著下降#

<;2

后
+

*5,0@1-1

和
G

C

5.-1J!

蛋

白的表达仍显著下降#与对照组比较#差异均有统计

学意义!

Cd!'4($

#

Cd!!4&#

#

!

$

'4'$

,

Cd!&4$:

#

Cd

!(4(<

#

!

$

'4'$

"#见图
#

%

:

$

#

!

讨
!!

论

!!

+-=

是一种长度约为
((ME

的非编码
+-=

#目

前已有许多研究证实
+-=

与疾病的发生%发展具有

非常密切的关系(

#*"

)

#通过与正常表达谱进行比较#发

现
+-=

参与了恶性肿瘤与其他众多慢性疾病的发

生#并对这些疾病的生理%病理过程产生显著的调控

作用#如调控细胞的增殖%凋亡%侵袭和转移等#且还

会影响这些疾病的转归及预后#甚至会显著影响患者

的生存期(

!'*!!

)

$

+-=*&<,

是
+-=

家族中的一员#研究

发现#多种肿瘤细胞的周期%衰老%凋亡都与
+-=*&<,

有着直接的关联(

!(*!&

)

$还有研究表明#

+-=*&<,

在胃

癌(

!<*!$

)

%脑胶质瘤(

!#

)

%肝癌(

!:*!;

)和结直肠癌(

!"*('

)中表

达水平显著下调#且表现出组织依赖性#即不同的癌

组织中
+-=*&<,

表达下调程度不同(

(!

)

$

]10

信号通路在恶性肿瘤中具有重要作用#其机

制为影响肿瘤细胞增殖%分化%凋亡%细胞周期%细胞

黏附能力及血管再生(

((

)

$目前认为#

]10

通路致癌

关键是
+

*5,0@1-1

降解障碍致使细胞质内游离
+

*5,0@*

1-1

聚集并与
E5T

'

W@T

结合进入细胞核#从而激活下

游靶基因
G

C

5.-1J!

%

G*+

C

5

的转录#导致肿瘤的发

生(

(&*(<

)

$

G

C

5.-1J!

是调节细胞进入增生期的主要因

子#已被证实为原癌基因#其过度表达和失调控均可

导致细胞周期调控异常从而发生肿瘤#乳腺癌组织中

存在着异常
]10

通路#其多个成员均参与乳腺癌的

发生%发展#

+

*5,0@1-1

的异常表达可能通过促使或激

活
G

C

5.-1J!

的过表达导致乳腺癌的发生%发展$已

有研究证明
+-=*!''

%

+-=*!

和
+-=*!<(

通过抑制或

增强
]10

信号通路促进乳腺癌发生%发展(

($*(:

)

$

本研究结果表明在过表达
+-=*&<,

的情况下#乳

腺癌细胞的增殖%侵袭能力受到明显抑制#而抑制乳

腺癌细胞中
+-=*&<,

的表达#乳腺癌细胞的增殖%侵

袭能力则明显增加$进一步的机制研究中#证明了

+-=*&<,

的直接靶基因是
]10!

蛋白#过表达
+-=*

&<,

能显著抑制
]10!

的表达#同时也影响了
]10

信

号通路的下游关键基因
+

*5,0@1-1

%

G

C

5.-1J!

的表达#

从而影响乳腺癌细胞的生物学行为#即乳腺癌细胞增

殖%侵袭能力受到抑制的原因是由于
+-=*&<,

通过直

接靶向
]10!

基因#从而影响其下游基因的表达#诱

导乳腺癌细胞产生上述细胞学行为#在体外实验中#

乳腺癌细胞侵袭能力和增殖能力发生显著改变#提示

乳腺癌的发生%发展与
+-=*&<,

表达水平密切相关#

+-=*&<,

表达水平的检测可以作为乳腺癌诊断的参

'!(

重庆医学
('!"

年
!
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<;
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(
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考指标#对于临床上乳腺癌早期诊断和早期治疗提供

了新的思路和方向$
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