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目的
!

探讨上调
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对胶质瘤细胞增殖和凋亡的影响及其与
#'4\91

的相关性&方法
!

采

取
aNBQN@TOU?Q

和
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#3'

两种方法检测不同级别的人脑胶质细胞瘤组织及正常脑组织标本中
&A'$:=.

相对表

达量&选取人恶性胶质瘤
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'

J9:,

细胞系进行
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对人脑恶性胶质瘤细胞增殖和凋亡影响的体外实验

研究!分为
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类似物组及阴性序列组&

d

#3'

及
aNBQN@T2U?Q

分别检测转染后
!.0

的胶质瘤细胞中

&A'$:=.

和
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的表达!平板克隆形成实验检测转染后胶质瘤细胞细胞克隆形成数目!流式细胞术检测胶

质瘤细胞凋亡情况&噻唑蓝"

"**

%法检测胶质瘤细胞
9!

'

!.

'

=90

时的相对生存活力&结果
!d

#3'

结果显示

胶质瘤组织标本中
&A'$:=.

的相对表达量较正常脑组织标本明显降低"

#
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%&与阴性序列组比较!

&A'$

:=.

类似物组
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J9:,

胶质瘤细胞的
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表达明显升高"
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"
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&A'$:=.

的直接作用底物
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%表达则明显下降"
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实验检测转染后
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的
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类似物组
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胶质瘤细

胞在
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的生存能力较阴性序列组明显降低"
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%&平板克隆形成实验显示
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类似物组
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胶质瘤细胞克隆数较阴性序列组明显减少"
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%&流式细胞术检测
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类似物组
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胶质瘤细胞的凋亡能力较阴性序列组明显增强"
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在胶质瘤细胞增殖和凋亡中

发挥了明显的负性生物学作用!该过程可能与
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&A'()

&是一种长
,=

!

9:

个核苷酸的单链内源性的非编码
'()

!其可通过与

靶基因的
>jJ*'

区互补配对!指导
&A'(#

复合体对

靶基因
&'()

进行切割或者翻译抑制,也可以通过

类似
BA'()

的
'()

干扰途径!对基因表达进行抑制

性调控#

,$9

$

"它们在许多正常生物学行为如细胞生

长'增殖及凋亡等过程中发挥重要作用#

>

$

"研究发

现!

&A'$:=.

在
2'3),

*

9

相关乳腺癌中表达下调且

可影响血管内皮生长因子'黏着斑激酶及缺氧诱导因

子等信号通路#

!

$

"
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作为一种肿瘤相关蛋白!

通过抑制同源性磷酸酶
$

张力蛋白活性在包括脑胶质

瘤等多种恶性肿瘤的发生'发展中发挥生物学活

性#

:

$

"胶质瘤作为颅内最常见恶性肿瘤以无限增殖

及向周围正常脑组织浸润而著称!而
&A'$:=.

在其发

生'发展中所发挥的作用仍未有报道!本研究旨在探

讨
&A'$:=.

对脑胶质瘤细胞增殖和凋亡的影响及潜

在机制"

C

!

材料与方法
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!

材料
!

人脑胶质瘤组织及正常脑组织分别取自

沧州市中心医院神经外科脑胶质瘤及癫痫手术治疗

患者!其中正常脑组织
.

例!不同级别的脑胶质瘤组

织
:<

例!其中
*

级
,.

例'

+

级
,:

例'

,

级
9>

例"人

胶质瘤
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'

J9:,

细胞系购自中国科学院上海生命

科学研究院生物化学与细胞生物学研究所细胞库!由

沧州市中心医院神经病学研究所冻存"
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类

似物序列%

:j$))*[3*)**)*)))333)**$
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&及阴性对照序列%

:j$)3*)33[**[**)*)

[[*[$>j

&由广州瑞博生物公司合成"
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试剂购

自美国英杰公司!用于实施
d
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的
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定量试

剂盒购自上海吉玛公司!

[)#]6

单抗及辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔
+

C

[

抗体购自北京中杉金桥生

物技术有限公司!小牛血清和
]"4"

培养液购自美

国
[AOR?

公司!脂质体
5A

P

?VNQ&A1TN9777

购自美国

+TSAQ@?

C

NT

公司!膜联蛋白
S$VAQR

凋亡检测试剂盒购

自美国
2]

公司!
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%

&A'$:=.

的直接作用底物&

抗体购自美国
)Oe??&

公司"

C8D

!

方法
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!

细胞培养和转染
!

胶质瘤细胞用含
,7f

胎牛

血清的
]"4"

完全培养液置于
>=k:f 3I

9

相对

湿度条件下的培养箱中培养!转染时将
9h,7

: 个
J.=

'

J9:,

接种在
<

孔板内!待
:7f

!

.7f

细胞融合后!经

5A

P

?VNRQ1&ATN9777

介导将
&A'$:=.

类似物和阴性序列

分别转染到上述胶质瘤细胞中"转染后
<0

更换完全

培养液继续培养
!.0

!收集细胞用于实验研究"
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!d

#3'

!

采用
*@Ae?U

法提取脑胶质瘤组织与

正常对照脑组织标本中总
'()

!转染后
!.0

的
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:=.

类似物和阴性序列组
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'

J9:,

细胞总
'()

"

分别用
&A'$:=.

和
J<

引物于荧光定量
#3'

仪%美

国!

=:77

型
)2+

&进行
'N1U$QA&N#3'

扩增!以
J<

作

内参"选用
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(

5

扩增体系!反应条件)

%:k>&AT

循环
,

次,

%:k,9B

!

<9k<7B

!循环
!7

次!每
9

秒

升高
789 k

!循 环
,

次"按 相 对 表 达 倍 数
-

9

$

%

%

3Q目的
'()

$

%

3Q内参
'()

&计算各组织及细胞中
&A'$:=.

和

内参
J<

的相对表达量"
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!
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细胞转染后继续

培养
!.0

!提取总蛋白"取
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C

上样量!
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C
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5

十

二烷基磺酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶%

/]/$#)[4

&电泳分

离蛋 白 质!电 转 移 至 聚 偏 氟 乙 烯 膜 %

#L]G

&"

787:

C

*

&5

脱脂奶粉封闭
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!加入兔抗人
#'4\91

一抗%

,g,777

&

! k

过夜!加入小鼠抗兔
+

C

[

二抗

%

,g,777

&孵育
,0

"结果采用凝胶成像分析系统

扫描"
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"**

&法
!

每组细胞按
9h,7

> 个细

胞%每孔
977&5

&接种到
%<

孔板!分别于接种后
9!

'

!.

'

=90

每孔加入
"**

溶液
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:&

C
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>=

k

条件下继续培养
!0

!弃上清液!每孔加二甲基亚砜

%

]"/I

&

977&5

!振荡
,:&AT

!紫外分光光度计
:=7

T&

波长测各孔吸光度值!每组设
<

个复孔"
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细胞平板克隆形成实验
!

转染后
!.0

!制备

单细胞悬液!计数!取
9h,7

> 个细胞接种于
<7&&

的

培养皿中"培养
9

周后!弃去培养液!

#2/

轻洗
9

次!

甲醇固定
,:&AT

!

78:f

的结晶紫染色!显微镜下观

察!计数细胞克隆"克隆形成率
-

%克隆形成数*接种

细胞数&

h,77f

"
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!

流式细胞术
!

转染后
!.0

用胰酶消化成单细

胞悬液!收集至
,8:&54#

管中!
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%
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5

!

P
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&洗涤细胞
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次!

!k,777@

*

&AT

离心
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!

收集细胞!
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乙醇
,&5

'
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以上"
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孵育
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(
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碘

化丙啶%

#+

&染色液混匀后
!k

避光染色
>7&AT

!应用

G)3/31UAOW@

%美国
2]

公司&流式细胞仪在
!..T&

检测"
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!

统计学处理
!

采用
/#//,%877

统计软件进行分

析"计量资料以
G;D

表示!采用单因素方差分析和
=

检验!进一步两两比较采用
/(M$

L

检验!以
#

"
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为差异有统计学意义"

D
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结
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果
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!

不同组织中
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表达情况
!d

#3'

结果显

示!

a6I

,

级胶质瘤组织中
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表达水平为

%

,.897;98:>
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级胶质瘤组织中
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表达水平为%
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级胶质瘤组织

中
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表达水平为%
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f

,正常脑组

织中
&A'$:=.

表达水平为%

:%8<7;!8>,

&

f

"

&A'$

:=.

表达与胶质瘤级别呈负相关%

<-78%,9

!

#-

7877

&,胶质瘤组织中
&A'$:=.

水平较正常脑组织明

显降低%

#

"

787,

&!见图
,

"

图
,

!!d

#3'

胶质瘤和正常脑组织中
&A'$:=.

表达情况

D8D

!

胶质瘤细胞中
&A'$:=.

'
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表达情况
!

各

细胞组的
d

#3'

检测到
&A'$:=.

类似物组
&A'$:=.

水平较转入阴性序列组明显升高%

#

"

787:

&!见图
9

,
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检测到各细胞组的
&A'$:=.

类似物组

&A'$:=.

的直接作用底物
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表达较阴性序列

组明显下降%

#

"

787:

&!见图
9

'

>

"

图
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!!

胶质瘤细胞
&A'$:=.

相对表达情况

图
>

!!

胶质瘤细胞
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表达情况

图
!
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J.=

胶质瘤细胞生存能力情况

图
:

!!

J9:,

胶质瘤细胞生存能力情况

!!

)

)

J.=

细胞阴性序列组,

2

)

J.=

细胞
&A'$:=.

类似物组,

3

)

J9:,

细胞阴性序列组,

]

)

J9:,

细胞
&A'$:=.

类似物组

图
<

!!

胶质瘤细胞细胞克隆形成率情况

图
=

!!

胶质瘤细胞凋亡情况

D8D

!

转入
&A'$:=.

类似物后对胶质瘤细胞增殖能力

的影响
!

与转入阴性序列组比!

J.=

细胞系的
&A'$

:=.

类似物组胶质瘤细胞在
9!
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胶质瘤细胞在
>

个时间点的增殖率则

分别 为 %

=%8<=;>87<

&

f
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f
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!:8>%;98.!
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!差异有统计学意义%
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787:

&!见

图
!
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D8!

!

细胞平板克隆形成实验
!

与阴性序列组比较!

转入
&A'$:=.

类似物组
J.=

细胞克隆形成率为

%

>=8<=;98.%
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f
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J9:,

细胞为%

>!8<=;>89<
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f

!差

异有统计学意义%
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&"见图
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流式细胞技术检测情况
!

与阴性序列组比较!

J.=

'

J9:,

胶质瘤细胞的
&A'$:=.

类似物组凋亡率

明显增加%

#
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&!见图
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恶性胶质瘤是最常见的原发性中枢神经系统肿

瘤!属人类预后极差的肿瘤之一#

<$=

$

"随着多模态三

维影像融合与神经导航'神经电生理监测与唤醒手

术'术中实时成像等技术在临床中逐步应用,替莫唑

胺%

QN&?e?U?&AFN

!

*"Z

&联合常规分割适形外照射的

同步放化疗及
*"Z

序贯化疗成为恶性脑胶质瘤的标

准治疗方案,恶性脑胶质瘤局部治疗的手段逐渐丰

富!包括卡莫司汀缓释膜片及对流增强的局部化疗!

推高了恶性脑胶质瘤的局部化疗药物浓度!使得脑胶

质瘤治疗方法逐步增多!但其中位生存期仍不足
,.

个月#

.$,7

$

"因此如何控制脑胶质瘤细胞增殖及迁移成

为其治疗的重要研究方向"

&A'()

作为与正常及病理情况下细胞增殖'运

动等生物学特性密切相关的内源性非编码
'()

成为

近年研究的重点#

,,

$

"研究发现!众多
&A'()

在胶质

瘤细胞增殖'迁移'侵袭及肿瘤细胞表型转化中发挥

重要作用!如
&A'$!:,

在胶质瘤细胞增殖
$

迁移表型

转换中发挥重要作用,

&A'9%3

'

&A',>!

等与胶质瘤

细胞增殖密切相关"研究表明!

#'4\91

作为一种鸟

氨酸交换因子%

[4G

&!其通过促进肿瘤血管生成促进

多种恶性肿瘤的转移且在胶质瘤表型转换中发挥重

要作用!提示可能参与恶性肿瘤的发生和发展#

,9$,>

$

"

本研究
aNBQN@T2U?Q

结果显示!

&A'$:=.

在正常

脑组织中较脑胶质瘤组织中表达明显升高!且与脑胶

质瘤级别呈负相关"

d

#3'

检测结果显示)胶质瘤细

胞中
&A'$:=.

水平明显较正常脑组织降低!表明其在

胶质瘤细胞中表达降低"转入
&A'$:=.

类似物后胶

质瘤细胞中
&A'$:=.

水平明显升高!

#'4\91

明显下

降"

&A'$:=.

过表达的胶质瘤细胞增殖活性明显下

降!表明
&A'$:=.

在胶质瘤细胞增殖中起到负性调控

作用"流式细胞技术检测胶质瘤细胞凋亡结果显示

转入外源性
&A'$:=.

类似物后!胶质瘤细胞更容易凋

亡!表明
&A'()$:=.

表达低的胶质瘤细胞生存能力

更强"

内含子中编码的
&A'()

作为一种细胞内生因

子!对细胞生物学过程的调节比转录调节效果更快并

且是可逆的#

,!

$

"以上研究结果表明!胶质瘤细胞中下

调的
&A'$:=.

可促进细胞增殖及增强胶质瘤细胞的

生存能力!其机制可能与调节
#'4\91

相关"提示

&A'$:=.

可作为对胶质瘤复发'转移及预后的预测指

标!同时也为人脑胶质瘤治疗提供了新的思路"
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