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增殖与凋亡的影响&方法
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增殖!进行细胞周期检测&结果
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胃癌是从胃黏膜上皮肿瘤发展而成的恶性肿瘤#

在癌症病死率中位居前五#亚洲发病人数占全世界的

01̂

'
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)从
1%

世纪
-%

年代到
1%$'

年#我国的胃癌发

病率与病死率均总体呈上升趋势'
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(

)根据国家癌症

中心
1%$-

年
1

月发布的数据看#我国胃癌发病率和

病死率现状不容乐观#男*女胃癌发病率分别为

$(&%1̂

和
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)因胃毗邻肝*肾等器官#肿瘤易转

移%其常见治疗方式为手术#然而
9

年生存率不足
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)目前对胃癌本质了解尚不深入#治疗手段局

限#治疗效果有效率低#因此对胃癌的研究十分必要)

日前#扭转原肠胚形成同系物
$
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&与骨骼*肾脏*胆管

等相关癌症密切相关'
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)现有研究表明#
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基

因直接影响到骨形成蛋白$

F",A2"G

?

5"
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A,AC#B

?

G".

CA#,

#

UE7

&以及相关信号通路)

DJ4]$

基因沉默对

生物$斑马鱼&的发育有显著影响#

DJ4]$

基因的激

活或者沉默在不同器官中可能有不同的效应'

0

(

)但

目前对
DJ4]$

在胃癌中的研究甚少)
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$

3:;#,CAG@AGA,BA

#
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&指由
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诱发基因沉

默'

)

(

)
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干扰技术因其高特异性*高效性*长效

性#在肿瘤的临床治疗中的应用越来越多'

-
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)本研究

使用
+#3:;

干扰人胃癌细胞
4]=.-(%$

中的
DJ4]$

基因#观察其对
4]=.-(%$

细胞株增殖与凋亡的影响#

为探寻新的有效治疗胃癌的方法提供实验基础)
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材料与方法
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材料

D&D&D
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细胞
!

人胃癌细胞株
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由南方医院

中心实验室提供#于
PEWE

完全培养基中培养$内含
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的胎牛血清#
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链霉素#
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霉素&)所有细胞均置于
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#含
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二氧化碳的培

养箱中培养#换液情况视细胞贴壁生长情况而定#待

细胞达到合适的密度#用胰酶消化传代)
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仪$美国
U#".

36!

公司&%

Q\(%

二氧化碳培养箱$中国力康生物医疗

科技控股有限公司&%流式细胞仪$美国
UP

公司&)
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药品与试剂
!
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细胞$南方医院中心

实验室提供&#

?

>bg.+53:;$

质粒 $本室保存&#

PWEW

培养基*胎牛血清*

7U4

*胰蛋白酶*链霉素和

青霉素$美国
]#F#B"

公司&#嘌呤霉素$美国
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L
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公
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*
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*
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公司&#
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细胞裂解液*
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蛋

白浓度测定试剂盒$北京康为世纪生物科技有限公

司&#

7bP\
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E#II#
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"GA

公司&#
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兔抗人多克

隆抗体$

;FB62

公司&#

Q37
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Z

L

]

$北京

天德悦公司&#
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发光液$美国
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和
7Z

$江苏凯基生物技术股份有限公司&#引物

和
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$上海生工生物股份有限公司合成&)
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方法

D&E&D

!
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干扰
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表达后筛选稳定表达的

细胞株
!

使用
+#P#GABC

针对
DJ4]$

基因设计
+#3:;

并合成#与载体连接)实验组分为
'

组!空白对照组

$

4]=.-(%$

细胞&*阴性对照组$转染空载体#

-(%$.

KABC"G

&*

+#3:;

干扰组$转染连接
+#3:;

的载体#

-(%$.+#3:;$

*

-(%$.+#3:;1

*

-(%$.+#3:;'

&)转染筛

选后采用逆转录
.

聚合酶链反应$

3D.7=3

&和
JA+CAG,

FI"C

分别鉴定
23:;

和蛋白#鉴定干扰效果显著后

进行后续实验)

D&E&E

!

3D.7=3

检测
DJ4]$23:;

表达
!

采用

DG#["I

提取收集的各组细胞
3:;

)采用
7G#2A4BG#

?

C

3DGA6

L

A,Ce#C

制备
BP:;

#采用
3D.7=3

以
];7.

PQ

为内参检测
DJ4]$23:;

的表达水平)

D&E&F

!

JA+CAG,FI"C

检测
DJ4]$

蛋白表达
!

取对

数生长期的细胞用胰酶消化后#

3Z7;

裂解液提取蛋

白)采用
U=;

法测定蛋白浓度)用
$%̂

丙烯酰胺凝

胶进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

4P4.

7;]W

&)低温下用湿转法转膜#免疫印迹后进行曝

光#利用凝胶成像系统采集并分析图像)

D&E&G

!
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检测细胞增殖
!

在
()

孔板按照
$%%%

个细胞"孔接种
4]=.-(%$

细胞#分为空白对照组*阴

性对照组和
+#3:;

干扰组各
'

孔)分别于培养箱培

养
10

*

0/5

以及
-15

时#加入
==e/

检测试剂)培养

箱继续培养
05

#测定
09%,2

吸光度$

I7

值&值)绘

制细胞增殖曲线)

D&E&H

!

;,,AN#,b.\ZD=

"

7Z

染色法进行细胞周期检

测
!

7U4

洗涤转移下的细胞#用染色结合液制成单细

胞悬液#再加入染色液#轻柔涡旋混匀#室温避光孵

育#最后用流式细胞仪进行检测)

D&F

!

统计学处理
!

采用
4744$(&%

软件进行统计学

分析#实验结果采用
;:Xb;

进行分析#以
!

$

%&%9

为差异具有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

+#3:;

干扰
DJ4]$23:;

表达效率
!

+#3.

:;

干扰
DJ4]$ 23:;

表达高$

!

$

%&%9

&#

3D.

7=3

检测
23:;

表达结果见图
$

)

图
$
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干扰后各组细胞中
DJ4]$23:;

的表达
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年
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月第
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卷第
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期
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干扰后各组细胞中
DJ4]$

蛋白的相对灰度值$

5c?

%

组别 空白对照组 阴性对照组
+#3:;

干扰组

-(%$.+#3:;$ -(%$.+#3:;1 -(%$.+#3:;'

];7PQ $$(0$/&%c$%')'&0 $'/'//&%c$$$'-&/ $91$'9&%c$$00-&) $'/'%)&%c$$10/&' $'/1-'&%c$1$'/&)

DJ4]$ $')$9%&%c$%(%(&$ $010'1&%c$1900&/ 9($'$&%c)$'1&0

"&

(9$'9&%c/)-$&1 $$)/1'&%c$%%%'&0
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"

];7PQ $&$0%$ $&%1( %&'/( %&)// %&/09

!!

"

!

!

$

%&%9

#与空白对照组比较%

&

!

!

$

%&%9

#与阴性对照组比较

E&E

!

+#3:;

干扰组
DJ4]$

的蛋白表达低
!

各组细

胞
JA+CAG,FI"C

检测结果显示$图
1

#表
$

&#

+#3:;

干

扰组中
DJ4]$

蛋白表达受到抑制$

!

$

%&%9

&#

-(%$.

+#3:;$

尤其显著)结合
7=3

结果#可认为成功构建

了
+#3:;

干扰
DJ4]$

表达模型)

!!

$

!空白对照组%

1

!阴性对照组%

'

!

-(%$.+#3:;$

组%

0

!

-(%$.+#3.

:;1

组%

9

!

-(%$.+#3:;'

组

图
1

!!

干扰后各组细胞中
DJ4]$

蛋白的表达

E&F

!

+#3:;

干扰
DJ4]$

基因表达促进
4]=.-(%$

细胞增殖
!

用
==e/

检测各组增殖情况#以
105

为基

础#在
0/

*

-15

时#

+#3:;

干扰组
4]=.-(%$

细胞分别

增殖
''(̂

*

/9%̂

%而空白对照组仅增殖
$-'̂

*

)00̂

)

4#3:;

干扰组
4]=.-(%$

细胞的增殖与其他

两组比较显著增加$

!

$

%&%9

&#见图
'

)

E&G

!

+#3:;

干扰组后细胞周期的变化
!

+#3:;

干

扰
DJ4]$

基因表达促进
4]=.-(%$

细胞增殖#更高

比例的细胞从
]

$

期进入
4

期#见图
0

)

图
'

!!

干扰后各组细胞的生长曲线

!!

"

!

!

$

%&%9

#与空白对照组*阴性对照组比较

图
0

!!

+#3:;

干扰后细胞在不同时期的百分比

F

!

讨
!!

论

!!

研究表明
DJ4]$

基因编码保守疏水蛋白#调控

UE7

信号通路'

0.9

(

)目前大部分研究是通过
UE7

通

路探讨
DJ4]$

表达与铁调素表达的关系%也有研究

表明
DJ4]$

基因沉默将导致生物发生障碍或缺陷#

小鼠与斑马鱼等试验均证实这一观点'

0.9

(

#可见

DJ4]$

是一个关键基因)现有文献提示
DJ4]$

对

不同器官的肿瘤具有双向性调控!在结肠癌中可能是

抑癌基因'

/.(

(

%在乳腺癌中有促进肿瘤发生的功能'

$%

(

)

临床发现家族性结肠癌患者均有
DJ4]$

缺失或表

达低下'

(

(

#细胞学实验也显示
DJ4]$

对结肠癌有抑

制作用)推测
DJ4]$

在结肠癌中是抑癌作用#在信

号通路中#

DJ4]$

是一种富含亮氨酸的分泌蛋白#与

UE7

结合蛋白作用#通过
4̀79'

途径抑制细胞增殖)

以
DJ4]$

促进乳腺癌发生为例#

DJ4]$

是
UE7

的

结合蛋白#调节细胞外的
UE71

*

UE70

*

UE7-

等配

体'

$$

(

)青春期时在肌上皮和终末芽体细胞中均可表

达
DJ4]$

#在导管成熟后#主要表达限于肌上皮层)

DJ4]$

的全缺失导致导管伸长延迟#二级分支减少#

末端芽增大#这与腔上皮细胞数量的增加和细胞凋亡

的减少有关)在胚胎乳腺发育中#当
UE7

靶基因的

表达降低*

UE7

信号传导降低的同时#

?

4E;P$

*

9

*

/

水 平 也 对 应 降 低)管 腔 特 异 性 的
];D;.'

在

DJ4]$

.

"

.胚胎乳腺中减少)

DJ4]$

对
UE7

信号传

导的调节使正常导管伸长#导管进行分支#管腔形成

和出 生 后 胚 胎 乳 腺 中 的 肌 上 皮 区 室 化)总 之#

/%/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



DJ4]$

启动子区域中
=

?

]

岛的异常甲基化可能在

暴露于不利条件时会促进肿瘤细胞活力或分化#最终

导致肿瘤)为何一个基因#在不同组织里却有截然不

同的作用呢+ 这还要从
DJ4]$

与
UE7

之间的关系

入手)

DJ4]$

与
UE7

结合蛋白相互作用#

DJ4]$

可以作为
UE7

拮抗剂'

$1

(和激动剂'

$'

(

)

UE7

对癌症

有一定的抑制作用'

$0.$9

(

#由于
DJ4]$

对
UE7

的不

同作用#导致了
DJ4]$

在不同组织里有促进或抑制

癌症的功能)本研究结果提示
DJ4]$

极可能是

UE7

激动剂#

+#3:;

干扰
DJ4]$

后其表达下调#与

UE7

作用弱化#使
4]=.-(%$

细胞株增殖)

本研究重点研究了
DJ4]$

表达异常对
4]=.

-(%$

增殖的影响)在培养
0/

*

-15

时#在
+#3:;

诱

导低表达
DJ4]$

调控下的
4]=.-(%$

的增殖速度是

空白对照组的
$&()

*

$&'1

倍)实验数据表明#

+#3:;

干扰使
DJ4]$

表达下调#低表达的
DJ4]$

促进

4]=.-(%$

的增殖)

DJ4]$

对
4]=.-(%$

的增殖能

力有显著影响)

总之#本研究的结果表明
+#3:;

干扰
DJ4]$

基

因表达将对人胃癌细胞
4]=.-(%$

的增殖产生明显影

响#有显著促进作用)

DJ4]$

很可能是一种抑癌基

因#提示
DJ4]$

基因可能是潜在的胃癌治疗靶点)

此外由于胃癌与
DJ4]$

的相关研究较少#因此本研

究对后续
DJ4]$

基因在胃癌中的功能*分子机制的

研究具有重大意义#为胃癌发展的机制研究提供了实

验基础#为胃癌的个性化治疗以及基因治疗提供了实

验依据)通过基因筛查可以预判出胃癌高危人群#在

临床治疗上未尝不是一种有效治疗手段)
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