
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$(&$)&%%;

网络首发
!

233

4

!""

5,+&6,5#&,73

"

568+

"

!739#:

"

;%&$%(-&<&1%$(%)$(&%($)&%$0&238:

#

1%$(.%).$(

$

8#<.$/)

通过靶向调控
D89!)

抑制人胶质瘤细胞增殖"

刘
!

艳$

!邵阿末$

!曾金艳$

!胡亚玲1

!许
!

路$

#

"

$&

无锡卫生高等职业技术学校!江苏无锡
1$0%1/

#

1&

江苏省无锡市人民医院中心实验室
!

1$0%1'

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨
8#<.$/)

靶向
D89!)

对人胶质瘤细胞增殖的影响%方法
!

运用生物信息学软件预测

8#<.$/)

的下游靶基因%双荧光素酶报告实验验证
8#<.$/)

与
D89!)

的
'h.

非编码区"

'h.]?<

$的结合作用%

人胶质瘤细胞系
]/-

转染
8#<.$/)8#8#6+

或
8#<.$/)#,2#P#3"O

后!

\

<?.JF<

检测
8#<.$/)

及
D89!)8<SR

的表达#

N7+37O,P:"3

检测
D89!)

蛋白的表达水平%

D89!)

过表达质粒或对照质粒与
8#<.$/)8#8#6+

或

8#8#6+SF

共转染!

N7+37O,P:"3

检测
D89!)

蛋白的表达水平#

FFg./

和克隆形成实验检测细胞的增殖%

结果
!

生物信息学软件预测出
D89!)

为
8#<.$/)

的下游靶基因之一%双荧光素酶报告实验发现!相比各自对

照组!转染
8#<.$/)8#8#6+

或
8#<.#,2#P#3"O

后!野生型
D89!)'h.]?<

荧光强度相应地明显减弱或增强!而突

变了的
D89!)'h.]?<

荧光强度没有明显变化%相较于各自的对照组!人胶质瘤细胞系
]/-

转染
8#<.$/)

8#8#6+

后!

N7+37O,P:"3

检测发现
D89!)

蛋白表达下调!而转染
8#<.$/)#,2#P#3"O

后!

D89!)

蛋白的表达升

高%

8#<.$/)8#8#6+

与
D89!)

过表达质粒共转染后!

FFg./

和克隆形成实验检测细胞的增殖情况!发现
D89!)

过

表达可以逆转
8#<.$/)8#8#6+

引起的细胞增殖的抑制作用%结论
!

8#<.$/)

可通过靶向调控
D89!)

的表达进而

发挥其抑制人胶质瘤细胞增殖的作用%
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胶质瘤是人颅内常见的原发恶性肿瘤%其主要特

点是肿瘤细胞弥漫性浸润生长*边界不清*无限增殖

且有高度侵袭性%治疗困难%严重影响人类的健康)

尽管胶质瘤的治疗方法已取得很大的进展%但胶质瘤

患者的
;

年生存率仍较低'

$

(

)微
<SR

#

8#6O"<SR

%

8#<SR

"

8#<

$是一种内源性长
1%

$

1;

个碱基的非编

码小分子单链
<SR

%可调控人类约
$

"

'

编码蛋白的

基因)越来越多的研究表明
8#<SR

异常表达与多种

肿瘤的发生发展密切相关%

8#<SR

既可作为癌基因

促进肿瘤生长%又可作为抑癌基因抑制肿瘤相关靶基

因的表达'

1

(

)近年来%与肿瘤相关的
8#<SR

被陆续

发现%多种
8#<SR

参与胶质瘤发生发展)其中%

8#<.$/)

在包括胶质瘤在内的多种肿瘤中低表达%功

能实验显示其具有抑癌作用'

'.;

(

)本研究通过生物信

息学方法预测
8#<.$/)

靶基因包括
D89!)

%并利用双

荧光素酶报告系统进行活性检测%通过分子生物学技

术证实
8#<.$/)

是否通过作用于
D89!)

对胶质瘤细

胞增殖产生影响%以期解释两者在脑胶质瘤发病机制

中的作用)

D

!

材料与方法

D&D

!

材料
!

人脑胶质瘤细胞
]/-

购自中国科学院上

海细胞所&

BEQE

培养液*青
.

链霉素混合液购自美国

=

X

F:",7

公司&

@#

4

"W76398#,7

?E

1%%%

*

?<K[":

等试剂

购自美国
K,U#3O"

V

7,

公司&

E.E@C

反转录酶*

BSR

聚合酶及缓冲体系购自美国
JO"87

V

9

公司&

!S?J

和

相关引物购自上海生工生物工程有限公司&苯甲基磺

酰胺#

JEDT

$*

<KJR

裂解液*十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺凝胶#

DBD.JRfQ

$电泳配制相关产品*

FFg./

细

胞毒性检测试剂盒购自上海碧云天生物技术研究所&

胎牛血清购自以色列
G#":"

V

#69:K,!Y+3O#7+

公司&

fRJB=

*

D89!)

抗体购自美国
F7::D#

V

,9:#,

V

公司&

聚偏氟乙烯碳#

JCBT

$膜*化学发光底物
QF@

购自美

国
E#::#

4

"O7

公司)野生型和突变型
D89!)

基因
'h.

非编码区#

'h.]?<

$萤光素酶表达载体的构建和测序

由上海吉玛制药技术有限公司提供)

D&E

!

方法

D&E&D

!

细胞培养
!

]/-

细胞用含
$%_

胎牛血清*

$%%

]

"

8@

青霉素*

$%%8

V

"

@

链霉素的
BEQE

培养基进

行培养%置于
'-`

*

;_ F>

1

的培养箱内常规传代培

养%定期观察细胞密度%每
1

$

'

天换液
$

次)实验所

用细胞均为对数生长期细胞)

D&E&E

!

细胞转染及分组
!

制备终浓度为
/%,8":

"

@

8#<.$/)8#8#6+

或
/%,8":

"

@8#<.$/)#,2#P#3"O@#.

4

"W76398#,7

?E

1%%%

脂质体复合物)细胞分别加入

8#<.$/)8#86+

或
8#<.$/)#,2#P#3"O

脂质体复合物

#

8#<.$/)8#86+

组*

8#<.$/)#,2#P#3"O

组$%同时设置

对应的对照组#分别为
8#<.$/)8#86+SF

组*

8#<.

$/)#,2#P#3"O SF

组$)购建
D89!)

过表 达 质 粒

#

D89!)

组$%以及对应的对照质粒#

U763"O

组$%细胞

分别转染相应质粒&用
D89!)

过表达质粒或对照组质

粒与
8#<.$/)8#8#6+

或
8#<.$/)8#8#6+SF

共转染%

再分
8#<.$/)8#8#6+SFaU763"O

组*

8#<.$/)8#8.

#6+SFaD89!)

组*

8#<.$/) 8#86+aU763"O

组和

8#<.$/)8#8#6+aD89!)

组
0

个组)将对数生长期

的
]/-

细胞以每孔
1b$%

;

"

8@

密度接种于六孔板%

待细胞融合度达
-%_

左右时行共转染%置于
'-`

*含

;_ F>

1

培养箱中继续培养
0/2

)

D&E&G

!

定量反转录聚合酶链反应#

<?.

\

JF<

$检测
!

收集各组细胞%用
?<K[":

裂解并提取各组细胞总

<SR

)应用紫外分光光度计测定各组细胞的总
<SR

浓度%然后取
1

&

V

总
<SR

进行反转录%最后取
$

&

@

6BSR

模板于
1;

&

@

反应体系中进行
<?.

\

JF<

%其中

分别以
])

和
fRJB=

为内参)扩增条件为
(;`;

8#,

&

(;`'%+

*

;;`'%+

*

-1`'%+

%共
0%

个循环)

独立重复实验
'

次%采集数据%最后以
1

.

''

F3相对定量

法计算基因的相对表达量)具体引物序列见表
$

)

表
$

!!

引物名称和序列

基因 方向 序列#

;h.'h

$

产物大小

#

P

4

$

8#<SR.$/)

正向
fFFfFFRRRfRR??F?FF??? 11

反向
f?fFRfff?FFfRff?

D89!)

正向
F?ffRf??f??fRfFRfFF 11%

反向
f?fFf?F???F??f????f?FF

])

正向
fff?FffFRFR?R?RF?RRRR? $%)

反向
FfF??FRFfRR???fFf?f?FR?

fRJB=

正向
FFFR?f??Ff?FR?fff?f? $0;

反向
?ff?FR?fRf?FF??FFRFfR?R

D&E&H

!

N7+37O,P:"3

检测蛋白水平
!

收集各组细胞%

用含
$_ JEDT

的
<KJR

裂解液裂解细胞提取总蛋

白%

GFR

法检测各组蛋白浓度%每组取等量蛋白进行

DBD.JRfQ

电泳分离后并将其转移至
JCBT

膜%以

;_

脱脂奶粉
.?GD?

封闭液封闭
$2

%一抗
0`

孵育过

夜%

?GD?

洗
'

遍%

=<J

标记的二抗室温孵育
12

%

?GD?

洗
'

遍%最后扫描
JCBT

膜并进行结果统计分

析%其中以
fRJB=

作为内参)

D&E&M

!

FFg./

法检测细胞活力
!

将细胞按
;b$%

'

密度接种于
()

孔板中%每孔加入
$%

&

@FFg./

试剂%

'-`

条件下孵育
12

后酶标仪检测各孔在
0(%,8

波

长下的吸光度#

1

$值)每组设置
'

个复孔取平均值%

另设单孔作为空白对照)细胞活力#

_

$

i

#检测时间

点
1

值
I%21

值$"#

%21

值
I

空白对照
1

值$

b

$%%_

)

D&E&N

!

集落形成实验
!

计数细胞悬液%将细胞接种

于
)

孔板中#每孔
$b$%

' 个细胞$%置细胞于培养箱中

培养
'

周%除去培养液%用
JGD

洗涤
1

次%加
0_

多聚

甲醛固定细胞
$;8#,

%然后去除固定液%加适量结晶

紫染色
$;8#,

%然后洗去染色液%自然环境中干燥%最

后计算集落形成率)集落形成率#

_

$

i

集落形成数"

($-1

重庆医学
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年
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月第
0/

卷第
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期



接种细胞数
b$%%_

)

D&E&O

!

双荧光素酶报告实验
!

构建野生型和突变型

D89!)

基因
'h.]?<

的报告基因质粒#

Z3.D89!)

和

8Y3.D89!)

$%依照转染试剂说明将
8#<SR.$/)8#8.

#6+

和
Z3.D89!)

*

8#<SR.$/) 8#8#6+ SF

和
Z3.

D89!)

*

8#<SR.$/)8#8#6+

和
8Y3.D89!)

*

8#<SR.

$/)8#8#6+SF

和
8Y3.D89!)

*

8#<SR.$/)#,2#P#3"O

和
Z3.D89!)

*

8#<SR.$/) #,2#P#3"O SF

和
Z3.

D89!)

*

8#<SR.$/)#,2#P#3"O

和
8Y3.D89!)

*

8#<.

SR.$/)#,2#P#3"OSF

和
8Y3.D89!)

共转染细胞)转

染
0/2

后%根据试剂盒说明书建议的方法检测上述各

组细胞的相对荧光强度值)

D&F

!

统计学处理
!

采用
DJDD$/&%

软件进行统计学

分析%计量资料采用
PdL

表示%组间比较采用方差分

析%组内比较采用
A

检验%以
O

$

%&%;

为差异有统计

学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

8#<.$/)

通过结合
D89!)

的
'h.]?<

调控

D89!)

的表达
!

通过生物信息学软件预测
8#<.$/)

与
D89!)

的
'h.]?<

区结合位点)荧光素酶报告实

验结果显示%相比
8#<.$/)8#86+SF

组%

8#<.$/)

8#86+

组降低了野生型
D89!)'h.]?<

转染细胞的

荧光素酶活性#

O

$

%&%;

$&而与
8#<.$/)#,2#P#3"OSF

组比较%

8#<.$/)#,2#P#3"O

组
D89!)'h.]?<

转染细

胞的荧光素酶活性增强#

O

$

%&%;

$)但在转染突变型

D89!)'h.]?<

的细胞中%相比各自对照组%

8#<.$/)

8#86+

组*

8#<.$/)#,2#P#3"O

组都不能改变突变型

D89!)'h.]?<

细胞的荧光素酶活性#

O

%

%&%;

$%见

图
$

)

!!

R

!生物信息学软件预测
8#<.$/)

的下游靶基因&

G

*

F

!荧光素酶报

告实验&

9

!

O

$

%&%;

图
$

!!

8#<.$/)

与
D89!)

的靶向关系

E&E

!

8#<.$/)

负向调控
]/-

细胞
D89!)

蛋白的表

达水平
!\

<?.JF<

检测结果显示%

8#<.$/)8#8#6+

组
8#<.$/)

的表达水平较
8#<.$/)8#8#6+SF

组显

著升高#

O

$

%&%;

$&

8#<.$/)#,2#P#3"O

组
8#<.$/)

的

表达水平较
8#<.$/)#,2#P#3"OSF

组明显降低#

O

$

%&%;

$%见图
1R

)

N7+37O,P:"3

实验检测结果显示%与

8#<.$/) 8#8#6+ SF

组 比 较%

8#<.$/) 8#8#6+

组

D89!)

蛋白表达水平下降#

O

$

%&%;

$&与
8#<.$/)#,.

2#P#3"OSF

组比较%

8#<.$/)#,2#P#3"O

组
D89!)

蛋白

表达水平升高#

O

$

%&%;

$%见图
1G

*

F

)

!!

R

!

JF<

分析图&

G

!

N7+37O,P:"3

&

F

!

N7+37O,P:"3

分析图&

$

!

8#<.$/)8#86+SF

组&

1

!

8#<.$/)8#86+

组&

'

!

8#<.$/)#,2#P#3"OSF

组&

0

!

8#<.

$/)#,2#P#3"O

组&

9

!

O

$

%&%;

图
1

!!

8#<.$/)

对
]/-

细胞
D89!)

蛋白表达水平影响

!!

R

!转染
D89!)

过表达质粒后
]/-

细胞
D89!)8<SR

的表达变化&

G

!转染
D89!)

过表达质粒后
]/-

细胞
D89!)

蛋白的表达变化&

F

!

D89!)

过表达质粒或对照组质粒与
8#<.$/)8#8#6+SF

组或
8#<.$/)8#8#6+

共转染后
D89!)

蛋白的表达变化&

$

!

8#<.$/)8#8#6+SFaU7O63"O

组&

1

!

8#<.$/)8#8#6+aU763"O

组&

'

!

8#<.$/)8#8#6+SFaD89!)

组&

0

!

8#<.$/)8#8#6+aD89!)

组&

9

!

O

$

%&%;

图
'

!!

D89!)

过表达恢复
8#<.$/)

对
D89!)

蛋白表达的抑制作用
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!!

R

!

FFg.

实验&

G

!细胞集落形成实验及其定量分析&

$

!

8#<.$/)8#8#6+SFaU7O63"O

组&

1

!

8#<.$/)8#8#6+aU763"O

组&

'

!

8#<.$/)8#8#6+a

D89!)

组&

0

!

8#<.$/)8#8#6+SFaD89!)

组&

9

!

O

$

%&%;

%

P

!

O

$

%&%$

图
0

!!

8#<.$/)

靶向
D89!)

对
]/-

细胞增殖的影响

E&F

!

D89!)

过表达可恢复
8#<.$/)

对
D89!)

的抑

制作用
!

]/-

细胞转染
D89!)

质粒后%

D89!)8<.

SR

和蛋白质的表达均增加#

O

$

%&%;

$%见图
'

)

E&G

!

8#<.$/)

靶向
D89!)

抑制
]/-

细胞增殖
!

FFg./

检测结果显示%与
8#<.$/)8#8#6+SFaU76.

3"O

组比较%

8#<.$/)8#8#6+aU763"O

组
]/-

细胞增

殖能力明显降低%

8#<.$/)8#8#6+SFaD89!)

组细

胞的增殖能力显著升高#

O

$

%&%;

$&与
8#<.$/)8#8.

#6+aU763"O

组比较%

8#<.$/)8#8#6+aD89!)

组细胞

的增殖能力显著升高#

O

$

%&%;

$%见图
$R

)细胞集落

形成实验显示%与
8#8#6+SFaU763"O

组相比%

8#<.

$/)8#8#6+aU763"O

组
]/-

细胞克隆形成率明显降

低%

8#<.$/)8#8#6+SFaD89!)

组细胞克隆形成率

显著升高#

O

$

%&%;

$&与
8#<.$/)8#8#6+aU763"O

组

相比%

8#<.$/)8#8#6+aD89!)

组细胞克隆形成率显

著升高#

O

$

%&%;

$%见图
0

)

F

!

讨
!!

论

!!

胶质瘤具有高发病率和低生存率的特点'

)

(

)虽

然胶质瘤的手术*放化疗等治疗技术已取得长足的发

展%但胶质瘤患者的预后仍不理想)随着胶质瘤分子

学的研究%发现胶质瘤的本质是一种多基因异常疾

病%包括抑癌基因的突变缺失及原癌基因的过表达)

因此寻求新的分子基因靶点成为治疗胶质瘤新的突

破点)

8#<SR+

具有高度的保守性*组织特异性%可通

过
'h.]?<

碱基互补的方式识别特异靶基因%在转录

后水平降解靶基因
8<SR

或抑制靶基因的翻译%从

而在细胞增殖*分化*凋亡中发挥重要作用)近年来

的研究发现%在胶质瘤中存在大量
8#<SR

的异常表

达%并参与了胶质瘤的增殖*凋亡与侵袭等生物功

能'

-

(

)

GR>

等'

/

(研究表明
8#<.;$(9

在胶质瘤标本

和细胞系中多表达降低%低表达的
8#<.;$(9

与胶质

瘤患者较差的预后呈正相关)

L]Q

等'

(

(研究发现%

与正常组织相比%胶质瘤组织中
8#<.11$

"

111

的表达

明显升高%恶性程度高的胶质瘤组织的表达高于恶性

程度低的组织%高表达
8#<.11$

"

111

的胶质瘤患者生

存期较短)

8#<.$/)

作为
8#<SR+

中的一员%近年已

成为研究的热点%

FRK

等'

$%

(研究发现
8#<.$/)

在口

腔鳞状细胞癌组织和细胞系中表达明显降低%发挥抑

癌作用)

D]

等'

$$

(实验结果表明与正常细胞系相比%

8#<.$/)

在人皮肤恶性黑色素瘤细胞系中的表达明显

降低%过表达后可抑制肿瘤细胞增殖%同时也降低细

胞的迁移和侵袭能力)另有研究表明该基因在胶质

瘤中也是低表达%发挥抑癌功能%但是具体的机制并

不明确'

$1

(

)本课题组前期研究也发现%与正常星形胶

质细胞相比%

8#<.$/)

在胶质瘤细胞中的表达明显降

低)笔者通过
8#<9,!9

*

8#<BG

*

8#<N9:5

*

?9O.

V

73+69,

数据库预测出能与
D89!)

结合的
8#<SR+

包含
8#<.$/)

%推测
8#<.$/)

可能通过靶向调节

D89!)

的表达来发挥作用)

D89!)

是抑制性
D89!

蛋白%是转化生长因子
.

%

#

3O9,+W"O893#",

V

O"Z32W963"O.

%

%

?fT.

%

$信号通路的

一类关键调控分子)

?fT.

%

家族成员具有广泛的细

胞功能%比如调节细胞增殖与分化*细胞凋亡*细胞迁

移和细胞间粘连)另外%它们在胚胎发育*免疫监督

及干细胞自我更新和分化中也起着重要的作用)多

个证据表明
D89!)

对肿瘤的发生发展发挥一定的作

用)比如
D89!)

在胰腺癌*口腔鳞状细胞癌中存在过

表达现象%可能是导致该肿瘤发生的原因之一'

$'

(

)

D89!)

影响非小细胞肺癌的生存期%敲降该基因可引

起肺癌细胞活力下降*凋亡增加%同时抑制细胞周期%

从而重建肺癌细胞
?fT.

%

信号通路的平衡'

$0

(

)另有

研究表明
D89!)

在肝癌
FB$''

a 干细胞中表达增

加'

$;

(

)前期研究发现
D89!)

在胶质瘤中表达亦增

加'

$)

(

)本研究通过双荧光素酶报告实验证实
8#<.

$/)

能直接结合到
D89!)'h.]?<

%与生物信息学方

法的预测结果一致)与文献报道的
8#<.$/)

可通过

调控相关靶基因影响肿瘤的生物学功能类似'

'.0

(

%本

研究也发现转染
8#<.$/)

模拟物或抑制物后%

D89!)

的表达水平明显降低或升高%说明
8#<.$/)

负向调控

胶质瘤
]/-

细胞
D89!)

蛋白的表达水平&转染
8#<.

$/)

模拟物后%细胞的增殖显著减弱%共转染
8#<.$/)

模拟物和
D89!)

过表达质粒后%细胞的增殖能力有明

显恢复%故推断在胶质瘤细胞中
8#<.$/)

通过靶向调

节
D89!)

影响了细胞的增殖能力)

综上所述%

8#<SR+

通过调控不同的靶基因参与

胶质瘤的发生*发展过程)本文探讨了
8#<.$/)

*

D89!)

在胶质瘤发生发展中的重要作用%为胶质瘤的

防治提供实验依据%并有可能成为胶质瘤治疗的新

方向)

$1-1

重庆医学
1%$(

年
/

月第
0/

卷第
$)

期
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