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在食管鳞癌的生长转移中具有重要作用!沉默
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基因表达可明显抑制细胞有丝分裂能力和侵袭转移%
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国是食管鳞癌高发区#每年新发病率和病死率均居世

界第一位#在国内食管癌位居全部恶性肿瘤死亡第四

位&
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)目前传统治疗方法主要是手术切除辅助放化

疗#但食管癌在被确诊时多是中晚期#术后复发和转

移的比例高#预后不佳)食管癌发病机制与原癌基因

的激活和抑癌基因的失活密切相关#因此从基因分子

水平阐明其发生机制是目前研究热点)
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%作为丝氨酸
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苏氨酸激酶家族之一#是细

胞有丝分裂关键的调控因子#其在启动*维持和有丝

分裂的过程中发挥重要的作用)研究表明
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在黑

色素瘤*皮肤梅克尔细胞癌*胰腺癌和肝癌等多种恶性

肿瘤中高表达&
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#下调
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表达可以通过减少细胞

增殖*促进凋亡等机制起到明显抗肿瘤作用)目前全世

界关于
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与食管鳞癌发生*发展与上皮
.

间质转化

之间相关的研究较少)本研究通过沉默
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基因表

达#探讨其与食管鳞癌肿瘤生物学行为的分子机制#旨

在为食管鳞癌的靶向治疗提供一个新思路)
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洗涤
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蛋白的表达
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总蛋白提取试剂
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液#用
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法测定样本的总蛋白浓度)再转印槽中

加上
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"甘氨酸"蛋白电泳液#在
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预制胶中行每组样本蛋白上样#进行电泳)用

双蒸水冲洗凝胶#在
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"甘氨酸缓冲液中转至
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膜$冰浴%#室温含
5Y

脱脂奶粉的
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$C

#

@\>@

洗膜
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次#将发光底物滴于
Q36B

膜上#

5H#,

后于暗

室曝光显影#用
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F
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软件对蛋白灰度值进行分析)
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流式细胞术检测细胞周期的变化
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将转染
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细胞用
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洗涤#胰酶消化#
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漂

洗#离心#吹打均匀重悬细胞#加入
0 -̂%Y

冰乙醇固

定
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以上)

Q\>

去除乙醇#重悬细胞并加碘化
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的
Q\>

#避光
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染色)尼龙网过滤
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分析软件进行细胞周期分析#
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小室上室)下室加
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恒湿恒温箱中进行孵育#

10C

后将靠近内室一面的基

质胶和细胞去掉#室温甲醇固定
'%H#,

#最后用
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结晶紫染色清水漂洗晾干膜#紧接着在显微镜下进行

观察#随机选取
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组
Q;W$H2A?

表达
%&1(a

%&%'

较
4",DK"G+#2A?

组
$&%%a%&%1

明显降低#差

异有统计学意义$

6g'-&(%

#

!g%&%%%

%#见图
$

)

图
$

!!

两组
Q;W$H2A?

的表达情况

@&@

!

R9+D9K,MG"D

检测
Q;W$

蛋白的表达
!

Q;W$

+#2A?

组
Q;W$

*

4.H

J

E

*

3#H9,D#,

*

SSQ1

蛋白表达

较
4",DK"G+#2A?

组均明显降低#差异有统计学意义

$

6g0%&-1

*

10&5-

*

15&$5

*

/&/5

#

!

$

%&%5

%#见图
1

)

图
1

!!

两组
Q;W$

)

4.H

J

E

)

3#H9,D#,

和
SSQ1

蛋白的表达

@&A

!

流式细胞术检测细胞周期变化
!

Q;W$+#2A?

组
X

1

"

S

*

>

期细胞与
4",DK"G+#2A?

组比较明显降

低$

!

$

%&%5

%#

X

%

"

X

$

期细胞无明显变化$

!

%

%&%5

%#

见表
$

)

表
$

!!

流式细胞术检测细胞周期的变化

组别
X

1

"

S

期
>

期
X

%

"

X

$

期

4",DK"G+#2A?

组
$0&)-a$&$5 ')&%%a$&)- 0(&''a%&55

Q;W$+#2A?

组
$/&)%a$&1' '$&1%a%&)1 5%&1%a$&%$

@&B

!

@K8,+N9GG

侵袭实验
!

与
4",DK"G+#2A?

组穿

膜细胞数$

(0&%%a0&%0

%个比较#

Q;W$+#2A?

组

$

00&%%a0&5$

%个明显减少#差异有统计学意义$

6g

$0&'%

#

!g%&%%%

%#见图
'

)

!!

?

!

4",D"K+#2A?

组(

\

!

Q;W$+#2A?

组

图
'

!!

两组细胞侵袭能力的变化%

_0%%

&

A

!

讨
!!

论

!!

Q;W+

是丝氨酸"苏氨酸激酶#家族中包括从

Q;W$

到
Q;W5

#在细胞周期的各个时相的调控中发

挥着核心作用)其中
Q;W$

作为细胞周期检控点的

主要调节者#在有丝分裂过程与纺锤体形成及染色体

的分离具有密切关系#此外#研究表明
Q;W$

的高表

达和肿瘤的发生*发展及预后密切相关#可以作为一

个潜在的有效抗肿瘤靶点&

)./

'

)

2A?

干扰技术属于

转录后基因沉默机制#可以使靶基因
H2A?

沉默达

到定向敲除与肿瘤细胞发生*发展相关基因的功效#

因其具有高特异性和高效性等特点作为一种崭新的

实验方法被广泛应用于基因功能的研究及肿瘤细胞

信号传导通路的分析)本研究应用
+#2A?

沉默

Wc>:.'%

细胞
Q;W$

基因表达#结果显示
Wc>:.'%

细胞中存在
Q;W$

高表达#

2A?

干扰可明显减少肿

瘤细胞
Q;W$H2A?

和蛋白表达)

细胞周期是指细胞从一次分裂完成开始到下一

次分裂结束所经历的全过程#受细胞周期蛋白*多种

激素*细胞周期蛋白激酶*三磷酸肌醇$

=Q'

%*

48

信使

系统及细胞周期蛋白激酶抑制剂等多个蛋白共同调

节#当细胞周期紊乱可导致肿瘤细胞异常增殖)

Q;W$

作为细胞周期依赖性激酶#在细胞有丝分裂调

节过程中可以通过促进中心体成熟*细胞周期由
X

1

期进入
S

期及染色体分离等功能发挥重要作用)阻

止癌细胞增殖和促进凋亡是肿瘤基因治疗的基本原

则#

?S?A=

等&

(

'采用
Q;W$

靶向抑制剂
\=)-1-

处

理神经胶质瘤细胞发现#可以通过显著阻滞细胞于

X

1

"

S

期#导致肿瘤细胞增殖和凋亡增加)本研究应

用流式细胞术分析了转染
Q;W$+#2A?

对
Wc>:.'%

细胞的周期分布变化的影响#发现转染组较空白对照

组相比可将更多细胞阻滞于
X

1

"

S

期#从而调控肿瘤

细胞的增殖#这与
?S?A=

等的结果相一致)

@?A

等&

$%

'研究发现
Q;W$

是肿瘤细胞中
Q6W$.Q;W$.

S

J

E

通路的核心成分#活化状态的
Q;W$

进一步激活

S

J

E

促进肿瘤的生长增殖和分化)笔者同时检测了

细胞周期相关蛋白
4.H

J

E

的表达来进一步探讨食管

鳞癌细胞
Q;W$

表达和周期变化的可能机制#结果发

现沉默
Q;W$

基因后
Q;W$

和
4.H

J

E

蛋白表达下调#

表明在食管鳞癌细胞周期调控中
Q;W$

发挥重要作

用#其可以通过上调
4.H

J

E

表达促进细胞异常增殖)

上皮
.

间质转化是上皮来源的恶性肿瘤侵袭转移

的重要机制之一#主要以
:.48!C9K#,

等上皮表型标志

下调&

$$

'

#

3#H9,D#,

等间质表型特征分子表达上调为

特征&

$1.$'

'

)

3#H9,D#,

可以通过调节
S@$.SSQ

改变

乳腺癌细胞的黏附及迁移能力#并且与患者的预后密

切相关#下调
3#H9,D#,

表达可以影响肿瘤细胞的侵

袭和迁移能力&

$0

'

)此外#细胞外基质的降解也是肿瘤

侵袭及转移重要的一部分#肿瘤细胞可以通过破坏细

胞外基质扩散并浸润到周围正常组织#

SSQ1

是锌结

$'(
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年
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合内肽酶家族成员之一#高表达的
SSQ1

在多种肿

瘤组织中可以通过降解*破坏肿瘤附近的细胞基质#

促进肿瘤细胞的侵袭及转移&

$5.$)

'

)本研究表明抑制

Q;W$

表达后可导致
3#H9,D#,

和
SSQ1

蛋白表达下

调#

@K8,+N9GG

侵袭实验进一步显示穿膜细胞数明显

减少#可以说明敲掉
Q;W$

基因后可以抑制肿瘤细胞

上皮
.

间质转化#并减少了
SSQ1

介导的细胞外基质

的破坏#从而降低食管鳞癌细胞的侵袭能力#分析其

原因可能是
Q;W$

通过诱导食管鳞癌细胞的
:S@

过

程促进侵袭转移)

总之#本研究发现
Q;W$

在食管鳞癌细胞的异常

增殖和促进侵袭转移过程中发挥重要作用#但是具体

的调控机制尚需进一步研究#

Q;W$

有望成为食管鳞

癌分子靶向治疗的重要靶标)
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