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探讨促肝细胞再生磷酸酶!
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T=/F$

"基因对大肠癌细胞侵

袭的影响及可能机制%方法
!

应用
T=/F$

基因小干扰
=4?

!

6:$GG'%7+8R+8'%

D

=4?

#

6'=4?

"转染处理人大肠癌

;AO((%

细胞后#分别采用荧光实时定量
=OFTA=

和
1+67+8%PGB7

检测
T=/F$:=4?

和蛋白水平#分别采用软

琼脂集落培养试验和
3B

.

#+%

小室模型试验检测癌细胞的锚着不依赖性增殖和侵袭能力#采用琼脂糖凝胶电泳

和
O&40/

检测癌细胞失巢凋亡情况%结果
!

转染组癌细胞
T=/F$:=4?

和蛋白水平明显被抑制#且与时间

和浓度相关%与对照组比较#转染组细胞所形成的软琼脂集落数和穿膜细胞数明显减少#且呈时间和浓度依赖

性%琼脂糖凝胶电泳和
O&40/

结果显示#转染组细胞出现明显的凋亡现象)凋亡指数增加#出现明显的
54?

条带%结论
!

T=/F$

基因
6'=4?

转染可明显抑制大肠癌细胞的锚着不依赖性增殖和恶性侵袭#其机制可能与

诱导失巢凋亡有关%
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去磷酸化和磷酸化调节细胞的生长$分化$细胞周期$

细胞间信息传递和其他活动.
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%许多研究发现#
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基因与

肝癌$大肠癌$乳腺癌等实体瘤侵袭有关.

!,&

/

%晚近研

究发现#
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基因过表达与大肠癌细胞转移密切相

关.
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#但目前不清楚
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调控大肠癌细胞侵袭的可

能机制%
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细胞#观察了对大肠癌细胞侵袭的影响#并

从失巢凋亡!

$%B'S'6

"方面探讨了可能的机制%

材 料 和 方 法
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细胞购自中国科学
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试剂盒#购自上海申能博彩公司%

细胞培养及转染处理
!

大肠癌
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细胞在含
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胎牛血清的
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培养液#
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和湿度环境的条件下连续培养%转染前
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#将浓度为
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的细胞接种于
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孔培养板#培养过

夜%次日进行转染%细胞分组)!
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")未经任何处理的大肠癌细胞(!
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"的已用脂质体包

埋的
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%转染后于不同时间采用胰酶消化收取细

胞#进行以下试验%

H>!NJ

基因检测

:=4?

水平检测
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根据文献.
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/#采用荧光实

时定量
TA=

检测
T=/F$

基因
:=4?

水平%实时

荧光定量
TA=

反应完成后#调整基线#计算目的基

因相对于
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的2
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每份标本取
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次检测的平均2

A7

用于后续数据分

析%采用22

A7

法.

#
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#计算
T=/F$

在处理组与
AB%F?

组的相对表达量%对处理组与
AB%F?

组的2

A7

值进

行
5

检验#分析
T=/F$

基因在各处理组与
AB%F?

组中的表达差异%

蛋白水平检测
!

提取对照组和各实验组细胞总

蛋白#蛋白定量后#以
%

F$-7'%

为内参照#进行常规

1+67+8%PGB7

检测
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蛋白水平%利用
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"测定
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PGB7

条带净灰度值#并与内参照
%

F$-7'%

的测定结果

相比较#计算其比值%

软琼脂集落形成试验
!

常规进行软琼脂集落培

养试验#观测
T=/F$6'=4?

对大肠癌细胞锚着不依

赖性增殖的影响%

体外侵袭试验
!

该试验在改良的
3B

.

#+%

小室

中进行#具体步骤参照文献.

("

/的方法%

)""

倍光

镜下计数穿过聚碳酸酯膜的细胞数#以侵袭细胞的

数目表示肿瘤细胞侵袭能力%随机计数
("

个视野

内的细胞数#取平均值进行统计处理#每组计数
$

份

样本%

细胞失巢凋亡检测

失巢凋亡模型制备
!

以铺有多聚
F;0*?

的培

养皿作为失巢凋亡模型%按照文献.

("

/制备该模

型%简述如下#将多聚
F;0*?

溶于无水乙醇#制备

成
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-

:/

的多聚
F;0*?

溶液%将培养皿用

T3,

洗
$

遍#然后加上
! :/

多聚
F;0*?

溶液

包被%

细胞处理
!

收集转染
)*E

的细胞#吹打均匀#

制成
&/("

&

-+GG6

-

:/

的单细胞悬液%将
!:/

细

胞接种于多聚
F;0*?

的培养皿中#放入培养箱中

继续培养%

(!E

后#收集细胞#分别采用琼脂糖凝

胶电泳和
O&40/

检测细胞失巢凋亡%

琼脂糖凝胶电泳
!

收集细胞#采用
54?

抽提

试剂盒按照说明书操作提取
54?

#无水乙醇沉淀%

!&X

琼脂糖凝胶电泳#电压
%"W

#

(>&E

%

O&40/

检测
!

将
(""

$

/

细胞悬浮液加入覆

盖有细胞加样槽的玻片上#

)X

#
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-

:'%

离心
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%

$>'<

甲醛固定
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%余操作参照
O&40/

试剂盒说明书%凋亡指数!
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"计

算)凋亡细胞数-总细胞数
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%

统计方法
!

数据用均数
0

标准差!

I

0

0+

"表示%

采用
,T,,(">"

软件对数据进行处理%组间比较采
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促肝细胞再生磷酸酶
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基因对大肠癌细胞侵袭和失巢凋亡的调控

用单因素分析法%

:

$

">"&

表示差别有统计学意

义#

:

$

">"(

表示差别有高度统计学意义%

结
!!!

果

(->';

对
H>!NJ

基因的影响
!

为敲除
T=/F$

:=4?

表达#本研究采用
T=/F$6'=4?

转染大肠

癌
;AO((%

细胞#分别采用定量
TA=

和
1+67+8%

PGB7

检测
T=/F$

基因
:=4?

和蛋白水平%结果发

现#与对照组细胞比较#

6'=4?

组
:=4?

和蛋白水

平明显降低!图
(?

#

3

"%

图
D

!

H>!NJ(->';

处理对大肠癌
C?ODDT

细胞
H>!NJ/>';

和蛋白水平的影响

F-
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D
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42)0-1,070,
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.

(

3

)

1+67+8%PGB7$66$

.

!!

软琼脂集落形成试验
!

接着#我们观察
T=/F$

表达下调对癌细胞锚着不依赖性增殖和穿越基质能

力的影响%结果显示#大肠癌
;AO((%

细胞在体外

半固体培养体系中可以自发地形成集落#而经

6'=4?

转染的细胞集落生长呈剂量依赖性减少

!

:

$

">"&

"!图
!
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图
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!

H>!NJ(->';

转染对大肠癌

细胞锚着不依赖性增殖的影响
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H>!NJ(->';

对大肠癌细胞侵袭的影响
!

3B

.

#+%

小室上室细胞穿过膜上
:$78'

D

+G

到膜的下

室面#其数量反映了细胞侵袭能力的大小%收集转

染
)*E

的细胞#采用
3B

.

#+%

小室检测癌细胞侵袭

情况%结果发现#与对照组集落数比较#

6'=4?

组

穿过滤膜的细胞数明显下降!

:
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图
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对大肠癌细胞抗失巢凋亡的影响
!

转染

)*E

后#将转染组细胞和对照组细胞转到多聚
F

;0*?

培养皿上#

(!E

后收集细胞#分别采用琼脂

糖凝胶电泳和
O&40/

检测%发现#未经转染处理

的对照组
;AO((%

细胞无论是贴壁培养还是悬浮

培养均未见明显的凋亡现象#即表现为抗失巢凋亡%

而转染组癌细胞有如下表现)如图
)

所示#
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凝

胶电泳显现明显的梯状图谱#且与浓度相关!
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检测发现#经转染处理的大肠癌细

胞凋亡指数明显高于对照组#且呈浓度依赖性!
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&

"%

&!$



复旦学报!医学版"

!

!""#

年
&

月#

$%

!

$

"

!

图
M

!

琼脂糖电泳检测
C?ODDT

细胞凋亡结果

F-

G

M

!

>0(8,)(23*

G

*42(00,06)42

5

.240(-(

21*

5

2

5

)2(-(23C?ODDT60,,(

/$%+(

)

AB%F3

(

/$%+!

#

$

#

)

)

6'=4?

#

$>(!&

#

%>!&

#

(!>&%:BG

-

/

图
S

!

O]'"!

检测
C?ODDT

细胞凋亡结果

F-

G

S

!

>0(8,)(23O]'"!*((*

A

21*

5

2

5

)2(-(

23C?ODDT60,,(

讨
!!!

论

=4?'

是近年来发现的一种调节
:=4?

的生

物学现象#能够使基因的
:=4?

被相应的双链

=4?

分子敲除#其效果要远强于正义和反义

=4?

.
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%

=4?'

最主要的功能在于可以调节和关

闭基因的表达#进而调控细胞的各种高级生命活动%

而
6'=4?

是指
=4?'

过程中在细胞内产生的长约

!(

"

!&

核苷酸!

%7

"的小双链
=4?

分子#是
=4?'

作用机制的重要中间效应分子%而且已有人工合成

的
6'=4?

#具有明显的敲除相应基因
:=4?

的效

果.
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%由于
6'=4?

具有高效敲除基因表达的工

具#已被广大科学工作者用来研究基因功能和基因

治疗的工具%

本研 究 针 对
T=/F$

基 因 特 点#设 计 合 成

6'=4?

#转染处理大肠癌细胞后#分别采用实时定量

TA=

和
1+67+8%PGB7

检测该基因表达#发现癌细胞

T=/F$:=4?

和蛋白水平明显被抑制%说明该

6'=4?

可作为研究
T=/F$

在大肠癌侵袭作用中的

有力工具%

正常真核细胞#除成熟血细胞外#大多须黏附于

特定的细胞外基质上才能存活#称为锚着依赖性
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"%肿瘤细胞可以锚着不依

赖性生长%肿瘤细胞在软琼脂形成集落的多少可反

映肿瘤细胞锚着依赖性的特性#且与其恶性程度呈

正相关%癌细胞侵袭能力强#则在软琼脂上形成的

集落数目多.
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%本研究发现#经不同浓度的

T=/F$6'=4?

转染处理后#癌细胞软琼脂形成集落

数明显减少#且呈剂量依赖性%
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小室模型

检测发现#经
6'=4?

转染处理后的大肠癌细胞穿膜

细胞数显著减少#且呈浓度依赖性%说明#敲除

T=/F$

基因表达可抑制大肠癌细胞的锚着不依赖

性增殖和侵袭能力%

癌细胞侵袭是一个复杂的过程#涉及到很多机

制%近年来#失巢凋亡引起人们重视%细胞与细胞

外基质!

+H78$-+GG"G$8:$78'H

#
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"脱离黏附接触

或者是接触不完全后出现的凋亡现象#被称为失巢

凋亡!
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%失巢凋亡的意义在于防

止这些脱落的细胞种植于其他不适当的地方继续生

长%然而很多肿瘤细胞从瘤体上脱落后并不会发生

凋亡#尤其是容易发生转移的恶性肿瘤细胞#可以迁

徙到其他部位再次生长%因此#抗失巢凋亡是肿瘤

转移发生的重要原因之一.

(&

/

%同样地#大肠癌细胞

在体内增殖转移亦可能是失巢凋亡失败的结果%

研究失巢凋亡现象一般在包被有多聚
F;0*?

的
C

+78'F#'6E

培养皿上进行%多聚
F;0*?

是一种

阴离子聚合物#具有均匀的非离子特性#铺在容器的

底部可阻止细胞接触和
0A*

的沉淀#可阻止细胞

贴壁#细胞呈悬浮状态#从而诱发失巢凋亡%本研究

用多聚
F;0*?

包被
C

+78'F#'6E

培养皿以复制失巢

凋亡模型#然后将转染
)*E

的癌细胞转移到该模型

上#分别采用琼脂糖凝胶电泳和
O&40/

方法检

测%结果发现#琼脂糖凝胶电泳显示出明显的梯状

图谱%

O&40/

检测发现#凋亡指数增加#且呈浓度

依赖性%而未经转染处理的
;AO((%

细胞无论是

处于是贴壁培养还是在悬浮培养的失巢凋亡模型中

均未见明显的凋亡现象#即表现为抗失巢凋亡%由

此提示#

T=/F$

基因表达下调可诱导结肠癌细胞失

巢凋亡#即增强了对失巢凋亡的敏感性%

本研究提示#

T=/F$

基因对大肠癌细胞侵袭转

移具有重要的正调控作用#其机制可能与失巢凋亡

失控有关%
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