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沉默 $%&'( 基因抑制人恶性血液病裸鼠
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!摘!要" 目的!探讨靶向HI5>J 基因沉默对人恶性血液病细胞株在裸鼠体内成瘤和转移的影响及机制' 方法! 应

用实时荧光定量Q6&!89=B+?3A9a>=5?3?=?3\9:7BIA98=49E@=35 89=E?375"aQ6&#和流式细胞术![B7FEI?7A9?8I"P6̂ #检

测 "/ 株恶性血液病细胞中d(+Z/ 分子的表达水平"筛选高表达的 M0/(* =̂\98和 c"/% 细胞' 分别利用慢病毒转

染技术靶向敲减HI5>J"建立稳定低表达细胞株"应用 aQ6&和P6̂ 验证基因沉默效果' 将M0/(* =̂\98和c"/% 各

自分为空白对照组!575+35[9E?9; E75?87B<87>:"6LN#*靶向 HI5>J 敲减组!HI5>J G57EG;7F5 <87>:"SJ#和阴性无关

序列对照组!59<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>:"N6#"将以上 0 组分别构建裸鼠皮下移植瘤模型"比较肿瘤生

长和转移情况"免疫组织化学!3AA>57@34?7E@9A34?8I"TZ6#染色检测S3+'( 表达"蛋白质免疫印迹法!b94?985 `B7?#检

测基质金属蛋白酶 -!A=?83_A9?=BB7:87?935=49-"^̂ Q+-#水平' 结果!筛选d(+Z/ 分子高表达的M0/(* =̂\98和c"/%

细胞进行靶向敲减HI5>J"成功建立稳定低表达细胞株' M0/(* =̂\98和 c"/% 细胞各自的 SJ组与 N6组比较"观

察终点的平均肿瘤生长抑制率分别为 '")%/]!?l$/)(%".o#)#.#*.0)"-]!?l/')."".o#)#.#和 '()/(]

!?l$#)-0".o#)#.#"而各自N6组与6LN组相比"肿瘤体积增长趋势差异无统计学意义!.n#)#.#' 在所有移

植瘤裸鼠模型中肝转移最常见"SJ组裸鼠的远处转移较相应 N6组明显降低' / 种细胞各自 SJ组的 S3+'( 指数

均较相应N6组显著下降!M0/( 移植瘤%$#)/] m.)-] !")(0)"] m')/]" Kl/#)/"".o#)#.$ =̂\98移植瘤%

/.)-] m')$] !")'0)'] m.)"]" Kl-$)%-".o#)#.$c"/% 移植瘤%/%)$] m()"] !")(.)(] m$)%]" Kl

-%)#(".o#)#.#" 而N6组与6LN组S3+'( 表达差异无统计学意义!.n#)#.#' / 种细胞各自 SJ组肿瘤组织的

^̂ Q+- 蛋白表达显著降低!M0/( 移植瘤%Kl"$).0".o#)#.$ =̂\98移植瘤%Kl0)-.".o#)#.$c"/% 移植瘤%Kl

"")#$".o#)#.#" N6组与6LN组 ^̂ Q+- 表达差异无统计学意义!.n#)#.#' 结论! 靶向HI5>J 基因沉默能够抑

制人恶性血液病细胞在裸鼠体内的成瘤和转移能力"其机制可能与S3+'( 和 ^̂ Q+- 的表达下调有关'
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!!恶性血液病主要包括各类白血病*多发性骨髓

瘤以及恶性淋巴瘤"其总发病率居于恶性肿瘤的前

十位"并呈现城市高于农村*患者年轻化且逐年增长

的趋势(")

' 目前"恶性血液病的治疗包括化学药物

治疗!简称化疗#*放射治疗!简称放疗#*造血干细

胞移植和免疫治疗等"以化疗为主的综合疗法应用

虽延长了部分患者的生存"但由于疾病进展快*原发

耐药和缓解后复发情况多见"患者的长期生存仍不

理想' 近年来"肿瘤免疫疗法取得了重大进展"以程

序性死亡受体 "!:87<8=AA9; ;9=?@ ""QJ+"#和程序

性死亡受体+配体 "!:87<8=AA9; ;9=?@+B3<=5; ""QJ+

O"#单抗为代表的一批靶向 d( 家族分子的新药在

黑色素瘤*肾癌*肺癌和淋巴瘤的治疗方面显示出卓

越的疗效(-)

"成为研究的热点'

机体的抗肿瘤免疫主要由X细胞介导"其中d(

家族分子参与的第二信号!即协同刺激信号#起了

关键作用' 目前已发现了 d( 家族的 "# 个分子(/)

"

而d(+Z/ 作为 -##" 年发现的新成员"具有免疫调

节和非免疫调节的双重作用"既调节机体免疫细胞

的正常功能"又影响肿瘤细胞自身的增殖*凋亡*侵

袭*耐药等生物学特性($ K.)

"越来越多的研究发现在

包括恶性血液病在内的多种人类肿瘤组织中存在

d(+Z/ 的异常高表达"并提示与肿瘤转移和不良临

床预后密切相关(' K()

"被认为是新的肿瘤标志物和

潜在的治疗靶点' 然而"d(+Z/ 分子参与恶性血液

病的肿瘤形成和转移及相关机制尚未明确"相关体

内研究甚少'

本研究通过检测 "/ 株恶性血液病细胞中 d(+

Z/ 的表达"筛选出高表达的急性单核细胞白血病

M0/( 细胞和套细胞淋巴瘤 =̂\98*c"/% 细胞$利用

慢病毒转染技术进行靶向 HI5>J 敲减"将稳定低表

达细胞株注入裸鼠皮下构建移植瘤模型"观察 / 种

血液肿瘤细胞在裸鼠体内成瘤和转移能力的变化"

探讨d(+Z/ 分子在恶性血液病肿瘤形成和转移中

的作用及初步机制"为恶性血液病的治疗提供新思

路'

$%材料与方法

$)$!材料

洛斯维 - 帕克纪念研究所+"'$# 培养基

!&74F9BBQ=8G A9A783=B354?3?>?9+"'$#"&Q̂ T+"'$##*

T4E7\9氏改良的 J>B̀9EE7氏培养基!T4E7\9&4A7;3+

[39; J>B̀9EE7A9;3>A"T̂Ĵ #购自美国 U3̀E7公司"

胎牛血清购自美国 ZI6B759公司' 含靶向 d(+Z/

4@&N*质粒由本课题组前期实验构建并留存(%)

'

脂质体转染试剂 O3:7[9E?=A359-### 购自美国

T5\3?87<95公司' &N*提取剂 X&TC7B购自美国 T5+

\3?87<95公司"逆转录试剂盒购自美国 X@98A7公司"

引物均由美国 T5\3?87<95 公司负责合成"W>:98&9=B

荧光定量预混试剂增强版购自北京天根生化科技有

限公司' 别藻蓝蛋白!=BB7:@IE7EI=535"*Q6#标记的

d(+Z/ 单克隆抗体购自美国 9d374E395E9公司"*Q6

标记同型对照抗体购自美国dJ公司' 兔抗人S3+'(

多克隆抗体*山羊抗兔二抗*免疫组织化学染色试剂

盒二氨基联苯胺!;3=A357̀95C3;359"J*d#显色剂购

自丹麦 J=G7公司' 放射性免疫沉淀分析 !8=;37

3AA>57:89E3:3?=?375 =44=I"&TQ*#裂解液购自北京康

为世纪生物科技有限公司"二喹啉甲酸! `3E35E@7+

5353E=E3;"d6*#蛋白定量试剂盒*十二烷基磺酸钠+

聚丙烯酰胺凝胶电泳!47;3>A;7;9EIB4>B[=?9+:7BI=E+

8IB=A3;9<9B9B9E?87:@789434"WJW+Q*UR#凝胶配制试

剂盒购自北京普利莱基因技术有限公司"兔抗人甘

油醛+/+磷 酸 脱 氢 酶 ! <BIE98=B;9@I;9+/+:@74:@=?9

;9@I;87<95=49"U*QJZ#单克隆抗体和兔抗人基质

金属蛋白酶 -!A=?83_A9+?=BB7:87?935=49-"^̂ Q+-#单

克隆抗购自英国 *̀E=A公司"T&JI9%##6b共轭山
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羊抗兔二抗购自美国OT+6L&公司'

$)&!细胞株及细胞培养

人d>8G3??淋巴瘤细胞株 &=23和 6*$'*人套细

胞淋巴瘤细胞株 =̂\98和c"/%*人 X淋巴母细胞白

血病1淋巴瘤细胞株H>8G=?*H>8G=?R'+" 和 7̂B?+$*人

皮肤X细胞淋巴瘤细胞株 Z>?+(%*人 NS1X细胞淋

巴瘤细胞株 YXW*人慢性粒细胞白血病细胞株

S.'-*人急性早幼粒细胞白血病细胞株ZO+'#*人急

性单核细胞白血病细胞株 M0/( 均购于美国 *X66

公司' 人多发性骨髓瘤细胞株 6c" 由上海长征医

院惠赠'

&=23*c"/%* H>8G=?* H>8G=?R'+"* 7̂B?+$* S.'-*

ZO+'#*M0/( 和6c" 细胞采用含 "#]!体积分数#胎

牛血清的 &Q̂ T+"'$# 培养基!同时含 "## A<1O青

霉素和 "## A<1O链霉素#"6*$'*Z>?+(% 和 YXW 细

胞采用含 -#]!体积分数#胎牛血清的 &Q̂ T+"'$#

培养基!同时含 "## A<1O青霉素和 "## A<1O链霉

素#" =̂\98细胞采用含 "#]!体积分数#胎牛血清

的 T̂Ĵ 培养基!同时含 "## A<1O青霉素和 "##

A<1O链霉素#"均在 /( t*.]!体积分数#6L

-

*饱

和湿度孵箱中培养"每 / 天换液并传代"取对数生长

期细胞进行实验'

$)'!实验动物

雌性 . e' 周龄 d*Od1E裸鼠 .$ 只"体重"' e

"% <"无特定病原体级 ! 4:9E3[3E:=?@7<95 [899"

WQP# "购自北京维通利华实验动物技术有限公

司"饲养于北京大学医学部实验动物科学部 WQP

级动物房"每日给予食物*自由饮水*"- @ 光照'

每 / 天更换垫料"遵守无菌操作原则' 本实验所

有的实验动物关怀*实验设计及操作*实验动物

的处理均通过了北京大学实验动物伦理委员会

的批准'

$)(!实验方法

$)()$!定量 Q6&!a>=5?3?=?3\9:7BIA98=49E@=35 89+

=E?375"aQ6&#检测细胞株中d(+Z/ A&N*表达!用

X&TC7B试剂分别提取 "/ 株恶性血液病细胞株总

&N*"按照X@98A7逆转录试剂盒说明书将其反转录

为EJN*' 引物序列参考文献(0)设计"HI5>J%上游

.w+6X6XU66XX6X6*66X6XXXU+/w" 下游 .w+66XX+

U*UUU*UU**6XXX*X6+/w"扩增片段长度为 "/$

`:$

#

5*,'&%引物序列%上游 .w+XU*6UXUU*6*X66U+

6***U+/w"下游 .w+6XUU**UUXUU*6*U6U*UU+

/w"扩增片段长度为 -#. `:' 采用 -#

#

OaQ6&反应

体系"循环条件为%0. t ". A35$0. t "# 4".% t -#

4"(- t /# 4"共 $# 个循环' 每株细胞设置 $ 个复

孔"实验重复 / 次' 应用 3g. 软件分析数据"-

K

$$

L'

法计算d(+Z/ A&N*的相对表达'

$)()&!流式细胞术![B7FEI?7A9?8I"P6̂ #检测细胞

株中d(+Z/ 膜蛋白表达!分别收获 "/ 株恶性血液

病的对数期细胞"经 #)--

#

A滤网过滤后用预冷的

QdW洗涤 - 次"调整细胞浓度为 " u"#

'

1AO"各取

"##

#

O单细胞悬液分别加入 .

#

Od(+Z/ 单克隆抗

体和相应同型对照抗体"室温避光孵育 /# A35' 鞘

液洗涤 - 次后上机检测"应用 69BBg>94?Q87软件分

析数据' 相同条件下实验重复 / 次'

$)()'!靶向HI5>J 沉默建立稳定低表达细胞株及

基因沉默效果检测!靶向人 HI5>J !基因编号%

%#/%"#短发夹 &N*!4@78?@=38:35 &N*"4@&N*#序

列 设 计 为% .w+X6UXUXU6XUU*U***U*X6***+

6*U*U6+/w"无关阴性序列设计为 .w+U6*6X*6+

6*U*U6X**6X6*U*X*UX*6X+/w

(0)

' 用本实验

室留存的滴度为 . u"#

0

XM1AO的病毒液(%)感染

对数生长期高表达 d(+Z/ 分子的 M0/(* =̂\98和

c"/% 细胞"$% @ 后分别在含 -.# A<1O!M0/(#和

-## A<1O! =̂\98*c"/%#嘌呤霉素的培养基中用有

限稀释法筛选出稳定转染株"分别用 aQ6&和P6̂

检测 HI5>J 基因沉默的效果' 按照是否转染及转

染的病毒不同将 / 株细胞各分成 / 组%未转染的肿

瘤细胞对照组!575+35[9E?9; E75?87B<87>:"6LN#"转

染阴性无关序列对照组! 59<=?3\9575?=8<9?9; E75+

?87B35[9E?9; <87>:"N6#"转染靶向 HI5>J 4@&N*的

基因敲减组 !HI5>J G57EG;7F5 <87>:"SJ#"共 0

组'

$)()(!裸鼠成瘤及转移情况!将 .$ 只d*Od1E裸

鼠随机分为 0 组"分别为 M0/(* =̂\98和 c"/% 细胞

的6LN组*N6组和SJ组"每组 ' 只' 取对数生长

期的细胞制成单细胞悬液"在无菌条件下用 " AO注

射器分别在对应组裸鼠的右侧腋窝皮下注射 M0/(

!" u"#

(个细胞1只"-##

#

O#* =̂\98!- u"#

(个细胞1

只"-##

#

O#和c"/%!- u"#

(个细胞1只"-##

#

O#细

胞"建立裸鼠移植瘤模型' 隔日观察肿瘤生长情况"

使用游标卡尺测量肿瘤的长径和短径' 计算肿瘤体

积D!AA

/

# l长u宽-

u#)."并绘制肿瘤生长曲线'

在观察终点!M0/( 接种后第 "0 天" =̂\98和 c"/%

接种后第 -# 天#拍照后断颈法处死裸鼠"低温条件

下完整取出移植瘤并称重' 计算肿瘤生长抑制率l

!" K处理组平均瘤重 |对照组平均瘤重# u

"##]' 解剖裸鼠"观察肿瘤转移情况"取出肿瘤

转移部位并拍照记录' 切取部分新鲜肿瘤及脏器

组织置于 $]!质量分数#多聚甲醛固定"用于苏

-%%--
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木精+伊红染色! @9A=?7_IB35+97435 4?=3535<"ZR#和

免疫组织化学 !3AA>57@34?7E@9A34?8I"TZ6#染色"

另留部分肿瘤组织于液氮中保存"以备 b94?985

`B7?实验使用'

$)())!ZR染色和S3+'( TZ6染色!用 $]!质量分

数#多聚甲醛固定液氮保存组织 -$ @ 后"行常规脱

水*石蜡包埋*切片"将制备的切片经脱蜡*水化后行

ZR染色' 将肿瘤组织切片行 TZ6染色%脱蜡*水化

后于 /]!质量分数#Z

-

L

-

中室温避光孵育-. A35$

用 " AA7B1ORJX*抗原修复缓冲液!:Z%)##行抗

原热修复$以山羊抗体封闭 "# A35 后滴加兔抗人

S3+'( 多克隆抗体!" r.## 体积比稀释#"$ t孵育

过夜"加入二抗室温孵育 .# A35 后用 Jd*显色'

随机选取 . 个高倍镜视野!$## u#"计算阳性染色

肿瘤细胞数占肿瘤细胞总数百分比的平均值"即S3+

'( 指数'

$)()*!蛋白质免疫印迹法 !b94?985 `B7?#检测

^̂ Q+- 表达!用 &TQ*裂解液提取肿瘤组织总蛋

白"d6*法定量后取 /.

#

<蛋白质上样""#] !体积

分数#WJW+Q*UR电泳"转至聚偏二氟乙烯膜后"于

.]!质量分数#脱脂奶粉室温封闭 " @"分别加入兔

抗人 ^̂ Q+- 一抗!" r.##"($ ####和兔抗人U*QJZ

一抗!" r. ###"/' ####" $ t孵育过夜$加入山羊

抗兔 %##6b二抗!" r"# ####室温孵育 " @"应用美

国OT+6L&公司 L;I449I双色红外激光成像系统采

集图像"TA=<9H软件分析条带灰度"计算目的条带与

U*QJZ灰度值之比'

$))!统计学分析

实验数据用均数m标准差表示"采用 WQWW -#)#

软件"/ 组间总的比较采用方差分析"两组间相互比

较采用 WNS检验!K检验#"分类变量采用卡方检

验".o#)#. 表示差异具有统计学意义'

&%结果

&)$!"/ 株人恶性血液病细胞d(+Z/ 表达情况

分别应用 aQ6&和 P6̂ 检测 "/ 株恶性血液

病细胞株中 d(+Z/ A&N*和膜蛋白的表达"可见

d(+Z/ A&N*在除 6c" 外的 "- 株人恶性血液病

细胞中广泛表达"而蛋白质仅在人恶性血液病

M0/(* =̂\98和 c"/% 细胞表面高表达!图 "#' 选

取 M0/(* =̂\98和 c"/% 用于后续基因敲减和体内

实验'

*" ?@9A&N*9_:8944375 7[d(+Z/ F=4=5=BIC9; `Ia>=5?3?=?3\9:7BIA98=49E@=35 89=E?375 E=BE>B=?35<F3?@ ?@9-

K

$$

L'

A9?@7;$ d" ?@9A9À8=59:87?935

9_:8944375 7[d(+Z/ F=4;9?98A359; `I[B7FEI?7A9?8I)

图 $%d(+Z/ 在 "/ 株恶性血液病细胞中的表达水平

T#?=91$%R_:8944375 7[d(+Z/ 35 "/ @>A=5 @9A=?7B7<3EA=B3<5=5EIE9BBB3594

!

&)&!d(+Z/ 稳定低表达细胞株的建立

分别应用 aQ6&和P6̂ 验证基因沉默效果!图

-#"aQ6&结果显示%M0/(* =̂\98和c"/% 细胞的SJ

组与相应N6组比较d(+Z/ A&N*的表达明显降低

!M0/(%?l(')-$".o#)#.$ =̂\98%?l0#)/"".o

#)#.$c"/%%?l%.)/(".o#)#.#"而 N6组与 6LN

组相比差异无统计学意义!.n#)#.#'

P6̂ 结果显示%/ 种细胞的SJ组与相应N6组

相比"d(+Z/ 蛋白表达分别降低了0.).#]!M0/(%

?l"/$)''".o#)#.#"%')%.]! =̂\98%?l0()'/"

.o#)#.#和 '")%/]!c"/%%?l(%)0'".o#)#.#"

差异有统计学意义' 而 N6组与 6LN组相比差异

无统计学意义!.n#)#.#'

&)'!裸鼠肿瘤生长和转移情况

成瘤实验显示%M0/(* =̂\98和c"/% 移植瘤SJ

组与相应N6组相比"肿瘤体积增长明显减慢!.o

#)#.#" 而N6组与6LN组相比"肿瘤体积增长趋势

差异无统计学意义!.n#)#.#' 在各组移植瘤模型

的观察终点% M0/( 组平均肿瘤生长抑制率为

'")%/]!?l$/)(%".o#)#.#" =̂\98和 c"/% 平

均肿瘤生长抑制率分别为 .0)"-]!?l/')."".o

#)#.#和 '()/(]!?l$#)-0".o#)#."图 /#'

-0%--闫新星"等!沉默HI5>J 基因抑制人恶性血液病裸鼠移植瘤的体内成瘤和转移



*"HI5>J G57EG;7F5 7[M0/( E9BB4=?A&N*B9\9BF=44@7F5 `Ia>=5?3?=?3\9:7BIA98=49E@=35 89=E?375 !aQ6&#$ d" d(+Z/ A9À8=59:87?935 9_:894+

4375 7[M0/( E9BB4F=4;9?98A359; `I[B7FEI?7A9?8I!P6̂ #$ 6" P6̂ 894>B?47[M0/( 9_:894435?7=5>A983E=B\=B>9$ J" HI5>J G57EG;7F5 7[̂ =\98

E9BB4=?A&N*B9\9BF=44@7F5 `IaQ6&$ R" d(+Z/ A9À8=59:87?935 9_:8944375 7[̂ =\98F=4;9?98A359; `IP6̂ $ P"P6̂ 894>B?47[̂ =\989_:8944

35?7=5>A983E=B\=B>9$ U" HI5>J G57EG;7F5 7[c"/% E9BB4=?A&N*B9\9BF=44@7F5 `IaQ6&$ Z" d(+Z/ A9À8=59:87?935 9_:8944375 7[c"/% F=4

;9?98A359; `IP6̂ $ T" P6̂ 894>B?47[c"/% 9_:894435?7=5>A983E=B\=B>9)X@9<8995 B35989:89495?4?@9575+35[9E?9; E75?87B<87>: !6LN#" ?@9̀ B>9

B35934?@959<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>:!N6#" ?@989; B35934?@9HI5>J G57EG;7F5 <87>: !SJ#" =5; ?@9̀ B=EG B35934?@9347?I:9E75+

?87B)

#

.o#)#." SJ<87>: !")N6<87>:)

图 &%HI5>J 在M0/(* =̂\98*c"/% 细胞中的沉默效果

T#?=91&%R[[9E?7[HI5>J 43B95E35<35 M0/(" =̂\98=5; c"/% E9BB4

!

!!解剖证实"所有移植瘤模型中"除 SJ组外"均

发现远处转移"其中以肝转移最为常见"M0/( 裸鼠

模型的 N6组和 6LN组的转移均为 -1'$ =̂\98和

c"/% 组模型的 N6组和 6LN组亦发现肝转移!表

"#' 此外"M0/( 模型的 N6组有 " 只脾转移" =̂\98

模型的6LN组有 " 只眼眶转移"而脑*肺*肾等部位

未见肿瘤转移灶!图 $#'

&)(!TZ6检测S3+'( 表达

肿瘤组织S3+'( TZ6染色结果显示%SJ组肿瘤

组织S3+'( 的表达水平较各自的 N6组均明显降低

!图 .#' M0/( 移植瘤 / 组间S3+'( 表达差异有统计

学意义!?l(%)$0".o#)#.#"SJ组 S3+'( 指数为

$#)/] m.)-]!与 N6组的 (0)"] m')/]相比"

Kl/#)/"".o#)#.#$ =̂\98移植瘤 / 组间S3+'( 表

达差异有统计学意义!?l'')-"".o#)#.#"SJ组

S3+'(指数为 /.)-] m')$]!与 N6组的 '0)'] m

.)"]相比" Kl-$)%-".o#)#.#$c"/% 移植瘤 / 组间

S3+'(表达差异有统计学意义!?l(#)/(".o#)#.#"

SJ组 S3+'( 指为 /%)$] m()"] !与 N6组的

(.)(]m$)%]相比" Kl-%)#(".o#)#.#'

表 $%裸鼠移植瘤的肝转移情况

,6QB1$%O3\98A9?=4?=4347[_957<8=[??>A78435 5>;9A3E9

U87>: M0/( =̂\98 c"/%

N75+35[9E?9; E75?87B<87>: -1' "1' "1'

N9<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>: -1' -1' "1'

HI5>J G57EG;7F5 <87>: #1' #1' #1'

"

-

-).( -)"0 ")/'

. #)$( #)(/ ")##

-#0--
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*"HI5>J G57EG;7F5 35@3̀3?9; ?@9<87F?@ 7[M0/( _957<8=[?4$ d" M0/( _957<8=[??>A78475 ;=I"0$ 6" ?>A78F93<@?7[M0/( _957<8=[?4$ J" HI5>J

G57EG;7F5 35@3̀3?9; ?@9<87F?@ 7[̂ =\98_957<8=[?4$ R" =̂\98_957<8=[??>A78475 ;=I"0$ P" ?>A78F93<@?7[̂ =\98_957<8=[?4$ U" HI5>J G57EG;7F5

35@3̀3?9; ?@9<87F?@ 7[c"/% _957<8=[?4$ Z" c"/% _957<8=[??>A78475 ;=I"0$ T" ?>A78F93<@?7[c"/% _957<8=[?4)6LN" 575+35[9E?9; E75?87B<87>:$

N6" 59<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>:$ SJ" HI5>J G57EG;7F5 <87>:)

#

.o#)#." SJ<87>: !")N6<87>:)

图 '%沉默HI5>J 抑制体内成瘤

T#?=91'%HI5>J 43B95E35<35@3̀3?4?>A78:87B3[98=?375 &% !&!)

!

*"A9?=4?=?3E?>A78435 B3\98$ d" A9?=4?=?3E?>A78435 4:B995$ 6" A9?=4?=?3E?>A78435 78̀3?=B?344>9$ J" ZR4?=3535<7[?>A7835 B3\98! u"###$ R" ZR

4?=3535<7[?>A7835 4:B995 ! u"###$ P" ZR4?=3535<7[?>A7835 78̀3?=B?344>9! u"###)*887F435;3E=?9?@9?>A78?344>94)

图 (%裸鼠移植瘤的转移情况

T#?=91(% 9̂?=4?=4347[_957<8=[??>A78435 5>;9A3E9

!
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6LN" 575+35[9E?9; E75?87B<87>:$ N6" 59<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>:$ SJ" HI5>J G57EG;7F5 <87>:)

图 )%M0/(* =̂\98和c"/% 细胞移植瘤瘤块S3+'( 免疫组织化学染色! u$###

T#?=91)%TAA>57@34?7E@9A3E=B4?=3535<7[S3+'( 35 M0/(" =̂\98=5; c"/% _957<8=[??>A784! u$###

!

&))!b94?985 `B7?检测 ^̂ Q+- 蛋白表达

应用b94?985 `B7?检测肿瘤组织 ^̂ Q+- 蛋白表

达改变"结果显示%M0/( 移植瘤 / 组间 ^̂ Q+- 差异

有统计学意义!?l..)%'".o#)#.#"SJ组与相应

N6组比较 ^̂ Q+- 蛋白表达水平显著降低 !Kl

"$).0".o#)#.#"而 N6组与 6LN组 ^̂ Q+- 表达

差异无统计学意义!Kl")"/".n#)#.#' =̂\98移

植瘤 / 组间 ^̂ Q+- 差异有统计学意义!?l/")(""

.o#)#.#"SJ组与相应 N6组比较 ^̂ Q+- 蛋白表

达水平显著降低!Kl0)-.".o#)#.#"而 N6组与

6LN组 ^̂ Q+- 表达差异无统计学意义!Kl#)-""

.n#)#.#' c"/% 移植瘤 / 组间 ^̂ Q+- 表达差异有

统计学意义!?l$()-(".o#)#.#" SJ组与相应

N6组比较 ^̂ Q+- 蛋白表达水平显著降低 !Kl

"")#$".o#)#.#"而 N6组与 6LN组 ^̂ Q+- 表达

差异无统计学意义!Kl#)/"".n#)#."图 '#'

'%讨论

d(+Z/ 分子是一种
'

型跨膜蛋白"表达在活化

的淋巴细胞"树突状细胞"肝*肺和前列腺等组织以

及包括恶性血液病在内的多种肿瘤组织中("#)

' Z>

等("")用P6̂ 检测 // 例急性淋巴细胞白血病患者

肿瘤细胞"d(+Z/ 的阳性率为$%).]' 近期研究发

现 d(+Z/ 与多种肿瘤的临床预后密切相关("- K".)

'

靶向 d(+Z/ 分子的多种单克隆抗体 %Z0* Ĥ"% 和

Û*-(" 等在临床试验中显示了良好的安全和有效

性("' K"%)

' 近年来"d(+Z/ 分子在肿瘤发生发展中的

作用及机制探讨已经成为临床研究的热点("0)

'

本实验检测了 "/ 株人恶性血液病细胞中 d(+

Z/ 分子的表达"发现 d(+Z/ A&N*与其膜蛋白在

不同细胞表达水平不平行"这可能与 3̂E87&N*+-0

和 3̂E87&N*+"%( 等参与的转录后调控机制有

关(-# K-")

"提示通过基因沉默抑制 HI5>J 表达可能

是治疗恶性血液病的潜在方法' 我们选取 d(+Z/

高表达株"设计并合成了特异性沉默 d(+Z/ 基因的

4@&N*"转入肿瘤细胞"通过 4@&N*对同源 A&N*

的降解"实现了靶向 HI5>J 基因沉默"并成功构建

了稳定低表达细胞株'

既往的d(+Z/ 对恶性血液病的研究多集中在

体外细胞水平"而鲜有对体内研究的报道' 本实验

以d*Od1E裸鼠为研究对象"成功建立恶性血液病

移植瘤裸鼠模型以研究 HI5>J 靶向沉默对恶性血

液病细胞体内成瘤和转移能力的改变"结果显示"

HI5>J 基因沉默后移植瘤生长明显减慢"提示 HI5

>J 基因能够促进血液肿瘤的体内成瘤能力' O3>

等(--)用人乳腺癌细胞 HI5>J 基因敲减株和对照株

分别构建移植瘤裸鼠模型"发现 HI5>J 基因敲减组

肿瘤生长速率明显降低"结果与本实验相近' X9GB9

等(.)和 c@=7等(0)分别将黑色素瘤和胰腺癌细胞

的 d(+Z/ 基因敲减"细胞的增殖能力明显减弱"且

--0--
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荷瘤裸鼠的生存时间显著延长"这些研究均提示

d(+Z/ 分子可能在体内发挥促瘤作用' S3+'( 抗

原是一种与细胞增殖相关的核蛋白"其表达水平

反映了细胞的增殖活性"与恶性肿瘤的发展和预

后高度相关(-/)

' 本实验发现敲减 HI5>J 基因后

S3+'( 表达水平明显降低"提示 d(+Z/ 分子可能通

过增强 S3+'( 的表达"进而促进恶性血液病肿瘤细

胞增殖'

*" d" A=?83_A9?=BB7:87?935=49- !^̂ Q+-# :87?935 9_:8944375 35 M0/( _957<8=[??>A784$ 6" J" ^̂ Q+- :87?935 9_:8944375 35 =̂\98_957<8=[??>A784$

R" P" ^̂ Q+-:87?935 9_:8944375 35 c"/% _957<8=[??>A784)N75+35[9E?9; E75?87B<87>: !6LN#" 59<=?3\9575?=8<9?9; E75?87B35[9E?9; <87>: !N6#" HI5

>J G57EG;7F5 <87>: !SJ#)

#

.o#)#." SJ<87>: !")N6<87>:)

图 *%蛋白免疫印迹法检测移植瘤 ^̂ Q+- 表达水平

T#?=91*%^̂ Q+- :87?935 9_:8944375 7[_957<8=[??>A784;9?98A359; `Ib94?985 `B7?

!

!!急性单核细胞白血病和套细胞淋巴瘤在临床上

具有高度侵袭性"成为疾病预后较差的重要原因'

近期研究发现"在黑色素瘤*骨肉瘤和非小细胞肺癌

等多种实体瘤中"d(+Z/ 分子的高表达能促进肿瘤

的侵袭和转移(-$ K-')

' 本课题组前期通过体外微孔

滤膜培养小室及双室联合培养系统!X8=54F9BB试

验#发现"靶向 HI5>J 基因沉默后 =̂\98和 c"/% 细

胞穿过基质胶的侵袭能力明显受到抑制"提示 d(+

Z/ 分子参与了套细胞淋巴瘤肿瘤细胞体外侵

袭(%)

' 我们发现 HI5>J 基因敲减后肿瘤的转移能

力有降低趋势"但统计检验尚不能认为组间存在转

移差异"造成统计结果与实际观察情况不一致的原

因可能是样本量不足造成的"拟后续开展大样本量

动物实验完善研究' J=3等(-()发现敲减胃腺癌细胞

HI5>J 基因可以显著抑制肿瘤在裸鼠体内的肝和腹

腔转移"结果与本实验相近' ^̂ Q4是一类 c5

- f依

赖的胞外蛋白水解酶"被认为是评价肿瘤侵袭力的

重要指标(-%)

' ^̂ Q+- 是 ^̂ Q4家族的一员"可降解

*

型胶原蛋白"与肿瘤的转移密切相关' 本课题组

前期体外实验发现 HI5>J 基因沉默后的 =̂\98和

c"/% 细胞 ^̂ Q+- A&N*表达水平显著降低(%)

' 在

此基础上"本实验敲减组肿瘤组织中 ^̂ Q+- 的蛋白

表达明显降低"提示 d(+Z/ 可能通过促进基质金属

蛋白酶 ^̂ Q+- 表达增强了恶性血液病肿瘤细胞的

体内侵袭能力'

综上所述"本实验选取 d(+Z/ 表达水平较高的

-/0--闫新星"等!沉默HI5>J 基因抑制人恶性血液病裸鼠移植瘤的体内成瘤和转移



M0/(* =̂\98和 c"/% 细胞"建立稳定低表达 d(+Z/

的细胞株' 通过分别构建裸鼠皮下移植瘤模型"证

明了靶向 HI5>J 基因沉默能够通过下调 S3+'(*

^̂ Q+- 的表达水平从而抑制恶性血液病细胞的体

内成瘤和转移能力"为 d(+Z/ 分子在恶性血液病的

靶向治疗提供了新的证据'
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