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凋亡及*+,-!!.(,/+0+信号通路的影响

范亚峰!崔晓燕!虞中平!李海燕!张开明

!山西省肿瘤医院"山西 太原
1&""2&

#

摘 要!$目的% 探讨
'()!

结合蛋白
!

&
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# 基因在肺癌细胞表达及对癌细胞凋亡及
*+,

信号
-!!

连环蛋白&

!!.(,/+0+

#信号通路的影响' $方法% 以人胚肺成纤维细胞
345%

作为对照
细胞" 通过

*/6,/7+ )89,0+:

检测肺癌
;&!!

(

<%=$

(

>5$

(

;2!$$

(

?>5!<!2

细胞中
'()!

的蛋白
表达)转染

=@A

后
*/6,/7+ )89,0+:

检测
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(

58/(B/C 5(6D(6/!&

(

E

细胞淋巴瘤
-

白血病
!!

!

E.8!

!

*(

E.8!!

相关
F

蛋白
GE(HI

(

!!

连环蛋白
G!!.(,/+0+J

(细胞周期素
K2

&

.L.80+ K2

*(

.!ML.

蛋白表
达)流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况'$结果% 与

345%

细胞比较"

'()!

在肺癌细胞中的
表达显著性升高&

>N1OP%

*' 与对照组比较"

'()!!604Q<

组
'()!

的蛋白表达降低"细胞凋亡
率升高"

58/(B/C .(6D(6/&

和
E(H

蛋白上调表达"

E.8!!

(

!!.(,/+0+

(

.L.80+ K2

(

.!ML.

蛋白表下调
表达"差异均具有统计学意义&

>N"O"%

*'$结论% 抑制肺癌细胞
'()!

表达能诱导细胞凋亡"机
制是下调

*+,-!!.(,/+0+

信号通路'

主题词!
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收稿日期!
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近些年来"我国肺癌发病率呈上升趋势"肺癌
%

年生存率仍然很低$

2

"

!

%

' 肺癌的发生及发展与癌基因

的激活(抑癌基因的失活等密切相关"寻找用于肺

癌诊断及分子靶向治疗的靶点对于肺癌治疗有重

要意义'

'()!

结合蛋白
!

&

'()! )0+C0+: D79,/0+ !

"

'()!

* 是
'()

家族中的一员" 多项研究发现"

'()!

可通过多种胞内外因素调控细胞的增殖( 凋亡(侵

袭迁移等过程$

&

%

'目前
'()!

被认为是一个与肿瘤相

关的蛋白" 已有研究发现其在多种肿瘤有高表达"

!2&
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I

L/$ G;&E!!G;G&!

I

F#!$$ G;&$K!G;G&H

I

ML/"J"# G;N%H!";"%&

I

如卵巢癌!结直肠癌等"其表达与肿瘤的侵袭转移密

切相关#

K

"

%

$

%肺癌细胞中通过
=<J

干扰抑制
B,C!

的

表达可显著性降低癌细胞的侵袭能力 #

H

$

" 但关于

B,C!

表达对肺癌细胞凋亡的影响尚未明确%本研究

通过
O23>2*+ C-(>1+6

检测不同肺癌细胞
B,C!

的表

达"通过
=<J

干扰技术抑制其表达"检测细胞凋亡

情况" 并进一步检测对凋亡相关蛋白
/-2,?2P /,3"

A,32"&

!

Q

细胞淋巴瘤
R

白血病
"!

&

Q 52-- -7SA0(S,R

-2TUS1,"!

"

Q5-"!

'!

Q5-"!

相关
V

蛋白
WQ5-"! ,33(51,>"

2P V A*(>21+

"

Q,@X

及
O+>R!"5,>2+1+

信号通路的影

响"为肺癌分子靶向治疗提供新参考依据%

9

材料与方法

!"!

细胞!试剂和仪器

人胚肺成纤维细胞
D=/%

及肺癌
F&!!

!

J%K$

!

L/$

!

F9!$$

!

ML/"J"9

细胞均购自中国科学院上海

细胞库( 胎牛血清!

=LDY9HKG

培养基购自美国
M16"

S,

公 司 (

B,C!

!

/-2,?2P /,3A,32"&

!

Q5-"!

!

Q,@

!

!"

连

环蛋白
W!"5,>2+1+X

! 细胞周期素
Z9

&

575-1+ Z9

'!

5"

S75

抗体均购自美国
JC5,S

公司(膜联蛋白
:

&

J+"

+2@1+ :

'

"

异硫
R

碘化丙锭&

LY

'细胞凋亡试剂盒及流

式细胞仪均购自美国
QZ

公司%

!"#

细胞培养

人胚肺成纤维细胞
D=/%

及肺癌
F&!!

!

J%K$

!

L/$

!

F9!$$

!

ML/"J"9

细胞置于
&N#

!

%[/4

!

饱和湿

度条件下用含有
9G[

胎牛血清的
L=DY9HKG

培养基

培养%

!"$

肺癌细胞中
B,C!

表达检测

按照细胞蛋白提取试剂盒的步骤提取细胞中的

蛋白"

Q/J

法对蛋白定量" 每孔取
%G"6

总蛋白"加

上样缓冲液
9GG$

煮沸变性
%S1+

"行
9G[MZM"LJB\

电泳分离" 电泳后转移至硝酸纤维素膜"

%[

脱脂奶

粉溶液封闭过夜"洗膜"

K$

孵育皆按照
9%9GGG

稀释

的
B,C!

和
BJLZF

抗体过夜"洗膜"加入二抗"室温

孵育
90

"洗膜"增强型
\/]

化学发光显色试剂盒检

测"

^),+>1>7 4+2

软件对图像进行分析"以目的蛋白

条带与内参
BJLZF

蛋白条带的灰度值比值作为目

的蛋白的蛋白相对表达量% 实验重复
&

次%

!"%

细胞
31=<J

转染

转染前
9P

将生长至对数期的
ML/"J"9

细胞以

!&9G

%

RS-

接种于
H

孔板" 每孔
!S-

" 细胞生长达到

EG[_$G[

汇合度时进行转染% 细胞转染分为对照

组!

</"31=<J

组和
B,C!"31=<J

组" 对照组转染空

脂质体 "

</"31=<J

组和
B,C!"31=<J

组分别转染

9GG+S(-R]

合成的阴性
31=<J

及
B,C!

的
31=<J

% 转

染参照脂质体
]1A(.25>,S1+2`D!GGG

转染说明进行

操作% 每组设置
%

个复孔%

H0

后更换新的培养基继

续培养用于实验研究%

!"&

转染后的细胞中
B,C!

!

/-2,?2P 5,3A,32&

!

Q5-"!

!

Q,@

!

!"5,>2+1+

!

575-1+ Z9

!

5"S75

蛋白表达检测

收集转染
KE0

的细胞" 按照
9;&

方法检测各组

细胞中蛋白的表达% 实验重复
&

次%

!"'

细胞凋亡实验

收集转染
KE0

的细胞" 预冷的磷酸盐缓冲液洗

涤细胞"收集细胞沉淀"结合缓冲液重悬细胞"

J+"

+2@1+ :"aY`/RLY

细胞凋亡试剂盒检测各组细胞的凋

亡情况%

!"(

统计学处理

数据采用
MLMM!9;G

软件进行分析"计量资料用

!'3

表示"多组差异比较采用单因素方差分析"两两

比较采用
]MZ">

检验%

LbG;G%

为差异有统计学意义%

!

结 果

#"!

肺癌细胞
B,C!

表达

以人胚肺成纤维细胞
D=/%

作为对照细胞"通

过
O23>2*+ C-(>1+6

检 测 肺 癌
F&!!

!

J%K$

!

L/$

!

F9!$$

!

ML/"J"9

细胞中
B,C!

的蛋白表达" 结果如

a16)*2 9

和
`,C-2 9

所示% 与
D=/%

对照细胞比较"

B,C!

在肺癌细胞中的表达显著性升高&

L(G;G%

'% 选

择
ML/"J"9

细胞作为研究对象%

#"#

转染效果

B,C! 31=<J

转染
ML/"J"9

细胞
KE0

后 "

B,C!

I

)

/(SA,*2P T1>0 D=/% 52--3

"

LbG;G%;

)*+,- ! .-,*/01- -234-55067 68 9*+# 346/-07

07 ,:7; <*7<-4 <-,,5

!9K
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'()*+ ,+)+-)./. (0-1234 5610718 90.+0.1& :96!! :0;

5)<-()6 =()*+ >?@A""?&% "?>"$""?">" "?%B$""?"BA "?>!A""?">B

C5!./DC, =()*+ >?@!""?&B "?>"E""?">" "?%&>""?"BE "?>&$""?">%

'0F!!./DC, =()*+ #!?E&"G?E>

H

G?!E&"G?G#A

H

G?#G&"G?GG$

H

G?%!%"G?GB!

H

'()*+ D160-/71 1;+(1../)< )I '0F! +()-1/<

5)<-()6 =()*+ G?B%!"G?GBG

C5!./DC, =()*+ G?B!&"G?G&A

'0F!!./DC, =()*+ G?#!&"G?G#B

H

!"#$%& ' ()*+ ,-.%,//"01 "1 2$13 4)14,% 4,22/

H

!

5)J+0(18 K/-L 9)<-()6 =()*+

"

MNG?G%

蛋白表达检测结果如
O/=*(1 !

和
P0F61 !

所示 "

'0F!!./DC,

组
'0F!

蛋白表达显著性低于对照组

#

M#G?G%

$"

C5!./DC,

组
'0F!

蛋白表达与对照组差

异无统计学意义%

M$G?G%

&'

+56

转染
'0F! ./DC,

诱导
QM5!,!>

细胞凋亡

与对照组比较"

'0F!!./DC,

组细胞凋亡率显著

性升高 #

M#G?G%

&"

5610718 90.+0.1&

(

:0;

蛋白表达显

著性升高 #

M#G?G%

&"

:96!!

蛋白表达显著降低 #

M#

G?G%

&#

O/=*(1 &

(

B

"

P0F61 &

&'

+57

转染
'0F! ./DC,

抑制
QM5!

,!>

细胞
R<-S!!90-1</<

信号通路

与对照组比较"

'0F!!./DC,

组
9T96/< U>

(

9!JT9

蛋白表达均

显著性降低 #

M#"?"%

&#

O/=*(1 %

"

P0F61 B

&'

&

讨 论

'0F!

是
'0F

家族的一个重

要成员"编码基因定位于
>>V>B?>

染色体"在心(脑(肺(卵巢(肾和

睾丸组织中有高表达" 淋巴结组

织有低表达)

@

"

A

*

'近些年来"已有大

量研究发现在多种肿瘤中
'0F!

异常表达' 结肠癌中
'0F!

高表

达患者生存期明显降低 )

$

*

+神经

胶质瘤中
'0F!

有高表达" 其表

达随着临床病理级别增高而增

加"通过
DC,

干扰其表达后细胞

的趋化能力( 侵袭能力和迁移能

力均显著性降低 )

>G

"

>>

*

+胃腺癌中

通过
DC,

干扰抑制
'0F!

的表达

后癌细胞的增殖明显受到抑制"

凋亡增加 )

>!

*

' 提示
'0F!

可能是

一个重要的致癌基因" 可能对肺

'0F!

',MUW

XD5% W&!! ,%B$ M5$ W>!$$ QM5!,!>

'0F!

',MUW

5)<-()6

8"3$%, + ()*+ ,-.%,//"01 )9:,% ;)*+ /"<=>

:%)1/9,4:,? "1 2$13 4)14,% 4,22/

C5!./DC, '0F!!./DC,

@)*2, + ;)*+ ,-.%,//"01 )9:,% ;)*+ /"<=> :%)1/9,4:,?

"1 2$13 4)14,% 4,22/

8"3$%, 6 A99,4: 09 ()*+ /"<=> 01 ).0.:0/"/ 09 BCD!>!' 4,22

,<<;/< "!OPP5

M
Y

5)<-()6 C5!./DC, '0F!!./DC,

>G

G

>G

>

>G

!

>G

&

>G

B

>G

B

>G

&

>G

!

>G

>

>G

G

>G

G

>G

>

>G

!

>G

&

>G

B

>G

B

>G

&

>G

!

>G

>

>G

G

>G

G

>G

>

>G

!

>G

&

>G

B

>G

B

>G

&

>G

!

>G

>

>G

G

H

!

5)J+0(18 K/-L 9)<-()6 =()*+

"

MNG?G%?

@)*2, 6 A99,4: 09 ()*+ /"<=> 01 ).0.:0/"/ 09 BCD!>!' 4,22/

8"3$%, 7 A99,4: 09 ()*+ /"<=> 01 :E, ,-.%,//"01 09 42,)F,? 4)/.)/, 6

!

G42!+ )1? G)- .%0:,"1 "1 BCD!>!' 4,22

5)<-()6

C5!./DC,

'0F!!./DC,

5610718 90.+0.1&

:96!!

:0;

',MUW
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

=*()> !!5,?2+1+ 5!@75 575-1+ A9

/(+?*(- 6*()> ";B!%"";"B% ";!%C"";"!& ";D!%"";"%$

</!31E<F 6*()> G;BBH"";"BD ";!H&"";"!D ";DB9"";"C&

=,I!!31E<F 6*()> ";9&C"";"9C

J

G;#B#"G;G#%

J

G;!&H"G;G!$

J

J

!

/(@>,*2K L1?0 5(+?*(- 6*()>

"

MN";"%

/(+?*(-

</!31E<F

=,I!!31E<F

!!5,?2+1+

5!@75

575-1+ A9

=FMAO

癌生物学特性也有一定的影响#

通过
P23?2*+ I-(?1+6

检测不同肺癌细胞
=,I!

的表达"发现其在肺癌细胞中均有高表达#

QM/!F!9

细胞表达最高#

E<F

干扰是研究基因功能有效的途

径"目前已得到广泛的应用$

9&

%

# 通过
E<F

干扰技术

抑制
QM/!F!9

细胞
=,I!

表达" 检测细胞的凋亡情

况" 结果发现细胞的凋亡率明显增加# 凋亡是细胞

的一种程序性死亡方法"受到
R5-!!

家族和
/,3>,32

族的调控#

R5-!!

是
R5-!!

家族的凋亡抑制基因"可

阻断细胞发生凋亡"

R,S

是
R5-!!

家族的凋亡促进基

因"可遏制
R5-!!

对细胞凋亡的抑制作用# 大量研究

显示
R,S

和
R5-!!

在肺癌& 肝癌等多种肿瘤中均有

表达$

9B

"

9%

%

#

/,3>,32 &

是
/,3>,32

家族的关键酶"与细

胞凋亡的关系最密切" 处在
/,3>,32

级联反应的下

游"激活后可活化
/,3>,32

级联反应"最终引起细胞

凋亡$

9C

%

#

E<F

干扰抑制
=,I!

表达诱导肺癌细胞凋

亡的方式是否通过调控
R,S

&

R5-!!

和
/-2,T2K 5,3!

>,32&

表达还未清楚# 本研究发现"

E<F

干扰抑制

=,I!

表达后
R,S

和
/-2,T2K 5,3>,32&

表达上调 "

R5-!!

表达下调" 这提示
=,I!

可通过影响
R5-!!

家

族和
/,3>,32

族基因表达诱导肺癌细胞凋亡#

P+?U!!5,?2+1+

信号通路参与多种生命活动过

程"在多种肿瘤中"如肺癌&胃癌等"

!!5,?2+1+

表达

可 通 过
P+?U!!5,?2+1+

对 下 游 的
575-1+A#

&

5!

@75

等基因转录进行调控" 进而影响肿瘤发生

发展$

#D

"

#H

%

#作为支架蛋白"

=,I!

可与多种受体结

合"参与
MV&WUFWX

&

'FWUQXFX

等多种信号转导

途径" 影响肿瘤的生物学特性 $

9$

"

!"

%

#

=,I!

对

P+?U!!5,?2+1+

影响还未可知 # 本研究发现 "

E<F

干扰抑制
=,I!

表达后
P+?U!!5,?2+1+

信

号通路关键分子
!!5,?2+1+

及下游靶基因
5!

@75

&

/75-1+ A9

蛋白表达均显著性降低" 说明

抑制肺癌细胞
=,I!

表达可下调
P+?U!!5,?2+1+

信号通路#

综上所述" 抑制肺癌细胞
=,I!

表达可诱

导细胞凋亡"机制是下调
P+?U!!5,?2+1+

信号通

路" 其诱导凋亡的方式是上调
R,S

和
/-2,T2K

5,3>,32&

表达及下调
R5-!!

表达#
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