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干扰
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基因可抑制膀胱癌的生长!其作用机制

可能与抑制肿瘤增殖'诱导细胞凋亡及抑制侵袭转移有关!
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膀胱癌是中国最常见的泌尿系统肿瘤#而
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基因是最早

发现与膀胱癌发生*发展密切相关的基因之一#在膀胱癌中通
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)研究表明
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在膀胱癌中高表达#利用
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干扰技术可抑制膀胱癌

细胞的增殖#但作用机制仍不明确'
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)因此#本研究利用短发

夹
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&技术研究
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基因对膀胱癌生物学行为的

影响#以期证实膀胱癌的新靶点#为膀胱癌基因治疗提供实验
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及阴性对照
Q

&C>C(;H?!X

重组质粒由本实验室保存#总
0!%

提取试剂
A0VU:H

和逆转

录
?

聚合酶链反应$

0A?X60

&试剂盒均购自大连宝生物工程

$

AF̀F"F

&有限公司#

X60

引物由美国
V>B;D":

E

C>

公司合成#转

染试剂
W;

Q

:#CIDFK;>C$,,,

购于美国
V>B;D":

E

C>

公司#羊抗人

XW6

.

多克隆抗体购自美国
2F>DF6"JU

公司#兔抗人周期蛋白

P)

$

I

M

IH;>P)

&单克隆抗体*鼠抗人基质金属蛋白酶$

SSX

&

?$

和
SSX?.

单克隆抗体*

2X?.,,,

通用型免疫组化染色试剂盒*

P%T

显色试剂盒均购自北京中杉金桥生物技术有限公司#

A"?

F>(NCHH

侵袭小室购自美国
TP

公司#明胶购自美国
&;LI:

公司)

?*@

!

实验动物
!

T%WT

"

I

雌性裸鼠
)8

只#

+

$

<

周龄#体质量

)+

$

)<

E

#购自北京中国科学院实验动物研究所'动物饲养许

可证号
26̂ f

$京&

$,,8?,,)-

()

$+--

重庆医学
$,))

年
))

月第
+,

卷第
--

期

"

基金项目"重庆市教委科学技术研究项目$

fa,@,-,<

&)

!

#

!

通讯作者#

ACH

!$

,$-

&

<@+@8$$-

%

'?KF;H

!

HJ:IGJ>H;/.

&

)$<*I:K

)



?*A

!

方法

?*A*?

!

细胞培养*实验分组*细胞转染及阳性克隆细胞筛选
!
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细胞培养于含有
),Z

胎牛血清的
0XSV)<+,

培养基

中#

-/Y

*

8Z 61

$

饱和湿度条件下培养)将
TV4?@/

细胞以
)
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< 个"孔的密度种于
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孔板中#待其生长到
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融合时#按

照脂质体
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说明书进行转染)实验分为
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组!$
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&阳性质粒
Q
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组$实验组&%$

$

&阴性质粒

Q

&C>C(;H?!X

组$阴性对照组&%$

-

&未转染质粒组$空白对照

组&)转染
+@G

后用含
+,,

#

E

"

KW&+)@

及
),Z

胎牛血清的

0XSV)<+,

培养基进行筛选#每隔
$9

更换一次培养基)当细

胞大量死亡时#将
&+)@

浓度减为
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#

E

"

KW

维持筛选#

-

周

后抗性克隆#挑选单克隆细胞扩大培养)
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四甲基偶氮唑盐比色法$

SAA

&检测
TV4?@/

细胞的增

殖活性
!

取对数生长期细胞#以
$]),

+ 个"毫升接种于
.<

孔

平底培养板#每孔加入
$,,

#

W

培养基)在实验分组的基础上

另设调零组#每组设
8

个复孔)转染后分别培养
,

*
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*
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#弃上清液#每孔加入
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#
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的
SAA

$
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&继续培

养
+G

弃上清#每孔加入
)8,

#

W

二甲基亚砜$

PS21

&#振荡孵

育
),K;>

#酶标仪$

+.,>K

&检测各孔的吸光度$

1P

值&)按照

公式!抑制率$

Z

&

g

'

)d

$

1P

各组
d1P

调零组&"$

1P

空白对

照组
d1P

调零组&(

]),,Z

#计算各组抑制率)
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流式细胞术检测
TV4?@/

细胞的细胞周期分布
!

取稳

定转染生长状态好的细胞#收集并离心#用磷酸二氢盐缓冲液

$

XT2

&洗涤
$

次后弃上清液#重悬细胞#加入
)KW

预冷的
/,Z

乙醇溶液固定
)@

$

$+G

)将已固定的细胞悬液和等体积
XV

染

液混合#

+Y

放置
$,

$

-,K;>

#测定前将样品用
-,,

目的尼龙

膜过滤后放入流式细胞仪样品室#以激发波长
+@@>K

测定)
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0A?X60

检测细胞内
XW6

.

*

TIH?$

和
TFRK0!%

的表

达
!

引物设计见表
)

#按
0A?X60

试剂盒说明书进行#

X60

产

物分别经
)*8Z

琼脂糖凝胶电泳分析)

表
)

!!

合成的引物

基因 引物序列 长度$

L

Q

&

XW6

.

8O?6%A&&%%&&%A%%&6&AA&&A?-O

8O?666%%&A666&A&AA%%&%?-O -.8

"

?FID;> 8O?%&&66%%66&6&%&%%&%A&?-O

8O?%&AAA6&A&&%A&66%6%&&?-O +.+

TIH?$ 8O?666%%&A666&A&AA%%&%?-O

8O?66A%&6%%6&&%%A%6&A%%?-O )-,

TFR 8O?&%A&6&A66%66%%&%%&6A?-O

8O?6&&6666%&AA&%%&AA&?-O )/,

&%XP3 8O?%66%6%&A66%A&66%A6%6?-O

8O?%A&A6&AA&A666%66A?-O +8,
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蛋白质印迹法检测各组细胞
XW6

.

蛋白表达
!

用细胞

裂解液$

0VX%

&裂解各组细胞#提取细胞总蛋白#

T"F9#:"9

法测

定蛋白浓度)以
8,

#

E

蛋白上样#经
),Z

十二烷基磺酸钠
?

聚

丙烯酰胺凝胶$

2P2?X%&'

&电泳分离转
X5P7

膜#

8Z

封闭液

+Y

封闭过夜#加一抗$

)[$,,

&

+ Y

孵育过夜#

AT2A

漂洗
-

次#每次
8K;>

%加入二抗#室温孵育
)G

#

AT2A

漂洗
-

次#

'6W

显色剂显影#图像分析)
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!

A"F>(NCHH

小室体外侵袭法
!

在
@

#

K

孔径聚碳酸酯微

孔滤膜上均匀涂抹一层
)[8

稀释的人工基底膜
SFD";

E

CH

#约

+,

微升"室%小室上层分别加入各组细胞悬液
$,,

#

W

#细胞浓

度均为
8]),

8 个"毫升#每组设
-

个复孔#检测各组细胞的侵

袭能力)每孔随机计数
8

个视野$

]+,,

&#以穿膜的肿瘤细胞

数作为评价其侵袭能力的指标#取平均值)

?*A*E

!

明胶酶谱分析
!

各组
TV4?@/

细胞均长至
@,Z

时弃去

含血清的培养基#用无血清培养基洗
-

遍后加入
$KW

无血清

培养基#继续培养
+G

后收集培养基#并进行活细胞计数#将收

集的培养基
+ Y

离心并过滤#将各组样品上样#于
@Z2P2?

X%&'

*

)<,5

恒压电泳
$

$

-G

#将凝胶于
$*8Z A";D:>?̂),,

液体内
-/Y

振荡
)G

#然后置于酶缓冲液中
-/Y

孵育
)<G

#

,*8Z

考马斯亮蓝染液染色#脱色至合适#扫描出图片)
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免疫组化检测移植瘤组织
I

M

IH;>P)

蛋白的表达
!

取

各组细胞制成
$]),

/ 个"毫升的细胞悬液#用
,*$KW

接种于

裸鼠左臀部皮下#观察移植瘤生长情况)

)

个月后处死裸鼠#

取出移植瘤#组织经
+Z

多聚甲醛固定#石蜡包埋#切片#按免

疫组化说明书步骤行
2X?.,,,

法观察
I

M

IH;>P)

蛋白的表达)

?*B

!

统计学处理
!

计量资料采用
F_>

表示#用统计学软件

2X22)<*,

分析#组间均数比较采用
2!f

法检验#以
!

$

,*,8

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@*?

!

0A?X60

及蛋白质印迹法检测结果
!

0A?X60

结果显

示#实验组
XW6

.

K0!%

明显低于其他两组#差异有统计学意

义$

!

$

,*,8

&#见图
)

%与对照组比较#实验组
XW6

.

K0!%

表

达下降
+<*<8Z

)蛋白质印迹法检测结果显示#实验组
XW6

.

蛋白明显低于其他两组#差异有统计学意义$

!

$

,*,8

&#见图

$

%与对照组比较#实验组表达下降
-$*+)Z

)各组间
"

?FID;>

表

达量差异无统计学意义$

!

&

,*,8

&)

!!

%

!实验组%

T

!阴性对照组%

6

!空白对照组)

图
)

!!

0A?X60

检测各组细胞
XW6

.

K0!%

表达

!!

%

!实验组%

T

!阴性对照组%

6

!空白对照组

图
$

!!

蛋白质印迹法检测各组细胞
XW6

.

蛋白表达

@*@

!

SSA

检测结果
!

实验组细胞较阴性对照组和空白对照

组细胞增殖明显减慢#差异有统计学意义$

!

$

,*,)

&)阴性对

照组与空白对照组比较差异无统计学意义$

!

&

,*,8

&#见图
-
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流式细胞术检测细胞周期结果
!

实验组细胞与其他两组

比较#

&

,

"

&

)

期细胞增多#而
&

$

"

S

期细胞明显减少#差异有统

计学意义$

!

$

,*,8

&%阴性对照组和空白对照组比较差异无统

计学意义$

!

&

,*,8

&#见插
!

图
+

)

!!
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!
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#与阴性对照组和空白对照组比较)

图
-

!!

各组细胞生长曲线

@*B

!

0A?X60

检测转染
Q

&C>C(;H?XW6

.

质粒对
TIH?$

*

TFRK0?

!%

表达的影响
!

TIH?$

的
0A?X60

结果显示#实验组细胞

TIH?$K0!%

表达低于其他两组$

!

$

,*,8

&%

TFR

的
0A?X60

结果显示#实验组细胞
TFRK0!%

表达明显高于其他两组$

!

$

,*,8

&%实验组
TIH?$K0!%

"

TFRK0!%

明显低于其他两组

$

!

$

,*,8

&#见表
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表
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各组
TIH?$

#

TFRK0!%

表达比较%

F_>
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组别
TIH?$ TFR TIH?$
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TFR

空白对照组
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阴性对照组
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实验组
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#与空白对照组和阴性对照组比较)
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A"F>(NCHH

小室体外侵袭实验结果
!

实验组细胞较其他

两组侵袭细胞数明显减少#差异有统计学意义$

!

$
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&#见

插
!

图
8

%阴性对照组与空白对照组比较差异无统计学意义$

!
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!

明胶酶谱分析
!

实验组细胞分泌
SSX?$

*

SSX?.

水平

明显低于其他两组#差异有统计学意义$

!

$
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&#见图
<

)

!!

)

!实验组%

$

!阴性对照组%

-

!空白对照组)

图
<
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各组细胞明胶酶谱分析结果
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免疫组化检测移植瘤组织
I

M

IH;>P)

蛋白的表达
!

实验

组
I

M

IH;>P)

蛋白阳性细胞数较其他两组明显下降#差异有统

计学意义$

!

$

,*,)

&%而阴性对照组与空白对照组比较差异无

统计学意义$

!
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&#见插
!

图
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XW6

.

是最近发现的癌基因'

+

(

#与磷脂酶
6

其他成员的同

源性较少#构成一个新的
XW6

同工酶)其在
6

端有
$

个
0%

结构域$

0%)

和
0%$

&#

!

端有一个
0F(&'7

结构域'

8

#

/

(

)

XW6

.

可通过
0%$

结构域与
3?0F(

的
&AX

结合而被激活'

8?<

(

)

TF;

等'

@

(发现
XW6

.

在化学致癌物诱导形成的皮肤癌中起着非

常重要作用%

T:J"

E

J

E

>:>

等'

.

(研究也认为
XW6

.

可能与肿瘤的

生长和转移有关%同时
1̀F

等'

),

(发现
XW6

.

敲除老鼠中#

XW6

.

的敲除与皮肤癌的生长受抑制密切相关)本研究通过
(G0!%

干扰技术#发现实验组能明显抑制膀胱癌细胞
TV4?@/

的增殖

能力#并使细胞阻滞于
&

,

"

&

)

期%

I

M

IH;>

是调节细胞周期活动

的重要蛋白质#在细胞增殖与肿瘤的发生*发展中具有重要作

用%

I

M

IH;>P)

是
&

)

期细胞周期素#主要作用是促进细胞通过

&

)

"

2

检查点)当
I

M

IH;>P)

基因过度表达时可缩短细胞
&

)

期#从而导致细胞增殖失控#肿瘤发生'

))

(

)本研究发现在裸鼠

移植瘤中实验组能下调
I

M

IH;>P)

的表达#提示
XW6

.

基因的沉

默能抑制膀胱癌细胞增殖能力)

参与肿瘤细胞凋亡的基因有正*负调控因子两类#主要包

括由
IF(

Q

F(C

家族为代表的凋亡活化基因和以
TIH?$

家族为代

表的凋亡抑制基因共同调节)

TIH?$

家族基因分为抑凋亡基因

$如
TIH?$

*

TIH?RH

*

TIH?N

*

KIH?)

等&和促凋亡基因$如
TFR

*

TIH?

R(

*

TF̀

等&)有研究显示
TIH?$

"

TFR

比值降低#使肿瘤细胞易

发生凋亡#对化疗较敏感'

)$?)+

(

)本研究通过检测细胞凋亡基

因
TIH?$

*

TFR

的表达变化#发现转染
XW6

.

(G0!%

可促使膀胱

癌发生凋亡)

膀胱肿瘤常见的生物学特点还包括易复发和侵袭*转移#

而与肿瘤侵袭*转移密切相关的分子中有一类为基质金属蛋白

酶$

KFD";RKCDFHH:

Q

":DC;>F(C(

#

SSX(

&#其能够降解细胞外基质

$

CRD"FICHHKFD";R

#

'6S

&#参与肿瘤侵袭与转移#其中主要包括

SSX?$

*

SSX?.

'

)8

(

)

SSX(

以何种类型存在与肿瘤的种类及

恶性程度密切相关)从侵袭*转移的角度#本研究发现转染

XW6

.

(G0!%

的细胞
SSX?.

和
SSX?$

明显减少#且侵袭细

胞数也明显减少)

综上所述#本研究阐明了
XW6

.

在膀胱癌中发挥的重要作

用#干扰
XW6

.

基因对膀胱癌细胞的增殖*凋亡*侵袭*转移产

生影响#并对其机制进行部分探讨#为早期诊断和膀胱癌新的

治疗手段提供了一种新的途径)
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Q
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基因在细胞
&

$

"

S

期高表达#在细胞间期基本不

表达#诺考达唑处理可以使
3C

Q

&?$

细胞和
W1$

细胞同步在

&

$

"

S

期的细胞基本一样多#便于在同一水平分析
6C>

Q

?'

基

因在二者之间的差异#本研究结果也表明诺考达唑处理后

3C

Q

&?$

细胞和
W1$

细胞同步在分裂期的细胞基本一样多)

诺考达唑处理之前#

3C

Q

&?$

细胞
6C>

Q

?' K0!%

量略高于

W1$

细胞#但差异无统计学意义$

!

&

,*,8

&#提示未经诺考达

唑处理#两种细胞
&

$

"

S

细胞所占比较太低#

6C>

Q

?'K0!%

的表达差异难以显现%诺考达唑处理后
W1$

细胞
6C>

Q

?'K0?

!%

和蛋白水平明显高于
3C

Q

&?$

细胞$

!

$

,*,8

&#提示
W1$

细胞在分裂期对
6C>

Q

?'

表达的应激上调能力高于
3C

Q

&?$

细

胞#

3C

Q

&?$

细胞分裂期
6C>

Q

?'

表达为相对缺乏#从而引起

26X

监控功能缺陷#导致
&

$

"

S

期纺锤丝与染色体着丝粒未全

部正常连接时细胞即进入后期#引起细胞染色体数目异常)作

者进一步通过构建
6C>

Q

?'(G0!%

载体转染到
W1$

细胞中#

通过间接免疫荧光检测发现#

6C>

Q

?'

蛋白表达在被转染的细

胞中明显下降#进一步说明
6C>

Q

?'

表达降低直接或间接影响

着丝粒的正确装配#最终导致染色体数目异常#细胞出现癌前

病变'

.

(

)但
6C>

Q

?'

具体怎样参与细胞染色体异常过程还不

是很清楚)

本研究从一个侧面反映肝癌细胞
&

$

"

S

期
6C>

Q

?'

蛋白表

达应激性的增高能力明显低于
W1$

细胞#提示
6C>

Q

?'

的相对

缺乏可能是
3C

Q

&?$

细胞染色体数目异常形成的原因之一#为

进一步探明
6C>

Q

?'

在肿瘤发生中的作用奠定了基础)
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Q

:;>D"C

E

JHFDC(69I$,

Q

(DF?

L;H;D

M

;>(FIIGF":K

M

IC(IC"CB;(;FC

'

a

(

*&C>C(PCB

#

$,,+

#

)@

$

)$

&!

)+-.?)+8)*

'

+

(

1"DGFJ(2

#

1G>9:"#2

#

P;C̀KF>>2*0!%; >̀:Ì9:N>:#
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