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目的
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探讨转录因子
5INI2N

对人类乳腺癌细胞"

B?E.-

$增殖的影响及表观遗传学机制%方法
!

利用腺病毒介导的

基因转移技术!使
B?E.-

大量表达转录因子
5INI2N

!应用活细胞计数"

B@5

$法检测细胞增殖情况!并以染色质免疫共沉淀"

?9F4

$

方法!检测
L
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基因启动子区域组蛋白甲基化程度%最后以实时定量
4?6

进一步确认
L
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基因表达水平%结果
!

携带
5INI2N

PWC7

的腺病毒感染后!

B?E.-

的数量呈剂量依赖式地增加%当病毒感染增殖活性"

BDF

$分别为
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及
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B?E.-

的细胞

密度较对照组细胞分别增加
-&)%'$Y
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及
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%染色质免疫共沉淀分析表明!

5INI2N

明显导致
L
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基因启动

子区域组蛋白甲基化"

Z'e1-BH'

$增加!
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基因表达水平下降%结论
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导致
B?E.-

抑癌基因
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启动子组蛋白甲基化!

使启动子活性降低!导致细胞的异常增殖%
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&)生长因子以及一系列细胞因子信

号通路的重要环节'

$.1

(

#在乳腺发育)分化'

'

(及泌乳'

0

(等生理活

动中起着极为重要的作用'

2.)

(

*有证据表明#

5INI2

的异常表达

可能参与了某些生殖肿瘤尤其是乳腺癌及前列腺癌等的病理

过程'

-

(

*但有关
5INI2

在乳腺癌及前列腺癌形成)发展及预后

中的确切作用#目前尚无定论#且有关此方面的报道#多相互矛

盾'

/.(
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*本研究除了检测及确认
5INI2N

对培养状态的人类乳

腺癌细胞
B?E.-

增殖的影响外#利用染色质免疫共沉淀

$

P9G"<NI#,#<<Q,"

L

GHP#
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#INI#",
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?9F4

&分析法#分析高表达

5INI2N

后#

L
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基因启动子区域表观遗传学修饰的改变$组蛋

白甲基化&#以期阐明
5INI2N

与乳腺癌的病理联系及其可能的

表观遗传学机制*
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材料与方法
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材料
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人类乳腺癌细胞$

B?E.-
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培养液$美国
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抗体$美国
5N,IN?GQR

生物公司&)细菌蛋
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#美国
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方法
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5INI2NPWC7

腺病毒制作
!

为提高基因转移效

率#本研究采用腺病毒基因转移法*其制作方法依据
5IGNIN.

;

H,H

公司建议的制作程序#基本步骤如下!$

$

&将
5INI2NPWC7

克隆至穿梭载体$

L

59QII>H.F6K5.9G[E4.$

&%$

1

&利用同源重组

原理将穿梭载体的
5INI2NPWC7

上传到腺病毒基因组$

7!2

&#

该病毒基因组经人工改造去掉其与病毒复制有关的
K$

及
K1

序列%$

'

&确认重组成功后#将其转入经特殊处理的细菌株

$

a3$%.[">!

'

&大量扩增$重组体在该细菌内只能扩增但不能
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引物序列

引物用途 引物序列
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再发生新的重组以保证重组的准确及稳定&%$

0

&提取重组体#

以限制性内切酶
!0>

)

进行酶切处理以暴露其末端反向重复

序列$

#,MHGIIHG<#,N>GH

L

HNI

#

F@6

&#然后将其转入
7W.1('

细

胞#使其包装成有活性的病毒%$

2

&病毒活性$滴度&以病毒感染

7W.1('

细胞后形成病毒斑块的能力$

L

>N

A

QHO"G<#,

;

Q,#I

#

4Eh

&表示#而
4Eh

总数与待感染的细胞总数之比值即为病毒

感染增殖活性$

<Q>I#

L

>#P#I

S

"O#,OHPI#",

#
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!

细胞培养)腺病毒介导的基因转移及活细胞计数

$

B@5

&法
!

B?E.-

用
64BF$)0%

培养液$含
$%&%Y

胎牛血

清&在
'-\

#

2Y ?D

1

培养箱中培养*当细胞的贴壁密度或贴

壁面积为
-%Y

时#弃去培养液#用含
%&2Y

胎牛血清的
64BF

$)0%

培养液培养细胞
109

$细胞处于饥饿状态&以使所有细胞

均处于
[

%

期后#换为正常培养液#恢复
'9

后#细胞分为
2

组!

1

个对照组及
'

个实验组*

1

个对照组的培养液中加入不携带

5INI2NPWC7

的腺病毒#

'

个实验组加入携带
5INI2NPWC7

的

腺病毒*

'

个实验组及对照组中的一个均同时加入
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,
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"

<3

&#继续培养
0/9

后#加入
B@5

试剂并测定其波长为

0(1,<

的吸光度值#得到相对活细胞计数*

?&@&A

!

?9F4

分析
!

B?E.-

经病毒感染处理后#吸弃培养液#

并以冰冷的磷酸盐缓冲液$

4:5

&洗
'

次#然后!$

$

&以新鲜配制

的
$Y

甲醛固定#

$%<#,

后#以甘氨酸终止甲醛活性%$

1

&吸弃

甲醛固定液#以细胞收集液$
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#

L

Z(&0

#
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&收集细胞#冰冷
4:5

洗细胞
'

次#加入细胞裂解

液$
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"
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#
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#
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#

L
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#

$i

蛋白酶抑制剂&#并以超声粉碎仪$

:#"GQ

L

I"G

&破碎

基因组
WC7

至
2%%J

L

左右片段%$

'

&以
?9F4

稀释液'

$Y
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#
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"

3KW@7

#
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"
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#
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"

3@G#+.?>

#

L

Z/&$

#

$

$蛋白酶抑制剂&(

$^$%

稀释%$

0

&加入

Z'e1-BH'

抗体#

0\

轻摇过夜$与此同时#另设一平行管#加

入
F

;

[

以得到非特异性结合的数据&%$

2

&以含细菌蛋白
[

的

磁珠沉淀%$

)

&以洗脱液$

$Y 5W5

#

@K

缓冲液配制&将
WC7

Z'e1-BH'

抗体复合物自磁珠上洗脱%$

-

&

)2\

过夜以解除固

定#继之用蛋白酶
Z

消化蛋白$抗体&%$

/

&纯化
WC7

%$

(

&实时

定量
4?6

$

A

6@.4?6

&检测)确认被抗
Z'e1-BH'

抗体沉淀的

WC7

中
L

2'

基因启动子区域
WC7

序列的含量*

?&@&B

!A

6@.4?6

检测
!

$

$

&引物设计!用于本研究的
4?6

引

物包括用于检测
?9F4

后
WC7

的引物$对应于
L

2'

基因启动

子序列进行设计&及用于检测
L

2'<6C7

的引物$表
$

&%$

1

&底

物!

5bC6[GHH,

%$

'

&

4?6

参数!变性
(2\$<#,

#退火
22\

#

'%+

#延伸
-1\

#

'%+

#收集
0%

个循环的荧光强度#并得到相应

的
?I

值%$

0

&

?9F4

!

WC7

的相对量以总
WC7

量$

F,

L

QI

&为参

照#计算其被沉淀的
L

2'

启动子序列
WC7

占总
WC7

量的百

分数#

L

2'<6C7

的相对量则以管家基因
$/5G6C7

为对照

计算*

?&@&E

!

蛋白免疫印迹法$

8H+IHG,J>"I

&检测
!

B?E.-

经携带

5INI2NPWC7

的腺病毒感染后#吸弃培养液#并经冰冷
4:5

洗

'

次#收集细胞并加入细胞裂解液$

6F47

&#

$1%%%G

"

<#,

离心#

收集上清液#测定蛋白浓度#然后进行下述步骤*$

$

&电泳分

离!样本加入上样液并经煮沸
2<#,

变性#每孔上样
1%

!

;

#

$%%

]

电泳
(%<#,

%$

1

&转膜!应用半干转膜装置$

:#".6N!

&

-]

转

膜
02<#,

%$

'

&抗原抗体反应!上述经蛋白转移后的硝酸纤维素

膜#经磷酸盐吐温缓冲液$

4:5@

&洗
'

次$每次
$%<#,

&并经非

特异位点封闭后#加入
L

2'

抗体#

0\

过夜#第
1

天进行二抗反

应%$

0

&显影!运用
K?3

试剂并经
a

线片记录发光强度及位置*

?&A

!

统计学处理
!

采用
5455$/&%

统计软件进行分析#计量

资料用以
B 7̀

表示#呈正态分布者被视为有效数据#组间比较

采用配对
3

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

5INI2N

对人类乳腺癌细胞增殖的影响
!

1

组对照细胞#

分别给予或不给予
463

处理后#二者之间的活细胞计数差异

无统计学意义$

!

%

%&%2

&*

'

组实验组细胞#则由于感染携带

5INI2NPWC7

的腺病毒#在加入
463

的情况下#其活细胞计数

均明显增加#且与腺病毒的剂量$

BDF

&呈剂量依赖关系*当

BDF

分别为
$%

)

1%

及
'%

时#

B?E.-

的活细胞相对计数分别为

$&1/'1̀ %&%12(

#

$&0%/)̀ %&%$(1

及
$&0/(0̀ %&%$-)

#较

对照组
1

$

?",1

&细胞分别增加
-&)%'$Y

)

$/&$1'-Y

及

10&/(/-Y

#见图
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!对照组%

C5

!差异非显著%

"

!

!

$
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#

""

!

!

$

%&%$

#与对照

组比较*

图
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过表达
5INI2N

基因对人类乳腺癌细胞增殖的影响

@&@

!

5INI2N

对
B?E.-

L
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基因启动子组蛋白甲基化的影响

!

过表达
5INI2N

的细胞#其染色质沉淀中含有大量被抗

Z'e1-BH'

沉淀的
WC7

片段*对照组与实验组#其沉淀

WC7

比例分别为 $

%&%%-/`%&%%%0

&

Y

及 $

%&%(0%`

%&%$$1

&

Y

$图
1

&*为了消除非特异性结合的影响#本研究还

使用了非特异性
F

;

[

抗体进行沉淀#结果表明所有组别的

WC7

沉淀比例均低于
%&%%(%Y

*此外#为消除引物对基因组
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WC7

的非特异性结合的影响#本研究设计了平行实验#运用无

关引物进行检测#结果表明#无关引物并没有探测到明显
WC7

片段#见图
1

*

!!

?",

!对照组%

""

!

!

$

%&%$

#与对照组比较*

图
1

!!

过表达
5INI2N

对乳腺癌细胞%

B?E.-

(

L

2'

基因启动子组蛋白甲基化的影响

@&A

!

5INI2N

过表达对
L

2'

基因表达的影响
!

细胞在转入含有

5INI2NPWC7

的腺病毒后#

L

2'<6C7

及蛋白水平下降非常明

显#与对照细胞相比#细胞在分别转入腺病毒
$%

)

1%

)

'%BDF

后#对 照 组 及
'

个 实 验 组 的
L

2' <6C7

相 对 量 分 别 为

%&)1%%̀ %&%0%)

#

%&2$(0`%&%-'2

#

%&0-$(`%&%$2-

及

%&%-/(̀ %&%%0(

#分 别 下 降
$)&112/Y

)

1'&/(-$Y

及

/-&1)-$Y

*

L

2'

蛋白则分别下降
10&)2%'Y

)

1-&/12$Y

及

)(&-/0$Y

#见图
'

*

!!

7

!

L

2' <6C7

表达水平$

A

6@.4?6

&%

:

!

L

2'

蛋白表达水平*

?",

!对照组%

C5

!差异非显著%

"

!

!

$

%&%2

#

""

!

!

$

%&%$

#与对照组

比较*

图
'

!!

5INI2N

过表达对
L

2'

基因表达的影响

A

!

讨
!!

论

5INI2N

作为转录因子#主要介导
463

等的生物学作用#而

463

及其受体的过表达已经被证实是促进人类生殖系统癌症

如乳腺癌及前列腺癌的发生)发展的重要原因之一'

$.0

(

*因而#

有人推测
5INI2N

与乳腺癌等的形成和发展之间存在一定的病

理联系'

/

(

*然而#有关
5INI2N

在乳腺癌的形成)发展及预后方

面的具体作用#目前尚无定论*尽管已经有不少报道#将

5INI2N

的表达与肿瘤联系起来#但从报道的结果看#往往相互

矛盾'

/.(

(

*为确认
5INI2N

对
B?E.-

细胞增殖的影响#本研究采

用腺病毒介导的基因转移法使
B?E.-

细胞得以过表达

5INI2N

*根据笔者以往经验#在基因转染过程中#若采用化学

转移法人类乳腺癌细胞系如
@0-W

及
B?E.-

的转移效率较低

$约
2%Y

&#因而影响实验结果*本研究采用腺病毒介导的基

因转移法#理论上转移效率可以达到
(%Y

以上*结果表明#

B?E.-

的细胞密度#过量表达
5INI2N

之后#显著上升#且呈剂

量依赖关系*此外#由于
463

是
5INI2N

的有效激活剂#笔者设

置了两组对照#两组对照均以不携带
5INI2NPWC7

的腺病毒进

行转染#其中一组细胞不加入
463

#而另一组对照则加入
463

以激活
5INI2N

*结果发现#加入
463

的对照组#虽然没有过量

表达外源
5INI2N

#但细胞密度亦有少量增加#应为
463

激活内

源性
5INI2N

所致*本研究结果发现#至少在细胞增殖方面#

5INI2N

所起作用为病理性的*

L

2'

是调控细胞周期的关键因子之一#其表达与乳腺癌的

发生)发展及预后有一定关系'

$%.$$

(

*为阐明
5INI2N

的促进细

胞增殖作用是否与
L

2'

有关#本研究运用
?9F4

#对过表达

5INI2N

后的乳腺癌细胞
L

2'

基因启动子区域的表观遗传学修

饰进行了检测*在携带
5INI2NPWC7

的腺病毒转染#并经
$Y

甲醛固定后#

B?E.-

染色质
WC7

经超声粉碎至
2%%J

L

左右

片段#以抗
Z'e1-BH'

抗体对
WC7

片段进行沉淀*结果表

明#

L

2'

基因启动子区域
WC7

被大量沉淀#说明过表达
5INI2N

能够促进
L

2'

基因启动子区域组蛋白
'

第
1-

位赖氨酸的甲基

化$

Z'e1-BH'

&修饰*

Z'e1-BH'

对基因组
WC7

与组蛋白

的相互作用具有非常直接的影响#大量研究表明#这一修饰能

够严重干扰与转录有关的蛋白质因子进入基因启动子区域#从

而抑制基因的转录表达'

$1

(

*为确认
Z'e1-BH'

对
L

2'

基因

表达的影响#本研究应用
A

6@.4?6

对
L

2'<6C7

进行检测#

结果正如预期#

L

2'<6C7

水平随着病毒量的增加而降低#应

为
L

2'

基因启动子因甲基化而被抑制的结果*蛋白印记进一

步显示#蛋白水平亦下降明显*

综上所述#

5INI2N

有促进
B?E.-

增殖的作用#其分子机理

之一是通过改变
L

2'

启动子区域的组蛋白表观遗传学修饰#促

进
Z'e1-BH'

甲基化#从而抑制
L

2'

基因的表达*
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统计资料类型

统计资料共有三种类型!计量资料)计数资料和等级资料*按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料*

定量资料又称计量资料#指通过度量衡的方法#测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小#得到的一系列数据资

料#其特点为具有度量衡单位)多为连续性资料)可通过测量得到#如身高)红细胞计数)某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料*

定性资料分为计数资料和等级资料*计数资料为将全体观测单位$受试对象&按某种性质或特征分组#然后分别清点各

组观察单位$受试对象&的个数#其特点是没有度量衡单位#多为间断性资料#如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组#男性组有
-1

例#女性组有
-%

例#即为计数资料*等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料#可通过

半定量的方法测量#其特点是每一个观察单位$受试对象&没有确切值#各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同#如根据

某种药物的治疗效果#将患者分为治愈)好转)无效或死亡*
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