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"摘要#

!

目的
!

探讨微
94?

"

F#94?

$

.1$

对人肺癌
P'2/

细胞体外增殖及诱导凋亡方面的作用&方法
!

采用体外转染法将

F#94?.1$

抑制剂瞬时转染
P'2/

细胞
0/C

后!应用定量
JDEH.@#FD:89

特异探针法检测
P'2/

细胞中
F#94?.1$

的表达水平!应

用
=33

法检测
P'2/

细胞的生长情况!荧光缺口末端标记法"

3i4U7

$法分析
P'2/

细胞凋亡情况!并用
D̂+@DJ,MH"@

检测

P'2/

细胞中抑癌基因
:3U4

表达的变化&结果
!

与对照组比较!

F#94?.1$

抑制剂转染组
P'2/

细胞的
F#94?.1$

表达水平显

著降低"

!

$

%&%2

$!细胞生长明显受到抑制"

!

$

%&%2

$!且通过
:3U4

靶蛋白诱导细胞凋亡"

!

$

%&%2

$&结论
!

低表达
F#94?.1$

可以抑制人肺癌
P'2/

细胞的体外增殖!诱导细胞凋亡!为肺癌生物治疗提供新的治疗靶点&
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F#GJ"94?+

#

F#94?

&是近年来发现的一类长度

为
$(

"

12

个核苷酸的非编码小分子
94?

)它主要通过与靶

目标基因
'g

非翻译区的完全或不完全配对#降解靶基因
F9.

4?

或抑制其翻译#从而参与调控个体发育*细胞凋亡*增殖及

分化等生命活动'

$

(

)实验证据表明#如同癌基因或抑癌基因的

功能#

F#94?

可通过调控其靶基因参与的信号转导通路#影响

肿瘤的发生和发展'

1.'

(

)已证明#

F#94?

能够调控多种生理学

和病理学的过程#如细胞分化#细胞增殖和肿瘤形成)某些

F#94?+

可直接参与人类肿瘤$如肺癌*乳腺癌*颅脑肿瘤*肝

癌*结直肠癌及淋巴瘤等&的形成'

0

(

)

F#94?

既可作为癌基因

又可作为抑癌基因#参与人类肿瘤形成的多条信号通路)因

此#

F#94?

可能作为肿瘤预防和治疗的有效应用方法'

2

(

)

F#94?.1$

是新近报道的一种
F#94?

分子#可以有效抑制乳

腺癌*肝癌和胃癌等多种肿瘤的生长和转移'

0

#

)

(

)然而#

F#9.

4?.1$

是否在肺癌生长中发挥作用研究报道极少#且其作用的

分子机制目前尚不明确)因此#本研究旨在观察
F#94?.1$

对

人肺癌
P'2/

细胞体外生长的影响#以了解
F#94?.1$

在肺癌

生长中的可能作用及其机制#为
F#94?

在肺癌临床生物治疗

方面提供新的思路和方向)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

主要实验试剂!

F#94?.1$

抑制剂和抑制剂杂序

由上海吉玛生物工程公司合成%转染试剂
H#

K

"IDG@EF#,D1%%%

和
=33

试剂盒购自
9"GCD

公司%

>]O9 ;JDD,:89 =E+@DJ

=#Q

染料荧光定量
JDEH.@#FD:89

试剂盒购自美国
?

KK

H#D!O#.

"+

B

+@DF+

公司%细胞培养液
9:=6$)0%

购自
;#MG"O97

公司%

双抗$氨卞青霉素钠*硫酸链霉素&购自友康基业生物科技$北

京&有限公司%胎牛血清$

5D@EHM"N#,D+DJAF

#

5O>

&购自
;#MG"

公司%抗
:3U4

抗体购自
8DHH>#

<

,EH#,

<

3DGC,"H"

<B

公司)实

//2

重庆医学
1%$)

年
1

月第
02

卷第
2

期

"

基金项目!国家自然科学基金青年科学基金资助项目$

/$0%$02-

&%中国国家博士后基金面上项目$

1%$0=2)$'-)

&%黑龙江省博士后资助经

费$

7OP.Z$0$0'

&%黑龙江省自然科学基金留学基金$

781%$2%'/

&%黑龙江省卫生计生委面上项目$

1%$0.'/2

&)

!

作者简介!黄军霞$

$(-/T

&#主治

医师#大学本科#主要从事肺癌及肺血管疾病分子机制研究)

!

#

!

通讯作者#

3DH

!

$')10)%)')(

%

U.FE#H

!

@

B

I!"G@"J

#

$)'&G"F

)



验仪器!蛋白电泳仪*

:c[5

膜购于
O6̀.9?[

公司%紫外分光

光度仪$

>FEJ@>

K

DG3='%%%

&购于美国
O6̀.9?[

公司%

!̀

B

++D

B

红外荧光扫描成像系统购于美国
76.8̀ 9

公司%

)

孔板和
()

孔

板购自上海拜力生物科技有限公司公司%共聚焦显微镜

5c'%%

购自日本
H̀

B

F

K

A+

公司)

F#94?.1$

引物序列上游!

2g.;;;;3?;833?38?;?83;.'g

#下游!

2g.3;;?;3

8;;8??33;8?83;.'g

%内参
i)

引物序列上游!

2g.;83

38;;8? 8?3 ?3? 83? ??? 3.'g

#下游!

2g.8;8 338

?8;??333;8;3;38?3.'g

#均由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成)

>&?

!

方法

>&?&>

!

P'2/

细胞培养
!

人肺癌
P'2/

细胞#购于中国科学院

上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所)用含

$%S

胎牛血清*

$%%%i

"

F7

青霉素*

$%%F

<

"

F7

链霉素的

9:=6$)0%

细胞培养液#于
'-e

*

2S8̀

1

条件下培养人肺癌

P'2/

细胞#待单层细胞生长达到
(%S

融合时#用胰蛋白酶消

化细胞#收集细胞#

:O>

冲洗
$

次后备用)细胞实验分组!转染

试剂对照组*

F#94?.1$

抑制剂转染组和
F#94?.1$

抑制剂杂

序转染组)分别转染
0/C

后#用于后续的实验)

>&?&?

!

P'2/

细胞转染
!

收集处于对数生长期的人肺癌

P'2/

细胞#

:O>

冲洗
$

次#将
2W$%

0 个细胞重悬于
$F79:.

=6$)0%

培养液中#转移至
)

孔板#在
'-e

*

2S8̀

1

条件下培

养)细胞培养
$1C

后#将
1

&

7

转染试剂
H#

K

"IDG@EF#,D1%%%

与

2,F"HF#94?.1$

抑制剂和
F#94?.1$

抑制剂杂序以体积比

$d2%

混合#室温放置
$%F#,

后#缓慢加入培养上清液中#摇晃

混匀后继续培养)

>&?&@

!

=33

实验
!

收集各组
P'2/

细胞#以
'W$%

' 个细胞"

孔接种于
()

孔培养板#每孔培养液总量
1%%

&

7

#于
'-e

*

2S

8̀

1

的培养箱中培养
0/C

#加入
1

&

<

"

F7

的
=33

液$

2%

&

7

"

孔&#继续培养
'C

)吸出孔内培养液后#加入
[=>̀

液$

$2%

&

7

"孔&#将培养板置于微孔板振荡器上振荡
$%F#,

#使结晶物

溶解)使用酶标仪检测各孔吸光度$

[

&值$波长
2-%,F

&)

>&?&I

!

缺口末端标记法$

3i4U7

&法检测细胞凋亡
!

首先将

P'2/

细胞爬片#爬满细胞的载玻片用
:O>

洗涤
$

次#冲洗时

动作需轻柔)室温下晾干载玻片#使细胞贴得更牢)

0S

多聚

甲醛固定细胞
'%F#,

)

:O>

冲洗
1

次#每次
2F#,

)

0F7'S

P

1

`

1

加
')F7

甲醇配制的封闭液封闭细胞
$%F#,

)

:O>

洗
1

次#每次
2F#,

)加入含
%&$S 3J#@",b.$%%

和
%&$S

柠檬酸三

钠的穿透液#冰上孵育
1F#,

)使用
9"GCD

原位细胞死亡检测

试剂盒$

6,+#@AGDHH!DE@C!D@DG@#",R#@

&进行
3i4U7

染色#检

测细胞凋亡)根据
9"GCD

说明书制备
3i4U7

反应混合液#每

张载玻片加
2%

&

73i4U7

反应混合液于玻片上#放入避光湿

盒中#于
'-e

孵箱中反应
$C

)

:O>

洗
1

次#每次
2F#,

)

'-

e

培养箱
[?:6

孵育
$%F#,

#细胞核呈现蓝染)

>&?&J

!

细胞中
94?

的提取*逆转录以及实时定量
:89

分析

F#94?.1$

的表达
!

首先是用
$F73J#\"H

吹打溶解贴壁的细

胞#并将含有细胞的
3J#\"H

液收集在进口的
$&2F7U:

中)

每支
U:

管中再加入
%&1F7

氯仿进行萃取#剧烈摇荡
U:

管

$2+

#经
0e$'2%%J

"

F#,

离心
$2F#,

)取少量上层水相液体

置于新的进口离心管中#每支管中加入
%&2F7

异丙醇#混匀

后室温放置
$%F#,

#再经
0e$'2%%J

"

F#,

离心
$%F#,

#此时

形成
94?

沉淀)将混合液体轻轻倒出#再用
$F7

的
-2S

乙

醇溶液洗涤沉淀#静置后在
0e$%)%%J

"

F#,

离心
2F#,

)弃

去上清液#

U:

管于室温条件干燥
2F#,

#再用适量的
[U:8

水

充分溶解干燥的
94?

)按照
%&2

&

<

94?

的加样量#充分混

合样品*

!43:

*逆转录酶*

93MAIIDJ

和
!!P

1

`

配制成
1%

&

7

反应体系#最后经
?X%%%

程序经行逆转录#所得
G[4?

样品于

T1%e

冰箱中保存)经
>]O9;JDD,:89=E+@DJ=#Q

试剂盒

进行
:89

反应#反应体系为!

>]O9;JDD,=#Q$%

&

7

#上游引

物
$

&

7

#下游引物
$

&

7

#

G[4?$

&

7

#补充去离子水
-

&

7

)选

择
i)

作为内参)

>&?&L

!

D̂+@DJ,MH"@

分析
:3U4

蛋白的表达
!

将各组细胞培

养瓶置于冰上#

:O>

洗涤细胞
'

次#每个培养瓶中加入适量细

胞裂解液 $

9#

K

Ed

蛋白酶抑制剂
a$%%d$

&#收集培养瓶壁上

的细胞#放置冰上裂解
'%F#,

#

$'2%%J

"

F#,

离心
$2F#,

#吸取

上清液置于
T/%e

冰箱中保存)取
$

&

7

样品应用
O8?

试剂

盒测定细胞中蛋白质浓度)依次配制
$%S

十二烷基硫酸钠
.

聚

丙烯酰胺凝胶电泳$

>[>.:?;U

&分离胶#

2S>[>.:?;U

积层

胶#每个孔道中加入等质量$

/%

"

$%%

&

<

&的样品#电泳
)%

"

(%

F#,

#溴酚蓝快迁移出分离胶时停止电泳)恒定
'%%F?

电流#

转膜时间为
/%F#,

)取出
48

膜置于
2S

的脱脂奶粉中#在

0e

的环境中封闭
1C

)分别用一抗
:3U4

抗体 $

$d1%%

&*

;?:[P

$

$d$%%%

&在
0e

冰箱中孵育过夜)取出孵育过抗

体的
48

膜#用
:O>.3

洗涤
'

次)然后用$

$d0%%%

&稀释的红

外荧光标记二抗均匀铺展在
48

膜上#避光孵育
$C

后用
:O>.

3

洗涤
'

次)最后将各条
48

膜用
!̀

B

++D

B

红外荧光扫描成

像系统进行检测#并且计算相应条带的灰度值)

>&@

!

统计学处理
!

采用
>:>>$'&%

统计软件进行分析#计量

资料以
DV5

表示#多组间差异采用单因素方差分析#两组间比

较采用
7>[

法#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

各组细胞
F#94?.1$

表达水平及
P'2/

细胞增殖比较
!

结果显示#

F#94?.1$

抑制剂转染组
F#94?.1$

的表达水平较

转染试剂对照组和
F#94?.1$

抑制剂杂序转染组明显降低

$

!

$

%&%2

&%

F#94?.1$

对人肺癌
P'2/

细胞增殖的影响#与转

染试剂对照组比较#转染
F#94?.1$

抑制剂后人肺癌
P'2/

细

胞的增殖明显下调$

!

$

%&%2

&%而转染
F#94?.1$

抑制剂杂序

对人肺癌
P'2/

细胞的增殖无明显的影响#见表
$

)

表
$

!!

各组细胞
F#94?.1$

表达水平及
P'2/

!!!

细胞增殖比较&

DV5

'

组别
F#94?.1$ P'2/

细胞增殖

转染试剂对照组
$&%%V% $&%1V%&%'

F#94?.1$

抑制剂转染组
%&01V%&12

E

%&2'V%&%/

E

F#94?.1$

抑制剂杂序转染组
$&%1V%&$' $&%0V%&%)

!!

E

!

!

$

%&%2

#与转染试剂对照组比较)

?&?

!

低表达
F#94?.1$

对人肺癌
P'2/

细胞凋亡的影响
!

3i4U7

染色法结果显示#与转染试剂对照组细胞凋亡率

$

$%&'2V%&11

&

S

比较#

P'2/

细胞转染
F#94?.1$

抑制剂后#

被
3i4U7

染色染成绿色的凋亡细胞明显增多#为$

'/&)2V

%&-'

&

S

#两组比较差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&%而
F#94?.

1$

抑制剂杂序转染组#未引起细胞凋亡数量的增加#见图
$

*

1

)
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图
$

!!

各组
P'2/

细胞
3i4U7

染色显示图像&

W1%%

'

!!

$

!转染试剂对照组%

1

!

F#94?.1$

抑制剂转染组%

'

!

F#94?.1$

抑

制剂杂序转染组%

E

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
1

!!

各组
P'2/

细胞凋亡结果比较

!!

$

!转染试剂对照组%

1

!

F#94?.1$

抑制剂转染组%

'

!

F#94?.1$

抑

制剂杂序转染组%

E

!

!

$

%&%2

#与转染试剂对照组比较)

图
'

!!

D̂+@DJ,MH"@

检测人肺癌
P'2/

细胞中
:3U4

的表达

?&@

!

低表达
F#94?.1$

对人肺癌
P'2/

细胞中
:3U4

表达的

影响
!

与
F#94?.1$

抑制剂杂序转染组和转染试剂对照组比

较#

F#94?.1$

抑制剂转染组可以显著促进
P'2/

细胞中

:3U4

的表达$

!

$

%&%2

&#见图
'

)

@

!

讨
!!

论

F#94?

最早是用在肿瘤疾病的鉴别诊断中#对
$%

种肿瘤

进行了
F#94?

微阵列表达谱的研究#结果表明肿瘤的类型不

同#其组织中的
F#94?

表达谱也会存在很大差异'

-

(

)通过病

毒或脂质体技术将
F#94?

分子包裹后转入细胞中#导致肿瘤

细胞死亡#此方法常用于治疗肺癌等特殊肿瘤)这些技术是通

过调控侧序列和
K

JD.F#94?

发夹的表达#激发合成内源性的

F#94?

#从而达到抑制靶基因的目的'

/

(

)

8CD,

<

等'

(

(通过合

成抗
F#94?

的反义寡核苷酸序列#使其高效地转染到细胞

中#达到干预
F#94?

抑制细胞生长和促进凋亡等生理作用)

近年来的研究显示#

F#94?.1$

在不同肿瘤中呈差异性表

达#其作用类似于癌基因#在肿瘤发生*发展过程中起关键的调

控作用'

$%.$$

(

)研究证明
F#94?.1H

通过抑制前凋亡基因#而起

到致癌基因的作用)有学者推测#抑制
F#94?.1$

的表达是否

能够抑制肿瘤的生长)

7#

等'

$1

(发现#过表达的
F#94?.1$

使肿

瘤细胞对某些抗肿瘤药物的敏感性降低#有促进肿瘤生长的作

用)此外#临床相关的研究还表明#肿瘤组织中如果
F#94?.1$

高表达则提示肿瘤预后较差#并且化疗的效果也不佳'

$'

(

)

目前针对
F#94?.1$

靶分子的研究证明#

F#94?.1$

的明

确靶点有
:3U4

*

:[8[0

*

=E+

K

#,

*

3:=$

等'

$0

(

)在本研究中#

采用体外转染后
=33

法检测发现#敲除
P'2/

肺癌细胞中

F#94?.1$

的表达#可以抑制
P'2/

肺癌细胞的体外生长%

3i4U7

实验进一步证实#通过敲除
P'2/

肺癌细胞
F#94?.

1$

的表达可以诱导其凋亡)此外#

]E,

等'

$2

(通过检测
$$'

例

乳腺癌标本后发现
F#94?.1$

在乳腺癌中表达上调#通过进一
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步研究还发现
F#94?.1$

在乳腺癌中的高表达与这些患者的

预后密切相关#并且
F#94?.1$

对预后的影响与疾病阶段相对

独立%该学者还发现#在乳腺癌中抑制
F#94?.1$

可以诱导凋

亡#并且下调抗凋亡基因
OGH.1

的表达#提示
F#94?.1$

可以

作为乳腺癌的一个治疗靶点)

肿瘤抑制因子
:3U4

是
F#94?.1$

的一个重要靶点#并

且增加
F#94?.1$

的表达会导致肿瘤细胞中
:3U4

的表达下

调#会促进肿瘤的生长)

ZCA

等'

$)

(证明
F#94?.1$

可以通过

下调肿瘤抑制基因
3:=$

以及促凋亡蛋白
OGH.1

的表达#同时

还可以调控
:3U4

和
:[8[0

的表达#促进细胞增殖#促进乳

腺癌细胞的侵袭和转移)本研究同样证实通过敲除
P'2/

肺

癌细胞中
F#94?.1$

的表达#肿瘤抑制因子
:3U4

表达明显

的升高#诱导细胞凋亡)然而#

F#94?.1$

参与调控肺癌发生

发展的调控机制还有待进一步的研究)

总而言之#通过本研究证实#低表达
F#94?.1$

可以抑制

人肺癌
P'2/

细胞的体外生长#这可能与其促进肺癌细胞

:3U4

的表达及诱导细胞凋亡有关)在后续研究中#本课题组

将进一步探讨
F#94?.1$

在肺癌细胞增殖作用中的分子机制#

为肺癌发生发展机制的研究以及临床肺癌分子生物治疗提供

一种全新的分子靶点)
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)重庆医学*开通微信公众平台

+重庆医学,已开通微信公众平台$微信号!

8C",

<Y

#,

<

=D!#G#,D

&#+重庆医学,将以微信平台渠道向广大读作者发送终审

会动态报道*各期杂志目录*主编推荐文章*学术会议*+重庆医学,最新资讯等消息)欢迎广大读作者免费订阅)读作者可

以点击手机微信右上角的-
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.#在-添加朋友.中输入微信号-
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