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<(CDL*ED

!8!D#

U

模拟物组!待细胞贴壁后!按脂质体
%888

的说明书操

作!混匀脂质体
%888

和
<(CDL*ED!8!D#

U

模拟物!室温放置
%8

L*-

后!将其滴入培养有
b2

U

M%

的培养皿中!混匀培养!对照

组将脂质体
%888

空载体滴入培养有
b2

U

M%

的培养皿中"培

养
6

!

7<

后换为含血清的培养基"

%6<

后
E&D1QE

检测

_SQ!88%::7#9

的表达量"

<(CDL*ED!8!D#

U

模拟物序列+正义

链
$fDRFQFMR FQR MRMFRF FQR MFFD#f

!反义链
$fD

QFMRRFRQFQFMRFQRMRFRRD#f

"

!B#

!

统计学处理
!

采用
1̂̂ !̂"B8

统计软件进行分析!计量

资料以
/gC

表示!两组正态分布数据用
:

检验!多组数据选用

单因素方差分析)

FaSKF

*进行分析"检验水准
(

j8B8$

!以

%

$

8B8$

为差异有统计学意义"所有的图片制作均使用

1'*CLM'(

U

<

U

(A$B!

"

"

!

结
!!

果

"B!

!

生物信息学分析结果
!

本研究表明!

_SQ!88%::7#9

!

<(CDL*ED!8!D#

U

在肝癌组织及配对癌旁组织中存在差异性表

达!且两 者 有 相 互 作 用 位 点"对
MNS

数 据 库 的 数 据 集

M̂ N$:86#

%

M̂ N!87"6

进行分析!

9

对肝癌组织及癌旁组织的

差异基因表达分析!

_SQ!88%::7%9

在肝癌组织中呈高表达!

在癌旁组织中低表达"

9:

对肝癌组织及癌旁组织的差异基因

表达分析显示!

<(CDL*ED!8!D#

U

在肝癌组织中呈低表达!在癌

旁组织中高表达"通过
EaFD<

0

I'*A

进行生物信息学分析得

出
_SQ!88%::7#9

与
<C(DL*ED!8!D#

U

的结合具有可能性!且明

确了两者的结合空间结构及结合位点"

"B"

!

_SQ!88%::7#9

在肝癌组织及肝癌细胞系中高表达
!

运

用逆转录
1QE

检测手术切除的
!8

例肝癌组织和配对癌旁组

织!以 及
$

种 肝 癌 细 胞 株 和 一 种 正 常 肝 细 胞 株 中

_SQ!88%::7#9

的表达量)图
!

*!

_SQ!88%::7#9

在临床患者

的肝癌组织和癌旁组织中的相对表达量分别为
!B:8g!B#$

%

8B$#g8B#6

!

_SQ!88%::7#9

在临床患者的肝癌组织中的表达

""!%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



量高于癌旁组织中表达量!两组比较差异有统计学意义)

:j

%%B"6

!

%

$

8B8$

*(

_SQ!88%::7#9

在肝癌细胞系 )

b2

U

M%

%

b/<9

%

1_Q

,

1EP

,

$

%

;̂;QD99%!

%

?2=D9986

*中的相对表达量分

别为
8B::g8B8$

%

!B#6g8B!9

%

8B:$g8B89

%

!B88g8B!9

%

8B$:g8B86

!在正常肝细胞系)

_S

%

*中的相对表达量为
8B!8g

8B8!

!

_SQ!88%::7#9

在
$

组肝癌细胞系中的表达量均明显高

于在肝细胞系
_S

%

中的表达量!

$

组肝癌细胞系分别与
_S

%

细胞系比较!差异有统计学意义)

:j%6B69

%

!%B$7

%

!:B6!

%

"B8:

%

!:B#:

!

%

$

8B8$

*!见图
!

"

"B#

!

P,̂b

检测结果
!

P,̂b

证实
_SQ!88%::7#9

在胞质及

胞核中均有分布!以胞质中的分布居多"使用
_SQ!88%::7#9

探针对
b2

U

M%

细胞株进行原位杂交!滴加荧光染料后!荧光显

微镜下观察!见图
%

"

"B%

!

向
b2

U

M%

细胞转染
C*EaF

能有效干扰
_SQ!88%::7#9

的表达
!

应用脂质体
%888

介导的方法向
b2

U

M%

细胞转染

_SQ!88%::7#9

的
C*EaF

!

E&D1QE

检 测 转 染 后 细 胞 内

_SQ!88%::7#9

的 表 达 量!

_SQ!88%::7#9DC*EaF

组 和

_SQ!88%::7#9D

对照组的
_SQ!88%::7#9

表达量分别为
$B!%g

8B!$

!

#:B"9g#B":

!

_SQ!88%::7#9DC*EaF

组的
_SQ!88%::7#9

表达量低于
_SQ!88%::7#9D

对照组!两组比较!差异有统计学意

义)

:j!6B9%

!

%

$

8B8!

*!见图
#

"

"B'

!

敲低
_SQ!88%::7#9

能有效抑制
b2

U

M%

细胞增殖
!

使

用
C*EaF

敲低
_SQ!88%::7#9

后!

QQ̀ :

细胞增殖实验检测细

胞的增殖活性"

_SQ!88%::7#9DC*EaF

组的细胞增殖活性明

显低 于
_SQ!88%::7#9D

对 照 组!差 异 有 统 计 学 意 义 )

Lj

!#"B:8

%

!"!B68

!

%

$

8B8!

*!见图
6

"

!!

F

+

_SQ!88%::7#9

在
b2

U

M%

%

b/<9

%

1_Q

,

1EP

,

$

%

;̂;QD99%!

%

?2=D9986

及
_S

%

中表达水平(

?

+

_SQ!88%::7#9

在
!8

个患者组织标本

中肝癌及癌旁表达水平"

图
!

!!

E&D1QE

检测
_SQ!88%::7#9

在细胞系中

表达水平及患者组织标本中表达量

图
%

!!

荧光原位杂交检测
_SQ!88%::7#9

在
b2

U

M%

细胞中的分布

图
#

!!

_SQ!88%::7#9

的干扰序列'

C*EaF

(能有效降低

b2

U

M%

细胞中
_SQ!88%::7#9

的表达量

图
6

!!

_SQ!88%::7#9

的干扰序列'

C*EaF

(能有效

抑制
b2

U

M%

肝癌细胞增殖

"B&

!

<C(DL*ED!8!D#

U

能够抑制
_SQ!88%::7#9

表达
!

用脂质

体
%888

向
b21M%

肝癌细胞转染
<C(DL*ED!8!D#

U

的模拟物!

E&D1QE

检测转染后
_SQ!88%::7#9

的表达量"

L*ED!8!D#

U

L*L*+C

组和
L*ED!8!D#

U

对照组的
_SQ!88%::7#9

表达量分别

为
8B8:g8B88

!

!B88g8B8$

!

L*ED!8!D#

U

L*L*+C

组 的

_SQ!88%::7#9

表达量低于
L*ED!8!D#

U

对照组!差异有统计学

意义)

:j%"B6:

!

%

$

8B8$

*!见图
$

"

图
$

!!

<C(DL*ED!8!D#

U

能有效抑制
_SQ!88%::7#9

的表达

#

!

讨
!!

论

!!

肝癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一!对于人类健康造成

严重威胁!目前人们对肝癌的发病机制尚未完全了解-

!D6

.

!手术

切除仍然是目前最主要的治疗方式!但是手术后复发和转移仍

然影响患者的长期生存!因此!为了寻找对于肝癌的其他的诊

88%%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



断及治疗方式!探索肝癌发生%发展的分子机制已成为目前的

一个研究重点"

_-+EaF

是一类转录本长度超过
%88-4

的
EaF

分子!它

们并不编码蛋白!而是以
EaF

的形式在多种层面上)表观遗

传调控%转录调控以及转录后调控等*调控基因的表达水平"

尽管
_-+EaF

曾被认为是转录&噪音'!但近年来在临床及细

胞实验等多方面对于
_-+EaF

的深入研究表明
_-+EaF

是一

种具有多种生物学功能的非编码
EaF

!它在细胞增殖%细胞周

期%细胞分化%细胞凋亡!以及肿瘤的发生%发展等方面都具有

非常重要的作用-

7D!8

.

"

近年来针对
_-+EaF

对肝癌发生%发展的影响方面的研

究已成为目前研究肝癌分子机制的一个热点!已有一些研究表

明多种
_-+EaF

可能与肝癌的发生%发展有密切关系!例如

d/

等-

!6

.发现
;24(==54<*5-2*-!>

!

1C2/A5

J

2-2

)

;&!>1

*能够

通过抑制
P5WF!

的蛋白合成负向调控
FP1

!抑制肝癌细胞的

增殖并且促进肝癌细胞凋亡"

b/(-

J

等-

!$

.发现
,à 6

基因座

中反义非编码
EaF

)

FaE,_

*在
bQQ

组织中高表达!在体内

和体外实验中敲低
FaE,_

均可以抑制肝癌细胞的增殖并且

可以促进肝癌细胞凋亡"更重要的是!一些
_-+EaF

已经被

公认为癌症诊断及治疗的靶点!比如通过检测
b!"

%

bS&F,E

等可以肝癌%胃癌%乳腺癌等的诊断提供帮助"这些经研究证

实对肿瘤发生%发展有重要作用的
_-+EaF

都有一个共同特

点!即在肿瘤组织和正常组织中存在差异性表达!而这一点对

进行有关
_-+EaF

和肿瘤的研究具有重要的指导作用"

在本研究中!通过对
MNS

数据库的数据集
M̂ N$:86#

和数

据集
M̂ N!87"6

进行分析!得出
_-+EaFEaF_SQ!88%::7#9

在

肝癌组织中高表达!而
L*EaFD!8!D#

U

在肝癌组织中低表达的

趋势!因此考虑
_SQ!88%::7#9

可能与肝癌的发生%发展有密

切关系!并且不排除
<(CDL*ED!8!D#

U

与
_SQ!88%::7#9

存在联

系"进一步通过序列比对预测分析)

EaFD<

0

I'*A

*!明确
<(CD

L*ED!8!D#

U

和
_SQ!88%::7#9

的结合空间结构及结合位点!

为两者间存在作用关系找到了理论依据"通过
E&D1QE

检测

_SQ!88%::7#9

表达量!发现
_SQ!88%::7#9

在肝癌组织及肝

癌细胞中高表达!而相应的癌旁组织及正常肝细胞则低表达该

_-+EaF

!从细胞和组织学水平证实了
_SQ!88%::7#9

的差异

性表达"荧光原位杂交实验进一步验证了
_SQ!88%::7#9

在

肝癌细胞中表达!其主要分布于细胞质中"通过使用
C*EaF

干扰
_SQ!88%::7#9

的表达!

b2

U

M%

肝癌细胞的增殖能力明

显降低!说明
_SQ!88%::7#9

能调控肝癌细胞的增殖"向

b2

U

M%

肝癌细胞转染
<(CDL*ED!8!D#

U

的模拟物!上调
<(CD

L*ED!8!D#

U

后!

_SQ!88%::7#9

的表达量明显下降!说明
<(CD

L*ED!8!D#

U

能调控
_SQ!88%::7#9

的表达"

综上所述!

_-+EaF_SQ!88%::7#9

在肝癌的发生%发展中

发挥着重要的作用!且受到
<(CDL*ED!8!D#

U

的调控(

_-+EaF

_SQ!88%::7#9

可能可以作为肝癌治疗的一个潜在生物标学靶

点"但
_-+EaF_SQ!88%::7#9

在肝癌侵袭转移及肿瘤干细胞

相关方面是否存在一定的作用!课题组尚在研究之中"
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