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"摘要#

!

目的
!

研究抑制组蛋白去乙酰化酶
$

"

59:7$

$后对人胃癌干细胞"

Z7TZ+

$增殖(干性及侵袭作用的影响%方法
!

以
7900

为胃癌干性标志物!流式分选出
Z7T7+

%实时荧光定量核酸扩增检测"

<=.

R

;7<

$和蛋白免疫印迹法"

SB+>BC,NG">

$分别

检测
Z7TZ+

与胃癌非干细胞中
59:7$

的表达量%组蛋白去乙酰化酶抑制剂处理
Z7T7+

后!

77P./

法(克隆形成和
=C8,+KBGG

实验观察细胞增殖和侵袭的变化&

<=.

R

;7<

和
SB+>BC,NG">

检测其对凋亡(侵袭相关蛋白及干性标志物表达的影响%结果
!

59:7$

在
Z7T7+

中的表达比胃癌非干细胞高%实验组细胞的增殖和侵袭能力相较于对照组均减弱!且下调干性标志物及介导

上皮间质转化%结论
!

抑制
59:7$

的去乙酰化作用后
Z7T7+

的增殖(干性及侵袭能力降低%

"关键词#

!

组蛋白去乙酰化酶
$

&胃癌干细胞&增殖&干性&侵袭
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胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一#其病死率居恶性肿瘤的

首位&

$

'

)即使正规治疗后#大多数患者仍死于转移和复发&

1

'

)

肿瘤干细胞是一种具有自我更新和产生异质性肿瘤细胞系的

肿瘤细胞亚群&

'

'

)近年研究表明#肿瘤干细胞对多种肿瘤增殖

和侵袭作用相关&

'

'

)然而肿瘤干细胞增殖与侵袭的相关分子

标志物与胃癌的关系尚需确定)表观遗传修饰是分子调控中

的重要作用模式之一#在细胞的增殖*分化中起着重要的作用)

组蛋白乙酰化"去乙酰化调控是表观遗传学中研究的主要内

容#组蛋白去乙酰化酶
$

$

59:7$

%催化组蛋白去乙酰化作用#

可使基因转录活性下降&

$

'

)近年来研究表明#异常的组蛋白去

乙酰化可能与肿瘤的发生*发展相关#并且
59:7$

在结肠癌*

肝癌*胰腺癌和前列腺癌中均高表达&

0./

'

)笔者前期研究结果

提示#

59:7$

在胃癌干细胞$

Z7T7+

%中表达异常#同时也提

示
59:7$

可能在
Z7T7+

自我更新及分化过程中起一定的作

用)因此#本研究通过
77P./

法*克隆形成*

=C8,+KBGG

实验及

检测干性$

T]U1

*

[2I$

*

D.2

@

D

%*侵袭$

W.D8!ABC#,

*

a#HB,>#,

%

标志物的表达#探究去乙酰化酶抑制剂$

=T:

%抑制
59:7$

去

乙酰化作用后对
Z7T7+

中增殖*干性及侵袭的影响#以进一步

明确
59:7$

在
Z7T7+

生长中的作用)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料
!

人胃癌
2Z7/%'

细胞$购自中国科学院上海细胞

库%培养于含
$%c

胎牛血清*双抗$青霉素
$%%`

"

H6O

链霉素

$%%

#

M

"

H6

%的
<;2I.$)0%

培养液#置于
'- _

*

3c 7]

1

和

$%%c

湿度培养箱中培养)将实验分成两组#每组培养
0/A

#每

10

小时更换
$

次培养液)实验组!培养液中
=T:

浓度
0%%

,H"G

"

6

(对照组!培养液中与实验组
=T:

等量的
92T]

)

=&>

!

主要试剂
!

<;2I.$)0%

培养基$美国
Z#ND"

公司%(胎牛

血清$杭州四季青生物制品公司%(

77P/

$上海碧云天生物制品

公司%(

=T:

$美国
78

@

H8,

公司%(鼠抗人
59:7$

*

T]U1

*

[2I$

*

D.2

@

D

*

Z:;95

单克隆抗体$美国
T8,>87C?Q

公司%(鼠

抗人
W.D8!ABC#,

*

a#HB,>#,

单克隆抗体$美国
7BGGT#

M

,8G#,

M

=BDA,"G"

M@

公司%(羊抗鼠二抗$上海碧云天生物制品公司%)

=&?

!

方法

=&?&=

!

流式分选
!

收集
$g$%

) 个贴壁培养的胃癌
2Z7/%'

($'1

重庆医学
1%$)

年
)

月第
03

卷第
$-

期

"

基金项目$南京军区面上
:

类项目$

$$2:%0$

%)

!

作者简介$侯曦露$

$(/(^

%#住院医师#硕士#主要从事胃癌的分子生物学研究)

!

#

!

通讯作者#
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!
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(
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!
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细胞#磷酸盐缓冲液$

;[T

%冲洗
1

次#重悬在
$%%

#

6\:7T

缓

冲液中)设立实验组和对照组#实验组加入
79$''.;W

和

79$''.\I=7

各
$%

#

6

#对照组为
79$''.;W

和
79$''.\I=7

单

阳性对照组#阴性对照加入
$%

#

6

同型对照抗体#于
0_

避光

孵育#每隔
$%H#,

混悬
$

次细胞#

'%H#,

后流式细胞仪检测)

流式分选的目标细胞群体为
79$''

O和
79$''

^细胞亚群)

=&?&>

!

平板克隆形成
!

用
%&13c

胰酶彻底分离
2Z7/%'.

D",>C"G

和
2Z7/%'.=T:

细胞#使其为单细胞悬液#以
1%%

个"

孔的浓度接种到
)

孔板中)用含有
$%c

胎牛血清的
<;2I.

$)0%

培养基培养
1

周#

Z#BH+8

染色后计数菌落个数)

=&?&?

!

实时荧光定量核酸扩增检测$

<=.

R

;7<

%

!

按照
=<.

IQ"G

$

=:P:<:

#

P

@

">"

#

f8

4

8,

%说明书提取总
<X:

#经紫外分

光光度计测量其纯度及浓度后#分别取总
<X:$%%%,

M

#按照

运转录试剂盒说明书操作#逆转录反应合成
1%

#

6

体系
D9.

X:

)以反应所得
D9X:

及
TV[<;CBH#JWJ=8

R"

$

=:P:.

<:

#

P

@

">"

#

f8

4

8,

%进行定量
;7<

扩增#以
Z:;95

为内参照)

所有引物序列见表
$

)

表
$

!!

<=.

R

;7<

检测引物序列

目的基因 引物序列$

'Y.3

%

Z:;95

上游!

:Z77:7:=7Z7=7:Z:7:

下游!

Z777::=:7Z:77:::=77

59:7$

上游!

7Z7:=Z:7=7:=::=

下游!

Z7=Z=ZZ=:7==ZZ=7:=7=

W.D8!ABC#,

上游!

=Z777:Z::::=Z:::::ZZ

下游!

Z=Z=:=Z=ZZ7::=Z7Z==7

a#HB,>#,

上游!

ZZZ:77=7=:7Z:ZZ:ZZ:Z

下游!

7Z7:==Z=7::7:=77=Z=7

T]U1

上游!

7:=7:777:7:Z7:::=Z:7:

下游!

Z7=77=:77Z=:77:7=:Z::7==

[2I$

上游!

=7Z==7==Z==:==:7Z7=Z====

下游!

7ZZ=:Z=:777Z7====:ZZ7

D.2

@

D

上游!

=7ZZ:7=7=7=Z7=7=77=7

下游!

7==Z=7Z==7=77=7ZZ=Z=

=&?&@

!

蛋白免疫印迹法$

SB+>BC,NG">

%检测
!

用含有
$

HH"G

"

6

蛋白酶抑制剂的
<I;:

裂解液在冰上裂解细胞
'%

H#,

)将总细胞裂解物在
0_

下离心
$3H#,

后吸取上清液并

用
9:[

试剂$

=ABCH"

#

T̀:

%测量总蛋白水平)以
$%c

十二

烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

T9T.;:ZW

%分离#半干电

转移法转至聚偏二氟乙烯$

;a9\

%膜#室温下摇床封闭
1A

)

0

_

过夜敷一抗#

;[T=

洗膜后放入羊抗鼠二抗$

$h3%%%

%中#室

温孵育
$

!

1A

#

;[T=

洗膜后电化学发光法显色#以
Z:;95

为内参照)

=&?&C

!

77P./

检测
!

用
%&13c

胰酶分离
2Z7/%'.D",>C"G

和

2Z7/%'.=T:

细胞#使其成为单细胞悬液#以
3%%%

个"孔的浓

度接种到
()

孔板中)每组设
0

个平行孔#并设
'

个不含细胞

的空白对照#

'-_

环境中用含有
$%c

胎牛血清的
<;2I.$)0%

培养基培养
10A

使细胞贴壁后#每孔加入
$%

#

677P./

试剂#

继续培养
1A

后检测光密度$

R/

%值$

03%,H

%)

=&?&D

!

体外侵袭实验
!

在
=C8,+KBGG+

上室中加入
1%

#

628.

>C#

M

BG

"

<;2I.$)0%

$

$h1

%混合液后放入
'-_

孵育箱中
'%H#,

使其凝固)用
%&13c

胰酶分离
2Z7/%'.D",>C"G

和
2Z7/%'.

=T:

细胞#使其成为单细胞悬液#以
'g$%

0 个"孔的浓度接种

到
=C8,+KBGG+

上室中)上室再加入
1%%

#

6

无血清
<;2I.$)0%

培养基#下室加入
3%%

#

6

含有
$%c

胎牛血清的
<;2I.$)0%

培

养基)在
'-_

中培养
10A

后#用
0c

多聚甲醛将上室细胞固

定
$3H#,

#结晶紫染色
3H#,

#最后用棉签小心擦拭染色细胞)

随机取
$%

个
1%%

倍下视野拍照并计数细胞个数)

=&@

!

统计学处理
!

采用
T;TT$/&%

统计软件进行分析#计量

资料以
BdC

表示#采用独立样本
3

检验)以
"

$

%&%3

为差异

有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

59:7$

在
Z7T7+

与胃癌非干细胞中的表达
!

将流式

分选的
79$''

O

Z7T7+

和
79$''

^胃癌非干细胞分别通过
<=.

R

;7<

和
SB+>BC,NG">

的方法在
H<X:

和蛋白水平上检测

59:7$

表 达 水 平)结 果 表 明 在
H<X:

和 蛋 白 水 平 上

59:7$

在
79$''

O

Z7T7+

的表达高于
79$''

^ 胃癌非干细

胞#差异有统计学意义$

"

$

%&%$

%#见图
$

*

1

)

>&>

!

Z7T7+

增殖能力的变化
!

抑制
59:7$

去乙酰化导致

Z7T7+

增殖能力降低)为了检测
59:7$

去乙酰化对
Z7T7+

增殖能力的影响#采用
1%%,H"G

"

6=T:

处理
Z7T7+10A

)细

胞增殖通过
77P./

实验和克隆实验检测)如图
'

所示!前
'!

实验组与对照组中细胞的增殖能力差异无统计学意义$

"

%

%&%3

%)后
'!

实验组
Z7T7+

的增殖能力较对照组逐渐减弱#

而且随着时间的推移#两组差距增大$

"

$

%&%3

%)

=T:

抑制

Z7T7+

的增殖能力且具有时间依赖性)克隆形成实验结果也

表明#实验组
Z7T7+

的克隆形成能力比对照组明显减弱$

"

$

%&%$

%#

59:7$

去乙酰化被抑制后
Z7T7+

的增殖能力明显降

低#见图
0

)

图
$

!!

流式分选出
79$''

O和
79$''

^的胃癌细胞

%1'1

重庆医学
1%$)

年
)

月第
03

卷第
$-

期
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!

处理
Z7T7+

后侵袭能力的变化
!

抑制
59:7$

去乙酰

化导致
Z7T7+

侵袭能力降低基于侵袭是
Z7T7+

重要特征之

一#通过
=C8,+KBGG

实验检测
Z7T7+

的侵袭能力)为了评估

59:7$

在
Z7T7+

侵袭中的作用#用
=T:

抑制
59:7$

去乙

酰化#从而使
59:7$

失去功能)实验组
Z7T7+

的侵袭能力

显著减弱$

3%c

#

"

$

%&%$

%#见图
3

)

图
1

!!

<=.

R

;7<

和
SB+>BC,NG">

鉴定
59:7$

在
79$''

O

和
79$''

^胃癌细胞中的表达量

>&@

!

抑制
59:7$

去乙酰化导致
Z7T7+

干性蛋白的下调和

介导上皮间质转化$

W2=

%

!

因为胃癌肿瘤干性标志物都不够

特异#所以检测了几种可能维持肿瘤干细胞干性的转录因子表

达情况)

<=.

R

;7<

和
SB+>BC,NG">

表明实验组细胞的
T"J1

*

[H#$

和
D.2

@

D

的
H<X:

和蛋白表达量均比对照组细胞的表

达量低$

"

$

%&%3

%)为探究实验组侵袭能力减弱的可能机制#

笔者进一步检测了
=T:

抑制
59:7$

乙酰化作用后细胞中侵

袭相关分子的表达#发现抑制
59:7$

乙酰化后
a#HB,>#,

的

H<X:

和蛋白表达均降低$

"

$

%&%3

%)而
W.D8!ABC#,

的
H<.

X:

和蛋白表达均增高$

"

$

%&%3

%#见图
)

)

图
'

!!

77P./

实验检测
=T:

处理
Z7T7+

后增殖能力的变化

!!

:

!两组克隆实验(

[

!两组克隆个数定量分析)

图
0

!!

克隆实验检测
=T:

处理
Z7T7+

后增殖能力的变化

!!

:

!两组
=C8,+KBBG

实验$

g1%%

%(

[

!两组侵袭细胞数定量分析)

图
3

!!

处理
Z7T7+

后侵袭能力的变化

图
)

!!

<=.

R

;7<

和
SB+>BC,NG">

检测
=T:

处理
Z7T7+

后

干性及侵袭相关蛋白表达的变化

?

!

讨
!!

论

59:7+

属于去乙酰化酶家族#有
,

*

"

*

-

*

)

0

型)

59:7+

可通过调节组蛋白或者转录因子等其他蛋白的转录

从而调节基因转录&

(

'

)近年发现#

59:7+

参与肿瘤的发生*

发展#且在人类多种肿瘤细胞中均高表达#如
59:7+

可增加

肿瘤细胞的增殖能力#可影响细胞外基质从而增强肿瘤细胞侵

袭和转移的能力)同时
59:7+

抑制剂可通过抑制去乙酰化

作用从而抑制体外肿瘤细胞的增殖&

$%

'

)组蛋白的去乙酰化修

饰在胚胎干细胞干性的维持和分化过程中起着非常重要的作

用)大量研究表明#胚胎干细胞特征性的基因都受去乙酰化水

平的调控#例如
[2I$

*

]7=0

和
T]U1

等#对胚胎干细胞的自

$1'1

重庆医学
1%$)

年
)

月第
03

卷第
$-

期



我更新和分化的状态产生重要影响&

$$

'

)其中#

59:7$

是一种

与肿瘤关系最密切的组蛋白去乙酰化酶&

0

'

)

59:7$

是由美国哈佛大学的
=8?,>",

等发现的第
$

个

哺乳动物的组蛋白去乙酰化酶#其蛋白质含有
0/1

个氨基酸#

相对分子质量约
3&3g$%

0

)

59:7$

不仅抑制基因的转录#而

且可以通过线粒体转位促进癌基因合成#抑制细胞凋亡与分化

障碍)因此#深入探讨
59:7$

的调节机制有助于研发高效安

全的靶向药物)前期笔者验证了
59:7$

在
Z7T7+

中高表

达)为了探究
59:7$

去乙酰化作用对
Z7T7+

的影响#通过

=T:

抑制
59:7$

的去乙酰化作用#发现抑制乙酰化后
Z7.

T7+

的增殖*侵袭及其干性能力均减弱)另外#庄涵虚等&

$

'用

59:7$+#<X:

干扰片段干扰
59:7$

的表达后发现
59:7$

+#<X:

可使胃癌细胞
2Z7./%'

癌基因
D.2

@

D

基因表达降低#

下调凋亡相关蛋白
D8+

4

8+B.(

*

D8+

4

8+B.'

及抗凋亡蛋白
[76.1

)

同时
bA8,

M

等&

$1

'发现
59:7

抑制剂能活化胃癌细胞系中的

抑癌基因
4

1$ a:\$

#组蛋白去乙酰化可使胃癌细胞中

4

1$a:\$

基因失活#而
4

1$a:\$

基因可影响
D.2

@

D

*

[DG.1

的

表达#从而抑制
9X:

的复制#阻断细胞周期)

研究胃癌细胞的干性对于了解胃癌细胞转移的机制至关

重要)然而#

Z7T7+

的分离和培养仍具有挑战性)尽管大多

数的胃癌细胞表达
79$''

#但其可作为
Z7T7+

的一个标志分

子)本研究发现抑制
59:7$

去乙酰化后#干性因子
T]U1

*

[2I$

*

D.2

@

D

的表达也随之降低)张永杰等&

$'

'发现在肠型胃

癌组织标本中
59:7$

和
]D>0

两者表达呈正相关#且
59:7$

可通过调节
]D>0

的表达从而维持干细胞的干性特征和多能

性)说明
59:7$

的去乙酰化作用对维持
Z7T7+

的干性有影

响#因此
59:7$

有望成为鉴定和分离
Z7T7+

的一个新的标

志物)

W2=

是胚胎发育过程中的一个关键步骤#并且是休眠肿

瘤细胞获得侵袭能力的一种最常见的现象&

$0

'

)越来越多的证

据表明
W2=

与
Z7T7+

侵入邻近胃癌组织相关&

1

'

)

W2=

的

主要分子机制为上调间质标志物和下调上皮标志物&

$3

'

)研究

发现#抑制
59:7$

去乙酰化水平后#

Z7T7+

间质标志物
a#H.

B,>#,

表达降低和上皮标志物细胞黏附分子
W.D8!ABC#,

表达升

高#该结果代表
W2=

过程的抑制)本研究结果表明
59:7$

去乙酰化作用通过介导
W2=

促进
Z7T7+

的侵袭作用)

综上所述#

=T:

抑制
Z7T7+59:7$

去乙酰化作用后#体

外
Z7T7+

的增殖*干性和侵袭能力显著降低)其机制可能与

下调干性标志物*凋亡相关蛋白及
W2=

相关蛋白相关)本研

究丰富了
59:7$

在
Z7T7+

中的作用研究#探究其成为胃癌

预测指标的可能性)但其在肿瘤致瘤*进展*增殖*侵袭等方面

相关具体分子机制复杂#所以
5:97$

影响
Z7T7+

干性*增殖

和侵袭的其他机制有待进一步研究)
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