
作者简介$李胜$

$(-$̂

%#副主任医师#博士#主要从事肿瘤生物学研究)

!

#

!

通讯作者#

=BG

!$

%1'

%

/(%$1%$)

(

W.H8#G

!

H>",

M

A?8

$

$)'&D"H

)

论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$)&$-&%%(

TL

4

1

基因沉默对
T;7.:.$

肺癌细胞增殖和凋亡的影响

李
!

胜$

!梅同华1

#

"

$&

重庆市沙坪坝区人民医院内科
!

0%%%'%

&

1&

重庆医科大学附属第一医院呼吸危重病科
!

0%%%$)

$

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨
T

期激酶相关蛋白
1

"

TL

4

1

$基因沉默对肺癌细胞增殖和凋亡的影响%方法
!

将
TL

4

1<X:

干扰表达载

体转染至
T;7.:.$

肺癌细胞中!

Z0$/

筛选获得阳性克隆细胞%通过实时荧光定量"

<=.;7<

$(蛋白免疫印迹法"

SB+>BC,NG">

$检

测肺癌细胞中
TL

4

1

的表达%采用流式细胞术(四甲基偶氮唑盐"

2==

$法检测各组肺癌细胞生长(凋亡情况%结果
!

转染
TL

4

1

+A<X:

表达载体的肺癌细胞中
TL

4

1

蛋白表达量明显减少!抑制效率分别可达
-3&'d3&$

!

-%&0d'&1

&转染
TL

4

1+A<X:

表达载

体的肺癌细胞生长减慢!阻滞于
Z

$

期的增多!

T

期细胞减少%

TL

4

1+A<X:

转染质粒组凋亡率较阴性对照组明显增加!细胞凋亡

率分别为"

$-&3d1&/

$

c

("

$3&)d'&$

$

c

%结论
!

通过特异性沉默
TL

4

1

基因的表达!可有效降低肺癌细胞中
TL

4

1

蛋白表达水

平!抑制肺癌细胞生长及增加细胞凋亡%

"关键词#

!

肺肿瘤&凋亡&

<X:

干扰&

T

期激酶相关蛋白

"中图分类号#

!

<-'0&1

"文献标识码#

!

:

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$)

$

$-.1''0.%'

A+%%))%&$#)ET

2

1

K

%-%*',%-&'-

K

#-$+%

2

"#,')%"0$'#-0-10

2

#

2

$#*'*#)E!:H3H$,9-

K

&0-&%"&%,,*

#(,A0&

+

$

#

80(@*&

+

A$%

1

#

$

$E/0

2

%)340&3*

5

!&30)&%1809(7(&0

#

3A0"0*

2

10QC'*C

2

(3%1*

5

,A%

2

(&

+

>%/(C3)(73

#

;A*&

+I

(&

+

0%%%'%

#

;A(&%

(

1E/0

2

%)340&3*

5

G0C

2

()%3*)

=

/(C0%C0C

#

3A06()C3H

55

(1(%309'*C

2

(3%1*

5

;A*&

+I

(&

+

809(7%1J&(?0)C(3

=

#

;A*&

+I

(&

+

0%%%$)

#

;A(&%

%

!!

&

34*$"0&$

'

!

54

6

%&$'(%

!

="#,EB+>#

M

8>B>ABBFFBD>"FTL

4

1

M

B,B+#GB,D#,

M

",>AB

4

C"G#FBC8>#",8,!8

4

"

4

>"+#+"FT;7.:.$G?,

M

D8,DBCDBGG+&7%$+#1*

!

T

4

BD#F#D+H8GGA8#C

4

#,<X:

$

+A<X:

%

>8C

M

B>#,

M

TL

4

1

M

B,BK8+#,>C"!?DB!#,>"G?,

M

D8,DBCDBGG+N

@

6#

4

".

FBD>8H#,B1%%%8,!>AB

4

"+#>#EBDG",B+KBCB+DCBB,B!N

@

Z0$/&=ABTL

4

1H<X:8,!

4

C">B#,BJ

4

CB++#",GBEBG"FG?,

M

D8,DBCDBGG+

KBCB!B>BD>B!N

@

<=.;7<8,!SB+>BC,NG">&2==HB>A"!8,!FG"KD

@

>"HB>C

@

$

\72

%

8,8G

@

+#+KBCB?+B!>""N+BCEB>ABBFFBD>"F

<X:#",

4

C"G#FBC8>#","FG?,

M

D8,DBCDBGG+&7BGG8

4

"

4

>"+#+K8+8,8G

@

QB!N

@

\72&8%*9,$*

!

=C8,+FBD>B!K#>ATL

4

1+A<X:BJ

4

CB++#",

EBD>"C+#

M

,#F#D8,>G

@

CB!?DB!>ABBJ

4

CB++#","FTL

4

1

4

C">B#,#,G?,

M

D8,DBCDBGG+&I,A#N#>#",BFF#D#B,D

@

K8+CB+

4

BD>#EBG

@

$

-3&'d3&$

%#

$

-%&0d'&1

%

&;1-

4

C">B#,BJ

4

CB++#",K8+#,DCB8+B!+#

M

,#F#D8,>G

@

#,G?,

M

D8,DBCDBGG+&=AB

M

C"K>A"FG?,

M

D8,DBCDBGG+>C8,+FBD>B!

K#>ATL

4

1+A<X:K8+NG"DLB!

#

K#>AZ

G4

A8+BDBGG+#,DCB8+B!8,!T

4

A8+BDBGG+!BDCB8+B!&=AB8

4

"

4

>"+#+C8>B"FD8,DBCDBGG+K8+

A#

M

ABC#,TL

4

1+A<X:

M

C"?

4

+>A8,#,D",>C"G

M

C"?

4

+&:

4

"

4

>"+#+C8>B+KBCB

$

$-&3d1&/

%

c

#$

$3&)d'&$

%

c#,TL

4

1+A<X:

M

C"?

4

+&:#-&,9*'#-

!

T

4

BD#F#D#,A#N#>#","F>ABBJ

4

CB++#","FTL

4

1D8,+G"K!"K,>AB

M

C"K>A"FG?,

M

D8,DBCDBGG+

#

#,DCB8+BDBGG8

4

"

4

.

>"+#+&

&

;%

/

<#"1*

'

!

G?,

M

,B"

4

G8+H+

(

8

4

"

4

>"+#+

(

<X:#,>BCFBCB,DB

(

T.

4

A8+BL#,8+B8++"D#8>B!

4

C">B#,

!!

T

期激酶相关蛋白
1

$

T

4

A8+BL#,8+B8++"D#8>B!

4

C">B#,1

#

TL

4

1

%是泛素蛋白酶降解过程中一种重要蛋白组成部分#参与

周期蛋白的泛素化降解#与细胞周期调节障碍密切相关的可疑
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细胞周期障碍在肿瘤发生*发展中的作用日益受到重视#

而泛素蛋白酶体系统功能的异常将导致细胞周期发生障碍#与

肿瘤的发生密切相关&

3

'

)

TL

4

1

是细胞周期的关键调节因子#

属于泛素蛋白连接酶
\.N"J

底物识别亚基#能够特异性地识别

各种磷酸化蛋白底物#并介导其泛素化降解&

)

'

)

TL

4

1

在细胞

周期进程*细胞增殖调控方面发挥重要作用#是细胞进入
T

期

所必需因子#

TL

4

1

在
T

期时水平较高#对细胞周期的转换发挥

重要作用&

-

'

)在细胞周期蛋白的泛素蛋白降解过程中#

TL

4

1

主要通过特异性识别底物#促进底物蛋白泛素化降解而发挥作

用)目前发现#

W1\

*

H

@

D

*

D

@

DG#,W

*

D

@

DG#,:

*

79713[

#以及细胞

周期负性调控因子
;1-

*

;1$

及
;3-

等都是通过
TL

4

1

参与的

的途径进行降解)

TL

4

1

通过调节细胞周期蛋白因子的泛素化

降解#促进细胞周期发生转换#从而参与细胞增殖与凋亡的调

控#在癌症的发生*发展中发挥重要作用)研究发现#正常细胞

中
TL

4

1

是低水平表达的#而在绝大多数恶性肿瘤如乳腺癌*

前列腺癌*结肠癌*肺癌*胃癌#以及淋巴瘤等肿瘤中均发现有

异常高的表达#与肿瘤的恶性程度*侵袭性*转移*预后密切相

关#具有癌基因的特性)研究表明
TL

4

1

促癌机制与其诱导细

胞增殖*抑制凋亡*增强肿瘤的侵袭性及转移活性等多方面的

特性有关&

1.0

'

)由于
TL

4

1

基因在肿瘤细胞中的特异性表达#并

与肿瘤的发生*发展和转移密切相关#因此可能成为肿瘤基因

治疗新的靶点)

本实验通过
TL

4

1+A<X:

质粒转染肺癌细胞#研究
TL

4

1

在肺癌发生*发展中的作用#检测各组肺癌细胞周期的变化#观

察其对细胞增殖*凋亡的影响)实验结果表明#转染
TL

4

1

+A<X:

重组质粒的细胞组与对照组比较#进入
T

期的细胞比

例减少#而停滞在
Z

%

"

Z

$

期细胞比例增加#沉默
TL

4

1

表达阻

滞了细胞生长*增殖)本实验观察到转染
TL

4

1+A<X:

重组质

粒肺癌细胞内
TL

4

1

蛋白表达下调同时#

;1-

蛋白表达水平反

而上升#也间接证实
TL

4

1

可能通过下调
;1-

蛋白表达而在促

进细胞增殖中发挥重要作用)关于
TL

4

1

对细胞周期影响的具

体机制仍不清楚#可能通过抑制
TL

4

1

表达#

TL

4

1

对负性周期

调控因子
;1-

*

;1$

*

;3-

泛素化蛋白降解作用减弱#使上述周

期调控因子在细胞内水平的增加#从而抑制了细胞增殖&

/.(

'

)

许多资料表明#肿瘤细胞之所以能在机体内迅速增殖与细

胞凋亡机制受到了抑制有关)为进一步探讨
TL

4

1

在肿瘤细胞

中的抗凋亡作用#笔者检测了转染重组质粒肺癌细胞的凋亡情

况)

:,,BJ#,a.\I=7

检测结果表明转染质粒组的凋亡指数出

现不同程度的增加)结果表明抑制
TL

4

1

蛋白的表达能促进

T;7.:.$

肺癌细胞的凋亡的发生#提示
TL

4

1

在肿瘤细胞抗凋

亡方面发挥作用)目前
TL

4

1

对抗凋亡方面的作用机制#有学

者也进行了相关研究和探讨&

$%.$'

'

)抑制癌细胞
TL

4

1

表达后#

发现肿瘤细胞凋亡增加#细胞碎片增多#认为细胞凋亡增加与

下调
TL

4

1

表达后#从而减少了对
;1-

*

;3'

*

;1$

等细胞周期调

节蛋白泛素化蛋白降解#上调了上述周期调节蛋白表达水平#

激活了细胞内凋亡途径中的重要的凋亡因子
D8+

4

8+B.'

*

D8+

4

8+B./

*

D8+

4

8+B.(

活性及增加其水平有关)

本实验通过采用
<X:#

技术沉默肺癌细胞内
TL

4

1

基因表

达#进而下调
TL

4

1

蛋白表达#增加细胞内周期蛋白
;1-

水平#

抑制肺癌细胞的生长#增加了细胞凋亡发生)以
TL

4

1

基因为

靶点的基因治疗有望在不久的将来应用于肿瘤的治疗#为肺癌

的治疗提供新的切入点)
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开始升高#并持续至恢复血流灌注
$1A

(而氧自由基爆发引起

脂质过氧化反应#使得组织
29:

水平在再灌注
)A

左右开始

升高#到
$1A

也未下降)另一方面#骨骼肌的湿质量"干质量

也客观反映了肌肉的水肿程度#

I<

组各时段肌肉湿质量"干质

量均高于
7

组)丙泊酚作为临床常用麻醉药物#众多实验证

明其对肢体及多脏器的
I<I

具有保护作用)本实验中#

;

组大

鼠血清
X\.

.

[

*

=X\.

(

的表达#与
I<

组比较#在再灌注各时段

均有不同程度的下降#提示药物对炎性因子的释放存在抑制作

用(其次#与
I<

组相比#

;

组中
29:

的水平较低#而
T]9

的表

达则较
I<

组升高#提示丙泊酚能够降低
I<I

后肌肉组织
29:

水平#并增强
T]9

活性#表明丙泊酚可有效抑制
I<I

损伤所导

致的氧自由基爆发效应#清除氧自由基#抑制脂质过氧化反应(

此外#对比肌肉组织湿质量"干质量#说明丙泊酚组骨骼肌组织

较
I<I

组水肿程度有所减轻)

综上所述#丙泊酚对
I<I

损伤的肢体具有保护作用#与其

能遏制炎症因子表达*减轻氧自由基损害有关)但是#

I<I

损

伤是一个多因素*多机制*多途径综合作用的结果#临床治疗应

更具针对性)本研究证实了丙泊酚对肢体
I<I

损伤防治的有

效性#有关药物的剂量及用药的时间还需细化与更进一步

探讨)
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