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细胞增殖与凋亡的影响

曲
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莉

"南阳市中心医院耳鼻喉二病区!河南南阳
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#
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#摘要$

!

目的
!

探讨
L'6/2!

对人喉鳞癌
T@

B

2

细胞增殖与凋亡的影响$方法
!

脂质体
]'

B

&J@GE8L'.@

?7

2(((

将
L'6/2!'./

F'M'E&D

和
L'6/2!

阴性对照"

V̂

#转入
T@C8

细胞!四甲基偶氮唑蓝"

7??

#法检测细胞活力!克隆实验及
T&@GF-E

染色分别检测细

胞增殖与凋亡情况!

@̀-E@D.MC&E

检测人第
!(

号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源的基因"

;?:̂

#%程序化死亡蛋白
1

基因

"

;\V\1

#%

_8A

%

_GC/2

表达及蛋白激酶
_

"

5Y?

#磷酸化水平$结果
!

与
L'6/2! V̂

比较!

L'6/2!'.F'M'E&D

能显著抑制细胞活力

("

()#20W()(13

#

P;)

"

()*"*W()(!0

#!

!

"

()(!

)!降低细胞克隆数目("

!30)*0W!1)1#

#

P;)

"

+3)32W+)0+

#!

!

"

()(!

)!提高细胞

凋亡率("

0)13W()+#

#

>P;)

"

1()2*W*)1+

#

>

!

!

"

()(!

)!并上调
;?:̂

%

;\V\1

%

_8A

表达!下调
_GC/2

表达及降低
5Y?

磷酸化

水平"

!

"

()(!

#$结论
!

L'6/2!'.F'M'E&D

通过
;?:̂

'

5Y?

信号通路抑制人喉鳞癌
T@

B

2

细胞增殖和诱导凋亡!并调节细胞凋亡

相关蛋白的表达$

#关键词$

!

L'6/2!

&人喉鳞癌
T@

B

2

细胞&细胞增殖&细胞凋亡

#中图分类号$

!
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#文献标识码$
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#文章编号$
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喉鳞癌是我国耳鼻咽喉科常见的恶性肿瘤#占耳鼻咽喉科

肿瘤的
*+>

左右#其中喉鳞状细胞癌是其主要病理类型#占

"(>

以上#手术治疗*化学疗法和放射治疗是其主要治疗方式#

但对中晚期患者预后及
3

年生存率效果欠佳'

!

(

$而喉鳞癌发

病机制尚未清楚#吸烟*饮酒*病毒感染*环境污染*癌基因的激

活及抑癌基因的失活都可能是其病因$

L'6̂ 5

是目前新发现

的一类癌基因或抑癌基因#并与肿瘤的发生*发展密切相关#在

肿瘤的增殖*凋亡*侵袭等生物学行为中起重要作用'

2

(

$已通

过
L'6̂ 5

芯片技术证实
10

对喉鳞状细胞癌标本中
1

个
L'6/

5̂

表达量显著上调#包括
L'6/2!

'

*

(

$也发现喉鳞状细胞癌患

者血清中
L'6/2!

表达量显著增高#并与淋巴结转移密切相关#

并能作为喉鳞状细胞癌标记物及预后的独立因子'

1

(

$提示

L'6/2!

在喉鳞癌中过表达#并作为癌基因参与喉鳞癌的发生*

发展$本研究拟通过下调人喉鳞癌细胞中
T@

B

2

中
L'6/2!

的

表达#探讨其对
T@

B

2

细胞增殖及凋亡的影响#从而为喉鳞癌

的诊断及预后判断提供新的思路$

?

!

材料与方法

?)?

!

材料

?)?)?

!

细胞株
!

人喉鳞癌细胞
T@

B

2

购于中国科学院细胞

库#目录号%

?VTH2!

$

?)?)@

!

主要试剂和仪器
!

兔抗
_8A

#

_GC/2

单克隆抗体!

:

B

'E/

L'G-

公司#美国")兔抗
;\V\1

*

;?:̂

*

5Y?

*

B

/5Y?

单克隆

抗体!

V@CC<'

K

.8C'.

K

?@GF.&C&

K9

公司#美国")

L'6/2!'.F'M'E&D

及对照
L'6/2! V̂

!上海吉玛制药技术有限公司")

T&@GF-E

**230

染色试剂盒!碧云天生物技术有限公司")四甲基偶氮唑

蓝!

7??

"法!

d'MG&

公司#美国")胎牛血清*

\7:7

培养基

!

T

9

GC&.@

公司#美国"$迷你双垂直电泳仪*迷你转印电泳仪

!北京六一仪器厂")

VF@L'\&G

?7

U6<

凝胶成像系统!

_'&/68%

公司#美国"$
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!

方法
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法检测
T@C8

细胞活力
!

将人喉鳞癌细胞
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B

2

接种于
"+

孔板#当细胞汇合度达到
3(>

时#用
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B

&J@GE8L'/
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2(((

分别转染
L'6/2!'.F'M'E&D

和
L'6/2!

阴性对照!
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K

/

8E'I@G&.ED&C

#

V̂
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10F

后#加入
3L

K

&

L]7??2(

&

]

#继续

培养
1F

后吸弃培养液#每孔加入二甲基亚砜!

\7<4

"

!3(

&

]

#震荡使结晶物充分溶解#于酶标仪
3+(.L

处测
Q0

值#以

Q0

值表示细胞相对活力$
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!

集落形成实验
!

将人喉鳞癌细胞
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B
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接种于
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孔

板#当细胞汇合度达到
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时#用
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&J@GE8L'.@
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2(((

分别转

染
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#
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结晶紫染液固定染色$轻轻甩去染色液#拍照分析$

?)@)A

!

T&@GF-E

染色
!

将人喉鳞癌细胞
T@

B

2

接种于
+

孔板#

当细胞汇合度达到
3(>

时#用
]'

B

&J@GE8L'.@
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2(((

分别转染

L'6/2!'.F'M'E&D

和
L'6/2! V̂

$

10F

后消化收集细胞#后按

照
T&@GF-E**230

染色试剂盒说明书进行操作#

1>

多聚甲醛

固定#

T&@GF-E**230

染色液避光染色#在荧光显微镜下观察并

拍照$

?)@)B

!

@̀-E@D.MC&E
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将人喉鳞癌细胞
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2

接种于
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孔板#

当细胞汇合度达到
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分别转染

L'6/2!'.F'M'E&D

和
L'6/2! V̂

$

10F

后消化收集细胞#加入

6c;5

裂解液裂解#离心即可获得总蛋白$根据
_V5

试剂盒

对蛋白浓度进行测定$蛋白上样#跑
<\<

凝胶电泳#后湿法转

膜$一抗溶液孵育#

1i

过夜)二抗溶液中室温孵育$在凝胶

成像系统中曝光$用-

fH8.E'E

9

&.@

.软件对各抗体条带灰度值

进行统计$

?)A

!

统计学处理
!

采用
<;<<!#)(

统计软件进行分析#计量

资料采用
AW;

表示#组间比较采用
4

检验#以
!

"

()(3

为差异

有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@)?

!

L'6/2!'.F'M'E&D

对人喉鳞癌细胞
T@

B

2

活力的影响
!

人

喉鳞癌细胞
T@

B

2

细胞转染
L'6/2!'.F'M'E&D

和
L'6/2! V̂10

F

后#经
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实验发现
L'6/2!'.F'M'E&D

能显著抑制细胞活力
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克隆形成及凋亡

的影响
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细胞克隆数目

'!

!30)*0W!1)1#

"

P;)

!

+3)32W+)0+

"(#差异有统计学意义
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细
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!!

5

%

L'6/2! V̂

)

_

%

L'6/2!'.F'M'E&D

$

图
2

!!

L'6/2!'.F'M'E&D

对人喉鳞癌细胞
T@

B

2

凋亡的影响
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中
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表达量的影响
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能显著上调
;\V\1

及
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信号通路的影响
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中

;\V\1
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_8A

及
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表达量的影响

表
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L'6/2!'.F'M'E&D

对人喉鳞癌细胞
T@

B

2

中
;\V\1

%

!!!

_8A

及
_GC/2

表达量的影响&

AW;

(

项目
_GC/2 _8A ;\V\1

L'6/2! V̂ !)!1*W()(01 ()*13W()(#* !)2"+W()(0"
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&
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&
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#与
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比较$

图
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L'6/2!'.F'M'E&D

对人喉鳞癌细胞

T@

B

2

中
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)

5Y?

信号通路的影响

表
2
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L'6/2!'.F'M'E&D

对人喉鳞癌细胞
T@

B

2

中

!!!

;?:̂

)

5Y?

信号通路的影响&

AW;

(

项目
;?:̂

B

/5Y?

&

5Y?

L'6/2! V̂ ()*31W()(2+ ()+!2W()(+2

L'6/2!'.F'M'E&D !)(1*W()(#"

&

()*12W()(*3

&

!!

&

%

!

"

()(!

#与
L'6/2! V̂

比较$

A

!

讨
!!

论

!!

L'6/2!

是
2((!

年
]8

K

&-/fH'.E8.8

等在非脊椎动物和脊

椎动物中首次发现的#随后在小鼠的神经元细胞及
T@C8

细胞

中陆续检测到#已证实
L'6/2!

与喉癌*大肠癌*卵巢癌*肺癌等

多种肿瘤的发生*发展密切相关#其表达呈上调趋势'

2

#

3

(

$

V8&

等'

*

(通过
L'6̂ 5

芯片分析也证实
10

例喉鳞状细胞癌标本中

1

个
L'6̂ 5

表达量显著上调#包括
L'6/2!

$

8̀.

K

等'

1

(检测

32

例喉鳞状细胞癌患者及
32

例声带息肉患者血清中
L'6/2!

的表达#发现喉鳞状细胞癌患者血清中
L'6/2!

表达量显著增

高#可作为喉鳞状细胞癌标记物及预后的独立因子$提示

L'6/2!

在喉鳞癌细胞中起致癌
L'6̂ 5

作用#并与喉鳞癌的发

生*发展密切相关$此外#

L'6/2!

反寡义核苷酸既能在体外显

著抑制宫颈癌
<'T8

细胞增殖#诱导细胞凋亡#并能在体内抑

2!1*
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制
<'T8

细胞裸鼠移植瘤生长#促进其凋亡'

+/#

(

$

L'6/2!'.F'M/

'E&D

亦对胰腺癌*乳腺癌*前列腺癌*舌鳞状细胞癌细胞具有增

殖抑制及凋亡诱导作用'

0/!(

(

$说明下调
L'6/2!

表达能显著地

影响多种肿瘤细胞的增殖与凋亡#同时已报道
;?:̂

*

;\V\1

*

_GC/2

等多个蛋白是
L'6/2!

在不同肿瘤细胞中的靶基因#通过

靶向调节靶基因表达#影响肿瘤细胞的增殖凋亡等行为'

!!

(

$

所以本研究在此基础上#探讨
L'6/2!

是否通过调节相关靶蛋

白的表达#从而影响喉鳞癌细胞
T@

B

2

的增殖与凋亡$

细胞的凋亡受细胞凋亡基因严格调控#其中研究最为广泛

的是
_GC/2

家族#

_GC/2

可显著促进癌细胞的生长增殖并阻滞癌

细胞凋亡#在喉鳞癌组织呈高表达'

!2

(

$

_8A

是
_GC/2

家族成

员#与
_GC/2

形成二聚体#维持细胞增殖凋亡平衡#

_8A

在喉鳞

癌组织中低表达#并参与喉癌细胞凋亡的调控'

!*

(

$

;\V\1

是

新近发现的抑癌基因#可通过诱导肿瘤细胞凋亡或阻滞细胞周

期#从而抑制肿瘤细胞的生长#其在人乳腺癌*肺癌*肠癌*喉癌

等肿瘤中低表达#甚至缺失#与肿瘤的发生*发展密切相

关'

!1/!+

(

$因此上调
_8A

及
;\V\1

表达#下调
_GC/2

表达#能有

效地促进喉癌细胞凋亡#从而抑制癌细胞增殖$本研究结果表

明#

L'6/2!'.F'M'E&D

能显著抑制
T@

B

2

细胞克隆#诱导细胞凋

亡#下调
_GC/2

的表达#上调
_8A

及
;\V\1

的表达$

肿瘤的增殖与凋亡受众多信号通路调控#

;c*Y

&

5Y?

信

号通路就是其中一种#其具有抗凋亡通路之称#能与多种人类

肿瘤的发生*发展密切相关#能通过下游多种靶蛋白表达#如

_GC/2

*

;\V\1

等#参与调控肿瘤细胞生长*凋亡*血管生成及侵

袭等过程$

;c*Y

&

5Y?

上游蛋白
;?:̂

是
L'6/2!

的下游靶

基因#在众多肿瘤中表达低下#缺失或突变$

;?:̂

能将三磷

酸磷脂酰肌醇!

;c;*

"去磷酸化为二磷酸脂酰肌醇!

;c;2

"#从

而负调控
;c*Y

&

5Y?

信号通路#在细胞凋亡中起重要作用$

已报道
;c*Y

&

5Y?

在喉鳞癌中异常激活'

!#

(

$下调
L'6/2!

的

表达可通过
;?:̂

&

5Y?

信号通路抑制白血病
Y3+2

细胞增殖

及迁移'

!0

(

$推测
L'6/2!

也能通过
;?:̂

&

;c*Y

&

5Y?

信号通

路影响喉癌细胞增殖凋亡等生物学行为$因此#本研究通过

@̀-E@D.MC&E

检测
L'6/2!

转染后#细胞中此信号通路蛋白的

表达情况#结果表明#

L'6/2!'.F'M'E&D

能显著上调
;?:̂

表

达#降低
5Y?

磷酸化水平#从而提示
L'6/2!

表达量下调后能

通过
;?:̂

&

5Y?

信号通路抑制喉鳞癌细胞
T@

B

2

增殖并诱

导细胞凋亡$

综上所述#

L'6/2!'.F'M'E&D

能显著的诱导喉鳞癌细胞

T@

B

2

凋亡#并抑制其克隆形成#与下调
_GC/2

表达*上调
_8A

及
;\V\1

表达有关#可能是通过
;?:̂

&

5Y?

信号通路实现$
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