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乳腺癌是严重危害生命健康的恶性肿瘤之一!是女性第
0

位最常见的恶性肿瘤)

!

*

!且乳腺癌的发病率和病死率呈逐年增

长趋势)

0

*

"目前!已经有开发相关的靶向药物用于临床治疗!

但疗效并不乐观!分子靶向治疗被认为是一种有效途径)

-

*

"微

小
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$

K3)R<

%的出现为研究乳腺癌的发病机制提供了新

的策略和思路"有研究发现
K3)R<90.;
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%过表达则

可抑制胶质瘤细胞的增殖和迁移能力)

;

*

"显然
K3)90.;

对肿

瘤细胞具有抑制作用!而在乳腺癌中研究的还比较少"因此!

本试验构建
K3)90.;

的模拟物及抑制剂!并转染作用于乳腺癌

(P<9(Z90-!

细胞!研究对该细胞的行为学变化!以期为乳腺

癌的靶向治疗提供新的思路"
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材料与方法
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细胞
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使用人乳腺癌
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方法
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细胞复苏及培养
!

按照常规的细胞冻融方法操作!以

缓冻速溶为原则!将冻存细胞从
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冰箱中取出!迅速放入

-8]

的水浴!使其快速融化!之后加入完全培养基"放入
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培养箱!第
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天更换培养基!每隔
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天或者培养基变为黄色

时更换培养基"
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转染细胞方法
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转染前
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细胞接种至
#

孔

板中!密度为
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!采用含有
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胎牛血清$
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%的
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培

养基培养细胞!使转染时的细胞密度能够达到
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细胞转染按照
G3B2SM'Q
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转染试剂盒说明书进行操作"

试验设置
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的磷酸盐缓冲液
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%&阴性对照组加入阴性对照
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&模拟物组加入
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及
G3B2SM'Q

Q(

'T)=9

?

N

=7>

"之后将
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孔板放入
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培养箱中培养
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检测
K3)90.;

表达水平
!

本试验检测
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采用
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作为内参!其中
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反应中的颈环引物和

)=?@9>3K=T')

反应中的颈环引物!均由广州锐博生物有限公

司设计并合成"细胞总
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提取"转染
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!然后弃掉培养

基!使用预冷
TZ&

缓冲液洗
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次&

#

孔板中加入
!4.KUQG3X2@
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水平放置片刻&用枪头吹打几次!转入
!4/KUMT

管中!反复

吹打至无明显沉淀&室温孵育
/K37

&加入
.40KU

三氯甲烷&

涡旋振荡器上震荡
!/6

&室温孵育
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K37

!

!/K37

&吸取大约
.4/KU
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异丙醇!上下

颠倒混匀&室温孵育
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&

;]

!

!0...G

(

K37

!

!.K37
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乙醇&轻微混匀!
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!
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!

弃去上清液&重复上一步骤&静置
/
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!.K37

!晾干&用
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水重悬&
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$

#.]

水浴
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!/K37

!超微量分光光度计测

定核酸浓度"
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反应体系及条件'
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!加

)R?6=9IG==F?>=G

至
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!以上体系混匀后!瞬时离心!

8.]

放置
!.K37

后!再加入以下试剂进行
)Q

反应!
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!瞬时离心!

-8]#.K37

!

8.]!.K37

!

于
$0.]

保存"

)=?@9>3K=T')

反应体系及条件"
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U

反应

体系'
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!
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%
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!加
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至
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%

U

"试剂混匀后短暂离心置于
<Z%6>=

E

27=)=?@9>3K=T')

仪!程序如下'

"/]/K37
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!
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!

80]0.6

收集荧光%

;̀/

&

//4.

$

".4.]

每上升
.4-]

读荧光值生成熔

解曲线"每个
T')

反应设置
-

个复孔!扩增结束后!根据扩增

曲线和熔解曲线分析扩增效率和特异性!并得到各反应管的循

环阈值$

'>

%!

K3)90.;

的相对表达量采用
0

$

##

'>方程进行

计算"

!4"4$

!

细胞增殖和凋亡检测方法
!

分别在
#

孔板中转染试剂

;:L

后!按照碧云天生物科技公司试剂盒说明书操作!并用流

式细胞仪检测"

!4"4%

!

细胞迁移检测方法
!

在
#

孔板中细胞转染试剂
;:L

后!更换为基础培养基!饥饿
0;L

!收集细胞!

TZ&

洗涤再重悬!

向
QG?76F=@@

上室中加入
0..

%

U

细胞悬液$

0̀ !.

/

%!下室中加

入
/..

%

U

完全培养基!参照文献)

/

*操作"

!4#

!

统计学处理
!

采用
&Q<Q<!.4.

统计软件计算!计量资

料用
Dc>

表示!两组间比较采用
7

检验!多组间比较采用单因

素方差分析!检验水准
!

a.4./

!以
!

$

.4./

为差异有统计学

意义"

"

!

结
!!

果

"4!

!

K3)90.;

抑制剂和模拟物转染效率的检测
!

;

组转染效

率比较差异有统计学意义$

Qa!":4"

!

!a.4...

%"与正常对

照组相比!阴性对照组
K3)90.;

表达水平率略有上升!但比较

差异无统计学意义$

7a04#-8

!

!a.4.#0

%&抑制剂组
K3)90.;

水平明显下降$

7a!!4#.

!

!a.4...

%&模拟物组
K3)90.;

水平

明显上升$

7a!;4!.

!

!a.4....

%!见图
!

"

图
!

!!

;

组
K3)90.;

表达水平

!!

<
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是一种非编码小
)R<

分子$约含
00

个核苷酸%!

存在于植物#动物和一些病毒中!功能主要是
)R<

沉默和转

录后修饰调控基因表达)

#

*

"成熟的
K3)R<

是
)R<

诱导沉默

复合体$

)%&'

%的重要组成部分!该沉默复合体还包括核糖核

酸酶和许多相关的蛋白质)

8
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"

K3)90.;

定位于人类第
"

号染

色体
8-;0;:"!

和
8-;0/...

位之间"有研究表明
K3)90.;

在

肿瘤组织中存在异常表达!并与肿瘤增殖)

:

*

#侵袭转移)

"

*

#化疗

抵抗)

!.

*及不良预后)

!!

*密切相关"然而!

K3)90.;

在不同的肿

瘤中起着不同的作用"比如!

K3)90.;

在急性淋巴白血病)

!0

*

和前列腺癌)

!-

*肿瘤中高表达!起癌基因作用!促进肿瘤的增殖

和转移"而在鼻咽癌)

"

*和子宫内膜癌)

!.

*等肿瘤中表达下调!

起抑癌基因作用!抑制肿瘤的发展"

本研究结果显示!

K3)90.;

促进乳腺癌细胞凋亡!与
*?7

N

等)

!;

*报道的结果一致!抑制细胞的增殖!这与
\327

N

等)
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*报道

的结果相似!抑制细胞的迁移能力!这与
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*等报道的

结果相似"研究结果提示!
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具有作为诊治乳腺癌分子靶标的潜能"但是
K3)90.;

调控乳

腺癌增殖和转移的具体机制还不是很清楚!还有待于更进一步
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的研究"总之!

K3)90.;

可能在乳腺癌的发生#发展及治疗过

程中发挥重要作用!靶向
K3)90.;

治疗也可能为乳腺癌的治疗

提供新思路"
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