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"摘要#

!

目的
!

构建稳定真核翻译起始因子
$

"

G2?$

&过表达的鼻咽癌细胞株!研究其对鼻咽癌细胞增殖和迁徙活性的影响'

方法
!

采用
C

>=?9.8$

真核表达系统!构建
G2?$

过表达载体!转染鼻咽癌
8X>$

细胞!进而获得稳定转染细胞株
8X>$.G2?$

及其

对照细胞!以实时荧光定量
984

"

A

984

&和蛋白质印迹法"

fG+HGN,SO"H

&验证该细胞中
G2?$

的过表达情况'采用细胞增殖与迁徙

实验分别检测
8X>$.G2?$

细胞增殖和迁徙活性'结果
!

酶切电泳鉴定及测序检测显示
C

>=?9.8$.G2?$

真核表达载体构建成功'

稳定
G2?$

过表达的鼻咽癌
8X>$

细胞
8X>$.G2?$

的
G2?$

基因和蛋白的表达水平与空载质粒转染相比分别增加
1&/@

倍和
1&@/

倍"

!

$

%&%@

&!而其增殖和迁徙活性组分别下调
@@a

和
')a

"

!

$

%&%@

&'结论
!

成功构建
G2?$

过表达鼻咽癌细胞株!

G2?$

过表

达可显著下调鼻咽癌细胞的增殖和迁徙活性!提示其具有潜在的抑癌作用'

"关键词#
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鼻咽肿瘤#稳定细胞株#
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#基因转染#真核翻译因子
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E"G+HJSO#+5,J+"

C

5JN

T

,

I
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$
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&

U#H5G2?$
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C

NG++#",J,!H"
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T
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5JN

T

,

I

GJOLJNL#,"KJLGOO+&@)"+&$.
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NG++#",FGLH"NUJ+

L",+HNPLHG!S

T

J!"

C

H#,

I

H5G

C

>=?98$GPQJN

T

"H#LGV

C

NG++#",+

T

+HGKM"NHNJ,+MGLH#,

I

,J+"

C

5JN

T

,

I

GJOLJNL#,"KJ8X>$LGOO+&E5P+

H5G+HJSO

T

HNJ,+MGLHG!>2?$.GO?$J,!#H+L",HN"OLGOO+UGNG"SHJ#,G!&E5G"FGN.GV

C

NG++#",+#HPJH#","MG2?$#,H5G+GLGOO+UJ+FGN#M#G!

S

T

NGJOH#KGMOP"NG+LG,LG

A

PJ,H#HJH#FG984
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&

J,!fG+HGN,SO"H&E5G

C

N"O#MGNJH#",J,!K#

I
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T

"M8X>$.G2?$LGOO+
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C

H#,

I
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C
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#

L"K

C
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I

N"P

C

#

H5GG2?$

I

G,GK4X;J,!

C

N"HG#,GV

C

NG++#",OGFGO+

#,,J+"

C

5JN

T

,

I

GJOLJNL#,"KJLGOOO#,G8X>$+HJSO

T
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NG++#,

I

GO?$UGNGP

C

.NG

I
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T
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C
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T
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U5#OG#H+

C
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I
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I
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T
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C
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$
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&
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GO?$#++PLLG++MPOO

T

L",+HNPLHG!

#

H5GG2?$"FGN.GV

C

NG++#",L"PO!+#

I

,#M#.

LJ,HO

T

!"U,.NG

I

POJHGH5G

C

N"O#MGNJH#",J,!K#

I

NJH#",JLH#F#H#G+"M,J+"

C

5JN

T

,

I

GJOLJNL#,"KJLGOO+

#

+P

II

G+H#,

I

H5JHG2?$5J+

C

"HG,H#JO

J,H#.HPK"NGMMGLH&
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C

5JN

T

,

I
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C

OJ+K+

%
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%

I
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%

GPQJN

T
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真核翻译起始因子
$

$

GPQJN

T

"H#L#,#H#JH#",MJLH"N$

#

G2?$

&是

该家族中最早被命名的成员#其蛋白相对分子质量约
$1b

$%

'

#基因位于
$-

A

1$&1

区'

$.1

(

*

G2?$

因被发现能够以其不同的

蛋白质表面区域结合
0%6

核糖体亚基)

G2?1

)

G2?'

及
G2?@

等#

参与组装
0'6

翻译前起始复合物#高保真扫描并选择翻译起始

密码子而备受关注'

'.0

(

*随着对
G2?0>

)

G2?@;

等家族成员的

功能进一步研究#特别是在细胞发育)肿瘤发生与转移等进程

中的作用不断引发研究热潮'

@.)

(

#针对该家族其他成员的研究

探索逐渐成为研究热点'

-./

(

*本研究通过体外基因克隆技术#

构建了过表达
G2?$

的鼻咽癌细胞株及阴性转染对照细胞'

(

(

#

进而就过表达
G2?$

对鼻咽癌细胞增殖和迁徙活性的影响进行

了研究#以期为探讨真核翻译调控机制对肿瘤发生)发展的影

响提供重要的实验基础*

C

!

材料与方法

C&C

!

材料

C&C&C

!

细胞
!

真核表达载体
C

>=?9.8$

及鼻咽癌
8X>$

细胞

为广东医科大学科研实验中心保存提供#大肠杆菌感受态细胞

7_@

"

购自生工生物工程$上海&有限公司*

C&C&D

!

试剂与引物
!

高纯度质粒小提中量试剂盒$

79$%-

&)

7X; :JNQGN

购自天根生化科技$北京&有限公司%

1b9"UGN

EJ

A

9OP+984:J+HGN:#V

$

940%%$

&购自北京百泰克生物技术

有限公司%限制性核酸内切酶
_#,!222

"

\JK_2

)

4X;#+"9OP+

)(/'

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1/

期

"

基金项目!广东省自然科学基金资助项目$

1%$@;%'%'$%%0)

&%广东省中医药局科研基金资助项目$

1%$@$1)$

&%广东医科大学国家级大学

生创新创业训练计划基金资助项目$

1%$@$%@-$%%'

&*

!

作者简介!梁馨云$

$(/$W

&#实验师#本科#主要从事肿瘤学与病原生物学研究*

!

&

!

共

同第一作者(赵毅$

$(-/W

&#副教授#博士#主要从事肿瘤免疫学研究*

!
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通信作者#
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$

($%/

&及
9N#KG6LN#

C

H

E:

4ENGJ

I

G,HZ#HU#H5

I

7X; >NJ+GN

$

44%0-;

&购自宝生物工程$大连&有限公司%

3#

C

"MGLHJK#,G

'

'%%%ENJ,+MGLH#", 4GJ

I

G,H

$

3'%%%%%/

&购自
E5GNK"?#+5GN

6L#G,H#M#L

公 司%

?J+H6HJNH c,#FGN+JO 6]\4 =NGG, :J+HGN

$

4Yh

#

%0($'/@%%%$

&购自罗氏$中国&公司%

;,H#.G2?$

单克隆

抗体$

JS$$/(-(

&)

;,H#.

!

;LH#,

单克隆抗体$

JS/11)

&购自
;S.

LJK

公司%

429;3

T

+#+\PMMGN6

T

+HGK

$

+L.')0$)1

&)

\8;9N"HG#,

;++J

T

Z#H

$

+L.1%1'/(

&)

fG+HGN,\O"HH#,

I

3PK#,"O4GJ

I

G,H

$

+L.

1%0/

&及
_49

标记羊抗鼠二抗$

+L.1%%@

&购自
6J,HJ8NPR

公

司*

88Z/

检测试剂盒$

8;$1$%

&购自北京索莱宝科技有限公

司%

ENJ,+UGOO

小室$

'011

&购自
8"N,#,

I

公司*

G2?$

的
4GJO.

H#KG984

引物#上游!

@j.E=E ;;8 8;E EE= === E88

=8EE.'j

#下游!

@j.EEE =E; ;E8 EE; === 8E8 E==

=8EE.'j

*内参
=;97_

的
4GJO.H#KG984

引物#上游!

@j.

E=;8EE8;;8;=8=;8;888;.'j

#下游!

@j.8;888E

=EE=8E=E;=88;;;.'j

*

C&D

!

方法

C&D&C

!

质粒构建与鉴定
!

以
=G,SJ,Q

中
G2?$

的
K4X;

序列

$

X:

,

%%@/%$&'

&为模板#

C

>=?9.8$

载体为基础#构建
G2?$

过

表达载体#插入序列两端携带限制性核酸内切酶
_#,!

(

"

\JK_

)

的靶序列*以测序)

984

鉴定及酶切电泳验证插入序

列及过表达载体构建情况*

C&D&D

!

细胞培养
!

将鼻咽癌
8X>$

细胞于含
$%a?\6

的

7:>:

培养液中#在
'-d

)

@a8Y

1

培养箱中饱和湿度)常规

培养*分别设置常规培养组$

\OJ,Q

组&)过表达质粒转染组

$

8X>$.G2?$

组&)空载质粒转染组$

8X>$.X8

组&及阴性转染

对照组$

8",HN"O

组&#每组
'

复孔*

C&D&E

!

细胞转染
!

参照说明书#采用
3#

C

"MGLHJK#,G

'

'%%%

ENJ,+MGLH#",4GJ

I

G,H

以试剂盒参考比例转染质粒
7X;

入鼻

咽癌
8X>$

细胞中#转染后
$15

换液*转染后
10

$

0/5

观察

细胞荧光表达情况#计算转染效率#经预实验验证#以转染后

0/5

荧光表达为鉴定细胞转染效率的依据*

C&D&F

!

稳定过表达细胞株筛选及鉴定
!

转染后
0/5

#以含有

=0$/

$

/%%

%

I

"

K3

&的
7:>:

培养基稀释细胞#而后挑取单克

隆加压筛选
1

个月#

'

$

0!

更换含有
=0$/

$终浓度
0%%

%

I

"

K3

&的
7:>:

培养液
$

次筛选培养#待细胞数稳定增长后#挑

取单克隆细胞簇进行
4X;

及蛋白水平鉴定#其中
4X;

检测

采用实时荧光定量
984

$

A

984

&#严格按试剂盒说明书操作#

采用宝生物工程$大连&有限公司
4X;#+"

C

OP+

试剂盒提取细

胞总
4X;

#以
9N#KG6LN#

C

H

E:

4ENGJ

I

G,HZ#HU#H5

I

7X;>NJ+.

GN

试剂盒合成
L7X;

#并用
?J+H6HJNHc,#FGN+JO6]\4=NGG,

:J+HGN

$

4Yh

&进行检测*蛋白检测采用蛋白质印迹法$

fG+H.

GN,SO"H

&#参照说明书#以
429;3

T

+#+\PMMGN6

T

+HGK

试剂盒提取

细胞总蛋白#以
\8;9N"HG#,;++J

T

Z#H

对总蛋白定量#而后以
@%

%

I

总蛋白及蛋白
:JNQGN

上样#采用
$1a 676

"

9;=>

电泳#

9<7?

膜转印#特异性一抗
0d

抚育过夜#以
fG+HGN,\O"HH#,

I

3PK#,"O4GJ

I

G,H

检测*留取与对照组相比#

G2?$

过表达水平最

高的
$

株细胞株#即为
8X>$.G2?$

过表达细胞#同时结合荧光表

达鉴定法构建空载体转染对照细胞株
8X>$.X8

细胞*

C&D&G

!

细胞增殖实验
!

选用
88Z/

细胞增殖检测试剂盒#取

对数生长期各组细胞以每孔
'%%%

个分别接种于
()

孔细胞培

养板中#细胞接种后
$15

#设置重复孔#其后严格按照试剂盒说

明书操作#

\#"EGQ

公司
6

T

,GN

IT

1

多功能酶标仪
0@%,K

波长

测每孔吸光度$

<

&值*与对照组相比#计算细胞增殖比率*

C&D&H

!

细胞迁徙实验
!

采用
8"N,#,

I

公司
ENJ,+UGOO

小室#取

对数生长期细胞#按每毫升
@b$%

@ 个细胞浓度加入
1%%

%

3

无

血清细胞悬液到小室中#下室中加入含
$%a?\6

和
$a

纤维粘

连蛋白的完全培养基
@%%

%

3

#设置
'

复孔#继续培养
0/5

后#

取出
ENJ,+UGOO

小室用
9\6

轻轻洗
1

遍#用棉签去除上室膜表

面的细胞*甲醇固定
'%K#,

#

%&$a

结晶紫室温下染色
'%K#,

#

9\6

洗
'

遍使结晶紫完全冲干净#在高倍镜视野下计数穿膜细

胞数#取交叉十字共
$%

个视野#计算平均值*与对照组相比#

计算细胞迁移比率*

C&E

!

统计学处理
!

采用
6966$)&%%

统计软件进行分析#计量

资料以
J[C

表示#采用方差分析#组间比较采用
I

检验#以
!

$

%&%@

为差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

质粒酶切电泳及测序结果
!

如图
$

所示#可见环状质粒

7X;

被切断后呈现线性条带改变*证明质粒构建插入内切酶

_#,!

(

及
\JK_

)

的酶切位点正确可靠*双向测通#

C

>=?9.

8$.G2?$

载体
:86

$

:POH#

C

OGLO",#,

I

+#HG

&区插入序列与拟构建

的
G2?$

表达序列一致#见图
1

*

!!

$

!

C

>?=9.8$.G2?$

载体%

1

!

C

>=?9.8$.G2?$

载体经
_#,!

(

酶切后

形成的线性
7X;

%

'

!

C

>=?9.8$.G2?$

载体经
\JK_

)

酶切后形成的线

性
7X;

图
$

!!C

>=?9.8$.G2?$

质粒酶切电泳图

图
1

!!C

>?=9.8$.G2?$

插入序列测序峰

D&D

!

细胞转染情况
!

与
\OJ,Q

组)

8",HN"O

组相比#

8X>$.G2?$

组)

8X>$.X8

组细胞均出现大量明显的绿色荧光#计数
1%%

个

-(/'

重庆医学
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细胞#两组细胞均显示转染效率为
(%a

以上#说明转染成功#

外源
=?9

绿色荧光蛋白表达正常*见图
'

*

D&E

!

G2?$

过表达鉴定
!

\OJ,Q

组和
8X>$.X8

组细胞
G2?$

基

因)蛋白的表达水平比较差异无统计学意义$

!

%

%&%@

&%与

8X>$.X8

组相比#

8X>$.G2?$

组细胞的
G2?$K4X;

)蛋白的

表达水平分别上调
1&/@

倍)

1&@/

倍$

!

$

%&%@

&*见图
0

)

@

*

D&F

!

G2?$

过表达对鼻咽癌细胞增殖和迁徙活性的影响
!

\OJ,Q

组和
8X>$.X8

组细胞增殖)迁移活性比较差异无统计

学意义$

!

%

%&%@

&%与
8X>$.X8

组相比#

8X>$.G2?$

组细胞的

增殖)迁移活性分别下调
@@a

)

')a

$

!

$

%&%@

&*见图
)

*

图
'

!!

细胞转染
105

荧光表达

!!

;

!内参基因
=;97_

及目的基因
G2?$

的溶解曲线图%

\

!

'

组细胞

G2?$K4X;

相对表达量

图
0

!!

G2?$

稳定转染细胞株
G2?$K4X;

表达水平

!!

!

.JLH#,

!内参基因
=;97_

%

G2?$

!目的基因

图
@

!!

G2?$

稳定转染细胞株
G2?$

蛋白表达水平

!!

;

!增殖%

\

!迁徙

图
)

!!

过表达
G2?$

对鼻咽癌
8X>$

细胞的增殖和迁徙

活性的影响

E

!

讨
!!

论

!!

作为真核翻译起始因子家族成员中第
$

个与拟表达基因

K4X;

起始区域结合的成分#

G2?$

对于选择并扫描相关基因

K4X;

自
@j

帽子结构区至起始密码子
;c=

序列前#进而控制

翻译起始的保真性与延续性等过程至关重要'

'

(

*

3#,!

等'

$

(研

究发现#

G2?$

与
G2?$;

一起通过控制翻译起始阶段#针对
K4.

X;

起始密码第
$

位和第
'

位碱基配对的识别与自由能的调

控#升高错配自由能需求#进而保真调节核糖体
H4X;

识别结

合
K4X;

起始密码子的扫描过程*另外#在密码子与反密码

子没有正确配对时#

G2?$

可以抑制
=E9

的水解#控制
;c=

上

下游碱基序列的配对#调控翻译起始过程*当密码子的识别完

成后#

G2?$

的抑制作用被减弱#经由精确的起始密码子及其上

下游碱基的配对
G2?$

的抑制作用得以减弱'

$%

(

#从而启动翻译

起始复合物的合成*有研究发现#蛋白翻译起始时
0%6

核糖

体亚基上面的
K4X;

结合通道为关闭状态#当
G2?$

和
G2?$;

先后结合到亚基上面时#特别是
G2?$

结合到
0%6

核糖体亚基

9

位点后#其
K4X;

结合通道才得以打开#拟表达基因的
K4.

X;

结合到核糖体亚基上#核糖体
H4X;

开始沿
K4X;

的
@j

端进行扫描#识别
;c=

起始密码子及其上下游碱基序列#碱

基配对无误后#

G2?$

从核糖体亚基上释放出来#翻译起始复合

物开始形成#

K4X;

结合通道关闭#蛋白翻译起始'

$$.$1

(

*在

此过程中#特别是在核糖体完成与拟表达基因
K4X;

起始密

码子识别后#

G2?$

的存在对翻译前起始复合物的形成#

=E9

水

解和能量释放#乃至蛋白翻译过程的抑制作用#不容忽视'

$'

(

*

目前#随着真核翻译起始家族成员在多种人类疾病#尤其

是肿瘤相关疾病中的研究日渐深入#如
G2?0>

)

G2?@;

等在乳

腺癌)大肠癌和鼻咽癌等多种肿瘤中的促癌作用已成为相关研

究热点'

$0.$@

(

#作为启动真核蛋白翻译起始的关键分子#

G2?$

在

肿瘤发生)发展进程中的作用亟待进一步的研究*为研究

G2?$

在鼻咽癌发生)发展中作用#本研究成功构建了
G2?$

真核

表达载体#转染至鼻咽癌
8X>$

细胞中#筛选并成功构建了过

表达
G2?$

的鼻咽癌
8X>$.G2?$

细胞及其对照阴性
8X>$.X8

细胞#从而为进一步探讨蛋白翻译起始调控在癌基因表达和肿

瘤形成)复发)转移中的影响提供了研究工具*在此基础上#笔

者就
G2?$

对鼻咽癌细胞增殖和迁徙活性的影响进行了初步的

探索#结合文献研究#笔者发现过表达的
G2?$

可明显下调鼻咽

癌细胞的增殖和迁徙活性#提示
G2?$

在鼻咽癌
8X>$

细胞的

蛋白翻译起始过程中具有重要的调控作用#其对
8X>$

细胞翻

译起始复合物的形成和真核细胞蛋白翻译的启动可能具有重

/(/'
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要的开关抑制作用#并可由此影响到细胞的一系列生物学行

为#对肿瘤细胞可能具有潜在的抑癌作用*

目前国内外虽已有多家研究机构致力于此方面的相关研究#

但均无明确的突破#本研究的发现为真核细胞蛋白翻译的机制研

究和肿瘤癌基因异常表达的调控研究提示了研究方向#为进一步

的探讨
G2?$

影响鼻咽癌病变转移机制奠定了一定的基础*
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