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肺癌是对人类健康与生命危害最大的一种恶性肿瘤#也是

恶性肿瘤的首位死因#约占恶性肿瘤死因的
'%Y

'

$

(

)其中#约

/%Y

的肺癌是非小细胞肺癌#尽管手术*放疗*化疗和靶向治疗

技术在不断地提高#但是
_R4;4

的总体
2

年生存率仍小于

$)Y

'

1.'

(

)微小
>_5+

$

F#GC">_5+

#

F#>_5+

&是一类长
1$

$

12

个核苷酸的具有非编码功能的小
>_5

)

F#>_5+

通过降

解靶基因
F>_5

或阻遏其转录后翻译在肿瘤形成和发展中发

挥着重要的作用#其可能扮演着原癌基因*抑癌基因*肿瘤转移

侵袭*凋亡和耐药调节等诸多角色'

0

(

)

近年来对
F#>_5

在肺癌中作用的研究逐渐成为了一个

热点#这对未来肺癌的诊断和治疗带来了广阔的前景'

2.-

(

)诸

多研究表明#

F#>.$%-

在胶质瘤*乳腺癌*胃癌和肺癌中均表达

下调'

/.$1

(

)同时研究还指出#过表达
F#>.$%-

能够靶向脑源性

神经营养因子$

X7_=

&间接调控
S8'T

"

5T<

信号通路#从而抑

制非小细胞肺癌细胞的增殖和侵袭'

$$

(

)也有研究'

$1

(指出#

F#>.$%-

通过靶向
47T/

增加非小细胞肺癌细胞对化疗药物

顺铂的敏感性#但是对于
F#>.$%-

调控非小细胞肺癌细胞周期

的具体机制目前还尚未有文献详细报道)

本课题首先在非小细胞肺癌
520(

细胞株中上调
F#>.$%-

水平研究其对细胞增殖和周期的影响#然后构建含预测靶基因

'h.

非编码区$

'h.H,DCI,+BID?!C?

K

#",

#

'h.\<>

&的质粒行双荧光

素酶报告基因实验检测
F#>.$%-

与下游靶基因的结合位点#并

用实时定量逆转录
S4>

和
d?+D?C,MB"D

检测
F#>.$%-

对靶基

因的
F>_5

和蛋白表达的影响#最后检测在非小细胞肺癌细

胞中沉默靶基因的表达后对
520(

细胞增殖和周期的影响)

本课题初步探讨了
F#>.$%-

在肺癌细胞生长中的可能作用及

其机制#为后续基于
F#>_5

的肺癌临床生物治疗的新靶点开

发提供实验依据)
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材料与方法
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材料
!

人非小细胞肺癌
520(

细胞和
36T1('<

细胞购

自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心%

F#>.$%-

模

拟物*抑制模拟物和阴性对照模拟物$上海吉玛公司&%小干扰

>_5

$

+FIBB#,D?CJ?C#,

K

>_5

#

+#>_5

&和阴性对照
+#>_5

$上海

锐博生物&%

7:6:

培养基和胎牛血清$美国
9#MG"

公司&%青
.

链霉 素 $上 海 吉 诺 生 物 科 技 有 限 公 司&%

<>8O"B

和
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A
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J?GDIF#,?1%%%

$美国
8,Q#DC"

K

?,

公司&%噻唑蓝$

:<<

&和碘化丙

锭$

S8

#美国
R#

K

FI

公司&%二甲基亚砜和结晶紫$申能博彩生物

技术有限公司&%双荧光素酶报告基因检测试剂盒$美国
SC".

F?

K

I

公司&%抗体细胞周期蛋白
6$

$

44_6$

&和
%

.IGD#,

$美国

5MGIF

公司&%

R

L

,?C

KL

1

多功能酶标仪$美国
X#"<?V

公司&%

=45R4IB#MHC

流式细胞仪$美国
X7

公司&%

-(%%3<

荧光定量

仪$美国
5X8

公司&%

!̂

L

++?

L

蛋白分析成像系统$美国
;84̂ >

公司&)
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方法
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!

细胞培养和转染实验
!

520(

和
36T1('<

细胞加含

$%Y

胎牛血清和
$Y

青
.

链霉素的
7:6:

培养液#置于
'-Z

*

4̂

1

体积分数为
2Y

的培养箱中培养)在倒置光学显微镜下

观察细胞生长情况#待单层细胞生长达到
/%Y

融合时#用

%&12Y

胰蛋白酶消化传代#取对数生长期的细胞用于后续

实验)将处于对数生长期的
520(

细胞按每孔
'f$%

2 接种到

)

孔板内#培养细胞融合度为
0%Y

$

2%Y

时进行细胞转染#转

染步骤参照
B#

A

"J?GDIF#,?1%%%

转染试剂说明书#转染培养
2E

后换成正常培养基)实验分组!脂质体
iF#>.$%-

模拟物过表

达组$

Ŵ.F#>.$%-

组&#脂质体
iF#>.$%-

抑制模拟物下调组

$

T7.F#>.$%-

组&和脂质体
i

阴性对照模拟物组$

_4

组&)

+#>_5

的细胞转染方法同上#

'

条
44_6$

的
+#>_5

靶序列分

别为
+#>_5.$

!

2h.494549595<4<549545<.'h

#

+#>.

_5.1

!

2h.5455<4995<95<95<<55.'h

#

+#>_5.'

!

2h.

945945945<4<59<544<.'h

)

?&@&@

!

实时定量逆转录
S4>

!

按照
<C#O"B

试剂说明书提取

细胞中总
>_5

)参照
<IVICI

公司
SC#F?RGC#

A

D><.S4>V#D

说

明书反转录成
G7_5

#然后进行实时荧光定量
S4>

反应)

44.

_6$

上游引物
2h.<<<45999<5<459<99<9.'h

#下游

引物
2h.545<994<<<4<<<94<4.'h

%

95S73

上游引物

2h.5599<49959<4554995<<.'h

#下游引物
2h.4<9

95595<99<95<9995<<.'h

)反应条件为!

(0Z2F#,

%

(0Z1%+

#

2-Z02+

#

-1Z02+

#扩增
'%

个循环%

(0Z

绘制熔

解曲线)实验设
'

个平行复孔#所有样品重复检测
'

次)

?&@&A

!

:<<

检测细胞增殖
!

实验组和对照组
520(

细胞消

化重悬计数#以每孔
2%%%

个分别接种入
()

孔板)然后分别

于
10

*

0/

*

-1

*

()

和
$1%E

进行如下操作!每孔加入
1%

"

;:<<

溶液$

2F

K

"

;

&#继续培养
0E

)吸弃上清#每孔加入
$2%

"

;

二

甲基亚砜#置摇床上低速振荡
$%F#,

#使结晶物充分溶解)在

酶联免疫检测仪测量
0(%,F

处各孔的光密度$

.3

&值)实验

每组设
)

个复孔#重复
'

次)

?&@&B

!

流式细胞实验检测细胞周期
!

转染
')E

后细胞消化重

悬离心#每管计数
$f$%

) 个细胞#

SXR

洗涤
1

次%加入预冷

-%Y

乙醇
0Z

固定过夜%离心去上清#

SXR

清洗后加入
%&%2

K

"

;

S82%

"

;

#室温避光染色
'%F#,

#流式细胞仪检测细胞周期)

?&@&C

!

双荧光素酶报告基因实验
!

应用在线生物信息预测软

件对
E+I.F#>.$%-

可能作用的靶基因进行预测#选择的原则是

该基因具有物种保守性)预测结果显示#

F#>.$%-

靶向结合

44_6$'h.\<>

)构建含有
44_6$'h.\<>

的
A

+#4364T.1

载体质粒)将
36T1('<

细胞接种于
$1

孔板上#细胞密度为

/%Y

$

(%Y

进行转染)实验分组!质粒
iF#>.$%-

模拟物
i

脂

质体$

F#>.$%-

组&%质粒
i_4

模拟物
i

脂质体$

_4

组&)转染

'%E

后终止培养#

SXR

洗
1

次#每孔细胞加入
$%%

"

;

的裂解缓

冲液#室温轻微振摇
$2F#,

#收集细胞裂解液于干净的
6S

管

中%在白色不透光的
()

孔板加入
1%

"

;

样品#加入
$%%

"

;

的

;5>

)

液#立刻测荧光值%将板拿出#继续在孔中加入
$%%

"

;

RD"

A

9B">?I

K

?,D

液#迅速吹打均匀#再测值)最后将所得到的

数据标准化后进行分析)

?&@&O

!

d?+D?C,MB"D

检测
44_6$

蛋白表达
!

将细胞用预冷

的
SXR

洗涤
1

次#

>8S5

裂解液裂解细胞#用
X45

蛋白浓度测

定试剂盒定量蛋白)取每孔
1%

"

K

蛋白进行
$%Y

十二烷基硫

酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电脉$

R7R.S59

&#将电泳分离后的蛋白

转移至硝酸纤维素膜%

2Y

脱脂奶粉溶液室温下封闭
$E

#加入

$j$%%%

稀释的单克隆抗体
44_6$

和
%

.IGD#,

$内参照&抗体#

0Z

反应过夜%

SXR<

洗膜
'

次#加入
$j$%%%

稀释的二抗#室

温反应
'%F#,

%

SXR<

洗膜
'

次#应用
!̂

L

++?

L

激光成像系统

检测蛋白条带)实验重复
'

次)

?&A

!

统计学处理
!

应用
RSRR$'&%

统计软件进行分析)计量

资料以
JeB

表示#两组间的比较采用独立样本
7

检验#以
O

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

过表达
F#>.$%-

对细胞增殖的影响
!

转染
0/E

后#

Ŵ.

F#>.$%-

组较
T7.F#>.$%-

组和
_4

组明显抑制细胞的增殖

$

O

$

%&%2

&#浓度
12

$

$%%,F"B

"

;

呈较为明显的剂量依赖性#

浓度超过
$%%,F"B

"

;

后
Ŵ.F#>.$%-

对细胞增殖的抑制能力

基本保持稳定#后续实验采用
$%%,F"B

"

;

的浓度)细胞经
$%%

,F"B

"

;

浓度转染后#在不同时间点
Ŵ.F#>.$%-

组较
T7.F#>.

$%-

组和
_4

组对细胞增殖能力的抑制呈现明显的时间依赖性

$

O

$

%&%2

&#在
-1E

时抑制细胞增殖能力最明显#见图
$

)

!!

5

!不同浓度模拟物转染
0/E

后各组
.3

值%

X

!

F#>.$%-

过表达模

拟物转染浓度为
$%%,F"B

"

;

时#不同时间点
.3

值

图
$

!!

过表达
F#>.$%-

对细胞增殖的影响

)1%$
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!!

5

!

Ŵ.F#>.$%-

组%

X

!

T7.F#>.$%-

组%

4

!

_4

组%

7

!各组细胞周期占比情况

图
1

!!

过表达
F#>.$%-

对细胞周期的影响

@&@

!

过表达
F#>.$%-

对细胞周期的影响
!

细胞转染
')E

后#

Ŵ.F#>.$%-

组*

T7.F#>.$%-

组和
_4

组细胞
9

%

9

$

所占比例

分别为$

)/&//%e%&$-2

&

Y

*$

0%&/'%e%&1-$

&

Y

和$

0)&$)%e

%&$/1

&

Y

#差异有统计学意义$

O

$

%&%2

&)

Ŵ.F#>.$%-

组细

胞
R

期及
9

1

:

期所占比均少于
T7.F#>.$%-

组和
_4

组$

O

$

%&%2

&#见图
1

)

图
'

!!

双荧光素酶报告基因检测
F#>.$%-

与
44_6$'h.

\<>

的结合位点

@&A

!

过表达
F#>.$%-

对细胞
44_6$F>_5

和蛋白表达的影

响
!

生物信息学网站显示
44_6$

的
'h.\<>

区域
10)

$

12'M

A

是
F#>.$%-

的结合位点#

F#>.$%-

组海肾荧光素酶$

>;

&"萤火虫

荧光素酶$

=;

&值小于
_4

组$

O

$

%&%2

&#见图
'

)

F#>.$%-

组

44_6$F>_5

和具体数值蛋白表达水平均较
_4

组低#见图
0

)

@&B

!

+#>_5

转染后细胞
44_6$F>_5

表达
!

+#>_5

转染

')E

后#参照阴性对照组#转染靶向
44_6$

的
'

条
+#>_5

的

44_6$F>_5

表达水平均明显降低$

O

$

%&%2

&)

'

条
+#>_5

中#

+#>_5.1

的
+#>_5

沉 默 效 果 最 好#其 干 扰 效 率 达 到

$

/1&%e%&'

&

Y

#后续实验采用
+#>_5.1

#见图
2

)

!!

5

!实时定量逆转录
S4>

检测
44_6$F>_5

表达%

X

!

d?+D?C,

MB"D

检测
44_6$

蛋白表达

图
0

!!

过表达
F#>.$%-

对细胞
44_6$F>_5

和

蛋白表达的影响

图
2

!!

转染
+#>_5

后各组细胞
44_6$F>_5

表达

@&C

!

446_$+#>_5

对细胞增殖和周期的影响
!

+#>_5

转染

后
10E

#

_4.+#>_5

组和
+#>_5.1

组对细胞的增殖抑制无明显

区别#但在
0/

*

-1

和
()E

#

+#>_5.1

组对细胞增殖的抑制明显

强于
_4.+#>_5

组$

O

$

%&%2

&)

+#>_5

转染
')E

后#

+#>_5.1

组细胞
9

%

9

$

期所占比例明显高于
_4.+#>_5

组#而
+#>_5.1

组细胞
R

期和
9

1

:

期细胞占比明显低于
_4.+#>_5

组$

O

$

%&%2

&#见图
)

)

图
)

!!

446_$+#>_5

对细胞增殖和周期的影响

A

!

讨
!!

论

!!

非小细胞肺癌是最常见的肺癌类型#但早期不易发现#患

者确诊时往往已经处于中晚期#失去手术机会#于是化疗和分

子靶向治疗为其主要治疗手段)对于常规化疗无效或不能耐

受联合化疗的晚期患者#化疗的效果非常有限且疗效较差#故

这部分患者的
2

年生存率非常低'

1

(

)根据分子生物学的信号

转导通路发现的靶向药物治疗非小细胞肺癌展现了一定的优

越性#如吉非替尼#但是以往报道称吉非替尼只能抑制肿瘤的

生长而不会使肿瘤最终得到缓解)这是因为肿瘤的发生和发

展是一个非常复杂的过程#吉非替尼仅针对酪氨酸激酶传导通

-1%$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
/

期



路#所起的治疗作用也就有一定的局限性)很多学者对非小细

胞肺癌中的差异表达的
F#>_5+

进行深入研究并探索其发生

的机制#以期望能够通过
F#>_5+

检查筛选早期非小细胞肺

癌和进一步指导靶向药物治疗的研发)

笔者通过查阅文献发现
F#>.$%-

在多种肿瘤中呈低表达#

如胃癌*乳腺癌*肺癌等'

(.$1

(

#在一定程度上说明
F#>.$%-

的异

常表达可能与这些肿瘤的发生和发展有关联)

a85

等'

$$

(通过

研究证实
F#>.$%-

在
'%

例非小细胞肺癌临床标本和细胞系中

呈低表达#同时发现
F#>.$%-

能靶向抑制
X7_=

表达#进一步

阻滞
S8'T

"

5T<

信号通路#最终抑制非小细胞肺癌细胞的侵

袭能力)

3̀5_9

等'

$1

(发现
F#>.$%-

靶向抑制
47T/

后非小

细胞肺癌细胞对化疗药物顺铂的敏感性增加)这些研究结果

说明
F#>.$%-

在非小细胞肺癌发生和发展中扮演着抑癌基因

的作用)为证实这一结论#笔者在
520(

细胞中分别过表达和

下调
F#>.$%-

行细胞功能实验)

:<<

实验结果显示过表达

F#>.$%-

组细胞较下调
F#>.$%-

组和阴性对照组明显抑制了

细胞的增殖#流式细胞周期结果显示过表达组较下调
F#>.$%-

组和阴性对照组明显阻滞了更多的细胞停留在
9

%

9

$

期#细胞

功能学实验证实
F#>.$%-

在非小细胞肺癌中发挥着抑癌基因

的作用)

为了探讨过表达
F#>.$%-

能够抑制细胞增殖和阻滞细胞

周期的具体机制#笔者通过
DIC

K

?D+GI,

*

F#>I,!I

和
F#>XI+?

生

物信息学网站对
F#>.$%-

下游靶基因进行预测#

'

个数据库结

果交集发现
47T/

和
44_6$

序列上均有
F#>.$%-

明确的结

合位点)因为
F#>_5

通过其序列
2h.

端的碱基可与多个基因

的
F>_5

的靶点结合#即一个
F#>_5

可与多个靶基因相结

合)

47T/

是细胞周期的调控因子#可激活
4

L

GB#,4

#作用于

9

$

R

期#调控正常细胞周期#对于
47T/

在肺癌组织中表达情

况还未有大样本临床资料报道)

44_6$

属于细胞周期蛋白家

族中的一员#细胞周期蛋白是调控细胞周期和变构激活周期蛋

白依赖性激酶所必需的蛋白#是调控细胞从
9

%

9

$

期到
R

期转

换过程中最基本和最广泛的限速调节因子#

44_6$

通过特异

性结合和激活
47T1

#正性调控使细胞从
9

%

9

$

期进入到
R

期)

文献报道在肺癌组织中
44_6$

呈过表达状态'

$'

(

#同时在非小

细胞肺癌中常常可以观察到细胞组织纺锤体和中心体异常#这

是因为细胞中大量表达
44_6$

引起的'

$0

(

)也就是说
44_6$

在肺癌的发生*发展中可能扮演着促癌基因的角色)而且目前

还没有文献报道
F#>.$%-

对
44_6$

基因的调控机制)笔者构

建含有
44_6$

基因
'h.\<>

片段的
A

+#4364T.1

"

44_6$'h.

\<>

质粒#转染
1('<

细胞后行双荧光素酶报告基因实验#实验

结果提示
F#>.$%-

能直接结合质粒的
44_6$

的
'h.\<>

片段)

鉴于双荧光素酶实验只能验证外源
F#>_5

和外源
44_6$'h.

\<>

的结合位点#笔者检测了
F#>.$%-

组和
_4

组
44_6$F>.

_5

和蛋白表达水平)本实验结果提示
F#>.$%-

组细胞
44_6$

F>_5

和蛋白表达水平较
_4

组明显下调#说明
F#>.$%-

能直

接结合
44_6$

的
'h.\<>

区域#介导其
F>_5

的降解#并最终

下调蛋白水平)

本文将
44_6$+#>_5

转染至
520(

细胞#通过实时荧光

定量
S4>

选择
+#>_5.1

序列进行后续细胞功能实验)

:<<

检测结果显示#转染
+#>_5.1

的
520(

细胞增殖能力明显低于

对照组#且其生长抑制随转染时间的延长而增加)流式周期显

示
+#>_5.1

组较对照组阻滞更多细胞停留在
9

%

9

$

期)细胞

周期中
9

$

R

期转换的交界点是细胞生长调控的关键调控点#

而
44_6$

在非小细胞肺癌细胞高表达将会导致细胞的无限

制增殖)

综上所述#

446_$

是细胞周期中重要的调节因子#

F#>.

$%-

靶向调节
44_6$

影响
520(

细胞的增殖和调控细胞周期#

进一步证实
F#>.$%-

是介导肺癌发生*发展的重要
F#>_5

#并

可能起着抑癌基因的作用)但
F#>.$%-

对
44_6$

具体调控

机制#以及在
44_6$

调控的
9

$

"

R

交界点是否有特定因子的

失调*缺失或过表达#都有待于进一步探索)
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以早期发现缺血灶#过高
M

值并不能显著区别缺血灶'

$$

#

$)

(

)

所以#临床工作中#有必要灵活采用不同
M

值
7d8

扫描#互为

补充#取长补短#选择使得
7d8

对病灶的检出率及图像质量达

到最佳的效果'

$-

(

)

574

能够客观*量化反映
7d8

发现的缺血

灶#由于其为
7d8

的量化指标#在反映信号强度方面更加细化

与准确)本实验数据表明病变区高
M

值
574

值较对侧正常脑

组织有显著降低)在发现病灶能力方面高
M

值$

1%%%

*

'%%%

+

"

FF

1

&则更具优势'

$/

(

)

总之#

7d8

诊断急性脑缺血病变中具有较高的价值#高
M

值能提高
7d8

对超急性脑缺血的检出率#具有临床推广价值)
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