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"摘要#

!

目的
!

探讨骨肉瘤组织和细胞系中
J#?.)3%

的表达及其在肿瘤形成中的作用机制%方法
!

用实时荧光定量
R2?

的方法!检测并比较肿瘤组织及癌旁正常组织&骨肉瘤细胞系"

SV)'

$及健康人成骨细胞"

D7XZ$&$(

$之间的
J#?.)3%

表达情况'

用
S55

实验检测不同组细胞的增殖情况'用
9@+:@<,NC":

的方法检测调节生长抑制因子
0

"

6aV0

$蛋白的表达情况%结果
!

J#?.)3%

在骨肉瘤组织及细胞系中的表达显著高于癌旁正常组织及健康人成骨细胞'抑制
J#?.)3%

的表达后!

SV)'

细胞的增殖

能力显著减弱%此外!

J#?.)3%

表达减低后!

6aV0

的表达显著升高!其中阴性对照组&乱序组&

J#?.)3%

抑制剂组的
6aV0J?a8

分别为
$&%%=%&$)

&

$&%/=%&$0

&

3&'3=%&'1

'蛋白表达分别为(

%&)1=%&%)

&

%&3(=%&$1

&

1&03=%&1%

'

J#?.)3%

抑制组与阴性对

照组比较差异有统计学意义"

"

#

%&%3

$'而抑制
6aV0

升高后!

SV)'

细胞的增殖能力有一定的恢复%结论
!

J#?.)3%

可以通过

降低
6aV0

的表达促进
SV)'

细胞的增殖!提示
J#?.)3%

可能成为骨肉瘤治疗的新靶点%

"关键词#

!

骨肉瘤'

SV)'

'

J#?.)3%

'调节生长抑制因子
0

"中图法分类号#

!

?/$)&/

"文献标识码#

!

8

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$/

$

%(.$$-'.%'

A'10

;

()+$9H)3%*(.

"

.(+('$)

,"

.(#$*-.&'$()(*(/'-(/&.%(+&%-##/6$&'&.

,

-'$)

,

LGQ0

"

234-%&'(A&(

)

#

63,-.:7(

#

L,-.,&A&(

#

L,-.6&A&(

)

$

$

>7

?

'@!A7(!<

8

M@!;<

?

7C&FE

#

>'

?

&(

)

3<E

?

&!'/

#

B7E7'@F;$(E!&!1!7<

8

P&7/C:1@

)

7@

*

#

,@A

*

G7C&F'/H(&I7@E&!

*

#

2;<(

)5

&(

)

0%%%01

#

2;&('

%

!!

&

!3/'.&%'

'

!

43

5

-%'$6-

!

5"#,F@+:#

K

;:@:D@@A

B

<@++#","HJ#?.)3%#,"+:@"+;<E"J;:#++G@;,!E@CCC#,@+;,!#:+;E:#",J@ED;,#+J

#,:D@"+:@"+;<E"J;H"<J;:#",&7-'8(0/

!

5D@<@;C:#J@HCG"<@+E@,E@

b

G;,:#:;:#F@R2?M;+G+@!:"!@:@E:;,!E"J

B

;<@:D@@A

B

<@+.

+#",+"HJ#?.)3%N@:M@@,"+:@"+;<E"J;:#++G@;,!,"<J;C:#++G@"<N@:M@@,"+:@"+;<E"J;E@CCC#,@+

$

SV)'

%

;,!,"<J;CDGJ;,"+.

:@"NC;+:E@CCC#,@+

$

D7XZ$&$(

%(

:D@S55@A

B

@<#J@,:M;+G+@!:"#,F@+:#

K

;:@:D@

B

<"C#H@<;:#",+#:G;:#",#,!#HH@<@,:

K

<"G

B

+

(

9@+:@<,

NC":M;+G+@!:"!@:@E::D@6aV0

B

<":@#,@A

B

<@++#",&9-/1#'/

!

5D@@A

B

<@++#","HJ#?.)3%#,"+:@"+;<E"J;:#++G@;,!SV)'E@CC+

M;+D#

K

D@<:D;,:D;:#,,"<J;C:#++G@;,!DGJ;,"+:@"NC;+:E@CC

(

;H:@<#,D#N#:#,

K

J#?.)3%@A

B

<@++#",

#

:D@

B

<"C#H@<;:#",;N#C#:

I

"H

SV)'M;++#

K

,#H#E;,:C

I

!@E<@;+@!&S"<@"F@<:D@@A

B

<@++#","H#,D#N#:"<"H

K

<"M:D0

$

6aV0

%

M;++#

K

,#H#E;,:C

I

#,E<@;+@!MD@,J#?.

)3%M;+<@!GE@!

#

6aV0J?a8"H,@

K

;:#F@E",:<"C

K

<"G

B

#

+E<;JNC@

K

<"G

B

;,!J#?a8

K

<"G

B

M@<@$&%%=%&$)

#

$&%/=%&$0;,!

3&'3=%&'1<@+

B

@E:#F@C

I

(

:D@6aV0

B

<":@#,@A

B

<@++#",+M@<@%&)1=%&%)

#

%&3(=%&$1;,!1&03=%&1%<@+

B

@E:#F@C

I

(

E"J

B

;<@!M#:D

,@

K

;:#F@E",:<"C

K

<"G

B

#

:D@!#HH@<@,E@M;++:;:#+:#E;CC

I

+#

K

,#H#E;,:

$

"

#

%&%3

%(

NG:;H:@<+G

BB

<@++#,

K

:D#+@C@F;:#",

#

:D@

B

<"C#H@<;:#",;.

N#C#:

I

"HSV)'E@CC+D;!;E@<:;#,<@E"F@<

I

&2()%#1/$()

!

S#?.)3%

B

<"J":@+SV)'

B

<"C#H@<;:#",F#;<@!GE#,

K

6aV0@A

B

<@++#",

#

MD#ED

+G

KK

@+:+:D;:J#?.)3%E"GC!N@;,@M:;<

K

@:"H:<@;:#,

K

"+:@"+;<E"J;&

&

:-

;

<(.0/

'

!

"+:@"+;<E"J;

(

SV)'

(

J#?.)3%

(

#,D#N#:"<"H

K

<"M:D0

!!

骨肉瘤是儿童和青年人群中最常见的原发性骨肿瘤#占原

发性骨肿瘤的
1%Q

&

$.1

'

)遗传学的改变与骨肉瘤的发生发展

有着紧密的联系#因此寻找一个重要的基因治疗靶标成为了人

们关注的重点)微小
?a8

$

J#?a8

%是一类小非编码
?a8

分

子#大量的研究已经证实
J#?a8

参与了多种生物学进程#包

括细胞增殖*分化*凋亡等&

'.0

'

)近年有研究发现#

J#?.)3%

在

包括胃癌*肝癌*肺腺癌等多种肿瘤组织中都有着高表达#并且

参与了细胞的异常增殖&

3.(

'

#提示其可能是一种潜在的促癌因

子)本研究用实时荧光定量
R2?

的方法检测了骨肉瘤患者组

织及人骨肉瘤细胞系中
J#?.)3%

的表达情况#同时检测在抑制

J#?.)3%

后人骨肉瘤细胞增殖情况的变化并探讨可能的机制)

=

!

材料与方法

=&=

!

主要材料
!

骨肉瘤组织及癌旁正常组织收自本科室治疗

患者#共计
0

例!

$

号病例为男性#

$(

岁#发病于右侧股骨远端#

大小约
-EJT(EJ

#

#

Z

期#为软骨母细胞型骨肉瘤(

1

号病例

为男性#

$-

岁#发病于左侧股骨远端#大小约
1EJT1EJ

#

#

8

期#为骨母细胞型骨肉瘤(

'

号病例为女性#

$0

岁#发病于左腓

骨小头#大小约
'EJT3EJ

#

$

8

期#为骨母细胞型骨肉瘤(

0

号病例为女性#

1$

岁#发病于右侧股骨远端#大小约
'EJT)

EJ

#

#

Z

期#为纤维母细胞型骨肉瘤)样本搜集在经医院伦理

委员会审查通过#患者签署知情同意书后进行)人骨肉瘤细胞

系
SV)'

及健康人成骨细胞系
D7XZ$&$(

购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库#

?RS6$)0%

培养基$

V#N#E"

#美

国%*转染用培养基
XR56SWS6

$

V#N#E"

#美国%*胎牛血清

$

V#N#E"

#美国%*

U#

B

"H@E:;J#,@1%%%

转染试剂$

6,F#:<"

K

@,

#美

国%*细胞培养箱$

5D@<J"

#美国%*

5?6c"C

$

6,F#:<

K

@,

#美国%*

?6.

R8

裂解液$碧云天#江苏%*

5?6c"C

试剂$

6,F#:<"

K

@,

#美国%*四

甲基偶氮唑盐$

S55

#

L#

K

J;

#美国%*

J#?a8E4a8

第一链合
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!

作者简介!陈贤明$
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%#主治医师#本科#主要从事四肢关节骨

病及骨伤的研究)

!

$

!

通信作者#
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!
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成试剂盒$天根公司#北京%*抗体$

L;,:;E<Gc

#美国%)

=&>

!

方法

=&>&=

!

细胞培养
!

SV)'

细胞及
D7XZ$&$(

均用含有
$%Q

胎

牛血清的
?RS6$)0%

培养基进行培养#培养条件为
'-j

*含

3Q 2X

1

气体*湿度饱和的培养箱中)

1

!

'!

换液
$

次)取对

数生长期的细胞进行实验)

=&>&>

!

S#?.)3%

抑制剂及
6aV0+#?a8

转染
!

采用
U#

B

".

H@E:;J#,@1%%%

试剂对
SV)'

细胞进行转染#在转染
10D

后用

b

R2?

的方法检测
SV)'

细胞中
J#?.)3%

的表达情况)将处

于对数生长期的细胞接种到
)

孔板中#设置阴性对照组$

a2

%*

乱序组及
J#?.)3%

抑制剂组)转染步骤根据
U#

B

"H@E:;J#,@

1%%%

试剂盒说明书进行)转染后
10D

通过
b

R2?

进行验证转

染效率)

S#?.)3%

抑制剂及
6aV0+#?a8

购自锐博生物科技

有限公司$广州%#

J#?.)3%

抑制剂序列为
3k.V5225V8V8

V2V25V 225 225.'k

#

6aV+#?a8

序列为
3k.V22 825

V8V58585V8V58.'k

)

=&>&?

!

?a8

提取与实时荧光定量
R2?

分析
!

收集了
0

例骨

肉瘤患者的骨肉瘤组织及癌旁正常组织#并用
b

R2?

的方法测

定了
0

对组织的
J#?.)3%

表达情况)同时对比了健康人成骨

细胞系$

D7XZ$&$(

%及人骨肉瘤细胞系$

SV)'

%中
J#?.)3%

的

表达情况)按照
5?6c"C

试剂说明书#提取细胞总
?a8

)测定

,

1)%,J

"

,

1/%,J

#以检测总
?a8

的浓度及纯度)根据逆转录试

剂盒说明书的步骤将
?a8

逆转录为
E4a8

)用
b

.R2?

的方

法检测
J#?.)3%

及
6aV0

水平)其中
J#?a8.)3%

的上游引物

为!

3k.8V8VV8VV28V2V2525.'k

#下游引物为!

3k.28V

5V2V5V52V 5VV 8V5.'k

(内参
[)

的上游引物为!

3k.

252V2552VV28V2828.'k

#下游引物为!

3k.882V25

5282V8 855 5V2V5.'k

(

6aV0

的上游引物为!

3k.555

28V8VVV8VVV522555.'k

#下游引物为!

3k.V228V8

V2258V85V 8225V.'k

(

(

.;E:#,

的上游引物为!

3k.888

V8225V582V2288282.'k

#下游引物为!

3k.V52858

25225V255V25V85.'k

)反应条件如下!

(3j

预变性
3

J#,

(随后
(3j$3+

变性#

3(j'%+

退火#

-1j'%+

延伸及

检测)通过
2:

值及计算
1

.

..

2:得到其相对表达量)

=&>&B

!

细胞增殖实验
!

将
SV)'

细胞以每孔
3T$%

' 个细胞

的数量接种于
()

孔板中#在指定的时间点加入
1%

"

U

无菌

S55

染料$

3J

K

"

JU

#

L#

K

J;

#美国%#于
'-j

中孵育
0D

#随后

移除培养基#加入
$3%

"

U

二甲基亚砜#并在室温摇床上摇
$%

J#,

)测量
0(%,J

波长的
,

)

=&>&C

!

9@+:@<,NC":

检测
6aV0

蛋白的表达
!

用
?6R8

裂解

液对细胞进行裂解#刮取细胞悬液用超声处理
$%

!

$3+

#在冰

上裂解
$D

后#

$1%%%T

K

离心
'%J#,

#收集上清液)用
Z28

法对蛋白浓度进行测定#随后在蛋白样本中加入上样缓冲液#

于沸水中煮
3J#,

#

O1%j

保存)在
9@+:@<,NC":

实验中#用

$%Q

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

L4L.R8VW

%对蛋

白样品进行分离后#将蛋白用半干转膜的方法将蛋白转移到

a2

膜上)用
3Q

的脱脂奶粉进行封闭)随后加入
$f1%%

比

例稀释的
6aV0

一抗$

L;,:;E<Gc

%#

0j

过夜)用
5ZL5

清洗膜

'

次后#用相应的荧光二抗孵育
$D

)随后用
X!

I

++@

I

激光成

像系统$

U6.2X?

#

U#,E"C,

#美国%进行扫膜成像)结果用
6aV0

"

V8R4Y

的比值来表示)

=&?

!

统计学处理
!

采用
LRLL$3&%

统计学软件进行统计学分

析#计量资料均以
K=E

进行表示)两组之间比较采用
!

检验#

多组样本比较用单因素方差分析)以
"

#

%&%3

为差异有统计

学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

J#?.)3%

在骨肉瘤细胞系中表达升高
!

在骨肉瘤组织中

的
J#?.)3%

表达量显著高于癌旁正常组织#见图
$

(同时
SV)'

细胞中
J#?.)3%

的表达也显著高于
D7XZ$&$(

细胞$

$&%%=

%&$-IE&0&1-=%&1'

%#差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%)

!!

$

!

$

号病例(

1

!

1

号病例(

'

!

'

号病例(

0

!

0

号病例(

;

!

"

#

%&%3

图
$

!!

患者的骨肉瘤组织和癌旁组织中

J#?.)3%

的表达情况

>&>

!

J#?.)3%

抑制剂对
J#?.)3%

表达的抑制效率
!

J#?.)3%

抑制剂组
J#?.)3%

的表达量为
%&'1=%&$0

#较阴性对照组

$

$&%%=%&$3

%*乱序组$

$&%1=%&$

%显著降低且差异有统计学

意义$

"

#

%&%3

%)

>&?

!

抑制
J#?.)3%

后#

SV)'

细胞增殖显著减弱
!

相对于乱

序组和对照组#抑制
J#?.)3%

后在
0/

*

-1

*

()D

时#

SV)'

细胞

的增殖能力均显著受到抑制#且差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%#见图
1

)

!!

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较(

N

!

"

#

%&%3

#与乱序组比较

图
1

!!

抑制
J#?.)3%

后
SV)'

细胞的增殖情况

>&B

!

抑制
J#?.)3%

后
6aV0J?a8

及蛋白表达显著升高
!

相

对于对照组和乱序组#在
J#?.)3%

抑制剂组#

6aV0

的
J?a8

水平和蛋白表达水平均显著升高$

J?a8

表达分别为
$&%%=

%&$)

*

$&%/=%&$0

*

3&'3=%&'1

(蛋白表达分别为
%&)1=%&%)

*

%&3(=%&$1

*

1&03=%&1%

%#见图
'

)

!!

8

!抑制
J#?.)3%

后
6aV0

的
J?a8

表达情况(

Z

!抑制
J#?.)3%

后

6aV0

的蛋白表达情况(

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较(

N

!

"

#

%&%3

#与乱序

组比较

图
'

!!

抑制
J#?.)3%

后
6aV0

的
J?a8

及蛋白表达情况

0-$$

重庆医学
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>&C

!

+#?a8

干扰
6aV0J?a8

表达后#抑制
J#?.)3%

后对

SV)'

细胞增殖的抑制作用
!

在干扰
6aV0

后#

6aV0

的
J?.

a8

水平显著降低(而在干扰掉
6aV0

后#抑制
J#?.)3%

降低

SV)'

增殖的作用显著减弱#且在
-1D

及
()D

处差异有统计

学意义$

"

#

%&%3

%#见图
0

)

!!

;

!

"

#

%&%3

#与
J#?.)3%

抑制剂组比较

图
0

!!

J#?.)3%

抑制细胞增殖的能力比较

?

!

讨
!!

论

!!

大量的研究已经证实#

J#?a8

在肿瘤组织中的表达谱与

对应正常组织有着显著的差异#并且这种差异与肿瘤的发生*

发展密切相关&

$%.$1

'

)

J#?.)3%

在多种肿瘤组织中都有着高表

达#提示其可能是潜在的促癌因子)

]WaV

等&

$'

'和
]Y8aV

等&

0

'分别发现
J#?.)3%

促肝癌及胃癌形成的作用与其靶向

6aV0

有关)为了研究
J#?.)3%

在骨肉瘤中是否也发挥同样

的促进肿瘤细胞生成的作用#本研究对其在骨肉瘤细胞系

SV)'

细胞的增殖情况进行了研究)在本研究中#证实了

J#?.)3%

在骨肉瘤细胞系中表达较正常成骨细胞中升高#提示

J#?.)3%

与骨肉瘤有着密切的联系)而随后的研究中发现抑

制
J#?.)3%

后可以显著降低
SV)'

细胞的增殖#说明
J#?.)3%

可能参与了骨肉瘤的发生及肿瘤组织的快速增殖)

J#?.)3%

参与了
SV)'

细胞增殖的调节#是通过什么机制

完成的呢1 有研究认为
J#?.)3%

可以通过抑制包括肝癌及胃

癌等肿瘤细胞中的
6aV0

发挥促肿瘤形成的作用)

6aV0

是一

种新的肿瘤抑制基因家族的一员#近年来有多项研究证实

6aV0

在人骨肉瘤的发病过程中扮演了重要的作用)研究发

现
6aV0

能与
B

3'

相互作用并增强其功能)而
B

3'

是一种已

经被广泛研究的抑癌基因#它可以通过调节细胞凋亡防止癌

变#同时协助修复受损
4a8

#所以增强
B

3'

功能对肿瘤抑制有

着重要的意义)此外#

6aV0

还能直接阻断
a7.

-

Z

信号通路#

从另一个途径抑制肿瘤的生成与侵袭)

6aV0

可能通过多个

通路对肿瘤的发生及转移发挥抑制作用#因此也成了抑制肿瘤

的热门靶点)

J#?.)3%

已经在多项研究中证实可以调节
6aV0

的表达#但在骨肉瘤细胞中尚未有研究#因此#为了探索
J#?.

)3%

促进
SV)'

细胞促癌作用是否与
6aV0

有关#本研究检测

了在抑制
J#?.)3%

后
6aV0

的
J?a8

和蛋白的表达情况)结

果证实抑制
J#?.)3%

后#

SV)'

细胞中
6aV0

的
J?a8

和蛋白

的表达水平都显著升高#提示
J#?.)3%

可以在转录和翻译水平

降低
6aV0

的表达)

6aV0

是否是介导了
J#?.)3%

调节
SV)'

细胞增殖1 为了证实这个问题#本研究用
+#?a8

抑制了
6aV0

的表达#随后观察了
J#?.)3%

抑制剂对
SV)'

细胞增殖的抑

制作用)结果发现抑制
6aV0

表达后#

J#?.)3%

抑制剂对

SV)'

细胞增殖的抑制作用显著减弱#提示
6aV0

在
J#?.)3%

对
SV)'

细胞增殖的调节中发挥着重要的作用)本研究结果

提示
J#?.)3%

可能通过
6aV0

调节骨肉瘤细胞的增殖#为骨肉

瘤的治疗提供了新的靶点和思路)
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