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果显示转染组细胞
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蛋白表达水平明显低于阴性对照组和空白对照组"
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#&流式细胞仪检测结果显
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法实验结果显示转染组细胞穿

膜的数量明显低于阴性对照组和空白对照组"
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舌鳞状细胞癌是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤

之一#同时也是最常见的口腔癌)由于其恶性程度

高#浸润性强#易发生转移#所以关于舌鳞癌的基础研

究和临床治疗一直以来都是口腔颌面外科及头颈外

科的研究重点)黏着斑激酶$
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%是一种非受体型蛋白酪氨酸激酶#已有的研究
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设计的
546+#234

序列

基因名称 正义链 反义链

+#234.$ 9S.TTT74U74UU74T44T4U4CC.'S 9S.U4U7UU7UT44UT4UT777CC.'S

+#234.1 9S.T4477U7T74TU74UUU4UCC.'S 9S.4U444UT47UT7T4TTUU7CC.'S

+#234.' 9S.74TTUT44T4T7T4UU4U4CC.'S 9S.U4U44U7T7U7UU7477UTCC.'S

+#234.37 9S.UU7U77T447TUTU747TUCC.'S 9S.47TUT4747TUU7TT4T44CC.'S

表
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设计的引物序列

基因名称 上游 下游

546 9S.CTCTTTC444774T4C77CT7.'S 9S.7CT44T7CCT474777C7TC.'S

T4;VW 9S.C74CT44TCTCT47TCTT474C7.'S 9S.74TT4TT4T744CT4C7CCT4C7C.'S

表明
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在多种肿瘤组织中均存在着表达的上调#

而且在一定程度上#其表达水平与肿瘤的恶化程度密

切相关&
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)目前#有关
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与舌鳞癌之间相关性的

研究仍然较少#有必要进行更深入的研究)本实验采

用
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干扰$

234#

%技术研究
546

基因表达水平对

人舌鳞癌细胞凋亡和侵袭等细胞生物学行为的影响)
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材料与方法
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舌鳞癌细胞株
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来自中山大学附

属孙逸仙纪念医院口腔科李劲松教授的惠赠)
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?#.YRY
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T"ZJ@#
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?

反转录系统购

于美国
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G

D

公司(实时定量聚合 酶 链 反 应
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%试剂盒购于美国
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G

D

公司(兔抗人
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单克隆抗体购于英国
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细胞凋亡试剂

盒购于南京凯基生物有限公司)
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方法
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的设计及合成
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根据
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数据库提供的人
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基因序列#遵从在线
+#234

设

计的相关原则#设计了
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对
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作为阴性对照

序列和
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对实验
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序列!
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$表
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%)所有序列经
[84ZC

分析确定特异

性后#由广州赛哲生物科技股份有限公司合成#纯化)
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引物的设计及合成
!

设计
546

的引物及内

参
T4;VW

引物各
$

对$表
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%#由广州赛哲生物科技

股份有限公司合成)
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细胞培养*转染及分组
!

复苏保存于液氮中

的舌鳞癌细胞株#接种于
$%̂

胎牛血清的
VYRY

细

胞培养基后)待实验细胞贴壁后#胰蛋白酶消化#接

种到六孔板#继续放于培养箱培养#待细胞密度生长

到
)9̂

左右时#即可开始进入转染阶段)所有细胞的

转染步骤均严格遵从
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试剂盒的说明书执行)转染时用不

含
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Z

的完全培养基换液#转染
0

"
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后换成正常

培养基继续培养)实验分组设转染组*阴性对照组和

空白对照组)使用
546+#234

对转染组细胞进行转

染(使用无意义序列$

+#234.37

%

+#234

对阴性对照

组细胞进行转染(空白对照组细胞不转染任何
234

)
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检测
546<234

的表达及
+#234

筛

选
!

$

$

%取对数生长期的细胞#

;[Z

洗涤#加入
C2.

]_"B

试剂#细胞充分裂解后#加入氯仿#充分混匀#室温

放置
9<#,

)离心后待溶液分层#吸取含
234

的上清

液加入等体积的异丙醇混匀#室温放置
$%<#,

)离心

后弃上清#加入
-9̂

乙醇洗涤沉淀#离心后用吸出剩

余液体#干燥
1

"

'<#,

后#溶解沉淀#确定所获取的
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的纯度及浓度)$
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%通过使用
T"ZJ@#

I
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反转录

系统试剂盒#进行反转录反应#从而获取
JV34

(根据

:
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试剂盒说明书#建立
:
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反应体系)$
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%选择

沉默效率最佳的
+#234

用于后续实验)
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法检测
546

蛋白的表达
!

在

细胞中加入
2];4

裂解液#冰浴裂解后
)%%%@

"

<#,

离心
9<#,

#收集上清液)称取
$%%<

G

的
[Z4

制备

标准蛋白溶液#

[@D!K"@!

法测定蛋白浓度)严格按照
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试剂盒说明书

的步骤进行加样操作)一抗*二抗均孵育
'%<#,

#使

用
;@"?>#,+#<

I

B>=>+

仪器对样品进行检测#得出实

验结果)

C&D&H
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流式细胞仪检测细胞凋亡情况
!

细胞接种于

)

孔板#第
1

天进行
+#234

转染(转染后
)H

换新鲜

培养基#

'- a

*

9̂ 7X

1

培养箱中继续培养(转染后

0/H

收集各孔内上清液#贴壁细胞胰酶消化后用相应

的上清液重悬收集(离心#

;[Z

洗涤细胞#

[#,!#,

G
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重悬细胞#加入
4,,>N#,\.5]C7

及碘化丙啶

$
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%试剂#混匀#室温避光染色
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"

$9<#,

#
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内流式

细胞仪检测结果)
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小室法检测细胞侵袭力
!

细胞经

胰蛋白酶消化*离心后#重悬细胞#配制细胞悬液(预

先在
C@D,+E>BB

小室的上室上表面涂布已稀释的
<D.

?@#

G

>B

基底胶#冰上风干)将配置好的
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#
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液加入上室#将含有
$%̂ 5[Z

的
VYRY

培养液

9%%

#

8

加入下室(在培养箱中放置
1%H

后#结晶紫染

色固定(清水冲洗#拭去上室上表面的细胞(倒置显微

镜下观察*拍照和计数)
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统计学处理
!

采用
Z;ZZ$(&%

软件进行实验数

据的统计学分析和处理)计量资料采用
Gb@

表示#

多组间比较采用单因素方差分析)以
!

$

%&%9

为差

异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

D&C
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沉默
546

基因对
748.1-

细胞
546 <234

表达的影响
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检测空白对照组*阴性对照组及

+#234.$

组*

+#234.1

组*

+#234.''

个转染组#

546

<234

相对表达水平分别为
$&%%%%b%&%'-)

*

$&%(-0b%&%11%

*
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*
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)
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个转染组中
546<2.

34

的表达水平明显下降#低于空白对照组和阴性对

照组#差异有统计学意义$
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c-1(&((
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B
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$%)%&($
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%#见图
$

)其中#转染
+#2.

34.'

组的沉默效率最高)

图
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各组细胞
546<234

表达变化

D&D

!

沉默
546

基因对
748.1-

细胞
546

蛋白表达

的影响
!

=>+?>@,AB"?

检测空白对照组*阴性对照组

和转 染 组 中
546

蛋 白 的 相 对 表 达 量 分 别 为

%&%$%9(b%&%%' $/

*

%&%%/ 9/b%&%%$ )-

和

%&%%00-b%&%%$19

)转染组中
546

蛋白的表达量

明显低于空白对照组和阴性对照组#差异有统计学意

义$

Bc)&%0

#

!

$
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%$图
1

*

'

%)沉默
546

基因#舌

鳞癌细胞
546

蛋白的表达量明显降低)

图
1
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各组细胞
546

蛋白表达变化

图
'
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各组细胞
546

蛋白表达情况

D&E
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沉默
546

基因对
748.1-

细胞凋亡的影响
!

流式细胞仪检测结果显示空白对照组*阴性对照组和

转染组的凋亡率分别为$
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^
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^

和$
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达明显升高#这从侧面提示
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