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'摘要(
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目的
!

探讨微
@B6?+0!2

"

FRLXC@B6?+0!2

!

FR@?+0!2

#在肝癌中的表达水平!并在分子水平研究

其相关作用机制$方法
!

数据库分析和
@'?A$@

试验检测人肝癌组织及其癌旁组织中
FR@?+0!2

的表达水平'

$$a?)

法检测
FR@?+0!2

对
>MY-

细胞活性的影响'细胞集落形成和
'X2UẀ OQQ

试验分别检测
FR@?+0!2

对

>MY-

细胞集落形成%迁移和侵袭能力的影响'荧光素酶报告试验检测
FR@?+0!2

与其候选靶基因
a@6;

的靶

向关系'

@'?A$@

和
HOWNOXU\QCN

检测
FR@?+0!2

对
a@6;F@B6

和蛋白水平的影响$结果
!

与癌旁组织比

较!肿瘤组织中
FR@?+0!2

的表达水平明显降低!这与
79I

和
'$76

数据库中的数据结果一致'转染
FR@?+0!2

FRFRLW

的肝癌细胞
>MY-

的细胞活性%集落形成能力%迁移能力及侵袭能力都低于转染
FR@?B$

组'

FR@?+0!2

能够

直接靶向
a@6;

并下调其表达$结论
!

FR@?+0!2

通过下调
a@6;

表达抑制了肝癌细胞增殖%迁移和侵袭能力$

'关键词(

!

肝肿瘤'

FR@?+0!2

'

>MY-

细胞'

a@6;

'中图法分类号(

!

@-!*,-

'文献标识码(

!

6

'文章编号(

!

+/-+?)!()

"

.1+0

#

1)?+!!(?1*

98./+&.*(6)&'(')*&-'

;

('2')*().+25'AJ+0!*'(8.

G

*1+).&&<&*/)*/)'(+5*

$

D'H46?A4

"

2F14/C-

"

D')N?A

>

-

%

$

(-

9

4:$;-#$6

<

&./#/=4.D4O6:4$6:

>

"

K/4#

I

/#K?/:@&-#$:4.16"

9

/$4.

"

K/4#

I

/#!11+-1

"

&?/#4

%

!!

#

=,-1/*)1

&

!

>,

?

.)1'0.

!

'CRUcOWNR

3

2NONYOOD

E

XOWWRCUQOcOQCZFR@?+0!2RUYO

E

2NCL2XLRUCF22USWNMS

P

RNW

XOQ2NOSFOLY2URWF2NNYOFCQOLMQ2XQOcOQ,@.18+6-

!

%2N2\2WO2U2Q

P
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肝细胞癌$
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E

2NCLOQQMQ2XL2XLRUCF2
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>$$

%是一种

全球常见的恶性肿瘤"也是致死率排名第
!

的肿瘤"不

良预后和高发病率使它成为世界关注的恶性肿瘤之

一#

+?.

&

(目前"临床上对于早期肝癌的治疗方式主要有

手术切除和原位肝移植这两种"但这些疗法存在很大的

局限性"只对部分患者适用"而且也未能达到预期的疗

效#

!?(

&

(因此"临床上需要治疗肝癌的新策略(

肝癌的发病机制是一个极其复杂的过程*研究表

明一些致病因子可促使慢性肝炎进一步恶化"并伴随

有基因表达水平和表观遗传修饰的改变"这很可能是

导致抑癌基因沉默和原癌基因激活的主要原因*在肝

癌发生发展的过程中某些微
@B6W

$

FRLXC@B6

"

FR@?

B6W

%的表达水平也变得异常#

*?/

&

(目前"很多研究想

通过基因疗法来得到可靠的癌症检测指标和治疗靶

点*但是"这些分子标志物由于很多原因在临床上并

没用被广泛应用#

-

&

*因此"这些不足更促使医学者们

想进一步地了解肝癌的发病机制(

FR@B6

是一类广泛存在于动植物中的单链非编
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码的小
@B6

"由内源基因编码"长度在
+)

!

..

个核

苷酸"其主要作用于基因的转录后调控(研究表明"

在肿瘤相关的疾病中"

FR@B6

对细胞的增殖)分化)

凋亡)迁移和侵袭等起重要的调控作用#

)

&

"

FR@B6

的

表达差异造成了肿瘤的发展变化(因此"

FR@B6

在

癌症研究方面具有非常重要的意义#

0?+1

&

(已有研究发

现"

FR@?.+(

#

++

&和
FR@B6?(0+?*

E

#

+.

&等表达的失调与

肝癌的发生发展有着密切的联系(

FR@B6

可靶向作

用特定的抑癌或致癌基因"通过改变它们的表达量来

调控肝癌的进程#

+1

&

(本试验主要探讨
FR@?+0!2

在肝

癌组织和癌旁组织中的表达水平"以及其对肝癌细胞

>MY-

的增殖)迁移)侵袭能力及
a@6;

表达的影响(

C

!

材料与方法

C,C

!

材料
!

本研究中的肝癌组织和其配对的癌旁组

织均取自本院检验科(所有标本的获取都经过患者

的知情同意"并且得到本院医学伦理道德委员会的批

准(术后立即将标本置于液氮罐内备用(人肝癌细

胞
>MY-

购自上海奥陆生物科技有限公司(

%898

培养基和胎牛血清均购于美国
>

P

$QCUO

公司*胰酶购

于日本
'2X2T2

公司*转染试剂
4R

E

CZOLN2FRUO.111

)

'@5[CQ

试剂和反转录试剂盒均购于美国
5UcRNXC

3

OU

公司*

$$a?)

购于上海碧云天生物有限公司*实时荧光

定量
A$@

试剂盒购于瑞士
@CLYO

公司*蛋白裂解液

@5A6

购于北京普利莱基因技术有限公司*

a@6;

和

76A%>

抗体购于美国
$OQQ;R

3

U2QRU

3

'OLYUCQC

3P

公司(

C,!

!

方法

C,!,C

!

细胞培养和转染
!

>MY-

细胞用含有
+1#

胎

牛血清"

+11e

'

F4

青)链霉素的
%898

培养基"置

于
!-l

)

*#$I

.

的细胞培养箱中培养(取对数生长

期细胞"分别按照
/

孔板
*k+1

(

'孔或者
0/

孔板
*k

+1

!

'孔的量铺板"

+)

!

.(Y

后按照
4R

E

CZOLN2FRUO

.111

试剂盒说明书转染"分为
FR@?B$

和
FR@?+0!

FRFRLW

组"按既定的时间做相关的试验(

C,!,!

!

$$a?)

检测细胞增殖
!

细胞转染
1

)

.(

)

()

)

-.Y

后每孔加入
+1

(

4$$a?)

试剂"避光培养
.Y

后

测定
(*1UF

处吸光度$

8(

%值"细胞活性按照
$$a?)

试剂盒说明书计算并作图(

C,!,"

!

集落形成试验
!

>MY-

细胞转染
.(Y

后收集

并计数"按照
*11

'孔的数量接种在
+.

孔板内"每
!

天

更换培养基
+

次"大约
.

周后处理细胞(先用
+k

AK;

清洗
+

遍"再用结晶紫染料染色并计数(

C,!,#

!

细胞迁移试验
!

>MY-

细胞转染
.(Y

后"将

FR@?B$

和
FR@?+0! FRFRLW

组 细 胞 用 无 血 清 的

%898

重悬"各取
.11

(

4

加到
'X2UẀ OQQ

小室中"每

孔
*k+1

( 个
>MY-

细胞"下室加
/11

(

4

含有
.1#

胎

牛血清的
%898

培养基"每组设
!

个复孔"

()Y

后用

(#

的多聚甲醛室温固定并用
1,+#

结晶紫染色"拭

去未迁移的细胞后拍照并计数(

C,!,$

!

细胞侵袭试验
!

用无血清
%898

以
+m)

的

比例稀释
82NXR

3

OQ

"用预冷的枪头吸
+11

(

4

加到
'X?

2UẀ OQQ

小室中"在细胞培养箱放置
+Y

使之聚合(后

续试验步骤同细胞迁移试验(

C,!,K

!

实时荧光定量
A$@

检测
FR@?+0!2F@B6

和

a@6;F@B6

的表达水平
!

患者组织加液氮研磨后

用
'@5[CQ

法提取总
@B6

(转染后的细胞经过
()Y

后用
'@5[CQ

法提取总
@B6

(用分光光度计检测总

@B6

的纯度(合格后反转录成
L%B6

"以
e/

为内参

进行荧光定量
A$@

分析"试验步骤按照试剂盒说明

书进行(试验中所需的引物序列如下!

FR@?+0!2

正

向引物
*_?7'$ 7'6 '$$ 67' 7$6 777 '$$

7677'7$6$'776'6$76$'$6'$'$?!_

*

反向引物!

*_?'7$77'777 e$6 667$777$?

!_

*

e/

正向引物!

*_?'7$777'7$'$7$''$77

$67$?!_

*

e/

反向引物!

*_?'7$777'7$'$7$''

$77$67$?!_

*

e/?@'

!

*_?7'$7'6 '$$67'7$6

777'$$7677'6''$7$6$'776'6$76$6

666'6' 7766$?!_

*

IQR

3

C?S'

!

*_?'''''''''

'''''' '''?!_

*

a@6;

正向引物
*_?777 '7'

'76'76'7$$''$'?!_

*

a@6;

反向引物
*_?'6$

'77$6$''6 767766?!_

(

C,!,L

!

HOWNOXU\QCN

检测
a@6;

蛋白的表达水平
!

细胞收集后用
+kAK;

洗
+

遍"加入
@5A6

裂解液重

悬后冰上裂解
!1FRU

"中间再混匀
+

次"

(l

)

+.111

X

'

FRU

离心
+1FRU

"收集上清液"用
K$6

蛋白浓度定

量试剂盒完成浓度检测(变性后的蛋白用
+1#

的十

二烷基硫酸钠
?

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

;%;?A679

%分

离后转移到聚偏氟乙烯$

Ab%:

%膜"

*#

的脱脂奶粉室

温封闭
+Y

"加一抗$

+m+111

%

(l

敷过夜"

+k'K;'

洗
!

遍"每遍
+1FRU

*室温敷二抗$

+m+111

%

+Y

"

+k

'K;'

洗
!

遍"每遍
+1FRU

(最后滴加发光液并在暗

室曝光(

C,"

!

统计学处理
!

采用
;A;;+0,1

软件分析数据"计

量资料以
!""

表示"比较采用
$

检验"以
%

"

1,1*

为

差异有统计学意义(

!

!

结
!!

果

!,C

!

FR@?+0!2

在肿瘤组织中表达水平
!

在
79I

数

据库中分析
FR@?+0!2

的表达水平"结果发现与相应

的癌帝组织比较"

FR@?+0!2

在肝癌组织中低表达$图

+6

%(在
'$76

数据库分析异常表达的
FR@?+0!2

患

者的生存率"结果发现"在
FR@?+0!2

低表达组$

#=

*-!

%和高表达组$

#=(+)

%中"

FR@?+0!2

高表达组的个

体存活率有所延长$图
+K

%(

'$76

数据库分析结果

表明"与相应的癌旁组织比较"

FR@?+0!2

在肝癌组织

中是低表达的$图
+$

%(本研究对
.+

对肝癌患者的肝

癌组织和癌旁组织进行研究发现"有
+0

例患者的肝

癌组织中
FR@?+0!2

的表达量均低于癌旁组织$图

+%

%(这些结果表明"

FR@?+0!2

在肝癌组织中的表达

水平较癌旁组织低(
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6

!

79I

数据库分析结果*

K

!

FR@?+0!2

的表达对患者个体生存时间的影响*

$

!

'$76

数据库分析结果*

%

!

@'?

j

A$@

分析肝癌组织和癌旁组织

中
FR@?+0!2

的表达水平*

2

!

%

"

1,1*

"与癌旁组织比较

图
+

!!

FR@?+0!2

在肿瘤组织中的表达

!!

6

!

$$a?)

试验*

K

!集落形成试验*

$

!

9Se

细胞增殖试验*

2

!

%

"

1,1*

"

\

!

%

"

1,1+

"与
FR@?B$

组比较

图
.

!!

FR@?+0!2

对不同组
>MY-

细胞增殖的影响
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!,!

!

FR@?+0!2

对
>MY-

细胞增殖能力的影响
!

>MY-

细胞转染
FR@?B$

和
FR@?+0!2 FRFRLW

后"

$$a?)

试验表明"

FR@?+0!2FRFRLW

组的细胞活性明

显低于
FR@?B$

组$图
.6

%(集落形成试验探讨
FR@?

+0!2

对
>MY-

细胞集落形成能力的影响"试验结果表

明"

FR@?+0!2FRFRLW

组
>MY-

细胞的集落形成能力

较
FR@?B$

组受到了明显的抑制$图
.K

%(

9Se

细胞

增殖试验发现"与
FR@?B$

组比较"

FR@?+0!2FRFRLW

组
>MY-

细胞增殖能力明显受抑制$图
.$

%(上述结

果表明
FR@?+0!2

会降低
>MY-

细胞的活性和集落形

成能力(

!,"

!

FR@?+0!2

对
>MY-

细胞迁移和侵袭能力的影响

!

'X2UẀ OQQ

试验发现"

FR@?+0!2FRFRLW

组中
>MY-

细胞的迁移和侵袭能力都低于
FR@?B$

组"见图
!

(

表明高表达
FR@?+0!2

抑制了
>MY-

细胞的迁移和侵

袭能力(

!,#

!

FR@?+0!2

直接靶定并下调
a@6;

!

为了进一步

研究
FR@?+0!2

作用于
>MY-

细胞可能相关的分子机

制"笔者采用
'2X

3

ON;L2UYMF2U-,+

)

FR@B6,CX

3

和

FR@%K

等生物信息学软件进行分析显示"

a@6;

可

能是
FR@?+0!2

的一个候选靶基因$图
(6

%(采用

@'?A$@

和
HOWNOXU\QCN

验证"结果显示"

FR@?+0!2

FRFRLW

组
a@6;

在
F@B6

和蛋白水平都低于
FR@?

B$

组$图
(K

)

$

%(这表明
FR@?+0!2

抑制了
a@6;

的表达"进而影响肿瘤细胞的增殖等特性(

!!

6

!

'X2UẀ OQQ

试验检测
FR@?+0!2

对
>MY-

细胞迁移能力的影响*

K

!

'X2UẀ OQQ

试验检测
FR@?+0!2

对
>MY-

细胞侵袭能力的影响*

2

!

%

"

1,1*

"

\

!

%

"

1,1+

"与
FR@?B$

组比较

图
!

!!

FR@?+0!2

对不同组
>MY-

细胞迁移和侵袭的影响

!!

6

!生物信息学软件预测
FR@?+0!2

可能的靶点*

K

!

FR@?+0!2

对
a@6;F@B6

水平的影响*

$

!

FR@?+0!2

对
a@6;

蛋白水平的影响*

2

!

%

"

1,1*

"

\

!

%

"

1,1+

"与
FR@?B$

组比较

图
(

!!

FR@?+0!2

对
a@6;

表达的影响

"

!

讨
!!

论

!!

随着对
FR@B6

在不同肿瘤或相关疾病中的研究

不断深入"研究者发现
FR@B6

的差异表达与疾病的

发生发展有着密切的联系"

FR@B6

可能具有抑癌或

促癌的作用(例如"

FR@?+((

和
FR@?+..?!

E

分别通过

靶向
@eBi+

和
:IiI

"使卵巢癌细胞
I$

和肺癌细

胞
6*(0

的增殖等特性受到严重抑制#

+!?+(

&

"而
FR@?

+(/)

和
FR@?(*+

在不同的肿瘤中却起到促癌作

用#

+*?+/

&

(说明
FR@B6

在将来可能会作为癌症进程中

临床检测指标和治疗靶点#

+-

&

(

很多研究表明"

FR@?+0!2

可能是
+

种抑癌的

FR@B6

"与癌细胞的增殖)分化和迁移密切相关#

+)?+0

&

(

已有研究表明"

FR@?+0!2

在肿瘤中的表达水平明显低

于癌旁组织"且肿瘤细胞的增殖及集落形成能力也被

FR@?+0!2

所抑制#

.1

&

(

FR@?+0!2

队具有抑癌作用以

外"也有报道称"在人类胃癌组织和胃癌细胞系中

-!!+
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FR@?+0!2

的表达水平有所升高"证明它可能在不同的

组织中也有促癌作用#

.+

&

(因此"研究
FR@?+0!2

的表

达水平及作用是必要的(

本研究探索了
FR@?+0!2

对肝癌的作用及相关的

机制(试验表明与癌旁组织比较"

FR@?+0!2

在肝癌组

织中的表达显著降低*通过转染
FR@?B$

和
FR@?+0!2

FRFRLW

"发现
>MY-

细胞的增殖)迁移和侵袭能力明

显被
FR@?+0!2

表达的升高所抑制(这表明
FR@?+0!2

起到了抑制肝癌发展的作用(

为了更进一步的探讨
FR@?+0!2

在肝癌发展过程

中的作用"笔者用生物信息学方法预测了
FR@?+0!2

的下游靶点为
a@6;

"

@'?A$@

和
HOWNOXU\QCN

两种

试验结果都表明过表达
FR@?+0!2

后降低了
a@6;

F@B6

和蛋白水平的表达(

综上所述"本研究证明
FR@?+0!2

在肝癌中的表

达水平有明显的降低"进而发挥抑制肝癌细胞增殖)

迁移和侵袭的作用"而这一作用可能是由
FR@?+0!2

直接靶向
a@6;

引起的(
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