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"摘要#
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目的
!

探讨波形蛋白"

aGE

#在不同肝癌细胞系中的差异表达及其对肝癌细胞增殖&侵袭及迁移

能力的影响$方法
!

体外培养两种不同转移潜能肝癌细胞系"
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J7+37K,L:"3

检测

aGE

在人肝癌细胞系
EA@@(-.A
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EA@@(-.F

细胞中的表达水平$应用
+#<ZH

干扰技术沉默
aGE

基因的

表达!通过
@@_./

&

IK9,+U7::

&细胞划痕实验!观察下调
aGE

后对肝癌细胞增殖&侵袭&迁移能力的影响$

结果
!

J7+37K,L:"3

检测
aGE

在
EA@@(-.A

细胞中表达水平明显高于
EA@@(-.F

细胞"
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及实时荧光定量
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#检测显示在肝癌细胞系
EA@@(-.A

和

EA@@(-.F

中!

aGE.+#<ZH

转染组
aGE

的表达水平明显抑制"
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$
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#$与阴性组和空白组比较!

aGE.+#<.

ZH

转染的实验组细胞的增殖&侵袭&迁移能力明显降低"

!

$

%&%;

#$结论
!

抑制
aGE

基因的表达可明显降低

肝癌细胞的增殖和体外侵袭转移能力$
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我国是全球肝癌的高发地区%其发病率和病死率

均处于世界较高水平%预计未来的中国和世界肝癌发

病人数和病死人数将逐渐增加&

$
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(虽然目前的外科

技术有着突飞猛进的发展%肿瘤的介入治疗*放射治

疗*靶向治疗*免疫治疗及生物治疗等在不断崛起(

但是肝癌的治疗效果及预后仍不理想%术后肿瘤早期
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复发和转移是影响患者预后的主要原因&

1

'

(由于肝

癌发病隐匿%早期诊断困难%大多数患者发现时因出

现转移而失去根治性治疗的机会(因此%进一步阐明

肝癌侵袭*转移相关作用机制将具有重要临床意义(

波形蛋白#

Q#87,3#,

%

aGE

$是一种丰富并高度保守的

,

型中间纤维蛋白之一%近年的研究显示
aGE

在不

同的生理及病理状态下显现出复杂的生物学功能%与

肿瘤的侵袭转移能力关系密切&
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(本课题组在前期

的试验中证实波形蛋白的高表达与肝癌的恶性程度

及预后相关(本研究希望通过
+#<ZH

干扰技术%探

讨
aGE

与肝癌侵袭转移的关系%希望为治疗原发性

肝癌提供理论基础及生物干预靶点(
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材料与方法
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人肝癌细胞
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EA@@(-.F

购

于上海中乔新舟生物公司#来源
HI@@

$%胎牛血清

#
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$*胰酶消化液#

DOIH

$购自美国
B#L6"

公司(

高效
<G?H

细胞裂解液购自索莱宝%

IK#X":

试剂盒购

自上海拜力生物科技有限公司%

aGE

抗体*辣根过氧

化物酶#

A<?

$标记山羊抗兔
G

R
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#

AMF

$*化学发光

#

D@F

$试剂盒购自沈阳万类生物科技有限公司(
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#
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公司(

C9+3=39K3>,#67K+9:=\]<BK77,

E9+37K

#
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$购自日本
I959K9]#"

公司%

6OZH

反转

录*

6OZH

合成#反转录$试剂盒购自美国赛默飞世尔

科技#中国$有限公司(

aGE

引物由上海生工设计合

成(

@@_./

细胞增殖检测试剂盒购自上海东仁化学

科技有限公司(

E93K#

R

7:

基底胶购自北京索莱宝生

物科技有限公司(

B&C
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方法

B&C&B
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细胞培养
!

培养所需培养基按
(%N

达尔伯克

改良伊格尔培养基#

OEDE

$

M$%N C]=M$N

双抗配

制%细胞培养条件为
'-`

*

;N@P

1

(根据细胞生长情

况%

$

"

'!

更换培养基(待细胞生长至
/;N

以上即可

进行传代(

B&C&C

!

瞬时转染
!

实验分
'

组%实验组!转染特异性

aGE.+#<ZH

干扰)阴性对照组!转染非特异性
@",.

3K":+#<ZH.H

)空白对照组!未加任何转染(所需

aGE.+#<ZH

由美国
=9,39@KVX

公司设计并合成%筛

选出一条具有干扰效果的
aGE.+#<ZH

片段%其上游

序列!

;i.H>BBHHBHBHH@>>>B@@B.'i

%下

游序列!

;i.@BB@HH HB> >@>@>>@@H >.'i

(

按照
+#<ZH IK9,+S763#",<79

R

7,3

试剂说明书进行

操作(

B&C&D

!

J7+37K,L:"3

!

提取细胞总蛋白%二喹啉甲酸

#

]@H

$法测蛋白水平%取样品量与十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

=O=.?HBD

$蛋白上样缓冲液

;̂

按照
0h$

的比例加入
$&;8FD??

管混匀(置于

$%%`

沸水加热
;8#,

%以充分变性蛋白(按每孔
0%

#

R

总蛋白上样%经
$%N=O=.?HBD

转膜*封闭%孵化

一抗*二抗*

D@F

发光%最后用
Ĥ .

$

型
^

射线摄影

暗匣曝光(图片存于电脑%使用
G89

R

7d

软件处理%对

结果进行灰度值分析%

&

.963#,

作为内参对照%进行半

定量分析(

B&C&E

!

实时荧光定量
?@<

#

g

?@<

$

!

提取细胞总

<ZH

并进行
<ZH

水平测定%按
6OZH

反转录试剂盒

操作说明进行反转录
6OZH

合成(以
&

.963#,

为内

参%根据
C9+3=39K3>,#67K+9:=\]<BK77,E9+37K

操

作说明进行
?@<

反应%反应条件为!

(; `

预变性

$%8#,

变性
$

个循环%

(;`

变性
$;+

%

;;`

退火
'%+

%

-1`

延伸
$8#,

%共
0%

个循环%

-1 `

再延伸
;8#,

$

个循环%

0`

保存(通过检测样本
@I

值进行统计%

采用
1

.

##

@I法计算出目的基因
8<ZH

的相对表达水

平(

aGE

上游引物!

;i.HBI@@H@IB HBI H@@

BBHBH@.'i

%下游引物!

;i.BBB IBI @BH BBB

HHHHHIHBB.'i

%

&

.H63#,

上游引物!

;i.@@IBB@

H@@@HB @H@ HHI.'i

%下游引物!

;i.BBB @@B

BH@I@BI@HIH@.'i

(

B&C&F

!
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细胞增殖实验
!

细胞以
'[$%

' 个"孔

接种于
()

孔板中%各组设置
0

个时间点%

%

*

10

*

0/

*

-12

(在
0

个不同时间点各组加入总体积
$%N

的

@@_./

试剂%

'2

后酶标仪在下
0;%,8

波长测定光密

度#

/5

$值%将各测试孔
/5

值减去本底
/5

值#空白

组对照%即只加培养基未接种细胞$%按公式计算细胞

存活率%存活率
Nb

#实验组
Y

空白组$"#对照组
Y

空

白组$

[$%%N

%并绘制细胞生长曲线(

B&C&G

!

IK9,+U7::

侵袭实验
!

细胞转染
102

后%经

胰酶消化%用含
$N

牛血清清蛋白#

]=H

$的
OEDE

培

养基配成单细胞悬液%将细胞密度调整为
;[$%

; 个"

8F

(混匀按每孔加入
E93K#

R

7:;%

#

F

铺胶于
IK9,.

+U7::

膜小室%置于
'-`'%8#,

(取制备的细胞悬液

$[$%

; 个"
8F

#配成
1%%

#

F

$加入
IK9,+U7::

小室上

室%下室加入含
1%NC]=

的
OEDE

培养基
;%%

#

F

%

置于
'-`

培养箱常规培养
102

(经磷酸盐缓冲液

#

?]=

$适当清洗%多聚甲醛固定
'% 8#,

%风干(用

%&$N

结晶紫染色
$;8#,

(

?]=

清洗%于显微镜下选

取
;

个视野直接镜下拍照观察穿膜细胞数%取平均值(

B&C&I

!

细胞划痕试验
!

将各组细胞按
$[$%

) 个"孔

接种到
)

孔板内%培养
102

(用高压消毒后
$%%

#

F

枪头垂直均匀在培养板中划线(再
?]=

清洗划下脱

落的细胞
'

次%每孔加入
18F

无血清培养液%置于

'-`

*

;N@P

1

的培养箱继续培养%分别于
%

*

10

*

0/2

对细胞进行观察并拍照%划痕修复率
b

#

%2

划痕距

离
Y102

或
0/2

划痕距离$"

%2

划痕距离
[$%%N

(

B&C&J

!

荧光显微镜观察转染情况
!

荧光对照组

0$(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期
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V

R

937

$
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'分别转

染
EA@@(-.A

细胞和
EA@@(-.F

细胞
)2

后%于荧

光显微镜下观察转染情况(

B&D

!

统计学处理
!

采用
=?==10&%

统计软件进行分

析%计量数据以
Ec4

表示%组内比较采用配对样本检

验%组间比较采用独立样本
9

检验%以
!

$

%&%;

为差异

具有统计学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

J7+37K,L:"3

检测
aGE

在不同转移潜能肝癌细

胞中的表达
!

aGE

在
EA@@(-.A

细胞中表达水平

#

$&1%c%&''

$明显高于
EA@@(-.F

细胞表达水平

#

%&('c%&1(

$%两种细胞
aGE

表达水平比较差异有统

计学意义#

!

$

%&%;

$(两种细胞
aGE

表达%见图
$

(

!!

$

!

EA@@(-.A

)

1

!

EA@@(-.F

图
$

!!

J7+37K,]:"3

检测不同肝癌细胞
aGE

的表达

C&C

!

EA@@(-.A

和
EA@@(-.@
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我国是乙型病毒性肝炎#简称乙肝$大国%全球估

计有
;-N

的肝硬化和
-/N

的肝细胞肝癌病例与乙肝

或丙型病毒性肝炎#简称丙肝$病毒感染相关&
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(尽

管原发性肝癌的诊断和治疗已经取得了进展%但其预

后仍然不尽人意(肝癌复发及转移仍是影响患者预

后的主要原因(进一步弄清楚肝癌的发生*发展机制

及侵袭转移相关作用机制具有重要临床意义(

在临床上%肿瘤的早期诊断及预测预后对其治疗

至关重要(本课题组前期研究发现%
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在原发性肝

癌组织中异常表达%癌组织中
aGE

表达远大于癌旁

近*远组织#距癌组织
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$%其高表达与

肝癌的
IZE

分期*病理分化*癌结节数量及转移情

况密切相关&
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%本研究认为
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的高表达对肝癌具

有一定的促进作用%

aGE

可以视为一种潜在的肿瘤标

志物&
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(关于这一点%在其他研究中也得到验证(

有学者利用强效抗体
a(

抗原表位的精确测定
aGE

%

在恶性肿瘤中具有高度特异性%作为促进恶性肿瘤的

诊断&
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(通过血清学检测
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%对小肝癌的诊断具有
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的灵敏度和
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的特异度&
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本研究选用两种不同转移潜能的肝癌细胞系%其
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通过蛋白印迹实验提示
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基因在
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和
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细胞中的表达%而

且两种细胞的增殖能力*侵袭能力和迁移能力明显下

降%说明
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的表达在肝癌的侵袭*转移过程中扮有
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这一现象与
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本身的生物学功能密切相关%如调

控细胞的黏附*迁移*细胞凋亡*上皮
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间质转化及血管

生成等(

近年来%有研究显示
aGE

参与细胞黏附及迁移

的调控%可解释在上皮细胞
.

间质转化过程中%细胞运

动性增强*黏附性减弱及细胞形态改变%进而导致肿

瘤侵袭能力的增强&
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(此外%
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具有促进血管生

成作用和介导内皮细胞收缩力的调节&
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%同时也可

参与调节血管生成的平衡&
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(而部分信号分子是可

以通过调节
aGE

来促进肝细胞癌中的细胞增殖和侵

袭%如长的非编码
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%说明
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可以作

为部分信号通路的信号分子参与肿瘤的发展过程(

有学者认为%

aGE

可能是通过鸟嘌呤核苷酸交换因子
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介导的
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激活%促进黏着斑激酶
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$的稳定%使癌细胞更具运动性和侵袭性&
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本研究结果表明%

aGE

与肝癌侵袭转移的关系(

aGE

的高表达与肝癌恶性程度及预后呈正相关%具有

一定的临床指导意义(进一步阐明
aGE

与肝癌相关

信号的作用机制%对于研究肿瘤的发生*发展及研发

阻断肿瘤侵袭转移的靶向药物具有重要意义(
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感受态细菌'进

而与其内部的
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P
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骨架质粒进行同源重组&

该方法明显提高了同源重组的成功率'缩短了实验周

期'得到广泛应用)
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目前尚鲜见应用腺病毒载体系统构建携带

-!(.%/

基因重组腺病毒相关报道&本研究发现'应

用
!2)I:

P

3&

缺陷性腺病毒载体系统'能够成功构建

重组腺病毒
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'获得的纯化重组腺病毒

!23-!(.%/

经心包注射的方式可以有效感染
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大鼠'
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可以在
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大鼠心(肺(肝(脾(肾及

小肠多器官组织中表达'证实以腺病毒为载体介导的

外源
-!(.%/

基因可在
',*

大鼠体内有效表达'可

为进一步研究人
!

/

3!.

在心力衰竭中的作用及具体

机制'提供高效(高选择特异性的实验工具&
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