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!摘要"

!

目的"探讨
@7:/.L5M%!'3

!

@7L5M%!'3

#在卵巢癌细胞中的表达差异及其对卵巢癌细胞增殖和侵袭能力的影响'

方法"采用
/169%07@1U=L

技术检测人卵巢癌上皮细胞系
+aJ[%C

及正常人卵巢上皮细胞系
KJ+?$"

中
@7L5M%!'3

的表达水

平%采用转染技术上调
+aJ[%C

细胞中
@7L5M%!'3

的表达水平%采用
==a%$

法检测
+aJ[%C

细胞增殖能力%采用
E/68DV199

法检测
+aJ[%C

细胞的侵袭能力%采用
\1D01/8

印迹法检测
+aJ[%C

细胞中蛋白表达水平'结果"与
KJ+?$"

细胞相比"人卵

巢癌上皮细胞系
+aJ[%C

细胞
@7L5M%!'3

的表达下降!

#

&

"*"&

#'转染
@7L5M%!'3@7@7:

后
+aJ[%C

细胞中
@7L5M%!'3

的表达水平增加%从第
F

天开始"转染
@7L5M%!'3

的
+aJ[C

细胞增殖能力下降!

#

&

"*"&

#'转染
@7L5M%!'3

减少了通过聚

碳酸酯膜的
+aJ[C

细胞数量"抑制了
+aJ[C

细胞的侵袭能力!

#

&

"*"&

#%转染
@7L5M%!'3@7@7:

后"卵巢癌细胞
+aJ[C

中

抑制凋亡蛋白
:̂9%!

和侵袭相关蛋白
XXU%'

的表达均降低"与阴性对照组相比差异有统计学意义!

#

&

"*"&

#'结论"

@7L5M%

!'3

可通过抑制凋亡相关蛋白
:̂9%!

和侵袭相关蛋白
XXU%'

的表达来抑制卵巢癌细胞的增殖和侵袭'
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@7L5M%!'3

%卵巢癌%细胞增殖%细胞侵袭%调控机制
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卵巢癌已成为目前威胁女性健康的常见恶性

肿瘤之一'卵巢癌早期发病隐匿"缺乏特异性高的

诊断技术"超过
)"Z

的患者在确诊时已处于晚期%

并且其侵袭速度快(复发率高"患者的
&

年生存率低

于
C"Z

+

#

,

'因此"探索特异性强(灵敏度高的诊疗

靶点成为目前亟待解决的热点问题'

X7:/.L5M

!

@7L5M

#是一类具有调控靶基因

转录水平的内源性小分子非编码
L5M

"能通过与靶

基因
@L5M

的
Ct

非翻译区特异性结合"抑制

@L5M

的转录水平"实现对功能基因表达的调控"

从而参与多种肿瘤细胞增殖和侵袭等恶性生物学

行为的调控+

!

,

'研究证实"

@7L5M%!'3

是一种能够

)%#

!

中国临床医学
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发挥抑癌作用的
@7:/.L5M

分子'目前已经在多

种恶性肿瘤中发现
@7L5M%!'3

的表达异常下降"

包括肺癌(乳腺癌(胰腺癌(黑素瘤等多种肿瘤+

C%F

,

'

因此"本研究拟观察
@7L5M%!'3

对人卵巢癌细胞

增殖的调控作用及其分子机制"旨在为卵巢癌的早

期诊断和靶向治疗提供潜在的靶点'

9

!

材料与方法

#*#

!

主要试剂及仪器
!

人卵巢癌上皮细胞系

+aJ[%C

及人正常卵巢上皮细胞系
KJ+?$"

购自美

国
ME==

细胞库%细胞培养试剂!

IX?X

培养基(

胎牛血清(链霉素青霉素(胰蛋白酶#购自美国

P73:.

公司%细胞增殖活性检测试剂盒
=199

=.,8078

B

a70%$

购自日本同仁化学研究所%

?=]

化

学发光试剂和
=̂M

蛋白浓度检测试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司%

@7L5M

提取试剂盒(

@7L5M

反 转 录 和 荧 光 定 量 试 剂 盒(

]7

-

.<1:06@781

EX

!"""

转染试剂盒均购自美国

K8T70/.

B

18

公司%

@7L5M%!'3@7@7:

(

@7@7::.80/.9

@7L5M

由上海吉玛制药技术有限公司合成"

@7L5M%!'3

和
O(

引物由生工生物工程!上海#股

份有限公司设计合成"其他常用生化试剂购自美国

+7

B

@6

公司'

#*!

!

细胞培养
!

人卵巢癌上皮细胞系
+aJ[%C

及

人正常卵巢上皮细胞系
KJ+?$"

复苏后"使用含

#"Z

胎牛血清和
#Z

双抗的
IX?X

培养基进行培

养"恒温细胞培养箱条件为
C)p

(

&Z =J

!

"每天更

换
#

次培养基"细胞融合度
#

$"Z

进行消化(传代和

接种"用于后续研究'

#*C

!

@7L5M%!'3

表达水平的检测
!

采用
/169%07@1

U=L

检测
+aJ[%C

细胞和
KJ+?$"

细胞中
@7L5M%

!'3

表达水平'收集对数生长期
+aJ[%C

细胞和

KJ+?$"

细胞"使用
ELKH.9

试剂提取细胞总
L5M

"

使用反转录试剂进行反转录得到总
:I5M

"使用荧

光定量试剂进行定量"

@7L5M%!'3

表达检测使用

O(

作为内参'

@7L5M%!'3

相对表达按照
!

k

--

=0进

行计算'

#*F

!

细胞转染
!

处于对数生长期的
+aJ[%C

细胞

消化收集"按照
#"

(

&孔的密度接种于六孔板中"经

过
!F>

培养后"使用
]7

-

.<1:06@781

EX

!"""

转染试

剂按照试剂盒操作方案将
@7L5M%!'3@7@7:

和

@7@7::.80/.9@7L5M

分别转染到
+aJ[%C

细胞中'

将细胞分为空白组!

9̂68Y

#(阴性对照组!

51

B

607T1

:.80/.9

#及
@7L5M%!'3

转染组!

@7L5M%!'3

#'

#*&

!

细胞增殖能力检测
!

采用
==a%$

试剂检测

+aJ[%C

细胞增殖能力"收集对数生长期的细胞"按

照
#"

F

&孔的密度接种于
'(

孔板"细胞分组同上述
C

组"实验操作按照
==a%$

试剂盒进行"采用全自动酶

标仪检测光密度!

4

F'"

#值"计算各组细胞增殖能力'

#*(

!

细胞侵袭能力检测
!

采用
E/68DV199

法检测

@7L5M%!'3

转染对
+aJ[%C

细胞侵袭能力的影

响'使用浓度为
#@

B

&

@]

的
X60/7

B

19

胶体提前将

E/68DV199

培养板的上室进行包被"下室加入

IX?X

培养基"正常培养
!F>

后取出"放置于显微

镜下随机选取视野进行计数'

#*)

!

细胞蛋白表达水平检测
!

采用
\1D01/8

印迹

法检测细胞中蛋白的表达水平'细胞分组同上"使

用
LKUM

细胞裂解液裂解细胞得到总蛋白"使用

=̂M

法进行蛋白浓度定量"使用
+I+%UMP?

进行

蛋白电泳"使用
U[I;

膜进行电转"经
Fp

封闭过

夜"次日使用相应二抗孵育后通过
?=]

试剂进行化

学发光"定量检测目标蛋白表达水平'

#*$

!

统计学处理
!

采用
+U++#'*"

软件分析"计

量资料以
'

%e"

形式表示"多组间比较采用单因素方

差分析"检验水准!

"

#为
"*"&

'

:

!

结
!

果

!*#

!

@7L5M%!'3

在不同细胞中的表达差异
!

结果

!图
#

#显示$人卵巢癌上皮细胞系
+aJ[%C

细胞中

@7L5M%!'3

的表达显著下降"与人正常卵巢上皮细

胞系
KJ+?$"

细胞差异有统计学意义!

#

&

"*"#

#'

图
9

!

不同细胞中
4-F<63:T2

的相对表达水平

""

#

&

$*$!

与
KJ+?%$

细胞相比%

$*#

"

'

%-"

!*!

!

@7L5M%!'3@7@7:

转染对
+aJ[C

细胞增殖

能力的影响
!

结果!图
!

#表明$

+aJ[C

细胞转染

@7L5M%!'3@7@7:

后"细胞中
@7L5M%!'3

的表达

上调"与阴性对照组差异有统计学意义!

#

&

"*"#

#'

==a%$

法检测结果!图
C

#显示$转染
@7L5M%!'3

组

+aJ[C

细胞从第
F

天开始增殖能力下降"明显低

于阴性对照组细胞!

#

&

"*"&

#'而空白组及阴性对

照组差异无统计学意义"证实
@7L5M%!'3

表达能

够抑制
+aJ[C

细胞增殖'

%%#
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图
:

!

各组细胞中
4-F<63:T2

的表达水平

""

#

&

$*$!

与阴性对照组相比%

$*#

"

'

%-"

图
;

!

各组细胞增殖能力的对比

"

#

&

$*$'

与阴性对照组相比%

$*#

"

'

%-"

!*C

!

@7L5M%!'3

转染对
+aJ[C

细胞侵袭能力的

影响
!

结果!图
F

#显示$转染
@7L5M%!'3

显著减少

了通过聚碳酸酯膜的
+aJ[C

细胞数量"抑制了

+aJ[C

细胞的侵袭能力"与阴性对照组相比差异

有统计学意义!

#

&

"*"#

#"而空白组及阴性对照组

相比差异无统计学意义'

!*F

!

@7L5M%!'3

转染对凋亡相关蛋白
:̂9%!

和侵袭

相关蛋白
XXU%'

表达的影响
!

结果!图
&

#显示$转

染
@7L5M%!'3@7@7:

后"卵巢癌细胞
+aJ[C

中抑制

凋亡蛋白
:̂9%!

和侵袭相关蛋白
XXU%'

的表达均下

调"与阴性对照组相比差异有统计学意义!

#

&

"*"&

#%

空白组及阴性对照组差异均无统计学意义'

图
?

!

各组细胞侵袭能力的对比

M

$镜下所见!

J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

.!$$

#%

^

$组间定量对比
*

""

#

&

$*$!

与阴性对照组相比%

$*#

"

'

%-"

图
L

!

各组细胞中
>+13:

和
EE!3T

蛋白表达水平的对比

""

#

&

$*$!

与阴性对照组相比%

$*#

"

'

%-"

;

!

讨
!

论

恶性肿瘤的发生涉及人体多种原癌基因和抑

癌基因的表达失衡'与其他恶性肿瘤一样"卵巢癌

的发生发展是多因素影响下的多基因(多步骤的恶

性增殖的动态过程"其中
@7L5M

所调控的基因表

达机制在卵巢癌的发生发展中发挥了重要作用'

@7L5M%!'

是在
!""C

年由
I.D071

等+

&

,在人神经元

中发现"其编码序列位于人体染色体的
#

W

C!*!

$

!")$"#$&!%!")$"#'C'

位点'

@7L5M%!'

家族成员

主要包括
@7L5M%!'6

(

@7L5M%!'3

和
@7L5M%!':

"

其中
@7L5M%!'3

主要定位于细胞核中"能够与多

种目标靶基因的
@L5M

发生特异性结合"从而在调

控目标基因的表达水平+

&

,

'

\68

B

等+

(

,研究证实"

人乳腺癌组织中
@7L5M%!'3

的表达异常增加%以

人乳腺癌细胞
XIM%X̂%!C#

为模型"发现抑制

@7L5M%!'3

的表达后能够促进抑癌蛋白
UE?5

的

表达"从而抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭能力'而

在人前列腺癌细胞
U=C

和
]5=6U

中"

@7L5M%!'3

的表达下降%通过慢病毒转染增强前列腺癌细胞中

@7L5M%!'3

的表达水平"能够显著抑制前列腺癌细

胞的侵袭能力"其作用可能与
?%:62>1/78

相关信号

+%#
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通路有关+

)

,

'在原发性肝癌中"血清
@7L5M%!'3

的表达下降程度与患者的疾病进展和预后显著相

关"证实
@7L5M%!'3

在原发性肝癌中发挥抑癌作

用+

$

,

'本研究中"人卵巢癌上皮细胞系
+aJ[%C

细

胞中
@7L5M%!'3

的表达下降%与
KJ+?$"

细胞相

比"转染
@7L5M%!'3@7@7:

后"

+aJ[%C

细胞中

@7L5M%!'3

的表达水平增加"

+aJ[C

细胞增殖能

力从第
F

天开始下降"同时
+aJ[C

细胞的侵袭能

力下降"初步证实了
@7L5M%!'3

在卵巢癌中发挥

了抑癌基因的作用'

^

淋巴细胞瘤
%!

!

%̂:1999

4

@

-

>.@6%!

"

:̂9%!

#是

重要的细胞凋亡蛋白之一'研究认为"

:̂9%!

能够显

著抑制由多种细胞毒因素!如化疗#所引起的凋亡

机制"同时能够增强肿瘤细胞对
I5M

损伤因子的

抗性"可作为原发性上皮性卵巢癌的耐药性和预后

判断的预测因子+

'

,

'本研究发现"转染
@7L5M%!'3

@7@7:

后"卵巢癌细胞
+aJ[C

中抑制凋亡蛋白
:̂9%

!

的表达降低"与阴性对照组相比差异有统计学意

义 !

#

&

"*"&

#'基 质 金 属 蛋 白 酶
%'

!

@60/7A

@10699.

-

/.0178%'

"

XXU%'

#能够降解细胞外基质的

锌离子依赖型内肽酶"与多种恶性肿瘤的侵袭性密

切相关+

#"

,

'已有研究发现"

XXU%'

在卵巢癌组织

中高表达"且其表达水平与卵巢癌患者的生存期负

相关+

##

,

'而
R.,

等+

#!

,的研究显示"

XXU%'

调控卵

巢癌细胞的侵袭能力是与
K]%(

的介导作用密切相

关'转 染
@7L5M%!'3 @7@7:

后"卵 巢 癌 细 胞

+aJ[C

中侵袭相关蛋白
XXU%'

的表达降低"与阴

性对照组相比差异有统计学意义!

#

&

"*"&

#'

综上所述"本研究发现"

@7L5M%!'3

能够抑制

卵巢癌细胞的增殖和侵袭能力"具有作为卵巢癌早

期诊断和靶向治疗的分子靶点的潜在价值"其作用

可能通过抑制凋亡相关蛋白
:̂9%!

和侵袭相关蛋白

XXU%'

的表达来实现'
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