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!

要!目的
!

探讨
40O<+0(

在肝癌细胞中的表达及意义&进一步阐明肝细胞癌发生发展过程中的分

子机制(方法
!

选择肝癌细胞
><

F

5(

)

:778%%(!

和人胚胎肝细胞
Y"(

细胞株&应用
?<'B<E(G-0B

法

检测
40O<+0(

在不同细胞中的表达#应用基因沉默方法抑制
40O<+0(

在肝癌细胞中的表达&应用流式

细胞仪观察肝癌细胞的凋亡情况(结果
!

40O<+0(

在肝癌细胞
><

F

5(

)

:778%%(!

中的表达明显高于

人胚胎肝细胞
Y"(

#

'&6I@

抑制
40O<+0(

的表达后&肝癌细胞凋亡明显增加(结论
!

原癌基因
40O<)

+0(

在肝癌细胞中表达明显增高&

40O<+0(

可能在肝癌的发生)发展过程中起重要作用(

关键词!

40O<+0(

基因#肝细胞癌#基因沉默

中图分类号!

6%#"$(#!,$#

#

6%#'$%

!!

文献标识码!
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!!

文章编号!

!""")&'%&
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"()"!#%)"#

!

!

引言

近来研究*

!))

+表明&

40O<+0(

基因作为
4"Q

家

族转录抑制因子的一员&可能位于多种癌基因的上

游&在某些癌基因引起细胞恶性转化的过程中起关

键作用&但它在肿瘤发生发展中的详细作用机制及

在肝癌中作用和意义尚不清楚(因此&我们从细胞

学水平研究分析
40O<+0(

基因在肝癌细胞中的表

达及其对肝癌细胞凋亡的影响&探讨
40O<+0(

基因

在肝癌细胞中的表达及意义(

"

!

材料与方法
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细胞培养

人肝癌细胞株
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F
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)
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)人胚胎肝

细胞株
Y"(

购自中国科学院上海生物所细胞库(

细胞培养在
647#!*)"

培养液中&常规加入
!"N

胎牛血清$

LK:

%&在
'N8"

(

培养箱中
#%Z

培养(

!$(

!

核蛋白提取及
?<'B<E(G-0B

检测

I*)4*6

(

I23-<,E,(C8

D
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F

-,'+&3*RBE,3B&0(

Q&B

$

4#*68*

%参照说明书进行操作(

?<'B<E(G-0B

采用化学发光法$

4#*68*K&B<3(0-0

/D

%和放射自显

影进行检测(

!$#

!
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的
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干扰
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小 分 子 干 扰 核 糖 核 酸 $
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购自上海生

工%转染入肝癌细胞
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中(首先

将处于对数生长期的细胞以
#$"-!"

*个"孔铺于
*

孔板中&待到细胞融合至
&"N

"

$"N

时进行转染(

转染时取
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的
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F

0;<3B,+&(<("""

与
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$
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分别加入到
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的
"4A#)7*7

中&混匀后

室温孵育
#"+&(

&再将混合液加入每个孔中&

#%Z

)

'N 8"

(

孵育
)1

后换用含有
!"N

胎牛血清的培养

液培养(转染后
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提取细胞中总蛋白&

?<'B<E(

G-0B

检测
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蛋白的表达(
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流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期的细胞以
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'个"孔接种
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孔

板&待细胞融合达到
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时&胰酶消化收集

细胞(进行细胞凋亡检测时&
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混匀后避光保存
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&立即上机检测(
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统计学方法

用
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进行数据处理&采用均数
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误表示&同一组变量比较采用单因素方差分析
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和
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中的表达

?<'B<E(G-0B

显示肝癌细胞中
40O<+0(

蛋白

表达明显高于胚胎肝细胞
Y"(

&两者比较差异有统

计学意义$
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抑制
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后肝癌细胞的凋亡

状况

($($!

!

?<'B<E(G-0B

检测结果
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?<'B<E(G-0B

显

示转染
)&1

后
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和
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细胞中
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+0(

蛋白的表达明显下调$
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细胞凋亡的影响
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转染
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5(

)

:778%%(!

细胞后
)&1

通过流式细胞仪检测及软件分析显示&

'&6I@

转染组细胞凋亡率显著增加&分别为$

#$$*'

/#$%'

%

N

和$

##$(!/#$**

%
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细胞的凋亡率*$
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统计学意义$
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%&见图
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+基因即
4"Q

红系髓性致癌因子
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图
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性转录抑制物&通过
@6L)

F

'#

路径对肿瘤的发生发

展进行调解(

40O<+0(

不仅与胚胎的发育和细胞

的分化有关&而且通过作用于一些抑癌基因和原癌

基因而发挥作用*

')!(

+

(

7,<C,

等*

!

+研究发现原癌基因
F

0O<+0(

通过

特异抑制
4!)

@6L转录来调控细胞周期)诱导肿瘤发

生&但同时认为
F

0O<+0(

可能还通过作用于其他目

的基因而阻遏肿瘤细胞凋亡(

综上所述&我们推测原癌基因
F

0O<+0(

与肝癌

的发生发展有一定的相关性&为此我们设计了这一

研究(

首先&我们检测了肝癌细胞和正常肝脏胚胎细

胞中原癌基因
F

0O<+0(

&结果显示在肝癌细胞系

$

><

F

5(

)

:778%%(!

%中高表达&明显高于人胚胎

肝细胞$

Y"(

%中的表达(为了进一步揭示
F

0O<+0(

在肝癌中的调控作用&我们应用基因沉默的方法下

调
F

0O<+0(

的表达&结果发现下调
F

0O<+0(

的表

达可明显抑制肿瘤细胞的生长&肝癌细胞凋亡明显

增加(

在本研究中我们借鉴了近几年来出现的有关

6I@

干扰$

6I@&(B<E;<E<(3<

&

6I@&

%的技术在实

验中获得了成功&为我们下一步的研究奠定了

基础(

综合本研究结果提示在肝癌信号网络调控

中
F

0O<+0(

基因与肝癌的形成密切相关&干扰

F

0O<+0(

的表达后可以阻止细胞周期进展&抑制

肿瘤细胞增殖&促进细胞的凋亡(有助于我们进

一步阐明肝细胞癌发生发展过程中的分子机制(
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