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4)N=#:#+=&1通过 K-OP>抑制骨肉瘤细胞 K-B

增殖和迁移
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&

!摘要" 目的!研究
4)N=$:$+=&1

对
K-B

骨肉瘤细胞增殖"周期和迁移的影响及其机制# 方法!采用实时定量

S'N

检测
(?-P$7$T

成骨细胞和
K-B

"

U!-B

"

VM;%

骨肉瘤细胞系中
4)N=$:$+=&1

及
K-OP>

的表达情况 $ 利用

W)10EDC/+4)*D !RRR

将
4)N=$:$+=&1 4)4)CG

和
4)N=$:$+=&1 )*()X)/0.

分别转染至人骨肉瘤
K-B

细胞中%分别为过表达

组和抑制剂组&'并设置
4)N

阴性对照组(

''Y=:

法检测各组细胞的增殖能力变化'流式细胞术检测各组细胞的细胞

周期变化'划痕愈合实验以及
2.+*GZD99

迁移实验检测各组细胞的迁移能力变化$

2+.AD/GC+*

网站预测
4)N=$:$+=&1

的

靶向基因'并通过双荧光素酶报告基因系统及
[DG/D.* X90/

验证靶向关系$ 结果!与成骨细胞
(?-P$7$T

相比'

4)N=

$:$+=&1

在骨肉瘤细胞
K-B

"

U!-B

和
VM;%

中低表达%

!\R7R&

&'而
K-OP>

在骨肉瘤中高表达%

!\R7R&

&$ 与阴性对照

组相比'过表达
4)N=$:$+=&1

抑制骨肉瘤
K-B

细胞的增殖和迁移能力'并且处于细胞周期
B

期的细胞减少%

!\R7R&

&$

敲低
4)N=$:$+=&1

促进骨肉瘤
K-B

细胞的增殖和迁移能力'并且处于
B

期细胞增加%

!\R7R&

&$ 生物信息学预测及双

荧光素酶报告基因系统验证
K-OP>

为
4)N=$:$+=&1

的下游靶基因%

!\R7R&

&$

[DG/D.* X90/

显示'过表达
4)N=$:$+=&1

的
K-B

细胞中'

K-OP>

蛋白表达低于阳性对照组%

!\R7R&

&'而敲低
4)N=$:$+=&1

的
K-B

细胞中
K-OP>

蛋白表达高

于对照组%

!\R7R&

&$ 结论!

4)N=$:$+=&1

在骨肉瘤细胞中低表达'过表达
4)N=$:$+=&1

能够抑制骨肉瘤细胞
K-B

增

殖"周期和迁移能力'该作用可能通过靶向
K-OP>

发挥作用$

!关键词" 骨肉瘤( 细胞增殖( 细胞周期( 细胞迁移
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4)N=$:$+=&1 Z+G 90Z DI1.DGGD@ )* 0G/D0G+.C04+ CD99G

K-B

'

U!-B

'

+*@ VM;%

%
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&'

Z()9D K-OP> Z+G ()A( DI1.DGGD@ )* 0G/D0G+.C04+ CD99G K-B

'
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'

+*@ VM;%

%
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&

7
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%
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&
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&
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%
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'

CD99 C^C9D +*@ 4)A.+/)0* +X)9)/^ 0E 0G/D0G+.C04+ CD99G X^ /+.AD/)*A K-OP>7

IJKL"(%$ -G/D0G+.C04+

$
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$
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$
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骨肉瘤!

0:/;0:+.<04+

"

-=

#是一种起源于间充质

组织的恶性肿瘤" 是青少年患者中最常见的原发性

恶性肿瘤 $

$>!

%

&

-=

多发生在长骨干骺端"单病灶居

多$

%

%

&

-=

的临床表现以局部疼痛'肿胀为主"偶有关

节功能障碍& 常见转移部位为肺'骨骼'淋巴结&

-=

的致病因素尚不清楚" 但与基因缺陷累积有关& 目

前" 随着外科手术的进步以及新型放化疗手段的出

现"患者的生活质量和生存时间有所提高"但仍有许

多患者复发或加重"严重影响患者的身心健康 $

?>&

%

&

因此"进一步研究
-=

的发生'发展'转移及复发机制

对
-=

的诊治及预后有着重要意义 &

@)<.0A5B:

!

4)A5B

(是一种非编码
A5B

"能在转录后调节
C"D

以上的基因组"从而影响细胞增殖'黏附'侵袭'凋亡

和转移等细胞功能" 表达模式具有组织和肿瘤类型

特异性"在骨肉瘤的发病机制中发挥着重要的作

用$

C>E

%

& 此外"深入揭示
4)A5B

作用的分子机制有助

于了解骨肉瘤的发病机制" 为骨肉瘤患者的诊治及

预后提供基于
4)A5B

的治疗方法$

F>$"

%

& 本研究发现

了
4)A>$E$+>&1

在骨肉瘤细胞中的异常表达"探讨

了其对骨肉瘤细胞的增殖'周期'迁移的影响"并进

一步确定了其靶基因
G-HI?

"为基于
4)A

治疗骨肉

瘤提供了新的策略&

!

材料与方法

!" !

实验材料

人骨肉瘤细胞株)

G-=

'

J!-=

'

@KC%

("人成骨细

胞株
(L-I$7$F

以及人胚肾细胞
GMN!F%2

均购自中

国科学院上海细胞研究所&

4)A>$E$+>&1

模拟物

!

4)A>$E$+>&1 4)4)<:

('

4)A>$E$+>&1

抑制剂!

4)A>

$E$+ >&1 )*()O)/0.

(以及阴性对照物 !

4)A *;P+/)6;

<0*/.09

"

4)A 5'

(购于锐博生物& 胎牛血清'

@M@

培

养液'

Q@M@

培养液购于
GR<90*;

公司*

2AST09

试剂

及
U)10V;</+4)*;

2@

!"""

购于
S*6)/.0P;*

公司*反转录

W'A

试剂盒及
=XIA K.;;*

试剂购于
50601.0/;)*P

公司*

$D

青霉素' 链霉素双抗'

"7!&D

胰酶'

ASWB

裂

解液'

I'B

蛋白定量检测盒'

W8QL

膜'

QBI

显色液

购于武汉赛维尔生物科技有限公司 *

G-HI?

和

KBWQG

一抗购自
BO<+4

公司* 二抗购自碧云天生

物技术有限公司*

''N>E

试剂盒购自南京晶恩生物

科技有限公司* 细胞周期试剂盒和双荧光素酶基因

报告实验检测试剂盒购于南京凯基生物科技发展有

限公司 *

2.+*:Y;99

小室及不同规格培养皿购于

'0.*)*P

公司*

Q)VV>Z3)<[

试剂盒购自
S@MI

公司&

!" #

方法

!" #" !

细胞培养和细胞转染 将冻存的人骨肉瘤

J!-=

'

G-=

'

@KC%

细胞和正常成骨细胞
(L-I$7$F

复苏后分别培养于含
$"D

胎牛血清和
$D

青链霉素

双抗的
@M@

细胞培养基中 "

!F%2

细胞培养于含

$"D

胎牛血清和
$D

青链霉素双抗的
@M@

细胞培养

基中" 所有细胞置于
%\ ]

和
&D

浓度的
'-

!

培养箱

中培养& 当细胞密度长至
\^D

以后使用
^7!&D

含

MQ2B

的胰酶消化传代& 待培养细胞汇合度达到

E^D

左右时进行转染"分别设
4)A>$E$+>&1

对照组"

4)A>$E$+>&1

抑制剂组和
4)A>$E$+>&1

过表达组&

参照
U)10V;</+4)*;

2@

!^^^

转染试剂说明书" 分别用

@M@

培养基稀释无义
4)A

'

4)A>$E$+>&1 )*()O)/0.

和
4)A>$E$+>&1 4)4)<:

"同时使用
@M@

稀释
U)10_

V;</+4)*;

2@

!^^^

各自孵育
& 4)*

后将两组轻柔混匀

配制转染混合物"室温静置
!^ 4)*

后将其加入培养

板内& 培养
C (

后更换为含血清的培养基"继续培养

用于后续实验&

!" #" #

总
A5B

提取及
ZA2>W'A

检测 转染后
?E (

使

用
2AST09

试剂提取
G-=

'

J!-=

'

@KC%

及
(L-I$7$F

细胞中总
A5B

并用
5+*0>`.01

进行浓度测定& 按照

逆转录试剂盒说明逆转录为
<Q5B

& 依次加入
A;+9>

/)4; W'A

体系+

=XIA 1.;4)a Ma2+Z 2@!

)

!b

(

$" "9c

L>1.)4;. # "9cA>1.)4;. # "9c <Q5B

)

#^^ *P d"9

(

$ "9c

`` G

!

- \ "9

"设置反应程序为
F& ] %^ :

"然后
F& ]

& :

'

C^ ] %^ :

'

\! ] %^ :

进行
?^

个循环反应"

!

>!!'/

法统计各组
4)A>$E$+>&1

和
G-HI?

的相对表达

量"完成后进行溶解曲线绘制& 引物序列如下+

4)A>

$E$+>&1

" 正向
'KBB'B22'BB'K'2K2'K

" 反向

BK2K'BKKK2''KBKK2B22

"逆转录
K2'K2B2''

BK2K'BKKK2''KBKK2B22'K'B'2KKB2B'KB'

B'2'B'

*

JC

"正向
2K'KKK2K'2'K'22'KK'BK'

"

反向
''BK2K'BKKK2''KBKK2

" 逆转录
'K'22'

B'KBB222K'K2K2'B2

*

G-HI?

"正向
K'BBB KB

K'''K2'K2'2

" 反 向
KBBB22''22'2''BK'2

*

KBWQG

" 正向
K''BBBBKKK2'B2'B2'2'

" 反向

K2BKBKK'BKKKB2KB2K22'

&

!" #" $ ''N>E

法检测细胞增殖 按上述方法转染

接种在
FC

孔板中的
G-=

细胞"每组设置
?

个复孔&

分别在转染后
^

'

!?

'

?E

及
\! (

时" 在每孔中加入

$^ "9 ''N>E

溶液"

%\ ]

孵育
$ (

" 立即在酶标仪上

测定
?&^ *4

波长段各孔光密度
-Q

值"绘制生长曲

线评价不同分组细胞的增殖活力&

!" #" %

流式细胞术检测细胞周期 待接种在
$!

孔

板的
G-=

细胞长至
\^D

时"换无血清培养基饥饿细

胞
!? (

"转染各组
G-=

细胞继续培养& 转染
!? (

后

消化离心并收集细胞"

WI=

清洗离心
!

次"然后用预

冷的
\^D

乙醇固定"

? ]

固定过夜& 离心去乙醇"再

用
WI=

清洗离心
!

次" 每组细胞中加入现配制好的

比例为
$eF

的碘化丙啶和
A5+:;B

混合液
&^^ "9

"室

$^FE

" "
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表
!

不同细胞系中
"#$%!&'(%)*

的表达检测结果!!

!

!"

"

+(,-. /0*1233456 57 "48%.9.(%)* 46 :4772126; <2== =4623

!!

!

!"

"

注#与
(:-;$7$<

比较$

+$

#=$>7>?

$

+!

#=$@7>?

$

+%

#=$!7&&

$

$A"7"&

50/B

#

'041+.BC D)/( (:-;$7$<

$

+$

#=$>7>?

$

+!

#=$"7>?

$

+%

#=$!7&&

$

$A"7"&

细胞系 孔数
4)EF$G$+F&1

(:-;$H#< !> IJKG&L@H>%G

M-N !> $7$$$L"7!"I

+$

O!-N !> !7I?"L"7!I$

+!

PQ?% !> $7G<<L"7$G!

+%

%

值
G%7%$

&

值
A"7""" $

温避光孵育
%" 4)*

$使用流式细胞仪检测%

.> ?> )

细胞划痕愈合实验 按前述方法在
!>

孔板

中培养
M-N

细胞$ 待细胞长至
G"RS<KR

时$ 使用

!KK !9

枪头在孔板正中垂直划出
$

条直线$ 然后用

T;N

冲洗
%

次$使悬浮细胞脱落$然后加入无血清的

PUP

培养液并用显微镜观察划痕并拍照$此时记录

为
K (

%然后转染细胞$在转染后
$G (

及
!> (

在相同

位置观察
M-N

细胞迁移情况$并在显微镜下观察和

拍照% 划痕愈合率公式为#!

K (

划痕宽度
V$G (

划痕

宽度"

W K (

划痕宽度和 !

K (

划痕宽度
V!> (

划痕宽

度"

X " (

划痕宽度$ 其中划痕宽度通过
Y4+ZB ,

软件

计算得到%

.> ?> @ 2.+*[DB99

法检测细胞迁移 将转染
!> (

后

的各组细胞消化后稀释为每毫升
$K

&个$ 然后各取

$KK !9

接种到
2.+*[DB99

上室中$下室加入
IKK !9

含

$KR

血清的培养基% 将
2.+*[DB99

板置于
%I \

&

&R

'-

!

的培养箱种继续培养
!> (

% 培养结束后$使用湿

润的棉签将滤膜上层未穿透的细胞擦掉$

T;N

清洗

!

次$然后用
>R

多聚甲醛室温下固定
!" 4)*

% 使用

迪夫快速染料试剂盒对滤膜进行染色$ 在显微镜下

观察随机观察
&

个视野中细胞数量并计数%

.> ?> A 4)EF$G$+F%1

靶基因预测及双荧光素酶基

因报告实验验证 使用生物信息学数据库
2+.]

ZB/N^+*

在线网站对
4)EV$G$+V&1

的靶基因进行筛

选$预测了其下游靶基因为
M-_;>

$并构建靶基因

野生型和突变型报告基因质粒$ 将靶基因序列通过

酶切位点
N+^Y

和
_(0Y

连接在
14).Z90

载体上 %

M-_;>

野 生 型 序 列 为 #

QQ'2''2''2`Q`'2Q`

```2Q``2Q2Q'2'Q`Q`

%

M-_;>

突变型序列为#

Q`Q'2''2''2`'2Q2Q`````'22`'`Q'2'Q`

%

分别将靶基因野生型载体和突变型载体和
4)EV$G$

4)4)^[

和无义
4)E

共转染至
MUa !<%2

细胞中$继

续培养
>G (

% 然后按试剂盒说明在常温下裂解细胞

!K 4)*

$取
!K !9

细胞裂解样本加入
<?

孔板中$每组

>

个复孔% 每孔先后加入萤火虫荧光素酶及
EB*)99+

荧 光 素 酶 反 应 底 物 $ 并 分 别 在
-b&?K *4

及

-b>?& *4

处读数% 用萤火虫荧光素酶测定得到的

EcO

!

.B9+/)6B 9)Z(/3*)/

"值除以
EB*)99+

荧光素酶测定

得到的
EcO

值% 根据所得比值比较报告基因的激活

程度%

.> ?> & dB[/B.* e90/

检测
M-_;>

蛋白表达
4)EV

#G#+V&1 4)4)^[

&

4)EV#G#+V&1 )*()e)/0.

及无义
4)E

转染
>G (

后$ 收集并裂解细胞提取总蛋白$ 使用

;'`

法测定蛋白浓度% 用
#KRNbNVT`QU

分离等量

的蛋白质$ 再转移到
T8b:

膜上$

&K 49 X c

脱脂牛奶

室温封闭
! (

$

> \

孵一抗
M-_;>

!

#f# KKK

稀释"和

Q`TbM

!

#f# KKK

稀释"过夜% 次日用预冷的
2;N2

洗

膜
%

次$

%I \

二抗孵育
# (

$

2;N2

洗膜
%

次$ 使用增

强的化学发光溶液将蛋白质可视化%

.> B

统计学处理

采用
Q.+1(T+C T.)[4 GJK

软件进行统计分析%所

有试验独立重复
%

次$正态分布的定量资料用均数
L

标准差!!

!

'"

"表示$两组比较采用独立样本
#

检验$

多组间比较采用单因素方差分析$ 组间比较使用

cNbV#

检验$以
&AKJK&

为差异有统计学意义%

?

结果

?> . 4)EV#G#+V&1

在骨肉瘤细胞中高表达

采用
gE2VT'E

检测成骨细胞
(:-;#J#<

和骨肉

瘤
M-N

&

O!-N

&

PQ?%

细胞中
4)EV#G#+V&1

表达情

况$结果显示
4)EV#G#+V&1

在骨肉瘤细胞系中表达

水平低于成骨细胞
(:-;#J#<

$ 差异有统计学意义

!

&AKJK&

"$见表
#

%

?> ? 4)EV#G#+V&1 4)4)^[

和
4)EV#G#+V&1 )*()e)/0.

转染后!过表达组和抑制剂组 "

M-N

细胞中
4)EV

#G#+V&1

的表达情况

使用
gE2VT'E

验证转染效率$ 与对照组相比$

4)EV#G#+V&1 4)4)^[

转染组
4)EV#G#+V&1

表达水

平明显升高!

&AKJK&

"'而
4)EV#G#+V&1 )*()e)/0.

转

染组
4)EV#G#+V&1

表达水平显著下降 !

&AKJK&

"$见

表
!

%

?> B

过表达和敲低
4)EV#G#+V&1

后
M-N

细胞周期

的改变

流式细胞术检测结果显示$与对照组相比$过表

达
4)EV#G#+V&1

细胞中
N

期细胞比例显著下降!

&A

KJK&

$见表
%

和图
#

'而低表达
4)EV#G#+V&1

细胞周

期中
N

期细胞比例显著升高 !

&AKJK&

"$见表
%

和

图
#

% 说明改变
4)EV#G#+V&1

表达后能影响细胞周

#K<<

" "
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组别 孔数
:" ; :# < :! ; =

对照组
!> >!7?@A!7>>& %!7&?AB7%C? !>7%&A!7@C!

抑制剂组
!> >>7>&A!7BCD %&7DDA!7%@@

E$

$?7CBA!7$DD

过表达组
!> >C7$$A!7&&% !?7B@AB7%%C

E!

!>7!CA%7>$&

!

值
!7D!? !$7%& %7%?$

"

值
B7$$D B7BBB@ B7BD@

表
!

转染后各组细胞周期检测结果!!

!

#$

"

F

#

"#$%! &'()*+( ,- +.' /'** /0/*' ,- '#/. 12,)3 #-+'2

+2#4(-'/+5,4

!!

!

#$

"

G

$

注%与对照组比较"

E#

%H!7?#@

"

E!

%H%7#%%

"

"IB7B&

50/J

%

'041+.JE K)/( L0*/.09 M.031

"

E$

%H!7?$@

"

E!

%H%7$%%

"

"I"7"&

表
6

转染后
789

细胞中
:5&;<=<#;>3

的表达检测结果

&!

!

#$

$

"#$?@ AB32'((5,4( ,- :5&;<=<#;>3 54 789 /'**( #-+'2

+2#4(-'/+5,4

&!

!

#$

$

注%与对照组比较"

N$

%H!7&%@

"

N!

%H!C7BC

"

"IB7B&

50/J

%

'041+.JE K)/( L0*/.09 M.031

"

N$

%H!7&%@

"

N!

%H!C7BC

"

"IB7B&

组别 孔数
B ( !> ( >D ( C! (

对照组
!> B7$B!O"7""& "7>&$A"7"$C "7D@?A"7">C $7&%>A"7"!

抑制剂组
!> "7"?DA"7""C "7>@$A"7">% $7"D?A"7"&C

L$

$7@DDA"7$%C

L%

过表达组
!> "7$"$A"7""> "7%DDA"7"&! "7@DCA"7"%?

L!

$7%%"A"7"D%

L>

!

值
"7>!> %7?"> @?7C@ $>7C$

"

值
"7@@C "7"@" I"7"""$ "7""!

表
C

转染后各组细胞增殖能力
8DC>E

值检测结果&!

!

#$

$

"#$%C &'()*+( ,- +.' /'** 32,*5-'2#+5,4 #$5*5+0 8DC>E ,- '#/. 12,)3 #-+'2 +2#4(-'/+5,4

&!

!

#$

$

注%与对照组比较"

L$

%H@7>&>

"

L!

%H&7%>"

"

L%

%H!7%$D

"

L>

%H%7"D?

"

"I"7"&

50/J

%

'041+.JE K)/( L0*/.09 M.031

"

L$

%H@7>&>

"

L!

%H&7%>"

"

L%

%H!7%$D

"

L>

%H%7"D?

"

"I"7"&

组别 孔数
4)PQ#D#+Q&1

对照组
!> B7??>AB7##!

抑制剂组
!> B7@BDAB7B!C

N#

过表达组
!> >7D>DAB7!@C

N!

!

值
&@D7D

"

值
IB7BBB#

期中
<

期细胞比例"进而影响细胞周期'

@% C

过表达和敲低
4)PQ#D#+Q&1

后
R-<

细胞增殖

活力的变化

''SQD

法检测结果显示"在
R-<

细胞中过表达

4)PQ#D#+Q&1

较对照组
>D (

和
C! (

增殖活力明显

下降!

"IB7B&

$"见表
>

' 反之"低表达
4)PQ#D#+Q&1

细胞
>D (

和
C! (

增殖活力升高!

"IB7B&

$"见表
>

'

@% >

过表达和敲低
4)PQ#D#+Q&1

对
R-<

细胞迁移

的影响

划痕愈合实验结果显示"与对照组相比"过表达

4)PQ#D#+Q&1

的
R-<

细胞在培养
#D (

及
!> (

后愈

合率受到抑制"而低表达
4)PQ#D#+Q&1

的细胞在培

养
#D (

及
!> (

后愈合率显著升高!

"IB7B&

$"见图
!

"

表
&

'此外"观察细胞纵向迁移能力的
2.+*TKJ99

迁移

实验结果显示"与对照组相比"过表达
4)PQ#D#+Q&1

的细胞穿过小室膜的数明显减少 " 而敲低
4)PQ

#D#+Q&1

的细胞穿过小室膜的数量增多!

"IB7B&

$"见

表
&

和图
%

' 以上结果表明过表达
4)PQ#D#+Q&1

可

以分别抑制
R-<

细胞的横向和纵向迁移能力'

@% F 4)PQ#D#+Q&1

靶基因预测与验证

利用生物信息学方法"在
2+.MJ/<L+*

软件中"获

图
<

各组流式细胞术检测细胞周期分布
<#G

对照组
<$%

抑制剂组
</%

过表达组

H51%< U90K LV/04J/.V EJ/JL/)0* 0W /(J LJ99 LVL9J E)T/.)N3/)0* <#% L0*/.09 M.031 <$% X*(N)/0. M.031 </% =0*)LT M.031

!"

!# !$

$$""

" "
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!
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图
!

各组划痕愈合实验检测细胞迁移能力
!"

!

!#

!

!$%

细胞培养
" (

对照组!抑制剂

组!过表达组细胞迁移情况
!&

!

!'

!

!(%

细胞培养
$: (

对照组!抑制剂组!过表达组细

胞迁移情况
!)

!

!*

!

!+%

细胞培养
!; (

对照组!抑制剂组!过表达组细胞迁移情况

,+)%! <03*= (>+9)*? +@@+A /0 =>/>.4)*> B>99 4)?.+/)0* !"

!

!#

!

!$% '>99 4)?.+/)0* )* B0*C

/.09 ?.031

!

)*()D).0. ?.031

!

4)4)B@ ?.031 +/ E ( 0F B>99 B39/3.> !&

!

!'

!

!(% '>99 4)?.+/)0* )*

B0*/.09 ?.031

!

)*()D).0. ?.031

!

4)4)B@ ?.031 +/ $: ( 0F B>99 B39/3.> !)

!

!*

!

!+% '>99 4)?.+/)0*

)* B0*/.09 ?.031

!

)*()D).0. ?.031

!

4)4)B@ ?.031 +/ !; ( 0F B>99 B39/3.>

表
-

转染后各组细胞迁移能力检测结果"!

!

!"

#

."#%- /'01230 4( 3*' $'22 5+)6"3+47 "#+2+38 4( '"$* )6419 "(3'6 36"70('$3+47

"!

!

!"

$

注%与对照组比较!

>$

#G!7H;%

!

>!

#G!7I$$

!

>%

#G!7&%&

!

>;

#G;7!IH

!

>&

#GH7$J!

!

>J

#G$$7;$

!

$KL7"&

50/>

%

'041+.>= M)/( B0*/.09 ?.031

!

>$

#G!7H;%

!

>!

#G!7I$$

!

>%

#G!7&%&

!

>;

#G;7!IH

!

>&

#GH7$J!

!

>J

#G

$$7;$

!

$K"7"&

组别 孔数
$: (

迁移率&

N

$

!; (

迁移率&

N

$ 迁移细胞数&个$

对照组
!; "7;$%OEPL:: LPJ%:OLPL;% J!P!O;PJL;

抑制剂组
!; LP&HLOLPLH&

>$

LPI:HOLP$L:

>%

H:PLO:PHI!

>&

过表达组
!; LP!;HOLPLI$

>!

LP%:$OLPL:H

>;

$IPJO%P&I:

>J

%

值
$JPL !%PL !$!PJ

&

值
LPLL$ $ LPLLL % KLPLLL $

得
4)QR$:$+R&1

和预测靶基因
S-TU;

的
%

'

RV2Q

的结合位点"图
;+

$(

WQ2RX'Q

印证了相比于成骨细

胞
(Y-U$P$H

!

S-TU;

基因在骨肉瘤细胞系
S-Z

)

V!-Z

和
[\J%

中显著高表达&

&KLPL&

#!见表
J

!进一

步利用双荧光素酶报告基因实验验证
4)QR$:$+R&1

是否通过靶向
S-TU;

上的特异结合位点发挥作用(

实验结果显示!和
S-TU;

野生型&

<2

#共转染!与

4)QR5'

组相比!

4)QR$:$+R&1 4)4)B@

组
!H%2

细胞

中荧光值显著降低&

&KLPL&

#!见表
I

!

而和
S-TU;

突变型&

[V2

#共转染!与

对照组相比 !

4)QR$:$+R&1 4)4)B@

组

的细胞中荧光值无显著变化&

&]LPL&

#!

见表
I

(

<>@/>.* D90/

实验结果表明!过

表达
4)QR$:$+R&1

能够抑制
S-TU;

蛋白的表达 &

&KLPL&

#! 而敲低
4)QR

$:$+R&1

能增加
S-TU;

蛋白的表达

&

&KLPL&

#!见图
;D

和表
:

(

:

讨论

骨肉瘤是骨与软组织肿瘤中恶性

程度最高的肿瘤之一!侵袭性高!易转

移!预后差!复发率高 *

$$

+

( 尽管近年来

诊治技术不断提高! 骨肉瘤患者预后

有一定改善! 然而
&

年生存率仍然非

常低! 高复发率和转移率仍然是影响

患者预后的主要因素*

&

+

( 因此!进一步

探究骨肉瘤发生)增殖)转移的分子机

制有着重要的意义(

近年的研究逐渐揭示了
4)Q5^

在肿瘤发生发展中发挥着重要的生物

学功能 *

#!

+

(

4)QR#:#+R&1

是当前研究

较多的
4)Q5^

家族成员之一( 有研究

报道
4)QR#:#+R&1

在侵袭性乳腺癌和

结肠癌中下调! 并且通过降低基质金

属蛋白酶
R#;

"

4+/.)_ 4>/+9901.0/>)*+@>

!

[[XR#;

$水平的降低减少癌细胞的迁

移和侵袭*

#%

+

(

`)3

等*

#;

+发现
4)QR#:#+R

&1

通过靶向
[a\!

基因显著抑制胃癌

细胞的增殖)迁移和增长( 此外!也有

研究发现
4)QR#:#+R&1

在肝癌) 肺癌

组织中高表达!并且促进肿瘤进展 *

#&

+

(

本研究表明
4)QR#:#+R&1

在骨肉瘤细

胞系中显著低表达! 抑制骨肉瘤细胞

的增殖和迁移能力! 表明
4)QR#:#+R

&1

在骨肉瘤细胞中发挥的是抑癌作

用! 而它的上游调控基因和下游靶向

基因!还需要进一步研究(

笔者通过生物信息学方法根据
2+.?>/@B+*

软件

预测出
4)QR#:#+R&1

可以与
S-TU;

基因的
%

'

R

V2Q

有结合位点! 以此推测
S-TU;

是骨肉瘤中

4)QR#:#+R&1

发挥作用的靶点(

S-T

基因是个包含

同源结构域的转录因子家族! 在发育过程中决定细

胞特性!调控包括凋亡)受体信号)分化)运动和血管

生成等众多过程!随后在多种癌症中重新表达*

#JR!!

+

(

因此!

S-T

基因表达的改变可能对肿瘤发生和抑制

!"

!# !$

%& %'

%(

%)

%*

!+

L (

#: (

!; (

##L#

" "
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注!与
(:-;$7$<

比较"

=$

!>%7<?@

"

=!

!>?7!!&

"

=%

!>!7A<A

"

"B"7"&

50/C

!

'041+.CD E)/( (:-;$7$<

"

$

!>%7<?"

"

=!

!>?7!!&

"

=%

!>!7A<A

"

"B"7"&

细胞系 孔数
4)FG$H$+G&1

(:-;$I#< !A #JK&?L@I&$?

M-N !A &7!K$LO7A!$

=$

P!-N !A H7!$KL!7A%K

=!

QRK% !A %7?&%L"7%"A

=%

#

值
$H7%!

"

值
"7""" !

图
!

各组
2.+*SEC99

实验检测细胞迁移能力
!"#

对照组
!$#

抑制剂组
!%#

过表达组

&'(#! 2.+*SEC99 +SS+T /0 DC/C.4)*C UC99 4)V.+/)0* !"# '0*/.09 V.031 !$# W*(X)/0. V.031 !%# Q)4)US V.031

表
)

不同细胞系中
*+,-.

基因的表达检测结果#!

!

$%

$

/"$#) 0123455'675 68 *+,-. '7 9'884347: %4;; ;'745

%!

!

$%

&

!"

!#

!$

注!与对照组比较"

V$

/>HJH$%

"

V!

/>&J%!K

"

"BOJO&

50/C

!

'041+.CD E)/( U0*/.09 V.031

"

V$

/>HJH$%

"

V!

/>&J%!K

"

"BOJO&

组别 孔数
M-Y;A

对照组
!A OJA%!LOJO?%

抑制剂组
!A OJ<&<LOJ$O%

V$

过表达组
!A OJ$$%LOJO$?

V!

#

值
$O!JO

"

值
BOJOOO$

图
. 4)FG$H$+G&1

在
M-N

细胞中靶向抑制
M-Y;A

蛋白的表达

."# 4)FG$H$+G&1

与
M-Y;A%

'

GP2F

结合位点
.$# ZCS/C.* X90/

检

测各组细胞
M-Y;A

蛋白表达

&'(#. 4)FG$H$+G&1 )*()X)/S /(C C[1.CSS)0* 0= M-Y;A 1.0/C)* )* M-N

UC99S ."# 4)FG$H$+G&1 U04X)*CD E)/( M-Y;A %\]P2F .$# ZCS/C.*

X90/ DC/CU/S /(C C[1.CSS)0* 0= /(C M-Y;A 1.0/C)*

表
<

转染后
*+,-.

基因荧光值表达检测结果#!

!

$%

&

/"$#< 0123455'67 68 :=4 8;>6345%47%4 ?";>4 68 :=4 *+,-.

(474 "8:43 :3"7584%:'67

#!

!

$%

&

表
@

转染后各组细胞
*+,-.

蛋白表达检测结果#!

!

$%

&

/"$#@ 0123455'67 68 :=4 *+,-. 236:4'7 "8:43 :3"7584%:'67

#!

!

$%

&

组别 孔数 野生型 突变型

对照组
!A &J<HHL@JAK< KJA<&L@J&?%

过表达组
!A %J<?!L@J$%$ KJA&@L@J!<$

!

值
?J$?A @J$$<

"

值
@J@@! @J<$$

%"

&'

有着重要作用"有研究揭示了
M-Y;A

蛋白在宫颈癌

癌前病变中重新表达" 可能是导致宫颈癌恶变的重

要因素并可以作为宫颈癌的标志物(

!%

)

* 还有研究发

现
4)F]!%+

以
M-Y;A

靶点抑制肾母细胞瘤的恶

变"并通过大量临床样本数据得到证实(

!A

)

*本研究结

果表明
M-Y;A

基因在骨肉瘤细胞中的高表达"而

M-Y;A

在骨肉瘤的分子机制还未见深入研究*本研

究预测并验证了
M-Y;A

是
4)F]$H$+]&1

的靶基

因"为
4)F]$H$+]&1

在骨肉瘤的作用机制提供新的

依据"而
M-Y;A

作为转录因子"可以通过
Z*/ ^ XC_

/+]U+/C*)*

信号通路抑制宫颈癌的增殖和发展(

!&

)

"其

是否在骨肉瘤中有
M-Y;A

调控的
4)F5`S

或信号

通路"则是后续研究的重点方向*

综上所述"本研究显示
4)F]$H$+]&1

通过负向

调节
M-Y;A

基因"抑制骨肉瘤细胞的增殖和迁移能

力* 为探索骨肉瘤增殖和转移的分子机制提供了新

的依据"未来有望作为骨肉瘤诊治的新靶点*

$$@!

" "
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