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()*+," 对非小细胞肺癌细胞增殖、迁移和上皮间质
转化的影响
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肺癌是癌症相关死亡的主要原因，非小细胞肺

癌（(-./.）占肺癌类型的 <%`

a"$!b。经过积极的手术

切除、化学和放射治疗后，局部未转移患者的 # 年

生存率约为 ##+，区域性疾病患者约为 !'+，远期

转移患者约为 &+

aEb。这主要由于早期就诊率低且确

诊时大多处于晚期阶段a&b。因此，寻找灵敏的肿瘤标

志物和有效的治疗策略是亟待解决的问题。近年

来，研究表明活化 + 细胞核因子（()*+）参与肿瘤的

发生、发展a#b。在前列腺癌中，活化 + 细胞 ," 核因子"

（J,?:\J?>K + ,>[[ ," AQ,[>J@ SJ,?W@"，()*+,"）的表达

水平增加，降低 ()*+," 的表达水平后，对膀胱癌细

胞的增殖和转移有一定的抑制作用，可能是膀胱癌

治疗的有效靶点之一a6b。在卵巢癌中，()*+," 可促
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进癌细胞增殖，发挥致癌作用!"#。而在 $%&'( 中，对

)*+,-. 的表达水平及可能发挥的作用机制研究较

少，本研究主要检测 )*+,-. 在 )%&/& 细胞中的表

达水平，利用转染技术敲低 )*+,-. 的表达，进一步

分析 )*+,-. 对 )%&/& 细胞增殖、迁移和上皮间充

质转化（01,）的影响，为 )%&/& 的靶向治疗提供一

定的理论依据。

! !"#$%

.2. !" )%&/& 细胞 3.456、3746、3.89: 及正

常人支气管上皮细胞 ;0<%=8;（上海细胞生物学研

究所）；>?1@.476 培养基（北京鼎国有限公司）；总

>)+提取试剂盒、反转录试剂盒（日本 ,ABA>A公司）；

)*+,-.、CDEFGHDG、)=-AIJFKDG、L =-AIJFKDG、! =A-HDG

一抗和二抗（美国 MFNN %DOGANDGO ,F-JGPNPOQ 公司）；

阴性对照质粒（RD=)M）、)S+,-.干扰质粒（RD=)S+,-.）

和)S+,-. EDED-质粒由北京华大基因合成。

.28 #$%&

.282. 逆转录定量 ?M>（T>,=?M>） 提取 3.45U、

374U、3.899 和 VL+%=8V 细胞中的总 >)+，反转录

为 -W)+，按照 %XV> ?KFEDY 0Y ,AT 试剂盒说明进

行实时定量 ?M>。以管家基因 Z+?W3 的 E>)+ 水

平作为内参照。引物设计如下：)*+,-. 上游引物序

列 5!=M+MMZM+,M+M+ZZZ++Z+M=[!，下游引物序

列 5!=ZM+M+Z,M++,Z+MZZM,M=[!，Z+?W3上游

引物序列 5 !=+Z+++++MM,ZMM+++,+,Z+,Z+

M=[!，下游引物序列 5!=,ZZZ,Z,MZM,Z,,Z++Z,

M=[!。反应条件：95" 5 EDG，95" [U R，4U" [U R，

\8" [U R，78 个循环，采用 8

=""MH 法计算 E>)+ 相对

表达水平。

.2828 转染实验 取对数生长期的 3.45U 细胞进

行转染实验，以 .U

7 个]孔的密度接种于 4 孔细胞板，

常规培养 87 J，分为 RD=)( 组和 RD=)*+,-. 组，按照

脂质体 ND^P_FFHAEDGF 8UUU 说明书步骤操作，转染 4 J

后，更换新鲜培养基，放置恒温箱中继续培养 7` J，收

集各组细胞利用 T>,=?(> 和 aFGRHFKG 印迹检测转

染效果，T>,=?(> 具体实验操作见 .b82.，aFGRHFKG

印迹具体实验操作见 .282[。

.282[ aFRHFKG 印迹实验 收集 RD=)(组、RD=)*+,-.

组细胞加入适量蛋白裂解液，放置冰块上裂解 [U EDG。

收集上清，利用 V(+蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度。

取 [U #O 蛋白，行聚丙烯酰胺凝胶电泳，将凝胶上

的蛋白湿转至 ?Cc* 膜上。配置 5d脱脂奶粉室温

封闭 8 J，滴加 AGHDe)S+,-.（.#. UUU）在 7 "冰箱中

过夜孵育。采用 ,V%, 溶液清洗 [ 遍，每次 .U EDG。

之后滴加二抗（.#7 UUU）室温孵育 . J，采用 ,V%, 溶

液清洗 [ 遍，每次 .U EDG。配置一定量的显影液，均

匀滴加在膜上，曝光拍照。

.2827 MMB=` 增殖实验 MMB=` 试剂检测细胞增

殖情况，将 RD=)M 组和 RD=)S+,-. 组细胞以每孔 8$

.U

[ 的密度接种于 94 孔板中，每组细胞 4个平行孔。

饥饿过夜，然后更换含有 .Ud胎牛血清的培养基。

放置 [\"、5dMf

8

条件的恒温箱中培养，分别在更

换培养基的 .8、87、[4、7`、4U、\8 J 时，至于酶标仪

75U GE处检测细胞光密度（P^HD-AN IFGRDHQ，fc）值。

.2825 集落形成实验 将 RD=)( 组和 RD=)*+,-.

组细胞悬液，反复吹打使细胞分散，按照每皿 8UU 个

细胞的密度接种至培养皿中，以十字方向轻轻混匀，

放置操作台中静置 .U EDG，移至恒温箱中培养，根

据培养液 ^3 值变化情况更换培养液，培养至肉眼

可见的克隆形成，终止培养。弃去培养基，?;% 溶液

清洗 . 遍，加入 [ E/ 甲醇固定 .5 EDG，然后用 c+?@

染料染色 .U EDG，终止染色后 ?;% 溶液清洗 . 遍，

拍照并统计集落形成数量。

.2824 划痕实验 RD=)( 组和 RD=)*+,-. 组细胞以

[U 万每孔的密度接种至 4 孔板中，放置恒温箱中孵

育 87 J，用 .U #/ 的枪头至上从下划一道伤痕，在

显微镜下拍照。划痕宽度为 A 值。更换培养基，以免

划掉的细胞再次脱落贴壁生长。继续培养 87 J，放置

显微镜下拍照，划痕宽度为 g值。细胞迁移率h（A=g）]A$

.UUd。

.282\ aFRHFKG印迹实验 收集 RD=)M组、RD=)S+,-.

组细胞加入适量蛋白裂解液，放置冰块上裂解 [U EDG。

收集上清，利用 VM+蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度。

取 [U #O 蛋白，行聚丙烯酰胺凝胶电泳，将凝胶上

的蛋白湿转至 ?CWS 膜上。配置 5d脱脂奶粉室温

封闭 8 J，滴加 AGHD=CDEFGHDG、AGHD=)=-AIJFKDG、AGHD=

L=-AIJFKDG 抗体（.#. UUU），后续操作见 .282[。

.2[ '()*+ 应用 %?%% 8.2U 软件对数据进行

统计分析，正态分布的计量资料以 !"# 表示，两组间

比较采用独立样本 ! 检验，多组间均数比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 "#$%! 检验，以

&iU2U5 为差异具有统计学意义。

" &'

82. )*+,-., [- )%&/&./0123 3.45U、

374U、3.899 细胞中 )*+,-. E>)+ 的相对表达水

平均高于 V0+%=8V细胞（!h.U2\[8，&iU2UU.；!h72\U5，

&hU2UU9；!h72\98，&hU2UU9），且3.45U细胞中 )*+,-.

E>)+ 表达水平高于 374U、3.899 细胞（!h[259[，

&hU2U8[；!h\25U5，&hU2UU8），见图 .。

828 $4 RD=)*+,-. 5 3.45U 6789: 将
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!"# !" $%&'() #$%& *)+#, '() -.' *

+ 选择 /0123403、$5(6782903和 -5(6782903蛋白水

平评估 -.'能力，:2;4293印迹实验显示 ;05$%&'()

组 -5(6782903 蛋白水平高于 ;05$< 组（!"+=>#!，#?

,=,,)），/0123403 和 $5(6782903 蛋白的表达水平低于

;05$<组（!@+=,)!，$?,=,,)；!@),=!A)，$?,=,,)），见图 #。

;05$<、;05$%&'() 转染至 *)+#, 细胞后，在 1B$&

和蛋白质水平分别检测敲低效率，结果显示转染

;05$%&'()组 $%&'() 1B$&低于 ;05$<组（!@C=>!#，

$?,=,,)），$%&'()蛋白灰度值低于 ;05$<组（!%),=!#A，

$?,=,,)），见图 !。

!=> !, $%&'() -$./01 *)+#, '(23

4 采用 <<DE 和集落形成实验检测转染质粒后细

胞的增殖能力，培养 F! 8 ;05$%&'(G组细胞的 HI值

低于 ;05$< 组（!@F"C#A，$?J"JJG），细胞集落形成数

低于 ;05$< 组（!@G!"!GJ，$?J"JJG），见图 >。

!"A !, $%&'(G #$./01 *G+#J '(25

6 利用迁移实验检测转染后细胞的迁移率，结果

显示 ;05$%&'(G 组细胞的迁移率低于 ;05$< 组

（!@E"C#G，$?J"JJG），见图 A。

注：与 K-&L5!K 细胞相比，MMM$?,=,,)，MM$?,=,)；与 *)+#, 细

胞相比，N

$?,=#，NN

$?,=,)；$%&'()：活化 ' 细胞 () 核因子

! ! "#$%&' "#$%&! '("$()*+,-.

)*+ , (-./0*1- -234-55*67 68 ")$%&! '("$ *7 9*88-4-70 &-.. .*7-5

注：&：转染 ;05$%&'() 后 $%&'() 1B$& 相对表达；K：转染 ;05$%&'() 后 $%&'() 蛋白表达情况；<：转染 ;05$%&'() 后 $%&'() 蛋白灰

度值；与 ;05$< 组相比，MMM$?,=,,)；$%&'()：活化 ' 细胞 () 核因子；;05$< 组：转染对照质粒组；;05$%&'() 组：转染 ;05$%&'() 组

! : /01 5*;")<%&,* =,>?@(2345

)*+ : A76&B96C7 -88*&*-7&D 68 53-&*8*& 5*;")$%&, 67 =,EFG

注：&：<<DE实验检测细胞增殖能力；K：集落形成实验的直观图；<：细胞集落数的比较；与 ;05$<组相比，MMM$?,=,,)；HI值：吸光度值；;05$<

组：转染对照质粒组；;05$%&'()组：转染 ;05$%&'()组

! H 23 ")$%&,6* =,EFG$%789:;

)*+ H %I- -88-&0 68 B76&B*7+ 96C7 ")$%&, 67 0I- 346.*8-4/0*67 68 =,EFG &-..5
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! !"

!"#$% 是最常见的肺癌，尽管其诊治水平在不

断提高，但死亡率仍居高不下。因此，最重要的是研

究肺癌发生、发展的潜在机制，并确定其诊断和治

疗的基因靶标。!&'( 蛋白属于炎症转录因子家族，

主要在 ( 细胞活化的背景下参与炎症反应。!&'(

活性不仅限于免疫系统，还与几种恶性肿瘤的发生、

发展有关。最近有多项研究显示，!&'()* 具有致癌

性，!&'()* 在前列腺癌的治疗中具有一定的临床

价值，与卵巢癌的不良预后相关，可促进胶质母细

胞瘤侵袭+,-*./。但 !&'()* 在 !"#0% 中的作用机制

目前研究还较少见，在本研究中发现!&'()* 12!'

水平在 3 种 !"%0% 细胞系中的表达水平均上调，

并对 45( 有影响。45(是细胞失去上皮特征并获得

间质特征的过程，通常由上皮标志物 4-)6789:;< 的

丢失和间充质标志物 =;19<>;< 的表达增加来定义。

上皮细胞失去了细胞极性，失去与基底膜的连接，

获得了较高的迁移与侵袭、抗凋亡和降解细胞外基

质的能力+**/。45(与多种肿瘤功能有关，包括肿瘤发

生、恶性进展、肿瘤细胞迁移和对治疗的抵抗性+*?/。

本研究中，敲低 !&'()* 表达水平后，增强了上皮标

志物 4-)6789:;< 的表达，减弱!-)6789:;< 和 =;!

19<>;< 的表达，表明 !&'()* 表达降低后可减弱

!"%0%细胞 45(作用，以及肿瘤细胞的迁移和侵袭

能力。

!&'()* 在 !"%0% 细胞系中的表达水平增加，

推断其在 !"%0% 中发挥促癌基因作用。0@ 等+*3/研究

显示，在卵巢癌中 !&'()* 的表达水平增加，降低其

表达水平后可显著降低卵巢癌细胞在裸鼠中的增

殖、迁移和侵袭能力，并减少卵巢癌的肿瘤发生。此

外，在膀胱癌中亦观察到 !&'()*的高表达，!&'()*

与根治性前列腺切除术后的复发风险之间存在相

关性，表明 !&'()*在膀胱癌发展过程中至关重要+*A/。

本研究中敲低 !&'()* 的表达后可明显抑制

!"#0# 细胞的增殖和迁移，与以上的研究结果相一

致。B4等+*C/研究显示，叉头框蛋白 #?可增强 !"#0#

细胞的增殖和 D5(，有可能成为治疗!"%0% 的有效

靶点。E'!F 等+*G/研究显示，E<>C6 可促进 !"%0%

细胞 D5( 和细胞的转移，有望成为治疗 !"%0% 的

有效靶点。&HIEJ 可抑制 !"#0# 细胞 D5( 和顺铂

耐药，增加 &HIEJ 的表达水平有可能成为治疗

!"#0#的方法之一+*J/。本研究中!&'()*在 !"#0# 中

的表达水平增加，降低其表达水平后可显著抑制细

胞的增殖、迁移和 D5(。

综上所述，!&'()* 在 !"#0# 中表达水平增

加，发挥促癌基因的作用，降低 !&'()* 的表达水平

后可抑制 !"#0# 细胞增殖和 D5(。因此，!&'()*

有望成为 !"#0# 治疗的有效靶点。
#$%&'

+*/ (K22D 0 '，H2'L &，"@DFD0 2 0M FNOP6N )6<)9: Q>6>;Q>;)Q，?.*?+R/M
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