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的去乙酰化酶#一般存在于线粒体基质中#在成熟过程中它的
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末端在线粒体基质容易被水解)只有被切割的
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蛋白

才具有活性#当
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信号肽被切除以后#它使组蛋白去乙酰

基化从而发挥其活性)
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中发生+发

展过程中的机制还不完全清楚)本研究通过将过表达
BAY6;

基因的质粒转染于肝癌细胞中#检测
BAY6;

基因过表达对肝

癌细胞老化的作用#并初步探讨其作用机制#以寻求其对肝癌
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@

!

材料与方法

@F@

!

仪器与试剂

@F@F@

!

仪器
!

荧光定量
%(Y

仪+

c5N95Q8R-,9

电泳仪+

c5N9.

5Q8R-,9

电转膜仪均购自美国
&*,.Q2O

公司#

'2N95Q+

0

+-5QI#

孔

普通
%(Y

仪+

!<E$Y

台式高速低温离心机购自美国
?

11

58O,QP

公司#酶标仪购自美国
Z585(,G

1

28

0

@*G*95O

公司)

@F@FA

!

试剂
!

人肝癌细胞株
BC./5

1

.E

购自
76((

公司#

BAY6;

质粒$载体为
1

+.:K7;FE

%+

1

+.:K7;FE

质粒购自
7OO.

L

585

公司)

&QO4?@AB7

试剂盒购自罗氏公司#

&(7

蛋白浓度

测定试剂盒购自上海碧云天生物技术公司#

BAY6;

抗体$

%

*

$"""

*

国际检验医学杂志
"$E#

年
<

月第
;=

卷第
E#

期
!

A89W@2R'5O

!

74

L

4N9"$E#

!

X,-F;=

!

K,FE#

"

基金项目!广东省医学科学技术研究基金资助项目$

7"$E#!#<

%&广东省深圳市卫生计生系统科研基金$

"$E#$E$D;

%)

!!

作者简介!宋春丽#女#主管技师#主要从事分子生物学研究)

!

#

!

通讯作者&

?.G2*-

!

0

*T58d>,4"E

$

2-*

0

48F+,G

)



"#"=

%+

%E#

抗体$

%

D<"D

%+

%!;

抗体$

%

"!"=

%+

YR

抗体$

%

I;E;

%+

'

.2+9*8

抗体$

%

DI=$

%购自
(B6

公司#二抗购自瑞典

Z?>52-9>+2Q5

公司)反转录试剂盒购自美国伯乐公司#

@*

L

>9.

(

0

+-5Q

+

)2N9B92Q9 :K7 '2N95Q B̀ &Y ZQ558

(

Y,+>5

E"";I"#D$$E

购自罗氏公司)

@FA

!

方法

@FAF@

!

细胞培养
!

将
BC./5

1

.E

肝癌细胞株在含有
E]

青"链

霉素+

E$]

胎牛血清的
:'?'

培养基中培养#放置于
;=\

细

胞培养箱#于
!] (H

"

的环境中进行常规培养)

@FAFA

!
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将
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细胞中#同时以
1

+.:K7;FE

作为空白对照#

"D>

后换液继续培养
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#然后裂解细胞进行
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次#离心沉淀
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!

将生长状态良好
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细胞接种至
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质粒)转染
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底物#进行跟衰

老相关的
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半乳糖苷酶染色#在光学显微镜下观察变成蓝色的

表达
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半乳糖苷酶的细胞数#随机选择
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个视野进行观察#每

个视野计数
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个细胞#计算
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半乳糖苷酶染色阳性的细胞占
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提取肝癌细胞中的

蛋白#
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BC./5

1

.E

细胞#同时以
1

+.:K7;FE

作为空

白对照#转染
=">

后提取细胞蛋白裂解液进行
c5N95Q8R-,9

检测#结果显示转染了
BAY6;

质粒的肝癌细胞中
BAY6;

基因

的蛋白水平较对照组明显增加#说明
BAY6;

的蛋白水平也成

功地过表达#见图
"

)

!!

注!

E

为
1

+.:K7;FE

&

"

为
BAY6;

)

图
"

!!

c5N95Q8R-,9

检测细胞中
BAY6;

的蛋白水平

AFC

!

BAY6;

基因过表达对细胞周期的影响
!

将
1

+.:K7;FE

+

BAY6;

质粒分别转染
BC./5

1

E

细胞#转染
I#>

后固定细胞进

*

E"""

*
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行流式细胞术分析)结果显示#转染
BAY6;

的细胞处于
Z

"

期

细胞较对照组细胞$

1

+.:K7;FE

组%明显增加$

!

$

$F$!

%#说明

BAY6;

基因过表达会诱使细胞产生
Z

"

期细胞周期阻滞)见

图
;

和表
E

)

!!

注!

E

为
1

+.:K7;FE

&

"

为
BAY6;

&

2

!

$

$F$!

)

图
;

!!

&QOh

标记实验检测
BAY6;

基因过表达

对肝癌细胞增殖的影响

表
E

!!

流式细胞术检测细胞周期%

]

'

组别
Z

E

B

Z

"

1

+:K7;FE

组
D=FIDJ$F"I "IF";JEF;"

2

""F<;JEF!<

2

BAY6;

组
!"F$=JEF!# E"F"<JEF!D

2

;!F#!JEF!!

2

!!

注!与
1

+.:K7;FE

组比较#

2

!

$

$F$!

)

!!

注!

E

为
1

+.:K7;FE

&

"

为
BAY6;

&

2

!

$

$F$!

)

图
D

!!

'

.

半乳糖苷酶染色检测%

["$$

'并

计数阳性细胞数百分比

AFD

!

BAY6;

基因过表达诱导肝癌细胞衰老
!

在光学显微镜下

观察到变成蓝色的表达
'

.

半乳糖苷酶的细胞数较对照细胞明

显增多&在
BC./5

1

E

细胞中#转染
BAY6;

质粒的细胞的染色

阳性细胞数比对照细胞多近
;

倍#以上结果说明
BAY6;

过表

达诱导肝癌细胞老化)见图
D

)

AFM

!

BAY6;

基因过表达促进衰老相关蛋白
YR

+

1

E#

和
1

!;

的

表达
!

c5N95Q8R-,9

结果显示在
BC./5

1

.E

细胞中#

BAY6;

基

因过表达使
BC./5

1

E

细胞中
YR

蛋白和
1

E#

蛋白的表达量明

显增多#而
1

!;

蛋白的表达量却没有明显变化)

YR

可以通过

诱导
1

E#

的表达从而引起细胞周期阻滞#从而在细胞衰老中起

关键作用)提示
BAY6;

过表达可能通过调控
YR

"

1

E#

途径诱

导了细胞衰老)见图
!

)

图
!

!!

c5N95Q8R-,9

分析转染
BAY6;

质粒
I#>

后的细胞中

YR

$

1

E#

和
1

!;

蛋白水平

B

!

讨
!!

论

近年来#

BAY6;

在肿瘤发生+凋亡及调控中的作用越来越

受到人们的关注)

BAY6;

可以通过调节
Ch=$.&2e

通路参与

细胞凋亡'

I

(

#通过去乙酰化
BH:"

+

'8BH:

来调节氧化应激反

应'

E$.EE

(

#通过调节
1

!;

途径来诱导老化等'

=

(

)

BAY6;

在一些肿

瘤中也起着双重调节的作用#比如它在口腔癌中表达上调#对

口腔癌起促进肿瘤发生的作用'

E"

(

#而在乳腺癌'

E;

(

+骨肉瘤'

ED

(

+

结肠癌'

E!

(中表达降低#对肿瘤起抑制作用)

BAY6;

在肝癌中

的作用及机制#目前国内外这方面的报道很少)本研究通过前

期大量
/((

标本的筛查#发现
BAY6;

在人
/((

组织中的表

达明显低于癌旁组织#同时发现
BAY6;

在多个肝癌细胞系中

也呈现低表达状态'

E#

(

)在本研究发现
BAY6;

过表达可使肝癌

细胞受到明显抑制#引起细胞周期
Z

"

期细胞阻滞#并使与老

化相关的
'

.

半乳糖苷酶明显增加#

c5N95Q8R-,9

检测发现部分

老化相关基因$

YR

+

1

E#

%的蛋白表达水平均明显增加#而
1

!;

蛋白表达却没有明显变化#从而得出
AY6;

基因的过表达可能

通过
YR

"

1

E#

途径#而不是
1

!;

"

1

"E

途径促进肝癌细胞衰老从

而抑制细胞的增殖)笔者前期报道过
BAY6E

基因沉默后引起

细胞周期
Z

E

期细胞阻滞#衰老相关基因
1

!;

和
1

"E

蛋白表达

增加#可能通过
1

!;

"

1

"E

途径促进细胞衰老'

E=

(

)说明
BAY6E

和
BAY6;

虽同属于
N*Q94*8

家族#但在肝癌细胞衰老中的作用

路径和调控机制却有明显差异#甚至发挥相反的作用#特别是

其作用在细胞内的信号通路也会有明显不同#进一步加深了研

究者对
N*Q94*8

家族了解的兴趣)

细胞衰老是引起生物体老化的一种潜在因素#也被认为是

生物体抑制肿瘤的一种方式)目前研究报道普遍认为端粒长

度的缩短是触发细胞老化的关键因素'

E<.EI

(

)本课题计划下一

步将合成
YR

和
1

E#N*YK7

#观察
YR

和
1

E#

基因干扰后是否

逆转
BAY6;

过表达引起的部分老化#以提供更充分的证据确

定它是否通过
YR

"

1

E#

途径引起肝癌细胞的衰老#并通过

3

%(Y

筛查端粒酶反转录酶$

6?Y6

%和保护端粒蛋白复合体

*

""""

*
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$包括
6Y)E

和
%H6E

等%以及其他的端粒相关蛋白#希望通过

对
BAY6;

在
/((

中的功能鉴定和研究#加深对肝癌细胞老化

机制的认识#为寻找新的肝癌治疗靶点打下基础)
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统计资料类型

统计资料共有三种类型!计量资料+计数资料和等级资料)按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料)

定量资料又称计量资料#指通过度量衡的方法#测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小#得到的一系列数据资

料#其特点为具有度量衡单位+多为连续性资料+可通过测量得到#如身高+红细胞计数+某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料)

定性资料分为计数资料和等级资料)计数资料为将全体观测单位$受试对象%按某种性质或特征分组#然后分别清点各

组观察单位$受试对象%的个数#其特点是没有度量衡单位#多为间断性资料#如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组#男性组有
="

例#女性组有
=$

例#即为计数资料)等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料#可通过

半定量的方法测量#其特点是每一个观察单位$受试对象%没有确切值#各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同#如根据

某种药物的治疗效果#将患者分为治愈+好转+无效或死亡)
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