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细胞作为阴性对照"采用四甲基噻唑蓝!

A55

#法'集落形成'

5SD/.XFJJ

侵袭实验来检测肝癌细胞生长'

增殖和侵袭能力的变化&结果
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MF.BFS/8JIB

检测结果显示"转染
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质粒的试验组成功抑制肝癌细胞中
CACK)

的蛋白

表达水平&
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结果显示转入
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和
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细胞的生长活性与对照组相比分别降低了约
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集落形成结果显示
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种细胞系的集落形成数分别降低了约
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和
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侵袭实验结果显示穿膜细胞数分别下降了约
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*是指肝细胞或肝内胆管细胞发生的恶

性肿瘤!前者称肝细胞癌)
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*!后者称胆管细胞癌!肝细胞

癌作为肝癌的主要类型!占肝癌的
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"

*(L

!目前肝癌的治

疗方法大多不理想!即使是小于
3RP

的小肝癌!术后的
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年复

发和转移率仍高达
0(L

.
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!我国
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的病死率已升至恶性肿

瘤的第
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位"本研究前期发现含
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结构域蛋白
)
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CACK)

*即赖氨酸特异性去甲基化酶
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*在肝癌组

织中的表达水平升高"

CACK)

是一个特异性的组蛋白去甲基

化酶!能水解
!)̂ 30PF)

上的甲基!去除
!)̂ 30PF)

对基因转

录的抑制作用.
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"目前发现
CACK)

与肿瘤的发生有着密切

的关系!因此对其功能进行深入研究有着重要的意义"本试验

采用小干扰
:@4

)

.-:@4

*技术研究
CACK)

基因对肝癌细胞
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和
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细胞生长#增殖和侵袭的影响!报道

如下"
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材料与方法
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肝癌细胞系
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细胞!
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细胞!干扰
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*!对照质粒
Z

>-1

JF/RFS3$&

)

.-:1RBSJ

*!均由天津医科大学生命科学中心实验室汤

华教授惠赠"
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仪器与试剂
!

:?A6&+2(

培养基)

768"98:<

!美国*!

A=A1

$

培养基 )
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!美国*!细胞培养箱)
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!美国*!台式离心机)
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!德国*!脂质体
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!美 国*!四 甲 基 噻 唑 蓝
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>67A414<K:6"!

!德国*!
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N

FJ

胶)

8K

公司*!

5S1

D/.XFJJ

侵袭小室)美国
"IS/-/

N

公司*!

<DEMISY.

5A凝胶成像

及分析系统)

a#?

!美国*!兔源抗
1CACK)

抗体 )天津赛尔生物

技术有限公司*!兔源抗
174?K!

抗体)

>67A414<K:6"!

!德
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!:?

标记羊抗兔
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硝 酸 纤 维 素 膜 )

?4<<
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感光胶片!)
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!日本*!

!j1)%(̀ 5

型显影#

定影设备)苏州虎丘影像设备有限公司*"
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的细胞培

养箱培养"每
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"

03;

用含有
($(3L =K54

#

($&L

胰蛋白酶

的消化液消化后!进行常规传代培养"将
j7b100()

'

!F

Z

73

细胞分为
3

组&转染阴性对照)

.-:1RBSJ

*组及干扰
CACK)

)

.-:1

CACK)

*组!转染前
&G

将细胞传代于
3%P<

细胞培养瓶中!待

转染时细胞融合达到
+(L

"

'(L

!按
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Z

ITFRBDP-/F
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3(((

说

明书的步骤分别转染
.-:1RBSJ

组和
.-:1CACK)

组"
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!

MF.BFS/8JIB

检测
CACK)

蛋白表达水平
!

转染后
2';

弃掉原培养液!用蛋白裂解液提取细胞总蛋白"总蛋白进行

&(L

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后!电转移至硝酸纤维素形成印

迹!将膜置于含一抗的
%L

脱脂牛奶中室温封闭
3;

!漂洗后加

入对应二抗!室温避光缓摇
3;

!暗室内!定影液定影!显影液现

显影!曝光于
`

线片上"胶片用凝胶成像系统拍照!用分析系

统分析检测的目的基因和内参
74?K!

!目的基因量化值比内

参
74?K!

量化值比表示蛋白表达丰度的相对值!从而反映

细胞表达目的基因蛋白含量的差异"

$$&$&

!

A55

检测分析细胞生长活性
!

转染前
&G

分别取对

数生长期的
j7b100()

细胞和
!F

Z

73

细胞种于
*+

孔板中!每

孔
j7b100()

细胞用
($&%

(

N

!

!F

Z

73

细胞用
($)

(

N

的质粒

.-:1RBSJ

及
.-:1CACK)

转染细胞!每组设
)

个复孔"转染后
03

;

!每孔加
A55&(
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'
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*!置
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!

%L "9
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的孵箱!
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后每孔加
&((

(

<KA>9

终止反应并溶解甲
"

蓝紫色颗

粒!避光震荡混匀!分光光测度计测波长为
%0(/P

的各孔吸光

度)

4%0(

*值"
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集落形成实验分析细胞集落形成能力
!

转染前
&G

分

别取对数生长期的
j7b100()

细胞和
!F

Z

73

细胞种于
32

孔

板中!每孔
j7b100()

细胞用
&

(

N

的质粒!
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Z
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用
3

(

N

质

粒转染细胞!转染后
2';

后通过细胞计数将
j7b100()

细胞

3((

个'孔!

!F

Z

73

细胞
'((

个'孔!种入
&3

孔板中"每
)G

更

换
&

次培养液!以细胞数
%

%(

作为集落形成的标准!直至接种

&3

孔板中集落之间发生互相融合后结束计数"选取代表性视

野拍照"

$$&$(

!

5SD/.XFJJ

侵袭实验检测细胞侵袭能力
!

将
ADBS-

N

FJ

于
2_

冰箱融化过夜!然后将
ADBS-

N

FJ

用无血清的
:?A6&+2(

或
A=A1

$

培养液稀释至终浓度为
3$%P

N

'

P<

"每个小室中

加
2(

(

<

稀释好的
ADBS-

N

FJ

!左右倾斜晃动使胶均匀铺在上层

小室中!放在
)0_

孵箱中约
&;

!使胶重组成为模拟基底膜结

构"常规消化细胞!将
+((((

个
j7b100()

细胞或
&3((((

个

!F

Z

73

细胞稀释于
($3P<

含有
&L \8>

的
:?A6&+2(

或

A=A1

$

培养液中!直接接种到
5SD/.XFJJ

小室中央!每组
)

个

复孔"小室下层为
'((

(

<

含
3(L \8>

的
:?A6&+2(

培养液

或
)(L\8>

的
A=A1

$

培养液!

)0_

孵箱中放置"

j7b100()

细胞培养
32;

!

!F

Z

73

细胞培养
2';

!然后用棉签擦除小室里

面的细胞!固定滤膜反面的细胞!

3L

结晶紫溶液染色
&%P-/

后封闭!显微镜下观察并计数贴在滤膜反面的所有细胞!选取

代表性视野拍照"

$$'

!

统计学处理
!

采用统计软件
>?>>&*$(

进行数据分析!

计数资料组间比较采用
!

3 检验!

!

#

($(%

为差异有统计学意

义"

%

!

结
!!

果

%$$

!

MF.BFS/8JIB

检测
CACK)

蛋白表达
!

在
j7b100()

细胞

和
!F

Z

73

细胞中!分别转染
.-:1CACK)

和
.-:1RBSJ

质粒!进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳验证干扰质粒的有效性!结果显示转染

.-:1CACK)

后细胞中
CACK)

的蛋白表达水平明显降低!分别

下降了约
%2L

和
%*L

!差异具有统计学意义)

!

#

($(&

*!见

图
&

"

!!

注&与对照组
.-:1RBSJ

相比!

$$

!

#

($(&

"

图
&

!!

转染
.-:1CACK)

及对照
.-:1RBSJ

后
CACK)

在

j7b100()

和
!F

Z

73

细胞系中蛋白表达情况

%$%

!

CACK)

对肝癌细胞生长活性的影响
!

在
j7b100()

细

胞中!通过
A55

实验检测细胞的生长活性!

03;

后发现转入

.-:1CACK)

敲降
CACK)

的表达后!细胞生长活性与对照组相

比降低约
3%L

!在
!F

Z

73

细胞中!转入
.-:1CACK)

后!细胞生

长活性约比对照组下降了
&0L

!见图
3

"

!!

注&与对照
.-:1RBSJ

相比!

$

!

#

($(%

!

$$

!

#

($(&

"

图
3

!!

A55

分析转染
.-:1CACK)

及对照
.-:1RBSJ

后
3

种细胞系的生长情况

%$&

!

CACK)

对肝癌细胞集落形成能力的影响
!

在
j7b100()

细胞和
!F

Z

73

细胞中!敲降
CACK)

后!细胞的集落形成数量

与对照组相比都有所减弱!

j7b100()

细胞与对照组相比下降

了约
)&L

!

!F

Z

73

细胞下降了
3%L

"差异具有统计学意义

)

!

#
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*!见图
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和图
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后
3

种

细胞系集落计数的定量分析

%$'

!

CACK)

对肝癌细胞侵袭能力的影响
!

在
j7b100()

细

胞和
!F

Z

73

细胞中!通过转入
.-:1CACK)

后!与对照组相比侵

袭率在
j7b100()

细胞中下降了约
22L

!在
!F

Z

73

细胞中下

降了约
20L
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!!

注&与对照
.-:1RBSJ

相比!

$$

!

#

($(&

"

图
%

!!

转染
.-:1CACK)

及对照
.-:1RBSJ

后
3

种细胞系

在显微镜下每个视野平均侵袭细胞数的定量分析

&

!

讨
!!

论

!!

肝癌是一种在世界范围内常见的恶性肿瘤!它的发生和发

展是一个多基因参与#多步骤完成的复杂过程!肝癌发病率目

前仍呈上升趋势!且发病年龄变小"肝癌的侵袭转移是一个复

杂的多步骤过程.

%

/

!涉及细胞间黏附的改变#基底膜的降解#新

生血管生成#肿瘤细胞的侵袭运动等多个步骤"因此!从分子

生物学角度寻找肿瘤生长增殖及侵袭迁移的标志物已成为目

前研究的热点"

组蛋白甲基化是一种重要的表观遗传学修饰!在基因表达

调节方面发挥着重要的作用"

CACK)

是一个特异性的组蛋白

去甲基化酶!对于巨噬细胞#

5

细胞#

8

细胞#神经元和软骨细

胞发育分化具有重要调节作用.

+1*

/

"有研究报道!巨噬细胞中

的
CACK)

可催化
!)̂ 30PF)

去甲基化!该过程发现与炎性反

应有密切关联.

3

/

!这项研究为某些慢性炎症治疗带来了希望"

另外!

CACK

家族去甲基化酶是通过参与性激素受体的信号转

导来发挥其生理功能的!因此也可能与女性生殖系统肿瘤有一

定联系"在女性乳腺癌细胞中
CACK)

表达明显增加.

)

/

!这是

因为正常乳腺细胞中与发育相关的
!9̀

基因启动子区的组

蛋白往往发生甲基化修饰)

!)̂ 30PF)

'

3

*!这造成基因失活!

CACK)

活性过高可使组蛋白去甲基化!部分
!9̀

基因表达增

强!细胞发育异常最终癌变.

&(

/

"有文献报道!

CACK)

不仅在女

性乳腺癌中高表达!在
!?#

感染的女性宫颈癌.

&&

/

!转移性前

列腺癌.

2

/

!

=8

病毒感染的霍奇金淋巴瘤.

&3

/

#弥漫性大
8

细胞

淋巴瘤.

&)

/

!以及原发性肾癌.

&2

/中都是高表达!因此!

CACK)

在

肿瘤的发生和发展中扮演着一个促癌基因的角色"本试验中

CACK)

作为一个促癌基因!在肝癌细胞系中也是高表达的!为

了研究
CACK)

的在肝癌细胞系中的功能本组做了以下试验"

利用
:@4

干扰)

:@4-

*技术来降低内源性
CACK)

的表达!以

探索其在肝癌中的作用"

:@4-

是正常生物体内抑制特定基

因表达的一种现象!它是指当细胞中导入与内源性
P:@4

编

码区同源的双链
:@4

时!该
P:@4

发生降解而导致基因表

达沉默的现象"

:@4-

具有特异性和高效性"本研究构建了

Z

>-JF/RFS

'

.-:1CACK)

质粒以达到敲除
CACK)

基因的目的!来

研究
CACK)

对肝癌细胞的影响"在肝癌细胞中转染入
CACK)

的干扰质粒后!肝癌细胞的生长#增殖#侵袭能力均降低"提示

CACK)

可以作为肝癌基因治疗的一个潜在靶点!为肝癌治疗

和研究提供了新的思路"
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Ò<

!

Ò<
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