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$构建
(
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的过表达和敲降质粒!以及含
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$的荧光报告载体#"

%

$采用四甲基偶氮唑
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$实验研究在吉西他滨存在的条件下
(
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和
/"#$%&'

对
0123$+

生长增殖的影响#"

*

$采用生物信息学&实时定量聚合酶

链反应"

03#

$试验&荧光报告载体和
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印迹试验确定
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与
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的靶定关系#"
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$采用挽救试验研究过表达
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促进细胞生长作用的影响%结果
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试验证实!在吉西他滨存在的条件下!过表达
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抑制胰腺癌细胞系
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可以促进
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$生物信息学预测显示
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靶定
(

)*

!实时定量
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报告载体试验和
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是
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的靶基因!
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通过靶定
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的转录和翻译#"
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试验证实!在吉西他滨存在的条件下!过表达
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促进
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细胞系生长增殖!增强
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细胞系对吉西他滨的抗药性#
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胰腺癌早期确诊率低#手术难度大#治愈率极低#是预后最

差的恶性肿瘤之一'

+

(

%而且目前癌细胞对化疗药物产生抗性#

降低了化学治疗方法的有效性)揭示癌细胞抗药机制*改进治

疗手段是解决上述难题的关键)

(

)*

基因是细胞中重要的抑

癌基因#胰腺癌细胞可以通过降低胞内
(

)*

蛋白表达水平而增

强自身对化疗药物吉西他滨的抗性'

%

(

)

/"#21

是一类长约

%-<:

的非编码
#21

#这些
#21

分子可通过种子序列$

/"#$

21

的第
%

至
O

位核苷酸&与靶基因的
*4

端非编码序列区$

*4

56#

&结合#通过加快靶基因
/#21

降解或抑制蛋白翻译实

现基因沉默#从而影响细胞表型)多种肿瘤的发生发展过程均

有
/"#$%&'

基因表达的参与'

*$=

(

)有报道显示#

/"#$%&'

在胰

腺癌患者血清与组织中呈现高表达状态#参与了胰腺癌的生长

增殖'

)$&

(

)同时#胰腺癌细胞系
0%

*

0123$+

及
PK03$*

中的

/"#$%&'

也呈现出高表达状态'

?

(

)本研究拟通过过表达和封

闭
(

)*

及
/"#$%&'

基因的表型试验来探讨二者在胰腺癌细胞

中发挥的作用)

+

*?-*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!

Q<:RSB'!8F

!

2@A8/'8;%-+?

!

T@C,*O

!

2@,%%

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

O+&-%=-*

&)

!!

作者简介!王艳丽#女#硕士#主要从事检验学*分子生物学研究)

!

#

!

通信作者#

U$/B"C

!

EDB<

HJ

B</"<<L

!

+%&,E@/

)



A

!

材料与方法

A,A

!

材料
!

人胰腺癌细胞株
0123$+

购自中国科学院上海细

胞生物研究所#脂质体转染试剂
S"

(

@I8E:B/"<8%---

购自美国

Q<A":;@

H

8<

公司#合成的小片段双链
/"#$%&'

$

/"#$%&'/"/$

"E9

&*

/"#$%&'

的反义寡核苷酸$

1VW$/"#$%&'

&购自苏州吉玛

基因公司#所用引物由北京奥科公司合成#

(

)*

抗体*

X10YZ

$甘油醛
$*$

磷酸脱氢酶&抗体和二抗购自天津赛尔生物公司#

内切酶购自美国
0;@/8

H

B

公司)

A,B

!

方法

A,B,A

!

细胞培养
!

将
0123$+

细胞接种于含
+-[

胎牛血清*

+--Q5

"

/S

青霉素*

+--

"

H

"

/S

链霉素的
#0!Q+&=-

培养基

中#于
*?\

*

)[3W

%

的细胞培养箱中培养)

A,B,B

!

质粒构建及转染
!

本试验需要构建
(

)**456#

*过表

达质粒
(

EY21*

"

Z1$

(

)*

*敲降质粒
(

V"C8<E8;

"

9D#21$

(

)*

#

(

EY21*

"

Z1$

(

)*

对照质粒为
(

EY21*

"

Z1$23

#

(

V"C8<E8;

"

9D#21$

(

)*

对照质粒为
(

V"C8<E8;$23

)质粒构建所用引物见

表
+

)转染前
+F

#将所有质粒以合适的细胞密度接种于
=O

孔

板%转染时#细胞状态良好#细胞密度约为
O)[

#用
C"

(

@%---

将

质粒和对照载体转入
0123$+

细胞中#转染后于
*? \

*

)[

3W

%

的培养箱中孵育
%=D

)

表
+

!!

质粒构建所用引物

名称 序列

过表达
(

)*

第一轮扩增引物
)4$3X3313X16XX1XX1X33X31X$*4

)4$XX1X33X6X3X316X16363666113116$*4

过表达
(

)*

第二轮扩增引物
)4$XX11663X33X3313X16XX1XX$*4

)4$33X363X1XX1X33X6X3X3$*4

(

EY21*

"

UX]0$

(

)*$*̂56#

)4$3XX16333331X33111X11X11133$*4

)4$33XX1166336313X33313XX16116$*4

(

EY21*

"

UX]0$

(

)*$*456#

突变
)4$X336X16131X16X36631X3136613X16XX6X$*4

)4$3133163X611X6X36X11X36136X61631XX3$*4

9D#21$

(

)*$

正向链
)4$X1633X1336X3336X6X311X36X66311X1X131X36X3131XXX31XX

63666666XX111$*4

9D#21$

(

)*$

反向链
)4$1X3666633111111X1336X3336X6X31X36X636366X1131X36X31

31XXX31XX63X$*4

表
%

!!

实时定量
03#

试验相关引物

名称 序列

/"#$%&'

定量上游引物
)4$31XXX633X1XX616636X3$*4

/"#$%&'

定量下游引物
)4$6311X6116631XX161XX6X63X6$*4

(

)*

定量上游引物
)4$3666X1XX6X3X6X666X6X3$*4

(

)*

定量下游引物
)4$3333666366X3XX1X1663$*4

A,B,C

!

荧光报告载体试验
!

用野生型和突变型的
(

)**4

56#$UX]0

报告质粒分别转染
0123$+

#同时分别转染
%-

(

/@C

的
/"#$%&'/"/"E9

和
1VW$/"#$%&'

及各自对照质粒

$

/"/"E$23

和
1VW$23

&#试验以
-,-)

"

H

的红色荧光质粒
(

Y$

9#8F%$2+

$美国
3C@<:8ED

公司&进行标准化)转染
=OD

后#用

#Q01

裂解液$

-,+) ! 2B3C

#

-,-) ! 6;"9

"

Z3C

#

(

Z?,%

#

+[

6;":@<_$+--

#

-,+[VYV

&裂解细胞#用
]$=)--]CG@;89E8<E8

V

(

8E:;@

(

D@:@/8:8;

$日本日立公司&荧光分析仪进行荧光分析)

A,B,D

!

789:8;<

印迹试验
!

以
X10YZ

为内参#用
SB'7@;L$

96!

凝胶成像分析系统对胶片进行摄像#分析各组蛋白条带

的亮度值#比较各组间校正后的条带亮度值)转染
(

)*

过表达

质粒
(

EY21*

"

Z1$

(

)*

为试验组#其对照组为
(

EY21*

"

Z1$

23

%转染
(

)*

敲降质粒
(

V"C8<E8;

"

9D#21$

(

)*

为试验组#其对

照组为
(

V"C8<E8;$23

%转染
/"#$%&'/"/"E9

为试验组#其对照

组为
/"/"E$23

%转染
1VW$/"#$%&'

为试验组#其对照组为

1VW$23

)

A,B,E

!

实时定量聚合酶链反应$

03#

&试验
!

试验所需引物见

表
%

#按照以下方法进行数据分析!

]@CF9̀ %

$

##

3:

#

##

3:̀

$

3:

+

$

3:

%

&

$

$

3:

*

$3:

=

&#其中
3:

+

为处理样品中待测基因$

/"#$%&'

和

(

)*

&的临界循环数#

3:

%

为处理样品中待测基因对应的内参基

因的临界循环数#

3:

*

为对照样品中待测基因的临界循环数#

3:

=

为对照样品中待测基因对应的内参基因的临界循环数)

A,B,F

!

细胞生存能力分析
!

转染后于
*?\

*

)[3W

%

的培养

箱中孵育
%=D

后收获细胞进行计数#以每孔
&---

个细胞种于

.&

孔板#用四甲基偶氮唑盐$

!66

&法测定
=O

*

?%

*

.&D

的细胞

活性)在一定细胞数范围内#

!66

结晶形成的量与细胞数呈

正比)

A,B,G

!

抗药性研究
!

进行抗药性研究的表型试验时#在
+

"

/@C

"

S

吉西他滨条件下培养#将
/"#$%&'/"/"E9

和对照双链

#21/"/"E$23

及
1VW$/"#$%&'

和对照
1VW$23

#分别转染

0123$+

细胞#提取
#21

进行实时定量
03#

试验)向转染有

/"#$%&'/"/"E9

的
0123$+

细胞中分别共转染
(

EY21*

"

Z1$

(

)*

$不含
*̂56#

区&和
(

EY21*

"

Z1

#进行
!66

试验)

A,C

!

统计学处理
!

采用
V0VV+&,-

软件对数据进行统计学处

理#计数资料以频数或百分率表示#组间比较采用
!

% 检验#以

D

$

-,-)

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!(

)*

抑制
0123$+

对吉西他滨的抗药性分析
!

与转染对

照质粒
(

EY21*

"

Z1

相比#转染
(

EY21*

"

Z1$

(

)*

质粒的

0123$+

细胞中
(

)*/#21

表达水平上升了约
%,&

倍#

(

)*

蛋

白含量上升约
%,%

倍#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&%与转染

对照质粒
(

V"C8<E8;

相比#转染敲降质粒
(

V"C8<E8;

"

9D#21$

(

)*

的细胞中
(

)*/#21

表达水平下降约
)=[

#

(

)*

蛋白含量下

降约
)&[

#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)对以上两组质粒转

+

=?-*

+
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年
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月第
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卷第
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期
!
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染的细胞进行
!66

试验#过表达
(

)*

的
0123$+

细胞活性于

转染后
=O

*

?%

*

.&D

分别下降约
%+[

*

%?[

*

*%[

$

D

$

-,-)

&#

而敲降
(

)*

的
0123$+

细胞活性于转染后
=O

*

?%

*

.&D

分别上

升约
%.[

*

=O[

*

)?[

#差异均有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见图

+

*

%

)

图
+

!!

转染
(

EY21*

$

Z1$

(

)*

对
0123$+

细胞内

(

)*/#21

及蛋白表达的影响

图
%

!!

转染
(

V"C8<E8;

$

9D#21$

(

)*

对
0123$+

细胞

内
(

)*/#21

及蛋白表达的影响

图
*

!!

转染
/"#$%&'/"/"E9

%

1VW$/"#$%&'

对

0123$+

细胞内
/"#$%&'

表达水平的影响

B,B

!

/"#$%&'

增强
0123$+

对吉西他滨的抗药性分析
!

转染

/"#$%&'/"/"E9

后#

0123$+

细胞内
/"#$%&'

表达水平上升了

约
=

倍#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&%而转染
1VW$/"#$%&'

后#

0123$+

细胞内
/"#$%&'

表达水平下降约
)=[

#差异有统

计学意义$

D

$

-,-)

&)后续
!66

试验表明#

0123$+

细胞活

性于转染
/"#$%&'/"/"E9

后
=O

*

?%

*

.&D

分别增强约
%.[

#

?%[

*

O&[

#而
0123$+

细胞活性于转染
1VW$/"#$%&'

封闭内

源性
/"#$%&'

后
=O

*

?%

*

.&D

分别降低约
%%[

*

%.[

*

*=[

#差

异均有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见图
*

)

图
=

!!(

)**̂56#

中
/"#$%&'

靶位点及设计的突变位点

图
)

!!

转染
/"#$%&'/"/"E9

对
0123$+

细胞中

(

)*

基因表达水平的影响

图
&

!!

转染
1VW$/"#$%&'

对
0123$+

细胞中

(

)*

基因表达水平的影响

B,C

!

/"#$%&'/"/"E9

*

1VW$/"#$%&'

对
0123$+

细胞中
(

)*

基因表达水平影响
!

通过生物信息学软件预测得知#

(

)*

的
*4

56#

存在
/"#$%&'

的靶定位点)荧光报告载体试验结果显

示!与转染
/"/"E$23

的
0123$+

细胞相比#转染
/"#$%&'

/"/"E9

使含有
(

)**456#

的绿色荧光蛋白$

(

)**456#$UX$

]0

野生型&表达强度下降
=O[

#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&#而含有突变型
(

)**̂56#

的绿色荧光蛋白$

(

)**̂56#$

UX]0

突变型&表达强度没有明显变化%与转染
1VW$23

的

0123$+

细胞相比#转染
1VW$/"#$%&'

使含有
(

)**̂56#

的

绿色荧光蛋白表达强度上升约
=?[

#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&#而含有突变型
(

)**̂56#

的绿色荧光蛋白表达强度没

有明显变化)实时定量
03#

和
789:8;<

印迹试验结果显示!

与转染
/"/"E$23

的细胞相比#转染
/"#$%&'/"/"E9

使
(

)*

/#21

表达水平下降约
=.[

#

(

)*

蛋白表达水平下降约
)%[

#

差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&%与转染
1VW$23

的
0123$+

细

+

)?-*

+
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胞相比#转染
1VW$/"#$%&'

使
(

)*/#21

表达水平上升约

+,)

倍#

(

)*

蛋白表达水平上升约
+,=

倍#差异有统计学意义

$

D

$

-,-)

&)见图
=

$

&

)

B,D

!(

)*

挽救
/"#$%&'

对
0123$+

抗药的促进作用分析
!

同

时过表达
/"#$%&'

和
(

)*

后
0123$+

的细胞活性比仅过表达

/"#$%&'

有所下降#分别于
=O

*

?%

*

.&D

下降约
+.[

*

%)[

*

*+[

#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)

C

!

讨
!!

论

!!

吉西他滨是治疗胰腺癌非常重要的一种化疗药物#但是胰

腺癌对吉西他滨化疗产生的耐药性是其患者治疗过程中的难

题'

O$.

(

)在癌症中异常表达的
/"#21

有时被称为原癌基因

/"#21

或肿瘤抑制
/"#21

#是肿瘤进展的重要标志'

+-

#

++

(

#研

究发现
/"#$%&'

可以促进肿瘤细胞的增殖*侵袭*迁移#还可以

作为有助于诊断和判断预后的生物标志物'

=

(

)但是目前关于

/"#$%&'

参与肿瘤耐药的相关性研究比较少)

!66

试验通过

检测细胞内琥珀脱氢酶活性来确定细胞的活性#是检测药物细

胞毒性的常用技术)本研究发现!转染
/"#$%&'

的外源核酸模

拟物
/"#$%&'/"/"E9

后#培养于含有吉西他滨培养液中的

0123$+

癌细胞的细胞活性出现升高%反之#转染
/"#$%&'

的

外源性抑制物
1VW$/"#$%&'

封闭内源性
/"#$%&'

抑制该微小

#21

功能后#培养于吉西他滨培养液中的癌细胞的细胞活性

出现降低)这提示
/"#$%&'

在癌细胞抵抗吉西他滨毒性作用

的过程中起正面作用)

(

)*

基因是重要的抑癌基因#作为核转录因子的
(

)*

蛋白

可通过激活多种靶基因的表达#诱导细胞
Y21

损伤#进而导

致细胞衰老及死亡'

+%

(

#它不仅在肿瘤的发生中起重要作用#也

参与多种化疗药物耐药作用的产生'

+*

(

)基因组丢失*表观遗

传沉默*转录抑制等多种机制可以下调
(

)*

的表达#一些促癌

/"#21

在转录后水平负调控
(

)*

的表达)

(

)*

与耐药性的关

系非常复杂#不同的研究往往得出截然相反的结果#导致这些

差异的原因可能包括
(

)*

效果评价的非标准化*患者选择的差

异*化疗方案的不同*持续时间的不同等)因此
(

)*

在肿瘤治

疗中的作用在一定程度上仍然存在争议)本研究发现!转染

(

EY21*

"

Z1$

(

)*

实现
(

)*/#21

及蛋白在
0123$+

细胞中

过表达后#培养在含吉西他滨培养液中的癌细胞的细胞活性明

显降低%相反#转染
(

V"C8<E8;

"

9D#21$

(

)*

敲降质粒抑制
(

)*

基因表达后#癌细胞的细胞活性则明显增加)这表明
(

)*

的表

达在癌细胞抵抗吉西他滨毒性作用的过程中起负面作用)

通过与靶基因
/#21

的
*456#

结合抑制靶基因表达是

/"#21

调控靶基因表达的常见机制)本研究结果显示!

/"#$

%&'

可以与
(

)*/#21*456#

中特定靶位点的结合抑制报告

基因的表达%同时#转染
/"#$%&'/"/"E9

可以降低癌细胞内

(

)*/#21

和蛋白水平#而转染
1VW$/"#$%&'

封闭内源性

/"#$%&

则增加细胞内
(

)*/#21

和蛋白水平)这表明
/"#$

%&'

可以负向调控
(

)*

基因的表达)为了进一步证实
/"#$%&'

可以通过降低
(

)*

基因表达水平增强
0123$+

癌细胞对吉西

他滨的耐药作用#本研究将
/"#$%&'/"/"E9

与
(

EY21*

"

Z1$

(

)*

共转染至癌细胞#结果显示细胞中
(

)*

基因的过表达能够

抑制
/"#$%&'/"/"E9

对癌细胞耐药的增强作用)这表明在复

杂的细胞信号通路中存在一条
/"#$%&'

对
(

)*

基因表达进行

调控的通路#并且癌细胞可以通过这条通路增强自身对吉西他

滨的耐药性)

综上所述#

/"#$%&'

基因表达可以作为解决胰腺癌细胞对

吉西他滨耐药性的一个靶点#为临床解决胰腺癌耐药问题提供

新思路)本研究仅初步显示了
(

)*

与
/"#$%&'

的相关性#且

(

)*

发挥作用的上游和下游因子众多#相关研究还有待进一步

深入)

参考文献

'

+

(

ZB;"DB;B<Y

#

VB"8F1

#

a@ED8;Z!,1<BC

J

9"9@I/@;:BC":

J

;B:89I@;

(

B<E;8B:"EEB<E8;BE;@99:D8M@;CF

'

R

(

,Z0P

$

WK$

I@;F

&#

%--O

#

+-

$

+

&!

)O$&%,

'

%

(

VG

H

"/@:@

#

Z

#

2BLB/G;B !

#

b@FBZ

#

8:BC,V"C8<E"<

H

@I

#52_%8<DB<E8

H

8/E":B'"<898<9":"A":

J

@I

(

)*$Y8I"E"8<:

DG/B<

(

B<E;8B:"EEB<E8;1903$+E8CC9:D;@G

H

D:D89:"/G$

CB:"@<@I61

(

&*$!8F"B:8FE8CCF8B:D

'

R

(

,38CCY8B:DY"9

#

%-+)

#

+

$

+-

&!

+)-+-,

'

*

(

X"CB/1

#

VDB"1

#

19DL8<BN"Q

#

8:BC,!"E;@#21;8

H

GCB:"@<

@I

(

;@

H

89:8;@<8;8E8

(

:@;"<';8B9:EB<E8;

'

R

(

,W<E@:B;

H

8:

#

%-+?

#

O

$

+&

&!

%).&*$%).?&,

'

=

(

VGc;8N$1;;"B

H

B!3

#

6@;;89R

#

3B/@;C"<

H

B$0@<E8!

#

8:BC,

1

(

;@

(

@98F/8:D@FI@;:D8;8CB:"A8

d

GB<:"I"EB:"@<@IC8A8C9

@IE";EGCB:"<

H

/"E;@#219"<:D8

(

CB9/B@I

H

B9:;"EEB<E8;

(

B:"8<:9

'

R

(

,W<E@CS8::

#

%-+?

#

+*

$

)

&!

*+-.$*++?,

'

)

(

2B/LG<

H

R

#

aM@<7

#

3D@"b

#

8:BC,!@C8EGCB;9G':

J(

89

@I

(

B<E;8B:"EEB<E8;'B98F@</"#218K

(

;899"@<

(

;@I"C89

DBA8Q<F8

(

8<F8<:

(

;@

H

<@9:"EABCG8

'

R

(

,RXB9:;@8<:8;@C

Z8

(

B:@C

#

%-+&

#

*+

$

&

&!

++&-$++&?,

'

&

(

3B@e

#

S"G3

#

_GR

#

8:BC,0CB9/B/"E;@#21

(

B<8C9:@F"$

B

H

<@98

(

B<E;8B:"EEB<E8;

!

;89GC:9I;@/B/GC:"E8<:8;9:GF

J

'

R

(

,W<E@:B;

H

8:

#

%-+&

#

?

$

%?

&!

=+)?)$=+)O*,

'

?

(

eDB<

H

b

#

S"!

#

7B<

H

Z

#

8:BC,0;@I"C"<

H

@I.)/"E;@#219

"<

(

B<E;8B:"EEB<E8;E8CCC"<89B<F9G;

H

"EBC9

(

8E"/8<9'

J

;8BC$:"/803#B<BC

J

9"9

'

R

(

,7@;CFRVG;

H

#

%--.

#

**

$

=

&!

&.O$?-.,

'

O

(

VD8"LD#

#

7BC9D2

#

3C

J

<89!

#

8:BC,3DBCC8<

H

89@IF;G

H

;89"9:B<E8"<:D8/B<B

H

8/8<:@I

(

B<E;8B:"EEB<E8;

'

R

(

,UK$

(

8;:#8A1<:"EB<E8;6D8;

#

%-+-

#

+-

$

+-

&!

+&=?$+&&+,

'

.

(

T8C:LB/

(

V1

#

P8"

>

<8<RZ

#

VED8CC8<9RZ,0;@C@<

H

8FA8;9G9

9:B<FB;F

H

8/E":B'"<8"<IG9"@<

!

:;B<9CB:"@<@I /@C8EGCB;

(

DB;/BE@C@

HJ

:@<8M:;8B:/8<:9:;B:8

HJ

'

R

(

,W<E@C@

H

"9:

#

%--O

#

+*

$

*

&!

%&+$%?&,

'

+-

(

!B;F"<71

#

!889V6,!"E;@#219

!

<@A8CF"B

H

<@9:"EB<F

:D8;B

(

8G:"E:@@C9I@;

(

B<E;8B:"EFGE:BCBF8<@EB;E"<@/B

,

'

R

(

,1<<VG;

H

W<E@C

#

%--.

#

+&

$

++

&!

*+O*$*+O.,

'

++

(

#BEDB

H

B<"V

#

aG/B;V

#

PB:;BVa,!"E;@#21"<

(

B<E;8B:$

"EEB<E8;

!

(

B:D@C@

H

"EBC,F"B

H

<@9:"EB<F:D8;B

(

8G:"E"/

(

C"$

EB:"@<9

'

R

(

,3B<E8;S8::,%-+-

#

%.%

$

+

&!

O$+&,

'

+%

(

T@G9

H

8<aZ

#

SG_,S"A8@;C8:F"8

!

:D8E8CĈ9;89
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