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$中的表达水平及功能%方法
!

选取该院肝胆外科收治的
=&

例
Z33

手术患者!并将其分为转染组和未转染组!比较两组
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细胞的
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表达&增殖&凋亡情况!以及
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$的表达水平%结果
!

肝癌组织中
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表达水平明

显低于癌旁组织"
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的表达水平与
Z33

的肿瘤大小&肿瘤
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分期等临床病理特征密切相关"
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$#转染组
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细胞增殖率在转染后
%=

&

=O

&

?%D

均明显低于未转染组"
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$#转染组
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可通过

下调潜在靶点的
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表达水平来抑制肝癌细胞增殖并促进其凋亡%
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肝细胞癌$

Z33

&是一种具有高病死率的原发性肝癌#属

于常见的恶性肿瘤)临床上一般认为肝细胞癌的发生与乙肝

病毒感染密切相关#但现阶段关于
Z33

的发生机制及其发展

微观过程尚未完全明确'

+

(
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/"E;@#21

属于小分子非编码单

链
#21

#参与到细胞增殖*分化*凋亡等重要活动的调控中'

%

(

#

近年来已成为分子生物学*肿瘤医学方面的研究热点)国外有

研究表明#

/"E;@#21

表达异常与
Z33

的发生存在着密切关

联#且发现
/"E;@#21$%+O

在多种恶性肿瘤中的表达均呈下调

或缺失状态#有可能参与到恶性肿瘤细胞的增殖与凋亡过程

中'

*$)

(

)但目前关于
/"E;@#21$%+O

表达与肝细胞癌关系的研

究报道在国内外均极为少见)本研究选取
%-+*

年
+

月至

%-+&

年
+%

月
=&

例
Z33

手术患者肝癌组织及癌旁组织标本

进行检测和分析#对
/"E;@#21$%+O

在
Z33

中的表达水平及

功能进行了解和明确#以期为
Z33

的临床治疗提供新的着

力点)
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资料与方法

A,A

!

一般资料
!

选取
%-+*

年
+

月至
%-+&

年
+%

月本院肝胆

外科收治的
=&

例
Z33

手术患者作为研究对象#其中男
**

例#

女
+*

例#年龄
**

$

&.

岁#平为年龄$

)-,O?f+*,=%

&岁)所有

患者手术前均无放疗*化疗或介入治疗史#术中切除的肝组织

标本经病理细胞学检查证实为
Z33

)采用
/"E;@#21$%+O

拟

态对
Z8

(

X%

细胞转染后#将研究对象分为转染组和未转染组#

每组各
%*

例)
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仪器与试剂
!
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逆转录试剂盒*荧光实时定量

聚合酶链反应$

d

#6$03#

&试剂盒*
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国
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特异性引物*
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拟态及阴性对照物*内参
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购自广州锐博生物科技有限

公司#
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细胞特异性莫洛尼白血病病毒插入位点
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&引物

和周期蛋白依赖性激酶
&

$
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&引物均合成自上海生工生物

工程有限公司#胎牛血清购自浙江天杭生物科技有限公司#达

尔伯克改良伊格尔培养基$
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&来自于本实验室#噻唑蓝
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方法
!

收集的肝癌组织及癌旁组织标本均置于液氮中保

存#采用
d

#6$03#

法检测标本中的
/"E;@#21$%+O

表达水平)

先采用
6;"N@C

试剂盒提取标本中的
#21

#提取后按照
/"E;@#$

21

逆转录试剂盒说明书对
#21

标本进行逆转录和离心#

*?

\

下反应
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下反应
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下保存备用)按照
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试剂盒的说明书对
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特异性引物*内

参
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*
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引物*
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引物进行反应#
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下持续预孵育
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#
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下持续预变性
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#
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下持续变性
+)9

#

&-\

下

持续退火延伸
+/"<

#共扩增
=-

个循环)采集荧光信号#对阈

值循环数进行分析#计算
/"E;@#21$%+O

水平#重复检测
*

次

以确保其准确性#其中
P/"$+

引物为
)4$X6X3666X6XX1

XXX 613 663 16$*4

$正向&和
)4$66X X13 163 131

1161XX131161366$*4

$反向&#

3Ya&

引物为
)4$33X

6XX163 636 XX1 X6X 66$*4

$正向&和
)4$636 336

XXX1X633116313$*4

$反向&)在含胎牛血清的
Y!U!

培养基中培养人肝癌细胞株
Z8

(

X%

#于
*?\

的二氧化碳细胞

培养箱中培养#稳定传代达到
*

代后#取
Z8

(

X%

细胞进行试

验)采用
!66

比色法*流式细胞仪分别对
Z8

(

X%

细胞增殖

和凋亡情况进行检测#再采用
d

#6$03#

法*蛋白质印迹法对

/"E;@#21

潜在靶点的
P/"$+

*

3Ya&

表达水平进行检测)将

P/"$+

*
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一抗置于
=\

下孵育过夜#采用
6PV6

溶液反复

漂洗
&

次后加入适当浓度的
P/"$+

*

3Ya&

二抗#在
*?\

下持

续孵育
+D

#再采用
6PV6

溶液反复漂洗
&

次#于暗室内加入

U3S

溶液中进行显色#曝光胶片)
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观察指标
!

比较肝癌组织和癌旁组织
/"E;@#21$%+O

表

达水平%分析
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表达水平与
Z33

临床病理特征

的相关性%比较转染组与未转染组
Z8

(

X%

细胞的
/"E;@#21$

%+O

表达*增殖*凋亡情况及
P"/$+

和
3Ya&

的表达水平)

A,E

!

统计学处理
!

采用
V0VV+.,-

软件进行统计学处理%
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E;@#21$%+O

*

P"/$+

和
3Ya&

表达水平经对数转换后以
If:

表示#组间比较采用
3

检验%相关性采用
V

(

8B;/B<̂9

等级相关

分析%以
D

$

-,-)

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!

肝癌组织*癌旁组织
/"E;@#21$%+O

表达水平比较
!

肝

癌组织和癌旁组织中
/"E;@#21$%+O

表达水平分别为
-,=&f

-,%-

和
+,))f-,&?

#差异有统计学意义$

3`+-,)?*

#

D
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B,B

!

/"E;@#21$%+O

表达水平与
Z33

临床病理特征的相关

性
!

/"E;@#21%+O

的表达水平与
Z33

的肿瘤大小*肿瘤

62!

分期等临床病理特征密切相关$

D

$

-,-)

&#而与性别*年

龄*乙肝病毒感染*肝硬化*血清甲胎蛋白水平*肝内转移*门静

脉侵袭等临床病理特征无关$

D

%
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&)见表
+

)
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转染组*未转染组
Z8

(

X%

细胞的
/"E;@#21$%+O

表达水

平比较
!

采用
/"E;@#21$%+O

拟态对
Z8

(

X%

细胞转染后#转

染组*未转染组
Z8

(

X%

细胞的
/"E;@#21$%+O

表达水平分别

为
+,-Of-,).

和
-,*.f-,%=

#差异有统计学意义$

3̀ ),+.)

#

D -̀,---
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B,D

!

转染组*未转染组
Z8

(

X%

细胞增殖*凋亡情况
!

转染组

Z8

(

X%

细胞增殖率在转染后
%=

*

=O

*

?%D

均明显低于未转染

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&%转染组的
Z8

(

X%

细胞凋亡

率明显高于未转染组#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见

图
+

*
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表
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表达水平与
Z33

临床

!!!

病理特征的相关性

临床病理特征
2 D

性别
-,+%) -,O.-

年龄
-,+*+ -,O=)

乙肝病毒感染
h-,%.= -,&?%

肝硬化
h-,%&) -,&.?

血清甲胎蛋白水平
-,+.O -,?.*

肿瘤大小
h-,&%? -,--)

肝内转移
h-,+=& -,O-%

门静脉侵袭
h-,%+O -,?)&

肿瘤
62!

分期
h-,?)= -,--*

图
+

!!

转染组%未转染组
Z8

(

X%

细胞在转染后不同

时间段的增殖曲线

图
%

!!

转染组%未转染组
Z8

(

X%

细胞在转染后不同

时间段的凋亡情况

B,E

!

转染组*未转染组
Z8

(

X%

细胞的
P"/$+

和
3Ya&

表达水

平比较
!

转染组
Z8

(

X%

的
P"/$+

*

3Ya&

表达水平均明显低于

未转染组$

D

$

-,-)

&)见表
%

)

表
%

!!

转染与未转染
Z8

(

X%

细胞的
P"/$+

和

!!!

3Ya&

表达水平比较&

If:

'

组别
' P"/$+ 3Ya&

转染组
%* -,=Of-,*+ -,%.f-,+?

未转染组
%* +,-.f-,&) +,+*f-,O=

3 =,-&% =,?-+

D -,--- -,---
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讨
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Z33

是一种常见的恶性肿瘤#多发生于乙型病毒性肝炎

+
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或丙型病毒性肝炎患者中#是由病毒性肝炎发展成的一种癌

变#其癌细胞往往呈实性团块状排列#周围存在丰富的扩张血

窦#其恶性程度较高#具有较高的致死率'

&$O

(

)据调查统计#全

球范围内因肝癌病死的人数每年约在
&-

万人'

.

(

)近年来#临

床上对
Z33

的诊治进展较为明显#

Z33

的病死率有所下降#

但晚期肝癌或肝癌转移患者的预后仍然不容乐观)临床上还

需进一步对
Z33

的发病机制进行深入研究#以寻找治疗的新

靶点'

+-$++

(

)

/"E;@#21

是一种在动植物体内广泛存在的小分子非编

码单链
#21

#可与靶
/#21

分子的
*4

非编码区域碱基进行结

合#从而使靶
/#21

基因有效降解#参与到肿瘤细胞的增殖*

分化*凋亡过程中#在多种肿瘤的发生*发展过程中起到了不同

的作用'

+%$+=

(

)临床上诸多研究显示#

Z33

患者的
/"E;@#21

呈异常表达)本研究通过对
Z33

患者的肝癌组织*癌旁组织

标本进行检测#发现肝癌组织中
/"E;@#21$%+O

表达水平明显

低于癌旁组织$

D

$

-,-)

&)这表明
/"E;@#21$%+O

在肝癌中呈

低表达#且可能参与到肝癌的发生机制中)本研究对
/"E;@#$

21$%+O

表达与
Z33

临床病理特征进行分析#发现
/"E;@#$

21%+O

的表达水平与
Z33

的肿瘤大小*肿瘤
62!

分期等临

床病理特征密切相关$

D

$

-,-)

&#提示
/"E;@#21$%+O

低表达

还可能参与到肝癌的肿瘤进展过程中'

+)$+&

(

)

本研究采用
/"E;@#21$%+O

拟态对
Z8

(

X%

细胞进行转

染#结果显示#转染组
/"E;@#21$%+O

表达水平明显高于未转

染组$

D

$

-,-)

&#转染组
Z8

(

X%

细胞增殖率在转染后
%=

*

=O

*

?%D

均明显低于未转染组$

D

$

-,-)

&#其细胞凋亡率明显高于

未转染组$

D

$

-,-)

&)这表明采用
/"E;@#21$%+O

对肝癌细胞

进行转染可有效促进其凋亡*抑制其增殖#可从提高肝癌患者

机体内的
/"E;@#21$%+O

表达水平着手对肝癌患者进行积极

治疗)

P"/$+

*

3Ya&

均属于
/"E;@#21$%+O

的潜在靶点蛋白#

其中
P"/$+

蛋白属于核染色质调控因子多梳基因家族#而

3Ya&

属于多功能蛋白且可对细胞的定向分化予以调节'

+?$+O

(

)

本研究通过对
/"E;@#21

潜在靶点检测#发现
Z8

(

X%

细胞转

染后的
P"/$+

*

3Ya&

表达水平均明显低于未转染组$

D

$

-,-)

&#提示采用
/"E;@#21$%+O

下调
P"/$+

*

3Ya&

水平可在

一定程度上抑制癌细胞增殖并诱导其凋亡)

综上所述#

/"E;@#21$%+O

在肝细胞癌中呈低表达#可通

过下调潜在靶点的
P"/$+

*

3Ya&

表达水平抑制肝癌细胞增殖

并促进其凋亡#其表达水平与肝癌的恶性程度有关)但由于

/"E;@#21

的调控机制相对复杂#多个
/"E;@#21

的调控靶点

可能为同一个#而一个
/"E;@#21

的下游靶点可能有多个)因

此#临床上还应对
/"E;@#21$%+O

在
Z33

中的调控机制作进

一步研究)
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