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去整合素金属蛋白酶
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%是去整合素

金属蛋白酶家族$

)X)P5

%的重要成员之一'

)X7

)P5

是近年来发现的一类具有金属蛋白酶活性的细

胞膜表面糖蛋白(迄今为止已发现有
$%

多个成员(这

些成员大多含有金属蛋白酶结构域(它们参与了多种

生物学功能(包括生育+黏附+迁移+炎症+蛋白水解+

细胞传导以及肿瘤的发生发展等)
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(目前研究较多的

是
)X)P!%

+

)X)P!&

'

)X)P!&

的前体结构域能

与锌催化位点相结合(只有当其前体结构域被蛋白酶

水解后(

)X)P!&

才具有酶催化活性(从而参与多种

蛋白的水解)
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的一个重要功能是能剪切

细胞膜上没有活性的肿瘤坏死因子
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%(并与

相应受体结合(激活下游信号通路(参与一系列生物

学过程(所以
)X)P!&

又称为肿瘤坏死因子
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转换

酶$
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'已有研究表明(

)X)P!&

在多种肿瘤

中表达水平明显升高(并在肿瘤的发生发展中发挥重
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要的促进作用(因此有必要对
)X)P!&

进行深入的

研究'
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干扰$

8R)4

%是一种由双链
8R)

所诱导的

转录后基因表达沉默现象(通过
8R)4

途径(特异地

降解其目的基因(从而抑制该目的基因的表达)
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技术对靶基因的沉默具有高效+特异+设计简

便+操作方便等特点'近年来在基因功能研究及相应

的后续基因治疗中已有较广泛的应用'本研究旨在

构建能够有效靶向人源
)X)P!&

基因的
5>8R)

表

达质粒(从而为后续研究做准备'
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材料与方法
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人胰腺癌细胞株$
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(5XR):G4
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连
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基因
5>8R)

的正链+反链退火形成双链
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和
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双酶切后胶回收的产物在
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连接酶的作用下进行连接(将连接好的产物转化到感

受态细胞
U;IG/

中(并涂于含有氨苄青霉素的培养板

上进行筛选培养'挑取单克隆菌落进行扩增(用菌液

*M8

鉴定(并提取质粒送往生工基因测序鉴定'
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将
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细胞培养至

对数生长期(并接种到
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孔板中'每孔加入约
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无抗生素培养基(培养细胞至融合度约为
&%V

"

'%V

时(参照
O4
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:@?A;DC46?"%%%

说明书的方法将
)X7

)P!&5>8R)

及阴性对照组
?\,*5>8R)

分别转染

至
*)RM!

细胞中(

9
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后更换为完全培养基(继

续培养'

A#B#C

#i

7*M8

检测重组载体干扰效果
#

将上述转染

细胞培养
$'>

(

+B4L:G

法提取总
8R)

(逆转录得到
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(再根据
+BD65\?6
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%试剂盒的说

明书来扩增'
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9g7)\)\M+
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+M+M++MMMM+M+\MMM7/g
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\)*XY

上游引

物序列!

9g7+\\\\) )\\+\) )\\+M\\7/g

(

下游引物序列!

9g7M+\\))\)+\\+\)+\\\

)7/g

'以
\)*XY

为内参(以
"
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M;法分别计算并比

较干扰组和对照组
)X)P!&C8R)

的表达水平'

A#B#D
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]?5;?B6IG:;

检测重组载体干扰效果
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收集

转染
$'>

后的干扰组和对照组
*)RM!

细胞(用细胞

裂解液提取各组总蛋白(进行
!%V UXU7*)\T

电泳(

将蛋白转移至
*QX,

膜上后(用
9V

脱脂奶粉室温封

闭
!>

(再用抗人
)X)P!&

的兔源抗体$

!j!%%%

(

/V .U)

%

$c

孵育过夜(以
&

7;<I<G46

为内参'次日(

+.U+

洗膜
9C46

(并重复
/

次(加入
Y8*

$辣根过氧

化物酶%标记的山羊抗兔
-

F

\

$二抗(

!j9%%%

%(室温

反应
!>

&

+.U+

洗膜后(用
TMO

试剂进行显影并

检测'

A#B#J

#

MMS7'

法检测所构建质粒对
*)RM!

细胞增

殖能力的影响
#

将转染
!">

后的各组细胞以
!d

!%

/

"孔的浓度接种于
12

孔板(并设置空白对照组$无

细胞%(分别于
"$

+

$'

+

&">

加入
!%

$

OMMS7'

溶液(

避光孵育
">

后(用酶标仪
$1%6C

波长测量各孔的吸

光度'重复实验
/

次后取平均值(以时间为横坐标+

吸光度为纵坐标绘制生长曲线'

A#C

#

统计学处理
#

采用
U*UU!1#%

进行统计分析'

实验数据用
G[A

表示(两样本均数相比较采用
B

检

验(以
!

$

%#%9

为差异有统计学意义'

B

#

结
##

果

B#A

#

靶向
)X)P!&

基因干扰表达载体的构建
#

菌

液经
*M8

扩增后(所得产物进行
"V

琼脂糖凝胶电

泳(结果显示(产物
!

+

/

+

$

+

9

+

2

均有目的条带$图
!

%(

将这
9

个菌液培养扩增并提取质粒后测序(测序结果

完全正确$图
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为
XR)"%%%I

J

CDBW?B

&

!

+

"

+

/

+

$

+

9

+

2

为不同菌落

图
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菌液
*M8

产物琼脂糖凝胶电泳图谱

图
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重组质粒
J

OSZ#!7

J

<B:)X)P!&5>8R)

的测序图谱

B#B
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荧光定量
*M8

检测
J

OSZ#!7

J

<B:)X)P!&

5>8R)

干扰效果
#

为了明确
)X)P!&

在转染后被

干扰的效果(本研究用
i

*M8

检测转染后不同组的

C8R)

表达水平'如图
/

所示(与对照组相比较(转

染
)X)P!&

干扰载体的
*)RM!

细胞(

)X)P!&

C8R)

表达水平下调了
29V

以上(差异有统计学意

义$
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(与
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组比较

图
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评估
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干扰效果
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检测
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干扰效果
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检测结果显示$图

$

%(与对照组相比较(转染
)X)P!&

干扰载体的

*)RM!

细胞(

)X)P!&

蛋白的表达水平显著降低(

差异有统计学意义$

!

$

%#%9

%(这说明所构建质粒对

)X)P!&

蛋白的表达有明显的抑制作用(因此可用

于后续实验'
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实验检测
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R)

对
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细胞增殖的影响
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为分析
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<B:)X)P!&5>8R)

对
*)RM!

细胞增殖速率的

影响(分别在质粒转染后的
"$

+

$'

+

&">

检测
12

孔板

中各组细胞吸光度(分析其增殖情况'与对照组相

比(干扰组细胞增殖速率明显降低$图
9

%(差异有统计

学意义$
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%#%9

%'

##

注!

!

!

$

%#%9

(与
5>7?\,*

组比较

图
$

##

]?5;?B6.G:;

评估
5>8R)

干扰效果

##

注!

!

!

$

%#%9

(与
5>7?\,*

组比较

图
9

##J

OSZ#!7

J

<B:)X)P!&5>8R)

对
*)RM!

细胞增殖的影响

C

#

讨
##

论

##

去整合素
7

金属蛋白酶家族$

)X)P5

%是一类锌

依赖性的跨膜糖蛋白(它们有
9

个基本功能!蛋白水

解+生物活性因子释放+附着+融合和细胞内信号转

导(因此(它们在生物发育和生存中的作用是复杂的+

多方面的)

972

*

'其中(

)X)P!&

和肿瘤的关系已成为

研究的热点(越来越多的研究表明(

)X)P!&

在人类

多种肿瘤中呈现高表达(而在正常细胞中表达很少(

具有一定的肿瘤细胞特异度(并促进肿瘤转移+侵袭'

Z>U+

等通过免疫组化发现(

)X)P!&

在皮肤鳞状

细胞癌中的表达水平升高(且随分化程度越来越低(

)X)P!&

的表达水平越来越高)

&

*

&在肝癌中(

)X7

)P!&

通过
T\,8

"

*-/S

"

)W;

通路介导了化疗抵

抗)

'

*

&

MYTR

等)

1

*的研究结果表明(

C487//'7/

J

在胃

癌中的表达水平降低(而过表达
C487//'7/

J

后(胃癌

细胞的增殖+迁移+侵袭能力均被抑制(但
)X)P!&

可以逆转
C487//'7/

J

的这些作用(促进胃癌细胞增

殖+迁移+侵袭&表皮生长因子受体$

T\,8

%是原癌基

因
A7?BI.!

编码的糖蛋白(属于
)

型跨膜酪氨酸激酶

生长因子受体(在许多人类实体肿瘤中有表达或过度

表达(与肿瘤的形成和发展有关(而
)X)P!&

可水解

释放
T\,8

的多种配体)

!%7!!

*

(

Ya)R\

等)

!"

*的研究

#

1/%!
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表明(

)X)P!&

通过活化
T\,8

的多种配体(促进了

头颈鳞状细胞癌的增殖+迁移&在肾癌细胞中(

P47

AB:8R)7!$9

的降低使
)X)P!&

表达水平升高(从而

导致了肾癌的恶性进展)

!/

*

'综上所述(

)X)P!&

在

肿瘤的发生+发展中有一定的促进作用(有可能成为

预测恶性肿瘤是否转移及预后的重要标志物'

8R)4

是一种抑制基因表达的技术(通过小干扰

8R)

$

548R)

%(降解同源
C8R)

(从而沉默特定基因

表达)

!$7!9

*

'其中(

548R)

可通过体外转录或用化学方

法合成(但化学合成
548R)

成本较高+不能持续抑制

基因表达+且易于污染(体外转录法得到的
548R)

量

有限(而
5>8R)

可以解决这些问题(

5>8R)

是在编

码
548R)

正+反链之间添加一段不互补的碱基序列(

使
8R)

折叠成发卡结构形成
G::

J

环(与相应的载体

连接构成质粒后(转染进入细胞(经胞质中的核酸酶

切割成
548R)

(

548R)

解链后再与
8R)

诱导的沉默

复合物$

8-UM

%相结合(识别与其序列互补配对的同源

C8R)

(降解
C8R)

从而沉默目的基因)

!2

*

'该方法

无需直接操作
8R)

(且作用效果更好(有更加广泛的

应用前景'

本研究成功构建了人
)X)P!&

基因干扰表达载

体(在菌液
*M8

结果中(产物
"

没有目的条带(这可

能是由于操作过程中不够严谨而出现杂菌污染(但其

余
9

个产物均在相应位置有条带(且提取质粒后(测

序结果完全正确'用该质粒转染人胰腺癌细胞

*)RM!

(有效地下调了
*)RM!

细胞中
)X)P!&

C8R)

和蛋白水平的表达(同时(转染后细胞的增殖

能力明显被抑制'

D

#

结
##

论

##

本研究将靶向
)X)P!&

的
5>8R)

连接到了

J

OSZ#!7

J

<B:

载体中(测序成功后(瞬时转染至胰腺

癌细胞
*)RM!

(显著降低了实验组细胞中
)X)P!&

的
C8R)

和蛋白表达水平(说明该质粒构建成功&实

验组细胞增殖速率显著降低(说明该质粒可在体外培

养的肿瘤细胞中发挥作用(为进一步研究
)X)P!&

在肿瘤发生+发展过程中的作用及机制奠定了基础'
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Ŷ)Z*U

(
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