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结肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一!其病死

率高!在肿瘤中居第
$

位$

#

%

#在过去几十年中!结肠

癌发病率仍呈上升趋势#近年来!随着医疗技术的发

展!虽然越来越多的结肠癌患者在早期即可确诊!并

可得到及时"恰当的治疗!但是仍有患者需要手术治

疗且效果并不明显$

$

%

#因此!采用新的方法治疗结肠

癌是十分必要的#微小
3P4

&

F/3P40

'是内源性的

非编码
3P40

!长度为
$"

"

$*17

!在转录水平上调节

基因表达$

(

%

!其具有相对分子质量小"特异性高等优

点!在多种病理生理过程中起重要作用!约有
("S

的

基因受到
F/3P40

调节$

2

%

#

F/3P4

通过外来体或者

连接蛋白来调节细胞内信号通路!

F/3P40

作用在细

胞接收器上!起到肿瘤抑制的作用!在多种肿瘤细胞

中均检测出异常
F/3P40

#也有研究报道$

*

%

!

F/3+

P4+#)5

对胃癌细胞生长起到促进作用!同时可通过

调节细胞抑制信号因子抑制肿瘤细胞的增长!说明

F/3P4+#)5

有抑制癌细胞的作用#但是
F/3P4+#)5

对人结肠癌细胞系
NCOC

细胞的作用及机制的研究

尚不充分!因此!本研究拟探讨
F/3P4+#)5

的作用机

制!现报道如下#

$

!

材料与方法

$%$

!

材料
!

结肠癌
NCOC

细胞购自中国医学科学

院!由本实验室冷冻保存#

N+U@]@

培养基"胎牛血

清和混合抗菌药物&青霉素"链霉素'购自
Y=T?R

公

司!胰蛋白酶购自
V/

<

F5

公司!

3L+W?3

试剂盒购自

L5e535

公司!

??e'

溶液购自
UC

.

/1JC

公司!

L651+
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侵袭小室购自
?G;F/9C1

公司!多克隆兔抗体

D0

X

)"

和
4_7

购自
W6C7;/17;9G

公司!

Y4WUD

抗体

购自
T/CEC6:J

公司!二抗&辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠抗体'购自优维宁生物技术公司!

3=W4

裂解液购

自碧云天公司#

$%%

!

方法
!

实验于
$"#2

年
'

月至
$"#*

年
*

月在陕

西省医学实验动物中心实验室完成!采用随机对照动

物实验#

$%%%$

!

结肠癌
NCOC

细胞体外培养建立实验模型及

实验分组
!

小心取出已冻存的结肠癌
NCOC

细胞&防

止冷冻管爆裂'!放入
(,b

水浴!不间歇"轻轻摇动冷

冻管!使其充分融化
#F/1

!融化后!放置于无菌操作

台中!吸取解冻完成的细胞悬浮液!加至预先配置好

的
#f#"

稀释的
N+U@]@

培养基!并将细胞接种于

培养瓶中!静置于
(,b

"

*S ?R

$

饱和湿度培养箱中

培养#培养
$

"

(J

后更换新鲜培养基!将培养至第
(

代的结肠癌
NCOC

细胞分为转染组"阴性转染组和空

白对照组#

$%%%%

!

脂质体介导
F/3P4+#)5

转染人结肠癌细胞

系
NCOC

细胞
!

F/3P4+#)5

引物购自
4AY?L

公司!

依据
K4@4@RLR

等$

*

%检测出的
F/3P4+#)5

基因

序列#合成的转染的
F/3P4+#)5

正向序列为
*a+

4\??Y?Y?Y 4\4 Y\4?Y\ 4\\+(a

!反向序

列为
*a+\4?Y\4?\4\?Y?Y?YY4\\\+(a

#

阴性转染组
F/3P4+#)5

的正向序列为
*a+\Y\Y?4

44\?\4\Y?4444?\Y4+(a

!反向序列为
*a+

\\4Y\\ \\Y?4\ 4Y\ \Y?4?+(a

#依据试

剂盒说明书的要求!在转染试剂
N/

X

C8;975F/1;$"""

下进行转染#合成复合物的条件为(转染组为
*

!

N

的
F/3P4+#)5

溶液!

*

!

N

的
N/

X

C8;975F/1;$"""

转

染试剂和
$FN

的新鲜培养基+阴性转染组为
*

!

N

的

对照
F/3P4+#)5

溶液!

*

!

N

的
N/

X

C8;975F/1;$"""

转染试剂和
$FN

的新鲜培养基+空白对照组为
$FN

的新鲜培养基静置转染
$"F/1

!

,G

后更换新鲜培养

基#转染组"阴性转染组和空白对照组均多次转染!

培养
2'G

后进行实验#

$%%%&

!

检测转染后
F/3P4+#)5

基因的表达
!

总

3P4

从转染
2'G

后的人结肠癌细胞系
NCOC

细胞中

提取!按
YH;C

公司
L6/BC:LC75:=0C:57/C13;5

<

;17

说

明书进行提取总
3P4

并以总
3P4

的
F/3P4

为模

板!参照说明书的逆转录酶法反转录合成
9UP4

!在

扩增仪上进行
3L+W?3

#

F/3P4+#)5

的上游引物为

*a+?L?LY4?YLLY44?LY4Y?LLLL+(a

!下

游引物为
*a+Y?44L?LY444LY??444YLY+

(a

!扩增目的基因片段长度为
#$!H

X

#内参物
Y4W+

UD

的上游序列为
*a+YYL YYL ?L? ?L? LY4

?LL?44?4+(a

!下游序列为
*a+YLL Y?L YL4

Y??444LL?YLLYL+(a

!扩增目的基因片段长度

为
#$,H

X

#将
W?3

产物
#"

!

N

于
$S

琼脂糖凝胶电泳!

采用凝胶自动成像及分析系统!电泳结果用凝胶图像分

析系统分析电泳条带吸光度&

"

'值!计算
V#""4##

与

Y4WUD

的
"

比值!各组实验均需重复
(

次#

$%%%'

!

利用
??e'

试剂盒检测细胞的增殖能力
!

转

染组"阴性转染组和空白对照组的结肠癌
NCZC

细胞

被
F/3P4+#)5

转染后!平铺于
)!

孔板中!细胞浓度

为
#c#"

* 个*
#""

!

N

#室温下!放置于
*S ?R

$

培养

箱中预孵育培养板中的细胞!分别测定
(

组细胞的增

殖活力#在
)!

孔板中!每孔加入
#"

!

N??e+'

!

(

组

细胞分别于
(,b

下!

*S ?R

$

培养箱培养
$G

#用紫

外分光光度计对转染组"阴性转染组和空白对照组的

结肠癌
NCOC

细胞增殖活性进行测量!测定波长为

2*"1F

#

$%%%(

!

L\P]N

法检测细胞的凋亡情况
!

检测结肠

癌
NCOC

细胞的凋亡情况!需严格按照贝克曼库尔特

公司试剂盒说明书进行操作#标记
J\LW

缺口末端!

该末端以脱氧核苷酸转移酶转导#分别将
F/3P4+

#)5

转染后的转染组"阴性转染组和空白对照组的结

肠癌细胞系
NCOC

细胞!采用多聚甲醛固定#每片标

本加入
*

!

N

*片的
L\P]N

混合液和
*"

!

N

的
WRU

转化剂!将各组标本片放置于
(,b

湿盒中!

("F/1

!

WTV

冲洗
(

次!每次
*

"

!F/1

#中性树胶封片!光学

显微镜下观察!棕黄色为凋亡细胞核!深蓝色为未凋

亡细胞核!结肠组织的凋亡情况由凋亡指数&

4=

'

表示#

$%%%)

!

细胞侵袭小室法检测细胞的体外侵袭力
!

聚

碳酸酯微孔膜分隔的侵袭小室!置于全培养液中!并

在培养液中加入
#"""

!

N

!

#"S

小牛血清!静置
$G

!

用胰蛋白酶消化被
F/3P4+#)5

转染后的结肠癌细胞

系
NCOC

细胞和被
F/3P4+#)5

阴性转染的结肠癌细

胞系
NCOC

细胞!不含血清的培养基洗涤多次!并用

"%#S TV4

的全培养基重悬细胞!细胞计数约为
$c

#"

* 个*
FN

#将小室置于
(,b

下!

*S ?R

$

培养箱中

过夜#取出后!在高倍光镜下观察!随机挑选
#"

个视

野!分别对被
F/3P4+#)5

转染后的结肠癌细胞系
NCOC

细胞和被
F/3P4+#)5

阴性转染的结肠癌细胞系
NCOC

细胞进行计数!细胞的侵袭力即为计算的均值$

!

%

#

$%%%*

!

3L+W?3

检测
D0

X

)"

与
4_7

信号通路的变

化
!

总
3P4

从转染组结肠癌细胞系
NCOC

细胞和阴

性转染组结肠癌细胞系
NCOC

细胞中提取#按
YH;C

公司
L6/BC:LC75:=0C:57/C13;5

<

;17

说明书进行提取

总
3P4

并以总
3P4

的
F/3P4

为模板!参照说明书

的逆转录酶法反转录合成
9UP4

!在扩增仪上进行

3L+W?3

#吸取
$

!

N

悬浮细胞液!上"下游引物各加

入
#

!

N

悬浮细胞液#

D0

X

)"

的上游引物为
*a+Y?4

Y?444Y444?4??LYY4Y+(a

!下游引物为
*a+

L??4LY?YLY4LYLYL?YL?+(a

!扩增目的基

因片段长度为
("$H

X

$

,

%

#

4_7

的上游引物为
*a+44L

4??LYY LYL?YY L?L?4+(a

!下游引物为
*a+

L?Y4Y?L?4L??L44LYY4Y+(a

!扩增目的基

因片段长度为
$#"H

X

#内参物
$

+597/1

的上游序列为

)

#(*

)
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*a+??Y4?4YY4LY?4Y44YY4Y4L+(a

!下游

序列为
*a+YL? 44Y 444 YYY LYL 44?Y?4

4?L+(a

!扩增目的基因片段长度为
$('H

X

#用凝胶

图像分析系统分析电泳条带
"

值!计算与
$

+597/1"

的比值#

$%%%+

!

Q;07;61H:C7

检测
D0

X

)"

与
4_7

信号通路的

变化
!

转染组和阴性转染组的人结肠癌细胞
NCOC

细胞!加入
#""

!

N

含有蛋白抑制剂
W@V>

的
3=W4

细胞裂解液&预先冰浴
#"F/1

'!测定蛋白含量$

'

%

#

2S

聚丙烯酰氨凝胶电泳后封闭
#G

#一抗稀释后放

入培养皿中!加入
WOU>

膜!

2b

恒温过夜!过夜振荡

孵育后!取出聚偏氟乙烯膜!用
LTV

液冲洗多次!每

次浸润
*F/1

#与二抗反应!常温下振荡孵育
$G

!取

出聚偏氟乙烯膜!用
LTV

液冲洗多次!每次浸润
*

F/1

#按照说明书要求!对
WOU>

膜进行荧光染色"曝

光"显影"定影!通过
4:

X

G5$$""

图像分析仪对各组条

带扫描拍照!进行半定量分析#

$%&

!

统计学处理
!

采用
VWVV$"%"

软件进行统计学

分析!所有计量数据以
7iF

表示!多组间的数据比较

采用方差分析!进一步两两比较采用
VPe+

-

检验!

M

&

"%"*

为差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%%$

!

F/3P4+#)5

基因的表达
!

通过
3L+W?3

法检

测的转染组"阴性转染组和空白对照组人结肠癌细胞

系
NCOC

细胞
F/3P4+#)5

基因的表达!转染组
F/3+

P4+#)5

表达水平较高!而阴性转染组和空白组未发

现
F/3P4+#)5

基因的表达!见图
#

#

!!

注(

#

"

(

分别为空白对照组"阴性转染组"转染组

图
#

!!

各组
F/3P4+#)5

基因的表达

%%%

!

细胞的增殖能力
!

对转染组"阴性转染组和空

白对照组的人结肠癌细胞系
NCOC

细胞进行了
??e+

'

细胞增殖试验!结果表明!空白对照组"阴性转染组"

转染组的
"

值分别为
"%,2'i"%"$!

"

"%')(i"%"#,

"

#%$2!i"%"(*

!转染了
F/3P4+#)5

基因的转染组
NC+

OC

细胞增殖能力明显增强!高于阴性转染组&

=h

$"%$'!"

!

M

&

"%"#

'和空白对照组&

=h#"%2(,(

!

M

&

"%"#

'!差异均有统计学意义#
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!

细胞凋亡情况
!

L\P]N

法检测结果显示!棕

黄色为凋亡细胞核!深蓝色为未凋亡细胞核+转染组

的人结肠癌细胞系
NCOC

细胞凋亡情况得到明显改

善!细胞凋亡数量较少!且明显低于阴性转染组和空

白对照组!差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'#阴性转染

组的细胞凋亡数量低于空白对照组!空白对照组呈现

正常生理规律的细胞凋亡情况!见图
$

#

%%'

!

细胞的体外侵袭力
!

对比转染组"阴性转染组

和空白对照组的人结肠癌细胞系
NCOC

细胞的细胞

体外侵袭能力!发现转染组的细胞侵袭能力明显高于

阴性转染组!因此推测转染
F/3P4+#)5

基因可提高

细胞的侵袭能力!见图
(

#

!!

注(

4

为空白对照组+

T

为阴性转染组+

?

为转染组

图
$

!!

各组
NCOC

细胞凋亡情况$

c$""

&

!!

注(

4

为空白对照组+

T

为阴性转染组+

?

为转染组

图
(

!!

各组
NCOC

细胞的侵袭力$

c$""

&

%%(

!

D0

X

)"

与
4_7

的
F/3P4

表达
!

由
3L+W?3

检

测转染组"阴性转染组和空白对照组的结果显示!转

染
F/3P4+#)5

基因的结肠癌细胞
NCOC

细胞的

D0

X

)"

和
4_7

表达水平升高后!阴性转染组的信号通

路
D0

X

)"

和
4_7

的
F/3P4

表达水平明显低于转染

组!但高于空白对照组!空白对照组的信号通路

D0

X

)"

和
4_7

的
F/3P4

表达水平最低!见图
2

#

!!

注(

#

"

(

分别为空白对照组"阴性转染组"转染组

图
2

!!

各组
D0

X

)"

和
4_7

的
F/3P4

表达

%%)

!

D0

X

)"

与
4_7

的蛋白表达
!

转染组"阴性转染

组和空白对照组的信号通路
D0

X

)"

和
4_7

的蛋白表

达结果显示!可见转染组的
D0

X

)"

和
4_7

蛋白表达

明显高于阴性转染组和空白对照组!阴性转染组的

D0

X

)"

和
4_7

信号通路表达高于空白对照组!各组间

差异具有统计学意义&

M

&

"%"*

'!

Q;07;61H:C7

的蛋

白检测结果与
3L+W?3

的
F/3P4

检测结果一致!见

图
*

#

!!

注(

#

"

(

分别为空白对照组"阴性转染组"转染组

图
*

!!

各组
D0

X

)"

和
4_7

的蛋白表达
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结肠癌难以治愈"复发率较高"易发生转移!因此

治疗结肠癌具有很高的难度#近年来!利用
F/3P4

治疗恶性肿瘤!也成为新的治疗方法#

F/3P4

可调

节不同的肿瘤过程!包括肿瘤形成"肿瘤复发和肿瘤

细胞的转移$

)

%

#

F/3P4

调节基因的转录水平!其作

用机制为与靶分子
F/3P4

的
(a+\L3

区域进行特异

性识别并结合!加速靶分子的
F/3P4

的降解!同时抑

制翻译过程$

#"

%

#

F/3P4+#,+)$

家族是
F/3P4

的重

要组成部分!该家族共有
!

个
F/3P4

!分别为
F/3+

P4+#)5

"

F/3P4+#)H

"

F/3P4+#,

"

F/3P4+)$5

"

F/3+

P4+#'5

"

F/3P4+$"5

#已有研究表明!肝癌"恶性黑

色素瘤和
T

细胞淋巴瘤等恶性肿瘤都与
F/3P4+#,+

)$

的调节有关$

##

%

#而
F/3P4+#)5

和
F/3P4+#)H

是

F/3+#,+)$

家族中的重要成员!参与多种肿瘤形成的

调节作用$

#$

%

#

F/3P4+#)5

的调节机制尚未明确!但

已有研究表明
F/3P4+#)5

和
F/3+#)H

参与了细胞新

陈代谢"血管生成"细胞自噬相关的细胞信号通路"细

胞周期和其他癌症通路的调节过程$

#(

%

#

4_7

是一种氨基酸蛋白激酶!称为蛋白激酶
T

&

WeT

'!可磷酸化特异蛋白的丝氨酸*苏氨酸蛋白位

点!调节特异蛋白$

#2

%

#

4_7

是信号转导通路的关键靶

点之一!卵巢癌"乳腺癌"前列腺癌及胃癌等均与
4_7

有关!肿瘤细胞中可以检测出
4_7

的高水平表达!

4_7

很可能是致癌因子#热休克蛋白
)"+D0

X

)"

可与
4_7

结合!改变
4_74_7

的三维结构!使其可以维持高活性

并充分发挥作用#

D0

X

)"

与
4_7

相结合!可促进细胞

凋亡!降低细胞增殖!抑制细胞活性$

#*

%

#本研究中!用

脂质体介导的方法将
F/3P4+#)5

转染至人结肠癌细

胞系
NCOC

细胞#通过检测
F/3P4+#)5

基因!可以

发现
F/3P4+#)5

基因在人结肠癌细胞系
NCOC

细胞

中得到高水平表达!这为后续研究提供了物质基础#

利用
??e'

试剂盒检测结果!转染
F/3P4+#)5

的人

结肠癌细胞系
NCOC

细胞后!细胞增殖能力明显增

强!明显高于阴性转染组和空白对照组的细胞增殖能

力#

L\P]N

和细胞侵袭小室法分别检测细胞凋亡

和体外侵袭力!转染组的细胞凋亡数量明显低于阴性

转染组和空白对照组!侵袭能力却明显高于阴性转染

组和空白对照组#可见转染了
F/3P4+#)5

基因!可

提高人结肠癌细胞系
NCOC

细胞的增殖能力和细胞

侵袭能力"同时较少细胞的凋亡#通过
3L+W?3

和

Q;07;61H:C7

检测
D0

X

)"

*

4_7

信号通路的
F/3P4

和蛋白的表达水平!转染组的
D0

X

)"

和
4_7

的
F/3+

P4

和蛋白的表达水平均高于阴性转染组和空白对

照组#

因此!

F/3P4+#)5

基因可提高结肠癌细胞系
NC+

OC

细胞的增殖能力和细胞侵袭能力!减少细胞凋亡

的机制很可能是上调
D0

X

)"

*

4_7

信号通路的表达#

本研究结果显示!上调
F/3P4+#)5

可提高
D0

X

)"

*

4_7

信号通路表达!促进
NCOC

细胞增殖!减少细胞凋

亡!增强
NCOC

细胞的侵袭能力#本研究为结肠癌的

治疗提供了新的方法和依据#
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