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基因表达对

大肠癌细胞端粒酶活性的影响
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目的
!

探讨
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!

HFS&

"基因对大肠癌细胞增殖和端粒酶活性的影响%方法
!

根据
HFS&

基因序列特点#设计并用化学方法合成小干扰核糖核酸分子!

28$77'%3+4B+4'%

0

<K?

#

2'<K?

"#转染人大肠癌

,O'*"

细胞后#分别采用实时定量
H.<

和
O+23+4%;713

检测
HFS&

基因
8<K?

和蛋白表达水平%分别采用

*LL

法和
L<?H5@FG,?

方法检测
HFS&

基因转染对大肠癌细胞增殖和端粒酶活性的影响%结果
!

所设计的
)

个
2'<K?

均能明显抑制大肠癌
,O'*"

细胞
HFS&8<K?

水平#以
H'

效果最好%以
H'

转染处理大肠癌细胞

后#

HFS&8<K?

水平和蛋白水平明显下调#且呈浓度和时间依赖性%

*LL

和
L<?H5@FG,?

方法检测发现#

H'

2'<K?

转染组细胞增殖和端粒酶活性明显受到抑制#且呈浓度和时间依赖性!

<
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"=")
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<
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"%结论
!

HFS&

基因对大肠癌细胞增殖具有重要的调控作用$以
HFS&2'<K?

转染处理大肠癌细胞#可明显抑制大肠癌

细胞的恶性增殖#其机制可能与抑制端粒酶活性有关%
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基因表达对大肠癌细胞端粒酶活性的影响

!!

已有研究发现#

*)Y

"

#"Y

的肿瘤包括大肠癌

中都有端粒酶的活化表达#而正常细胞!生殖细胞除

外"及正常组织几乎没有端粒酶活性#正常细胞向肿

瘤细胞转变过程中大多伴随端粒酶的激活+

&

,

%端粒

酶的活化可能是恶性肿瘤发生的关键环节之一及细

胞恶化的共同通路+

!

,

%

大肠癌是最常见的恶性肿瘤之一#近年来发病

率逐渐增高%研究发现#端粒酶的激活在大肠黏膜

癌变发生发展中起着重要的作用+

$+)

,

%由正常大肠

黏膜发展到大肠癌#端粒酶阳性表达率呈递增趋

势+

%

#

(

,

%因此#采用各种方法及从各种途径抑制端

粒酶活性#并探讨其调控的相关机制#将有助于肿瘤

的基因治疗%

H171

激酶家族包括人
:

17157'P+P'%$2+
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HFS

"

&

#

,%P

#

!%P

#

V+%1

:

"27$+('2H7M&

#果蝇
R4121

:

6'7$

:

171

#酵母
HFE&

#和出芽酵母
.#-)

+

*

,

%在低级动物

中#该家族成员能控制中心体功能#染色体分离和胞

质移动+

#

,

%

HFS&

是哺乳类该基因家族的重要成员

之一%已发现#

HFS&

基因在非小细胞肺癌(食管

癌(黑素瘤(乳腺癌(结直肠癌(子宫内膜癌+

&"

,等许

多实体瘤中呈高表达#且是一个反映癌细胞增殖的

重要的预后因子+

&&

,

%但目前尚不了解
HFS&

基因

与端粒酶活性在大肠癌中的相关性%

本研究借助于
<K?

干扰!

<K?'%3+4B+4+%-+

#

<K?'

"技术#采用针对
HFS&

设计合成的小干扰核

糖核酸分子!

28$77'%3+4B+4'%

0

<K?

#

2'<K?

"转染

处理大肠癌细胞#观察了对细胞端粒酶活性的影响#

以了解
HFS&

在大肠癌形成中的可能作用%

材 料 和 方 法

材料
!

人大肠癌细胞系
,O'*"

购自中国科学

院上海生物化学和细胞生物学研究所%根据
HFS&

特点#设计
)

个
2'<K?

#见表
&

!本研究
HFS&2'<K?

序列已申报专利"%无关
2'<K?

正义链序列'

)U5

&&.&..I??.I&I&.?.I&L#L#5$U

$反 义 链 序

列'

)U5?.I&I?.?.I&&.II?I??L#L#L5$U

%所

设计的所有
2'<K?

与已知人类基因组序列无重复#

由
<1-6+

公司合成高纯度的
!&%32'<K?

%

HFS&

抗

体#购自
,$%3$.4"Q

公司%

L<GQ17

#

<K$2+'%6';'314

#逆

转录酶
,,<L

'

#

L$

X

酶和转染试剂
E7'

0

1B+-3$8'%+

购

自
G%('341

0

+%

公 司%

L<?H5@FG,?

试 剂 盒#购 自

<1-6+

公司%

表
F

!

EH>F()<@7

序列

G05F

!

B#

T

=#$/#*+EH>F()<@7

K1= ,+%2+

!

)U5$U

"

?%3'2+%2+

!

)U5$U

"

H12'3'1%

H& I?&&I&I..&??I&.&.&ILL .?I?I?.&&?II.?.??&.LL $"%+$!%

H! ?I...&I?.&I?I..&I?ILL .&.?II.&.?I&.?III.&LL '##+)&#

H$ ?&&I&I.&&II.&I..?I&LL ?.&II.?I..??I.?.??&LL )$#+))#

H' &I??I?&.&II?II&I???LL &&&.?..&..?I?&.&&.?LL %&(+%$(

H) ?I?I.?.?I&&&.I?II&ILL .?..&.I???.&I&I.&.&LL ($#+()#

!!

细胞培养及转染
!

大肠癌
,O'*"

细胞在含

&"Y

胎牛血清的
</*G&%'"

培养液#

$( T

(

)Y

.E

!

(饱和湿度环境的条件下连续培养%转染前

&#

#将
&="/&"

)

&

8F

呈对数期生长的细胞接种于

!'

孔培养板#

&8F

&孔#培养过夜%次日进行转染%

基本操作方法按照说明书进行%细胞分组'!

&

"空

白对照组!

.1%5?

"$!

!

"脂质体对照组!

.1%5/

"$

!

$

"无关对照组!

.1%5.

"$!

'

"

2'<K?

组'

&"Y

胎牛

血清的
</*G&%'"

中含已用脂质体包埋的不同浓

度的
HFS&2'<K?

%转染后于不同时间采用胰酶消

化收取细胞#进行以下试验%

EH>F

基因检测

8<K?

水平检测
!

采用荧光实时定量
<L5

H.<

检测%应用
L<GQ17

抽提细胞总
<K?

#取总

<K?&

#

0

#以
E7'

0

1#L

为引物逆转录合成
-RK?

第一链#以此
-RK?

链
!

#

F

为模板进行
H.<

扩增#

荧光实时定量
H.<

检测和数据分析步骤参照文献

方法进行+

&!

,

%

HFS&

引物序列为'上游'

)U5.??I5

.L.?L.LLILI...?.L5$U

$下游'

)U5I?I??5

?III.LI..?II.5$U

%

!?*

探针'

)U5..I.L5

L.L.IL.I?LIL?IIL.?.I5$U5L?*<?

% 以

I?HRD

为内参%

H.<

反应条件为'

#)T

#预变性

$8'%

#

#)T$"2

#

)!T')2

#

(!T')2

#

$)

个循环

后
(!T

再延伸
(8'%

%

蛋白水平检测
!

以
%

5$-3'%

为内参照#常规进行

O+23+4%;713

检测%方法简要如下'提取对照组和

各实验组细胞总蛋白#蛋白定量后#用
&"Y,R,5

聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白#分离的蛋白电泳转移

至
HWR!

膜后#用
)Y

脱脂奶的
L/,L

室温封闭
!

"

'6

#加入
HFS&

抗体#

'T

孵育过夜#以
&0!"""

稀释的酶标二抗!辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

G

0

I

"室温孵育
&

"

!6

#取出膜#保鲜膜封膜#固定在

)&
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年
&

月#

$%

!

&

"

!

暗盒内#曝光
$"2

#在
V

光片上作好标记%

细胞增殖检测
!

以不同浓度!

&!=)%817

&

F

(

!)="%817

&

F

(

)"%817

&

F

"的
HFS&2'<K?

转染大

肠癌细胞
'*6

后#每孔加入
)8

0

&

8F

的
*LL!"

#

F

#继续培养
'6

#去上清%每孔加入二甲基亚砜

"=&8F

#摇床上摇动约
&)8'%

#用酶标仪在波长

)("%8

处计数各孔吸光度值!

!

值"%细胞生长抑

制率!

'%6';'3'1%4$3'1

#

G<

"

.

!

&+

转染组试验孔
!

值"&空白对照孔
!

值
/&""Y

%

细胞端粒酶活性检测
!

消化收取细胞#采用

L<?H5@FG,?

方法检测端粒酶活性%具体方法如

下'转染不同时间后#用胰酶消化待测细胞$台盼蓝

染色#调整细胞浓度#取细胞于
@

::

+%#14B

管内$

$"""

0

(

'T

离心
&"8'%

$弃上清#

'T H/,

洗涤
!

次#离心$冰上加裂解液
!""

#

F

#反应
$" 8'%

$

&%"""

0

(

'T

离心
!"8'%

#吸取
&()

#

F

上清分
$

管#于
@

::

+%#14B

管液氮中保存$取
!

#

F

上清#加

L<?H

反应液
!)

#

F

(

R@H.

水
!$

#

F

$

!)T

反应
$"

8'%

#

#'T

反应
)8'%

#灭活端粒酶$

H.<

扩增'

#'T

$"2

$

)"T$"2

$

(!T#"2

$循环
$$

次$取
)

#

F

扩增

产物#加
!"

#

F

变性液#室温反应
&"8'%

$加杂交液

!!)

#

F

#并充分混匀$取混合液
&""

#

F

加入
*LH

包被的微量反应板中#置于
$(T

(

$""4

&

8'%

摇床孵

育
!6

$弃上清#

H/,

清洗
$

次$每孔加
&""

#

F

抗地

高辛过氧化物酶#室温(

$""4

&

8'%

摇床孵育
$"

8'%

$弃液体#加清洗液洗涤
)

次$加
&""

#

F

底物#室

温(

$""4

&

8'%

摇床孵育
&"

"

!"8'%

#端粒酶阳性

者#液体颜色由透明逐渐变蓝$弃底物液#每孔加

&""

#

F

终止液#颜色由蓝变黄$

$"8'%

内#以蒸馏水

调零#在酶标仪上测定光密度值!

!

')"

"

%#"%8

"%阴性

对照于检测前经
*)T

处理%

统计方法
!

采用
,H,,&"="

软件分析%

<

#

"=")

为差异有统计学意义#

<

#

"="&

为差异有显著

统计学意义%

结
!!!

果

EH>F()<@7

的筛选
!

为抑制
HFS&8<K?

表

达#本研究根据
HFS&

基因特点#设计并用化学方法

合成
2'<K?

#以脂质体为载体转染大肠癌
,O'*"

细

胞#

'*6

后#收集细胞#采用荧光实时定量
H.<

方法

检测
HFS&8<K?

水平#结果发现#所设计的
)

个

2'<K?

均对癌细胞
8<K?

水平有抑制作用#以
H'

效

果最好%浓度为
&""%817

&

F

的
H'

#转染
'*6

后#抑

制效果达到
#$Y

%所以#本研究以
H'

为工具研究

HFS&

对大肠癌细胞增殖和端粒酶活性的影响%
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转染大肠癌
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细胞后#分别采用定量
H.<

和
O+23+4%;713

检测
HFS&

基因
8<K?

和蛋白水平%结果发现#与

.1%5?

(

/

和
!

对照组细胞相比较#

H'2'<K?

组

HFS&

基因
8<K?

和蛋白水平明显下调!
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转染对大肠癌细胞增殖的影响
!

接着#

我们观察了
2'<K?

转染对
,O'*"

细胞增殖的影

响%

*LL

结果显示#

H'

转染组癌细胞生长明显受

到抑制#且呈浓度依赖性!

<

#

"=")

"!图
$
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转染对大肠癌细胞端粒酶活性的

影响
!

为探讨
HFS&

基因对大肠癌细胞
,O'*"

细

胞端粒酶活性的影响#本研究采用
L<?H5@FG,?

法检测
H'

转染后的大肠癌细胞端粒酶活性%结果

发现#大肠癌
,O'*"

细胞经
H'2'<K?

转染处理

%&
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基因表达对大肠癌细胞端粒酶活性的影响

后#端粒酶活性明显受到抑制#且呈作用浓度和时间

依赖性%见表
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论

端粒酶活化是大多数肿瘤发生的关键环节及细

胞恶化的必经之路#因而端粒酶不但已成了当今新

的肿瘤标志物#而且已成为肿瘤基因治疗中一个新

的理想靶点%所以#采用各种方法及从各种途径抑

制端粒酶活性#并探讨其调控的相关机制#将有助于

恶性肿瘤的综合治疗%

既往抑制端粒酶活性的研究主要从阻断端粒酶

<K?

的模板作用和阻断端粒酶蛋白催化亚基的功

能考虑#然而通过对肿瘤细胞内调节机制的调控来

抑制端粒酶活性的研究较少%研究发现#许多在肿

瘤恶性增殖中起重要作用的基因与端粒酶的激活有

重要关系#采用某种方法抑制这些基因表达#可在一

定程度上抑制细胞端粒酶活性+

&!

#

&$

,

%但有关基因

调控端粒酶活性的研究尚属起步阶段#如
HFS&

基

因在大肠癌细胞中端粒酶活性调控的可能作用尚不

明了%

在基因治疗领域中#

<K?'

相关技术早已引起

了广泛的注意%

<K?'

是近年来发现的一种调节

8<K?

的生物学现象#能够使基因表达的
8<K?

被相应的双链
<K?

分子敲除#其效果要远强于正

义和反义
<K?

+

&'

,

%人工化学合成的
2'<K?

也可

以在哺乳动物细胞中直接触发
<K?'

而抑制特定基

因的表达+

&)

,

%作为一种简单(有效的代替基因敲除

的工具#

<K?'

和
2'<K?

相关技术的应用不但加快

了功能基因组学领域的研究步伐#也推动了疾病基

因治疗的研究#在抵御病毒感染(抑制突变基因表达

以及筛选药物作用靶点等方面有广阔的应用前景%

本研究针对
HFS&8<K?

特点#设计并采用化

学方法合成了
)

个
HFS&2'<K?

#分别转染大肠癌

,O'*"

细胞后#采用定量
H.<

和
O+23+4%;713

检

测
HFS&8<K?

和蛋白水平%结果发现#这
)

个

2'<K?

均对大肠癌细胞
HFS&8<K?

和蛋白水平

有抑制作用#其中以
H'

效果最好%进一步以不同

浓度的
H'2'<K?

转染大肠癌
,O'*"

细胞#发现癌

细胞
HFS&8<K?

和蛋白水平明显下调$浓度为

$=&!)%817

&

F

的
HFS&2'<K?

转染即可明显下调

大肠癌
,O'*"

细胞
HFS&

基因表达水平#效果明显

优于反义寡核苷酸+

&*

,

#提示了
2'<K?

的高效性#也

说明本研究所设计的
2'<K?

可作为研究
HFS&

基

因功能的有力工具%

下调
HFS&

基因表达后#我们分别检测了

HFS&2'<K?

转染对大肠癌细胞增殖和端粒酶活性

的影响%结果发现#

H'2'<K?

可明显抑制大肠癌

细胞在体外增殖%说明该
2'<K?

发挥了有效的体

内外抑瘤效应%

癌细胞的增殖与端粒酶的激活密切相关+

&#

,

#我

们尝试从端粒酶活性角度探讨了
HFS&2'<K?

发

挥抑瘤效应的可能机制%细胞转染不同时间后#收

集细胞#采用
L<?H5@FG,?

方法检测了细胞端粒

酶活性#结果发现#转染组细胞端粒酶活性明显受到

抑制#且呈时间和浓度依赖性%本结果提示#采用

2'<K?

下调大肠癌细胞
HFS&

表达后#可抑制大肠

癌细胞端粒酶活性%

本研究提示#

HFS&

基因高表达可能在大肠癌

细胞增殖中起着重要的作用#而以
<K?'

技术下调

HFS&

表达#可有效地抑制大肠癌细胞恶性增殖#其

机制可能与抑制端粒酶活性有关%
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