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.$=>66: 通过作用 ?@A6 及 8=A信号通路参与 B-C$+肺癌细胞周期调控
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!!$摘!要%!目的!研究@B'<""% 对_M̀BL肺癌细胞"__8#周期调控作用及其分子机制' 方法!将@B'<""% 真核表达载体转染

至__8细胞中!应用流式细胞仪检测其细胞周期分布变化!实时定量.8') M̀LDMOH \32D检测对8V[" 表达和('[信号通路的影响'

结果!流式细胞周期检测显示@B'<""% 过表达导致)#7)$ 细胞由 =%46I减少到 5=4%I!)" 细胞由 54">I增加到$%4"I&实时定

量.8'及 M̀LDMOH \32D显示!@B'<""% 过表达抑制8V[" @'+*及蛋白表达!并下调('[信号通路' 结论!@B'<""% 通过作用8V["

及('[通路参与_M̀BL肺癌细胞周期调控'

!!$关键词% @B'<""%&8V["&('[信号通路&细胞周期&_M̀BL肺癌细胞

!!$中图分类号% '9%54"&'%">4"6 !$文献标识码% *! $文章编号% $;9"<=#5"""#$$##%<#"%$<#%
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+Q*+WMB<dB!8a(+TAHN<3BH!a*+[M<dBAHN!8a(+cCMHN<DAHN!

"8AHGMO'MLMAOGC 8MHDMO!eBHdBA2a2LKBDA3!,CBOR PB3BDAOF

PMRBGA30HBZMOLBDF!8C2HNdBHN5###%9!8CBHA#

!!!3+',&%'( H3I-%'$E-!,2MSK32OMDCMXUHGDB2HA3B@KAGD2X@B'<""% 2H GM33GFG3MOMNU3ADB2H 2X_M̀BL3UHNGAOGBH2@A"__8# AHR D2OM<

LMAOGC BHD2BDL@23MGU3AO@MGCAHBL@4J-'0(2+!(UYAOF2DBGMSKOMLLB2H ZMGD2O2X@B'<""% ÀLDOAHLXMGDMR BH __8GM33L4T32̀GFD2@MDOF̀ AL

AKK3BMR D2RMDMGDDCMGCAHNMLBH DCMGM33GFG3M2X__8AHR OMA3DB@M<',<.8'AHR M̀LDMOH \32D̀MOMULMR D2BHZMLDBNADMDCMMXXMGDL2X@B'<""%

2H DCMMSKOMLLB2H 2X8V[" AHR ('[LBNHA3BHN4=-+F#'+!,CMOMLU3DL2XX32̀GFD2@MDOFLC2̀MR DCADDCMKO2K2ODB2H 2X)#7)$ KCALMGM33BH

@B'<""% MSKOMLLMR NO2UK ÀLOMRUGMR XO2@=%46I D25=4%I C̀B3MDCMKO2K2ODB2H 2X)" KCALMGM33BH @B'<""% ÀLBHGOMALMR XO2@54">I

D2$%4"I4,CMOMLU3DLXO2@OMA3DB@M<',<.8'AHR M̀LDMOH \32DBHRBGADMR DCADDCMMSKOMLLB2HL2X8V[" @'+*BH @B'<""% MSKOMLLMR NO2UK

M̀OMOMRUGMR AHR ('[LBNHA3BHǸ ALLBNHBXBGAHD3FBHCB\BDMR4?()%#F+$()!@B'<""% ÀLMSDMHLBZM3FBHZ23ZMR BH GM33GFG3MOMNU3ADB2H 2X__8

\FDAONMDBHN8V[" MSKOMLLB2H AHR ('[LBNHA3BHN4

!!A-1C(,2+( @B'<""%&8V["&('[LBNHA3BHN&GM33GFG3M&_M̀BL3UHNGAHGMOGM33

!!近来研究发现!关键@B'+*表达异常在肺癌发生

中发挥着重要作用$$%

' 我们先前研究发现!@B'<""%

参与_M̀BL肺癌细胞"_M̀BL3UHNGAOGBH2@A!__8#恶性

表型调控$"%

!应用 PQ':ALM)'+*"" 和 VQ*+*<@BO.ADC

等生物信息学软件进一步分析!提示 @B'<""% 与胞外

信号调节激酶 "MSDOAGM33U3AOLBNHA3<OUNU3ADMR YBHALML!

('[#信号通路调控有关!细胞周期蛋白依赖激酶 "

"GFG3BH<RMKMHRMHDYBHALM"!8V["#可能是其潜在靶基

因' 本实验通过观察 @B'<""% 过表达对 __8细胞周

期的影响!检测8V[" 表达水平和 ('[信号通路的变

化!旨在为肺癌治疗寻找新的靶点'

45材料与方法

$4$!主要材料及试剂

!!VP(P培养基)优等胎牛血清&_BK2XMGDA@BHM"###&(8_化

学发光试剂盒)硝酸纤维膜&@@U<@B'<""% 前体表达质粒及对

照质粒 K)MHMLB3<$4$&兔抗小鼠8V[")('[)K('[多克隆抗体&

小鼠_M̀BL肺癌细胞株'

$4"!重组质粒瞬时转染__8细胞

!!__8细胞系用含 $#I胎牛血清)青霉素 $## 07@_)链霉素

$##

#

N7@_的VP(P培养基培养!%9 f!=I8-

"

条件下培养及

传代' 在转染前 $ R!取生长状态良好的细胞!胰酶消化!细胞

计数后!均匀铺于 "5 孔板中"6 g$#

5

7孔#' 次日!细胞达到

;#I J6#I融合时!按体积比 5h$ 将@B'+*表达质粒和空载体

在脂质体 _BK2XMGDA@BHM"### 介导下转染细胞!分别在"5)56 C

后应用荧光显微镜观察'

*$%"*
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$4%!流式细胞仪检测细胞周期

!!分为正常对照组"*组#)空载体对照组":组#)@B'<""%

重组质粒转染 "5 C组"8组#和转染 56 C 组"V组#' 用含 =I

T:/的.:/洗涤检测样品两次&离心后完全去除上清!用 %##

#

3含 $#I胎牛血清的 .:/ 重悬细胞并加入 9##

#

3无水乙醇!

混匀! ?"# f固定 "5 C&$ ### O7@BH离心 = @BH!用 $ @_.:/洗

两次!再加 #4" @_含 $ @N7@_'+ALM*溶液重悬细胞沉淀!

%9 f水浴 %# @BH&加 #4% @_含 =#

#

N7@_.Q的 .:/ 染色 "#

@BH后上机检测'

$45!实时定量.8'检测8V[" @'+*的表达

!!按照,AYA'A/i:'KOM@BS(S,Ad说明书进行!=#

#

3体系(

"=

#

3" g/i:'KOM@BS(S,Ad!正义和反义引物"$#

#

@237_#各

$

#

3!"

#

3GV+*模板!无菌水补齐至 =#

#

3&反应参数如下(先

>= f $= @BH!再执行">= f$# L!;# f%# L!9" f%# L#5# 个循

环!最后溶解曲线分析一个循环">= f $ @BH!== f $ @BH!

>= f $ @BH#&8V[" 引物序列正义链(=-<DDGADNNADNGGDGDNGDGDG<

%-!反义链(=-<DGGAAAANGDGDNNGDANDGG<%-&同时扩增 )*.Va为内

参对照'

$4=!WMLDMOH \32D检测蛋白表达水平

!!分别用冷.:/洗两次待测细胞后!每孔加入 $##

#

3裂解缓

冲液 "# @@237_,OBL"Ka64##!$%9 @@237_氯化钠!= @@237_乙

二胺四乙酸二钠"(V,*#!$=

#

N7@_亮抑蛋白酶肽"3MUKMK<

DBH#!$ @@237_苯甲基磺酰氟".P/T#等' 将 ; 孔板放置冰上!

细胞裂解物 5 f离心 = @BH!取上清 $=

#

3与等体积上样缓冲液

混合并煮沸 = @BH' 样本经 6I/V/聚丙烯酰胺凝胶电泳!转移

到硝酸纤维素膜' 用,:/,液清洗膜!=I脱脂奶粉封闭 " C!膜

与 $h$ ### 稀释的兔抗人8V[")('[)K('[抗体在 5 f过夜!

,:/,液再次清洗 $# @BH!与 $h=## 稀释的 a'.标记山羊抗兔

二抗在室温共育 $4= C!洗膜后加 (8_发光剂!暗室中曝光!e<

OAF胶片感光!照片扫描后!应用凝胶图像分析系统进行区带分

析!计算相对密度'

$4;!统计学方法

!!利用 /.// $%4# 软件进行分析!!j#4#= 为差异有统计学

意义'

65结果

"4$!转染__8细胞

!!将@B'<""% 重组质粒转染__8细胞!转染后 "5 C即在荧光

显微镜下可见绿色荧光蛋白表达!56 C后稳定表达' 转染后各

组__8细胞发出绿色荧光!细胞轮廓清晰!生长状况良好' 大

量绿色荧光蛋白的出现!说明质粒成功转染!@B'<""% 在 __8

细胞得以表达"图 $#'

"4"!@B'<""% 过表达对__8细胞周期的影响

!!流式细胞仪分析发现!与对照组比较!__8转染 @B'<""%

重组质粒 56 C后!)#7)$ 细胞由 =%46I减少到 5=4%I!)" 细

胞由 54">I增加到 $%4"I!/期细胞无显著变化!见图 "' 这表

明@B'<""% 过表达可能促进__8细胞分化成熟'

A(空载体转染 "5 C&\(@B'<""% 重组质粒转染 "5 C&G(空载体转

染 56 C&R(@B'<""% 重组质粒转染 56 C

图 45.$=>66: 重组质粒转染BB?细胞的荧光表达情况

A(正常对照&\(空载体对照&G(@B'<""% 重组质粒转染 "5 C&R(

@B'<""% 重组质粒转染 56 C

图 65.$=>66: 过表达对BB?细胞周期的调控

"4%!@B'<""% 过表达对8V[" @'+*及蛋白表达影响

!!正常对照组"*组#与空载体对照组":组#间8V[" @'+*

及蛋白表达无显著变化&而与对照组比较!@B'<""% 重组质粒转

*"%"*
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染 56 C "V组 # 后 8V[" @'+*及蛋白表达显著下调

"!j#4#=#!见图 %'
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图 :5.$=>66: 过表达抑制?@A6 .=K!及蛋白的表达

"45!@B'<""% 过表达对('[通路的影响

!!经 kUAHDBDF-HM分析发现!@B'<""% 重组质粒转染后

('[$7" 蛋白水平与对照组比较无明显变化!磷酸化 ('[$7"

蛋白表达减少!并以 56 C 更为明显"!j#4#=#!见图 5' 提示

@B'<""% 转染后('[通路下调'

!! "! #! $!

%&'()*

+!,$-

!! "! #! $!

.%&'()*

+!,$-

图 ;5.$=>66: 过表达下调8=A信号通路

:5讨论

!!近来研究证实!一些与干细胞分化相关@B'+*能

有效调控肺癌细胞周期分布!抑制癌细胞增殖' [U<

@AO等$%%用3MD<9N慢病毒转染 [<'AL)$"V小鼠肺腺

癌细胞!引起)#7)$ 及)"7P期细胞显著增加!/期细

胞显著减少!细胞凋亡增加' @B'<$#9 和 @B'<$6= 可

能通过抑制细胞周期蛋白依赖性激酶 ; "GFG3BH<RM<

KMHRMHDYBHALM<;!8V[;#在肺腺癌细胞中的表达!使癌

细胞发生)$ 期停滞!从而降低癌细胞增殖能力$5%

'

!!@B'<""% 是造血干细胞分化相关 @B'+*!现有证

据表明其可能在肺癌发生中发挥调控' WB33BA@L等$=%

发现 @B'<""% 在人肺发育中表达上调&Q̂̂2DDB等$;%发

现香烟烟雾暴露下 "6 R的大鼠肺组织!与正常大鼠肺

组织相比!有 ";I检测 @B'+*"$";75###下调 " 倍!

;I检测 @B'+*""575###下调 % 倍以上!其中 3MD<9)

@B'<""%)@B'<$5; 等均在其中!这表明 @B'<""% 可能

参与肺癌发生的过程调控' 本研究发现 __8细胞转

染@B'<""% 后 56 C!)#7)$ 期细胞减少!)" 期细胞增

加!而 /期细胞无明显变化' 与 3MD<9 过表达等导致细

胞)$ 期阻滞抑制增殖相比!@B'<""% 似乎更倾向于导

致细胞)" 期阻滞!以此来促进细胞分化成熟' 实验

发现 /期细胞无明显下降!可能由于所用质粒为瞬时

表达!且观察时间较短有关!之前也有类似报道$9%

'

!!细胞周期的进程受到细胞周期蛋白"GFG3BH#和细

胞周期蛋白依赖性激酶 "GFG3BH<RMKMHRMHDYBHALM!

8V[#的调控!当 GFG3BH 与 8V[的蛋白质产物形成有

活性的蛋白激酶复合体时!可使多种蛋白底物磷酸化!

驱动细胞在细胞周期各时相间转换' 8V[" 是 8V[

家族中的重要成员!活化的GFG3BH (<8V[" 复合物促进

细胞周期通过 )$7/ 限制点进入 / 期&进入 / 期后!

8V[" 通过与 GFG3BH *形成复合物!参与 V+*复制与

中心体复制的调节&在 )"7P转换过程中促进有丝分

裂发生$6<$#%

' 本研究发现转染 @B'<""% 后 56 C!8V["

@'+*及蛋白表达显著下降!表明 @B'<""% 可能通过

抑制8V[" 来调控细胞周期'

!!('[是第一个被克隆并鉴别出的 P*.[家族的

成员!('[级联反应主要作用于细胞的增殖分化!在

肺腺癌形成早期阶段 ('[通路已被激活$$$%

!('[的

激活还参与由糖蛋白聚集素"G3ULDMOBH!8_0#调节的上

皮<间 质 转 化 " @MLMHGCF@A3<D2<MKBDCM3BA3DOAHLBDB2H!

P(,#和肺腺癌的恶性行为$$"%

' 本研究中发现转染

@B'<""% 后 56 C!__8细胞 K('[水平显著下降!这表

明@B'<""% 可能通过调控 ('[信号通路来影响肺癌

的发生发展'
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