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鼻咽癌是耳鼻咽喉科较为常见的癌症之一#发病

因素可能与当地湿热的环境气候及饮食偏辛辣有

关*

!
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(鼻咽癌病死率较高#目前临床多采用放射治

疗#原发性鼻咽癌在提高患者生存率等方面取得了显

著成效#但手术时间较长#预后不佳且易造成患者面

容改变*
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(通过抑制胰岛素样生长因子结合蛋白相

关蛋白
!
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bVX-K0<K!

&的表达对鼻咽癌细胞系
LUY!

细胞的增殖)侵袭)迁移能力的影响#检测
LUY!

细胞

半衰期变化情况和相关蛋白变异后性质的表达*
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现探讨在此蛋白基础上构建
"

条特异性针对
bVX-K0

<K!

基因的小干扰
1U+

$

I.1U+7"

)

I.1U+7'

&#并采

用各种临床检测技术对
bVX-K0<K!

基因和
LUY!

细

胞的相关指标进行检测#分析抑制
bVX-K0<K!

基因的

表达能有效治疗鼻咽癌且术后患者不易发生并发症(

报道如下(
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材料与方法
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一般材料
!

本研究所用
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细胞购买自中南

大学高等研究中心细胞实验室#转染质粒购买自上海

吉玛公司(
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&材料!鼻咽癌细胞系
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细

胞#空白载体#
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条特异性针对
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基因的小

干扰
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)
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&#转录酶和逆转录酶(
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&试剂!
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物#
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#

U

#

UO

#

UO0

四甲基乙二胺&#

!%5

过硫酸

铵($

'

&四甲基偶氮唑蓝$

S::

&检测试剂!

S::%#$

F

#

!%%@R

磷酸盐缓冲液$

K-W

&或无酚红培养基($

$

&

肿瘤细胞重组基底膜侵袭实验试剂!无血清
4SYS

#

!5

胎牛血清
4SYS

#

!&'%

完全培养基$也可加到

"%5

血清&#无菌
K-W

#胰酶#

'5

多聚甲醛固定液或甲

醇#结晶紫染液*

%#!5

$

F

"

@R

&

K-W

结晶紫+($

&

&细

胞运动实验!等渗盐水#细胞运动导板($

8

&流式细胞

仪技术实验试剂!秋水仙素(

$#'

!

I.1U+

设计与构建
!

将
bVX-K0<K!

基因的

4U+

双螺旋结构通过解螺旋酶进行催化裂解打开成

单链后#对其中之一的单链进行逆转录获得
1U+

#将

此
1U+

进行
KL1

扩增后得到多条单链
1U+

#向这

些多条
1U+

中加入
<1U+

进行蛋白质翻译后#再利

用
@1U+

进行核糖体加成#然后形成
I.1U+

*
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细胞培养及转染
!

将
LUY!

细胞置入琼脂培养

基中放入细胞保温箱进行传代培养#将培养后的细胞

随机分为
'

组即阴性对照组)空白组)

I.1U+7"

组

$

I.1U+7"

转染&)

I.1U+7"

组$

I.1U+7'

转染&(其

中空白组不做任何处理%阴性对照
I.1U+

转染%

I.10

U+7"

组与
I.1U+7"

组分别转染
I.1U+7"

转染和

I.1U+7'

转染(分别采用
1:0KL1

)

>̀IB><A*C/B

检

测各组
bVX-K0<K!@1U+

及蛋白的表达水平#使用

细胞运动实验检测
LUY!

细胞的迁移能力#应用肿瘤

细胞重组基底膜侵袭实验检测
LUY!

细胞的侵袭能

力)

S::

法检测
LUY!

细胞的增殖能力)流式细胞仪

技术检测细胞周期(

(

!

!%

周期后分别对
'

组实验结

果进行统计#分析数据结果(

$#2
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检测方法

$#2#$

!

1:0KL1

检测方法
!

'

组细胞分别进行
1:0

KL1

法检测#取冻存
LUY!

细胞#

$%%%<

"

@.A

离心
'%

@.A

后放入无酶
1U+

#应用无酶
1U+

对各组细胞进

行加速繁殖后#只去除较多的传代培养的各组细胞进

行观察(

$#2#/

!

蛋白免疫印迹法$

>̀IB><A*C/B

&检测方法
!

'

组细胞分别进行
>̀IB><A*C/B

法检测#将培养的

LUY!

细胞放在
"

块干净的玻璃平板之间离心后备

用#配制好的甲基丙烯酸酯分离胶液体并脱气#然后

放入
!75

的过硫酸铵和
:YSY4

#轻轻搅拌#混匀(

按所需分离的蛋白质分子大小选择合适的甲基丙烯

百分比浓度#以上
"

种材料进行充分混合后将分离的

LUY!

细胞与混合液一起
78[

温水中孵育
'%@.A

#

充分清洗#再将硝酸纤维素膜与
LUY!

细胞混合

显色(

$#2#'

!

细胞运动实验
!

'

组细胞分别进行细胞运动

实验#取冻存
LUY!

细胞#

!"%%%<

"

@.A

离心
7%@.A

后应用等渗盐水制作等渗液细胞运动导板#

LUY!

细

胞悬液滴在导板的同一高度#观察各组细胞的运动

情况*

$

+

(

$#2#1

!

肿瘤细胞重组基底膜侵袭实验
!

'

组细胞分

别进行肿瘤细胞重组基底膜侵袭实验#取冻存
LUY!

细胞
!%%%%<

"

@.A

离心
'%@.A

#应用基质胶铺板制备

LUY!

细胞悬液#检测各组细胞侵袭情况*

&
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(

$#2#2

!

S::

法
!

'

组细胞分别进行
S::

法检测#

取冻存
LUY!

细胞
!$%%%<

"

@.A

离心
'%@.A

#每
%#"

@R:<.N/C

试剂裂解样本中加入
%#!$@R

氯仿进行裂

解操作#

"&[

水浴加热采用无酶
1U+

冲洗液进行洗

涤#再次
!$%%%<

"

@.A

离心
!%@.A

#获得
1U+

#将此

1U+

进行逆转录后培养#检测各组细胞增殖情况*
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+

(

$#2#)

!

流式细胞仪技术
!

'

组细胞分别进行流式细

胞仪技术实验#取冻存
LUY!

细胞
$%%%<

"

@.A

离心

'$@.A

#向各组细胞中加入秋水仙素溶液#使细胞增

殖的速度减缓从而使细胞固定在特定的细胞周期上#
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检测各组细胞的细胞周期(

$#)

!

统计学处理
!

采用
WKWW!&#%

统计软件进行数

据分析#计量资料以
M]<

表示#多组间比较使用单因

素方差分析法#组间两两比较采用
WUZ0

T

检验#

!

%

%#%$

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/#$

!

各组细胞
bVX-K0<K!@1U+

及蛋白表达水平

结果比较
!

阴性对照组和空白组
bVX-K0<K!@1U+

及蛋白表达水平比较#差异无统计学意义$

!

$

%#%$

&%

I.1U+7"

组和
I.1U+7'

组
bVX-K0<K!@1U+

及蛋

白表达水平显著低于阴性对照组和空白组#差异有统

计学意义$

!

%

%#%$

&(见表
!

和图
!

(

表
!

!!

各组
bVX-K0<K!@1U+

及蛋白

!!!

表达水平结果比较#

M]<

$

组别
bVX-K0<K!@1U+ bVX-K0<K!

蛋白

空白组
!#%%%]%#%$' !#%%%]%#%7&

阴性对照组
%#6(&]%#!!& %#66!]%#!%!

I.1U+7"

组
%#!("]%#!%!

2*

%#"%']%#!77

2*

I.1U+7'

组
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切#现抑制鼻咽癌相关基因的表达对鼻咽癌进行靶向

治疗*

(

+

(

bVX-K0<K!

是一种近年来被发现的胰岛素样生

长因子泛素偶联蛋白#该蛋白翻译携带的鼻咽癌基因

的独特高表达性与鼻咽癌的发生)发展密切关相*

6

+

(

bVX-K0<K!

通过
LUY!

细胞上皮间充质胚胎转化后

在鼻咽癌疾病进程中起癌基因作用#

bVX-K0<K!

能通

过促鼻咽癌原癌基因表达而促进鼻咽癌细胞的增殖)

转移)侵袭*

!%0!!

+

(本研究结果证实#

bVX-K0<K!

对鼻

咽癌细胞的干细胞特性具有调控作用#且证明
bV0

X-K0<K!

能经特异性
I.1U+

载体而调控鼻咽癌相关

基因的表达#实现其增强鼻咽癌干细胞特性的作用(

本研究结果显示#可以通过抑制
bVX-K0<K!

表达而抑

制鼻咽癌
LUY!

细胞的增殖)侵袭)转移(

bVX-K0<K!

培养数天后细胞迁移能力较强#说明
bVX-K0<K!

表达

后有较多
LUY!

细胞进行迁移#提示鼻咽癌在该基因

的调控下可发生较快迁移至其他组织器官#甚至会累

及到较多的淋巴细胞(

LUY!

细胞
1U+

中的琥珀酸还原酶#能使外源

性
S::

氧化还原为不溶性的甲瓒并沉积细胞#但死

细胞无此功能*

!"

+

(当细胞增殖时并不影响甲瓒在

LUY!

细胞中的数量#会随着细胞增殖而分裂增多#伴

随细胞质中不断裂解为更小的粒子#当
LUY!

细胞增

殖趋向最大化完成时#二甲基亚砜$

4SWM

&能溶解细

胞中的甲瓒#用酶联免疫检测仪在
8%%A@

波长处测

定其光吸收值#可间接反映活
LUY!

细胞增殖的数

量*

!70!$

+

(本研究结果显示#

bVX-K0<K!

相对表达量均

值较低#说明表达基因产物与鼻咽癌的特异性较高(

而
bVX-K0<K!

增殖较多
LUY!

细胞#说明该蛋白表达

后鼻咽癌相关细胞会出现高增殖效率(不同细胞周

期进行抑制
bVX-K0<K!

时所产增殖的细胞数量)迁

移)侵袭性不同#表明在特定时期对该蛋白进行抑制

能有效治疗鼻咽癌(

本研究创新性在于通过抑制
bVX-K0<K!

基因表

达对鼻咽癌系细胞进行靶向定位治疗#可避免临床其

他手术治疗的不确定性(该手术利用基因抑制法可

增强患者预后#鼻咽癌系细胞增殖率)转移率)侵袭周

围其他组织的概率极大地降低#值得临床其他难治性

手术的借鉴(

综上所述#探讨抑制
bVX-K0<K!

可有效抑制鼻咽

癌细胞系
LUY!

细胞的增殖)侵袭)迁移能力#安全可

靠#值得临床推广使用(
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