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>̀IB><A*C/B

$检测
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$检测
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转染后
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相对表达量为"
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的
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%

%#%$

$#

@.10!7$2

转染组
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!明显高于空白转染组"
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转染组迁移细胞数和侵袭细胞数分
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$!明显低于空白转染组"

!

%

%#%$

$%结论

!

@.10!7$2
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前列腺癌是一种常见的泌尿系统恶性肿瘤#多发

于老年患者#且病死率较高#是目前导致男性癌症病

死的主要原因之一*

!0"

+

(随着我国老龄化的不断加

重#前列腺癌患者的发病率也持续增高#给家庭和社

会带来了沉重的负担#如何控制癌细胞的转移和扩散

并提高肿瘤治疗的效果#对改善患者的预后具有重要

的临床意义*

70'

+

(多项研究表明#微小
1U+

$

@.1U+

&

可能在基因表达调控领域起重要作用#而多种
@.10

U+

均参与肿瘤的发生)发展和转移过程*

$0&

+

(为了进

一步探讨
@.10!7$2

与前列腺癌细胞增殖相关因子信

号转导及转录激活因子$

W:+:&

&的相关性#现对前列

腺癌
4̂ !'$

细胞分别转染
@.10!7$2

序列和空白序

列后的细胞增殖情况)细胞周期)迁移和侵袭能力#以

及
;

0W:+:&

和
W:+:&

蛋白表达)

@.10!7$2

表达水

平进行检测分析#为临床提供一定的治疗理论依据(

$
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资料与方法
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!

一般资料
!

人激素非依赖前列腺癌细胞株

4̂ C'$

购自中国科学院上海生命科学研究所细胞资

源中心(
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!

仪器与试剂
!

$
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型高速冷冻离心机$日

本日立&#

XW086%%

型
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司&#

V>C4/,!%%%̂ T

型分子定量成像系统$美国

-bM01+4

公司&#

U2

;
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型二氧化碳培养箱$美

国&#

ba8%

型倒置相差显微镜$日本奥林巴斯&#

((%

型

酶标仪$德国拜发&($

"

&胎牛血清)

4SYS

培养基)

X!"Z04SYS

培养基)胰蛋白酶)青霉素)链霉素均购

自美国
V.*,/

公司%

S2BJ<>@.1U+0!7$2

和
@.1U+

U>

F

2B.=>L/AB</C

$
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&均购自上海吉玛公司%

:<.N/C

提取试剂盒)逆转录试剂盒)
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试剂盒均购自

美国
Y

;

.B/@.,I

公司%脂质体$

R.

;

/D>,B2@.A>

&

"%%%

购

自
bA=.B</

F

>A

公司(

LLZ0(

试剂盒购自碧云天试剂

公司%侵袭$

:<2AIH>CC

&小室购自美国
L/<.A

F

公司%

鼠抗人
W:+:&

)

;

0W:+:&!

抗和辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔)抗鼠
"

抗均购自北京中杉金桥生物技

术有限公司%四甲基偶氮唑盐$

S::

&购自美国
-./

WE2<

;

公司(
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!

实验方法

$#'#$

!

细胞培养
!

4̂ !'$

细胞株采用含
!%5

胎牛

血清)

!%%

#

F

"

@R

青霉素和
$%

#

F

"

@R

链霉素双抗的

X!"Z04SYS

培养基#在
$5 LM

"

)

78[

恒温培养箱

中进行培养#待细胞密度约
(%5

时进行传代培养#取

指数生长期细胞进行实验(

$#'#/

!

细胞转染
!

采用脂质体瞬时转染法进行转

染!取对数期生长的细胞株接种于
&

孔培养板中#加

入含
!%5

胎牛血清的
1SKb!&'%

完全培养基进行培

养#待贴壁细胞生长至
&%5

!

8%5

融合后利用
R.

;

/0

D>,B2@.A>"%%%

转染试剂分别转染
E2I0@.1!7$2

序列

$

@.10!7$2

转染组&及
UL

序列$空白转染组&#转染终

浓度为
$%@@/C

"

R

#严格按照说明书进行操作#转染

结束后加培养基增殖培养
'(E

(

$#'#'

!

S::

检测细胞增殖
!

分别于转染
'(E

后取

各组细胞悬液利用胰蛋白酶进行消化#加入含
!%5

胎

牛血清的
1SKb!&'%

完全培养基进行培养#并于培养

%

)

"'

)

'(E

时取各组细胞悬液加入
S::

$

$@

F

"

@R

&

孵育
'E

#随后加入
4SWM

进行溶解并沉淀#使用酶

标仪在
'6%A@

波长测定各孔的吸光值$

+

&#观察各组

细胞增殖情况#每组实验重复
7

次(

$#'#1

!

流式细胞仪检测细胞周期
!

分别于转染
'(E

后取各组细胞悬液#应用胰蛋白酶进行消化#

!%%%<

"

@.A

离心
!$@.A

后收集细胞沉淀#以
K-W

洗涤
"

次

加入预冷
8$5

乙醇在
!

"%[

条件下固定
"'E

#

!%%%

<

"

@.A

离心
!$@.A

弃上清液#最后加入
$%%

#

R

细胞

周期固定液重悬细胞#

'[

避光孵育
7%@.A

#使用流

式细胞仪测定细胞周期(

$#'#2

!

:<2AIH>CC

细胞迁移侵袭实验
!

先以无血清

培养基
78[

润湿
:<2AIH>CC

小室
"E

#将转染
'(E

的

各组细胞采用胰酶消化后计数#选取
!g!%

& 个细胞

以无血清的
1KSb!&'%

培养液进行重悬并接种于上

室#下室中仅加入
!%5

的完全培养基#

78[

)

$5 LM

"

培养
'(E

(取出滤膜后以
!%5

多聚甲醛固定#苏木红

染色在光镜下观察#计数穿膜细胞数#取其均值代表

迁移力量值(

$#'#)

!

蛋白免疫印迹法$

>̀IB><A*C/B

&实验
!

取转

染后培养
'(E

的各组细胞#洗去培养基后提取总蛋

白#并取约
8$

#

F

以
!%5

十二烷基硫酸钠
0

聚丙烯酰

胺凝胶电泳$

W4W0K+VY

&#分离后转移至孔径为
%#'$

#

@

的聚偏二氟乙烯$

KT4X

&膜#置于
$5

脱脂奶粉中

封闭
"E

%加入
W:+:&

和
;

0W:+:&!

抗后
'[

孵育

过夜#

%#$5:-W0:

溶液洗膜
7

次后再加入
R1)

标记

的
"

抗进行反应#

%#$5:-W0:

溶液洗膜
7

次#使用化

学发光法进行显色#并采用软件进行灰度值分析#计

算各目标蛋白与
&

02,B.A

的灰度比值(

$#'#.

!

1:0KL1

实验
!

取各组转染后培养
'(E

的细

胞#采用
:<.N/C

提取试剂盒提取总
1U+

#使用逆转录

试剂盒逆转录为
4U+

#在聚合酶作用下进行扩增#扩

增引物为上游!

$O0LLV +LVLV: :L: :::L:V

::VLLLL+:L07O

%下游!

$O0LLL++VL::VV+

LLVL+VL+LL:+ :L:07O

(扩增条件!

6$ [ $

@.A

后以
6$ [!$I

变性)

&% [

)

&%I

退火)

8" [ $

@.A7%I

延伸#此为
!

个循环#共
'%

个循环#电泳后进

行
1:0LK1

测定#获得
@.10!7$2

的表达水平(严格

按照试剂盒说明书进行操作(

'

"''!

'
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年
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月第
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!
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!

统计学处理
!

采用
WKWW!6#%

统计软件进行数

据分析#计量资料以
M]<

表示#组间比较使用
=

检验#

!

%

%#%$

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/#$

!

"

组转染
4̂ !'$

细胞的
@.10!7$2

表达结果比

较
!

转染后
'(E

#

@.10!7$2

转染组
@.10!7$2

相对表

达量为 $

%#67"]%#%&!

&#明显高于空白转染组

$

%#%"7]%#%%"

&$

=97&#'("

#

!

%

%#%$

&(

/#/

!

"

组
@.10!7$2

对
4̂ !'$

细胞的增殖能力结果

比较
!

@.10!7$2

转染组培养
"'

)

'(E

的
.D

值分别

为$

%#"!%]%#%'$

&)$

%#"(!]%#%$"

&#明显低于空白

转染组$

!

%

%#%$

&(见表
!

(

表
!

!!

"

组
4̂ !'$

细胞不同时间点
.D

值

!!!

结果比较#

M]<

&

'9&

$

组别
%E "'E '(E

@.10!7$2

转染组
%#%""]%#%%& %#"!%]%#%'$ %#"(!]%#%$"

空白转染组
%#%"!]%#%%( %#7!7]%#%77 %#$&"]%#%8(

= %#"'$
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