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目的
!

分析膜联蛋白
(D

$

(@T(D

'与肝癌发生的相关性及筛选(鉴定
(@T(D

的相互作用分子#探讨
(@T(D

在肝癌发生中的机制)

方法
!

通过实时定量
EIN

法检测
%F

对肝癌与癌旁组织以及多种肝和肝癌细胞株中
(@T(D

表达量

的差异#并通过肝癌细胞
(@T(D

过表达及特异性干扰抑制分析其对肝癌细胞增殖的影响)采用免疫共沉淀法筛选与

(@T(D

发生结合的蛋白#并以点突变法分析蛋白质相互作用的关键位点*用蛋白免疫印迹法分析了
(@T(D

对肝癌相关的重

要信号通路中
RNM#

"

!

磷酸化水平的影响)

结果
!

(@T(D

在肝癌组织与肝癌细胞中均呈下调表达)胰岛素样生长因子结

合蛋白
!
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L

20V8O5*)802K.3+.3

L=

208,.3!

#

CUQJE!

'能与
(@T(D

蛋白发生特异性结合#且
CUQJE!

上的
NUA

序列

是两者结合的关键位点)肝癌细胞中
(@T(D

表达上调能抑制肿瘤细胞增殖$
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'#并能使
CUQJE!

介导的
RNM#
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的

磷酸化水平降低)下调
(@T(D

的表达可促进肝癌细胞增殖$
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$
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'#磷酸化
RNM#

"

!

的水平升高)

结论
!

(@T(D

可能

作为一种抑癌基因#通过介导
CUQJE!

对
RNM#

"

!

磷酸化水平的影响参与对肝癌增殖的调控)
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原发性肝细胞癌$
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=

*80),4414*2)*2).30-*

#

XII

'是一种受多因素影响(多基因调控的复杂疾

病#病死率居恶性肿瘤第二位+

#H!

,

)探讨
XII

发生

发展相关的因素及分子机制#有助于寻找肝癌早期

诊断(转移和复发预测的生物学标记和治疗靶标#对

于疾病的诊疗及预测预后具有重要的临床意义)

膜联蛋白$

(33,Y.3<

#

(@T

'是一类
I*

!̀ 依赖的

磷脂结合蛋白#研究发现该基因家族中多个分子与

包括肝癌在内的多种肿瘤的发生(发展密切相关+

&

,

)

其中膜联蛋白
(D

$

(@T(D

'在一些组织中表现出肿

-
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膜联蛋白
(D

通过与
CUQJE!

结合抑制肝癌细胞增殖

瘤抑制基因的活性+

%HD

,

#但是其是否与肝癌的发生存

在潜在的关联尚不清楚)本研究分析了
(@T(D

表

达与肿瘤的相关性)通过筛选与
(@T(D

抗肿瘤相

关的信号分子#进一步探讨了其调节机制#为进一步

阐述
XII

发生(发展机制及寻求
XII

防治新方法

提供新线索)

=

!

材料和方法

#>#

!

组织与细胞
!

收集
%F

对肝癌组织及其癌旁组

织#新鲜冰冻#存放于液氮中)组织标本均来自第二

军医大学东方肝胆外科医院#并获得患者的知情同

意*人正常肝细胞
]"!

与人肝癌细胞
]7&

(

677IDD!#

(

X1OD

(

X,

=

U!

(

7XIIGDX

均购自中

国科学院细胞库)以上细胞用
A7R7

培养基$含

#"S

胎牛血清#

U.K)0

公司'#培养条件为
$S IB

!

(

&Dm

#细胞培养至对数生长期备用)

#>!

!

荧光实时定量
EIN

检测
(@T(D-N@(

的

表达
!

应用
_.*

L

,3

公司的
N@,*<

9

7.3.Z.8

提取组

织或细胞总
N@(

*以
C3;.820

L

,3

公司的
7H7]?

反

转录酶进行
NWHEIN

获得
)A@(

#按试剂盒说明进

行操作)采用
(JCD&""

实时荧光定量
EIN

仪进行

定量
EIN

分析#

&

H*)8.3

为内参#每个样本重复
&

次)

采用相对定量的方法$

!

c

))

IW法'检测目的基因

-N@(

水平)所有实验都完全独立的重复
&

次#取

平均值作为最后数据)

#>&

!

表达载体的构建
!

以人正常肝细胞
]"!

的

)A@(

为模板#经
EIN

法扩增获得胰岛素样生长因

子结合蛋白
!

$

CUQJE!

'和含融合蛋白
X(

标签的

人
(@T(D

的
A@(

片段#分别插入真核表达载体

=

)A@(&>"

的多克隆位点
1&)X

'

和
=L&

'

#构建

重 组 载 体
=

)A@(&HX(H(@T(D

和
=

)A@(&H

CUQJE!

)测序法筛选鉴定阳性克隆)

#>%

!

<.(@T(D

重组体的构建
!

(@T(D

特异性小干

扰
N@(

#即
<.(@T(D

#由上海吉玛制药技术有限公司

设计合成)阳性对照采用已经确认有效的靶向管家

基因之一
U(EAX

的
<.N@(

*阴性对照是选择与目的

基因的序列和哺乳动物基因无同源性的
<.N@(

)

#>$

!

细胞转染
!

采用
C3;.820

L

,3

公司
].

=

05,)8*-.3,

W7

!"""

试剂进行细胞瞬时转染#按试剂盒标准流程操作)

脂质体
H

核酸复合物加入培养细胞
$O

后更换含血清培

养基#在
&Dm

(

$SIB

!

条件下继续培养)

#>'

!

细胞增殖活性检测
!

将
=

)A@(&HX(H

(@T(D

过表达质粒以及对照质粒
=

)A@(&>"

分别

瞬时转染人肝癌细胞系
677IDD!#

#分析
(@T(D

过表达对细胞增殖的影响)此外#也以
<.(@T(D

以及各自的阴性对照转染
677IDD!#

#分析

(@T(D

表达抑制对细胞增殖的影响)细胞铺于
G'

孔板#分别在转染后
"

(

#!

(

!%

(

&'

和
%FO

#按每孔

#"

*

]

加入
IIMHF

试剂#继续培养
!O

后#使用酶标仪

测定
%$"3-

光密度
7

%$"

#来分析细胞的增殖)

#>D

!

免疫共沉淀
!

采用
WO,2-06).,38.5.)

公司的

E20Q013+

W7

X(W*

L

CE

"

I0HCEM.8

)将
677IDD!#

细胞铺于
'

孔板中#

!%O

后待细胞融合度达到
G"S

左右时将质粒$

=

)A@(&HX(H(@T(D

和
=

)A@(&H

X(

'按
%

*

L

"孔的量转染细胞)转染后
%FO

加入细

胞裂解液裂解细胞)细胞裂解采用温和的裂解条

件#不能破坏细胞内存在的所有蛋白质
H

蛋白质相互

作用#采用非离子变性剂
W2.803TH#""

#细胞裂解液

中加入酶抑制剂混合物)将离心柱装入离心管中#

并在离心柱中加入适量的细胞裂解液)反复颠倒使

含有抗
X(

标签的琼脂糖匀浆充分混匀)按照每离

心管
#"

*

]

的量$含有
$

*

L

*38.HX(

抗体'将琼脂糖

匀浆加入离心管中#盖紧离心管盖#

%m

孵育过夜)将

收集管接于离心柱之下#短暂离心#弃滤液)按照每

管
">$-]

的量将
W2.<

生理盐水
H

吐温缓冲液$

WJ6W

#

#"--04

"

] W2.<HXI4

#

=

XD>$

#

#$" --04

"

] @*I4

#

">"$SWV,,3H!"

'溶液加入离心柱中)盖上盖子#轻

柔颠倒混匀
!

"

&

次#短暂离心#弃去滤液)重复步骤

两次)将离心柱装入一新的收集管中)加入
!$

*

]

!b

非还原样品缓冲液#轻柔混匀)将离心柱置于
G$b

#""m

热激
$-.3

#

#&$""b

M

离心
#-.3

)在收集的

样品中加入
!

"

&

*

]#-04

"

]

的二硫苏糖醇$

+.8O.0H

8O2,.804

#

AWW

'#样品立即进行
6A6HE(UR

)考马斯

亮蓝染色(观察(切胶(质谱分析)

#>F

!

蛋白免疫印迹&

,̂<8,23K4088.3

L

'检测目的蛋

白表达水平
!

6A6HE(UR

进行后凝胶用电泳法转至

E?AQ

膜#室温下使用封闭液封闭
!O

#

WJ6W

缓冲

液洗涤
#"-.3b&

次#根据说明书所示的稀释比#使

用抗体稀释液稀释一抗#一抗工作液在
%m

条件下

孵育过夜)免疫共沉淀结合蛋白免疫印迹的检测

中#采用一抗为兔抗
HCUQJE!

抗体$

6*38*I21[

公

司')在
RNM#

"

!

磷酸化水平的蛋白免疫印迹检测

中#采用一抗为小鼠抗
H

&

H*)8.3

单抗#小鼠抗
=

H

RNM#

"

!

单抗和小鼠抗
RNM#

"

!

单抗$均购自
I,44

6.

L

3*4.3

L

')

WJ6W

洗涤
#"-.3b&

次#室温下使用

封闭液进行二次封闭
!O

#

WJ6W

洗涤
#"-.3b

#

次#使用抗体稀释液稀释标记二抗#二抗工作液在

&Dm

条件下孵育
!O

#

WJ6W

洗
#"-.3b&

次)加入

-

GD&

-
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显色底物
A(J

暗处作用
#-.3

#双蒸水终止显色)

其中#

&

H*)8.3

作为蛋白定量的内参照)

#>G

!

定点突变
!

采用
_1.ZIO*3

L

,<.8,H+.2,)8,+

-18*

L

,3,<.<Z.8

$

682*8*

L

,3,

#

(

L

.4,38W,)O3040H

L

.,<

#

E*40(480

#
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'试剂盒#对已构建的包含人

CUQJE!

序列的
=

)A@(&HCUQJE!

质粒中的
NUA

序列进行点突变)以
=

)A@(&HCUQJE!

质粒为模

板#进行突变链合成反应#反应体系如下!

#"b

反应

缓冲液
$

*

]

#

+@WE -.Y

$

!>$ --04

"

],*)O

+@WE

'

$

*

]

#质粒模板 $总量约
$

"

$"3

L

'

">$

*

]

#

上下游引物各
#>!$

*

]

$

#"

*

-04

"

]

'#

E51W12K0

A@(

聚合酶
#

*

]

#双蒸水$

++X

!

B

'补齐
$"

*

]

#混

合物加入平头薄壁
EIN

管中#充分振荡混匀后#稍

离心#然后按下列条件进行反应!

G$m

预变性
&"<

*

循环条件为
G$m

变性
&"<

#

$$m

退火
#-.3

#

'Fm

延

伸
'-.3

#共
#F

个循环)所得
EIN

产物取
$

*

]

进

行琼脂糖凝胶电泳#观察产物条带)剩余反应产物

进行
7

#

,

'

限制性酶切消化)感受态细胞转化(挑

克隆(测序鉴定阳性突变质粒及突变位点)

#>#"

!

统计学处理
!

所有数据均使用
%

Nn(

形式表示)

数据采用
6E66#">"

统计软件包进行统计分析#组间

比较采用方差分析)检验水准$

#

'为
">"$

)

>

!

结
!

果

!>#

!

(@T(D

在肝癌组织及多种肝癌细胞系中表

达
!

通过荧光实时定量
EIN

检测
%F

例肝癌患者的

癌与癌旁组织中
(@T(D-N@(

的变化#结果显示

相较癌旁组织#

(@T(D

在癌组织中表达下调

$

">FDn">$';<%>!'n!>#%

#

-

$

">"#

'*

(@T(D

在
$

种肝癌细胞系
]7&

(

677IDD!#

(

X1OD

(

X,

=

U!

(

7XIIGDX

中
-N@(

水平均低于正常肝

细胞
]"!

$

-

$

">"#

#图
#

')

图
=

!

9KR9P3EK9

在不同肝细胞系中表达分析

B)

7

=

!

9KR9P3EK9'8

#

.'(()$-,-,0

"

()()-2)**'.'-%

&'

#

,%$3,+'000)-'(

""

-

$

">"#;<]"!4.;,2),444.3,>,h&

#

%

Nn(

!>!

!

(@T(D

抑制肝癌细胞
677IDD!#

的增殖
!

结

果显示#转染
&'O

和
%FO

时
=

)A@(&HX(H(@T(D

转染组较
=

)A@(&>"

空载体转染组的
IIMF

检测值

降低$

-

$

">"$

#图
!

'#提示上调
(@T(D

表达能够

抑制肿瘤生长#而下调
(@T(D

的表达促进肿瘤细

胞增殖$

-

$

">"#

#图
!

')

图
>

!

9KR9P

表达对人肝癌细胞
SGGCPP>=

增殖的影响

B)

7

>

!

9KR9P)-+.',('2

#

.$0)*'.,%)/',+%)/)%

"

$*&'

#

,%)++,-+'.SGGCPP>=+'00(

"

-

$

">"$;<

=

)A@(&HX(

*

&&

-

$

">"#;<<.N@(3,

L

*8.;,)038204>,h'

#

%

Nn(

!>&

!

肝癌细胞中
CUQJE!

特异结合
(@T(D

!

差异

电泳条带分离后的结果显示#

(@T(D

能与
CUQJE!

结合)经重复实验#该蛋白特异性存在免疫共沉淀

的结合蛋白组分中)通过蛋白免疫印迹法反向验

-

"F&

-
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膜联蛋白
(D

通过与
CUQJE!

结合抑制肝癌细胞增殖

证#结果进一步提示两者在肝癌细胞系
677IDD!#

中存在结合作用$图
&

')

图
A

!

免疫共沉淀法筛选及验证
9KR9P

相互作用蛋白

B)

7

A

!

J2'-%)*)+,%)$-,-2/,0)2,%)$-$*:)-2)-

7#

.$%')-<)%&9KR9P:

"

+$5)331-$

#

.)+)

#

)%,%)$-

!

(

!

6A6HE(UR*3*4

9

<.<058O,(@T(DK.3+.3

L=

208,.3V.8O(@T(D*58,2)0H.--130

=

2.).

=

.8*8.03

*

J

!

,̂<8,23K4088.3

L

*3*4

9

<.<05.3<14.3H4.Z,

L

20V8O5*)802<K.3+.3

L=

208,.3!.3)0H.--130

=

2.).

=

.8*8.03<*-

=

4,<V.8O(@T(D>E208,.3-*2Z,2

!

E*

L

,

N14,2E2,<8*.3,+E208,.3]*++,2

$

Q,2-,38*<

'

>7

!

7*2Z,2

*

#

!

=

)A@(&HX(

*

!

!

=

)A@(&HX(H(@T(D

!>%

!

CUQJE!

的
NUA

序列是与
(@T(D

结合的关

键位点
!

结果突变组未能检测到
CUQJE!

的存在)

结果提示#

(@T(D

可通过
CUQJE!

上
NUA

序列介

导与
CUQJE!

结合$图
%

')

图
D

!

JMB?I>

的
EM6

序列突变分析

B)

7

D

!

G1%,%)$-,-,0

"

()($*EM6('

T

1'-+')-JMB?I>

!

CUQJE!

!

C3<14.3H4.Z,

L

20V8O5*)802<K.3+.3

L=

208,.3!>(

!

6)O,-*8.)+.*

L

2*-05-18*8.03<.8,.3CUQJE!

*

J

!

,̂<8,23

K4088.3

L

*3*4

9

<.<05CUQJE!

!>$

!

(@T(D

经
CUQJE!

参与对
RNM#

%

!

磷酸化

水平的调节
!

结果显示#肝癌细胞中
(@T(D

与

CUQJE!

共表达的细胞比仅表达
(@T(D

细胞的磷

酸化
RNM#

"

!

蛋白水平低#提示过表达
(@T(D

能

抑制
CUQJE!

激活的
RNM#

"

!

的磷酸化水平*反之#

(@T(D

的特异性干扰则使
CUQJE!

活化
RNM#

"

!

的作用进一步增强$图
$

')

图
N

!

9KR9P

影响
JMB?I>

激活的
4E;=

&

>

磷酸化的

蛋白免疫印迹分析
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!

C3<14.3H4.Z,
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20V8O5*)802<K.3+.3

L=
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!
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(@T(D,Y

=

2,<<.3

L =

4*<-.+<>J

!

677IDD!# ),44< V,2,

)0H82*3<5,)8,+ V.8O CUQJE! ,Y

=

2,<<.3

L =

4*<-.+ *3+

<.(@T(D>@03H<

=

,).5.)<.N@(V*<1<,+*<)038204

A

!

讨
!

论

(@T

是一类钙依赖的磷脂结合蛋白)其中某

些成员的功能异常可引起肿瘤细胞增殖调控异常#

结构缺失或改变影响肿瘤转移潜能*部分膜联蛋白

还具有影响肿瘤凋亡和分化的功能+

#"H#&

,

)

(@T(D

是最早被分离纯化出来的膜联蛋白#以往的研究发

现
(@T(D

在一些组织中表现出抑制基因活性#其

表达失调与肿瘤进展和预后密切相关+

#%

,

)据报道#

-

#F&

-
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卷

在
%"'#

例包含多种肿瘤的组织芯片结果中发现

(@T(D

表达下调+

'

,

#这与本研究中病例样本和肝

癌细胞中的结果一致)

本研究进一步通过免疫共沉淀实验发现

(@T(D

与
CUQJE!

能发生特异性结合#鉴于

CUQJE!

的
NUA

序列是与多种蛋白结合的关键位

点#推测其与
(@T(D

结合也极有可能通过该位点

介导)因此通过定点突变法得到
CUQJE!

的
NUA

位点突变质粒#采用免疫共沉淀结合蛋白免疫印迹

的方法确定了
(@T(D

与
CUQJE!

的结合是通过

CUQJE!

中
NUA

序列介导的)

CUQJE!

是一种在人的多种体液和组织中均有

表达的分泌蛋白#属于
CUQ

系统的组成成员#参与

重要的网络调控#调节多种细胞过程+

#$H#'

,

#激活

RNM#

"

!

(

6(EM

"

/@M

和
=

&F

途径+

F

,

#并且能升高

RNM#

"

!

(

6(EM

"

/@M

的磷酸化水平+

G

,

)其中#

RNM

的信号转导 $

N*<HN*5H7RMHRNM

'被多种生长因

子(细胞因子及促分裂剂激活#在细胞的增殖和分化

调控中发挥重要作用#是多种信号的交汇点或共同

通路+

#DH#F

,

)本研究发现#

CUQJE!

在肝癌中能够激

活
RNM#

"

!

的磷酸化#在此基础上进一步分析了

(@T(D

是否通过
CUQJE!

参与了对
RNM#

"

!

磷酸

化的调节作用)结果显示在
CUQJE!

存在的情况

下#下调
(@T(D

表达能使
RNM#

"

!

的磷酸化水平

升高#很好地解释了
(@T(D

抑制肝癌细胞生长的

作用)我们后续将针对
CUQJE!

进行干预#观察其

被干预后对肝癌细胞增殖的影响#进一步说明

(@T(D

与
CUQJE!

在功能上的相关性)
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