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【方法】　利用免疫组化检测鼻咽癌和正常鼻黏膜组织中的 ＭＴＡ１蛋白和ＥＭＴ相关蛋白的表达情况，并结合

临床病理特征和ＥＭＴ相关蛋白进行相关性分析。构建 ＭＴＡ１过表达和干扰表达的鼻咽癌细胞系，蛋白质印迹和

ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＭＴＡ１对鼻咽癌细胞侵袭和ＥＭＴ发生的影响。通过蛋白质印迹和免疫荧光检测 Ｗｎｔ通路和

βｃａｔｅｎｉｎ核转位研究 ＭＴＡ１发挥功能的机制。以免疫组化检测鼻咽癌组织中ＬＭＰ２Ａ和 ＭＴＡ１的相关性，慢病

毒技术构建ＬＭＰ２Ａ表达而 ＭＴＡ１缺失的细胞系，蛋白质印迹和ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测其侵袭能力和ＥＭＴ的变化。

进而建立裸鼠尾静脉注射和左心室注射模型，体内实验研究 ＭＴＡ１对鼻咽癌转移的影响。使用ｍＴＯＲ下游调控

通路４ＥＢＰ１的抑制剂ＩＮＫ１２８和ｓｉＲＮＡ干扰ｃｍｙｃ表达，研究ＬＭＰ２Ａ激活 ＭＴＡ１表达的通路机制。

【结果】　免疫组化分析发现 ＭＴＡ１高表达与鼻咽癌ＴＮＭ 分期的 Ｎ和 Ｍ 分期呈正相关。在鼻咽癌组织中

ＭＴＡ１高表达于癌巢和癌浸润发生部位。ＭＴＡ１的高表达与Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达呈负相关，和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达呈正

相关。低表达 ＭＴＡ１的细胞系ＣＮＥ１过表达 ＭＴＡ１后，侵袭能力增强，ＥＭＴ表型增加。高表达 ＭＴＡ１的细胞

系ＣＮＥ２干扰其表达后，侵袭能力减弱，ＥＭＴ表型减少。裸鼠左心室注射，ＣＮＥ１ＭＴＡ１细胞转移能力增强，

ＣＮＥ２ｓｉＭＴＡ１细胞转移能力下降。ＣＮＥ１的 ＭＴＡ１过表达促进了 Ｗｎｔ１的表达，促使βｃａｔｅｎｉｎ的入核。

ＬＭＰ２Ａ和 ＭＴＡ１的过表达具有正相关性。ＬＭＰ２Ａ促进了ＣＮＥ１和ＣＮＥ２细胞系表达 ＭＴＡ１。在ＬＭＰ２Ａ表

达的细胞系中，干扰 ＭＴＡ１的表达能抑制肿瘤侵袭和ＥＭＴ的发生。动物模型亦显示ＣＮＥ１ＬＭＰ２Ａ的 ＭＴＡ１

表达干扰抑制了肿瘤转移的发生。过表达ＬＭＰ２Ａ的ＣＮＥ１细胞系中ｍＴＯＲ和４ＥＢＰ１ｅＩＦ４Ｅａｘｉｓ通路活化。与

Ｒａｐａｍｙｃｉｎ相比较，ＩＮＫ１２８药物能特异性抑制４ＥＢＰ１ｅＩＦ４Ｅａｘｉｓ的活化，降低ＣＮＥ１ＬＭＰ２Ａ的侵袭能力、β

ｃａｔｅｎｉｎ的入核及ＥＭＴ的发生。对Ｃｍｙｃ的干扰表达，能部分降低 ＭＴＡ１的表达及ＣＮＥ１ＬＭＰ２Ａ的侵袭能力。

【结论】　ＭＴＡ１通过 Ｗｎｔ１通路活化促进了鼻咽癌的转移和ＥＭＴ发生；ＬＭＰ２Ａ能激活 ｍＴＯＲ和ＧＳＫ３β

通路，４ＥＢＰ１ｅＩＦ４Ｅａｘｉｓ的活化参与了 ＭＴＡ１ｍＲＮＡ的稳定性等转录后调控，也参与Ｃｍｙｃ对 ＭＴＡ１的转录调

控，从而增强鼻咽癌侵袭转移能力并促进ＥＭＴ发生。

　　关键词：鼻咽癌；潜伏膜蛋白２Ａ；转移性肿瘤抗原１；上皮间质转化
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　　【目的】　抑癌基因ＴＳＣ１是ｍＴＯＲ信号通路的负调控因子，ＴＳＣ１的突变或失活会引起ｍＴＯＲ的异常活化和

不受控制的细胞生长和细胞增殖。ＴＳＣ１在神经胶质瘤、胃癌、结肠癌及卵巢癌等多种恶性肿瘤中表达降低，但具

体机制尚不明确。本研究旨在寻找靶向调控ＴＳＣ１的ｍｉＲＮＡ，明确其对ＴＳＣ１及ｍＴＯＲ信号通路的影响，并进一

步研究该ｍｉＲＮＡ在卵巢癌中发生发展过程中的作用。

【方法】　通过生物信息学分析，初步确定候选ｍｉＲＮＡ，瞬时转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，通过蛋白质印

迹和Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ等方法明确靶向调控ＴＳＣ１的ｍｉＲＮＡ；蛋白质印迹检测ｍｉＲＮＡ对ｍＴＯＲ信号通路关键分子表达

的影响；建立ｍｉＲＮＡ过表达和低表达的卵巢癌细胞系，研究ｍｉＲＮＡ及ＴＳＣ１对卵巢癌细胞增殖、转化、侵袭能力

及化疗敏感性的影响；最后通过动物实验明确靶向调控ＴＳＣ１的ｍｉＲＮＡ与卵巢癌发生发展的关系。

【结果】　瞬时转染ｍｉｒ２７、ｍｉｒ１３０、ｍｉｒ２０４的ｍｉｍｉｃｓ并检测ＴＳＣ１的表达，发现转染ｍｉｒ１３０的细胞中ＴＳＣ１

表达明显降低，ｍＴＯＲ下游关键蛋白ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、４ＥＢＰ１的磷酸化水平升高，瞬时转染 ｍｉｒ１３０ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，

ＴＳＣ１含量上调，ｍＴＯＲ、ｐ７０Ｓ６Ｋ、４ＥＢＰ１磷酸化水平降低，进一步佐证 ｍｉｒ１３０靶向调控ＴＳＣ１，利用收集的卵巢

癌及正常组织检测ｍｉｒ１３０的表达，显示ｍｉｒ１３０在卵巢癌中含量升高。同时我们也成功构建了稳定转染ｍｉｒ１３０
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的细胞系，为后续体内体外实验奠定了基础。

【结论】　Ｍｉｒ１３０通过靶向抑制ＴＳＣ１的表达，使得ＴＳＣ１／ＴＳＣ２复合物含量减少，对 ｍＴＯＲ的抑制作用减

弱，从而使ｍＴＯＲ复合物过度磷酸化，继而磷酸化下游的靶蛋白ｐ７０Ｓ６Ｋ、４ＥＢＰ１，促进蛋白的合成，尤其是与细胞

周期有关的蛋白，从而促进细胞增殖和耐药等恶性行为。

　　关键词：ｍｉｒ１３０；ＴＳＣ１；ｍＴＯＲ信号通路；卵巢癌
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　　【目的】　观察褪黑素作用于肿瘤细胞后细胞的增殖改变，探讨这种增殖是否与ｍｉＲＮＡ的表达有关。

【方法】　选择适宜浓度褪黑素刺激肿瘤细胞，ＣＣＫ法检测其增殖情况，流式细胞术检测处理后细胞凋亡与周

期的改变。最后，通过ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质印迹技术，从核酸和蛋白水平上进行ｍｉＲＮＡ和相关靶蛋白的检测。

【结果】　褪黑素能促进细胞凋亡，抑制细胞增殖。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示褪黑素能够明显上调ＮＢ４细胞中

ｍｉｒ９６的表达，在ＢｘＰＣ３细胞中ｍｉｒ３４ａ、ｍｉｒ９６、ｍｉｒ１００均有不同程度的表达上调。蛋白质印迹结果显示ＢｘＰＣ３

细胞中，ｍｉｒ９６的靶蛋白ＫＲＡＳ在褪黑素处理后表达下调，并具有一定浓度依赖性。

【结论】　褪黑素能够抑制ＢｘＰＣ３和ＮＢ４肿瘤细胞的增殖并能促进其细胞凋亡，且具有浓度依赖性和时间依

赖性。这种增殖抑制可能与相关ｍｉｒＲＮＡ表达改变密切相关。

　　关键词：褪黑素；ｍｉＲＮＡ；ＢｘＰＣ３；ＮＢ４；ＫＲＡＳ
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　　【目的】　探讨微小ＲＮＡｍｉＲ１０１在乳腺癌细胞转移与侵袭中的功能及靶点。

【方法】　首先通过脂质体转染的方法在 ＭＤＡＭＢ２３１、ＢＴ５４９和 ＭＤＡＭＢ４３５５细胞系中瞬时过表达 ｍｉＲ

１０１模拟物，进而通过划痕实验、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭实验来反映细胞运动能力的改变；然后应用荧光素酶报告基

因分析技术和蛋白质印迹技术寻找并验证ｍｉＲ１０１的靶基因。

【结果】　在功能学上ｍｉＲ１０１的过表达可显著抑制 ＭＤＡＭＢ２３１、ＢＴ５４９和 ＭＤＡＭＢ４３５５细胞的迁移和

侵袭能力（犘＜０．０１）；在线软件预测ＲＡＰ１Ｂ和ＲＡＢ５Ａ是ｍｉＲ１０１的潜在靶基因；荧光素酶报告基因分析初步证

明ＲＡＰ１Ｂ是ｍｉＲ１０１的靶基因；蛋白质印迹从蛋白质水平进一步验证ＲＡＰ１Ｂ是ｍｉＲ１０１的靶基因。

【结论】　在乳腺癌中，ｍｉＲ１０１可以通过靶向ＲＡＰ１Ｂ抑制细胞的侵袭和转移能力，这是ｍｉＲ１０１作为一种特

殊的基因调节因子，在乳腺癌的发生发展中起的重要作用之一。

　　关键词：ｍｉＲ１０１；乳腺癌；ＲＡＰ１Ｂ；肿瘤转移；ＥＭＴ

·１７·


