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基因可抑制肝癌细胞的增殖
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目的
!

观察和比较在人肝癌与癌旁组织中蛋白磷酸酶
#

调节亚基
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208,.3
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L0<
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L*8*<,#2,

N

14*802

9

<1I13.8#$(
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---#.#$/

%基因在基因组和转录水平的差异#探讨靶向沉默
---#.#$/

基因对肝癌细胞
QKKR7&

增殖能力

的影响&

方法
!

收集
#"$

例肝癌患者的肿瘤组织及癌旁组织#采用实时荧光定量
SKT

技术检测
---#.#$/

基因的基因组和

转录水平&体外合成
---#.#$/

序列特异性小干扰
T?(

$

<.T?(

%#使用脂质体法转染肝癌细胞株
QKKR7&

&实验分
<.E#$(

组$针对
---#.#$/

的特异性
<.T?(

转染的
QKKR7&

细胞%'

?K

组$非特异性
<.T?(

转染的
QKKR7&

细胞%'空白组$未

转染
<.T?(

的
QKKR7&

细胞%#用实时荧光定量
SKT

检测
---#.#$/

基因拷贝数和转录水平#用蛋白质印迹法检测

SSS#T#$(

蛋白表达#用
KKUEC

实验'克隆形成实验检测细胞增殖和克隆形成能力#用流式细胞术检测细胞周期&

结果
!

人

肝癌组织中
---#.#$/

基因的拷贝数和转录表达水平均高于癌旁组织$

-

#

">"#

%#且两者具有相关性$

-V">"#%

%&

KKUEC

实验和克隆形成实验显示#转染
<.T?(

后#

<.E#$(

组细胞增殖低于
?K

组和空白组$

-

#

">""#

%&流式细胞术结果显示#

<.E#$(

组较
?K

组和空白组细胞周期被抑制&

结论
!

肝癌组织中
---#.#$/

的拷贝数发生扩增#基因转录上调&靶向沉默

---#.#$/

能抑制肝癌细胞
QKKR7&

的增殖能力&提示
---#.#$/

基因在肝癌中发挥癌基因的作用&
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肝细胞癌$

L,

H

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

#

QKK

%的

发病机制复杂#涉及到不同信号通路的基因组变异

和表观遗传的改变)

#E!

*

&基因组变异包括基因突变'

拷贝数变异和染色体易位&拷贝数变异$

)0

H9

31-I,2;*2.*8.03

#

K?=

%是基因组在结构上发生变

异的一种形式#指染色体上
$

#̀ I@?(

片段上的复

制'插入'缺失和复杂变异&拷贝数变异主要来源于

@?(

重组#包括非等位同源重组 $

303E*44,4.)

L0-040

N

01<2,)0-I.3*8.03

#

?(QT

%和非同源末端

连接$

303EL0-040

N

01<,3+E

D

0.3.3

N

#
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%

)

&

*

&在

肿瘤发生过程中#凋亡相关基因的拷贝数通常发生

减少#而增殖相关基因的拷贝数则发生扩增)

P

*

&在

QKK

中#乙型肝炎病毒$

L,

H

*8.8.<X;.21<

#

QX=

%通

过将病毒
@?(

整合进入宿主基因组中#可以导致

K?=

的发生#造成染色体的不稳定#并最终导致肝

癌发生)

%

*

&因而#从
K?=

角度入手研究肝癌#可以

加深对肝癌发病机制的精确认识&同时#由于
K?=

的发生是一个长期累积效应#也为运用基因靶技术

进行及早诊断和治疗肝癌提供了新的思路)

$

*

&

目前#已知在
QKK

中
K?=

发生扩增的高频片

段位于染色体
#

]
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#而发生缺失的

高频片段位于染色体
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*

&这些
K?=

高频片段上是否存在与
QKK

发生相关的基因'发挥何种作用目前还不清楚&通

过前期工作#我们从芯片中筛选得到了在肝癌与癌

旁组织中存在差异表达的基因&将这些基因与

K?=

高频片段进行整合分析#发现其中位于
K?=

扩增 高 频 区 段
C

]

!P>&

上 的 蛋 白 编 码 基 因

---#.#$/

在肝癌组织的表达高于癌旁组织$上调

倍数
#>'$

#

-V">"&

%

)

F

*

#提示其在肝癌发生中具有

重要作用#可能发挥促癌的功能&本研究拟通过实

时荧光定量
SKT

技术#验证
#"$

对肝癌组织和癌旁

组织
---#.#$/

的拷贝数和转录表达情况及两者

的相关性(并通过
<.T?(

技术体外靶向沉默肝癌细

胞株
QKKR7&

中
---#.#$/

的表达#探索对

QKKR7&

细胞增殖和凋亡的影响&

!

!

材料和方法

#>#

!

细胞和组织标本
!

人肝癌细胞株
QKKR7&

购自中国科学院细胞库#由本实验室保存&细胞用

含
#"b

胎牛血清的
@7M7

培养基#置于
&'c

'

%b

KA

!

'饱和湿度的培养箱中培养&

#"$

例肝癌患者的

肿瘤组织和癌旁组织'

P#

例正常肝组织'

!!

例肝炎

组织以及患者资料由第二军医大学东方肝胆外科医

院提供#并取得患者或其家属知情同意&所有组织

标本取得后立即放入液氮中保存备用&

#>!

!

主要材料和试剂
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高糖培养基购自

Q
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公 司#胎 牛 血 清 购 自
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公 司#

R.

H

05,)8*-.3,

O7

&"""

试剂购自
B3;.820

N

,3

公司#基因

组
@?(

抽提试剂盒购自
(G

9N

,3

公司#

T?(

抽提试

剂
OTB_04T?(.<0

购自
O*U*T*

公司#反转录试剂购

自
B3;.820

N

,3

公司#

KKUEC

试剂盒购自
@0

D

.3+0

公司#

(33,G.3

"

EJBOK

"

SB

细胞凋亡检测试剂盒购自美国

X@

公司#细胞周期检测试剂盒购自碧云天生物技术

有限公司#蛋白酶抑制剂$

K0)̀8*.4

%购自
6.

N

-*

公司#

硝酸纤维素$

?K

%膜购自
7.44.

H
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公司#

(38.E

SSS#T#$(

抗体购自
6.

N

-*

公司&

#>&

!

基因组
@?(

抽提
!

对于组织样本#取
!"-

N

肝癌或肝组织#移入冰水浴预冷的研钵中#快速研磨

成匀浆&加入
&%"

#

RSX6

和
">F

#

RT?*<,(

后温

和地研磨
&"<

&收集
&%"

#

R

研磨好的组织匀浆并

转入
!-R

离心管&如匀浆体积不足
&%"

#

R

#补充

SX6

至
&%"

#

R

&加入
#%"

#

RX155,2KER

和
!"

#

R

S208,.3*<,U

&立即涡旋振荡
#-.3

混合均匀&短

暂离心后#将离心管置于
%$c

水浴
#"-.3

&加入

&%"

#

RX155,2SE@

#涡旋振荡
&"<

混合均匀#

#!"""d

4

离心
#"-.3

&将
@?(

制备管置于
!-R

离心管中#将上一步的混合液移至制备管中#

#!"""d

4

离心
#-.3

&弃滤液#将制备管置回到原

来的
!-R

离心管中#加入
%""

#

RX155,2a#

#

#!"""d

4

离心
#-.3

&再用
'""

#

RX155,2a!

洗

涤
!

次&最后用
#%"

#

R

去离子水洗脱
@?(

&

#>P

!

细胞转染
!

---#.#$/<.T?(

序列!正义链

%eE[K[[K(:K:(:(K:KK(([OOE&e

#反义

链
%eEK::[[([:(:([(:[KK[KOOE&e

#

由上海吉玛公司合成&非特异性
<.T?(

由吉玛公

司 提 供&利 用
R.

H

05,)8*-.3,

O7

&"""

试 剂 将

---#.#$/<.T?(

和非特异性
<.T?(

转染
QKK

R7&

细胞#即
<.E#$(

组和
?K

组(未转染
<.T?(

的

QKKR7&

为空白对照组&在
#!%

#

R@MSK

水中加

入
!>%3-04<.T?(

#溶解后为
!"

#

-04

"

R

的母液&

转染前
#+

#细胞传代培养于
$

孔板中#培养
!PL

至

细胞铺满孔底的
$"b

$

'"b

&将
%

#

R!"

#

-04

"

R

的
<.T?(

与
#!%

#

R

的
0

H

8.E7M7

混合于无菌的

M
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,3+025

管中&取
&>'%

#

R

的
R.

H

05,)8*-.3,
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&"""

试剂与
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#
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的
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混合于另一无菌
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基因可抑制肝癌细胞的增殖

的
M

HH

,3+025

管中&将上述两管液体混合均匀#室

温静置至少
%-.3

#形成
<.T?(E

脂质体复合物#随后

逐滴加入细胞培养基中&将细胞瞬时转染
PCL

后#

收集细胞用于所需实验&

#>%

!

总
T?(

的抽提
!

对于组织样本#每
%"

$

#""

-

N

肝癌组织或肝组织标本在液氮中研磨粉碎#待液

氮挥发后迅速加入
#-ROTB_04

(对于细胞样本#按

照
$

孔板每个培养孔添加
#-ROTB_04

的比例加入

OTB_04

试剂直接裂解细胞&

#-ROTB_04

试剂中加

入
!""

#

R

氯仿#剧烈震荡
#%<

混匀#室温放置
%

-.3

&

#!"""d

4

Pc

离心
#%-.3

&样本形成上层的

无色水相'中间层和下层的红色苯酚
E

氯仿相的三相

分层状态&小心吸取上层的无色水相至新的

M

HH

,3+025

管中#等体积加入约
">%-R

异丙醇#轻

微混匀后将样本在室温下孵育
#"-.3

#

#!"""d

4

Pc

离心
#"-.3

&弃上清#以
'%b

乙醇洗涤
T?(

沉

淀
!

次#每次
'%""d

4

Pc

离心
%-.3

&冰上短暂干

燥
T?(

$

Pc

干燥
%-.3

左右%&根据沉淀体积以

T?*<,E52,,

的水溶解
T?(

#以枪头吹打数次&

T?(

保存于
fC"c

&使用
?*30+20

H

仪器和软件#

测定并计算
T?(

的
5

!$"

"

5

!C"

的比值#判断总
T?(

质量并进行定量&

#>$

!

引物的设计与合成
!

---#.#$/

基因引物序

列!上游
%eEK[[((O OK(O[[KK[([K(KK

O[[E&e

#下游
%eEK[[[(O KKOK(K(O[ ([K

([[K([K(KE&e

(内参基因
6/-57

引物序列!上

游
%eEK[[(OOO[[OK[O(O O[[[E&e

#下游
%eE

KO[[(([(O[[O[(O[[[(OOE&e

&所有引物

均由生工生物工程$上海%股份有限公司合成&

#>'

!

实时荧光定量
SKT

"

]

TOESKT

#与相对定量分

析
!

实 时 荧 光 定 量
SKT

实 验 使 用
(

HH

4.,+

X.0<

9

<8,-<

公 司 的
68,

H

A3,

O7

T,*4EO.-, SKT

6

9

<8,-

系统&模板为反转录所得的
)@?(

和稀释

后的
N

@?(

&每个反应重复
&

次#每次反应均设
&

个复孔#并均包含了相应的无模板对照&定量结果

采用相对定量的方法$

!

f

%%

K8法%进行比较'分析&

#>C

!

蛋白质印迹法检测
R7&

细胞中
SSS#T#$(

的表达
!

细胞转染
PCL

后提取各组细胞总蛋白#

XK(

法测定蛋白浓度&根据蛋白定量结果#调整蛋

白上样量#每个样品取
!"

#

N

加入上样孔#进行

6@6ES([M

$

%b

浓缩胶!

%"=

#

P"-.3

(

#!b

分离胶!

#""=

#

#""-.3

%&电泳结束后根据蛋白大小进行切

胶#并切取同样大小的
?K

膜#按照阴极板
E

滤纸
E

6@6ES([M

胶
E?K

膜
E

滤纸
E

阳极板的顺序#以
#""=

进行电转&电转完成后#用
%b

脱脂奶粉进行封闭#

置于室温#放置
!L

&加入一抗
Pc

孵育过夜#加入

二抗室温孵育
!L

&蛋白条带使用
R.EK02

公司的

A+

9

<<,

9

.352*2,+<)*33,2

进行扫描'定量&

#>F

!

KKUEC

细胞增殖实验
!

将干扰
---#.#$/

的
QKKR7&

细胞及其对照组细胞消化后等密度重

新铺于
F$

孔板中#每种细胞铺
%

个复孔#每孔
&"""

个细胞#

#""

#

R

完全培养基培养&待生长
$L

细胞

贴壁后#按
#"

#

R

"孔加入
KKUEC

试剂#分别在试剂

加入后不同的时间点$

"

'

#!

'

!P

'

&$

'

PC

'

$"L

%使用酶

标仪测定
5

P%"

#绘制细胞的增殖曲线#根据增殖曲线

比较不同组的细胞增殖情况&

#>#"

!

平板克隆形成实验
!

取对数生长期的细胞#

用
">!%b

胰蛋白酶消化吹打成单个细胞#把细胞悬

浮在含
#"b

胎牛血清的
@7M7

培养液中备用&按

每孔
&"""

个细胞接种于
$

孔板中#并轻轻转动#使

细胞分散均匀&置于
&'c

'

%bKA

!

及饱和湿度的

环境下#静置培养
!

周&当培养皿中出现肉眼可见

的克隆时#终止培养&弃上清液#用
SX6

浸洗
!

次#

加入
Pb

多聚甲醛#固定
!"-.3

&然后去固定液#按

每孔
#-R

加入
">%b

结晶紫染色液染色
#>%L

#然

后用
SX6

洗涤多次#去除染色液#空气干燥&

#>##

!

流式细胞术检测细胞周期
!

细胞转染
PCL

后#用胰酶消化细胞#离心收集#

#"""d

4

离心
%

-.3

&吸除上清#加入
#-R

冰浴预冷的
SX6

#重悬

细胞&再次离心#吸除上清后#加入
#-R

冰浴预冷

的
'"b

乙醇#轻轻吹打混匀#

Pc

固定
#!

$

!PL

&

#"""d

4

离心
%-.3

#沉淀细胞&小心吸除上清后#

加入
#-R

冰浴预冷的
SX6

#重悬细胞&每管样品

加入
">%-RSB

染色液)

">%-R

染色缓冲液#

!%

#

R

SB

染色液$

!"d

%#

#"

#

RT?*<,(

$

%"d

%*#缓慢并

充分重悬细胞沉淀#

&'c

温浴
&"-.3

后#经流式细

胞仪检测并分析细胞周期&

#>#!

!

统计学处理
!

采用
6S66#C>"

统计软件进行

数据分析&定量资料用
%

8g(

表示&肝癌与配对癌

旁组织的比较采用
a.4)0G03

符号秩检验#多组间均

值的比较采用单因素方差分析#两因素的相关性采

用
S,*2<03

相关分析&检验水准$

&

%为
">"%

&

A

!

结
!

果

!>#

!

临床样本中
---#.#$/

基因组和转录水平的

变化
!

在基因组
@?(

水平#

---#.#$/

在
#"$

对

+

#&%

+
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肝癌组织和癌旁组织中的相对量分别为
#>C'g

#>&!

和
#>""g">P%

#差异有统计学意义$

-

#

">"#

%#

证实肝癌组织中
---#.#$/

的拷贝数发生了扩增&

在转录水平#

---#.#$/

在肝癌和癌旁组织的相对

表达量分别为
#>PPg">F!

和
#>""g">$P

#差异有

统计学意义$

-

#

">"#

%#证实
---#.#$/

的转录表

达也发生了增加&对
---#.#$/

基因组
@?(

和

转录水平进行相关性分析#两者的
S,*2<03

相关系

数
.V">!&C

$

-V">"#%

%#说明
---#.#$/

转录水

平的上调与拷贝数的扩增存在正相关$图
#(

$

#K

%&

图
!

!

肝癌组织中
!!!!"!"#

的拷贝数发生扩增且转录水平增加

B&

-

!

!

C7)

-

).5(&1+.*,4+./14&

3

,&5.0);)056!!!!"!"#

-

).)@)4)&.14)+/)*&.D==,&//2)/

(

!

OL,

N

,30-.)4,;,405---#.#$/

N

,3,.3QKK8.<<1,<*3+

H

*.2,+*+

D

*),38302-*44.;,28.<<1,<

$

""

-

#

">"#>,V#"$

#

%

8g(

%(

X

!

OL,

82*3<)2.

H

8.034,;,405---#.#$/

N

,3,.3QKK8.<<1,<*3+

H

*.2,+*+

D

*),38302-*44.;,28.<<1,<

$

""

-

#

">"#>,V#"$

#

%

8g(

%(

K

!

OL,)022,4*8.03

I,8̂,,3

N

,30-.)4,;,4*3+82*3<)2.

H

8.034,;,405---#.#$/

N

,3,

$

,V#"$

%

>QKK

!

Q,

H

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

!>!

!

---#.#$/

基因组水平与肝癌进程的关系
!

对

P#

例正常肝组织'

!!

例肝炎组织以及
#"$

例肝癌组织

中
---#.#$/

基因组水平进行比较#结果发现#随着肝

癌的发病过程#

---#.#$/

的基因组水平也在逐渐增

加&

---#.#$/

在肝癌组织中的基因组水平高于正常

肝组织$

-

#

">"#

%#肝炎组织中的基因组水平也高于正

常肝组织$

-

#

">"%

%&肝癌组织与肝炎组织中的基因

组水平差异无统计学意义$

-

&

">"%

#图
!

%&说明随着

肝癌的发展#

---#.#$/

基因的拷贝数也逐渐递增&

图
A

!

!!!!"!"#

的拷贝数水平随着肝癌的进展逐渐增加

B&

-

A

!

C7)

-

).5(&10);)056!!!!"!"#

-

).)&.14)+/)*@&,7D==

3

45

-

4)//&5.

QKK

!

Q,

H

*80),4414*2)*2).30-*>?02-*44.;,28.<<1,<

#

,VP#

(

Q,

H

*8.8.<8.<<1,<

#

,V!!

(

QKK8.<<1,<

#

,V#"$>

"

-

#

">"%

#

""

-

#

">"#>

%

8g(

!>&

!

<.T?(

转染
QKKR7&

细胞对
---#.#$/

基因转录和翻译的影响
!

实时荧光定量
SKT

结果

$图
&(

%显示#转染
---#.#$/<.T?(

后#

<.E#$(

组
---#.#$/

基因的相对表达量低于
?K

组和空

白组#差异均有统计学意义$

-

#

">""#

%(

?K

组和空

白组相比基因表达差异无统计学意义$

-

&

">"%

%&

蛋白质印迹实验结果$图
&X

%显示#

<.E#$(

组

SSS#T#$(

蛋白表达量$

">"$g">"%

%低于
?K

组

$

!>C#g">'#

%和空白组$

!>FCg">%#

%#差异均有统

计学意义$

-

#

">"#

%(

?K

组与空白组蛋白表达差异

没有统计学意义$

-

&

">"%

%&说明
---#.#$/

<.T?(

能够有效抑制其基因的转录和翻译&

图
E

!

靶向沉默
!!!!"!"#

基因抑制
D==F<E

细胞

!!!!"!"#

基因转录和翻译

B&

-

E

!

G.7&8&,&5.5.!!!!"!"#,4+./14&

3

,&5.+.*,4+./0+,&5.

&.D==F<E1)00/,4+./6)1,)*@&,7!!!!"!"#/&#$%

(

!

OL,82*3<)2.

H

8.034,;,405---#.#$/

N

,3,.3QKKR7&),44<

$

""

-

#

">"#>,V&

#

%

8g(

%(

X

!

OL,,G

H

2,<<.034,;,405SSS#T#$(

H

208,.3.3QKKR7&),44<><.E#$(

!

QKKR7&),44<82*3<5,)8,+ .̂8L

---#.#$/<.T?(

(

?K

!

QKKR7&),44<82*3<5,)8,+ .̂8L303E

<

H

,).5.).8

9

<.T?(

(

X4*3̀

!

QKKR7&),44<1382,*8,+ .̂8L<.T?(

+

!&%

+
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第
%

期
>

毕峰瑞#等
>

靶向沉默
---#.#$/

基因可抑制肝癌细胞的增殖

!>P

!

靶向沉默
---#.#$/

对
QKKR7&

细胞增殖

能力和细胞周期的影响
!

克隆形成实验结果$图

P(

'

PX

%显示#

<.E#$(

组克隆形成率低于
?K

组和空

白组#差异有统计学意义$

-

#

">"#

%&

KKUEC

细胞

增殖实验结果$图
PK

%显示#随着时间的延长#

<.E

#$(

组细胞增殖明显受到了抑制#在
$"L

时
<.E#$(

组
5

P%"

$

#>P&g">"%

%较
?K

组$

&>#'g">#%

%和空白

组$

!>$#g">#'

%低$

-

#

">"#

%#说明转染
<.T?(

后#

QKKR7&

细胞增殖被抑制&细胞周期检测结果

$图
P@

%显示#

<.E#$(

组较
?K

组和空白组处于
[

"

"

[

#

期的细胞比例增加#处于
6

期和
[

!

"

7

期的细胞

比例减少&说明转染
---#.#$/<.T?(

后
QKK

R7&

细胞周期发生了阻滞&

图
H

!

靶向沉默
!!!!"!"#

基因抑制
D==F<E

细胞的增殖并阻滞细胞周期

B&

-

H

!

C4+./6)1,&5.56!!!!"!"#/&#$%&.7&8&,)*D==F<E1)00

3

450&6)4+,&5.+.*&.*21)*I

J

#

I

!

+44)/,&.D==F<E1)00/

(

!

K403,502-*8.03*<<*

9

05QKKR7&),44<82*3<5,)8,+ .̂8L---#.#$/<.T?(

(

X

!

(3*4

9

<.<05)403,502-*8.03*<<*

9

05QKKR7&),44<

$

""

-

#

">"#>,V&

#

%

8g(

%(

K

!

KKUEC*3*4

9

<.<05QKKR7&),44<82*3<5,)8,+ .̂8L---#.#$/<.T?(

$

""

-

#

">"#;<?K*3+I4*3̀ )038204>

,V&

#

%

8g(

%(

@

!

K,44)

9

)4,05QKKR7&),44<*3*4

9

_,+I

9

540̂ )

9

80-,82

9

E

!

讨
!

论

本课题前期通过芯片分析发现#

---#.#$/

肝

癌组织中的表达异常增高)

F

*

&同时#该基因位于拷

贝数扩增的高频区段,,,

C

号染色体长臂
!

区
P

带

&

亚带内&基于上述结果#我们推测#在肝癌组织

中#由于拷贝数发生了扩增#导致区段内基因

---#.#$/

的表达增加&故我们首先在
#"$

例临

床样本中对其基因组水平和转录水平进行验证#我

们证实
---#.#$/

基因在肝癌组织中的拷贝数发

生了扩增#

---#.#$/

的转录表达增加#并且拷贝

数的扩增与基因转录水平的上调呈正相关&

在对肝癌发病各阶段肝脏组织$正常肝'肝炎和

肝癌组织%中
---#.#$/

的拷贝数水平进行比较

后#我们观察到#随着疾病的进展#

---#.#$/

的拷

贝数水平也随之增加&说明
---#.#$/

拷贝数的

扩增与肝癌的发生密切相关#并提示其可以作为评

判肝癌 发 病 风 险 的 指 标&进 一 步 通 过 检 索

A3)0-.3,

数据库中的芯片数据发现#在基因组

@?(

水平上
---#.#$/

在肝癌组织$

,V!$

%中的

表达高于正常肝组织$

,V!$

%#差异有统计学意义

$

-

#

">""#

%$

[6M&!$PF

%

)

#"

*

(在 转 录 水 平#

SSS#T#$(

在肝癌组织$

&%

例%中的表达高于肝癌

前体组织$肝硬化组织
#&

例#不典型增生组织
#'

例%#差异有统计学意义$

-

#

">""#

%$

[6M$'$P

%

)

##

*

&

SSS#T#$(

是蛋白磷酸酶$

H

208,.3

H

L0<

H

L*8*<,

#

#

SS#

%的调节亚基)

#!

*

&目前已知#

SS#

参与了糖原

代谢'基因转录'蛋白合成'细胞分裂和细胞凋亡等

诸多生理过程)

#&E#P

*

&据报道#

SS#

的表达失调与肿

瘤细胞的增殖和凋亡密切相关)

#%

*

&在靶向沉默

+

&&%

+
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---#.#$/

后#

KKUEC

细胞增殖实验和克隆形成

实验显示#

QKKR7&

细胞的增殖受到了明显的抑

制$

-

#

">"#

%(细胞周期和凋亡检测结果显示#

<.E

#$(

组细胞发生了
[

"

"

[

#

阻滞#而细胞凋亡没有受

到影响&这一结果提示#

SSS#T#$(

对细胞增殖的

抑制作用主要体现在对细胞周期的阻滞&同时#我

们还在肝癌细胞
Q1L'

中观察了干扰
---#.#$/

对细 胞 增 殖 的 影 响#结 果 显 示#靶 向 沉 默

---#.#$/

并不能抑制
Q1L'

细胞的增殖$资料未

发表%&针对这一现象#我们对涉及
QKKR7&

和

Q1L'

细胞研究的相关文献进行检索#发现这两种

细胞的差异之一#体现在其
H

%&

突变状态的不同&

其中#

QKKR7&

中的
H

%&

为野生型$

.̂4+E8

9H

,

%#

Q1L'

中
H

%&

为突变型$

-18*38

%

)

#$

*

&当癌基因激活

或
@?(

发生损伤时#

H

%&

可以通过抑制细胞周期和

促进细胞凋亡而发挥抑癌作用)

#'

*

&

H

%&

参与多种基

因的转录激活或抑制)

#C

*

#其自身也受到磷酸化)

#F

*

'

乙酰化)

!"

*和泛素化)

!#

*等多种翻译后的修饰调

节)

!!

*

&野生型
H

%&

的磷酸化可以增强其自身的稳

定性#并在核内聚集#有利于其发挥抑癌作用#而突

变型
H

%&

通过磷酸化作用#则会增强其促癌的功

能)

!&

*

&根据以上结论#我们推测
H

%&

的突变状态以

及磷酸化修饰可能是造成不同细胞增殖的差异表现

的原因&

综上所述#本研究初步发现#在肝癌组织中#

---#.#$/

基因拷贝数发生扩增#转录水平上调#

且与肝癌发病密切相关&通过
<.T?(

干扰基因的

表达#可以抑制肝癌
QKKR7&

细胞的增殖&提示

---#.#$/

基因在肝癌中发挥癌基因的作用&后

续还将探讨
QKK

中影响
---#.#$/

拷贝数发生

扩增的因素有哪些'能否通过人为干预降低
K?=

的频率并降低肝癌的发病风险等#为临床预防'诊断

和治疗
QKK

提供参考&
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