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!基础研究!

桂皮醛对人乳腺癌细胞株
,G-

#

,K

#

$&;L

侵袭能力的

抑制作用及与
=?M

#

!I>

表达的关系探讨

王瑞平#

"王"歌!

"孙庆敏#

"吴"坚#

"邹"玺#

摘要"目的"探讨桂皮醛对人乳腺癌细胞株
,G-

#

,K

#

$&;L

侵袭能力的抑制作用及与其调节
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

表达的相关性" 方法"聚碳酸酯膜细胞培养小室#

1C>N0O:44

小室$法检测桂皮醛

对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的影响%脂质体
!"""

转染
=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物联合实时定量聚合酶

链式反应#

C:>4 1?=:

#

P34D=:C>0: FQ>?N C:>F1?3N

&

M:>4

#

1?=: R'M

$及
1C>N0O:44

小室模型法探讨
=?M

#
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表达在
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭中的作用和桂皮醛对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

表达的干预及

其与影响细胞侵袭能力的关系" 结果"桂皮醛作用
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
#! Q

后&穿过
1C>N0O:44

小室的细

胞数量均较对照组明显减少#

R S"

!

";

$%

=?M

#

!I>

模拟物与
=?M

#

!I>

抑制物转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞

=?M

#

!I>

的表达量分别是对照组的
89!

!

"I

倍和
$"T

&经
=?M

#

!I>

抑制物转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞穿

过
1C>N0O:44

小室的细胞数量显著下降#

R S "

!
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$%桂皮醛作用
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#
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#
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细胞
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#
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!

$
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#
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模拟物转染预处理后经桂皮醛作用

的
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#
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#
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细胞穿过小室的数量均较未预处理的对照组明显增多#

R S"

!
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$" 结论"桂皮醛对人

乳腺癌
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#
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细胞株的侵袭能力具有抑制作用%
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#
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的过表达在
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细胞的侵

袭能力中发挥重要作用%桂皮醛抑制
,G-
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细胞的侵袭能力与下调其
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&
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""乳腺癌高居全球女性恶性肿瘤发病率的第
#

位"

其发病率和病死率在我国呈快速上升趋势'

#

(

"乳腺癌

的转移依旧是治疗的难点和患者的主要死因) 传统的

化疗*内分泌治疗及逐渐兴盛的分子靶向治疗已在复

发转移性乳腺癌的治疗中起到了非常重要作用'

!

(

)

但占乳腺癌
#J&

的雌激素受体$

<M

%阴性患者乳腺癌

耐药性显著"预后差"治疗颇为棘手'

&

(

) 近年来"中医

药在抗乳腺癌转移方面的有效性和安全性愈加受到重

视"因此"本实验以
<M

阴性的高转移性人乳腺癌细胞

株
,G-

#

,K

#

$&;L

为研究对象"探讨桂皮醛对其侵袭

能力的影响)

微小
M6-

$

=?FC3M6-

或
=?M6-

%是真核生物

中一类长度约为
!!

个核苷酸的参与基因转录后调控

的非编码小分子
M6-

) 研究发现"多种
=?M6-

分子

通过沉默癌细胞生长相关基因的表达"参与了癌细胞

重要的细胞生物程序的调控"间接起着+促癌和抑癌

基因,的作用'

$

(

)

=?M

#

!I>

是近年来发现的一个与多

种肿瘤侵袭转移密切相关的发挥癌基因功能的

=?M6-

"但其是否在
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭转

移中亦起重要作用未见相关报道"本研究旨在探讨桂

皮醛影响
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭能力是否与调

节
=?M

#

!I>

表达有关)

材料与方法

#

"细胞"人乳腺导管癌细胞株
,G-

#

,K

#

$&;L

购自中国科学院上海细胞研究所细胞库)

!

"药物"桂皮醛"

"

!

; =7J

瓶"桂皮醛纯度
c

8%

!

9T

"分子式#

'

8

X

%

H

"分子量#

#&!

!

#9

) 最后加入

培养体系中的终浓度为#

%"

*

$"

*

!" "/J=7

"中国药品

生物制品检定所提供)

&

"试剂及仪器"

7:?U3B?1@

%

0 7

#

#;

培养基$

;""

=7J

瓶"

Y)K'H

公司%&胎牛血清$

#"" =7J

瓶"杭州四

季青生物公司%&结晶紫$

FCD01>4 B?34:1

"

!; /J

瓶"上海

凌峰化学试剂有限公司%&

=?M6-

#

!I>

模拟物*抑制

物及对照物$上海吉玛生物有限公司%&

*C?@34 M6-

提

取试剂*脂质体
!"""

$

)NB?1C3/:N

公司产品%&

*>d

#

,>N ZN?B:C0>4 R'M ,>01:C ,?A

$

-

#

PP4?:W K?30D0

#

1:=0

公司%&

*>d

#

,>N

#

,?FC3M6- >00>D0

探针*

,?FC3M6-

逆转录试剂盒 $

*>d

#

,>N

#

,?FC3M6-

M:B:C0: *C>N0FC?P1?3N a?1

"

-=U?3N

公司%&

G<R'

$

K?30Q>CP

公司%&氯仿$

L?/=>

公司%&异丙醇$南京

宁试化学试剂有限公司%&人工重构基底膜材料
,>

#

1C ?A

胶*

1C>N0O:44

小室$

,)77)RHM<

公司%&

'H

!

培

养箱$

_HM,-

公司%&倒置显微镜$

H4D=P.0

公司%&

各种规格微量加样器$

<RR<6GHM_

公司%)

$

"方法

$

!

#

"细胞培养"

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞采用含

#"T

胎牛血清*

"

!

"# =/J=7

胰岛素的
7

#

#;

培养液

在
&I

&*

#""T

空气培养箱中"每
!

'

&

天传代
#

次)

实验时取对数生长期细胞)

$

!

!

"

=?M6-

#

!I>

模拟物
J

抑制物
J

对照物的脂质

体
!"""

转染"共设
$

个组"分别为
=?M

#

!I>

模拟物

组$简称
$

组%*

=?M

#

!I>

模拟物对照组$简称
%

组%*

=?M

#

!I>

抑制组$简称
&

组%*

=?M

#

!I>

抑制对照组

$简称
'

组%) 转染前
#

天"取对数生长期的
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞"

"

!

!;T

胰酶加
"

!

"!T<G*-

混合液消

化"将其接种到
9

孔板内"换用不含抗生素的
7

#

#;

培养

基中"使次日转染时细胞融合度达
I"T

左右) 转染当

日将细胞上清液弃去"用
RKL

溶液轻轻地冲洗细胞
#

次) 稀释
=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物
J

对照物#

; "7

$储备

液
!" "=34J7

%加
#"" "7

无血清
7

#

#;

"轻轻混匀"室温

孵育
; =?N

&稀释脂质体
!"""

#脂质体
!""" ; "7

加

#"" "7

无血清
7

#

#;

培养液"轻轻混匀"并室温孵育
;

=?N

"将上述两种液体$各
#"; "7

%轻轻混匀"室温孵育

!" =?N

"将混合液$

!#" "7

%加入板内"并补充无血清

7

#

#; I8" "7

"使
=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物
J

对照物的终

浓度为
#"" N=34J7

"

$

'

9 Q

后吸去培养液"换为含

#"T

胎牛血清的
7

#

#;

培养基继续培养
!" Q

)

$

!

&

"实时定量聚合酶链式反应$

C:>4 1?=:

#

P3

#

4D=:C>0: FQ>?N C:>F1?3N

"

M:>4

#

1?=: R'M

%方法检
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测
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M6-

#

!I>

表达情况"应

用
*C?@34 M6-

提取试剂提取细胞的总
M6-

"紫外分

光光度计测定
M6-

纯度"按
,?FC3M6-

逆转录试剂

盒 说明将总
M6-

逆转录成
FG6-

"取
#

!

&& "7

逆

转录产物进行
R'M

扩增) 扩增条件为#预变性#

;"

&

! =?N

"

8;

&

#" =?N

"循环
#

次&循环中的变

性#

8;

&

#; 0

&延伸#

9"

&

9" 0

"循环
$"

次) 采用

!

$

!!'1方法对
R'M

结果进行数据分析"计算
!'1

$域

循环数%

` '1

$

=?M

#

!I>

% $

'1

$

Z9

%&

!!'1 ` !'1

$实验组% $

!'1

$对照组%&差别倍数
` !

$

!!'1

"其中

对照组的数值均为
#

)

探针序列#

Q0>

#

=?M

#

!I>

#

;

%#

-YYY'**-Y'*

#

Y'**Y*Y-Y

#

&
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!"UP

&
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#

;

%#
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---**'Y*Y--Y'Y**''-*-****

#

&
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9% UP

)

$

!

$

"

*C>N0O:44

小室模拟法检测细胞侵袭"含

#T

胎牛血清的
7

#

#;

培养液饥饿
,G-

#

,K

#

$&;L

细

胞
#! Q

"取上清离心并滤膜过滤"作为条件培养液

$

&备用) 含
#T

胎牛血清的
7

#

#;

培养液稀释桂皮

醛为
&

种终浓度#

%"

*

$"

*

!" "/J=7

"给饥饿的细胞换

液"对照组换为无桂皮醛的含
#T

胎牛血清的
7

#

#;

培

养液继续培养
#! Q

) 向每个小室上室滤膜上加入
;"

"7

浓度为
#"" "/J=7

的
,>1C?/:4

胶"轻轻震荡铺

平"超净台风干备用) 接种细胞实验前"每个小室加入

;" "7

含
#T

胎牛血清的
7

#

#;

培养液"

&I

&"

&" =?N

来水化基底膜) 消化预处理后的细胞"用含
#T

胎牛

血清的
7

#

#;

培养液重悬调整浓度至
#

(

#"

9 个
J=7

"

取
!"" "7

接种于上室$即每个小室接种
!

(

#"

; 个细

胞%"将小室置入
!$

孔板中"下室分别加入条件培养

液
&"" "7

及完全培养液
&"" "7

"每个药物浓度组设

&

个小室"继续培养
!$ Q

) 取出小室"弃上室余液"

RKL

溶液清洗上室"用棉签擦去上室未侵袭细胞及

,>1C?/:4

胶"

8;T

酒精固定"取下微孔滤膜"将附着于

滤膜背面的细胞用
"

!

#T

结晶紫染色) 在光学显微镜

$ (

$""

倍%下计数细胞并拍照"每个小室随机计数
!

个视野的穿膜细胞"即每组
9

个视野"取平均数) 细胞

侵袭抑制率$

T

%

`

$

#

$实验组侵袭细胞数%

J

对照组

侵袭细胞数(

#""T

)

""

$

!

;

"统计学方法"统计分析采用
LRLL #9

!

"

软

件包进行数据处理"侵袭细胞数据采用
A

)

0

表示"采用

独立样本
1

检验)

R S"

!

";

为差异有统计学意义)

结""果

#

"

=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

表达比较$表
#

%"

=?M

#

!I>

模拟物转染

后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

的表达量是对照物的

89!

!

"I

倍$

!

$

!!'1

`89!

!

"I

)

#&9

!

%I

%&

=?M

#

!I>

抑制物

转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

的表达量是对照

物的
$"T

$

!

$

!!'1

`"

!

$"

)

"

!

";

%)

!

"

=?M

#

!I>

抑制物转染对
,G-

#

,K

#

$&;L

细

胞侵袭能力的的影响$表
!

"图
#

%"经
=?M

#

!I>

抑制

物转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞穿过
1C>N0O:44

小室

的细胞数量较对照组明显减少$

R S"

!

";

%"且细胞形

态有所改变)

表
!

$

=?M

#

!I>

抑制物转染对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的影响"$

A

)

0

%

组别
N

每视野细胞数$个%

' 9 !%9

*

;"

)

!

*

%8

& 9

#9&

*

I%

)

$

*

;#

!

""注# 与
'

组比较"

!

R

+

"

*

";

""注#

-

为
'

组&

K

为
&

组

图
#

$

=?M

#

!I>

抑制组及抑制对照组穿过小室的

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞图"$结晶紫染色" (

$""

%

&

"不同浓度桂皮醛对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭

能力的影响$表
&

"图
!

%"

!"

*

$"

*

%" "/J=7

浓度的

桂皮醛预处理
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
#! Q

后"穿过
1C

#

>N0O:44

小室的细胞数量均较对照组明显减少$

R S

"

!

";

%"抑制率呈现一定的浓度依赖性)

$"

*

%" "/J

=7

浓度组穿过
1C>N0O:44

小室的细胞形态发生改变"

由正常的梭形变为多角形或不规则形"体积变小)

表
#

$

=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物转染后
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

表达比较"$

A

)

0

%

组别
N '1

$

=?M

#

!I>

%

'1
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Z9

%

!'1 !!'1

!

$

!!'1

$ 9 #I

*
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)

"

*

$& #I

*

!9

)

"

*
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*

"9

)

"

*

"8

$

8

*
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)

"

*
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*
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)

#&9

*

%I
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*

;I

)

"

*
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*
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)

"

*

$" 8

*

I9

)

"

*

!8 " #

& 9 !;

*

&&

)

"

*

#" #&

*

#8

)

"

*

#& #!

*

#&

)

"

*

#I #

*

&;

)

"

*

#8 "

*

$"

)

"

*

";

' 9 !&

*
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)

"

*

#% #!

*
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)

"

*

#9 #"

*

I8

)

"

*
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%

!!"($$!

表
&

$不同浓度桂皮醛对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的影响"$

A

)

0

%

组别
N

每视野细胞数$个% 侵袭抑制率$

T

%

- 9

$$

*

%&

)

$

*

;#

!

%$

*

$8

)

"

*

;$

K 9

#$!

*

!!

)

#"

*

"8

!

;"

*

I$

)

#

*

#$

' 9

#98

*

;9

)

#;

*

#;

!

$#

*

&&

)

#

*

&&

G 9 !%%

*

I!

)

#8

*

;"

-

""注#注#

-

为桂皮醛
%" "/J=7

组&

K

为桂皮醛
$" "/J=7

组&

'

为

桂皮醛
!" "/J=7

组&

G

为空白对照组&与
G

组比较"

!

R

+

"

*

";

&图
!

"

表
;

同

图
!

$不同浓度桂皮醛作用后穿过小室的

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞图"$结晶紫染色" (

$""

%

$

"

=?M

#

!I>

模拟物转染的预处理对不同浓度桂

皮醛抑制
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的影响$表

$

"图
&

%"

=?M

#

!I>

模拟物转染预处理使经
!"

*

$"

*

表
$

$

=?M

#

!I>

模拟物转染预处理对不同浓度桂皮醛抑制

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的影响"$

A

)

0

%

组别
N

每视野细胞数$个%

- 9

!#"

*

%&

)

##

*

!$

!

K 9 #9I

*

%&

)

I

*

&I

' 9

#9!

*

%8

)

%

*

8I

!

G 9 #$&

*

8$

)

;

*

%$

< 9

I$

*

%&

)

$

*

%"

!

_ 9 $$

*

#I

)

$

*

8I

""注#

-

为
=?M

#

!I>

模拟物加桂皮醛
!" "/J=7

组&

K

为
=?M

#

!I>

模拟物对照加桂皮醛
!" "/J=7

组&

'

为
=?M

#

!I>

模拟物加桂皮醛
$"

"/J=7

组&

G

为
=?M

#

!I>

模拟物对照加桂皮醛
$" "/J=7

组&

<

为

=?M

#

!I>

模拟物加桂皮醛
%" "/J=7

组&

_

为
=?M

#

!I>

模拟物对照加

桂皮醛
%" "/J=7

组&与同浓度对照组比较"

!

R

+

"

*

";

&图
&

同

%" "/J=7

桂皮醛作用
#! Q

的
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞

穿过
1C>N0O:44

小室的数量显著增多$

R S"

!

";

%)

;

"不同浓度桂皮醛作用
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞

#! Q

后
=?M

#

!I>

表达情况比较$表
;

%"

!"

*

$"

*

%"

"/J=7

桂皮醛作用
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
#! Q

后均

较空白对照组下调其
=?M

#

!I>

的表达量$

!

$

!!'1分别

为
"

!

;9

)

"

!

"$

*

"

!

#%

)

"

!

"#

和
"

!

#%

)

"

!

"#

%)

图
&

$

=?M

#

!I>

模拟物转染预处理对不同浓度

桂皮醛作用后穿过小室的
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞图

$结晶紫染色" (

$""

%

讨""论

桂皮醛又名肉桂醛"是传统温阳类中药肉桂$

'?N

#

N>=3=.= F>00?> PC:075

%挥发油中的主要成分"其

化学名称为
&

#苯基#

!

#丙烯醛) 国内外已有大量的研

究证实"桂皮醛通过多种机制发挥防癌*抗癌功能"包

括#防癌抗突变'

;

(

*抑制增殖'

9

(

*诱导凋亡'

I

(

*抗肿瘤

耐药'

%

(以及增强免疫以抗癌'

8

(等) 但关于桂皮醛影

响肿瘤细胞侵袭转移的研究相对薄弱"

a3PP?e>C (

等'

#"

(已发现肉桂的水提物$含有桂皮醛和多酚类化合

表
;

$不同浓度桂皮醛作用
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
#! Q

后
=?M

#

!I>

表达的比较"$

A
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%
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%

物%可通过下调基质金属蛋白酶#

!

$

=>1C?A =:1>443

#

PC31:?N>0:

#

!

"

,,R

#

!

%的表达来抑制宫颈癌
L?X>

细

胞的迁移) 笔者在前期实验中已发现桂皮醛对
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞有显著的抑制增殖*黏附和迁移能力"

本研究采用
1C>N0O:44

法发现
!"

*

$"

*

%" "/J=7

浓度

的桂皮醛作用
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
#! Q

后均可显著

抑制其侵袭能力"抑制率呈现出浓度梯度"且
$"

*

%"

"/J=7

浓度组的细胞形态发生了改变"可能与细胞侵

袭能力的下降有关)

=?M6-

模拟物是针对
=?M6-

成熟体设计并合

成的小片段双链
=?M6-

"作用与
=?M6-

的成熟体相

同"可以上调细胞内相应
=?M6-

的含量"增强内源性

=?M6-

的功能"即增强内源
=?M6-

的沉默作用"降

低细胞内蛋白表达量"可用于功能获得性研究&相反"

化学合成的
=?M6-

抑制物是单链
M6-

分子"转染至

细胞后特异性抑制
=?M6-

功能"可以结合到成熟的

=?M6-

上*干扰
=?M6-

的生成*阻止
=?M6-

加工*

或者阻止其从核内转运到胞浆发挥作用"进而削弱内

源
=?M6-

的基因沉默效应"提高蛋白表达量"可用于

功能缺失性$

4300

#

3V

#

V.NF1?3N

%研究)

=?M6-

模拟

物
J

抑制物可以用来筛选
=?M6-

靶位点"筛选调控某

一基因表达的
=?M6-

"筛选影响细胞发育过程的

=?M6-

)

既往研究提示"

=?M

#

!I>

的表达增高可促进结肠

癌的血管生成'

##

(

"并通过上调黏附分子
'G$$

的表达

来提高肾癌细胞的侵袭能力'

#!

(

"且可增加神经胶质瘤

Z%I

细胞的增殖和侵袭活性'

#&

(

) 在乳腺癌方面"

*>N/ +

等'

#$

(对
#"!

例乳腺癌患者的临床研究发现"

=?M

#

!I>

的高表达与患者的总生存期下降密切相关"

是预后欠佳的一个指标)

=?M

#

!I>

可通过抑制锌指

\K*K#"

的表达来上调特异性蛋白$

0P:F?V?F?1D PC3

#

1:?N0

"

LR

%转录因子的表达"进而促进乳腺癌细胞的

存活和血管生成'

#;

(

) 除此之外"对于雌激素受体阳性

的乳腺癌细胞$如
,'_

#

I

细胞%"

=?M

#

!I>

通过抑制

锌指
\K*K#"

的表达来上调雌激素受体
(

的表达"进

而促使细胞从
Y"JY#

期向
L

期的进展'

#9

(

&对于雌激

素受体阴性的乳腺癌细胞$如
,G-

#

,K

#

!&#

细胞%"

=?M

#

!I>

抑制锌指
\K*K#"

的表达后既可促使细胞

从
Y"JY#

期向
L

期进展"也可下调癌基因
,D1

#

#

来促

使细胞从
Y!

期向
,

期进展'

#;

(

) 另外"

=?M

#

!I>

*

=?M

#

89

及
=?M

#

#%!

可共同抑制具有抑癌功效的

_H]H#

转录因子来增加乳腺癌细胞的恶性行为'

#I

(

)

由此"我们对
=?M

#

!I>

是否与
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞

的高侵袭能力有关产生了浓厚兴趣"本实验采用
=?M

#

!I>

模拟物
J

抑制物的脂质体
!"""

转染方法转染

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞"通过
C:>4

#

1?=: R'M

证实其

=?M

#

!I>

的表达增高和降低"提示转染达到目的"继

而采用
1C>N0O:44

法检测发现转染了
=?M

#

!I>

抑制

物的
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞较未转染者的侵袭能力显

著下降$

R S"

!

";

%"提示
=?M

#

!I>

的低表达与
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭能力降低密切相关"即同其他

恶性肿瘤类似"

=?M

#

!I>

亦可发挥促进
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭的癌基因的功效) 在此基础上"该研

究进一步发现"

!"

*

$"

*

%" "/J=7

浓度的桂皮醛可下

调
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞
=?M

#

!I>

的表达"此时我们

可初步得出结论#桂皮醛抑制
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的

侵袭能力与下调其
=?M

#

!I>

的表达相关) 为进一步

证实此结论"我们研究发现"

=?M

#

!I>

模拟物转染预

处理联合桂皮醛组细胞的侵袭能力显著高于对照物预

处理联合桂皮醛组"即预先使
=?M

#

!I>

过高表达可部

分逆转桂皮醛抑制
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞侵袭能力的

作用)

综上所述"桂皮醛对人乳腺癌
,G-

#

,K

#

$&;L

细

胞株的侵袭能力具有抑制作用&

=?M

#

!I>

的过表达在

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭能力中发挥重要作用&桂

皮醛抑制
,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭能力与下调其

=?M

#

!I>

的表达有关) 但桂皮醛是否因此对
=?M

#

!I>

的诸多靶基因起间接调控作用"以及桂皮醛抑制

,G-

#

,K

#

$&;L

细胞的侵袭能力的其他分子和信号

转导机制值得进一步探讨)
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