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!基础研究!

小檗碱干预食管癌细胞基因表达及

剪切作用研究

刘学俊$马俊华$吴耀松$尹素改$周$凌$陈玉龙$任闪闪

摘要$目的$观察小檗碱对食管癌细胞生长影响"探讨其作用机制# 方法$于
%6

%"

8F&C

!

培养箱常

规培养食管癌细胞株
;&

#

G6"9

和
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#
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"设对照组$小檗碱组%
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!

8

$

!8

$
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$

#""

$

!"" <.DH
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+))

法检

测小檗碱对细胞生长的抑制作用'

)I>J23

法抽提总
K5,

"基因表达谱芯片检测细胞基因表达"

K)

#

LM&K

检

测部分差异基因及包含内含子的
!

#

0-N-3>O

和
,?0>O

表达片段# 结果$小檗碱可抑制管癌细胞株
;&

#

G6"9

和
;&=

#

#"G

生长"

(&

8"

值分别为
#!

!

%%

$

7G

!

9% <.DH

'小檗碱干预后得到差异基因
# 6$!

个"下调基因数占

差异基因比率为
6$

!

$7F

# 这些基因主要参与剪切子$癌通路$核糖体等信号通路# 与对照组比较"小檗碱

组
PQ%R%

$

P5KMB#

$

5&RM# <K5,

表达降低%

M S"

!

"#

&"包含内含子的
!

#

0-N-3>O

和
,?0>O <K5,

表达

片段增加%

M S"

!

"#

&# 结论$小檗碱可抑制食管癌细胞生长"干预多个肿瘤相关基因表达"可通过干预剪切

体相关基因影响
K5,

成熟#

关键词$小檗碱' 食管癌细胞' 基因表达谱芯片' 差异基因' 剪切体
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$$食管癌是常见的恶性肿瘤之一!发病率居各类恶 性肿瘤的第
8

位!死亡率居第
7

位!五年生存率不到

#8F

' 我国每年约有
!8

万新诊断的食管癌病例!占

全世界食管癌病例数的
8"F

!并以食管鳞癌为主!河

南省林州市是食管鳞癌高发区(

#

!

!

)

' 小檗碱是黄连主

要有效成分!具有一定抗菌*消炎*抗心律失常*降血糖

等多重效应!近年来研究表明具有抑制胃癌*肝癌等肿
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瘤细胞生长作用(

%
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' 本研究观察了小檗碱对食管癌

细胞生长的抑制作用!并应用基因表达谱芯片技术探

讨了其作用机制!报道如下'

材料与方法

#

$细胞株$人食管癌
;&

#

G6"9

细胞株购于北纳

创联生物技术有限公司$货号#

R5&&%%69$6

%!

;&=

#

#"G

细胞株购于中国科学院上海生科院细胞资源中心

$货号#

)&^- 9G

%!由河南中医药大学分子生物实验

中心所保存*培养*传代'

!

$药物$盐酸小檗碱$纯度
G$F

!中国药品生物

制品检定所!批号#

##"6#%

"

!""G##

%应用
B+PC

进

行溶解!浓度为
!" <.D<H

! "

!"

%冰箱储存备用'

%

$主要试剂及仪器$

KM+( +:X>-< #97"

$批

号#

%#$""

"

8""

%*胰蛋白酶消化液$批号#

)#%!"

"

#""

%* 四甲基偶氮唑蓝
+))

$批号#

+$#$"

%均购自

北京索莱宝科技有限公司!二甲基亚砜$

B+PC ,<

#

I:/?2

!美国!批号#

B$%6"

%!胎牛血清$杭州四季青生

物工程材料有限公司!批号#

#%"$!%

%!

)I>J23 K:=

#
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$
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! 美国!
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"

"#$
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$
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! 德国!
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K5=/:

#
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$

d(,U;5

! 德 国!

&=0 b
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%' 引物序列由南京金斯瑞生物科技有限公司

合成!
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&$产物
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%' 细胞培养箱 $

U=3=V

#

@#6"K

!

;WW:OX2T

!德国%!倒置显微镜$

,V>2_:I0 !8

!

];PP

!德国%!紫外分光光度计$

R>2+=0:8

!

)Y:I<2

Q>/Y:I

!美国%!生物安全柜$

PU

#

9"%

!

R=c:

!美国%!

酶标仪$

;HV$""

型!

R>2

#

):c

!美国%!定量
M&K

$

,R(

6G"" ^) P:L-:O?: B:0:?0>2O P@/0:<

!美国%!

^@

#

NI>X>J=0>2O C_:O

$

,TT@<:0I>V

!

978 MD5 ""

#

"%%#

!

!!"1

! 美国%!

Q3->X>?/ P0=0>2O

$

,TT@<:0I>V

!

78" MD5

""

#

""6G

!美国%!

U:O:&Y>W P?=OO:I

$

,TT@<:0I>V

!

%""" MD5 ""

#

""!#!

!美国%!芯片$

,TT@<:0I>V ^-<=O

U:O2<: Z!#G =II=@ P0I>W

!美国%'

7

$细胞培养方法$食管癌细胞株
;?=#"G

和

;?G6"9

于含
#"F

胎牛血清的
#97"

完全培养基中!

置于
%6

%!

8F&C

!

培养箱中静置培养!每
!

天更换

#

次培养液'当细胞处于对数生长期且长满培养瓶底

壁大于
$"F

时!弃去培养液!加入
"

!

!8F

胰蛋白酶

%6

%消化
!

'

% <>O

!传代'

8

$检测指标及方法

8

!

#

$

+))

法检测小檗碱细胞增殖$以
#

(

#"

7个

细胞
D

孔接种
G9

孔培养板!于
%6

%!

8F&C

!

培养箱培

养
!7 Y

' 设对照组$为含有与各剂量小檗碱组等浓度

B+PC

的完全培养基%*小檗碱组!每组
7

个复孔!以倍

比稀释方法设置计量!计算半数抑制率(

8

)

!小檗碱剂量

为
#!

!

8

*

!8

*

8"

*

#""

*

!"" <.DH

!继续培养
7$ Y

!去除培

养上清!每孔加入
"

!

8 <.DH

的
+)) #"" "H

!继续培养

7 Y

!小心吸去上清!并加入
#8" "H B+PC

溶解紫色沉

淀!用酶标仪在波长为
,

86"D9%"

O<

!测定
,

$吸收度%

值' 按公式#抑制率$

F

%

e

$

#

"实验孔平均
,

86"D9%"

值
D

对照孔平均
,

86"D9%"

值% (

#""F

' 重复
%

次实验'

8

!

!

$表达谱基因芯片检测$

#

(

#"

9个细胞
D

皿种

植细胞!于
%6

%*

8F&C

!

*饱和湿度的培养箱中培养

7$ Y

!弃去旧液!用
7

%

MRP

清洗
!

次!置于冰上!

)I

#

>J23

法抽提总
K5,

!电泳质检*纯化' 实验样品
K5,

采用
,TT@<:0I>V

表达谱芯片配套试剂盒!严格按标准

操作流程对样品总
K5,

中的
<K5,

进行放大*标记

和纯化!获得带有生物素$

N>20>O

%标记的
?K5,

' 按

照
,TT@<:0I>V

表达谱芯片配套提供的杂交标准流程

和配套试剂盒!在滚动杂交炉中
78

%!

#9 Y

滚动杂

交!杂交完成后在洗涤工作站进行芯片的洗涤' 芯片

结果采用
U:O:&Y>W P?=OO:I %"""

进行扫描!用

&2<<=OX &2O/23: P2T0`=I: %

!

#

读取原始数据!质

控合格的数据采用
U:O: PWI>O. P2T0`=I: ##

!

"

$

,.>3:O0 0:?YO232.>:/

!

P=O0= &3=I=

!

&,

!

ZP

%进行

归一化处理!所用的算法为
+,P8

!

"

' 之后应用
RKR

#

,II=@)223/ 7

!

!

进行处理!将
;&G6"9

和
;&#"G

组的

基因进行倍数检验!得
U:2<:0I>? <:=O 2T >O0:O/>

#

0>:/

$正常
D

小檗碱%

S"

!

8

的为下调基因&

U:2<:0I>?

<:=O 2T >O0:O/>0>:/

正常
D

小檗碱 %

f!

!

"

的为上调基

因' 利用在线的
B=_>X

工具
Y00W

#

DDX=_>X4=N??4O?>T

#

?IT4.2_D

!分析靶基因本体功能和信号通路'
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$

K)

#

LM&K

$

?B5,

第一链合成#总
K5,

# ".

!

8V <>P?I>W0 ^>Q3:V R-TT:I 7 "H

!

#"

(

<>P?I>W0

5-?3:>?/ +>V ! "H

!

<>P?I>W0 K:_:I/: )I=O

#

/?I>W0=/: +>V ! "H

!

^

!

C

*

K5, 0:<W3=0:

共
!" "H

!

将
M&K

管置于
%6

%孵育
9" <>O

!

G8

%热变性

8 <>O

!

7

%保温! "

!"

%保存&

P\RK UI::O LM&K

#

!

(

P\RK UI::O M&K N-TT:I 8 "H Q2I`=IX WI><:I

$

#" "<23

%

"

!

! "H

!

K:_:I/: WI><:I

$

#" "<23

%

"

!

! "H

!

):<W3=0: 8 O.

!

XX^

!

C

!适量!总体积
#" "H

!

将
M&K

管子置于
M&K

仪中进行反应!

8"

% 孵育

! <>O

然后
G8

%!

#" <>O

&接着进行
7"

个循环#

G8

%!

#8 /

&

9"

%

# <>O

' 仪器使用
,R( 6G"" ^) P:

#

L-:O?: B:0:?0>2O P@/0:<

' 检测每个样品的管家基

因!将目的基因归一化!以先得到
#&0 e &0待测基因 "

&0管家基因!再转换为原始模板浓度 e!

"

#&0

'

9

$统计学方法$实验数据以
V

)

/

表示!使用

PMPP #G

!

"

数据统计软件进行单因素方差分析!应用

M:=I/2O

相关分析检测药物抑制效果剂量依赖关系!概

率法计算半数抑制率!

M S"

!

"8

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$小檗碱对细胞增殖的影响$图
#

%$小檗碱能

抑制食管癌细胞增殖!并具有剂量依赖性$

I

;? G6"9

e

"

!

G"7

!

M e"

!

"%8

&

I

;?=#"G

e"

!

G$#

!

M e"

!

""%

%'

;?G6"9

和
;?=#"G

细胞株增殖抑制的
(&

8"

值分别为
#!

!

%%

*

7G

!

9% <.DH

'

图
#

#小檗碱对食管癌细胞增殖抑制作用

!

$差异基因数量及其本体功能和信号通路$图

!

%$将正常组和小檗碱组基因进行倍数检验!得到差

异基因
# 6$!

个!下调基因有
# 7"8

个!占差异基因比

率
6$

!

$7F

&上调基因有
%66

个' 本体功能发现!上

调基因参与的主要生物过程为细胞周期*核分裂*

B5,

复制*糖代谢及脂肪代谢调节*组蛋白修饰*细胞

程序死亡调节等!参与分子功能主要有核苷酸结合*钙

调素结合*磷脂酶活性*转录因子活性*氨基酸转膜转

运活性等' 下调基因参与的生物过程主要有转录调

节*核小体组织*

K5,

代谢过程*细胞应激反应*氮复

合物代谢调节*大分子复合物组装等!参与的分子功能

有核酸结合结合*转录调节活性*热休克蛋白结合*锌

离子结合*非折叠蛋白结合等' 上调基因主要参与

a;UU M,)^*,\

主要有癌通路*嘧啶代谢*

^:X.:

#

Y2.

信号通路*胰岛素信号通路*细胞周期*叶酸生物

合成等&下调基因参与
a;UU M,)^*,\

的主要系

统性红斑狼疮*剪切体*核糖体和
+,Ma

信号通路等'

其中发现和剪切子相关差异基因
!#

条$上调
#!

条!

下调
G

条%'

%

$两组食管癌细胞剪切子相关基因及含有内含

子看家基因转录片段表达比较$表
#

%$与对照组比

较!小檗碱组
;?G6"9

和
;?=#"G

细胞中
PQ%R%

*

P5KMB#

*

5&RM# <K5,

表达均下降$

M S "

!

"#

%'

而含有内含子
!

#

0-N-3>O

和
,?0>O <K5,

增加$

M S

"

!

"#

%'

讨$$论

小檗碱为中药黄连主要有效成分!对多种肿瘤细

胞生长具一定抑制作用(

7

!

9

)

' 在本研究中!为了探究

小檗碱对食管癌生长的影响!以国内报道常应用的食

管癌鳞癌细胞株
;?G6"9

和
;?=#"G

作为研究对象!

这两个细胞为中国人所建立!

;?G6"9

来源于高分化

鳞癌!

;?=#"G

为低分化鳞癌!比较能够代表中国人常

见食管癌病理类型(

6

)

' 结果发现!小檗碱对这两个细

胞株生长都有很好的抑制作用!且具有剂量依赖性!其

中对
;?G6"9

作用更强!说明作为低分化鳞癌细胞株

的
;?=#"G

细胞对药物敏感性更低!在其他研究也有

类似现象(

$

)

'

为了进一步分析小檗碱对食管癌细胞生长抑制的

作用机制!本研究应用
,TT@<:0I>V

公司基因表达谱芯

片
^U

#

Z!#G ,II=@

进行检测!该芯片所含有
%9 """

转录本!代表
!" """

条基因' 为了研究药物在等效状

态下对两个细胞株的作用!在药物剂量上!两个细胞株

应用各半数抑制率剂量进行干预' 差异基因判断时!

采用两个细胞株同一基因表达数量的平均值!计算其

在干预组和对照组的比率'

结果发现!小檗碱可抑制食管癌细胞株多个生物

过程和细胞功能的基因表达!比如抑制细胞周期相关

基因多达
G6

个!说明它可以通过干预细胞周期抑制食

管癌细胞增殖&已有研究表明是小檗碱可以使前列腺

癌*鼻咽癌*乳腺癌等周期阻滞 (

G

"

##

)

' 小檗碱还可抑
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$$注#红色为差异基因

图
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#剪切子相关差异基因

表
#

#两组食管癌细胞剪切子相关基因及含有内含子看家基因转录片段表达比较#$
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"
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!
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*
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*
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*
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*
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*
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*
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小檗碱
%

"

*
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)
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*
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"

*
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*
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$$注#与对照组比较!

!

M S"

*
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制组蛋白修饰*

B5,

复制相关基因!说明它可以干预

食管癌细胞
B5,

复制和转录!从而抑制它生长' 氨

酸转运*糖和脂肪代谢相关基因!提示小檗碱可以干预

食管癌细胞能量代谢' 在临床中!小檗碱可用于糖尿

病的治疗!说明有影响物质能量代谢的可能(

#!

)

!已有

研究也发现!小檗碱可干预某些肿瘤细胞的物质能量

代谢(

#%

!

#7

)

' 小檗碱抑制癌症相关通路基因多达

8"

个!其中
5QaR#

*

;!Q!

*

;!Q%

*

P),)8R

*

QC[C#

等是和肿瘤生长密切相关的转录因子!而
MBUQ,

!

R+M!

为生长因子!

(UQ#K

*

)UQRK#

*

QUQK%

*

&PQ!K,

为生长因子受体!

,a)!

*

,a)#

!

PCP#

*

+,MaG

为通路蛋白激酶!由此说明小檗碱对细胞作

用于多个靶点' 另外!小檗碱对嘧啶代谢*细胞周期*

^:X.:Y2.

信号通路等相关基因都有抑制作用'

小檗碱可干预细胞剪切体相关基因多达
!#

条' 剪

切体主要是由小分子的核
K5,

和蛋白质组成!前体信使

K5,

由多个内含子和外显子间隔形成!必须通过剪接体

的作用去除内含子*连接外显子之后才能转变为成熟的

信使
K5,

!从而翻译成蛋白发挥生理效应!

K5,

前切的

异常与肿瘤发生*发展相关!并成为肿瘤治疗的靶

点(

#8

!

#9

)

' 由此说明小檗碱可干预细胞信使
K5,

成熟!

这也可以解释差异基因中小檗碱可抑制基因表达比率高

达
6$

!

$7F

的原因!因为表达谱基因芯片探针为针对基因

转录的外显子!抑制了剪切就抑制成熟
K5,

数量'

为了验证小檗碱对剪切体干预作用!本研究应用

定量
M&K

对剪切体
%

个基因
PQ%R%

*

P5KMB#

*

5&RM#

进行了检测!发现小檗碱可以明显降低它们

的表达!此与芯片结果一致!有研究发现
PQ%R%

高表
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达和乳腺癌预后密切相关(

#6

)

' 由于剪切功能失常后

导致非成熟
K5,

增多!为了进一步说明小檗碱干预

了剪切体!本研究还对看家基因
!

#

0-N-3>O

和
,?0>O

非

成熟
K5,

进行了检测!以
!

#

0-N-3>O

第
!

个内含子序

列正向!第
7

个外显子序列为反向引物&

,?0>O

第
%

个

外显子序列为正向!第
7

个内含子序列为反向为引物

进行定量
K)

#

M&K

' 结果发现!小檗碱可以导致非成

熟
!

#

0-N-3>O

和
,?0>O K5,

增多!提示小檗碱的确能

够干预细胞剪切体的功能'

总之!小檗碱可以抑制食管癌细胞生长!干预多个

肿瘤相关基因表达!并可通过干预剪切体相关基因影

响
K5,

成熟'

利益冲突#本研究为团队成员合作完成!不存在利

益冲突'
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