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/V*F5 可通过上调 +?8表达诱导乳腺癌细胞失巢凋亡
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作者单位!3"2###!浙江省舟山医院%温媛媛#杨志强#邓涛#李春

生& /3"##"+!杭州师范大学临床医学院%温媛媛#杨志强&
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摘!要!目的!研究 FA*%" 对乳腺癌细胞失巢凋亡的影响及其相关机制$ 方法!采用脂质体介导法将 FA*%" 表达质粒

GS:>*3 Y\OSYFA*%"#对照质粒 GS:>*3 Y\OS#&T\干扰片段 &T\.T=>*和对照片段 SHM)(HI.T=>*转染入乳腺癌细胞系 8UBY

0"利用 /D.)D(M [IH)法检测 FA*%" 和 &T\的表达"并应用 *MMD_TM 'YBA,U-?A试剂盒及流式细胞仪技术分析各组细胞在悬浮和

贴壁生长状态下细胞的凋亡情况$ 结果!与未处理组及转染对照质粒组相比"转染 FA*%" 表达质粒后"FA*%"%!]#4#9&和 &T\

%!]#4#9&表达均明显上调"且失巢凋亡率明显增加"分别为 04325#+4#15及 3+4;5$ 另外"与单独转染 FA*%" 表达质粒

GS:>*3 Y\OSYFA*%" 相比"共转染 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 与 &T\.T=>*后"&T\表达显著降低%!]#4#9&"同时细胞失巢凋亡

率明显降低%!]#4#9&"分别为 324+5与 +4"25$ 结论!过表达 FA*%" 可通过上调 &T\表达来诱导乳腺癌细胞失巢凋亡$

关键词!乳腺癌!FA*%"!&T\!细胞失巢凋亡

/V*F5 VACG"&$*A2?X?$;<=2GU<]%(=&UG>#;?AU ;<&W3%=&$$?2A2B+?8 ?A+=&#$;'#="?A28# '&>>$H!

I)- 34*->4*-"3*-$ 6.%Z%*-$";)-$

R*#" "%8.4-&.)-$:6.#4&.*- J#&1%'*+" 6.)E%*-$ TFQGGG" 8.%-*

*I$;=#";!0IJ&";?@&!,HTM D̂.)TNL)D)KDDQQDS)LMC \DSKLMT.\.HQFA*%" HM )KDTMCRS)THM HQLMHTiT.HQ[(DL.)SL(STMH\L4.&;<2C$

8UBY0 SDII.cD(D)(LM.QDS)DC cT)K GS:>*3 Y\OSYFA*%"" GS:>*3 Y\OS" &T\.T=>*H(SHM)(HI.T=>*R.TMN7TGHQDS)L\TMD1###4

,KDD_G(D..THM HQFA*%" LMC &T\cD(DCD)DS)DC [O/D.)D(M [IH)4*MMD_TM 'YBA,U-?A(DLNDM)iT)LMC BIHcSO)H\D)(OL..LOcD(DR.DC )H

LMLIOJDLGHG)H.T.TM LCKD(DM)LMC MH(LCKD(DM)SDII.4,&$G>;$!UH\GL(DC cT)K )KDSHM)(HILMC )KDSDII.)(LM.QDS)DC cT)K )KDGS:>*3 Y

\OS" )KDID̂DIHQFA*%" LMC &T\cD(DTMS(DL.DC TM )KDSDII.)(LM.QDS)DC cT)K )KDGS:>*3 Y\OSYFA*%"4*MC )KDLMHTiT.GD(SDM)LND

cL.04325" +4#15 LMC 3+4;5" (D.GDS)T̂DIO4BR()KD(" 8UBY0 SDII.SHY)(LM.QDS)DC GS:>*3 Y\OSYFA*%" LMC &T\.T=>*.KHcDC

IHcD(ID̂DIHQ&T\ %!]#4#9&LMC LGHG)H.T.(L)D%+4"25 LMC 324+5" (D.GDS)T̂DIO& )KLM SDII.)(LM.QDS)DC cT)K GS:>*3 Y\OSYFA*%"

HMIO4'2A">G$?2A!d̂D(D_G(D..THM HQFA*%" TMCRSDC LMHTiT.HQ[(DL.)SL(STMH\L[ORG(DNRIL)TMN)KDID̂DIHQ&T\4

K&E D2=C$!&(DL.)SL(STMH\L/ FA*%"/ &T\/ *MHTiT.

!!FA*% %.D̂DM TM L[.DM)TLKH\HIHN&家族蛋白是果

蝇属 FA>*蛋白的同系物"人类有两个高度保守的同

源 FA>*!FA*%" 和 FA*%1".TLK" 定位于 "2m"1 号染色

体"编码 1+1 个氨基酸"与果蝇属 .TML有 025的氨基

酸相似".TLK1 定位于 3m19 号染色体"编码了 31; 个

氨基酸"与果蝇属 .TML有 2+5的同一性"与 .TLK" 有

005的同一性$ 然而 FA*%" 和 FA*%1 蛋白在 >端有

显著差别
,""1-

$ &T\%&SIY1 TM)D(LS)TMN\DCTL)H(HQSDII

CDL)K& 是 &SIY1 家族中 &%3 YHMIO亚家族的成员"

是一种重要的凋亡调节蛋白$ 现已明确"&T\分子在

一定的凋亡刺激下被激活"活化的 &T\分子即可通

过与 &SIY1-&L_的相互作用激活 &L_"引起线粒体途

径的细胞凋亡
,3-

"又可诱导细胞失巢凋亡%LMHTiT.&$

细胞凋亡是机体生长#分化#发育和病理过程中"由基

因编码调控的细胞自发死亡过程"又称程序性死亡$

失巢凋亡%LMHTiT.&是一种特殊形式的细胞凋亡"由于

细胞与细胞外基质和其他细胞失去接触而诱导的一

种程序化死亡形式"发生在肿瘤细胞转移的起始阶

段"是抑制肿瘤细胞转移的人体重要防御机制之

一
,;"9-

$ 失去与细胞外基质的黏附是肿瘤细胞发生

转移必须经历的过程"即能够抵抗失巢凋亡的肿瘤细

'"9'
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胞才能生存"进而发生转移$ 与失巢凋亡相关的基因

有 &T)"#&T\#?93 等
,2 6+-

"同时与失巢凋亡密切相关

的信号通路有 ?A

3

X#?3+8*?X与 <=X

,$ 6""-

$

笔者的研究表明"FA*%" 可通过上调 &T\表达"

进而诱导乳腺癌细胞凋亡
,"1 6"3-

$ 但尚不清楚 FA*%"

是否对乳腺癌细胞失巢凋亡有影响"为此"我们采用

乳腺癌细胞系作为研究对象"利用脂质体介导法"将

GS:>*3 Y\OSYFA*%" 质粒或对照质粒 GS:>*3 Y

\OS导入乳腺癌细胞系 8UBY0"观察其在贴壁生长

和悬浮生长状态下 &T\蛋白的表达情况及其对乳腺

癌细胞自发凋亡和失巢凋亡的影响"同时共转染

GS:>*3 Y\OSYFA*%" 质粒与 &T\.T=>*"检测乳腺

癌细胞失巢凋亡率"以进一步了解 FA*%" 在乳腺癌

细胞失巢凋亡中的作用及其机制$

材料与方法

"4细胞与质粒!人乳腺癌细胞系 8UBY0 购于中国科学

院上海生科院细胞资源中心"?HIOY%<8*购自美国 FTN\L公

司"FA*%" 表达质粒 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 与对照质粒 GS:W

>*3 Y\OS由美国 8L).RJLcLFKR YTSKT教授%&R(MKL\AM.)T)RW

)D" 7LEHIIL" U*" oF*&惠赠$

14.T=>*干扰!根据 .T=>*设计原则"选取人 &T\\=>*

中的特异性核苷酸片段为靶目标"应用 *\[THM 公司在线 .T=W

>*设计软件设计 &T\的 =>*T序列"经 &IL.)确定所选靶向的

基因是特异的"序列由上海吉凯基因化学技术有限公司合成$

SHM)(HI.T=>*序列!9nY**@*@UU@,U*@*U,@U,*U*Y3n$

&T\.T=>*序列!9nY*UU@*@**@@o*@*U**ooY3n$ 每个

实验均重复 3 次"转染具体步骤按 7TGHQDS)1### 试剂说明书

进行$

34主要试剂!山羊抗人 FA*%"%" y;##&购于 FLM)LU(RJ公

司"兔抗人 &T\%" y"###&购于 SDII.TNMLI公司和抗
%

YLS)TM

%" y1##&购于北京中杉金桥生物技术有限公司$

;4细胞培养与转染!乳腺癌细胞系 8UBY0"接种在含

"#5胎牛血清#"##o-\I青霉素和 "##

.

N-\I链霉素的 :8<8

培养液中"G%值保持在 041 604;"于 30u"95Ud

1

孵箱内培

养$ 采用脂质体介导法"将 FA*%" 表达质粒 GS:>*3 Y\OSY

FA*%" 与对照质粒 GS:>*3 Y\OS导入处于对数生长期的细

胞中"具体转染步骤按脂质体 7TGHQDS)L\TMD

,8

试剂说明书进

行"以未处理细胞和转染空载体细胞作为对照$ 每个实验均

重复 3 次$

94/D.)D(M [IH)!于 ;u下取 " 61N标本"加约 9 倍湿重的

裂解缓冲液" 粉碎匀浆后" ;u静置 1;K" 低温高速离心%;u"

"1###(-\TM" ;#\TM&"提取上清即为总蛋白$ 经电泳#转印"

95正常小牛血清封闭" 抗 FA*%"%" y1##&#抗 &T\%" y"###&

和抗
%

YLS)TM%" y9##&;u下孵育" 过夜/ 于二抗室温下孵育

1K$ <U7显色"V线胶片曝光成像"经自动电泳凝胶成像分析

仪采集图像$ 每组结果均为相同条件下重复 3 次$

24失巢凋亡的诱导!?HIOY%<8*%"#\N-\I&溶于无水乙

醇"2#\\培养皿中加入 1\I?HIOY%<8*溶液"乙醇挥发后"

重复操作 " 次"?&F 洗 ; 次$ 细胞转染 ;+K 后"收集活细胞"计

数"并以 " v"#

2

细胞接种到 ?HIOY%<8*包被或未包被的培

养皿内"常规条件下培养"于指定时间收集细胞$

04*MMD_TM 'YBA,U-?A试剂盒检测凋亡!收集细胞"离心

后用冷 ?&F 洗 3 次"离心后用 &TMCTMN&RQQD(重悬"调整细胞浓

度至 " v"#

2

细胞-毫升"取 "##

.

I细胞"加入 *MMD_TM 'YBA,U

和 ?A各 9

.

I"室温避光 "9\后加 ;##

.

I?&F"使用流式细胞仪

进行检测$

+4统计学方法!采用 F?FF "34# 统计学分析软件"/D.)D(M

[IH)和凋亡实验结果均采用 '检验进行数据分析"以 !]#4#9

为有统计学意义$

结!!果

"4瞬时转染及 FA*%" 表达的鉴定!转染 ;+K 后"

/D.)D(M [IH)结果显示"与未处理组及转染对照质粒

GS:>*3 Y\OS组相比较"8UBY0 细胞转染 FA*%"

表达质粒 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 后"FA*%" 表达明

显增加%!]#4#9&%图 "&$

图 5!转染 /V*F5表达质粒及对照质粒后 /V*F5的表达情况

!

14过表达 FA*%" 可诱导乳腺癌细胞的失巢凋

亡!乳腺癌细胞 8UBY0 在 ?HIOY%<8*包被的培养

皿中不能贴壁"呈悬浮生长状态$ 在悬浮生长 "+ K

后"未处理组#转染对照质粒 GS:>*3 Y\OS组及转染

FA*%" 表达质粒 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 组细胞的失

巢凋亡率分别为 04325#+4#15及 3+4;5"均较贴壁

生长的相同组细胞自发凋亡率 % 14#95#14+05及

"+4;5&高"且转染 FA*%" 表达质粒后"乳腺癌细胞

的失 巢凋 亡 率 % 3+4;5 & 明显 高 于 自 发 凋 亡 率

%"+4;5&%!]#4#9&$ 未处理组与转染对照质粒组

在贴壁生长时自发凋亡率无明显差别"在悬浮生长时

失巢凋亡率也无明显差别$ 但二者与转染 FA*%" 表

达质粒组细胞的自发凋亡率及失巢凋亡率均有明显

差别%!]#4#9& %图 1&$

!!34FA*%" 可通过 &T\来诱导乳腺癌细胞失巢凋

亡!/D.)D(M [IH)结果显示"未转染组与转染对照质粒

组在细胞悬浮生长和贴壁生长时"&T\表达无明显差

'19'
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图 N!过表达 /V*F5 可诱导 .'Z(̂ 细胞失巢凋亡

*4转染 FA*%" 表达质粒组#转染对照质粒组及未处理组细胞在

贴壁及悬浮状态下细胞的凋亡情况/&4各组别中细胞凋亡率的

统计学分析"

!

!]#4#9

!

异%!f#4#9&"但转染 FA*%" 表达质粒后"悬浮生长

和贴壁生长时 &T\表达均较前两组细胞高 %!]

#4#9&"且悬浮生长时 &T\表达更强%!]#4#9& %图

3&$ 表明 FA*%" 诱导贴壁细胞的自发凋亡与 &T\有

关%这与我们以前研究结果一致&"FA*%" 可能通过

&T\诱导悬浮生长状态时细胞的失巢凋亡$ 另外"

/D.)D(M [IH)结果表明"与未转染组和转染对照组

SHM)(HI.T=>*相比较"转染 &T\.T=>*后 8UBY0 细

胞表达 &T\明显减少"证明 &T\.T=>*可有效降低

&T\表达%图 ;*&$ 在细胞悬浮生长状态下"与转染

FA*%" 表达质粒 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 相比"共转

染 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 与 &T\.T=>*后"&T\表达

显著降低%!]#4#9& %图 ;&&"同时 8UBY0 细胞失

巢凋亡率明显降低 %!]#4#9 &"分别为 324+5与

+4325%图 ;U&"进一步证明 FA*%" 可以通过上调

&T\表达来诱导乳腺癌 8UBY0 细胞失巢凋亡$

图 O!转染 /V*F5 表达质粒组#转染对照质粒组及

未处理组细胞在贴壁及悬浮状态下 +?8的表达情况

讨!!论

乳腺癌是危害妇女健康的主要恶性肿瘤之一"

在全世界范围内约占女性恶性肿瘤总数的 1"5"其

发生率和病死率都位于女性恶性肿瘤之首"乳腺癌

发生率及病死率有逐年上升的趋势$ 探讨什么基

因在乳腺癌形成过程中 %从良性到恶性的过程&起

作用"找到并明确这些基因发生的改变"建立乳癌

的早期诊断技术"寻找有助于早期诊断的生物学标

志物及特异性的药物靶点已成为攻克乳腺癌的当

务之急$

细胞与细胞外基质或相邻细胞脱离接触可诱发

细胞失巢凋亡"失巢凋亡在机体生长发育"抑制肿瘤

发生发展和转移中发挥重要作用
,;"9-

$ 有研究报道

稳定转染 FA*%Y" 于乳腺癌上皮细胞系后"发现可

通过改变有丝分裂和诱导 G1"/LQY"-UTG Y" %一种

依赖细胞周期素激酶的抑制剂&的表达来抑制细胞

的生长$ FA*%" 可以在 G93 依赖和独立的细胞凋亡

和肿瘤抑制细胞模型中表达 $ 可以看出"FA*%" 在

'39'
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图 P!过表达 /V*F5 可通过调控 +?8表达来诱导 .'Z(̂ 细胞失巢凋亡

*4转染 &T\干扰片段及对照片段后 &T\的表达情况/&4转染 FA*%" 表达质粒组#未处理组及共转染 FA*%" 表达

质粒与 &T\干扰片段组后细胞在悬浮生长状态下 &T\的表达情况/U4转染 FA*%" 表达质粒组#未处理组及共转

染 FA*%" 表达质粒与 &T\干扰片段组后细胞失巢凋亡情况/:4各组别中细胞凋亡率的统计学分析"

!

!]#4#9

!

肿瘤细胞的凋亡中起重要重要$ 另外笔者研究发现

过表达 FA*%" 可通过上调 &T\表达来诱导乳腺癌细

胞凋亡"同时有研究报道在乳腺癌上皮细胞中"激活

8*?X通路可降低 &T\的表达来发挥抗失巢凋亡作

用
,";-

$ 同样的结果在肺癌和黑色素瘤中也得到了证

实
,";-

$ 所以笔者推测 FA*%" 也可能与&T\参与的乳

腺癌细胞失巢凋亡有关$ 在本研究中"笔者观察到与

未处理组和转染对照质粒组相比"转染 FA*%" 表达

质粒后"不仅在贴壁生长状态下乳腺癌细胞的自发凋

亡率增加"在悬浮生长状态下乳腺癌细胞的失巢凋亡

率增加更明显"表明过表达 FA*%" 不仅可诱导乳腺

癌细胞的自发凋亡"同时对失巢凋亡影响更大$ 另外

我们研究发现"过表达 FA*%" 在悬浮状态时 &T\的

表达明显高于贴壁生长时$ 提示 FA*%" 可能通过影

响 &T\的表达来诱导乳腺癌细胞失巢凋亡$ 进一步

的笔者发现"与单独转染 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 相

比"共转染 GS:>*3 Y\OSYFA*%" 与 &T\.T=>*后

细胞失巢凋亡率明显降低"证明 FA*%" 可以通过上

调 &T\表达来诱导乳腺癌细胞失巢凋亡$ 至于过表

达 FA*%" 上调 &T\的表达来诱导乳腺癌细胞失巢凋

亡"是否可能与 E>X通路的激活有关"具体的机制将

在后续研究中继续深入探讨$
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广东铁皮石斛 )*-基地的石斛鲜品茎和

叶中多糖的含量比较研究

鲁芹飞!王培培!陈建南!黄!松
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摘!要!目的!通过对不同产地铁皮石斛引种到广东饶平铁皮石斛 @*?种植基地的铁皮石斛药材鲜品茎和叶中的多糖含

量比较研究"探讨环境因素对石斛多糖的影响$ 方法!以多糖含量为指标"应用苯酚 Y浓硫酸比色法测定不同产地的铁皮石斛

鲜品茎和叶中的多糖含量$ 结果!不同原产地的铁皮石斛茎和叶中的多糖含量均有一定差异"其中鲜品的茎以云南 Y9%,+&样

品的多糖含量最高"达到了 949$5"广东河源的样品的多糖含量最低"仅为 "4115/鲜品的叶以云南 Y;%,0&样品的多糖含量最

高"达到了 "4$#5"福建武夷山的样品的多糖含量最低"为 #4$95/多数品种的鲜品茎中的多糖含量高于叶中的多糖含量$ 结

论!原产地的生长环境对铁皮石斛多糖的积累可能有一定影响$

关键词!铁皮石斛!鲜品!多糖!含量测定!苯酚 Y浓硫酸法
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