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摘　要　目的　构建大鼠程序性细胞死亡因子 ４（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ４，Ｐｄｃｄ４）基因真核表达载体，为进一步研究该基因

的功能提供条件。方法　提取 Ｅ３大鼠肺组织总 ＲＮＡ，ＲＴ－ＰＣＲ扩增大鼠 Ｐｄｃｄ４基因全长 ｃＤＮＡ；经过双酶切、连接等反应，构建

ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４重组表达载体。将该载体转染大鼠巨噬细胞系 ＮＲ８３８３细胞，通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＮＲ８３８３

细胞 Ｐｄｃｄ４基因的表达。结果　ＲＴ－ＰＣＲ扩增的大鼠 Ｐｄｃｄ４全长 ｃＤＮＡ为 １４１０ｂｐ；ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４重组真核表达载体中插

入片段与 ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ文库中大鼠 Ｐｄｃｄ４ｃＤＮＡ的序列完全一致；倒置荧光显微镜下观察转染后 ＮＲ８３８３细胞中绿色荧光蛋白

的表达确定转染成功；ＲＴ－ｑＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＮＲ８３８３细胞中 Ｐｄｃｄ４基因的表达水平明显上调。结论　成功构建 ｐＥＧ

ＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４重组真核表达载体，为进一步研究 Ｐｄｃｄ４基因的作用机制奠定基础。
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　　程序性细胞死亡因子４（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ４，
Ｐｄｃｄ４）基因最初被发现与细胞的程序性死亡有
关

［１］
。该基因在大鼠定位于 １ｑ５５，ｃＤＮＡ全长为

１４１０ｂｐ，所编码的蛋白质共含个 ４６９氨基酸。笔者在
之前的研究中应用抑制性消减杂交技术筛选出 Ｐｄｃｄ４
作为抗原诱导肺部炎症上调表达的差异表达基因

［２］
。

为进一步研究该基因的功能，以 Ｅ３大鼠为研究对象，
克隆其肺组织 Ｐｄｃｄ４基因并构建 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４
重组真核载体，为揭示该基因的功能建立基础。

材料与方法

１．菌株与载体：所用感受态 ＤＨ５α大肠杆菌菌
种、真核表达载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１均为西安交通大学医
学部基础医学院分子生物学系实验室保存。本研究

选用含有绿色荧光蛋白及ＨｉｎｄⅢ与ＸｈｏⅠ酶切位点
的 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒作为重组载体。其结构与多克隆
位点如图１所示。

２．细胞与实验动物：本研究使用大鼠巨噬细胞系
ＮＲ８３８３细胞与８周龄近交系 Ｅ３大鼠（ＳＰＦ级动物房
繁育），均为西安交通大学医学部基础医学院生物化

学与分子生物学系所保存。

３．试剂：Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自

·８５·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｏｃｔ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１０　　



图 １　ｐＥＧＦＰ－Ｃ１载体结构和多克隆位点示意图

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ、限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ与 ＸｈｏⅠ购自加
拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，质粒提取试剂盒购自北京天根
生物技术公司，胶回收试剂盒购自北京博大泰克生物

基因技术有限责任公司，Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自美国
Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白胨及酵母提取物购自英国 Ｏｘｏｉｄ
公司，高保真 Ｔａｑ酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自日本 ＴａＫａＲａ
公司，Ｆ１２Ｋ培养基、胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公
司，其他试剂均为国产分析纯。６孔板购自美国 Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ公司，倒置相差显微镜及正置荧光显微镜购自日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。

４．引物：ＰＣＲ引物均由北京三博远志生物技术有
限责任公司合成，序列信息如表１所示。

表 １　ＰＣＲ引物信息

名称 引物 序列（５′→３′）
Ｐｄｃｄ４克隆 上游引物 ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＧＡＴＧＴＡＧＡＡＡＡＣＧ

下游引物 ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＧＴＡＧＣＴＣＴＣＡＧＧＴＴＴＡＡＧ
Ｐｄｃｄ４ｒｅａｌ－上游引物 ＡＡＣＴＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＡＧＧＡＧＡＡＣ
ｔｉｍｅＰＣＲ 下游引物 ＧＣＴＡＡＧＧＡＣＡＣＴＧＣＣＡＡＣＡＣ
ＧＡＰＤＨ 上游引物 ＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧ

下游引物 ＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣ

　　５．实验方法
（１）Ｅ３大鼠肺组织总 ＲＮＡ提取：将大鼠称重，

按１ｇ／ｋｇ体重乌拉坦（质量体积比为 ２０％）的剂量麻

醉大鼠；经腹主动脉取血，从甲状软骨处剪断气管，分

离肺组织，放入研钵中加液氮彻底研磨，加 Ｔｒｉｚｏｌ室
温放置５ｍｉｎ，加入１／５体积三氯甲烷，混匀 １５ｓ，室温
静置 １０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，取上层水
相，加入等量预冷的异丙醇，混匀后 －２０℃放置 ２ｈ，
４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ。弃上清，加入 １ｍｌ预冷
的７５％乙醇，重新悬浮沉淀，７５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ。
弃上清，使剩余乙醇彻底挥发。２０μｌＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ溶
解 ＲＮＡ，所得 ＲＮＡ溶液保存在 －８０℃低温冰箱备
用。微量核酸／蛋白定量仪上测定总 ＲＮＡ浓度，ＲＮＡ
电泳鉴定总 ＲＮＡ的完整性。

（２）ｃＤＮＡ反转录与 ＰＣＲ扩增 Ｐｄｃｄ４ｃＤＮＡ全
长：按照 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
说明书操作，反应体系 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物 １μｌ，ＲＮＡ
２μｇ，ＤＥＰＣ处理水加至总体积 １２μｌ，混匀、离心。
７０℃孵育５ｍｉｎ后于冰上放置，加入 ５×反应缓冲液
４μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μｌ，Ｍ－ＭＬＶ反转氯酶 １μｌ，
核糖核酸酶抑制剂 １μｌ。混匀、离心，４２℃孵育 １ｈ，
７０℃ １０ｍｉｎ终止反应。建立 Ｐｄｃｄ４全长扩增的反应
体系：ｃＤＮＡ０．５μｌ，Ｐｄｃｄ４克隆上游引物 １μｌ，Ｐｄｃｄ４
克隆下游引物１μｌ，高保真 Ｔａｑ酶０．５μｌ，５×Ｔａｑ酶缓
冲液 １０μｌ，ｄＮＴＰ４μｌ，Ｈ２Ｏ３３μｌ。反应条件 ９５℃
１０ｍｉｎ，３０个循环９５℃ ４５ｓ、５７℃ ４５ｓ、７２℃ １．５ｍｉｎ，循
环结束，７２℃ 延长 １０ｍｉｎ。生成的 ＰＣＲ扩增产物用
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于后续酶切实验。

（３）重组质粒的构建与鉴定：①建立酶切 ＰＣＲ扩
增产物反应体系：ＨｉｎｄⅢ ２μｌ，ＸｈｏⅠ ２μｌ，１０×Ｍ缓
冲液 ３μｌ，ＰＣＲ扩增产物２０μｌ，Ｈ２Ｏ３μｌ。建立ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１质粒载体反应体系：ＨｉｎｄⅢ ２μｌ，ＸｈｏⅠ ２μｌ，
１０×Ｍ 缓冲液 ５μｌ，ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒 ３０μｌ，Ｈ２Ｏ
１１μｌ。３７℃酶切过夜。将双酶切好的目的 ＤＮＡ片段
和载体电泳鉴定，之后用胶回收试剂盒回收；②建立
连接反应体系：ＤＮＡ片段 ８μｌ，ｐＥＧＦＰ－Ｃ１载体 ４μｌ，
Ｔ４ＤＮＡ连接酶 １μｌ，１０×连接缓冲液 ２μｌ，Ｈ２Ｏ５μｌ，
１６℃水浴连接过夜。取 ５μｌ连接产物加入 ２００μｌ
ＤＨ５α感受态细胞中，冰上放置 ３０ｍｉｎ。４２℃热激
９０ｓ，冰上放置 ５ｍｉｎ。加入 ＬＢ培养基 １ｍｌ，３７℃摇床
１５０ｒ／ｍｉｎ复苏１ｈ。离心１ｍｉｎ后，弃掉上清 ９００μｌ，剩
下的菌液混匀后涂布在含卡那霉素的 ＬＢ固体培养
基平板上，菌液吸收后，倒置放入 ３７℃培养箱中过夜
培养。挑选单克隆菌落在 ＬＢ培养液（含卡那霉素）
中３７℃过夜扩增。次日经菌液 ＰＣＲ检测鉴定插入
片段，并按照质粒提取试剂盒的说明步骤提取质粒。

将经菌液 ＰＣＲ检测鉴定有插入片段的质粒测序送交
生物公司测序，后至 ＮＣＢＩ数据库行 ＢＬＡＳＴ比对，确
定插入片段无突变，表明克隆构建成功。

（４）细胞转染：转染共分 ３组：空白对照组、ｐＥＧ
ＦＰ－Ｃ１组和 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４组，每组 ３个复孔。
６孔板中每孔接种 ８×１０５个 ＮＲ８３８３细胞，加 ２ｍｌ
１０％胎牛血清 Ｆ１２Ｋ培养基培养，接种 ２４ｈ后将培养
基换为 ２ｍｌ不含胎牛血清的 Ｆ１２Ｋ培养基。取无菌
ＥＰ管加入脂质体 ５μｌ和 ２４５μｌ无血清培养基，混匀
后３７℃孵育 ５ｍｉｎ。取无菌 ＥＰ管，加入 ２μｇ质粒
ＤＮＡ，加入无血清培养基至总体积为 ２５０μｌ，每种质
粒配 ３份，空白对照组只加无血清培养基 ２５０μｌ，混
匀后３７℃孵育５ｍｉｎ。各取一管脂质体与一管质粒混
合，使总体积为 ５００μｌ，瞬时离心，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。
将脂质体和质粒的混合物加入 ６孔板对应的孔中。
２４ｈ后倒置荧光显微镜下观察绿色荧光的表达以确
定转染效率。同样的转染共重复３次，将３次的结果
取平均值为最终结果。

（５）总 ＲＮＡ提取、ｃＤＮＡ反转录与 ＲＴ－ｑＰＣＲ：转
染２４ｈ后倒置荧光显微镜下可以观察到明显的绿色
荧光表达，收集细胞于 １．５ｍｌＥＰ管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，离心后取一半沉淀加入 １ｍｌＴｒｉｚｏｌ并吹打
数次。按前述步骤提取总 ＲＮＡ，－８０℃保存备用。
测定总 ＲＮＡ浓度，电泳鉴定总 ＲＮＡ的完整性。按照

前述的方法反转录合成 ｃＤＮＡ，产物保存于 －２０℃备
用。在 ｍＲＮＡ水平检测细胞中 Ｐｄｃｄ４在体 ＲＮＡ干扰
的效率，反应体系：２０倍稀释的 ｃＤＮＡ４μｌ、ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ ４μｌ、Ｐｄｃｄ４上游引物 ０５μｌ、Ｐｄ
ｃｄ４下游引物０．５μｌ、Ｈ２Ｏ１μｌ，混匀、瞬时离心。反应
条件 ９５℃ １ｍｉｎ，４０个循环 ９５℃ １０ｓ，退火温度 ３０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，熔解曲线 ４１个循环，５５～９５℃ ３０ｓ。引物
信息见表１，选 ＧＡＰＤＨ为内参，结果采用 ΔΔＣｔ法计
算相对基因表达量。

（６）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｐｄｃｄ４的表达水平：细胞
离心后取另一半沉淀加入含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
细胞裂解液，冰上放置 ３０ｍｉｎ，１２０００×ｇ４℃离心
２０ｍｉｎ，取上清，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。常规方法制
备分离胶、浓缩胶。将蛋白样品与 ５×上样缓冲液混
合，１００℃保温 ５ｍｉｎ使蛋白变性，取 ５０μｇ蛋白上样，
电泳分离后将蛋白质从凝胶中转移到 ＮＣ膜上。５％
脱脂奶粉室温封闭 １ｈ。Ｐｄｃｄ４（山羊抗大鼠）一抗使
用浓度为１∶２００，β－ａｃｔｉｎ使用浓度为 １∶５００，４℃孵
育过夜。１×ＴＢＳＴ洗膜３次 ×１５ｍｉｎ。Ｐｄｃｄ４（兔抗山
羊）二抗使用浓度为 １∶５０００，β－ａｃｔｉｎ使用浓度为
１∶１０００，２６℃孵育 １ｈ。１×ＴＢＳＴ洗膜 ３次 ×１５ｍｉｎ。
ＥＣＬ显色，发光。

６．统计学方法：采用 Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ５统计学软
件对数据进行统计分析，所有计量资料数据以均数 ±
标准差（ｘ±ｓ）表示，两组均数间的比较采用 ｔ检验，
多组均数间比较采用 Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．肺组织总 ＲＮＡ电泳鉴定：提取的肺组织总

ＲＮＡ经微量核酸蛋白定量仪和 １％琼脂糖凝胶电泳
鉴定。总 ＲＮＡ电泳结果显示总 ＲＮＡ条带清晰，２８Ｓ∶
１８Ｓ约为（１．５～２．０）∶１．０（图２）。

图 ２　电泳检测肺组织总 ＲＮＡ
１．２μｌ大鼠肺组织总 ＲＮＡ上样；２．３μｌ大鼠肺组织总 ＲＮＡ上样
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２．重组质粒的构建与鉴定：首先以大鼠肺组织
ｃＤＮＡ为模板，用特异性引物 ＰＣＲ获得 Ｐｄｃｄ４的 ｃＤ
ＮＡ全长，与 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒载体同时双酶切，双酶
切后的 Ｐｄｃｄ４ｃＤＮＡ片段大小约 １４００ｂｐ，ｐＥＧＦＰ－Ｃ１
载体在酶切之前表现为两种条带，酶切之后形成线性

化条带，大小均一（图３Ａ）。
将 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１载体片段和 Ｐｄｃｄ４ｃＤＮＡ连接后

转化入大肠杆菌，涂平板过夜培养后见平板长满菌

落，随机挑取１０个单独菌落行过夜培养扩增，次日行
菌液 ＰＣＲ检测，部分克隆结果见阳性条带（图 ３Ｂ），
片段大小约１４００ｂｐ，这些克隆为阳性克隆，取相应质
粒送公司测序，测序结果显示未见变异重组质粒构建

成功。

图 ３　双酶切与菌液 ＰＣＲ电泳结果
Ａ．Ｐｄｃｄ４全长 ｃＤＮＡ与 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒载体的双酶切电泳鉴定：１．Ｐｄｃｄ４全长 ｃＤＮＡ双酶切前；２．Ｐｄｃｄ４全长 ｃＤＮＡ双酶切后；

３．ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒载体双酶切前；４．ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒载体双酶切后；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｂ．菌液 ＰＣＲ产物电泳鉴定：

１、２．随机排选不同克隆的菌液 ＰＣＲ产物；Ｍ．ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

　　３．ＮＲ８３８３细胞转染：将构建好的重组 ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１－Ｐｄｃｄ４质粒和对照空载体质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１分别
转染大鼠巨噬细胞系 ＮＲ８３８３细胞，２４ｈ后于荧光倒
置显微镜下观察转染效率，可以看到细胞中有明显的

绿色荧光的表达（图４），转染成功。

图 ４　细胞转染后绿色荧光蛋白的表达（×１００）
Ａ、Ｃ．细胞在光镜下的形态；Ｂ、Ｄ．细胞在荧光显微镜下的

形态及绿色荧光蛋白的表达

４．检测 Ｐｄｃｄ４的表达：转染２４ｈ后显微镜下可见
细胞内有明显绿色荧光蛋白的表达，收集细胞，通过

ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测转染后细

胞 Ｐｄｃｄ４在 ｍＲＮＡ水平与蛋白质水平的表达变化，
在转染ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４质粒后，ＮＲ８３８３细胞Ｐｄ
ｃｄ４的表达与对照空载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１组比较明显上
调（图５）。

讨　　论
Ｐｄｃｄ４基因是 １９９５年由 Ｃｈｅｎ等［３］

在小鼠体内

发现的与细胞凋亡有关的基因，在细胞发生程序性死

亡时被诱导产生。Ｐｄｃｄ４在不同的种属中有不同的
名称，如在小鼠又名 ＭＡ－３蛋白、拓扑异构酶抑制子
抑制蛋白，在人类又被称为肿瘤性转化抑制剂、核抗

原 Ｈ７３１、１９７／１５ａ蛋白，在大鼠被称为死亡上调基因
蛋白

［４］
。

Ｐｄｃｄ４蛋白质最显著的结构特征是在其 Ｃ端有
两个重要的螺旋结构域 ＭＡ－３，Ｐｄｃｄ４ＭＡ－３功能
域通过一个保守表面区与真核翻译起始子 ｅＩＦ４Ａ的
Ｎ端功能域相互作用、发生结合，从而抑制核糖体复
合物的形成和蛋白质的合成，促进细胞凋亡

［５］
。Ｗａ

ｔｅｒｓ等［６］
对Ｐｄｃｄ４的三维空间结构进行了研究，解析了

Ｐｄｃｄ４的 Ｃ端 ＭＡ－３结构域的结构，找到了它与
ｅＩＦ４Ａ相互作用的特征，并且对比了来自单个功能域
和串联的 ＭＡ－３部位的核磁共振谱的特点，发现 Ｐｄ
ｃｄ４ＭＡ－３（Ｃ）由三螺旋 －转角 －螺旋发卡结构组成。

本实验克隆了 Ｅ３大鼠肺组织 Ｐｄｃｄ４基因，将其
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图 ５　转染后 ＮＲ８３８３细胞 Ｐｄｃｄ４的表达
Ａ．ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

ＣＤＳ序列克隆至 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１质粒中构建了重组真核
载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１－Ｐｄｃｄ４，通过酶切鉴定、基因测序
和序列比对，验证了目的基因的正确性。ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１－Ｐｄｃｄ４成功转染大鼠巨噬细胞系 ＮＲ８３８３细胞
并表达出绿色荧光蛋白，增加 ＮＲ８３８３细胞中 Ｐｄｃｄ４
基因的表达。

有多种 ｍｉＲＮＡ可以影响 Ｐｄｃｄ４的表达，主要包
括 ｍｉＲ－２１、ｍｉＲ－１４１、ｍｉＲ－１６、ｍｉＲ－９６、ｍｉＲ－５０３
等

［７～１１］
。这些 ｍｉＲＮＡ通过对 Ｐｄｃｄ４表达的调控，最

终影响肿瘤细胞的增殖、浸润、转移及对化疗药物的

反应等。近年来发现长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ－
ｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ＬｎｃＲＮＡｓ）也通过对 Ｐｄｃｄ４表达的干预
参与影响肿瘤的进展。例如，ＬｎｃＲＮＡＣＡＳＣ１５可以
在 Ｐｄｃｄ４基因的启动子区募集 ｚｅｓｔｅ基因增强子同源
物、增加组蛋白 Ｈ３Ｋ２７的水平，沉默 Ｐｄｃｄ４的表达，
进而促进黑色素瘤的进展

［１２］
。

综上所述，目前关于 Ｐｄｃｄ４基因功能的研究主要
集中于以上这些促进凋亡、抑制肿瘤的方面，笔者之

前的研究发现 Ｐｄｃｄ４是抗原诱导肺部炎症上调表达
的差异表达基因，其差异表达来源于肺泡的巨噬细

胞
［２］
。对于该基因在炎症中的作用文献报道较少，

关于其在巨噬细胞中作用的文献更少。本研究成

功克隆获得 Ｅ３大鼠 Ｐｄｃｄ４基因编码序列，即可直
接用于后期 Ｐｄｃｄ４基因的功能探索及上调表达等研
究。
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ｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｅＩＦ４Ａ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００７，２６（３４）：

４９４１－４９５０

７　ＺｈａｏＪ，ＣａｏＪ，ＺｈｏｕＬ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ－１２６０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅ

ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ

ＰＤＣＤ４／ＩＧＦ１［Ｊ］．ＯｎｃｏｌＬｅｔｔ，２０１８，１６（４）：５１３１－５１３９

８　ＷａｎｇＨ，ＬｉＨ，ＺｈａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＥＧ３ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－１４１／

ＰＤＣＤ４ａｘｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１８，１０６：１６０７－１６１５

９　ＦｕＸ，ＨｅＹ，ＷａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－１６ｐｒｏｍｏｔｅｓｏｖａｒｉａｎｇｒａｎ

ｕｌｏｓａｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＤ

ＣＤ４ｉｎｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃｏｖａｒｉａｎｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，

２０１８，４８（２）：６７０－６８２

１０　ＭａＱＱ，ＨｕａｎｇＪＴ，ＸｉｏｎｇＹＧ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ－９６ｒｅｇｕｌａｔｅｓａｐｏｐ

ｔｏｓｉｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇＰＤＣＤ４ｉｎｈｕｍａｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｅｃｈｎｏｌＣａｎｃｅｒ

ＲｅｓＴｒｅａｔ，２０１６，１６（１）：９２－９８

１１　ＬｉＬ，ＺｈａｎｇＸ，ＹｉＺ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ－５０３ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＤＣＤ４［Ｊ］．ＪＢｕｏｎ，

２０１８，２３（３）：５７９－５８６

１２　ＹｉｎＹ，ＺｈａｏＢ，ＬｉＤ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇＲＮＡＣＡＳＣ１５ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｍｅｌａｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＤＣＤ４［Ｊ］．

ＣｅｌｌＢｉｏｓｃｉ，２０１８，８：４２－５５

（收稿日期：２０１８－１２－１８）

（修回日期：２０１９－０１－２８）

·２６·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｏｃｔ２０１９，Ｖｏｌ．４８Ｎｏ．１０　　


