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－
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－
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１ ０
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１ ５

、
２０ （

ｘｍｏ ｌ／ ＬＵ Ｍ Ｉ

－

７ ７处 Ｊ里 ， 每组设
３个ＧＵＧＣａＪ Ｕ ＵＧＵＧＧａＪ ＡＡ Ａ Ｃ Ａ －

３ 、 下 游 弓 ｜物 ：

３
，

－

复孔 ，
２４ｈ 后分别收集各孔 中细胞于流式管 中 ， 加ＵＧ Ｕ ＵＵ ＡＧＣ Ｃ ＡＣ Ａ ＡＡＧＧＣ Ａ Ｃ －５ 、 将 细 胞分 别 接 种

３００
 ｊ

ｘ ｌ ＩｘＢ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ
ｇ

Ｂ ｕ ｆｆｅｒ 重 悬 ， 然后 力 口 人 ５ｐ ｉＡ ｎ
－于 ６ 孔板和 ２４ 孔板中 （

６ 孔板每孔 ２ｘ １ ０
’

个细胞 ，

ｎｅ ｘ ｉ ｎＶ －ＦＩＴＣ 和 ５ （

ｘｌＰ Ｉ
， 充分混 匀 ， 避 光作用 ２０２４ 孔板每孔 １ｘ１ ０

５

个细胞 ） ，次 日细胞融合达 ３０％

ｍ ｉ ｎ
， 流式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡情 况 ， 采 用 Ｆ Ｉ ？ｗ ｊ ｏ

￣ ５０％ 即进行转染 ， 分未转染 、转染 Ｎ Ｃｓ ｉ ＲＮ Ａ
、转染

７ ．６ 软件分析结果 。 Ｍｄ －

１ｓ ｉ ＲＮＡ
， 每组设 ３ 个复孔 。 转 染 前 １ｈ 将各孔

１ ． ２ ． ３ＪＣ
－

丨 染 色 流式 细 胞术检测 线粒体膜 电 位中液体更换 为无 血清 （ ）
｜

， ｔ ｉ

－ Ｍ ＥＭ 培 养基 ， 然后分别

按 １ ．２ ．２中接种细胞 ， 分别用 
０

、

１ ５
、

２０
 ｜

ｘｍ〇 ｌ／ ＬＵ Ｍ １

－用Ｏｐ ｔ ｉ
－ＭＥＭ

将适量
ｓ ｉＲＮＡ

与
Ｌｉ

ｐｏｆｅ ｃ ｔａｍ ｉｎｅ２０００
稀

７７ 处理 ， 每组设 ３ 个复孔 ，
２４ｈ 后分别收集 各孔细释 ， 静 置 ２ （）ｍ ｉ ｎ 后 混 合 ， 将 ｓ ｉＲＮＡ／ Ｌ ｉ

ｐ
ｏｆｅ ｃ ｔ ａｍ ｉ ｎ ｅ

胞 ， 用 ０ ． ５ｍ ｌ Ｋ ＰＭ Ｉ １ ６４０ 完全培 养液重悬细 胞 ， 再２０００ 混合物滴 入相 应孔 中 ， 置于培 养箱 中 继续培

加入 ０ ．５ｍ ｌ ．
Ｉ
Ｃ －

１ 染色工作液 ， 颠倒混匀 ，
３ ７ｔ： 避光养 ， 约 ４ ？ ６ｈ 后更换为 ＲＰＭ Ｉ １ ６４０ 培养基 。

６ 孔板

作用 ２０ｍ ｉ ｎ
， 于每管加人 ３００

 （

ＪＪ Ｃ
－

Ｉ 染色缓 冲液 （
１细胞在转染 ４ ８ｈ 后提取细胞总蛋 白 ，

Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 法

ｘ
） ， 立即上流式细胞仪检测线粒体膜 电位变化 ， 以检测转染效率 。

２４ 孔板 中 细胞在 未转 染 以 及转染

线粒 体 膜 电位 阻断 剂 ＣＣＣ Ｐ
（
５〇ｐｍｏ ｌ／ Ｌ

） 处理 １ ０Ｍｄ －

１ｓ ｉ ＲＮＡ 基础上待细胞融合达 ８０％￣ ９〇％ 后再

ｍ ｉｎ 的细胞为 阳性对照 ，

ＦＩｏｗＪｏ７ ．６ 软件分析结果 。加入 ＵＭ Ｉ
－７７

（
１ ５
ｐｍｏｌ／Ｌ

） 处理 ２４ｈ
，

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ
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７ ７ 处理后 １ ２ｈ 显著 ，

图 ３ＵＭ Ｉ
－７７ 处理细 胞不 同 时 间 后 Ｃａ ｓ

ｐ
ａ ｓｅ

－

３
、

降低 （
／

？＝ １ ２４４ ．０
， 
Ｐ＜０ ？０５

 ） ， 说明 Ｍｃ ｌ
－

１ 的 卜 凋 可 Ｃａｓｐａｓｅ
－

９ 以及 ＰＡＲＰ 的 表达情况

能参与 了Ｕ Ｍ １

－

７７ 诱导的凋亡过程 见图 ４
１

：
０ｈ

；

２
：
６ｈ

；

３
：

１ ２ｈ
；

４
：
２４ｈ

； 与０ｈ比较 ：

＊

Ｐ ＜ ０ ． ０５

２ ． ５ＵＭ 丨
－

７ ７ 对沉默 Ｍ ｃ ｌ

－

ｌ 的 ＭＧＣ －８０３ 细胞凋亡

的影响 利用化学合成的针对 Ｍｄ －

１ 基因 的 ｓ ｉ ＲＮＡ ，
３１寸论

转染 Ｍ ＧＣ －

８０３ 细胞 ，

Ｗ ｅｓ ｔｅｒｎｂｂ ｔ 法检测 基 闪沉默

效果 ， 勺 木转 染 和转染 Ｎ Ｃｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 比较 ， 转染 Ｍｄ －

１． １

－

１ 是 １ ９９ ３ 年发 现 的 Ｂｄ －２ 家 族抗 凋 亡 分

ｓ ｉ Ｋ Ｎ Ａ 能 明显降低 细 胞 中 Ｍｄ －

１ 蛋 白 的表达 水 平 ，子 ， 乍衰期非常短 ， 在多 种肿瘤组织 中高表达
４ ５

，

基 因沉默效果好 （
厂 ＝ ８ ５ ０ ．５ ７ 丨

，
＂ ＜０ ．０５

 ） Ａ ｎ ｎ ｅ ｘ ｉ ｎ在 胃 癌组织 中 的表达水平也显著高于癌旁组织 ， 与
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ｐ
ｒ

；

５ １
 （
４

）
？

５０９
＊

１ ２ ３４ ５ ０

＂

ｍｔｍ
－－ １＊ ．ｊａ^ ｔＭ Ｍ ｃ ＼

－

＼

４ 〇
－

丁
ｒｎ＾ｒｎＭｍｗｍｍｍｍｍＨｄ－ｘ

， ｇ ｜

̄

＾３ ０
－

Ｂ ｃ ｌ

－

２— ＊

ｗ 丁

Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ５
２ ０

＂

， ｎ １ ０
－

２ ． Ｕ

「□Ｍ ｃ ｌ

－

１

ｍＢ ｃ ｌ

－Ｘ
Ｌ ｒ

－５－

Ｔ圓Ｂ ｃ ｌ

－

２ （ ）
 



； １ ． ５
－

ｐＨ １ ２ ３

Ｑ
Ｃｌ ．

＾
ｆ

ｒｆｆｎ ｌ

＾

ｌ 图 ６ＵＭ Ｉ
－

７７ 对沉默 Ｍ ｃ ｌ
－

ｌ 的 ＭＧ Ｃ４０３ 细胞凋亡的影响

ＳＬ ０
＂

＾ ｉｆｆｉｒｔ ［ｆｆｃ Ｗ＾Ｊ ｉ
丨

： 未转染 ；

２
： 未 转 染＋ＵＭ Ｉ

－７７ １ ５ ！

ｊ Ｌｍ ？ ｌ／ Ｌ
；
３

：
Ｍ ｃ 丨

－

丨ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ＋

Ｉ Ｘ，讓 Ｕ Ｍ Ｉ

－

７７ １ ５
ｐ
ｍ ｏ ｌ／Ｌ

； 与 未转染＋Ｕ Ｍ Ｉ

－

７ ７ 丨 ５
ｐ

ｍｏ ｌ／ Ｌ比较 ：

７ ＜ ０ ． ０５

ｍ 〇 － ５
－

ＩＩｒＩＩ

＿—＿瘤细胞 中伴随调亡的加重 ，

Ｍｄ －

ｌ 表达下调
８＾

； 采

００／ ４用 Ｒ ＮＡ 干扰技术下调 Ｍｄ －

Ｉ 基 因 表达后可致使肿

图 ４ 抗调亡 的 丨Ｗ －２ 家族 蛋 白 在 ＵＭ 丨
－７７ 处理细胞傾细胞调 丨 ■增加 。 这些研允表 明 Ｍ ｃ ｌ

－

１ 在肿赌

不 同 时 间后蛋 白 的表达情况细胞凋亡调控 中起重要作用 ， 提示 Ｍｄ －

１ 可能是肿

１

：

０ ｌ ，

；

２
：
６ｈ

；

３
：

ｌ ２ｈ
；
４

：
２４ｈ

； 与 ０ｈ 比较 ：

＊

Ｐ ＜ ０ ． ０５瘤治疗的一个重要靶点 。

近年来 ， 针对抗凋亡蛋 白 的抑制剂不断涌现 ， 其

， ２ ３ 中最重要的是 ＢＨ３ 类似物 ， 都是一些类似 Ｂ Ｈ ３
－

ｏｎ ｌ

ｙ

ｄ
＇

＿ 蛋 白 的小分子 ， 如Ａ ＢＴ －２６ ３
１

１

］

、
ＡＴ －

１ ０ １

［

１ ２
１

、
Ａ ＢＴ －７ ３ ７

等 ， 通过结合到 Ｂｃ ｌ
－２ 家族抗凋亡 （ 促生存 ） 成员 上

发挥抑制作用 。 这些小分子抑制剂对细胞的渗透性
Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ

好 ， 相对于传统 的 细胞毒性药物 更容 易 被 细 胞 吸

＇ ？ ５
ｒ 收

１

１ ３

， 在抑制蛋 白作用的 同时发挥抗肿瘤作用 。 目

■＾

１＾ 前研究的最为清楚 的是 ＡＢＴ －７ ３７
， 其 以 高亲 和力 与

Ｂ ｃＷ Ｊ ｃ ｌ
－ Ｘ

，

和 Ｂｃ ｌ

－

ｗ 结合 ， 抑制这些蛋 白 的功能 ，

１
１ ０

■

 并释放 Ｂ ａ ｘ 和 Ｂ ａ ｋ
， 通 过 内 源性途 径 激发 细 胞 凋

〇亡
２

１

。
Ａ ＢＴ －

７ ３ ７ 在多种肿瘤中单用或者与其他化疗

＾ 药物联用 时有非常好 的效 果 。 但是 ， 高表达 Ｍｄ －

１

＾° ＇ ５
＂

 的细胞却对 Ａ ＢＴ －７ ３ ７ 抵抗
Ｍ

， 如 果能下 调 、 去稳定

＊或者灭活 Ｍ ｃ ｌ

－

１ 则 可 以增加该细胞对 Ａ ＢＴ －７ ３ ７ 的敏

感性 ， 提示 Ｍｃｌ
－

１ 可能是一个较 Ｂｃｌ
－２

Ｊｄ－ｌ 更为
０ ． ０



１ ２ ３重要的作用靶点 。
Ｕ Ｍ Ｉ

－７７ 除 了 有上述小分子抑 制

图 ５Ｗ ｅｓ ｔ ｅ ｒｎ 丨 ） ｌ ｏ ｔ 法检测转染 Ｍ ｃＵ ｌ ｓ ｉＲＮＡ 的基 因沉默效果的特点 以外 ， 更表现 出 对 ＭＨ －

Ｉ 的 高选择性 和高 亲

１
： 未转染 ；

２
：转 染 ＮＣｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ

；
３

： 转染 Ｍｄ －

丨ｓ ｉＲＮ Ａ
； 与 未转染 比和性 ， 而且 ＵＭ Ｉ

－

７７ 作用于胰腺癌可 以抑制细胞增

Ｋ ：

，

／

Ｊ

＜ Ｈ ０ ５殖诱导细 胞 凋 亡 ， 其抑 制 作 用 与 Ｍｄ －

１ 高 表 达 有

关
⑴

丨 １ 癌 细 胞 的 生 物学功能 密 Ｗ 相 又
６７

， 而 且 抑 制

—

本实验采用不 同浓度 Ｉ Ｉ Ｍ Ｉ

－

７７ 处理 ＭＧＣ －８０３ 细
Ｍ ＜

．

ｌ

－

丨 表达能有效 诱 导 肿瘤 细 胞凋 Ｖ ：

Ｓ

Ｍｄ －

丨 在
胞显示细胞对 ＵＭ ｌ

－为 较为敏感 ， 浓度在 １ ０
ｊ
ｗｎｏＶＬ

结构和功能上 与 丨Ｗ －２
＇

Ｂｄ － Ｘ
，

’

射調亡成 贤 相似 ，

ｗ上时 ２４ｈ 内有一半 以上的细胞死亡 ， 且大 多数死

但在凋亡细胞 中 的表达水平存在 差异 ’ 如在多种肿
亡的细胞表现为 Ａｎｎｅｘ ｉ ｎＶ

（＋）
／Ｐ Ｉ

（

－

） ， 即 凋亡细
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５ １ ０ ＊安徽 医科 大 学 学报 ｖ４ ｃ Ｚａ ＺＷｅｄ ｉｃ ｉ ／ｉａ仏 ｚｌ ｎ ／ ｉ ｕ ／２０ １ ６Ａ
ｐ
ｒ

；

５ １
（
４

）

胞的特征性改变 。 在该凋亡过程 中亦检测 出线粒体 ｐ ｙ
ｒｆ ａｍ Ｃ ｅ ｒ

［ Ｊ ］
＿Ｅ ｘ

ｐ
ｅｒｔ （Ｊ

ｐ
— ｉ

ｇＤ ｒｕ
ｇ
ｓ

，

２０ １ １
，

２０  （ １ ０
） ：

膜电 位 降 低 ， 说 明 线 粒 体 可 能 参 与 其 中 。 此 外
１ ３９＾ ４ １ １ ＇

一 ， ？ 一＾  ，

．

 ， 丄 ［

５
 ］Ｐｅｒｃ ｉ ａ ｖａ ｌ ｌ ｅＲＭ

 ，Ｏｐ ｆｅ ｒｍａｎ ＪＴ ．Ｄｅ ｌ ｖ ｉ ｎｇ 
ｄ ｅｅｐ ｅ ｒ

：Ｍ ｃ ｌ

－

１ 

＊

 ｓ ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｉ

Ｃａｓ
ｐ
ａｓｅ

－９
、
Ｃ ａｓ

ｐ
ａ ｓｅ

－

３活 化 和ＰＡＲＰ裂 解 ，
也 表 明

ＵＭ Ｉ
－７７ 诱导的是 Ｃ ａｓｐａｓｅ 依赖性的 内源性凋亡 。 本 ２ ３

（
１

） ：２２
－

９ ．

头验显疋Ｂｃ ｌ
－２

家族抗渦 ＸＴ蛋 白Ｂｃ ｌ
－２和Ｂ ｃ ｌ

－Ｘ
｜ ，

在 ［
６

］Ｌ ｉ ｋ ｕ ｉＷ
，Ｑｕ ｎＬ

，Ｗａ ｎ
ｑ

ｉ ｎ
ｇ
Ｚ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｒｏ
ｇ
ｎ ｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｒｏ ｌ ｅｏ ｆｍ

ｙ
ｅ ｌ ｏ ｉ ｄ

ＵＭ Ｉ
－７７处 ５里前后并没有发生改变 ， 而

Ｍ ｃ ｌ
－

１则在药 ｃ ｅ ｌ ｌ  Ｉ ｅ ｕ ｋ ｅｍ ｉ ａ
－

Ｉ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ （ 

Ｍ ｏ ｌ

－

１

 ）ｅ ｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｈ ｕｍａ ｎ
ｇ

ａｓ ｔ ｒ ｉ ｃ ｃ ａｎ ｃ
－

物处理１ ２ｈ起即显著下调 ，这说明Ｍｄ
－

ｌ在
ＵＭ Ｉ

－７７
ｅ ｒ

［ ｊ ］
，ｊＳ ｕ ｒ

ｇ
Ｏ ｎ ｃ ｏ ｌ

，２００９ ， １ ００
（
５

）  ：３ ９６ 
－

４００ ．

诱导 的 细胞 调 亡 中 起重要 作 用 。 为 进 一 步 证 实
［ ”

ｃ ｒｏＫＭ Ａ －２９ ｃ ｉ ｓｄｏｗｎ ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｅｄ ａ ｎ ｄ ｒｅ ｓ ｔ ｏｒｅ ｄｂ

ｙ
ｃ ｅ ｌ ｅ ｃｏｘ ｉ ｂ ｉ ｎｈｕ ｍａｎ

Ｍ ｃ ｌ
－

ｌ在ＵＭ Ｉ
－

７７诱导细胞调亡 中 的作用 ， 米用Ｍ ｃ ｌ
－

 ｇ
ａｓ ｔ ｒ ｉ ｃｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒｃｅ ｌ ｌ

ｓ
 ［  Ｊ  ］

． Ｉ ｎ ｔＪＣ ａ ｎ ｃ ｅ ｒＳ ｕ
ｐｐ

ｌ

，２０ １ ３
 ， １ ３ ２  （ 

８
 ） ：

１ｓ ｉＲＮＡ 转染方法沉默 Ｍ ｃ ｌ
－

１ 基 因 ， 在转染后 给予 １ ７５ 丨 ６０ ．

ＵＭ Ｉ
－

７７ 处理 ， 细胞 调亡率降低 ， 进
一

步说 明 Ｍ ｃ ｌ
－

１ ［

８
］ 吴亚欧 ， 张林杰 ， 张旭东 ， 等 ． 高表达 Ｍｄ －

ｌ 对衣霉素诱导 胃

＾ＵＭ Ｉ
－７７ＭＧＣ －

８０３＋ ，腺癌细胞调亡的影响 ［ Ｊ ］
． 安徽医科大学学报 ，

２〇 丨 〇
，４５ （

ｉ
） ：

Ｍｄ －

ｌ 基因沉默后 ＵＭ Ｉ
－

７７ 没有可结合作用 的靶点＾ｆ Ｔｃｃ ， ，

Ｌ

９
ＪＳ ｉ ｅ

ｇ
ｈ ａｒ ｔＷ

，Ｌｏ ｓｅ ｒ ｌ Ｄ
，Ｓ ｔ ｒｏｍｍｅ ｒ Ｓ

，ｅ ｔａ ｌ ，Ｍｄ －

ｌｏ ｖｅ ｒｅｘ
ｐ
ｒｅｓｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎ

而丧失了其诱导调亡的功 目匕 。
 ｈｅ

ｐ
ａ ｔ ｏｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌａ ｒｃａｒｃ ｉ ｎｏｍ ａ

：ａ
ｐ

ｏ ｔ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ ｔａｒ
ｇ
ｅ ｔ ｆｏ ｒａｎ ｔ ｉ ｓｅ ｎ ｓｅ ｔ ｈｅ ｒａ

ｐ ｙ

综上所述 ， 本实验显 ７ＫＭ ｃ ｌ
－

１ 的小分子选择性 ［ ｊ ］
．ｊＨ ｅ

ｐ
ａ ｔ ｏ ｌ

，
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在 ＮＯＤ／ＳＣＩＤ 鼠体内产生抗新生血管作用血小板
任荟蓉 ＼ 罗 以勤 、李 娟

２

， 周 明
２

， 赵 亮 、姚丽娟
１

摘要 目 的 了解 ｔｍｎ ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｎ 转基 因 巨 核细胞在非肥胖糖尿平 ， 然而 ， 近些年的研究
［

， ２
１

表明血小板有促进肿瘤

病／重症联合免疫缺陷 （
Ｎ０Ｄ／ＳＣ ＩＤ

） 鼠体 内 生成血小板情况新生血管形成作用 ，进而促进肿瘤的生长和转移 ， 影

及其抗新生血管細 。 方法 制备 的― ｎ 转細 巨 核响患者预后 。 是近些年发现的一种 内 源性
细胞注人腳／ ＳＣ ＩＤ 鼠体 内 ， 定期取血 ，

通 过流式细胞仪分
血管生成抑制 因子 ， 其通过功能性受体特异性地诱
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