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ＭＴＡ２ 基因敲除抑制人乳腺癌 ＭＤＡ －ＭＢ －２３ １

细胞株增殖和迁移能力
翁 伟＼徐元宏 ＼宋晓菲

２

摘要 目 的 探讨人乳腺癌 ＭＤＡ －ＭＢ －Ｍ ｌ 细胞 ＭＴＡ２ 基因成为基因沉默疗法更为理想 的工具
［
６

］

。 该研究组

敲减后 ， 人乳腺癌生物学特性的改变 。 方法 体外化学合成体外化学合成 ＭＴＡ２ 的 ｓｈＲＮＡ
，进行慢病毒包装 ， 构

ＭＴＡ２ 序列特异性的 ｓＭＩＮＡ
，经慢病毒转染人乳腺癌细胞系建稳定低表达 ＭＴＡ２ 基 因 的 细胞株 ＭＤＡ －ＭＢ －２３ １

。

ＭＤＡ －ＭＢ －２３ １ 后 ， 挑选 出稳定低表达 ＭＴＡ２ 的细胞株 。 ＿通过对该细胞系与未感染慢病毒的细胞进行细胞增
敲除 了ＭＴＡ２＿＿ ， 定量实喊光 ＰＣＲ （ ｑ

ＲＴ －ＰＣＲ
） 、
ＷｅＳ ｔ

－

翻转移能力 的对 比
，
以及聽荷瘤实验帽组裸

ｅｍ＿ 法分别检测隠２ｍ驅 和蛋 白 的抑制水平 。 采 ｉｆ

鼠瘤体大小及肺部转移灶的差别 ， 观察 ＭＴＡ２ 干扰
ＣＣＫ －

８ 法 、
Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌｌ 迁移实验 以及划痕实验观察敲减 ＭＴＡ２ ，

－ＩＣ

对人乳腺癌 ＭＤＡ －ＭＢ －

２３ １ 细胞增殖 、迁移能力 的影 响 ， 体外
后人乳腺癌生物子＾性的改父 。

利用裸 鼠荷瘤实验进
一步观察 ＭＴＡ２ 敲除后乳腺癌生长 、转Ｊ材料与方法

移能力 的 变 化 。 结 果ＭＴＡ２ 的 ｓｈＲＮＡ 有 效 地 抑 制 了一

ＭＴＡ２ ｍＲＮＡ 和蛋 白水平 （
Ｐ ＜ ０ ． ０５

） 。
ｓｈＲＮＡ 干扰 ＭＴＡ２ 组１ ＿１ 材料与试剂 人乳腺癌细胞系 ＭＤＡ －ＭＢ －２３ １

的 ＭＤＡ －Ｍ Ｂ －

２３ １ 细胞 ， 细胞増殖能力 显著降低 （ 中科院细胞库 ） ；

ＭＴＡ２
、 ｐ

－

ａｃ ｔ ｉｎ 引 物 由 上海生工生

细胞侵袭 、迁移能力 明显降低 （
Ｐ ＜ 〇 ． ０５

） ； 裸 鼠荷瘤实验 中物工程有限公 司 合成 ；

ＲＮＡＴＲＩ ｚｏ ｌ
（ 美 国 Ｉｎｖ ｉ ｔｒｏ

ｇ
ｅｎ

ＭＴＡ２ 下调组瘤体明显更小 ， 而且肺部转移灶 明显减少 （
Ｐ ＜公司 ） ；

Ｐｒｉｍｅ ｒＳｃｒｉｐ ｔＲＴｒｅａ
ｇ
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、
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〇 ． 〇５
） 。 结论 ＭＴＡ２ 被稳定 干扰后 ， 乳腺癌 的 某些恶性生Ｔａ

ｇ

？

试剂 （ 日 本 ＴａＫａＲａ 公司 ） ； 小 鼠抗人单克隆抗

物学行为能有效抑制 ； 表 明 ＭＴＡ２ 与乳腺癌 的生长 、转移有体 ＭＴＡ２
、

（

３
－

ａｃ ｔ ｉｎ 以及羊抗 鼠二抗 （ 美 国 Ｓａｎ ｔａＣ ｒｕｚ

一定关系 。

公司 ） ；

ＮＣｓｈＲＮＡ 以及特异性干扰 ＭＴＡ２ 的 ｓｈＲＮＡ

关键词 ＲＮＡ 干扰 ；

ＭＴＡ２
；乳腺癌 ；

生长 ；转移序列 由 上海吉凯公司合成 ；

ＭＴＡ２ 的 ｓｈＲＮＡ 序列 为
由 阁令悉芸Ｒ７ ３７９＾
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 ；

Ｔｒａ腿 ｅ ｌ ｌ 小 室 （ 美 国 ｃ ｏｒ
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转移相关基 因 家族 （
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ｇ 公司 ） ；

Ｍ ａｔｒｉｇｅｌ 胶 （ 美 国 ＢＤ 公司 ） 。

ｆａｍ ｉ ｌ

ｙ ，ＭＴＡ ） 家族包含 ３ 个成员 ，

ＭＴＡ １
、
ＭＴＡ２ 和

Ｌ ２ 方法

ＭＴＡ３
。
ＭＴＡ １ 在很多肿瘤 巾 高表达 ， 如乳腺癌 、食

１ ．２ ＿１ＣＩ 实 时 焚 光 ＰＣＲ
（ｑ

ＲＴ －ＰＣＲ
）
法 检 测

管癌 、胰賴＿ｆ雜賤等
［

１
］

， 并且参与 了驗
ＭＴＡ２＃ｍＲＮＡＭ ４８

的转移和浸润
［

２ ３
］

。
ＭＴＡ２ 在蛋 白结构上与 ＭＴＡ １ＴＲＩｚｏ ｌ 试剂说 明 书 提取总 ＲＮＡ

，
经 ＰｎｍｅＳｃｎｐ ｔＲＴ

具有很細 同源性 ， 并且与核小体重构及组蛋 白去
Ｋｋ

＾
ｅＤＮＡ ° Ｓ？Ｐ— ｘＥＸ ＿

乙酰化酶 Ｎ ｕＤＲ 复合物有关
［

４ ５
］

。 因此 ＭＴＡ２ 也可
Ｔａｃ

Ｉ
试剂 ，进行灭光 ＰＣＲ 定量检测 。

ＭＴＡ２ 上游引

能参与 了实体肿瘤 的生长及转移 。
ＲＮＡ 干扰技术
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可 以有效地在转录后水平沉默基因 ， 是－种具有高
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度特异性 、高效性以及 自 我雜能力赚术 ， 目前Ｅｒｔ＃ ’ ± ｌ８Ｈ ｌ ｔ ｆ ：

５
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基金项 目 ： 安徽省科技麵公共服务平 台项 目 （ 编号 ：
簡〇講 ！ １

）￥退火 ３ 〇ｓ
，共 ４０ 个循环 。 Ｃ ｔ 值为母个反应管 内 的

作者单位 ：

１

安徽医科大学第－附属 医院检验科 ， 合肥 ２ ３ ００２２焚光 ｆ目号到达设定的域值时所经历的循环 ， 空 白 对

２

铜 陵市人 民 医院输血科 ， 铜陵 ２４４００９照组与实验组及阴性对照组的 比较 以 ＭＴＡ２ 焚光定

作者简 介 ： 翁 伟 ， 男 ， 主管检验师 ；量结果的 Ｃ ｔ 值减去
（

３
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ 的 Ｃ ｔ 值得 ＡＣ ｔ
，
以 空 白

徐 元宏 ， 男 ’ 教 授 ’ 主 任 医 师 ， 硕 士 生 导 师 ’ 责 任 作 者 ’

Ｅ
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 （

３
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１ ． ２ ． ２Ｗ ｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测 用 Ｒ ］ ＰＡ 和 ＰＭ Ｓ Ｆ 提缓冲液 （
ＰＢＳ

） 洗 ３ 次 ，

４％ 多 聚 甲 醛 固定 ，

Ｇ ｉ ｅｍ ｓａ 染

取转染 ４８ｈ 的各组培养细胞总蛋 白 Ｂ ＣＡ 法测定色 ， 显微镜下计数 ５ 个视野的细胞数 ， 求 出每个视野

蛋 白浓度 。 经 ］ ２％ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 胶 电泳后转膜 ， 室温的平均穿膜细胞数

下 ５％ 脱脂牛奶封闭 １ｈ
， 加一抗 ４ 丈 孵育过夜 。 次 １

． ２ ． ７ 裸鼠荷瘤 实验 将分别感染 了Ｌｖ
－

ｓｈＮ Ｃ 和

日 加二抗 ３ ７ｔ 温育 １ｈ
，

ＥＣＬ 发光液显色 。 以
（

３
－

ａｃ
－Ｌｖ

－

ｓｈＭＴＡ２ 病毒颗粒 的 Ｍ ＤＡ －Ｍ Ｂ －

２ ３ １ 细胞混悬 ，
以

ｔ ｉ ｎ 为 内参 。 ２００
＾

１／支的细胞悬液注射人乳腺脂肪垫 。 两组裸

１ ． ２ ． ３ 荧光显微镜观察转 染 效率 参照吉凯基因鼠除注射的细胞悬液 不 同 外 ， 操作一致 。 以后每隔

提供的说明书 ，在转染后 ８ｈ 荧光显微镜下观察转３ｄ 检测一次裸鼠荷瘤的瘤体大小 。 到第 ３０ 天将两

染效率 。组裸 鼠安乐死。 分别解剖 ， 观察计数肺部转移灶情

１ ． ２ ． ４ＣＣ Ｋ －

８ 法检测 细 胞增 殖能 力 正常和感染况 。

了病毒 的 ＭＤＡ － Ｍ Ｂ －２３ １ 细 胞分 别 混悬 ， 按 ５ｘ１ ０
＇

１

 １ ． ３ 统计学处理 应用 ＳＰＳＳ １ ５ ． ０ 软件进行分析 ，

个／孔接种于 ９６ 孔板 ０ 分别于培养后 １
、
２

、
３

、
４

、
５ｄ计量资料 以 表示 。 组 间 比较采用单 因 素方差

为检测点 。 每次检测前 ， 在培养液 中每孔加入 １ 〇 …分析 。

Ｃ ＣＫ －８ 试剂 ，
３ ７Ｔ 温箱孵育 ２ｈ

， 然后用酶标仪检测
２

４５ ０ｎｍ 处吸光度值 吸光度值代表细胞增殖情况

１ ． ２ ． ５划痕试验 取对数生长期 Ｍ ＵＡ －ＭＢ －２３ １ 细２ ． １ｑＲＴ
－ＰＣＲ 及 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 法检测 ｓｈＲＮＡ 干

胞 ，按 １ｘ ｌ Ｏ
５

个孔接种于 ６ 孔板 ， 温育 ２４ｈ 后分别扰 ＭＴＡ２ 基 因 及 蛋 白 的 表达 分别感染 了 含 Ｌｖ －

加人浓度 ５０ｎｍ ｏ ｌ 含有 Ｌｖ
－

ｓｈＮＣ
 （ 阳性对照组 ） 或 ｓｈＮＣ 和 Ｌｖ

－

ｓｈＭＴＡ２ 的病毒颗粒转 Ｍ ＤＡ －Ｍ Ｂ －２ ３ 丨 细

Ｌｖ
－

ｓｈＭＴＡ２
（ 实验组 ） 的培养基 ， 继续培养 ２４ｈ 后细胞 内 ， 当细胞生长密度达 到 约 ７０％ 时 ， 在荧光显微

胞 已铺满 ６ 孔板 ， 利用枪头尖在细胞培养液表面划镜下观察 ： 计数 １ ００ 个细胞 ， 其 中有绿色荧光的约 占

一

条划痕 （ 长约为 ２ｃｍ
） ， 继续培养 １ ２

、
２４ｈ 后镜下８ ０％

， 见 图 １
。 转 染 后 ４８ｈ 分 别 收 集 细 胞 的 总

观察各组 Ｍ ＤＡ －Ｍ Ｂ －２３ １ 细胞迁移变化情况 。ＲＮＡ 和总蛋 白 ， 经 ｑ
ＲＴ － ＰＣＲ 分析可 见实验组 ＭＴＡ２

１ ． ２ ． ６Ｔｒａｎ ｓｗ ｅ ｌ ｌ侵袭试验 将
Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ

ｇ
ｅ ｌ

胶 （
５ ０
ｐｉ

／相对量 （
］ ． ０９０±０ ．０９ ８

 ） 较 阴 性对 照 组 （
０ ．２０５±

孔 ） 均匀地铺在 Ｔ ｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 小室膜上 ， 收集转染 ４８ｈ０ ．００４
） 显著降低 （

《＝２０ ． １ ８
，

Ｐ＜０ ．０５
 ）Ｄ 见 图 ２

：

后的各组细胞 ２ｘ １ ０
５

个 ， 用 ２〇０
ｐ

ｉ 无血清 １ Ｍ０ 培Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ］ ｏ ｔ 法检测 实验组 和 阴性对照组 ＭＴＡ２ 蛋

养液稀释后接种 到小室 中 ， 将小室置于加有 ６００白水平也表明 ， 实验组 的 ＭＴＡ２ 水平显著降低 。 见

１ ５ ％ ＦＢ Ｓ １ ６４０ 培养 液 的 ２４ 孔板 内 ，

３ ７＾
、
５％Ｃ０

２图 ３
。 提示 ＭＴＡ２ 在人乳腺癌细胞 ＭＤＡ － Ｍ Ｂ －２ ３ １ 细

孵育 ７ ２ｈ 后取 出小室 ， 小心擦掉小室细胞 ， 磷酸盐胞 内被 明显敲除 ．

暴虜！



ｎ

图 １ 乳腺癌 ＭＤＡ －Ｍ Ｂ －２３ １ 细胞感染慢病毒后感染效率ｘ １ ００

Ａ
：空 白对照组 ；

Ｂ
：
Ｌ ｖ

－

ｓ ｈ Ｎ Ｃ
；

Ｃ
： Ｌ ． 、

－

ｓ ｈ Ｍ ＴＡ２
； 

１  ： 白 光 ；
２

： 荧光
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；

５ １
（
３

）
？

３ ７ ５
？

１ ． ５
－

盟 ６

「

＋
‘

个：
丨

，

丨 对照纽

Ｔ－

ｍ
－

Ｌｖ －

ｓ ｈＮＣ ｉ

■

１ 〇
＿ 

￣￣


ａ
－

Ｌ ｖ －

ｓｈＭＴＡ ２

｜

° ＇ ５
＇

 ＊ ？
２ －

０ ． ０ ＾ ■ １ Ｉ
 Ｑ

ｌ ｉ ｉ ｉ ｉ ｉ

１ ２ ３ ０ Ｉ２ ３４ ５６

图 ２ｑ ＲＴ
－ＰＣ Ｋ 法检测 乳腺癌细胞 ＭＴＡ２ 敲减后 ｍＲＮＡ 表达

Ｗ Ｎ
（
ｄ

）

丨

： 空 白对照组 ＾ 卜‘阢 ＾山－也呢 丨

’

六 ：＾ 与空 白对照组 比较 ：

＊

／、 ！ ） ． ５^ 图 ４ＣＣＫ＾ 法检测转染 ｓｈ Ｒ ＮＡ 后 ＭＤＡ － Ｍ Ｂ －

２３ １ 乳腺癌细胞增殖活性

与空 白对照组 比较 ：

＊

Ｐ ＜ ０ ． ０５

１ ２ ３

ＭＴＡ２ 镅■＾ 籲■＿＿？－较实验组快 （ 图 ５
） ；

Ｔ ｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 迁移试验显示 ， 在高倍

镜视野下 ， 阴性对照组 的细胞数 目 显著高 于实验组

… ■ 一 ［（
５ ９ １ ． ０± ３ ２ ． １

）１？（
２３ ７ ． ０± ２０ ． ４

） ，

／
）

＜ ０ ． ０５ １
， 见

ｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎＷＫｔＫｔＶＨＰ

图 ６
。 因此 ，

ＭＴＡ２ 被敲减后 ，

Ｍ １ 〕Ａ －Ｍ Ｂ －２ ３ １ 细胞 的

图 ３Ｗ ｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 法检测乳腺癌细胞 中 ＭＴＡ２ 敲减后蛋 白 表达侵袭 、迁移能力 明 显降低 。

丨
： 空 白对照组 ；

２
：
Ｌｖ

－

ｓｈＮＣ
；
３

：
Ｌ ｖ

－

ｓｈ ＭＴＡ２ ２ ． ４ＭＴＡ２ 干扰后肿瘤大小及肺部转移灶的 改变

为 了在体 内研究 ＭＴＡ２ 干扰后乳腺癌生长 的改变

２ ． ２ＭＴＡ２ 干 扰后 ＭＤＡ － ＭＢ －２３ １ 细 胞增 殖 能 力以及乳腺癌转移到肺部 的转移灶变化情况 ， 进行 了

检测 ＣＣＫ －

８ 法显示 ， 阴性对照组与实验组在第二裸 鼠荷瘤实验 。 结果表 明 ， 转染 了ｓｈＭＴＡ２ 后 ， 小 鼠

个监测点 （ 第 ２ 天 ） 时开始 出现明显差异 ， 表现为实负荷的肿瘤大小明显较阴性对照组小 。 而在计数肺

验组细胞增殖能力 明 显降低 ， 到第 ５ 天时实验组细部转移灶时显示 ， 阴性对照组有 ４ 只 裸 鼠 出 现 了 肺

胞吸 光 度 值 为 （
４ ． ６７± ０ ． ０９

） ， 而 阴 性 对 照 组 为部转移灶 （
４／６

） ， 这 ４ 只裸 鼠肺部转移灶个数分别

（
２ ． ４７± ０ ． １ ２

） ， 实验组约 为阴性对照组细胞活 力 的为 ３２
、
４５

、
１ ５

、
４〇 个 。 实验组 ６ 只裸鼠则有 ３ 只 出现

一半 （
Ｆ
＝

９ ． ２２０
，Ｐ ＜ ０ ． ０５

） 。 见图 ４
。了肺部转移灶 （

３／６
） ，

３ 只裸鼠肺部转移灶个数分别

２ ． ３ＭＴＡ２ 敲除后细胞侵袭 、迁移能 力 的变化 划为 ９
、

１ ０
、
４ 个 。 说明 ＭＴＡ２ 干扰后 ，乳腺癌细胞的肺

痕试验显示 ， 随着时间 的推移 ， 阴性对照组愈合速度转移能力也明显被抑制 （
？Ｐ ｆ Ｏ ．０５

） ， 见图 ７
。

图 ５ 乳腺癌细胞 中 ＭＴＡ２ 敲减后 ， 划痕实验检测细胞的迁移 能 力 ｘ
ｌ （ ）０
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；

５ １
 （

３
）

及防治有重要意 义 ． 目 前 Ｒ ｎ ａ 技 术 是分子水平研

ＶＸｉ １ ？



？

？

？

：

．

．究疾病的常用手段 ，
ＫＮＡ 干扰技术 的发现及其应用

＊

＊

．


１


．

．

． ＇

为乳腺癌的基因治疗带来 了新的思路
６

，

＇

ｖ
＇

＊

； ＇
－

／ ｔ ；

． 肿瘤转移是 目前肿瘤治疗的关键障碍 。 肿瘤的
＂

ｖ ？ ？
？

？转移包括很多步骤 ， 涉及很多分子表达 的改变
卞 １

、
？

：Ｃ ：
．

？

：乂
’

 Ｂ这些分子 主要 与 肿 瘤 转 移 及 分子 黏 附相关。 研

８ ００

「 究
［ ￣
显示 ， 敲除黏 附 分子 ｐ

ｌ ａｋ０
ｇ

ｌｄ ）ｍ
，
显 著降低 了

乳腺 癌 的 侵 袭 能 力 。 此 外 ，
Ｃ 末 端 结 合 蛋 白 ２

￣６０ ０
－

 ｒ＾ｎ （
Ｃ Ｉ Ｂ Ｐ２

） 也被认 为与乳腺 癌 的迁 移有 关
｜

１Ｗ １

。 研

究
［

１ ３
］

显示 ，

ＭＴＡ １ 在多种实体肿瘤 中 呈高表达 ， 并

｜

４〇 ０ ＂

 ＾且与 肿 瘤 的 转 移 和 侵 袭 有 关 。 结 构 上 ＭＴＡ２ 与
＾

 ｉ
〇 〇

＿ｒｉｎ ＭＴＡ １ 类似 ， 因此也被广泛研究 。
ＭＴＡ２ 首先被发现

在宫颈癌 中 高表达
［

４

、 此后 ，

〖＾八２ 相继被发现在

〇
Ｉ Ｉ


丨 Ｉ卵巢上皮癌 、肝细胞肝癌 、非小细胞肺癌存在异常表
Ａ Ｂ达 ，且与肿瘤 的浸润性表型相关 ，

如肿瘤更大 、预后

图 ６ＭＴＡ２ 敲减后 ，

Ｔ ｒａ ｎｓｗ ｃ ｌ 丨 实验检测 细胞 的迁移能 力 ｘ  １ ００更差以 及淋 巴结转移等
 １ Ｗ ４

］

。 但是虽然 ＭＴＡ２ 与

Ａ
ｚ

Ｌｖ ｓｈ ｌＵ Ｌ ｖ ｓ ｈＭＴＡｋ＾ Ｌｖ ｓ ｈ Ｎ Ｃ ｆｔｆ Ｐ ｃ Ｏ ． Ｏ ５ＭＴＡ １ 结构类似 ，

ＭＴＡ Ｉ 在乳腺癌中 已被证实与肿瘤

Ａ 转移有关 ， 有关于 ＭＴＡ２ 在乳腺癌 中 的作用却很少

Ｌｖ ｓ ｈＮＣ響琴 ？ 镰 曹？本研究结果显示 ，

ＭＴＡ２ 特异性 ｓｈＲＮＡ 处理后 ，

细胞的增殖能力 明显受限 ， 到第 ５ 天时 ， 实验组约 为
Ｌ Ｖ ＂

ＳｈＭＴＡ２

＿
阴制照组细胞数 目 的

－

半 。 而进－步的 Ｔｍ＿ｄ ｌ

实验显 示 ，

ＭＴＡ２敲 除 后 ，

ＭＤ Ａ －Ｍ Ｂ －２ ３ １细 胞 的侵

Ｂ 帛 、迁雜力侧般娜 ，删飾麵生长和增
５ ０

ｒ＃殖能力均下降 。 裸 鼠荷瘤实验显示 ， 感染特异性干

４〇
－！扰 ＭＴＡ２ 的 ＲＮＡ 病毒后 ， 瘤体较小 ， 且肺部转移灶

ｔ ＃ 明显减少 ， 这与体外实验结果一致 ， 表 明抑制 ＭＴＡ２

１

３ ０
＇－

Ｔ

－

 后 ， 乳 腺癌 的 生 长 和转 移 能 力 受 限 ， 进 一 步说 明

１２ ０
－ ＭＴＡ ２ 有促进乳腺癌生长 、转移的能力 。

＾
＿ＭＴＡ２ 在肿瘤的调节机制还不淸楚 。 研究

：

４

显
１ 〇

？

 ■ 

■

—

＾

―示 ，
ＭＴＡ２ 是 Ｎ ｕ Ｒ ｌ） 复合物 的重 要组成部 分 其功

０
——

：



，
■ ■ ■

，能很可 能 与 Ｎ ｕＲ Ｉ ） 密切 相 关 。 研 究
１ ５

显示 ＭＴ Ａ２
Ｌｖ －

ｓｈＮＣ Ｌｖ
－

ｓ ｈＭＴＡ ２

促进 胃癌促进生长 和转移 ， 并且受转录蛋 白 Ｓ
ｐ

ｉ 调

图 ７ＭＴＡ２ 干扰后 ，
裸 鼠乳腺癌模型 中瘤体大小 （

Ａ
１ Ｓ节 ， 因此 ， 进一步研究 ＭＴＡ２ 促进乳腺癌转移 的机

ｉｍｔＭ織有利于为乳腺癌转移的防治提供新的思路
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