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摘要!目的8研究 &,甲基硫代腺苷";e!#对结肠癌"7M%%( 细胞增殖的影响及其相关机制% 方法8采用;ee比色法及软琼脂

克隆形成试验分析;e!对结肠癌"7M%%( 细胞增殖的影响$采用 F̀.0M/-Fi[̀ 的方法分析 D̀!聚合酶
%

依赖基因"M̀D!B&&<

ÒD!#及e_

%

d亚单位edi&dSN% 和dOQ% 基因 -̀ D!水平的变化$并采用LFBMFO3 d08M的方法分析了 e_

%

d亚单位 dSN% 蛋

白水平的变化% 结果8;e!对结肠癌"7M%%( 细胞具有明显的增殖抑制作用$在这一过程中$ D̀!聚合酶
%

依赖基因"M̀D!B&

&< ÒD!#的 -̀ D!水平明显下调'同时e_

%

d亚单位dSN% 在 -̀ D!水平和蛋白水平也出现了明显下调% 结论8;e!对结

肠癌"7M%%( 细胞具有明显增殖抑制作用' D̀!聚合酶
%

依赖基因转录的下调&e_

%

d亚单位dSN% 蛋白的下调可能在这一抗

肿瘤过程中起到重要作用%

关键词!&,甲基硫代腺苷结肠癌细胞增殖' D̀!'聚合酶
%
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52(/%.-/!P2H'-/#D'8e8BM2S1M4FO80F.3S -F74.3/B-8Q-FM410M4/8.SF38B/3F/3 7F00NO80/QFO.M/83 8Q78083 7.37FO"7M%%( 7F00B6>'/1N

"!(8;ee.BB.1.3S .3748O.JF,/3SFNF3SF3MJO8XM4 XFOF2BFS M8SFMF7MM4FFQQF7MB8Q-FM410M4/8.SF38B/3F83 NO80/QFO.M/83 /3 "7M%%(

7F00B'M4F0FPF08Q̀ D!i80

%

,SFNF3SF3M"M̀D!B$&<ÒD!# .3S M4FB2T23/MB8Qe_

%

d"edi$dSN% .3S dOQ%# MO.3B7O/NM/83 XFOFSF,

MF7MFS X/M4 M4F-FM48S 8Q̀ F.0M/-Fi[̀ 'M4F0FPF08QB2T23/M8Qe_

%

d"dSN%# NO8MF/3 X.BSFMF7MFS X/M4 M4F-FM48S 8QLFBMFO3 d08M6

A'(0,/(8;FM410M4/8.SF38B/3F7820S B/J3/Q/7.3M01/34/T/MM4FNO80/QFO.M/83 8Q"7M%%( 7F00B' D̀!i80

%

,SFNF3SF3M"M̀D!B$&< ÒD!#

MO.3B7O/NM/83 X.BS8X3OFJ20.MFS B/J3/Q/7.3M01'-̀ D!.3S NO8MF/3 8QM4FdSN% XFOF.0B8S8X3OFJ20.MFS B/J3/Q/7.3M01/3 M4/B782OBF6I")N

-,0(#")(8;FM410M4/8.SF38B/3F7820S /34/T/MB/J3/Q/7.3M01M4FNO80/QFO.M/83 8Q"7M%%( 7F00B.3S S8X3OFJ20.MF D̀!i80

%

,SFNF3SF3M

"M̀D!B$&< ÒD!#MO.3B7O/NM/83 .3S NO8MF/3 8QM4FB2T23/M8QM4Fe_

%

ddSN%$X4/74 -/J4MN0.1.-.A8OO80F/3 M4FMOF.M-F3M8Q7.37FO6

6'4 3"%!(!;FM410M4/8.SF38B/3F'[83083 7.37FO'[F00NO80/QFO.M/83' D̀!i80

%

99&,甲基硫代腺苷";FM410M4/8.SF38B/3F$;e!# 是

多胺和蛋氨酸代谢过程中$产生的代谢产物% 我们

以往的研究表明;e!可以明显抑制结肠癌细胞的

增殖(%)

% D̀!聚合酶
%

参与无翻译作用的 D̀!

"M̀D!B和 &< ÒD!B#的转录$其转录的上调$是肿

瘤细胞快速生长所必需的(#,')

% i80

%

基因的转录

的调控主要是通过调控e_

%

d复合体来实现的$e_

%

d复合体由三个亚单位 edi&dSN% 和 dOQ% 组

成(:,&)

% 本研究着重分析了 ;e!对结肠癌 "7M%%(

细胞的增殖抑制作用过程中 M̀D!B&&< ÒD!的转

录水平的变化$并进一步研究这一过程中 e_

%

d亚

单位edi&TSN% 和 TOQ% 的变化情况$以期发现 ;e!

抑制结肠癌细胞增殖的初步机制%

78材料与方法

7E78材料8结肠癌 "7M%%( 细胞购自 !e[[公司'

;e!$;ee自 </J-.公司购买$"7M%%( 细胞用含 %$$

-a+a

C%小牛血清的Y;+;培养液培养' D̀!提取

试剂盒自 fF3F-FJ.公司购买' è,i[̀ 引物设计如

下!edi"_# &Rf[e!ffeee[ef[ffe[f[fe

[,'R$" #̀ &R[efe![ef!ff[ef[ef[!fe

ef[e![,'R'dOQ% "_# &Rff!f[!f!f[[!!e[

!!f[[!,'R$" #̀ &R[!e[![[!e[![!f[[fe

!!e[,'R' dSN% " _# &Rf[fef!!f[[!!!efe,

[!ff'R$" #̀&R[!!efef[eff![e[ef[!f['R'

+(:(+
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M̀D!B和 &< ÒD!引物序列在参考文献(%)中有详

述% edi&dSN%&

"

,.7M/3 抗体购自 <.3 [O2E公司'

dOQ% 购自美国dFM410试剂公司%

7E;8方法

7E;E78细胞增殖检测8分为对照组和药物处理

组$"7M%%( 细胞在药物处理前 #: 4 种植于 ( 孔板

中% ;e!的四个不同梯度浓度分别为 $6&$%$# 和

' --80+a

C%

% 每一分组有两个复孔$药物作用

%( 4后$弃去培养液$分别加入 & J+a

C%

;ee溶液

%$$

!

a&新鲜培养液 % -a% 培养箱中放置 : 4 后$

加入 ;ee溶解剂 % -a$轻轻震荡$待结晶充分溶

解$用比色分光仪检测$用 !&*$ 3-测量值减去

!(?$ 3-测量值$差值与该组存活细胞数成正比

关系%

7E;E;8软琼脂克隆形成试验8实验分为对照组和

药物处理组$每一分组有两个复孔$先在培养板中

铺入 & -a含 $6&= 琼脂糖的 Y;+;作为基底层$

上层铺入混悬有 # y%$

: 个细胞的含 $6'&=琼脂糖

的Y;+;培养基 %6& -a$实验组中加入 % --80+

a

C%的 ;e!$处理过程中使每组均含有等量的二甲

基亚砜"Y;<H#$每一分组均另有 ( 个复孔$置于

'* x培养箱培养$第 : 天实验孔中加入含 % --80+

a

C%的;e!的培养基 %6& -a$对照组加入等量培养

基% * S后在倒置显微镜下计数 & 个高倍视野下形

成瘤巢的数目之和%

7E;E<8M̀D!B&&< ÒD!&edi&dSN% 和 dOQ% 的转录

水平检测8"%#药物处理及分组% 分为对照组和药

物处理组% 药物处理前细胞种植于 ( 孔板中$每一

分组有两个复孔$%( 4 后$向每孔加入 ;e!溶液和

Y;<H$使药物处理组中;e!的终浓度为 % --80+

a

C%

$药物作用时间为 ) 4% "## F̀.0M/-Fi[̀ % 总

D̀!的提取"按总 D̀!提取试剂盒说明书进行#&

7YD!的合成"按试剂盒说明书进行#&合成好的

7YD!按以下步骤进行 F̀.0M/-Fi[̀ 检测!

,

各 ?(

孔板分别加入! F̀.0M/-F反应混合液 <Kd̀ fOFF3 %$

!

a&对应引物各 $6&

!

a&7YD!&

!

a"%m%$$ 稀释

后#&水 :

!

a$共 #$

!

a'

-

每个样品要在同一 ?( 孔

板中除检测待测基因外$还需同时检测 "ìe$以利

于计算分析$每一样品重复 # 次'

.

按以下反应程

序进行!步骤 ?& x %& -/3'?& x %& B&(% x '& B$循

环 :$ 次'*# x & -/3': x Q8OFPFO% 反应完成后$确

定合适的,门槛-$ F̀.0M/-Fi[̀ 仪将为每个反应孔

提供一个[M值%

7E;E=8edi&dSN% 和dOQ% 的蛋白水平检测9"%#药

物处理及分组% 实验分为对照组和药物处理组%

药物处理前夜细胞种植于 %$ 7-培养皿中$每组重

复 # 次$%( 4后$向每孔加入;e!溶液和Y;<H$使

其甲基硫代腺苷的终浓度为 % --80+a

C%

$并使各

组含有等量Y;<H$药物处理时间为 ) 4% "##LFBM,

FO3 d08M% 细胞被处理后$经细胞裂解酶裂解&用

d[!测定各样本蛋白浓度$灌制 %$=的分离胶&&=

的浓缩胶进行 <Y<,i!f+电泳% 分别取各组 ($

!

J

蛋白样品进行 LFBMFO3d08M$经过电泳&转膜&封闭&

D[膜放置于 edi&dSN%&dOQ% 抗体"%m% $$$#&:x

摇床上作用 %( 4$取出与一抗结合的D[膜$ed<,e

洗涤 ' 次'将D[膜放置于 "̀ i标记二抗中"用 &$

J+a

C%脱脂奶粉稀释成 %m#$ $$$#中$室温下于摇

床上温育 % 4$取出与二抗结合的 D[膜$ed<,e洗

涤 ' 次'+[a检测试剂与膜作用 % -/3 后$暗室内

I线片显影&定影'以上每张膜在洗膜液中 &$ x

漂洗 '$ -/3后$用以上同样方法检测内参照蛋白

"

,.7M/3%

7E<8统计学方法8采用 <i<<%%6& 进行统计学处

理% 两组间比较用 .检验$多组间比较采用单因素

方差分析$并采用 a<Y法进行组间两两比较$'g

$6$& 为差异有统计学意义%

;8结果

;E78>K5对细胞增殖的影响8;ee比色试验结

果"表 %#$经单因素方差分析!;e!$&%&#&' --80

+a

C%

: 组间差异有统计学意义$I值 )$6%)$'t

$6$$$'采用a<Y法进行组间两两比较!除 #&' --80

+a

C%组间差异无统计学意义"'t$6%((#$其余各

组间差异均有统计学意义"'g$6$&#% 这就说明

;e!浓度在 $6& --80+a

C%以上时就可以明显抑制

"7M%%( 细胞的增殖$这种抑制作用在 $ \# --80+

a

C%范围内存在一定的剂量依赖关系%

表 78不同浓度>K5处理 9-/77G 后细胞存活率的变化

;e!浓度@--80+a

C% 存活率@= I值 '值

$ %$$6$$ l$6$'

$6& )(6%% l%6*&

% )$6#& l%6?$ )$6%) $6$$$

# (:6#: l)6%*

' ($6** l#6?%

99软琼脂克隆形成试验"图 %&表 ##计数表明!

对照组和药物处理组 & 个高倍视野下形成瘤巢

的数目之和分别为"(&6(* l)6%:#和"%&6'' l

#6$)# $两组之间统计分析提示 't$6$$$% 这就

进一步说明 ;e!对 "7M%%( 细胞的增殖存在明

显抑制作用%

+*:(+
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表 ;8对照组和处理组9-/77G 细胞形成瘤巢数的变化

组别 癌巢数 .值 '值

对照组 (&6(* l)6%:

药物处理组 %&6'' l#6$)

C%$6'* $6$$$

对照组

;e!@% --80+a

C%

图 78^"7 ++",&W

_7

>K5处理 S !后

9-/77G 细胞形成瘤巢的图片

;E;8>K5处理结肠癌9-/77G 细胞 X 1后/AY5("

@?%AY5的转录水平变化8 F̀.0M/-Fi[̀ 分析"表

'#结果表明!;e!% --80+a

C%作用 ) 4 后$设定对

照组的值为 %$M̀D!B&&< ÒD!的转录水平分别为

"$6&' l$6$&# "'t$6$$*#&"$6:: l$6$(# "'t

$6$$? #% 这说明 % --80+ a

C% 的 ;e!作用于

"7M%%( 细胞后$) 4 时间点上 M̀D!B&&< ÒD!的转

录水平出现了明显的下调%

表 <8与对照组比较#药物处理组9-/77G 细胞

/AY5("@?%AY5+AY5水平的变化
@Ll<

项目 药物处理组 .值 '值

M̀D!B $6&' l$6$& %#6$' $6$$*

&< ÒD! $6:: l$6$( %%6(? $6$$?

;E<8>K5处理结肠癌 9-/77G 细胞 X 1后 KQ

#

T

亚单位KT$"T%C7 和T!*7 基因+AY5水平的变化

8 F̀.0M/-Fi[̀ 分析结果表明!;e!% --80+a

C%

作用 ) 4后$设定对照组的值为 %$edi&dOQ% 和dSN%

基因 -̀ D!转录水平见表 :$这说明 % --80+a

C%

;e!作用于 "7M%%( 细胞后$) 4 时间点上 dSN% 基

因的 -̀ D!水平出现了明显的下调&而 edi&dOQ%

基因 -̀ D!转录水平没有出现明显变化%

表 =8与对照组比较#药物处理组9-/77G 细胞

KT$"T%C7 和T!*7 +AY5水平的变化
@Ll<

项目 药物处理组 .值 '值

edi %6$% l$6$) $6$(# $6?&

dOQ% %6$( l$6%% C$6$( $6?*

dSN% $6&& l$6$) (6?) $6$#)

;E=8>K5处理结肠癌 9-/77G 细胞 X 1后 KQ

#

T

亚单位2!*7 蛋白水平的变化8LFBMFO3 d08M蛋白分

析"图 ##结果表明!;e!% --80+a

C%作用 ) 4 后$

与对照组的相比较$dSN% 基因在蛋白水平出现了明

显的下调%

图 ;8与对照组比较#7 ++",&W

_7

>K5处理

9-/77G 细胞T!*7 蛋白的变化

<8讨论

99结肠癌术后血行转移是治疗失败的主要原因$

全身化疗可控制血行转移&降低术后肿瘤复发率%

但化疗常由于副作用大$对机体免疫系统抑制$病

人不能耐受(()

% 寻找疗效明确$副作用小的药物治

疗$是医学工作者不懈的追求%

;e!是多胺和蛋氨酸代谢过程中$产生的代谢

产物% 缺乏 ;e!代谢的关键酶 ;e!磷酸化酶

";e!i#的活性是许多肿瘤细胞的普遍特征% 缺乏

;e!i的肿瘤细胞分泌的 ;e!不能通过代谢途径

被分解$从而造成 ;e!的蓄积(*,%$)

% 目前研究表

明$提高肿瘤细胞内 ;e!浓度$会对肿瘤细胞增殖

的抑制作用(%%)

% ;e!可以有效的抑制 ;e!i活性

缺乏的肿瘤细胞$而含有 ;e!i的正常细胞同期可

以得到保护% 并有研究表明长时间给予老鼠高浓

度;e!$没有发现有毒副作用出现(%#)

%

我们以往的研究表明;e!对结肠癌 b̀H细胞

的增殖具有明显的抑制作用(%)

% 为了进一步研究

;e!对其它结肠癌细胞的增殖抑制作用$我们采用

了细胞增殖检测";ee#和软琼脂克隆形成试验的

方法$分析了;e!对结肠癌 "7M%%( 细胞的增殖抑

+):(+
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制作用% 研究表明$;e!对结肠癌 "7M%%( 细胞的

增殖同样具有明显的抑制作用%

目前为止$蓄积的 ;e!如何引起结肠癌细胞

增殖抑制作用的具体分子机制还不明确% D̀!聚

合酶
%

参与 M̀D!B和 &< ÒD!B的转录$M̀D!B和

&< ÒD!B直接参与蛋白质的合成(%')

% 这些小分子

D̀!与细胞的增殖密切相关% 诱发 D̀!聚合酶
%

转录$可以增加 M̀D!B和 &< ÒD!的产量$可以提

高细胞增殖并形成肿瘤的能力(%:)

%

本研究分析了;e!对结肠癌"7M%%( 细胞的增

殖抑制过程中i80

%

的转录产物 M̀D!B和 &< ÒD!

的影响$结果表明结肠癌 "7M%%( 细胞在 % --80+

a

C%

;e!作用 ) 4 后出现 D̀!聚合酶
%

转录的产

物 M̀D!B$&< ÒD!B水平的明显下调%

研究表明$ D̀!聚合酶
%

转录的上调$是肿瘤

细胞快速生长所必需的$也是肿瘤形成的重要条

件(#)

% 癌基因和抑癌基因对 i80

%

基因转录的调

控主要是通过调控 e_

%

d复合体来实现的$e_

%

d

复合体由三个亚单位edi&TSN% 和 TOQ% 组成(')

%

为了研究 ;e!引起结肠癌 "7M%%( 细胞 D̀!

聚合酶
%

转录的产物 M̀D!B$&< ÒD!B水平的下调

是否与 edi&TSN% 和 TOQ% 有关. 本研究首先采用

F̀.0M/-Fi[̀ 技术分析;e!处理结肠癌 "7M%%( 细

胞 ) 4后e_

%

d亚单位edi&TSN% 和 TOQ% 基因 -̀ ,

D!水平的变化% 结果表明 TSN% 基因的转录水平

出现了明显的下调&而edi&TOQ% 基因 -̀ D!转录水

平没有出现明显变化$这就提示 e_

%

d复合体亚单

位 TSN% 可能起重要作用% 为了进一步明确该结

论$我们又采用LFBMFO3 T08M技术$在蛋白水平进一

步进行研究% 研究结果支持了以上结论$;e!处理

结肠癌"7M%%( 细胞 ) 4后e_

%

d亚单位 TSN% 基因

在蛋白水平也出现了明显的下调%

综合以上研究$我们认为 ;e!对结肠癌

"7M%%( 细胞的增殖具有明显的抑制作用% 在这一

过程中$ D̀!聚合酶
%

转录的产物 M̀D!B$ &<

ÒD!B水平的明显下调' D̀!聚合酶
%

转录的主要

调控复合体的亚单位 TSN% 在 -̀ D!和蛋白水平均

出现了明显的下调% 这就从 D̀!聚合酶
%

转录水

平的调控角度分析了 ;e!对结肠癌细胞增殖抑制

的作用机制$这些研究将为 ;e!的临床推广提供
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