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!!'摘要(!目的!探讨干扰 )F$v(%5(v6.60;0; 对葡萄膜黑色素瘤 J+.= 和 XnX;[细胞增殖)迁移)细胞周
期及凋亡的影响*!方法!培养 J+.= 和 XnX;[细胞株$通过实时荧光定量 HJ9分别检测 0 个靶向
)F$v(%5(v6.60;0; 的小干扰 9KI"F%9KI#的干扰效果$并选择干扰效果最好的 F%9KI进行后续实验* 将 J+.=
和 XnX;[细胞均分为阴性对照转染 "F%J,5&#组和干扰 "F%>)F$v(%5(v6.60;0;#组$采用细胞计数试剂盒 =
"JJi>=#和细胞克隆形成实验检测细胞增殖情况&采用 U5$3F2'&&实验检测细胞迁移情况&采用流式细胞术检
测细胞周期分布和细胞凋亡情况&采用荧光原位杂交实验检测 )F$v(%5(v6.60;0; 在细胞中的定位*!结果!
实时荧光定量 HJ9结果显示$0 个靶向 )F$v(%5(v6.60;0; 的 F%9KI中$以 F%>)F$v(%5(v6.60;0;w. 的靶点效果最
好$在 J+.= 和 XnX;[细胞中的干扰后表达水平分别为 6f;/0p6f6./ 和 6f</+p6f6;=$显著低于对照组的
.f6.0p6f66= 和 .f66<p6f.6="均[c6f66.#* JJi>= 结果显示$与 F%J,5&组相比$F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组 J+.=
和 XnX;[细胞增殖活力在转染后不同时间均显著降低$差异均有统计学意义"均[c6f6?#&细胞克隆形成实
验结果显示$F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组 J+.= 和 XnX;[细胞形成克隆数分别为 " .;p.#和 " <?p7#个$分别少于
F%J,5&组的";=p<#和"=0p0#个$差异均有统计学意义".x<f+0)7f<;$均 [c6f6?#&U5$3F2'&&实验结果显示$
F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组 J+.= 和 XnX;[细胞迁移数量分别为 " <p.#和 " ;<p;#个$分别少于 F%J,5&组的
"07p.;#和"?7p0#个$差异均有统计学意义".x0f+.).6f=6$均 [c6f6?#&流式细胞术检测结果显示$与 F%J,5&
组相比$F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组 J+.= 和 XnX;[细胞中 g. 期细胞的比例均明显升高)g;BX期比例均显著下
降$细胞凋亡率均显著升高$差异均有统计学意义"均 [c6f6?#&荧光原位杂交实验结果显示$)F$v(%5(v6.60;0;
在 J+.= 和 XnX;[细胞中定位在细胞核*!结论!干扰 )F$v(%5(v6.60;0; 可抑制 J+.= 和 XnX;[细胞增殖)迁
移和周期进程$并促进细胞凋亡* )F$v(%5(v6.60;0; 可能成为葡萄膜黑色素瘤新的治疗靶点*!
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XnX;[('&&F2$F'R$#%3'E 4G('&&(*D3,%3CT%,>= "JJi>=# $FF$G$3E ('&&(*&*3GS*5#$,%*3 $FF$G1U)'#%C5$,%*3 *S
J+.= $3E XnX;[('&&F2$FE','5#%3'E 4G,5$3F2'&&$FF$G1U)'('&&(G(&'E%F,5%4D,%*3 $3E $A*A,*F%F5$,'*SJ+.= $3E
XnX;[('&&F2'5'E','(,'E 4GS&*2(G,*#',5G1U)'&*($&%m$,%*3 *S)F$v(%5(v6.60;0; %3 J+.= $3E XnX;[('&&F2$F
,'F,'E 4G,)'S&D*5'F('3('%3 F%,D )G45%E%m$,%*3 'RA'5%#'3,"YNWZ#1!B()07-)!U)'5'FD&,F*S5'$&>,%#'oD$3,%,$,%Q'
HJ9F)*2'E ,)$,$#*3C,)',)5''F%9KIF,$5C',%3C)F$v(%5(v6.60;0;$F%>)F$v(%5(v6.60;0;w. )$E ,)'4'F,'SS'(,$
2)%() 5'ED('E ,)''RA5'FF%*3 &'Q'&*SC'3'%3 J+.= $3E XnX;[('&&F,*6f;/0 p6f6./ $3E 6f</+ p6f6;=$
F%C3%S%($3,)G&*2'5,)$3 .f6.0p6f66= $3E .f66<p6f.6= *S(*3,5*&C5*DAF"4*,) $,[c6f66.#1JJi>= 5'FD&,FF)*2'E
,)$,,)'A5*&%S'5$,%*3 $(,%Q%,G*SJ+.= $3E XnX;[('&&F2$FF%C3%S%($3,&G&*2'5%3 F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA ,)$3 %3
F%J,5&C5*DA $S,'5,5$3FS'(,%*3 "$&&$,[c6f6?#1U)'5'FD&,F*S('&&(&*3'S*5#$,%*3 F)*2'E ,)$,,)'(&*3'3D#4'5*S
J+.= $3E XnX;[('&&F%3 F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA 2'5'.;p. $3E <?p7$2)%() 2'5'F%C3%S%($3,&G&*2'5,)$3
;=p< $3E =0p0 %3 F%J,5&C5*DA$$3E ,)'E%SS'5'3('F2'5'F,$,%F,%($&&GF%C3%S%($3,".x<f+0$7f<;&4*,) $,[c6f6?#1
U5$3F2'&&$FF$G5'FD&,FF)*2'E ,)$,,)'3D#4'5*S#%C5$,%3CJ+.= $3E nX;[('&&F%3 F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA 2'5'
<p. $3E ;<p;$5'FA'(,%Q'&G$2)%() 2'5'F%C3%S%($3,&G&*2'5,)$3 07p.; $3E ?7p0 %3 F%J,5&C5*DA$$3E ,)'E%SS'5'3('F
2'5'F,$,%F,%($&&GF%C3%S%($3,".x0f+.$.6f=6&4*,) $,[c6f6?#1U)'5'FD&,F*SS&*2(G,*#',5GF)*2'E ,)$,(*#A$5'E
2%,) F%J,5&C5*DA$,)'A5*A*5,%*3 *Sg. A)$F'('&&F%3 J+.= $3E XnX;[('&&F%3 F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA %3(5'$F'E
F%C3%S%($3,&G$,)'A5*A*5,%*3 *Sg;BX A)$F'('&&FE'(5'$F'E F%C3%S%($3,&G$$3E ,)'3D#4'5*S$A*A,*,%(('&&F%3(5'$F'E
F%C3%S%($3,&G"$&&$,[c6f6?#1YNWZ'RA'5%#'3,F)*2'E ,)$,)F$v(%5(v6.60;0; 2$F&*($,'E %3 ,)'3D(&'%*SJ+.= $3E
XnX;[('&&F1!$/'.70)&/')!N3,'5S'5'3('2%,) )F$v(%5(v6.60;0; ($3 %3)%4%,,)'A5*&%S'5$,%*3$#%C5$,%*3 $3E (G(&'
A5*C5'FF%*3 *SJ+.= $3E XnX;[('&&F$$3E A5*#*,',)'%5$A*A,*F%F1)F$v(%5(v6.60;0; #$G4'$3'2,)'5$A'D,%(
,$5C',S*5DQ'$&#'&$3*#$1

"<(8 =/,2)#;nQ'$&#'&$3*#$& 9KI$ (%5(D&$5& 9KI$ F#$&&%3,'5S'5%3C& U)'5$A'D,%(,$5C',
>0'2+,/5,31% K$,%*3$&K$,D5$&W(%'3('Y*D3E$,%*3 *SJ)%3$"=;66;==0$ =;;;6.6=6.7$ =;.<..;=#& U)'

WA'(%$&H5*O'(,*SJ$A%,$&Z'$&,) 9'F'$5() $3E L'Q'&*A#'3," ;6;6>.>;6?; #& W(%'3('P U'()3*&*CGH5*O'(,*S
['%O%3CXD3%(%A$&W(%'3('P U'()3*&*CGJ*##%FF%*3 "@;6..6666??;66<?$ @.=..6666.=.=660 #& U)'H5%#%3C
W(%'3,%S%(9'F'$5() Y*D3E$,%*3 S*5,)'_D3%*59'F'$5()'5%3 ['%O%3CU*3C5'3 Z*FA%,$&$ J$A%,$&X'E%($&n3%Q'5F%,G
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!!葡萄膜黑色素瘤" DQ'$&#'&$3*#$$nX#是成年人
常见的原发性眼内恶性肿瘤$具有恶性程度高)发病隐
匿的特点$严重威胁患者的视力乃至生命安全* nX

起源于眼球壁的中间葡萄膜层$包括虹膜)睫状体及脉
络膜$具有高度侵袭性$约 ?6\的患者会出现转移性
nX- . <̂. * 目前$对于 nX缺乏有效的治疗手段$患者
的预后和生存率较差$nX发生转移后整体的生存时
间为 .6].; 个月 - ? /̂. * 因此$深入了解 nX的分子机
制$进而确定更有效的生物标志物和治疗靶点$对其早
期临床诊断)制定预防和治疗策略具有重要意义* 环
状 9KI"(%5(D&$59KI$(%5(9KI#是一种新型内源性非
编码 9KI$被认为是哺乳动物中一类稳定的调节转录
物

- 7 =̂. * (%5(9KI由 /反向剪接0反应产生$具有特征
性的共价闭环结构$并且在特定细胞类型或发育阶段
中特异性表达

- + .̂.. * (%5(9KI具有选择性保守的微小
9KI"#%(5*9KI$#%9KI#靶位点$可以通过 #%9KI海
绵调节下游基因的表达

- .;. * 近年 来 研 究 表 明$
(%5(9KI具有保守性)稳定性)丰富性以及动态性的特
点$使其成为新型临床诊断与治疗的重要靶点及标志
物&同时$(%5(9KI广泛存在于胶质瘤)乳腺癌)肝癌等

多种肿瘤中$是肿瘤发生和发展的重要调节因子 - .0. *

目前$已有部分 (%5(9KI被发现可作为皮肤黑色素瘤
的潜在靶标$如 (%5(v66/;;76- .<.

等$但是 (%5(9KI在
nX中的研究较匮乏* 本课题组先前研究比 较
(%5(9KI在 nX组织和正常葡萄膜组织中的表达 - .?. $

探讨了多个 (%5(9KI作为 nX诊断与预后标志物的可
能$发现与正常葡萄膜组织相比$)F$v(%5(v6.60;0; 在
nX组织中呈高表达$表明 )F$v(%5(v6.60;0; 有望成为
nX治疗新的潜在靶点* 此外$:%3 等 - ./.

研究发现

)F$v(%5(v6.60;0; 可能通过 #%9>//. 增强 9I[0L的表
达来促进皮肤黑色素瘤" WiX'&.)I07? 和 I=7?#的进
展$进一步提示了 )F$v(%5(v6.60;0; 在黑色素瘤中的
作用* 但尚未见 )F$v(%5(v6.60;0; 对 nX细胞作用的研
究报道* 本研究旨在探讨干扰 )F$v(%5(v6.60;0; 对 nX

细胞 J+.= 和 XnX;[增殖)迁移)周期和凋亡的影响*

C;材料与方法

C1C!材料
C1C1C!细胞及小干扰9KI来源!J+.= 和XnX;[细
胞株购自中国科学院细胞培养库* 0 个靶向 )F$v(%5(v

!?;;!中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

6.60;0; 的小干扰 9KI"F#$&&%3,'5S'5%3C9KI$F%9KI#
"F%>)F$v(%5(v6.60;0;w.)F%>)F$v(%5(v6.60;0;w;)F%>)F$v
(%5(v6.60;0;w0#及阴性对照"F%J,5&#由湖州河马生物
科技有限公司设计合成*
C1C1!!主要试剂及仪器!胎牛血清"6<>66;>.I$以色
列[N公司#&9HXN>./<6 培养基"<;<6.6<;#)胰蛋白酶
";?;66>67;# "美国 g%4(*公司#&.\青霉素 链̂霉素^

两性霉素 ["上海碧云天生物技术有限公司#&U5%m*&
"J$,w.??+/6.=$美国 I#4%*3 公司 #&实时荧光定量
HJ9试剂盒 "J$,wg=+.$加拿大 I4#公司 #&H5%#'5
W(5%A,9U试剂盒-996.<I$宝日医生物技术"北京#有
限公司.&U5$3FW,$5,U%A g5''3 oHJ9WDA'5X%R"Iq.<.>
6.$北京全式金公司生物技术有限公司#&结晶紫水溶
液"9;67??$上海源叶生物科技有限公司#&<\多聚甲
醛"上海国药集团化学试剂有限公司#&细胞计数试剂
盒"('&&(*D3,%3CT%,$JJi#>=" <6;60"W=6#)细胞周期
检测试剂盒"<606."W/6# -翌圣生物科技"上海#股份
有限公司.&凋亡试剂盒" ==>=667$美国 U)'5#*Y%F)'5
W(%'3,%S%(公司#&U5$3F2'&&试剂盒 " 0<;;$美国 J*53%3C
公司#&JG$3%3'0 标记的 )F$v(%5(v6.60;0; 探针)荧光
原位杂交试剂盒 "广州锐博生物科技有限公司 #*
9'$&>,%#'HJ9仪 " 7?66Y$F,La$美国 U)'5#*Y%F)'5
W(%'3,%S%(公司 #&流式细胞仪 "JG,*Y:"a YJX$美国
['(T#$3 公司#&荧光显微镜 "Na7.$日本 M&G#ADF公
司#&倒置显微镜"n;>9Y:U.66$美国 WHe %3EDF,5%$&公
司#&JM; 培养箱"XJM>.=IJ$日本 HZJ4%公司#&低速
离心机":0>?i$湖南可成仪器设备有限公司#&超净工
作台"i:J@>==6I$北京亚泰科隆仪器技术有限公司#&
酶标仪"N3S%3%,'Y?6$瑞士 U'($3 公司#*
C1!!方法
C1!1C!细胞培养!取 J+.= 和 XnX;[细胞株$置于
含 .6\胎牛血清和 .\青霉素 链̂霉素 两̂性霉素 [的
9HXN>./<6 培养基中$于 07 `)?\ JM; 的培养箱中

培养* 细胞培养 0 E 后传代$待细胞处于对数生长期
后进行后续研究*
C1!1!!实时荧光定量 HJ9检测各 F%9KI的干扰效
果!取对数生长期 J+.= 和 XnX;[细胞$接种至 / 孔
板$细胞接种密度为 ;y.6? B孔$分为阴性对照"F%J,5&#
组)F%>)F$v(%5(v6.60;0;w. 组)F%>)F$v(%5(v6.60;0;w; 组
和 F%>)F$v(%5(v6.60;0;w0 组* 当细胞融合度达 76\]
=6\时$替换为不含胎牛血清和青霉素 链̂霉素 两̂性

霉素 [的培养基&培养 < ) 后$使用 9KI%#$R转染试
剂分别将 F%J,5&)F%>)F$v(%5(v6.60;0; w.)F%>)F$v(%5(v
6.60;0;w; 和 F%>)F$v(%5(v6.60;0;w0 转染到各组细胞

中$继续培养 <= )* 干扰序列如下% F%>)F$v (%5(v
6.60;0;w. 为 ?V>JnngInJnnggnJIJnJIJII>0V&F%>
)F$v(%5(v6.60;0; w ; 为 ? V>InJnngInJnnggnJIJ
nJIJ>0V&F%>)F$v(%5(v6.60;0;w0 为 ?V>nnJInJnngIn
JnnggnJIJn>0V&F%J,5&为 ?V>nnJnJJgIIJgngnJI
Jgn>0V* 弃去培养基$使用 H[W 洗涤细胞 ; 次* 在 /
孔板中直接加入 . #&U5%m*&裂解细胞* 提取细胞总
9KI并逆转录为 (LKI&按照实时荧光定量 HJ9试剂
盒说明书进行 HJ9扩增* 引物序列如下% )F$v(%5(v
6.60;0; 正向引物序列为 ?V>JUJIIUUJgUUUgUJJJ
UggJ>0V$反向引物序列为 ?V>ggIJIJJgUJUJUJUgg
UJI>0V&(>$(,%3 正向引物序列为 ?V>JIUgUIJgUUgJ
UIUJJIggJ>0V$反向引物序列为 ?V>JUJJUUIIUgUJ
IJgJIJgIU>0V* HJ9扩增程序%+? `预变性 0 #%3&
+? `变性 .? F$/6 `退火 06 F$7; `延伸 06 F$共 <6
个循环* 反应体系%U5$3FW,$5,U%A g5''3 oHJ9WDA'5
X%R.6 %&$正)反向引物各 . %&$模板 . %&$双蒸水补
齐至 ;6 %&* 以 (>$(,%3 为内参$采用 ; )̂)J,

法计算

)F$v(%5(v6.60;0; 相对表达量*
C1!1F!细胞分组转染!取处于对数生长期的 J+.=
和 XnX;[细胞$按 0y.6? B孔分别接种至 / 孔板中$分
为 F%J,5&组和 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组* 参照 .1;1; 部
分方法分别将 F%J,5&和 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 转染到各
组细胞$转染后 ;< ) 更换完全培养基进行后续实验*
C1!1#!JJi>= 法检测细胞活力!取对数生长期 J+.=
和 XnX;[细 胞$ 调 整 细 胞 浓 度 至 . 666B%&$ 按
.66 %&B孔接种于 +/ 孔板中&常规培养 ;< ) 后按照
.1;10 方法分组 转 染 相 应 F%9KI$ 并 置 于 07 `)
?\ JM; 培养箱中分别培养 ;<)<=)7; 和 +/ )* 每孔
加入 .6 %&JJi>= 溶液后$将培养板置于培养箱内孵
育 < )* 使用酶标仪测定在 <?6 3# 处的吸光度
"$4F*54$3('$ 2# 值* 细 胞 活 力 "\# x " 2干扰组 ^
2空白溶剂孔 # B"2F%J,5&组 2̂空白溶剂孔 #y.66\* 实验重复 0 次*
C1!1G!细胞克隆形成实验检测细胞增殖能力!分别
收集转染后的 J+.= 和 XnX;[细胞$将 XnX;[细胞
按 . /66B孔或 J+.= 细胞按 ; <66B孔分别接种于 / 孔
板$每 0 E 换液 . 次$持续培养 .? E* 磷酸盐缓冲液
"A)*FA)$,'4DSS'5F$&%3'$H[W#洗涤 . 次$每孔加入 . #&
<\多聚甲醛$固定 06 ]/6 #%3$H[W 洗涤 . 次* 每孔
加入结晶紫水溶液 " . h.稀释# ?66 %&$染色 .? #%3*
双蒸水洗涤数次$晾干$数码相机拍照$并进行细胞克
隆计数* 实验重复 0 次*
C1!1H!U5$3F2'&&实验检测细胞迁移能力!分别收集
转染后的 J+.= 和 XnX;[细胞$加入培养基重悬细胞

!/;;! 中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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并调整 J+.= 细胞和 XnX;[细胞浓度分别为 ;y.6/

和 0y.67 B#&* 取 .66 %&细胞悬液加入 U5$3F2'&&小室
上层$置于细胞培养箱中$培养 ;< )* 弃去小室上)下
层液体后重新向 ;< 孔板中加入 ?66 %&H[W$小室中加
;66 %&H[W$静置清洗 ? #%3* 弃去 H[W$向 ;< 孔板小
孔内加入 ?66 %&甲醇固定 .6 #%3$弃甲醇$向 ;< 孔板
小孔内加入 ?66 %&结晶紫染色液染色 ;6 #%3* 向小
孔内重新加入 ?66 %&H[W$使用棉签轻轻擦拭小室底
膜上层细胞$ H[W 清洗小室底膜$ .6 #%3B次$清洗
0 次* 将 U5$3F2'&&小室置于透明)干净载玻片上$光学
显微镜下观察并拍照* 实验重复 0 次*
C1!1I!流式细胞术检测细胞周期!分别收集转染的
J+.= 和 XnX;[细胞$. 666y) 离心 ? #%3$弃上清$使
用 . #&预冷 H[W 清洗细胞 . 次$离心收集细胞* 细胞
沉淀使用 . #&预冷 76\乙醇轻轻混匀$< `固定过
夜* . 666y) 离心 ? #%3 沉淀细胞* 使用 . #&预冷
H[W 重悬细胞$ . 666 y) 离心 ? #%3 沉淀细胞* 在
6f;? #&染色缓冲液中加入 ? %&碘化丙啶" A5*A%E%D#
%*E%E'$HN# 溶液和 .6 %&9K$F'I溶 液$ 避 光 静 置
.? #%3$进行流式细胞仪上机检测* 采用 JG,"RA'5,
"8'5F%*3 ;1<$美国 ['(T#$3 J*D&,'5公司#分析软件进
行细胞 LKI含量和光散射分析$并计算细胞周期的分
布情况* 实验重复 0 次*
C1!1J!流式细胞术检测细胞凋亡!分别收集转染后
的 J+.= 和 XnX;[细胞* 使用 H[W 洗涤细胞 . 次后$
低速离心收集细胞$使用 . 倍结合缓冲液重悬细胞*
向 .66 %&细胞悬液中加入 ? %&荧光染料偶联的
I33'R%3 8>YNUJ 和 ?%&HN染 液$ 室 温 避 光 孵 育
.? #%3* 制备好的细胞悬液在 < ) 内进行流式细胞仪
上机检测* 采用流式分析软件 JG,"RA'5,对实验结果
进行分析$计算细胞凋亡率* 实验重复 0 次*
C1!1K!荧光原位杂交实验确定 )F$v(%5(v6.60;0; 在
细胞中的定位!分别将J+.= 和XnX;[细胞接种于 /
孔板中$置于 07 `)?\ JM; 培养箱中培养 ;< )* 采
用 )F$v(%5(v6.60;0; 探针标记细胞$采用荧光原位杂
交试剂盒检测 )F$v(%5(v6.60;0; 表达信号$使用 LIHN
进行 细 胞 核 染 色* 荧 光 显 微 镜 下 观 察 细 胞 中
)F$v(%5(v6.60;0; 的 表 达 情 况 和 定 位$ )F$v (%5(v
6.60;0; 表现为红色荧光$细胞核为蓝色荧光 - ./. $以
.=W 和 n/ 作为内参对照$.=W 分布在细胞质中$n/ 分
布在细胞核中*
C1F!统计学方法

采用 WHWW .+16统计学软件进行统计分析* 各计量
资料经 W)$A%5*>e%&T 检验证实符合正态分布$以 Rp4表

示* ;个组间细胞形成克隆数量)迁移细胞数)不同周期
细胞百分比)细胞凋亡率差异比较采用独立样本 .检验*

各组间 )F$v(%5(v6.60;0; 相对表达量比较采用单因素方
差分析$两两比较采用 :WL>.检验* 各组不同时间点细
胞活力比较采用两因素方差分析$两两比较采用 :WL>.

检验* 采用双侧检验$[c6f6? 为差异有统计学意义*

!;结果

!1C!各组 F%9KI干扰效果比较
实时荧光定量 HJ9结果显示$在 J+.= 细胞中$各

组 )F$v(%5(v6.60;0; 相对表达量总体比较差异有统计
学意义 " Zx.+f.6$ [x6f66= #$其中 F%>)F$v (%5(v
6.60;0;w . 组 )F$v(%5(v 6.60;0; 的相对表达量为
6f;/0p6f6./$F%>)F$v(%5(v 6.60;0; w ; 组为 6f;07 p
6f.6=$对照组表达量为 .f6.0p6f66=$而 F%>)F$v(%5(v
6.60;0;w0 靶点对 )F$v(%5(v6.60;0; 表达无干扰效果*
F%>)F$v(%5(v6.60;0;w. 与 F%J,5&组比较差异有统计学
意义"[c6f6?# "图 .I#* 在 XnX;[细胞中$各组
)F$v(%5(v6.60;0; 相对表达量总体比较差异有统计学
意义"Zx<+f.7$[c6f66.#$其中 F%>)F$v(%5(v6.60;0;w
. 组相对表达量为 6f</+p6f6;=$对照组相对表达量为
.f66<p6f.6=$而 F%>)F$v(%5(v6.60;0;w; 和 F%>)F$v(%5(v
6.60;0;w 0 组相对表达量分别为 6f/;6 p6f67< 和
6f?00p6f6.;$差异均有统计学意义"均 [c6f6?# "图
.[#* 因此$选择 F%>)F$v(%5(v6.60;0; w. 进行下一步
研究*

BA1 2 3 4hs
a_
ci
rc
_0

10
32

32
相

对
表

达
量

6

4

2

0

1.5

1.0

0.5

0

hs
a_
ci
rc
_0

10
32

32
相

对
表

达
量

a

a a
a

1 2 3 4

图 C;各组 %)3N.&,.N"C"F!F! 相对表达量比较 "单因素方差分析$
:WL>.检验$'x0#!I4J+.= 细胞中各组 )F$v(%5(v6.60;0; 表达量比

较!Zx.+f.6$[x6f66=1与 F%J,5&组比较$$[c6f66.![4XnX;[细胞
中各组 )F$v(%5(v6.60;0;表达量比较!Zx<+f.7$[c6f66.1与 F%J,5&组

比较$$[c6f66.!.4F%J,5&组&;4F%>)F$v(%5(v6.60;0;w. 组&04F%>)F$v
(%5(v6.60;0;w; 组&<4F%>)F$v(%5(v6.60;0;w0 组
>&50,(C ; $/1+3,&)/' /4-%(,(73-&6((*+,())&/' /4%)3 N .&,.N
"C"F!F! 31/'5 63,&/0) 5,/0+) " M3'>2$G IKM8I$ :WL>.,'F,$
'x0#!I4J*#A$5%F*3 *S,)'5'&$,%Q''RA5'FF%*3 *S)F$v(%5(v6.60;0; %3
J+.= ('&&F! Zx.+f.6$ [x6f66=1J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$
$[c6f66.! [4 J*#A$5%F*3 *S,)'5'&$,%Q''RA5'FF%*3 *S)F$v (%5(v
6.60;0; %3 XnX;[('&&F!Zx<+f.7$[c6f66.1J*#A$5'E 2%,) F%J,5&

C5*DA$$[c6f66.! .4F%J,5&C5*DA& ;4F%>)F$v(%5(v6.60;0; w . C5*DA&
04F%>)F$v(%5(v6.60;0;w; C5*DA&<4F%>)F$v(%5(v6.60;0;w0 C5*DA

!7;;!中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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图 F;各组细胞克隆数量比较;I2各组 J+.= 细胞克隆形成情况"结晶紫y;66#![2各组 J+.=

细胞形成克隆数比较!与 F%J,5&组比较$$[c6f6?"独立样本 .检验$'x0#!J2各组 XnX;[细胞

克隆形成情况"结晶紫y;66#!L2各组 XnX;= 细胞克隆数比较!与 F%J,5&组比较$$[c6f6?"独
立样本 .检验$'x0#!.2F%J,5&组&;2F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组
>&50,(F; $/1+3,&)/'/4-%('01:(,/4.(77.7/'()4/,1(2:(-=(('-=/ 5,/0+)! I2 J&*3'
S*5#$,%*3 *SJ+.= ('&&F"(5GF,$&Q%*&',y;66#![2J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5(&*3'FS*5#'E 4GJ+.=

('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.3,'F,$'x0#!
J2J&*3'S*5#$,%*3 *SXnX;[('&&F"(5GF,$&Q%*&',y;66# !L2J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5*S(&*3'F

S*5#'E 4GXnX;[('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,
F$#A&'F.3,'F,$'x0#!.2F%J,5&C5*DA$;2F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA

!1!!各组不同时间点细胞活力和细胞克隆数比较
JJi>= 检测结果表明$与 F%J,5&组相比$F%>)F$v

(%5(v6.60;0; 组 J+.= 和 XnX;[细胞转染后各时间点
的增殖活力均显著降低* 相较于转染第 . E$转染后
< E$J+.= 细胞中 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组的细胞活力为
".0?f++ p6f+6 #\$显著低于 F%J,5&组的 " ;.6f/; p
;f?/#\$差异有统计学意义 ".x0=f=/$[c6f66.#&
XnX;[细胞中 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组的细胞活力为
";6;f0/ p+f;6 #\$显著低于 F%J,5&组的 " ;<=f+. p
6f?0#\$差异有统计学意义 ".x7f.<.$[c6f6. #
"图 ;#* 细胞克隆形成实验结果显示$J+.= 细胞中 F%>
)F$v(%5(v6.60;0; 组细胞克隆数为" .;p.#个$显著低
于 F%J,5&组的";=p<#个$差异有统计学意义".x<f+0$
[x6f66=#&XnX;[细胞中 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组细
胞克隆数为 " <?p7#个$显著低于 F%J,5&组的 " =0p0#
个$差异有统计学意义".x7f<;$[x6f66;#"图 0#*
!1F!各组细胞迁移能力比较

U5$3F2'&&检测结果显示$J+.= 细胞中 F%>)F$v(%5(v
6.60;0; 组迁移细胞数为"<p.#个$显著低于 F%J,5&组
的" 07 p.; # 个$差异有统计学意义 ".x0f+.$[x
6f6.7#&在 XnX;[细胞中 F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组迁
移细胞数为 " ;<p;#个$显著低于 F%J,5&组的 " ?7p0#
个$差异有统计学意义".x.6f=6$
[c6f66.#"图 <#*
!1#!各组不同细胞周期比例
比较

流式细胞术结果显示$J+.=
细胞中 F%>)F$v (%5(v 6.60;0; 组
g6Bg. 期细胞比例为 " =<f00 p
6f67 #\$显著高于 F%J,5&组的
"76f?. p6f<= #\$ W 期和 g;BX
期细 胞 比 例 分 别 为 " ?f?/ p
6f00#\和 " +f+;p6f.6#\$均显
著 低 于 F%J,5&组 的 " ..f;= p
6f;<#\和".7f+=p6f?/#\$差异
均有 统 计 学 意 义 " .x<6f?6)
00f76) ;6f66$ 均 [c6f66. #&
XnX;[ 细 胞 中 F%>)F$v (%5(v
6.60;0; 组 g6Bg. 期细胞比例为
"?.f;7p6f/=#\$显著高于 F%J,5&
组的 " <7f<= p6f7?#\$g;BX期
细胞比例为 " <<f6=p.f=6#\$显
著 低 于 F%J,5&组 的 " <+f0; p
6f7/#\$差异均有统计学意义
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图 !;各组不同时间点细胞活力比较"独立样本 .检验$[*3S'55*3%校
正$'x0#!I2各组不同时间点 J+.= 细胞活力比较!与相应时间点

F%J,5&组比较$$[c6f66.![2各组不同时间点 XnX;[细胞活力比

较!与相应时间点 F%J,5&组比较$$[c6f66.$4[c6f6.!F%J,5&2阴性
对照 F%9KI&F%>)F$v(%5(v6.60;0;2靶向 )F$v(%5(v6.60;0; 的 F%9KI
>&50,(! ; $/1+3,&)/' /4.(776&3:&7&-8 3-2&44(,('--&1(+/&'-)
:(-=(('-=/ 5,/0+)"N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,$[*3S'55*3%(*55'(,%*3$
' x0 # ! I2J*#A$5%F*3 *SJ+.= ('&&Q%$4%&%,G! J*#A$5'E 2%,) F%J,5&

C5*DA $,(*55'FA*3E%3C,%#'A*%3,F$$[c6f66. ! [2 J*#A$5%F*3 *S
XnX;[('&&Q%$4%&%,G!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA $,(*55'FA*3E%3C,%#'

A*%3,F$$[c6f66.$4[c6f6. ! F%J,5&2 3'C$,%Q'(*3,5*&F%9KI&F%>)F$v
(%5(v6.60;0;2F%9KI,$5C',%3C)F$v(%5(v6.60;0;

".x?f;=/)0f7+$均[c6f6?#"图 ?#*
!1G!各组细胞凋亡率比较

流式细胞术结果显示$F%>)F$v(%5(v 6.60;0; 组
J+.= 和 XnX;[细胞凋亡率分别为".?f</p6f;0#\
和" .<f+6p6f// #\$均显著多于F%J,5&组的 " +f0.p

间=;;间 中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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图 #;各组 $KCJ 和 P2P!R细胞迁移数比较;I%各组 J+.= 细胞迁移情况"结晶紫y;66#![%
各组 J+.= 细胞迁移数比较!与 F%J,5&组比较$$[c6f6?"独立样本 .检验$'x0#!J%各组 XnX;[
细胞迁移情况"结晶紫y;66#!L%各组 XnX;[细胞迁移数比较!与 F%J,5&组比较$$[c6f6?"独
立样本 .检验$'x0#!.%F%J,5&组&;%F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组
>&50,(# ; $/1+3,&)/' /4-%('01:(,/41&5,3-&'5 $KCJ 3'2 P2P!R .(77):(-=((' -=/
5,/0+);I%X%C5$,%*3 *SJ+.= ('&&F"(5GF,$&Q%*&',y;66#![%J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5*S#%C5$,%3C
J+.= ('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.3,'F,$
'x0#!J%X%C5$,%*3 *SXnX;[('&&F"(5GF,$&Q%*&',y;66#!L%J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5*S#%C5$,%3C
XnX;[('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.3,'F,$
'x0#!.%F%J,5&C5*DA&;%F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA
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图 G;各组不同细胞周期分布比较!I%各组 J+.= 细胞周期分布流式细胞图![%各组 J+.= 细胞
周期分布量化比较!与相应细胞周期 F%J,5&组比较$$[c6f66."独立样本 .检验$'x0#!J%各组
XnX;[细胞周期分布流式细胞图!L%各组 XnX;[细胞周期分布量化比较!与相应细胞周期
F%J,5&组比较$$[c6f6?"独立样本 .检验$'x0#!F%J,5&%阴性对照 F%9KI& F%>)F$v(%5(v6.60;0;%靶
向 )F$v(%5(v6.60;0; 的 F%9KI
>&50,(G;$/1+3,&)/'/4.(77.8.7(2&)-,&:0-&/':(-=(('-=/ 5,/0+)!I%Y&*2(G,*#',5G*SJ+.=
('&&(G(&'E%F,5%4D,%*3![%qD$3,%,$,%Q'(*#A$5%F*3 *S('&&(G(&'E%F,5%4D,%*3 *SJ+.= ('&&F4',2''3 ,2*
C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA $,,)'(*55'FA*3E%3C('&&(G(&'F$$[c6f66. "N3E'A'3E'3,F$#A&'F
.>,'F,$'x0#!J%Y&*2(G,*#',5G*SXnX;[('&&(G(&'E%F,5%4D,%*3!L%qD$3,%,$,%Q'(*#A$5%F*3 *S('&&
(G(&'E%F,5%4D,%*3 *SJ+.= ('&&F4',2''3 ,2*C5*DAF!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA $,,)'(*55'FA*3E%3C('&&
(G(&'F$$[c6f6? "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.>,'F,$ ' x0# ! F%J,5&% 3'C$,%Q'(*3,5*&F%9KI&F%>)F$v(%5(v
6.60;0;%F%9KI,$5C',%3C)F$v(%5(v6.60;0;

6f6?#\和 "?f7+p6f.<#\$差异
均有 统 计 学 意 义 " .x0/f=0组
.+f6;$均 [c6f66.#"图 /#*
!1H!)F$v(%5(v6.60;0; 在 J+.=
和 XnX;[细胞中的定位

荧光原位杂交实验结果显

示$)F$v(%5(v6.60;0; 与细胞核染
色存在共定位$)F$v(%5(v6.60;0;
主要在细胞核中表达"图 7#*

F;讨论

nX患者常见的临床表现为
无痛性视力下降组视野缺损组光幻
觉或虹膜颜色改变等&约 06\的
nX患者无症状$仅能通过常规眼
底检查发现

- .7. * 目前$nX有多
种治疗方式$包括经质子束放射
治疗组巩膜敷贴放射治疗组经瞳孔
温热疗法组激光光凝和肿瘤局部
切除以及眼球摘除等

- .=. * nX早
期可发生肿瘤转移$转移至肝脏组
肺部和骨骼$分别约占 =+\组;+\
和 .7\- .+>;.. * 目前$nX患者在
诊断后 ?组.?组;? 和 0? 年的病死
率 分 别 为 0.\组 <?\组 <+\ 和
?;\- ?$;;. * 现阶段$nX诊断和预
后的有效分子标志物及治疗靶点

仍十分欠缺$亟待使用新的研究
思路和手段来发掘 nX转移过程
中的关键调控因子$为 nX的临
床诊疗提供新的线索*

(%5(9KI早期被认为是转录
错 误 或 副 产 物

- ;0. & 近 年 来$
(%5(9KI因其在恶性肿瘤发生和
发展中的重要调控作用已成为肿

瘤领域的研究热点
- ;;. * J%9W>7

是一种经典的促癌 (%5(9KI$在
多种肿瘤中呈异常高表达$包括
肝癌组肺癌组结直肠癌组乳腺癌和
食管癌等&研究表明其可竞争结
合抑癌基因 #%9>7$拮抗 #%9>7
对 HN0iBIiU组"9gY等促肿瘤
增生信号通路的抑制作用$进而
增强肿瘤细胞的增殖能力

- ;<. *

!+;;!中华实验眼科杂志 ;6;< 年 0 月第 <; 卷第 0 期!J)%3 _"RA MA),)$&#*&$X$5() ;6;<$8*&1<;$K*10
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图 H;各组细胞凋亡数比较;I2各组 J+.= 细胞凋亡流式细胞图![2各组 J+.=

细胞凋亡率比较!与 F%J,5&组比较$$[c6f66."独立样本 .检验$'x0#!J2各组

XnX;[细胞凋亡流式细胞图!L2各组 XnX;[细胞凋亡数比较!与 F%J,5&组比

较$$[c6f66."独立样本 .检验$'x0#!.2F%J,5&组&;2F%>)F$v(%5(v6.60;0; 组

>&50,(H;$/1+3,&)/'/4.(773+/+-/)&)31/'5 63,&/0)5,/0+)!I2Y&*2(G,*#',5G

*SJ+.= ('&&$A*A,*F%F! [2 J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5*S$A*A,*,%(J+.= ('&&F!

J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f66. "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.3,'F,$'x0#!J2Y&*2

(G,*#',5G*SXnX;[ ('&&$A*A,*F%F! L2 J*#A$5%F*3 *S,)'3D#4'5*S$A*A,*,%(

XnX;[('&&F!J*#A$5'E 2%,) F%J,5&C5*DA$$[c6f66. "N3E'A'3E'3,F$#A&'F.3,'F,$

'x0#!.2F%J,5&C5*DA&;2F%>)F$v(%5(v6.60;0; C5*DA
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图 I;%)3N.&,.N"C"F!F! 在 $KCJ 和 P2P!R细胞中荧光原位杂交定位情况 "标尺x?6 m##!内参探针
.=W)n/))F$v(%5(v6.60;0; 9KI染色均为红色荧光"I&'R$Y&D*5?+<# $细胞核染色均为蓝色荧光"LIHN#
>&50,(I ; E/.37&S3-&/' /4%)3 N .&,.N "C"F!F! &' $KCJ 3'2 P2P!R .(77):8 470/,().('.(&' )&-0
%8:,&2&S3-&/'"F($&'4$5x?6 m## !U)'%3,'53$&(*3,5*&A5*4'F.=W$n/ $3E )F$v(%5(v6.60;0; 9KI2'5'
F,$%3'E 2%,) 5'E S&D*5'F('3('"I&'R$Y&D*5/<7# $$3E ,)'3D(&'%2'5'F,$%3'E 2%,) 4&D'S&D*5'F('3('"LIHN#

(%5(9KI对肿瘤细胞的侵袭转移能力具有重要调控作
用$可激活多个信号通路以促进肿瘤的转移* 有研究
发现$(%5(9KI>?.;.7 在前列腺癌组织及细胞株中高表
达$并与 #%9KI>/</ 竞争性结合$可能导致转化生长

因子 (. ",5$3FS*5#%3CC5*2,) S$(,*5>(.$ UgY>
(.#的表达增加$诱导 UgY(.BA>W#$E;B0 信号
通路的激活$以增强前列腺癌细胞侵袭浸润与
转移

- ;?. * 综上$(%5(9KI的异常表达可调控肿
瘤细胞的增殖)迁徙等生物学行为$在肿瘤的
发生和发展中起重要作用*

本课题组前期通过微阵列揭示 )F$v(%5(v
6.60;0; 在 nX组织中呈高表达$表明其可能
参与 nX的进展 - .?. * 本研究中采用 F%9KI干
扰 J+.= 和 XnX;[细胞中 )F$v(%5(v6.60;0;
的表达并观察细胞增殖)转移能力变化$发现
干扰 )F$v(%5(v6.60;0; 能显著降低 J+.= 和
XnX;[细胞活力$减少克隆形成$有效抑制细
胞增殖和转移* 本研究还发现$干扰 )F$v(%5(v
6.60;0; 后$细胞周期受抑制$且凋亡数量显
著增加* 以上结果均表明$敲低 )F$v(%5(v
6.60;0; 能抑制细胞增殖转移)促进凋亡$提
示 )F$v(%5(v6.60;0; 可能具有癌基因的角色$
或可作为 nX的治疗靶点* 本研究荧光原位
杂交实验结果显示 )F$v(%5(v6.60;0; 在细胞
核中表达$与 :%3 等 - ./. )F$v(%5(v6.60;0; 在细
胞质中的报道不一致$这可能是由于不同种类

细胞的差异造成*
综上所述$本研究结果

显示 )F$v(%5(v6.60;0; 定
位在 nX细胞的细胞核中&
干扰 )F$v(%5(v6.60;0; 能
显著抑制 nX细胞的增殖)
迁移和细胞周期进程$促进
细胞凋亡* 本研究的局限
性在于缺乏动物实验以对

)F$v(%5(v6.60;0; 进行深入
的发展和转移分子机制的

探究$这也将是本课题组下
一步研究重点* 本研究探
讨了 (%5(9KI在 nX中的
作用$)F$v(%5(v6.60;0; 可
能成为抑制 nX进展的潜
在治疗靶点$为 nX的疾病
控制与治疗提供了新方向*

利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突

作者贡献声明!杨萱 2直接参与选题 )酝酿和设计实验 )起草文章 )

实施研究 )采集数据 )分析B解释数据 )对文章知识性内容的审阅 &魏

文斌 2直接参与选题 )酝酿和设计实验 )对文章智力性内容的修改及

定稿
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