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摘要

研究背景

乳腺癌 己成为世界上发病率最高的恶性肿瘤类型之
一

。 作为
一

种激素依赖性肿瘤 ，

乳腺癌被分为 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 、 ＬｕｍｉｎａｌＢ 、 ＨＥＲ２ 过表达型和 Ｂａｓａｌ
－

ｌ ｉｋｅ４ 种亚型 。 激素受体

阳性乳腺癌被定义为表达 ＥＲ 或 ＰＲ 的亚型 ， 包括 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 和 Ｌｕｍｉｎａ ｌＢ ， 约 占浸润性

乳腺癌的 ７０％ ， 是 占 比最大的乳腺癌亚型 。 因此 ， 探索激素受体阳性乳腺癌增殖和进展

的分子机制至关重要 ， 对于乳腺癌的精准诊断和治疗具有指导性价值 。

代谢重编程是癌细胞特征性地改变代谢途径以促进细胞进展并维持其恶性特征的

过程 ， 已成为癌细胞的标志之
一

。 越来越多的证据表明 ， 脂肪酸代谢重编程参与 了癌细

胞的生长 、 转移和分化 ， 是癌症治疗的
一

个新的重要靶点 。 脂滴 （ Ｌ ｉｐｉｄｄｒｏｐｌｅｔ ， ＬＤ ）

是
一

种独特的脂质储存细胞器 ， 被来源于 内 质 网膜的单层磷脂包围 。 作为
一

种动态的功

能性细胞器 ， 脂滴的积累可 以通过稳定癌症千细胞 （ Ｃ ａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌ ｌ ， Ｃ ＳＣ ） 的特性来

促进乳腺癌的增殖和侵袭潜力 。 然而 ， 脂质代谢重编程在激素受体阳性乳腺癌进展中 的

具体机制仍有待进
一

步研宄 。

环状 ＲＮＡ（ Ｃ ｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ
，ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 是

一

类具有共价闭合环状结构的单链非编码

ＲＮＡ 。 不同于线性 ＲＮＡ 的经典结构 ， 环状 ＲＮＡ 通过反向剪接产生 ， 不具有 ５
＇

端的帽

子 ， ３
＇

端的 ｐｏ
ｌｙＡ 尾 ， 因此表现出更高的稳定性 。 研宄发现 ， 环状 ＲＮＡ 与癌症的进展

密切相关 ， 并通过多种功能途径参与脂肪酸代谢重编程 。 然而 ， 环状 ＲＮＡ 对乳腺癌的

脂肪酸代谢重编程和进展转移的影响知之甚少 。

为 了 寻找与激素受体阳性乳腺癌密切相关的 ｃｉｒｃＲＮＡ ， 我们联合高通量测序及生物

信息学方法 ， 鉴定出在激素受体阳性乳腺癌中显著上调的 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ ， 并通过临床样本预

后分析和体外实验深入研究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的功能及分子作用机制 。

Ｉ




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

第一部分 激素受体阳性乳腺癌相关 ｄｒｃＲＮＡ 的筛选及表达分析研究

研究目的

１ ．筛选与激素受体阳性乳腺癌相关的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
；

２ ．检测乳腺癌组织及细胞系 中 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平并分析其与激素受体阳性乳腺癌患

者临床特征及预后的相关性 。

研究方法

联合高通量测序技术及生物信息学分析从 ＧＥＯ 数据库中筛选与乳腺癌密切相关的

环状 ＲＮＡ 候选分子 。 通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 技术筛选最适合研宄的 目标 ｃ ｉｒｃＲＮＡ。 随后 ， 在乳

腺癌各细胞系及乳腺癌患者的肿瘤组织和正常组织中 ， 检测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平 。 最

后 ， 利用统计学方法分析 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平与激素受体阳性乳腺癌患者临床病理学

特征及预后之间的关联 。

研赚果

与其他乳腺癌亚型的组织和细胞相 比 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌组织和细胞

系 中表达明显上调 。 进
一

步的分析表明 ， ｃｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平与激素受体阳性乳腺癌的

不 良临床结局密切相关 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是着激素受体阳性乳腺癌预后的独立预后预测 因子 。

研鄉论

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌组织和细胞系 中显著高表达 ；

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平与激素受体阳性乳腺癌患者的预后密切相关 。

关键词 ： 激素受体阳性乳腺癌 ；
ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ ； 预后

ＩＩ
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第二部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 环状特性及亚细胞定位的研究

研究目的

１ ．检测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否具有 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 典型的环状结构特性 ；

２ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌细胞的亚细胞定位及作用潜能 。

研究方法

通过查询 ｃ ｉｒｃＢａｓｅ 数据库确定 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的基因组来源 。 为 了确认 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素

受体阳性的乳腺癌细胞中 的存在 ， 采用 ＰＣＲ 技术 ， 并辅以琼脂糖凝胶电泳进行可视化

验证 。 为探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的环状结构稳定性 ， 利用 ＲＮａｓｅＲ 消化实验和放线菌素 Ｄ 处理

实验 。 此外 ， 利用 ＲＮＡ 荧光原位杂交和细胞核质分离技术 ， 对 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在细胞 内 的亚

细胞定位进
一

步研究 。

研究结果

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是 由 ＳＣＡＰ 基因 的第 ３ 至第 ８ 外显子转录后经反向剪接环化而形成的环

状 ＲＮＡ 分子 ， 其长度为 ９ １ ８ｎｔ 。 我们识别并扩增 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的反向剪接位点证明其在

激素受体阳性的乳腺癌细胞中存在 。 同时不同于线性 ＲＮＡ ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 表现出对 ＲＮａｓｅＲ

酶的抗性 ， 并且具有显著的稳定性 ， 其半衰期更长 ， 证实它的环状结构 。 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 主

要位于激素受体阳性乳腺癌细胞的细胞核 内 ， 预测将在此发挥潜在作用 。

研鄉论

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 具有 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的基本环状稳定特性 ；

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 主要在细胞核中发挥作用 。

关键词 ： 激素受体阳性乳腺癌 ；
ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

；
亚细胞定位

ＩＩＩ





山 东大学硕士学位论文


第三部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进激素受体阳性乳腺癌进展转移的功能研究

研究目的

１ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞生长增殖 、 迁移侵袭能力 的影响 ；

２ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌干性特征的影响 。

研究方法

干扰或者过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后利用 ＭＴＴ 、 克隆形成 、 ＥｄＵ 等体外功能实验探究对激

素受体阳性乳腺癌细胞生长增殖能力的影响 ； 同时 ， 利用 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 系统 以及划痕实验

探究干扰或者过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后 ， 激素受体阳性乳腺癌细胞迁移及侵袭能力 的改变 。

随后 ， 干扰或者过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后利用干细胞成球实验和患者来源的乳腺癌类器官模

型探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 影响激素受体阳性乳腺癌干性特征的能力 。

研離果

在体外功能分析中 ， 干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 能显著抑制激素受体阳性乳腺癌细胞的生长增

殖 、 迁移侵袭行为 ， 同时降低其干性 自 我更新的能力 ； 而过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 可 以促进激

素受体阳性乳腺癌细胞的生长增殖 、 迁移侵袭行为和千性特性 。

研究结论

１ ． Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 显著增强激素受体阳性乳腺癌细胞生长增殖 、 迁移侵袭能力 ；

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进激素受体阳性乳腺癌细胞干性特征 。

关键词 ： 激素受体阳性乳腺癌 ；
ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

； 生长增殖 ； 迁移 ； 干性

ＩＶ
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第四部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ促进脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺癌

恶性进展的功能研究

研究 目的

１ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸从头合成的影响 ；

２ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸存储的影响 ；

３ ．探宄 ｃｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸氧化分解的影响 ；

４ ．探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否通过影响脂肪酸代谢重编程改变激素受体阳性乳腺癌干性特征 ；

５ ．探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否通过影响脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺癌进展转移 。

研究方法

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 、 油红 Ｏ 染色 、 Ｂｏｄ ｉｐｙ
４９３ ／５ ０３ 荧光染色和脂肪酸氧化速率比色法

检测等实验技术探宄干扰或者过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后对脂肪酸代谢从头合成 、 存储 、 氧化

分解等途径的影响 。 通过抑制剂 Ｃ ７５ 抑制脂肪酸代谢 ， 设计体外功能试验的 Ｒｅｓｃｕｅ 实

验分析对激素受体阳性乳腺癌干性特征及进展转移等恶性特征的影响 。

研究结果

千扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 能抑制脂肪酸代谢从头合成和存储脂滴的形成 ， 促进氧化分解的利

用 ， 过表达则展现相反的效果 。 在过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后加入抑制剂 Ｃ７５ ， 能够缓解 由于

ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 异常表达带来的脂肪酸代谢的增强 ， 进而减少激素受体阳性乳腺癌的干性 自我

更新 、 增殖转移等恶性进展 。

研鄉论

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸从头合成途径 ；

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸存储途径 ；

３ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 抑制脂肪酸氧化分解途径 ；

４ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过促进脂肪酸代谢重编程促进激素受体阳性乳腺癌干性特征 ；

５ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过促进脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺癌进展转移等恶性进展 。

关键词 ： 激素受体 阳性乳腺癌 ； ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ ； 脂肪酸代谢重编程 ； Ｃ７５
； 干性

Ｖ
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第五部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 调控 ＳＣＤ １ 介导的脂肪酸代谢影响激素受体阳性

乳腺癌恶性进展的分子机制

研究目的

１ ． 筛选 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的下游作用靶点 ；

２ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对 ＳＣＤ １ 的影响及分子作用机制 ；

３ ．阐 明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过影响 ＳＣＤ １ 调控脂肪酸代谢重编程的功能 ；

４ ．阐 明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过影响 ＳＣＤ １ 调控激素受体阳性乳腺癌细胞恶性进展的功能 。

研究方法

利用 ＲＮＡ
ｐｕｌ ｌ

－ｄｏｗｎ 及蛋 白质谱分析技术 ， 筛选 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的下游功能耙点 ， 利用

转录因子数据库预测及双荧光素酶报告基因实进
一

步验证 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 与转录因子 ＲＸＲＡ

及下游耙基因 ＳＣＤ １ 的互作关系 。 设计 Ｒｅ ｓｃｕｅ 实验 ， 通过油红 ０ 染色 、 Ｂｏｄｉｐｙ
４９３／５０３

荧光染色 、 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 实验及脂肪酸氧化速率比色法检测下游脂肪酸代谢各途径的变

化 。 利用干细胞成球和患者来源的乳腺癌类器官模型检测下游 ＳＣＤ １ 对 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进

干性 自我更新中 的影响 ， 利用 ＭＴＴ 、 克隆形成和 ＥｄＵ 实验检测下游 ＳＣＤ １ 在 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

促进增殖功能中 的影响 ， 利用 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ系统和划痕实验实验检测下游 ＳＣＤ １ 在 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

促进迁移侵袭功能中的影响 。

研鄉果

利用 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 实验 ， 我们发现 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 能够调控脂肪酸代谢通路

关键酶 ＳＣＤ １ 的表达 ， 作为其功能作用靶点 。 随后利用 ＲＮＡ ｐｕＵ
－ｄｏｗｎ 及蛋 白质谱分析

技术 ， 我们筛选 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 可能相互结合作用 的下游蛋 白谱 ， 通过数据库预测 ＳＣＤ １

的转录因子集与蛋 白谱取交集 ， 我们发现 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 可能与 ＲＸＲＡ 相互结合调控 ＳＣＤ １ 。

进
一

步利用双荧光素酶报告基因验证 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 与 ＲＸＲＡ 结合后调控下游靶基因

ＳＣＤ １ 的表达 。 最后 ， 通过设计功能试验的 Ｒｅｓｃｕｅ 实验 ， 我们发现过表达 ＳＣＤ １ 能逆转

干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌进展转移的效果 ， 而敲低 ＳＣＤ １ 能减弱过表达

ｃｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌进展转移的促进效果 。

研蝴论

１ ． ＳＣＤ １ 是 ｃｉｒｃＳＣＡＰ 下游的功能作用靶点 ；

ＶＩ
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

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过调控转录因子 ＲＸＲＡ 提高功能靶点 ＳＣＤ １ 的表达以作用于脂肪酸代谢

重编程 ；

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ通过调节 ＳＣＤ １ 介导的脂肪酸代谢重编程促进激素受体阳性乳腺癌进展转移

的分子机制 。

关键词 ： 激素受体 阳性乳腺癌 ；
ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

；ＲＸＲＡ ；ＳＣＤ １
； 脂肪酸代谢重编程

ＶＩＩ
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绪论

１ ． １ 激素受体阳性乳腺癌研究概况

乳腺癌 已跃居女性恶性肿瘤发病率首位 ， 同时也是造成女性死亡的主要癌症类型之

一

。 根据世界卫生组织国际癌症研宄机构 ＯＡＲＣ ） 发布的全球最新癌症负担数据 ， 全

球范围 ２０２２ 年有 ２３０ 万例新发乳腺癌病例和 ６７ 万例癌症死亡病例 ， 乳腺癌在女性癌症

发病率和死亡率的首要原因上居高不下 ， 严重威胁女性身体健康和心理状态 ［
１
］

。 与此同

时 ， 来 自 中 国疾病预防控制中心的研究团队基于超 ３ 亿中 国人数据 ， 总结 了２００５
－２０２０

年全国癌症负担趋势 ， 乳腺癌取代结肠癌和直肠癌上升为女性癌症相关死亡的第五大原

因 ， 尤其是在 ２０－

３ ９ 岁年龄组的女性中 ， 乳腺癌的排名从第三位上升到第
一

位 ［
２

］

。 中 国

乳腺癌发病率与世界平均水平相近 ， 低于高收入国家 ； 然而 ， 死亡人数远高于全球平均

水平以及高收入国家 ， 且呈现逐年增加趋势 ， 这不仅仅与中 国庞大的人 口基数有关 ， 也

凸显 了我国正面临 日 益增长的乳腺癌疾病负担 ， 乳腺癌的防控局面显得尤为严峻 。

乳腺癌是
一

种与激素水平密切相关的恶性肿瘤 ， 其生物学行为和治疗效果因分子亚

型的不同而有显著差异 。 临床上通过免疫组化检测 （ Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓ ｔｏｃｈｅｍｉ ｓｔｒｙ ， ＩＨＣ ） 检测

肿瘤组织中 的激素受体表达和细胞分子状态 ， 包括雌激素受体 （ Ｅ ｓｔｒｏｇｅｎＲｅｃｅｐｔｏｒ ， ＥＲ ） 、

孕激素受体 （ ＰｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅＲｅｃｅｐｔｏｒ ， ＰＲ ） 以及人类表皮生长因子受体 ２ （ｒｉｕｍａｎＥｐ ｉｄｅｒｍａ ｌ

Ｇｒｏｗ ｔｈ Ｆａｃｔｏｒ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ， ＨＥＲ２ ） ， 以此将乳腺癌分为四种 内在分子亚型 ： Ｌｕｍ ｉｎａ ｌ Ａ 、

Ｌｕｍ ｉｎａ ｌＢ 、 ＨＥＲ２ 过表达型和三阴 型 （ Ｂａｓａｌ
－

ｌ ｉｋｅ 型 ）
［
３

］

。 激素受体阳性乳腺癌表现出

ＥＲ 和 ＰＲ 基因的高水平表达 ， 并可根据这些基因表达特征被分为 Ｌｕｍｉｎａｌ Ａ 型和 Ｌｕｍ ｉｎａ ｌ

Ｂ 型 。 Ｌｕｍｉｎａ ｌ Ａ 型乳腺癌不表达 ＨＥＲ２ ， 且 Ｋｉ
－６７ 增殖抗原指数较低 ， 其病理分级多为

Ｓｃａｒｆｆ－Ｂ ｌｏｏｍ－Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ 的 １ 级或 ２ 级 。 而 ＰＲ 的低表达是 ＬｕｍｉｎａｌＢ 型的
一

个特征 。

ＬｕｍｉｎａｌＢ 型乳腺癌 中细胞增殖和细胞周期调控相关的基因或蛋 白质表达水平较高 ，

Ｋｉ
－６７ 增殖指数也较高 ， 是预后不 良的

一

个指标 ［
４

］

。 Ｌｕｍｉｎａ ｌＡ 型和 ＬｕｍｉｎａｌＢ 型的激素

受体阳性乳腺癌 占所有浸润性乳腺癌的大约 ７０％ ， 是临床中最常见的
一

种类型 ， 也是临

床治疗中面对最多 的挑战来源Ｗ 。 探讨激素受体阳性乳腺癌增殖和侵袭的分子机制至关

重要 。

目前 ， 激素受体阳性乳腺癌的治疗主要包括 内分泌治疗 、 手术治疗 、 化疗及放疗等

方法ｍ 。 内 分泌治疗是最主要的治疗方式 ， 利用药物阻断激素对癌细胞的促进作用 ， 常

用 的药物有雌激素受体调节剂他莫昔芬 、 芳香化酶抑制剂来曲唑 、 雌激素受体下调剂氟

维司群等 ｔ
７

，
８

］

。 内分泌治疗的决策通常基于患者的年龄 、 肿瘤特征 、 激素受体和 ＨＥＲ２

状态等因素 。 尽管 Ｌｍｎｉｎａｌ Ａ 型乳腺癌临床上预后较好 ， 但长期的 内分泌治疗药物压制 ，

１
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复发风险和远处转移存在长期性 ， 可能持续 １ ０ －

１ ５ 年 ， 给后期临床和复查带来巨大挑战

［
９

］

。 ＬｕｍｉｎａｌＢ 型通常包括较高的细胞增殖指数 ， 增长速度加快的 同时复发风险也显著

提高 ， 对传统的 内分泌治疗也存在越来越明显的抵抗作用 ， 传统的治疗方法越来越力不

从心 ｔ
１ Ｑ

］

。 随着精准医疗的发展 ， 越来越多的生物标志物被用来指导治疗选择 ， 以实现个

体化治疗 ， 尤其是靶向代谢疗法 、 非编码 ＲＮＡ 疗法等方法的突破 ， 将为肿瘤的治疗带

来了新方向 ， 提高患者的生存长度和生活质量 ［
１ １

］

。

１ ．２ 脂肪酸代谢重编程在乳腺癌中的研究进展

代谢重编程 （Ｍｅｔａｂｏ ｌ ｉｃＲｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ ） 是细胞为 了应对各种刺激压力而进行的
一

系列代谢调整的过程 ， 包括糖代谢 、 脂代谢 、 氨基酸代谢等多个途径 ， 与癌症的发生和

发展密切相关 ［
１ ２

，
１ ３

］

， 已成为癌症的十大标志之
一

［
１ ４

］

。 乳腺癌细胞的脂肪酸代谢异常尤为

突出 ， 这与它们经常存在于 由大量脂肪细胞构成的环境中有关 ， 这样的环境富含脂肪酸 ，

对乳腺癌细胞的代谢产生重要影响 ［
１ ５

１

。 许多研宄证实 ， 脂肪酸代谢对乳腺癌细胞的生长

和转移将起到重要的作用 。 脂肪酸代谢重编程在乳腺癌的发生和发展中 引 起了越来越多

的关注和重视 。

脂肪酸 （ ＦａｔｔｙＡｃ ｉｄ ， ＦＡ ） 是构成甘油三酯的主要成分 ， 其代谢过程包括从头合成 、

外源性摄入 、 在脂滴 （ Ｌｉ
ｐ ｉｄｄｒｏｐ ｌｅｔ ， ＬＤ ） 中储存以及氧化分解等多个途径 。 因此 ， 脂

肪酸代谢途径在正常组织与乳腺肿瘤组织中重要性的差异 ， 被认为是
一

个潜在的治疗靶

点 ， 探索这
一

途径可能为肿瘤治疗方法的突破提供线索 。

乳腺癌中脂肪酸代谢重编程主要表现在以下几点 ：

１ ． 乳腺癌细胞对脂肪酸合成的需求异常

脂肪酸合成途径在乳腺癌的形成及进展过程中扮演着关键角色 。 主要表现在 ， 即使

在有外源脂质 的情况下也会激活脂肪酸的从头合成途径 ［
１ ６

］

。 乳腺癌细胞中脂肪酸的合成

主要通过
一

系列合成酶利用葡萄糖和氨基酸代谢产生的细胞质 乙酰辅酶 Ａ 进行 ， 这些与

脂肪酸合成相关的酶在乳腺癌中高表达 ， 而在正常组织中表达较低或不表达 。 例如 ， 在

乳腺癌中研宄最为充分的脂肪酸合酶 （ Ｆａｔｔｙ
ａｃ ｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ ， ＦＡＳＮ ） 具有癌基因 的作用 ，

通过各种途径上调其活性能够促进癌细胞侵袭和转移等恶性进展 。 此外 ， 脂肪酸合成所

需的乙酰辅酶 Ａ 通过 ＡＴＰ 柠檬酸裂解酶 （ＡＴＰｃ ｉｔｒａｔｅｌｙａｓｅ ，ＡＣＬＹ ） 来催化产生 。 ＡＣＬＹ

的高表达和活性上调在包括乳腺癌在 内 的许多癌症中都被观测到 ， 表明它在癌症代谢中

起关键作用 ［
１ ７

，
１ ８

］

。通过抑制 ＡＣＬＹ 的活性 ， 如使用小干扰 ＲＮＡ 或化学抑制剂 ＳＢ －２０４９９０ ，

可以对乳腺癌细胞的增殖和转移产生负面影响 ［
１ ９

］

。 脂肪酸合成的关键酶乙酸辅酶 Ａ 羧

化酶 （Ａｃｅｔｙｌ
－ＣｏＡ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅａｌｐｈａ ，ＡＣＣＡ ） 的表达在乳腺癌发生过程中升高 ， 且与其

恶性进展有关 。 尤其是 ， 硬脂酰辅酶 Ａ 去饱和酶 １（ Ｓｔｅａｒｏｙｌ
－ＣｏＡ ｄｅｓａｔｕｒａｓｅ ｌ ， ＳＣＤ １ ）

２
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在激素受体阳性乳腺癌的转录组分析中 的表达差异尤为突出 。 ＳＣＤ １ 是
一

种位于 内质网

膜上的脂肪酸去饱和酶 ， 在脂肪酸合成过程中将饱和脂肪酸转化为单不饱和脂肪酸 ， 在

调节细胞 内饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸的 比例方面起重要作用 ， 在保证脂肪酸从头合

成高度运转的 同时进行脂肪酸的不饱和化 ， 以存储足量的脂滴 ， 不仅影响细胞膜结构和

功能 ， 还调节脂质代谢稳态和能量平衡 ［
２＼ＳＣＤ １ 在乳腺癌发展中也扮演重要角色 。 研

究显示 ，

一

方面 ， ＳＣＤ １ 的过表达通过调节细胞膜特性和信号转导通路促进乳腺癌细胞

的增殖和生存 ［
２ １

］

。 另
一

方面 ， ＳＣＤ １ 参与调节乳腺癌细胞的能量代谢 ， 通过促进单不饱

和脂肪酸的合成维持乳腺癌细胞对脂肪酸的依赖和生长所需的能量代谢 。 因此 ， 抑制

ＳＣＤ １ 的活性可能是克服乳腺癌耐药性 、 减弱癌细胞生存能力 的潜在治疗策略之
一

，

ＳＣＤ １ 可能是乳腺癌治疗的潜在靶点 。

２ ． 乳腺癌细胞对外源性脂肪酸摄取异常

癌细胞除 了 自 身合成脂肪酸 ， 还依赖摄取食物中的脂质和周边脂肪细胞分泌的外源

性脂肪酸来满足代谢和能量需求 。 研宄表明 ， 脂肪酸摄取的增强可能是癌细胞恶性进展

和耐药的通用机制 ， 而 ＣＤ３ ６ 则是该过程的主要受体之
一

。 ＣＤ３ ６ 是
一

种清道夫受体 ，

可 以结合并内化多种底物 ， 包括长链脂肪酸 、 氧化低密度脂蛋 白 （
ＬＤＬｓ

）等 。 临床样本

中 的 ＣＤ３ ６ 的高表达通常与预后不 良和转移进展相关 。 有研宄发现 ， 癌症起始细胞的特

征是其细胞膜中存在干细胞标记物 ＣＤ４４ 和 ＣＤ３６ 受体 ， 其中 ＣＤ３ ６ 的主要功能是 内

化长链脂肪酸 ， 并增强癌细胞的转移能力 ［
２２

］

。 分子机制上 ， ＣＤ３６ 可 以促进 ＭＹＣ 的核

定位 ， 并通过 ＧＳＫ－

３ ｐ
／
ｐ
－ ｃａｔｅｎｉｎ 通路激活 ＥＭＴ 程序 ， 进而维持 ＣＤ３６ 的正反馈循环 。

另
一

方面 ， 在多种肿瘤模型 中 ， 通过化学药物抑制 ＣＤ ３６ 及其通过沉默或缺失 ＣＤ３ ６

基因 ， 不仅可以逆转肿瘤细胞的 ＥＭＴ 表型和侵袭表型 ， 还可以阻断脂质摄取以抑制转

移灶的形成 。 肿瘤细胞还可 以増加表面其他脂质转运蛋 白 的表达来增加细胞 内脂质利用

率 ， 如高表达 ＦＡ 转运蛋 白 １（ ＦＡＴＰ １ ） 或 ＦＡＴＰ２ 以及参与细胞 内外脂质运输的 ＦＡ 结

合蛋 白 ， 如 ＦＡＢＰ４ ， 从而促进肿瘤生长 、 转移和化疗抵抗 。 总之 ， 考虑到 ＦＡ 摄取和脂

质转运蛋 白在癌症进展和治疗抵抗中的重要性 ， 它们可能是有前景的治疗靶点 。

３ ． 乳腺癌细胞中脂肪酸储存和动员 的异常

乳腺癌细胞中脂肪酸的储存和动员异常是乳腺癌快速发展的重要因素之
一

。 正常情

况下 ， 细胞脂质的存储和释放是受到严格的调控且维持平衡的状态 ， 但乳腺癌细胞则表

现出异常的脂肪酸储存和动员能力 以维持高度的代谢活性和肿瘤生物学特性 。

一

方面脂

肪酸合成增加并储存于脂滴中 ， 脂滴是位于 内质 网 ， 由单层的磷脂膜围成的球形胞质细

胞器 ， 以甘油三酯和 甾醇酯的形式隔离多余脂肪酸 ， 在癌细胞进展中具有重要作用 。 另

一

方面 ， 脂质储存的动员依赖于脂滴包被蛋白 （ Ｐｅｒｉ ｌｉｐ ｉｎ ， ＰＬ ＩＮ ） ， 它属于脂滴相关蛋

白家族的关键成员 ， 通常定位在脂滴的外表面并表现出显著的磷酸化状态 。 这些脂滴包

被蛋 白在甘油三酿代谢的调控中扮演着双重角色 ：

一

方面通过防止脂肪酶与脂滴接触 ，

３
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从而抑制非刺激状态下的脂质水解 ； 另
一

方面 ， 它们能够促进在激素刺激下的脂解过程 ，

以响应生理需求 。 ＰＬＩＮ 包括多个亚型 ， 其中最为研宄广泛的是 ＰＬＩＮ １ 。 ＰＬＩＮ １ 通过调

节磷酸化状态来影响细胞 内脂肪酸酯的降解 ［
２ ３

］

。 据研宄表明 ， ＰＬ ＩＮ １ 在乳腺癌中表达下

调 ， 并且激素受体阳性乳腺癌的 ＰＬＩＮ １ 表达降低与不 良预后和总生存期降低相关 。

４ ． 乳腺癌细胞中脂肪酸氧化的异常

脂肪酸氧化 （ Ｆａｔｔｙ
ａｃ ｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎ ， ＦＡＯ ） 是脂肪酸分解的主要途径 ， 脂肪酸进入线

粒体 内 ， 被 Ｐ
－氧化系统逐渐氧化分解为二氧化碳和水并释放能量 。 其中 ， 关键的调控步

骤涉及长链脂肪酸跨线粒体膜的转运 ， 这
一

过程主要 由 肉碱棕榈酰转移酶 １（ ＣＰＴ １ ） 催

化完成 ， 它负责将脂肪酸有效地引 入到线粒体的代谢网络中 。 ＣＰＴ １ 有三种亚型 ： Ａ、 Ｂ

和 Ｃ 。 ＣＰＴ １Ａ 已被证明是乳腺癌 中过表达的主要亚型 ， 且免疫组织化学结果表明 ，

ＣＰＴ １Ａ 蛋 白在 ＨＥＲ２ 阳性的乳腺肿瘤中具有表达优势 ， 参与乳腺癌细胞生长增殖 、 细

胞死亡逃逸和侵袭进程 ， 敲低 ＣＰＴ １ 或用 ＦＡＯ 抑制剂在体外和体内治疗显着增强了激

素受体阳性乳腺癌细胞对 内分泌治疗的反应 ［
２４

］

。 此外 ， ＣＰＴ １Ｃ 亚型也被证实具有在代

谢压力状态下增强细胞生存能力 以及促进乳腺肿瘤增殖的特性 ［
２ ５

］

。

综上所述 ， 乳腺癌细胞表现出异常的脂肪酸代谢过程 ， 包括脂肪酸合成的增加 、 脂

滴的积累 以及脂肪酸氧化活性的改变等。 这些变化导致乳腺癌细胞对脂肪酸代谢的依赖

性增加 ， 脂肪酸代谢重编程在乳腺癌的进展中具有重要影响 ， 不仅促进乳腺癌细胞的增
‘

殖和迁移 ， 还增强癌细胞的干性等恶性特征 。 因此 ， 研宄脂肪酸代谢重编程在乳腺癌中

的作用机制和调控网络 ， 可以为乳腺癌的发展机制提供新的认识 ， 并为乳腺癌的治疗和

预防提供新的靶点策略 。

１ ．３Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 研究进展

１ ．Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的发现

Ｃ ｉｒｃＲＮＡ（ Ｃ ｉｒｃｕｌａｒ ＲＮＡ ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 是
一

类以单链 、 共价 、 闭合环状结构为特征的

非编码 ＲＮＡ ｔ
２６

］

。 其在真核细胞胞质 内 的存在 ， 最早于 １ ９７９ 年通过电子显微镜技术被观

察到 ， 由于当时技术限制和 ＣｉｒｃＲＮＡ 特殊的结构特点 ， 这些分子的功能和意义并没有被

深入了解 ［
２７

］

。 近年来 ， 由于高通量测序和生物信息技术的快速发展 ， 发现了大量 Ｃ ｉｒｃＲＮＡ

分子 ， 并逐渐成为非编码 ＲＮＡ 领域新的 明星分子 ［
２ ８

１

。

２ ．Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的特点

Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 根据其来源可分为三类 ： 外显子来源的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 内含子来源的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ，

以及 由外显子和 内含子共同组成的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ。 外显子来源的 ｃｉｒｃＲＮＡ 在真核细胞的胞质

和胞核中广泛存在 ， 而少部分来 自 内含子的主要存在于细胞核中发挥作用 。 Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的

表达水平具有种属 、 组织和时间特异性 ， 但序列上具有
一

定保守性 ， 提示 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可能

４
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在重要的生物过程和调控网络中发挥着关键的角色 。 不同于线性 ＲＮＡ 具有经典的 ５
＇

和

３
＾

端结构 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 通过特殊的反向剪接生成 ［
２９

］

， 缺少 ５
＇

端的帽子和 ３
＇

端的 ｐｏ ｌｙ Ａ 尾序

列 ［
３ （ ）

，

３ １
］

。 因此 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在体 内表现出更高的稳定性 ， 不容易受到 ＲＮＡ 外切酶或核糖

核酸酶 Ｒ（ ＲＮａｓｅＲ ） 的降解影响 。 Ｃ ｉｒｃＲＮＡ
—

般在转录或转录后水平发挥调控作用 ，

意味着它们可以通过与其他分子相互作用 ， 调控基因 的转录和表达水平 ， 从而影响细胞

的功能和生理进程 。 而且 ， 有研宄发现 ， 尽管大多数 ｃｉｒｃＲＮＡ 是非编码的 ， 但是也有少

数 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可 以翻译为多肽 ， 产生有功能的蛋 白参与细胞的调控网络 。

３ ．Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的功能

尽管 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 之前
一

直被认为是 ｍＲＮＡ 拼接过程的错误结果 ， 近年来相关研究的

爆炸式増长 ， 发现其功能作用不
一

定亚于亲本基因 ， 它不仅是 ｍＲＮＡ 剪接的副产物 ，

更是可变剪接的新型调控产物 ， 在细胞分化 、 组织稳态以及疾病发展中发挥重要功能 。

作为 ｍｉＲＮＡ 分子的海绵 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 含有大量的 ｍｉＲＮＡ 结合位点 ， 具有海绵吸附作用 ，

进 而 间 接 调 控 ｍｉＲＮＡ 下 游 靶基 因 的 表 达 ［
３ ２

ｈ 例 如 第
一

个 被揭 示 调 控 功 能 的

ｃ ｉｒｃＲＮＡ—ｃ ｉＲＳ７ ， 含有 ｍｉＲ７ 的 ４７０ 个保守结合位点 ， 可以作为 ｍｉＲ７ 的吸附海绵来抑

制 ｍ ｉＲ７ 活性以増加 ｍｉＲ７ 靶向致癌基因的表达 ［
３ ３

］

。 据报道 ，

一

些由 外显子和 内含子序

列构成的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 如 ｃ ｉｒｃＥＩＦ３ Ｊ 和 ｃ ｉｒｃＰＡＩＰ２ 成环后通过与 ｓｎＲＮＡ 的特定 ＲＮＡ－ＲＮＡ

相互作用结合到亲本基因的启动子区 ， 与 Ｐｏ ｌＩ Ｉ 互作调控亲本基因的转录 ［
３４

］

。 尽管归类

被为非编码 ＲＮＡ ， 目 前却也发现许多 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 编码蛋 白发挥功能的实例 ， 苏士成团 队

发现 ， Ｃ ｉｒｃＦＡＭ５ ３Ｂ 在乳腺癌组织中特异性高表达水平 ， 并且编码肽段诱导抗肿瘤免疫

反应 ， 研发 ｃ ｉｒｃＦＡＭ５ ３Ｂ 疫苗能抑制肿瘤进展 ， 开启 了ｃ ｉｒｃＲＮＡ 肿瘤疫苗新时代 ［
３ ５

１

。 此

夕 卜 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 能够直接与蛋 白 质相互作用或者作为蛋 白质互作的脚手架 ， 调节蛋 白质 的

功能或稳定性 ， 比如 ， ｃ ｉｒｃＭＢＯＡＴ２ 己经被证实能够通过直接结合 ＲＮＡ 结合蛋 白 ＰＴＢＰ １

来激活脂肪代谢的重编程进而促进胰腺癌的恶性进展 ［
３ ６

］

。

１ ．４Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 与激素受体阳性乳腺癌

Ｃ ｉｒｃＲＮＡ 作为
一

种新兴的非编码 ＲＮＡ ， 在细胞 内具有独特的环形结构和多样化的

功能机制 。 研宄表明 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 通过充当 ｍｉＲＮＡ 的
“

海绵
”

、 与蛋 白质相互作用 、 调节

转录和翻译等方式 ， 参与调控基因表达 、 细胞增殖 、 迁移等多种生物学过程 ［
２９

，

３ ｉ
］

。 特别

在激素受体阳性乳腺癌中 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的作用尤为 引人关注 。 它通过影响激素受体相关基

因 的表达 、 调控关键下游信号通路的激活状态以及调节细胞周期等途径 ， 对乳腺癌细胞

的生长 、 增殖和转移等恶性特征具有重要影响 ， 展现出 巨大潜力 。 我们亟需深入研究

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在激素受体阳性乳腺癌 中 的生物学功能和作用机制 ， 有望揭示更多与激素受体

阳性乳腺癌相关的分子诊断标志物 ， 并为未来的个体化和精准化治疗提供更为有效的策

５
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略和手段 。

近年来 ， 越来越多的研宄表明 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在激素受体阳性乳腺癌中扮演着各种重要的

角 色 。 Ｓａｎｇ 等 人 识 别 并 鉴 定 了 在 激 素 受 体 阳 性 乳 腺 癌 临 床 样 本 中 低 表 达 的

ｈｓａ
＿

ｃｉｒｃ
＿

００２５２０２ ， 可 以充当 ｍｉＲ－

１ ８２
－５ｐ 的 ｍｉＲＮＡ 海绵 ， 并进

一

步调节 Ｆ０Ｘ０３ ａ 的表

达和 活性 以 实现 肿 瘤抑 制 和 增 强他莫昔芬 的疗 效 ［
３７

］

。 Ｃｈｅｎ 等 发现 乏氧诱 导 的

ｃ ｉｒｃＰＦＫＦＢ４ 直接与特异性损伤结合蛋 白 ＤＤＢ １ 和 ＤＤＢ２ 结合 ， 并促进 ＣＲＬ４ＤＤＢ２ Ｅ３

泛素连接酶组装 ， 从而促进激素受体阳性乳腺癌进展转移 ［
３ ８

］

。 Ｙａｎｇ 等筛选并鉴定 了 由 Ｐ
－

连接蛋 白 （ ＣＴＮＮＢ １ ） 产生的具有顺式作用的 ｃ ｉｒｃ
－ＣＴＮＮＢ ｌ ， 作为癌症进展的新驱动因

素 。 功能上 ， ｃｉｒｃ
－ＣＴＮＮＢ ｌ 在激素受体阳性乳腺癌组织和细胞系 中表达上调 ， 并与癌症

患者的不 良预后相关 ， 机制上 ， ｃ ｉｒｃ－ＣＴＮＮＢ ｌ 结合 ＤＤＸ３ ， 促进其对转录因子 ＹＹ １ 的

反式激活作用 ， 从而调控与 Ｐ
－连接蛋 白下游信号转导通路和癌症进展相关的下游基因 的

转录表达 ［
３ ９

］

。

在本研究中 ， 我们通过对 ＧＥＯ 数据库中的高通量芯片进行生物信息学分析 ， 筛选

出在激素受体阳性乳腺癌 中 高表达的 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 。 在临床样本和细胞系 中进行表达分析 ，

发现其可能作为癌基因得角色发挥作用 。 通过功能分析 ， 验证 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进激素受体

阳性乳腺癌脂肪酸代谢重编程以及增殖转移等恶性进展的能力 。 进
一

步通过质谱分析 、

双荧光素酶报告基因等实验技术揭示 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进 ＳＣＤ １ 介导的脂肪代谢进程 ， 以影

响癌细胞增殖转移的具体机制 。

６
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第一部分 激素受体阳性乳腺癌相关 ｃｉｒｃＲＮＡ 的筛选及表达分析研究

研究目的

１ ．筛选与激素受体阳性乳腺癌相关的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
；

２ ．检测乳腺癌组织及细胞系 中 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平并分析其与激素受体阳性乳腺癌患

者临床特征及预后的相关性 。

材料与方法

１ ． 实验材料

１ ． １ 细胞系

本部分研宄从美国模式培养物集存库 （ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏ ｌ ｌｅｃｔｉｏｎ ， ＡＴＣＣ ）

购置所需使用 的细胞系 ， 包括ＭＣＦ－ ７ 、 Ｔ４７Ｄ 、 ＭＤＡ－ＭＢ －２３ １ 、 ＭＤＡ－ＭＢ －４６８ 、 ＳＫＢＲ３ 、

ＺＲ－７５ －

１ 、 ＨＳ５７８Ｔ 、 ＭＣＦ－

１ ０Ａ和ＨＥＫ－２９３Ｔ 。

１ ．２ 临床样本

我们选择 ２００８ 年至 ２０ １ ６ 年在 山 东大学齐鲁医院确诊为激素受体阳性乳腺癌的 １ ０９

例患者 。 所有患者在手术和组织病理检查后 ， 在征得患者知情同意的情况下 留存组织样

本 。 我们与 山东大学齐鲁医院生物样本资源库合作 ， 建立 了规范的取样 、 存储和随访制

度 。 所有样本在取材后迅速处理 ， 确保在 ３ ０ 分钟 内 完成包括取材 、 运输 、 分装在 内 的

操作 ， 随后立即被置于－８０

°

Ｃ 的超低温冰箱 中保存 。 我们所获取的肿瘤组织信息经过 了

术后病理学的严格证实 ， 并依据美 国癌症联合委员会 （ ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎ

Ｃａｎｃｅｒ ， ＡＪＣＣ ） 和 国际抗癌联盟 （ＵｎｉｏｎｆｏｒＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣ ａｎｃｅｒＣｏｎｔｒｏｌ ， ＵＩＣＣ ） 的分

期标准 ， 对病理学特性 、 临床病理学分类和分期进行评估 。 在收集样本前 ， 已确保患者

充分了解并同意参与 。 整个样本收集过程符合国际标准 ， 并通过了 山东大学齐鲁医院伦

理委员会的审查批准 。

１ ．３ 实验试剂

１ ． ３ ． １ 细胞培养和冻存相关试剂


名称


保存条件

青霉素／链霉素混合液 （ １ ００ Ｘ ）北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司 ４
°
Ｃ

ＲＰＭＩ
－

１ ６４０培养基


北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司


４
°

￡

７
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

二 甲基亚砜 （ＤＭＳＯ ）美国 Ｓ ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司室温避光

胎牛血清 （ ＦＢ Ｓ ）赛尔博克斯生物科技有限公司－２０
°

Ｃ

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基 北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司 ４
°

Ｃ

胰酶－ＥＤＴＡ（ ｌ 〇 ｘ ）北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司 ４
°

Ｃ

ＭｃＣｏｙ
＇

ｓ５ ａ 培养基北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司 ４
°

Ｃ

马血清 （ ＨＳ ） 美国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

磷酸盐缓冲液 ＰＢ Ｓ武汉普诺赛生命科技有限公司４
°

Ｃ

ＤＭＥＭ（ 高糖 ） 培养基


北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司


４
°

Ｃ

１ ．３ ．２ＲＮＡ 提取相关试剂


名称
 ＾２ 保存条件

ＲＮＡ－

ｅａｓｙ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ南京诺唯赞公司 ４

°

Ｃ

ＤＥＰＣ水 美国Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司 ４

°

Ｃ

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司室温避光

异丙醇


国药集团化学试剂有限公司


室温避光

１ ． ３ ． ３ 实时定量 ＰＣＲ 相关实验试剂


名称
 ＾ 保存条件

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ 试剂盒湖南艾科瑞生物有限公司－２０

°

Ｃ

ＤＥＰＣ７Ｋ


美国Ｓ ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司


４
°

Ｃ

１ ．４ 实验耗材


实验耗材


６／ １ ２／２４／４８ ／９６孔板德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司

６ｃｍ／ １ ０ｃｍ皿 德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司

１ ５ ｍＬ 离心管 美国康宁公司

０ ．２２
 ｜

Ｊｉｎ／０ ．４５
 （

ｘｍ滤器美国Ｍｉ ｌ ｌｉｐｏｒｅ公司

医用橡胶手套 中 国蓝帆医疗股份有限公司

封 口膜 ｐａｒａｆｉ ｌｍ


英国施莱登股份有限公司


１ ．５溶液配置

１ ． ５ ． １ 细胞冻存液


名称


ＦＢ Ｓ ９０％

ＤＭＳＱ


１ ０％


１ ．６ 主要设备及仪器


名称
 ＾２

８
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

移液枪德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

组织匀浆器德国 ＩＫＡ 公司

超净工作 台新加坡 ＥＳＣＯ 公司

微型常温离心机美国赛默飞世尔科技有限公司

低温高速离心机美国赛默飞世尔科技有限公司

全 自动纯水仪美国 Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

光学显微镜 日 本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

ＰＣＲ 伩 伯乐生命医学产品有限公司

实时焚光定量 ＰＣＲ 仪瑞士Ｒｏｃｈｅ 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温培养箱 中 国精宏实验设备公司

全 自动高压蒸汽灭菌锅上海聚慕医疗器械有限公司

恒温水浴锅德国 ＧＦＬ 公司

？２０
°

Ｃ冰箱 日 本松下集团

４
°

Ｃ冰箱美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温干燥箱美国 明尼苏达矿业＠制造公司

液氮罐


美国赛默飞世尔科技有限公司


２ ？实验方法

２ ． １ 细胞复苏

１
） 将 －

８０
°

Ｃ冷冻保存的细胞样本快速取出 ， 并放到 ＰＥ 手套中 。

２
） 将 ＰＥ 手套握紧

一

端并迅速在 已预热 ３ ７
°

Ｃ温水浴中来回晃动 ， 直至冷冻的细胞

重新融化为细胞悬液 。

３
） 从 ＰＥ 手套中将细胞冻存管取出 ， 并用 ７５％酒精对管外壁进行消毒 。

４
） 将细胞悬液小心地转移至装有 ５ｍＬ 完全培养基的 １ ５ｍＬ 离心管中 。

５
） 使用 另

一

个 １ ５ｍＬ 离心管与之配平后对称放入离心机 ， 设置条件 ２５
°

Ｃ ， ８００ｒｐｍ ，

５ｍｉｎ 〇

６
） 离心结束后 ， 取出带有细胞悬液的 １ ５ｍＬ 离心管 ， 吸弃上层培养基 ， 留下细胞

沉淀 。

７
） 向培养皿中加入适量培养基 ， 用 １ｍＬ 培养基重悬细胞沉淀后 ， 加入到培养皿中 ，

上下左右均匀晃动培养皿 ， 将细胞混悬后放入培养箱 。

８
） 待细胞慢慢适应环境 ， 贴壁展开后进行换液 ， 随后培养传代 。

２ ．２ 细麟养

本研宄中所使用 的细胞系均购 自 ＡＴＣＣ ， 并培养在添加有 １ ０％胎牛血清和 １％青霉

９
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

素 －链霉素的标准培养基中 。 ＭＣＦ－７ 、 ＨＳ ５７８Ｔ 、 ＭＤＡ－ＭＢ －２３ １ 和 ＭＤＡ－ＭＢ －４６８ 细胞培

养于完全 ＤＭＥＭ 培养基中 ；
Ｔ４７Ｄ 和 ＺＲ－７５ －

１ 细胞培养于 ＲＰＭＩ
－

１ ６４０ 培养基 ， 培养基

中添加 １ ０％胎牛血清 、 １％青霉素 －链霉素和 ０ ．２Ｕｎｉｔｓ／ｍＬ胰岛素 ；
ＳＫＢＲ－

３ 细胞在 ＭｃＣｏｙ
＇

ｓ

５ａ 培养基中培养 ， 培养基中添加 １ ０％胎牛血清和 １％青霉素－链霉素 ；
ＭＣＦ－

１ ０Ａ 细胞在

添加 １ ０
｜

ｉｇ／ｍＬ 胰岛素 、 ２０ ｎｇ／ｍＬ 表皮生长因子 、 １ ００ ｎｇ／ｍＬ 霍乱毒素 、 ０ ． ５ ｐｇ／ｍＬ 氢化

可的松和 ５％马血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基中生长 。 所有细胞都在 ３ ７
°

Ｃ的含有 ９５％空气

和 ５％Ｃ〇２气体混合物的恒温培养箱中生长 。

２ ．３ 细胞冻存

１
） 观察细胞 ： 观察密度及状态是否符合冻存要求 ： 将所要冻存的细胞取出 ， 在光

学显微镜下观察 ， 若密度达到 ８０％左右 ， 生长状态 良好 ， 且无细菌或其他病原体污染则

准备接下来的冻存步骤 。

２
） 收集细胞 ： 使用移液枪 ， 将细胞用 ＰＢＳ 涤洗 ３ 遍后 ， 加入胰酶 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ恒温

培养箱进行消化 ， 等细胞不再展开 ， 缩聚回球形且大部分不再贴壁后 ， 加入等量的含有

血清的培养基终止消化 。 将消化下的细胞使用移液枪收集到 １ ５ｍＬ 离心管中 。

３
） 获得细胞沉淀 ： 将带有细胞悬液的 １ ５ｍＬ 离心管对称配平后放入离心机 ， 设置

条件２５
°

Ｃ ， ８００ｒｐｍ ，５ｍｉｎ 。

４
） 配置冻存液 ： 以 ９ ：１ 的 比例将 ＦＢＳ 和 ＤＭＳＯ 混匀备用 。

５
） 冻存细胞 ： 将离心结束的 １ ５ｍＬ 离心管取出 ， 小心吸弃上层 ， 用配置好的冻存

液重悬细胞沉淀并分装进冻存管 ， 迅速放入梯度冻存盒 。 接着 ， 将冻存盒放入－

８０
°

Ｃ超

低温冰箱进行梯度降温 。 ２４ｈ 后 ， 已冷冻的细胞被转移到相应的样本存储盒 内 ， 以确保

长期保存 。

２ ．４鉢总 ＲＮＡ 提取

（ １ ） 细胞样本总 ＲＮＡ 提取

１
） 将处理后的细胞从细胞培养箱中取出 ， 弃置培养基 ， 加入 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次 。

２
） 向每个 ６ 孔板的细胞培养基中添加 ５００

 ｜

ｉＬ 的 ＲＮＡ－

ｅａｓｙ
Ｉｓｏ ｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅ

ｎｔ ， 确保

细胞完全浸没 ， 随后使用移液枪轻轻吹打 以释放细胞 。

３
） 转移液体至 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 反复吹打直至液体澄清 ， 室温静置 ５ ｍｉｎ 。

４
） 向上述裂解液中加入 ２００

ｎＬ ＤＥＰＣ 水 ， 使用涡旋震荡器快速震荡 １ ５ｓ ， 随后静

置室温 ５ｍｉｎ 。

５
） 在室温下 ， 以 １ ２

，
０００ § 转速离心 １ ５ １１１１１１ 。

６
） 取出离心管 ， 溶液分为透明 的上层 （含 ＲＮＡ

）和暗色的下层沉淀 （含杂质 ）
， 小心转

移上层至
一

个新的离心管 。

７
） 向 ＲＮＡ 溶液中加入等体积异丙醇 ， 上下颠倒混匀 ， 室温静置 １ ０ｍｉｎ 。

８
） 加入 ５００

 ｆ

ｉＬ 用 ＤＥＰＣ 水配制的 ７５％乙醇 ， 上下颠倒 以充分洗涤 ， 同时轻弹管底 ，

１ ０
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使沉淀悬浮 。

９
） 在室温下 ， 以 ８

，
０００

ｇ 转速离心 ３ｍｉｎ ， 吸弃上清 。

１ ０
）
重复步骤 ６ 和 ７ ， 弃尽上清 。

１ １
）
加入适量的 ＤＥＰＣ 水溶解沉淀 ， 室温涡旋 ３ｍｉｎ ， 完全溶解沉淀 。

１ ２
） 测量提取的 ＲＮＡ 浓度 ， 将提取的 ＲＮＡ 产物分装后在－

８０
°

Ｃ长期保存 。

（ ２ ） 组织样本总 ＲＮＡ 提取

１
） 提前准备好冰盒 ， 标记好的 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管于冰上预冷 ， 将冻存于－ ８０

°
Ｃ的乳腺癌

组织和癌旁组织取出 ， 用镊子分放在对应的预冷 ＥＰ 管中 ， 于冰上解冻 。

２
） 解冻后的组织放在

一

个 ６ｃｍ 皿中 ， 用手术刀切碎后转移至离心管中 ， 大约每 ２５

ｍｇ 组织加入 ５ ００
ｎ
ＬＲＮＡ －

ｅａｓｙ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ ， 随后使用 电动组织研磨器研磨样品 ，

使样品充分裂解 。 后续步骤同细胞样本总 ＲＮＡ 的提取过程 。

２ ．５ 总 ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ 文库

核酸制备根据艾科瑞生物公司 ＥｖｏＭ－ＭＬＶ 逆转录试剂盒的说明书 ， 具体步骤如下 ：

１
） 按照下列表格中 的反应体系 ， 去除基因组 ＤＮＡ


试剂


加入量


Ｔｏ ｔａｌＲＮＡ ２ ． ０
ｎｇ

ｇＤＮＡ Ｃ ｌｅａｎＲｅａｇｅｎｔ １ ． ０
 ｊ

ｘＬ

５ ｘ ｇＤＮＡ Ｃ ｌｅａｎＢｕｆｆｅ ｒ ２ ．０
ｎＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ


补齐至１ ０ ．０
 ｊ

ｘＬ

轻轻吹打混匀 ， ＰＣＲ 反应程序为 ４２
°

Ｃ２ｍ ｉｎ 。

２
） 按照下列表格中 的反应体系 ， 配置反转录反应液


试剂


加入量


去除基因组 ＤＮＡ 的反应液 １ ０ ．０
ｐＬ

５ ｘＲＴａｓｅＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ ＭｉｘＩ ４ ． ０
 ｜

〇 ．Ｌ

Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅ ｒｓＰｒ ｉｍｅｒ
（
４００

（

ｉＭ
） １ ．０

Ｏ ｌ ｉｇｏ ｄＴ Ｐｒｉｍｅｒ
（
５０

＾
ｉＭ

） １ ．０
＾

ｉＬ

ＲＴａｓｅＥｎｚｙｍｅＭｉｘ １ ．０
 ｆ

ｘＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ补齐至２０ ．０
 ｜

〇Ｌ

轻轻吹打混匀 ， ＰＣＲ 反应程序为 ３ ７
°

Ｃ １ ５ ｍｉｎ ，８ ５
°

Ｃ ５ ｓ 。

２ ．６ 实时定量 ＰＣＲ 表达分析

实时定量 ＰＣＲ 根据艾科瑞生物公司 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ 试剂盒按照下列表格中 的

反应体系 ， 进行定量 ＰＣＲ 分析 ：



试齐 ！Ｊ



加入量


引 物１ ０ ．２

１ １
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引物２ （
１ ０

ｆ

ｉＭ
） ０ ．２

ｎＬ

ｃＤＮＡ ２ ． ０
＾

ｉＬ

２ ＞＜ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰｒｅｍ ｉｘ ５ ． ０
ｐＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ 补齐至１ ０
ｐＬ

将上述反应混合液加入 ９６ 孔反应板中 ， 使用 Ｒｏｃｈｅ 公司 的实时定量 ＰＣＲ 仪进行 ，

ＰＣＲ 反应程序如下 ：



Ｓ ｔａｇｅ１预变性


Ｓｅｐｄ


９ ５Ｘ


３ ０ ｓ



Ｓｔａｇｅ２循环反应Ｓｅｐｓ ：４０ ９５
°
Ｃ １ ０ｓ

６０
°

Ｃ ３ ０ｓ

Ｓ ｔａｇｅ３溶解曲线Ｓｅｐ ：
ｌ ９５

°

Ｃ １ ５ｓ

６０
°

Ｃ ６０ ｓ



９５
°

Ｃ ｌ

＾
ｓ



反应过程中使用到的 引物具体如下 ：

 ＾

名称


ｍｎ


ＡｃｔｉｎＦｏｒｗａｒｄ ：ＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ

Ｒｅｖｅｒｓｅ ：ＡＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴ

Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰＦｏｒｗａｒｄ ：ＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧ



Ｒｅｖｅｒｓｅ ：ＴＴＴＧＣＧＧＴＣＡＧＡＧＴＣＣＡＣＡＧ


２ ．７ 数据统计与分析

所有数据分析均使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉ ｓｍ８ ． ０ 和 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓＶ２３ ． ０ 进行 。 除非另

有说明 ，

一

般对两组样本之间差异的分析进行双侧 Ｓ ｔｕｄｅｎｔＴ 检验 。 采用 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅ ｉｅｒ

分析绘制生存曲线 以及 ｌｏｇ
－

ｒａｎｋ检验统计分析两组生存 曲线之间的差异的方法对乳腺癌

患者的预后进行分析。 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数用于评估不同样本指标之间的相关性 。 所有统

计数据均 以 图 中 的平均数 （Ｍｅａｎ ）±标准差 （ ＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａｔ ｉｏｎ ， ＳＤ ） 表示 ， ｐ
＜０ ． ０５

为有统计学意义 。

研鄉果

ｌ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌中离表达

为 了识别乳腺癌中潜在作用 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 我们使用 ＧＥＯ 数据库 （ ＧＥＯ ：ＧＳＥ １ ０ １ １ ２４ ）

进行生物信息学分析 ， 以 ｆｏ ｌｄ Ｃｈａｎｇｅ
＞ ２ ．０ 和 ｔ 检验 ｐ

＜ ０ ．０５ 为阈值标准 ， 筛选出 １ ４９ 个

乳腺癌组织和正常组织中差异表达的 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ（ 图 １Ａ ） ， 包括 ９４ 个上调的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ

和 ５ ５ 个下调的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ（ 图 １ Ｂ ） 。 经过肿瘤细胞和正常细胞的 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 表达对比分

１ ２
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析 ， ｈ ｓａ ｃ ｉｒｃ
＿

００６ ５ ２ １ ４ 在前 ８ 个上调 的差异 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 中具有表达水平优势 ， 并且迄今为

止 尚未在乳腺癌 中有研宄报道 （ 图 １ Ｃ ） 。 因此 ， ｈｓ ａ
＿

ｃ ｉ ｒｃ
＿

００６ ５ ２ １ ４ 最终被选为我们的 目

标分子 。 根据人类基因组和 Ｃ ｉｒｃＢ ａ ｓｅ 数据库注释 ， ｈｓａ
＿

ｃ ｉｒｃ
＿

００６５ ２ １ ４ 来源于亲本基因

ＳＣＡＰ ， 也被命名为 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 。

Ａ Ｂ Ｃ

？ Ｖｏ ｌ ｃａ ｎｏ Ｐ ｌ ｏ ｔ ｜

４０
－

，．Ｍ Ｃ Ｆ １ ０Ａ

ｎ
ｒ５ ｎｒ ？ ？ｍｃ ｆ － ７

Ｉ ‘

 Ｉ
３０

＇

．
？Ｔ４ ７ Ｄ

｝ 擎＿繼鮮
Ｍ■
 ．

 ，
！

▼ｄｏｗｎ ５５
）

？

，身
，

ＷＷＷ

图 １Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 为激素受体阳性乳腺癌特异上调 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

Ｆ ｉ
ｇ

．１Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰｓｐ ｅ ｃ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｌ ｌ

ｙ 
ｕｐ ｒｅｇｕ

ｌ ａ ｔ ｅｄ ｉ ｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔ ｃ ａｎｃ ｅ ｒ

（ Ａ ） 乳腺癌组织和正常乳腺组织 中 显着差异表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的热图 。 红色表示 ｃｎｘＲＮＡ 上调 ，

蓝色表示 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 下调 。
（ Ｂ ）ＣｉｒｃＲＮＡ 表达谱的火 山 图 。 （ Ｃ ）前 ８ 个表达升高的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 在 ＭＣＦ－

１ ０Ａ 、

ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中表达水平的 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析 。

接着 ， 我们首先使用 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 对 比 分析不 同 分子亚型乳腺癌组织和 正常组织 中

ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的表达差异 ， 与其他亚型组织 （ ＨＥＲ２ 富集型和 ＴＮＢＣ ） 相 比 ， ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 在激

素受体 阳性乳腺癌组织 （ Ｌｕｍ ｉ ｎａ ｌＡ 和 Ｌｕｍ ｉｎａ ｌＢ ） 中特异性上调 ， 这表 明 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ 可

能与激素受体阳性乳腺癌 的恶性行为有关 （ 图 ２Ａ ） 。 同时 ， 在不 同 分子亚型乳腺癌细

胞系 中 ， 我们进
一

步检测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平 ， 发现在激素受体阳性乳腺癌细胞中 的

表达水平显著高于其他亚型 的乳腺癌细胞 （ 图 ２Ｂ ） 。 以上结果说明 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡ Ｐ 为激素

受体阳性乳腺癌特异上调 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。

Ａ Ｂ Ｃ

－ｅ

？ ２ ｜ｔｏ ｉｎ
？ ？
ｓ

｜
１ ５ ，＾２ 〇

］ ｆ ａ
２ ０

］

〇 ｉ 〇ｒ

￣

ｘ ＾

 ］ 〇 （

Ｔ
＾
 ｉ ．

〇 １ ５
＇

 厂

ｌ ｌｆｉ＾Ｉ Ｉ
：ｎ ｆ ｌ

＇

〇 －

５
１

．



．

—Ｏ －

１ ０
－Ｌ

．

￣￣￣￣￣￣

＞ 荃〇
ｌ ｒｐ

．

ｒ
．

－

ｐ ， Ｉ

，

Ｉ

１

１费
°

／繼曹

图 ２Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 在乳腺癌 中 的表达差异

Ｆ ｉ

ｇ
．２Ｔｈｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｃｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｉｎ ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎ ｃ ｅ ｒ

（ Ａ ） 正常组织和激素受体阳性乳腺癌组织 中 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表达水平的 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析 。 （ Ｂ ） 四

１ ３
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

种乳腺癌组织亚型 中 士〇 ５０八？ 表达水平的 １１丁４？〇１ 分析 ， 包括 １〇１ １＾ １１ ３ １ 六 型 （ １１
＝

４ ８ ） 、 １＿ １ １ １１１ １ １１ ３ １ ８

型 （ ｎ

＝

６ １ ） 、 ＨＥＲ２ 富集型 （ ｎ
＝
１ ９ ） 和 ＴＮＢＣ（ ｎ

＝
５ ９ ） 。 （ Ｂ ） 不 同乳腺癌细胞系 中 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表

达水平 的 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分析 。

２ ．Ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡＰ 的表达水平与激素受体阳性乳腺癌患者临床病理学特征及预后相关

我们随机选取 １ ０９ 名激素受体阳性乳腺癌患者 ， 根据 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 表达水平的高低分

为两组 ， Ｋａｐ ｌ ａｎ －Ｍ ｅ ｉｅｒ 生存分析发现 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 高表达与总生存期 （ Ｏｖｅｒａ ｌ ｌｓｕｒｖ ｉｖａ ｌ ，

Ｏ Ｓ ） 和无病生存期 （ Ｄ ｉ ｓｅａｓｅ
－

ｆｒｅｅｓｕｒｖ ｉｖａ ｌ ，ＤＦＳ ） 结果较差有关 （ 图３Ａ－Ｂ ） 。 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

表达和患者基本特征的分布如表 １ 所示 ， 可见 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表达与患者的复发密切相关 。

此外 ， 进
一

步 的单因素和 多 因素分析 ， 证明 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的高表达是激素受体阳性乳腺癌

中 ＤＦ Ｓ 和 Ｏ Ｓ 的独立预后预测 因子 （表 ２ －

３ ） 。 综合上述结果表明 ， 高表达的 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

可能在激素受体阳性乳腺癌 的恶性进展过程 中 具有促癌基因 的作用 ， 且与不 良预后相

关 ， 值得进
一

步研宂 。

Ａ Ｂ

Ｏｖｅ ｒａ ｌ ｌ Ｓｕ ｒｖ ｉ ｖａ
ｌ Ｄ ｉ ｓｅａｓｅ －

ｆｒｅｅ Ｓｕ ｒｖ ｉ ｖａ ｌ

．

卜
０卜 ｌ

１ ０ ０

ｉ
．

二 ｊ
－

－ ＊

ｗ ｊ

Ｃ５０
＾ＨＲ ＊

２ ４７２
（

１ ０ ８ ９  ｔｏ  ５  ６ １ ４
）Ｃ５ ＣＨＨ Ｒ＝

２ ７４２ （ 

１ ． ２２２  ｔ ｏ  ６ ． １ ０８
）

＾
３ ｌｏｇ

ｒａ ｎｋ Ｐ＝〇  〇

＾
５

＾ ： ｌ ｏｇ ｒａｎ ｋ Ｐ＝０ ０ １ ４３

〇
Ｊ

，



，

＿＿＾Ｓ．

Ｑ 

：

 ｜
Ｈ ｉｇｈ

０５０ １ ００ １ ５ ０２ ０ ０ ０５ ０ １ ０ ０ １ ５０２００

Ｆｏ ｌ ｌ ｏｗ ｕ ｐ 
ｔ ｉｍｅ

（
ｍｏ ｎ ｔ ｈ

） Ｆｏ ｌ ｌｏｗ ｕ ｐ 
ｔ ｉｍｅ

（
ｍｏｎ ｔｈ

）

图 ３Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌 中 的生存分析

Ｆ ｉ
ｇ

．３Ｓ ｕ ｒｖ ｉｖａ ｌａ ｎａ ｌｙｓ ｉ ｓｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎｃ ｅｒ

（ Ａ－Ｂ ） 使用 Ｌｏｇ
－ ｍｎｋ 检验对 山 东大学齐鲁医院激素受体阳性乳腺癌患者队列 （ ｎ

＝

１ ０ ９ ） 的总生

存率 （ Ａ ） 和无病生存率 （ Ｂ ） 进行 Ｋａｐ
ｌ ａｎ －Ｍ ｅ ｉ ｅｒ 生存分析 。

表 １ 激素受体阳性乳腺癌患者临床病理特征分布

Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ

Ｖａｒｉ ａｂ ｌ ｅ Ｌｏｗ
（
ｎ
＝
５ ５

） ｈ ｉ

ｇ
ｈ

（
ｎ
＝

５４
）Ｐ

Ａｇｅ ０ ． ６９４

＜４ ５ ２ ２ １ ９

＞４ ５ ３ ３ ３ ５

Ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｌｏｇ ｉ ｃａ ｌ Ｇ ｒａｄｅ ０ ． ８２ ７

Ｇ １ ／Ｇ２ ３ ９ ４ １

Ｇ ３ １ ５ １ ３

Ｕ ｎｋｎｏｗｎ １

Ｔｕｍｏ ｒ ｓ ｉｚｅ ０ ． ８ ３ ９

＜２ｃｍ １ ７ １ ９

１ ４
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

＞ ２ｃｍ ３ ５ ３ ５

Ｕｎｋｎｏｗｎ ３

Ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓ ｔａｓ ｉｓ ０ ． ６９８

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３４ ３ １

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２ １ ２３

ＫＩ６７ｓ ｔａｔｕｓ ０ ， ６８７

Ｌｏｗ １ ７ １ ９

Ｈ ｉｇｈ ３ ８ ３５

Ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ ０ ．０３６

Ｎｏ ４８ ３ ８

Ｙｅｓ



７



１ ６


表 ２ 激素受体阳性乳腺癌患者总生存期的单因素和多因素分析

Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎａ ｌｙｓ ｉｓＭｕ ｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａ ｌｙｓ ｉｓ
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
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（
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ｇ
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（
１ ．９３ ３

－
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（
０ ． ７ ５７ －

５ ． ２０５ ） ０ ． １ ６４

ＫＩ６７ｓｔａｔｕ ｓ

ＬｏｗＲｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｈｉｇｈ ２ ． ５ ５ ８
（
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表 ３ 激素受体阳性乳腺癌患者无病生存期的单因素和多因素分析
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Ｈ ｉｇｈ


２ ． ８ ５ ８
（
１ ． １ ８ ５ －６ ． ８９６

）


０ ．０ １ ９３ ． ０７４
（
１ ． ２ ６９

－

７ ．４４６
）０ ．０１３

１ ６
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

第二部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 环状特性及亚细胞定位的研究

研究目的

１ ．检测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否具有 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 典型的环状结构特性 ；

２ ．探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌细胞的亚细胞定位及作用潜能 。

材料与方法

１ ． 实验材料

１ ． １ 细胞系

本部分研究中所使用 的细胞系 同第
一

部分 １ ． １

１ ．２ ？实验试剂

１ ． ２ ． １ 细胞冻存和培养相关试剂
＇

本部分研宄中所使用 的试剂 同第
一

部分 １ ． ３ ． １

１ ． ２ ．２ＲＮＡ 提取 、 反转录及实时定量 ＰＣＲ 相关试剂

本部分研宄中所使用 的试剂 同第
一

部分 １ ． ３ ．２

１ ．２ ． ３ＲＮＡ 稳定性实验相关试剂


实验试剂
＾３储存条件

放线菌素 Ｄ美 国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司－２０

°

Ｃ

ＲＮ ａｓｅＲ
（
２０Ｕ／

＾
ｉＬ

）


吉赛生物科技股份有限公司


－２０
°

Ｃ


１ ． ２ ．４ 琼脂糖电泳相关试剂


实验试剂
＾储存条件

琼脂糖粉西班牙 Ｂ ＩＯＷＥＳＴ 公司室温

６ ｘＤＮＡ 上样缓冲液南京诺唯赞公司 ４
°

Ｃ

ＹｅａＲｅｄＮｕｃｌｅｉｃＡｃ ｉｄＧｅｌＳｔａ ｉｎ 上海翌圣生物科技有限公司４
°

Ｃ

ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ


北京天根有限公司 ４
°
Ｃ


１ ．２ ． ５ＲＮＡ－ＦＩＳＨ 实验相关试齐 丨

」



实验试剂


储存条件

４％多聚 甲醛北京索莱宝科技有限公司 ４
°

Ｃ

抗荧光淬灭剂


上海碧云天公司
ｆＣ

１ ７
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

１ ．３ 实验耗材

本部分研宄中所使用 的耗材同第
一

部分 １ ．４

１ ．４ 溶液配置

琼脂糖电泳所需 ５〇 ｘＴＡＥ 溶液


试剂


加入量


０ ． ５ｍｍｏ ｌ／Ｌ ＥＤＴＡ（ ｐＨ
＝
８ ．０ ） ２００ｍＬ

冰醋酸 ５７ ． １ｍＬ

Ｔｒｉ ｓ
－ｂａｓｅ


２４２
ｇ


１ ．Ｓ 主要仪器和设备


名称
＾

移液枪 德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

超净工作台 ＥＳＣＯ 公司 －新加坡

微型常温离心机美国赛默飞世尔科技有限公司

低温高速离心机美国赛默飞世尔科技有限公司

全 自动纯水仪美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司

光学显微镜 日 本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

ＰＣＲ 仪 伯乐生命医学产品有限公司

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪瑞士Ｒｏｃｈｅ 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００ ．美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温培养箱 中 国精宏实验设备公司

凝胶成像系统美国 Ｐｒｏｔｅ ｉｎＳ ｉｍｐ ｌｅ 公司

－２０
°
Ｃ冰箱 日 本松下集团

４
°
Ｃ冰箱 美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温干燥箱 明尼苏达矿业与制造公司 －美国

液氮罐


美国赛默飞世尔科技有限公司


２ ．实验方法

２ ． １ 细鰣养 、 冻存 、 ｆｔ苏

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ． １
－

２ ． ３

２ ．２ 细胞样本总 ＲＮＡ 提取 、 反转录及实时定置 ＰＣＲ 表达分析

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ．４ －２ ． ６ ， 反应过程中使用到的 引物具体如下 ：



名称


Ａｃｔｉｎ ＦｏｒｗａｒｄＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ



ＲｅｖｅｒｓｅＡＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴ


１ ８
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

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰＦｏｒｗａｒｄＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧ

ＲｅｖｅｒｓｅＴＴＴＧＣＧＧＴＣＡＧＡＧＴＣＣＡＣＡＧ

ＧＡＰＤＨ ＦｏｒｗａｒｄＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧ

ＲｅｖｅｒｓｅＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡ

Ｕ６ ＦｏｒｗａｒｄＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴ

ＲｅｖｅｒｓｅＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＣＧ

ＬｉｎｅａｒＳＣＡＰＦｏｒｗａｒｄＣＴＣＴＧＧＧＡＴＣＡＧＧＡＧＣＴＴＧＧＡＧＧＡＧ

ＲｅｖｅｒｓｅＣＴＴＴＧＡＧＴＧＴＧＧＣＴＧＡＡＧＴＣＴＧＣＡＧ

ＳＣＤ １ Ｆｏｒｗ ａｒｄＣＣＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＴＧＧＡＧＣＴＧＴＧ



ＲｅｖｅｒｓｅＴＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＴＧＡＴＧＴＧＣＣＡＧＣ


２ ．３ 细胞样本基因组 ＤＮＡ 提取

我们使用天根生化科技有限公司 的细胞基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 ， 具体实验步骤如

下 ：

１
） 在贴壁生长的细胞培养中 ， 首先添加胰酶溶液 以温和地消化细胞 ， 接着加入含

血清的培养基来中止消化过程 。 随后 ， 使用移液器轻轻吹打细胞 ， 使细胞从培养皿上脱

离并形成均匀 的细胞悬浮液 。 最后 ， 将悬浮液转移至 １ ． ５ｍＬ 离心管 内 。

２
） 将上述悬液以 １ ０

，
０００ｒｐｍ 转速离心 １ｍｉｎ ， 吸弃上清 ， 并加入 ２００

ｐＬ 缓冲液 ＧＡ

振荡混匀 。

３
） 加入 ２０

ｇＬＰｒｏ ｔｅ ｉｎａｓｅＫ 溶液 ， 混合均匀 。 同时 ， 启动金属浴预热至 ７０

°

Ｃ 。

４
） 继续加入 ２００

ｎＬ 缓冲液 ＧＢ ， 通过上下颠倒彻底混合 ， 然后 ， 在 ７０

°

Ｃ 下孵育 １ ０

ｍ ｉｎ 后瞬离 。

５
） 随后 ， 加入 ２００

 （

ｉＬ 无水乙醇 ， 震荡混合 １ ５ ｓ 后短暂离心 。

６
） 将上

一

步所得混合液和沉淀加入吸附柱中 ， 以 １ ２
，

０００ｒｐｍ 转速离心 ３ ０ｓ ， 倾倒

废液 ， 再将吸附柱放回收集管 中 。

７
） 确认缓冲液 ＧＤ 提前加入无水乙醇 ， 向吸附柱中加入 ５００

ｐＬ 上述缓冲液 ＧＤ ， 以

１ ２
，

ＯＯＯ ｒｐｍ 转速离心 ３ ０ ｓ ， 随后倒掉收集管中 的液体 ， 将吸附柱重新置于收集管 内 。

８
） 确认漂洗液 ＰＷ 提前加入无水乙醇 ， 向吸附柱中加入 ６００

ｈＬ 上述漂洗液 ＰＷ ，

以 １ ２
，
０００ｒｐｍ 转速离心 ３０ｓ 。 重复此步骤两遍 。

９
） 将吸附柱重新置于收集管 内 ， 以 １ ２

，

ＯＯＯ ｒｐｍ 转速离心 ３ ｍｉｎ ， 随后倾倒收集管 内

的液体 。 让吸附柱在室温下 自然静置约 ８ｍｉｎ 。

１ ０
） 将吸附柱更换至另

一

洁净 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 向吸附膜的 中 间部位小心滴加适量

三蒸水 ， 室温静置 ８ｍｉｎ ， 离心收集离心管中的洗脱液 。

１ １
）将收集到的基因组 ＤＮＡ 进行浓度测定 ， 并在离心管管身标记名称 、 浓度和 日 期 。

１ ９
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

２ ．４放线菌索 Ｄ舰细胞

１
） 将贴壁培养的细胞收集后重悬 ， 均匀铺至六个六孔板的孔中 。

２
） 待到细胞贴壁后 ， 实验孔中按照时间梯度 Ｏｈ 、 ４ｈ 、 ８ｈ 、 １ ２ｈ 、 １ ６ｈ 、 ２４ｈ 加入终

浓度为 ２
卩ｇ／ｍＬ 的放线菌素 Ｄ 。

３
） 加药培养至相应时间后 ， 每孔用移液枪吸弃培养基 ， 然后用 ＰＢ Ｓ 清洗三遍。

４
） 每个样本加入 ５００

ｐ
ＬＲＮＡ－

ｅａｓｙ
Ｉｓｏ ｌａｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ 试剂按照上述实验步骤提取细

胞总 ＲＮＡ ， 对提取的总 ＲＮＡ 反转录后进行 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析 。

２ ．５ＲＮａｓｅＲ 消化实验

１
） 收集贴壁培养的细胞 ， 按照上述实验步骤进行细胞总 ＲＮＡ 的提取 。

２
） 按照下述反应体系添加反应液 ：



试齐 ！Ｊ



加入量


总ＲＮＡ ３ ．０
ｎｇ

１ ０ｘＲＮａｓｅＲ ｒｅａｃｔ ｉｏｎＢｕｆｆｅｒ２ ．０
 ｊ
ｉＬ

ＲＮａｓｅＲ
（
２０Ｕ ／

＾
ｉＬ

） １ ．０
 ｊ
ｉＬ

ＤＥＰＣ 水


补齐至 ２０ ． ０
ｎＬ

３
）

３ ７
。

（：条件下孵育 ３〇 １１１１１１ ， 并在 ７０
°

（：条件下孵育 １ 〇 １１１１１１ 。

４
） 将消化后的 ＲＮＡ 纯化 ， 通过上述 ＰＣＲ 检测和琼脂糖凝胶电泳 比较环状 ＲＮＡ 和

线状 ＲＮＡ 条带位置及表达 。

２ ．６糖电泳

１
） 制备琼脂糖凝胶 ： 使用预先配置好的 ５ 〇 ｘＴＡＥ 缓冲液稀释成 Ｉ

ｘＴＡＥ 缓冲液 ， 按

比例在锥形瓶中加入琼脂糖粉末及 ＴＡＥ 缓冲液中配置成 １
－

１ ． ５％的琼脂糖凝胶将混合物

放入微波炉 中煮沸 ， 使其完全溶解至无色透明 ， 然后冷却至适宜温度 ， 加入 ＤＮＡ 核酸

染料混合均匀后倒入凝胶平板中 ， 插入梳子 ， 放置凝固 。

２
） 放置琼脂凝胶 ： 待平板中凝胶凝固成半透明 固体 ， 即取出 ， 平稳拔出梳子 ， 置

于电泳槽中 ， 加入足够的 电泳缓冲液没过凝胶最上端 。

３
） 样品处理 ： 在样本槽两端加入 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ ， 将待分析样品与 ６ ｘＤＮＡ 上样缓冲

液混合 ， 使用最大量程为 １ ０
ｐＬ 的移液枪加载到凝胶槽中 。

４
） 接通电源 ： 检查电极正负极方向 ， 接通直流 电源 ， 使 ＤＮＡ 在 电场作用下沿凝胶

移动 。

５
） 图像分析 ： 使用凝胶成像系统观察各泳道上的发光带状物 ， 并根据迁移距离和

大小进行分析和测量 。

２ ．７ 核质分离实验

我们使用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 的 ＰＡＲＩＳ
？
核质分离试剂盒分别提取核和细胞质 ＲＮＡ ， 具

体实验步骤如下 ：

１
） 将贴壁培养的细胞从 ３ ７

°

Ｃ恒温培养箱中取 出 ， 加入 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次 ， 随后加入胰

２０
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

酶将细胞消化 ， 转移至离心管中 ， ８００ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ 。

２
） 先用冰冷的 ＰＢ Ｓ 溶液对细胞进行三次温和的洗涤 ， 接着加入 ３００

ｊ
ａＬ 预冷的预先

冷却 的细胞裂解缓冲液对细胞进行裂解 ， 置于冰上 ｌ Ｏ ｍｉｎ ， 随后 ， 轻轻刮下并收集裂解

液转移到
一

个冰冷的离心管 内 。

３
） 将离心机预先制冷到 ４

°

Ｃ ， 使用低速离心来保持细胞核完整 ， 将细胞 ５ ００
ｇ 离心

５ｍｉｎ 〇

４
） 使用 ２００ｐＬ 移液枪将含有细胞质提取物的上清液小心转移到冰上新的 １ ． ５ｍＬ

离心管中 ， 并向含有细胞核的不溶性沉淀加入冰上预冷的细胞破碎缓冲液 。

５
） 同样离心条件再次离心 ５ｍｉｎ ， 将含有细胞核提取物的上清液转移到冰上新的

１ ． ５ｍＬ 离心管中 。

６
） 将细胞质提取物和细胞核提取物在室温下分别加入等体积的 ２ ｘ裂解／结合溶液

混合 ， 准备进行 ＲＮＡ 分离 。

７
） 使用 １ ．２５ 倍上述裂解液体积的 １ ００％乙醇溶解裂解物并轻轻混合 。

８
） 用过滤器过滤混合物并离心 ３０ｓ ， 弃掉底部收集管中 的废液 。

９
） 向上层过滤器中加入 ７００

＾
ｉＬ 洗涤液 １ ， 离心 １ｍｉｎ 。 弃掉底部收集管中的废液 ，

并重复使用试管进行后续洗涤 。

１ ０
） 向上层过滤器中加入 ５ ００

ｐＬ 洗涤液 ２／３ 。 再次离心 １ｍｉｎ 。 弃掉底部收集管中 的

废液 。 并再次重复洗涤 。

１ １
） 将上层过滤器放入新的收集管中 。 并加入预热至 ９ ５

°

Ｃ的 ＤＥＰＣ 水滴加到过滤器

的 中心 。 收集离心到收集管中的 ＲＮＡ 到新的 １ ． ５ｒｎＬ 离心管中 。

１ ２
） 对细胞核和细胞质 ＲＮＡ 进行浓度测定 ， 准备用于后续 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析或者存储

到 －

８０
°

Ｃ冰箱 中 。

２ ．８ＲＮＡ焚光厢位杂交 （Ｆ 丨ｕ ｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＳ ｉ ｔｕＨｙｂｒｉｄ ｉｚａｔｉｏｎ ）

实验前 ， 先根据实验具体流程利用试剂盒中 的实验试剂配置好以下实验材料 ：

＂

ｊｊｊｊ规格保存条件

Ｂｕｆｆｅｒ Ａ（ ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ ）〇 ！％

Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ（ ２〇 ｘ ＳＳＣ ） ４ ｘ室温

Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ（ ２〇 ｘ Ｓ ＳＣ ） ２ ｘ室温

Ｂｕｆｆｅｒ Ｃ（ ２〇 ｘ Ｓ ＳＣ ） ｌ
ｘ室温

Ｂｕｆｆｅｒ Ｆ（ Ｔｗｅｅｎ ２０ ） ０ ． １％室温

探针储存液 １ ００－２０
°

Ｃ避光

ＤＡＰＩ 工作液


０Ａ％


室温避光


具体实验步骤如下 ：

１
）
细胞铺板时 ， 在 ２４ 孔板中小心放入无菌的细胞爬片 ， 随后按照 ５ ０－６０％的密度

将处理过的细胞接种于 ２４ 孔板中 ， 在培养箱中过夜贴壁 。

２ １
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

２
） 移除培养基 ， 使用移液枪依次加入两遍 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ， 每次 ５ｍｉｎ。 随后用移液

枪吸弃 ＰＢ Ｓ ， 并加入 １ ００
ｐＬ ４％多聚 甲醛进行细胞固定 ， 室温静置 １ ５ｍｉｎ 。

３
） 移除 ４％多聚 甲醛 ， 并用移液枪加入 １ ０〇 ｎＬ 〇 ． ｌ％Ｂｕｆｆｅｒ Ａ ， 室温静置 １ ５ ｍｉｎ 。

４
）
移除 ０ ． １

°
／必１１１＾１４ ， 使用移液枪依次加入两遍 ？８ ８ 洗涤细胞 ， 每次 ５ １１１１１１ 。 随后

用移液枪吸弃 ＰＢ Ｓ ， 并加入 １ ００
士 ２ ｘＢｕｆｆｅｒ Ｃ ， ３ ７

°

Ｃ恒温培养箱放置 ３ ０ ｍｉｎ 。

５
） 提前预热 ７３

°

Ｃ金属水浴锅 ， 并将 Ｂｕｆｆｅｒ Ｅ 加入 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ７３
°

Ｃ孵育 ３ ０ｍｉｎ 。

６
） 快速加入预热的稀释探针储存液 ， 继续放在 ７３

°

Ｃ金属浴变性 ５ｍｉｎ ， 第
一

次实

验需进行预实验 ， 设置不同探针工作浓度梯度 ， 例如 ： ０ ． ５ ｇＭ 、 １ ＿ 、 ２ ｐＭ 、 ４
＾
Ｍ 等 。

７
） 移除 ２ ｘＢＵｆｆｅｒ Ｃ ， 并加入 ｌ ＯＯ

＾
ｉＬ 变性后的探针混合液 ， 确保实验过程避光 ， 并

将样品置于 ３ ７
°

Ｃ的恒温培养箱 内 ， 过夜杂交 。

８
） 次 日 ， 从恒温 ３ ７

°
Ｃ培养箱中取出样本 ， 移除探针混合物 。 随后 ， 每孔中加入预

先加热至 ４２
°

Ｃ的 ０ ． １％ＢｕｆｆｅｒＦ１ ００
ｍＬ ， 进行 ５ 分钟的温和洗涤 。

９
） 移除 ０ ． １％ＢｕｆｆｅｒＦ ， 并加入 １ ００ 吣 ４２

°

Ｃ 预热的 ２ ｘＢ ｕｆｆｅｒＣ 温和洗涤 ５ｍｉｎ 。

１ ０
） 移除 ２ ｘＢｕｆｆｅｒ Ｃ ， 并加入 １ ００ ｇＬ ４２

°
Ｃ 预热的 ｌ

ｘＢｕｆｆｅｒ Ｃ 温和洗涤 ５ ｍｉｎ ， 吸

弃洗涤液 。

１ １
） 向每个孔中添加 １ ００ 私 预先稀释的 ＤＡＰＩ 染色溶液 ， 确保在暗环境中染色 １ ０

ｍｉｎ 。 随后使用移液器小心地去除 ＤＡＰＩ 染色液 ， 并用 ＰＢＳ 进行两次洗涤 ， 每次间隔 ５

分钟 ， 以彻底清除多佘的染料 。

１ ２
）封片时 ， 在干净的载玻片上小心滴加抗淬灭剂 ， 用镊子轻轻将细胞爬片的细胞

层朝下放在滴加抗淬灭剂的部位 ， 荧光显微镜下观察并拍摄 。

２ ． １０ 数据统计与分析

所有数据分析均使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８ ． ０ 进行 。 除非另有说明 ，

一

般对两组样本之

间差异的分析进行双侧 Ｓ ｔｕｄｅｎｔ Ｔ 检验 。 所有统计数据均 以图 中 的平均数±标准差表示 ，

ｐ

＜
０ ． ０５ 为有统计学意义 。

研赠果

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 具有 ｃｉｒｃＲＮＡ 基本环状特性

基于 ｃｉｒｃＢ ａｓｅ 数据库 ， 我们发现 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是
一

个保守的环状 ＲＮＡ 结构 ， 长度为

９ １ ５ｎｔ ， 来源于染色体 ｃｈｒ３ ：４７４６６９７４－４７４７６６２７ 的外显子 ３
－８ 的片段区域 。

２２





山 东大学硕士学位论文


Ａ Ｂ

Ｉ Ｄｈｓａ
＿

ｃ ｉ ｒｃ ００６ ５２ １ ４

 ｃ ｈ ｒＭ ■ 關 ■ 『ｆ署 ｇ ｉＭｆ ｌ Ｊ３^

Ｐｏｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎ  ｆｃｈ ｒ ３ ： ４ ７ ４６６９ ７４ － ４ ７ ４７６６２７
̄




Ｓ ｔ ｒａｎ ｄ

ｗ
％ ５ ３

＇

 Ｔａ
ｌ ｅｎ ｇ

ｔ ｈ
 Ｓ ？ １

？

．

ｎ ． ．  

９ １ ５ ＣＣＡＧＣＴＡＣ麵＿ ＧＣＧＧＧＴＡＧ

ｌ ｅ ｎｇｔｈ ５ ｜
Ｅ ？ 〇ｎ ＜

＞ Ｈ Ｅ ＾ ｏ ｎ ５
ｌ 

？
ｌ Ｅ ？ 〇 ｎ ６

｜

？

 Ｉ Ｅ ｋ ＜ｗ ７＾ ３

＇

Ｂａｃｋ ｓｐ ｌ ｉ ｃｅｄ ｓ ｉ ｔｅ

ＡＮＮＯＴＡＴＥ Ｄ ▼

ｇ
ＣＤＳ

Ａｎｎｏｆｔ ｉｄ Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ

ＯＶＣＯＤＥｖＸ／
ＯＶＥＸＯＮ

Ｒ ｅｐｅａ ｔｓＮＡ

ｔ ｒ？二卜
０ ， ２２ ３ ５

＾？

：ＳＣＡＰ
ｓ
ｙ
ｍｂｏ ｌ

图 ４Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的基因组信息

Ｆ ｉｇ ．４Ｇ ｅｎｏｍ ｉ ｃ ｉｎｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ

（ Ａ ）Ｃ ｉ ｒｃＢ ａ ｓ ｅ 数据库 中 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的信息 （ Ｂ ） （ 上 图 ） 显示基因组中 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 位点 的示意

图 。 （ 下 图 ） 由 外显子 ３
－

８ 反向剪接的 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 示意图 。

为确 认 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的存在 ， 我们针对剪接 点进
一

步设计 了 发散 引 物 （ Ｄ ｉｖｅ ｒｇｅｎ ｔ

ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒｓ ） 和收敛 引 物 （ Ｃ ｏｎｖｅｒｇｅｎ ｔ
ｐ
ｒｉｍ ｅｒｓ ） 以特异性扩增对应 ＳＣＡＰ 的线性和环状 ＲＮＡ

片段 。 在来 自 ＭＣ Ｆ －７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞的 ｃＤＮＡ 和基因组 ＤＮＡ （ ｇＤＮＡ ） 中分别进行 ＰＣ Ｒ

扩增 ， 扩增产物进行琼脂糖电泳 ， 结果显示 ， 线性 ＳＣＡＰ 可 以从 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 中扩增 ，

而环状 ＳＣＡ Ｐ 只 能从 ｃＤＮＡ 中扩增 （ 图 ５Ａ ） 。 放线菌素 Ｄ 可 以抑制线性 ｍＲＮＡ 的稳定

性 ， 我们在处理后提取 ＭＣ Ｆ －７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中 的 ＲＮＡ 进行扩增 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结果表明

ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 的半衰期超过 １ ８ 小时 ， 远长于线性 ＳＣＡＰ 的半衰期 ， 具有更稳定的结构特征

（ 图 ５ Ｂ ） 〇 ＲＮ ａ ｓ ｅ Ｒ 可 以从 ３
，

到 ５
，

方 向 降解线性 ｍＲＮＡ ， 并消化几乎所有线性 ｍＲＮＡ ，

在提取的 ＭＣ Ｆ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 ＲＮＡ 中加入 ＲＮ ａ ｓｅＲ 消化后 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结果显示 ，

ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 比线性 ＳＣＡＰ 更能抵抗 ＲＮ ａ ｓｅＲ 的消化 （ 图 ５Ｃ ） 。 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 转录扩展 只 能用

Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅ ｒ 引 物获得 ， 而不能用 Ｏ ｌ ｉｇｏｄＴ 引 物获得 ， 而线性 ＳＣＡＰ 转录可 以用两种

引 物 同时获得 ， 证明 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 缺失 ｐｏ ｌｙＡ 尾 ， 具有环状特殊结构 （ 图 ５Ｄ ） 。 综上所

述 ， 我们鉴定 了 由六个外显子组成的 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ（ ｈｓ ａ ｃ ｉ ｒｃ ００６ ５ ２ １ ４ ） 在激素受体阳性乳

腺癌 中稳定存在的环状特性 。

２ ３
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Ａ Ｂ

Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰｐ
－

ａ ｃ ｔ ｉ ｎ ＭＣ Ｆ －

７ Ｘ４７Ｄ

＆ｑ Ｉ＾ ２ ５０ ｂｐｐｃｐ｜｜｜ｐｐｉ
｜｜
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图 ５Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 环状结构 的鉴定

Ｆ ｉ ｇ ．５ Ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ａ ｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰｒ ｉｎｇ
ｓ ｔｒｕ ｃ ｔｕｒｅ

（ Ａ ）分别对 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的 ｃＤＮＡ 和 ｇ
ＤＮＡ 的 Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表达水平进行 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分析 ，

其 中 ｐ
－

ａｃ ｉ ｔｎ 用 作 阴性对照 。
ｆ Ｂ ）ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分析和琼脂糖凝胶电泳检测添加 ＲＮ ａ ｓ ｅ Ｒ 后 ＭＣＦ －７ 和

Ｔ４ ７Ｄ 细胞中 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 和 ｌ ｉｎｅ ａ ｒＳＣＡＰ 表达水平的变化 。 （ Ｃ ）ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分析检测使用放线菌素 Ｄ 后

ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 和 ｌ ｉｎｅ ａ ｒＳＣＡＰ 表达水平的变化 。 （ Ｄ ） 分别使用 Ｒａｎｄｏｍ６
－

ｍｅ ｒ 引

物或 Ｏ ｌ ｉ
ｇ
ｏ ｄＴ 引 物检测反转录后 ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中扩增 的 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 和 ｌ ｉｎｅ ａｒＳＣＡＰ 的量 。

２ ．Ｃ ｉ ｒ ｃ ＳＣＡＰ 主要在细胞核中发挥潜在作用

为 了探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是在细胞质还是细胞核 中 发挥作用 ， 我们进行 了核质分离实验 ，

将分离得到 的胞核和质 ＲＮＡ 进行 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 表达分析 ， 结果显示 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 主要存在于

细胞核 中 （ 图 ６Ａ ） 。 此外 ， 还设计了
一

种带有 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 荧光信号的核酸杂交探针 ，

以显 ７Ｋｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的亚细胞定位 。 我们的焚光原位杂交结果显示 ， ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 主要存在于

ＭＣ Ｆ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的细胞核中 （ 图 ６Ｂ ） ， 这与核质分离实验的结果
一

致 。 以上研究

结果表明 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 主要在激素受体阳性乳腺癌细胞核 中发挥潜在作用 。

Ａ Ｂ

ＳＭＣ Ｆ
－

７ｇＴ４ ７ Ｄ Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰＤＡＰ ＩＭ ｅ ｒ
ｇ
ｅ

１５
１Ｄ Ｎ ｕ ｃ Ｄ Ｎ ｕ ｃ卜

ｉ
１ ０

ｎ ｎ ｎ

Ｄ Ｃ ｙ ｔ〇

＾
１ 〇

ｐ ｎ ｎ ！■■■■
ｒ

． ５

－

」 ｉ

０ ． ５

』
ｓ：

ｏ ｏ
１ １ １

ｈ ｍ§
．ｏ ． ｏ

－ ｉ

图 ６Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的亚细胞定位

２４
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

Ｆ ｉ
ｇ ．６Ｓｕｂｃｅｌｌｕ ｌａｒ  ｌｏ ｃａｌ ｉｚａｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

（Ａ ） ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析显示 ＭＣＦ－

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞核质分离后 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在细胞核和细胞质 中 的表达

差异 。 （ Ｂ ）ＲＮＡ－Ｆ ＩＳＨ 分析 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在 ＭＣＦ－７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中 的分布特征 。 比例尺 ， １ ０〇 ｎｍ 。

２５
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第三部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进激素受体阳性乳腺癌恶性进展的功能研究

研究目的

１ ． 探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞生长增殖 、 迁移侵袭能力 的影响 ；

２ ．探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌干性特征的影响 。

材料与方法

１ ． 实验材料

１ ． １ 细胞系

本部分研宄中所使用 的细胞系 同第
一

部分 １ ． １

１ ．２ 临床样本

本部分类器官培养采用 ２０２３ 年于山东大学齐鲁医院采集的两例激素受体阳性乳腺

癌新鲜组织标本 。 两例患者均在山东大学齐鲁医院接受手术及组织病理检验 ， 均在被充

分告知并获得知情同意后 ， 进行组织样本的取材 。 组织样本均是在 ３ ０ 分钟之内完成取

样 、 运输 、
？切块 、 消化等操作 ， 之后当天即开始类器官培养 。 所有肿瘤组织均经过术后

病理证实 ， 确定为激素受体阳性乳腺癌 。 本研究临床样本的获取遵循国际标准 ， 并己获

得山东大学齐鲁医院伦理委员会的正式批准 。

１ ．３ 实验试刑

１ ． ３ ． １ＥｄＵ 相关试剂


实验试剂
＾ 储存条件

渗透剂 （ ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ ）美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司室温

甘氨酸 国药集团化学试剂有限公司室温

ＰＢ Ｓ（ ｐＨ ７ ．２ －７ ．６ ）上海源培生物科技股份有限公司４
°

Ｃ

４％多聚 甲醛 （细胞固定液 ） 北京索莱宝科技有限公司 ４
°

Ｃ

Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色液


上海碧云天公司


ｒ
￡

１ ， ３ ．２ 克隆形成和 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 实验相关试齐 丨

Ｊ



实验试剂
＾储存条件



甲醇国药集团化学试剂有限公司室温

结晶紫北京索莱宝公司室温

基质胶


美国康宁公司


－

８０
°
Ｃ


２６
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

１ ． ３ ． ３ 蛋 白质 的提取和浓度测定相关试剂


实验试剂
＾储存条件

Ｗｅｓｔｅｒｎ 及 ＩＰ 细胞裂解液上海碧云天公司 ４
°
Ｃ

蛋 白酶抑制剂 ＰＭＳＦ上海碧云天公司 ４
°

Ｃ

ＢＣＡ 蛋 白定量试剂盒美国 Ｍｉ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司室温避光

５ Ｘ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓冲液上海翌圣生物科技有限公司４
°

Ｃ


１ ． ３ ．４Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试齐 ！

ｊ

实验试剂
＾储存条件

３ ０％丙烯酰胺－ 甲叉双丙烯酰胺北京索莱宝公司 ４
°
Ｃ

甘氨酸 国药集团化学试剂有限公司室温

甲醇 国药集团化学试剂有限公司室温避光

过硫酸铵 （ＡＰＳ ）美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａ ｌｄｒｉｃｈ 公司室温避光

十二烷基硫酸钠 （ ＳＤ Ｓ ）美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司室温

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司室温避光

四 乙基乙二胺 （ ＴＥＭＥＤ ）北京索莱宝公司室温避光

一

抗稀释液上海碧云天公司 ４
°

Ｃ

山 羊抗兔 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 二抗北京 中杉金桥公司－２０
°

Ｃ

山 羊抗 鼠 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 二抗北京 中杉金桥公司－２０
°
Ｃ

Ｔｗｅｅｎ－２０北京索莱宝公 司－２０
°

Ｃ

ＥＣＬ 发光液 南京诺唯赞公司 ４
°

Ｃ避光

Ａｃｔｉｎ 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°

Ｃ

ＡＣＣａ 抗体 美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ 公司－２０
°

Ｃ

卩
－八 （：。 〇１ 抗体 美国 ３ ３血 〇１＾ 公司－２０

°

Ｃ

ＦＡＳＮ 抗体 美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ 公司－２０
°
Ｃ

ＳＣＡＰ抗体 美国Ｃ ｅ ｌｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ

公司 －２０
°

Ｃ

ＳＲＥＢＰ －

１抗体 美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司－２０
°
Ｃ

ＡＣＬＹ 抗体 武汉爱博泰克生物科技有限公司－２０
°

Ｃ

ＳＣＤ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°

Ｃ

ＣＤ １ ３ ３抗体 美国Ｃ ｅｌｌＳ ｉｇｎａｌ ｉｎｇ

Ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ
公司 －２０

°

Ｃ

ＣＤ４４ 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°
Ｃ

ＣＤＫ４ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°
Ｃ

ＣＤＫ６ 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°
Ｃ

Ｃｙｃｌ ｉｎ Ｂ ｌ 抗体武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°
Ｃ

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ ｌ 抗体


武汉三鹰生物技术有限公司


－２０
°
Ｃ

２７
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

ＮＡＮＯＧ抗体 美国ＩｍｍｕｎｏＷａｙ
公司－２０

°

Ｃ

ＧＡＰＤＨ 抗体 武汉三鹰生物技术有限公司－２０
°

Ｃ

ＲＸＲＡ 抗体


武汉爱博泰克生物科技有限公司－２０
°

Ｃ

１ ． ３ ． ５ 干细胞成球试验相关试剂


实验试剂
 ＾２储存条件

Ｂ２７上海碧云天公司－２０
°

Ｃ

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司 ４
°

Ｃ

ＨｕｍａｎＥｐｉｄｅｒｍａｌＧｒｏｗ ｔｈｆａｃｔｏｒ
（
ｈＥＧＦ

）北京
Ｍａｃｇｅｎｅ公司－２０

°

Ｃ

Ｂ ａｓ ｉｃＦ ｉｂｒｏｂ ｌａｓｔＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ
（
ｂＦＧＦ

）北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司－２０
°

Ｃ

Ｐｅｎｉｃ ｉｌ ｌｉｎ－Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ ｉｎ北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司 ４
°

Ｃ

牛胰岛素


北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司


－２０
°

Ｃ

１ ． ３ ． ６ 类器官培养相关试剂


实验试剂
＾储存条件

Ｒ－Ｓｐｏｎｄｉｎ３ 美 国Ｒ＆Ｄ公司－２０
°

Ｃ

ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２ 培养基 北京 Ｍａｃｇｅｎｅ 公司 ４
°

Ｃ

Ｎｅｕｒｅｇｕｌｉｎ１ 美 国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

ＦＧＦ ７．美 国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

ＦＧＦ１ ０ 美国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

ＥＧＦ 美 国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

Ｎｏｇｇｉｎ 美国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

Ａ８ ３
－０ １美国Ｔｏｃｒｉｓ公司－２０

°

Ｃ

Ｙ－２７６３２ 美 国Ａｂｍｏｌｅ公司－２０
°

Ｃ

ＳＢ２０２ １ ９０ 美 国Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司－２０

°

Ｃ

Ｂ２７ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ 美 国赛默飞世尔科技有限公司－２０
°

Ｃ

Ｎ－Ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅ ｉｎｅ美国Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司－２０

°

Ｃ

Ｎ ｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ 美国Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ公司－２０

°

Ｃ

Ｈｅｐｅｓ 美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司－２０
°

Ｃ

Ｐｅｎｉｃ ｉ ｌ ｌｉｎ／Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃ ｉｎ北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司 ４
°

Ｃ

Ｐｒｉｍｏｃ ｉｎ


北京Ｍａｃｇｅｎｅ公司


４
＾

Ｃ


１ ．４ 实验耗材

本部分研宄中所使用 的耗材同第二部分

１ ．５ 溶液配置

１ ．４ ． １ｌ 〇 ｘ蛋 白转膜缓冲液

２８
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

试剂


加入量


Ｇｌｙｃ ｉｎｅ １ ４ ．４
ｇ

Ｔｒｉｓ ３ ． ０３
ｇ

３ＤＷ


定容至 １ Ｌ


１ ． ４ ．２ｌ Ｏ ｘＴＢ Ｓ缓冲液


试齐 丨

Ｊ



加入量


ＮａＣ ｌ ８ ０ ｇ

Ｔｒｉｓ ２４ ．２
ｇ

浓盐酸 １ ５ｍＬ

３ＤＷ


定容至 １Ｌ


１ ．４ ． ３ｌ
ｘＴＢ ＳＴ洗涤液


试剂


加入量


ｌ Ｏ ｘＴＢ Ｓ缓冲液 ５０ｍＬ

Ｔｗｅｅｎ－２０ ０ ． ５ｍＬ

３ＤＷ


定容至５００ｍＬ


１ ．６ 主要仪器和设备


名称


移液枪德 国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

超净工作台新加坡 ＥＳＣＯ 公司

微型常温离心机美国赛默飞世尔科技有限公司

低温高速离心机 美 国赛默飞世尔科技有限公司

全 自 动纯水仪美国 Ｍｉ ｌ ｌ ｉｐｏｒｅ 公司

光学显微镜 日本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

ＰＣＲ 仪 伯乐生命医学产品有限公司

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪瑞士Ｒｏｃｈｅ 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００ 美国赛默飞世尔科技有限公司

Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 电泳仪 伯乐生命医学产品有限公司

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂｌｏｔ 蛋 白 电转槽伯乐生命医学产品有限公司

恒温培养箱 中 国精宏实验设备公司

凝胶成像系统美国 Ｐｒｏｔｅ ｉｎＳ ｉｍｐｌｅ 公司

－２０
°

Ｃ冰箱 日本松下集团

４
°

Ｃ冰箱美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温干燥箱


明尼苏达矿业与制造公司 －美国


２９
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

液氮罐 美国赛默飞世尔科技有限公司

室温摇床上海精宏实验设备公司

ＥｎＳｐｉｒｅ 多功能酶标仪美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ 公司 －

２ ．实验方法

２ ． １ 细胞培养 、 冻存 、 复苏

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ． １
－

２ ．４

２ ．２ 细胞样本总 ＲＮＡ 提取 、 反转录及实时定置 ＰＣＲ 表达分析

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ．４－２ ． ６

２ ．３ 细胞转染

２ ． ３ ． １ｓ ｉＲＮＡ转染

靶向 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的 ｓｉＲＮＡｓ 购买 自 吉玛基因 ， 序列如下表所示 ：



名称


ｓｉＮＣ Ｓ
＇

－ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｍ

ｓ ｉｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＃ ｌ ５
，

－ＡＣＣＣＵＣＡＡＵＧＧＣＧＧＣＵＡＣＣＴＴ－

３
，

ｓｉｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＃２


５
，

－ＧＧＣＧＧＣＵＡＣＣＣＡＣＵＧＣＵＧＡＴＴ－

３
，



我们使用 百代生物公司 的 ＲＦｅｃｔ 小核酸转染试剂对实验中 的小干扰 ＲＮＡ 进行转染

操作 ， 实现对 目标基因的表达调控或沉默 ， 以六孔板为例 ， 具体实验操作步骤如下 ：

１
）
细胞接种 ： 在进行转染操作的前

一

天 ， 将细胞接种于培养皿中 ， 放入培养箱中

过夜 ， 确保细胞密度达到适宜的 ３０－

５０％之间 。

＇

２
）Ｓ ｉＲＮＡ－ＲＦｅｃｔ 混合物准备 ： 每个转染样品分别标记两个对应的 １ ． ５ｍＬ 离心管 ，

其中
一

个加入 ２５ ０
ｎＬ 无血清培养基和 ５ｓｉＲＮＡ。 另

一

个加入 ２５０
ｎＬ 无血清培养基和

１ ０
＃ 

ＲＦｅｃｔ 转染试剂 。 分别轻轻混匀 ， 室温静置 ５ｍｉｎ 。

３
）
室温孵育 ５ｍｉｎ 后 ， 轻轻混合均匀 ｓｉＲＮＡ 稀释液与 ＲＦｅｃｔ 稀释液 ， 随后室温孵

育２０ｍｉｎ 。

４
） 给将要被转染的细胞换液 ， 替换为新鲜的完全培养基 。

５
） 将混合物加入细胞培养 ： 轻柔地将混合液逐滴均匀地分配到培养皿的各个孔中 ，

随后轻轻摇动培养板 ， 均匀混合后置于 ３ ７
°
Ｃ培养箱 。

６
） 培养 ６ ｈ 后 ， 给细胞更换新鲜的完全培养基 。 根据细胞类型 ， 目 标基因特性及分

析技术不同调整孵育时间 以确保最佳敲低效果 ， 己完成后续实验 。

７
） 其他规格的细胞培养容器转染操作与上述相 同 ， 试剂用量如下 ：



培养板 稀释液体积 （ ｇＬ ）ｓｉＲＮＡ 用量 （
ｆ
ｉＬ ）ＲＦｅｃｔ 用量 （私 ） 培养基 （吣 ）

４８ －ｗｅ ｌｌ２ ｘ ２５０ ５ １ ２５０

２４－ｗｅｌｌ２ ｘ ５０ １ ２ ５００

１ ２－ｗｅｌ ｌ２ ｘ ｌ 〇〇


２


４


１ ０００


３ ０
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

６－ｗｅ ｌｌ ２ ｘ ２５０ ５ １ ０ ２ ５００

６０ｍｍ２ ｘ ５００


１ ０


２０


５０００


２ ． ３ ．２ 质粒转染

本研宄使用 的质粒空载图谱信息见官网 ， 详细信息如下表所示 ：



名称公司


货号抗性是否带有 ＧＦＰ 标签

ＰＬＣＤＨ吉赛生物科技有限公司ＧＳ０ １ ０３氨苄青霉素 是

ｐＣＭＶ上海碧云天公司


Ｄ２７５６卡那霉素否


使用 Ｐｏ ｌｙｐ ｌｕｓ
－

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ公司 的 ＪｅｔＰｒｉｍｅ 阳离子脂质体对实验中 的过表达质粒及空 白

对照进行转染操作 ， 实现对 目标基因的表达的上调 ， 以六孔板为例 ， 具体实验操作步骤

如下 ：

１
） 细胞接种 ： 转染前

一

天接种细胞 ， 放入培养箱 内培养过夜 ， 使细胞在转染时密

度保持到 ８０％左右 。

２
） 转染前准备 ： 每个转染样品分别标记

一

个对应的 １ ． ５ｍＬ 离心管 ， 标记相应的样

品及处理 。

３
） 转染混合物准备 ： 在标记好的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 用移液枪将 ２

ｐｇ ＤＮＡ 稀释到

２００ 斤 ｊ
ｅｔＰＲＩＭＥ 缓冲液中 。 使用涡旋振荡器彻底混合 ５ｓ 。 再次用移液枪加入 ４ｐＬ

ｊ
ｅｔＰＲＩＭＥ 试剂 ， 重复涡旋操作 Ｉ ｓ 。

４
） 将装有混合物的离心管在室温下孵育 １ ０ｍ ｉｎ ， 同时给细胞更换新的完全培养基 。

５
）１ ０ｍｉｎ 后 ， 使用移液枪将转染混合物轻柔均匀滴加到新的完全培养基中 。

６
） 轻轻地来回和左右摇晃培养板使转染混合物分布均匀 ， 随后将培养板送回 ３ ７

°

Ｃ

培养箱 中孵育 。

７
） 培养 ６ｈ 后 ， 给细胞更换新的完全培养基 。 根据细胞类型所过表达基因本身及分

析方法不 同决定孵育时间 的长短 ， 己完成后续实验 。

８
） 其他规格的细胞培养容器转染操作与上述相 同 ， 试剂用量如下 ：



ｉ养板 缓冲液体积 （ ｐＬ ）ＤＮＡ 用量 （吨 ）
ｊ ｅ

ｔＰＲＩＭＥ 试剂 （ ｐＬ ）培养基 （ｍＬ ）

４８ －ｗｅｌ ｌ

￣

２０ ０２ ０ ．４－０ ． ６ Ｉ

２４－ｗｅ ｌｌ５０ ０ ． ５ １
－

１ ． ５ ０ ． ８

１ ２ －ｗｅ ｌｌ７５ ０ ． ８ １ ．６
－２ ．４ １

６－ｗｅｌｌ２００ ２ ４－６ ２

６０ｍｍ４００


４


８
－

１ ２


５


２ ．４４
，
５－二甲基噻睡蓝盐（

ＭＴＴ
）还原法

由于活细胞中 的酶能够还原外源的 ＭＴＴ ， 使其沉积在细胞中 ， 为了检测细胞存活

和生长 ， 我们使用 ＭＴＴ 方法 ， 具体操作步骤如下 ：

１
）
细胞处理 ： 将预处理的细胞以 １ ０００ 个／每孔的密度接种于 ９６ 孔板中 ， 每组样品

重复 ６ 个复孔 ， 以每天
一

个测量板的量接种 ６ 天的 ９６ 孔板 。 并用 ＰＢ Ｓ 封边 。

３ １





山 东大学硕士学位论文
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２
）ＭＴＴ 染色 ： 第二天 ， 待其生长至合适的细胞密度 ， 将其从细胞培养箱取出 。 在

每天固定时间 ， 在 ９６ 孔板的样本孔中室温避光加入 ２０ｎＬ 使用 ＰＢ Ｓ 配置的黄色澄清

ＭＴＴ 溶液 ， 随后轻轻移回培养箱 。

３
） 孵育 ： 进行 ６ｈ 的静置后 ， 肉眼可观察到底部有紫色晶体出现 。

４
） 溶解晶体 ： 在每天固定时间 ， 吸弃 ９６ 孔板的样本孔中 的培养基混合物 ， 室温避

光加入 １ ００ 私 的二 甲亚砜溶解结晶 。

５
） 测量吸光度 ： 摇床低速摇动 ９６ 孔培养板 ， 直至所有紫色晶体完全溶解 。 随后使

用 Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ Ｒｅａｄｅｒ 分别在 ＯＤ４９０ｒｕｎ 和 ＯＤ５７０ｎｍ 处测量每孔的吸光度 。

６
） 数据分析 ： 根据吸光度值计算细胞的代谢活力和增殖情况 ， 并绘制细胞生长 曲

线 。

２ ．５ 克ｆｔ形成实验

为了评估细胞增殖能力 ， 我们进行克隆形成实验 ， 具体操作步骤如下 ：

１
） 细胞处理 ： 将预处理的细胞以 ５００ 个／每孔的密度接种于 ６ 孔板中 ， 每组样品重

复 ３ 个复孔 。

２
） 细胞培养 ： 每 ３ 天换液

一

次 ， 在培养箱中培养 ３ －４ 周 。 待培养板中形成肉眼可

见的细胞集落时 ， 停止培养 。

３
） 细胞固定 ： 用移液枪吸弃培养液 ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次 ， 随后 甲醇固定 ２０ ｍ ｉｎ 。

４
） 细胞染色 ： 用移液枪吸弃固定液 ， 加入结晶紫染色 ３ ０ｍｉｎ 后 ， 用流水冲洗掉背

景上的结晶紫染色 。

５
） 克隆观察和计数 ： 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对克隆进行计数和分析 ， 包括计算克隆数量 、

大小 以及形态等特征 。 并据此进行各组之间的差异分析 ， 评估不 同处理条件对克隆形成

能力的影响 。

２ ．６ＥｄＵ 细胞增殖棚实验

ＥｄＵ 是
一

种胸腺嘧啶核苷类似物 ， 用于代替正在复制的 ＤＮＡ 分子中 的胸腺嘧啶 ，

从而快速检测细胞的 ＤＮＡ 复制活性 。 我们使用锐博公司 ＥｄＵ 检测试剂盒的 Ａｐｏ ｌ ｌｏ５６７

染料 ， 具体操作步骤如下 ：

１
） 细胞处理 ： 将预处理的细胞以 １ ００００ 个 ／每孔的密度接种于 ９６ 孔板中 ， 每组样品

重复 ３ 个复孔 。

２
） 实验准备 ： 在实验前准备 以下试剂 ：



试齐 丨

Ｊ



规格


ＰＢＳ（ ｐＨ ７ ．２ ：７ ． ６ ）

渗透剂 （ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－

１ ００ ）０ ．５％

甘氨酸溶液 ２ｍｇ／ｍＬ

多聚 甲醛


４％


３
）ＥｄＵ 标记 ： 将试剂 Ａ 中 的 ＥｄＵ 染色溶液按照 １ ： １ ０００ 的 比例与细胞完全培养基

３ ２
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混合 ， 加入细胞中 ； 在 ２ ｈ 的孵育过程结束后 ， 先移除细胞培养液 ， 接着使用 ＰＢ Ｓ 溶液

温和地洗涤细胞两次 以去除残留物质 。

４
）
细胞固定 ： 向孔中加入 ５０ 队 的细胞固定液 （ ４％的多聚 甲醛 ） ， 在室温下静置

３ ０ｍｉｎ 后移弃 ； 继续加入 ５ ０
ｐ
Ｌ２ｍｇ

／ｍＬ 甘氨酸进行中和 ， 室温孵育 ５ｍｉｎ 后 ， 移除甘

氨酸 ； 用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ５ｍｉｎ ； 随后每孔加入 １ ００ 叫 渗透剂 ， 继续摇床孵育 １ ０ｍｉｎ ； 最后 ，

继续 ＰＢＳ 洗涤 ５ｍｉｎ 。

５
）Ａｐｏｌ ｌｏ 染色 ： 按照下列表格中 的配比 ， 室温避光环境下配置 Ａｐｏｌｌｏ 染色反应液 ，

后向每孔加入 １ ００
ｐＬ ， 并在摇床孵育 ３ ０ｍｉｎ 后 ， 小心移除反应液并加入 １ ００

ｈＬ 渗透剂

洗涤 １ ０ｍｉｎ 。

试齐 ！ Ｊ 力口入量


缓冲添加剂 ５ｍｇ

荧光染料 １ ． ５
ｐＬ

催化剂 ５ 吣

反应缓冲液 ２５
ｎＬ

去离子水 ４６９
ｐＬ

６
）ＤＮＡ 染色 ： 室温避光环境下 ， 将试剂 Ｆ 以去离子水按 １ ００ ：１ 的 比例稀释 ， 并

在确保避光条件下保存 ； 随后 ， 每孔加入 １ ００
ＨＬ 染色反应液 ， 置于暗处 ， 静置孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ，

小心移除染色反应液 。

７
）
图像获取及分析 ： 使用徕卡显微镜拍照并在图像分析软件上合并两个信号通道

的 图像 ， 计算红色 Ａｐｏ ｌ ｌｏ 阳性信号与蓝色核染色信号之比 以计算增殖率 。 并据此进行各

组之间 的差异分析 ， 评估不同处理条件对增殖能力的影响 。

２ ．７ 划痕实验

划痕实验是
一

种常用 的细胞迁移和侵袭能力评估方法 ， 具体操作步骤如下 ：

１
） 细胞处理 ： 将预处理的细胞接种于 ６ 孔板中 ， 数量以贴壁后铺满板底为宜 ， 每

组样品重复 ３ 个复孔 。

２
） 细胞划痕 ： 细胞铺满板底后 ， 用 １ ０ 叫 枪头 ， 垂直于 ６ 孔板的角度 由上到下迅

速在中 间位置划 出
一

道空 白痕迹 ， 尽量保证各个划痕宽度
一

致 。 随后用 ＰＢ Ｓ 冲洗孔板 ，

去除划痕产生的细胞碎片 ， 加入新的完全培养基 。

３
） 细胞培养 ： 将 ６ 孔板放回培养箱培养 ， 每隔 ８ｈ 取出进行观察 ， 直至 出现明显的

划痕愈合现象 。

４
） 图像获取及分析 ： 使用 显微镜对刚划痕 Ｏ ｈ 以及 ４８ｈ 后愈合的划痕进行拍照 。

根据收集的 图片 中划痕间的距离进行分析 ， 将实验结果量化并进行各组之间 的差异分

析 ， 评估不同处理条件对迁移能力的影响 。

３ ３
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２ ．８Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验

我们使用 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 小室系统和基质胶检测细胞的迁移侵袭能力 ， 具体操作步骤如

下 ：

（ １ ）Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 迁移实验

１
）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室系统准备 ： 将底部有 ８

＾
ｒｎｉ 孔径生物膜的 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 小室依次对应

放入 ２４ 孔板中 。

２
） 培养基准备 ： 在 ２４ 孔扳与小室底部形成的下室中加入含有 ２０％浓度血清的培养

基 ， 上室则加入带有细胞悬液的无血清培养基 。

３
） 细胞准备 ： 将预处理的细胞消化后在无血清培养基中重悬并计数 ， 以每孔 ２ ｘ ｌ ０

５

个细胞的细胞数加入 ３００
ｈＬ 无血清培养基中混合均匀 。

４
） 细胞接种及培养 ： 将细胞混合液轻轻加入上室中 ， 在细胞培养箱中培养 ４８ 小时

后 ， 部分细胞迁移到 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 腔室生物膜的下表面 。

５
） 细胞固定 ： 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室从 ２４ 孔板中拿出 ， 弃去上室中 的细胞和培养基 ，

用 ＰＢ Ｓ 洗涤三次 ， 用 甲醇固定 ２０ｍｉｎ 。

６
） 细胞染色 ： 将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室用 ＰＢ Ｓ 洗涤 ３ 次后 ， 使用结晶紫染色 ２０ｍ ｉｎ 。 染色

结束 ， 用大量蒸馏水洗去结晶紫浮色 ， 将小室倒扣在吸水纸上晾干 。

７
） 图像获取及分析 ： 将小室重新放 回干净 的 ２４ 孔板 中 ， 使用徕卡显微镜对

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室底部染色细胞进行拍摄 。 根据收集的 图片进行分析计数 ， 将实验结果量化 ＿

并进行各组之间的差异分析 ， 评估不同处理条件对侵袭能力的影响 。

（ ２ ）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验

侵袭实验和上述迁移实验步骤大致相 同 ， 区别在于侵袭实验在上室加入基质胶 ， 肿

瘤细胞的基质膜穿越能力通常能反映其在体内侵袭和转移的潜能 。 具体操作步骤如下 ：

１
）
基质胶铺设 ： 我们提前 ２４ｈ 将基质胶放在 ４

°

Ｃ冰箱中缓慢化冻 ， 由 固体转变为

液体状态 ， 在冰上按 １ ： ７ 的 比例将基质胶用无血清培养基稀释 ， 随后 以 ６０
ｍ
Ｌ／孔接种于

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室 ， 轻轻移至 ３ ７
°

Ｃ培养箱中静置 ２ｈ ， 待液态的基质胶混合物凝结为凝胶状

即可使用 。

２
） 后续操作 同上述 Ｔｒａｎｓｗｅｌ ｌ 迁移实验 。

２ ．９ 细胞蛋白质的提取和浓度测定

（ １ ） 细胞蛋 白质的提取和变性处理

１
） 配置裂解缓冲液 ： 将细胞裂解液与 ＰＭＳＦ 以 １ ００ ： １ 的 比例 ， 混合均匀制备细胞

裂解缓冲液 。

２
） 裂解细胞 ： 将预处理的细胞从细胞培养箱中取出 ， 吸弃培养基并用 ＰＢ Ｓ 清洗 ３

次 ， ６ 孔培养板根据细胞量加入适量裂解缓冲液 。

３
） 收集细胞 ： 使用细胞刮子轻轻刮下全部贴壁细胞 ， 将含有细胞的裂解液转移到

３４
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标记好的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 冰浴中静置 ３０ｍｉｎ 使细胞充分裂解 ， 以 ４
°
Ｃ ， １ ２０００ｒｐｍ 转

速离心 ２０ｍｉｎ ， 收集含有蛋 白 的上清液 。

４
） 变性处理 ： 将上清液转移到新的 １ ． ５ｍＬ 离心管中 ， 加入相 当于溶液体积 １ ／４ 的

５ ｘ溴酚蓝溶液 ， 混匀后放入 ９５
°

Ｃ恒温金属浴中加热 １ ０ｍｉｎ ， 随后置于冰上冷却 。

５
） 蛋 白存储 ： 将变性后的蛋 白颠倒混匀后 ， ４

°
Ｃ 离心机中 以 １ ００００ｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ ，

存放于 －２０
°

Ｃ 以备后续使用 。

（ ２ ） 细胞蛋 白质 的浓度测定

１
）ＢＣＡ 工作液的准备 ： 根据实验样本数量 ， 室温避光条件配制 ＢＣＡ 工作液 ， 每

个样本使用三个复孔 ， 每个孔加入 ２００ ｐＬ ＢＣＡ 工作液 ， 比例为 ＢＣＡ 试剂 Ａ ：试剂 Ｂ
＝

５０ ： １ ， 混匀后室温放置 。

２
）Ｂ ＳＡ 标准品梯度稀释 ： 使用前将 Ｂ ＳＡ 标准品 （ ２ ｍｇ／ｍＬ ） 与 ＰＢ Ｓ 以体积 １ ： １ 稀

释至 ｌｍｇ／ｍＬ ， 然后取不 同体积梯度 （ ０ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ２ 、 １ ６ 、 ２０ 叫 ） 的 ＢＳＡ 标准品稀

释液加入到 ９６ 孔板对照孔中 ， 并用 ＰＢ Ｓ 补足至 ２０ｐＬ ， 以形成不同总蛋 白量梯度的混

合液 。

３
） 样品孔配置 ： 将 ２ｇＬ 上述获得的蛋 白样品加入 ９６ 孔板的实验孔中 ， 每个样品

分设三个复孔 ， 并用 ＰＢＳ 补足到总体积 ２０
ＨＬ 。

４
）ＢＣＡ 反应 ： 向对煦和试验孔中分别加入 ２００

ｐＬ ＢＣＡ 工作液 ， 并轻轻放于 ３ ７
°

Ｃ

恒温培养箱避光ＩＩ育 ３ ０ｍｉｎ 。

５
）ＯＤ 值读取 ： 使用酶标仪测定吸光度 ， 将读取数据进行标准 曲线计算 ， 由此计算

蛋 白 质浓度 ， 在实验记录本上做好记录 。

２ ． １ ０Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 蛋白印迹分析实验

（ １ ）ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶配制 ：

１
） 准备配胶模具 ： 使用流动的双蒸水分别洗净 １ ． ５ｎｕｎ 厚玻璃板和薄玻璃板并在吸

水纸上晾干 ， 检查没有异物附着在板子上 ； 将每对厚板和薄板用夹子紧紧卡在配胶架子

上 ， 检查并测试水密性 。

２
）
配置分离胶 ： 按照 以下配方表的顺序依次将试剂加入 ５０ｍＬ 离心管中 ， 混匀小

心加入到薄板与厚板之间 ， 沿上面边缘加入 ２ ． ５ｍＬ 异丙醇以压平上层分界面 ， 让分离

胶静置 ３ ０ｍｉｎ 以充分凝固 。



试剂 力口入量


双蒸水 ４ｍＬ

３０％ Ａｃｒ
－Ｂ ｉ ｓ ３ ． ３ｍＬ

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ８ ． ８ ） ２ ． ５ｍＬ

１ ０％ＡＰＳ １ ００
ｐＬ

１ ０％ＳＤＳ １ ００
此

ＴＥＭＥＤ


４
ｊ
ｄ．



３ ５
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３
） 分离胶凝固后 ， 倾倒掉异丙醇 ， 用三蒸水小心清洗 ３ 次 ， 去除残留的异丙醇 ，

并用吸水纸吸干附着的水珠 。

句 配置浓缩胶 ： 按照浓缩胶配方表的顺序依次将试剂加入 ５０ｍＬ 离心管中配制 ，

混匀小心加入到分离胶上层 ， 并尽快小心插入梳子避免产生气泡 ， 静置 ３ ０ｍｉｎ 待凝固 。

试剂 加入量

双蒸水 ２ ． １ｍＬ

３ ０％ Ａｃｒ－Ｂ ｉｓ ５００
＾

ｉＬ

Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ８ ． ８ ） ３ ８０
ｐＬ

１ ０％ＡＰＳ ３ ０

１ ０％ＳＤＳ ３０

ＴＥＭＥＤ


３
ｊ

ｉＬ


（ ２ ）ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶电泳 ：

１
） 使用预制的 ｌ 〇ｘ电泳缓冲液稀释配制 １ Ｌｌ ｘ 电泳缓冲液 ， 并转移到 电泳外槽中 。

２
） 从配胶架中取下凝胶板 ， 小心把梳子拔出 ， 将凝胶板卡到 电泳槽中 ， 在 电泳 内

槽加满 ｌ
ｘ电泳缓冲液 ， 并小心去掉浮沫 。

３
）

．将蛋 白 ｍａｒｋｅｒ 和样品依次加入至凝胶泳道孔底部 ， 注意动作轻柔缓慢 ， 切勿因

动作幅度太大使蛋 白样飘出 。

４
） 开始 以 Ｓ０Ｖ 电压将蛋 白样品进行浓缩成

一

条整齐的线 ， 需要约 ３ ０ ｍｉｎ ， 当蛋白

ｍａｒｋｅｒ 开始分芎时 ， 增加 电压至 １ ２０Ｖ 继续在分离胶中 电泳 ， 根据所需要 目 的蛋 白分子

量大小至合适位置停止电泳 ， 需要约 ５０ｍｉｎ 。

（ ３ ） 蛋 白转印 ： 采用
“

夹心法
”

进行湿转完成凝胶中蛋 白 的转移 。

１
） 将 ＰＶＤＦ 膜泡入 甲醇中激活 ， 配置 ｌ

ｘ的转膜缓冲液 ， 将转膜夹子和滤纸提前在

转膜液中浸湿 。 用三蒸水冲洗转膜槽 ， 确保电极连接处干净无异物 。

２
） 由上到下依次排列 ， 转膜夹子黑色面 、 湿滤纸 、 凝胶 、 已激活的 ＰＶＤＦ 膜 、 湿

滤纸 、 转膜夹子 白色面 ， 排除各层之间 的气泡后夹紧 ， 装载到转膜槽中 。 在转膜槽中加

满 ｌ
ｘ的转膜缓冲液 。

３
） 将转膜槽置入冰盒中进行冰浴 ， 在转膜槽周 围和顶部加满冰块 ， 确保转膜途中

温度不会过高 。 设置恒流转膜
“

２５ ０ｍＡ３ｈ
”

， 具体电流大小和转膜时间根据 目 的蛋 白分

子量大小调整 。

（ ４ ） 封闭 ： 转膜结束后 ， 拆开转膜夹子 ， 短暂看
一

下转膜是否成功及完整度 ， 将 ＰＶＤＦ

膜在 ５％脱脂牛奶中室温孵育 １ｈ ， 以封闭非特异性结合位点 。

（ ５ ）
—

抗孵育 ：

１
） 封闭结束后 ， 用现配的 ＴＢ ＳＴ洗涤 ＰＶＤＦ 膜 ２ 次 ， 每次在摇床上低速震荡 １ ０ｍｉｎ。

２
） 按照所需蛋 白分子量大小及蛋 白 ｍａｒｋｅｒ 位置对 ＰＶＤＦ 膜进行裁剪 。

３
） 将 ＰＶＤＦ 膜浸入预先制备的

一

抗稀释液中 ， 确保整个膜表面被孵育液充分覆盖 ，

３ ６





山 东大学硕士学位论文


在 ４
°
Ｃ冰箱中平稳放置过夜 。

（ ６ ） 二抗孵育 ：

１
） 次 日 ， 从

一

抗孵育液中拿出 ＰＶＤＦ 膜 ， 注意 回收
一

抗孵育液 ， 浸入现配的 ＴＢ ＳＴ

中洗涤 ３ 次 ， 每次在摇床上低速震荡 １ ０ｍｉｎ 。

２
） 将 ＰＶＤＦ 膜放入稀释好的二抗孵育液中 ， 室温低速摇床孵育 ２ｈ 。

３
）
二抗孵育结束后 ， 使用新鲜配制的 ＴＢＳＴ 缓冲液对 ＰＶＤＦ 膜进行三次洗涤 ， 每

次１ ０ｍｉｎ 。

（ ７ ） 蛋 白 印迹显影 ：

１
）
显影液现配现用 ， 按照 １ ： １ 的 比例将反应液 Ａ 和 Ｂ 室温避光配好 。

２
） 将显影机器预冷到 －

２０
°

Ｃ ， 并把发光板清洁干净 ， 将 ＰＶＤＦ 膜平整放置于发光板

上 ， 均匀滴加发光液 ， 并进行成像检测 。

２ ． １ １ 干细胞成球实验

干细胞成球实验 ， 是
一

种常用于体外培养癌症干细胞的方法 ， 旨在体外模拟干细胞

在体 内 自我更新 ， 形成球状结构的特征 ， 具体实验操作步骤如下 ：

１
） 细胞处理 ： 将预处理细胞用胰酶消化后用 ＰＢ Ｓ 洗涤三遍 ， 并在无血清 ＤＭＥＭ／Ｆ １ ２

培养基中重悬 。

２
） 细胞接种 ： 对每个样本的细胞进行计数 ， 然后 以每孔 ５００ 个的细胞的密度在 ９６

孔悬浮培养板上接种 。 细胞生长需要补充干细胞培养特制培养基 。

３
）
细胞计数 ： 每隔

一

天观察
一

次形成干细胞球的数量和大小 ， 计算成球率和球直

径 ， 将实验结果量化并进行各组之间 的差异分析 ， 评估不同处理条件对成球能力的影响 。

２ ． １ ２ 患者来源的乳腺癌类器官培养

本研宄所用新鲜乳腺癌组织来源于 山 东大学齐鲁医院 ， 经山 东大学伦理审查委员会

批准 。

１
）
组织取材 ： 取直径约 ６０ｍｍ 的新鲜肿瘤组织 ， 用手术刀在 ６ｃｍ 的培养皿中切碎 。

２
）
组织消化 ： 将组织碎片转移到含有消化液的 ５ ０ｍＬ 离心管中 ， 并固定在 ３ ７

°

Ｃ恒

温箱中低速震荡 ２ｈ ， 使组织消化分解 。

３
） 肿瘤细胞提取 ： 将 １ ００

Ｍｍ 孔径大小的过滤器放置在另
一

个干净无菌的 ５０ｍＬ 离

心管上 ， 将消化后的混合物过滤 ， 过滤后的液体在预冷的 ４
°

Ｃ离心机中 ３ ００ｇ 离心 ５ｍｉｎ 。

弃去上清 ， 将含有肿瘤细胞的沉淀物在洗涤缓冲液中重悬 。

４
） 去除红细胞 ： 再次离心后 ， 加入 ＴＡＣ 缓冲液裂解红细胞 ， 直至混合物上清褪去

红色变成无色透明 。

５
） 类器官接种 ： 提前 ２４ ｈ 将基质胶放置在 ４

°

Ｃ中融化为液态 ， 尽可能地吸弃上清 ，

并将沉淀重悬在足量的基质胶中 ， 为防止基质胶重新变得粘稠 ， 这
一

步在冰上操作 ， 动

作尽量轻柔但快速 。 为方便细胞接种 ， 需提前在 ３ ７
°

Ｃ培养箱中预热 ４８ 孔板 。 将小铁环

３７
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

接种在对应的孔中 。 重悬带有细胞悬液的基质胶 ， 并 以每孔 ５ ０
ｐＬ 的悬浮液接种于预热

好的 ４ ８ 孔板上 。 集中完成后将培养板立刻轻轻放回 ３ ７
°

Ｃ培养箱 ， 等待 １ｈ 基质胶凝固

后 ， 每孔加入 ３ ０ ０新鲜的类器官培养基 。

６
） 类器官观察与统计 ： 每天对乳腺癌类器官进行观察并拍照 ， 测量类器官直径大

小 ， 并进行各组之间 的差异分析 ， 评估不同处理条件对类器官生长的影响 。

２ ． １ ３ 数据统计与分析

本部分研究的数据分析参见第二部分

研究结果

１ ．干扰 ｃ ｉｒ ｃＳＣＡＰ 显著抑制激素受体阳性乳腺癌细胞增殖 、 迁移及侵袭能力

为 了探究 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌 中 的潜在作用 ， 我们设计 了 两个靶 向

ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 反向剪接点 的特定小干扰 ＲＮＡ 序列 （ 图 ７Ａ ） 。 并在 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中

检测 了 两条小干扰 的干扰 效率 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结 果表 明 两个小 干扰均可 以 有效地千扰

ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ的表达 （ 图７Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

Ｂａ ｃ ｋ －ｓ ｐ ｌ ｉ ｃ ｅ ｄｓ ｉ ｔｅ

［Ｍ Ｃ Ｆ －７
．

ｓ ｊ ＮＣｃ Ｔ４７Ｄ ．ｓ
ｊ
ＮＣ

Ｏ
ｉ

１ ＾

１
…

．

ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ＃
＊

！Ｉ
１５

＊

｜ ｓ
ｉ
ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ＃ １

２ ． ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ＃２２０
？

ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ＃２

ｓ
－ １ 〇

－

 ＆
１ °

－

ｆＴ

ｉ 〇 ５
．

Ｓ ｉ １  ５ 

－Ａ
 ：  Ｊ Ｃ ＵＣＭ Ｌ ＧＧＣＧＧＣＵＡＣＣＴＴ写 云

ｓ ， ２  ５
－ＯＧＣＧＧＣ ＵＡＣＣＣＡＣ Ｕ ＯＣ ＵＧ ｆｉｎ

｜〇 〇
ＩＵ＿Ｌ＿ Ｉ＿－

图 ７Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的小干扰及干扰效率

Ｆ ｉｇ ．７Ｔｈｅｋｎｏｃ ｋｄｏｗｎｅ ｆｆ ｉ ｃ ｉ ｅｎｃｙ
ｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｓ ｉＲＮＡ ｓ

（ Ａ ） 示意 图 显示基于反向剪接点设计的两个靶 向 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的小干扰 ＲＮＡ 。 （ Ｂ ）ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 分

析 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中两个小干扰的干扰效率 。

为 了探究 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌细胞中具体的生物学功能 ， 我们首先检

测 了干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞增殖能力 的影响 。 通过 ＭＴＴ 实验连续观

察 ５ 天细胞的增殖情况 ， 发现抑制 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的表达后 ， ＭＣ Ｆ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的增殖能

力 明 显受到抑制 （ 图 ８Ａ ） ， 克隆形成实验同样验证 了上述结果 ， 干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后形成

单克隆集落的大小和数量明显降低 （ 图 ８Ｂ ） 。 ＥｄＵ 实验是
一

种细胞增殖实验方法 ， 通

常用于评估细胞的 ＤＮＡ 合成活性 ， 我们使用 ＥｄＵ 试剂盒检测 了ＭＣ Ｆ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细

胞的 ＤＮＡ 复制和合成能力 ， 结果发现 ， 沉默 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ， ＥｄＵ 标记的信号强度显着

降低 （ 图 ８０ ， 与经 ＼＼＾？ １１＾ １〇 １ ： 检测的细胞周期相关蛋 白 （ 如 ０
＞
＾ １ 丨 １１ ８ １ 、 ０

＞
＾ １ 丨 １１ 〇 １ 、

ＣＤＫ４ 和 ＣＤＫ６ ） 表达变化
一

致 （ 图 ８Ｄ ） 。 综合以上结果说 明 ， 干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 显著抑

３ ８
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

制激素受体阳性乳腺癌细胞生长增殖能力 。

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

ＭＣ Ｆ
－

７？ ｓ
ｊ

Ｎ ｃ ｓ ｉ
ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｓ ｉ ｃ ｉ

ｒｃＳＣＡＰ、、

？觀 或寶
應＃ ．＿＿森 ■■難 Ｃ ｙ

ｃ＝豐智
Ｔ４ ７ Ｄ ？

ｓ
ｊ

Ｎ Ｃ□ Ｃ ｖ ｃ
ｌ ｉ ｎ Ｂ １ ＿？ ＿？ 加镳》

＿̄

４

］Ｊ
〒
識鼢＃ ｜ ４ ０＾ ：

Ｓ

ｓ ｉ＾ＳＣＡ Ｐ＃ １

”乂４
： ｌ ｉ ５〇

． ｆ Ｓ １ ８＾１Ｉ ｆ

３ ０
．

＾７＾！
；

— ２

Ｎ＝圍麵
＾

： ；＝
１ ００＾ ｓ ｉ

２ ０
－ ＪＴ＇ ＡＣＴ Ｉ Ｎ

ｉ

－—，
ｎ


°

〇
１
 Ｉ

５０
■

广 （１二 ．

， Ｉ
Ｓ －

１ ０
＇ 、


＂

＾ Ｍ Ｃ Ｆ
－

７Ｔ４７Ｄ

ｂ？＾ｗ
°

．

ＭＣ Ｆ －

７Ｔ４ ７ Ｄ Ｓ
°

ＭＣ Ｆ － ７Ｔ４ ７Ｄ

图 ８ 干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞增殖能力 的影响

Ｆ ｉｇ ．８Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉｆｅｒａ ｔ ｉｏｎ ｉｎＨＲ＋ｂｒｅ ａ ｓ ｔ ｃ ａｎｃ ｅｒ ｃｅ ｌ ｌｓ

（ Ａ－Ｃ ）ＭＴＴ 实验 （ Ａ ） 克隆形成 Ｃ Ｂ ） 和 Ｅ ｄＵ 实验 （ Ｃ ） 检测沉默 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ

的增殖能力 。 （ Ｄ ）Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 分析 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中沉默 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后细胞周 期和干性标志

蛋 白 的变化 。 比例尺 ， １ ００
 （

ｉｍ  ＝

接着 ， 我们
一

方面利用划痕实验检测 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的敲低显着降低 了激素受体阳性乳

腺癌细胞的痕迹愈合能力 （ 图 ９Ａ ） ， 另
一

方面 ， 敲低 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 后乳腺癌细胞的 Ｔｒａｎ ｓｗ ｅ ｌ ｌ

共培养系统 ， 研究结果表 明干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 显著抑制激素受体阳性乳腺癌细胞迁移及侵

袭能力 （ 图 ９Ｂ
，

９Ｃ ） 。

Ａ

ｓ Ｎ Ｃｓ ｃ ｒ ｃ Ｓ ＣＡ Ｐ＃ １ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ ＃ ２ ｓ ｉ Ｎ Ｃ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＃ １ ｓ ｃ ｉ ｒ ｃ ＳＣＡＰ＃２

Ｉａ
：Ｉ ，

ｆＶ ｉＩｆ
１＿＂ＩＷ＿ｊ

ｔ
Ｂ Ｃ

ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ＾＿ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰｗ

ＷＯＴ气您 。
ｉ

‘
Ｓ
Ｐ

１
．

１尹
丨

－这￣ａ＾ ｓ ｌ ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ＣＡＰ？ １ ｓ ｉ ＮＣｓ ｉ ＃ １ｓ ｉ
＃２Ｓ ２ ５０ ．７＾

￣
＇

３ｒ￡ ｓｒＡＰ＃ ｉ

图 ９ 干扰 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞迁移侵袭能力 的影响

Ｆ ｉ ｇ ．９Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｉｎ ｔｅ ｒｆｅｒｅｎｃ ｅｏｎｍ ｉ

ｇ ｒａ ｔ ｉｏｎａｎｄ ｉｎｖａ ｓ ｉｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎｃ ｅｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ－Ｃ ） 划痕实验 （ Ａ ） 迁移实验 （ Ｂ ） 基质胶侵袭实验 （ Ｃ ） 检测沉默 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ － ７ 和

Ｔ４ ７Ｄ 的迁移侵袭能力 。 比例尺 ， ２ ００
Ｍ
ｍ  ＝

３ ９
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２ ．过表达 ｃ ｉｒ ｃＳＣＡＰ 显著增加激素受体阳性乳腺癌细胞增殖 、 迁移及侵袭能力

鉴于干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后 的影响 ， 我们利用 ＰＬＣＤＨ 质粒空 白载体 ， 构建 了ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ

的过表达质粒 ， 并在 ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中检测 了过表达效率 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结果表明该

质粒可 以有效提高 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的表达 （ 图 １ ０Ａ ） 。 同样地 ， 我们通过 ＭＴＴ（ 图 １ ０Ｂ ） 和

克隆形成实验 （ 图 １ ０Ｃ ） 检测癌细胞增殖能力 ， 结果表 明 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的过表达可 以促进

ＭＣ Ｆ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的生长增殖 。 此外 ， ＥｄＵ 实验证 明 ， 过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 会増加 ＤＮＡ

的复制和合成 （ 图 １ ０Ｄ ） ， 这与 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 实验中细胞周期相关蛋 白 的表达变化
一

致

（ 图 １ ０Ｅ ） 。 综合以上结果说明 ， 过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 显著增加激素受体阳性乳腺癌细胞

增殖能力 。
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图 １ ０ 过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的对激素受体阳性乳腺癌细胞迁移侵袭能力 的影响

Ｆ ｉ

ｇ
． １ ０Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏｆ ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰｏｖｅ ｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｎ

ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎｃ ｅ ｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ ）ＲＴ－

ｑＰＣＲ 实验检测 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 过表达效率 。 （ Ｂ －Ｄ ）ＭＴＴ 实验 （ Ｂ ）

克隆形成 （ Ｃ ） 和 ＥｄＵ 实验 （ Ｄ ） 检测过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 的增殖能力 。 （ Ｅ ）Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ 分析 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中过衣达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后细胞周 期和干性标志蛋 ０ 的变化 。 比例尺 ， １ ００

ｊ

ａｍ 。

我们进
一

步利用划痕实验 （ 图 １ １ Ａ ） 和 Ｔｒａｎｓｗ ｅ ｌ ｌ 系统 （ 图 １ １ Ｂ
，
１ １ Ｃ ） 对激素受体阳

性乳腺癌的迁移和侵袭能力进行检测 ， 结果表 明 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的过度表达增强 了激素受体

阳性乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力 。

４ ０





山 东大学硕士学位论文


Ａ Ｂ

Ｐ ＬＣＤＨＣ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＾ Ｐ ＬＣ ＤＨＣ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ

° ：

Ｖ ，涵篇 。

＿設 内 ｈ ：｜
．

；

ｒ ：ｓ１ 溫 ：

ｎ５

｜、
２

§
ｌＩＬｉ－

： Ｓ
ｇ〇＾ ＇

１１Ｔ

＂

７Ｄ

〇ｒ ＊

＿Ｄ

＾
－ Ｖ － ｒ

ｔ
’

：

爾 ］ 智ｃ ｏ
Ｔ４７ Ｄ

 ？ｐ ｉ ｃ ｄｈ Ｐ ＬＣＤＨＣ ｉ ｒｃＳＣＡＰ ． Ｐ ＬＣ ＤＨ

隨 。


．

．ｇ＿ ！ｗ
ＡＰ

人 聖 ： ：一Ｓ：、 
，
二 。Ｍ Ｃ Ｆ －

７Ｔ４７Ｄ

图 １ １ 过表达 Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞迁移侵袭能力 的影响

Ｆ ｉ

ｇ
． １ １Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎｍ ｉ

ｇｒａ ｔ ｉｏｎａｎｄ ｉｎｖａ ｓ ｉｏｎａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎｃ ｅ ｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ－Ｃ ） 划痕实验 （ Ａ ） 迁移实验 （ Ｂ ） 基质胶侵袭实验 （ Ｃ ） 检测过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ －

７

和 Ｔ４ ７Ｄ 的迁移侵袭能 力 ＝ 比例尺 ， ２ ００
ｐ
ｍ 。

３ ．Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 影响激素受体阳性乳腺癌细胞干性能力功能分析

癌症干细胞 （ Ｃ ａｎｃ ｅｒｓ ｔｅｍｃ ｅ ｌ ｌ ，Ｃ ＳＣ ） 具有 自 我更新 、 高度转移和肿瘤形成能力 ，

其在肿瘤的恶性进展 中发挥着关键作用 。 为 了探宄 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 是否通过影响细胞干性在

乳腺癌恶性进展 中发挥作用 ， 我们首先进行 了肿瘤干细胞成球试验 ， 使用特定培养基培

养 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞来源的成球干细胞 ， 并转染小千扰组的 ｓ ｉＮＣ ， ｓ ｉｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＃ ｌ ，

ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＃２ 和过表达质粒组的 ＰＬＣＤＨ ，ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ ， 随后对成球直径大小和球体形成

率进行测量记录 ， 统计分析结果表 明 ， 千扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 抑制 了ＭＣ Ｆ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的球

体大小和球体形成率 （ 图 １ ２Ａ ） ， 相反 ， 过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 则有效增加形成的球体大小

和球体形成率 （ 图 １ ２Ｂ） 。 患者来源 的乳腺癌类器官 （ Ｐａ ｔ ｉ ｅｎｔ
－ｄｅｒｉｖｅｄｂ ｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｏ ｒｇａ ｎｏ
ｉ ｄ ｓ ，ＰＤＯ ｓ ） 是在体外模拟器官三维结构和生理功能 的评价模型 ， 能够很好地代

表癌细胞的 自 我更新 、 分化和 自 组织能力 。 我们随机选取在 山 东大学齐鲁医院手术的两

例激素受体阳性乳腺癌患者新鲜乳腺癌组织进行培养 ， 使用 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的 ｓ ｉＲＮＡ 转染 ４ ８

小时后对观测 的类器官直径进行统计分析 ， 发现抑制 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 显著 降低肿瘤干细胞的

生长大小 （ 图 １ ２Ｃ ） 。 最后我们通过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析验证干性标志物的表达水平 ， 结

果显示干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＣＤ １ ３ ３ 、 ＣＤ４４ 和 ＮＡＮＯＧ 的蛋 白水平下降 （ 图 ８Ｄ ） ， 相反 ，

过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ， 表达水平升高 （ 图 １ ０Ｅ ） 。 综上所述 ， ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的通过提高癌细

胞干性能力来促进激素受体阳性乳腺癌的恶性进展 。

４ １





山 东大学硕士学位论文


Ａ Ｃ

ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ
 ｓ ｉ ＮＣ Ｓ ｉ＃２ ｓ ｉ ＮＣ ｓ ｉ ＃２

ｓ Ｎ Ｃｓ ｉ ＃ １ ｓ ｉ＃２？ ：ｓ ！ ｃ ＾ｃ Ｓ ＣＡＰ， １
＊

Ｉ ！ ｃ？ｃＳ ＣＡＰ＃ １■■

Ｆｌ ｑ
． ． ．

？

厂
２

‘
－

〇
ｉ ｏ

ｉｉｉ
，
＿ＬＬ

，

－！ （＾
° －

〇
１ １ １ ！

）

＜

１ Ｉ Ｉ

，

Ｉ ｌ ｌ Ｐａ ｔ ｉｅｎ ｔ  １Ｐａ ｔ ｉｅｎ ｔ ２

ｃ

？ＭＣ Ｆ７Ｔ Ａ ｆＤ ＭＣ Ｆ ７Ｔ ４ ７ Ｄ一

？

Ｒ
〇〇｜

２０ ０
１

ｂ ５ ３ ＾ １ ５ ０
－

．

Ｐ ＬＣ ＤＨＣ ｉ ｒｃＳＣＡＰ ＾ １ １
１ ０ ０ 令 ？

￥

■ 漏 Ｅｆ
ｓ Ｏ Ｏ

＾
－ Ｐ Ｌ Ｃ ＤＨ１ ＾ ２ ５

－

，
： Ｓ ｒ

ｇ
ＡＰ＾

｜

＇

ｐ
ｉ ，

＾
^

－

？

ｓ
３ ００

．

ｈ…差 呈 １ ５
－ ＇

ｌ ｌ ｘ^ｆ ｘ^ｒ

ｉ ｉ ｉ ｉＵ， ，
＂

 ＥＭＣＦ ７Ｔ ４ ７ＤＭＣ Ｆ ７Ｔ ４ ７Ｄ
ｒｏ

Ｑ

图 １ ２Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体 阳性乳腺癌细胞干性 自我更新的影响

Ｆ ｉ
ｇ
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（ Ａ－Ｂ ） 干细胞成球实验评估沉默和过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞的干性能力 。 右 图

是球体形成效率和球体直径大小 的统计 图 。 比例尺 ， ５ ０
ｐｍ 。 （ Ｃ ） 建立来 自激素受体阳性乳腺癌患

者的类器官模型 ， 并敲除 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 。 转染 Ｏ ｈ 和 ４ ８ｈ 后对类器官的大小进行统计评估 。 比例尺 ，
５ ０

ｆ

ａｍ 〇

４ ２
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第四部分 ＣｉｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺

癌恶性进展的功能研究

研究目的

１ ． 探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸从头合成的影响 ；

２ ． 探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸存储的影响 ；

３ ． 探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸氧化分解的影响 ；

４ ． 探究 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否通过影响脂肪酸代谢重编程改变激素受体阳性乳腺癌千性特征 ；

５ ． 探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否通过影响脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺癌进展转移 。

材料与方法

１ ． 实验材料

１ ＿ １ 细胞系

本部分研究中所使用 的细胞系 同第
一

部分 １ ． １

１ ．２ 临床样本

本部分研究中所使用 的临床样本同第三部分 １ ． ２

１ ．３ 实验试剂

１ ． ３ ． １ 脂滴分析实验相关实验试剂


实验试剂


储存条件


油红 ０ 染色粉末美国 Ｓ ｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ 公司室温避光

异丙醇国药集团化学试剂有限公司室温避光

苏木精染色液北京索莱宝科技有限公司室温避光

１％酒精盐酸北京索莱宝科技有限公司室温避光

氨水北京索莱宝科技有限公司室温避光

Ｃ７５上海宏叶生物科技有限公司－２０
°

Ｃ避光

Ｂｏｄｉｐｙ
４９３ ／５０３上海宏叶生物科技有限公司－２０

°

Ｃ避光

Ｈｏｃｈｅｓｔ


北京索莱宝科技有限公司


－２０
〇
Ｃ避光


１ ． ２ ．２ 脂肪酸氧化相关实验试剂

４ ３
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实验试剂
＾３储存条件

线粒体分离实验上海碧云天公司－２０
°

Ｃ

脂肪酸氧化速率比色法检测试剂盒 上海杰美基因医药科技有限公司 室温避光

Ｈｏｃｈｅｓｔ


北京索莱宝科技有限公司


－

２０
°

Ｃ避光

１ ．４ 实验耗材

本部分研宄中所使用 的实验耗材同第三部分 １ ． ３

１ ．５ 溶液配置

１ ．６ 主要仪器和设备
＇

名称 公司

移液枪德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司

超净工作台 新加坡 ＥＳＣＯ 公司

微型常温离心机 美国赛默飞世尔科技有限公司

低温高速离心机 美国赛默飞世尔科技有限公司

全 自动纯水仪 美国 Ｍｉ ｌ ｌｉｐｏｒｅ 公司

光学显微镜 日 本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

ＰＣＲ 仪 伯乐生命医学产品有限公司

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪瑞士Ｒｏｃｈｅ 公司

ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００美国赛默飞世尔科技有限公司

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 电泳仪伯乐生命医学产品有限公司

Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 蛋 白 电转槽伯乐生命医学产品有限公司

恒温培养箱 中 国精宏实验设备公司

凝胶成像系统 美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳ ｉｍｐ ｌｅ 公司

正置荧光显微镜 德国 Ｌｅｉｃａ 公司

倒置荧光显微镜 日本 Ｏ ｌｙｍｐｕｓ 公司

手动正置显微镜 日 本尼康株式会社公司

－２０
°
Ｃ冰箱 日 本松下集团

４
°

Ｃ冰箱 美国赛默飞世尔科技有限公司

恒温干燥箱 明尼苏达矿业与制造公司 －美国

液氮罐 美国赛默飞世尔科技有限公司

室温摇床上海精宏实验设备公司

ＥｎＳｐ ｉｒｅ 多功能酶标仪美国 ＰｅｒｋｉｎＥ Ｉｍｅｒ 公司 －

２ ．实验方法

２ ． １ 细鰣养 、 冻存 、 复苏

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ． １
－２ ． ３

２ ．２ 细胞样本总 ＲＮＡ 提取 、 反转录及实时定量 ＰＣＲ 表达分析

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ．４－２ ． ６

４４
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２ ．３Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ蛋白印迹分析实验

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ． １ ０

２ ．４ 脂滴分析实验

２ ．４ ． １ 油红 Ｏ 染色

１
） 细胞处理 ： 提前将细胞爬片放置在 ２４ 孔板中 ， 将预处理的细胞用胰酶消化后 以

６０
－

７０％的密度接种于细胞爬片上 。 轻轻放回 ３７
°

Ｃ细胞培养箱中 ， 待细胞贴壁 。

２
） 细胞固定 ： 吸弃细胞培养基 ， 用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次细胞爬片后 ， 用 ４％多聚 甲醛室

温固定细胞 ３ 〇 １１１１１１ ， ？８８ 清洗 ３ 次 。

３
） 染色液配置 ： 配置油红 Ｏ 原液 ， 将 ０ ． ５ｇ 油红 Ｏ 粉末溶入 １ ００ｍＬ 异丙醇中 ， 使

其终浓度为 ５ ｍｇ／ｍＬ ， 避光 ４
°

Ｃ保存 。

４
） 细胞润洗 ： 吸弃 ＰＢＳ ， 用蒸馏水稀释的 ６０％异丙醇平衡 ５ｍｉｎ 。

５
）
脂滴染色 ： 每个细胞爬片在油红 ０ 染色液中 ３ ７

°

Ｃ避光孵育染色 １ｈ ， 然后用 ＰＢ Ｓ

洗涤 ２ 次 。 随后将细胞爬片在 ６０％异丙醇中浸润 １ｍｉｎ 洗去浮色 。

６
）
细胞核染色 ： 使用苏木精孵育 ５ｍ ｉｎ ， 用 ＰＢ Ｓ 冲洗 １ 次后 ， 紧接着 １％盐酸酒精

分化 ３ｓ 后氧水反蓝 ２ｍｉｎ 。

、７
） 封片 ： 用吸水纸吸去周边水分 ， 使用甘油 明胶封片剂 ， 在载玻片 中 间滴

一

滴甘

油 明胶 ， 迅速用镊子夹起细胞爬片倒扣在载玻片上 ， 置于室温避光处晾干 。

８
） 图像获取及分析 ： 将载玻片放置在 Ｌｅ ｉｃａ 显微镜载物台上 ， 观察脂滴染色情况 ，

低倍镜下找到较好视野 ， 换高倍镜进行拍摄 。 根据收集的 图片进行分析计数 ， 将实验结

果量化并进行各组之间 的差异分析 ，

＇

评估不同处理条件对脂滴的影响 。

２ ＿４ ．２Ｂｏｄ ｉ
ｐｙ

４９３ ／５ ０３染色

１
）
细胞处理 ： 同油红 Ｏ 染色细胞处理方法 ， 待细胞贴壁后进行下

一

步 。

２
） 制备染色工作液 ： 在避光室温的环境下 ， 使用 ＰＢＳ 稀释 ５ｍＭ 染色原液 ， 制备

终浓度为 ２
 ｜

ｉＭ 的 ＢＯＤ ＩＰＹ４９３ ／５０３ 染色工作液 。 要注意先染色再固定 ， 不然非特异染色

很尚 。

３
） 细胞染色 ： 吸弃培养液后 ， 用 ＰＢ Ｓ 缓冲液轻轻地清洗细胞两次 。 向培养皿中加

入 １ｍＬ 染色工作液 ， 避光孵育 １ ５ｍｉｎ 。 为降低非特异性染色风险 ， 请务必先进行染色

再进行固定 。 从这
一

步开始 ， 所有实验操作均应在避光条件下进行 。

４
） 细胞固定 ： 吸弃染色液 ， 使用 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ２ 次 ， 室温环境下 ， 将细胞固定在

ｌ ｍＬ ４％多聚 甲醛中 ３ ０ ｍｉｎ 。

５
）
细胞核染色 ： 吸弃 ４％多聚 甲醛 ， 使用 ＰＢ Ｓ 洗涤细胞 ２ 次 ， 在室温避光环境下 ，

使用 Ｈｏｃｈｅｓｔ 染色细胞核 。 再次使用 ＰＢＳ 洗涤细胞 。

６
） 图像获取及分析 ： 载玻片可保存在 ４

°

Ｃ 或立即成像 ， 成像时 ， 观察脂滴荧光染

色情况 ， 该荧光探针容易淬灭 ， 请务必在暗室拍摄并减少荧光照射玻片的时间 。 根据收

４５
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集的 图片进行分析计数 ， 将实验结果量化并进行各组之间的差异分析 ， 评估不同处理条

件对脂滴的影响 。

２ ．５ 线粒体分离试验

１
） 溶液准备 ： 初次使用时 ， 将 ＰＭＳＦ 溶剂逐滴滴入 ＰＭＳＦ 晶体中 ， 确保充分混匀 。

已配制好的 ＰＭＳＦ 溶液应保存在－２０
°

Ｃ 。

２
） 收集细胞 ： 将预处理的贴壁细胞 ， 轻轻用 ＰＢ Ｓ 洗涤

一

遍 ， 随后用胰酶消化细胞 ，

室温条件下 ， 设置 １ ５０
ｇ 离心 １ ０ｍｉｎ 以收集细胞沉淀 。

３
） 洗涤细胞 ： 使用冰上预冷的 ＰＢＳ 轻轻重悬细胞沉淀后准备用细胞计数板计数 。

４
） 预处理 ： 按 ２０００ 万细胞／ｍＬ 的比例调整细胞浓度 ， 加入线粒体分离试剂 ， 轻轻

混勾细胞 ， 冰上静置 １ ５ｍｉｎ 。

５
） 细胞匀浆 ： 将上述细胞悬液转移至玻璃匀浆器中 ， 轻轻匀浆约 ２５ 次左右 ， 以确

保细胞膜充分破碎 。

６
） 匀浆效果的鉴定 ： 使用 台盼蓝染色评估匀浆效果 ， 比如在进行 １ ０ 次匀浆后取约

２
ｐＬ 细胞匀浆与 ４０ 叫 台盼蓝染色液 ， 用移液枪混匀后 ， 将

一

滴混合液置于载玻片上 ，

通过显微镜检查 ， 观察被染成蓝色 （ 即 台盼蓝染色阳性 ） 细胞的 比例 。 如果发现染色阳

性细胞比例低于 ５０％ ， 应增加匀浆操作次数 。 每次增加匀漀次数后 ， 重复染色和观察步

骤 。 当染色阳性比例超过 ５０％时 ， 说明匀浆效果理想 ， 可以停止匀浆并进行后续实验 。

７
） 梯度离心 ： 把上述细胞匀浆以 ６００

ｇ 转速 ， 在 ４
°

Ｃ 离心 １ ０ｍｉｎ 。 离心结束后 ， 小

心把上清转移到另
一

离心管中 ， 再次以 ｌ ｌ
，
０００ ｇ 转速 ， ４

°

Ｃ 离心 １ ０ｍｉｎ 。 接着仔细去除

离心后的上清液 。 留下的沉淀物即为所要分离的细胞线粒体 。

８
） 线粒体储存 ： 将得到的完整线粒体加入线粒体储存液 ， 重悬后进行储存 。

２ ．６ 脂肪败化速率比色法检测

脂肪酸 Ｐ
－氧化速率比色法检测试剂是测定线粒体裂解样品 中脂肪酸 Ｐ

－氧化速率经

典的技术方法 。 该方法基于棕榈酰肉碱氧化依赖性铁还原 ， 通过监测单位时间 内还原产

物浓度的减少 ， 以 比色法来量化脂肪酸 氧化的速度 。 本实验使用 ＧＥＮＭＥＤ 脂肪酸氧

化速率比色法检测试剂盒 ， 具体实验操作步骤如下 ：

（ １ ） 测定准备

１
） 将纯化的完整线粒体从冰箱中拿出 ， 置于冰盒中融化备用 。

２
） 开启并设定分光光度仪 ， 设定波长 ４２０ｎｍ 和 ４７０ｎｍ ， 间隔 ｌ ｍｉｎ ， 读数 ６ 次 ，

共计测定时间 ５ｍｉｎ 。

３
） 从－２０

°

Ｃ中取出各组分试剂 ， 置于冰盒中融化备用 ， 尤其注意底物液 Ａ 和底物液

Ｂ 避光保存 ， 但缓冲液 Ａ 需在室温下平衡 。

（ ２ ） 背景对照测定

１
） 同样的实验只 需测定

一

次背景对照 ， 依次在 比色皿中加入 ７５０ 叫 缓冲液 Ａ 、 １ ００

４６
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队反应液 Ｂ 、 ５〇 ４ 底物液 Ａ 、 ５ ０ 此 底物液 Ｂ ， 上下轻柔颠倒 ５ 次混匀后在 ２５
°

Ｃ温度

下避光孵育 ３ｍｉｎ 。

２
）３ｍｉｎ 后 ， 加入 ５０ 卟 阴性液 Ｅ ， 同样但要更快速地上下轻柔颠倒混匀 。 快速放

进分光光度仪中检测 ， 读数为背景空对照 。

（ ３ ） 样品测定

１
）
与背景对照测定相 同 ， 依次在 比色皿中加入 ７５０ 叫 缓冲液 Ａ 、 １ ００

ｐＬ 反应液 Ｂ 、

５０ 卟底物液Ａ 、 ５０ 叫 底物液 Ｂ ， 上下轻柔颠倒 ５ 次混匀后在 ２５
°

Ｃ温度下避光孵育 ３ｍｉｎ 。

２
）３ｍｉｎ 后 ， 加入 ５０澄清无杂质的待测样品 ， 在 ３ 秒 内快速颠倒混匀 ， 即刻放

进分光光度仪中检测 ， 读数为样品读数 。

（ ４ ） 氧化速率计算

１
） 背景空对照＝

（ ＯＤ４２０－ＯＤ４７０ ）ｏ ｍ ｉｎ
－（ ＯＤ４２０－ＯＤ４７０ ）５ ｍｉｎ

２
） 样品读数＝

（ ＯＤ４２０ －ＯＤ４７０ ）ｏ ｍ ｉｎ
－（ ＯＤ４２０ －ＯＤ４７０ ）５ ｍｉｎ

３
） 氧化速率的计算单位为微摩尔铁氰化物还原 ／分钟 ／毫克 ， 计算过程如下 ：

［
（样

品读数 －背景读数 ）
ｘ

ｌ（体系容量 ； 亳升 ）
］

—
［
０ ． ５（样品蛋 白量 ； 毫克 ）

ｘ
ｌ 〇５（毫摩尔吸

光系数 ）
ｘ ５（反应时间 ； 分钟 ）

］

２ ．７ 数据统计与分析

本部分研宄的数据分析参见第二部分 。

研究结果

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸从头合成途径

如前所述 ， 乳腺细胞癌变后 ， 脂肪酸合成途径重新激活 ， 在癌细胞进程中发挥 了

重要作用 ， 脂肪酸从头合成途径在正常组织与癌症组织中 的重要性不同 ， 使其成为
一

个

有吸 引 力的研宄方向 ， 为 了深入探讨 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸代谢的影响 ， 我们首先着眼于

脂肪酸从头合成途径 ， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 实验检测脂肪酸从头合成途径的关键酶的表达

水平 ， 干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达后 ， 参与脂肪酸从头合成的关键分子的表达水平下降 （ 图

１ ３Ａ ） ， 过表达后则相反 （ 图 １ ３Ｂ ） ， 该结果表明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的表达水平与脂肪酸从头合

成途径呈正相关 。 总结 以上结果 ， 激素受体阳性乳腺癌异常表达的 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪

酸的从头合成 。

４７
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＇
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ｔ
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￣

 ＭＣ Ｆ
－

７Ｔ４７ Ｄ

图 １ ３Ｃｎｘ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞脂肪酸从头合成的影响

Ｆ ｉ
ｇ ．１ ３Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｏｎｄｅ ｎｏｖｏｆａ ｔ ｔｙ

ａ ｃ ｉｄｓｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓ ｉｎＨＲ＋ｂｒｅａ ｓ ｔ ｃ ａｎｃ ｅｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ－Ｂ ）Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 实验分析沉默 （ Ａ ） 及过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后 （ Ｂ ）ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中脂

昉酸合成相关蛋 白 的表达变化 。

２ ．Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸存储的影响

脂肪酸存储是指人体 内 多余的能量 以三酸甘油酯的形式存储在脂滴 中 的过程 。 癌细

胞 内 积累 的脂滴不仅有助于维持脂质平衡和避免脂质毒性 ， 同时还能作为能量来源 ， 释

放 ＡＴＰ 和氢离子 ， 以支持细胞的生存和功能 ， 在癌细胞进展中具有重要作用 。 为 了深入

探讨 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 对脂肪酸存储的影响 ，

一

方面我们在 ＭＣＦ－

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中进行 了

ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的沉默和过表达 ， 油红 Ｏ 染色结果表 明 ， 干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 导致细胞质 内 脂滴积

累 的红色染色面积减少 （ 图 １ ４Ａ ） ， 而过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 则产生相反的效果 （ 图 １ ４Ｂ ） ，

另
一

方面 ，

一

种更敏感的荧光标记染料 Ｂ ｏｄ ｉｐｙ
４９ ３ ／５ ０ ３ ， 与细胞 内 的 中性脂质 （ 如脂滴 ）

相结合时 ， 会发 出绿色荧光信号 ， 染色结果如 图 ， 脂滴的多少随着 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的减少或

増加而发生相应正相关变化趋势 （ 图 １ ４Ｃ －Ｄ ） 。 总结 以上结果 ， 激素受体阳性乳腺癌异

常表达的 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸的存储累积 。

Ａ Ｂ
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■
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图 １ ４Ｃ ｎｘ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞脂肪酸存储的影响

Ｆ ｉ
ｇ

． １ ４Ｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｏｎｆａ ｔｔｙ
ａｃ ｉ ｄｓ ｔｏ ｒａｇｅ ｉ ｎＨＲ＋ｂ ｒｅ ａ ｓ ｔｃ ａｎｃ ｅｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ ） 油红 Ｏ 染色和 （ Ｃ ）Ｂ ｏｄ ｉｐｙ
４９３ ／ ５ ０ ３ 染色分析沉默 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中 脂

滴 的形成变化 。 （ Ｂ ） 油红 Ｏ 染色和 （ Ｄ ） Ｂ ｏｄ ｉ
ｐｙ

４９ ３ ／ ５ ０ ３ 染色分析过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ

细胞中 脂滴的形成变化 。 比例尺 ， ５ ０
 ｜

ｉｍ 。

３ ．Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 对脂肪酸氧化分解的影响

脂肪酸分解是指人体对脂质 的利用过程 ， Ｐ
－氧化是脂肪代谢中重要的氧化途径 ， 包

括脂肪酸进入线粒体 内 ， 被 Ｐ
－氧化系统逐渐氧化分解为二氧化碳和水的过程 。 脂肪酸氧

化速率 比色法检测试剂盒是
一

种用于测定脂肪酸氧化速率的试剂盒 ， 我们在 ＭＣＦ －

７ 和

Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中 ， 沉默或者过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后 ， 分离 出细胞 中 的线粒体进行氧化速率检测 ，

结果表明 ， 干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 增加脂肪酸氧化的速率 （ 图 １ ５Ａ ） ， 而过表达 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后 则

相反 （ 图 １ ５Ｂ ） 。 总结 以上结果 ， 激素受体阳性乳腺癌异常表达的 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 抑制脂肪

酸的氧化分解速率 。
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图 １ ５Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌细胞脂肪酸 Ｐ
－氧化的影响

Ｆ ｉｇ ． １ ５Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐｏｎｆａｔｔｙ
ａ ｃ ｉｄ

Ｐ
－

ｏｘ ｉ ｄａ ｔ ｉ ｏｎ ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅａ ｓｔｃ ａｎｃｅ ｒｃｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ－Ｂ ） 脂肪酸氧化速率测定分析沉默 （ Ａ ） 及过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ｆ Ｂ ） 后 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中

脂肪酸氧化速率的变化 。

４ ．Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸代谢重编程改变激素受体阳性乳腺癌干性特征

大量报道显示脂肪酸代谢在维持癌症干细胞特性方面具有突 出 的作用 ， 使其成为有

吸 引 力 的研究方 向 和治疗靶点 。 为 了深入研究脂肪酸代谢物改变对激素受体阳性乳腺癌

干性特征的影响 ， 我们使用靶向脂肪酸合成的抑制剂 Ｃ ７ ５ 来抑制脂肪酸合成进程以观测

干性能力 的变化 。 首先 ， 我们通过油红 ０ 染色和 ＢＯＤ ＩＰＹ４９ ３ ／ ５ ０ ３ 染色来验证 Ｃ ７ ５ 对脂

肪酸合成的影响 ， 在 ＰＬＣＤＨ 组和过表达 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 组中分别加入对照和 Ｃ ７ ５ ， 染色结果

表明 ， 在 ＭＣ Ｆ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中 ， Ｃ ７ ５ 可 以抑制 由 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表达增加 引 起的脂肪酸代

谢增加 （ 图 １ ６Ａ－Ｂ ） 。 同时 ， 进行 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 蛋 白分析 以评估从头脂肪酸合成途径的

关键合成酶的变化 ， 实验结果表 明在 ＭＣ Ｆ － ７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 中 ， Ｃ ７ ５ 可 以抑制 由 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

４ ９





山 东大学硕士学位论文


表达增加 引 起的脂肪酸从头合成增加 （ 图 １ ６Ｃ ） 。 接着 ， 我们在 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中

进行 同样处理和分组 ， 检测脂肪酸氧化速率变化 ， 数据分析结果发现 ， Ｃ ７ ５ 可 以改善 由

ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 表达增加 引 起的脂肪酸氧化分解速率减慢 （ 图 １ ６Ｄ ） 。
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图 １ ６ 加入抑制剂 Ｃ７５ 后 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的对脂肪酸代谢的影响

Ｆ ｉ
ｇ

． １ ６Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｏｆ ｃ ｉｒｃＳＣＡＰｏｎｆａ ｔ ｔｙ
ａ ｃ ｉ ｄ ｍ ｅ ｔａｂ ｏ ｌ ｉ ｓｍａｆｔｅｒ ａ ｄｄ ｉｎ

ｇ
Ｃ７ ５ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ

（ Ａ－Ｂ ） 油红 〇 染色 （ Ａ ） 和 Ｂｏｄｉｐｙ
４９ ３ ／５ ０３ 染色 （ Ｂ ） 分析过表达 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后加入抑制剂 Ｃ ７ ５ ，

ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中脂滴的形成变化 。 比例尺 ， ５ ０
）

＿ｍｉ 。 （ Ｃ ） Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析检测过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ

后加入抑制剂 Ｃ７ ５ ， 脂肪酸合成相关的蛋 白 质 改变 。 （ Ｄ ） 过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后加 入抑制剂 Ｃ ７ ５ ，ＭＣＦ － ７

和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中脂肪酸氧化速率的变化 。

其次 ， 为 了检测癌细胞干性能力 的变化 ， 我们将抑制剂 Ｃ ７ ５ 添加到 ＭＣＦ－７ 和 Ｔ４ ７Ｄ

细胞 ＰＬＣＤＨ 组和过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 组成球的干细胞中 ， 并统计分析肿瘤球的大小和成球

率的改变 ， 发现 Ｃ ７ ５ 抑制脂肪酸代谢的 同时 ， 抑制癌细胞成球的能力 （ 图 １ ７Ａ ） 。 我们

进
一

步培养 了激素受体阳性乳腺癌患者来源的类器官 ， 这些类器官在过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ

后 自 我更新扩展的球体体积 同样被 Ｃ ７ ５ 抑制 （ 图 １ ７Ｂ ） 。 对千性标志蛋 白
“

ＣＤ １ ３ ３ 、 ＣＤ４４

和 ＮＡＮＯＧ
”

进行 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 蛋 白 印迹分析结果表明 ， Ｃ ７ ５ 有效减弱 了ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的干

性促进作用 （ 图 １ ７Ｃ ） 。 综合 以上结果表明 ， ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌 中促进脂

肪酸代谢重编程和癌细胞干性的 串联作用 。

５ ０





山 东大学硕士学位论文


Ａ Ｃ

Ｐ ＬＣＤＨ


Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ

■ｉｌｈ ｌＢ

Ｃ ７５

Ｂ。
＇

＾８ ＢＫ＾７
〇

５

Ｃ ｋ

 Ｐ ＬＣＤＨＣ ｉ ｒｃＳＣＡＰ Ｐ ＬＣ ＤＨＣ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ

一

５ １ １伽Ｈ
ｃ ， ｒｃｓ ＣＡ Ｐ ＋Ｃ ７ ５０ ７ ５ －＋

 ＿

＋

秦二

■■■■＿
彻

又 Ｉ －

一 ０ Ｍ Ｃ ｒ ７

￣

＾ ７ Ｄ ＮＡＮ〇Ｇ 丨

垂 ？
］

Ｂ Ｃ Ｄ Ｋ４ｍｍ
？ ■—

＃１—＊
— —■



Ｐ ＬＣ Ｄ Ｈ Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ

？
２ 〇 〇 ｎ

 ■‘ ＣＤ Ｋ ６ｍ
—

ｍｍ １

嬅 ＭＭＭ
Ｍ ｏ ｃ ｋＣ ７ ５Ｍ ０ Ｃ ｋ Ｃ ７ ５°

Ｉ
１ ５ 〇

＾ Ｃ
ｙ
ｃ ｌ ｍＢ １＾

－

〇

ｒ ，

ｃ ｙ

Ａ〇？ｉｎ^

＿■■ ＇ｇ°Ｕ＾ｏｃ＾
ＭＣ Ｆ

＿

７ Ｔ４ ７Ｄ

’

一上 』 ’

 Ｐ ＬＣＤＨＣ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ

图 １ ７ 加入抑制剂 Ｃ７ ５ 后 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的对癌细胞干性的影响

Ｆ ｉ

ｇ ．１ ７Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｏｎｃ ａｎｃ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅｍｃ ｅ ｌ ｌ ｓａｆｔｅ ｒａｄｄ ｉｎ
ｇ
Ｃ７ ５ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ

（ Ａ ）干细胞成球实验检测在 Ｍ ＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后加入抑制剂 Ｃ ７ ５ 对癌细

胞干性能力 的影响 。 比例尺 ， ５ ０ （ Ｂ ） 激素受体阳性乳腺癌患者来源的类器官模型 ， 培养后过

表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 同时加入抑制剂 Ｃ ７ ５ ， 检测对类器官生长能 力 的影响 。 比例 尺 ， ５ ０
 ｜

ａｍ 。 （ Ｃ ）Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ 分析检测过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后加入抑制剂 Ｃ７ ５ ， 细胞周 期和干性标志蛋 白 质 的改变 。

５ ．Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 通过促进脂肪酸代谢重编程影响激素受体阳性乳腺癌恶性进展

为 了探究 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 促进脂肪酸代谢重编程对激素受体阳性乳腺癌的影响 ， 我们利

用抑制剂 Ｃ ７ ５ 进行 了
一

系列表型实验 。 首先 ， 我们通过 ＭＴＴ 实验 （ 图 １ ８Ａ ） 和 ＥｄＵ 实

验 （ 图 １ ８ Ｂ ）
， 过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后加入 Ｃ ７ ５ ， 检测乳腺癌细胞生长增殖能 力 ， 结果表

明 ， Ｃ ７ ５ 抑制脂肪酸代谢可 以减弱 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡ Ｐ 对乳腺癌生长增殖的促进作用 。 接着 ， 细

胞周 期相关蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析结果与之
一

致 。 最后 ， 我们通过划痕实验 （ 图 １ ８Ｄ ）

和 Ｔｒａｎ ｓｗ ｅ ｌ ｌ 实验 （ 图 １ ８Ｃ ） 对乳腺癌细胞迁移侵袭能力进行检测 ， 发现 Ｃ ７ ５ 抑制脂肪

酸代谢 同 时 也可 以 削 弱 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 对乳腺癌侵袭 的促进作 用 。 总 之 ， 以上结 果 表 明

ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡ Ｐ 通过促进脂肪酸代谢重编程增进激素受体阳性乳腺癌恶性表型的作用 。

５ １
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图 １ ８ 加入抑制剂 Ｃ ７ ５ 后 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 的对激素受体阳性癌细胞恶性进展的影响

Ｆ ｉ
ｇ ．１ ８Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｏ ｆ ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰｏｎｍ ａ ｌ ｉ

ｇｎ ａｎ ｔ
ｐ ｒｏ

ｇ
ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎａ ｆｔｅｒ ａｄ ｄ ｉｎｇ

Ｃ７ ５ ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ｉｎＨＲ＋ｂ ｒｅａ ｓ ｔ ｃ ａｎ ｃｅｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（ Ａ －Ｂ ）ＭＴＴ（ Ａ ） 和 ＥｄＵ 实验 （ Ｂ ） 检测 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后加入抑制

剂 Ｃ ７ ５ 对癌细胞生长增殖能力 的影响 。 比例尺 ， １ ０ ０ ｜

＿ ｉｍ 。 （ Ｃ －Ｄ ）Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 实验 （ Ｃ ） 和划痕实验

（ Ｄ ）检测 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中过表达 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 后加入抑制剂 Ｃ７ ５ 对癌细胞迁移侵袭能力 的影响 。

比例尺 ， ２ ００
ｐｍ

。

５ ２
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第五部分 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 调控 ＳＣＤ １ 介导的脂肪酸代谢影响激素受体阳性

乳腺癌恶性进展的分子机制

研究目的

１ ． 筛选 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的下游作用靶点 ；

２ ． 探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对 ＳＣＤ １ 的影响及分子作用机制 ；

３ ． 阐 明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过影响 ＳＣＤ １ 调控脂肪酸代谢重编程的功能 ；

４ ． 阐 明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过影响 ＳＣＤ １ 调控激素受体阳性乳腺癌细胞恶性进展的功能 。

材料与方法

１ ． 实验材料

１ ． １ 细胞系

本部分研宄中所使用 的细胞系 同第
一

部分 １ ． １

１ ．２ ？实验试剂

１ ．２ ． １ＲＮＡ Ｐｕｌ ｌ ｄｏｗｎ 实验及质谱分析相关实验试齐Ｕ



实验试剂
＾储存条件

Ａｍｂ ｉｏｎＭＡＸ Ｉ ｓｃｒｉｐｔＳＰ６／Ｔ７ 试剂盒 美国赛默飞世尔科技公司 ４
°

Ｃ避光

ＲＮＡ Ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 试剂盒美国赛默飞世尔科技公司 ４
°

Ｃ避光

快速银染试剂盒


碧云天生物科技有限公司


室温避光

１ ．２ ．２ 表达载体构建相关实验试剂


实验试剂
＾储存条件

氨苄青霉素 （ Ａｍｐｉｃ ｉ ｌ ｌ ｉｉｉ ）北京索莱宝公司 ４
°

Ｃ

卡那霉素 （ ｋａｎａｍｙｃｉｎ ）北京索莱宝公司 ４
°

Ｃ

琼脂糖 （ Ｒｅｇｕｌａｒ Ａｇａｒｏｓｅ ）西班牙 Ｂ ＩＯＷＥＳＴ 公司室温

ＹｅａＲｅｄＮｕｃｌｅｉｃ ＡｃｉｄＧｅ ｌＳ ｔａｉｎ上海翌圣生物科技有限公司４
°

Ｃ

ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ北京天根有限公司 ４
°

Ｃ

６ ｘＤＮＡ ｌｏａｄ ｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ南京诺唯赞公司 ４

°

Ｃ

酵母提取物 （ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ ）英国 ＯＸＯ ＩＤ 公司室温

胰蛋 白胨 （ Ｔｒｙｐｔｏｎｅ ）英国 ＯＸＯ ＩＤ 公司室温

ＤＨ５ａ 感受态菌


北京天根有限公司


－

８ ０
°

Ｃ

５ ３
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

甘油 北京索莱宝公司室温

Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶及缓冲液北京天根有限公司－２０
°

Ｃ

内切酶及缓冲液北京 ＮＥＢ 公司－２０
°

Ｃ

ＤＮＡ 纯化回收试剂盒北京天根有限公司室温

无 内毒素质粒大提试剂盒北京天根有限公司室温

ＰｒｉｍｅＳ ｔａｒＨＳＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＴａｋａｒａ宝 日 医生物技术有限公司－２０

°
Ｃ

２ ＞＜Ｔａｑ
ＰＣＲ Ｍａ ｓｔｅｒｍ ｉｘ上海碧云天公司－２０

°

Ｃ

１ ．２ ． ３ 双荧光素酶报告基因实验相关试剂


实验试剂
＾３ 储存条件

双萤光素酶报告基因检测试剂盒美国赛默飞世尔科技公司


－

８０
°

Ｃ避光

１ ．３ 实验耗材

本部分研宄中所使用 的细胞系 同第 四部分

１ ．４ 溶液配置

１ ．４ ． １ＬＢ 液体培养基配置


试剂


加入量
 ｜

酵母提取物 １ ．２５
ｇ

氯化钠 ２ ． ５
ｇ

胰蛋 白胨 ２ ． ５
ｇ

３ＤＷ


定容至２５０ｍＬ


１ ．４ ．２ＬＢ 固体培养基配置

试剂


加入量


酵母提取物 １ ．２ ５
ｇ

氯化钠 ２ ． ５
ｇ

膜蛋 白膝 ２ ． ５
ｇ

Ａｇａｒｏｓｅ ４
ｇ

３ＤＷ


定容至２５０ｍＬ


１ ．５ 主要仪器和设备

本部分研宄中所使用 的细胞系 同第四部分

２ ？实验方法

２ ． １ 细鰣养 、 冻存 、 ｆｔ苏

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ． １
－２ ． ３

２ ．２ 细胞转染

相关实验方法参见第三部分 ２ ． ３ ， 本部分研宄涉及小干扰序列如下表所示 ：

５４
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

名称


ｓｉＮＣ Ｓ ＾ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ－Ｓ
＇

ｓ ｉｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＃ ｌ Ｓ ＾ＡＣＣＣＵＣＡＡＵＧＧＣＧＧＣＵＡＣＣＴＴ－Ｓ
＇

ｓ ｉｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＃２ ５
，

－ＧＧＣＧＧＣＵＡＣＣＣＡＣＵＧＣＵＧＡＴＴ－

３
，

ｓ ｉＳＣＤ＃ ｌ Ｓ
＾ＧＣＡＣＡＵＣＡＡＣＵＵＣＡＣＣＡＣＡＴＴ－

Ｂ
＇

ｓ ｉＳＣＤ＃２ ５ 

＇

－ＧＡＧＡＵＡＡＧＵＵＧＧＡＧＡＣＧＡＵＵＵ－Ｓ
＇

ｓ ｉＲＸＲＡ


Ｓ
＾ＵＣＧＵＣＣＵＣＵＵＵＡＡＣＣＣＵＧＡＣＵＣＣＡＡ－

Ｓ
＇



２ ．３ 细胞样本总 ＲＮＡ 提取 、 反转录及实时定量 ＰＣＲ 表达分析

相关实验方法参见第
一

部分 ２ ．４－２ ． ６

２ ．４Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ蛋白印迹分析实验

相关实验方法参见第三部分 ２ ． １ ０

２ ．５ＲＮＡＰｕｌｌｄｏｗｎ 实验及质谱分析

为 了研宄与 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 互作的蛋 白质 ， 我们进行 ＲＮＡＰｕ ｌ ｌ
＿ｄｏｗｎ 实验 ， 具体实验步

骤如下 ：

（ １ ） 体外转录模板准备

我们委托济南博尚生物技术有限公司合成含 Ｔ７ 启动子的 引 物 。 引物如下 ：

名称引物序列

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ－

ｓｅｎｃｅＦｏｒｗａｒｄＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＡ

ＣＡＧＴＧ

ＲｅｖｅｒｓｅＴＴＴＧＣＧＧＴＣＡＧＡＧＴＣＣＡＣＡＧ

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ －

ａｎｔ ｉｓｅｎｃｅＦｏｒｗａｒｄＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＴＴＧＣＧＧＴＣＡＧＡＧ

ＴＣＣＡＣＡＧ

ＲｅｖｅｒｓｅＧＣＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＡＣＡＧＴＧ

以构建的 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 过表达质粒为模板 ， 利用 Ｔ７ 启动子序列融合引物 ， 使用 Ａｍｂ ｉｏｎ

ＭＡＸＩｓｃｒｉｐ ｔＳＰ６／Ｔ７ 试剂盒通过 ＰＣＲ 扩增得到转录产物 。

（ ２ ） 生物素标记 ＲＮＡ

１
） 试剂准备 ： 准备以下实验试剂 ： ５０

ｐｍｏｌ 的 Ｔ７ 转录后产物 、 氯仿－异戊醇混合液

（ ２４ ：１ 比例配置 ） 、 ５０ｍＭ ＮａＣ ｌ 、 冰的 １ ００％乙醇 、 冰的 ７０％乙醇 、 无核酸酶的移液

枪枪头和 ＥＰ 管 。 将试剂盒的组分除 ３ ０％ＰＥＧ 和 ＤＭＳＯ 外置于冰上融化 ， ＤＭＳＯ 置于

室温 ， ３ ０％ＰＥＧ 在 ３ ７
°

Ｃ加热后融化备用 。

２
） 配置 ８ ｎＬ ＲＮＡ／ＤＭＳＯ 混合液 ， 包括 ２ ｐＬ ＤＭＳＯ 和 ６ 吣 上述 Ｔ７ 转录后产物 。

将混合液在 ８ ５
°

Ｃ加热 ３ｍｉｎ 后冰上冷却 。

３
） 随后准备以下体系至 ＥＰ 管 ， 注意最后缓缓添加 ３０％ＰＥＧ ， 并混匀体系 。

５ ５
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

名称


加入量


ｌ 〇 ｘＲＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ ３

ＲＮａｓｅＩｎｈｉｂ ｉｔｏｒ １
 ｊ

ｘＬ

Ｎｏｎ－

ｌａｂｅ ｌｅｄＲＮＡ Ｃｏｎｔｒｏ ｌｏｒ ＴｅｓｔＲＮＡ ８
 （

ｉＬ

Ｂ ｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄＣｙｔｉｄｉｎｅＢ ｉ ｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ １
ｐ

，Ｌ

Ｔ４ＲＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅ ２
＾

ｉＬ

３０％ＰＥＧ


１ ５
＾

ｔＬ


４
） 设置 ＰＣＲ 仪程序 ， 将 ＥＰ 管 １ ６

°

Ｃ过夜反应 。 向过夜后的 ＥＰ 管 中加入 ７０

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ
－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ ， 然后加入 １ ００

ｐ
Ｌ 氯仿 －异戊醇混合液 ， 将混合物短暂震荡混句后 ４

°

Ｃ

高速离心 ３ｍｉｎ 使液体分离 。

５
） 小心吸取上层分离的液体到新的 ＥＰ 管 ， 加入 １ ０ 私 ５０ｍＭ ＮａＣｌ 、 １ 队 Ｇ ｌｙｃｏｇｅｎ

和 ３ ００ 叫 冰的 １ ００％乙醇 ， 将 ＥＰ 管置于－

８０
°
Ｃ冰箱过夜以沉淀 ＲＮＡ 。

６
） 第二天 ， 将样本 以＞ １ ３ ０００ｇ 的速度在 ４

°

Ｃ条件下离心 １ ５ｍｉｎ 后 ， 吸弃上清液 。

并用 ３ ００
ｎＬ 预冷的 ７０％乙醇清洗沉淀 ， 吸弃乙醇后 ， 将沉淀晾干 ５ｍｉｎ 。

７
）
重新加入２０

 ｜

〇ＬＮｕｃ ｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ溶解沉淀 。

（ ３ ） 蛋 白样品制备

我们准备
一

个大皿的细胞 ， 每个大皿加入 ４００ｐＬ 裂解液 ， 具体样品制备方法参见

第三部分 ２ ． １ ０ 。

（ ４ ）ＲＮＡ－蛋 白 的绑定

１
） 磁珠使用前先进行预处理 ， 轻轻摇动使磁珠重悬混匀 ， 用剪去枪头尖的枪头吸

取 ８０
ｎＬ 磁珠到新的 ＥＰ 管 ， 放在磁力架上将磁珠收集在

一

起 。

２
） 随后用 １ ６０

ｎＬ 的 ０ ． １Ｍ ＮａＯＨ 清洗两次 ， 用 ０ ． １ＭＮａＣ ｌ 清洗
一

次 ， 继续用磁力

架吸附收集磁珠 。

３
） 吸弃上清 ， 用 ８０ 吣 的 ２０ｍＭ Ｔｒｉｓ（ ｐＨ ７ ． ５ ） 溶液清洗磁珠两次 。

４
） 吸弃上清 ， 加入 ８０

ｕＬ ｌ
ｘＲＮＡ Ｃａ

ｐｔｕｒｅＢｕｆｆｅｒ 重悬磁珠 。

５
） 将 ５０

ｐｍｏ ｌ 上述生物素标记的 ＲＮＡ 小心加入到磁珠中 ， 轻柔操作确保均匀混合 。

随后 ， 使用垂直混悬仪进行 ３ ０ ｍｉｎ 温和震荡混匀 。 重新将 ＥＰ 管放入磁力架中 ， 收集磁

珠 ， 吸弃上清液 。

６
） 将磁珠用等体积 ２０ｍＭ Ｔｒｉｓ（ ｐＨ７ ． ５ ） 溶液清洗 ２ 次 ， 确保彻底清除残余的其他

非特异性结合物 。

７
） 重新将 ＥＰ 管放入磁力架中 ， 收集磁珠 ， 吸弃上清液 。加入 ｌ

ｘＰｒｏｔｅ ｉｎ －ＲＮＡ Ｂ ｉｎｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ 到磁珠中并充分混勾 。

８
） 配制 ＲＮＡ－蛋 白 的绑定体系


名称


加入量


５ ６
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

Ｌｙｓａｔｅ
（ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃ ．

＞２ｍｇ／ｍＬ
） ６０

 （

ｉＬ

５０％
ｇ ｌｙｃｅｒｏｌ ３ ０

ｎ
＿Ｌ

ｌ 〇 ｘＰｒｏｔｅ ｉｎ －ＲＮＡ Ｂ ｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ １ ０

ｐＬ

Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ
－ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ补齐至１ ００

ｐＬ

９
） 重新将 ＥＰ 管放入磁力架中 ， 收集磁珠 ， 吸弃上清液 ， 加入 １ ００ｎＬ 配制的上述

混合试剂 。 混合均匀并在 ４
°

Ｃ冷库的垂直混悬仪中孵育 ６０ｍｉｎ 。

（ ５ ） 洗涤和洗脱

１
） 孵育结束后 ， 重新将 ＥＰ 管放入磁力架中 ， 收集磁珠 ， 吸弃上清液 ， 并加入

５０ｐＬ ｌ 
ｘＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ清洗两遍 。

２
） 清洗结束 ， 吸弃清洗液 ， 加入 ５０ 吣 的 Ｅ ｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ 到磁珠中并在 ３ ７

°

Ｃ孵育

３０ｍｉｎ 〇

３
） 将 ＥＰ 管放入磁力架中 ， 加入 ｌ

ｘ ＳＤ Ｓ ， 在 １ ００
°

Ｃ金属浴上加热 ｌ Ｏｍｉｎ 进行蛋 白变

性 ， 用于后续实验 。

（ ６ ） 蛋 白 电泳

具体方法参见第三部分 ２ ． １ ０ 。

（ ７ ） 染色

电泳结束后 ， 小心从电泳槽中取出凝胶 ， 清洗干净后 ， 对凝胶进行染色 以可视化蛋

白质条带 。 根据实验要求选择考马斯亮蓝染色液或银染试剂盒进行操作 。 直至显示出清

晰的 目 的条带 。 根据实验要求切割 目 的条带进行后续分析 。

（ ８ ） 质谱分析

我们委托济南博尚生物技术有限公 司对 目 的条带进行蛋 白质谱分析 。 随后我们依据

质谱数据 ， 进行特定肽段的识别和分析 ， 并采用 图形化方法来直观展示分析结果 。

２ ． ６ 过表达载体质粒的构建

２ ． ６ ． １ 启动子区表达载体的构建

（ １ ） 查找启动子序列

启动子序列是指位于基因上游的调控区域 ， 能够与 ＲＮＡ 聚合酶结合并起始转录过

程 的
一

段特异性ＤＮＡ序 列 。 我们通过ＮＣＢＩ（ ＮａｔｉｏｎａｌＣ ｅｎｔｅｒｆｏｒＢ ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ， ＮＣＢ Ｉ ） 的基因数据库 ， 查找 ＳＣＤ １ 基因上游＋２０００ｂｐ
？－

ｌ ＯＯｂｐ 位置的 ＤＮＡ

序列 ， 即为 ＳＣＤ １ 的启动子区 。

（ ２ ） 引 物设计

通过 ＪＡＳＰＡＲ数据库网站我们预测到 ＳＣＤ １ 启动子区域中具有与 ＲＸＲＡ 互补的位点

位于 ＳＣＤ １ 基因 上游＋９９３－＋ １ ００９ 位置 ， 于是我们遵循常规 引 物设计 的 原则 ， 使用

ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计 ＳＣＤ １ 启动子区 引物如下表所示 ：

５ ７
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

引物


ｍ


ＳＣＤ ｌ
＿ｐｒｏｍｏｔｅｒ

＿

ＦＧＡＡＧＡＴＣＴＡＧＣＴＴＧＧＧＣＴＣＴＣＡＴＡＴＧＧＴＧＴＴＴＣ

ＳＣＤ ｌ
＿ｐｒｏｍｏ ｔｅｒ

＿

ＲＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＡＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＧＡＣＣＣＴ

（ ３ ）ＰＣＲ 扩增

为了大量扩增 出 ＳＣＤ １ 启动子区片段 ， 我们 以 Ｔ４７Ｄ 基因组 ＤＮＡ 为模板 ， 进行 ＰＣＲ

扩增 以产生相应的启动子片段 ， 反应体系如下表 ：



试剂名称


＃２

引物 １ ２ 卟

引物 ２ ２
ｐ
Ｌ

模板ｃＤＮＡ＜８００ｎｇ

ｄＮＴＰ 混合物 ８
ｐＬ

５ ＞＜Ｐｒ ｉｍｅＳＴＡＲ Ｂｕｆｆｅｒ ２０
 ＼

ｉＬ

ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡ Ｐｏ ｌｙｅｒｍａｓｅ ２
ｐＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 补齐至１ ００
 （

ｉＬ

可以将退火温度从 ５ ５
￣

７０
°
Ｃ ， 设置 ８ 个温度梯度的反应体系进行退火温度的摸索 ：

温度


ｍ


循环数


９４
°

Ｃ ５ｍｉｎ
^

９８
°

Ｃ １ ０ ｓ

５ ５
￣

７０
°

Ｃ ５ ｓ ，

＞３ ５ 个循环
７２

°
Ｃ １ｋｂ／ｍｉｎ

７２
°

Ｃ １ ０ｍｉｎ

４
°

Ｃ
 ＾Ｊ



（ ４ ） 扩増片段确认

首先我们需要配制 １％的琼脂糖凝胶 ， 并将其安装在电泳槽中 。 ＰＣＲ 反应完成后 ，

将样品取出 ， 根据样本量加入相应体积的上样缓冲液并混匀 。 随后 ， 将混合物平稳加入

样品孔内 ， 并在样品泳道两侧加上 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ 。 接着 ， 设定恒定电压为 １ ２０Ｖ ， 进行电

泳分离 。 电泳完成后 ， 取出凝胶 ， 利用成像系统拍照记录条带分布 。 在某些情况下 ， 为

了优化 ＰＣＲ 的退火温度 ， 我们需要进行多轮实验 ， 每轮使用不同 的退火温度 。 根据最

终观察到的 目 的带和非特异性带的状况 ， 选择能产生最佳结果的退火温度 ， 以便在后续

实验中使用 。

（ ５ ） 扩增片段纯化回收

我们切下琼脂糖凝胶中正确的凝胶条带 ， 使用天根公司 的 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒进

行 ＤＮＡ 分子的 回收和纯化 。

５ ８
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

（ ６ ） 酶切反应


试剂名称


加入量


内切酶 １ １ 卟

内切酶 ２ １
ｍ
Ｌ

胶回收产物／质粒 ２ －

５
ｐｇ

ｌ Ｏ ｘＣｕｔＳｍａｒｔＢｕｆｆｅｒ ５
 ｊ

ａＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ补齐至５０
 ｜

ｘＬ

设置 ＰＣＲ 仪 ３ ７
°

Ｃ２ｈ ， 将反应体系放入进行酶切反应。

（ ７ ） 连接反应


试剂名称


加入量


１ 〇 ｘＴ４ＤＮＡ Ｌ ｉｇａｓｅＢｕ ｆｆｅｒ ４
ｎＬ

Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 ２
ｐＬ

酶切载体 （ 纯化后 ） １ ０
｜

ｉＬ

ＰＣＲ 片段 （纯化后 ） ２０
ｊ
ｉＬ

ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ 补齐至２０
ｐ
Ｌ

（ ８ ） 转化

１
） 转化所用 的 Ｅ ． ｃｏ ｌ ｉ ＤＨ ５ ａ 感受态菌通常在 －

８０
°
Ｃ超低温冰箱中长期保存 ， 实验操

作时 ， 会被移 出冰箱并在冰上缓慢化开 ；

２
） 将 １ ０

ｊ
ｉＬ 的连接产物加入到 ５０

ｎＬ 的 ＤＨ ５ａ 菌液中 ， 轻轻混合后于冰上静置 ２０

ｍ ｉｎ ；

３
）
金属启动浴并预热至 ４２

°

Ｃ ， ２０ｍｉｎ 的孵育结束后 ， 迅速将 ＥＰ 管放在 已预热好

的金属浴中 ， 进行 １ｍｉｎ３ ０ｓ 的热激处理 ， 随后迅速转移到冰上进行冷却 ， 确保冷却时

间在 ２ｍ ｉｎ 以上 。

４
） 冷却完成后 ， 向每个 ＥＰ 管中加入 ｌ ｍＬ 不加抗生素的 ＬＢ 培养基 ， 并将 ＥＰ 管放

在恒温摇床上 ， 设置 ３ ７
°

Ｃ ， ２２０ ｒｐｍ 的条件 ， 震荡培养 ｌ ｈ 。

５
） 培养结束后 ， 将 ＥＰ 管在常温下 以 ３ ０００ｒｐｍ 的转速离心 １ ８０ｓ 。

６
） 离心结束后 ， 保留大约 ５ ０

ｊ
ｉＬ 的 ＬＢ 培养基以重悬细胞 ， 并均匀滴加在 ＬＢ 固体

培养板 内 ， 使用无菌刮刀将菌液均匀地涂抹在培养板表面 。

７
） 培养板在 ３ ７

°

Ｃ恒温培养箱中正置 ２０ｍｉｎ ， 随后翻转倒置并过夜培养 。

８
） 次 日 ， 从取出平板并仔细观察菌落的大小 以及数量 ， 用 １ ０ｇＬ 枪头挑取多个克

隆菌落进行单独扩增培养 。

（ ９ ） 菌液扩增

在无菌的 １ ５ｍＬ 离心管 内加入 ４ｒａＬ 的含相应抗生素的 ＬＢ 培养基 ， 并将挑取的单

５ ９
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

个菌落转移至离心管中 ， 于恒温摇床培养超过 ２ｈ 。

（ １ ０ ） 产物鉴定

将上述扩增后的单克隆菌落 ， 每个取出 ５００ｎＬ 菌液送至济南博尚生物技术有限公

司进行测序 。 利用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件对测序结果进行 比对 ， 以确定是否符合我们的预期 。

（ １ １ ） 质粒提取

经测序验证并符合预期的单克隆菌液 ， 将被进
一

步扩增 ， 按照天根公司无 内毒素质

粒提取试剂盒的指导步骤进行提取 。

２ ． ６ ．２ 定点突变表达载体的构建

我们在本研宄中采用高保真的 ＫＯＤ－Ｐ ｌｕｓ
－酶 ， 通过反向 ＰＣＲ 法进行定点突变 。

（ １ ） ＰＣＲ 引物设计 ： 我们遵循常规引物设计的原则 ， 使用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件把突变设计入

引物 ， 引物序列如下 ：



引物


ＫＯＤ－ＦＴＧＧＧＡＧＧＴＧＧＧＴＡＣＣＣ

ＫＯＤ－Ｒ


ＡＣＡＧＡＡＡＡＣＧＡＴＴＣＴＴＧＴＧＡＡＴＴＧＧ

（ ２ ） 反向 ＰＣＲ

１
） 实验准备 ： 提前准备好 ＬＢ 琼脂培养基 、 ５０ｍｇ／ｍｌ 氨苄青霉素 、 ＤＨ５ａ 感受态

细胞 、 ｌ Ｏ ｐｍｏ ｌ／
＾
ｉＬ 的 引物 、 ５ ０ ｎｇ／

ｊ

ａＬ 模板质粒 ＤＮＡ 。

２
）

＇

反应体系准备 ： 按照 以下配比配制 ＰＣＲ 反应液 。



组分
 ；

引 物１（ １ ０ ｐｍｏ ｌ／ｐＬ ） １ ． ５
 （

ｘＬ

引物２（ ｌ Ｏ ｐｍｏ ｌ／ｐＬ ） １ ． ５
 ｜

ｎＬ

ｌ 〇 ｘＢｕｆＦｅｒ ５
 ｆ

ｉＬ

灭菌蒸馏水 ３ ５
＃

ｄＮＴＰｓ（ ２ ｍＭ ） ５
ｐＬ

ＰｌａｓｍｉｄＤＮＡＣ ５ ０ ｎｇ／＾
ｉＬ ） １

ｆ
ｉＬ

ＫＯＤ －Ｐ ｌｕｓ
－酶 １

总体积


５ ０
ｎＬ


３
） 按 以下条件进行 ＰＣＲ 反应 ， 并设置循环数为 ５ 个 。



组分


ｍｍ


９４
°

Ｃ ２ｍｉｎ

９８
°
Ｃ １ ０ ｓ

６８
°

Ｃ ５ｍｉｎ

４
°
Ｃ


６ ０
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

（ ３ ） 用 Ｄｐｎｌ 对模板质粒 ＤＮＡ 进行消化

向 ＰＣＲ 仪中 的 ＰＣＲ 反应液加入 ２ ＾Ｌ Ｄｐｎ Ｉ 进行消化反应 ， 轻轻混匀后瞬离 ， 放回

ＰＣＲ 仪 ， 重新设置 ３ ７
°

Ｃ反应 １ 小时 。

（ ４ ）ＰＣＲ 产物 自 身环化

将 Ｔ４Ｐｏｌｙｎｕｃ ｌｅｏｔｉｄｅＫｉｎａｓｅ 和 Ｌ ｉｇａｔｉｏｎｈｉｇｈ 在冰上融解 。 按下表所不配制反应液 ，

放入 ＰＣＲ 仪 ， 设置 １ ６
°

Ｃ反应 １ 小时 。



组分


ｍｍ


Ｔ４Ｐｏ ｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＫｉｎａｓｅ １
 ｜

〇Ｌ

ＤｐｎＩ 处理后 ＰＣＲ 产物 ２
ｐＬ

Ｌｉｇａｔ ｉｏｎｈｉｇｈ ５
ｐ
Ｌ

灭菌蒸馏水 ７
 （

ｘＬ

总体积


１ ５ 卩Ｌ


（ ５ ） 转化

将环化的 ＰＣＲ 产物加入激活的 ＤＨ ５ ｃｃ 大肠杆菌感受态进行转化 ， 具体操作与普通

转化相 同 。

（ ６ ） 突变体确认

用 １ ０
ｐＬ 小枪头的尖端挑取 ５ 个菌落打进 ＬＢ 培养基中 ， 进行五个菌落的扩增 ， 将

扩增后的菌液每个样本随机吸取 １ｍＬ 送到擎科测序公司进行插入片段的测序 ， 将测序

结果与原启动子序列进行比对 ， 确认是否产生突变 。

２ ．７ 双荧光素酶报告基因

１
） 载体构建 ： 我们使用带有萤火虫荧光素酶基因 的 ＰＧＬ４ ．２６ 载体为模板 ， 按照上

述构建方法构建 ＳＣＤ １ 启动子区野生型载体和 ＰＧＬ４ ． ２６ －ＰＲＯＭＯＴＥＲ－ＷＴ ， 和 ＳＣＤ １ 启

动子区定点突变型载体 ＰＧＬ４ ．２６ －ＰＲＯＭＯＴＥＲ－ＭＵＴ 。

２
）
细胞准备 ： 将 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 ４８ 孔板中 ， 以使转染时密度为 ７０％左右 。

周 围空 白孔用 ４００ ｐＬ ＰＢ Ｓ 封边 。

３
） 细胞转染 ： 具体的操作方法参考上文转染方法 ， 将贴壁后生长 良好 ＨＥＫ－２９３Ｔ

细胞分为 以下几组进行转染 ：



Ｈ
＂

别转染 内容
＿

ｐＲＬ
－ＣＭＶＰＧＬ４ ．２６ 空 白对照

ＰＬＣＤＨ＋ｓｉＮＣ

ＰＧＬ４ ．２６－

ＰＲＯＭＯＴＥＲ－ＷＴ Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＋ｓｉＮＣ

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＋ｓ ｉＲＸＲＡ

ＰＧＬ４ ．２６－ＰＲＯＭＯＴＥＲ－ＭＵＴ ＰＬＣＤＨ＋ｓ ｉＮＣ

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＋ ｓｉＮＣ



Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ＋ｓ ｉＲＸＲＡ

６ １
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

４
） 检测试剂的准备 ： 将试剂盒的各组分从－２０

°

Ｃ冰箱拿出后 ， 室温融解萤火虫萤光

素酶检测试剂和海肾萤光素酶检测缓冲液 。 随后 ， 按照 １ ： １ ００ 的稀释比例 ， 在缓冲液中

稀释海肾萤光素酶检测底物 ， 供后续实验使用 。

５
）
细胞裂解 ： 彻底吸除培养板中 的培养基 ， 向每个孔加入 １ ５ ０ 成 的萤火虫萤光素

酶报告基因细胞裂解液 ， 轻轻吹打细胞 ， 进行充分裂解后 ， 以 １ ２
，

０００ｇ 转速离心 ５ｍｉｎ ，

小心地收集上清液 ， 用于后续的荧光素酶活性测定 。

６
）
双荧光素酶检测 ： 用移液枪枪取 ２０

ｈＬ 上清 ， 与 １ ００萤火虫萤光素酶检测试

剂在室温下进行充分混匀 ， 加入到 ９６ 孔板室温下孵育 ５ｍｉｎ ， 使发光信号趋于稳定 。 ５ｍｉｎ

后迅速放入多功能酶标仪进行发光检测萤火虫荧光素酶 ＲＬＵ １ 。 检测完成后 ， 立即加入

１ ００预先平衡至室温的海肾萤光素酶检测工作液 ， 以终止反应 ， 适当混匀 ， 室温孵育

５ｍｉｎ ， 放入多功能酶标仪进行发光检测海肾荧光素酶 ＲＬＵ２ 。

７
） 数据分析 ： 以萤火虫荧光素酶为 内参 ， 比较测定萤火虫荧光素酶得到的 ＲＬＵ １

与测定萤火虫荧光素酶得到的 ＲＬＵ２ 的 比值 ， 显示不同组间 ＳＣＤ １ 启动子区域的激活程

度 。

２ ．８＿统计与分析

本部分研宄的数据分析参见第二部分 。

研究结果

１ ．ＳＣＤ １ 是 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 作用于脂肪酸代谢重编程的功能靶点

ＳＣＤ １ 是
一

种位于 内质 网的脂肪酸去饱和酶 。 它从调节饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸

的 比例入手影响脂肪酸代谢的平衡 ， 包括控制脂肪酸的合成和积累 以及脂肪酸的氧化分

解 。 许多研宄表明 ＳＣＤ １ 在维持肿瘤细胞干细胞特性及乳腺癌恶性进展方面起着重要作

用 。 为 了确定 ＳＣＤ １ 是否是 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的下游功能靶点 ， 我们选取四种激素受体阳性乳

腺癌细胞进行 了实验 。 在干扰 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后 ， 我们通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 实验检测 了ＳＣＤ １ 在

ｍＲＮＡ 水平上的表达变化 ， 随着 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 表达降低 ＳＣＤ １ 的 ＲＮＡ 转录水平降低 （ 图

１ ９Ａ－Ｄ ） 。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 蛋 白 印迹分析 ， 我们 同样观察到 ＳＣＤ １ 与 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的蛋 白

表达水平呈正相关 （ 图 １ ９Ｅ －Ｈ ） 。 于是 ， 我们猜测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 调控下游关键酶 ＳＣＤ １ 表

达 ， ＳＣＤ １ 是 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 作用于脂肪酸代谢重编程的功能靶点 。

６２
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

ＡＭＣ Ｆ －７Ｂ Ｊ４ ７ＤＣ ＳＫ Ｂ Ｒ ３Ｄ ＺＲ － ７５ －

１

ｇ
？ｓ ｉ ＮＣ ％

？ｓ ｉ Ｎ Ｃ ｇ ｒ
？ｓ ｉ ＮＣ Ｓ

 ４  ｃ
？ｓ ｉ

Ｎ Ｃ

ｓ
１ ． ． ． ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡＰ＃ １２

１  ５
ｎ ？ ？ ？ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ＃ １渰

１ ？ ？ ？ ｓ
ｉ
ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡＰ＃ １ｓ

１？ ？ ？ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡ Ｐ存  １

ｒｒｒ ：



＇ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡ Ｐ＃ ２｜＾


＇ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃＳＣＡ Ｐ＃２ｇ＾


＇ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃ Ｓ ＣＡ Ｐ ＃ ２ ＾＾ ＇ ｓ ｉ ｃ ｉ ｒ ｃ ＳＣＡＰ＃２

￡ １ 〇
．ＪＩ

－

＇

 Ｓ １  〇
． Ｓ １ 〇

－

ｐ
Ｔ
－

１

 Ｓ １ ０
－Ｘ ．

１

§
〇 ５

．

ｎ ｎ ｈ门 层 〇 ｓ －ｎ Ｈ 层
〇 ５

－

门 门
ｉｎ 门 ｉＵ Ｓ Ｉ

ｆ

， ｙ
ｈ

ｓｃｄ ｉ ＿ ＾ 鱧 丨 ｓｃｄ ｉ ■ 鹌 峰 ｓｃ ｄ ｉ ｓｃ ｄ ｉ 
嗎《？？

ＡＣＴ Ｉ Ｎ Ｉ

譬■馨 ＡＣＴ Ｉ Ｎ 
■■譬

Ｉ ＡＣＴ Ｉ Ｎ  ＡＣＴ Ｉ Ｎ 丨

一一

ＭＣ Ｆ
－

７ Ｔ４７Ｄ Ｓ ＫＢ Ｒ３ ＺＲ －

７５
－

１

图 １ ９ＳＣＤ Ｉ 是 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 作用 于脂肪酸代谢重编程的功能靶点

Ｆ ｉｇ
．１ ９ＳＣＤ Ｉｗ ａ ｓ ｔｈｅ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ａ ｌ  ｔａｒｇ ｅ ｔｏｆ ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰｆｏｒ ｆａ ｔｔｙ

ａ ｃ ｉｄ ｍ ｅ ｔａｂ ｏ ｌ ｉｃｒｅｐｒｏ ｇｒａｍｍ ｉｎｇ

（ Ａ－Ｄ ） 在 四种激素受体阳 性乳腺癌细胞系 中 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 分析敲低 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后 ＳＣＤ ＩｍＲＮＡ 水

平 的表达变化 。 （ Ｅ －Ｆ ）在 四种激素受体阳性乳腺癌细胞系 中 ， Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 分析敲低 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后 ＳＣＤ Ｉ

蛋 白 水平的表达变化 。

２ ．Ｃ ｉ ｒ ｃＳＣＡＰ 通过调控转录因子 ＲＸＲＡ 调节 ＳＣＤ １ 表达

为 了探索 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 调节 ＳＣＤ １ 表达的具体分子机制 ， 我们进行 了ＲＮＡＰｕ ｌ ｌｄｏｗｎ

实验来探寻他们之间 的联系 ， 是直接结合还是通过第三方的桥梁分子 。 我们将生物素标
＿

记 的 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 正 义 链 和 反 义 链 探 针 下 拉 的 潜 在 结 合 蛋 白 进 行 质 谱 分 析 （ Ｍ ａ ｓｓ

ｓｐｅ
ｃ ｔ ｒｏｍ ｅ ｔ ｒｙ ，Ｍ Ｓ ） （ 图２ ０Ａ ） ， 并通过Ｈ ｕｍ ａｎＴ ＦＤＢ和ＰＲＯＭＯ网站预测结合到ＳＣＤ Ｉ

启动子 区域的转录因子 。 维恩 图显示 了 质谱数据集和结合到 ＳＣＤ Ｉ 启动子区域的转录

因子的交集 （ 图２ ０Ｂ ） ， 我们发现 了ＲＸＲＡ （ Ｒｅ ｔ ｉ ｎｏ ｉ ｄ Ｘ ｒｅｃ ｅｐ ｔｏｒ ａ ｌｐｈａ ， ＲＸＲＡ ） 分子 。

ＲＸＲＡ 是
一

种核受体家族成员 ， 作为转录因子 ， 可 以结合到 ＤＮＡ 上 ， 调控基因的转录

和表达 。 为 了验证 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 是否通过 ＲＸＲＡ 调节 ＳＣＤ １ 表达 ， 我们 使用 公共网站 ＪＡ Ｓ ＰＡＲ

（ ｈｔ ｔｐ ｓ ：
／／
ｊ
ａ ｓｐａｒ

． ｅ ｌ ｉ ｘ ｉ ｒ ． ｎｏ／ ） 预测 ＳＣＤ １ 启动子 区域与转录因子 ＲＸＲＡ 的结合位点和结合模

式 （ 图 ２０Ｅ ） ， 然后我们构建了插入野生型 （ＷＴ ） 和突变型 （ＭＵＴ ）ＳＣＤ １ 启 动子区

的荧光素酶报告基因载体 。 双荧光素酶报告基因检测表 明 ， ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 可 以通过调节转录

因子 ＲＸＲＡ 来转录激活 ＳＣＤ １（ 图 ２０Ｃ ） 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析进
一

步验证 了ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 可

以调节 ＲＸＲＡ 的表达 （ 图 ２ ０Ｄ ） 。 综上所述 ， ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 通过调控转录因子 ＲＸＲＡ 调节

ＳＣＤ １ 表达水平 。

６ ３
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

Ａ Ｂ Ｃ

Ａ０Ａ５ Ｆ ９ＺＨＨ ６ －Ａ Ｉ Ｖ Ｌ Ｆ Ｎ ＰＤ Ｓ Ｋ＜ ３ 
Ｃ ｉ ？ｃＳＣＡＰ ＋ｓ？Ｎ Ｃ

１ ８０５ １ ２ ５ ｆ
Ｈ

＾
ＳＣＡ Ｐ ＋ ｓ Ｒ ＸＲＡ

，

１＾ 「

二
１ ３ １

 ＾ １ ０
－ Ａ研

１ ９５

 １

０ ５
－

ｒａ〇 ０
－ １１Ｌ

，

 Ｌ
ｔ
—

空ＷＴＭＵＴ

Ｓ ＣＤ １
－

ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅ ｒ

Ｄ Ｅ

ＳＣ Ｄ １ ＷＴ５ －ＴＣＣＣＡ ＡＣＡＧ － ３

Ｃｐ ｊｉｙ ｃＳ
＾ ＳＣ Ｄ １－ＡＣＣＣＡＣＣＴＣＣＣＡ ？＾＾？ＧＡＡＡＡＣＧ ３＿ ，

六麟Ｖ少 ， Ｊ Ｉ

ＡＣＴ ｔ
＾二』 ＳＣ Ｄ １

＝

；

： ＾； Ｆ
ｉ ｒ ｅ ｆ ｌ

ｙ 
ｌ ｕ ｃ ｉ ｆｅ ｒ ａ ｓｅ

 Ｉ
Ｐｏ ｌｙ 

Ａ＾

ＴＬ ｆ
ｌＡＡ

  ＝

ＷＲＡ Ｉ ， 
１  ＇ ＊

Ｍ Ｃ Ｆ －

７Ｔ４７Ｄ

图 ２ ０Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 通过调控 ＲＸＲＡ 调节 ＳＣＤ ｌ 表达

Ｆ ｉ
ｇ

．２ ０Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰｒｅ ｇｕ ｌ ａｔｅ ｄＳＣＤ １ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｂｙ
ｒｅ

ｇ
ｕ ｌａ ｔ ｉｎｇ

ＲＸＲＡ

（ Ａ ） 质谱图显示 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 下拉的蛋 白肽段 。 （ Ｂ ） 维恩 图显示了质谱分析 、 Ｈｕｍ ａｎＴＦＤＢ 数

据库和 ＰＲＯＭＯ 数据库 的 ＳＣＤ １ 启动子数据集的交集 。 （ Ｃ ） 转染 ＳＣＤ ｌｐｒｏｍ ｏ ｔｅ ｒ
－ＷＴ 组和 ＳＣＤ １

ｐ ｒｏｍ ｏ ｔｅｒ－ＭＵＴ 组的 小干扰和质粒后 ， 在 ＨＥＫ－ ２ ９３ Ｔ 细胞 中进行双荧光素酶报告基因实验 。 （ Ｄ ）

Ｗ ｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 分析敲低 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 后在 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中 ＲＸＲＡ 和 ＳＣＤ １ 的表达变化 。 （ Ｅ ） 左

图 是对 ＳＣＤ １ 启 动子区定点突变示意 图 ， 右 图是 ＪＡ ＳＰＡＲ 数据库预测 ＲＸＲＡ 和 ＳＣＤ １ 结合位点 ．

３ ．Ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 通过调控 ＳＣＤ １ 调控脂肪酸代谢重编程

由 以上实验结果 ， 我们猜测 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 通过调控 ＳＣＤ １ 调控脂肪酸代谢重编程 。 随

后 ， 我们进行 了
一

些 Ｒｅｓｃｕｅ 实验 ， 以探讨 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 的具体作用机制 。 首先 ， 我们将

ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 过表达质粒和 ＳＣＤ １ 的小干扰 ＲＮＡ 同时转染到 ＭＣ Ｆ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中 。 油红

Ｏ 染色 （ 图 ２ １Ａ ）和 Ｂ ｏｄ ｉｐｙ
４９ ３ ／５ ０ ３ 染色 （ 图 ２ １ Ｂ ）结果表明 ， 干扰 ＳＣＤ  １ 可 以 降低 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

过表达对脂肪酸脂滴 累积的影响 。 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔ 检测 同样证明 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 过表达后 ＳＣＤ ｌ

沉默对脂肪酸合成途径的抑制作用 （ 图 ２ １ Ｃ ） 。 而线粒体氧化速率检测结果显示干扰

ＳＣＤ １ 可以挽救 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 过表达对脂肪酸氧化降低的影响 （ 图 ２ １ Ｄ ） 。

６４
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Ａ Ｓ ｜ ＮＣＳ
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ＳＣＤ １

（ Ａ －Ｃ ）ＭＣＦ －

７和Ｔ４ ７Ｄ细胞同时转染小干扰ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃ ｌ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃２和 质粒Ｐ ＬＣＤＨ 、

Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ ， 通过油红 〇（ Ａ ） 和 Ｂｏｄ ｉ

ｐｙ
４９ ３ ／５０３（ Ｂ ） 染色分析脂滴聚集能力 ， 并通过 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ

分析 （ Ｃ ） 检测脂肪酸合成途径蛋 白 水平 。 比例尺 ， ５ ０ｐｍ 。
ｆ Ｄ ）ＭＣＦ－

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞同时转染小

干扰 ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃ ｌ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃２ 和 质粒 Ｐ ＬＣＤＨ 、 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 后线粒体脂肪酸氧化速率 的变化 。

然后我们沉默 ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 的 同时在 ＭＣ Ｆ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中过表达 ＳＣＤ １ 。 油红 Ｏ

染色 （ 图 ２２Ａ ） 和 Ｂ ｏｄ ｉｐｙ４
９３ ／５ ０３ 染色 （ 图 ２２Ｂ ） 结果表 明 ， 沉默 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 大大减少

了 脂滴积累 ， 而过表达 ＳＣＤ １ 可 以部分抵消干扰 ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 对激素受体脂肪酸代谢活性

的抑制作用 。 通过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 检测 ， 脂肪酸代谢合成途径中 的酶的变化与上述表型
一

致 （ 图 ２２Ｃ ） 。 相反 ， 线粒体氧化速率检测结果显示干扰 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 可 以提高 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

过表达对脂肪酸氧化降低的影响 （ 图 ２ ２Ｄ ） 。 综上所述 ， 这些结果表明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过

调节激素受体阳性乳腺癌中 ＳＣＤ １ 的表达来促进脂肪酸代谢 。
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（ Ａ－Ｃ ）ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞 同时转染小干扰 ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ ＃２ 和质粒 ｐＣＭＶ 、 ＳＣＤ １ ， 通过

油红 Ｏ（ Ａ ） 和 Ｂ ｏｄ ｉ

ｐｙ
４ ９ ３ ／５ ０ ３（ Ｂ ） 染色分析脂滴聚集能力 ， 并通过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析 （ Ｃ ） 检测脂

肪酸合成途径蛋 白水平 。 比例尺 ， ５ ０和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 同时转染小干扰 ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＃２

和质粒 ｐＣＭＶ 、 ＳＣＤ １ 后线粒体脂肪酸氧化速率的变化 。

４ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过调控 ＳＣＤ １ 调控激素受体阳性乳腺癌增殖侵袭等恶性特征

为 了进
一

步研究 Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 通过 ＳＣＤ １ 介导的脂肪酸代谢途径在激素受体阳性乳腺

癌 中 的功能 ， 我们设计 了细胞增殖和转移的 Ｒｅ ｓｃｕｅ 实验 。

一

方面 ， 我们在 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４７Ｄ

细胞 中共转染 Ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 过表达质粒和 ＳＣＤ １ 的小干扰 。 如 图所示 ， 在 ＭＴＴ（ 图 ２ ３Ａ ）

和克隆形成实验 （ 图 ２ ３Ｂ ） 中 ， 癌细胞的生长和增殖能力被沉默的 ＳＣＤ １ 部分阻断 。 ＥｄＵ

实验 （ 图 ２ ３Ｃ ） 和细胞周期相关蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析 （ 图 ２ ３Ｄ ） 表 明 ， 沉默 ＳＣＤ １

可 以消除 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 过表达对癌细胞增殖的促进作用 。 同时 ， 划痕试验中划痕 内转移性

和侵袭性癌细胞的数量也因 ＳＣＤ １ 表达的降低而减少 （ 图 ２ ３Ｅ－Ｆ ） 。
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ＳＣＤ １

（ Ａ －Ｃ ）ＭＣＦ －

７和Ｔ４ ７Ｄ细胞 同时转染小干扰ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃ ｌ 、 ｓ ｉ ＳＣＤ ｌ ＃２和质粒ＰＬＣＤＨ 、

ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ ，ＭＴＴ（ Ａ ） ， 克隆形成 （ Ｂ ） 和 ＥｄＵ 分析 （ Ｃ ） 沉默 ＳＣＤ １ 对增殖能 力 的 Ｒｅ ｓ ｃｕｅ 效果 。

比例尺 ， １ ００ 叫 １ 。 （ Ｄ ）Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 分析沉默 ＳＣＤ １ 对 ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞中细胞周期相关蛋

白 的 Ｒｅ ｓｃｕｅ 作用 。 （ Ｅ －Ｆ ）Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 实验 （ Ｅ ） 和划痕实验 （ Ｆ ） 分析沉默 ＳＣＤ １ 对 ＭＣＦ － ７ 和 Ｔ４ ７Ｄ

细胞迁移能力 的 Ｒｅ ｓ ｃｕｅ 作用 。 比例尺 ， ２ ０ ０
 ｜

ｉｍ ｃ

另
一

方面 ， 在 ＭＣ Ｆ －

７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中 ， 同时转染 ＳＣＤ １ 的过表达质粒和靶 向 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ

的 ｓ ｉＲＮＡ 。 正如预期 的那样 ， ＭＴＴ（ 图 ２４Ａ ） 和克隆形成实验 （ 图 ２４Ｂ ） 结果表明 ， 与

对照组相 比 ， ＳＣＤ １ 水平增加可 以部分消除沉默 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对增殖能力的影响 。 ＥｄＵ（ 图

２４Ｃ ） 和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 检测 （ 图 ２４Ｄ ） 结果证明 ， 过表达 ＳＣＤ １ 会消除 由于沉默 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ

而对癌细胞增殖能力 的负面影响 。 此外 ， 伤 口 愈合实验 （ 图 ２４Ｅ ） 表明 ， ＳＣＤ １ 过表达

可 以逆转 ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 敲低对 ＭＣＦ －７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞迁移和侵袭的影响 。 总之 ， ｃ ｉｒｃ ＳＣＡＰ 通

过靶 向脂肪酸代谢途径 中 的 ＳＣＤ １ 来控制激素受体阳性乳腺癌的进展 。
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ＳＣＤ １

（ Ａ－Ｃ ）ＭＣＦ －

７和Ｔ４ ７Ｄ细胞 同时转染小干扰ｓ ｉＮＣ 、 ｓ ｉ ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ＃２和 质粒
ｐ
ＣＭＶ 、 ＳＣＤ ｌ ，ＭＴＴ

（ Ａ ） ， 克隆形成 （ Ｂ ） 和 ＥｄＵ 分析 （ Ｃ ） 过表达 ＳＣＤ １ 对增殖能 力 的 Ｒｅ ｓｃｕｅ 效果 。 比例尺 ， １ ００ ， 。

（ Ｄ ）Ｗｅ ｓ ｔｅｍｂ ｌｏ ｔ 分析过表达 ＳＣＤ １ 对 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞 中细胞周期相关蛋 白 的 Ｒｅ ｓｃｕｅ 作用 。

（ Ｅ －Ｆ ）Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 实验 （ Ｅ ） 和划痕实验 （ Ｆ ） 分析过表达 ＳＣＤ １ 对 ＭＣＦ －

７ 和 Ｔ４ ７Ｄ 细胞迁移能力 的

Ｒｅ ｓ ｃｕｅ 作用 。 比例尺 ， ２ ００
ｐｍ 。

５ ．Ｃ ｉｒ ｃＳＣＡＰ 通过调节 ＳＣＤ １ 介导的脂肪酸代谢重编程促进激素受体阳性乳腺癌进展转

移的机制

以上实验结果表 明 ， 在激素受体 阳 性乳腺癌 中 ， 由 ＳＣＡＰ 基 因 反 向剪接形成 的

ｃ ｉ ｒｃＳＣＡＰ 促进 了转录因子 ＲＸＲＡ 的表达 。 Ｃ ｉ ｒｃ ＳＣＡＰ 与 ＲＸＲＡ 结合后激活并增加 了 下

游 ＳＣＤ １ 的转录 ， 进而促进脂肪酸代谢重编程中 的脂肪酸合成及脂滴积累 ， 抑制脂肪酸

的 Ｐ
－氧化速率 。 这

一

过程增加 了癌细胞的干性特征进而促进激素受体阳性乳腺癌进展转

移 。
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激素受体阳性乳腺癌是女性最常见的乳腺癌亚型 ［
４０

］

。 尽管 内 分泌治疗 、 化疗、 靶向

治疗等多种治疗方法已应用于临床 ， 但远期复发率增加和预后优势下降仍然是临床医生

面临 的主要困境之
一

［
４ １

，

４２
］

。 自 ４５ 年前被发现以来 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的遗传多样性 、 表达丰富

性、 进化保守性和功能多样性在癌症领域中 引 起了极大的关注 ［
４３

］

。 由此 ， 越来越多 的证

据表明 ， 异常的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 参与脂肪酸代谢重编程或癌症干性进展 ， 以调节各种癌症的增

殖和转移 ， 已成为癌症治疗的标志之
一

。 例如 ， ｃ ｉｒｃＣＡＰＲＩＮ ｌ 结合信号转导子和转录激

活子 ２（ ＳＴＡＴ２ ） 来激活 ＡＣＣ １ 的转录 ， 进而调节脂质代谢并促进结直肠癌的发生 ｔＭ
，

而另
一

个 ｃ ｉｒｃＦＡＭ７３Ａ 通过与 ｍｉＲ－４９０－

３ｐ／ＨＭＧＡ２ 形成正反馈环来促进癌症干细胞特

性 ， 证明 了其在 胃癌 中作为预后预测 因子和潜在治疗靶点的 内在价值 ［
４ ５

］

。 因此 ， 探索

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 失调的分子机制有期望为激素受体阳性乳腺癌的精准治疗提供了新的思路和方

向 。

在本研宄中 ， 我们在激素受体阳性乳腺癌 中鉴定 出
一

种新型 ｃ ｉｒｃＲＮＡ（ ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ ，

ｃ ｉｒｃＢ ａｓｅ ｌＤ ：ｈｓａ
＿

ｃ ｉｒｃ
＿

００６５２ １ ４ ） ， 它由 ＳＣＡＰ 基因 的六个外显子反向剪接产生 。 我们的

研宄结果证明 ， 相对于其他分子亚型 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌组织中表达上调

最显著 ， 同样 ， 在激素受体阳性乳腺癌细胞系 中表达上调最明显 ， 提示 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的异

常表达可能在激素受体阳性的乳腺癌发展 中充当关键的致癌因子 。 进
一

步的生存分析验

证了 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 作为
一

种潜在的癌基因 ， 是激素受体阳性乳腺癌的独立危险因素 ， 与总

生存期和无病生存期关联 。 随后我们验证 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 具有稳定的共价闭合环状结构且

主要在细胞核中发挥潜在作用 。 为 了确定 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的功能作用 ， 我们实行
一

系列肿瘤

表型试验 ， 发现沉默 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 会抑制增殖 、 迁移功能表型和干性特征 。 相反 ， ｃｉｒｃＳＣＡＰ

过表达质粒可 以促进上述恶性进展 ， 这表明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体乳腺癌 中充 当促癌分

子的能力 。

脂肪酸代谢重编程是癌症的代谢标志 ， 包括脂肪酸摄取 、 合成 、 储存和利用 的异常 。

脂肪酸代谢在肿瘤组织不同于正常组织 中 的重要性 ， 使其成为有吸引 力的研究方向和治

疗靶向 ［
４６

］

。 多项研究表明 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 与脂滴的积累密切相关并影响乳腺癌细胞的增殖和转

移特性 ｔ
４７

］

。 Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 来源的亲本 ＳＣＡＰ 基因是脂肪酸从头合成途径中 的重要分子 ， 与

脂肪酸代谢异常密切相关 ［
４８

，４９ ］

。 我们想知道 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 是否也可以通过影响脂肪酸的产

生 、 累积及氧化分解途径来重新编程脂肪酸代谢 ， 从而影响激素受体阳性乳腺细胞的恶

性进展 。 本研宄利用经典的油红 Ｏ 染色和 Ｂｏｄｉｐｙ４９３ ／５ ０３ 荧光探针染色 ， 结果表明 ，

ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 可以增加细胞质 中红色的脂质积累范围 。 另
一

方面 ， 我们从蛋 白质分子的角度

７０
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

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 分析分析了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对脂质合成途径的影响 ， 结果表明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 增

加 了脂肪酸从头合成代谢的整体表达 。 此外 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 降低 了脂肪酸
（

３
－氧化分解的速

率 。 总之 ， 上述证据表明 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过增加脂肪酸合成及积累和减少氧化分解来调节

激素受体阳性乳腺癌的脂肪酸代谢 。

脂肪酸代谢的重编程与肿瘤干细胞的调控密切相关 ［
５ （）

］
。 多项研究表明脂肪酸代谢调

控可以维持癌细胞的干细胞特性 ［
５ １

，
５２

］

。 例如 ， 在结直肠 ＣＳＣ 中 ， 高水平的 ＬＤ ｓ 是 Ｃ ＳＣ ｓ

的独特性标志物 ， ＬＤ ｓ 的水平也随着其他公认的成熟的 ＣＳＣ 标志物如 ＣＤ １ ３ ３ 、 激活的

Ｗｉｌｔ 通路等而波动 然而 ， 脂肪酸代谢相关 ＲＮＡ 分子是否及如何在癌症干细胞的形

成中发挥作用仍然是
一

个链 ， 例如负责编码的 ｍＲＮＡ ， 甚至非编码的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 、ｍｉｃｒｏＲＮＡ

等 ［５４ ］

。 为了探索激素受体阳性乳腺癌中 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 如何调控癌细胞的干性特征 ， 我们使

用 了脂肪酸合成抑制剂 Ｃ７５ 。 Ｃ ７５ 是
一

种更稳定的浅蓝菌素合成模拟物 ， 可以抑制脂肪

酸的从头合成 ［
５ ５

］

。 首先 ， 我们验证了Ｃ７ ５ 的作用 ， 根据结果部分 ， 油红 ０ 染色和 Ｂｏｄｉｐｙ

４９３ ／５０３ 染色显示 ， 尽管 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在 ＭＣＦ－７ 和 Ｔ４７Ｄ 细胞中上调脂肪酸合成途径 ，

但 Ｃ ７５ 对此有显着的抑制作用 。 同时 ， 我们观察到脂肪酸合成的减少抑制 了癌症干细

胞的形成以及干细胞标记蛋 白 的表达水平 。 类器官是在体外模拟器官三维结构和生理功

能的 ３Ｄ 模型 ， 我们培养 了激素受体阳性乳腺癌的类器官模型 ， 结果发现 Ｃ ７ ５ 对癌症

干细胞形成的负面影响 。 由上可见 ， 在激素受体阳性乳腺癌 中 ， 抑制脂肪酸代谢与 削弱

癌症干性具有串联作用 。

为 了进
一

步 了解 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过脂肪酸代谢重编程影响癌症进展转移的具体分子

机制 ， 我们发现 了
一

个在脂肪酸合成中 的关键限速酶 ＳＣＤ １ 。 ＳＣＤ １ 是
一

种具有四层跨

膜结构域的去饱和酶 ， 横跨 内 质 网膜 ， 负责将饱和脂肪酸转化为单不饱和脂肪酸 ｔ￥
。

ＳＣＤ １ 作为脂肪酸从头合成和储存途径的关键分子 ， 调节饱和和不饱和脂肪酸平衡的 同

时 ， 影响脂肪酸氧化分解代谢 。 许多研宄表明 ， ＳＣＤ １ 促进癌细胞的进展％ ， 并维持干

细胞样特征 ［
５ ８

，
５ ９

］

。 因此 ， 我们推测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过 ＳＣＤ １ 调节激素受体阳性乳腺癌的 月旨

肪酸代谢重编程过程 。 我们 首先在 四 种激素受体 阳 性乳腺癌细胞系 中检测 了 干扰

ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 后 ＳＣＤ １ 在 ＲＮＡ和蛋 白质水平的表达变化 ， 结果证明 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ可 以影响 ＳＣＤ １

转录和翻译 。 为 了探宄 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 影响 ＳＣＤ １ 表达的具体分子机制 ， 我们进行 了ＲＮＡ

ｐｕｌｌ
－ｄｏｗｎ 和质谱分析 。 将得到的数据集与 ＳＣＤ １ 的启动子区域相交 ， 得到转录因子

ＲＸＲＡ 。 我们进
一

步进行了双荧光素酶报告基因实验 ， 验证了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过转录因子

ＲＸＲＡ对 ＳＣＤ １ 启动子区域的激活作用 。 因此 ， 我们提出 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ通过 ＲＸＲＡ 调节 ＳＣＤ １

的表达 ， 调控脂肪酸代谢重编程从而影响激素受体阳性乳腺癌的恶性进程 。 为了进
一

步

验证 ， 我们设计了
一

系列功能分析的挽救实验 ， 证明 了ＳＣＤ １ 是 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 的下游靶标 ，

并且 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 确实通过调节 ＳＣＤ １ 在癌症干性和恶性进展中发挥作用 。 综合 以上结果 ，

我们证实 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过调控 ＳＣＤ １ 介导的脂肪代谢重编程来影响激素受体阳性乳腺

７ １
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

癌的具体分子机制 。

综上所述 ， 我们的研宄证明 了ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 对激素受体阳性乳腺癌脂肪酸代谢重编程

和癌症干性特征的调节特征 。 从机制上来说 ， 我们推测 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 与转录因子 ＲＸＲＡ 结

合增加 了脂肪酸合成途径 中关键酶 ＳＣＤ １ 的表达 。 ＳＣＤ １ 的上调扩大 了脂肪酸合成和积

累 以及减少脂肪酸的氧化分解 ， 增强了癌症干细胞特征 ， 进而促进了激素受体阳性乳腺

癌的进展和转移 。 至关重要的是 ， 我们 的研究结果表明 ， ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 可能为激素受体阳性

乳腺癌潜在的诊断及预后标志物 ， 尤其是在脂肪酸代谢活跃的患者中 ， 为其提供新的治

疗指导 。

７２
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

结论

本研宄报道 了新型环状 ＲＮＡ分子 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ调控激素受体阳性乳腺癌进展转移的功

能和分子机制研究 。 本文的主要结论如下 ：

１ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 在激素受体阳性乳腺癌组织及细胞系 中显著高表达 ， 并且 ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ

的表达水平与激素受体阳性乳腺癌患者的不 良临床结局及预后密切相关 。

２ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 具有稳定的闭合环状特性 ， 且主要在细胞核中发挥作用 。

３ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 促进激素受体阳性乳腺癌增殖转移等恶性进展 ， 发挥促癌基因 的作

用 。

４ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过促进脂肪酸代谢的从头合成 、 存储及抑制氧化分解途径 ， 影响激

素受体阳性乳腺癌千性特征及恶性进展 。

５ ．Ｃ ｉｒｃＳＣＡＰ 通过转录因子 ＲＸＲＡ 上调 ＳＣＤ １ 的表达 ， 进而调控 ＳＣＤ １ 介导的脂肪

代谢重编程来影响激素受体阳性乳腺癌进展及转移的功能 。

７３
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ＲＮＡ ｌａｎｇｕａｇｅ？［Ｊ ］
．Ｃｅ ｌ ｌ
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ｎｕｃｌｅｕｓ
［
Ｊ
］

．ＮａｔＳ ｔｒｕｃｔＭｏｌＢ ｉｏ ｌ
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－

ｔｕｍｏｕｒｉｍｍｕｎｉｔｙｂｙ
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１ ８２ －

５ｐ／Ｆ０Ｘ０３ ａＡｘｉｓｉｎＢ ｒｅａｓｔＣ ａｎｃｅｒ
［

Ｊ
］

．

Ｍｏ ｌＴｈｅｒ
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，
２０２２

，
１ ８

（
９
）

：３ ８ ８ ８ －９０７ ．

［
３９

］ 

Ｙａｎｇ
Ｆ

，
Ｆａｎｇ

Ｅ
，
ＭｅｉＨ

，ｅｔ ａｌ ．Ｃ ｉｓ
－Ａｃｔｉｎｇ

ｃｉｒｃ
－ＣＴＮＮＢ ｌＰｒｏｍｏｔｅ ｓ
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Ｊ
］

．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ
，
２０ １ ９

，

７９
（
３
）

：５ ５７ －７ １ ．

［
４０

］ 

Ｎｕｎｎｅｒｙ
ＳＥ

，ＭａｙｅｒＩＡ ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｔｉｉｅＰ Ｉ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲＰａｔｈｗａｙ

ｉｎＨｏｒｍｏｎｅ －Ｐｏｓ ｉｔｉｖｅ
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