TK1对前列腺癌的干预探究方案项目

按以下方案完成试验检测给出准确试验结果

1.1 项目方案

实验细胞：

良性前列腺上皮细胞RWPE-1 

前列腺癌细胞 PC-3

前列腺癌细胞 DU145

实验试剂：TK1 siRNA干扰小片段

实验分组一：确认前列腺癌中TK1的本地表达丰度情况

（1）良性前列腺上皮细胞RWPE-1 

（2）前列腺癌细胞 PC-3

（3）前列腺癌细胞 DU145

实验内容：

（1）Q-PCR检测TK1 mRNA水平差异；

（2）Western Blot检测TK1 蛋白水平差异；

实验二：确认TK1 siRNA最佳干扰小片段（2种细胞都做，以DU145为例）

DU145；

DU145+NC-siRNA；

DU145+ TK1-siRNA-1；

DU145+ TK1-siRNA-2；

DU145+ TK1-siRNA-3；

转染浓度均为50nM 转染后48h收集细胞进行相关检测。

实验内容：

（1）Q-PCR检测TK1 mRNA水平差异；

（2）Western Blot检测TK1 蛋白水平差异；

实验分组3：干预TK1对前列腺癌细胞凋亡迁移的影响（2种细胞都做，以DU145为例）

DU145；

DU145+NC-siRNA；

DU145+ TK1-siRNA；

实验内容：

流式凋亡检测；（3次生物学重复）

Transwell迁移；（单次生物学重复，3视野）

Western Blot检测凋亡相关指标BAX、BCL2、caspase-3、PPAR及迁移能力相关指标N-cadherin、E-cadherin、vimentin蛋白表达差异; （单次生物学重复）

