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我国胃癌的发病率和死亡率是世界平均水平的

!&'

倍!

(
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#然而胃癌的化疗效果并不理想#肿瘤细胞

的耐药性可能是制约治疗效果的主要原因$ 顺铂是

临床上常见的化疗药物#相关研究显示!

!

"

#顺铂在抗

肿瘤的同时 #可以激活
)*!!+,-./0123 42/563

#核因

子
!!+7

#导致肿瘤细胞产生抗药性#造成化疗失败$

)*!!+

是一种细胞核内信号转导的重要因子#

吡咯烷二硫代氨基甲酸%
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?@AB

& 是
)*!!+

的常见抑制剂#
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和
#(''8C'

是
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选择性表达的两种常见异构体# 两者在肿瘤

的发生发展中起非常重要的作用 !
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$ 目前有关
8C'

异构体与
)*!!+

在胃癌中相互作用的报道很少#本

研究通过观察在
?@AB

联合顺铂诱导胃癌细胞

DE)!FC

发 生 凋 亡 的 过 程 中 #

)*!!+

与
8C'"

'

#(''8C'

表达水平之间的关系# 探讨
?@AB

在联合

化疗治疗胃癌中的机制及应用前景$

(

材料与方法

!"!

主要材料及试剂

人胃癌细胞
DE)!FC

由第四军医大学馈赠 #
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培养基
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引物合成%上海生工&$
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细胞培养

人胃癌细胞培养于
G?DH!(%FI
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基 %含
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的胎牛血清#
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青链霉素&

中# 置于
C"BM

!
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的饱和湿度培养箱中#

用
IX!C"

胰蛋白酶消化传代培养#每
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代
(

次#取处于对数生长期的细胞用于实验$

!"$ BBE!P

法测定细胞增殖抑制率

以
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的密度接种于
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孔

板中#每孔
(""$0

$培养箱中培养
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组)不含细胞和药物的培养基$加药培养
!F<

后弃去

培养基#加入
BBE!P

试剂和培养基混合液
,#%#I

比例&#

培养箱继续孵育
!<

后#用酶标仪
,

波长
FCI->7

测各

孔吸光度值#计算抑制率%
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!
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%实验组
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空白组&
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%对照组
\

空白组&"

$(II]

$

!"% GA\?BG

检测
8C'"

!

#(''8C'

及
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的

表达

取对数生长期的细胞以
!$(I

F

&'$(I

F

W>0

的密度

接种于
%

孔板中#每孔
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$ 设置空白组'对照组和

实验组#每组设
'
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$对

照组)不含药物的培养基(空白组)不含细胞和药物

的培养基$ 培养
!F<

后按
AGHQMR

试剂盒说明提取

总
G)T

#用逆转录试剂盒合成
/@)T

#以
"!2/5:-

作

为内参# 反应体系为
!I$0 ,A2=01 (7

# 反应条件为)

YC#

预变性
C>:-

#

YC#

变性
!IN

#

CC#

退火
!IN

(

$!#

延伸
!IN

# 共
FI

个循环$ 用实时荧光定量
?BG

仪

,+:6!G2;

公司
7

对
?BG

产物进行实时定量分析#检测

B5

值 # 根据
#B5[

目的
B5\

内参
B5

#

##B5[

实验组

#B5\

对照组
#B5

#计算基因相对表达量
!

\##B5

$

!"&

统计学处理

采用
K?KK($XI

软件进行统计分析#各组实验数

据以
!&N

表示#组间差异采用单因素方差分析#两两

比较采用
RK@!5

检验#两变量间相关性采用
?123N6-

直线相关分析#

?^IXI(

为差异有统计学意义$
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结 果
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联合顺铂对
*+,!-.

细胞增殖的影响

))+!/

结果显示! 不同浓度的
&'() 0!.

"

.1

"

$.!234567

作用于
*+,!-.

细胞!其细胞抑制率分别

为
-89.:

"

#!;!<:

和
!#;!/:

!差异有统计学意义
=>?

#%$;#<

!
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# 当 用 不 同 浓 度
&'() =!.

"

.<
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$.!234567

预处理
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后再加入顺铂$
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%!其细

胞抑制率分别为
-#;!/:

&

-9;.$:

&
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!明显高于

单独顺铂组
=BC;/9:7

! 且随
&'()

浓度的增加而增

加!差异有统计学意义
=>?-B$;/-

!
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# 说明

&'()

能够抑制
*+,!-.

细胞的生长! 同时能增加

传统化疗药物顺铂对
*+,!-.

细胞的敏感性! 发挥

协同抗肿瘤作用
=(DE4F !7

#

!"! &'()

联 合 顺 铂 对 人 胃 癌 细 胞 中
G.B"

!

##BBG.B

及
G%. 2H,I

表达的影响
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结果显示 ! 在
*+,!-.

细胞中顺铂

$
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%能增加
G.B"
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的表达

$本课题组前期工作也已证实%'
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$.!234567

预处理
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顺铂 $

-!A524

%!
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的

表达无明显变化! 而
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2H,I

的表达随
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浓度的

增加而降低!差异有统计学意义
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# 本实验证实! 顺铂

$
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% 可增加
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中
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预 处 理
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后 再 加 入 顺 铂 $
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的表达量随
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浓度的增加而降低! 且低
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!
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#

!"$ *+,!-.

细胞中
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!
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与
G%.!2H,I

表达相关性
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直线相关分析结果显示!
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的表达无明显相关性
=M?

";"$!

!

&?";$9/7

!

#CBBG.B
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&

讨 论

'(&

基因是抑癌基因家族中的重要成员! 它的

突变与
(")

以上肿瘤发生密切相关 "

*

#

$

'(&

剪接异

构体的发现为肿瘤的研究提供了新的方向!近年来!

已经证实!

'(&

可以选择性表达
+!

种异构体%

'(&

&

'(&!

&

'(&"

&

#+&&'(&

&

#+&&'(&!

&

#+&&'(&"

&

#*"'(&

&

#*"'(&!

&

#*"'(&"

&

#+%"'(&

&

#+%"'(&!

和

#+%"'(&"

"

(

#

$ 因此认为!调控
'(&

异构体的表达是

'(&

基因发挥生物学功能的关键$

'(&!

和
#+&&'(&

是
'(&

选择性表达的两种常

见异构体!

,-./0!12.345

等 "

(

#发现在乳腺癌中
'(&!

的表达与肿瘤大小呈负相关! 与患者无病生存率呈

正相关! 并且在有
'(&

基因突变的患者中!

'(&!

可

以起到保护作用$

6.2

等 "

%

#发现
#+&&'(&

参与幽门

螺杆菌感染相关胃炎到胃癌的进展!起抗凋亡作用$

本课题组
72

等"

$

#发现在浅表性胃炎
!

萎缩性胃炎
!

胃癌发生过程中!

#+&&'(&!89:,

的表达量逐步增

加!

'(&! 89:,

的表达量则逐步降低! 具有显著性

差异! 因此猜测
'(&!

和
#+&&'(&

可作为胃癌诊断

和治疗的标志物$

72

等"

;

#发现!在顺铂
!<1:!*(

模型

中! 随顺铂浓度的增加!

'(&!

和
'(&

&

=5>

的表达量

逐步增加! 且
'(&!

的表达量与
'(&

和
=5>

的表达

呈正相关$ 由于
'(&

基因复杂的调节功能!

'(&

异构

体的确切机制还存在争议$ 因此有必要研究
'(&

异

构体与其他通路
?

如
:@!$=

通路
A

之间的相互作用$

核因子
!$=

'

:@!$=

(是一种重要的核转录因子!

它是参与调控炎症反应& 免疫应答和肿瘤发展的重

要信号传导途径"

B

#

$

:@!$=

蛋白家族包括
(

个亚单

位 %

9.C DE!9.CA

&

'%( D9.C,A

&

9.C=

&

'(" D:@!$=+A

和
'(!

D:@!$=!A

!其中以
'("F'%(

组成的二聚体最常见$ 随

着深入研究发现!

:@!$=

参与多种肿瘤细胞如淋巴

瘤&宫颈癌&卵巢癌以及胃肠道肿瘤等的增殖和凋亡"

+"

#

$

因此!鉴于
:@!$=

在肿瘤中的重要作用!对
:@!$=

的靶向研究将十分有意义$

<GH58854

等"

!

#发现!顺铂作为临床常用化疗药

物可以激活
:@!$=

!导致肿瘤细胞产生抗药性!造成

化疗失败$ 本实验
9IJKL9

结果也证明!与对照组

比较!顺铂
D*%MF8CA

能明显增加人胃癌
<1:!*(

细胞

中
:@!$= '%(

基因的表达$ 吡咯烷二硫代氨基甲酸

DKNILA

属二硫代氨基甲酸盐类化合物!是
:@!$=

活

化的细胞膜通透性抑制剂! 参与抑制多种细胞的

:@!$=

传导途径! 具有抗氧化特性及金属螯合双重

作用"

++

#

$ 抑制
:@!$=

的活化被认为是增加化疗药物

对组织敏感性的有效方案"

+!

#

!焦建新等 "

+&

#发现
KNIL

能通过抑制
:@!$=

的激活! 抑制肝癌细胞增殖!促

进肝癌细胞凋亡!增强阿霉素的化疗作用$也有研究

证实!

KNIL

具有阻断顺铂激活
:@!$=

的作用!增加

宫颈癌对顺铂的敏感性!促进细胞凋亡"

+*

#

$

上述研究说明!

'(&

和
:@!$=

在肿瘤的发生&发

展过程中起着重要调节作用$ 有研究发现!

'(&

和

:@!$=

两种蛋白在胃腺癌组织中的表达明显升高!

并在胃腺癌的发生&发展中存在正相关性"

+(

#

$为研究

'(&

异构体
D'(&!

和
#+&&'(&A

与
:@!$=

途径在

!"#$%& ' ()%%*+,-"). /*-0&&. -1& &23%&44"). )5 367!

!

"877397 ,.: 3;9!<=>? ". @AB!C9

!'%(!'%(

OP*O OP%O OP;O #POO #P!O #P*O OP*O OP%O OP;O #POO #P!O #P*O

#P%O

#P*O

#P!O

#POO

'
(
&
!

#
#
&
&
'
(
&

#POO

OPBO

OP;O

OP$O

OP%O

OP(O

OP*O
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&'()

联合顺铂抗肿瘤中的相互作用! 本实验采用

*+,!

"

"#,,*+,

表达阳性的胃癌细胞
-./!0+

为研

究对象# 通过
)).!1

结果发现!

&'()

能单独抑制

-./!0+

细胞增殖! 同时 !

&'()

能协同顺铂抑制

-./!0+

细胞的增殖! 细胞增殖抑制率明显高于单

独药物组 $本课题组下一步将深入研究
&'()

作用

于胃癌细胞后细胞凋亡率的变化%# 进一步通过

2(3&)2

分析发现! 在
-./!0+

细胞中! 顺铂与

&'()

联合使用时! 随
&'()

浓度的增加!

"#,,*+,

和
*%+ 42/5

的相对表达量逐渐降低! 且
&6789:;

直线相关分析显示!

"<,,*+,

和
*%+ 42/5

的表达

趋势呈正相关& 而
*+,! 42/5

的相对表达量随

&'()

浓度的增加无明显改变' 因此!本研究认为在

&'()

联合顺铂干预胃癌细胞
-./!0+

增殖的过程

中!

*+,

异构体中的
"<,,*+,

作为抗凋亡基因!可协

同降低
/=!#> *%+

的表达!发挥抗肿瘤作用' 因此

认为!

"<,,*+,

而非
*+,!

异构体是
/=!#>!*+,

对

话的关键分子'

综上所述!

/=!#>

抑制剂
&'()

联合顺铂抗肿

瘤 的 机 制 可 能 是 通 过 抑 制
/=!#>

基 因 下 调

"<,,*+,

异构体的表达来实现!

"<,,*+,!/=!#>

模

型的研究将为胃癌的诊断" 治疗以及预后提供新的

依据'
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