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摘 要!%目的& 研究
41B

基因过表达对肝癌细胞系
CDE-!

细胞增殖的影响及其机制' %方法&

利用慢病毒转染技术对
CDE-!

细胞进行
41B

基因过表达" 通过
.DFGD=H I:AG

检测转染后
CDE-!

细胞中
41B

表达情况" 采用流式细胞技术和
JJ2$

细胞增殖实验检测细胞的增殖情
况"

.DFGD=H I:AG

检测
41B

过表达后
KL4L)

(

E!KL4L)

蛋白水平的变化' %结果&

JJ2$

细胞增
殖实验显示"

41B

过表达组
CDE-!

细胞较对照组细胞增殖速度快)
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*' 流式细胞实验显
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基因过表达后"
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表达水平升高"表明存在
KL4L)

蛋白的激活' %结论&

41B

可促进
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前发病率高(预后极差的恶性肿瘤之一'在世界范围

内" 肝癌是男性第三大和女性第七大常见的恶性肿

瘤" 其病死率按死亡例数排序居肿瘤相关性死亡的
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主要来源于胚

胎期肝细胞分泌" 成年后在正常人体内几乎检测不

到
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的表达" 但是在
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的肝癌患者体内
41B

的含量显著升高"因而
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作为肝癌特异性肿瘤标

志物被广泛应用于高危患者的筛查和肝癌患者术后
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作为生物学活性非常复杂的蛋白质"

其生物学功能尚未完全清楚" 大量学者研究证明
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可促进肝癌细胞的生长" 这一过程中参与的信
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信号传导与转录激活因子%
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的持续激活与多种肿瘤
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;<(<'
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增殖'侵袭和血管生成!
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在肝癌中的

激活效应是否受到
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的调控目前尚未见报道"需

要进一步揭示"这将对阐明
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调节肝癌细胞增殖

的机制具有重要意义$
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方 法
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培养的
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!B5J

! 培养
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细胞培养箱中培养$ 待培养瓶

内细胞融合度达
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以上时"胰酶消化"铺板$以
B"

X"

? 个
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细胞密度接种
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到相应
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孔板中" 每组

平行感染
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个复孔$当
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孔板中
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融合度为
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慢病毒
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及其阴性对照病毒
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%图例中
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代表阴

性对照组"

NG

代表过表达
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组&$ 转染
QD$O

后换

液
#

次" 转染
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后于荧光倒置显微镜下观察荧光

表达情况"确定感染效率达到
$&W

为宜$
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实验

向
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和
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试剂说明提取细胞总蛋白$ 根据实验样本量按照
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液
$@

液
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洗
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重悬细胞并进行计数"将

细胞浓度调成
!&#&

? 个
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孔
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贴壁生长
?$O

后胰酶消化" 加入完全培养基后反复

将细胞吹打制备成单细胞"

#&&&-

'

BJ,.

离心后
*@;

清洗
!

次" 将细胞密度调成
#&#&

Q 个
YJ0

离心后"

%&W

乙醇固定'

?%

过夜$ 将固定好的细胞
#&&&-

'

BJ,.

离心后"加入
#&&"0 S>(/+6

'

'%%

水浴
'&J,.

"

然后加入
B&&"0 *H

染料"避光染色
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-,

!"# !'()

基因过表达后

*+,-!

细胞中
./'/0

!

,!./'/0

蛋白表达水

平的变化

过表达
'()

基因

后通过对
1+23+45 6783

结果分析显示!当
'()

蛋 白 表 达 量 增 加 时

./'/0

蛋白的表达变

化不大!而
,!./'/0

蛋

白的表达量伴随
'()

的增加而上调 "

(9:;4+

0

#$ 这表明过表达
'()

基因后存在
./'/0

蛋白被

磷酸化激活!结果差异具有统计学意义"

3<=>!0?

!

)<

">"0@

%$

0

讨 论

肝癌恶性程度高!病死率居恶性肿瘤的第
!

位!

然而其分子靶向治疗至今未取得突破性进展&

A

!

?

'

$ 循

环肿瘤
BC'

甲基化(

D94D;7E395: 3;F8;4 BC'

!

D3BC'

%

可作为诊断肝癌和评价其预后的分子标志物! 但由

于其属目前最新研究成果未在临床推广!故
'()

仍

是当前肝癌辅助诊断的特异性标志物&

A&

!

AA

'

$

在临床应用中!当
'()

值大于
@&&!:GH

!并结合

影像学指标!可考虑诊断肝癌 &

A!

'

!然而升高的
'()

不仅可以作为肝癌的诊断指标! 而且还能作为一种

细胞信号分子促进肝癌的生长&

A0IA=

'

$ 据相关研究报

道!

'()

可通过激活
)J0KL'M3

信号通路促进肝癌细

胞
*+,-!

的增殖&

#N

'

$ 在本研究中!我们将构建好的

慢病毒转染进入肝癌
*+,-!

细胞中! 使
'()

基因

过表达$ 过表达
'()

组的
*+,-!

细胞增殖速率明

显快于阴性对照组!且
'()

过表达组
.

期占比明显

高于阴性对照组! 表明
'()

可以促进
*+,-!

细胞

由
-

A

期向
.

期转化!进而促进细胞增殖$

'()

调节肝癌细胞增殖的分子机制非常复杂!

有文献报道
'()

可与肿瘤细胞表面的
'()

受体结

合促进人肝癌
6+7%@"!

细胞的增殖!而
'()

受体还

可通过
D'O)!)K'

)

/)K!PE2!O')K

)

)J0KL)/QCL'M3

和
RE

!S等多种信号转导途径调节肝癌细胞的生

长 &

#&

!

#%

!

#$

'

*

./'/0

是转录激活因子家族成员之一!可

在多种信号分子"非受体酪氨酸激酶+生长因子)细

胞因子和
-

蛋白等#刺激下并依靠其上游的一类具

有激酶结构的连接蛋白
T'K2

使
./'/0

的一个羟基

酪氨酸磷酸化而激活, 激活的
./'/0

可进一步诱导

细胞中癌基因的异常表达进而促进肿瘤的发生发

展 &

N

'

, 有研究表明!

./'/0

被大量磷酸化后可促进乳

腺癌细胞的生长!相反当通过基因敲除
./'/0

或者

通过药物抑制
./'/0

表达后可抑制细胞的增殖和

迁移!促进乳腺癌细胞的凋亡&

#?

'

,在本研究中我们发

现
'()

过表达后
,!./'/0

蛋白表达显著上调!肝癌

细胞的生长较对照组显著增加! 这与上述的研究结

果是一致的! 这表明
'()

促进
*+,-!

细胞增殖机

制还可能涉及
./'/0

蛋白的激活,

综上 !

'()

可能通过激活
./'/0

促进
*+,-!

细胞增殖,该研究为
./'/0

基因作为
'()

高表达肝

癌的治疗靶点提供了实验依据,
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精准医疗被认为是继经验医学&循证医学之后的第三次医学革命$作为当今肿瘤临床研究最活跃的领域之一$

精准医疗在肿瘤治疗中正发挥越来越重要的作用*而肿瘤诊断的+金标准($病理诊断不仅能判定肿瘤的良恶性质,

分类和分级$也是临床医师进行预后评估和药物选择的重要依据) 为加强病理学与临床的联系$!临床与实验病理

学杂志"现面向广大医务工作者征集有关精准医学与肿瘤专业领域在基础研究&临床诊断&治疗等方面的最新研究
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