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种肿瘤的发生%发展及化疗耐药中发挥重要作用&
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素和
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培养箱中培养'细胞达到
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染实验!将
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- 细胞接种于
4
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的吸光度值' 应用公式计算
<?J

浓度并评

估纯度& )

!

*实时荧光定量聚合酶链反应)

KF=C#G;1F

$8<

*检测
1;<#65=

的表达 !利用
1;<?J

特异性

引物 )

6 #HRR8H8JRHH8JR8JRRJJ8JR # -

*通 过

1;+>K;DG ! <H Q;G

)

S;=2FA

*按逆转录说明书将
,"2

<?J

逆 转 录 为
>%?J

& 使 用
+T*< RKFFA $8<

I=OGFK I;U

试剂盒)

0;EF HF>VABCB2;FO

'美国*进行
KF#

=C#G;1F $8<

实验 )

$8<

仪为
J*M &-@@

实时定量

$8<

仪
J*M

' 美国*'
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,@1;A

使结晶充分

溶解'使用酶标仪上检测各组细胞
5#@A1

波长的吸

光度
]J

5#@

值
^

'并计算细胞活力'细胞活力
]7^Z

处理

组
J

5#@

值
3

对照组
J

5#@

值
!,@@7

&

!"& _FOGFKA `CBG

检测
Q0)5

蛋白表达

在各组细胞中加入
@:!-7

胰蛋白酶消化后'用

$*+

缓冲液清洗细胞
6

次+ 加入
4-"C <M$J

细胞蛋

白裂解液'

+%+Y$JRa

分离蛋白+ 电泳结束后转膜'

再用
-7

脱脂奶粉室温封闭
,V

'加入稀释
,@@@

倍的

鼠抗人
Q0)5

和
RJ$%X %

抗'

5"

轻摇过夜'加入稀

释
-@@@

倍的
X<$

标记的羊抗鼠
!

抗' 室温孵育

,V

&

b

线片曝光分析'结果用
M1=2F#$KB $C\O

处理'以

目的蛋白与内参照价
&#=>G;A

的灰度值比值表示蛋

白的相对表达量&

!"'

统计学处理

采用
+$++!@:@

软件' 实验数据采用卡方检验(

单因素方差分析(

G

检验等进行统计学分析'计量数

据以均数
&

标准差
]1F=A&+%^

表示'

$c@:@-

为差异有

统计学意义&

!

结 果

("! !!I;<#65=

和
Q0)5

与结直肠癌化疗耐药的相关性

采用
KF=C#G;1F $8<

检测
d!

例患者癌旁组织与

论 著 ,-@
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癌组织中
$%&!'()

和
*+,(

的表达! 相较正常和
-!

,.

化疗敏感组"

*+,(

转录因子在
-!,.

抵抗性结直

肠癌病理组织中异常高表达"而化疗耐药组中
$%&!

'()

的表达低于正常和
-!,.

化疗敏感的结直肠癌

组织!并且在
-!,.

耐药的结直肠癌及癌旁组织中发

现"

$%&!'()

表达水平与
*+,( $&/0

水平呈显著负

相关" 提示两者与结直肠癌
-!,.

耐药性呈负相关

#

123"4567

"

89"4"":

$#

;)<=> !

%

,%?.1> !

$&

!"! @%&!'()

和
*+,(

在
-!,.

耐药细胞中的表达

分别采用
:"!$A= B+

奥沙利铂 #

CD)=%E=)F%G

$ '

!"!$A=B+ -!,.

'

:-!$A=B+

伊立替康 (

H8;!::

$ 处理

IH;!7

'

IH;!7B-!,.

'

JK!(7"

和
JK!(7"B-!,.

"通过
@;;

法检测
IH;!7B-!,.

和
JK!(7"B-!,.

的多药耐药性"

结果显示
IH;!7B-!,.

和
JK!(7"B-!,.

较
IH;!7

'

JK!

(7"

对奥沙利铂'

-!,.

'伊立替康具有显著的多药耐药

性(

89"L":

$(

;)<=> '

%

,%?.1> '

$&

采用
1>)!=F%$> 8H&

检测不同细胞中
*+,(

的表

达"结果显示在
-!,.

耐药结直肠癌细胞系
IH;!7B-!

,.

和
JK!(7"B-!,.

中"

*+,(

呈显著高表达 (

89"L"-

"

,%?.1> (

$&

#$%&' ! ()*+',,-./ .0 1234 $/5!6-7!84$ -/ 979 :-,,;', $/5 $5<$='/: :-,,;',

MF>$

0NO)P>GF F%QQ.>Q

RG27!S

-!,. 1>QEAGQ%<=> F%QQ.>Q

RG2(!S

-!,. 1>Q%QF)GF F%QQ.>Q

RG2("S

, 8

TDE1>QQ%AG AU *+,( :4"#""4(" "46:""4-' !4:-""4#- --4#! 9"4":

TDE1>QQ%AG AU $%&!'() !4(7""4#6 :4'"""47' "477""4(5 -746( 9"4":

0 V H

04 TDE1>QQ%AG AU *+,(!%G PA=A1>PF)= P)GP>1 F%QQ.>Q )GN )NO)P>GF F%QQ.>Q

"
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F%QQ.>Q PA$E)1>N FA PX>$AFX>1)EY!Q>GQ%F%Z> ?1A.E )GN $)FPX>N GA1$)= F%QQ.>Q R89"4":S

%

V4 TDE1>QQ%AG AU $%&!'() %G PA=A1>PF)= P)GP>1 F%QQ.>Q )GN

)NO)P>GF F%QQ.>Q

"

$%&!'() =>Z>= W)Q =AW>1 %G PX>$AFX>1)EY!1>Q%QF)GF PA=A1>PF)= P)GP>1 F%QQ.>Q FX)G PX>$AFX>1)EY!Q>GQ%F%Z> ?1A.E )GN $)FPX>N GA1$)=
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%
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0 V H
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"
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年第
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!
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$%&'()'&*(+ ,-".!"-," !!-"/!,-!, 0"-", !-,.!"-!1 ,/-..!"-1/ 0"-",

."23 ,-!.!"-," 14-"/!!-!, 0"-", !-,"!"-.1 !1-..!,-!1 0"-",

567",, ,-8.!"-!1 4-.9!"-., 0"-", !-,!!"-!1 ,1-..!!-!1 0"-",

:57"8 :57"8"$; 6 <="/8" <="/8""$; 6

>*?@

:57"8 A?'' '(+? <="/8"8 A?'' '(+?

为进一步验证
@(;"1/&

和
BC2/

在结直肠癌耐

药细胞中的调控作用! 将
:57"8D."23

和
<="/8"E

."23

分别瞬时转染进
@(;"1/&

的化学模拟物
@(@"

(AF

及阴性对照
@(@(A"G5

! 结果显示上调
@(;"1/&

的表达!

BC2/ @;GH

"蛋白水平均显著被抑制!揭示

@(;"1/&

负性调控
BC2/

的表达与结直肠癌
."23

化

疗耐药显著相关#

60"-",

$#

2(I3J? .

$%

1

讨 论

化疗耐药是中晚期结直肠癌治疗失败的主要

原因!

@(;GH

在结直肠癌化疗耐药的

调控中发挥重要作用 &

8K#

'

%

L(;"1/&

是

@(;GH"1/

家族中的一员! 编码基因位

于
,)19

! 已明确其在多种肿瘤中发挥

抑癌作用!而
@(;"1/&

在结直肠癌的研

究更为深入%

L(;"1/&

在
).1

诱导下表

达调控众多靶基因
M!21

(

5NB/

(

OA'!

(

LM7

(

A"LPA

(

G"LPA

(

<>;7,

等! 并发挥

类似
).1

的生物学作用! 进而抑制结

直肠癌的细胞增殖( 侵袭( 转移等作

用! 同时
@(;"1/&

能够促进结直肠癌

化疗敏感性&

,"K,,

'

%本课题组在前期研究

中检测了
!98

例术后结直肠癌患者的

病理组织中
@(;"1/&

的表达水平!结

果显示肿瘤组织中
@(;"1/&

表达水平

与术后复发呈负相关! 高表达者预后

好!低表达者预后较差!无疾病生存时间短!

1

年复

发率高! 提示
@(;"1/&

可作为结直肠癌复发的独立

预测标志物% 亚组分析显示
@(;"1/&

高表达的患者

能够从化疗中获益&

.

'

%

HQ&R

等&

,!

'研究发现在
."23

耐

药的结直肠癌细胞中上调
@(;"1/&

的表达! 能够抑

制耐药细胞的生长!

."23

耐药性部分逆转%

C(

等&

,1

'

研究结果与之相似! 上调
@(;"1/&

可使其靶基因

CN:H

下调抑制糖代谢从而逆转
."23

耐药%

BC2/

是广泛表达于人类组织中的锌指结构转

录因子!在正常细胞的生长(分化过程中发挥重要

作用!包括细胞周期调控(增殖分化和凋亡等 &

,/K,8

'

%

!"#$% & '($)*+,(- ,%.*.)"/0% +%)%0)*1/ 12 3!4( ,%.*.)"/) 565 0%$$ $*/%.

H- BC2/ '?S?' T&F F(I+(U(A&+*'P V(IV?J (+ :57"8E."23 A?'' F3W'(+?F *V&+ *V&* (+ (*F

)&J?+*&' A?'' :57"8 X60"Y".Z

)

OY BC2/ '?S?' T&F F(I+(U(A&+*'P V(IV?J (+ <="/8"E."23

A?'' F3W'(+?F *V&+ *V&* (+ (*F )&J?+*&' A?'' <="/8"X60"Y",ZY

4*-(,% 7 894: $%;%$. */ 3!4( ,%.*.)"/) 01$1,%0)"$ 0"/0%, 0%$$ $*/%.

:57"8E."23:57"8

H O

/
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:57"8E."23:57"8 <="/8" <="/8"E."23

60"-".

60"-",

4*-(,% 3 <22%0). 12 =*6!&:" (>,%-($")*1/ 1/ 894: %?>,%..*1/ */ 3!4( ,%.*.)"/) 01$1,%0)"$ 0"/0%, 0%$$ $*/%.

H- L;GH '?S?'F RU *J&+FAJ()*(R+&' U&A*RJ BC2/ T?J? F(I+(U(A&+*'P \?AJ?&F?\ WP @(;"1/& 3)J?I'3&*(R+ (+ ."23 J?F(F*&+* AR'RJ?A*&' A&+A?J A?''

'(+?F X:57"8E."23 &+\ <="/8"E."23Z

)

O- 6JR*?(+ '?S?'F RU *J&+FAJ()*(R+&' U&A*RJ BC2/ T?J? F(I+(U(A&+*'P \?AJ?&F?\ WP @(;"1/& 3)J?I'3&*(R+ (+

."23 J?F(F*&+* AR'RJ?A*&' A&+A?J A?'' '(+?F X:57"8E."23 &+\ <="/8"E."23Z

L(@(A"G5

L(@(AF
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$%&'

在肿瘤发生!发展中具有双向调节作用"其中

通过抑制
()*+,-.

信号通路发挥促癌作用#

/#0!/

$

% 有研

究发现
$%&'

在肿瘤干细胞中呈高表达#

!!0!.

$

%

1)2

等#

!'

$

研究发现
$%&'

在结直肠癌细胞中呈高表达" 上调

$%&'

的表达能够逆转
345!.6-

的抑癌作用"从而促

进结直肠癌细胞的增殖%

本研究通过检测
-!&7

化疗敏感及耐药组织中

345!.')

和
$%&'

的表达" 证实
345!.')

在
-!&7

化

疗耐药的结直肠癌组织中呈低表达"

$%&'

转录因子

呈高表达"两者呈显著负相关&细胞实验发现"

$%&'

在结直肠癌耐药细胞中呈高表达" 上调
345!.')

的

表达可直接抑制
$%&'

的表达" 从组织及细胞水平

均提示
345!.')

负向调控
$%&'

具有逆转结直肠癌

化疗耐药的可能%
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