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摘 要!$目的% 研究
)</=;>

对胃癌细胞系
?@;%A

的生物学效应及其机制& $方法% 采用不
同浓度'

AD

(

8DD

(

!DDFGH<,

#重组改构人肿瘤坏死因子'

)</=;>

#处理胃癌细胞
?@;%A

!增殖
H

毒性检测试剂盒
B..@!$I

观察其细胞增殖抑制率" 实时荧光定量
J.K

'

K=LJ.K

# 法检测
?@;%A

细胞
MAE

异构体
"#EEMAE

(

N=O=8

及
N=O=E <K;O

的表达变化) $结果%

..@!$

结果
显示! 随

)</=;>

作用浓度增高 '

A"

(

8""

(

!""FGH<,

#!

?@;%A

细胞抑制率分别为
8P:8EEQ

!

!%:$DDQ

和
E#:PEEQ

!差异有统计学意义'

>R#C:!%C

!

JSD:D#

#*

K=LJ.K

结果显示!随
)</=;>

浓度增高!

?@;%A

细胞
N=O=# <K;O

表达上升'

>R#C%:!TD

!

JSD:DD#

#!

N=O=E

+

"#EEMAE <K!

;O

表达下降 ,

>R!T:T!#

!

>R!%:!%E

"

J

均
SD:DD#

#*

J1+)2'*

相关性分析结果显示!

"#EEMAE

与
N=O=#

表达呈负相关,

)RLD:TA#

!

JSD:D#

#!与
N=O=E

表达呈正相关,

)RD:$%D

!

JSD:D#

#* $结论%

?@;%A

细胞中 !

"#EEMAE

是
N=O=#

(

N=O=E

调控肿瘤细胞的共同靶基因 !

N=O=#

(

N=O=E!

"#EEMAE!MAE

通路可能是
)</=;>

抑制胃癌细胞
?@;%A

的机制*

主题词!
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一*

^10

等 $

8

% 的研究发现! 幽门螺旋杆菌所致的慢性胃炎发展成

为胃癌的过程中!

MAE

异构体
"8EEMAE

发挥关键的

作用*

JAE

异构体的发现无疑为胃癌的研究提供了

新的方向!其中
"8EEMAE

是本研究的重点*
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信号传导和转录激活因子!

&'(')

"家族能快速

将胞外信号传递到细胞核内#触发靶基因的表达#调

控肿瘤细胞的增殖和凋亡活动 $ 其中
&'('*

和

&'('+

在肿瘤细 胞中是作用 相反的两 个因子 #

&'('*

是肿瘤抑制因子#在肿瘤细胞中发挥促凋亡#

抑增殖的作用%

!

&

$ 而
&'('+

是炎症相关性肿瘤的促

进因子%

+

&

$ 这两种因子的表达影响着肿瘤细胞的发

展进程$

本研究中# 我们用不同浓度
,-.'/0!!

刺激表

达
"*++12+

的胃癌细胞
34/%2

#探讨
,-.'/0!!

对

胃癌细胞的作用效果及对
&'('*

'

&'('+

'

"*++12+

表达的影响#以期分析
"*++12+

在胃癌细胞生长抑

制过程中发挥的作用$

*

材料与方法

!"!

主要材料及试剂

人胃癌细胞
34/!%2

由第四军医大学馈赠 #

5637!*8%9

培养基购于
:;<=>?@

公司# 胎牛血清购

于浙江天杭生物科技股份有限公司(

,-.'/0!!

购于

上海唯科生物制药有限公司产品!批号
!9*8*!9!

"(

AA4!$

购于上海翊圣生物科技有限公司产品 !货号

%9!9+B&89

"#

'57CDE

购于康为世纪生物科技有限

公司!货号
AF92$9&

"#

5@G=!HI-@ J6A5

试剂盒购于

日本东洋纺
H>;>K>

#

6A5

引物合成!上海生工"$

!"#

细胞培养

将胃癌细胞
34/%2

培养于
5637!#8%9

完全培

养基 !含
#9"

的胎牛血清"中#置于
2"AD

!

'

+L#

的

饱和湿度培养箱中#每
!M

更换培养液#用
9N!2"

胰

蛋白酶消化传代培养#每
2M

传代
#

次#取处于对数

生长期的细胞用于实验$

!"$ AA4!$

法测
34/%2

增殖抑制率

将密度为
%$#9

%

O-=

的
34/%2

细胞悬液接种于

P8

孔板#每孔
*99#=

#每组
+

个复孔$ 置于培箱中培

养
!%.

后加药处理#设置空白组!不含细胞药物的培

养基 "#对照组 !不含药物的 培养基 "#实验 组 )

$ ,-.'/0 !! 297QO-=

(

% ,-.'/0 !! *997QO-=

(

&,-.'/0!! !997QO-=

$再置于培养箱中培养
!%.

后

吸出培养基# 加入
*9#= AA4!$

试剂和
P9#=

细胞培

养液$ 放入培养箱
+.

后#酶标仪
R

波长
%2"?-S

测吸

光度#公式计算两种细胞抑制率!

7A

"

T

%

#U

!实验组
U

空白组"

O

!对照组
U

空白组"&

$*99V

$

!"% 5'U6A5

法检测
-5/(

的表达

取对数生长期的细胞以
%$*9

%

W2$*9

%

O-=

的密度

接种于
8

孔板中#每孔
!-=

$ 设置空白组'对照组和

实验组$ 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#实验组)

$,-.'/0!! 297QO-=

(

%,-.'/0!! *997QO-=

(

&,-.'/0!! !997QO-=

$ 培

养
!%.

后按
'57CDE

试剂盒说明提取总
5/(

#用逆

转录试剂盒合成
<X/(

#以
'!G<HI?

作为内参#反应

体系为
!9#= R'GK=@ *S

# 反应条件为 )

P2#

预变性

*-I?

#

P2#

变性
*2)

#

89#

退火
*2)

(

L!#

延伸
%2)

#共

%9

个循环$ 用实时荧光定量
6A5

仪
R(Y7 657&3

公司
S

对
34/%2

细胞
"*++12+

'

&'('*

及
&'('+

的

6A5

产物进行实时定量分析#检测
AH

值#根据
"AHT

目的
AHU

内参
AH

#

""AHT

实验组
"AHU

对照组
"AH

#

用公式
!

U""AH 计算基因的相对表达量$ 校正结果以对

照组
9 7QO-=

为
*

#将其余各组基因表达量与之比较$

!"&

统计学处理

采用
&6&&*LN9

软件# 各组实验数据以
!%)

表

示# 组间差异采用单因素方差分析# 两两比较采用

E&X!H

检验#两变量间相关性采用
6@G,)>?

直线相关

分析$ 检验水准
!T9N92

$

!

结 果

#"! ,-.'/0!!

对
34/%2

细胞增殖的影响

AA4!$

结果显示#不同浓度
,-.'/0!!

!

29

'

*99

'

!99 7QO-=

"处理
34/%2

细胞
!%.

后#细胞增殖抑制

率 分 别 为
*LN*++V %!N%2$V

#

!%N$99V %%N!2$V

#

+*NL++V%!N+*$V

#

,-.'/0!!

对
34/%2

细胞抑制率

随浓度增高而增高#呈剂量依赖性 !

0T*8N!%8

#

6Z

9N9*

"$

'()*+ ! ,-./+- 0+12+34+ 56 7+3+

[@?@ 6,I-@, )@J\@?<@)

'!G<HI? 0>,]G,M 2&![('[([(''[[A('[[A'''!+&

5@^@,)@ 2&!['A(AA''A(AA[''AA(['!+&
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<1*1 =>?@, A=>?@, 8==>?@, !==>?@, B C

!8DDEAD 8 =:$%!!=:=$D =:F$D!=:=G= =:A==!=:=$G !%:!%D H=:==#

IJKJ# # #:A$%!=:=GF !:D#G!=:=$$ D:#!!!=:!#! #F%:!G= H=:==#

IJKJD # #:#FD!=:=$% =:$#%!=:=G! =:AF=!=:#=L !G:G!# H=:==#

!"#$%& ' ()%%*+,-"). /*-0&&. -1& &23%&44"). )5 !677387 0"-1 9:;:6 ,.< 9:;:7 =>?; ". @AB!C8

DED )@/J;B""

对胃癌细胞
MN;%A

中
!8DDEAD

!

IJKJ8

及
IJKJD @O;K

表达的影响

将对照组
" P>?@, )@/J;B"" !8DDEAD

!

IJKJ8

及
IJKJD @O;K

的相对表达量设为
8

!通过内参基

因
#"+4Q0*

的校正 !

)@/J;B""

处理的
MN;%A

细胞

!8DDEAD @O;K

的相对表达含量随浓度增高而降低

"

CH":""8

#$

IJKJ8 @O;K

表达量随
)@/J;B""

处理

浓度增高而明显上升%

CH":""8

&$

IJKJD @O;K

表达

量明显下降%

CH":""8

&%

J+R,1 !

!

B05()1 8

&'

DEF MN;"%A

细 胞 中
!8DDEAD

与

IJKJ8

"

IJKJD @O;K

表达相关性

C1+)2'*

直线相关分析结果显示!

MN;"%A

细 胞 中
!8DDEAD

与
IJKJ8

@O;K

的表达呈负相关
S)TU=:GA8

!

C#

=:=8V

!

!8DDEAD

与
IJKJD @O;K

的表

达呈正相关
S)T=:$%=

!

C$=:=8V SB05()1 !V

'

D

讨 论
CAD

是与人类肿瘤相关性最高的抑癌基因!

EAD

基因突变是肿瘤发生的常见原因!

EAD

基因错义突

变使其失去对下游基因的转录调控作用! 不能及时

修复受损基因! 失去了卫护基因完整性和稳定性的

功能!导致肿瘤的发生(

%

)

'

CAD

异构体的发现是胃癌

机制研究的新方向'

W10

等(

8

)的研究发现!

EAD

异构
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!
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!
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体
!#&&'(&

是炎症相关性胃癌的关键因子! 本课题

组前期研究"

(

#发现在由浅表性胃炎到萎缩性胃炎发

展成为胃癌过程中$

!)&&'(& *+,-

的表达量递增$

并由此猜测
!)&&'(&

未来可发展成为新型胃癌标

志物$为胃癌的诊断和治疗提供新的依据%

信号传导和转录激活因子 &

./-/0

' 家族包括

./-/)

(

./-/!

(

./-/&

(

./-/%

(

./-/(-

(

./-/(1

和

./-/2

七个成员(其中转录因子
./-/)

和
./-/&

在

肿瘤细胞中发挥相反的作用(

./-/&

被认为是一种

癌基因而促进肿瘤细胞的增殖活动(

./-/)

主要发

挥抗增殖和促凋亡的作用"

!

#

%

./-/&

有调节细胞生

长)凋亡和炎症基因的转录的功能(并有助于慢性炎

症性疾病和恶性肿瘤的发展 "

2

#

(持续的
./-/&

激活

是肿瘤发生的启动子%

34567874

等 "

9

# 的研究表明(

./-/&

是溃疡性结肠炎向结肠癌发展的关键因子%

:8;05

等"

$

#研究也表明(

./-/&

的活化促进肿瘤细胞

的生长(抑制免疫细胞的抗肿瘤作用(持续的
./-/&

信号促进炎症相关性胃肠道肿瘤的生长和增殖% 在

乳腺癌中可以见到
./-/&

的持续激活 "

<

#

(

./-/&

的

激活可促进增殖基因的表达( 促进肿瘤的发展%

./-/&

活化是前列腺癌细胞存活和增殖的主要驱动

力"

)=

#

%在近一半的非小细胞肺癌病例中(

./-/&

的持

续磷酸化已被证实"

))

#

%

./-/&

在多种多样的肿瘤中高频率地被激活(

所以其信号通路的研究是十分有必要的%研究显示(

./-/&

在体内和体外都与
'(&

启动子结合( 抑制

'(&

基因的转录率(此外(阻断癌细胞中
./-/&

表达

可诱导
'(&

表达上调( 恢复
'(&

介导的肿瘤细胞凋

亡"

)!

#

% 在结直肠癌)前列腺癌中(

./-/&

都被证明可

以负性调控肿瘤抑制因子
'(&

( 细胞的凋亡活动受

到抑制(促进癌细胞的发展"

)&

(

)%

#

% 因此(

./-/&

抑制

'(&

的表达可能在肿瘤的发展中起重要作用%

./-/)

通常促进诱导细胞凋亡的靶基因表达(

并且能够抑制
'(&

的抑制子
>?>!

( 与
'(&

作为共

激活因子"

)(

#

%

@6A;

等"

)2

#的研究表明化疗药物可以通

过上调
'(&

和
./-/)

的表达来抑制结直肠肿瘤的

发生和发展%

@6A;

等"

)9

#研究表明(

./-/)

超表达可

以引起
'(&

表达增加(肝癌细胞的生长受到抑制%可

见(

./-/)!'(&

通路与肿瘤的活动密切相关%

./-/)

和
./-/&

与
'(&

在肿瘤中的关系已经较为明确(而

有关于
./-/)

和
./-/&

与
'(&

异构体的关系研究

较少%本次研究主要探讨
./-/)

和
./-/&

与
'(&

异

构体
!)&&'(&

表达的关系% 结果显示(

8*6/,B!"

能

够显著抑制
>3,%(

细胞增殖( 并且
./-/)

表达上

升(

./-/&

)

!)&&'(&

表达下降( 其上升下降的程度

与
8*6/,B!"

的处理浓度呈正相关(与
>3,%(

细胞

抑制率呈正相关 %

CA480D;

直线相关分析显示 (

!)&&'(&

表达与
./-/)

呈负相关(与
./-/&

呈正相

关( 说明
8*6/,B!"

通过上调
./-/)

表达和下调

./-/&

表达(抑制
!)&&'(&

表达(达到抑制胃癌细

胞增殖的效果(

./-/)

(

./-/&!!)&&'(&

通路可能将

是研究胃癌治疗的新机制%

有研究证实(

!)&&'(&

精细地调控
'(&

的表达(

以此调控细胞的命运的转归%

-DE4F4

等"

#$

#通过免疫

共沉淀的方法证明
'(&

异构体
!#&&'(&

存在
'(&

的作用位点(并可与其结合(选择性地调控其下游基

因的表达(决定细胞的命运%

GDH05A55A8

等 "

#<

#研究结

果显示(

!#&&'(&

有拮抗
'(&

) 抑制细胞凋亡的功

能%本课题组前期研究也证实"

!=

#

(

!#&&'(&

通过选择

性激活
'(&

的下游基因来负性调控
'(&

的功能% 综

上所述(

./-/#

(

./-/&!!#&&'(&!'(&

通路可能将是

抑 制 胃 癌 细 胞 的 新 机 制 (

!#&&'(&

作 为
./-/#

)

./-/&

共同的靶基因( 将是肿瘤治疗的一个有前途

的分子靶点(而靶向调控
!#&&'(&

可能是使
'(&

活

化的一种新的治疗方法%
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