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硼替佐米联合 %!氮杂胞苷对甲状腺未分化癌细胞增殖!

侵袭能力及 =1>!9!?!=1>!@!AB!99表达的影响
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摘 要"$目的% 探讨硼替佐米联合
%!

氮杂胞苷对甲状腺未分化癌细胞增殖& 侵袭能力及
=1>!9!?

&

=1>!

@

&白细胞介素
!99

'

AB!99

(水平的影响) $方法% 计算硼替佐米和
%!

氮杂胞苷的
A/

%"

值"检测硼替佐米!

C(*

组(和
%!

氮杂胞苷!

%!DE,

组(单独和联合使用!

%!DE,FC(*

组(对甲状腺未分化癌细胞
D>4

细胞活力&凋
亡率&迁移和侵袭能力的影响"并检测各组

=1>!9!?

&

=1>!@

&

AB!99

水平) 采用
//G!H

和流式细胞术检测
细胞凋亡情况) 采用细胞划痕实验和

I*,+3J2--

法分析细胞迁移和侵袭情况"采用
KL/>

法检测
=1><D

和
=><D

水平 "

MC

法检测蛋白的相对表达水平 ) $结果 % 硼替佐米和
%!

氮杂胞苷的
A/

%"

值分别为
99"+6N=-

和
%;%!=(-NB

) 培养
!?0

后
C(*

组和
%!DE,

组的细胞活力显著低于
/(+O*(-

组"而细胞凋亡率显
著高于

/(+O*(-

组"且
%!DE,FC(*

组细胞活力!

";??"";"H

(显著低于
C(*

组和
%!DE,

组!

PQ%;9?!

"

?;?%&

*

L

均
R";""9

("而凋亡率+

9$;@HS"#;&@S

(显著高于
C(*

组和
%!DE,

组!

PQ&;&&?

"

&;%H!

*

L

均
RT;TT9

()作用
!?0

后 "

%!DE,FC(*

组的迁移 !

U9;@HS"!;!HS

(!

PQ9T;?%%

"

$;HU!

*

L

均
RT;TT9

(和侵袭率 !

!H;@?S"!;9%S

(!

PQ

99;9U%

"

9T;@U$

*

L

均
RT;TT9

(均显著低于
C(*

组和
%!DE,

组)

%!DE,F C(*

组的
=1>!9!?

,

=1>!@

水平显著高
于

C(*

组和
%!DE,

组!

LRT;T9

("

C(*

组和
%!DE,

组
AB!99

显著低
/(+O*(-

组!

LRT;T9

("

%!DE,F C(*

组的
AB!

99

显著低于
C(*

组和
%!DE,

组!

LRT;T9

() $结论% 硼替佐米与
%!

氮杂胞苷联合使用与单独使用相比"可
进一步的抑制甲状腺未分化癌细胞增殖&迁移和侵袭"并促进其凋亡"可能与其可上调

=1>!9!?

&

=1>!@

水平和抑制
AB!99

的表达有关)

主题词"甲状腺肿瘤*硼替佐米*

%!

氮杂胞苷*

=1>!9!?

*

=1>!@

*白细胞介素
!99

中图分类号"
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(X3

%

I02 A/

%T

\,-)23 (. [(*O2E(=1[ ,+X %!,E,57O1X1+2 J,3 5,-5)-,O2X

"

*23^25O1\2-7; I02 2..25OO3 (. [(*O2E(=1[
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"
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"

=16*,O1(+ ,+X 1+\,31(+ J2*2 X2O25O2X;I02 -2\2-3 (. =1>!9!?

"

=1>!@

"

,+X AB!99 1+ 2,50 6*()^
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,+X O02 %!DE, 6*()^ J2*2 316+1.15,+O-7 -(J2* 1+ O02 5(+O*(- 6*()^ hLRT;T9f

"

,+X O02 AB!99 1+ O02 %!DE,F C(*
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甲状腺癌在内分泌肿瘤和头颈部肿瘤中具有较

高的发病率!甲状腺癌有不同的分型!其中甲状腺未

分化癌恶性程度较高! 手术治疗或化疗后易出现复

发和转移!预后较差"

'

#

$

%!

氮杂胞苷主要治疗肠癌或

乳腺癌等! 最近的研究显示其对于甲状腺癌也具有

较好的抑制作用"

!

#

$ 硼替佐米联合治疗多发性骨髓

瘤在临床应用广泛! 研究认为硼替佐米对于多种肿

瘤细胞具有细胞毒作用"

(

#

$ 近年来研究发现
)*+,-

在肿瘤的发生和发展中起着重要作用! 过往研究显

示
)*+!'!.

和
)*+!/

在肿瘤中起着抑癌作用! 可以

抑制癌细胞的凋亡%迁移和侵袭"

.

!

%

#

$ 最近有研究发

现白细胞介素
''

&

*01234256*0 ''

!

78!''

'具有促进甲

状腺癌细胞迁移和侵袭的作用"

&

#

$ 联合化疗方法是

治疗恶性肿瘤的方法之一! 本研究发现硼替佐米联

合
%!

氮杂胞苷可更有效的抑制甲状腺癌未分化细

胞癌的增殖和侵袭能力! 并显著上调
)*+!'!.

和

)*+!/

的表达!抑制
78!''

的水平!可能作为甲状腺

未分化细胞癌的治疗新策略!现报道如下$

'

资料与方法

!"!

试 剂

甲状腺未分化细胞癌细胞
-+9

来自山东省千

佛山医院$

%!

氮杂胞苷购自
:*;)<

&美国'$ 注射用硼

替佐米购自西安杨森$

==>!?

试剂盒购自
@AB*0CA

&日本'$ 凋亡试剂盒购自
D@ EF<3)*0;20

&美国'$

G3<0H!I244

小室购自
J*44*KA32

&美国'$ 流式细胞仪

D2L1A0 @*L623HA0

&美国'$

78!''

一抗以及二抗均购买

于
-ML<)

公司&美国'$

)*+!'!.

%

)*+!/

和
78!''

的

引物由
N202I*O

&苏州!中国'设计和合成$

EP@Q

膜

购买于
D*A!+<C

&美国'$ 逆转录试剂盒
G<><+<

和

:RD+ E3244*S TS G<UGJ

实 时
E=+

试 剂 盒 购 自

G<><+<

&日本'$

!"#

细胞分组与培养

-+9

细 胞 系 在 含 有
'VW

的 胎 牛 血 清 的 的

@JTJ

培养基中培养!培养条件为
(/"

!

%W

的
=9

!

$

首先将
-+9

细胞在不同浓度的
%!

氮杂胞苷和硼替

佐米中培养并通过
==>!?

法计算半数抑制率$ 将细

胞分为
.

组! 即对照组 &

LA013A4

'%

%!

氮杂胞苷组&

%!

-O<LX1*C*02

!

%!-O<

'%硼替佐米组&

DA312OA)*M

!

DA3

'以

及硼替佐米联合
%!

氮杂胞苷组 &

%!-O<Y DA3

'!

%!-O<

组培养液中
%!

氮杂胞苷浓度为
.&0;Z)4

!

DA3

组硼替

佐米
''V0;Z)4

!

%!-O<Y DA3

组培养液中同时含有硼

替佐米和
%!

氮杂胞苷
''V0;Z)4

和
.&0;Z)4

! 培养

!.F

$

!"$

细胞活力

==>!?

法被应用于测定细胞活力$ 将细胞接种

于
$&

孔板! 加入
'V!4 ==>!?

试剂并在
(/"

!

%W

的

=9

!

中培养
.F

$ 使用酶标仪 &

T8[ ?VV

!

D*A!G2L6

!

\:-

'测量每个孔在
.%V0)

处的吸光度&

9@

'$

!"%

细胞凋亡

将细胞重悬至
.#'V

% 个细胞
Z)4

的浓度! 分在

!VV!4

细胞溶液中别加入
%!4

膜联蛋白
ET

和
'V!4

的
!/

氨基放线菌
@

!室温孵育
'V )*0

!应用流式细

胞仪检测细胞凋亡率$

!"&

细胞迁移和侵袭能力

细胞划痕实验和
G3<0H!I244

用于检测细胞迁移

和侵袭能力! 分别检测
!.F

后细胞的迁移率和侵袭

率$

!"' ()*+),- ./0+

细胞裂解后收集总蛋白!

D=-

法用于检测蛋白

浓度!

:@:!E-NT

凝胶并用于电泳并通过
EP@Q

膜

进行转膜!入
78!''

一抗!室温震荡
!F

!后在
."

孵

育过夜!加入二抗!

N-E@]

作为内参$

!"1 2345

UE=+

用 于 检 测
)*+!'!.

%

)*+!/

和
78!''

的

)+,-

水平!细胞裂解后收集总
)+,-

!通过在
$%"

下激活
@,-

聚合酶
% )*0

进行
E=+

! 然后进行
.V

个循环的两步
E=+

&

$%" 'VH

和
&V" (VH

'!最终延

伸
/!"

下
'V)*0

!保持在
."

!

\&

和
N-E@]

分别作

为内参!使用
!

^""=G 法分析
)+,-

水平$

!"6

统计学处理

数据以均值
$

标准差&

:@

'表示!所有检测作复

孔!

0_(

$ 统计分析使用
:E:: '$

&

:E::

!

70L`

!

=F*L<!

;A

!

78

!

\:-

'!采用单因素方差分析&

-,9P-

'以评估

组间差异$

Ea"`"%

为差异有统计学意义$

!

结 果

#"!

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷的
7=

%"

值

硼替佐米和
%!

氮杂胞苷的
7=

%"

值分别为
''"0;Z)4

和
.&0;Z)4

!见
Q*;532 '

$

.$$
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=+>2? /(+@*(- A(* %!BC, %!BC,D A(*

E1F!9!G 9;!G"";"$ !;9&"";!9 !;HG"";!% G;"%"";GI

E1F!I 9;9J"";9H !;!9"";!G

,

!;%&"";!H

,

G;!&"";G%

,K5

=L!99 EF<B I;%I"";G! %;H!"";G9

,

%;9&"";GG

,

H;"G"";H&

,K5

=L!99 M*(@21+ J;JG"";%% %;$H"";%&

,

%;%I"";%!

,

H;!&"";HG

,K5

!"!

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷对细胞活力

的影响

A(*

组和
%!BC,

组的细胞活力显著低于

5(+@*(-

组!

NOP;"9

"#并且
%!BC,D A(*

细胞活

力显 著 低 于
A(*

组 和
%!BC,

组 !

NO";"9

"$

L(2Q2

等效线法分析两者具有协协同作用#见

R,K-2 9

$

!"#

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷对细胞凋亡

的影响

A(*

组和
%!BC,

组细胞凋亡率显著高于

5(+@*(-

组!

NO";"9

"#且
%!BC,D A(*

细胞凋亡

率显著高于
A(*

组和
%!BC,

组 !

NO";"9

"#见

R,K-2 !

$

!"$

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷对细胞迁移

的影响

处理
!G0

后#

A(*

组和
%!BC,

组的迁移率

分别为
I";%&S"!;$&S

和
&I;PGS"H;!&S

#

%!

BC,DA(*

组的侵袭率为
H#;IJS"!;!JS

# 显著

低于
A(*

组和
%!BC,

组 !

TU#P;G%%

#

$;JH!

%

N

均
OP;PP#

"#见
T16)*2 !

$

!"%

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷对细胞侵袭

的影响

A(*

组 和
%!BC,

组 的 侵 袭 率 分 别 为

&#;%&S"!;&&S

和
&P;PGS"!;IGS

#

%!BC,DA(*

组的侵袭率为
!J;IGS"!;#%S

# 显著低于
A(*

组和
%!BC,

组!

TU##;#H%

#

#P;IH$

%

N

均
OP;PP#

"#

见
T16)*2 H

$

!"&

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷对
E1F!#!G

!

E1F!I

和
=L!##

的影响

硼替佐米以及
%!

氮杂胞苷可显著上调

E1F!#!G

&

E1F!I

水平!

NOP;P#

"#

%!BC,D A(*

组

的
E1F!#!G

&

E1F!I

水平显著高于
A(*

组和
%!BC,

组 !

NOP;P#

"$

A(*

组和
%!BC,

组
=L!##

显著低

5(+@*(-

组 !

NOP;P#

"#

%!BC,DA(*

组的
=L!##

显著

低于
A(*

组和
%!BC,

组!

NOP;P#

"#见
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甲状腺癌在女性中的发病率是男性的

!VG

倍# 并且最近研究发现其发病率有上升

的趋势# 甲状腺癌的发病受多种因素的共同
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调节!如环境"辐射"内分泌以及遗传均有关系!并且

在甲状腺癌的发病早期!其病情进展极为缓慢!难以

发现! 而在发现时大多处于晚期并且合并淋巴或远

端转移! 研究发现甲状腺癌具有极高的淋巴转移或

血行转移发生率! 而发生淋巴转移的患者其术后的

复发率上升一倍!单纯的手术治疗已不能满足需求!

使用化疗药物辅助治疗是解决方法之一#

'

$

%

%!

氮杂胞苷可以掺入细胞的
()*

中使基因沉

默!从而将细胞阻滞在
+

期!抑制细胞增殖!是细胞

周期抑制药物!最近有研究显示
%!

氮杂胞苷可以显

著抑制甲状腺癌细胞的增殖#

,

$

% 硼替佐米可以抑制

!&+

蛋白酶体糜蛋白酶的活性! 破坏细胞内环境引

起细胞死亡! 在治疗多发性骨髓瘤等血液恶性肿瘤

中具有广泛的应用! 硼替佐米对甲状腺癌也具有一

定的治疗效果#

$

$

% 本研究中主要探究
%!

氮杂胞苷和

硼替佐米联合对甲状腺未分化癌细胞的生物学影响

结果显示硼替佐米和
%!

氮杂胞苷单独使用均可显

著的抑制甲状腺未分化癌细胞增殖"迁移和侵袭!并

且促进其凋亡!硼替佐米和
%!

氮杂胞苷联合使用可

进一步加剧其对增殖"迁移和侵袭的抑制作用!并进

一步促进凋亡!与单独使用相比差异显著%既往研究

发现硼替佐米联合其他化疗药物可抑提高抗肿瘤功

能#

#-

$

!

%!

氮杂胞苷联合化疗药物对于软骨肉瘤"急性

髓细胞白血病具有更好抑癌效果#

..

!

.!

$

% 这提示对于

甲状腺未分化细胞癌!使用硼替佐米联合
%!

氮杂胞

苷具有更好的抑制细胞增殖"迁移和侵袭的效果%

为进一步分析硼替佐米和
%!

氮杂胞苷联

合使用抑制甲状腺未分化细胞癌的作用机理!

我们分别检测了单独使用和联合使用下
/01!

.!2

"

/01!'

"

34!##

的 水 平 % 大 量 研 究 显 示

/01)*

在肿瘤的发生发展中起重要作用!研

究发现
/01!#!2

在宫颈癌"膀胱癌等患者血清

中均显著下调!并且过表达
/01!#!2

可通过调节

基因的表达显著抑制肿瘤的发生和发展!现阶段

关于
/01!#!2

在甲状腺癌中的研究较少 #

#5

!

#2

$

%

/01!'

上调可抑制肿瘤细胞的增殖"迁移和侵

袭! 最新的研究发现
/01!'

可通过抑制
6*7.

以及
87+!

的表达抑制甲状腺癌细胞的上皮

间充质转化#

.%

!

.&

$

% 最新的研究显示
34!..

可通

过上调
63579*:;9<+75!

信号通路激活促进甲

状腺未分化癌细胞的上皮间充质转化#

#'

$

% 蒋玉

娥等 #

#,

$研究也显示
34!##

具有促进甲状腺未

分化癌侵袭迁移的作用% 本研究结果显示硼替佐米

以及
%!

氮杂胞苷可显著上调
/01!#!2

"

/01!'

水平!

并且联合作用组的
/01!#!2

"

/01!'

水平显著高于单

独作用组% 硼替佐米或
%!

氮杂胞苷单独作用可显著

低
34!##

" 联合干预可进一步的抑制
34!##

的水平%

提示对于甲状腺未分化癌细胞"硼替佐米联合
%!

氮

杂胞苷可能通过上调
/01!#!2

"

/01!'

水平和抑制

34!##

的表达起到抗肿瘤的作用%

综上所述!硼替佐米联合
%!

氮杂胞苷联合使用

与单独使用相比! 可进一步的抑制甲状腺未分化癌

细胞增殖"迁移和侵袭!并促进其凋亡!这可能与其

可以更显著的上调
/01!#!2

"

/01!'

水平和抑制
34!

##

的表达有关% 关于硼替佐米联合
%!

氮杂胞苷对于

甲状腺癌的作用还需要动物实验进一步验证! 其机

理也有待于进一步研究! 以期为甲状腺未分化癌的

治疗提供新的可能性%
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