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能力的影响
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#

摘 要"$目的% 探讨
=>4;#

表达对骨肉瘤细胞侵袭&转移能力的影响' $方法% 骨肉瘤细胞
株

@A4=

分为对照组&空白转染组和
31!=>4;#

组"其中空白转染组转染
31B;C

"

31!=>4;#

组
转染

31B;C!=>4;#

"采用
DEE

法检测各组细胞增殖"采用
E*,+F2--

细胞侵袭和细胞划痕实
验检测细胞侵袭和迁移能力"

G23H2*+ I-(H

检测
=>4;<

蛋白以及
JC@K=*5

信号通路蛋白表
达( $结果%

31!=>4;#

组
=>4;#

蛋白相对表达量为
&:!#!"&:&LM

"明显低于对照组和空白转染
组!

>#&:&%

)*对照组+空白转染组和
31!=>4;#

组转染
#!0

&

!N0

&

NL0

和
M!0

吸光度
C

值比较
差异无统计学意义!

>$":"%

)*

31!=>4;<

组细胞迁移率和侵袭细胞数分别为
<N:"LO%P:##O

和

M%:?N"!N:!&

个"明显低于对照组和空白转染组!

>&&:&%

)*

31!=>4;#

组
Q!JC@

和
Q!=*5

相对表
达量分别为

&:P%N%&:#&&

和
&:P#&%&:#&#

"均低于对照组和空白转染组!

>&&:&%

)*对照组&空白
转染组和

31!=>4;#

组
JC@

和
=*5

蛋白相对表达量比较差异无统计学意义!

>$&:&%

)( $结论%

抑制
=>4;#

蛋白表达"可降低骨肉瘤
@A4=

细胞迁移和侵袭能力"其机制可能与
JC@K=*5

信
号通路有关(

主题词"

=>4;#

*骨肉瘤*迁移*侵袭
中图分类号"

BMPL:#

文献标识码"

C

文章编号"

#?M#R<M&S

#

!&<$

$

<&R&LL!R&%

T(1

"

<&:<<MP%KU:133+:<?M<R<M&S:!&<$:<&:V&&?

W..25H (. =>4;# WXQ*2331(+ (+ Y+Z,31(+ ,+T D2H,3H,313 (.

43H2(3,*5([, /2--3

/AW; \(+6

"

'YC;] \(+6

!

!"# $%&'() *%'+,%

,

- .'-+/01, '2 31,/1(

"

31,/1( ##?&##

"

4"/(5

)

!"#$%&'$

-$

4IU25H1Z2

%

E( 1+Z23H16,H2 H02 2..25H (. =>4;# 2XQ*2331(+ (+ 1+Z,31(+ ,+T [2H,3H,313 (.

(3H2(3,*5([, 52--3:

$

D2H0(T3

%

E02 (3H2(3,*5([, @A4= 52--3 F2*2 T1Z1T2T 1+H( 5(+H*(- 6*()Q

"

I-,+^ H*,+3.25H1(+ 6*()Q ,+T 31!=>4;< 6*()Q

"

H02 I-,+^ H*,+3.25H1(+ 6*()Q F,3 H*,+3.25H2T 1+H(

31B;C

"

,+T H02 31!=>4;< 6*()Q F,3 H*,+3.25H2T 1+H( 31B;C!=>4;<: E02 52-- Q*(-1.2*,H1(+ F,3

T2H25H2T I7 DEE

"

,+T 1+Z,31(+ ,+T [16*,H1(+ (. 52--3 F2*2 T2H25H2T I7 E*,+F2-- ,+T 35*,H50 H23H

"

H02 2XQ*2331(+ (. =>4;< Q*(H21+ ,+T JC@K=*5 316+,-1+6 Q*(H21+ F,3 T2H25H2T I7 G23H2*+ I-(H:

$

B23)-H3

%

E02 *2-,H1Z2 2XQ*2331(+ (. =>4;< Q*(H21+ 1+ 31!=>4;< 6*()Q F,3 ":!<!%":"LM

"

F0150

F2*2 316+1.15,+H-7 -(F2* H0,+ H0,H 1+ 5(+H*(- 6*()Q ,+T I-,+^ H*,+3.25H1(+ 6*()Q _>`&:&%a: E02*2

F2*2 +( 316+1.15,+H T1..2*2+523 1+ H02 ,I3(*I,+52 C Z,-)2 ,H <!0

"

!N0

"

NL0 ,+T M!0 ,.H2* H*,+3.25!

H1(+ ,[(+6 H0*22 6*()Q3 b>c&:&%a: E02 52-- [16*,H1(+ *,H2 ,+T H02 +)[I2* (. 1+Z,31Z2 52--3 1+ H02

31!=>4;< 6*()Q F2*2 <N:&LO%P:<<O ,+T M%:?N%!N:!&

"

F0150 F2*2 316+1.15,+H-7 -(F2* H0,+ H0(32

1+ H02 5(+H*(- 6*()Q ,+T H02 I-,+^ H*,+3.25H1(+ 6*()Q b>`&:&%a: E02 *2-,H1Z2 2XQ*2331(+ (. Q!JC@

,+T Q!=*5 1+ 31!=>4;< 6*()Q F2*2 &:P%N%&:<&& ,+T &:P<&%&:<&<

"

F0150 F2*2 316+1.15,+H-7 -(F2*

H0,+ H0(32 1+ 5(+H*(- 6*()Q ,+T I-,+^ H*,+3.25H1(+ 6*()Qb>`&:&%a: E02*2 F2*2 +( 316+1.15,+H T1..2*!

2+523 1+ H02 *2-,H1Z2 2XQ*2331(+ (. JC@ ,+T =*5 ,[(+6 H0*22 6*()Q3b>c&:&%a:

$

/(+5-)31(+

%

Y+01!

I1H1(+ (. =>4;< Q*(H21+ 2XQ*2331(+ 5,+ 1+01I1H H02 [16*,H1(+ ,+T 1+Z,31(+ (. (3H2(3,*5([, @A4=

52--3

"

F0150 [,7 I2 *2-,H2T H( JC@K=*5 316+,-1+6 Q,H0F,7:

()"*+'$ ,-%.#

-

=>4;<

*

(3H2(3,*5([,

*

[16*,H1(+

*

1+Z,31(+

收稿日期"

!&<LR&MR!?

%修回日期"

!&<LR&$R<$

骨肉瘤
b(3H2(3,*5([,

"

4=a

是一种骨恶性肿瘤"发

病者多为儿童和青少年$

<

%

( 恶性程度高&侵袭性和转

移性强"约
<&Od!&O

的患者在确诊时即可出现转移

性病灶"如-肺转移&骨转移等$

!

%

"还有一些无法辨别

的亚临床症状的微小转移" 致使该病的治疗效果不

甚理想$

P

%

( 但由于该病发生转移和复发的概率极大"

治疗效果不理想"

%

年生存率只有
%%O

左右"而出现

基
础

&

临
床
研
究

LL!
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转移性和复发性骨肉瘤的患者生存率更低!

'

"

#

底板反应蛋白$

()*+,

%是从脊椎动物的胚胎底

板分离得到的一种细胞外基质糖蛋白& 最初的研究!

%

"

发现用重组
()*+,

蛋白能促进神经细胞黏附和神

经元生长' 还能促进血管平滑肌细胞增殖并且抑制

血管生成&研究发现
()*+,

基因和蛋白在转移性强

的骨肉瘤肿瘤组织中高度表达' 说明其在骨肉瘤转

移中可能起重要作用'因此本文通过研究
()*+,

对

骨肉瘤细胞侵袭(转移能力的影响'探索骨肉瘤的相

关病理机制'为临床提供治疗依据&

,

材料与方法

!"!

细胞来源

骨肉瘤细胞株
-.*(

来自中国科学院细胞库&

!"#

实验方法

,/!/,

细胞培养

在
01!

(

%23*

!

条件下' 在含有
,"2

胎牛血清

和
,""4567

青霉素和链霉素的
8)9:",;'&

培养基

中培养骨肉瘤
-.*(

细胞!

;

"

& 根据细胞生长情况更

换新鲜的培养基' 当细胞密度达到
<&2=$&2

左右

时'吸掉培养液'用
)>(

洗涤
0

次'加入适当的胰蛋

白酶消化
,=!6?@

'细胞都变圆后加入胎牛血清培养

基终止消化'用吸管反复吹打混匀'然后吸出(离心(

弃上清'加入
,&67

含有
,&#

血清的培养基'轻轻吹

打混匀'继续培养&

,/!/!

细胞转染

首先体外合成靶向
()*+,

的
A?8+B"()*+,

和

A? 8+B

' 然后将适量
A?8+BA

和
C?DEFGHIJ6?@G!&&&

脂质体分别用
*DI?$9K9

培养基稀释均匀' 室温孵

育
%=#&6?@

' 随即将两种稀释物混合均匀置室温下

!&6?@

' 使形成
C?DEFGHIJ6?@G !&&&

脂质体
"A? 8+B

复合体!

1

"

& 转染前
#L

'将骨肉瘤细胞
-.*(

接种于

;

孔板上'每孔
%%#&

% 个'用只含血清的
*DI?$9K9

培养基进行培养'在细胞融合达到
;&2

左右进行转

染' 转染时用不含抗生素和血清的
*DI?$9K9

培养

基替换'然后加入
A?8+B

脂质体复合体'使
A? 8+BA

浓度达到
#&&@6E75C

&在
01!

(

%&3*

!

培养箱中培养

孵育
'M

'然后每孔用只含血清的
*DI?$9K9

培养基

替换&

#/!/0 9NN

细胞增殖实验

将转染细胞接种于
$;

孔板'每孔
,"""

个细胞'

体积
!""!7

'在
01'

(

%23*

!

培养箱中培养
;L

'每
!L

更换一次培养基& 每天相同时间取出'加入
9NN

溶

液$

%6O567

%

%!75

孔'继续培养'

'M

后取出
$;

孔板'弃

上清液'加入
,%"!7 P9(*5

孔'振荡
,"6?@

'溶解结

晶物& 实验结束时用酶标仪检测各孔在
%1"@6

波段

的吸光度值$

*P

值%&

,/!/' NQJ@ARG77

细胞侵袭试验

用胰酶对细胞进行消化'然后离心(去培养液(

)>(

洗涤 ' 用含
"/"%2 >(B

的不含血清的
8)"

9:,;'"

培养基使细胞重新悬浮'然后取
,""!7

细胞

混悬液接种到
NQJ@ARG77

小室的上室'

1""!7

含
!2

S>(

的
8)9:,;'"

培养基置于下室'在
%23*

!

'

01!

培养箱中培养
,;M

& 取出上室并弃去液体'未穿过膜

的细胞用蘸有
)>(

的棉签擦去' 用
'2

多聚甲醛固

定'

"/,2

结晶紫染色
!"6?@

'

)>(

洗涤
0

次'然后显

微镜下计数&

,/!/%

细胞划痕实验

用
6JQTGQ

笔在
;

孔板背后均匀的划出横线'间

隔
"/%H6

'横穿过孔'每孔至少穿过
%

条线'在孔中

加入约
%%,"

%个细胞& 第二天用枪头垂直于背后的

横线划痕& 用
)>(

洗细胞
0

次'去除划下的细胞'加

入无血清培养基& 放入
01

度
%23*

!

培养箱'培养&

按
"

(

;

(

,!

(

!'M

取样'拍照&

,/!/; UGAIGQ@ V7EI

检测
SB-5(QH

信号通路蛋白

提取目的蛋白' 然后用
>3B

法进行蛋白定量(

配胶灌胶(上样'然后进行电泳电转操作'封闭
!M

'

孵育一抗(二抗'最后显影&

!"$

统计学处理

统计分析采用
()((,$/&

软件'计量资料采用
!(A

表示'组间比较使用方差分析'两两比较采用
(+-

检验&

))&/&%

为差异有统计学意义&

!

结 果

#"!

各组细胞
%&'(!

蛋白表达情况

A?"()*+,

组
()*+,

蛋白相对表达量明显低于对

照组和空白转染组$

))&/&%

%'见
NJV7G ,

和
S?OWQG ,

&

#"#

各组细胞增殖情况比较

对照组( 空白转染组和
A?"()*+,

组转染
,!M

(

<<0
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=*()>3

/(+?*(- 6*()>

@-,+A ?*,+3.25?1(+ 6*()>

#!0

&:BC#!&:&D$

&:BCB!&:&$E

!C0

&:C%E!&:#&#

&:CF"!":<"D

CD0

":FDC!":<!!

":FD"!":<!"

E!0

":E%%!":<BF

":E%!!":<C"

G1"GH4;<6*()> ":BC"!":"$< ":C%%!":<"F ":FD<!":<<D ":E%B!":<BD

I ":DCF ":$%% <:"<! <:<"F

H ":EF< ":F%% ":%!< ":%"<

!J#

!

5(+?*(- 6*()>

"

!

!

K-,+A ?*,+3.25?1(+ 6*()>

"

B

!

31"GH4;# 6*()>L

!C0

#

CD0

和
E!0

吸光度
M

值比较差异均无统计学意

义$

H#&:&%

%&见
N,K-2 !

'

!"#

各组细胞迁移和侵袭情况比较

31"GH4;#

组细胞迁移率和侵袭细胞数明显低于

对照组和空白转染组(

H$&:&%

%&见
N,K-2 B

#

I16)*2 !

'

!"$

各组
IMOPG*5

信号通路蛋白表达比较

31"GH4;<

组
>"IMO

和
>"G*5

水平明显低于对照

组和空白转染组(

H$&:&%

%"对照组#空白转染组和

31"GH4;<

组
IMO

和
G*5

蛋白相对表达量比较差异

无统计学意义(

H%&:&%

%' 见
N,K-2 C

和
I16)*2 B

'

B

讨 论

骨肉瘤也称成骨肉瘤& 是常见恶

性肿瘤&发病人群多为未成年人'骨肉

瘤组织学特点是间充质干细胞或成骨

细胞分化障碍& 能够直接生成骨或者

骨样组织'因该肿瘤具有易恶化#高侵

袭性#高转移性的特点&所以患者在发

病早期就会发生转移性病灶 )

D

*

' 大多

数原发性骨肉瘤的发病机制不详&有

研究)

$

*表明原发性骨肉瘤患者体内基

因与正常人体内基因明显不同& 其原

因可能与这些基因失去调控有关&但

具体机制不清楚'因此&找到骨肉瘤与

正常组织间的表达不同的基因及蛋白

十分有必要&有助于明确骨肉瘤发生+

发展与转移的分子机制& 为抑制骨肉

瘤发生和转移提供临床依据'

GH4;<

蛋白是一种从脊椎动物的

胚胎底板分离出来的细胞外基质糖蛋

白&具有分泌性和特异性&相对分子量

大约
$&<&

C

)

<&

*

'在神经系统中的海马神

经元上有与
GH4;<

结合的相应受体&

当
GH4;<

与这些受体结合后能促进

神经元生长与黏着& 还能促进脊髓和

感觉神经元的轴突和连接处的生长"

转化生长因子
"!

可以介导
GH4;<

调

节软骨组织中物质和能量的交换&诱

导软骨退化" 此外&

GH4;<

还能促进

血管平滑肌细胞增殖并且抑制血管生

%&'() * +,-.&/01,2 ,3 4567* ./,8)12 )9./)001,2 12

:)((0 ,3 )&:; </,=.

!

!!"

"

2>?@

=*()>3

N02 *2-,?1Q2

2R>*2331(+ (.

GH4;< >*(?21+

I H

/(+?*(- 6*()> &:$&!'&:<&<

D:E$% S&:&&<@-,+A ?*,+3.25?1(+ 6*()> &:D$E!&:<<B

G1"GH4;< 6*()> &:!<!!&:&DE

A1<=/) * B)08)/2 '(,8 C)8):81,2 :;&/8

< ! B

G"4;<

!",5?1+

%&'() ! +,-.&/10,2 ,3 &'0,/'&2:) D E&(=)0 ,3 :)((0 8/&203):8)C &8 *!;

"

!$;

"

$F; &2C G!; 12 )&:; </,=.

!

!!"

"

2>?@

%&'() # +,-.&/10,2 ,3 8;) :)(( -1</&81,2 /&8) &2C 8;) 2=-')/ ,3

12E&01E) :)((0 &-,2< # </,=.

!

!!0

"

2>?@

=*()>3

/(+?*(- 6*()>

@-,+A ?*,+3.25?1(+ 6*()>

N02 52-- T16*,?1(+ *,?2

(

U

%

B%:CF!!:FC

BC:<"!B:D"

N02 +)TK2* (. 1+Q,31Q2 52--3

!%":<F!DF:$C

!C%:D!!$":<%

G1"GH4;<6*()> <C:"D!B:<< E%:FC!!C:!"

I !F:CF% DC:F%C

H S":""< S":""<

A1<=/) ! +)(( 12E&01,2 1-&<)0 ,3 )&:; </,=.

< ! B

J<

!

5(+?*(- 6*()>

"

!

!

K-,+A ?*,+3.25?1(+ 6*()>

"

B

!

31"GH4;< 6*()>V

< ! B

"0

CD0

DDC



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#&

期

'()*+,

-)./()0 1()*+

203.4 /(3.,567/8). 1()*+

9:6 (603/8;6 6<+(6,,8). )5

=>? +()/68.

#@!A%!"@A%B

A@A$C!"@ABD

E8"EFGHA 1()*+ A@!A&!&@ABB

= A@!BA

F &@BA!

9:6 (603/8;6 6<+(6,,8). )5

+"=>? +()/68.

A@ABA!&@AD&

A@A&&!&@ABD

&@I%B!&@A&&

C@JBD

K&@&&A

9:6 (603/8;6 6<+(6,,8). )5

E(7 +()/68.

9:6 (603/8;6 6<+(6,,8). )5

+"E(7 +()/68.

&@I%D!&@A&A A@A%B!&@AD&

&@I%J!&@A&D A@AI&!&@A%!

&@I%%!&@A&I &@IA&!&@A&A

A@&AA D@ADB

&@%!& K&@&&A

成! 有研究表明"

EFGHA

还能在一些肿瘤组织中表

达" 肿瘤细胞的侵袭和转移可能与其蛋白质的表达

水平有关#

AA

$

!

LH>8

%

LH>

干扰技术&是在现代分子生物学研

究中干扰基因表达' 研究基因功能的重要的基因调

控工具#

A!

$

!

,8 LH>

是一种由
!AM!%

核苷酸构成的小

LH>

分子" 它与体外一些酶结合形成
LH>

诱导的

沉默复合体%

LNE-

&后"与靶基因编码区或
O9L

进行

特异性结合"通过切割
PLH>

使靶基因降解"从而

抑制相应靶基因的表达! 本文根据
,8LH>

设计原

则"合成靶向
EFGH#

的
,8LH>"EFGH#

和
,8LH>

"根

据
Q6,/6(. R0)/

实验结果显示"

,8 LH>"EFGH#

序列

的干扰效果不错"转染细胞后特异性沉默了
EFGH#

基因的表达"

,8"EFGH#

组
EFGH#

蛋白相对表达量明

显低于对照组和空白转染组 %

F#&@&%

&"

S99

细胞增

殖实验结果显示"

I

组的吸光度值无统计学差异"说

明特异性沉默
EFGH#

并不会影响细胞的增殖传代

情况" 也进一步说明促进骨肉瘤细胞增殖的因子可

能不是
EFGH#

蛋白(

9(3.,T600

细胞侵袭试验结果显

示"

,8"EFGH#

组细胞迁移率和侵袭细胞数明显低于

对照组和空白转染组%

F$&@&%

&"说明
EFGH#

蛋白能

够促进骨肉瘤细胞的侵袭和迁移" 由此我们可以猜

测" 在调控骨肉瘤细胞发生转移的各种调节因子中

可能有
EFGH#

蛋白的存在( 着斑激酶 %

5)730 3U:6"

,8). 48.3,6

"

=>?

& 是一种存在细胞质中的酪氨酸激

酶#

#I

$

! 研究#

#IVAB

$表明
=>?

在多种不同组织起源的肿

瘤中都有一定程度的表达" 而且肿瘤的恶化水平和

侵袭转移能力与
=>?

的表达程度有关!
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蛋白几

乎在所有细胞类型中表达"当
E(7

激酶激活后"能够

调节细胞内物质运输'促进细胞增殖与分化'增加细

胞的黏附力等" 突变型的
E(7

蛋白能激活生成肿瘤

血管"加快肿瘤细胞长大和迁移的速度#

AB

$

!

Q6,/6(.

R0)/

实验结果显示"

,8"EFGHA

组
+"=>?

和
+"E(7

明

显低于对照组和空白转染组"但是对照组'空白转染

组和
,8"EFGHA

组
=>?

和
E(7

蛋白相对表达量比较

差异无统计学意义 %

F%&@&%

&" 说明
EFGHA

蛋白与

=>?

和
E(7

的磷酸化相关联"

EFGHA

沉默时"

=>?

信

号通路的激活减少"降低了
=>?

和
E(7

磷酸化蛋白

的表达"从而降低了骨肉瘤细胞的侵袭转移能力#

A%

$

!

综上所述"

EFGHA

蛋白能够影响骨肉瘤细胞的

侵袭和转移能力"抑制
EFGHA

蛋白表达"可降低骨

肉瘤
?WGE

细胞迁移和侵袭能力" 其机制可能与

=>?XE(7

信号通路有关!
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