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摘 要"%目的& 探讨
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靶向调控
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基因对胰腺癌
56((78

细胞增殖'迁移的作用机制(

%方法& 选取诊断为
6((7

并行胰腺外科手术患者
#3

例"取癌组织和癌旁组织行
9:

染色'免疫组织
化学法和免疫荧光检测"采用

6;&

法检测胰腺癌组织中
$%&'(!)*+

和
',-./1

表达量"使用
-<=>?@=AA

侵袭实验法和
BCC

试剂盒检测胰腺癌细胞增殖'迁移和侵袭性"采用生物信息学分析和预测
$%&'(!
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调控胰腺癌细胞
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的表达) %结果&

$%&'(!)*+

表达水平在癌组织!

0244"424*

*与癌旁组织
+

02#+"420D

*中有显著性差异!

6E424+

*#

$%&'(!)*+

表达水平与肿瘤大小,

C'B

分期'淋巴结转移和远
处转移有关!

6E424+

*)

F&CG6;&

检测显示
6(';!0

细胞和
HI6;!)

细胞中
$%&'(!)*+ $%$%.?

表达水
平显著增加!

6E424+

*"转染
)

天后
6(';!0

细胞和
HI6;!)

细胞增殖被显著抑制!

6E424+

*"抑制率分别
为

)+2J)K

和
!*L*1K

#转染
$%&'(!)*+

使其表达水平上升可显著抑制
6(';!1

细胞和
HI6;!)

细胞的
迁移能力)

$%&'(!)*+

高表达使
6(';!1

细胞水解基质胶穿透到小室下面的细胞减少
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细胞减少
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可以调控
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表达) 利用双荧光素酶报告基因法检测
$%&'(!)*+

与
',-./1 $&'(

的作用关系"转入突变
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质粒的细胞中荧光素酶活性显著降低!
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6N3L3)0
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直接与
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的
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相互作用) %结论&胰腺
癌细胞中
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胰腺癌!

9)(2'/):.2 );/(%2)'2.(%<)

"

=>>?

#是恶

性程度较高的消化道恶性肿瘤" 其发病率和死亡率

近年来呈明显上升趋势"

=>>?

患者
@

年生存率小

于
AB

"是预后较差的恶性肿瘤之一$研究表明%

!

&

"男

性发病率稍高于女性'比例约为
!7ACA7@

("而绝经后

的妇女则与男性发病率相近$

=>>?

主要发病人群

为糖尿病和慢性胰腺炎患者"临床以腹痛)黄疸)消

瘦乏力)腹部包块和腹水等为主要症状%

D

&

"其病因尚

不明确"有学者认为与吸烟)饮酒)高脂肪和高蛋白

饮食)过量饮用咖啡)环境污染和遗传因素等有关"

治疗以外科手术为主"结合放化疗等综合治疗%

E

&

* 大

量研究已证明
<.F8>!DG@

功能对肿瘤的发生+发展

和分子靶向治疗具有广阔前景"且已证实
8%:2-A

基

因具有调控细胞跨膜蛋白质转运的功能" 在视网膜

母细胞瘤和淋巴瘤中表达水平随细胞分化程度的提

高而下降%

@

&

, 本文探讨
<.F8>!DG@

靶向调控
8%:2-A

基因对胰腺癌细胞增殖)迁移的作用机制"以期为发

现
=>>?

新的治疗靶点和改善预后提供一定的临

床参考依据,

A

材料与方法

!"!

一般材料

选取
!"AH

年
E

月至
!"AI

年
!

月到我院就诊并

被诊断为
=>>?

的患者
#"

例" 且所有患者都住院

行胰腺外科手术治疗"取
=>>?

患者癌组织和癌旁

组织"大小约为
"7@2<""7@2<

"癌旁组织取距离癌组

织边缘
@2<

以上"并用
EB

多聚甲醛固定组织"后行

JK

染色)免疫组织化学法和免疫荧光检测, 再次切

取上述两组组织约黄豆大小" 置于
LH"#

冰箱保存"

待提取和检测基因) 蛋白质, 所有研究对象均签署

知情同意"本试验获医院伦理委员会批准,

患者纳入标准!

!

自愿参加调查-

"

无语言交流

障碍-

#

没有进行其他肿瘤治疗-

$

未合并其他内科

或外科合并症者,排除标准.

!

入院后重大手术类患

者-

"

认知功能障碍-

%

入院检查及治疗资料不全,

人 胰 腺 癌 细 胞 株
MN=,!D

+

=>8,!A

+

>0=,!A

和

OPAII"

来自华中科技大学同济医学院附属协和医

院胰腺病研究所保存,

!"#

仪器和试剂

深低温冰箱!海尔电器公司("酶标仪!赛默飞世

尔科技公司("

JQ!E"

二氧化碳恒温细胞培养箱!美国

J/)* Q%'2/

公司("

=,F

扩增仪!德国
M.%</:')

公司("

实时荧光定量
=,F

仪 !美国应用生物系统公司(,

F=RSA#E"

培养基!

T.U2%

公司("免疫组化试剂盒!武

汉博士德生物公司("

90.,JK,V!!

质粒 !华大基因("

双荧光素酶报告基因检测系统 !

='%</3)

公司(,

!"$

实时荧光定量
=,F

按照日本
W)V)F)

公司
OXMF ='/<.N KN W)Y&

试剂盒操作手册说明书" 在冰块上操作并加入各组

分混匀"按照反应条件进行反应"检测
<.F8>!DG@

的表达以
Z#

为内参"

8%:2-A

则以
T>=?J

为内参"

检测数据以
>MS 0:/9!%(/

自带的
=,F

分析软件分

析
,W

值,

<.F8>!DG@

的
,W

值
!A7@E$"7!D

为低表

达"

,W

值
%A7@E$"7!D

为高表达,

!"%

胰腺癌细胞培养

使用
F=RSA#E"

培养基在
DG&

水温中预热"对

胰腺癌细胞进行复苏处理后置于细胞培养箱中"需

DG&

和
@B ,1

!

的环境培养" 隔天使用显微镜观察

细胞形态" 弃去培养基和未贴壁细胞并更换新的培

养基,后使用培养基进行细胞传代"在显微镜下每天

观察细胞状态"

!

天更换一次培养基, 最后对处于对

数生长期的细胞在
LH"&

低温进行长期冻存,

!"&

细胞增殖分析

使用
RWW

法对胰腺癌细胞进行分析" 在
I#

孔

板中分别加入
RWW !"'*

, 在培养箱中培养
E-

后吸

弃培养液"然后在每孔中加入
?RO1 A@"'*

"阴凉处

使用摇床震荡
A@<.(

" 最后用酶标仪检测每个孔液

体吸光度值"并计算每组
@

个孔平均值,

!"'

细胞迁移和侵袭

进行划痕实验检测胰腺癌细胞" 以各个时间点

肿瘤细胞相对
"

时刻的迁移距离的平均数值反映细

胞迁移能力, 进行
W')(0[/**

侵袭实验"实验后使用

显微镜计算细胞数量" 取
@

个视野内细胞数均值代

表肿瘤细胞侵袭能力,

!"(

双荧光素酶报告基因检测

通过生物信息学分析" 确定
8%:2-A <F8> D'

ZWF

与
<.F8>!DG@

之间存在结合位点, 将
8%:2-A

<F8> D(ZWF

!

TZZZZ>>>>,>,>ZTZZZZ>Z

(与

突变后的
D(ZWF

!

TZZZZ>>>>,>,>ZTZZWZ>Z

(

链接到
90.,JK,V!!

质粒上分别作为对照组与实验

组"转染入细胞系
=>8,!A

+

MN=,!D

细胞系中"培养

@"!
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后检测荧光素酶活性#

!"#

统计学处理

研究资料使用
,N/K&'&6LD

软件录入$并用
QNQQ

!DL"

统计软件进行分析$ 计量资料采用均数
"

标准

差
R!"*S

表示$组间分析采用
%

! 检验和
'

检验$

NAHT"8

为差异有统计学意义#
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结 果
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在胰腺癌组织和细胞系中的表达

使用实时荧光定量
NU3

检测胰腺癌组织!

NU

"

标本和癌旁组织!

4U

"中
2/345!678

的表达水平$

癌组织!

DL""""L"7

"中表达水平较癌旁组织!

DL#8"

"LDC

"降低!
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表达水平与
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病理临床特征

的关系

N55P

患者癌组织中
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表达水平在

不同肿瘤大小%

>4E

分期% 淋巴结转移和远处转移
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后细胞增殖水平$ 发现
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$%&'()* %+ ,-.(/0/ 1(2%*%345!"!"56%*7!#58%7#

!"#$%& ' ()*)+*",- ,. */& "-*&%0+*",- 1)*2&&- 3"456!7'8

9-: 5,*;/< 3456 => :$0? ?$;".)%0@) %)A,%*"-B @>@*)3

9:8,!;

<=9,!>

发现迁移能力分别被抑制
??7>@A

和
>!7@!A

!见
B.3

&'/ ?

"

C')(0D)**

侵袭实验结果显示!

E.F8:!>GH

高

表达使
9:8,!;

细胞水解基质胶穿透到小室下面的

细 胞 减 少
>H7>HA

!

<=9,!>

细 胞 减 少
>>7"?A

#

C I

H7H>!

!

CIH7;G;

!

9

均
J"7"H

$% 见
B.3&'/ H

"

CD8 E.F8:!>GH

调控胰腺癌细胞
8%C2-;

的表达

使用生物信息学分析和预测
E.F8:!>GH

与

8%C2-; EF8:

的
>"KLF

结合! 结果提示
E.F8:!

>GH

可以调控
8%C2-;M

的表达!见
B.3&'/ #

" 利用双

荧光素酶报告基因法检测
E.F8:!>GH

与
8%C2-;

EF8:

的作用关系!转入突变
>"KLF

质粒的细胞中

荧光素酶活性显著降低&

CIH7#>>

!

9I"7">@

'

CIH7>?G

!

9I"7">;

$! 证明
E.F8:!>GH

直接与
8%C2-; EF8:

的
>"KLF

相互作用% 见
B.3&'/ G

%

>

讨 论

胰腺作为人体重要的消化和内分泌器官!是一

个狭长的腺体!横卧在人体上腹部腹膜后!主要分

泌胰液(胰高血糖素和胰岛素!负责人体消化和调

节血糖等 )

#

*

%

9::M

具有较高的死亡率!且近年来

全世界范围患者的数量明显增多 )

G

*

!死亡率高的原

因有几点+#

;

$

9::M

在早期几乎没有任何严重的特

异性症状!只有上腹部性质模糊的隐痛(钝痛和饱

胀不适等! 因此在没有进行相关影像学和肿瘤标志

物检查时!难以对其做早期诊断)

N

*

'#

!

$

9::M

治疗效

果差)

@

*

!据统计)

;"O;;

*

!没有接受治疗的
9::M

患者生

存期仅
?

个月左右!而即使接受了手术的患者生存

期也只有
;#

个月!

9::M

一度被称国际医学称为+

,

!;

世纪的顽固堡垒-%

E.F8:

自
;@@>

年被发现具有潜在调控蛋白作

用和被证实参与细胞增殖(凋亡和分化等后!开始

广泛研究
E.F8:

靶基因调控机制)

;!O;>

*

%

E.F8:!>GH

在

肿瘤中的研究较少!在胰腺癌中的作用亦少见分析%

本研究结果显示 !

E.F8:!>GH

表达在癌组织

&

;7""#"7"G

$与癌旁组织&

;7#H#"7;?

$中有显著性差

异 &

9J"7"H

$!

E.F8:!>GH

表达水平与肿瘤大小 (

L8P

分期(淋巴结转移和远处转移有关&

9J"7"H

$!

提示
9::M

与
E.F8:!>GH

相关%本文使用生物信息

学分析和预测
E.F8:!>GH

与
8%C2-; EF8:

的
>"

KLF

结合! 提示
E.F8:!>GH

可以调控
8%C2-;M

的
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表达! 通过构建双荧光素酶报告系统"转入
$%&'()

*+$,

突变后
-!./+

质粒的两种细胞系中"荧光素

酶活性均显著降低" 证明
*0+$,"-12

能靶向调控

$%&'(3 *+$,

! 因为
$%&'(3

信号通路在维持
4,,5

细胞的增殖#分化和凋亡等活动以及胚胎发育#血管

发生和肿瘤形成等生理过程中发挥了重要的作用"

且其受体在包括白血病# 结直肠癌和肺癌等多种肿

瘤中具有促癌作用"

$%&'(3

是潜在的靶点 $

36

%

! 使用

7+/849+

检测发现
4,$9"3

细胞和
:;49"-

细胞中

*0+$,"-12 *0*0'<

表达水平显著增加&

4=">"2

'"转

染
-

天后
4,$9"3

细胞和
:;49"-

细胞增殖被显著

抑制&

4=">"2

'"提示
*0+$,"-12

表达水平与细胞增

殖能力相关!

4,,5

因其具有早期易转移和临床进展迅速等

特点"

4,,5

患者难以早期诊断"且恶性程度高和预

后差"因此本文进一步关注
*0+$,"-12

对
4,,5

迁

移#侵袭转移的作用"结果显示"转染
*0+$,"-12

使

其表达水平上升发现可显著性抑制
4,$9"3

和
:;"

49"-

细胞的迁移能力"

*0+$,"-12

水平高表达使

4,$9"3

细胞水解基质胶穿透到小室下面的细胞减

少
-2>-2?

"

:;49"-

细胞减少为
-->@6?

" 表明高水平

*0+$,"-12

可显著抑制胰腺癌细胞侵袭能力&

4=@>@2

'!

综上所述"胰腺癌细胞内
*0+$,"-12

靶向调控

$%&'(3

的表达"

*0+$,"-12A$%&'(3

通路能够抑制胰

腺癌细胞的增殖及侵袭转移" 在胰腺癌细胞中发挥

抑癌作用!
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