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:9;<=> 异常表达对胶质瘤细胞侵袭
迁移的影响及机制研究
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摘 要!%目的& 阐明
:9;<=>

在胶质瘤细胞迁移和侵袭中的潜在作用及机制' %方法& 利用
实时定量

B-:

(

CB-:

$检测
:9;<=>

在正常胶质细胞和胶质瘤细胞系中的表达水平' 将胶质
瘤

DE$

细胞分为对照组)

1/:9;!9-

组和
1/:9;!:9;<=>

组* 在体外细胞中瞬时转染
1/:9;!

:9;<=>

"利用
--F!E

法检测胶质瘤细胞
DE$

增殖率*采用伤口愈合实验和
G(*)1H0++

小室实
验检测

DE$

细胞的侵袭和迁移能力* 通过定量
B-:

和
I01J0() K+&J

实验检测各组细胞中相
关因子的表达* %结果&

:9;<=>

在胶质瘤细胞系
GAE

!

?8@>""8"#

"

BL"8"?

+,

;?$!

!

?8$A""8?"

"

BL"8"?

+)

D!M?

!

?8E#""8"A

"

BL"8"?

+)

D??E

!

!8?A""8?$

"

BL"8"?

+和
DE$

!

!8#>""8?$

"

BL"8"?

+中较
9N;1

细胞系均异常高表达!

?8""""8"M

+' 在胶质瘤细胞
DE$

中下调
:9;<=>

表达引起细胞
增殖活力下降!

>E.

"

BL"8"M

#

$!.

"

BL"8"?

+'同时"

1/:9;!:9;<=>

组
DE$

细胞的划痕愈合能力
!

>#8"">8#!O1 E$8!"@8#

"

BL"8"?

+以及细胞侵袭能力!

$!8M">8$ O1 ?>$8E"?#8E

"

BL"8"?

+均明显降
低' 下调

:9;<=>

表达抑制了
P-Q!

)

RRBA

基因表达" 并促进各组细胞中
=!3*S.0(/)

表达
!

BL"8"?

+' %结论&

:9;<=>

能够通过调节
P-Q!

)

RRBA

等因子的表达来调节胶质瘤细胞的
增殖与迁移能力"发挥促癌因子的作用'

主题词!胶质瘤#
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G& 0+'3/S*J0 J.0 Z&J0)J/*+ (&+0 *)S X03.*)/1X &, :9;<=> /) 4+/&X* 30++

X/4(*J/&) *)S /)O*1/&)8

%

R0J.&S1

&

:0*+!J/X0 C'*)J/J*J/O0 B-:aCB-:b H*1 '10S J& S0J03J J.0 0Y!

Z(011/&) +0O0+ &, :9;<=> /) )&(X*+ 4+/&X* *)S 4+/&X* 30++ +/)018 \+/&X* DE$ 30++1 H0(0 S/O/S0S

/)J& 3&)J(&+ 4(&'Z

"

1/:9;!9- 4(&'Z *)S 1/:9;!:9;<=> 4(&'Z8 G.0 Z(&+/,0(*J/&) (*J0 &, 4+/&X*

30++1 DE$ H*1 S0J03J0S K5 --F!E X0J.&S *,J0( J(*)1/0)J J(*)1,03J/&) &, 1/:9;!:9;<=> /) O/J(&8
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4(&'Z8

%

:01'+J1

&

:9;<=> H*1 *K)&(X*++5 ./4.+5 0YZ(0110S /) 4+/&X* 30++ +/)01 GAEa?8@>""8"#
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-&)!

3+'1/&)

&

:9;<=> 3*) (04'+*J0 J.0 Z(&+/,0(*J/&) *)S X/4(*J/&) &, 4+/&X* 30++1 K5 (04'+*J/)4 J.0 0Y!

Z(011/&) &, P-Q!
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RRBA *)S &J.0( ,*3J&(1
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胶质细胞瘤是最常见的脑肿瘤"胶质母细胞瘤 患者预后极差"患者生存期通常不到
!

年%

?

&

' 随着医

学技术的进步" 人们对于胶质细胞瘤的发生发展有

了更深入的认识"但是关于其发病机制了解仍不足'

分析胶质瘤具体的遗传特征以及对胶质瘤的深入研

基
础

%

临
床
研
究

#?"
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究!能够为其靶向治疗提供理论依据"

%&'()*

#

+,!

-./0123453 *

$ 是人类核糖核酸酶
%&'()

超家族的

一员! 胰腺核糖核酸酶是一种对宿主防御至关重要

的分泌酶%

!

&

" 研究显示!多种
%&'()

具有微生物杀

伤功能!但不能发挥催化作用 %

6

&

!表明
%&'()

可能

与某些内在功能有关! 而不是酶促活性" 研究显示

%&453

可作为表皮生长因子受体 '

37,83+942 :+.;<=

>41<.+ +3137<.+

!

)?@%

$ 的配体 ! 在胰腺导管腺癌

'

74/1+34<,1 801<42 483/.14+1,/.94

!

AB'C

$中 !该 受

体是受体酪氨酸激酶'

+3137<.+ <D+.5,/3 E,/453

!

%FG

$

的成员" 人的
%&'()

被鉴定为一种致癌蛋白!可在

体内和体外诱导血管形成!从而促进血管生成%

*

&

" 最

近有研究发现
%&'()*

在胶质瘤中异常表达!但是

%&'()*

在胶质瘤进展中的作用及其在胶质瘤转移

调控中依赖的信号通路仍未确定"在这项研究中!我

们探讨
%&'()*

在人胶质瘤细胞
HI$

表达及潜在

作用"

J

材料与方法

!"!

细胞系及实验试剂

人正常胶质细胞
&K'(

和人胶质瘤细胞系

FLI

(

'$!

(

H!MN

(

HNNI

(

HI$

由实验室保存)

5,%&'!

%&'()*

(阴性对照
5,%&'!&C

购自上海吉码生物科

技有限公司* 转染试剂脂质体
O,7.>31<49,/3!!P""

购自美国
F=3+9.

公司*

%AQRN#*"

培养基+ 胎牛血

清'

@S(

$及胰蛋白酶购自美国
?,-1.

公司*青霉素,

链霉素混合溶液购自美国
KD12./3

公司* 荧光定量

试剂盒购自大连宝生物有限公司 * 兔源性一抗

?'ABK

(

S12!

(

RRAL

和
)!148=3+,/

! 经过
K%A

标记

的二抗均购自美国
'-149

公司!

CCG!I

检测试剂盒

购自南京曼夫特生物科技有限公司-

!"#

细胞培养及处理

复苏胶质瘤细胞
HI$

! 在培养基中加入含有

N"T @S(

和
JPPHU92

双抗!置于
6$"

!

MT CV

!

恒温

培养箱中培养 " 待
HI$

细胞长至
IPT

时 ! 加入

PW!MT

胰蛋白酶进行消化传代"以每孔
N#NP

M 个细胞

的密度! 将
HI$

细胞接种于
#

孔板中! 待细胞长至

MPTX#PT

时! 更换成不含血清的培养基" 将
5,%&'!

%&'()*

和
5,%&'! &C

转染到胶质瘤细胞中!同时设

置空白对照" 细胞转染处理
#=

后!更换新鲜培养基"

!"$ CCG!I

实验

将
HI$

细胞按照每孔
N#NP

* 密度接种到
L#

孔

板中 ! 当孔内细胞密度达到
IPT

左右将
5,%&'!

%&'()*

转染到细胞中 '转染步骤同上$" 分别在

HI$

细胞转染后
P

(

!*

(

*I

和
$!=

! 每孔加入
MP!2

CCG!I

溶液!继续培养
!=

后!用酶标仪在
*MP/9

的

波长下测定各孔内吸光度值! 以空白为对照判断各

孔内
HI$

细胞的增殖情况"

!"%

细胞划痕实验

取处于生长期的细胞将密度为
M#NP

M

U92

的
HI$

细胞常规培养!待细胞生长到汇合度达到
LMT

左右

后! 利用灭菌的
NP!2

白色
F,7

枪头垂直于培养板!

在单层培养的
HI$

细胞上划一条直线!形成无细胞

的生长区域'即划痕$!在显微镜下观察并拍照记录

每条划痕区相对距离! 随后用无血清培养基洗去脱

落的
HI$

细胞!记为
P=

的结果" 将细胞置于
6$"

(

MT

恒温培养箱中培养
!*=

之后!用
AS(

缓冲液洗去

划落的
HI$

细胞! 于倒置显微镜下观察并拍照!通

过比较各组
HI$

细胞在
!*=

时细胞划痕相对于
P=

时的愈合程度!来分析细胞从致伤区的迁移能力"

!"&

细胞
F+4/5;322

小室实验

制备
R4<+,:32

稀释液'稀释比例
N$!P

$!取稀释

液
$M!2

! 加入基底膜上!

*"

风干* 加入
NPP!2

培养

液!水化基底膜!

6$"

静置
N=

" 加入含
NT@S(

的培

养液!重悬
HI$

细胞至浓度约为
N%NP

M

U92

*弃
F+4/!

5;322

小室上腔多余液体! 加入含
NPT@S(

培养液

LPP!2

*接种细胞数为
N#NP

M

!进行常规培养
!*=

*取

出
F+4/5;322

小室!

AS(

缓冲液洗涤!加入
*T

多聚甲

酵固定
6P9,/

以上* 待小室底膜风干! 加入晶紫染

液!染色
!M9,/

!置于
AS(

缓冲液中反复洗涤" 光学

显微镜下
NPP

倍放大观察(照相!并每组细胞随机选

取
M

个视野进行细胞计数"

!"'

荧光定量
AC%

!

YAC%

"实验

取转染
*I =

后
HI$

细胞! 在每孔细胞中加入

N92 F+,Z.2

试剂! 进行细胞总
%&'

提取" 使用
V/3

(<37 A+,93 (1+,7< 1B&' (D/<=35,5 G,<

试剂盒! 按照

说明书所示!进行
1B&'

合成" 以此
1&B'

为模板!

进行荧光定量
AC%

检测! 反应条件如下.

LM" 6P5

*

*P

循 环 !

LM" M5

*

#P" 6P5

-

%&'()*

表 达 使 用

?'ABK

作为内参!定量结果采用
!!

""C< 表示-引物见

F4-23 N

所示-

#NN
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:0)0 ;&(<*(= >(/?0( @A!"B!C D0E0(10 >(/?0( @A!"B!F

D9GHIJ --:G---K::-K-G::GKGG G:KG:-:GK-G-K:--G--K

L-M! -KKK:G:KK-::K::::K-G :::--:KG-G:KK--G-GGG

I"3*=.0(/) :-K::G--:G:G:G:KKK-- -GGGGK--GG:---:K::K:

NN>O K-KGK::K--K-:---K:GG -GK-:K--G--::G-K-GGG

:G>PQ KGK:G-GG-G:--K-GG:GK G:K--KK--G-:GKG--G

!"#$%& ' ()*+!%&#$,-.&/ )0 123456 "+7"8".9: .79 9;<%9==")+ )> 1?3@56 "+ ABC D9,,

E"F$%9 G 5;<%9==")+ )> H?345I "+ F,")JK D9,, ,"+9=

G

!

?D9G 0RS(011/&) &, D9GHIJ /) 4+/&?* 30++ +/)01

L

!

>(&T0/) 0RS(011/&) &, D9GHIJ /) 4+/&?* 30++ +/)01

G

!

?D9G 0RS(011/&) &, 1/D9G"D9GHIJ /) UV$ 30++

L

!

>(&T0/) 0RS(011/&) &, 1/D9G"D9GHIJ /) UV$ 30++

GLC W01T0() X+&T

检测

UV$

细胞经转染处理
JV.

后" 加入
!""!+

蛋白

裂解液"进行细胞总蛋白提取#按照比例将蛋白样本

与上样缓冲液混合"沸水煮
Y"?/)

"经蛋白变性# 每

孔加样
B"!4

"进行
HPH">G:I

电泳$通过湿转法将

蛋白转移至
>7P;

膜上# 加入
AZ LHG

"摇床封闭脱

色
!.

#

KLHK

溶液洗涤
B

次"每次
A?/)

"

J#

过夜孵育

特异性一抗%稀释比例
Y$Y"""

&# 次日"

KLHK

溶液洗

涤
>7P;

膜
B

次"每次
A?/)

$室温孵育二抗%稀释比

例
Y$A"""

&

Y.

$

KLHK

溶液再次洗涤
>7P;

膜
B

次"每

次
A?/)

#最后在避光环境中"加入
I-M

显影液反应"

拍照# 最终结果以目标基因条带与内参
:G>PQ

的

光密度比值表示#

MLN

统计学处理

数据采用
H>HH YO

统计软

件进行统计分析" 计量资料以

平均值
%

标准差表示"两组间差

异分析采用
HT'=0)T

'

1 T

检验 "

多组间差异分析采用单因素方

差分析#

>["8"A

为差异有统计

学意义#

!

结 果

OPG H23456

在胶质瘤细胞

系中表达

DK"\>-D

检测结果显示 "

与正常人星形胶质细胞
9QG1

%

Y8""%"8"A

& 相比"

D9GHIJ

在

不同胶质瘤细胞系表达呈现不

同程 度的上调 #

KOV

细 胞中

Y8BJ%"8"#

%

>["8"Y

&$

GY$!

细胞

中
Y8$O%"8Y"

%

>["8"Y

&$

U!AY

细

胞中
Y8V#%"8"O

%

>["8"Y

&$

UYYV

细 胞 中
!8YO %"8Y$

%

> ["8"Y

&$

UV$

细胞中
!8#J%"8Y$

%

>["8"Y

&%

;/4'(0

YG

&# 同时"

W01T0() X+&T

检测得到的结

果一致"不同胶质瘤细胞系中
D9GHIJ

蛋白的表达均明显高于
9QG1

细胞"具

体表现为!

KOV

细胞
[GY$!

细胞
[U!AY

细 胞
[UYYV

细 胞
[UV$

细 胞 %

;/4'(0

YL

&# 其 中 " 胶 质 瘤 细 胞
UV$

中

D9GHIJ ?D9G

和蛋白表达水平增量最明显" 因此

作为后续细胞实验对象#

'L'

下调
D9GHIJ

表达对
UV$

细胞中
D9GHIJ

表

达的影响

DK"\>-D

检测结果显示" 与阴性对照
1/D9G"

9-

组 %

"8O#%"8"A

&相比 "

1/D9GY"D9GHIJ

组 %

"8B#%

"8"A

"

>["8"Y

&和
1/D9G!"D9GHIJ

组 %

"8!O%"8"J

"

>[

"8"Y

&

UV$

细胞中
D9GHIJ ?D9G

表达量均显著性

降低$而对照组%

Y8""%"8"A

&和阴性对照
1/D9G"9-

组间
D9GHIJ ?D9G

表达量无显著性变化%

;/4'(0

!G

&# 同样 " 我们取下调效果更显著的
1/D9G!"

D9GHIJ

"利用
W01T0() X+&T

检测
D9GHIJ

的蛋白表

QK8,9 G R%"J9% =9S$9+D9 "+>)%JK.")+

9QG1 KOV GY$! U!AY UYYV UV$

9QG1 KOV GY$! U!AY UYYV UV$
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达!结果显示"对照组和
%&'()!(*

组间
'()+,-

蛋

白表达无显著性差异# 与
%&'()!(*

组相比"

%&'!

()!!'()+,-

组
./$

细胞中
'()+,-

的蛋白表达

明显降低$

0&1234 !5

%"说明干扰
'()+,-

表达成功&

!"#

下调
$%&'()

表达对
*+,

细胞增殖的影响

在干扰
'()+,-

表达后第
"

'

!-

'

-/

和
$!6

"利

用
**7!/

法检测
./$

细胞的增殖活性 (

89

值%"结

果显示"与
%&'()!(*

组相比"

%&'()!'()+,-

组中

./$

细胞的增殖能力从处理
!-6

开始逐渐减弱"在

处理
-/ 6

细胞活力显著性降低(

:;"<"=

%"并在处理

$!6

时下调达到最高(

:;"<">

%#而对照组和
%&'()!

(*

组
./$

细胞活力在处理期间均无显著性差异

(

0&1234 ?

%&

!")

下调
'()+,-

表达对
./$

细胞迁移的影响

利用伤口愈合实验检测干扰
'()+,-

表达
!-6

后
./$

细胞的伤口愈合"结果显示"与
%&'()!(*

组

(

/$<!"?<#

%相比"下调
'()+,-

表达显著性减弱了

./$

细胞的伤口愈合能力(

-#<""-<#

"

:;"<">

%"而对

照组(

//<="-<?

%和
%&'()!(*

组
./$

细胞伤口愈合

程度无显著性差异(

0&1234 -

%&

!"-

下调
'()+,-

表达对
./$

细胞侵袭的影响

利 用
@3AB%C4DD

小 室 实 验 分 别 评 估 下 调

'()+,-

表达
!-6

后的穿膜细胞数量"结果显示"与

%&'()!(*

组(

>-$</">#</

%相比 "

%&'()!'()+,-

组

./$

细胞的穿膜细胞数量显著性减少(

$!<="-<$

"

:;

"<">

%"而对照组 (

>=><=">!<=

%和
%&'()!(*

组
./$

细胞的穿膜细胞数量无显著性差异(

0&1234 =

%&

!".

下调
'()+,-

表达对
./$

细胞中相关因子表

达的影响

在
'()+,-

干扰处理
-/6

后"利用
'@!E:*'

与

F4%G43B HDIG

检测
./$

细胞中
5*J!

'

KK:L

以及
,!

MAN643&B

表达变化"结果显示"下调
'()+,-

表达显

著性抑制了
5*J!

基因 (

:;"<">

%'

KK:L

基因 (

:;

"<">

%和
,!MAN643&B

(

:;"<">

%

O'()

水平"同时其蛋

白表达也显著性降低(均
:;"<">

%(

0&1234 #

%&

?

讨 论

众所周知"胶质瘤的治疗具有很大挑战性"恶性

程度高"患者预后差"高度侵袭转移性是胶质瘤的基

本特征)

=P$

*

& 本研究检测发现"

'()+,-

在胶质瘤患

者的胶质瘤组织中出现异常高表达" 这与前人在胶

质瘤细胞系中表达趋势一致"提示
'()+,-

可能对

胶质瘤的发生发展起到一定调控作用& 我们选取胶

质瘤细胞系
./$

为研究对象" 在体外抑制
'()+,-

表达水平"检测
'()+,-

表达抑制后对
./$

细胞增

/01234 # 5678!34129:;4< 6= $%&'() 08>0?0;4< ;>4
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:

!

;<9: 0=>(011/&) &, ?-@! /) AB$ 30++8

?

!

;<9: 0=>(011/&) &, CCDE /) AB$ 30++8

-

!

;<9: 0=>(011/&) &, F!3*G.0(/) /) AB$ 30++8

H

!

D(&I0/) 0=>(011/&) &, ?-@!

"

CCDE *)G F!3*G.0(/) /) AB$ 30++8

殖#侵袭和迁移的影响$

--J!B

试剂盒检测显示"下

调
<9:KFL

的表达"能够引起
AB$

细胞增殖能力减

弱%

M(*)1!N0++

小室实验检测显示" 减弱
<9:KFL

表

达对胶质瘤细胞的侵袭过程产生显著性抑制作用%

划痕实验结果显示"下调
<9:KFL

表达减弱了
AB$

细胞的迁移过程$

<9:KFL

是对宿主防御至关重要的分泌酶"具

有抗微生物活性" 通常被认为是针对病原体的宿主

防御系统的一部分 &

B

'

( 研究显示
<9:KF

可作为

FOP<

的配体" 在
DH:-

中" 该受体是酪氨酸激酶

)

<MJ

*的成员&

L

'

"参与胰腺癌发

展(人的
<9:KF

可在体内和体

外诱导血管形成" 从而促进血

管生成( 因此"它也被称为血管

生成素)

*)4/&>&/0I/)

"以下简称

:9O

*( 因为
<9:KFL

和
:9O

同源基因在结构上类似" 而且

共享启动子" 所以两者在功能

上能够相互影响( 据报道
:9O

通过同时促进干细胞静止和祖

细胞增殖来调节造血再生&

E

'

(血

管生成在肿瘤的相关研究中扮

演重要角色"

:9O

可以影响肿

瘤细胞的增殖侵袭迁移能力"

通过影响细胞的存活调节肿瘤

的发生发展( 也有报道显示血

清
:9O

水平升高与胰腺癌的

侵袭性相关&

Q"

'

( 所以"

<9:KFL

可能在肿瘤的发生过程中具有

重要作用( 本研究还发现减弱

<9:KFL

表达后"

AB$

细胞中侵

袭迁移标志物金属蛋白酶
E

)

CCDE

*

;<9:

和蛋白表达均明显下降" 细胞中
F!

3*G.0(/)

表达升高"

F!3*G.0(/)

和
CCDE

是肿瘤细胞

侵袭迁移的标志物(研究发现
F!3*G.0(/)

和
CCDE

表

达变化对肿瘤细胞的侵袭迁移具有重要的影响&

QQRQ!

'

(

所以我们结果提示减弱
<9:KFL

表达抑制后"能够

进一步地降低细胞中
CCDE

表达"抑制胶质瘤细胞

的侵袭迁移能力( 另外"

<9:KFL

表达抑制后"细胞

中的增殖相关因子
?-@!

表达显著性下降(

?-@!

在

肿瘤细胞的增殖凋亡中具有重要的作用 &

QSRQL

'

" 说明

<9:KFL

能够通过调节
?-@!

调节胶质瘤细胞的增
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殖侵袭和迁移过程!

基于上述结果"本研究表明
%&'()*

在胶质瘤

细胞中呈现异常高表达" 并且可能通过负调控细胞

中
+,-!

#

)!./012345

#

6678

加速胶质瘤细胞的增

殖#侵袭和迁移的发生"促进胶质瘤进一步发展"发

挥癌基因功效!

%&'()*

可能成为胶质瘤一个有价

值的新型治疗靶点!但是
%&'()*

如何实现对胶质瘤

细胞生物学功能的调控"仍需要大量研究进行阐明!
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莪术醇对乳腺癌细胞增殖凋亡及 %:;!<

=>:>?信号通路的影响
马春兰!张宝亮!张常虹

!青海省第五人民医院"青海 西宁
@A"""$

#

摘 要!$目的% 探讨莪术醇对乳腺癌细胞增殖凋亡及
%:;!<=>:>?

信号通路的影响& $方
法% 以不同浓度'

"

(

A!8B

(

!B

(

B"

(

A""!4<C+

)莪术醇作用于乳腺癌
D-E!$

细胞"

D>>

法检测
D-E!$

细胞增殖抑制率"流式细胞术观察细胞周期凋亡分布"

F&03.1G??!B@

染色法观察细胞
凋亡形态学变化"逆转录聚合酶链反应法检测细胞酪氨酸激酶

!

!

%:;!

)( 信号转导子和转录
激活子

?

!

=>:>?

)信使核糖核酸相对表达量"蛋白印迹法检测细胞磷酸化
%:;!H I!%:;!J

(磷
酸化

=>:>?HI!=>:>?K

蛋白相对表达量* $结果% 莪术醇对
D-E!$

细胞增殖具有明显抑制作
用"且抑制率随药物作用时间及作用浓度的增加而上升* 随着莪术醇作用浓度的增加"细胞
凋亡率也有所上升 $!

L8!$M""8@!M

)+

NL8BLO"A8!AMK

(

PAQ8?!M"A8@$MK

(

H!Q8B@M"!8Q!MK

(

H??8$LM"?8QAMK

(

HL!8QLM"!8@AMK

%, 细胞周期结果显示"莪术醇可将细胞周期阻滞在
R"<RA

期"从而抑制细胞增殖,

S01G0() T+&G

结果显示"莪术醇可抑制
%:;!

(

=>:>?

磷酸化的表达"而
U>VI-U

结果显示"莪术醇作用细胞后"

%:;!

(

=>:>? CU9:

表达受到明显抑制, $结论% 莪
术醇作用于乳腺癌

D-E!$

细胞
R"<RA

期"从而抑制细胞增殖"诱导细胞凋亡"其机制可能是通
过
%:;!<=>:>?

信号通路来实现,

主题词!莪术醇-乳腺癌-
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-细胞凋亡-细胞增殖
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通信作者!马春兰!副主任药师!本科"青海省第五人民医院药剂科!

青海省西宁市城东区南山东路
A##

号 #

@A"""$
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[!C*/+

%
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收稿日期!
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$修回日期!
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莪术醇是从中药材莪术中分离出的一种倍萜类 化合物"已有研究表明"莪术醇对多种肿瘤均具有一

定作用$

A

%

,

:;

酪氨酸蛋白激酶
V

信号传导和转录激

活因子
P%*)'1 c/)*10! 1/4)*+ G(*)1X'30(1 *)X *3G/^*G&(1

&, G(*)13(/_G/&)

"

%:;!=>:>K

是细胞因子信号传导的

基
础

%

临
床
研
究

#A#



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

重要途径! 而
%&'!()*&*+

作为
%&'!)*&*

通路中

的一个重要信号轴! 其在机体生长发育中发挥着重

要作用"

!,+

#

$

%&'!()*&*+

信号通路在许多实体肿瘤

的发展中起到关键作用$ 本研究通过探讨莪术醇对

乳腺癌细胞
%&'!()*&*+

信号通路的影响! 旨在为

临床治疗乳腺癌提供参考依据$

-

材料与方法

!"!

细胞株!主要试剂与仪器

细胞株!人乳腺癌细胞株
./0!$

购于中国科学

院上海生命科学研究$

主要试剂! 莪术醇 %上海泽瑞制药有限公司&'

1.2.

(胎牛血血清(二甲基亚砜%

3456789: ;<:=>?436

!

1.)@

&(胰蛋白酶(青霉素(链霉素%美国
)4A5B

公

司 &'

"#$

试 剂 盒 (

C>6D8;7 ++!EF

(

&GG6?4G H!0I*/

细胞凋亡检测试剂盒 %上海碧云天生物科技有限公

司&'

*J4K>:

%

IGL47>A6G

公司&'

*BMBNB

两步法
N*,O/N

试剂盒(

)PQN N*,O/N

试剂盒%宝生物工程有限公

司 &' 兔抗磷酸化
%&'!

%

O!%&'!

&( 兔抗磷酸化

)*&*+

%

O!)*&*+

&(

CNO

标记的山羊抗兔
IAR

(兔抗

R&1OC

%武汉博士德生物工程有限公司&'

2/S

高效

化学发光试剂盒%美国
R6GL46T

公司&$

%&'!

上游引

物 序 列 )

E% !&R//*&*/RR/&*RR&&*&*/*!+%

!

%&'!

下游引物序列 )

E% !*&&/&/*R//&*///&&!

R&/&!+%

!

)*&*+

上 游 引 物 序 列 )

E% !&*/&/R/!

/**/*&/&R&/*R/!+%

!

)*&*+

下游引物序列 )

E% !

/&*//*RR&R&**/*/*&//&/*!+%

! 内 参
!!BD74G

上游引物序列)

E%!R&R//*/R//***R//R&*//!+%

!

内参
!!BD74G

下游引物序列 )

E% !/R&*R//R*/*/!

R&*RRRR!+%

$

主要仪器!光学显微镜%

U4M>G P)-""

!日本奥利

巴斯公司&'

N6B:!7456 O/N

仪%

.V+"""O

!美国
R6G6

公司&'

SBW/9D:6J O/N

%德国
)6G;>X<6;7

公司&'

Q4>

NB3 YE"

酶标仪%美国
Q4> NB3

公司&'

0&/)

流式细

胞仪 %美国
Q1

公司&'

%P!)/Z!

型
)1)!O&R2

蛋白

电泳仪
[

北京六一仪器厂
\

'徕卡
*/) )OE

激光共聚

焦显微镜
[

德国徕卡仪器有限公司
\

$

!"#

实验方法

细胞培养!于六孔板中培养
./0!$

细胞!培养

基为含
-"]

胎牛血清完全培养基%每
-""5:

培养基

含
-"5:

胎牛血清(

"^!A

链霉素(

"^!A

青霉素&! 培养

条件为
+$&

!

E]/@

!

!细胞单层贴壁培养!待细胞长

满至
F"]

时进行传代培养$

.**

法细胞增殖实验!取对数生长期
./0!$

细

胞 ! 以
!^E'-"

E

(5:

浓度接种于
_#

孔板中 ! 每孔

-__":

!共
#

组$ 培养
!Y8

后!

Y

组加入不同浓度的莪

术醇药物! 药物作用浓度为
-!^E

(

!E

(

E"

(

-"""A(5:

!

同时设置正常对照组%不加入莪术醇&和溶剂对照组

%加入
-": 1.)@

&$ 处理
!Y

(

YF

(

$!8

后进行
.**

实

验!于酶联免疫检测仪
Y_"G5

处检测各孔的吸光度

[@1\

值$ 细胞增殖抑制率
`-,[

加药组
@1

值
(

调零孔

@1

值
\([

对照
@1

值
(

调零孔
@1

值
\'-""]

$

C>6D8;7++!EF

染色法!取对数生长期
./0!$

细

胞!以
-'-"

#

(5:

浓度接种于
#

孔板!组别设置同上$

处理
!Y8

后!胰酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后涂片于

载玻片上!

C>6D8;7++!EF

染色
E54G

!

OQ)

洗涤!封片!

于共聚焦显微镜下观察%激发波长
+E"G5

!发射波长

Y#"G5

&$

细胞凋亡实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后!用
&GG6?4G H!0I*/(OI

试剂盒染色!流式细胞仪检测荧光强度$

细胞周期实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞!

OQ)

洗涤后加入
Y]

多聚甲醛!于

Y&

下固定过夜!次日离心!去上清液!根据周期试剂

盒说明书进行操作并上机检测$

a6;76JG W:>7

实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!

胰酶消化收集细胞! 提取总蛋白并测定浓度$ 根据

a6;76JG W:>7

试剂盒说明书进行电泳(转膜(封闭!采

用
-)+""

比例稀释后的兔抗 %

O!%&'!

(

O!)*&*+

和

R&O1C

&孵育过夜$次日
*Q)*

洗涤后!加入
CNO

标

记的山羊抗兔二抗! 孵育
!8

后进行成像! 并采用

I5BA6 %

软件进行灰度值分析$根据内参标准计算目

标条带相对值!判断蛋白相对表达量$

N*!O/N

实验!细胞分组同上$ 处理
!Y8

后!胰

酶消化收集细胞$ 采用
NU&

提取试剂盒提取
NU&

!

并根据反转录试剂盒进行反转录反应! 根据
)PQN

N*,O/N

试剂盒说明书进行
N*,O/N

实验$ 反应体

系为)

_E&

预变性
+";

!

_E& E;

!

#"& +";

! 循环
+E

次 $ 采 用
!

(!!/7 法 来 测 定 各 组
%&'!

(

)*&*+

和

R&O1C

基因相对表达量!内参
R&O1C

!每个样本重

复
+

次!取平均值$

#-$
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

:(&'; :

"

<:

=

> :!<?

9&(@*+ 3&)A(&+ B$8!C!"8!= DE8CF!"8!! C8!$!"8D=

G?>2 1&+H0)A 3&)A(&+ B#8FE!"8DC DE8=D!"8!F C8EF!"8CC

=!8B!4<@+ 3'(3'@&+ #B8!=!"8C!

I

DD8!#!"8B"

I

=8BD!"8!!

I

!B!4<@+ 3'(3'@&+ #$8FE!"8CF

I

D"8EC!"8!B

I

=8=E!"8=D

I

B"!4<@+ 3'(3'@&+ $D8C$!"8=$

I

!B8CD!"8!B

I

=8="!"8=#

I

=""!4<@+ 3'(3'@&+ $E8CB!"8!!

I

!"8B#!"8=$

I

"8FF!"8!D

I

! !"C$8"B$ =#F=8D"$ =!F8CB!

" ""8""= ""8""= ""8""=

9&A0

!

I

!

3&@;*(0J K/A. A.0 )&(@*+ 3&)A(&+ 4(&';

"

LM"8"=

!"#$% & '((%)* +( ),-),.+$ +/ )%$$ )0)$% +( 123!4

!

!"5

"

6

#

:(&'; !C. CE. $!.

9&(@*+ 3&)A(&+ "8"D!"8=C "8"!!"8!$ "8"!!"8=E

G?>2 1&+H0)A 3&)A(&+ "8"C!"8!= "8"D!"8=F "8"!!"8=C

=!8B!4<@+ 3'(3'@&+ D8$=!=8!C

I

B8$E!!8FD

I

#8#C!!8=#

I

!B!4<@+ 3'(3'@&+ =D8FE!!8CB

I

=$8DC!!8$E

I

!=8F!!!8=D

I

B"!4<@+ 3'(3'@&+ !E8F#!D8D$

I

DC8$C!D8F!

I

B=8=!!C8!!

I

=""!4<@+ 3'(3'@&+ DE8$=!#8#!

I

C$8#D!B8!E

I

#E8BB!B8CF

I

N $#8!BF ==$8EC= !#!8#=F

L ""8""= ""8""= ""8""=

9&A0

!

I

!

3&@;*(0J K/A. A.0 )&(@*+ 3&)A(&+ 4(&';

"

LM"8"=

789

统计学处理

采用
>L>> !!8"

进行数据分析" 计量数据用平

均值
!

标准差#

#!1

$表示"组间各指标的比较采用单

因素方差分析"组间两两比较"若方差齐采用
O>G#A

检验"若方差不齐采用
G'))0AA#AD

检验%

LM"8"B

为

差异有统计学意义%

!

结 果

&87

莪术醇对
?-N#$

细胞增殖的影响

同一时间点"正常对照组与
G?>2

溶剂对照组

细胞增殖抑制率比较无统计学差异#

L$"8"B

&% 随着

莪术醇浓度增加"

?-N#$

细胞增殖抑制率也有所上

升'

P*Q+0 =

&%

&8&

莪术醇对
?-N#$

细胞形态的影响

正常对照组和
G?>2

溶剂对照组细胞核呈淡

蓝色且荧光亮度均匀%莪术醇处理组中"随着处理浓

度增加"细胞数量明显减少"并出现凋亡细胞形态"

如荧光色深"呈亮蓝色"细胞间界模糊等
RN/4'(0 =S

%

&8:

莪术醇对
123!4

细胞凋亡的影响

正 常 对 照 组 和
G?>2

组 凋 亡 率 为
RC8!$T !

"8E!TS

"

RC8BCT!=8!=TS

"差异无统计学意义#

L$"8"B

&"

而莪术醇
=!8B

(

!B

(

B"

(

=""!4<@+

处理组凋亡率分别为

R=F8D!T !=8E$T S

"

R!F8BET !

!8F!TS

"

RDD8$CT!D8F=TS

"

RC!8FCT

! !8E=TS

" 随着药物浓度的增

加"细胞凋亡率也有所增加#

NU

=!=8DEE

"

L""8""=

&

RN/4'(0 !S

)

;8<

莪术醇对
?-N#$

细胞

周期的影响

G?>2

溶剂对照组与正

常对照组比较"各个周期比

例无统计学差异 '

L$"8"B

$"

而莪术醇处理组
:

"

<:

=

期比

例增加"而
>

期及
:

!

<?

期比

例有所下降" 并表现出一定

的浓度依赖性
RP*Q+0 !S

*

&8=

莪术醇对
?-N#$

细胞

L#%VW!

$

L#>PVPD

蛋白表达

的影响

G?>2

溶剂对照组与正

常对照组比较"

?-N#$

细胞
L#%VW!

+

L#>PVPD

蛋白

相对表达量无统计学差异,

L$"8"B

&-而莪术醇处理

组
?-N#$

细胞
L#%VW!

(

L#>PVPD

蛋白相对表达量有

所下降" 且药物浓度越高" 蛋白相对表达量越低

,
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!"#$%& ' ()*%&++",- ,. /!0123 4-5 /!6718' *%,9:"-

"- ;<=!> ?:@@ AB C:+9:%- A@,9

3DE

莪术醇对
%&'!$

细胞
()*!

!

+,),- ./0)

表

达的影响

1%+2

溶剂对照组与正常对照组比较!

%&'!$

细胞
()*!

"

+,),- ./0)

相对表达量无统计学差异

#

3""4"5

$% 莪术醇处理组
%&'!$

细胞
()*!

&

+,),-

./0)

相对表达量有所下降!且药物浓度越高!

./0)

相对表达量越低
6,789: ;<

'

-

讨 论

近年来已有大量文献

报道一些中草药的活性成

分可通过抑制肿瘤细胞增

殖!促进凋亡来达到治疗肿

瘤的目的(

;=5

)

*莪术醇是一类

从中药植物莪术中提取的

活性成分!临床研究发现!其

对多种实体肿瘤均具有抑制

增殖的作用!如肺癌+胃癌"

卵巢癌等(

#=$

)

, 研究表明!莪

术醇可直接杀伤肿瘤细胞!

同时其还可通过提高机体

免疫功能&抑制新血管生成

以及核酸代谢! 并诱导细胞

凋亡从而达到抗肿瘤作用(

>

)

,

本研究结果发现莪术醇可

呈药物依赖性抑制
%&'!$

细胞的增殖!并促进其凋

亡, 研究进一步通过细胞周期实验检测!结果显示!

莪术醇可能是通过将
%&'!$

细胞阻滞在
?"@?A

期!

从而发挥其抑制作用,

()*

家族是一类非受体酪氨酸激酶家族! 主要

包括
;

个成员-

()*A

&

()*!

&

()*-

以及
,B*;

,

+,),

是
()*

的下游信号!具有信号转导功能和转录活化

功能(

C

)

,

()*@+,),

信号通路正常活化途径为-由细

胞因子组成的配体通过与靶细胞上的受体相结合从
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

!"

而形成多聚体! 并在胞浆内形成
%:;1

结合位点!

%:;1

通过与其相结合进而磷酸化并活化!进而促进

带有酪氨酸的蛋白磷酸化! 并产生激酶活化的级联

反应!将活化的信号传导给
<=:=1

!诱导
<=:=1

磷酸

化!并进一步将活化信号转移到细胞核内!从而与目

的
>9:

启动子上的特异性反应元件相结合!诱导目

的基因的表达及转录!最终促进蛋白质合成!启动细

胞内的信号转导"

?"@??

#

$ 研究表明!

%:;A<=:=

信号通路

持续活化可能是肿瘤细胞异常增殖的机制之一"

??

#

!而

%:;!A<=:=B

作为
%:;!<=:=

通路中的一个重要信

号轴!已有研究证实!

%:;!A<=:=

通路参与多种肿瘤

细胞的增殖与凋亡"

?!

#

$ 研究发现!

%:;!A<=:=B

参与

乳腺癌的发生发展!而
<=:=B

活化与非受体酪氨酸

的活化存在密切联系!

%:;!

参与调节
<=:=B

的活

化"

?B

#

$ 本研究通过
C01D0() E+&D

法及
F=GH-F

探讨

了莪术醇对
I-J!$

细胞
%:;!A<=:=B

通路的影响!

莪术醇作用于乳腺癌
I-J!$

细胞后!可抑制
<=:=B

表达及磷酸化 ! 最终抑制
I-J!$

细胞的
%:;!A

<=:=B

信号轴!从而达到抗肿瘤的作用$

综上所述! 莪术醇作用于乳腺癌
I-J!$

细胞

K"AK?

期!从而抑制细胞增殖!诱导细胞凋亡!其机

制可能是通过
%:;!A<=:=!

信号通路来实现$但关于

莪术醇是否通过其他通路或多通路结合来达到抑制

乳腺癌细胞的增殖!以及这些通路与
%:;!A<=:=B

通

路的相关性目前尚不清楚!仍需后续研究加以探讨$
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%&'!(基因多态性与散发乳腺癌易感性的
相关性分析

王佳美!刘欣跃

!兰州大学第二医院"甘肃 兰州
$)"")"

#

摘 要!$目的% 探讨
%&'!*

基因多态性与散发乳腺癌的相关性& $方法% 采用病例对照研究"纳入
经病理确诊的

*)+

例女性乳腺癌患者作为实验组"

*##

例女性健康体检者为对照组& 通过竞争性
等位基因特异性

,%-

法对研究对象基因位点进行分型'采用
!

! 检验比较
%&'!*

各
./,

基因型及
等位基因频率在两组中的分布差异'非条件

01234536

回归分析
%&'!*

基因多态性与乳腺癌易感性
的关联& $结果% 在共显性模型(显性模型及等位基因模型下

74)89$:8$

及
74$8";)$!

位点多态性
与乳腺癌易感性密切相关&

74)8"$:8$

)相对于
<<

基因型"

&<

(

&&

基因携带者*

&<=&&

基因型#均
增加乳腺癌的发病风险*

,"9>9+

#"

?-

值分别为
!>((9

*

:+@%A

)

*>!$9B)>+9+

#(
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*
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#&

74$89;)$!

位点)相对于
CC

基因型"

&C

(

&&

基因携带者*

&C=&&

基因型#均增加乳腺癌的发
病 风 险 *

, "9>9+

#"

?-

值 分 别 为
!>988

*

:+@ %A

)

*>!8+ B)>):!

#(

!>9+:

*

:+@ %A

)

*>!:) B)>!89

#&

74*!#$!9)8

位点)在共显性模型(显性模型(等位基因模型均未见
74*!#$!9)8

位点多态性分布与乳
腺癌发病风险之间存在相关性& $结论%

%&'!*

基因
74)89$:8$

与
74$89;)$!

多态性与乳腺癌易感
性相关&

主题词!散发性乳腺癌'

%&'!*

基因'基因多态性'易感性
中图分类号!

-$)$>:

文献标识码!

&

文章编号!
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"
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收稿日期!

!9*:F**F*:

$修回日期!
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乳腺癌是由遗传因素和环境因素等诸多因素共

同作用导致的复杂疾病"而遗传因素在乳腺癌发生(

发展中起着至关重要的作用&

%MYK1L3I

*

%&'

#是一种

横跨膜的支架蛋白"称小窝蛋白或窖蛋白"是构成细

胞表面小窝样质膜结构的主要膜内在蛋白"由
%&'!

*

(

%&'!!

及
%&'!)

组成"其中
%&'!*

是
%MYKL3I

家

族的主要标志性蛋白 $

*

%

& 近年来" 研究人员发现

%MYK1L3I

蛋白不仅在细胞生理功能中起着重要的作

基
础

%

临
床
研
究

#!*
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!
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"
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"
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!
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"
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!
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"
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!
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F

!
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"
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!
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"
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!
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"
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!
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"

#E

!

GF8ED

"

D

!
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"

"8"E"

EDE

!

$"8$G

"

$D

!

!D8!#

"

!"8"E "8$"!

H0)&?5<0

-&)?(&+1 E"D

!
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"

GD

!

BD8E#

"

C

!

G8C"

"

!#$

!

C"8G!

"

#F

!

ED8FC

"

(1E!#$!"BC

-*101 FC

!

FE8$D

"
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!

GC8!E

"

"

!

"8""

"

"8"FG

E##

!

$G8EE

"
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!

!F8CD

"

"8GEB "8ECC

-&)?(&+1 $B

!

#"8CB

"
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!
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"

E

!

"8"E

"

E#F

!

$$8G#

"

GC

!

!!8FG

"

:

*

:

I

:

3

用#在各种疾病中亦异常表达#如癌症$动脉粥样硬

化$肌肉发育不良等%

!

&

' 目前#关于乳腺癌与
-*A0&+/)

相关研究多集中在其蛋白表达谱%

B

&

( 本文探讨
-=7"

E

位点
(1BC"$DC$

$

(1$C"GB$!

及
(1E!#$!"BC

多态性

与散发乳腺癌发病风险及临床病理特征之间的相关

性#以期为乳腺癌的诊断及治疗提供参考依据(

E

资料与方法

!"!

研究对象

选取
!"E$

年
E"

月至
!"ED

年
#

月就诊于兰州

大学第二临床医院经病理学确诊的
EBF

例浸润性乳

腺癌患者为实验组#所有患者相互间无血缘关系#无

肿瘤家族史( 同期收集与实验组年龄相匹配的健康

体检女性
E##

例设为对照组#无乳腺癌病史$家族

史和其他相关肿瘤病史( 对照组中各位点基因型频

率进行哈迪
J

温伯格平衡
KL*(M5"N0/)I0(4 OP'/+/I(/"

';

#

LNOQ

遗传平衡分析#结果符合遗传定律!

:

均
#

"8"F

"#可见#样本来自随机的自然群体且具有群体

代表性!

R*I+0 E

"(

!"#

临床资料收集

收集乳腺癌患者年龄$ 初始月经年龄$ 绝经状

况$腋窝淋巴结转移等资料#且所有患者组织标本均

进行肿瘤组织雌激素受体 !

01?(&40) (030<?&(

#

OS

"$

孕激素受体 !

<(&401?0(&)0 (030<?&(

#

:S

" 及
T/#$

检

查)

OS

!

U

"

DD

例#

OS

!

J

"

B#

例*

:S

!

U

"

$C

例#

:S

!

J

"

F$

例*

T/"#$!EGV E!

例#

T/"#$$EGV

者
E!B

例(

!"$

竞争性等位基因特异性
:-S

法基因分型

实验组与对照组受试者均抽取空腹静脉血#采

用相同处理方法( 方法如下)采用全血
W9=

提取试

剂盒提取两组样本基因组
W9=

( 采用竞争性等位基

因特异性
:-S

法进行各
X9:

位点分型( 实验中所

有引物由南宁捷尼斯生物科技有限公司# 实验用

T=X: Y*1?0( Y/Z

由
[H-

公司设计并合成
K

货号
T\X"

E"E#""E!Q

( 引物序列为
(1BC"$DC$"]=Y

)

F%"HHHHH="

R==HH-R==R-R--R=H"B%

*

(1BC"$DC$"LO^

)

F%"HHH"

HH=R==HH-R==R-R--R=="B%

*

(1BC"$DC$"S

)

F%"-=H"

-=H-=H=RHHR=R=RRRRHH"B%

*

(1$C"GB$!"]=Y

)

F%"

H-RHRH-RRRH=RRH=RHRHH=R"B%

*

(1$C"GB$!"LO^

)

F%"H-RHRH-RRRH=RRH=RHRHH=="B%

*

(1$C"GB$!"S

)

F%"=-===H-R-HH-R===R="=RRHH"B%

*

(1$C"GB$!"

]=Y

)

F % "H-RHRH-RRRH=RR "H=RHRHH=R "B %

*

(1E!#$!"BC "]=Y

)

F% "H-RHRH-RRR"H=RRH=RHRH"

H=R"B%

*

(1$C"GB$!"E"LO^

)

F%"H-RHRH"-RRRH=RRH=R"

HRHH=="B%

*

(1$C"GB$!"S

)

F%"=-==="H-R-HH-R=="

=R==RRHH"B%

(

阶段
E

)

DG&

预变性
EF;/)

* 阶段
!

)

DG& !"1

#

#G&_FC&K

每个循环降
"8#&QE;/)

#共循环
E"

次*阶

段
B

)

DG& !"1

#

FC& E;/)

#共循环
!#

次( 采用
[H-

的
`)?0++/a'I0

仪器对
:-S

扩增产物进行荧光扫描#

读取荧光信号进行分型鉴别(

X9:

分型结果抽取部

分样本进行一代测序验证(

!"%

统计学处理

采用
X:XX !!8"

软件进行统计结果分析( 年龄

等计量资料以均数
'

标准差!

!'1

"表示#实验组及对

照组采用独立样本
?

检验* 计数资料用例数和百分

率表示#两组间比较采用卡方检验#并用拟合优度
!

!

检验评估
X9:

位点的基因型频率在对照组中的分

布是否满足
LNO

( 采用非条件多因素
[&4/1?/3

回归

模型分析各
X9:

位点在不同遗传模型
K

共显性+显

性$隐性$等位基因模型
Q

与乳腺癌易感性关联#计算

比值比
K&MM1 (*?/&

#

2SQ

及
DFV

可信区间
K3&),/M0)30

9&?0

)

*

)

: ,&( 40)&?5<0

*

I

)

: ,&( *++0+0

*

3

)

: ,&( LNO

&'()* ! +,*-.*/01 2345,3(.536/ 67 89:!! ;6)1<6,;=34<43/ 3/ 0'4*4 '/2 06/5,6)4>/?@AB

#!!



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

%&' ()*+,- ./-+- .)012),- 34 567.8 '

2-9:"$5:$ .)*);<0/01 ;)*+,

== :> >!? >@"""

A= 6> 9$ !B>>" >B!$"C9B6"6 "B""?

AA 9 6 "B5>5 "B!>?C9B5?5 "B5"5

D);<0/01 ;)*+,

== :> >!? >B"""

A=EAA 6? ?! >B5#: >B!"6C9B!># "B""$

A,,+,+ ;)*+,

= !>9 !:6 >B"""

A 6$ ?$ >B#!9 >B"#>C!B?:! "B"!#

2-$:"?9$! .)*);<0/01 ;)*+,

FF #6 >"5 >B"""

AF #> ?5 !B":: >B!:6C9B95! "B""9

AA 5 : >B:$$ "B#5?C6B>9! "B!>?

D);<0/01 ;)*+,

FF #6 >"5 >B"""

AFEAA $" 6$ !B"65 >B!59C9B!:" "B""!

A,,+,+ ;)*+,

F >5> !#$ >B"""

A $5 #6 >B#55 >B>#6C!B?$$ "B""#

2->!#$!"9: D);<0/01 ;)*+,

== 6: $9 >B"""

A=EAA 6? ?$ 9B$!9 "B55>C!B:>" "B"6?

A,,+,+ ;)*+,

= >## >#6 >B"""

A 6: ?: "B#$" "B$$?C>B:#9 "B?>9

<01+2G/,

!

.8H

"

'!"B"6

为差异有统计学意义"

!

结 果

!"# .AI">

基因型及其等位基因频率分布比较

2-9:"$5:$

位点
==

#

A=

#

AA

基因型和
=

#

A

等

位基因在实验组分布频率分别为
:>

例 $

#"B#"7

%#

6>

例$

9$B:"7

%#

9

例$

!B!"7

%和
!>9

例$

$:B:57

%#

6$

例 $

!>B>>7

%& 对 照 组 分 布 频 率 分 别 为
>!?

例

$

$?B$"7

%#

9$

例 $

!!B!57

%#

6

例 $

9B">7

%和
!:6

例

$

:6B:?7

%#

?$

例$

>?B>$7

%"

2-$:"?9$!

位点
FF

#

AF

#

AA

基因型和
=

#

A

等位

基因在实验组分布频率分别为
#6

例 $

?:B>?7

%#

#>

例$

?6B>57

%#

5

例$

#B#$7

%和
>5>

例$

$"B$?7

%#

$5

例

$

!5B!#7

%!对照组分布频率分别为
>"5

例$

#6B#$7

%#

?5

例$

95B>#7

%#

:

例$

?B:"7

%和
!#$

例$

:"B?!7

%#

#6

例$

>5B6:7

%"

2->!#$!"9:

多态性位点由于部分标本未能成功

分型!最终实验组纳入
>>!

例!

对照组
>!"

例! 其
==

#

A=

#

AA

基因型和
=

#

A

等位基因在实

验 组 分 布 频 率 分 别 为
6:

例

$

6>B$57

%#

6?

例$

?:B!>7

%#

"

例

$

"B""7

%和
>##

例$

$?B>>7

%#

6:

例

$

!6B:57

%! 对照组分布频率分

别 为
$9

例 $

#"B:97

%#

?#

例

$

9:B997

%#

>

例 $

"B">7

%和
>#6

例 $

$$B?#7

%#

?:

例 $

!!B6?7

%"

经统计!

2-9:"$5:$

及
2-$:"?9$!

等位基因及其基因型在实验组

与对照组间的分布差异均具有

统 计 学 意 义 $ 均
' !"B"6

%!

2->!#$!"9:

位点基因型及等位

基因频率在两组间的分布均无

统计学意义$

F/J,+ >

%"

!"! .AI">

基因型与乳腺癌发

病风险的关系

采用共显性#显性#等位基

因模型分析
.AI">

位点基因多

态性与乳腺癌易感性之间的关

系!结果显示
KF/J,+ !H

'

2-9:"$5:$

及
2-$:"?9$!

位点多态性在
9

种模型下与乳腺癌易感性密切相关 $均
'!"B"6

%&

2-9:"$5:$

位点' 相对
==

基因型!

A=

和
A=LAA

基

因型显著性增加乳腺癌患病风险$

'!"B"6

%!

34

值分

别为
!B>>"

$

567.8

'

>B!$"C9B6"6

%#

>B5#:

$

567.8

'

>B!"6C9B!>#

%!携带
A

等位基因较
=

等位基因!其乳

腺癌的患病风险增加
>B#!9

倍$

567.8

'

>B"#>C!B?:!

!

'!"B"6

%"

2-$:"?9$!

位点'相对于
FF

基因型!

AF

和

AFLAA

基因型显著性增加乳腺癌患病风险$

'M"B">

%!

34

值 分 别 为
!B"::

$

567.8

'

>B!:6 C9B95!

%#

!B"65

$

567.8

'

>B!59C9B!:"

%!携带
A

等位基因较
F

等位基

因! 其乳腺癌的患病风险增加
>B#55

倍 $

567.8

'

>B>#6C!B?$$

!

'!"B"6

%"

2->!#$!"9:

位点'由于
AA

基

因型例数过少!将
AA

基因型与
A=

合并分析!在等

位基因及显性模型下
2->!#$!"9:

位点多态性乳腺癌

发病风险均无相关性!且对该位点不进行后续分析"

!"$ .AI">

基因多态性与乳腺癌临床病理特征的

相关性分析

非条件二元
N)O<-1<P

回归方法分析
2-9:"$5:$

%&'() ! *+,!# -.(/0.1-23404 35 1)(&63.5 6. '1)&46 7&57)1 1348 35 469:3): -.-9(&63.5

#!9
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E

G

H?

!

I

"

G(0*1> 3*)30( 3*101 J18 H?

!

K

"

G(0*1> 3*)30( 3&)>(&+1

LL #:=M; M NN AM=MF M

OL ::=M; "8A!F@"8!FMPM8MF"D "8M": ON FM=!" "8A#:@"8!AFPM8!F<D "8MA$

OLIOO :#=M; "8A$M@"8!#FPM8!:AD "8MAA ONIOO F;=!! "8A<<@"8!$APM8:":D "8M<#

L MA<=AF M N MF:=F; M

O :#=M; "8#$<@"8:A$PM8!<FD "8!F" O AA=!F "8$#<@"8F:MPM8:$FD "8:$#

E?

!

I

"

G(0*1> 3*)30( 3*101!J18 E?

!

K

"

G(0*1> 3*)30( 3&)>(&+1

LL AM=:" M NN F!=!: M

OL !A=!# "8A##

!

"8!$;PM8MAM

"

"8MM# ON :M=:" "8A##

!

"8!$$PM8MA#

"

"8MM;

OLIOO !$=!$ "8A;;

!

"8!<:PM8M;:

"

"8M:$ ONIOO :#=:F "8A<;

!

"8!<"PM8MA;

"

"8M!!

L M!$=;# M N MMA=<# M
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!
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"
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OL :=F; "8A$"

!

"8MFFP!8!A;

"

"8F!F ON A=A# "8;$;

!
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"

"8;:$

OLIOO F=A! "8$"!

!

"8!"MP!8FAF

"

"8A$< ONIOO #=#F "8<!!

!

"8!;!P:8"M$

"

"8;<:

L M<=M<F M N M$=M$F

O A=A! "8<;!

!

"8:A"P!8$AF

"

"8<$! O $=$! "8<AA

!

"8:<#P!8A"!

"

"8<<!

R0)&S*'1*+ G(0*1> 3*)30( 3*101 J18!9&)KT0)&S*'1*+ G(0*1> 3*)30( 3&)>(&+1

LL :;=F: M NN ::=:! M

OL MA=:# !8M!M

!

M8"";PF8F#!

"

"8"F; ON M#=FA !8<""

!

M8:$MP#8M:;

"

"8""A

OLIOO M#=:; !8"<<

!

M8"M!PF8:AM

"

"8"F# ONIOO !M=F< !8F"#

!

M8M;;PF8;$!

"

"8"MA

L <M=M!! M N ;!=M"< M

O M$=F" "8A$"

!

"8:"FPM8"#<

"

"8"; O !#=A: M8A:F

!

"8;;AP!8#A;

"

"8M!$

U5TS. T0>*1>*1/3 G(0*1> 3*)30( 3*101!J18 9& +5TS. )&V0 T0>*1>*1/1 G(0*1> 3*)30( 3&)>(&+1

LL FF=:$ M NN :F=:M M

OL !$=!F M8"A$

!

"8A!FP!8M:F

"

"8;$$ ON :F=!$ "8;$M

!

"8F:!PM8$A$

"

"8$""

OLIOO !<=!A M8"!A

!

"8AMFP!8"F#

"

"8<FF ONIOO :<=:M "8;$!

!

"8FF:PM8$M$

"

"8#<!

L MMA=<; M N M"!=;< M

O :M=!# "8<;F

!

"8AF$PM8$$"

"

"8<A; O FF=:A "8<M!

!

"8A:;PM8AFF

"

"8$:M

和
(1$;"F:$!

位点多态性与
H?

#

E?

#

Q/#$

# 腋窝淋

巴结转移等乳腺癌临床病理特征之间的关系$ 结果

显示%

(1:;"$<;$

和
(1$;"F:$!

基因多态性与腋窝淋

巴结转移#

H?

#

E?

#

Q/!#$

蛋白表达均无相关性 !均

E""8"A

"!

N*G+0 :

"&

(1:;"$<;$

位点%未绝经组中$携带
OL

和
OL=

OO

基因型乳腺癌的患病风险显著性增高 !

E#"8"A

"$

分别增加了
!8M!M

!

<AB-C

%

M8"";PF8F#!

" 和
!8"<<

倍

!

<AB-C

%

M8"M!PF8:AM

"&

(1$;"F:$!

位点% 未绝经组

中$携带
ON

和
ON=OO

基因型$乳腺癌的罹患率显著

性增高$分别增加了
!8<""

!

<AB-C

%

M8:$MP#8M:;

"和

!8F"#

倍!

<AB-C

%

M8M;;PF8;$!

"&

:

讨 论

-O7!M

基因编码的
-*J0&+/)!M

是构成
-*J0&+*0

主要膜蛋白$其相对分子质量为
!MP!FWX*

& 研究指

出
-O7!M

作为结构蛋白参与调节$诸如
H?

$

HLY?

$

Z0(!=)0'

$

NLY!!

和
TN2?

的信号通路'

F

(

& 遗传因素

在乳腺癌的发生发展中起着至关重要的作用$ 参与

编码乳腺癌发展蛋白质的基因多态性可以作为生物

标志物$ 甚至可能成为治疗乳腺癌治疗方法的有效

靶点&

目前$对
-O7!M

与乳腺癌易感性的关联研究集中

在
-!:<O@(1M<<$#!:D

$

LMF$M:O@(1:;"$<;$D

$

L!M<;AO

@M!#$!":;D

$

N!;#";O@(1:$A$$::D

$

N!<M"$O@(1$;"F:$!D

$

和
L:!M!FO @ (1:;"$<<! D #

个 位 点 '

A K ;

(

$

LMF$M:O

@(1:;"$<;$D

#

N!<M"$O @(1$;"F:$!D

两个位点尤著$但

研究结果尚不一致& 除此之外$相关
T0>*

分析指出

-O7!M

位点多态性与多种癌症易感性相关'

<KM"

(

&

[/.*)V*)/

等 '

A

( 研 究 结 果 显 示
(1:;"$<;$

和

(1$;"F:$!

位点多态性与乳腺癌的发生#发展没有关

!"#$% & '(()*+",+)- ). /01!2 3)$45)637+(5( 8+,7 ,95)6 *7"6"*,%6+(,+*( +- (,9:+%: *"(%(

9&>0

!

*

!

E *)V 2?@<AB-CD ,&( (1:;"$<;$

"

G

!

E *)V 2?@<AB-CD ,&( (1$;"F:$!

#!F
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联!但本研究认为
%&'("$)($

和
%&$("*'$!

位点与乳

腺癌的发病风险存在相关!这与
+,-.,

"

#

#

$

/,%0

"

$

#

$

123

"

(

#与

4,56

等"

77

#的结论一致!同时本研究发现
%&7!#$!"'(

与乳腺癌的发病风险无相关性!这与
/,%0

等"

$

#的结果

相反!

/,%0

等"

$

#认为携带
%&7!#$!"'( 88

基因型罹患

乳腺癌的风险增高! 笔者认为这可能与选择的研究

人群有关% 本研究发现
%&'("$)($

位点中! 相对于

99

基因型!

89

$

8

基因携带者&

89:88

基因型'使乳

腺癌发病风险分别增加了
!;77"

倍和
7;)#(

倍!携带

8

等位基因较
9

等位基因者乳腺癌的发病风险增

加了
7;#!'

倍%

+,-.,

等 "

#

#以伊朗人群为基础!研究
%&$("*'$!

位点与乳腺癌相关性时发现
88

基因型降低乳腺癌

的发病风险!

123

等"

(

#通过中国台湾地区乳腺癌的研

究发现乳腺癌患者
%&$("*'$!

的
8

等位基因及
8<

基因型携带率较低! 认为是人群免于罹患乳腺癌的

保护因素!但
/,%0

等"

$

#以伊朗人群为研究对象分析

时却得出了相反的结论!认为
%&$("*'$! 88

基因型

增加了罹患乳腺癌的风险!本研究发现携带
8

等位

基因较
<

等位基因 ! 其乳腺癌的患病风险增加

7;#))

倍!这与
/,%0

等 "

$

#研究结论一致% 笔者认为

%&$("*'$!

位点多态性与乳腺癌患病风险的关系仍

不明确! 结果不一致的原因可能与复杂的遗传因素

和环境因素$样本量的选择$种族差异等其他因素有

关!尚需进一步探讨%

4,56

等"

77

#发现携带
%&'("$)($ 8

等位基因者!

=>

阳性表达率较低!但本研究却发现两者之间无相

关性% 此外!本研究发现
%&'("$)($

基因多态性腋窝

淋巴结转移$

?>

$

@2!#$

蛋白表达均无相关性% 鉴于

=>

$

?>

$

@2!#$

等蛋白对临床的重要性! 后续研究应

当多中心$ 多地区继续探讨
%&'("$)($

基因多态性

与乳腺癌的临床病理特征的相关性% 本研究发现

%&'("$)($

在未绝经乳腺癌中! 相较于
99

基因型!

携带
8

等位基因$

89

基因型和
89:88

基因型频率

显著性增高!这可能与未绝经女性处于雌$孕激素及

其受体生理活跃期$ 生活压力较大等危险因素增加

有关% 但是!为何危险的环境因素会促使
8

等位基

因$

89

基因型和
89:88

表达率升高的原因尚不明

确!因此认为后续研究尚需进一步采用多中心研究%

4,56

等 "

77

#认为携带
%&$("*'$!

的
88

基因型的乳

腺癌患者!其
=>

$

?>

表达阳性率显著性增高!但本

研究发现两者之间无相关性!

%&$("*'$!

在未绝经乳

腺癌中!相较于
<<

基因型!携带
8<

和
8<:88

基因

表达率显著性增高!有待在不同种族$不同区域中进

一步扩大样本量以获得更丰富的理论依据%

本研究受时间和病例样本量的限制$ 未能根据

月经周期对未绝经乳腺癌进一步分层探讨基因多态

性!后续研究还需在不同地区进行多中心$大样本量

的研究加以验证! 并对其遗传多态性与乳腺癌易感

相关性及临床病理特征机制进行更深层次的研究%
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:2;<对宫颈癌细胞增殖!迁移和侵袭的影响
陈 冉!戴立玲!倪 静

!江苏省肿瘤医院"江苏省肿瘤防治研究所"南京医科大学附属肿瘤医院"江苏 南京
!<"""=

#

摘 要"$目的% 探究性别决定区
>

框蛋白
<

&

10? @0A0(B/)/)4 (04/&) >!C&?

"

:2;<

#对宫颈癌细胞增殖'迁
移和侵袭的影响( $方法% 选择稳定表达

:2;<

基因的
D0E*

细胞株为实验组"同时选择稳定表达空白质
粒的

D0E*

细胞株和
D0E*

细胞为对照组) 采用二甲基偶氮唑蓝&

FGG

#法检测
:2;<

对
D0E*

细胞增殖的
影响*通过细胞基质黏附实验+体外细胞迁移实验'体外细胞侵袭实验分别研究

:2;<

对
D0E*

细胞粘附'

迁移'侵袭能力的影响*采用明胶酶谱法检测细胞内相关蛋白的水平) $结果% 在研究第
<

天"两组的增殖
能力比较差异无统计学意义&

HI"8"J

#"实验组在研究第
K

天&

"8J!#""8"#$

#'第
J

天&

<8<#=""8<LM

#'第
$

天
&

<8<#"""8<KL

#的增殖能力均显著性低于对照组&

HN"8"J

#)实验组黏附率&

"8$JL""8"L<

#显著性低于对照组
&

"8=K<""8<KJ

#&

HN"8"J

#*实验组在
!L.

&

J8ML"<8!"

#'

LM.

&

<"8!M"K8"<

#'

$!.

&

<L8J<"!8K<

#迁移距离均显著性
小于对照组&

HN"8"J

#*实验组侵袭细胞的数量&

<!"8"="<"8"L

个#明显较对照组&

!<J8#$"#8=M

个#少&

HN

"8"J

#) 实验组基质金属蛋白酶
!

&

"8=M<""8<==

#'基质金属蛋白酶
=

&

"8JK#""8"KK

#'波形纤维蛋白&

"8L!="

"8"!=

#表达水平显著性低于对照组"

:2;<

'

O

钙黏附蛋白水平明显高于对照组&

HN"8"J

#) $结论%

:2;<

表
达水平升高

6

会使宫颈癌细胞的增殖' 迁移和侵袭抑制"

FFH!

'

FFH=

'

7/B0)A/)

蛋白表达水平降低"

O!

3*@.0(/)

表达水平升高)

主题词"宫颈癌*性别决定区
>

框蛋白
<

*增殖*迁移*侵袭
中图分类号"

P$K$8KK

文献标识码"

Q

文章编号"

<#$<R<$";

#

!"!"

$

"$R"#!#R"L

@&/

"
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9V %/)4

&
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"
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"
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#
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,$
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%

G& /)W01A/4*A0 A.0 0,,03A &, 10? @0A0(B/)/)4 (04/&) >!C&?Y:2;<Z &) A.0 [(&+/,0(*A/&)

"

B/4(*A/&) *)@ /)W*1/&) &, 30(W/3*+ 3*)30( 30++18

$

F0A.&@1

%

D0E* 30++ +/)0 1A*C+5 0?[(011/)4 :2;< 40)0 \*1

10+03A0@ *1 A.0 1A'@5 4(&'[

"

\./+0 D0E* 30++ +/)0 1A*C+5 0?[(011/)4 C+*)] [+*1B/@ *)@ D0E* 30++ +/)0 *1 A.0

3&)A(&+ 4(&'[8 G.0 0,,03A &, :2;< &) D0E* 30++ [(&+/,0(*A/&) \*1 @0A03A0@ C5 FGG B0A.&@
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宫颈癌的细胞增殖' 迁移和侵袭的生物学行为

是影响宫颈癌的主要因素之一) 宫颈癌发生可能与

肿瘤干细胞!

3*)30( 1A0B 30++

"

-:-

-有关$

<

%

"而性别决

定区
>

框蛋白 !

10? @0A0(B/)/)4 (04/&) >!C&?

"

:2;

-

家族在肿瘤干细胞中起着关键作用"

:2;<

是最早

被证实的转录因子之一"在细胞胚胎发育'肿瘤的发

生与发展中发挥着重要的作用$

!RK

%

) 研究显示
:2;<

基
础

&

临
床
研
究

#!#
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%&'( )*+,- ./0+1 203*/04 ./0+1 * 5

,6 789::!787;# 789#$!787:; 689<: 789:$

,9 78:!#!787#$ 78$;9!787=! $8!=; 7879;

,: 686#=!786;< 68#9:!786;< <8:9! 787!:

,$ 686#7!7869; 68#;6!786;# $8=69 78796

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

是通过抑制
!">?*(3&3

表达及
@3*A!">?*(3&3

信号通

路来对肿瘤的发生进行调控的!

;

"

# 本研究通过观察

在宫颈癌患者
)BC6

基因稳定表达来探讨其对宫颈

癌细胞增殖$迁移和侵袭的影响#

6

材料与方法

&56

材料与试剂

宫颈癌
D(E?

细胞株由
F%22

公司提供%

)BCG

干扰质粒由美国
)&.'?

公司提供% 二甲基偶氮唑蓝

&

H%%

'和二甲亚砜&

IH)B

'试剂均由美国
)&.'?

公

司提供%纤维黏连蛋白&

JK

'由北京医科大学生物教

研室提供%磷酸盐平衡生理盐水&

5L)

'缓冲液由赛

默飞世尔科技有限公司提供 % 生物牛血清蛋白

&

L)F

' 由李记生物科技有限公司提供%

IHMH

细胞

培养基由
N&O>0

公司提供 %

%/?3PQ(44

小室由美国

20/3&3.

提供%

H?*/&.(4

由美国
LI

公司提供#

678

实验分组

选择稳定表达
)BCG

基因的
D(E?

细胞株为实

验组( 同时选择稳定表达空白质粒的
D(E?

细胞株

和
D(E?

细胞为对照组#

&59

方 法

GR98G

检测细胞增殖

两组细胞在
=#

孔板&

!"""

个
S

孔'的培养箱中进

行接种(培养
6

$

9

$

:

$

$

天后(在孔内加
!7"4 H%%

继

续孵育
;T

左右(吸弃培养基(加入
IH)B

#每组
:

个

复孔(采用酶标仪检测两组细胞在
;=73'

波长处的

吸光值(然后分析其增殖差异#

6898!

检测细胞黏附

用
5L)

将纤维黏连蛋白配成
787!".S"4

(将其注

入到
=#

孔板中( 每孔
:7"4

( 在
;#

中包被过夜%将

:U L)F

与
9$$

密闭培养
;7'&3

( 用无血清
IHMH

培养液漂洗
9

次( 除去多余纤维黏连蛋白% 培养

D(E?

和
D(E?")BCG

细胞悬液(接种于上述孔中(浓

度为
;%G7

: 个细胞
A

孔( 每个细胞
=

个重复孔(在

9$$

(

:U2B

!

培养箱中培养
G!T

%取每组中
#

个重复

孔的上清液( 离心处理后酶谱分析(

;=73'

处吸光

度%用
5L)

漂洗
#

个重复孔细胞(

9

个用于测定总细

胞的吸光度% 每个孔在加入
H%%

在培养箱中培养

;T

(加入
IH)B !77"4

(震荡
G7'&3

#黏附率
V

&黏附细

胞
FA

总细胞
F

'

&677U

#

6R9R9

检测迁移和侵袭

将两组无血清培养基稀释的细胞悬液加入到铺

好
H?*/&.(4

的
%/?3PQ(44

上室中( 在下室加入
67U

5L)

培养基(在培养箱中孵育
!;T

(风干后甲醇固定

97'&3

(苏木素染色
9'&3

(观察并记录迁移的距离#

侵袭实验(则是将
H?*/&.(4

加入到小室上层底部(然

后依据上述实验步骤进行操作( 观察并记录侵袭细

胞的数量#

6R9R;

检测相关蛋白的表达

取
!7 "4

总蛋白(采用明胶酶谱法检测
)BC6

$基

质金属蛋白酶
!

&

'?*/&W '(*?4401/0*(&3?P(

(

HH5!

'$基

质金属蛋白酶
=

&

'?*/&W '(*?4401/0*(&3?P(

(

HH5=

'$

M

钙黏 附蛋白 &

M">?,T(/&3

' 和波 形纤维 蛋 白 &

X&"

'(3*&3

'#

&5:

统计学处理

采用
)5)) 6#R7

进行数据分析( 计量资料采用

平均数
'

标准差&

!!P

'表示(采用
"

检验比较差异%计

数资料用百分比表示( 采用
#

! 检验比较组间差异#

5Y7R7:

为差异有统计学意义#

!

结 果

85;

细胞增殖比较

研究第
6

天( 两组增殖能力比较差异无统计学

意义&

5Z7R7:

'%但在第
9

天$第
:

天$第
$

天(实验组

增殖能力显著性低于对照组&

5Y7R7:

'&

%?O4( 6

'#

<5<

细胞黏附比较

实验组黏附率为
7R$:;!7R7;6

(对照组黏附率为

7R=96!7R69:

%实验组黏附率显著性低于对照组&

*V<R#:$

(

5V7R7!6

'#

<59

细胞迁移比较

实 验 组 在
!;T

$

;<T

$

$!T

迁 移 的 距 离 分 别 为

&

:R<;!6R!7

'

"'

$&

67R!<!9R76

'

"'

$&

6;R:6!!R96

'

"'

(

对照组在这三个时间段的迁移距离分别为 &

6!R$#!

!R#6

'

"'

$&

!6R69!;R6$

'

"'

$&

!<R:=!:R#;

'

"'

%实验组每

个时间段迁移距离均小于对照组 &

5Y7R7:

'&

%?O4( !

(

J&.+/( 6

'#

<5:

细胞侵袭比较

实验组侵袭细胞数量为&

6!7R7=!67R7;

'个(对照

#!$
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

:);0< =>';5 4(&'? -&)>(&+ 4(&'? > @

=2AB "8CDB!"8BCC "8E!#!"8"CF $8C!B "8"GB

HH@! "8EG#!"8"GG B8"GC!"8"!G C8FCE "8"BE

HH@C "8F!C!"8"!C "8$$F!"8"E" D8E"! "8"!$

I"3*;.0(/) "8FD#!"8"FF "8!CC!"8"!C C8F#" "8"B$

7/J0)>/) B8GDE!"8BBC !8!F#!"8"GF D8#FC "8"!!

K/J0 =>';5 4(&'? -&)>(&+ 4(&'? > @

!F. E8DF!B8!" B!8$#!!8#B D8!#C "8"!C

FD. B"8!D!G8"B !B8BG!F8B$ D8ED! "8"!E

$!. BF8EB!!8GB !D8EC!E8#F C8G#! "8"BC

!"#$%& ' ()*+,%"-). )/ 012' &//&34 ). 3&%5"3,6 3,.3&% 3&66 *"#%,4").7!89:

组侵袭细胞数量为!

!BE8#$!#8CD

"个#实验组侵袭细

胞数量显著性少于对照组!

>LBE8$"C

$

@M"8""B

"!

N/4"

'(0 !

"%

;<=

相关蛋白表达比较

实验组
HH@!

&

HH@C

& 波形纤维蛋白表达水平

显著性低于对照组!

@M"8"E

"$

=2AB

&

I"3*;.0(/)

水平

明显高于对照组!

@M"8"E

"!

K*O+0 G

$

N/4'(0 G

"%

G

讨 论

细胞增殖& 迁移和侵袭等生物行为是影响宫颈

癌的发生&发展以及预后的重

要影响因素'

E

(

%

=2A

家族参与

宫颈癌细胞的发生与发展$且

=2AB

自身或通过影响其他因

子或通路来抑制肿瘤细胞的

增殖&迁移和侵袭'

#P$

(

%

宫颈癌患者的病情发展

以及预后与宫颈癌细胞的增

殖&迁移和侵袭密切相关% 在

本次研究结果中$实验组的增

殖能力&黏附率&迁移距离&侵

袭细胞数目均显著性低于对

照组!

@M"8"E

"% 在胡爱萍等'

D

(

的研究结果显示$

=2AB

表达

组细胞增殖&迁移和侵袭能力

较低% 本研究结果与之相符%

研究结果表明$实验组宫颈癌

细胞的增殖&迁移和侵袭能力

较对照组弱$提示当
=2AB

表

达越活跃时$宫颈癌细胞的增

殖&迁移和侵袭能力越低% 因

此在治疗过程中可通过上调

=2AB

的表达$ 从而达到抑癌

的目的%

研究报道$

=2A

家族可参

与肿瘤细胞的发生与发展$

=2AB

可通过抑制或促

进相关蛋白或通路进而影响肿瘤细胞的增殖& 迁移

和侵袭'

C

(

%

I"3*;.0(/)

是上皮标志物$该蛋白的缺失

参与肿瘤细胞的增殖&迁移和侵袭过程'

B"

(

%实验组的

宫颈癌细胞的增殖& 迁移和侵袭能力低于对照组$

=2AB

和
I"3*;.0(/)

蛋白表达水平显著性高于对照

组!

@M"8"E

"% 因此$宫颈癌细胞的增殖&迁移和侵袭

能力与
=2AB

&

I"3*;.0(/)

蛋白有关%

=2AB

&

I"3*;"

.0(/)

蛋白表达水平越高$其增殖&迁移和侵袭能力

越低$抑癌作用越明显%

HH@1

是由肿瘤细胞分泌的

>,?6& ; @)*+,%"-). )/ 3&66 *"A%,4"). ". 4B) A%)$+-7!*:

=>';5 4(&'? -&)>(&+ 4(&'?

!F.

FD.

$!.

=>';5 4(&'? -&)>(&+ 4(&'?

C"A$%& ; D//&34 )/ 012' ). 3&66 ".5,-"). ". 4B) A%)$+-73%E-4,6 5")6&4 -4,".".A!;99:

>,?6& F @)*+,%"-). )G 4H& &I+%&--"). )G %&6,4&J

+%)4&".- ". 4B) A%)$+-

#!D



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

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

一种参与肿瘤细胞生长!增殖!转移等生物学行为的

蛋白酶"有抑癌作用#

%%

$

%

&'()*+'*

是上皮间质的标志

物之一"通过调控其水平"能够达到抑癌或促癌的作

用%实验组
,,-!

!

,,-.

!

&'()*+'*

蛋白的表达水平

显著性低于对照组&

-/"0"1

'% 因此"

,,-!

!

,,-.

!

&'()*+'*

与宫颈癌细胞的增殖!迁移和侵袭相关#

%!

$

%

,,-!

!

,,-.

!

&'()*+'*

表达水平越高"则宫颈癌细

胞增殖!迁移和侵袭能力越强"癌细胞的扩散加快"

病情发展迅速"使疾病恶化进程加快%在陈禹宏等#

%2

$

的研究中"是通过下调
,34567

表达水平来降低宫

颈癌细胞的增殖!迁移和侵袭能力"从而达到抑癌作

用%

,,-.

!

&'()*+'*

蛋白表达水平降低"

8!9:;<)='*

蛋白水平明显升高" 与本文的研究结果相符% 在本

研究中" 实验组
>?@%

!

8!9:;<)='*

蛋白水平较高"

,,-!

!

,,-.

!

&'()*+'*

蛋白水平较低"肿瘤细胞的

增殖!迁移和侵袭的能力较弱"抑癌作用明显%因此"

可通过调控
>?@%

水平"使宫颈癌细胞的增殖!迁移

和侵袭能力降低"起到抑癌作用%

综上所述"

>?@%

高表达能够抑制宫颈癌细胞

的增殖!迁移和侵袭"抑制
,,-!

!

,,-.

!

&'()*+'*

蛋白表达"促进
8!9:;<)='*

蛋白表达"抑制癌症的发

生与发展%因此在临床治疗中"可通过上调
>?@%

水

平"从而起到抑癌作用%
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重组人血管内皮抑制素联合化疗治疗晚期
小细胞肺癌的疗效及安全性 :0;*分析

李华伟 <

!李 萌 !

!刘 强 <
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摘 要! %目的& 评价重组人血管内皮抑制素联合化疗治疗晚期小细胞肺癌的有效性和安全性'

%方法& 检索
-&3.(*)0

图书馆(

?'@:0A

(

B:@*10

(中国知网(万方数据库(中国生物医学文献数据库"

收集重组人血管内皮抑制素联合化疗对比单纯化疗治疗晚期小细胞肺癌的随机对照试验" 采用
C0D:*) =8E

软件进行
:0;*

分析' %结果& 共纳入
F

篇文献"合计
##<

例病例'

:0;*

分析结果显示"

重组人血管内皮抑制素联合化疗与单纯化疗相比"联合治疗在客观缓解率)

CCG<8E$

"

F=H-I

*

<8!<!

<8==

"

?""8""<

$(疾病控制率)

CCG<8<J

"

F=H-I

*

<8"#!<8!!

"

?G"8"""$

$方面均显示出优势'提高了半年
的

?KL

)

CCG<8>E

"

F=H-I

*

<8<!!E8"<

"

?G"8"!

$和
<

年
?KL

)

CCGE8#$

"

F=H-I

*

<8$!!$8>#

"

?G"8""">

$' 延
长了

!

年
2L

)

CCGE8=E

"

F=H-I

*

<8$J!$8<J

"

?G"8"""=

$"但
<

年
2L

无统计学差异)

CCG<8!#

"

F=H-I

*

"8>#!<8>E

"

?G"8!J

$'不良反应方面"联合化疗组和单纯化疗组在白细胞减少(血小板减少(血红蛋白
减少(肝肾功能损害和胃肠道反应方面差异均无统计学意义' %结论& 重组人血管内皮抑制素联合
化疗治疗晚期小细胞肺癌安全有效'
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肺癌是我国男性最常见的恶性肿瘤"
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年中 国约有
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万新增肺癌病例" 约有
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万人死于肺
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<

&

'小细胞肺癌)
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生存率低于
%&

!

!

"

#

重组人血管内皮抑制素$恩度%是我国自主研发

的抗肿瘤血管生成的药物& 可特异性作用于内皮细

胞&抑制肿瘤血管生成及转移!

'

"

# 由于抗血管生成在

肿瘤治疗中的重要作用& 因此在常规治疗的基础上

加用抗血管生成药物往往能增加临床获益# 目前有

多个临床研究提示在常规化疗基础上联合恩度治疗

晚期小细胞肺癌能提高总有效率& 不明显增加不良

反应# 为进一步明确恩度联合化疗治疗晚期小细胞

肺癌的治疗效果&本研究采用
()*+

分析对恩度联合

化疗对比单纯化疗治疗晚期小细胞肺癌的疗效和安

全性进行综合评价& 以期为恩度联合化疗治疗晚期

小细胞肺癌提供更有力的循证医学依据#

,

资料与方法

!"!

文献检索策略

通过计算机对
-./01+2)

图书馆 '

3456)7

'

8(!

5+9)

'中国知网'万方数据库'中国生物医学文献数

据库进行检索& 检索时间设置为
!",:

年
$

月
,

日(

中文检索词为重组人血管内皮抑制素'恩度'小细胞

肺癌& 英文检索词为
10!)27.9*+*;2

'

)27.9*+*;2

'

9(+<<

/)<< <42= /+2/)1

'

>-?-

) 检索均采用主题检索与非主

题检索相结合的方式& 随机对照试验的检索参照

-./01+2)

系统评价手册推荐的检索策略#

!"#

研究方法

文献纳入标准!研究类型为临床随机对照试验&

无论是否采用分配隐藏或盲法&语言为中文或英文#

文献排除标准!

!

疗效判断指标不明确*

"

临床

观察判断有活动性感染者*

#

合并其他恶性肿瘤者*

$

对试验药物过敏者*

%

合并心+脑'肾及造血系统

等严重原发性疾病患者*

&

不符合纳入标准的研究#

研究对象!

!

经细胞学或组织病理学确诊为小

细胞肺癌*

"

均为晚期小细胞肺癌*

#

卡氏评分

,

@+12.A9@B C)1A.1(+2/) 9*+*49

&

D3>

%

"#"

分& 预计生

存时间
"'

个月*

$

一般情况可&无化疗禁忌证*

%

有

可测量的病灶)

干预措施!

!

试验组采用重组人血管内皮抑制

素联合化疗&对照组采用单纯化疗*

"

试验组与对照

组治疗周期至少为
!

个周期)

疗效判定及评价指标!

!

客观缓解率,

.5E)/*;F)

1)9C.29) 1+*)

&

GHH

%- 根据
H8-I>J

标准对肿瘤的控

制情况进行疗效评价) 完全缓解,

/.(C<)*) 1)9C.29)

&

-H

%- 所有目标病灶消失* 部分缓解 ,

C+1*;+< 1)!

9C.29)

&

3H

%-基线病灶最大径之和至少减少
'"&

*疾

病进展,

C1.=1)99 7;9)+9)

&

3K

%-基线病灶最大径之和

至少增加
!"&

或出现新病灶*疾病稳定,

9*+5<) 7;9!

)+9)

&

>K

%- 基线病灶最大径之和有减少但未达
3H

或有增加但未达
3K

) 客观缓解率
L

,完全缓解
M

部分

缓解%

N

总病例数
#,""O

)疾病控制率,

7;9)+9) /.2*1.<

1+*)

&

K-H

%

L

,完全缓解
P

部分缓解
P

疾病稳定%

N

总病

例数
#,""&

)

"

无进展生存时间,

C1.=1)99 A1)) 941!

F;F+<

&

3Q>

%-指患者从接受治疗开始&到观察到疾病

进展或者发生因为任何原因的死亡的时间) 总生存

时间,

.F)1+<< 941F;F+<

&

G>

%-所有入选患者从化疗开

始至死亡或末次随诊的时间)

#

不良反应-根据美国

国立癌症研究所毒性事件分级标准第
'

版 ,

R-I!

-J-S8 'T"

%判定患者不良反应!

U

"

)

!"$

资料提取

由两位评价员分别根据纳入和排除标准筛选文

献& 对筛选的文献提取以下相关内容- 研究基本特

征*治疗情况*结局指标&如客观缓解率'疾病控制

率'无进展生存时间'总生存时间'不良反应等指标)

!"%

文献质量评价

参考考克兰干预措施系统评价手册 ,

%T!

版本%

对纳入研究文献进行质量评价&内容包括-

!

随机方

法是否合理*

"

分配隐藏*

#

是否合理采用盲法*

$

有无失访或退出'失访人数'失访原因是否描述) 采

用漏斗图评定发表偏倚)

!"&

统计学处理

采用
-./01+2)

协作网提供的
H)F6+2 %T'

软件

进行分析)分类变量采用风险比,

1;9@ 1+*;.

&

HH

%及其

:%&

可信区间,

:%& /.2A;7)2/) ;2*)1F+<

&

:%&-I

%表示

统计效应量&连续变量采用标准均数差,

9*+27+17;V)7

()+2 7;AA)1)2/)

&

>6K

%及其
:%$-I

进行效应量合并

分析&检验水准
'L"T"%

) 当
I

!

%%"&

和
3""T,

&采用固

定效应模型&

I

!

"%"&

和
3%"T,

&采用随机效应模型)

!

结 果

#"!

文献检索结果

检索所有数据库共得到
U'U

篇文献&删除重复

#',
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后纳入
:#:

篇文献!并通过阅读标题"摘要!排除研

究对象不是小细胞肺癌文献"基础研究"综述"非随

机对照试验以及病例报道等!最终纳入
;

篇文献!中

文
<

篇!英文
=

篇#

!"!

纳入研究文献的基本特征和质量评价

纳入研究中试验组和对照组患者基本临床特征

差异无统计学意义!组间基线一致!具有良好的可比

性$

>*?+0 =

%#

纳入
;

篇研究中有
<

篇研究描

述随机分组! 其中有
!

篇文献描述

了产生随机序列的具体方法! 所有

文献均未描述盲法和分配隐藏内

容!

=

项研究描述了患者退出例数及

原因!

:

项研究报道的试验后随访情

况# 由于文献提供信息有限!无法判

断是否存在其他偏倚# 纳入文献偏

倚风险比较见图
=

$

@/4'(0 =

%#

!"# A0B*

分析结果

!8:8=

客观缓解率

;

项研究均报道了客观缓解率! 异质性检验提

示各研究间无异质性 $

C

!

D"E

!

FD"8##

%!

A0B*

分析

采用固定效应模型# 联合治疗组的客观缓解率优

于单纯化疗组$
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疾病控制率

'

项研究均报道了疾病控制率! 异质性检验结

果提示各研究间无异质性 "

(

!

)"*

!

+)"%$"

#!

,-./

分

析采用固定效应模型$ 联合化疗组的疾病控制率优

于 单 纯 化 疗 组 "

00 )1%12

!

'3* 4(
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1%"# !1%!!

!

+ )

"%"""$

&'

56789- &

&$

!%&%&

无进展生存率

&

项研究报道了半年(

1

年无进展生存率! 异质

性检验结果提示各研究间存在异质性!

,-./

分析采

用随机效应模型)联合化疗组优于单纯化疗组!提高

了半年
+5:

'
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'3*4(
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#
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56789- 2

#*

!%&%2

总生存率

&

项研究报道了
1

年总生存率!

!

项研究报道了

!

年总生存率! 异质性检验结果提示存在异质性!

,-./

分析采用随机效应模型* 联合化疗组提高了
!

年
<:

'
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!
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1%$2!$%12

!

+)"%"""3
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不良反应

白细胞减少!

;

项研究报道了联合治疗与单纯

化疗后白细胞减少的情况!各研究间无异质性'

(

!

)

"*

!

+)"%'$

#!

,-./

分析采用固定效应模型* 联合化

疗对比单纯化疗在白细胞减少方面无统计学意义
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