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摘 要!$目的%探讨人组织蛋白酶
>

&

.<=>

#在肝内胆管细胞癌中表达及对癌细胞增殖及核
因子

!!>

&

:?!!>

#信号通路的影响' $方法% 采用
C12D1)* E,'D

检测肝内胆管癌细胞中
.<=>

蛋白表达"使用
20F:G

对
.<=>

沉默后采用
HI(

实验检测细胞增殖"同时检测
:?!!>

信号通
路中相应蛋白表达情况' $结果% 与正常肝细胞系相比" 肝内胆管癌细胞

F>H
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中
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蛋白表达水平均明显提高!
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组相比"

.<=>!20F:G

组的
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蛋白表达量明显下降!
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)"细胞增殖比
例明显下降!
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"
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组的
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抑制蛋白
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激酶
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蛋白水平明显下降 !
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)' $结论% 肝内胆管细胞癌中
.<=>

蛋白表达水平明显上调"且
.<=>

能够通过活
化

:?!!>

信号通路促进肿瘤细胞增殖'

主题词!人组织蛋白酶
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肝内胆管细胞癌是消化系统常见的恶性肿瘤" 在肝脏原发性肿瘤中占
;Af

左右"其发病率和死亡

率近年来逐步上升$

;

%

' 肝内胆管细胞癌的早期症状

不明显"患者一经诊断已经处于肝内胆管细胞癌晚

期"错失最佳治疗时机$

!

%

' 因此肝内胆管细胞癌的发

基
础

%

临
床
研
究

LL#
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病机制是目前肿瘤研究的热点之一! 对其发病机制

进行深入探讨! 从中筛选出与肝内胆管细胞癌发病

密切相关的肿瘤标志物分子! 并将其应用于肝内胆

管细胞癌的诊断和治疗具有重要的临床价值"

&

#

$ 人

组织蛋白酶
'

%

()*+,-./0 '

!

(12'

&属于半胱氨酸蛋

白酶家族!能够催化细胞内蛋白发生水解"

3

#

$ 在乳腺

癌和肺癌中
(12'

高表达! 与肿瘤细胞增殖和迁移

密切相关"

45#

#

$ 核因子
!!'

%

0678,)9 :)7*;9 !'

!

<=!!'

&

信号通路参与细胞对外界刺激的应答! 在免疫反应

和炎症反应过程中发挥重要作用"

>

#

$ 在结肠癌和肝

癌中
<=!!'

信号通路异常活化!与肿瘤细胞增殖和

耐药密切相关 "

?5@

#

$ 本研究对肝内胆管癌细胞中

(12'

表达情况进行检测!以此探讨
(12'

在肝内胆

管细胞癌中表达及其对癌细胞增殖的影响! 并对其

在肝内胆管细胞癌中的作用机制进行初步探讨$

A

材料与方法

!"!

材 料

人正常肝细胞系
B"!

以及肝内胆管癌细胞

C'D

'
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和
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均购自美国
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细
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%

)I&!4A?

&和
-!<=!!'

%

)I!!!3@3

&抗体均购自

美国
GI7)L

科技有限公司 $ 二喹啉甲酸 %

'/7/0!

7+;0/0/7 )7/M M/.;M/6L

!
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&蛋白定量试剂盒%货号

N%%%@

!规格(

4%%%

次&购自碧云天生物科技有限公

司$凝胶成像分析仪%型号(

O,0;2,0. !%%% 1;67+

&购

自上海勤翔科学仪器有限公司$

4!

乙炔基
!!"!

脱氧尿

嘧啶核苷
P4!,*+Q0Q8!!"!M,;RQ69/M/0,

!

DM6S

细胞增殖检

测试剂盒%货号(

(GAA>"

!规格(

A""1

&购自北京索莱

宝科技有限公司$

!"#

方 法

AT!T$

细胞培养

采 用
UVDV

高 糖 培 养 基 对
B"!

'

C'D

'

E(!

((@?A"

和
EF((1A

细胞进行培养!

UVDV

高糖培

养基中添加
4W

胎牛血清以及
$W

双抗!培养条件为

&>#

!

4W (X

!

$

B%!

细胞按
$$!

进行传代!

C'D

'

E(!

((@?$%

和
EF((1$

细胞按
$$&

比例进行传代$

$T!T! Y,.*,90 I8;*

检测蛋白表达

取
?%$%

4

&$%$%

# 个细胞于离心管中!

$%%%9-L

离

心
4L/0

后于沉淀中加入
$%%$8

细胞裂解液及
$$8

蛋白酶抑制剂!

3#

裂解
!%L/0

$ 采用
'(G

蛋白定量

试剂盒对裂解液中蛋白质浓度进行检测! 根据裂解

液的蛋白浓度取出
$%$Z

蛋白于另一离心管中!加

入细胞裂解液定容至
4%$8

! 加入
$%$8

的
#%

十二烷

基磺酸钠%

2;M/6L U;M,7Q8 268:;0)*,

!

2U2

&后震荡混

匀!于
@?#

加热变性
$%L/0

$蛋白样品制备完成后取

3%$8

进行
$%W

的
2U2!

聚丙烯酰胺凝胶电泳%

-;8Q!

)79Q8)L/M, Z,8 ,8,7*9;-+;9,./.

!

NGOD

& 凝胶电泳!并

将蛋白转膜至聚偏二氟乙烯 %

-;8Q[/0Q8/M,0, :86;!

9/M,

!

N\U=

&膜上$ 转膜完成后将
N\U=

膜取出并浸

没于
4W

脱脂牛奶中封闭!封闭结束后使用
1'21

缓

冲液冲洗
N\U=

膜
&

次!

$%L/0]

次$ 根据蛋白大小将

N\U=

膜裁剪成对应条带! 在蛋白所在条带中滴加

对应蛋白的一抗!于
3#

孵育
A!+

以上$ 使用
1'21

缓冲液冲洗
N\U=

膜
&

次!

A%L/0]

次$按
A$!%%%

比例

稀释二抗!稀释液为
&W

脱脂牛奶!并滴加于膜上!

室温孵育
&%L/0

$ 使用
1'21

缓冲液冲洗
N\U=

膜
&

次 !

A%L/0]

次 $ 滴加化学发光 %

7+,L/86L/0,.7,07,

!

D(B

&显色液将膜覆盖!室温孵育
AL/0

于凝胶成像

分析仪中拍照$

AT!T&

细胞分组和转染

按
A%A%

# 个细胞
]

孔将
E(((@?A%

细胞铺种于
#

孔板中!细胞分为
(;0*9;8

组'

<(!./C<G

组和
(12'!

./C<G

组!每组设置
&

个复孔!铺种细胞
A#+

进行细

胞转染! 分别加入转染试剂' 转染试剂
^<(!./C<G

和转染试剂
^(12'!./C<G

$ 转染后
>!+

进行蛋白和

细胞增殖检测$

AT!T3 DM6

实验

采用
DM6

细胞增殖检测试剂盒检测细胞增殖!

将
E(((@?A%

细胞按
4%%%

个
]

孔铺种于
@%

孔板中!

转染
3?+

后将培养基吸出!加入含
4%$L;8]B DM6

的

完全培养基! 培养箱中孵育
&%L/0

后取出并加培养

基吸出! 加入
4W

多聚甲醛固定细胞
3%L/0

!

N'2

缓

冲 液 冲 洗
&

次 !

%T4W

的
19/*;0_!A%%

透 化 处 理

&%L/0

!

N'2

缓冲液冲洗
&

次$ 加入抗
DM6

工作液并

于暗盒中室温下孵育
&%L/0

对增殖细胞进行染色!

N'2

缓冲液冲洗
&

次! 加入
!%%$8

的
E;,7+.*

染料

并于暗盒中室温孵育
&%L/0

对细胞核进行染色!荧

光倒置显微镜下观察并拍照!每组重复
&

孔!记录每

孔中
DM6

阳性细胞数%呈绿色&和
E;,7+.*

阳性细胞

??>
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ABC%9%D

数 "呈蓝色 #! 细胞增殖比例
EF>(

阳性细胞数
G

H'14/2@

阳性细胞数
!;%%I

"处于增殖期细胞数
G

总

细胞数
!$%%I

$%

'9:

统计学处理

采用
JBJJ!"9"

软件对数据进行分析% 计量资料

采用平均值
"

标准差表示!采用
@

检验!多组间比较

采用方差分析!

BC"9"D

为差异有统计学意义%

!

结 果

;9<

肝内胆管癌细胞中
.KJL

表达

以正常肝细胞系
M"!

作为对照!

对肝内胆 管 癌 细 胞
NLF

&

H...OP;%

和
HQ..K;

的
.KJL

蛋白表达进行检

测% 肝内胆管癌细胞
NLF

&

H...OP;%

和
HQ..K;

中
.KJL

蛋白表达均明显

高于正常肝细胞系!差异均有统计学意

义"

@ER9R!S

&

P9PTO

&

R9OPT

!

BE%9%%!

&

%9%%;

&

%9%%!

$"

U05()1 ;

$% 在
NLF

&

H...OP;%

和
HQ..K;

细胞中!

H...OP;%

细胞中

.KJL

蛋白表达差异更为显著! 因此后

续实验选择
H...OP;%

细胞进行实验%

=9= 20N:V

转染效果验证

采 用
:.#20N:V

和
.KJL#20N:V

转染
H...OP$%

细胞! 转染
SP/

后采

用
W12@1)* X,'@

检测细胞中
.KJL

蛋白

表达量%

.KJL#20N:V

组
.KJL

蛋白表

达量明显低于
.'*@)',

组和
:.#20N:V

组!组间差异有统计学意义"

@E#9$T$

&

#9$%R

!

B E%9%%S

&

%9%%S

$! 而
:.#20N:V

组和
.'*@)',

组的
.KJL

蛋白表达量差

异无统计学意义 "

@E%9%OT

!

BE%9OT%

$%

转染后细胞中
.KJL

蛋白表达量见图

!

"

U05()1 !

$%

=9>

转染
.KJL#20N:V

对
H...OP$%

细胞增殖的影响

.KJL#20N:V

组细胞增殖比例明

显低于
.'*@)',

组和
:.#20N:V

组!组

间差异有统计学意义"
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&
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!
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$%而
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组和
.'*@)',

组的细胞增殖比例差异无统计学意义
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$%
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转染
.KJL#20N:V

对
H...OP$%

细胞
:U#!L

信号通路的影响
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组
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和
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!L

蛋白水平明显低于
.'*@)',

组! 组间差异有统计

学意义"
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$%

期
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统计学意义!

*;"<$44

"

=;%<3>?

#$

56!

0+&57

组和
612*/1(

组的
@AA!

%

@A!

A"

%

.!@A:"

%

@A:"

和
.!5B!#:

蛋白

表达水平差异均无统计学意义 &

*;

"<C4D

%

"<!""

%

"<!>D

%

"<CE4

%

"<!4>

"

= ;"<3>"

%

"<3EC

%

"<D3C

%

"<3EE

和
"<3CE

#&

B+FG/' 4

#$

?

讨 论

肝内胆管细胞癌的死亡率逐年

上升" 且其发病率在肝脏恶性肿瘤

中仅次于肝细胞肝癌" 严重影响患

者的生命健康'

C%

(

$ 对肝内胆管细胞

癌发病机制进行深入探究对于肝内

胆管细胞癌治疗和诊断靶点的挖掘显得尤为必要$

689:

主要分布于溶酶体当中"参与蛋白质的溶

酶体降解过程'

CC

(

"在食管癌等肿瘤中高表达"且与食

管癌患者不良预后相关'

C!

(

$ 本研究发现肝内胆管癌

细胞中
689:

蛋白表达量明显上调" 并且采用
0+&!

57

沉默
689:

表达后肝内胆管癌细胞增殖受到明

显抑制$ 李磊等'

C?

(发现在胃癌中细胞凋亡水平升高

使得肿瘤细胞中胱天蛋白酶
!? HI)0.)0'!?J

和
6)0!

.)0'!>

蛋白表达激活"活化的
6)0.)0'!?

和
6)0.)0'!

>

蛋白能够破坏溶酶体"导致
689:

蛋白从溶酶体中

释放并被降解"最终胃癌细胞死亡"在胃癌中
689:

表达与
6)0.)0'!?

和
6)0.)0'!>

蛋白表达呈负相关$

:+)2

等 '

$4

(发现在直肠癌中
689:

高表达"并且沉默

689:

表达后直肠癌细胞增殖能力明显下降"同时细

胞周期抑制蛋白
!D

!

I'(( IKI(' +2L+M+*1/ ./1*'+2 !D

"

.!D

)和细胞周期蛋白
:$

!

IKI(+2:$

)等细胞周期抑制

蛋白的表达水平明显升高$

:)+

等'

$E

(发现在氧化应

激过程中"氧自由基能够上调
689:

的蛋白酶活性"

促进
689:

对
6)0.)0'!$

蛋白的切割"从而激活
6)0!

.)0'!$

蛋白"活化的
6)0.)0'!$

蛋白进一步促进细胞

分泌白介素
!$!

!

+2*'/('GN+2!C!

"

@O!C!

)"导致炎症反

应的发生$ 因此在肝内胆管细胞癌中
689:

表达上

调一方面会抑制
6)0.)0'!?

和
6)0.)0'!>

等蛋白的

活化"导致肿瘤细胞的凋亡抑制"从而促进肿瘤细胞

增殖$ 同时
689:

促进
6)0.)0'!C

蛋白的活化使得机

体的炎症反应水平升高" 使得
@O!C!

等炎症因子水

平升高"

@O!C!

等炎症因子作用于肿瘤细胞有利于

肿瘤细胞的增殖$ 另一方面"

689:

表达升高会抑制

.!D

和
IKI(+2:C

等细胞周期抑制蛋白的表达" 从而

抑制细胞周期阻滞的发生" 细胞周期的正常运行能

促进肿瘤细胞增殖'

C#

(

$

本研究进一步发现
689:

沉默后
@AA!

%

@AA"

%

.!@A:"

和
.!5B!#:

蛋白水平明显下降"实验结果表

明
689:

沉默会抑制
5B!#:

信号通路的活化$

PL)2F

等 '

CD

(发现直肠癌中
5B!#:

信号通路活化能够促进

肿瘤细胞增殖" 并且
6KI(+2QC

等周期促进蛋白是

5B!#:

信号通路的下游靶点$ 易蓓等'

C3

(发现在骨髓

瘤中
5B!#:

抑制剂二硫代氨基甲酸吡咯烷
R.K//1(+!

S+2' S+*L+1I)/M)T)*'

"

=Q86U

会 上 调
6)0.)0'!?

和

6)0.)0'!3

蛋白的活化" 导致肿瘤细胞凋亡水平升

高"从而抑制肿瘤细胞增殖$

V1('0

等'

$>

(发现在肝癌

中
.#E

蛋白的苏氨酸
E%E

是其磷酸化位点" 苏氨酸

E%E

突变会导致
.#E

磷酸化水平下降"进而抑制
.#E

入核"导致
5B!#:

信号通路的抑制$

5B!#:

信号通

路的活化能够明显促进肝癌细胞增殖" 苏氨酸
E%E

突变能够明显抑制肝癌细胞增殖$ 因此在肝内胆管

细胞癌中
5B!#:

信号通路活化能够上调
6KI(+2Q$

等周期促进蛋白的表达" 进而促进肿瘤细胞周期进

程而促进肿瘤细胞增殖$另一方面"

5B!#:

信号通路

活化会抑制
6)0.)0'!?

和
6)0.)0'!3

蛋白的活化"从

而抑制肿瘤细胞凋亡" 从而促进肿瘤细胞增殖$

689:

沉默后
.!@A:"

和
.!5B!#:

蛋白水平下降表

明
689:

对
5B!#:

信号通路的影响可能是通过抑制

@A:"

和
5B!#:

蛋白的磷酸化来完成的"

@A:"

蛋白

612*/1(

56!0+&57

689:!0+&57
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肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!%!%78',9!#7:'9;%

的磷酸化能够加速
<=>!

蛋白的泛素化降解! 从而

解除
<=>!

蛋白对
:?!">

蛋白的抑制作用"

:?!">

蛋白磷酸化促进
:?!">

蛋白的入核!进而结合到一

系列肿瘤相关基因的启动子上并上调或下调相应基

因转录!以此调节肿瘤细胞的增殖和细胞周期#

!%

$

"

综上所述! 在肝内胆管细胞癌中
.@A>

蛋白表

达水平明显上调! 并且
.@A>

能够通过活化
:?!">

信号通路促进肿瘤细胞增殖!

.@A>

能够作为肝内胆

管细胞癌的潜在治疗和诊断靶点! 在肝内胆管细胞

癌的诊断和治疗中具有一定临床意义"
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