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摘 要!"目的# 探讨肿瘤坏死因子
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$

;:<!!

%通过影响核因子
!"=

$

:<!"=

%信号通路对宣威肺
癌恶性生物学行为的调控& "方法#

CDEFG

检测临床收集宣威肺癌'非宣威肺癌及正常人血清
样本中

;:<!!

水平&

H;!IJ-H

'

K01L0() M+&L

检测人支气管上皮样细胞
7?N=C

'人肺腺癌细胞
G@OP

及宣威肺癌细胞
QKD-!A@

中
;:<!!

(

--R!S

检测细胞增殖水平( 流式细胞术检测细胞
凋亡率及细胞周期(

;(*)1T0++

检测细胞迁移能力(

K01L0() M+&L

检测
:<!"=

经典及非经典信号
通路相关蛋白水平& "结果#

;:<!!

在宣威肺癌患者血清及细胞中显著性高表达!差异均有统
计学意义$

JUA9A@

%& 沉默
;:<!!
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:<!"=

经典信号通路&
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被外源性
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促进的恶性生物学行为可被
:<!"=

信号通路抑制剂扭转$

JUA9A@

%& "结论#

;:<!!

通过激活
:<!"=

经典信号通路促进宣
威肺癌细胞恶性生物学行为&
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中国云南省宣威地区肺癌的发病率高达
PVY#A

万!

位居全国第一& 因此! 对宣威肺癌发病机制的研究

尤为重要& 肿瘤坏死因子
!!

$

L'_&( )03(&1/1 ,*3L&(!!

!

;:<!!

%可能是一个的肿瘤启动子基因!在肿瘤发生

发展过程中扮演重要角色"

#

#

& 研究表明!

;:<!!

在乳

腺癌进展和转移过程中发挥促肿瘤作用 "

!

#

(

;:<!!

还可通过自分泌机制促进胆囊癌细胞增殖和侵袭"

V

#

(

此外!

;:<!!

被证实可能促进脊索瘤细胞的迁移和

侵袭!能够作为脊索瘤进展的预后标志物"

O

#
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研究中发现!

%&'!!

在肺癌患者血清中显著性高于

健康者!并提示
%&'!!

可作为肺癌诊断的生物标志

物"

(

#

$

%&'!!

能够通过影响下游信号通路参与调控

肿瘤进程!核因子
!")

%

*+,-./0 1/,230!")

!

&'!")

&信号

通路即为其中之一"

4

#

$

%&'!!

可调控
&'!")

信号通路

经典途径和非经典途径"

$

#

$因此!为探讨
%&'!!

在肺

癌中发挥的作用!及其通过影响
&'!")

经典或非经

典信号通路调控宣威肺癌恶性生物学行为! 本研究

通过临床收集宣威肺癌患者血清样本! 检测
%&'!!

水平!分析其与肺癌分期及淋巴结转移的关系!同时

检测
%&'!!

在肺癌细胞中的水平!并研究
%&'!!

对

肺癌细胞增殖'凋亡'细胞周期及迁移能力的影响(

并通过外源性干预
&'!")

经典信号通路的激活!分

析
%&'!!

通过影响
&'!")

经典信号通路调控宣威

肺癌恶性生物学行为! 以期为宣威肺癌的治疗提供

新思路$

5

资料与方法

!"!

研究对象

!"56

年
5

月至
!7!"

年
4

月期间于宣威市第一

人民医院采集就诊的
5"5

例宣威肺癌'

89

例非宣威

肺癌%昆明地区肺癌&患者及
6$

例正常人血清样本$

其中!宣威肺癌患者系来自云南省宣威地区!且在宣

威居住超过
5(

年的肺癌患者$ 宣威肺癌
#

期
!6

例!

$

期
9(

例!

%

期
96

例(淋巴结转移
:$

例及无转移

患者
(:

例$ 参与研究的患者均签署知情同意书$

!"#

细胞培养及处理

由上海冠导生物工程有限公司采购人支气管上

皮样细胞系
54;)<

%货号
="""$

&!人肺腺癌细胞系

>?=!@!5

%货号
=5!56

&'

;==!$6

%货号
=7:9!

&'

AB'!

!68

%货号
=767$

&'

@(:8

%货号
=:!5(

&!宣威肺癌细

胞系
BCA=!7(

%货号
DE=!:89:8854!79

&$ 将细胞培养

含
57F

胎牛血清的
EG<G

培养基中! 置于条件为

9$"

'

(F=H

!

培养箱中$ 待细胞生长稳定后!根据实

验分组需要 ! 采用两组不同位点的短发夹
I&@

%

JK302 K/L0ML* I&@

!

JKI&@

&

JK!%&'!!

沉 默
BCA=!

7(

中
%&'!!

! 其序列分别为
JK!%&'!!!

5

)

(#!D@%==D@=@=@=@@=%DD%!D@=!

%%=@@D@D@D%@==@==@D%%DD%%!

D%=%%%%%%DD@@@@!9#

(

JK!%&'!!!!

)

(#!@D=%%%%DD@@@@@!@%D%%%@D@=@@=%DD=%!

D=%=%=%%D@@D=@D==!@D%%D%=%@@@=@=DD!9#

(

或采用
57 &NOA %&'!!

'

( &P3-OA &'!")

信号通路

抑制剂%

)@Q55!$76!

&处理
BCA=!7(

$

!"$

研究方法

酶联免疫分析 !

.*RSP.!-L*T.U LPP+*3J30V.*2 /J!

J/S

"

<AW>@

#$取血清样本!按照
%&'!!

%人&

<AW>@

检

测试剂盒操作指导检测血清中
%&'!!

含量$

实时荧光定量
?=I

%

0./- 2LP. X+/*2L2/2LY. ?=I

"

I%!X?=I

&$

%0LR3-

一步法提取各实验组细胞中总

I&@

! 按照反转录试剂盒操作指导将其反转录为

,E&@

后进行扩增 $ 引物序列见表
5

%

%/V-. 5

&$

D@?E;

为内参!结果以
!

Z''=2 进行计算$

C.J2.0* V-32

实验$ 依照
IW?@

试剂盒操作指导

提取各实验组细胞中总蛋白!并用
)=@

试剂盒检测

蛋白浓度$ 上样等量蛋白使用
57F >E>!?@D<

电泳

分离蛋白! 而后转膜至
?[E'

膜上!

(F

脱脂奶粉封

闭
! K

后加入一抗%

%&'!!

'

W")!

'

M!W")!

'

M4(

'

&W\

'

M577

及
M(!

!

5$5 777

&

: "

孵育过夜$ 次日加入二抗

%

5$5 777

&室温孵育
5 K

$加入
<=A

显色!曝光显影并

拍照$ 采用
WP/N. ]

软件对蛋白条带灰度进行分析!

将各实验组蛋白条带灰度与对照组对比! 获得蛋白

相对表达量数据$

细胞增殖检测试剂盒%

,.-- ,3+*2L*N TL2!6

"

==\!6

&$

将各实验组细胞以
5%57

: 个
OP-

接种于
84

孔板!依

照
==\!6

试剂盒操作指导! 分别于
7

'

!:

'

:6

'

$!

及

84 K

检测
:(7 *P

光密度值$

流式细胞术$将各实验组细胞浓度调整为
5%57

4

个
OP-

!按照细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒操作指

导对细胞进行染色! 处理后立即置于流式细胞仪检

测分析$

%0/*J^.--

实验$ 将
(%57

: 各实验组细胞接种于

%0/*J^.--

上室!下室加入含胎牛血清的
EG<G

培养

基!

!: K

后将小室用
:F

多聚甲醛固定!

97 PL*

后用

结晶紫染色后拍照$

!"%

统计学处理

采用
>?>> !7_7

统计分析对实验结果进行分

&'()* ! +,-.*, /*01*23*

%/0N.2 >.X+.*,.

%

'

)

'30^/0U M0LP.0

&

>.X+.*,.

%

I

)

I.Y.0J.U M0LP.0

&
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)
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析!两组间比较采用
;

检验!多组间比较采用单因素

方差分析"

<=>9>?

为差异具有统计学意义"

!

结 果

!"# $%&!!

在宣威肺癌中的水平

与正常宣威人相比!

@:A!!

在非宣威肺癌的肺

癌患者#

;B#?9?C

!

<B>9>>D

$及宣威肺癌患者#

;B!#9E#

!

<B>9>>>E

$中显著性增加%而
@:A!!

在宣威肺癌患

者中显著性高于非宣威肺癌的肺癌患者! 差异具有

统计学意义#

;B$9FD

!

<B"9"C!

$#

A/4'(0 7G

$&宣威肺癌

患者随着
@:H

分期升高 !

@:A!!

水平逐渐升高

#

A/4'(0 7I

$%且
@:A!!

水平在淋巴结转移患者中显著

性高于无转移患者#

;B779EE

!

<B"9""E

$#

A/4'(0 7-

$&

检测各细胞系中
@:A!!

!结果表明!其在宣威肺

癌细胞
JKL-!"?

及人肺腺癌细胞
M<-!G!7

'

N--!

$D

'

LJA!!DF

'

G?CF

中
OP:G

(

;B!>9QQ

!

7C9?D

!

7D9!F

!

!E9E!

!

7?9FQ

!

<

均
=>9>?

$及蛋白水平(

;B7$9$E

!

7F9Q$

!

7>9E$

!

D9D!?

!

7Q9D>

!

<

均
=>9>?

$都显著性高于人支气管

上皮样细胞
7ENIR

(

A/4'(0 7S

!

7R

$&

!"! $%&!!

对宣威肺癌恶性生物学行为的影响

在
JKL-!>?

中转染
1.!@:A!!

!结果显示!与对

照组相比!

1.!@:A!!!7

及
1.!@:A!!!!

组
@:A!! OP:G

(

;B!!9Q?

!

7D9!$

!

<

均
=>9>?

$及蛋白水平(

;B779>E

!

7>9!C

!

<

均
=>9>?

$显著性降低(

A/4'(0 !G

!

!I

$& 检测

细胞增殖能力(

A/4'(0 !-

$!沉默
@:A!!

显著性抑制

JKL-!>?

增殖(

;BQC9!7

!

QE9QC

!

<

均
=>9>?

$&

流式细胞术检测凋亡率(

A/4'(0 !S

$及细胞周期

(

A/4'(0 !R

$!结果显示!沉默
@:A!!

组
JKL-!>?

凋

亡率显著性上升(

;B7?9Q

!

7>9$?

!

<

均
=>9>?

$%且敲除

@:A!!

后
JKL-!>?

细胞
T

!

UH

期(

;B!E9?!

!

7F9$F

!

<

均
="9"?

$及
M

期(

;BQC97E

!

QE9?C

!

<

均
="9"?

$细胞显

著性降低!

T

"

UT

7

期细胞显著性增加(

;BQD9E$

!

C!9QQ

!

<

均
="9"?

$&

@(*)1V0++

实验结果显示(
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!
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!

<

均
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$%&!!

对
%&!"(

信号通路的调控

检测
JKL-!>?

和
G?CF

中
:A!"I

信号通路相

关蛋白的表达 (

A/4'(0 QG

$! 经典途径中
W!X"I!

及

WE?

在
JKL-!>?

中的表达水平显著性高于其在

G?CF

中的水平(

;BD9QE

!

7797$

!

<

均
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$!而
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在

JKL-!>?

中显著性下调(

;BE9DF

!

<B>9>Q?

$%而非经典

途径中
:XY

'

W7>>

及
W?!

在
JKL-!>?

及
G?CF

中的

表达水平无显著性差异 (
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!
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!
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!
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肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
$

期
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!" 沉默
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表达水平 #
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及
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肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
$

期
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!"细胞凋亡 #
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$
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!以及迁移 #
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$
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!#

D/4'(0 CEFCG

!%但同时使用
H:D!!

及
EIJ77!$"K!

处理
LMN-!<=

细胞后$ 与仅采用

H:D!!

处理组相比$细胞增殖能力降低#

>?!O9K7

$

A?

<9<CC

!$凋亡促进 #

>?7B97C

$

A?<9<<!

!$细胞周期由

P

!

QR

期及
S

期转至
P

"
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7

期 #

>?C9=7

$

O97$!
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@9""$
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均
;"9"=

!$ 且细胞迁移能力也显著性降低 #

>?

7"9!C7

$

A?"9""K

!&

B

讨 论

宣威肺癌不仅具有高发性$ 还具有恶性程度高

及预后差等特征$对患者的生命及健康产生着极严

重的威胁'

K

(

& 因此$研究宣威肺癌发生发展的机制对

肺癌诊断和治疗意义重大&

H:D!!

是一种主要由单核细胞和巨噬细胞分泌

的细胞因子$因其具有抑制肿瘤生长)使其发生坏死

的作用而在肿瘤研究中备受关注'

@

(

& 本研究结果发

现$

H:D!!

在宣威肺癌患者及宣威肺癌细胞
LMN-!

"=

中均显著性上调%且临床数据显示
H:D!!

水平与

宣威肺癌
H:R

分期及淋巴转移密切相关& 这可能

是因为肿瘤细胞自身可分泌
H:D!!

$ 且在其发生迁

移)侵袭的过程中浸润的细胞受肿瘤抗原刺激也会

产生
H:D!!

'

7"

(

$因此导致癌症患者血清
H:D!!

升高&

针对
H:D!!

在非小细胞肺癌中的研究发现$其在癌

组织中的水平显著性高于癌旁组织$且在肿瘤体积

较大)淋巴结转移以及分化程度较低的
"

期患者体

内呈现较高水平%而针对原发性肺癌患者的研究则

表明$ 血清
H:D!!

的水平测定可用于评估患者预

后& 本研究结果也证实
H:D!!

在宣威肺癌中高表

达$且其水平随临床进展加深而增加&

本研究发现沉默
H:D!!

可使宣威肺癌细胞发

生细胞周期阻滞$在此过程中$细胞
T:I

合成或有

丝分裂可能被抑制$进而导致其增殖及迁移能力减

弱$与此同时$细胞凋亡则被促进%进一步实验证实$
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肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
$

期

快细胞周期!促进细胞增殖"

#!

#

$ 而抑制
%&!!'

信号

通路后! 下调的
(!)!'"

及
(*+

与
,%-

结合活性降

低!激活了
./0(/01

介导的细胞凋亡"

23

#

$ 此外!抑制

4%&!"5%&!!'

信号通路可调控非小细胞肺癌上皮间

质转化!进而抑制其迁移和侵袭"

#6

#

$

4%&!"

在非小细

胞肺癌中发挥作用的方式除通过调控
%&!!'5789

炎症通路实现!还可通过对去
:;<=

化修饰的调控

参与肿瘤的发生过程"

2+

#

$由此推测!

4%&!"

在宣威肺

癌中发挥促癌作用的方式也可能是多种多样的!仍

需进行更深入的研究$

综上所述! 宣威肺癌中上调的
4%&!"

通过激活

%&!!'

经典信号通路发挥对宣威肺癌恶性生物学行

为的促进作用!希望通过本研究为宣威肺癌进展机制

提供理论依据!为寻求新的治疗途经提供参考依据$
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