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#

摘 要"$目的% 探究微小
%&'

&

45678%&'

"

45%

#

!!()*

靶向调控酪氨酸蛋白激酶
!9

信号转导和转录激活因子
0

&

+*:;< =78>?5: >@78<5:? =78>?5: A5:*<? !9 <5B:*C >7*:<D;6?7 *:D *6>5E*>87 8F >7*:<675=>58: 0

"
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#信号通
路对鼻咽癌细胞增殖'侵袭'自噬及血管生成的影响( $方法%

/*7B?> .6*: G;4*:

预测
45%!!#)*

与
+',!

的结
合位点"双荧光素酶实验验证

45%!!#)*

与
+',!

是否结合)免疫组化染色检测正常鼻咽黏膜组织'鼻咽癌组
织标本

=!+',!

'

=!./'/0

的表达水平" 并分析
=!+',!

'

=!./'/0

表达水平与患者临床病理参数的关系* 采用
H5=8F?6>*45:?

/I

0222

将
45%!!#)*

模拟物双链小
%&'

+ 阴性对照双链小
%&'

转染至
J&K!!

细胞构建过表达
45%!!#)*

细胞系"细胞分为对照组'

45%!&J

组'

45%!!#)*

组* 将抑制剂双链小
%&'

"抑制剂对照双链小
%&'

转染至
J&K!!

细胞构建低表达
45%!!#)*

细胞系"细胞分为对照组'抑制
45%!&J

组'抑制
45%!!#)*

组* 采用
L%/MNJ%

检测细胞
+',!

'

./'/0 4%&'

表达水平)

I//

法'

/7*:<O?CC

小室'皮下种植瘤模型'小管形成实验'

吖啶橙染色分别检测细胞增殖'侵袭'移植瘤生长'血管形成和自噬泡形成的能力)

P?<>?7: QC8>

检测
+',!

'

=!

+',!

'

./'/0

'

=!./'/0

'微管相关蛋白轻链
0!!

&

45678>;Q;C?!*<<865*>?D =78>?5: C5BR> 6R*5: 0!!

"

JH0!!

#'酵母
自噬相关基因

)

的哺乳动物同源体&

*;>8=R*B@ 7?C*>?D =78>?5: '/S)

"

T?6C5:#

#'血管内皮生长因子 &

E*<6;C*7

?:D8>R?C5*C B78O>R F*6>87

"

UKSV

#的表达水平* $结果% 双荧光素酶实验验证了
45%!!()*

对
+',!

的靶向调控
作用* 鼻咽癌组织

=!+',!

'

=!./'/0

阳性表达率&

$1W3X

"

)YW0X

#明显高于正常鼻咽黏膜组织&

(3X

"

(0W0X

#

&

NZ3W31

#*

=!+',!

'

=!./'/0

表达越高"浸润深度越严重"越容易发生淋巴结和远处转移&

N

均
Z3W31

#* 细胞实
验显示,与

45%!&J

组相比"

45%!!()*

组细胞
![

'

[Y

'
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'

\) R

吸光度值!

3W0!"3W30!E< 3W(1"3W3[

'

3W1Y"3W3$!E<

3W!["3W3)

'

3WY)"3W(3!E< 3W[("3W3)

'

(W[Y"3W((!E< 3W$1"3W3$

-'细胞侵袭数目!

(3(W33"((W33!E< !!W)$"1W$$

-'血管
形成数目!

(!$W10"(3W)(!E< $[W0)"YW[Y

-明显降低"移植瘤体积$!

( 1[1W!("$3W$(

-

44

0

!E<

!

[Y1W!["\(W\!

-

44

0

-%

减小"

+',!

'

=!+',!

'

=!./'/0

'

UKSV

蛋白表达量 !

(WY1"3W3$!E< 3W\0"3W((

'

(W30"3W3$!E< 3W0!"3W31

'

3W\!"3W3\!

E< 3W[["3W3Y

'

(W($"3W31!E< 3W11"3W3$

-明显减少!

N

均
Z3W31

-)细胞自噬能力'

T?6C5:(

'

JH0!!

蛋白表达量!

3W03"

3W3Y!E< (W30"3W((

'

3W0Y"3W3[!E< (W33"3W3Y

-均显著性升高!

NZ3W31

-* 与抑制
45%!&J

组相比"抑制
45%!!()*

组
+',!

'

=!+',!

'

=!./'/0

蛋白表达量!

(W01"3W3$!E< !(W\0"3W((

'

3W11"3W3$!E< (W!Y"3W((

'

3W[1"3W3$!E< (W!0"3W((

-

明显升高!

N

均
Z3W31

-* $结论%

+',!

'

./'/0

在鼻咽癌组织及细胞中表达量升高且发挥促癌作用"其作用机
制可能是

45%!!()*

通过靶向调控
+',!9./'/0

信号通路"提高了细胞自噬水平"抑制了增殖'迁移和血管形成
能力"对鼻咽癌患者的治疗和预后具有指导意义*
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鼻咽癌是一种源发于鼻咽部的头颈部恶性肿

瘤!其起病隐匿!转移性强!大多数患者就诊时已属

中晚期!且治疗后容易复发或远处转移"

#;!

#

$ 临床常

用放疗联合化疗进行中晚期及远处转移患者的治

疗!然而效果欠佳$ 因此!探寻鼻咽癌的分子靶向治

疗极为重要$研究发现细胞自噬与肿瘤的发生%发展

密切相关!是肿瘤细胞存活的关键因素之一"

<;=

#

$ 临

床将自噬诱导剂作为一种化疗药物与放疗综合治疗

鼻咽癌$ 肿瘤的生长%转移依赖于血管生成!新生的

血管促进了肿瘤的侵袭和转移$因此!抑制肿瘤微血

管生成是抑制肿瘤恶性进展的关键 $ 微小
>:?

&

@/3(&>:?

!

@/>

'是一种长度约为
!!

个核苷酸的单

链非编码
>:?

! 能够与靶
@>:? <!

非编码区 &

<!

AB>

'特异性结合!使转录后靶基因表达沉默$

@/>"

!#C*

是一种与肿瘤发生相关的功能性
@/>:?

!参与

多种肿瘤的发生%发展$

D*)4

等"

E

#发现
@/>"!#C*

通

过靶向调控微管相关蛋白
#F

的表达!抑制人结肠癌

细胞自噬$

G.*)4

等"

C

#发现
@/>"!7C*"EH

通过调节肿

瘤蛋白翻译调节因子
7

的表达! 抑制胰腺癌细胞自

噬的发生$

D*)4

等 "

$

#发现
@/>"!7C*

通过抑制抗分

化非编码
>:?

的表达! 抑制胶质瘤细胞的增殖%迁

移和血管生成$

B*&

等"

I

#发现
@/>"!7C*

通过抑制酪

氨酸蛋白激酶
!J

信号转导和转录激活因子
<

&

%*)'1

H(&K0/) K5(&1/)0 H(&K0/) L/)*10 !J 1/4)*+ K(*)1M'30(

*)M *3K/N*K&( &, K(*)13(/HK/&) <

!

%?O!JFB?B<

'信号通

路抑制胃癌细胞的侵袭转移和上皮间质转化$ 关于

@/>"!7C*

与鼻咽癌的关联以及对细胞自噬水平和

血管形成可能的作用机制研究较少$ 本研究拟探讨

@/>"!7C*

及其靶基因在鼻咽癌组织和细胞中的表

达水平! 以及是否通过调控
%?O!JFB?B<

信号通路

对细胞自噬水平和微血管形成产生影响! 为治疗鼻

咽癌提供理论和实验依据$

7

资料与方法

!"!

临床资料

收集宁德师范学院附属宁德市医院
!"7P

年
!

月至
7"

月期间鼻咽癌患者
C"

例的病历资料及鼻咽

黏膜组织标本$采集的标本保存于液氮$一般临床资

料包括年龄%性别%淋巴结转移%浸润深度%

B:Q

分

期等临床信息$ 纳入标准(

!

经病理确诊为鼻咽癌)

"

无其他部位恶性肿瘤$排除标准(

!

癌旁组织有明

显的炎症细胞浸润)

"

其他恶性肿瘤)

#

妊娠或哺乳

期女性$另外选取健康者
<"

人鼻咽黏膜组织为对照

组$ 患者均签署知情同意书$ 本研究已获得宁德师范

学院附属宁德市医院伦理委员会批准&

!"7$"P"$
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K& M0K03K K.0 *R/+/K5 &, 30++ H(&+/,0(*K/&)

!
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(01H03K/N0+59 D01K0() R+&K S*1 '10M K& M0K03K K.0 0TH(011/&) +0N0+ &, H"%?O!

!

H"FB?B<

!

@/3(&K'R'+0"*11&3/*K0M

H(&K0/) +/4.K 3.*/) <"$ U-V<"$W
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50*1K *'K&H.*45"(0+*K0M 40)0 C @*@@*+1 .&@&+&4 U*'K&H.*45 (0+*K0M H(&K0/)

?BXC

!

Y03+/)#W

!

N*13'+*( 0)M&K.0+/*+ 4(&SK. ,*3K&(U8ZX[W9

"

>01'+K1

#

B.0 M'*+ +'3/,0(*10 *11*5 N0(/,/0M K.0 K*("

40K0M (04'+*K/&) &, @/>"!#C* &) %?O!9 B.0 H&1/K/N0 0TH(011/&) (*K0 &, H"%?O! *)M H"FB?B< /) )*1&H.*(5)40*+

3*(3/)&@* K/11'01 U$E9\]

!

CI9<]W S*1 1/4)/,/3*)K+5 ./4.0( K.*) K.*K &, )&(@*+ )*1&H.*(5)40*+ @'3&1*+ K/11'01

U7\9\]

!

7<9<]WU^_\9\EW9 ?)M K.0 0TH(011/&) &, H"%?O! *)M H"FB?B< S*1 H&1/K/N0+5 3&((0+*K0M S/K. K.0 M0HK. &,

/)N*1/&)

!

+5@H. )&M0 *)M M/1K*)K @0K*1K*1/1U^ *++ _\9\EW9 -&@H*(0M S/K. K.0 @/>":- 4(&'H

!

K.0 *R1&(R*)30 N*+"

'0 *K !=

!

=I

!

$!

!

PC .U\9<!#\9\<!N1 \97E#\9\=

!

\9EI#\9\$!N1 \9!=#\9\C

!

\9IC#\97\!N1 \9=7 #\9\C

!

79=I#\977!

N1 \9$E#\9\$W

!

)'@R0( &, 30++ /)N*1/&)U7\79\\#779\\!N1 !!9C$#E9$$W

!

)'@R0( &, R+&&M N0110+ ,&(@*K/&)U7!$9E<#

7\9C7!N1 $=9<C#I9=IW *)M K(*)1H+*)K0M K'@&( N&+'@0

"

U7 E=E9!7#$\9$7W @@

<

!N1 U=IE9!=#P79P!W @@

<

'#
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(0M'30M /) K.0 @/>"!7C* 4(&'H9 B.0 0TH(011/&) &, %?O!

!
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!

H"FB?B< *)M 8ZX[ H(&K0/) U79IE#\9\$!N1
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79\<#\9\$!N1 \9<!#\9\E
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研究材料

人鼻咽癌细胞株
%&'!!

! 人脐静脉内皮细胞株

()*'%+

"上海中科院细胞所#$ 裸鼠%斯贝福"北京#

生物技术有限公司& 许可证号'

,-./

"京#

!"01!

""2"

()

345!!067

模拟物双链小
5&8

! 阴性对照双

链小
5&8

!

345!!067

抑制剂双链小
5&8

!抑制剂对

照双链小
5&8

"上海吉码制药技术有限公司#*

345!

!067

+

98/!

!

,:8:2

引物"上海生工生物工程有限公

司#*兔抗人
98/!

!

,:8:2

!

;!98/!

!

;!,:8:2

!微管相

关蛋白轻链
2!!

"

34<=>?@A@BC!7++><47?CD ;=>?C4E B4FG?

<G74E 2!!

&

%H2!!

#!酵母自噬相关基因
6

的哺乳动

物同源体"

7@?>;G7FI =CB7?CD ;=>?C4E 8:J6

&

KC<B4E0

#!

血管内皮生长因子"

L7+<@B7= CED>?GCB47B F=>M?G N7<!

?>=

&

*'JO

#单克隆抗体"美国
%CBB ,4FE7B :C<GE>B>FI

公司#*免疫组化
,!P

试剂盒"上海碧云天生物技术

有限公司#*胎牛血清!

5PQR 06ST

培养基!胰蛋白酶

"美国
J4A<>

公司#*

:=4U>B 5&8

提取试剂盒!

H4;>!

NC<?734EC

:Q

2"""

脂质体!反转录试剂盒"大连宝生物

技术有限公司#*

K%8

蛋白测定试剂盒"南京凯基生

物技术有限公司#*

V-%W S!XV

型双垂直电泳仪"北

京六一仪器厂#* 二氧化碳培养箱 "美国
:GC=3>

公

司#*

%/.S0

倒置荧光显微镜"日本
YB43;@+

公司#)

!"$

方 法

0Z2Z#

细胞转染及分组

将
%&'!!

细胞接种于
#T[

胎牛血清的
5PQR

06ST

培养基& 当细胞融合达到
\T[

时胰酶消化传

代) 以
0"0T

X 个
]

孔的密度将细胞接种于
6

孔板&采

用
H4;>NC<?734EC

:Q

2TTT

将
345!!067

模拟物双链小

5&8

! 阴性对照双链小
5&8

转染至
%&'!!

细胞构

建过表达
345!!067

细胞系& 细胞分为对照组!

345!

&%

组 !

345!!067

组 ) 将
345!!067

抑制剂双链小

5&8

! 抑制剂对照双链小
5&8

转染至
%&'!!

细胞

构建低表达
345!!067

细胞系& 细胞分为对照组!抑

制
345!&%

组!抑制
345!!067

组)

0Z2Z!

靶基因预测及双荧光素酶实验

使用生物信息学数据库
:7=FC? ,<7E (@37E

预

测
345!!067

的相关靶基因&发现
98/!

基因可能是

345!!067

的靶基因)以
98/!

质粒为载体&分别构建

野生型
2#):5

"

98/! 2$):5!^:

# 和突变型
2$):5

"

98/! 2$):5!Q):

#质粒) 将两种质粒分别与
345!

!067

模拟物双链小
5&8

!阴性对照双链小
5&8

混

合&通过
H4;>NC<?734EC

:Q

2TTT

分别共转染至细胞&转

染
S\ G

后&收集各组细胞制备细胞裂解物&按试剂

盒要求检测荧光素酶活性)

0Z2Z2

免疫组化检测鼻咽癌患者
;!98/!

!

;!,:8:2

蛋白表达水平

取患者冻存的鼻咽黏膜组织&经固定!包埋等步

骤制作成
2 "3

石蜡切片) 经
6T %

熔蜡!二甲苯脱

蜡!乙醇梯度脱水!高压抗原修复后&分别滴加
;!

98/!

!

;!,:8:2

"

0&!TT

#一抗孵育过夜&"辣根过氧化

物酶标记#二抗孵育
!T 34E

&

V8K

显色液显色&苏木

精复染&乙醇梯度脱水!透明!封片&镜检"

'!TT

#)

染色结果判定'随机选取
X

个视野&根据染色面

积及强度进行评分) 染色面积'

0[(X[

为
T

分&

6[(

!X[

为
0

分&

!6[(XT[

为
!

分&

X0[(0TT[

为
2

分)

染色强度'未染色为
T

分&淡黄色为
0

分&棕黄色为

!

分&棕褐色为
2

分) 染色面积
"

染色强度为染色总

分&总分
!2

分为阳性表达&

)2

分为阴性表达)

0Z2ZS _5:`P%5

检测各组细胞
98/!

!

,:8:2 35&8

表达水平

采用
:=4U>B

法提取
%&'!!

细胞总
5&8

) 反转录

成
<V&8

进行扩增&

J8PV(

为内参) 公式
!a#$%:

计算
98/!

!

,:8:2

的相对表达水平) 反应体系'

1S%

预变性
2" +

&

1S% X +

&

6! % 2" +

&

S"

个循环)

P%5

引

物序列'

98/!!O

'

X$!:%:J:JJJ8J8:%:J%8J:J!2$

&

98/!!5

'

X$!:::%8J8J%:J:%8:%%J:J!2$

*

,:8:2!O

'

X$!J8%%%J%%88%888::88J!2$

&

,:8:2!5

'

X$!:J!

J:J:%%8J:::8%%8%J8!2$

*

J8VP(!O

'

X$ !:%88!

J88JJ:JJ:J88J%8JJ!2$

&

J8VP(!5

'

X$ !8J%J!

:%888JJ:JJ8JJ8J:J!2$

)

0Z2ZX Q::

法检测细胞增殖能力

细胞转染
!S G

后&用胰酶消化细胞并制成细胞

悬液&以
0"0"

2 个
]

孔的密度将细胞接种于
16

孔板&

每孔设
2

个复孔&分别培养
!S

!

S\

!

$!

!

16 G

&然后加

入
Q::

溶液&

2$ %

孵育
S G

&离心去上清&最后加入

VQ,Y

溶解紫色结晶&使用酶标仪于
S1" E3

波长处

检测吸光度值)

0Z2Z6 :=7E+MCBB

小室实验检测细胞侵袭能力

在
:=7E+MCBB

小室平板平铺一层
Q7?=4FCB

基质

胶"约
0"" "H

#&并将以无血清培养基中的各组单细

胞悬液加至上室&在小室下室平铺含有
!"[

胎牛血

清的
VQ'Q

培养基&置入
2$ %

!

X[%Y

!

培养箱中培

1"$



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
##

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!768&+9!$6:&9##

养
!; .

!

<=>

清洗后!甲醛固定!结晶紫染色后!显微

镜"

!;""

#下观察并计数穿过膜的细胞数$

79?9$

裸鼠皮下种植瘤模型检测细胞体内生长能力

裸鼠分为对照组%

@/A":-

组%

@/A"!7B*

组!每

组各
C

只$ 调整转染后
-:D"!

细胞浓度! 以
7!7"

B

个
E

孔的密度将细胞接种于
!;

孔板培养! 胰酶消化

并收集细胞!制成密度为
#!#F

$ 个
E@G

的细胞悬液$

裸鼠右肩背部皮下接种
F9! @G

! 每周接种
#

次!

$#

#F H

形成肿瘤$

;

周后拍照!颈椎脱臼法处死裸鼠!

剥离瘤体并计算体积$

#9?9C

小管形成实验检测各组细胞的血管生成能力

IJK-D1

细胞转染实验同上!在
LB

孔培养板上

平铺一层新鲜配制的
K*M(/40+

胶! 迅速转移进无菌

培养箱设定
?$$

!待
K*M(/40+

溶胶凝固后!将
IJK-D1

细胞以
#!#F

; 个
E@G

接种在
LB

孔板中继续培养
;C .

!

每孔设
?

个复孔!于显微镜&

!;FF

#下观察细胞的血

管生成情况$

#9?9L

吖啶橙染色检测细胞自噬泡的形成

收集各组转染后细胞!以
N!7"

; 个
E

孔的密度将

细胞接种于
!;

孔板!于培养箱中培养
;C .

!每孔设

?

个复孔!用吖啶橙溶液&终浓度为
7 @4EG

#避光染

色
7N @/)

!

<=>

洗涤后置于倒置荧光显微镜&

!;""

#

下观察并拍照$

79?97" O01M0() P+&M

检测细胞
%QR!

!

>SQS?

!

T"%QR!

!

T">SQS?

!

-G?"!

!

=03+/)7

!

8DUV

蛋白表达水平

收集各组
-:D"!

细胞!加入
AW<Q

裂解液!超声

匀浆提取总蛋白!

=-Q

蛋白检测试剂盒测定蛋白浓

度!进行
>X>"<QUD

电泳!湿转至
<8XV

膜!用含
NY

脱脂牛奶
S=>S

封闭
! .

!加入一抗&

7%! """

#

; $

孵

育过夜!加入二抗&

7%7" """

#室温孵育
! .

!用
D-G

化

学发光剂进行显影! 以
UQ<XI

为内参校正!

W@*40 %

软件进行发光结果的灰度分析$

!"#

统计学处理

数据分析采用
><>>7B9"

软件! 作图工具采用

U(*T.T*H N9"

!计数资料采用
"

! 检验'计量资料以
!&1

表示!采用独立样本
M

检验$

<Z"9"N

为差异具有统计

学意义$

!

结 果

$"! %&'!$!()

靶向调控
*+,$

的表达

S*(40M >3*) I'@*)

在线数据库预测结果显示!

@/A"!7B*

与
%QR!

基因存在
7

个结合位点! 位于第

C??[C;"

核苷酸位置$ 双荧光素酶报告基因结果显

示!转染
@/A"!7B*

后 !与
@/A":-

组相比 !野生型

%QR!

的荧光素酶活性显著性降低 &

"9L?&"9"N!\1

"9;7&"9";

#&

<Z"9"N

#'而突变型
%QR!

荧光素酶活性

无显著性差异 &

"9LC&"977!\1 "9L;&"9"?

#&

<]"9"N

#

&

V/4'(0 7

#!说明
@/A"!7B*

与
%QR!

具有靶向调控关系$

$"$

鼻咽癌患者
-!*+,$

!

-!./+/0

的表达

免疫组化染色结果显示!

T"%QR!

%

T">SQS?

主要

在鼻咽癌组织中呈阳性表达!

B"

例患者中的阳性表

达率分别为
$N9"Y

%

BC9?Y

$

?"

人健康者阳性表达率

分别为
7"9"Y

%

7?9?Y

$ 鼻咽癌组织阳性表达率显著

性高于正常鼻咽黏膜组织&

<

均
Z"9"N

#&

V/4'(0 !

#$

$"0 -!*+,$

!

-!./+/0

表达与鼻咽癌患者临床病理

特征之间的关系

将
B"

例患者按照
T"%QR!

%

T">SQS?

相对表达

量分为阳性组 &

T"%QR!

(

;N

例'

T">SQS?

(

;7

例)%阴

性组"

T"%QR!

(

7N

例'

T">SQS?

(

7L

例)!肿瘤局限在

S

7

#S

!

期鼻咽癌组织的
T"%QR!

%

T">SQS?

阳性表达率

明显低于肿瘤侵犯
S

?

#S

;

期鼻咽癌组织"

<

均
Z"9"N

)'

无淋巴结转移的鼻咽癌组织中
T"%QR!

%

T">SQS?

阳

性表达率明显低于淋巴结转移的鼻咽癌组织"

<

均
Z

"9"N

)' 无 远 处 转 移 的 鼻 咽 癌 组 织 中
T"%QR!

%

T"

>SQS?

阳性表达率明显低于有远处转移的鼻咽癌组

织"

<

均
Z"9"N

)$

T"%QR!

%

T">SQS?

在
##!

期患者中

的阳性表达率明显低于
$[%

期患者"

<

均
Z"9"N

)'

T"

%QR!

%

T">SQS?

表达与鼻咽癌患者年龄和性别无关

"

S*P+0 7

)$

$"#

各组细胞
*+,$

!

./+/0 %'1+

表达水平比较

^AS"<-A

结果显示!与对照组"

79F7&F9FN

%

79F7&

F9F;

) 和
@/A":-

组 "

F9LL&F9FN

%

79FF&F9F?

) 相比!

:&M0

(

_

(

-&@T*(0H `/M. @/A":- 4(&'T

!

<Z"9"N

2&3456 ! %&'!$!() 7)53678 796 6:-5688&;< ;= *+,$

@/A":-

@/A"!7B*

-&)M(&+ O/+H %QR! K'M*)M %QR!

79N

79"

"9N

"

A
0
+
*
M
/
\
0
0
a
T
(
0
1
1
/
&
)
&
,

,
+
'
&
(
0
1
3
0
)
3
0

L"C



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
##

期

%&'(')*&

+*,*-./.,0

1

+!234! .5+,.00'6( +!78389 .5+,.00'6(

:60'/';.

!

(<=>

"

1.?*/';.

!

(<@>

"

!

!

: :60'/';.

!

(<=@

"

1.?*/';.

!

(<@A

"

!

!

:

3?.BC.*,0 6&DE

"F> 9F !F

!

$!G!!

"

@"

!

!$G$H

"

"G9$" "G>=9

!$

!

$>G""

"

A

!

!>G""

"

@GH=A "G@$=

!F> != @A

!

$AG@$

"

>

!

!"GH9

"

@=

!

>HG99

"

@"

!

=@GF$

"

I.(D.,

J*&. =9 9@

!

$!G"A

"

@!

!

!$GA@

"

"GFH= "G="H

!H

!

F>G@!

"

@>

!

9=GHH

"

"G$!F "G9A=

K.-*&. @$ @=

!

H!G9>

"

9

!

@$GF>

"

@9

!

$FG=$

"

=

!

!9G>9

"

8 0/*?.

8

@

#8

!

9! @H

!

>FG!>

"

@=

!

=9G$>

"

@!GH>$ L"G""@

@H

!

>FG!>

"

@=

!

=9G$>

"

=GF!$ "G"9@

8

9

#8

=

!H !$

!

AFG=9

"

@

!

9G>$

"

!9

!

H!G@=

"

>

!

@$GHF

"

1 0/*?.

1

"

#1

@

9@ @$

!

>=GH=

"

@=

!

=>G@F

"

@9GA"= L"G""@

@$

!

>=GH=

"

@=

!

=>G@F

"

>G9AH "G"!"

1

!

#1

9

!A !H

!

AFG>>

"

@

!

9G=>

"

!=

!

H!G$F

"

>

!

@$G!=

"

J 0/*?.

J

"

=F 9@

!

F$G9A

"

@>

!

9!GF@

"

FG"H$ "G"@=

!$

!

>HG$"

"

@A

!

=@G9"

"

HG=F! "G""=

J

@

@= @=

!

@""G""

"

" @=

!

@""G""

"

"

81J 0/*?.

"## F !

!

99G99

"

=

!

FFGF$

"

@!GH!F "G""!

!

!

99G99

"

=

!

FFGF$

"

@!G@HA "G""!$ !A @A

!

F>G>!

"

@"

!

9=G=H

"

@F

!

>>G@$

"

@9

!

==GH9

"

% !> !=

!

AFG""

"

@

!

=G""

"

!9

!

A!G""

"

!

!

HG""

"

!!16/.0

#

3

#

+!234! .5+,.00'6( '( (6,-*& (*06+M*,C(?.*& -N)60* /'00N.

$

O

#

+!234! .5+,.00'6( (*06+M*,C(?.*& )*,)'(6-* /'00N.

$

%

#

+!78389 .5+,.00'6( '( (6,-*& (*06+M*,C(?.*& -N)60* /'00N.

$

P

#

+!78389 .5+,.00'6( (*06+M*,C(?.*& )*,)'(6-* /'00N.

!"#$%& ' ()* *+,%&--"./ .0 ,!123' 4/5 ,!6(2(7 "/ /4-.,)4%8/9*4: ;"--$*- <"=>>?

@4A:* B @)* %*:4;"./-)", A*;C**/ ;)* *+,%*--"./ .0 ,!D23=

!

,!6(2(7 4/5 ;)* E:"/"E.,4;).:.9"E4: E)4%4E;*%"-;"E- .0

,4;"*/;- C";) /4-.,)4%8/9*4: E4%E"/.F4

"

/<G?

#

3 O % P

-'Q!!@F*

组的
234!

%

78389 -Q13

表达水平!

RG=@$

"G"$

%

"G=F$"G">

"明显降低!

:L"G">

"

S

而对照组与
-'Q!1%

组
234!

%

78389 -Q13

表达水平比较无统计学差异

!

:T"G">

"!

K'?N,. 9

"&

=HI

各组细胞增殖能力比较

J88

检测结果显示' 对照组
!=

%

=H

%

$!

%

AF M

的

UP

值分别为
"G9F$"G"F

%

"G>>$"G"$

%

"GHA$"G"H

%

@G>9$

"G@@

'

-'Q!1%

组分别为
"G9!$"G"9

%

"G>H$"G"$

%

"GHF$

"G@"

%

@G=H$"G@@

'

-'Q!!@F*

组分别为
"G@>$"G"=

%

"G!=$

"G"F

%

"G=@$"G"F

%

"G$>$"G"$

&与对照组和
-'Q!1%

组相

比'

-'Q!!@F*

组
!=

%

=H

%

$!

%

AF M UP

值显著性降低!

:

均
L"G">

"$ 而对照组和
-'Q!1%

组
!=

%

=H

%

$!

%

AF M

UP

值差异无统计学意义!
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#
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肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
##

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!768&+9!$6:&9##

!"#

各组细胞侵袭能力比较

;(*)1<0++

小室实验显示!与对照组"

#=>9??!##9=!

#

和
@/A":-

组"

#=#9==!##9==

$相比!

@/A"!#B*

组细胞

穿过
C*D(/40+

胶的数量 %

!!9B$!E9$$

$ 明显减少 "

FG

"9"E

$&而对照组和
@/A":-

组细胞穿过
C*D(/40+

胶的

数量差异无统计学意义%

FH"9"E

$%

I/4'(0 E

$'

!"$

各组裸鼠皮下种植瘤体内生长能力比较

皮下种植瘤实验结果显示!与对照组(%

7 BE"9J!!

!7!97?

$

@@

?

$)和
@/A":-

组(%

7 EJE9!7!$"9$7

$

@@

?

)

相比!

J

周后!

@/A"!7B*

组裸鼠体内移植瘤的体积

(%

JKE9!J!>79>!

$

@@

?

)明显变小%

FG"9"E

$!而对照组

和
@/A":-

组瘤体的体积差异无统计学意义 %

FH

"9"E

$%

I/4'(0 B

$'

!"%

各组细胞血管生成能力比较

小管形成实验结果显示!与对照组%

7?"9!E!7J97J

$

和
@/A":-

组%

7!$9E?!7"9B7

$相比!

@/A"!7B*

组细胞

小管生成的数量%

$J9?B!K9JK

$明显下降%

FG"9"E

$!而

对照组和
@/A":-

组细胞小管形成数目的差异无统

:&D0

*

L

*

-&@M*(0N </D. @/A":- 4(&'M

!

FG"9"E

&'()*+ , -./01*'2.3 .4 5+66 '3712'.3 18'6'9: '3 +15; (*.)0

!9"

79E

79"

"9E

"

2
O
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*
+
'
0
Q
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>
=
)
@
R

:&D0

*

L

*

-&@M*(0N </D. @/A":- 4(&'M

!
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&'()*+ < -./01*'2.3 .4 5+66 0*.6'4+*19'.3 18'6'9:
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肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
##

期

计学意义!

%&"'()

"!

*+,-./ $

"#

!"#

各组细胞内自噬溶酶体的表达比较

吖啶橙染色结果显示$细胞中酸性自噬泡产生

红色荧光# 对照组和
0+1!23

组细胞内荧光微弱$存

在少量酸性自噬泡%

0+1!!#45

组细胞内荧光强烈$

存在大量酸性自噬泡!

*+,-./ 6

"#

!"$%

各组细胞
&'(!

!

)!&'(!

!

*+'+,

!

)!*+'+,

!

-./012$

!

34,!!

!

5678

蛋白表达水平比较

过表达
0+1!!#45

细胞株中$ 对照组
789!

&

:!

789!

&

;<8<=

&

:!;<8<=

&

>/?@+AB

&

3C=!!

&

DEF*

蛋白

表达水平分别为
B'G="H'BB

&

B'"!""'"G

&

B'$)""'"$

&

"'G"""'"$

&

"'=!""'"$

&

"'=6""'"I

和
B'B)""'"$

$

0+1!23

组 分 别 为
B'6) ""'"$

&

B'"= ""'"$

&

B'$6 ""'BB

&

"'G! "

"'"G

&

"'="""'"6

&

"'=6""'"I

和
B'B$""'")

$

0+1!!B45

组

分别为
"'G=""'BB

&

"'=!""'")

&

B'$=""'BB

&

"'II""'"6

&

B'"=""'BB

&

B'""""'"6

和
"'))""'"$

#与对照组和
0+1!

23

组 相 比 $

0+1!!B45

组 细 胞
789!

&

:!789!

&

:!

;<8<=

&

DEF*

蛋 白 表 达 水 平 明 显 减 少 $

>/?@+AB

&

3C=!!

蛋白表达水平明显增多!

%

均
J"'")

"%而对照

组和
0+1!23

组细胞各蛋白表达水平差异无统计学

意义!

%&"'")

"!

*+,-./ G

"#

低表达
0+1!!B45

细胞株中$ 对照组
789!

&

:!

789!

&

;<8<=

&

:!;<8<=

蛋白表达水平分别为
B'I="

"'BB

&

"'IG""'")

&

B'=6""'BB

和
"')=""'"I

% 抑制
0+1!

23

组 分 别 为
B'=) ""'"$

&

"')) ""'"$

&

B'=) ""'BI

和

"'I) ""'"$

% 抑 制
0+1!!B45

组 分 别 为
B'G= ""'BB

&

B'!6""'BB

&

B'="""'BI

和
B'!=""'BB

# 与对照组和抑制

0+1!23

组相比 $ 抑制
0+1!!B45

组细胞
789!

&

:!

789!

&

:!;<8<=

蛋白表达水平明显增多!

%

均
J"'")

"%

而对照组和抑制
0+1!23

组细胞各蛋白表达水平差

异无统计学意义!

%&"'")

"!

*+,-./ B"

"#

=

讨 论

0+128

作为靶基因的调控因子$对多种肿瘤的

生长&侵袭&化疗耐药性&血管形成等生物学功能具

有重要调控作用#

0+1!!B45

在诸多恶性肿瘤组织中

异常表达#

K-

等'

G

(发现
0+1!!B45

在乳腺癌组织中

低表达$并且与恶性预后相关#通过靶向调控长链非

编码
128 L:5

相互作用蛋白
)!

反义
128B

抑制细

胞的增殖&迁移和侵袭$在乳腺癌中充当肿瘤抑制性

0+128

#

K5A,

等'

B"

(发现在结直肠癌中
0+1!!B45

靶

3MAN.M@ 0+1!23 0+1!!B45

B)H

BHH

)H

H

2
-
0
O
/
.
M
P
?
/
@
@
+
A
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R
+
M
A

3MAN.M@ 0+1!23 0+1!!B45

819:;. < 3=>)?;1@=2 =A /.00 ?291=9.2.@1@ ?B101CD 12 .?/E 9;=:)

!2MN/

)

S

)

3M0:5./T U+NV 0+1!23 ,.M-:

$

%JH'H)

819:;. F 3=>)?;1@=2 =A ?:C=)E?91/ 0D@=@=>. .G);.@@1=2 12 /.00@ =A .?/E 9;=:) H"I%%J

3MAN.M@ 0+1!23 0+1!!B45

GBB



肿瘤学杂志
!"!#

年第
!$

卷第
##

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!768&+9!$6:&9##

!"#$%& '( )*+,-%".*/ *0 1234

!
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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

向调控环氧合酶
!!

和花生四希酸
%!

脂氧合酶的表

达!过表达
&'(!!)*+

可以降低结直肠癌细胞的增殖

活性"抑制肿瘤的生长#

,+-.

等$

))

%发现
&'(!!)*+

通

过抑制角蛋白
$

的表达! 降低胰腺癌的增殖和侵袭

能力# 然而
/'-

等$

)!

%发现
&'(!!)*+

在卵巢癌中表达

上调! 并且与卵巢癌中顺铂耐药性相关! 抑制
&'(!

!)*+

的表达能够减轻卵巢癌顺铂耐药# 本研究显示

转染
&'(!!)*+

模拟物双链小
(01

后!

203!!

细胞的

增殖&侵袭&血管形成能力明显减弱!自噬能力明显增

加!说明
&'(!!)*+

在鼻咽癌中发挥抑癌作用#

/14!

是一种非受体型酪氨酸激酶!能够诱导下

游
56167

的磷酸化!游离的
8!56167

形成二聚体并

迅速进入细胞核!进而调控下游靶基因的表达$

)7

%

#在

恶性肿瘤中
/14!956167

信号通路处于持续活化状

态#

:+;<

等$

)=

%发现
/14!956167

信号通路在结肠癌

中被激活!通过限制细胞凋亡和增强克隆形成!在促

进肿瘤发生和放射抗性等方面发挥重要作用#

>'+-.

等 $

)%

%发现安罗替尼在人肺癌细胞系中通过抑制

/14!9561679?3@A1

信号通路!降低细胞增殖&迁移

侵袭能力!诱导细胞凋亡和自噬!增强抗血管生成能

力#

2B+-.

等$

)*

%发现乳腺癌中含有
,,

结构域的氧

化还原酶表达缺失!过表达含有
,,

结构域的氧化

还原酶能够抑制
/14!956167

信号通路! 从而抑制

乳腺癌细胞的增殖和转移# 本研究采用
6+;.CD 5E+-

FG&+-

在线数据库预测
&'(!!#*+

与
/14!

具有结

合位点! 并且双荧光素酶基因报告实验结果显示

&'(!!#*+

可靶向负调控
/14!

# 同时观察到鼻咽癌

组织中
8!/14!

&

8!56167

的表达水平明显高于正常

鼻咽黏膜组织!

8!/14!

&

8!56167

表达越高! 肿瘤侵

犯越严重! 越容易发生淋巴结和远处转移!

60H

分

期越高# 当
&'(!!#*+

模拟物双链小
(01

转染
203!!

细胞后! 与对照组和
&'(!02

组相比!

&'(!!#*+

组细

胞
8!/14!

&

8!56167

表 达 明 显 降 低 ! 提 示
/14!9

56167

信号通路在鼻咽癌中发挥促癌作用!与
IBC-.

等$

#$

%发现
J8+

相互作用蛋白
%

通过抑制
/14!956167

信号通路抑制鼻咽癌进展结果一致#

自噬是细胞能量代谢和自我更新的调节机制!

广泛存在于正常细胞和恶性肿瘤细胞中! 与肿瘤的

发生&发展和转移密切相关$

#K

%

#自噬过程需要多种自

噬调节蛋白参与#

LCEM'-!#

基因是诱导细胞发生自

噬的关键基因!被广泛认为是一种抑癌基因#在许多

肿瘤细胞中表达下调! 而过表达
LCEM'-#

则会抑制

肿瘤生长$

#N

%

#

>27

是自噬相关基因
K

的同源蛋白!以

>27!!

和
>27!"

两种形式存在! 当自噬发生时 !

>27!!

转化成
>27!"

!

>27!"

水平与自噬水平呈正

相关#

>'-

等$

!"

%发现血管紧张素
!O#!$P

通过提高
LC!

EM'-)

&

>27!"

水平抑制鼻咽癌细胞的增殖&迁移和侵

袭!并抑制肿瘤生长#

IBC-.

等$

!)

%发现新型棉酚衍生

物
18Q @

!

通过抑制
203!!

细胞中
LCEM'-)

的表达!

诱导细胞发生凋亡和自噬#

FG+-.

等$

!!

%发现敲除胎

盘特异性抗原
K

能够诱导鼻咽癌细胞自噬! 进而抑

制细胞增殖和上皮间充质转化! 而敲低
LCEM'-)

的

表达可逆转上述过程#本研究中与对照组和
&'(!02

组相比!

&'(!!)*+

组细胞
LCEM'-)

&

>27!"

表达明显

升高!

8!/14!

&

8!56167

表达明显降低' 吖啶橙染色

结果显示!

&'(!!)*+

组细胞内荧光强烈! 有大量自

噬泡形成!提示
&'(!!)*+

通过阻断
/14!956167

信

号通路促进细胞自噬水平!与上述研究结果一致#

血管新生是恶性肿瘤发生&发展的重要条件!不

仅原发肿瘤依赖于血管形成! 而且在肿瘤的生长和

转移中也发挥重要作用$

!7

%

#在血管生成过程中!需要

多种细胞因子共同调节!

?3@A

结合并激活血管内

皮生长因子受体
)9!

!通过加强血管通透性促进肿瘤

基质形成和转移#所以!抑制
?3@A

表达可能是抗肿

瘤血管生成的重要策略$

!=R!%

%

# 陈月红等$

!*

%发现鼻咽

癌组织中
?3@A

表达比鼻咽炎中明显升高! 并且

?3@A

表达与肿瘤大小& 淋巴结转移及临床分期有

关# 李俊等$

!$

%亦发现
?3@A

高表达的鼻咽癌患者
7

年生存率低于
?3@A

低表达的患者# 任庆等$

!K

%发现

壮观霉素
L

)

能够明显降低抑制血管内皮生长因子

受体
!

蛋白表达水平! 进而抑制鼻咽癌的新生血管

生成!发挥对鼻咽癌的生长抑制作用# 本研究中!与

对照组和
&'(!02

组相比!

&'(!!)*+

组细胞
?3@A

表达明显降低!小管形成数量明显减少!种植瘤体积

明显减小!提示
&'(!!)*+

能够抑制鼻咽癌血管形成

能力#

综上所述! 本研究探讨
/14!

&

56167

在鼻咽癌

中的表达及临床意义! 证实了
/14!

&

56167

在鼻咽

癌中高表达且发挥促癌作用! 其作用机制可能是

&'(!!)*+

通过靶向调控
/14!956167

信号通路!提

高了细胞自噬水平并抑制了增殖& 迁移和血管形成

能力!对鼻咽癌患者的治疗和预后具有指导意义#

N)7
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