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%对胃癌
/hP41

细胞的影响&方法
!

将
-8#-

及
YVP

同时加入

胃癌细胞系
/hP41

培养体系中!
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法测定细胞生长状况!
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和免疫组化测定
7
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及
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表达情况&结果
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/hP41

细胞生长!细胞
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表达水平升高!
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表达水平下降&视黄酸受体
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在
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细胞中呈低水平表达!经
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和
YVP

诱导后表达水平升高&结论
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联合用药可调节
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细胞生长!可能与
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全反式视黄酸"

-8#-

$可活化某些抑癌基因!抑制肿瘤细

胞!如胃癌
/gK2+$)

和
.g"$2&)

细胞等生长和分化!但对恶性

程度较高的胃癌
/hP41

细胞生长抑制作用较弱&

%

'

(干扰素

"

YVP

$可直接抑制肿瘤细胞增殖!促进分化!增加
/:"

和肿

瘤坏死因子表达!活化杀伤淋巴细胞!但单独用药对胃癌

/hP41

细胞抑制作用欠佳(本研究对
-8#-

)

YVP

联合作用

于胃癌
/hP41

细胞进行分析!探讨联合用药对细胞的作用机

制!结果报道如下(

C

!

材料与方法

C'C

!

主要材料
!

胃癌细胞系
/hP41

细胞"中科院上海细胞

库$!

/5/

培养基"

Y@M>CHA

L

B@

公司$!胎牛血清"

g>EKA

公司$!

/88

)

-8#-

和
YVP

"

9>

L

6D

公司$!

0/9_

"

-6HB?KA

公司$!

Z9-.

试剂盒"

0DRA

公司$!

7

%(

)

7

&%

和
K$6

Q

K

"

/-Y<YP'.>A

公

司$!

0P-

探针"

":5/Y"_P

公司$(

C'D

!

细胞培养和处理
!

"

%

$用含
%+3

胎牛血清
#!/Y$%(4+

培

养液培养
/hP41

细胞(收集并计数对数增殖期细胞!调整细

胞浓度至
%W%+

1 个*毫升("

&

$分组处理细胞后!置
"_

&

培养

箱!

)*[

培养
&4G

!分组及处理方法见表
%

(

C'E

!

细胞生长情况检测"

/88

法$

!

将处理后的细胞悬液接

种于
,(

孔细胞培养板!设空白组)

-8#-

组)"

-8#-cYVP

$

组!每组
%+

个平行孔!每孔接种
%++

#

Z

细胞悬液#

"_

&

培养

箱!

)*[

培养
&4G

后弃去原培养液#空白组加入新鲜培养液!

-8#-

组与"

-8#-cYVP

$组各加入相应新鲜培养液!每孔

%++

#

Z

#继续培养
42G

后!镜下观察细胞形态#每孔加入
1

L

*

Z

的
/88

溶液
&+

#

Z

!继续培养
4G

后弃去孔内液体!加入

%1+

#

Z0/9_

!振荡
%+6>@

后!

1*+

)

()+@6

波长下测定吸光

度并计算相对增殖率"

#g#

$(

表
%

!!

药物诱导方法#

6Z

%

成分 空白组
-8#-

组 "

-8#-cYVP

$组

细胞悬液"

%W%+

1个*毫升$

%'+ %'+ %'+

#!/Y$%(4+

培养液
,'+ 2'+ 2'+

-8#-

"

%+

T(

6AF

*

Z

$

+'+ %'+ +'1

YVP

"

%+

T(

6AF

*

Z

$

+'+ +'+ +'1

C'F

!

PAHCGBH@.FAC

检测
!

"

%

$制胶"

1K6W%4K6

$("

&

$

#P-

样品的制备%收集细胞!抽提
#P-

后于
#P-

样品中加入
)

倍

体积上样液和溴化乙锭"终浓度为
%+

#

L

*

6Z

$!混匀!

(1[

空

气浴
%16>@

#

%+++

L

离心
16>@

!冰浴
16>@

("

)

$电泳%

,

在
1

;

*

K6

条件下下电泳!每隔
)+6>@

暂停电泳!取出胶!混匀两极

电泳液后继续电泳(当溴酚蓝接近边缘时终止电泳(

-

紫外

灯下观察并测量
%29#P-

)

&29#P-

)溴酚蓝至点样孔距离(

"

4

$转膜("

1

$制备探针%在离心管中按下序加入
%+W.OJJBH

&'1

#

Z

)

IP8!/>UCOHB&'1

#

Z

)

%%%8.

X

*

66AF

&
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5UA$JHBBhFB@ANVHD

L

6B@C%

#

Z

混匀!

)*[

放置
)+6>@

!

4+++

L

离心
)+?

!收集溶液("

(

$探针纯化及比活性测定%

,

向

已标记
0P-

样品加入
&1

#

Z985

!取出
+'1

#

Z

点样于
052$

7

D

7

BH

!其余上样于层析柱上(

-

%(++

L

离心
4 6>@

收集

0P-

!取
+'1

#

Z

纯化探针点样于
052$

7

D

7

BH

("

*

$预杂交!探

针变性!杂交!洗膜!曝光(

C'G

!7

%(

)

7

&%

)

K$6

Q

K

免疫组化检测
!

"

%

$标本处理!抗原修

复("

&

$以羊血清工作液
)*[

封闭
)+6>@

#滴加一抗!

4[

放

置过夜#

!.9

洗
)

次"

1

分钟*次$#滴加二抗!

)* [

孵育
&G

(

!.9

洗
)

次"

1

分钟*次$#

0-.

显色!根据显微镜下观察的结果

终止显色#普通水洗
16>@

!苏木精复染
%6>@

#普通水洗
16>@

!

盐酸酒精分化!返蓝#脱水透明!封片("

)

$普通光镜观察结果%

有棕黄色者为阳性!着色深表示反应强!反之表示反应弱(

C'H

!

统计学处理
!

采用
+

& 检验及确切概率分析(

D

!

结
!!

果

D'C

!

细胞生长情况检测
!

/88

测试结果显示
-8#-

组

#g#

为
2+'2&3

!"

-8#-cYVP

$组为
1*'1)3

!两者比较差异

有统计学意义"

%

&

+'+1

$(

!!

注%-

%

.表示药物处理前!-

&

.表示药物处理后(

图
%

!!

PAHCGBH@.FAC

检测
7

%(

&

7

&%

&

K$6

Q

K

和
#-#

%

表达水平

图
&

!!

全反式视黄酸及干扰素诱导后蛋白表达情况

D'D

!

PAHCGBH@.FAC

检测
!

胃癌
/hP41

细胞中
K$6

Q

K

表达水

平较高!

7

%(

有一定程度的表达!

7

&%

和
#-#

%

表达较低!经药

物联合诱导后!

K$6

Q

K

表达水平下降!

7

%(

)

7

&%

和
#-#

%

表达水

平提高"见图
%

$(

D'E

!7

%(

)

7

&%

)

K$6

Q

K

免疫组化检测
!

阳性染色主要位于细胞

核!呈清晰棕色!阳性程度各异#药物联合诱导后可见
7

%(

和

7

&%

阳性细胞增多!可见体积大)细胞核圆且大)核浆比例也较

大的细胞"见图
&

$(

E

!

讨
!!

论

本研究显示
-8#-

可抑制胃癌
/hP41

细胞增殖!但其

#g#

高于药物联合诱导组!表明
/hP41

细胞对联合用药更

敏感(肿瘤的发生与原癌基因活化和"或$抑癌基因失活或丢

失有关!

-8#-

可通过抑制或诱导失活某些癌基因!或诱导活

化某些抑癌基因抑制癌细胞生长)诱导癌细胞分化(在胃癌

/hP41

细胞中原癌基因
K$6

Q

K

基因有表达!药物诱导后在癌

细胞中表达水平下降&

&

'

(

7

%(

和
7

&%

是抑癌基因!

/hP41

细

胞中基本不表达
7

&%

基因!

7

%(

基因在癌细胞中有一定水平表

达!经联合用药诱导后!两种基因的表达水平均有所提高!这表

明
-8#-

联合
YVP

可以调控胃癌
/hP41

细胞中
7

%(

)

7

&%

和

K$6

Q

K

基因的表达(

抑癌基因
7

%(

位于染色体
,

7

&%

区!在多种癌细胞中有缺

陷!与癌的发生关系密切!因此又称为多种肿瘤抑制物
&

"

6OF$

C>

7

FBCO6AH?O

77

HB??AH

&

!

/89%

$基因&

)

'

(

7

%(

的抑癌作用在

于它抑制了在细胞从
g

%

$

9

期的转变过程中起关键作用的

"0h4

的功能!如果
7

%(

基因缺失或突变!可导致细胞过度增

殖!使在
g

%

期未充分发育的细胞提前进入
9

期!导致肿瘤的

发生(在本试验
7

%(

免疫组化结果中!胃癌
/hP41

细胞一部

分呈阳性反应(有研究表明在某些癌变中!组化阳性的肿瘤细

胞其
7

%(

含量与非肿瘤细胞类似!在部分良性和恶性肿瘤中都

观察到了
7

%(

蛋白表达增高的现象!且结合临床病理资料分析

发现
7

%(

免疫组化阳性的病例临床表现较差!其高表达可能与

不良预后有关(

7

%(

这一抑癌基因在部分恶性肿瘤细胞中的

过度表达!在以前就曾被发现&

1

'

(因此有研究认为!

7

%(

基因

的缺失或是过表达与肿瘤细胞的类型有关!即在不同的肿瘤中

7

%(

的改变可能有所不同!即使在同种肿瘤的不同亚型!

7

%(

的

改变也可能有所不同(

7

%(

基因在不同类型肿瘤中可能发生

不同形式的改变!既可以是基因缺失)突变)甲基化等造成的失

活!也可以是基因的异常过度表达&

($*

'

(本试验中!胃癌

/hP41

细胞
7

%(

基因表达水平虽然没有明显下降!但在药物

诱导后!

7

%(

和
7

&%

表达水平均得到提高!这说明
7

%(

和
7

&%

有可能在
/hP41

细胞中都是具有重要意义的抑癌基因(

-8#-

的作用主要由其受体
#-#?

和
#<#?

介导!在不

同类型细胞中!介导
-8#-

作用的受体也不同!在胃癌

/hP41

细胞中!

#-#

%

可能介导了
-8#-

对抑癌基因的调

控!但
-8#-

并不能单独诱导
/hP41

细胞中
#-#

%

的表达!

联合
YVP

共同作用后!可诱导胃癌细胞中
#-#

%

基因的高水

平表达&

4

'

(因此
#-#

%

可能介导
-8#-

对
7

%(

)

7

&%

和
K$6

Q

K

等基因的调控!有研究认为!在
#-#

表达时!可以与
#<#

形

成二聚体而结合到
-8#-

应答元件上!以此来调控基因的转

录和表达(如果
#-#

表达水平低或者不表达!就不能与
#<#

形成二聚体&

2

'

!因此
-8#-

对肿瘤细胞的抑制作用与
#-#

%

基因表达水平高低关系密切&

,

'

(本试验通过对干扰素协同

-8#-

诱导胃癌
/hP41

细胞中基因表达水平的研究!为进一

步深入研究两者的协同作用机制打下了基础!"下转第
%(&
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-.

在本院的临床分离率逐年递增!主要分布科室是

Y"b

!其次是肿瘤科和胸外科(导致该现象的原因可能包括%

Y"b

患者使用广谱抗菌剂的比例高于其他科室!接受呼吸机)
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