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乳腺癌是基于多种信号通路失调导致的严重危害妇女健

康的常见恶性肿瘤'很少的治疗方法能够应用#因为绝大多数

的放化疗均不能延长患者的生存时间'因此#遗传和分子改变

在乳腺癌的演进过程已经导致新型药物的开发#导致我们发展

新的药物来攻克这一难题'

过氧化物酶体增殖物激活受体$

++,)

%是一种由配体激

活的转录因子#是核激素受体$

QR)

%超家族的成员之一(

1/"

)

'

++,)

有
3

种亚型$

++,)

"

#

#

"

$

#

!

%

(

3/$

)

'

++,)

!

配体(如噻唑

烷二酮类药物$

(ST

%)最近已经被认为是预防和治疗某些人类

肿瘤的潜在靶点(

3

)

'用
++,)

!

配体曲格列酮$

()*

%处理乳

腺癌细胞#能明显诱导细胞凋亡和细胞形态转化#阻滞细胞周

期#上调肿瘤抑制基因的表达#抑制肿瘤细胞生长及克隆形成

能力(

$/5

)

'

!KA

等(

:

)在大鼠体内实验亦证实
++,)

!

配体能明

显降低乳腺癌的发生率#缩小肿瘤体积'

++,)

!

的配体根据

其来源不同可分为两大类!天然配体和合成配体'前列腺素

T"

的代谢产物
1#T/+*U"

曾被认为是
++,)

!

最强的天然配

体'

++,)

!

在脂肪组织和许多人类肿瘤组织中呈高表达#包

括乳腺癌患者组织中(

0

)

'

!

期激酶相关蛋白
"

$

!&

'

"

%是一种癌基因#它在某些肿瘤

中的扩增和过表达通常与肿瘤的恶性程度相关'

!&

'

"

是

!-P!&

'

"

泛素连接酶复合物里对底物识别的一种
P/I;E

蛋

白(

4

)

#它靶向多种蛋白的泛素化和后来的降解'此外#

!&

'

"

的

致癌潜能在体内已经得以证实'

*8>@7

?

=D

等(

1%/11

)已经证实

!&

'

"

在雌激素受体$

N)

%和人表皮生长因子受体
"

$

RN)/"

%呈

阴性的乳腺癌中或者在原发性*局部复发性和转移性乳腺癌中

高表达&

!&

'

"

和肿瘤的不良预后的相关性也有报道'研究发

现高
!&

'

"

表达和低
'

":

表达提示多种肿瘤患者预后不良#如

弥漫大
V

细胞淋巴瘤(

1"

)

*乳腺癌(

13

)等'已有研究发现在乳腺

癌
WT,/WV/"31

细胞中过表达
++,)

!

能够下调
!&

'

"

的

M)Q,

和蛋白水平的表达(

1$

)

#但是否
!&

'

"

能影响
++,)

!

的

功能尚不清楚的'

C

!

资料与方法

C2C

!

细胞培养
!

"

种乳腺癌细胞株
W-P/:

$

N)X

%和
WT,/

WV/"31

$

N)/

%由上海复旦大学肿瘤医院乳腺癌研究所惠赠'

使用含
1%Y

热灭火的胎牛血清*

1%%Z

"

M[

的青霉素"链霉素

的
)+W\15$%

$

*V\-O

%培养基#

3:]#Y -O

"

培养'

C2D

!

表达质粒和瞬时转染
!

全长的
!&

'

"

质粒上游引物
#̂/
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引物!

#̂/*,-(-*,*,-((-,(,*,-,,-(***-(/

3̂

#载体为
'

CTQ,321/M

F

C

表达载体#转染使用脂质体
"%%%

试

剂进行转染'

C2E

!

流式细胞仪$

P-W

%检测细胞周期及凋亡
!

收集对数生

长期的
WT,/WV/"31

细胞#用含
1%Y

小牛血清的
)+W\/15$%

培养基配成每毫升
$̀ 1%

$ 个细胞浓度接种在
#%M[

的培养瓶

中'设实验组及健康对照组'将两组细胞在
3:]

*

#Y-O

"

孵

箱中培养#在处理后不同时间点分别收集#用
%2"#Y

胰蛋白酶

消化#磷酸盐缓冲液$

+V!

%洗涤
3

次$

1%%%D

"

M79

#

#M79

%#

:%Y

乙醇固定过夜'将固定于
:%Y

乙醇中的细胞离心#弃上清液#

再以
+V!

洗涤一次&细胞沉淀中加入
1#%

&

[)Q,

酶
,

$

%21

M

?

"

M[

%#重悬细胞#

$]

避光孵育
3%M79

&再加入
1"%

&

[+\

$

%21M

?

"

M[

%#

$]

避光孵育
1%M79

&用
3%%

目尼龙毛过滤细

胞#去除细胞团块&

1A

内上流式细胞仪分析细胞
TQ,

水平分

布#

W;JB7>"2%

软件分析'

C2F

!

--./0

法检测细胞增殖活性
!

取对数生长期的
WT,/

WV/"31

细胞制成浓度为每毫升
3̀ 1%

$ 个细胞的细胞悬液#加

入
45

孔培养板中#每孔
1%%

&

[

'设空白对照组*正常对照组

和实验组'

"$A

后#处理细胞#每个剂量设
3

个平行孔'分别

于细胞处理后不同时间点取出培养板#每孔中加入
1%

&

[

的

--./0

试剂#避光继续培养
1A

后用自动酶标仪$

(=9C;9

#

!K9/

D78=

%在
$4%9M

波长处#测定各孔的吸光度$

OT

%值'

C2G

!

统计学处理
!

采用
!>@>@:2%

统计分析系统#计数资料以

率表示#组间比较采用
'

" 检验#

G

$

%2%#

为差异有统计学意义'

D

!

结
!!

果

D2C

!

!&

'

"

对乳腺癌细胞中
++,)

!

活性的影响
!

通过在

W-P/:

细胞中转染
W

F

C/!&

'

"

表达质粒#转染效率之前结果已

得到验证'接着将调查
!&

'

"

在
()*

处理的乳腺癌细胞中的

作用'首先#通过荧光报告酶系统#发现
()O

和
)OS

都能激

活
++,)

!

的活性#然而在
!&

'

"

过表达的细胞中#

++,)

!

的

活性是降低的$图
1

%#这说明
!&

'

"

上调能抑制
()O

对乳腺癌

细胞中
++,)

!

的转录活性'

图
1

!!

!&

'

"

对乳腺癌细胞中
++,)

!

活性的影响

D2D

!

!&

'

"

对
++,)

!

配体诱导细胞增殖的影响
!

W-P/:

细

胞以
1`1%

$ 细胞"孔的密度接种在
45

孔板中#转染
+-TQ,

空载体或
W

F

C/!&

'

"

质粒
"$A

后#

#%

&

W

的
()*

用来处理细

胞额外的
$0A

'细胞增殖使用
--./0

法观察$图
"

%'结果显

示过表达
!&

'

"

能够逆转
()*

对乳腺癌细胞的抑制作用'

D2E

!

!&

'

"

对
++,)

!

配体诱导的细胞凋亡的影响
!

流式细胞

分析结果显示
()*

处理
W-P/:

细胞引起
1#20Y

的细胞凋

亡#而转染了
!&

'

"

质粒后#凋亡细胞降低到
$2#Y

#差异有统

计学意义$

G

$

%2%#

%'

图
"

!!

!&

'

"

对
++,)

!

配体诱导的细胞增殖的影响

E

!

讨
!!

论

噻唑烷二酮类药物$

(ST8

%是一种广泛使用在治疗
"

型糖

尿病患者的合成性的
++,)

!

激动剂#具有抑制细胞生长的活

性'一旦与配体结合后#

++,)

!

与维甲酸
a

受体形成异源二

聚体#转位到核内#反式激活定位在靶基因启动子区的
''

@D

反

应原件$

++)N

%'

()*

与细胞的增殖*凋亡的敏感性也有报

道'在某些肿瘤细胞中激活
++,)

!

被报道能诱发细胞的凋

亡'这一现象与本研究的结果相一致'

(ST

是
++,)

!

合成性配体#已广泛用于治疗
"

型糖尿病

以及显示具有细胞生长抑制效应'基于配体绑定后#

++,)

!

与维甲酸
a

受体形成功能性的异源二聚体#转位到细胞核内#

反式激活
++,)

的反应元件(

1#

)

'

!&

'

"

经常过表达在肿瘤细胞系中#包括乳腺癌细胞系'

相关研究显示
!&

'

"

在
N)

阳性的
W-P/:

细胞中低表达#在

N)

阴性并具有较高浸润能力的
WT,/WV/"31

细胞中高表达'

因此#本研究选取
!&

'

"

低表达的
W-P/:

细胞进行后续的过表

达实验'本研究结果显示
!&

'

"

在拮抗
(ST

诱导乳腺癌细胞

敏感性具有重要作用'以下几点理由支持这一结论!$

1

%

!&

'

"

抑制了
()*

对
++,)

!

的活性&$

"

%

!&

'

"

抑制了
()*

对乳腺

癌细胞生长的影响&$

3

%

!&

'

"

抑制了
()*

对乳腺癌细胞凋亡

的影响'

本研究运用
!&

'

"

表达载体共转染技术对
!&

'

"

的表达进

行了过表达#证明了
!&

'

"

基因在耐受
()*

对乳腺癌细胞的

敏感性中发挥重要作用#为
!&

'

"

基因作为乳腺癌基因治疗的

新靶点提供了实验依据'
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'但是#

Q,(

检测技术要求较高#成本也非常昂贵#因

此
Q,(

的普及应用还需进行评估#相信在不远的将来
Q,(

检测将在全国普及'

本文对深圳市
"%%4

(

"%13

年共
33%533

例标本进行血液

筛查#发现
,[(

*

RV8,

?

*抗
/R-_

*梅毒等项目的阳性检出率

趋势在近
#

年变化不大$图
1

%#而献血者抗
/R\_

的阳性率则

明显呈逐年升高#

"%13

年的检出率比
"%%4

年高
$

倍$图
"

%#这

与疾控中心对
R\_

监测的结果类似(

1%

)

#说明献血者人群虽然

以健康人群为绝大多数#但对
R\_

的血液筛查必须严格把关'

33%533

例标本筛查出
43"

份
,[(

%

$%Z

"

[

的不合格血液标

本#占总献血人次的
%2"0"Y

#低于其他地区报道(

11/13

)

#这可能

与血站使用了干化学试纸条进行
,[(

初筛有关'其中#图
"

可见
"%1"

年的
,[(

不合格率明显升高#但相对应年份的
RV/

8,

?

与抗
/R-_

阳性率则稍降低#这说明
,[(

值升高与病毒

性肝炎没有直接相关'

4021:5Y,[(

单项不合格样品而病毒

性肝炎检测阴性#

,[(

不合格且病毒性肝炎阳性的标本仅占

120"$Y

&经过统计学
WCQ=M@D

检验分析得到#

,[(

阳性率与

病毒性肝炎的阳性率不一致$

Gg%2%%3

%#不具有相关性'因

此#

,[(

检测项目在献血者血液筛查是否继续沿用还有待商

榷'若
,[(

筛查仍作为血液筛查中的非特异性指标#首先应

当加强献血前注意事项的宣传#应避免服用药物*饮酒*休息不

好之后献血#以降低因干扰因素而造成
,[(

异常增高&其次

应当重新探索
,[(

筛查的参考区间上限值&最后#是否可以

考虑以
Q,(

方法检测对
,[(

筛查异常的样品进一步确证#

达到既不浪费血液又不致检验成本过多提高'若放弃
,[(

检测#可考虑以
Q,(

替代
N[\!,

方法筛查血液样品
,[(

#既

可以大大地缩短窗口期#同时也可减少假阴性'
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