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$表达差异的临

床价值%方法
!

选择该院
)(#?

年
#

月至
)(#<

年
#(

月收治的
:!

例乳腺癌患者与
:(

例健康者为研究对象!通过
AC41,

标记&质

谱检测&搜库以及
5M

^

LLDFO

软件分析不同临床分期乳腺癌患者与健康者血清
dc7

表达差异!并用
]I9JIN0TFDJ

验证
dc7

的差异

表达%结果
!

该研究血清样品中共鉴定出蛋白
):;

个!达到严格定量标准的蛋白
$"

个!乳腺癌患者与健康者共筛选出包括
dc7

在内的差异表达蛋白
#;

个'

AC41,

多重标记串联质谱图谱显示!乳腺癌患者血清
dc7

表达水平显著高于健康者!差异有统计学

意义"

!

#

(=(!
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]I9JIN0TFDJ

结果显示!不同临床分期
dc7

相对表达水平显著高于健康者!差异有统计学意义"
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AC41,

多重标记串联质谱技术有助于发现乳腺癌患者癌细胞高表达
dc7

!对指导临床治疗乳腺癌具有重要意义%
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一#且发病率呈逐年上

升趋势*临床观察发现#多数患者首次就诊时肿瘤已经发生了

侵袭和转移#临床分期处于中晚期#给临床治疗带来困难的同

时#患者存活率也受到明显影响(

#

)

*在目前已有的研究报道

中#乳腺癌细胞发生侵袭与转移的具体机制尚无明确解释*多

数学者认为#揭示乳腺癌发生侵袭与转移的相关机制对治疗乳

腺癌具有重要意义(

)

)

*相关研究发现#由细胞间质产生的多功

能细胞因子111肝细胞生长因子$

dc7

%通过特异性结合其受

体
MB'IJ

#在包括乳腺癌在内的许多实体瘤的生长'侵袭以及

转移中扮演重要角色#

dc7

的高表达可能与乳腺癌细胞的侵

袭'转移以及患者预后关系紧密(

:B?

)

*本研究基于
AC41,

多

重标记串联质谱技术和生物信息学#对
dc7

促进乳腺癌细胞

侵袭进行了鉴定和分析#旨在阐明其表观遗传调控机制#为乳

腺癌的基因治疗提供新的靶点*

A

!

资料与方法

A=A

!

一般资料
!

本研究纳入对象为本院在
)(#?

年
#

月至

)(#<

年
#(

月收治的
:!

例乳腺癌患者与同期在本院进行健康

体检的
:(

例健康者*

:!

例乳腺癌患者均为女性#年龄
:#

!

!?

岁#平均$

:$=?_?=)

%岁#

C6'

肿瘤分期!

*

期
##

例#

%

期
#?

例#

)

期
<

例#

,

期
?

例*纳入标准!$

#

%符合乳腺癌诊断标准&

$

)

%经实验室和病理检验确诊&$

:

%浸润性导管癌者&$

?

%能够配

合本研究者*排除标准!$

#

%合并心脑血管病者&$

)

%合并神经

系统疾病者&$

:

%合并精神疾病者&$

?

%合并血液系统疾病者&

$

!

%不能配合完成本研究者*

:(

例健康者均为女性#年龄
#$

!

<(

岁#平均$

:"=(_<=;

%岁*比较乳腺癌患者与健康者的年龄

等基本资料#差异无统计学意义$

!

$

(=(!

%#具有可比性*
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试剂与仪器
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柱#伯乐凝胶成像系统#三氯乙酸
C-1

#胰蛋白酶#丙酮*

A=C

!

方法

A=C=A

!

蛋白质提取'浓度测定及消化
!

用层析柱$型号!

cI0B

SE

G

5I

PP

NDBC'

#厂家!

cI0SE

G

8ADJIMK

#

%0M

%去除高峰度蛋白#

加入三氯乙酸
C-1

使蛋白变性沉淀&采用
8NEOLDNO

法测定蛋

白浓度&定量后进行还原烷基化#加入丙酮使蛋白沉淀#复融后

加入胰蛋白酶酶解*

A=C=B

!

AC41,

标记和高效液相色谱法$

d+*-

%肽段分离
!

将纳入的研究对象分为
!

组#即
AC41,B

健康组$

.\:(

%'

AC41,B

*

期乳腺癌组$

.\##

%'

AC41,B

%

期乳腺癌组$

.\

#?

%'

AC41,B

)

期乳腺癌组$

.\<

%'

AC41,B

,

期乳腺癌组$

.\

?

%#每组样品对应
#

相对分子质量&加入适当体积异丙醇混匀#

然后加入样品液中于室温下反应
)K

完成标记#合并标记好的

样品&标记后的样品除盐后加入缓冲液
1

$

)!>

乙腈含
#(QQDF

bd

)

+.

?

#

P

d:=(

%#用
1

&

AFI0J##((9INAI9

液相色谱仪进行自动

梯度洗脱&得到的组分加入至强阳离子交换层析柱$

5-/

#

)((

1

#

?=<QQ

#

)!(=(QQ

%分离*

A=C=C

!

'5

"

'5

鉴定
!

样品用层析柱$

gA

P

JA

P

%脱盐#然后使用

'E

&

AM-#$1,

反相色谱柱$

)((1

#

(=)QQ

#

#!(=(QQ

%分离#

5̀%B,C.7B'5

分析&数据分析采用
2EJE10EF

G

9A9?=(

软件

$

8NRUIN

%&采用
'15-.C)=)

搜库以及
5MELLDFO

软件分析#变

化倍数
$

)=(

为显著差异*

A=C=D

!

]I9JIN0TFDJ

验证
!

提取蛋白后进行十二烷基硫酸钠
B

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

525B+1c̀

%#依次进行转膜'封闭'抗体

反应'

-̀*

显色'凝胶成像系统显像#最后进行数据收集*

A=D

!

统计学处理
!

采用
5+55#"=(

对研究所得数据进行分析

处理#计量资料以
H_D

表示#采用
>

检验进行比较#检验水准

&

\(=(!

#以
!

#

(=(!

为差异有统计学意义*

B

!

结
!!

果

B=A

!

蛋白鉴定结果
!

本研究血清样品中鉴定出蛋白
):;

个#

其中
$"

个蛋白达到严格定量标准*乳腺癌患者与健康者共筛

选出差异表达蛋白
#;

个#

dc7

为其中表达差异较大的一个蛋

白验证*

B=B

!

AC41,

多重标记串联质谱图谱结果
!

AC41,

多重标记

串联质谱图谱结果显示#不同临床分期乳腺癌患者血清
dc7

表达水平显著高于健康者#差异有统计学意义$

!

#

(=(!

%#见

图
#

*

!!

注!

#

表示健康者&

)

表示
AC41,B

*

期乳腺癌&

:

表示
AC41,B

%

期乳腺癌&

?

表示
AC41,B

)

期乳腺癌&

!

表示
AC41,B

,

期乳腺癌*

图
#

!!

AC41,

多重标记串联质谱图谱结果

B=C

!

]I9JIN0TFDJ

验证结果
!

健康者血清
dc7

相对表达量

为
#=?#_(=(!

#

AC41,B

*

期乳腺癌患者血清
dc7

相对表达

量为
<=(?_(=)#

#

AC41,B

%

期乳腺癌患者血清
dc7

相对表

达量为
<=?!_(=:;

#

AC41,B

)

期乳腺癌患者血清
dc7

相对

表达量为
;=##_(=!:

#

AC41,B

,

期乳腺癌患者血清
dc7

相

对表达量为
$=(?_(=?;

*不同临床分期乳腺癌患者
dc7

相

对表达量均明显高于健康者#差异均有统计学意义$

!

#

(=(!

%*

C

!

结
!!

论

随着人们生活方式的改变以及临床诊断技术的不断进步#

乳腺癌的发病率与确诊率呈现出不断上升的趋势*但由于乳

腺癌发生转移'侵袭的相关生理机制尚无准确定论#因此#乳腺

癌的早期诊断和治疗面临较大困难*近年来相关研究指出#许

多细胞因子参与了乳腺癌的生长'侵袭以及转移过程#可能为

乳腺癌的早期诊断以及治疗提供参考意见(

!

)

*

dc7

作为其中一种细胞因子研究较多*有研究表明#

dc7

在肿瘤细胞生长'侵袭'转移以及肿瘤血管形成中具有促

进作用(

<B;

)

*国外学者报道指出#乳腺癌患者与健康者相比#其

组织以及血液中
dc7

表达水平明显升高#其中又以淋巴结转

移患者和肝转移患者
dc7

为最高(

$

)

*已有研究证实#乳腺癌

组织中
dc7

的表达明显高于癌旁组织和正常组织#且
dc7

表达水平与肿瘤的复发以及患者预后具有密切关系(

"

)

*众所

周知#肿瘤的生长和转移依靠血管的形成#而
dc7

对上皮细

胞的增生以及运动都具有较强的促进作用#从而促进新生血管

的形成#因此#有研究通过体外实验证实了
dc7

参与并促进

肿瘤细胞侵袭的过程*如
*II

等(

#(

)研究显示#

dc7

促进膀胱

癌细胞侵袭的过程*

MB'IJ

是
dc7

的特异性受体#在肿瘤中

dc7

主要与肿瘤细胞的
MB'IJ

结合#通过
dc7

"

MB'IJ

信号途

径#激活受体酪氨酸激酶#发挥促进肿瘤生长及血管形成的作

用(

##

)

*因此#临床推断
dc7

和
MB'IJ

参与了肿瘤的发生和发

展#并起到了重要作用#阻断
dc7

"

MB'IJ

系统的信号转导可

能成为抗肿瘤基因治疗潜在的新策略(

#)

)

*

目前#关于
dc7

促进乳腺癌细胞侵袭的具体调控网络机

制尚不清楚#有待进一步的研究*为系统性研究
dc7

促进乳

腺癌细胞侵袭的具体调控作用#本研究采用
AC41,

多重标记

串联质谱技术探讨乳腺癌细胞侵袭患者
dc7

表达的差异*

AC41,

多重标记串联质谱技术是一种新的'高通量的蛋白质

鉴定技术#可同时对
$

种样品进行蛋白质分析#蛋白质水解后

的肽段则可通过
AC41,

试剂进行标记#串联质谱方法则可以

对肽段进行鉴别和定量(

#:

)

*研究指出#

AC41,

多重标记串联

质谱技术能够得到
!((

!

<((

种蛋白和不同样本间蛋白质表达

差异并分析蛋白功能(

#?B#!

)

*

本研究中#

AC41,

标记图谱结果显示#乳腺癌患者血清

dc7

表达水平显著高于健康者#

]I9JIN0TFDJ

亦对乳腺癌患

者血清
dc7

与健康者血清
dc7

表达水平进行了验证#显示

二者结果互相吻合#提示
dc7

在乳腺癌细胞的侵袭过程中扮

演重要作用*因此#基于
AC41,

多重标记串联质谱技术的乳

腺癌细胞侵袭全基因组蛋白组学研究#有助于充分了解乳腺癌

的病理机制#从而为乳腺癌新的治疗靶点的选择'靶向治疗药

物的开发提供参考价值*
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明丙泊酚麻醉后能减轻免疫功能抑制#能尽早恢复至麻醉前状

态*有研究显示#丙泊酚对机体有抑制应激反应#能抑制癌细

胞破坏肝癌单核细胞#减少癌细胞转移率(

;B$

)

*

%*B)

使
C

细胞产生免疫调节因子#其能直接作用于肿瘤

细胞#抑制肿瘤细胞生长#而本研究结果显示
%*B)

水平无明显

变化#说明在应激状态大小上两种麻醉方法相近*

%*B<

诱使

淋巴细胞'单核巨噬细胞产生#能促进肿瘤增殖#作为神经
B

内

分泌
B

免疫功能重要介质#在启动内源性全身炎性反应上有重

要作用#但其水平和炎性反应程度及持续时间呈正相关(

"

)

*本

研究结果显示#随着麻醉时间延长#

%*B<

水平显著增高#但丙

泊酚麻醉后
%*B<

水平在术后
)?K

显著下降#这可能是因为丙

泊酚能刺激外周血单核细胞合成#释放
%*B<

#抑制
%*B<

中性粒

细胞凋亡障碍#避免机体炎性反应过度增加(

#(B##

)

*

C67B

&

能直接造成肿瘤细胞死亡#和干扰素有协同作用#

能共同杀死肿瘤细胞#麻醉后因应激反应激活单核巨噬细

胞(

#)

)

#造成其水平增高#但丙泊酚升高不显著#麻醉
)?K

后基

本恢复至麻醉诱导前#这说明丙泊酚麻醉对肝癌患者免疫功能

影响较低*

综上所述#七氟醚和丙泊酚对原发性肝癌围术期免疫功能

均有抑制作用#能激活应激反应#但丙泊酚静脉麻醉在抑制免

疫功能程度上相对较轻#应激反应较小#故可作为原发性肝癌

常规麻醉方法*
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