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,3
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$V()

的表达水平!并应用
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试剂将
J

Z5b(C$V()

质

粒转染入
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$V()

表达水平后!观察肿瘤细胞侵袭迁移能力的变化%结果
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组

织中
$V()

表达显著低于癌旁黏膜组织!且差异具有统计意义"

H

&

-+-,

$#上调
$V()

后!

8].>-

细胞迁移能力

减弱!且差异具有统计意义"

H

&
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近年的综合治疗措施使结直肠癌'

%$%

*患者的

,

年生存率有所提高-但总体治疗效果仍不理想(

&C)

)

,

%$%

细胞有较强的侵袭迁移能力-且
%$%

术后复发

转移是结直肠癌患者死亡的主要原因(

4

)

,因此-研究

%$%

细胞侵袭迁移的机制-寻找相应靶点基因-有效

抑制肿瘤转移以提高
%$%

的治疗效果成为业界关注

焦点,受体相互作用蛋白
)

'

$V()

*是一个丝氨酸"苏

氨酸蛋白激酶-属于
$V(

激酶家族,有研究发现-该

蛋白在乳腺癌.膀胱癌等恶性肿瘤细胞中表达异常-

与肿瘤的侵袭转移有关(

.C,

)

,本研究通过检测
%$%

癌组织及癌旁组织
$V()

蛋白的表达水平-应用
J

Z5C

b(C$V()

质粒转染入
%$%8].>-

细胞株上调内源性

$V()

表达水平-检测肿瘤细胞侵袭迁移能力-探讨

$V()

在
%$%

中异常表达与肿瘤细胞侵袭转移的相

关性-为诊断及治疗提供新的线索与靶点-现报道

如下,

B

"

资料与方法

B+B

"

一般资料
"

选取
)-&.

年
&

月至
)-&3

年
7

月在

本院住院并确诊的
%$%

患者的癌组织石蜡组织标本

.>

份为研究组-患者均经手术切除肿瘤+并取同一病

例
%$%

癌旁组织石蜡标本
.>

份及其他
%$%

病例癌

旁组织
>

份为对照组-所取组织距肿瘤边缘
*

4QK

-

镜检无癌组织,

%$%

患者中男
)>

例-女
)-

例-年龄

4&

)

7,

岁-平均'

,)+34[>+7)

*岁+

%$%

癌旁组织中

男
4)

例-女
).

例-年龄
44

)

7.

岁-平均'

,-+)>[

>+3*

*岁,入选标准!所有入选患者术前均未经任何

化疗和放疗,该研究得到本院伦理委员会批准,

B+C

"

细胞及主要试剂
"

高侵袭性结肠癌细胞株

8].>-

'中国科学院上海细胞研究所*,兔抗人
$V()

多克隆抗体'美国
89:E9%=PT

公司*-免疫组织化学

'

Vd%

*试剂盒'福建迈新生物公司*+

$(YV&3.-

培养

液.胎 牛 血 清.胰 蛋 白 酶 '美 国
5AFQD

公 司*+

#
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W<E($VYZ

转染试剂'德国
(DG

IJ

GPB6=9:BM<QEAD:

公

司*+

XA

J

DM<QE9KA:<

6Y

)---

转染试剂'美国
V:NAE=D

;

<:

公司*+针对
$V()

的
BA$01

由上海生工生物公司

合成,

B+D

"

Vd%

检测
%$%

癌组织及癌旁组织
$V()

蛋白
"

%$%

癌组织及癌旁组织的石蜡标本连续
.

$

K

切片后脱蜡水化-

4?

过氧化氢'

d

)

#

)

*孵育后蒸馏水

冲洗.磷酸盐缓冲液'

(̀ 8

*浸泡-然后抗原修复,工作

液封闭切片.加入蛋白
'

抗'

$V()

-

&h&--

*.根据使用

说明书和预实验效果确定孵育时间-冲洗后依次加相

应
%

抗'

&h)--

*.辣根酶标记链酶卵白素工作液.

/1̀

显色液显色-最后脱水.封片,

B+E

"

Vd%

结果判定标准
"

切片的染色结果由两位病

理医师双盲阅片,每张切片均随机取
3

个
.--

倍视

野-在每视野中计数
&--

个细胞-计数阳性细胞数及

阳性率,根据免疫组织化学试剂产品操作手册提供

的评分标准-

$V()

以细胞质内出现黄色或棕黄色颗

粒为染色阳性,按阳性细胞数及染色强度进行记分!

细胞内阳性细胞数
&

),?

为
-

分-

),?

)

,-?

记为
&

分-

$

,-?

)

7,?

记为
)

分-

$

7,?

记为
4

分+细胞无

阳性染色为
-

分-淡黄色为
&

分-黄色为
)

分-棕黄色

为
4

分,

)

种计分法之和为结果-

-

分为'

2

*-

&

)

)

分

'

j

*-

4

)

.

分为'

jj

*-

,

)

3

分为'

jjj

*,

B+F

"

细胞培养及质粒转染
"

结肠癌细胞株
8].>-

以含
&-?

胎牛血清的
$(YV&3.-

培养液常规培养-

,?%#

)

.

47^

条件下恒温孵育-

)

)

4L

传代
&

次,取

处于对数生长期的细胞进行后续转染试验,转染分

为两个部分!'

&

*将
W<E($VYZ

转染试剂与
J

Z5b(C

$V()

质粒加入培养板-摇匀后置于培养箱中-

3

)

>H

后更换培养基继续培养
.>H

+'

)

*使用
XA

J

DM<QE9KAC

:<

6Y

)---

采用脂质体介导法-将
)-:KDG

"

X

的
$V()C

BA$01

或阴性对照
BA$01

转染
8].>-

细胞株-

$V()CBA$01

序列为!

,aC5%11151%%ee1%51

511e66C4a

+阴性对照
BA$01

序列为
,aC%%%ee%

e%e5eee5e1115151%1eC4a

,转染
.>H

后进行后续试验,细胞分为
$V()CBA$01

组.阴性对

照组'转染阴性对照
BA$01

*及空白对照组'仅加入

XA

J

DM<QE9KA:<

6Y

)---

试剂*,

B+L

"

细胞迁移能力'划痕实验*

"

将
8].>-

细胞浓

度调整至'

.

)

,

*

_&-

. 个"
KX

-接种于
).

孔板-待细

胞附壁生长后按分组要求处理+继续培养
.>H

-吸去

培养液后用
)--

$

X

枪头进行划痕,加入无血清培养

液继续培养
).H

,用
(̀ 8

冲洗
4

次-洗去划下的细

胞-镜下观察细胞划痕愈合情况,计算细胞迁移的距

离和细胞迁移率,实验重复
4

次,

B+M

"

统计学处理
"

使用
8(88)-+-

统计分析软件对

数据进行分析-对
Vd%

检测
$V()

蛋白表达水平的等

级资料用秩和检验-率的比较用
"

) 检验-符合正态分

布且方差齐性的多组计量资料采用方差分析-进一步

两两比较采用
80"C

9

检验,以
H

&

-+-,

表示差异有

统计学意义,

C

"

结
""

果

C+B

"

%$%

癌组织和癌旁组织
$V()

蛋白的表达

情况
"

Vd%

结果显示-

%$%

组织
$V()

蛋白阳性率为

)*+&7?

'

&.

"

.>

*-在癌旁组织
$V()

阳性率为
37+>3?

'

4>

"

,3

*,经秩和检验-

%$%

组织
$V()

蛋白的表达

较癌旁组织显著下降-且差异均有统计学意义'

H

&

-+-,

*,见表
&

,

表
&

""

%$%

癌组织和癌旁组织
$V()

蛋白的表达情况

组别
%

$V()

2 j jj

研究组
.> 4. * ,

对照组
,3 &> &, )4

C+C

"

转染
J

Z5b(C$V()

质粒作用后
8].>-

细胞中

$V()

的表达情况
"

$V()CBA$01

转染
8].>-

细胞

.>H

后-

]<BE<=:FGDE

检测各组细胞中
$V()

蛋白表达

水平显示-各组间差异有统计学意义'

Kc&3+&>

-

Hc

-+---

*,进一步两两比较显示-

$V()CBA$01

组
$V()

蛋白表达水平显著高于阴性对照组和空白对照组-且

差异具有统计学意义'

Hc-+---

*-而阴性对照组和空

白对照组
$V()

蛋白表达水平差异则无统计学意义

'

Hc-+&77

*,见图
&

和表
)

,

图
&

""

$V()CBA$01

作用后各组
8].>-

细胞中
$V()

蛋白的表达#

]<BE<=:FGDE

结果$

表
)

""

$V()CBA$01

作用后各组
8].>-

细胞中
$V()

"""

蛋白的表达比较#

O[C

$

组别
% $V()

"

&

C9QEA:

'

4N

值*

阴性对照组
3

4+-3-[-+)>4

!

空白对照组
3

)+**-[-+)&>

!

$V()CBA$01

组
3 ,+3)-[-+.)>

""

注!与
$V()CBA$01

组比较-

!

H

&

-+-,

C+D

"

转染
J

Z5b(C$V()

质粒上调
$V()

表达后

8].>-

细胞侵袭迁移能力的改变
"

划痕实验结果显

示!质粒转染后
8].>-

细胞迁移率为 '

4,+3)[

3+)>

*

?

-显著低于阴性对照组的'

3>+&)[,+33

*

?

-

差异有统计学意义'

"

)

c.+>*

-

Hc-+-)3

*和空白对照

组的'

3,+>4[.+>*

*

?

-差异有统计学意义 '

"

)

c

,+&3

-

Hc-+-&>

*-而阴性对照组和空白对照组比较-

差异无统计学意义'

"

)

c&+-3

-

Hc-+7,4

*,见图
)

和

#

,4>

#
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表
4

,

图
)

""J

Z5b(C$V()

质粒转染作用后各组
8].>-

细胞迁移能力的情况

表
4

""J

Z5b(C$V()

质粒转染作用后各组
8].>-

细胞

"""

迁移能力比较#

O[C

$

组别
%

迁移率'

?

*

阴性对照组
3

3>+&)[,+33

!

空白对照组
3

3,+>4[.+>*

!

$V()CBA$01

组
3 4,+3)[3+)>

""

注!与
$V()CBA$01

组比较-

!

H

&

-+-,

C+E

"

$V()CBA$01

敲低作用后
8].>-

细胞中
$V()

表达与侵袭迁移能力的改变
"

$V()CBA$01

转染

8].>-

细胞
.>H

后-

]<BE<=:FGDE

检测各组细胞中

$V()

蛋白表达结果-行单因素方差分析显示-组间差

异无统计学意义'

H

$

-+-,

*,划痕实验结果显示-

$V()CBA$01

转染后
8].>-

细胞迁移率与阴性对照

组和空白对照组-差异无统计学意义'

"

)

c&+-4

-

Hc

-+7>,

*,

D

"

讨
""

论

""

随着社会进步和人们饮食结构的不断调整-在世

界范围内-

%$%

每年新发病例超过
&--

万-死亡病例

超过
,-

万-成为发病率与死亡率最高的三大肿瘤之

一-严重危害人类的健康(

3

)

,

%$%

的发生及肿瘤细胞

的侵袭和迁移-与多种基因调控的恶性增殖有关-且

肿瘤细胞凋亡受抑制.凋亡不足-正常细胞周期失去

调控和促凋亡基因表达下降亦是其主要机制之一(

7

)

,

诱导肿瘤细胞凋亡的药物成为新近研究的热点-寻找

相应的关键基因具有重要意义,杨文欣等(

>

)的研究

发现-过表达
$V()

能诱导
(9:QC&

细胞凋亡,

Y%C

%1$6d'

等(

,

)发现-

$V()

过表达可以通过其
%1$/

结构域诱导乳腺癌
Y%bC7

细胞凋亡,

$V()

也称为
$V%"

.

$V(")

或
%1$/V1"

-属

$V(

激酶家族成员之一-在脾脏.外周血白细胞.胰

腺.心脏.胎盘.睾丸等组织细胞的胞质内-均有广泛

的表达,

$V()

是
0#/

样受体'

0X$8

*信号通路的下

游因子-通过激活核转录因子
C

6

`

'

0bC

6

`

*-在固有免

疫.适应性免疫以及炎性反应中起至关重要的作用-

并参与多种疾病的发生(

*

)

,而大量研究证明-

0bC

6

`

与
%$%

关系密切-且与肿瘤细胞的侵袭与转移

相关(

&-

)

,

本研究选用
%$%

与癌旁组织为对象-通过
Vd%

标记证实在结直肠黏膜腺上皮细胞的胞质中-亦有

$V()

的广泛表达-而
%$%

中
$V()

的表达明显下降-

提示
$V()

等参与细胞凋亡的因子缺乏与肿瘤的发生

相关,为了研究
$V()

与
%$%

侵袭迁移的相关性-本

实验应用
W<E($VYZ

试剂将
J

Z5b(C$V()

质粒转染

入
8].>-

结肠癌细胞株-上调细胞内
$V()

的表达水

平-结果显示
8].>-

细胞侵袭转移能力减弱-其机制

是否与激活
0bC

6

`

相关尚需进一步实验研究证实,

本实验采用
$V()CBA$01

敲低
8].>-

细胞株中
$V()

的表达-未能得到预期的结果-今后将以此为研究方

向-观察并探讨下调
$V()

的表达后是否会增强肿瘤

细胞的侵袭转移能力,

综上所述-在本实验条件下-本研究证实了
$V()

在
%$%

中表达下降-并推测
$V()

在
%$%

侵袭转移

中发挥重要作用-相关机制值得研究-是否可用于

%$%

的治疗还需要大量的基础研究和临床试验,
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