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本文引用格式"龙道国)徐细明
-

丝裂霉素
<

抑制
]bgb*

磷酸化调控结直肠癌细胞增殖和活力研究%

X

&

-

国际检验医学杂志)

+/*H

)

,/

$

*J

'!

+*.,:+*.J-

!短篇论著!

丝裂霉素
<

抑制
]bgb*

磷酸化调控结直肠癌细胞增殖和活力研究

龙道国!徐细明#

"武汉大学人民医院(湖北省人民医院肿瘤科!湖北武汉
,%*H//

$

""

摘
"

要"目的
"

探讨丝裂霉素
<

&

]bgb*

磷酸化与结直肠癌细胞增殖&活力的关系%方法
"

选用结直肠癌

细胞系
V<K**0

!

$;'

处理的
V<K**0

为对照组!丝裂霉素
<

处理的
V<K**0

为丝裂霉素
<

处理组!

V=:

]CWC*:?K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:?K

组!

V=:]CWC*:)K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:)K

组!每组
%

例%

通过免疫印迹试验检测
]bgb*

的磷酸化水平!通过
)KK

试验检测细胞增殖情况!通过
<<\:G

试验检测细胞

活力%结果
"

与对照组比较!丝裂霉素
<

处理组的
]bgb*

的总量无明显差异!但是
'+.0

位点的磷酸化

]bgb*

的蛋白量明显减少"

@h,-G/*

!

!h/-/%H

$!结直肠癌细胞
V<K**0

的增殖在第
%

天和第
,

天受到明显

抑制"

@hG-/+%

!

!h/-/*0

#

@h0-G*,

!

!h/-/+*

$!其细胞活力在第
+

天&第
%

天和第
,

天受到明显的抑制"

@h

G-,J+

!

!h/-/*,

#

@h*%-GGJ

!

!h/-//J

#

@h+-H,%

!

!h/-/,+

$%同时用丝裂霉素
<

处理!

]bgb*:?K

组的

V<K**0

的增殖在第
+

天和第
%

天均明显小于
]bgb*:)K

组"

@h,-H+0

!

!h/-/%*

#

@hJ-/%J

!

!h/-/*H

$#

]bgb*:?K

组
V<K**0

的细胞活力在第
%

天和第
,

天均明显小于
]bgb*:)K

组"

@h*,-/GH

!

!h/-//.

#

@h

*%-J,*

!

!h/-//G

$%结论
"

丝裂霉素
<

通过抑制
]bgb*

磷酸化来降低结直肠癌细胞的增殖和活力%

关键词"丝裂霉素
<

#

"

]bgb*

#

"

磷酸化#

"

V<K**0

#

"

结直肠癌

!"#

!

*/-%H0H

"

I

-8339-*0J%:,*%/-+/*H-*J-/+0

中图法分类号"

#J%.-%

文章编号"

*0J%:,*%/

"

+/*H

$

*J:+*.,:/,

文献标识码"

;

""

结直肠癌是许多国家发病率和病死率的主要原

因)尽管近年来其发病率在世界发展中国家增加)但

在较发达国家更严重%

*

&

(目前)丝裂霉素
<

是最常用

于加热腹腔内化疗的化学治疗剂%

+

&

)是一种具有抗肿

瘤活性的天然抗菌药物)已被用于多种实体肿瘤)包

括乳腺癌*结直肠癌*非小细胞癌和膀胱癌%

%

&

(

?e

等%

,

&研究发现)

]bgb*

的表达水平和磷酸化水平与

结直肠癌细胞的增殖密切相关(

'VD!

等%

.

&研究发

现)丝裂霉素
<

能调控肿瘤细胞中蛋白的磷酸化水

平(本研究旨在探讨丝裂霉素
<

*

]bgb*

磷酸化与

结直肠癌细胞增殖和活力的关系(

E

"

材料与方法

E-E

"

材料
"

丝裂霉素
<

购自北京百奥莱博科技有限

公司$货号!

;$*0*G:\?;

'(

V=:]CWC*:?K

和
V=:

]CWC*:)K

的质粒购自北京中原公司$

=((&!D

货

号!

*

*/0H%

*

*

H/+.

'(

V=

*

]bgb*=

$

F

MC3

F

MC

'+.0

'*

]bgb*=

*

Ke;e"E!

抗体购自
=AP27

公司

$货号!

2A*G*G*

*

2A*%*%%H

*

2A%H0J/

*

2A%+*+,

'(结直

肠癌细胞
V<K**0

购自上海子实生物科技有限公司

$货号!

i3*/*/H+

'(

#$)E

培养基购自上海优予生物

科技有限公司$货号!

BSS3*G,J

')胎牛血清购自赛默飞

世尔科技公司$货号!

*//HH:*%%

'(蛋白酶抑制剂

<CPR@28B

$不含
D(K=

)

7898

片剂'购自
;A872R5

公司

$货号!

;*,/**

'(

$;'

购自生工生物工程$上海'股份

有限公司$货号!

D0/J//G

'(青链霉素混合液$

*//̂

'

购自北京索莱宝科技有限公司$货号!

$*,//

'(

+̂

十

二烷基硫酸钠$

'('

'蛋白电泳上样缓冲液购自北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司$货号!

?;://G*

'(蛋

白裂解液购自碧云天生物技术有限公司$货号!

$//*%

'(

!29C]5P@

转染试剂购自南通柯
!

克生物科

技有限公司$货号!

!]*//

'(

E-F

"

方法

E-F-E

"

细胞培养*药物处理和转染
"

结直肠癌细胞

V<K**0

维持在补充有
+77CB

"

"

谷氨酰胺*

*//e

"

7"

青霉素*

*//

'

1

"

7"

链霉素和
*/c

热灭胎牛血清

#

,.*+

#

国际检验医学杂志
+/*H

年
H

月第
,/

卷第
*J

期
"
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!
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F
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!
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!

!C-*J



的
#$)E:*0,/

培养基中)并在潮湿气氛$

%J a

)

.c

<b

+

'中培养(丝裂霉素
<

以终浓度
/-.

'

1

"

7"

处理

结直 肠 癌 细 胞
V<K**0

(通 过
!29C]5P@

转 染

V<K**0

细胞(将含
V=:]CWC*:?K

和
V=:]CWC*:

)K

质粒分别与脂质体混合)静止大约
+/789

后)缓

缓滴 入
V<K**0

细 胞(选 用 结 直 肠 癌 细 胞 系

V<K**0

)

$;'

处理的
V<K**0

为对照组)丝裂霉素
<

处理的
V<K**0

为丝裂霉素
<

处理组)

V=:]CWC*:

?K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:?K

组)

V=:]CWC*:

)K

转染的
V<K**0

为
]bgb*:)K

组)每组
%

例(

E-F-F

"

免疫印迹
"

行
*/c

或
*+c'(':

聚丙烯酰胺

凝胶电泳$

$=&D

')然后转移到
$Y(]

膜(将
$Y(]

膜在室温下用
.c

脱脂奶粉的
K683

缓冲液封闭
*M

)

然后在
, a

下与
V=

*

]bgb*=

$

F

MC3

F

MC'+.0

'*

]bgb*=

*

Ke;e"E!

抗体温育过夜(然后将膜在室

温下与缀合有
V#$

的相应二抗孵育
*M

(观察特定

蛋白质使用
D<"$BO3

免疫印迹检测系统(

E-F-G

"

)KK

试验
"

第
*

天使用胰蛋白酶消化

V<K**0

细胞)将
V<K**0

细胞稀释至每毫升
J.///

个细胞)使用完全培养基稀释细胞(根据
)KK

试剂

盒的说明书进行操作(

E-F-H

"

<<\:G

试验
"

在
H0

孔板中分配
*//

'

"

V<K**0

细胞悬浮液$每孔
.///

个细胞'(将板在潮

湿的培养箱中预孵育
+,M

(根据
<<\:G

试剂盒的说明

书进行操作(

E-G

"

统计学处理
"

采用
'$''+%-/

软件进行统计分

析(计量资料以
4Z=

表示)

+

组间比较采用
@

检验)

多组间比较采用单因素方差分析(

!

$

/-/.

表示差

异有统计学意义(

F

"

结
""

果

F-E

"

丝裂霉素
<

抑制
V<K**0

细胞的增殖和活力
"

用丝裂霉素
<

处理细胞后)与对照相比)

)KK

试验结

果显示)在第
+

天和第
%

天结直肠癌细胞
V<K**0

的

增殖受到明显的抑制$

@hG-/+%

)

!h/-/*0

+

@h

0-G*,

)

!h/-/+*

'+同时)

<<\:G

试验结果显示)第
+

天*第
%

天和第
,

天的细胞活力受到明显的抑制$

@h

G-,J+

)

!h/-/*,

+

@h*%-GGJ

)

!h/-//J

+

@h+-H,%

)

!h/-/,+

'(见图
*

*

+

(

""

注!与对照组比较)

!

!

$

/-/.

图
*

""

丝裂霉素
<

抑制
V<K**0

细胞增殖

F-F

"

丝裂霉素
<

抑制
]bgb*

磷酸化
"

用丝裂霉素

<

处理细胞后)与对照相比)免疫印迹试验发现细胞

中
]bgb*

的总量无明显差异)但是
'+.0

位点的磷酸

化
]bgb*

的蛋白量明显减少$

@h,-G/*

)

!h/-/%H

')

见图
%

(

""

注!与对照组比较)

!

!

$

/-/.

图
+

""

丝裂霉素
<

抑制
V<K**0

细胞活力

图
%

""

丝裂霉素
<

抑制
]bgb*

磷酸化

图
,

""

]bgb*:?K

和
]bgb*:)K

的表达

图
.

""

转染
]bgb*:?K

和
]bgb*:)K

后

V<K**0

细胞的增殖情况

""

注!

+

组比较)

!

!

$

/-/.

图
0

""

丝裂霉素
<

通过抑制
]b;b*

磷酸化抑制

V<K**0

细胞的增殖

F-G

"

丝裂霉素
<

通过抑制
]b;b*

磷酸化抑制

V<K**0

细胞的增殖和活力
"

分别转染
V=:]bgb*:

?K

和
V=:]bgb*:)K

)

V<K**0

细胞的增殖差异

无统计学意义$

@h/-/JH

)

!h/-JJ

'(同时用丝裂霉

#

..*+

#
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年
H
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期
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素
<

处理)发现
]bgb*:?K

组的细胞增殖在第
+

天

和第
%

天均明显小于
]bgb*:)K

组$

@h,-H+0

)

!h

/-/%*

+

@hJ-/%J

)

!h/-/*H

'+

]bgb*:?K

组的
V<K**0

的细胞活力在第
%

天和第
,

天均明显小于
]bgb*:)K

组$

@h*,-/GH

)

!h/-//.

+

@h*%-J,*

)

!h/-//G

'(见

图
,

%

J

(

""

注!与
]bgb*:?K

组比较)

!

!

$

/-/.

图
J

""

丝裂霉素
<

通过抑制
]b;b*

磷酸化抑制

V<K**0

细胞的活力

G

"

讨
""

论

""

据报道)结直肠癌是全球第
%

大常见癌症)

+/*+

年诊断出
*%0

万人%

0

&

(结直肠癌的预后与诊断有关)

早期诊断时的
.

年生存率为
H/c

)结直肠癌远处转移

诊断时的生存率低于
*/c

%

J

&

(目前的治疗药物选择

包括丝裂霉素
<

*

.:

氟尿嘧啶*伊立替康*奥沙利铂*替

加氟
:

尿嘧啶"亚叶酸钙和
.:

氟尿嘧啶前药卡培他

滨%

G

&

(此外)最近将贝伐单抗*西妥昔单抗和帕尼单

抗纳入治疗组合方案中%

H

&

(然而)新的治疗方案以增

加毒性为代价改善了预后)并且患有转移性疾病的患

者最终将对可用药物产生耐药性)且其分子机制并未

明确(因此)阐明分子机制和开发新的*有效的*毒性

较小的药物已成为当务之急(

]bgb*

是
]bg

转录因子
b

亚家族的成员%

*/

&

(

]bgb*

与
]bgb%

*

]bgb,

等其他成员一起参与细

胞周期退出和
&*

停滞)诱导细胞凋亡*氧化和细胞应

答的细胞功能调节%

**

&

(在本研究中)当细胞被丝裂霉

素
<

处理后)发现磷酸化的
]bgb*

的表达被下调

$

!

$

/-/.

'(细胞中的
]bgb*

蛋白呈现磷酸化的无

活性形式和未受磷酸化的活性形式%

*+

&

(因此)磷酸化

的
]bgb*

的表达被下调)且未受磷酸化的
]bgb*

的活性形式被上调)

V<K**0

的细胞增殖和活力明显

下降$

!

$

/-/.

'(

]bgb*:)K

的突变体是在
]bgb*

磷酸化位点上进行的磷酸化模拟型突变)即
]bgb*:

)K

持续磷酸化且无法被去磷酸化(分别转染
V=:

]bgb*:?K

和
V=:]bgb*:)K

)同时用丝裂霉素
<

处理)发现
]bgb*:?K

组的
V<K**0

的细胞增殖和

活力均明显小于
]bgb*:)K

组$

!

$

/-/.

'(本研究

所用 的
]bgb*:)K

的 突 变 为
K+,=

*

'+.0=

和

'%*H=

)提示丝裂霉素
<

调控的
]bgb*

磷酸化位点

至少有
K+,

*

'+.0

*

'%*H

中的一个(

]bgb*

的磷酸

化酶和去磷 酸 化 酶 有
$\;

"

=\K*

*

$\;

"

=\K+

*

'&\*

*

'K\,

"

)'K*

*

<(\*

%

*%

&

)提示丝裂霉素
<

可能

影响这些磷酸化酶的转录水平*蛋白水平或酶活性来

抑制其功能(而仅分别转染
V=:]bgb*:?K

和

V=:]bgb*:)K

)

V<K**0

的细胞增殖差异无统计学

意义$

!

&

/-/.

')提示在
V<K**0

细胞中
]bgb*

处

于高度磷酸化的无活性形式(而用丝裂霉素
<

处理

后)野生型的
]bgb*

发生去磷酸化(因此)相比于持

续磷酸化且无法被去磷酸化的
]bgb*

突变型)表达

野生型的
]bgb*

的
V<K**0

细胞的增殖和细胞活

力明显降低(随着未磷酸化的
]bgb*

增加)蛋白质

]bgb*

易于进入细胞核%

*,

&

(因此)丝裂霉素
<

处理

V<K**0

细胞后)入核的转录因子
]bgb*

对各种基

因的转录调节活性)包括
F

+J\8

F

*

*

F

*%/:#A+

和细胞

周期蛋白
(*

"

+
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综上所述)丝裂霉素
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来降低结直肠癌细胞的增殖和活力(
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分析肺炎链球菌感染型小儿支气管肺炎中
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反应蛋白"
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$的水平!探讨小儿支气管肺炎

中血清
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与炎性反应严重程度的关系%方法
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患儿根据病原学检出结果分为肺炎链球菌感染组"
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其他细菌感染组"

+h%H

$和非细菌感染组"

+h,,

$%对比一般感染和严重感染患儿的肺炎链球菌组&其他细菌

感染组及非细菌感染组小儿支气管肺炎在治疗前&后的血清
<#$

水平!分析血清
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水平与患儿气促&喘憋&

咳嗽&肺部音和哮鸣音等临床症状缓解或消失时间的相关性%结果
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肺炎链球菌感染组患儿血清
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水平

高于其他细菌感染组和非细菌感染组%肺炎链球菌感染组和其他细菌感染组的严重感染患儿血清
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在治
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均有明显降低%肺炎链球菌感染患儿临床症状缓解或消失时

间均与血清
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值呈正相关"
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水平可以反应细菌感染型小儿支气管肺炎的严重
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关键词"小儿支气管肺炎#

"

肺炎链球菌#

"

<

反应蛋白#

"

炎性反应

!"#

!

*/-%H0H

"

I

-8339-*0J%:,*%/-+/*H-*J-/+J

中图法分类号"

#.0%-*

!

#,,0-*

文章编号"

*0J%:,*%/

"

+/*H

$

*J:+*.J:/%

文献标识码"

;

""

小儿支气管肺炎是一种常见的儿科疾病)发病季

节主要在冬春季)其临床表现主要有咳嗽*气促*发

热*肺部湿音及哮鸣音等%
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(小儿支气管肺炎多由

细菌*病毒和支原体等病原微生物感染引起(一般认

为肺炎链球菌是引起小儿社区获得性下呼吸道感染

的主要致病菌之一)能够引起小儿支气管肺炎等多种

呼吸道疾病%
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反应蛋白$
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'是一种早期炎性因
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<#$

的水平可有效反映炎性反应的严重程度%
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(同时)
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水平在机体受到感染时可迅速升高)在临床上对

于鉴别感染种类等有重要作用(本研究通过对不同

病原微生物感染的小儿支气管肺炎治疗前后血清
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水平对比)以及肺炎链球菌感染患儿临床症状改

善的时间与血清
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水平的相关性)探讨
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在肺

炎链球菌感染型小儿支气管肺炎中的作用(
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对小儿支气管肺炎的诊断标
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