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!!摘!要"目的!分析程序性细胞死亡蛋白配体?%"!$?H%#&基质金属蛋白酶%"##!%#在头颈部皮肤鳞状细
胞癌"TF1">>#患者中的表达情况!探讨其与术后复发的关系$方法!将')')年E月至')'%年B月该院收治
的TF1">>患者%L(例纳入研究!检测TF1">>患者术中切除的肿瘤组织与癌旁组织中!$?H%&##!%的表
达情况$比较不同临床分期TF1">>患者!$?H%&##!%表达情况及不同术后复发情况的TF1">>患者的
临床病理资料$分析TF1">>患者术后复发的影响因素$分析!$?H%&##!%表达情况用于评估TF1">>
患者术后复发风险的效能$结果!TF1">>患者术后肿瘤组织!$?H%&##!%阳性表达率高于癌旁组织"!$
)D)E#$不同临床分期TF1">>患者术后!$?H%&##!%阳性表达率差异有统计学意义"!$)D)E#$复发组临
床分期&术后放化疗情况&分化程度!!$?H%&##!%表达情况与未复发组比较差异有统计学意义"!$)D)E#$

!$?H%&##!%阳性表达是TF1">>患者术后复发的危险因素"!$)D)E#$!$?H%&##!%联合预测TF1">>
患者术后复发的灵敏度&特异度分别为BLDJ)\&LJDEJ\$结论!!$?H%&##!%在TF1">>患者肿瘤组织中
呈高表达!是患者术后复发的独立危险因素!可作为评估术后复发风险的客观指标!具有较高临床应用价值$
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!!头颈部皮肤鳞状细胞癌$TF1">>&发病率居恶
性肿瘤第 * 位(有报道指出('))) 年至 ')%* 年
TF1">>各个部位发病率均有所增加)%*'手术是治
疗TF1">>患者的主要方案(但部分患者由于术后
复发而导致治疗失败(生存率降低'目前临床主要通
过手术切缘病理性检查评估TF1">>患者术后复发
风险(具有一定价值(但TF1">>病理机制复杂(仍
有部分患者手术切缘病理检查阴性却术后复发(寻找
新的客观指标评估患者术后复发风险具有重要价值'
程序性细胞死亡蛋白配体?%$!$?H%&是近年来靶向免
疫治疗研究热点(其免疫抑制作用与肿瘤转移密切相
关)'*(其阳性表达可能为术后复发的影响因素(但目
前相关报道较少'基质金属蛋白酶%$##!%&具有降
解细胞外基质作用)(*(可直接影响肿瘤细胞转移%浸
润%增殖(对肿瘤恶性进展有促进作用(但关于其对术
后复发的影响报道较少'基于此(本研究将本院

TF1">>患者纳入研究(分析!$?H%%##!%表达情
况及对术后复发的影响(以期为临床提供借鉴(现报
道如下'

A!资料与方法
ADA!一般资料!将')')年E月至')'%年B月该院
收治的TF1">>患者%L(例纳入研究(男J&例%女
LJ例-年龄E("*B岁%平均$*)D&(e(DE'&岁'纳入
标准!符合TF1">>的诊断标准)&*-首次发病-为原
发性肿瘤且经病理组织活检确诊-预估生存期%*个
月-年龄%%B岁-行手术治疗-术后随访资料完整'排
除标准!合并严重心肺疾病-有放化疗史-骨髓造血功
能异常-合并全身系统性疾病'

ADB!方法
ADBDA!!$?H%%##!%检测!均以免疫组织化学染
色法进行检测(活检组织标本经乙醇脱水%二甲苯透
明%浸蜡处理(所有操作在组织处理机中进行'然后
进行石蜡包埋%切片'对制备好的石蜡切片按常规免
疫组织化学染色的步骤进行操作(最后用中性树胶封
片(显微镜下进行观察'判定标准!随机选取E个背
景清晰%染色明确的视野(计算阳性细胞占全部细胞
的百分比(若阳性细胞比例超过%)\(则表明结果为
阳性表达'
ADBDB!术后复发观察!患者均行TF1">>根治术(
术后根据患者实际情况决定是否进行靶向治疗或放

化疗(随访*个月(以出现术后复发或远处转移为终
点事件'

ADC!观察指标!$%&比较TF1">>患者肿瘤组织与
癌旁组织!$?H%%##!%阳性表达情况'$'&比较不
同临床分期TF1">>患者!$?H%%##!%表达情况'

$(&比较不同术后复发情况TF1">>患者的一般资
料(包括性别%年龄%临床分期%合并症%肿瘤部位%术
后是否放化疗%肿瘤浸润深度及分化程度%淋巴结受
累数 目(!$?H%%##!% 阳 性 表 达 情 况'$&&对

TF1">>患者复发的影响因素进行分析'$E&!$?
H%%##!%表达用于评估TF1">>患者术后复发的
价值'

ADD!统计学处理!采用"!""''D)软件进行数据处
理'计数资料以例数或百分率表示(组间比较采用!'

检验-采用H;N=56=T回归分析TF1">>患者术后复发
的影响因素'计算!$?H%%##!%阳性表达情况用于
预测TF1">>患者术后复发的灵敏度%特异度'!$
)D)E为差异有统计学意义'

B!结!!果

BDA!TF1">>患者!$?H%%##!%阳性表达情况!
TF1">>患者肿瘤组织!$?H%%##!%阳性表达率
高于癌旁组织$!$)D)E&(见表%'

表%!!TF1">>患者不同组织!$?H%###!%阳性

!!!表达情况比较&-$\%'

组织类型 - !$?H% ##!%

肿瘤组织 %L( (($%JD)B& 'J$%*DL*&

癌旁组织 %L( %'$*DJ&& J$ED')&

!' %%D'*E %%DB'E

! $)D))% $)D))%

BDB!不同临床分期TF1">>患者!$?H%%##!%阳
性表达情况比较!不同临床分期TF1">>患者肿瘤
组织!$?H%%##!%阳性表达率差异有统计学意义
$!$)D)E&'见表''
表'!!不同临床分期TF1">>患者肿瘤组织!$?H%#

!!##!%阳性表达情况比较&-$\%'

临床分期 - !$?H% ##!%

'期 (E &$%%D&(& '$EDL%&

$期 E( *$%%D('& &$LDEE&

(期 &E J$')D))& %)$''D''&

2期 &) %&$(ED))& %($('DE)&

2 JDJBL %&D(&J

! )D)%J )D))(

BDC!不同术后复发情况的TF1">>患者临床病理
资料比较!随访*个月(%L(例TF1">>患者中(术
后复发&J例作为复发组(未复发%'&例作为未复发
组'复发组临床分期%术后放化疗%分化程度及!$?
H%和 ##!%的阳性表达情况与未复发组比较差异有
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统计学意义$!$)D)E&(见表('
表(!!不同术后复发情况TF1">>患者临床病理资料

!!!比较&-$\%'

临床病理资料
复发组

$-I&J&

未复发组

$-I%'&&
!' !

性别 )D'%L )D*&%

!男 'B$ELD%&& **$E(D'(&

!女 '%$&'DB*& EB$&*DLL&

年龄 )D''L )D*(&

!$*)岁 ()$*%D''& L%$ELD'*&

!&*)岁 %J$(BDLB& E($&'DL&&

临床分期 (D('* $)D))%

!'期 *$%'D'&& 'J$'(D(J&

!$期 J$%BD(L& &&$(ED&B&

!(期 %E$()D*%& ()$'&D%J&

!2期 %J$(BDLB& '%$%*DJ&&

合并症

!高血压 L$%&D'J& %B$%&DE'& )D))' )DJ*J

!糖尿病 &$BD%*& %%$BDBL& )D)'( )DBB)

肿瘤部位

!口咽 %B$(*DL(& &%$((D)*& EDJE) )D%%&

!口腔 %E$()D*%& 'B$''DEB&

!鼻咽 %'$'&D&J& 'E$')D%*&

!其他 &$BD%*& ()$'&D%J&

术后放化疗 ED'EB )D)''

!是 ('$*ED(%& EL$&EDJL&

!否 %L$(&D*J& *L$E&D)(&

浸润深度 LDE)* )D)EL

!黏膜层 B$%*D((& ()$'&D%J&

!黏膜下层 %%$''D&E& (&$'LD&'&

!肌肉层 %&$'BDEL& &'$((DBL&

!骨及软骨层 %*$('D*E& %B$%&DE'&

分化程度 'D(() )D)')

!低分化 %B$(*DL(& ')$%*D%(&

!中分化 ')$&)DB'& *($E)DB%&

!高分化 %%$''D&E& &%$((D)*&

!$?H% &ED%J& $)D))%

!阴性 '&$&BDJB& %%*$J(DEE&

!阳性 'E$E%D)'& B$*D&E&

##!% (BDLB( $)D))%

!阴性 'L$EED%)& %%L$J&D(E&

!阳性 ''$&&DJ)& L$ED*E&

淋巴结受累数目 ED(B( )D%&*

!) B$%*D((& &%$((D)*&

!% '($&*DJ&& &J$(JDE'&

!' %*$('D*E& 'B$''DEB&

!( '$&D)B& *$&DB&&

BDD!TF1">>患者术后复发的影响因素分析!将临
床分期%术后放化疗%分化程度(!$?H%%##!%阳性
表达情况进行多重共线性检验(发现临床分期%术后
放化疗存在多重共线性$[/G%%)&(手动移除术后放
化疗'以TF1">>患者术后是否复发为因变量(以
临床分期%分化程度(!$?H%%##!%阳性表达情况作
为自变量(根据表&进行赋值(以H;N=56=T回归进行多
因素分析(结果显示(!$?H%%##!%阳性表达情况是
TF1">>患者术后复发的危险因素$!$)D)E&(见
表E'
表&!!TF1">>患者术后复发影响因素分析赋值方案

序号 项目 变量类型 赋值方案

% 术后复发 因变量 否I)%是I%

' 临床分期 自变量 '期I%%$期I'%(期I(%2期I&

( 分化程度 自变量 高分化I%%中分化I'%低分化I(

& !$?H% 自变量 阴性I)%阳性I%

E 1##!% 自变量 阴性I)%阳性I%

表E!!TF1">>患者术后复发影响因素分析

项目 # M, #7C?!' PL ! JE\FG

临床分期 )D&LJ )D&%E %D((& %D*%E )D'&B )DB&("(D)J&

分化程度 )D'** )D(EB )DEE( %D()E )D&J& )D**'"'DEL(

!$?H% %D')' )DE)' EDL(E (D('L )D))' %DJ*L"ED*'B

##!% %D%** )D&&E *DB** (D')J $)D))%%D&BL"*DJ'*

BDE!!$?H%%##!%表达情况用于评估TF1">>患
者术后复发的价值 !!$?H% 阳性表达用于预测
TF1">>患者术后复发的灵敏度%特异度分别为
J(DEE\%E%D)'\(##!% 阳 性 表 达 用 于 预 测

TF1">>患者术后复发的灵敏度%特异度分别为
J&D(E\%&&DJ)\(二者联合预测TF1">>患者术后
复发的灵敏度%特异度分别为BLDJ)\%LJDEJ\'
C!讨!!论

!!TF1">>是常见恶性肿瘤(世界范围内每年新增
患者约E)万人(严重威胁患者健康'目前临床治疗
TF1">>的方案仍以手术切除为主'虽然手术技术
发展迅速(但患者远期生存率却未得到明显提高(其
原因 主 要 在 于 术 后 的 局 部 复 发'有 研 究 显 示(
TF1">>患者术后复发率可达%LD*%\)E*'因此(预
防术后复发对改善患者远期生存结局有重要价值(而
寻找评估术后复发风险的客观指标对临床尽早干预

有积极作用'
近年来(程序性细胞死亡蛋白?%$!$?%&抑制剂是

肿瘤免疫疗法研究的热点(作为免疫哨点单抗药物(
在应答广度%深度%持久性方面均具有明显优势(其主
要通过抑制!$?%%!$?H%进行靶向治疗(具有较强抗
肿瘤效果)*?L*'肿瘤进展时(肿瘤微环境诱导,细胞
高表达并提高!$?%分子活性(肿瘤细胞则可通过传
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递负性调控信号激活!$?%"!$?H%信号通路(抑制,
细胞对肿瘤细胞的杀灭作用(从而促进肿瘤进展)B?J*'
因此(以 !$?%"!$?H% 为 靶 点 的 免 疫 疗 法 治 疗

TF1">>具有良好效果(而且已在部分临床研究中得
到证实)%)?%%*'另有研究证实(TF1">>患者!$?H%'
级染色更有可能发生肿瘤转移(而且与局部复发显著
相关)%'?%(*'本研究发现(TF1">>患者肿瘤组织!$?
H%表达阳性率明显高于癌旁组织且晚期患者!$?H%
阳性表达率更高(提示!$?H%与TF1">>患者预后
有关'这与相关研究结果基本一致)%&*'本研究结果
显示(术后复发患者的!$?H%阳性表达率明显高于未
复发患者(!$?H%阳性表达是TF1">>患者术后复
发的独立危险因素(提示其可作为反映TF1">>患
者术后复发风险的指标'

##!%是基质金属蛋白酶家族第一个被定性的
成员(在多种器官%细胞培养液%组织提取物中均可发
现(有报道指出(##!%可作为良性肿瘤向恶性进展
的标志物)%E*'##!%在TF1">>%肺癌%卵巢癌%乳
腺癌%直肠癌等多种肿瘤细胞中均有表达(具有降解
明胶及胶原的作用'相关研究指出(间质细胞对促进
肿瘤增殖%侵袭%迁移有重要作用(而细胞外基质中大
量存在的胶原蛋白是角质形成细胞迁移的必要条

件)%**'细胞外基质是细胞与细胞间自分泌调节%旁分
泌调节的缓冲(对细胞生存有直接影响(其水平变化
受 ##!%影响'##!%可通过诱导基质重塑%血管
形成%细胞黏附等作用降解细胞外基质(降低细胞外
基质对恶性肿瘤浸润%转移的阻碍(从而促进肿瘤转
移%恶化)%L*'陈艳丹等)%B*研究指出(通过 2=0?%(&靶
向 ##!%蛋白表达可直接影响喉癌细胞的侵袭%增
殖(证实 ##!%在喉癌中具有促进肿瘤侵袭%转移的
作用'本研究结果显示(TF1">>患者肿瘤组织细胞
##!%阳性表达率高(其高表达提示患者术后存在较
高复发风险'

既往临床评估肿瘤患者术后复发风险主要依据

为手术切缘组织病理学检查(但其效果并不理想(有
研究指出存在部分手术切缘阴性的患者术后出现局

部复发或淋巴结转移)%J?')*'这说明传统组织病理学
检查具有一定局限性(而在病理学检查基础上联合免
疫组织化学检测(可一定程度上提高诊断准确率'本
研究中!$?H%%##!%阳性表达对预测TF1">>患
者术后复发均有较高价值(二者联合预测TF1">>
患者术后复发的灵敏度%特异度分别为BLDJ)\%LJD
EJ\(提示!$?H%%##!%阳性表达情况可作为评估
TF1">>患者术后复发风险的参考指标'

综上所述(TF1">>患者术后肿瘤组织!$?H%%
##!%阳性表达率较高(而且与患者术后复发存在密
切关系(通过检测!$?H%%##!%阳性表达情况有助
于评估术后复发风险(有助于临床尽早干预以降低复
发率'本研究不足之处在于仅探究了!$?H%%##!%

与术后复发的关系(受限于现有条件未分析其表达情
况是否对远期生存有影响(这可作为下一步研究的
方向'
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!论!!著!

:8T01+>+">%%在三阴性乳腺癌中的临床意义及其
与2=0?*L*?(Q调控的关系

徐!阳 !潘胜男#

南京医科大学附属淮安第一医院医学检验中心!江苏淮安''(())

!!摘!要"目的!探讨长链非编码01+":8T01+#癌易感候选基因%%">+">%%#对三阴性乳腺癌",1<>#细
胞株 #$+?#<?'(%迁移和侵袭能力的影响及其调控机制$方法!采用实时荧光定量!>0"C!>0#检测,1<>
组织芯片中:8T01+>+">%%和2=0?*L*?(Q的表达'分析,1<>组织中:8T01+>+">%%的相对表达水平与
患者临床病理参数及预后的相关性'通过,7O85V4::实验验证:8T01+>+">%%与 2=0?*L*?(Q对,1<>细胞
株#$+?#<?'(%迁移和侵袭能力的影响'采用双荧光素酶报告实验对:8T01+>+">%%与2=0?*L*?(Q之间的
调控关系进行验证$结果!:8T01+>+">%%在,1<>组织中的表达水平异常升高"!$)D)E#!而2=0?*L*?(Q
在,1<>组织中的表达水平下调"!$)D)E#'肿瘤组织中:8T01+>+">%%的表达水平与脉管浸润&阳性淋巴
结数目&淋巴结转移&远处转移&,1# 分期以及复发情况有关"!$)D)E#!并且在,1#'期&,1#$期以及
,1#'"2期,1<>患者中!:8T01+>+">%%高表达的,1<>患者总体生存时间和无复发生存时间较:8?
T01+>+">%%低表达的,1<>患者明显缩短"!$)D)E#!:8T01+>+">%%的相对表达水平是,1<>患者预
后较差的独立危险因素',7O85V4::实验表明下调2=0?*L*?(Q能够逆转:8T01+>+">%%沉默介导的对,1<>
细胞迁移和侵袭的抑制作用!双荧光素酶报告实验表明:8T01+>+">%%能够调控 2=0?*L*?(Q$结论!:8?
T01+>+">%%的异常高表达与,1<>的发生&发展以及不良预后密切相关!其能够通过调控 2=0?*L*?(Q诱
导,1<>细胞的迁移和侵袭$

关键词"三阴性乳腺癌'!长链非编码01+'!癌易感候选基因%%'!迁移'!侵袭
!"#!%)D(J*J"KD=558D%*L(?&%()D')'(D)&D)%L 中图法分类号"0&&*DB
文章编号"%*L(?&%()"')'(#)&?)&*E?)L 文献标志码"+
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6=4865VO5O8O:WX4UD,7O85V4::4@Q47=24865V474S54U6;M47=RW6P44RR4T6;R:8T01+>+">%%O8U2=0?*L*?(Q
;86P42=N7O6=;8O8U=8MO5=;8;R#$+?#<?'(%T4:::=84!6P474NS:O6;7W74:O6=;85P=Q946V448:8T01+>+">%%
O8U2=0?*L*?(QVO5M47=R=4U9WC!>0O8UUSO::ST=R47O5474Q;76474@Q47=24865D;()<63)!,P44@Q7455=;8:4M4:
;R:8T01+>+">%%VO5O98;72O::W=8T74O54U=8,1<>6=55S4"!$)D)E#!VP=:46P44@Q7455=;8:4M4:;R2=0?
*L*?(QVO5U;V8?74NS:O64U=8,1<>6=55S4"!$)D)E#'6P44@Q7455=;8;R:8T01+>+">%%=86S2;76=55S4
VO5O55;T=O64UV=6PMO5TS:O7=8MO5=;8!8S2947;RQ;5=6=M4Q;5=6=M4246O56O6=T:W2QP8;U45!:W2QP8;U4246O5?
6O5=5!U=56O86246O56O5=5!,1#56ON4O8U74TS7748T4O74T:;54:W74:O64U"!$)D)E#D+2;8N,1<>QO6=4865V=6P
,1# '!,1# $!O8U,1# 'h256ON45!6P4;M47O::5S7M=MO:6=24O8U74TS7748T4?R7445S7M=MO:6=24;R,1?
<>QO6=4865V=6PP=NP4@Q7455=;8;R:8T01+>+">%%V4745=N8=R=TO86:W5P;76484U"!$)D)E#D,P4:8T01+
>+">%%4@Q7455=;8VO5O8=8U4Q48U4867=5YROT6;7R;7Q;;7Q7;N8;5=5=8,1<>QO6=4865D,7O85V4::O55OW5
5P;V4U6PO6U;V8?74NS:O6=;82=0?*L*?(QT;S:U74M47546P4=8P=9=6;7W4RR4T6;R:8T01+>+">%%5=:48T=8N?24?
U=O64U2=N7O6=;8O8U=8MO5=;8;R,1<>T4::5!USO::ST=R47O5474Q;7647O55OW55P;V4U6PO6:8T01+>+">%%
T;S:U74NS:O642=0?*L*?(QD=+,26<)*+,!,P4P=NP4@Q7455=;8;R:8T01+>+">%%=5T:;54:W74:O64U6;6P4;T?
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TS7748T4!U4M4:;Q2486O8UQ;;7Q7;N8;5=5;R,1<>!O8U=6TO874NS:O646P42=N7O6=;8O8U=8MO5=;8;R,1<>
T4::56P7;SNP2=0?*L*?(QD

>(?@+'4)%P4QO6;T4::S:O7TO7T=8;2O'!:;8N8;8?T;U=8N01+'!TO8T475S5T4Q6=9=:=6WTO8U=UO64N484%%'

!2=N7O6=;8'!=8MO5=;8

!!三阴性乳腺癌$,1<>&指的是免疫组织化学染色
报告中(雌激素受体$.0&%孕激素受体$!0&及人表皮
生长因子受体'$.-G0?'&均为阴性的乳腺癌亚型)%*(
约占新诊断乳腺癌数量的'&\)'*(是目前乳腺癌治疗
中最棘手的一类(病死率高且最容易转移和复发)(*(
虽然诊断和治疗的手段有了长足的发展(但是,1<>
患者的生存率仍然不容乐观)&*(肿瘤转移极大地降低
了治疗的成功率(是肿瘤相关性死亡首要的因素)E?**(
因此(全面了解,1<>发生%发展的机制对于改善患
者的预后意义重大'长链非编码01+$:8T01+5&是
长度超过'))个核苷酸且缺乏蛋白质编码功能的转
录本(参与多种生理和病理过程(尤其是肿瘤领域)L*'
此外(越来越多的证据表明:8T01+能够通过竞争性
内源01+$T401+&机制吸附微小01+$2=01+5&调
控下游基因表达和生物学功能(例如:8T01+<>0,%
通过 2=0?%()("!,<!( 促进乳腺癌的进展)B*(:8?
T01+F%J通过吸附2=0?%J9?(Q促进肺癌细胞铁死
亡)J*'本研究拟探讨:8T01+ 癌易感候选基因%%
$>+">%%&对,1<>细胞株 #$+?#<?'(%迁移和侵
袭能力的影响及其调控机制(以期为,1<>的转移机
制研究提供新的见解':8T01+>+">%%也有望成为
,1<>新的治疗靶点和预后标志物'
A!材料与方法
ADA!材料与试剂!实验中所使用的%('例,1<>组
织和配对癌旁组织的T$1+芯片购自上海芯超生物
科技有限公司(公司与合作医院签订了合作协议(标
本收集获得合作医院的伦理委员会批准并经过被研

究对象及其家属同意(产品编码F<74$%('"S)L(患者
临床及病理资料包括年龄%性别%脉管浸润%阳性淋巴
结数目%淋巴结转移%远处转移%,1# 分期以及随访
资料等信息(所有患者术前均未接受任何治疗(包括
放射治疗%化学治疗及靶向治疗等治疗'手术时间从
'))J年%月至')%*年J月(随访截至')')年B月(
死亡'J例(完整资料可以在网站$P66Q5!""VVVD5S?
Q47TP=QDT;2DT8"&上 查 询'胎 牛 血 清 $G<"&和
$#.#培养基购自美国,P472;公司(,7=X;:试剂和
H=Q;R4T6O2=84')))购自美国/8M=67;N48公司(实时
荧光定量!>0$C!>0&检测试剂盒购自日本 ,OYO7O
公司(,7O85V4::小室购自美国康宁公司(:8T01+
>+">%%小01+干扰片段$5=?>+">%%&%2=0?*L*?(Q类
似物$2=2=T5&"抑制剂$=8P=9=6;7&%:8T01+>+">%%野
生型和突变型双荧光素酶报告载体均由上海吉泰生物

有限公司构建合成(双荧光素酶报告基因检测试剂盒购
自美国!7;24NO公司(所有引物购自上海生物工程有
限公司'使用"6O79O54'D)$P66Q!""56O79O54D5W5SD4USD

T8"&以及,>-+ $P66Q5!""Q;76O:DNUTDTO8T47DN;M&生物
信息学数据库验证:8T01+>+">%%与 2=0?*L*?(Q是
否存在物理学上的结合位点'
ADB!方法
ADBDA!细胞培养!人正常乳腺上皮细胞株$#>G?
%)+&以及&个 ,1<>细胞系$#$+?#<?'(%%&,%%
<,E&J和 F>>%J(L&购自中国科学院上海细胞库(将
细胞培养使用含%)\ G<"的$#.#培养基中(放置
于E\>]'%(L `的孵育箱中培养(待细胞生长至
L)\"B)\密度后进行传代(选择对数生长期的细胞
进行实验'
ADBDB!细胞转染和双荧光素酶报告实验!取对数生
长期的 #$+?#<?'(%细胞制备成单细胞悬液(均匀
的接种在六孔板中(于E\>]'%(L`的孵育箱中孵育
'&P(当细胞密度达到约L)\"B)\(根据试剂盒说
明书进行转染'配制+液!将E&H干扰片段或E&H
阴性对照加入到'E)&H的低血清培养基中(轻柔混
匀静置E2=8-<液!将E&H:=Q;R4T6O2=84')))加入
到'E)&H的低血清培养基中(轻柔混匀静置E2=8(
将+液和<液混匀并静置')2=8(缓慢加入到相应
六孔板中(继续置于E\ >]'%(L`的培养箱中培养'
构建含有 2=0?*L*?(Q结合位点的野生型和突变型
:8T01+>+">%% 双荧光素酶报告载体':8T01+
>+">%%突变型质粒突变的部分是与 2=0?*L*?(Q结
合的位点$"6O79O54'D) 数据库预测&'使用:=Q;?
R4T6O2=84')))将双荧光素酶报告载体或阴性对照与
2=0?*L*?(Q2=2=T5共转染至,1<>细胞中(&BP后
测定各组荧光素酶活性'
ADBDC!C!>0检测:8T01+>+">%%和 2=0?*L*?(Q
的表达水平!使用,7=X;:试剂提取,1<>细胞系和
人正常乳腺上皮细胞株中总01+(根据反转录试剂
盒提供说明书进行反转录(分别以-+!$F和 c*为
内参(参照荧光定量!>0试剂盒说明书使用荧光定
量!>0仪对:8T01+>+">%%和2=0?*L*?(Q的表达
水平进行C!>0检测(采用公式'h))>6计算:8T01+
>+">%%和2=0?*L*?(Q的相对表达水平(本研究所使
用的引物序列见表%'C!>0检测:8T01+>+">%%"
2=0?*L*?(Q的反应条件!JE`预变性()5(JE`变性
%E5(*E`退火()5(L'`延伸(&5(共(E个循环'
ADBDD!,7O85V4::实验检测细胞迁移和侵袭能力!
用胰蛋白酶消化并收集对数生长期细胞(用无血清培
养基将每组细胞调整为E^%)L"2H的悬液(取'E)

&H细胞悬液加入到上层小室中$侵袭实验在此基础
上小室底部加入配套的基质胶&(在下层小室中加入
E))&H含%)\ G<"的$#.# 培养基(于(L`%E\
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,1<> 细 胞 迁 移 和 侵 袭 的 抑 制 作 用(:8T01+
>+">%%可能通过调控 2=0?*L*?(Q进而促进,1<>
细胞的侵袭和迁移能力(双荧光素酶报告实验初步预
测:8T01+>+">%%和 2=0?*L*?(Q可能存在物理学
结合位点(但是需要进一步的确证实验验证'

综上所述(本研究表明:8T01+>+">%%与,1?
<>患者脉管浸润%淋巴结转移%远处转移%,1# 分

期%复发以及不良预后有关(可能发挥癌基因的功能'
此外(体外细胞实验进一步表明:8T01+>+">%%可
能通过调控2=0?*L*?(Q进而促进,1<>细胞的侵袭
和转移(因此(:8T01+ >+">%%可能会成为 ,1<>
患者潜在的分子治疗靶点以及预后标志物'
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