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处理后宫颈癌细胞中
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K5HIBO86$'

基因的表达随
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!

%U

&

人工气腹能抑制宫颈癌
\IO5

细胞
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细胞增殖能力的原因之一$
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近年来#腹腔镜在临床诊治中的应用已日益广泛#同时
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气腹在恶性肿瘤治疗中面临着一些新的问题#如切口肿瘤

细胞的局部种植与肿瘤腹腔内转移*播散等'本课题组的前期

研究通过动物实验得出#
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&

人工气腹较开腹手术更易促进腹

腔肿瘤播散和种植转移(

'

)

#通过体外细胞实验得出#
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&

对宫

颈癌细胞的生长*增殖能力起先抑制后促进的作用&对宫颈癌

细胞的浸润*转移能力是抑制的(

&

)

'为继续研究其可能的作用

机制#作者利用基因芯片分析发现#

%U

&

作用宫颈癌
\IO5

细胞

后显示出基因的差异表达#且以基因下调为主#其中#
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%表达下调显著'

K5HIBO86$'

基因是微囊蛋白的重要

结构蛋白#是一种转移相关基因#与恶性肿瘤的发生*发展*浸

润*转移密切相关'已经有报道
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属于宫颈癌的抑制基

因(
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#作者推测是否由于
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基因下调表达而加快
\IO5

细

胞的增殖作用. 是否
%"̂ $'

基因的下调表达有促进癌细胞分

化*增生*迁移和浸润的作用. 本实验通过体外模拟
%U

&

人工

气腹#检测宫颈癌细胞
K5HIBO86$'

基因的表达#探讨
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人工

气腹较开腹手术更易促进腹腔肿瘤播散和种植*转移的可能原

因和机制'
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究所提供%培养于含
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实验模型制备
!

自制一有机玻璃容器#用
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减压阀控

制进气流量和速度&
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测压装置随时监测和控制
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压力'

实验前玻璃容器用
F([

乙醇和紫外线照射消毒灭菌#通过真

空泵将容器内抽成真空状态#将细胞培养板放入容器中#密封

容器#灌入
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至实验所需的压力#开始计时并维持一定的时

间'实验结束后取出细胞培养板放于
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培养箱中继续

培养'
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实验分组
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将
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细胞于
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细胞孵箱内培养
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压力箱内#分别在纯
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压力下培
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'这期间作为对照组的细胞始终置于细胞培养孵箱中

培养'用适时
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荧光定量
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未处理组*
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处理

后
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组的
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细胞中
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的表达量'
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检测指标及方法
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用
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提取各组细胞总
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逆转录试剂盒说明书将
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逆转录成
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软件计算
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值与拷贝数'
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统计学处理
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应用
-,--'&:)

统计软件#计量资料以
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表示#组间均数比较采用成组
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检验或单因素方差分析#

并进行相关性检验#以
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结
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作用后各组
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的表达情况
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通气处理

细胞后#抽提组织总
V."

#使用逆转录试剂盒制备
KW."

第一

链#以总
KW."

为模板扩增
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基因#产物经
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琼脂糖凝

胶电泳检测#目的
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基因扩增长度为
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#符合扩增片

段大小#切取目标条带#进行纯化*回收'纯化的
%"̂ $'

扩增

片段与
,?a$'C?

载体质粒混合#通过
?$"

连接构建重组质

粒'对重组质粒进行
,%V

鉴定#扩增片段长度符合目的基因

大小$图
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分别为对照组*
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作用后
'

*

4

*
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组
%"̂ $'

基

因扩增产物'

图
'
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压力
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作用
*3

后
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重组

质粒扩增后
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鉴定结果
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分别为对照组*
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作用后
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组
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基

因扩增产物'

图
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压力
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作用
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后
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重组质粒扩增后
,%V

鉴定结果
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适时
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荧光定量
$,%V

的特异性
!

适时
$

荧光定量
$,%V

的

熔解曲线显示#采用荧光染料进行各浓度质粒
%"̂ $'

基因适

时
$

荧光定量检测#出现单一的熔解峰#特异性佳$封
4

图
4

*

*

%'

通过
%"̂ $'

基因初始拷贝数与实时荧光定量检测的
%?

值建

立的标准曲线相关系数是
):CF2

#可以作为检测目的基因的良

好标准品$封
4

图
*
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样本中
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基因适时
$

荧光定量
$,%V

检测结果
!
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处理细胞后#扩增出目的
%"̂ $'

基因
KW."

片段#荧光量

的增长曲线符合标准的,

E

-形荧光扩增曲线$封
4

图
(

%#软件

自动算出
%"̂ $'

基因初始
KW."

$相当于
/V."

%的拷贝数'

根据目的基因与内参基因的比值#得出处理前*后细胞中

%"̂ $'

基因相对表达量$表
'

%'由此可见#宫颈癌
\IO5

细胞

被
%U

&

作用后#

%"̂ $'

基因的表达明显降低#且
K5HIBO86$'

基

因的表达随
%U

&

处理后时间的延长而降低'不同压力组间比

较差异无统计学意义'

表
'
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处理前#后细胞中
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基因的

!!!

表达量比较%
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基因的表达量
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世纪
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年代初
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气腹开始被应用于腹腔镜下各种

恶性肿瘤的手术#其在妇科恶性肿瘤中的应用也越来越广泛#

有关
%U

&

气腹促进恶性肿瘤细胞种植*转移的报道也越来越

受到人们的关注'本课题组对此问题展开研究#在前期研究中

通过动物实验得出#与开腹组相比#

%U

&

气腹组腹腔生长的肿

瘤质量明显增加#气腹组肝*肠管的种植*播散的转移瘤数量显

著大于开腹组#气腹组腹壁切口转移瘤更大*更多#腹腔种植和

播散更严重#提示
%U

&

人工气腹有促进腹腔肿瘤播散和种植

作用(

'

)

'国内外学者也有相关的研究报道#如
%568E

等(

4

)运用

非免疫缺陷鼠的肿瘤模型对
%U

&

人工气腹的研究#发现腹腔

肿瘤播散在气腹组更严重&

XE38A5

等(

*

)建立
;"+;

"

%

雄性裸鼠

皮下接种
&c')

2 结肠癌细胞模型#也发现
%U

&

人工气腹有促

进肿瘤肝转移作用'

%U

&

人工气腹较开腹手术更易促进腹腔肿瘤播散和种植

转移的观点已逐渐形成共识#但其作用机制尚未阐明'本课题

组分析其作用机制除了
%U

&

的理化作用因素外#还可能与

%U

&

作用后宫颈癌细胞的分子生物学改变有关系#为阐明其可

能的作用机制#本课题组通过体外细胞实验得出#在体外#

%U

&

对宫颈癌细胞的生长*增殖能力起先抑制后促进的作用&对宫

颈癌细胞的浸润*转移能力是抑制的(

&

)

'作者利用基因芯片分

析发现#

%U

&

作用宫颈癌
\IO5

细胞后显示基因差异表达#且以

基因下调为主#其中#

%5HIBO86$'

$

%"̂ $'

%表达下调显著'

K5HI$

BO86$'

基因是微囊蛋白的重要结构蛋白#是一种转移相关基

因#与恶性肿瘤的发生*发展*浸润*转移密切相关#已经有报道

%"̂ $'

属于宫颈癌的抑制基因(

($2

)

#它是细胞膜上的一种支架

蛋白#参与调控并浓缩特异脂质以及修饰信号传导分子等(

F

)

'

K5HIBO86$'

通过磷酸化和$或%去磷酸化等途径与信号分子相互

作用#调控肿瘤细胞的增殖*凋亡*黏附及运动(

G$C

)

'有研究表

明#在许多肿瘤中
K5HIBO86$'

的表达是下调的#表现为一种抑

癌基因#

-OB56

等(
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)发现高表达
K5HIBO86$'

的乳腺癌细胞表现

为侵袭
#57=8

1

IO

的能力降低'
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I=/I8E7I=

等(
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)通过
V?$

,%V

发现
K5HIBO86$'

在胃癌和健康胃组织里均表达#然而健康

胃组织的
K5HIBO86$'/V."

水平比胃癌组织表达量明显增高'

在卵巢癌细胞(

'&

)和结肠癌(

'4

)的几个细胞系中
K5HIBO86$'

在

V."

和蛋白水平均下调#充当肿瘤抑制基因'

K5HIBO86$'

在肺

癌*宫颈癌*卵巢癌中均表达降低(

'*$'(

)

'

本实验结果显示#体外模拟腹腔镜
%U

&

气腹环境下宫颈

癌
\IO5

细胞
K5HIBO86$'/V."

表达明显受到抑制#且
K5HIB$

O86$'

基因的表达随
%U
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处理后时间的延长而降低'与作者前

期进行的基因芯片的结果一致'因此#作者推断
%U

&

作用后

宫颈癌
\IO5

细胞
K5HIBO86$'

基因表达量的降低#可能是
%U

&

作用后宫颈癌
\IO5
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人工气腹较开腹手术更易促进腹腔肿瘤播散和种

植*转移这一现象的可能机制之一'下一阶段作者将应用免疫

组化和
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技术分析
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作用后
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平的变化&还将通过构建真核表达载体使宫颈癌
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细胞

K5HIBO86$'

过表达与低表达#然后通过体外细胞功能试验研究
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作用后
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气腹后

恶性肿瘤的增殖*侵袭能力增强机制是个复杂的过程#是各个

方面*多个基因综合作用的结果#有关
K5HIBO86$'

在腹腔镜
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气腹影响宫颈癌细胞生物学变化的关系中所占的比重还

有待进一步的研究'
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