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要"目的
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以腺病毒介导连环蛋白
_3$#

"

_3$#,A9

#基因!转染人肝癌
T''S)::$3

细胞!观察其对
T''S)::$3

细胞侵袭

能力的影响$方法
!

用腺病毒介导的
_3$#,A9

基因转染
T''S)::$3

细胞!用逆转录
)_S=

"

=R)_S=

#和
e>8A>@9LF1A

检测细胞中

_3$#,A9

表达水平!并测定转染后细胞侵袭能力的变化$结果
!

腺病毒介导的
_3$#,A9

转染
T''S)::$3

后!

_3$#,A9

的表达水平

显著上升%体外侵袭实验显示转染后
T''S)::$3

的侵袭能力明显下降$结论
!

腺病毒介导的
_3$#,A9

基因能够在
T''S)::$3

细胞中有效表达!并显著抑制肝癌细胞的侵袭能力$
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连环蛋白
_3$#
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_3$#,A9

%是上皮钙黏附素$

.),?0->@29

%复

合体的一员#其最重要的功能是维持
.),?0->@29

的数量-

3

.

+

_3$#,A9

的缺失将导致
.),?0->@29

的迅速降解#可能通过减少

细胞间黏附促进肿瘤转移-

$)"
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+作者既往的研究证实#

_3$#,A9

表达缺失与肝细胞癌$

/SS

%的侵袭和转移密切相关-

<

.

+本实

验通过已构建好的包含
_3$#,A9

基因的腺病毒载体转染具有

高度侵袭,转移能力的肝癌细胞株
T''S)::$3

#探讨其对

T''S)::$3

侵袭能力的影响+
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材料与方法
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主要材料和试剂
!

人肝癌细胞株
T''S)::$3

购自上海

麦莎生物科技有限公司#二甲基亚砜,
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培养基,胎牛血

清购自
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人
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方法
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细胞培养
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将生长旺盛的
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细胞经胰蛋白

酶消化后加入含
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胎牛血清
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培养液#吹打细胞使之

脱离瓶壁#离心弃上清液#调整细胞浓度至
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BP

接

种在
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平皿中#孵育
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后进行实验+
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基因通过腺病毒导入
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细胞
!

细

胞转染时分组!$
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转染
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细胞&$
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%对照病毒组!未携带外来基因的腺病毒载体转

染
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%空白对照组!未经转染的细胞+

T''S)::$3

细胞以
!h3#

! 个"孔接种在
6

孔板中培养过

夜#至细胞密度生长至
6#̂

&需转染
+0_3$#,A9

者加入浓缩病

毒液每孔
3#BP

#继续温育#

<-

后荧光显微镜观察感染效率&

更换无血清培养基#
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后收集总蛋白,上清液和提取
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#

用
LS+

法测定蛋白和上清液浓度+
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逆转录
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=Z+

提取步骤按照
R?W?@?

试剂盒说明书进行+使用
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软件设计
_3$#,A9

及内参
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引物$上海生工生物有限公司合成%+
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引物#上
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引物#上游!
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游!
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引物长度
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!!X
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:$X
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配制
;̂

分离胶#按每孔
!#

%

P

上样#电

泳分离后转移至
_%&Y

膜上#封闭
$-

后#

RRLT

水洗
!B29

#

一抗孵育
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过夜#再与
3U$##

稀释的
/=_

标记的二抗
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X

孵育
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次+将显色试剂均匀涂于膜上约
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#即可见到显色#用数码相机照相后于凝胶扫描系统扫

描+以
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为内参#目的蛋白量
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目的蛋白条带光密度"
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侵袭小室实验
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采用
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孔径的侵袭

小室进行实验+按说明书以无血清
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培养液稀释
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胶#并铺到
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上室#

":X

孵育
!-

制作基底膜+上

室加入各组细胞
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%

P

$密度约
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":X
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#移出
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#甲醇固定#

/.

染色#用棉签刮去上室上面未侵袭的

细胞+高倍镜$

h$##

%下任取
3#

个不重复的视野计数侵袭细
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胞的数目+实验共进行
"

次#计算平均数+细胞数越多#表示

细胞侵袭能力越强+

?4A
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统计学处理
!

应用
T_TT3:4#

软件进行配对样本的
6

检

验和
-

$ 检验#以
A

#

#4#!

为差异有统计学意义+

@
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结
!!

果
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目的基因
_3$#,A9

在
T''S)::$3

中的表达
!

=R)_S=

结果显示各组均扩增到了约
$$;G

C

的片段+经光密度测定#

与空白对照组$

34#!̀ #43$

%和对照病毒组$

343$̀ #433

%相比#

+0_3$#,A9

组$

34;"`#4""

%

B=Z+

表达水平明显增高$

A

#

#4#!

%#见图
3

+
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&Z+ '?@W>@

&

3

!

+0_3$#,A9

组&

$

!对照病毒组&

"

!空白对照组+

图
3

!!

=R)_S=

检测
_3$#,A9

在
T''S)::$3

细胞中的表达

e>8A>@9LF1A

结果显示#

+0_3$#,A9

组目的蛋白表达量显

著上升#相对值为
$4;:̀ #4!$

#与空白对照组$

34"!̀ #4$$

%和

对照病毒组$

343<`#436

%比较#差异有统计学意义$

A

#

#4#!

%+

e>8A>@9LF1A

和
=R)_S=

结果一致#证实
_3$#,A9

已

成功导入靶细胞#见图
$

+
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3

!

+0_3$#,A9

组&

$

!对照病毒组&

"

!空白对照组+

图
$
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e>8A>@9LF1A

检测
_3$#,A9

在
T''S)::$3

细胞中的表达

@4@

!

侵袭小室实验结果
!

+0_3$#,A9

组穿膜细胞数为$

64$"

`343

%#空白对照组及对照病毒组分别为$

3!4$;`$45

%,

$

3<453̀ $46

%+

+0_3$#,A9

组与空白对照组,对照病毒组比较

差异有统计学意义$

A

#

#4#!

%#见封
"

图
"

+

A

!

讨
!!

论

连环蛋白$

S?A>929

%属胞内糖蛋白家族#开始被分为
&

,

+

,

*

三类#最近又发现
_3$#,A9

-

!

.

+它们共同与钙黏附素$

,?0->@)

29

%的胞内肽段及细胞骨架结合#形成一个完整的复合体#介导

细胞黏附和信号转导功能-

6):

.

+其中
.),?0->@29

复合体介导的

细胞间黏附在肿瘤转移的过程中扮演了十分重要的角色#其表

达缺失与许多肿瘤细胞的失分化和转移密切相关-

;)5

.

+

正常情况下#

_3$#,A9

主要分布在胞膜#与
.),?0->@29

结

合并维持其黏附功能-

3#

.

+但在乳腺癌,恶性黑色素瘤等多种

肿瘤中#均有不同程度的
_3$#,A9

细胞膜表达减少或缺失#提

示
_3$#,A9

在肿瘤的发生和转移中可能扮演着重要的角

色-

33)3$

.

+

肝癌细胞株
T''S)::$3

恶性程度很高#侵袭,转移能力

强#其
.),?0->@29

复合体表达水平很低-

3"

.

+作者利用腺病毒

载体作为高效的基因转移工具#以携带目的基因
_3$#,A9

的腺

病毒成功转染
T''S)::$3

细胞#感染效率近
3##̂

#并通过

=R)_S=

,

e>8A>@9LF1A

检测证实了外源性
_3$#,A9

基因的表达+

通过侵袭小室实验#作者发现
_3$#,A9

基因表达上调可以明显

减弱
T''S)::$3

细胞的运动和侵袭能力+而这种能力是癌细

胞脱离原发病灶#侵袭周边正常组织#穿入,穿出血管所必不可

少的-

3<

.

+所以#

_3$#,A9

基因有可能作为一个新的治疗靶点+
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量差#医生判断不准确#延误了病情#这会对医院的形象造成极

大的负面影响#会降低医院在患者中的信誉度#因此#医疗质量

与医院的发展息息相关+作者对医院近段时间的医疗纠纷进

行了统计#结果显示#绝大部分纠纷发生在常规手术,常见病

中#往往大家认为容易出现纠纷的危重复杂病#还很少发生患

者投诉+分析其原因#还是重视的程度问题#越小的手术,越常

见的病情#医生越不重视#处置较随意#而越复杂,越危重的病

情#随着医生的关注力度加大#处置谨慎#往往效果令患者满

意+著名的临床医学专家张孝骞教授曾经说过!)临床工作如

履薄冰#如临深渊#要小心翼翼地诊断#避免误诊和差错+*临床

医务工作者应借鉴张教授的话#病无大小#一视同仁#有效的强

化医疗质量管理#构建和谐医患关系-

$

.

+

A4@

!

注重医患沟通
!

患者认为影响医患关系的因素其次是医

生和患者的沟通+作者认为良好的医患沟通有助于降低医患

纠纷#首先#良好的医患沟通能提高诊断的准确率#降低发生错

误的可能#从而相应地降低因误诊引起的投诉+其次#良好的

医患沟通能让患者及其家属对治疗效果有比较现实的预期#这

样#当最后的治疗结果不太理想时#患者或其家属也较能够接

受#而不会简单地怪罪于医生-

"

.

+

中科院院士韩启德教授#在一次作报告时呼吁!医生应当

回归)人的医学*#照顾人的心理+他恳切地说!)我非常认同一

位美国医生的名言!有时去治疗#常常去帮助#总是去安慰+*他

讲了这样一个故事#已故著名医学家裘法祖教授#曾遇到一位

腹部不适的患者前来就诊#裘老轻柔地为其做了腹部触诊+患

者感动得当场落泪+为什么呢2 因为患者之前在六七家医院

看过病#却没有一位医生摸过他的腹部#每次都是一样000问

诊完#就开药或是做检查+

作者认为#人的医学#即是建立良好,和谐的医患沟通关

系-

<

.

+医生和护士在和患者接触的过程中#一个温暖的微笑都

会有效减轻患者的痛苦#一句鼓励的话语都会促进患者康复的

愿望+而一个冷淡的眼神,一句冷嘲热讽的话语#无疑会让患

者陷入对病情的不安和对医生的误解中+医务人员的态度时

刻影响着患者#以患者为中心#尊重和鼓励患者#让患者在就医

的过程中随时随地都可以感受到医生护士的理解和关怀#这也

是医患沟通的关键所在-

!

.

+在医患沟通中#由于患者受教育的

程度,对医学知识的了解程度不同#有些患者无法正确表达自

己的病情感受#这时候就需要医生仔细,认真的启发式提问#让

患者畅所欲言#完整叙述病情过程+另外#在医生向患者及其

家属介绍病情和治疗方案时#医生应避免使用书面语言,高深

的医学词汇#而应尽量使用口头语言#深入浅出地告诉患者得

病的原因#治疗的目的,过程和风险#在良好的沟通下#患者才

能有效地配合医生治疗+通过良好的沟通#患者也会对医生增

加信任感#提高依从性#即使有不可预计的风险#患者及家属也

会表示理解-

6

.

+

A4A

!

医生应恪守医德医风规范
!

由于医疗行业存在着严重的

信息不对称#医生在治病的过程中可以对患者的消费进行诱

导-

:

.

+医生为了回扣会诱导患者做一些不必要的检查和开一

些不必要的药品#韩启德教授在报告中也提到了医疗高新技

术#他指出#高新技术带来了医疗高消费+

$#

年前#胃癌诊断

只需
<<#

元#而现在基础诊断需要
$;"#

元#如果运用最高端

的诊断技术#所需花费则上升到
;###

!

3####

元&胃癌化疗从

$#

年前每人次平均
3##

元#提高到现在的
3!#!#

元+虽然诊

断精度提高了#化疗的不良反应减轻了#但调查显示#胃癌
!

年

生存率并没有显著提高+为了有效规范医护人员的行为#医院

应加强医德医风建设+要制定和完善各级,各类人员的工作职

责,工作标准以及违反纪律的处罚规定等#做到有章可循#有法

可依-

;

.

+医院相关部门要定期地对门诊或住院患者进行医疗

服务满意度调查#调查结果要及时反馈至院领导,相关科室和

全体医务人员+要重视对患者来信,来访反映问题的查处#发

现一起#查处一起#决不姑息+另外#在对医生的调查问卷中#

医生也反映就诊患者量大,工作强度高导致无法细致地与患者

进行沟通+患者应该多体谅医生的工作强度与难度#多与医生

主动沟通-

5

.

+医院的管理者也应合理安排医生的就诊时间#缓

解医生的工作压力#同时对医护人员多进行沟通训练及情商培

训#这些都能有效地促进和谐医患关系-

3#

.

+另外#信息化技术

的应用#如通过医疗消费积分系统的客户管理平台的建立和运

行#可以为医院管理层提供较以往更加及时,准确的数据统计

分析#为患者提供高水平医疗服务的同时#可以有效培养患者

的忠诚度#让患者获得更大的满意度#促进医患和谐关系#最大

限度地提高医院的经济效益和社会效益-
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