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在胰腺癌细胞解离及侵袭中的作用&方法
!

利用脂质体

介导法将
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>#-;Pb*

转染仓鼠胰腺癌低转移株
V(>!

细胞!实验分为转染组(阴性对照组(对照组&
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检测
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组胰腺癌细

胞中
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>#4P7*

及蛋白表达水平并分析转染效率!用
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染色法观察细胞解离状态!
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小室方法分析
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基因
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转染后胰腺癌细胞侵袭能力的变化&结果
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经过
?

<K

>#

基因特异性
-;Pb*

转染后!
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细胞解离状态开始从岛样

克隆生长改变为单个散在生长!其侵袭能力明显增强&结论
!
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的表达与胰腺癌细胞解离状态及侵袭能力密切相关!
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可作为抗胰腺癌侵袭转移分子靶向治疗的新靶点&
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胰腺癌是消化道常见的恶性肿瘤之一#是恶性肿瘤中最常

见的#多发生于胰头部'其发病率虽只占各种肿瘤的
!1

!

#1

#占消化系统恶性肿瘤的
/1

!

!.1

#呈逐年增长的趋势'

由于胰腺癌发病隐匿#早期多无明显症状#或仅出现某些非特

异性症状#加之又缺乏简单*特异性的诊断方法#因此#多数患

者就诊时已为中*晚期'胰腺癌的
&

年生存率小于
&1

#目前

仍然是预后最差的实体肿瘤(

!

)

'目前手术仍是惟一可能治愈

的方法#但是大多数患者就诊时已属中*晚期#手术切除

率低(

#

)

'

在近期研究中#应用
F̂ b*

微阵列分析检测发现
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$又名
]:2HB+:FFBH9@2->#
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JU>#

&是一种在解离型高转移株
V(>

!%'

细胞和非解离型低转移株
V(>!

细胞中的表达不同且与侵

袭转移关系密切的基因(

"

)

'紧密连接是连接复合物中最靠近

顶点的成分#通过在细胞间形成连续的带状结构隔离了顶点和

侧质膜'紧密连接由不同的跨膜蛋白包括
:FFBH9;2

#

FB+H9;2

和

X*7-

组成#这些跨膜蛋白通过脚手架蛋白如
JU

蛋白与细胞

骨架相连'

JU

蛋白$

JU>!

*

JU>#

*

JU>"

&属于膜相关的鸟苷酸

激酶$

7*MaZ

&家族#这些蛋白含几个蛋白
>

蛋白相互作用的

结构域#包括
"

个
V̂ J

结构域*一个
RW"

结构域和一个
MZ

结

构域#它们主要定位于连接复合物的膜下区#把多个完整的膜

蛋白交联到细胞质表面#产生特殊的膜区域'
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家族有
"

名

成员#分别为
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&和
?
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>"
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JU>"

&'
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<K

-

属于膜相关
7*MaZ

的同分异构体#参与组成上皮和内

皮细胞内结构'

?

<K

与连接转膜蛋白的胞质侧
(

端绑定#使其

与细胞骨架肌动蛋白和信号转导通路成分连接(

$

)

'

V+D;-

等(

&

)

已鉴定的一种跨膜蛋白
UFFBH9;2

#可能提供了这些结构的基

础#用来源于肌酐肝组织此连接的单克隆抗体鉴定通过免疫电

子显微镜观察这种跨膜蛋白专一性地定位于许多不同类型细

胞的紧密连接处'

UFFBH9;2

的拓扑学结构表明它的氨基端$

S

bW

&和羧基端$

S(UUW

&处于胞质侧#两个胞外环伸展向细胞

间隙'目前#认为
UFFBH9;2

功能广泛#在细胞间黏附*移动及

调节细胞的通透性等方面起作用'

UFFBH9;2

也可直指参与脑

微血管内细胞上的
?

<K

形成 (

.

)

'但是
?

<K

参与肿瘤侵袭转

移#尤其是与细胞解离相关的机制尚未明确'

本实验通过分析
?
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>#

基因
-;Pb*

转染后胰腺癌细胞解

离状态和侵袭能力的变化#拟证明
?

<K

>#

表达与胰腺癌细胞解
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离及侵袭能力密切相关#为临床上开发新的靶向治疗药物提供

新的靶点'
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材料与方法
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!

材料
!

本实验采用仓鼠胰腺癌细胞系
V(>!

#低转移型

V(>!

细胞系是由利用
6UV

诱导的叙利亚仓鼠实验性胰腺癌

模型建立#以
PV78>!.$'

培养液培养#并加
!'1

胎牛血清*

!''

a

"

45

青霉素
M

和
!''

#

3

"

45

链霉素#于含
&1 (U

#

"=T

孵

箱内培养'
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方法
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!

基因转染
!

?XV>#-;Pb*

$

-F>#00#.

&由美国
R+2A+(DH]

公司设计并合成#选定
"

个针对不同位点的
?XV>#-;Pb*

序

列#均已有实验证明转染效率大于
=&1

'

(:2AD:B-;Pb*

为阴

性对照#由美国
R+2A+(DH]

公司合成购买%脂质体
#'''

和
U

K

>

A;>7)b

培养基均购于
82G;AD:

3

@2

公司'实验分组!对照组

$

U

K

A;>7)b

培养基
eV(>!

细胞&#阴性对照组$

U

K

A;>7)b

培

养基
eF:2AD:B-;Pb*eV(>!

细胞&#转染组$

U

K

A;>7)b

培养

基
e?XV>#-;Pb*eV(>!

细胞&'

>%?%?

!

总
Pb*

的提取及
P?>V(P

测转染率
!

?D;]:B

购自
82>

G;AD:

3

@2

公司#

P?>V(P

试剂盒购于大连
?+Z+P+

公司'转染

$/C

后提取总
Pb*

#
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V(P

反应条件如下#

0&T

应变性
&4;2

#

然后
0$T"'

个循环
#'-

#接着
."T

退火
"'-

*

=#T

延伸
!

4;2

#最后
=#T=4;2

延伸
%V(P

产物经过
!%&1

含有溴化乙

锭的琼脂糖凝胶电泳并显影#电压为
!#'d

#电泳时间为
$'

4;2

#凝胶成像系统对条带进行扫描分析#计算灰度#以目的条

带与
,

>+FA;2

灰度的比值表示目的条带的表达水平#转染抑制

率
\

$转染前表达水平
>

转染后表达水平&"转染前表达水平
h

!''1

'

>%?%@

!

_@-A@D2,B:A

检测
!

实验以兔多克隆抗体作用于人

?

<K

>#

氨基酸序列及
,

>+FA;2

$

R+2A+(DH]

#

(*

&作为一抗#利用辣

根过氧化物酶结合的抗体和
L8?(

标记的荧光抗体$

R+2A+(+>

DH]

#

(*

&作为第二抗体'裂解各组细胞制备蛋白样本后#取
#'

3

裂解提取物用聚丙烯酰胺平板凝胶电泳#再将蛋白质转印到

Vd̂ L

膜上#然后将
Vd̂ L

膜与
'%!1 ?O@@2>#'

"

V6R

稀释的

一抗共同于
$T

下孵育过夜#一抗孵育后的膜与辣根过氧化物

酶标记的二抗以
!f#'''

比例再加
'%!1 ?O@@2>#'

"

V6R

稀

释共同孵育#利用
Z:9+Q-F;@2A;E;F;4+

3

;2

3

E;B4

$

@+-A4+2Q:9+Q

F:4

K

+2

I

#

D:FC@-A@D

#

b̀

&#加入增强型化学发光剂$

R+2A+(DH]

#

(*

&以探测收集蛋白条带光信号'

>%?%C

!

细胞解离状态
!

.

孔板中的细胞达到
='1

!

/'1

融合

时#用
V+

K

+2;F:B+:HgR

染色法对各组细胞进行染色#镜下观察

细胞解离状态'

>%?%D

!

侵袭能力
!

?D+2-O@BB

小室分析侵袭能力
?D+2-O@BB

小室$

F:-A+D

#

F+4,D;9

3

@

#

7*

#

aR*

&放入
#$

孔细胞培养板中#

另将含有
#&%.

#

3

7+AD;

3

@B

的
&'

#

5PV78>!.$'

培养基加到

上层小室的微孔滤膜上$直径为
/

#

4

&#

"=T

放置
#C

使其形

成凝胶状'各组细胞用无血清的
PV78>!.$'

培养液洗涤后#

用吸管吹打悬浮*计数*离心'按
!h!'

.

"

45

将细胞重悬于

含
'%!1

牛血清清蛋白的
PV78>!.$'

培养液中#取
!''

#

5

细

胞悬液加到小室的基底膜上#小室下层加
/''

#

5

含
'%!1

牛

血清清蛋白的
PV78>!.$'

培养液#

"=T

#

&1 (U

#

培养
#'C

'

取出小室#吸弃小室内的培养液#并用棉签仔细拭出小室内的

细胞和人工基底膜#进行
;̂EE>iH;Q

染色'显微镜下观察侵袭

移动到多孔滤膜外侧面上的细胞#随机计数
&

个视野内的细胞

数#计算平均值'

>%@

!

统计学处理
!

采用
RVRR!"%'

统计软件#利用非配对

RAH9@2Ag-;

检验分析数据#以
H

%

'%'&

为差异有统计学意义'

?

!

结
!!

果

?%>

!

P?>V(P

!

转染
$/C

后#

-;Pb*

组的
4Pb*

表达水平显

著降低#与阴性对照组相比下降了
/$%"=1

#差异有统计学意

义$

H

%

'%'!

&#见图
!

'

图
!

!!

?XV>#-;Pb*

转染后的
4Pb*

结果

?%?

!

_@-A@D2,B:A

!

结果显示
?

<K

>#

蛋白表达在对照组和阴

性对照组胰腺癌细胞中高表达#而在转染组胰腺癌细胞中低表

达#与阴性对照组比较下降了
0#%"#1

#差异有统计学意义$

H

%

'%'!

&#见图
#

'

图
#

!!

?XV>#-;Pb*

转染后的蛋白表达结果

?%@

!

细胞解离状态
!

V+

K

+2;F:B+:HgR

染色#镜下观察细胞解离

状态#发现对照组及阴性对照组胰腺癌细胞
V(>!

均呈岛样克

隆细胞生长#对照组及阴性对照组每个视野解离细胞数分别为

#

个*

#

个#而
-;Pb*

转染后
$/C

每个视野的细胞解离状态发

生变化开始呈散在单个细胞生长#转染组为每个视野
.

个解离

细胞#转染后解离细胞数明显增多#见图
"

'

图
"

!!

各组胰腺癌细胞的解离状态

图
$

!!

胰腺癌侵袭能力比较

?%C

!

?D+2-O@BB

小室方法分析侵袭能力
!

将细胞加入含
7+>

AD;

3

@B

的
?D+2-O@BB

上室培养
#$C

#

;̂EE>iH;Q

染色后镜下观察

细胞并计数随机
&

个视野$

h#''

&内细胞数#发现对照组*阴性

对照侵袭细胞数分别为$

#'%#[#%&0

&*$

!0%.[!%!$

&个#而转

染
?XV>#-;Pb*

后为$

"=%$[!%!$

&个#侵袭细胞数明显增加#

差异有统计学意义$

H

%

'%'&

&#见表
!

*图
$

'

$!=!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期



表
!

!!

各组胰腺癌细胞侵袭细胞数比较#

#

%

分组 上 下 左 右 中 均数 标准差

对照组
#! ## != #" !/ #'%# #%&0

阴性对照组
#' #! !/ !0 #' !0%.' !%!$

转染组
"= ". "= "0 "/ "=%$' !%!$

@

!

讨
!!

论

近年来#随着对胰腺癌发生的分子机制研究的不断深入#

分子靶向治疗成为研究的热点'新生的靶向药物由于成功治

疗了慢性白血病和乳腺癌*结肠癌#点燃了胰腺癌治疗的新希

望'为改善胰腺癌预后#针对胰腺癌高度的侵袭转移特性#开

发抑制胰腺癌侵袭转移的新型靶向治疗药物是当务之急'通

过抑制胰腺癌的侵袭转移#使肿瘤限定于局部#再配合手术切

除局部肿瘤#可能是根治胰腺癌值得探索的一条新途径'最

近#紧密连接在细胞生物学方面的进展 #揭示了紧密连接的屏

障功能和防御功能#表明以紧密连接蛋白作为药物开发的靶标

有着广阔的前景'

与紧密连接相关的几个胞质蛋白中#

JU>!

*

?

<K

>#

最具特

征性'

!0/.

年通过用紧密连接片段免疫鼠肝细胞形成的特异

性单克隆抗体鉴定了
JU>!

'

JU>!

在紧密连接*肾小球表皮细

胞过滤孔和一些钙粘素连接中均有发现'由于
JU>!

#

?

<K

>#

的

多种异构体形式的存在不同细胞类型的紧密连接意义不同'

JU>!

和
?

<K

>#

之间相互作用#

JU>!

结合于
UFFBH9;2

的羧基端

$

S(UUW

&'

JU>!

和
?

<K

>#

均属于膜连接
7*MaZ

家族'此

蛋白质家族成员多数位于细胞之间的连接处并且与细胞骨架

通过胞外信号转导途径相互作用#

?

<K

>#

可能与
7)Z

信号转

导通路密切相关(

=

)

'近来研究表明
JU>!

与乳腺癌的发生密

切相关(

/

)

#

JU>#

是急性白血病的致癌因子(

0

)

'有研究表明
JU

可能与血瘤屏障有关(

!'

)

#

JU>!

在黏膜屏障中具有重要作

用(

!!

)

'而研究表明
?

<K

>#

在胰腺癌和乳腺癌中表达失调(

!#

)

'

本研究表明#转染前后光镜下细胞的解离状态也有差异#

转染处理后的
V(>!

细胞
?

<K

>#

表达明显降低#胰腺癌细胞的

解离状态也相应改变#从原来的岛样克隆式生长变为单个散在

方式生长'证明
?

<K

>#

表达与仓鼠的胰腺癌细胞的细胞解离

状态密切相关'当
-;Pb*

转染处理
V(>!

后#在细胞膜细胞间

连接处的
?

<K

>#

表达明显减弱#从而导致胰腺癌细胞解离#

?D>

+2-O@BB

实验结果证明其侵袭能力相应增强'所以#在仓鼠的

胰腺癌细胞中
?

<K

>#

的表达变化与胰腺癌细胞的侵袭转移能

力密切相关#且成负相关#基因沉默
?

<K

>#

后胰腺癌细胞开始

解离且侵袭转移能力增强'且有研究证明
?

<K

>#

蛋白可被磷

酸化#

?

<K

>#

磷酸化状态的改变可能调控其细胞内定位(

!">!&

)

'

所以笔者推测
?

<K

>#

的磷酸化状态变化可通过
7)Z

"

)PZ

信

号转导通路进行调控#

?

<K

>#

磷酸化在胰腺癌调控机制中的作

用需进一步更深入的研究'

综上所述#通过
-;Pb*

转染
V(>!

细胞后对
?

<K

>#

表达和

细胞解离*侵袭能力的研究证明
?

<K

>#

的表达与胰腺癌细胞解

离状态密切相关#并且可以调控胰腺癌细胞的侵袭及转移能

力'

?

<K

>#

作为胰腺癌重要的肿瘤标记物#为开发新的抗胰腺

癌侵袭转移的分子靶向治疗方法提供了重要的理论依据'
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