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表皮生长因子受体$
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7V

&在很多恶性肿瘤中出现突变)重排和过表达#并且与一些

恶性肿瘤的预后密切相关#成为了恶性肿瘤治疗靶点*研究发

现
Q[7V

在人胶质瘤中的过表达为
I(X

#

Q[7V

蛋白的表达

与胶质瘤的恶性分化程度密切相关'

%

(

#而
I)X

的多形性胶质

母细胞瘤$

[D5

&中有
Q[7V

基因的过表达'

&

(

*

Q[7V

过表达

与相应的配体结合后#通过不同的信号通路把细胞外信息传递

到细胞内#作用相应的靶基因调控肿瘤细胞增殖)侵袭转移等

细胞生物学行为*胶质瘤的预后因素复杂#已证实
Q[7V

参

与胶质瘤细胞增殖侵袭的调控'

*

(

#但
Q[7V

信号通路如何调

控胶质瘤病情进展仍然不清楚#阐明其具体机制是改善胶质瘤

治疗和预后的关键*作者通过改变胶质瘤细胞$

g,H

细胞&

Q[7V

信号通路状态#研究
Q[7V

信号通路与
g,H

细胞增殖

和侵袭转移的关系及其分子机制*
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材料与方法
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材料与试剂
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和明胶均购于
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N

:

4$

公司#胎牛血清和
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培养基购于
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3#9B"

公司#
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.S"##

$装有聚碳酸酯微孔膜#孔径
,

#

4

&购于美国
<9.@$A

公

司#磷酸化
Q[7V

$

P:Q[7V

&和磷酸化
;f6

$

P:;f6

&兔抗人的

,%,%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



单克隆抗体购于
W$B@$<A8/

公司%

[;PY!

小鼠抗人多克隆抗

体)带
!VP

的抗小鼠和兔二抗)

Q<+

显影液购于博士德公司#

VRP;

裂解液购于碧云天公司#

e

医用胶片购于
f9K$1

公司*
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g,H

细胞的来源和培养
!

g,H

细胞系购自中国科学院上

海细胞生物学研究所#用含
%)X

胎牛血清$

7DW

&的
Y5Q5

培

养进行实验*

@'B

!

实验分组
!

实验分为对照组$不加任何药物&)实验
%

组

$加
Q[7%))B

N

"

4+

&)实验
&

组 $加
Q[7%))B

N

"

4+

和

;[%(H,%)

#

49#

"
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&#实验
&

组在
;[%(H,

作用
%F

后再加

Q[7

*
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法检测细胞增殖
!

取对数生长期的细胞以
0]%)

*

个"孔接种于
JI

孔板#待细胞培养
&(F

后加药进行实验*每

组设
(

个复孔#继续培养
&(

和
(,F

#检测前
(F

每孔加
566

$

0

N

"

+

&

&)

#

+

和
Y5Q5%,)

#

+

#

(F

后弃去上清液#加
Y5WZ

%0)

#

+

#避光震荡
%04>B

#用全自动酶标仪测
(J)B4

处的吸光

度值'

ZY

$

(J)

&(*细胞生长率$

X

&

^

'

ZY

$

(J)

&实验组
_ZY

$

(J)

&空白("'

ZY

$

(J)

&对照组
_ZY

$

(J)

&空白(

]%))X

*

@'D
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6A$B.S"##

体外侵袭实验
!

取对数生长期
g,H

细胞用

)'&0X

胰蛋白酶消化#培养液洗涤终止消化#

J))A

"

4>B

离心

04>B

#再用
Y5Q5

培养基悬浮细胞计数待用%低温条件下将

%))

#

+

稀释后的
Q<5

N

"#

加入
6A$B.S"##

小室上室的
PQ6

膜

上表面#

*H\

孵育
(F

使胶凝固*每组设
&

个复孔#在
6A$B:

.S"##

小室下室加含
%)X7DW

的
Y5Q5

培养基
I))

#

+

#

6A$B:

.S"##

小室分别加
Y5Q5

培养基悬浮的细胞
0]%)

( 个"孔#在

*H\

)

0X<Z

&

孵育箱中常规培养
%&F

后#取出小室#用棉签

擦掉小室的
5$@A>

N

"#

基质胶和没有侵过的细胞#再用
H0X

的

乙醇固定
&)4>B

#取出小室放入结晶紫中染色
()4>B

#

())

倍

光镜下计
0

个视野细胞数#取均数*

@'H

!

明胶酶谱法检测基质金属蛋白酶
:&

$

55P:&

&和基质金

属蛋白酶
:J

$

55P:J

&蛋白表达
!

取对数生长期细胞胰酶消化

后接种于
I

孔板#待细胞汇合度达
J)X

#用
PDW

漂洗
&

次#用

%4+PVR5%I()

培养基培养
&(F

#取上清
&)))A

"

4>B

离心

04>B

#以去除细胞沉淀#取上清分装#冻于
_,)\

冰箱*配置

含
)'%X

明胶的
%)XWYW:P;[Q

凝胶#胶凝后配置
0X

上层

胶*

D<;

法测定收集的上清蛋白浓度*取等量的蛋白#计算好

体积#与
&]#9$K>B

N

C8OO"A

等比混合#室温放置
%)4>B

#上样#

冰水浴#

%))2

恒压电泳
*F

#用含
&'0X6A>@9Be:%))

$

2

"

2

&

的超纯水室温震荡洗凝胶
&

次#每次
(04>B

#中间换液*将凝

胶放入孵育液内
*H\

孵育
(&F

*凝胶置于含
)'%X

的考马斯

亮蓝
V:&0)

染色液内$甲醇
o

乙酸
o

超纯水为
('0o%')o('0

#

2

"

2

"

2

&震荡染色
*F

*将凝胶置于脱色液$甲醇
o

乙酸
o

超

纯水为
('0o%')o('0

#

2

"

2

"

2

&脱色#直至能辨别蓝色背景下

的
55P:&

$

H&]%)

*

&和
55P:J

$

J&]%)

*

&透亮条带*用凝胶

图像分析系统分析读取条带面积)宽度和灰度值*

@'I

!

?".@"ABC#9@

检测
P:Q[7V

和
P:;f6

蛋白表达
!

VRP;

裂解液裂解细胞后#行
%)X

聚丙烯酰胺凝胶电泳#转移至硝酸

纤维膜上#用含
0X

脱脂奶粉的
6DW6

封闭
%F

#加一抗

$

P:Q[7V

)

P:;f6

和
[;PY!

稀释倍数均为
%o%)))

&

(\

过

夜*

6DW6

洗涤
*

次#每次
%)4>B

#分别加兔抗小鼠与羊抗兔

二抗$辣根过氧化物酶标记&室温孵育
%F

*

6DW6

洗涤
*

次#

每次
%)4>B

#

Q<+

显色#

e

医用胶片摄影*

@'J

!

图像分析
!

fZY;

凝胶成像系统照相#

g̀;d6R6j

ZdQ

分析软件$版本
('I

&分析*

@'T

!

统计学处理
!

采用
WPWW%I')

统计软件#计量资料用
KG

>

表示#各组组间比较采用方差分析#生长率比较采用
/

& 检验#

以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

Q[7

和
;[%(H,

对
g,H

细胞
P:Q[7V

和
P:;f6

蛋白表

达的影响
!

外源性
Q[7

$

%))B

N

"

4+

&作用
g,H

细胞
&(F

后
P:

Q[7V

和
P:;f6

蛋白表达同时明显增加#与对照组比较差异

有统计学意义$

!

$

)')0

&%而
;[%(H,

$

%)

#

49#

"

+

&能完全抑制

外源性
Q[7

的作用#使
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