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目的
!

探讨
C#8.''2

及
A@"

相关卷曲螺旋形成蛋白激酶
$

"

8MVa$

$在骨肉瘤组织及细胞系中表达的情况及两者的

相关性%方法
!

临床选取
$/

例骨肉瘤组织标本及配对正常骨骼肌组织标本#设定人正常成骨细胞为对照组!骨肉瘤细胞系
6].

)'

和
c1.M3

为实验组!

87.YV8

检测骨肉瘤组织与各组细胞中
C#8.''2

与
8MVa$C8_9

的表达差异#

C#8.''2C#C#E

转染

6].)'

和
c1.M3

两细胞系!检测
C#8.''2

过表达对
8MVa$C8_9

和蛋白表达的影响%结果
!

C#8.''2

在骨肉瘤组织及细胞系

中特异性低表达!而
8MVa$

则呈高表达!两者呈负相关#转染
C#8.''2C#C#E

后!

C#8.''2C8_9

过表达!

8MVa$C8_9

和蛋白

表达在
6].)'

和
c1.M3

两细胞系中受到显著抑制%结论
!

C#8.''2

与
8MVa$

表达在骨肉瘤组织学水平和细胞学水平均成负

相关#过表达
C#8.''2

可降低
8MVa$

的表达%
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骨肉瘤为间叶组织来源#好发于青少年长骨干骺端的原发

性恶性骨肿瘤#其特点是生长迅速且侵袭力强#血行转移发生

早且肺转移发生率高#

/2R

#

(%R

的患者就诊时均存在不同程

度的转移灶#导致临床治疗相对困难和较高的病死率'

$

(

#预后

不佳并伴有较高的致残率)

C#8_9

通过靶向作用于
C8_9

的
'Hc78

区域#引起

C8_9

的翻译抑制或降解'

1

(

#内源性的
C#8_9

具有较高的稳

定性和组织相容性#在肿瘤的发生过程中起调控作用)文献表

明#

C#8.''2

在乳腺癌*胃癌中低表达#过表达后抑制肿瘤侵袭

转移'
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相关卷曲螺旋形成蛋白激酶
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8MVa$

&是
8@"

家族的一个

主要效应分子#目前研究发现
8MVa$

高表达与肿瘤低分化*

淋巴转移和短生存期相关#认为
8@"

"

8MVa

途径可能参与了

肿瘤细胞局部浸润和淋巴结转移)本研究拟于组织学和细胞

学水平检测
C#8.''2

和
8MVa$

的表达情况#并阐明其两者可

能存在的相互关系)
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资料与方法
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一般资料
!

所有组织为沈阳医学院附属中心医院*中国

医科大学附属第一医院*中国医科大学附属盛京医院及辽宁省

肿瘤医院骨科活检手术过程中获得的新鲜骨肉瘤组织标本及

正常骨骼肌组织#液氮保存运输#收集后置于
T/%U

低温冰箱

保存)全部标本均经术后组织病理学检查诊断证实为骨肉瘤#
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O1%$001/

&%沈阳市卫生局青年基金项目$辽科

发'
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号&%沈阳医学院青年科学基金资助项目$
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作者简介!王勇$
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&#主治医师*讲师#博士#主要从事骨肉瘤发生发展的

基础研究)
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男
$0

例#女
0

例#患者手术前未行放疗及化疗#年龄
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#
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岁#平均
$(&11

岁)病理类型!均为普通型成骨肉瘤)根据

5,,;K#,

=

分期!均为
%

W

期)

?&@

!

细胞*试剂及器材
!

人成骨细胞系
@JMW$&$(

*人骨肉瘤

细胞株
6].)'

及
c1.M3

$中科院上细胞库&%

8_9

提取试剂

盒*逆转录试剂盒*

YV8

试剂盒及
O#

L

"G;E<>C#,;1%%%

转染脂

质体试剂盒$

\,:#<A"
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;,

公司&%

8MVa$

兔源单克隆抗体$
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公司&%

C#8.''2C#C#E

及
C#C#EE",<A"D

$广州锐博公

司&%引物由上海生物工程公司合成%

3[W8 6>+<;A6#N<FA;

$

7>a>8>

公司&%胎牛血清$

3#

=

C>

公司&%多聚甲醛$分析纯#北

京化学试剂公司&%

49W

显色剂$丹麦
49aM

公司&%

8Y.

6\$)0%

培养基$

]#BE"

公司&%

QJ(%VM

1

培养箱$美国
W#"C;.

<A>

公司&#

V81$]

%

高速低温冷冻离心机$日本
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公司&%

W#"+

L

;E<AFC9V

凝胶成像系统$美国
W#".8>!

公司&%

6m'%%%Y
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扩增仪$美国
W#".8>!

公司&%
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方法

?&A&?
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细胞培养与传代
!

@JMW$&$(

细胞在含
$%R

胎牛血清

的
4656

"

J$1

培养液中#

6].)'

及
c1.M3

细胞在含
$%R

胎

牛血清的
4656

培养液中#均置于
'-U

*

2R VM

1

*饱和湿度

的孵箱中培养)待细胞融合率达
/%R

时#以
%&12R

胰蛋白酶

消化并传代)

?&A&@

!

脂质体介导的细胞转染
!

将生长良好的
6].)

和
c1.

M3

胰酶消化后#调整细胞密度为
1X$%

2

"孔并接种于
)

孔板

中#

10@

后利用
O#

L

"G;E<>C#,;1%%%

脂质体转染
C#8.''2C#C.

#E2%,C"D

"
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并各自设定相应的对照组)转染
0/@

后收集细

胞总
8_9

和总蛋白并进行后续检测)

?&A&A

!

87.YV8

检测
C#8.''2

与
8MVa$C8_9

的表达
!

参

照
7A#̀"D

试剂盒说明书提取骨肉瘤组织及培养的
@JMW$&$(

细胞和分组转染的各组细胞总
8_9

并标记)按照
\,:#<A"

=

;,

公司的试剂盒说明书进行逆转录反应#反应产物行
YV8

扩增#

YV8

过程按
\,:#<A"

=

;,

公司的
3[W8 ]A;;,

实时荧光定量

YV8

试剂盒说明书在荧光定量仪上进行#

C#8.''2

及
8MVa$

的内参照分别为
c)

和
&

.>E<#,

#引物序列详见表
$

)以
C#8.

''2

与
c)

拷贝数的比值为
C#8.''2

的相对表达量#

8MVa$

与
&

.>E<#,

拷贝数的比值为
8MVa$

的相对表达量)

表
$

!!

&

.>E<#,

(

8MVa$

(

c)

和
C#8.''2

的引物序列表

基因名 引物序列$

2H.'H

&

&

.>E<#, YV8

上游
9]7]7]9V]7]]9V97VV]V999]

下游
97VV9V97V7]V7]]99]]7]]9V

8MVa$ YV8

上游
9]]99]]V]]9V979779]7VVV7

下游
9]9V]979]77]]]7VVV]]V

c) YV8

上游
V7V]V77V]]V9]V9V9

下游
99V]V77V9V]99777]V]7

C#8.''2 87.YV8

上游
]7V]797VV9]7]V9]]]7VV]

下游
9]]7977V]V9V7]]979V]9V9

YV8

上游
9]VV]7V99]9]V99799V]99

下游
]7]V9]]]7VV]9]]7
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b;+<;A,BD"<

检测
8MVa$

蛋白表达
!

分别提取组织

及各组细胞总蛋白#

WV9

试剂盒测定各组蛋白浓度#各取
1%%

"

O

样品进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

343.

Y9]5

&#转膜#封闭
$@

后#依次行
'

抗$兔抗人
8MVa$

和兔

抗人
&

.>E<#,

&

%

抗$

Q8Y

标记的羊抗兔
%

抗&杂交#最后按
5VO

试剂盒说明书行电化学发光检测)

?&A&C

!

免疫组织化学检测骨肉瘤组织及配对组织标本中

8MVa$

的表达
!

$/

例骨肉瘤组织标本及配对正常骨骼肌组

织标本取材后#

YW3

清洗#依次行
$%R

多聚甲醛固定*组织脱

水*透明*石蜡包埋切片*脱蜡*封闭*

'

抗及
%

抗孵育*

49W

显

色*复染*封片和结果判定#细胞核呈棕黄色或棕色为阳性)

?&B

!

统计学处理
!

采用
3Y33$-&%

软件分析数据)计量资料

以
EP>

表示)两个独立样本均数比较呈正态分布的采用
5

检

验#非正态分布的采用非参数
6>,,.b@#<,;

I

检验#部分实验

指标间作单因素直线相关分析#双变量正态分布资料计算

Y;>A+",

相关系数#对不符合双变量正态分布资料#则计算

3

L

;>AC>,

相关系数)以
B

%

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

骨肉瘤组织中
C#8.''2

及
8MVa$

表达检测
!

组织学水

平检测结果显示#骨肉瘤组织中
C#8.''2

低表达#

8MVa$

高表

达)选取
$/

例配对的骨肉瘤患者正常组织和肿瘤组织#提取

总
8_9

和总蛋白#用
87.YV8

检测
C#8.''2

及
8MVa$C8.

_9

的表达#

b;+<;A,BD"<

检测
8MVa$

蛋白表达水平#免疫组

织化学检测配对标本中
8MVa$

蛋白表达情况)结果显示#在

配对的骨肉瘤标本中#相较于正常组织#

C#8.''2C8_9

在骨

内瘤组织中相对表达降低#而
8MVa$C8_9

及蛋白表达相对

升高#见图
$

%免疫组织化学检测结果显示#相比于正常瘤旁组

织#

8MVa$

在骨肉瘤中表达明显增高#差异有统计学意义

$

B

%

%&%2

&#见图
1

)

!!

9

!骨肉瘤组织中
C#8.''2C8_9

的
87.YV8

结果%

W

!骨肉瘤组

织中
8MVa$C8_9

的
87.YV8

结果%

V

!骨肉瘤组织中
8MVa$

蛋白

的
b;+<;A,BD"<

结果)

图
$

!!

骨肉瘤组织中
C#8.''2

及
8MVa$C8_9

表达情况

@&@

!

骨肉瘤细胞
6].)'

和
c1.M3

中
C#8.''2

和
8MVa$

表

达检测
!

细胞学水平检测结果显示骨肉瘤细胞系
6].)'

和

c1.M3

中
C#8.''2

低表达#

8MVa$

高表达#与组织学检测结

果显示的趋势一致)以健康人成骨细胞
@JMW$&$(

细胞作为

对照组#

6].)'

及
c1M3

两株骨肉瘤细胞作为实验组#用
87.

YV8

检测
C#8.''2

及
8MVa$C8_9

的表达#

b;+<;A,BD"<

检

测
8MVa$

蛋白表达水平)结果显示#相比于健康人成骨细胞

@JMW$&$(

#

6].)'

及
c1M3

中
C#8.''2C8_9

表达降低#而
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重庆医学
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年
)

月第
00

卷第
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期



8MVa$C8_9

表达增高#见图
'9

*

W

%相应的#

8MVa$

蛋白同

样呈高水平表达#见图
'V

)结果显示
C#8.''2

及
8MVa$

两

者表达趋势呈明显负相关#见图
'4

)

!!

9

!骨肉瘤组织中
8MVa$

呈高表达$

X1%%

&%

W

!瘤旁组织中
8MVa$

呈低表达$

X1%%

&%

V

!骨肉瘤组织中
8MVa$

呈高表达$

X0%%

&%

4

!瘤旁组

织中
8MVa$

呈低表达$

X0%%

&)

图
1

!!

骨肉瘤组织中
C#8.''2

及
8MVa$

蛋白表达情况

!!

9

!细胞水平
C#8.''2 C8_9

的
87.YV8

结果%

W

!细胞水平

8MVa$C8_9

的
87.YV8

结果%

V

!细胞水平
8MVa$

蛋白的
b;+<;A,

BD"<

结果%

4

!骨肉瘤中
C#8.''2

和
8MVa$

相关性分析 $双尾佩尔森

相关性分析#

=d%&/%0

#

B

%

%&%2

&)

图
'

!!

C#8.''2

及
8MVa$

在骨肉瘤细胞
6].)'

和

c1.M3

中表达及两者相关分析

!!

9

!转染后
C#8.''2C8_9

的
87.YV8

结果%

W

!转染后
8MVa$

C8_9

的
87.YV8

结果%

V

!转染后
6].)'

中
8MVa$

蛋白的
b;+<;A,

BD"<

结果%

4

!转染后
c1.M3

中
8MVa$

蛋白的
b;+<;A,BD"<

结果)

图
0

!!

转染后
C#8.''2

及
8MVa$

表达变化

@&A

!

转染
C#8.''2C#C#E

后#

C#8.''2

及
8MVa$

表达变化
!

在
6].)'

和
c1.M3

两细胞系中分别转染
C#8.''2C#C#E

#并

各自设定对照组$转染
C#C#EE",<A"D

&#

87.YV8

检测
C#8.''2

及
8MVa$C8_9

的表达#

b;+<;A,BD"<

检测
8MVa$

蛋白表

达水平)结果显示转染
C#8.''2C#C#E

后#

C#8.''2C8_9

表

达水平明显上调#见图
09

#

8MVa$C8_9

表达水平下降#见

图
0W

%

b;+<;A,BD"<

检测结果显示上调
C#8.''2

后#

8MVa$

蛋

白表达水平较对照组明显降低#见图
0V

*

4

)

A

!

讨
!!

论

!!

C#8_9

是一种广泛存在的分子#其表达具有组织特异性

和时间特异性#在胚胎形成*组织分化*器官形成*生长发育及

调亡的调控*疾病发生等众多领域协调有序的调控#使机体的

各种功能蛋白基因表达处于一种平衡)

6&K.''2

基因位于人

染色体第
-

^

'1&1

区#在人类肿瘤中发挥癌基因或抑癌基因作

用)近来报道
6&K.''2

在乳腺癌*卵巢癌*前列腺癌及胃癌中

发挥抑癌基因作用'

2.-

(

)但是在星形胶质瘤和脑膜瘤'

/.(

(中发

挥癌基因作用#尽管这样#

C#8.''2

在骨肉瘤中的作用目前未

见报道)

8MVa$

是
8@"

家族的一个主要效应分子#在癌细胞侵袭

过程中发挥重要作用'

$%.$$

(

)

8@"

蛋白活化后#可与
8MVa$

上

的位点相结合#暴露
8MVa

的催化活性中心#将
8MVa

激活#

使其空间结构发生变化)活性中心暴露#使底物磷酸化)近来

研究发现
8MVa$

在脑肿瘤中高表达#并与肺癌*前列癌*膀胱

癌的侵袭转移关系密切'

$1.$'

(

)

C#8.''2

和
8MVa$

都与骨肉瘤的发生发展有密切关系#

本研究在组织学水平及细胞学水平两个层次对它们在骨肉瘤

中的表达进行了研究)通过
87.YV8

发现#

C#8.''2

在骨肉瘤

组织和骨肉瘤细胞
6].)'

和
c1M3

细胞中呈特异性低表达#

而
8MVa$

在骨肉瘤中则呈特异性高表达#这与
O#F

等'

$0

(的研

究结果相似%上调
C#8.''2

后则可明显降低
8MVa$

的表达水

平)本研究结果说明#在骨肉瘤中
C#8.''2

表达水平与

8MVa$

表达水平呈负相关#而这种负相关很可能是由于
C#8.

''2

可靶向负性调控
8MVa$

的表达形成的)

SFEE@#,#

等'

$2

(研

1-$1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$)

期



究认为
8@"9

"

8MVa

通路关键因子
8MVa$

和
8MVa1

在骨

肉瘤组织中高表达并与骨肉瘤的侵袭转移相关#抑制
8MVa$

和
8MVa1

表达使骨肉瘤侵袭转移能力下降#也就是说
8@"9

"

8MVa

通路中的某些关键因子如
8MVa$

可以作为抑制骨肉

瘤侵袭转移的潜在靶点)进一步通过生物学信息预测的方式

发现
C#8.''2

与
8MVa$C8_9'Hc78

区存在一段
-

个碱基

互补配对区#那么
C#8.''2

与
8MVa$

是否存在靶向作用#其

具体机制如何+ 接下来作者将通过进一步荧光素酶报告基因

实验验证
C#8.''2

与
8MVa$

可能存在的靶向关系并通过
7A.

>,+?;DD

侵袭实验检测
C#8.''2

靶向
8MVa$

对骨肉瘤侵袭转

移的影响)

C#8.''2

作为一种肿瘤抑制小分子
C#8_9

#其作用可能

通过调控许多重要细胞信号转导通路内的目标靶基因引起整

个信号通路活性的改变#从而调控整个细胞的生物学行为#而

C#8.''2

与
8MVa$

间的负相关性及可能存在的
C#8.''2

负性

调控
8MVa$

机制可能是上述多个通路多个靶基因中的与其

转移侵袭相关的一个#对其进行研究可进一步阐明肿瘤发生的

机制#相信随着研究的进一步深入#

C#8.''2

调控
8MVa$

表达

可能会成为治疗骨肉瘤的一个新策略)
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