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蛋白的表达$结果
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高糖状态下
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表达水平与
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细胞增殖能力有关!抑制
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近年来#流行病学研究提示#在糖尿病患者中#乳腺癌的发

生率显著高于非糖尿病患者群&
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*但具体的机制仍然未阐明*
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蛋白耦联受体甲状旁腺激素受体
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%的作

用受体#

4EW94

是一种与细胞增殖与凋亡调控相关的生长因

子#既往本课题组研究发现乳腺浸润性导管癌组织中#糖尿病

患者
4EW$?

阳性表达率高于非糖尿病患者&
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*为此#本实验

拟进行在高糖状态下探讨
4EW$?

对乳腺癌细胞株中的作用#

为寻求糖尿病与乳腺癌之间的内在联系(糖尿病患者合并乳腺

癌的防治提供实验依据*
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材料与方法
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细胞株选择及培养
!

选用大鼠乳腺腺癌细胞系
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成按照试剂盒说明书进行*本实验设定
#

.;I=#,

为内参基因*

采用
49#>:92&%

软件设计相应
4EW$?

和
#

.;I=#,

引物*

4EW$?

引物序列#正向!

2̀.B7EB5577BB75E75E5B

77E5.'̀

#反向!

2̀.75BE5E77BE5E755B5B BE.'̀

#

扩增片段
$1%@

K

)

#

.;I=#,

引物序列#正向!

2̀.55E B775B5

5B777E7E7BE.'̀

#反向!

2̀.EE77E7B5B BE7557

E7EE5.'̀

#扩增片段为
$11@

K

*各组
4EW$?>?AB

分别在

01'1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$-

期

"

基金项目!广西科技厅自然科学基金资助项目$桂科自
%(($1(0

(桂科自
1%$%7TAS8B%$'$'1

%)广西北海市科学研究与技术开发计划项

目$北科合字
1%%(%$%2(

%*

!

作者简介!梁华晟$

$(--X

%#副主任医师#博士#主要从事糖尿病及其并发症发病机制研究*



荧光定量
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仪上进行
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反应#
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方法进行

计算和统计*
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基因沉默
SWh.//

细胞的构建及鉴定
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参考本

研究课题组所构建
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基因沉默的细胞模型进行试验&
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共筛选出
'
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K

S_43?9:=9".

784

"

A:"

载体$美国
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公司%合成干扰片段后#经过

菌落
45?

及测序鉴定#应用
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$美国
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公 司%转 染
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细 胞#

0/G
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检 测
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蛋白表达筛选出最佳的
4EW$?

干扰片段的
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细胞模型*
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细胞活力
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葡萄糖#后同%培养基组$高糖组%)高糖状态下的阴

性基因序列组$高糖
+#4EW$?.A5

组%)高糖状态下的阳性基

因序列组$高糖
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组%*在处理后
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进行以下实验*
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到聚偏氟乙烯$
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软件进行统计学分析#计

量资料采用
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不同葡萄糖浓度对
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细胞株
4EW$?>?AB

水平

及细胞活性的影响
!

应用
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检测不同浓度葡萄糖

对
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水平#结果发现
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葡萄糖作用
SWh.//

细胞
4EW$?>?AB
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!

$

%&%$

%*且
4EW$?>?.

AB

水平随着葡萄糖浓度升高而升高#提示
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细胞中
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水平具有葡萄糖浓度依赖性*为进一步检测

不同浓度葡萄糖对
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细胞活性的影响#研究将应用
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!

4EW$?

对高糖状态下
SWh.//

细胞增殖及凋亡的影响

!

应用
VEE

检测
10

!

()G

的
SWh.//

细胞活力#以阐明细胞

增殖能力#结果在
0/G

时#高糖组细胞活力高于对照组(高糖

+#4EW$?.A5

组及高糖
+#4EW$?

组$均
!

$

%&%$

%#同时与对

照组及高糖
+#4EW$?.A5

组比较#高糖
+#4EW$?

组细胞活力

受显著抑制$均
!

$

%&%$

%#见图
$

*为进一步观察
4EW$?

对

SWh.//

细胞凋亡的影响#应用
E_A3̂.8QE5

"

W":IG+=''12/

检测细胞凋亡#结果如图
1

所示高糖
+#4EW$?

组细胞凋亡水

平$

(&$'e$&)$

%

b

#显著高于对照组$

%&//e%&1$

%

b

(高糖组

$

%&-$e%&1'

%

b

及高糖
+#4EW$?.A5

组$

%&()e%&$1b

%差异

有统计学意义$

!

$

%&%2

%*该系列结果说明高糖状态下

4EW$?

表达水平可能影响了
SWh.//

细胞的增殖及凋亡*在

高糖
+#4EW$?.A5

组较高糖组细胞增殖水平降低(凋亡增高#

考虑可能与转染试剂的细胞毒性有关*

!!

;

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

@

!

!

$

%&%$

#与高糖组比较)

I

!

!

$

%&%$

#与高糖
+#4EW$?.A5

组比较*

图
$

!!

4EW$?

对高糖状态下
SWh.//

细胞增殖能力的影响

@&B

!

4EW$?

对高糖状态下
SWh.//

细胞中
Z;N

及
ZI<.1

表达

的影响
!

与对照组(高糖组及高糖
+#4EW$?.A5

组比较#

4EW$?

干扰处理后#促凋亡因子
Z;N

表达上调#同时促增殖

因子
ZI<.1

表达下调$均
!

$

%&%$

%#高糖组中
Z;N

表达低于对

照组#

ZI<.1

表达高于对照组$均
!

$

%&%$

%#进一步提示高糖状

态下
4EW$?

可能通过影响
Z;N

及
ZI<.1

的表达水平调控了

21'1
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SWh.//

细胞的存活能力*见图
'

*

图
1

!!

细胞凋亡水平检测

!!

;

!

!

$

%&%$

)

@

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

I

!

!

$

%&%$

#与高糖组比

较)

!

!

!

$

%&%$

#与高糖
+#4EW$?.A5

组比较*

图
'

!!

4EW$?

对高糖状态下
SWh.//

细胞

Z;N

及
ZI<.1

表达影响

A

!

讨
!!

论

近年来#由于糖尿病患者乳腺癌发病人数的迅猛增长#糖

尿病和乳腺癌的关系受到越来越多的关注*大量流行病学证

据表明糖尿病患者乳腺癌的发病率和病死率较非糖尿病患者

显著增加&

$

'

*糖尿病患者高发乳腺癌的原因及其机制目前仍

不十分清楚#一般认为和高糖(胰岛素抵抗和$或%高胰岛素血

症等因素有关*流行病学研究表明
4EW94

及其受体
4EW$?

与恶性肿瘤的发生发展有着密切的关系#特别在乳腺癌的转移

发生发展中扮演着重要的角色*目前#有关
4EW$?

与乳腺癌

相关方面的研究较少#既往本课题组已经发现糖尿病合并乳腺

癌患者的
4EW$?

表达水平显著高于非糖尿病乳腺癌患者&

1

'

#

但其作用机制尚未完全清楚*

为进一步阐明高糖诱导
4EW$?

表达后对
SWh.//

细胞生

物学行为的影响#本研究将引入
4EW$?

基因沉默的细胞模型

进行观察*结果发现#在高糖状态下
4EW$?

基因沉默的

SWh.//

细胞活力分别比较高糖组及高糖
+#4EW$?.A5

组下

降#而且
4EW$?

低表达能显著促进
SWh.//

细胞凋亡#诱导促

凋亡因子
Z;N

表达上调#抑制促增殖因子
ZI<.1

表达#相应在

高糖状态下
SWh.//

细胞增殖活性显著高于对照组*由于葡

萄糖是刺激或维系肿瘤细胞生长主要营养物质#

PRM>M9;

等&

'

'研究发现高浓度葡萄糖$

12>>"<

"

^

葡萄糖%能刺激人乳

腺癌细胞株
V58.-

细胞增殖#既往的研究还发现各种与葡萄

糖调节有关的细胞因子或激素#包括胰岛素(葡萄糖转运蛋白

0

(葡萄糖调节蛋白
-/

等均是调控乳腺癌增殖的重要转录因

子#该系列因子由葡萄糖诱导表达后#能显著促进乳腺癌细胞

增殖#抑制凋亡&

0.-

'

*

D#==>:9

等&

/

'在应用基因干扰技术沉默

4EW94

后也发现能抑制乳腺癌细胞株的增殖*

既往本课题研究也已经提示#由于
4EW94

及其受体

4EW$?

在恶性肿瘤的发生发展中起着重要的作用#

4EW$?

的激活与肿瘤生物学行为密切相关#

4EW$?

阳性的肿瘤比阴

性的肿瘤有更大的恶性倾向#高糖状态下乳腺癌细胞
4EW$?

表达升高#并与其预后相关&

1

'

*结合本研究的结果提示高糖可

以直接刺激
4EW$?

的表达#从而影响乳腺癌细胞的增殖#

4EW$?

可能是高糖状态下肿瘤细胞生存保护性因素之一*

也逆向提示了抑制
4EW$?

的表达可能是治疗糖尿病合并乳

腺癌的有效靶点之一*
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