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样因子
0

"

3450

#和基质金属蛋白酶
(

"

667(

#在原发性肝癌中的表达情况!探讨
3450

调节

667(

对原发性肝癌细胞侵袭和迁移能力的影响$方法
!

收集原发性肝癌手术患者癌和癌旁组织标本!通过免疫组织化学%实

时荧光定量
7=>

和免疫印迹试验"

?;+@;8,A<"@

#检测
2%

例肝癌组织及对应癌旁组织中
3450

和
667(

的表达情况&构建重组质

粒!上调肝癌细胞"

B;

:

C1

细胞系#的
3450

表达!检测
667(D>EF

及蛋白水平的表达情况&转染后的
B;

:

C1

细胞运用
G8H,.

+I;<<

侵袭试验和划痕试验观察侵袭和迁移能力的变化$结果
!

相比癌旁组织!

3450

在肝癌组织中的表达明显降低"

!

$

%&%2

#!

而
667(

的表达明显增高"

!

$

%&%2

#$通过构建重组质粒!上调
3450

的表达!发现
667(

的
D>EF

和蛋白表达均降低!并影

响
B;

:

C1

细胞的侵袭和迁移能力$结论
!

在原发性肝癌中!

3450

低表达!而
667(

高表达$在肝癌细胞中上调
3450

表达可

引起
667(

表达下降!进而抑制肝癌细胞的侵袭和迁移$
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原发性肝细胞癌简称肝癌#是严重威胁人类生命的恶性肿

瘤之一)尽管早期诊断和治疗方案已有改善#但仍不能改变肝

癌预后不良的结果)扩散和肿瘤侵袭*肝内转移是治疗失败的

主要原因)研究表明多种基因的转录过程中都有
389
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样

因子
0

$

3450

%参与#起激活或抑制的作用#多种细胞生物学过

程#包括细胞增殖#

3450

可以调节发育分化*炎性反应和细胞

凋亡)基质金属蛋白酶
(

$

667(

%与肝癌的侵袭转移密切相

关)基质金属蛋白酶$

667+

%可以减少解除所有其他细胞外

基质$

V=6

%成分的降解多糖#平衡可损伤矩阵#然后加速学习

障碍癌细胞突破组织*癌旁组织及其他组织侵袭和转移到远

处)然而#

3450

与
667(

两者在肝癌侵袭转移中的关系尚

不清楚#因此本试验主要探讨肝癌细胞中
3450

通过调控

667(

对肝癌细胞侵袭和迁移的影响)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!

收集南昌大学第二附属医院行原发性肝癌切

除术患者的肝癌及癌旁组织标本各
2%

例)所有患者术前均未

接受放化疗)其中男
'1

例#女
$/

例#年龄
02

!

))

岁#平均

$

20&1W1&(

%岁#样品采集后立即在液氮中保存#并经病理证

实)患者均知情同意#南昌大学附属第二医院伦理委员会审核

通过)

A&B

!

方法

A&B&A

!

试验试剂及器具
!

>EF

提取试剂$

S,J#@8"

K

;,

公司%(

蛋白抽提试剂盒$普利莱%(限制性内切酶
XHDB

"

*

YL"

"

*

G0ZEF

连接酶(无内毒素质粒小*大提取试剂盒(

ZB2

#

感受

态细胞$天根生物公司%(

$

.HN@#,

$

78"@;#,@;NL

公司%(

>EF

逆转

录试剂盒*荧光定量
7=>

分析仪
-2%%

$

FXS

公司%(

X=F

法蛋

21%'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
11

期

"

基金项目!江西省教育厅一般项目$

C[[$0%2)

%)

!

作者简介$冯潜$

$(/-\

%#住院医师#硕士#主要从事肝胆胰外科疾病研究)

!

#

!

通讯

作者#

V.DH#<

!

I<

T

,N

%

$)'&N"D

)



白测定试剂盒$碧云天公司%(

667(

*

3450

一抗$

78"@;#,@;NL

公司%(山羊抗兔二抗$康为世纪公司%(

Z6V6

培养液*胎牛血

清$

C#AN"

%(设计的
3450

序列及相关引物由上海生工公司合

成(

:

NZEF'&$

$

]

%质粒*过表达
3450

质粒和
B;

:

C1

细胞由

江西省分子医学重点实验室传代保存)

A&B&B

!

免疫组织化学
!

将收集的肝癌患者的癌组织和癌旁组

织在福尔马林中固定#石蜡包埋)制成石蜡切片后烤片#

'̂

双

氧水室温孵育消除过氧化物酶活性#磷酸盐缓冲$

7X_

%溶液冲

洗
'

次#

2̂

胎牛血清孵育
1%D#,

#加入一抗#

'-`

孵育
1L

#

7X_

溶液冲洗
'

次)再加入二抗#在
'-`

条件下孵育
'%D#,

#

7X_

溶液冲洗
'

次)滴加辣根过氧化物酶标记生物素#

'-`

孵育
'%D#,

#

7X_

溶液冲洗
'

次)每一张切片滴加
$

滴新鲜配

制的二氨基联苯胺$

ZFX

%液#显色)用自来水充分冲洗#染色#

脱水#透明#封片)

A&B&C

!

细胞培养及转染
!

在
'-`

*

2̂ =a

1

条件下#

B;

:

C1

细胞在用含有
$%̂

胎牛血清的
Z6V6

培养液中培养#使用

脂质体
4#

:

"M;N@HD#,;1%%%

转染#转染时使用不含胎牛血清的

Z6V6

培养液进行#在转染
)L

后改换含有
$%̂

胎牛血清的

Z6V6

培养液继续培养
10

!

0/L

#提取细胞中的总
>EF

和总

蛋白)通过反转录试剂盒总
>EF

反转录成
NZEF

#实时荧光

定量
7=>

检测(获得的蛋白质行蛋白免疫印迹$

?;+@;8,A<"@

%

检测)

A&B&D

!

>EF

的提取及其逆转录成
NZEF

!

研磨收集新鲜的

肝癌组织和癌旁组织#移到焦碳酸二乙酯$

ZV7=

%处理过后的

V7

管中#向
V7

管中加有
$D4G8#b"<

反复吹打#静置
2D#,

后

加入氯仿
%&1D4

#充分混匀后室温静置
2D#,

后
$1%%%c

K

离

心
$2D#,

#小心吸取上层透明液体#千万不能触及红色液体以

免污染获得
>EF

)向获得的上层透明液体中加入
%&2D4

异

丙醇#静置
$2D#,

#

$1%%%c

K

离心
$2D#,

#弃上清液#加无水

乙醇
$D4

混匀#

$1%%%c

K

离心
$%D#,

#弃上清液#放置在通

风处使得
V7

管中的无水乙醇挥发#

ZV7=

水溶解)提取的

>EF

的完整性用
$̂

的琼脂糖凝胶电泳检测#

\/%`

条件下

保存)

A&B&E

!

实时荧光定量
7=>

检测
3450

和
667(

的
D>EF

的表达
!

首先提取肝癌组织及对应的癌旁组织中总
>EF

#将

提取的组织中的
>EF

进行逆转录成
NZEF

#反应体系为
1%

&

4

#反应条件为!

$)`'%D#,

#

02`'%D#,

#

/2`2D#,

)运

用
_dX>C8;;,

法检测
3450

和
667(

的表达情况#运用的

反应条件为!

(0`$2D#,

(

(0`'%+

#

)%`'%+

#

-1`'%+

#

共循环
0%

次(最后
-1`

延伸
-D#,

)每组样品重复
'

次#试验

重复
'

次#统计分析肝癌患者的癌组织和癌旁组织中
3450

和

667(D>EF

的表达)其次#将
B;

:

C1

细胞分成!空白对照

组*过表达
3450

组和无效处理组
'

组#提取总
>EF

#反转录

NZEF

#用
_dX> C8;;,

"

法#在
FXS7>S_6-2%%

自动荧光

7=>

仪进行荧光定量
7=>

检查
667(

的
D>EF

表达水平#

每个样品均做
'

个复孔#设定阈值#测定平均的
=@

值)

A&B&F

!

构建过表达
3450

质粒
!

通过
7QAD;!

查找
3450

基

因的序列#引物根据
C;,;AH,O

中
3450D>EF

序列设计引

物)其上游引物!

2e.=C= CCF G== FGC FC= FC==F=

=GCC=C FCG =.'e

(下游引物!

2e.==C =G= CFC G=F

GGFFFFFGC==G=GG=FGCGCG.'e

)通过
78#D;+@H8

方法进行
7=>

扩增
3450

基因片段#获得的
3450

基因的片

段用
$̂

琼脂糖凝胶电泳#紫外线观察目的条带#进行胶回收#

靶基因恢复
3450

和质粒
ZEF

的
G0ZEF

连接酶相同的酶

切连接#连接产物转化大肠杆菌
ZB2

#

#涂层板#重组质粒的筛

选#质粒提取后测序验证)

A&B&G

!

?;+@;8,A<"@

检测
3450

和
667(

蛋白的表达情况
!

通过蛋白裂解液法收集肝癌组织和癌旁组织蛋白#通过
X=F

法检测获得蛋白的浓度#通过
?;+@;8,A<"@

检测收集的
2%

例

肝癌组织和癌旁组织中的
3450

和
667(

的表达情况)统计

分析肝癌患者的癌组织和癌旁组织中
3450

和
667(

的表达

情况)肝癌细胞上调
3450

后通过
?;+@;8,A<"@

检测
667(

的表达情况)在
B;

:

C1

细胞对数期时进行转染过表达
3450

的质粒#培养
0/L

后提取
B;

:

C1

的蛋白#通过
X=F

法测定蛋

白浓度#取等量
2%

&

K

蛋白质样品煮沸
$%D#,

后#配置
$%̂

十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

_Z_.7FCV

%#转膜#然后

分别结合对应
3450

*

667(

的一抗及辣根过氧化物酶标记的

二抗#最后利用化学发光法观察
3450

和
667(

表达情况)

A&B&H

!

G8H,+I;<<

侵袭试验和划痕试验检测细胞侵袭和迁移

能力
!

$

$

%

G8H,+I;<<

试验!培养细胞至对数期后进行转染

3450

至
B;

:

C1

细胞中#

10L

后用胰酶进行消化#将消化下来

的细胞按
1c$%

0 细胞数加入每个
G8H,+I;<<

小室#用无血清的

培养液在小室上面进行培养后#

10

孔板放置在含
$%̂

胎牛血

清的培养液#

'- `

#

2̂ =a

1

孵育
10L

#

$%D#,

甲醛固定#

%&$̂

结晶紫染色
1%D#,

#上非迁移的细胞用棉签轻轻擦拭#仔

细地用
7X_

溶液洗
'

次)显微镜下观察细胞#计数)$

1

%划痕

试验!培养细胞至均匀成单层铺满于每孔后进行转染
3450

至

B;

:

C1

细胞中#

10L

后用相同大小枪头进行划痕#每孔划痕粗

细均匀#

7X_

清洗细胞#培养液为
'-`

*血清游离
2̂

的
=a

1

#

细胞培养基中观察划痕愈合情况#拍下
%

*

$1

*

10L

后在倒置显

微镜下比较)

A&C

!

统计学处理
!

采用
_7__$(&%

统计软件#正态分布*方差

齐的计量资料以
GW5

表示#组间比较用
;

检验#用单因素方差

分析做多组均数间比较#用
4_Z.;

检验两两比较#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

3450

与
667(D>EF

及蛋白在肝癌组织和癌旁组织

中的表达
!

实时荧光定量
7=>

检测
2%

例肝癌患者癌和癌旁

组织中
3450

和
667(

的表达情况#结果发现肝癌组织
3450

D>EF

明显低于相对应的癌旁组织#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%$图
$F

%(

667(D>EF

的表达明显高于相对应的癌旁

组织#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见图
$X

)

?;+@;8,A<"@

结果进一步验证肝癌组织中
3450

蛋白表达低于相对应的癌

旁组织#

667(

蛋白表达高于相对应的癌旁组织$图
$=

%)

B&B

!

免疫组织化学检测
3450

和
667(

在肝癌组织中的表

达情况
!

通过免疫组织化学检测结果发现
3450

蛋白在
-)̂

$

'/

"

2%

%的病例肝癌组织呈低表达#而仅有
$%̂

$

2

"

2%

%的癌旁

组织中呈低表达#两者差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%(

667(

蛋白在
/0̂

$

01

"

2%

%的病例肝癌组织呈高表达#而仅有
$1̂

$

)

"

2%

%的癌旁组织中呈高表达#两者差别有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见图
1

*

'

)

B&C

!

过表达
3450

对
667(

表达的影响
!

实时荧光定量

7=>

和
?;+@;8,A<"@

检测结果发现过表达
3450

组中
3450

D>EF

和蛋白的表达较空白对照组和无效处理组明显升高

)1%'
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1%$2

年
/

月第
00

卷第
11

期



$

!

$

%&%2

%#而空白对照组*无效处理组之间
3450D>EF

表

达量差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%)另外#

667(D>EF

表

达量随着
3450

表达的升高而降低)说明降低
3450

可以抑

制
667(

的表达$图
0

%)

!!

F

!

3450D>EF

表达水平(

X&667(D>EF

表达水平(

=&3450

与
667(

蛋白表达水平)

"

!

!

$

%&%2

#与癌旁组织比较)

图
$

!!

3450

与
667(

蛋白及
D>EF

在肝癌组织和癌旁组织中的表达

!!

F

!

3450

在肝癌组织中的表达(

X

!

3450

在癌旁组织中的表达)

图
1

!!

3450

在肝癌及癌旁组织中的表达%

c0%%

&

B&D

!

3450

调节
667(

对肝癌细胞侵袭能力的影响
!

G8H,.

+I;<<

侵袭试验结果显示!过表达
3450

组细胞侵袭能力较空

白对照组和无效处理组明显降低$

!

$

%&%2

%$图
2

%)划痕试验

结果显示!过表达
3450

组
B;

:

C1

细胞的划痕愈合率比空白

对照组和无效处理组细胞划痕愈合率明显下降#差异具有统计

学意义$

!

$

%&%2

%#见图
)

)

!!

F

!肝癌组织(

X

!癌旁组织)

图
'

!!

667(

在肝癌及癌旁组织中的表达%

c0%%

&

!!

F

!过表达
3450D>EF

表达水平(

X

!过表达
3450

后
667(D>EF

表达水平(

=

!过表达
3450

后
3450

及
667(

蛋白表达水平)

"

!

!

$

%&%2

#与空白对照组*无效处理组比较)

图
0

!!

'

组
3450

和
667(

的
D>EF

和蛋白水平的变化

!!

F

!空白对照组(

X

!无效处理组(

=

!过表达
3450

组(

Z

!

'

组侵袭细胞数比较)

"

!

!

$

%&%2

#与空白对照组*无效处理组比较)

图
2

!!

3450

调节
667(

对肝癌细胞侵袭能力的影响%

c0%%

&
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图
)

!!

过表达
3450

的
B;

:

C1

细胞与空白对照组和无效处理组
B;

:

C1

细胞迁移能力的比较%

c0%%

&

C

!

讨
!!

论

原发性肝细胞癌是世界范围内一种严重威胁人类生命安

全的恶性肿瘤#也是一种发病率最高的恶性肿瘤#在癌症病死

率中排第
'

#每年新增加患者约
)%%

万&

$

'

#虽然近年对肝癌的

认识加深#早期诊断和治疗方法有了进一步提高#但总体效果

仍然是很有限的#最关键就在于对肿瘤的侵袭*肝内扩散及肝

外转移很难控制)

肿瘤的转移是一个复杂的过程#步骤多*阶段多*参与基因

多)以分子水平角度可以分为以下过程!$

$

%原发肿瘤细胞的

生长与增殖($

1

%黏附分子介导癌细胞与细胞外黏附($

'

%癌细

胞释放多种蛋白水解酶水解细胞外基质*基膜($

0

%通过间隙组

织损伤局部浸润或水解血管和淋巴癌细胞发展到其他组织(

$

2

%新生的微血管在肿瘤组织中形成($

)

%肿瘤细胞逃避免疫系

统攻击在新的微环境中得到成长后#增殖)其每一个过程中均

受到多个基因或蛋白的精确调控)

3450

是在
$(()

年被发现的一种含有锌指结构的转录因

子#以前被命名为
C345

#因其在胃肠道组织中高表达而被发

现命名)

3450

和
_

:

<

"

389

::

;<

样锌指转录因子家族是密切

相关的#是家庭的一员#其作为一种重要的蛋白质存在与各种

组织和细胞在体内#并与肿瘤等多种疾病有关&

1.'

'

)

3450

作

为一种转录因子#在不同的细胞背景下呈现出不同的功能#结

肠癌*食道癌*胃癌*膀胱癌*胰腺癌*肺癌中是起到抑癌作

用&

0.$$

'

)

d"8#

和
fLH,

K

等&

$1.$'

'认为胃癌细胞中#高表达
3450

能够导致迁移*侵袭能力下降)因此#在影响细胞生物学行为

时#

3450

基因的表达调节和功能改变起着重要作用)

在肿瘤生长*侵袭*转移及新生血管形成中
=H

1]

*

f,

1]依

赖的内源性蛋白酶家族
667+

起着重要的作用)

667+

可以

降解
V=6

和血管基底膜#在肿瘤细胞突破细胞外基质和血管

基底膜中发挥水解蛋白的作用&

$0

'

)明胶酶
667(

和
6671

作为
667+

成员#尤其被关注)

=L;,

等&

$2

'对
$0'

例肝癌组织

标本中的
667(

和
6671

表达水平的临床意义进行了分析#

结果发现在高侵袭力肝癌细胞株中
667(

的表达显著上调)

在一项动物实验中#阻断
667(

的功能可以有效抑制肿瘤细

胞的侵袭转移)在肝细胞癌侵袭和转移中
667(

的作用已得

到认可)多种生长因子#包括转化生长固子
7

$

GC5.7

%*上皮

生长因子$

VC5

%和类胰岛表
$

号增长因子$

SC5.S

%能够通过激

活
667(

提高癌细胞的侵袭力&

$).$-

'

)上述研究表明
667(

在肿瘤的侵袭转移中起关键作用)本研究发现
667(

在肝癌

组织中过表达#但是
3450

与
667(

共表达在肝癌发生侵袭

和转移中的作用仍不清楚)

4#,

等&

$/

'研究发现
3450

在肝癌中是起到抑癌的作用#且

对肝癌的侵袭转移起到抑制的作用#

667(

在肝癌侵袭转移

/1%'
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/
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中的作用也得到广泛认同)本研究首次分析
3450

与
667(

蛋白在肝癌组织中表达的关联情况#结果发现
3450

与

667(

蛋白在肝癌组织中表达存在负相关性)另外#在肝癌

细胞
B;

:

C1

中过表达
3450

后
667(D>EF

和蛋白表达均

明显降低)上述结果表明
3450

可特异性调控
667(

的表

达)同时本研究还发现在肝癌细胞
B;

:

C1

中过表达
3450

后#肝癌细胞的侵袭及迁移能力明显减弱)上述结果表明

3450

通过调控
667(

的表达可以影响肝癌细胞的迁移和

侵袭)

综上所述#本研究证实在原发性肝癌细胞中过表达
3450

可以降低
667(

的表达#从而抑制肝癌细胞侵袭和迁移)目

前#本课题组正在深入寻找肝癌细胞中
3450

调控
667(

的

具体分子生物学机制#可能为原发性肝癌的治疗提供新思路)
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