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目的
!

探讨
bJ3

相关蛋白"

b&V

$在人甲状腺乳头状癌中的表达及对甲状腺乳头状癌细胞生长的影响(方法
!

收

集
(5

例该院普通外科行手术切除的甲状腺乳头状癌及对应癌旁组织标本!所有患者均经病理诊断确认!免疫组织化学染色检测

甲状腺乳头状癌及癌旁组织中的
b&V

表达!统计分析
b&V

蛋白与肿瘤临床病理资料间的相关性(

308B&

沉默甲状腺乳头状癌

%6=V&V

细胞中
b&V

基因表达!采用四甲基偶氮唑蓝"

@;;

$及流式细胞技术检测沉默
b&V

后
%6=V&V

细胞增殖及凋亡水平变

化(结果
!

b&V

蛋白在甲状腺乳头状癌组织中表达水平显著高于对应癌旁组织"

<

$

"1"(

$#且
b&V

蛋白表达与
;B@

分期和肿

瘤体积呈显著正相关"

<

$

"1"(

$!沉默
b&V

基因可显著降低
%6=V&V

细胞的增殖能力!并促使细胞发生凋亡"

<

$

"1"(

$(结论
!

b&V

在甲状腺乳头状癌组织中高表达并与肿瘤不良临床病理特征有关!下调
b&V

基因可显著抑制甲状腺乳头状癌细胞生长(
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甲状腺癌是内分泌系统最常见的恶性肿瘤之一%其中甲状

腺乳头状癌是其主要病理类型'

#

(

%甲状腺癌早期症状隐匿,诊

断困难,易发生转移%极大地危害广大人民群众的身体健康'

!

(

$

近年来大规模的流行病学研究显示'

$

(

%约半数以上的患者在确

诊一年内死亡%而仅有
(A

的患者生存期超过
(

年$因此%对

于甲状腺癌发生发展的分子生物学研究%对改善我国未来甲状

腺癌的诊治水平具有重要意义$

bJ3

相关蛋白"
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b&V

#定位于人类

染色体
##

a

#$1#

上'

*
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%作为一个转录调控因子%在细胞内能够

调节包括
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J4KH
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#家

族成员'

(

(和转录增强区域"

KIH43NI0

M

K0/4HOJ4LH4NJI./GH04

%
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#转录因子家族成员'

,

(等多个转录因子的活性$近年研

究发现%

b&V

对细胞增殖具有异常的促进作用%因而将
b&V

定义为一种重要的促癌基因%其生物学效应亦在许多人类恶性

肿瘤中得到验证'
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(

$目前%

b&V

在甲状腺乳头状癌中的表达

及对癌症细胞生长的调节作用尚不完全清楚$本研究通过免

疫组织化学,基因转染及增殖凋亡检测等方法研究了
b&V

在

甲状腺乳头状癌组织中的表达情况及沉默
b&V

对甲状腺乳

头状瘤
%6=V&V

细胞增殖,凋亡的影响%旨在明确
b&V

基因在

甲状腺乳头状癌诊断及治疗分子中的潜在临床及生物学意义$

!

!

资料与方法

!1!

!

一般资料
!

收集
(5

例于
!"##

年
(

月至
!"#*

年
!

月间

在本院普通外科行手术切除的甲状腺癌患者%所有患者均经病

理证实为甲状腺乳头状癌的组织及对应癌旁组织标本$入组

患者年龄
*"

!

5#

岁%平均"

(*1(\#(1(

#岁%其中男
$5

例%女
!"

例$标本于离体
$"G04

内取材并于中性福尔马林溶液中

保存$
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!

主要试剂
!

兔
:V

免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金

桥生物科技有限公司$
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试剂及脂质体
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"
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M
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RJNKHG04J;@!"""

#购自美国
C4T0KI/

P

J4

公司)逆转录试剂盒及

IJHOK0GJV=8

试剂盒购自大连宝生生物工程有限公司)四甲

基偶氮唑蓝"

@;;

#,二甲基亚砜"

>@:c

#,

&44JY04D6)C;=

细

胞凋亡检测试剂盒购自美国
8/NLJ

公司)

b&V

引物%正向
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==;E=E ;&E==& E;; &== &&6$̀

)反向
(̀6==& ;=;

=&;==&=&=;E;;=6$̀

%

&

6HNK04

引物%正向
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==;EE==;= E=; E;6$̀

)反向
(̀6E=; E;= &== ;;=
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重庆医学
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年
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卷第
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期
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%由上海生工生物科技有限公司合成)

b&V

特

异性
308B&

"

3N6$7,$5

#及兔抗人
b&V

多克隆抗体"

3N6#5#*"

#

均购自美国
:H4KH=IF?

公司$

!1#

!

免疫组织化学
!

石蜡组织切片经脱蜡,水化后%按
:V

免

疫组织化学试剂盒说明书要求进行免疫组织化学染色$兔抗

人
b&V

一抗工作浓度为
#e#""

%二抗采用生物素标记的山羊

抗兔
C

P

E

多克隆抗体%

>&%

显色,苏木素复染%常规脱水,透

明,中性树胶封片$高倍镜"

]*""

#下随机选取
#"

个组织视

野%按文献所述方法'

7

(进行阅片,评分%取
#"

个视野的平均得

分作为切片的最终评分$

!1$

!

细胞培养
!

甲状腺乳头状癌细胞
%6=V&V

由本实验室保

存$采用含
#"A

胎牛血清的
>@Z@

培养基在适宜条件下进

行培养%取对数生长期细胞进行实验$

!1@

!

细胞转染
!

%6=V&V

细胞接种于
,

孔板中%参照
0̂

M

/6

RJNKHG04J;@!"""

转染试剂说明书分别向
%6=V&V

细胞中转

染入阴性对照
308B&

"阴性对照组#和
b&V

特异性
308B&

"

b&V308B&

组#%转染结束后采用
a

8;6V=8

法检测
b&V

G8B&

表达以确证转染效果$

!1A

!a

8;6V=8

!

按
8B&

提取试剂说明书方法提取细胞中的

总
8B&

%按逆转录及
V=8

扩增试剂盒说明书进行反应$以
&

6

HNK04

基因为内参%采用
!

-

##

NK法计算
b&V G8B&

相对表

达量$

!1B

!

@;;

检测
!

分别收集转染
"

,

!*

,

*7

,

5!L

后的
%6=V&V

细胞%接种于
+,

孔板内进行
@;;

检测%于酶标仪上
*+"4G

测定各孔的吸光度"

G

#值$

!1G

!

流式细胞技术检测
!

取转染
5!L

后的
%6=V&V

细胞%按

&44JY04D6)C;=

细胞凋亡检测试剂盒说明%通过流式细胞仪

进行细胞凋亡检测$

!1H

!

统计学处理
!

采用
:V::#71"

软件进行统计分析$计数

资料采用
!

! 检验%计量资料以
/\9

表示%组间比较采用

3KF.J4K6;

检验$以
<

$

"1"(

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"1!

!

甲状腺乳头状癌及对应癌旁组织中
b&V

蛋白的表达情

况
!

通过免疫组织化学方法检测
(5

例甲状腺乳头状癌及对应

癌旁组织中
b&V

的表达情况$甲状腺乳头状癌组织中
b&V

阳性表达率为
5(1**A

"

*$

&

(5

#%而癌旁组织中
b&V

阳性表达

率仅为
$$1$$A

"

#+

&

(5

#%两者间表达差异有统计学意义"

!

!

l

!"1$,5

%

<

$

"1"#

#$见图
#

$

图
#
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b&V

蛋白在甲状腺乳头状癌及对应

癌旁组织中的表达&免疫组织化学
]*""

'

"1"

!

b&V

表达与甲状腺乳头状癌临床病理特征间的相关性

分析
!

癌组织中
b&V

蛋白的表达与甲状腺乳头状癌肿瘤体

积及
;B@

分期呈正相关"

<

$

"1"(

#%提示肿瘤中
b&V

蛋白阳

性表达的患者可能预后不良$见表
#

$

表
#

!!

b&V

表达与甲状腺乳头状癌患者临床病理

!!!!

特征的关系"

%

#

项目 组别
b&V

阴性

"

%l#*

#

b&V

阳性

"

%l*$

#

!

!

<

年龄
$

("

岁
5 #7 "1!7* "157(

&

("

岁
5 !(

性别 男
#" !5 "1"5# "15*+

女
* #,

肿瘤体积
$

!NG + #! ,1""5 "1"!*

&

!NG ( $#

肿瘤数量
#

个
7 #! $1+,$ "1"(+

&

!

个
, $#

组织学分级
E

#

!

E

!

5 !* "1#** "15,*

E

$

5 #+

淋巴结转移 无
+ !" #1$$( "1$(7

有
( !$

;B@

分期
'!+

#" #, *1+7( "1"$*

)!-

* !5

!!

!

!

,

<

为各项目中不同分组
b&V

阳性率比较所得$

"1#

!

308B&

下调甲状腺乳头状癌
%6=V&V

细胞中
b&V

的表

达
!

在
%6=V&V

细胞中瞬时转染入
b&V

特异性
308B&

及阴

性对照
308B&

%

a

8;6V=8

法检测得%与阴性对照组比较%

b&V

308B&

组
%6=V&V

细胞中
b&VG8B&

的表达水平显著下调

"

<

$

"1"(

#%见图
!

$

!!

"

!

<

$

"1"(

%与阴性对照组比较$

图
!

!!

308B&

下调
%6=V&V

细胞中
b&V

的表达水平

"1$

!

下调
b&V

的表达能抑制
%6=V&V

细胞的增殖并促进其

凋亡
!

于转染
"

,

!*

,

*7

,

5!L

后%采用
@;;

检测细胞增殖能力

的变化)结果显示%与阴性对照组比较%

b&V308B&

组
%6

=V&V

细胞增殖能力降低%差异有统计学意义"

<

$

"1"(

#%见图

$&

$为进一步验证沉默
b&V

对细胞增殖的影响%作者使用

308B&

转染
%6=V&V

细胞
5!L

后%采用流式细胞技术检测细

胞凋亡变化)与阴性对照组比较%

b&V308B&

组可明显增加

%6=V&V

细胞的细胞比例"

<

$

"1"(

#见图
$%

,

=
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重庆医学
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年
*

月第
*(

卷第
#!

期
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!增殖曲线图)
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!阴性对照
308B&

,

b&V308B&

细胞凋亡图)

=

!凋亡分析图$

图
$

!!

沉默
b&V

对
%6=V&V

细胞增殖%凋亡的影响

#

!

讨
!!

论

甲状腺癌是最常见的内分泌系统恶性肿瘤之一$目前%甲

状腺癌治疗的主要方法是根治性手术及术后规范放,化疗'

+

(

%

但甲状腺癌早期症状不明显%诊断困难%且易发生淋巴转移%因

此多数患者就诊时已失去根治性手术机会%对放化疗敏感程度

的个体差异性也是导致术后早期复发,转移的主要原因$近年

来%利妥昔单抗'

#"

(及贝伐单抗'

##

(等分子靶向治疗药物在甲状

腺癌的治疗中显现出一定优势%有关甲状腺癌的分子生物学诊

断和生物靶向治疗的研究能给甲状腺癌的早期诊治提供参考

依据%具有重要的意义$

近年来%许多学者都进行了
b&V

与肿瘤的相关性研究$

在乳腺癌'

#!

(中%

b&V

在
G8B&

及蛋白水平均呈现异常高表

达%并与患者不良预后显著相关$除此之外%

b&V

基因和经典

癌基因
_8&:

一同促进细胞发生上皮细胞间质化"

J

M

0KLJO0HO6

GJ3J4NL

Q

GHOKIH430K0/4

%

Z@;

#改变%从而增加肿瘤的恶性生物

学表型'

#$

(

$

;F

等'

#*

(研究发现%肝癌组织中
b&V

基因表达与

肿瘤恶性临床表型及术后较短的生存期呈正相关%利用
3086

B&

在沉默肝癌细胞中
b&V

的表达可显著抑制肝癌细胞的增

殖能力并促进其凋亡$

本研究证实%

b&V

在甲状腺乳头状癌中呈明显高表达趋

势%且与甲状腺乳头状癌的肿瘤体积增大及高
;B@

分期显著

相关%提示
b&V

可能在甲状腺乳头状癌生长,转移过程中发

挥重要作用$为进一步探究
b&V

是否能对甲状腺乳头状癌

细胞生长产生调节效应%作者通过特异性
308B&

沉默了
%6

=V&V

细胞中
b&V

基因的表达%通过
@;;

及流式细胞术检

测发现%下调
b&V

基因的表达水平不仅能阻碍
%6=V&V

细胞

的增殖能力而且可以促进细胞凋亡的发生%这一效应可能与沉

默
b&V

后%其所调控的下游包括
3FIT0T04

,结缔组织生长因子

"

N/44JNK0TJK033FJ

P

I/XKLRHNK/I

%

=;E)

#和
N

Q

NO04>#

在内'

#(

(

的多种促生长转录因子形成减少有关$

综上所述%

b&V

在甲状腺乳头状癌中呈现异常的高表达

趋势%而且其异常高表达与甲状腺乳头状癌不良临床及病理特

征相关$

b&V

有可能是甲状腺乳头状癌发生发展过程中的重

要调节因子$
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