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"摘要#
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目的
!

探讨趋化因子
?NJLHJOQ#,G

"

?ZX

&通过调控白细胞介素"

23

&

.)

$信号传导与转录激活因子"

6E;E

&

'

信号通路

对人胰腺癌细胞株
9;X8.$

和
6f.$((%

增殖%侵袭的影响'方法
!

以腺病毒为载体构建%合成
?ZX.

小干扰
4X;

"

+#4X;

&并转

染
9;X8.$

和
6f.$((%

'应用
88Z./

法和
ENJ,+UGOO

检测细胞增殖和侵袭力!蛋白质印迹法"

fG+HGN,SO"H

&和实时荧光定量聚合

酶链式反应"

4E.

A

984

&法检测
?ZX

%

23.)

和
6E;E'

蛋白及
K4X;

的表达'结果
!

转染
?ZX.+#4X;105

时!

9;X8.$

及
6f.

$((%

各组细胞吸光度值"

<

值&无明显变化!在
0/5

和
-15

时!

?ZX.+#4X;

组
;

值明显高于对照组和
?ZX.+#4X;

阴性组"

!

$

%&%@

&'转染
?ZX.+#4X;

后!

9;X8.$

及
6f.$((%?ZX.+#4X;

组细胞侵袭力明显强于对照组和
?ZX.+#4X;

阴性组"

!

$

%&%@

&'

9;X8.$

及
6f.$((%

转染
?ZX.+#4X;

后!与对照组和
?ZX.+#4X;

阴性组相比较!

?ZX.+#4X;

组细胞
?ZX

蛋白和

K4X;

的表达明显减少"

!

$

%&%@

&!

23.)

与
6E;E'

蛋白和
K4X;

的表达明显增加"

!

$

%&%@

&'结论
!

趋化因子
?ZX

可能通过
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信号通路对胰腺癌细胞生物学活性发挥了抑制作用'
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T
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胰腺癌是一种常见的恶性肿瘤#其发病率在全球范围内呈

上升趋势*在我国#近
$%

年胰腺癌的发病率居恶性肿瘤的第

)

位#胰腺癌患者的中位生存时间为
'

$

@

个月#

$

年生存率小

于
$%a

'

$

(

#其严重危害着人民的身体健康*目前胰腺癌的早

期诊断及有效治疗还是尚待解决的问题*趋化因子
?NJLHJ.

OQ#,G

$

?ZX

&是
8h'8

家族中的唯一成员#在肿瘤的发生)发展

过程中起着一定的作用#如介导癌细胞黏附)浸润及转移#促进

肿瘤血管生成等#由于其具有特殊的白细胞趋化及分子黏附作

用#

?ZX

在各肿瘤中发挥着不同的作用#即抑制肿瘤生长和促

进肿瘤生长*白细胞介素
.)

$

23.)

&是一种多效能细胞因子#其

结合可溶性
23.)

受体 $

+"OPSOG#,HGNOGPQ#,.)NGLG

C

H"N

#

+23.)4

&

形成
23.)

"

+23.)4

复合物#继而活化细胞膜表面的
IC

O'%

#诱导

信号传导与转录激活因子$

6E;E

&

'

活化'

1

(

#
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信

号通路与肿瘤的发生)发展也有着密切的联系*本实验拟通过

以腺病毒为载体#包装构建
?ZX.

小干扰
4X;

$

+#4X;

&并沉默

?ZX

在人胰腺癌细胞株
9;X8.$

及
6f$((%

中的表达#探讨

'(/'

重庆医学
1%$-

年
$%

月第
0)

卷第
1/

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$0)%')-

&%宁夏自然科学基金资助项目$

XB$0$$/

&*

!

作者简介!李海洋$
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&#在读硕士#主

要从事胰腺疾病的基础与临床研究*

!

#

!

通信作者#

>.KJ#O

!
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#
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*



?ZX

对人胰腺癌细胞株生物学特性的影响和
23.)

"

6E;E'

信

号通路在人胰腺癌细胞株中的作用变化#寻求临床治疗胰腺癌

新的思路和方法*

C

!

材料与方法

C&C

!

实验材料

C&C&C

!

主要试剂
!

?ZX

)

6E;E'

)

23.)

和辣根过氧化物酶标

记的二抗等抗体$美国
JSLJK

公司&#内参
=;97_

$北京中杉

金桥生物公司&%

88Z./

$美国
6#

I

KJ

公司&#

ENJ,+UGOO

小室$美

国
:#OO#

C

"NG8JNNO

I

HUJ5#OO

公司&#

:JHN#

I

GO

胶$美国
\i7

公

司&%

E42R"2

和反转录试剂盒$美国
E5GNK"?#+5GN+L#G,H#M#L

公

司&%

4E.

A

984

试剂盒$美国
Z;9;\#"+

T

+HGK+

公司&*

C&C&D

!

细胞株)腺病毒载体
!

人胰腺癌细胞株
9;X8.$

及

6f$((%

$上海北纳创联生物技术有限公司&在宁夏医科大学总

医院外科实验室传代培养*上海生工生物工程有限公司设计)

构建)合成)鉴定)测序并扩增以腺病毒为载体的
?ZX.+#4X;

*

C&D

!

方法

C&D&C

!

细胞转染
!

将人胰腺癌细胞株
9;X8.$

及
6f$((%

使

用含
$%a

胎牛血清的
7:>:

高糖培养基#置于
'-d

)

@a8Y

1

的培养箱中培养*取对数生长期细胞按每孔
$b$%

@ 接种于
)

孔板中#加入完全培养基置于
'-d

)

@a8Y

1

的培养箱中培养#

待细胞融合度达到
-%a

以上时#加入腺病毒包装的
?ZX.+#4.

X;

$

$%KK"O

"

3

&对细胞进行转染#转染适当时间后继续后续

的实验*

C&D&D

!

88Z./

法检测细胞增殖活性
!

取对数生长期细胞按

每孔
$b$%

@ 接种于
()

孔板中$每孔
$%%

%

3

&#将培养板置于

'-d

)

@a8Y

1

的培养箱中培养
$15

*设置对照组)

?ZX.+#4.

X;

组及
?ZX.+#4X;

阴性组#每组均设
'

个复孔#分别在
10

)

0/

)

-15

时向每孔加入
$%

%

3

的
88Z./

溶液#将培养板放入培

养箱内孵育
15

#用酶标仪测定各孔在
0@%,K

处的吸光度值

$

<

值&*

C&D&E

!

细胞侵袭实验
!

将
ENJ,+UGOO

小室置于
10

孔板中#在

小室内膜上加入
$^/

稀释的
:JHN#

I

GO

胶$每孔
)%

%

3

&#放置

于培养箱
0

$

@5

*设置对照组)

?ZX.+#4X;

组及
?ZX.+#4.

X;

阴性组#每组均设
'

个复孔#并向各
ENJ,+UGOO

小室中加入

细胞悬液每孔
$%%

%

3

$每孔
$b$%

@

&#向
10

板下室中加入
)%%

%

3

含胎牛血清的
7:>:

高糖培养基#置于
'-d

)

@a8Y

1

的

培养箱中常规培养
105

*取出
ENJ,+UGOO

小室#弃去孔中培养

基#用棉签轻轻擦去膜上层的细胞#结晶紫染色#在高倍显微镜

下随机观察
@

个视野细胞#计数*

C&D&F

!

蛋白质印迹法$

fG+HGN,SO"H

&检测
?ZX

)

23.)

和

6E;E'

蛋白的表达
!

提取人胰腺癌细胞株总蛋白#并采用

\8;

法检测蛋白浓度#加入蛋白样品进行
676.9;=>

电泳#

$%%<

恒定电压转膜
$$%K#,

#将蛋白转移到
9<7?

膜上#

@a

脱脂奶粉封闭
(%K#,

后#分别加入
?ZX

)

23.)

和
6E;E'

一抗

$

$̂ $%%%

&

0d

孵育过夜#

E\6E

洗涤后加入辣根过氧化物酶

标记的二抗$

$^$%%%%

&#室温摇床孵育
(%K#,

#

6P

C

GN6#

I

,JO

fG+H9#L"

化学发光底物发光#使用
2KJ

I

GgPJ,H3;60%%%

进

行曝光#采用
2KJ

I

G̀

软件对
?ZX

)

23.)

)

6E;E'

和内参
=;9.

7_

蛋白条带进行分析#以内参
=;97_

与
?ZX

)

23.)

和

6E;E'

分别相比较的值作为其蛋白相对表达量*

C&D&G

!

实时荧光定量聚合酶链式反应$

4E.

A

984

&法检测

?ZX

)

23.)

和
6E;E'K4X;

的表达
!

应用
E42R"O

提取细胞

总
4X;

后#反转录成
L7X;

*

984

引物由上海生工生物工程

股份有限公司合成*

?ZX

!上游引物
@j.8E=888E=;8E;

=;;;E==E.'j

#下游引物
@j.8;= E8= =EE88; ;;=

E;;==.'j

#

$0$S

C

%

23.)

!上游引物
@j.E=88EE8EE===

;8E=;E.'j

#下游引物
@j.8E==8EEE=E8EEE8EE=

EE;.'j

#

'/0S

C

%

6E;E'

!上游引物
@j.=;E=8E==; ==;

=;=;;E8=.'j

#下游引物
@j.E=E =EE E=E =888;=

;;E=E.'j

#

1)@S

C

%

=;97_

!上游引物
@j.;88 ;8; =E8

8;E=88 ;E8 ;8.'j

#下游引物
@j.E88 ;88 ;88 8E=

EE=8E=E;.'j

#

0)%S

C

*根据
Z;9;6]\4?;6E

A

984

试

剂盒要求加入各反应体系量#采用
8?h8",,GH

E:荧光定量

984

仪进行扩增定量#

?ZX

)

23.)

和
6E;E'K4X;

的相对表

达量通过
1

.

##

8E法计算得到#结果采用倍数表示*

C&E

!

统计学处理
!

采用
6;661%&%

进行数据统计分析#计量

资料以
J[C

表示#采用单因素
!

1 分析#以
!

$

%&%@

为差异有

统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

?ZX.+#4X;

转染后对人胰腺癌细胞株
9;X8.$

及
6f.

$((%

增殖的影响
!

通过
88Z./

法检测细胞的增殖活性显示!

9;X8.$

及
6f.$((%

转染
?ZX.+#4X;105

时#各组细胞
<

值无明显变化#在
0/5

和
-15

时#

?ZX.+#4X;

组
<

值明显高

于对照组和
?ZX.+#4X;

阴性组#差异有统计学意义$

!

$

%&%@

&*见图
$

)

1

*

图
$

!!

9;X8.$

不同时点各组的吸光度曲线

图
1

!!

6f.$((%

不同时点各组的吸光度曲线

D&D

!

?ZX.+#4X;

转染后对人胰腺癌细胞株
9;X8.$

及
6f.

$((%

侵袭的影响
!

9;X8.$

及
6f.$((%

转染
?ZX.+#4X;

后#

?ZX.+#4X;

组细胞侵袭力明显强于对照组和
?ZX.+#4X;

阴

性组#差异有统计学意义$

!

$

%&%@

&*见表
$

*

表
$

!

9;X8.$

及
6f.$((%

各组穿膜细胞数比较&

J[C

'

细胞株 对照组
?ZX.+#4X;

组
?ZX.+#4X;

阴性组

9;X8.$ -&/[$&@ 10&%[1&@ /&([1&'

6f$((% (&'[$&/ 1)&%[$&- (&1[$&(

D&E

!

fG+HGN,SO"H

检测
?ZX

)

23.)

和
6E;E'

蛋白的表达
!

9;X8.$

及
6f.$((%

转染
?ZX.+#4X;

后#与对照组和
?ZX.

0(/'
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+#4X;

阴性组相比较#

?ZX.+#4X;

组细胞
?ZX

蛋白的表达

明显减少$

!

$

%&%@

&#

23.)

与
6E;E'

蛋白的表达明显增加

$

!

$

%&%@

&*见图
'

)

0

*

图
'

!!

9;X8.$

中
?ZX

$

23.)

及
6E;E'

蛋白的表达

图
0

!!

6f.$((%

中
?ZX

$

23.)

及
6E;E'

蛋白的表达

D&F

!

4E.

A

984

法检测
?ZX

)

23.)

和
6E;E'K4X;

的表达

!

9;X8.$

转染
?ZX.+#4X;

后显示!对照组细胞
?ZX K4.

X;

的表达是
?ZX.+#4X;

组
$&-0

倍#

?ZX.+#4X;

阴性组细

胞
?ZXK4X;

是
?ZX.+#4X;

组的
$&/'

倍#

?ZX.+#4X;

组

细胞中
?ZXK4X;

的表达明显下降$

!

$

%&%@

&%

?ZX.+#4X;

组细胞
23.)

和
6E;E'K4X;

的表达分别是对照组的
1&%'

倍和
$&-(

倍#

?ZX.+#4X;

阴性组的
$&(@

倍和
$&/$

倍#

?ZX.

+#4X;

组细胞
23.)

和
6E;E'K4X;

的表达明显升高$

!

$

%&%@

&*

6f.$((%

转染
?ZX.+#4X;

后显示!对照组细胞
?ZX

K4X;

的表达是
?ZX.+#4X;

组
$&/$

倍#

?ZX.+#4X;

阴性组

细胞
?ZXK4X;

的表达是
?ZX.+#4X;

组的
$&--

倍#

?ZX.

+#4X;

组细胞
?ZX K4X;

表达明显下降$

!

$

%&%@

&%

?ZX.

+#4X;

组细胞
23.)

和
6E;E'K4X;

的表达分别是对照组的

$&-)

倍和
$&/%

倍#

?ZX.+#4X;

阴性组的
$&-$

倍和
$&-(

倍#

?ZX.+#4X;

组细胞
23.)

和
6E;E'K4X;

的表达明显升高

$

!

$

%&%@

&*

E

!

讨
!!

论

趋化因子
?ZX

是
8h'8

亚家族中的唯一成员#与其他趋

化因子区别在于它是一种跨膜糖蛋白#其具有独特的趋化和黏

附双重作用*多项研究表明#

?ZX

在肿瘤的发生)发展过程中

发挥着重要的作用*一方面#

?ZX

可以介导肿瘤细胞与内皮

细胞的黏附)侵袭和转移#诱导肿瘤血管的形成从而促进肿瘤

生长'

1.'

(

*另一方面#

?ZX

又可以趋化
XZ

细胞)

87/

D

E

细胞

及
870

D

E

细胞等免疫细胞到肿瘤的局部#减少侵袭及转移的

发生#进而抑制肿瘤的发生'

0

(

*

?ZX

在胰腺癌中发挥着何种

作用#这需要进一步探讨研究*

本实验研究发现#通过对人胰腺癌细胞株
9;X8.$

和

6f$((%

转染
?ZX.+#4X;

后#细胞侵袭力明显增强#反映出

?ZX

可能在胰腺癌细胞株中发挥着抑制作用#这种假设是否

成立#并且趋化因子
?ZX

是否还在其他消化系统肿瘤中起到

类似的抑制作用*

"̀,G+

等'

@

(研究发现#将
?ZX

导入到小鼠

肝癌细胞中#然后种植在小鼠体内#可以增强抗肿瘤免疫#从而

抑制肝癌的生长%

EJ,

I

等'

)

(发现高表达
?ZX

的结直肠癌患者

预后要好于低表达
?ZX

的患者*以上研究初步证实趋化因

子
?ZX

在消化系统肿瘤中能够抑制肿瘤的发生)发展#这与

本实验结果相一致*

Y5HJ

等'

-

(研究显示#通过结合肿瘤细胞

表面的膜型
?ZX

后可以激活
XZ

细胞#从而发挥抗肿瘤作用#

进一步证明了
?ZX

具有抑制肿瘤发生)发展的作用*

笔者研究发现#

23.)

"

6E;E'

信号通路在多种肿瘤中起着

非常重要的作用*有研究表明#结直肠癌患者的血清和癌组织

中
23.)

的水平均升高#且与肿瘤大小)肿瘤转移)预后和生存

率相关'

/.$%

(

#并且
(%a

以上的结直肠癌细胞发生
6E;E'

的持

续活化#其加强了肿瘤细胞的增殖和肿瘤的生长'

$$

(

*在宫颈

鳞状细胞癌中亦发现了
6E;E'

的持续激活'

$1

(

*

23.)

"

6E;E'

信号通路作为重要的炎症信号转导途径之一#已证明
23.)

"

6E;E'

信号通路在胰腺癌的发生)发展过程中起着重要的诱

导)促进作用'

$'.$0

(

*本实验显示!与对照组和
?ZX.+#4X;

阴

性组相比较#

?ZX.+#4X;

组细胞
?ZX

的蛋白及
K4X;

的表

达减少#

23.)

)

6E;E'

的蛋白及
K4X;

的表达增加%细胞侵袭

试验证实
?ZX.+#4X;

组细胞侵袭力较对照组与
?ZX.+#4X;

阴性组强*这都初步阐明
?ZX

在胰腺癌中抑制肿瘤的发生)

发展#

23.)

"

6E;E'

信号通路在胰腺癌的发生)发展中起着重

要的作用*黄陈等'

$@

(研究显示#通过
;=0(%

可以抑制胰腺癌

中
6;E;'

的活化#从而降低肿瘤细胞的增殖和侵袭力#促进

细胞凋亡*本实验发现#随着趋化因子
?ZX

表达的下调#

23.

)

"

6E;E'

表达明显升高#说明趋化因子
?ZX

与
6E;E'

信号

通路之间存在着一定的相关性#在一定程度上认为
?ZX

是通

过
23.)

"

6E;E'

信号通路对胰腺癌的增殖和侵袭产生影响*

本研究初步探讨了
?ZX

对胰腺癌增殖和侵袭的影响及

与
23.)

"

6E;E'

信号通路之间的关系#结果显示
?ZX

对胰腺

癌细胞生物学活性起着抑制作用#并且通过
23.)

"

6E;E'

信号

通路对胰腺癌的增殖和侵袭产生影响*这揭示着通过阻断趋

化因子
?ZX

及
23.)

"

6E;E'

信号通路可能为胰腺癌的临床治

疗提供新的理论依据和治疗策略*
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要的开关抑制作用#并可由此影响到细胞的一系列生物学行

为#对肿瘤细胞可能具有潜在的抑癌作用*

目前国内外虽已有多家研究机构致力于此方面的相关研究#

但均无明确的突破#本研究的发现为真核细胞蛋白翻译的机制研

究和肿瘤癌基因异常表达的调控研究提示了研究方向#为进一步

的探讨
G2?$

影响鼻咽癌病变转移机制奠定了一定的基础*
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