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目的
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研究自噬调控中的主要因子西罗莫司靶蛋白"

<@B=

#及
2FKL#,$

在良%恶性多形性腺瘤中的表达及意义$方

法
!

采用免疫组织化学显色检测
2FKL#,$

在
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例腮腺瘤多形性腺瘤"

V7?

#!
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例腮腺良性多形性腺瘤"

7?

#和
1%

例正常腮腺组

织中的表达情况$用蛋白免疫印迹法"

dF+GFO,PL"G

#测定
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2FKL#,$

在
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%
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及正常腮腺组织中的表达情况$结果
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在正常腮腺组织!
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V7?

中的阳性表达呈递增的趋势!三者间差异有统计学意义"

!
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%&%5
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2FKL#,$

在
'

种组织中表

达呈递减趋势!三者间差异也有统计学意义"
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信号因子在
V7?

组织中过度表达!而
2FKL#,$

在
V7?

组

织中的阳性表达受到抑制$
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多形性腺瘤$
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#

7?

%又名混合瘤#多发

生于腮腺#手术切除后常容易复发#生长一段时期后#突然加速

生长#多为恶变+目前研究显示#肿瘤的发生常伴随着细胞自

噬活性的改变#其调控机制及自噬通路相关蛋白在良*恶性肿

瘤#如癌在多形性腺瘤$

KHOK#,"<H#,

R

LF"<"O

R

I#KH!F,"<H

#

V7?

%中的作用尚不清楚#本课题将进一步研究自噬相关因子

在良*恶性肿瘤中的作用+

西罗莫司靶蛋白$

<H<<HL#H,GHO

9

FG"JOH

R

H<

N

K#,

#

<@B=

%

和
2FKL#,$

都有介导自噬发生的作用#并形成
<@B=.2FKL#,$

交互调控网络#调节自噬+有研究证明
7X'U.?:G

"

@6V$

"

1.

<@B=

信号通路在肿瘤的生成生长中起重要作用#在肝癌*肺

癌*乳腺癌*胰腺癌等均有报道&

$.1

'

+本研究通过对
7X'U

"

?:G.

@6V$

"

1.<@B=

信号通路相关蛋白磷酸化
<@B=

$

R

.<@B=

%

及自噬相关蛋白
2FKL#,$

表达的检测#分析其与腮腺良*恶性肿

瘤的关系+

B

!

资料与方法

B&B

!

材料与试剂
!

所用组织来源于唐山市工人医院和承德附

属医院口腔外科手术病理组织#其中
V7?

组织
'5

例#腮腺组

织
'-

例#正常腮腺组织
1%

例+所有手术标本有
1

名医师进行

病理验证#且患者术前未进行放疗*化疗等治疗+

R

.<@B=

*

2FKL#,$

单克隆抗体均购自
6H,GHVOTQ

公司+

B&C

!

免疫组织化学检测
!

石蜡切片按常规脱蜡置水#

'\

过氧

化氢孵育
$%<#,

$室温下%#清洗后加正常山羊血清于切片封

闭#室温孵育
$%<#,

滴加
$Y0%%

一抗工作液#

'-^

孵育
$

#

1

I

#切片加生物素标记的二抗工作液#室温孵育
$5

#

'%<#,

后

滴加适量辣根过氧化物酶工作液孵育+切片滴加
3?2

显色#

组织细胞着棕黄色后终止反应#以苏木素复染*分色#切片脱水

透明后封片+阴性对照组不加一抗以
726

替代+

B&D

!

dF+GFO,PL"G

法半定量分析
2FKL#,$

*

R

.<@B=

表达情

况
!

0^

预冷的细胞裂解液裂解保存的组织#冰浴中用匀浆器

将组织匀浆#

0^'%<#,

后提取上清液#以微孔酶标仪法进行

蛋白定量#样品处理后加样#转膜并加抗靶蛋白的特异性一抗#

以牛血清清蛋白$

26?

%溶液稀释#其中
2FKL#,$

稀释比例
$Y

5%%

#
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稀释比例
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#加针对一抗的碱性磷酸酶偶
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2

!

7?

)

V

!

V7?

图
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2FKL#,$

在各组织中的表达&免疫组织化学
g0%%

'

联二抗于室温下孵育#经自动图像分析系统半定量分析实验结

果+应用
X<H

9

Fb

医学图像分析系统在同一条件下测定目标

条带整合光密度值#计算出各组样品目标条带与内参$

'

.HKG#,

%

比值大小作为分析对象进行比较+

B&E

!

免疫组织化学结果评价
!

将细胞质内染色为棕黄色颗粒

标记为阳性细胞+由
1

名病理科医师观察
$%

个高倍视野#采

用双盲法阅片#以每个视野
$%%

个细胞计数#以阳性细胞率和

阳性细胞染色深度进行细胞阳性率评定+阳性细胞率!

$

分#

阳性细胞数比率占细胞总数小于
$%\

)

1

分#阳性细胞数占细

胞总数
$%\

#

5%\

)

'

分#阳性细胞数占细胞总数大于
5%\

+

染色深度!

%

分为无染色标记)

$

分为淡黄色标记#

1

分为黄色

标记#

'

分为棕黄色标记+

1

项评分相乘即为总评分#阴性
%

#

'

分#阳性
0

分及以上+结果定量!免疫组织化学阳性分析经

自动图像分析系统进行半定量+

B&H

!

统计学处理
!

采用
6766$)&%

软件进行统计分析#计量

资料用
2]<

表示#组间比较采用单因素方差分析及
W63.8

检

验#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

C

!

结
!!

果

C&B

!

2FKL#,$

在正常*

7?

*

V7?

腮腺组织中的表达
!

2FKL#,$

在正常*

7?

*

V7?

腮腺组织中的阳性率分别为
$%%\

*

/(\

*

5)\

$图
$

%#三者间差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%+
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dF+GFO,PL"G

)

2

!

dF+GFO,PL"G

分析图)

H

!

!

$

%&%5

比较#与正常

腮腺组织)

P

!

!

$

%&%5

#与
7?

组腮腺组织比较

图
1

!!R

.<@B=

在正常%

7?

和

V7?

腮腺组织中的表达

C&C

!

dF+GFO,PL"G

法检测
R

.<@B=

*

2FKL#,$

在各组织中的表

达结果
!R

.<@B=

在
'

种腮腺组织中均有表达#其表达量在正

常*

7?

*

V7?

腮腺组织中呈递增趋势#三者之间差异有统计学

意义$

!

$

%&%5

%#见图
1

+

2FKL#,$

在正常*

7?

*

V7?

*腮腺组织

中的表达呈递减趋势#三者之间差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#见图
'

+

!!

?

!

dF+GFO,PL"G

)

2

!

dF+GFOIPL"G

分析图)

H

!

!

$

%&%5

#与正常腮腺

组织比较)

P

!

!

$

%&%5

#与
7?

比较

图
'

!!

2FKL#,$

在正常%

7?

和
V7?

腮腺组织中的表达

D

!

讨
!!

论
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自噬是真核细胞特有的生命现象#是亚细胞水平变化的一

种进化保守的细胞功能+在多种肿瘤的发生发展过程中都存

在细胞自噬及信号转导的改变+本课题组前期研究显示#自噬

相关蛋白
WV'

在腮腺
7?

及
V7?

中表达下调#提示自噬功能

改变可能在腮腺肿瘤形成中具有一定作用&

'

'

+

<@B=

和
2FK.

L#,$

是自噬调控的重要因子#在
2FKL#,$

调节自噬的网络功能

中
<@B=

细胞信号传导通道的作用及之间存在的相互反馈调

控机制的研究也是当今热点问题之一&

0

'

+

<@B=

属于磷脂酰肌醇激酶相关激酶蛋白家族成员#是

细胞调节的主要激酶+调控着大量促进细胞周期进程的蛋白

质的翻译#异常的
<@B=

活性与大量的人类癌症有着密切的

关系+

<@B=

在自噬的发生发展过程中起到重要调控作用#

是自噬调控通路上的关键位点+

<@B=

作为下游信号分子#

可以直接被
?U@

激活#也可以通过抑制
@6V

来激活+

b"I,.

+",

等&

5

'在对直结肠癌的分析研究中显示
R

.<@B=

的表达明

显高于正常黏膜组织+

AT"

等&

)

'对患有肾囊腺瘤的小鼠使用

西罗莫司进行治疗#

0

周后测量肿瘤体积显著减小#同时发现

<@B=

的表达量下降#这显示
<@B=

在肾囊腺瘤的发展中起

到了重要的作用+本试验探讨了
<@B=

信号通路在腮腺

V7?

*正常腮腺组织*良性
7?

中的表达情况#发现
R

.<@B=

在

大部分腮腺
7?

中呈过度表达+

R

.<@B=

在正常腮腺组织*良

性
7?

*

V7?

中的阳性表达呈递增趋势#差异有统计学意义

0/%5

重庆医学
1%$-

年
$1

月第
0)

卷第
')

期
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!

$

%&%5

%+提示
<@B=

信号通路在腮腺
V7?

组织中表达异

常#可能在腮腺
V7?

的发生*发展中起到了重要的作用+

2FKL#,$

基因是人们在研究致死
6#,P#+

病毒性脑炎大鼠过

程中#在其中分离出的一个与肿瘤抑制相关的基因&

-

'

#

2FKL#,$

蛋白由
0

个结构域构成!卷曲螺旋结构域*

2Z'

*进化保守结构

域和核输出结构域&

/

'

#通过这些结构域形成复合体定位于自噬

体膜上从而介导自噬#诱导细胞凋亡+

2FKL#,$

复合体与含有

2Z'

结构域的
2KL.1

结合后可改变细胞自噬进程#并且
2FKL#,$

与
2KL.1

的作用受环境影响较大#当环境养分减少时自噬基因

2FKL#,$

和
2KL.1

之间的相互作用显著减少+研究发现在子宫

颈癌&

(

'

*结肠癌*卵巢癌&

$%

'等多种肿瘤中都发现表达异常的

2FKL#,$

蛋白+本试验用
dF+GFO,PL"G

法测定
2FKL#,$

在
'5

例

V7?

*

'-

例
7?

和
1%

例正常腮腺组织中的表达情况#结果显示

在正常腮腺组织
2FKL#,$

有较高水平表达#在
7?

中表达较低#

在
V7?

中表达最低#差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%+提示
2F.

KL#,$

的表达降低可能与
V7?

的形成及病理进程密切相关#可

作为判断恶性多形性腺瘤的预后的辅助指标#同时有望成为其

生物治疗的新靶点+
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和
2FKL#,$

是介导调控自噬的重要

因子#在细胞自噬中扮演重要角色#其在肿瘤中的表达异常可

能在肿瘤的发生*发展中具有重要意义#其分子学机制还有待

进一步研究+
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