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"摘要#
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目的
!

研究抗人免疫球蛋白
L

"

R

E

L

#抗体对鼻咽癌
8P2/#

细胞增殖$凋亡$细胞周期和成瘤的影

响%方法
!

经抗人
R

E

L

抗体处理后!采用细胞增殖抑制实验观察
8P2/#

细胞增殖!流式细胞术检测细胞凋亡

及周期!脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法"

:[P29

#染色检测细胞凋亡&构建裸鼠动物模型!

腹腔注射抗人
R

E

L

抗体!观察移植瘤的生长!免疫组织化学
5N

法检测移植瘤中
R

E

L

和糖蛋白
*+

"

EK

*+

#的蛋白

表达%结果
!

抗人
R

E

L

抗体可呈浓度和时间依赖性抑制
8P2/#

细胞的增殖"

!

$

"("6

#&流式细胞术检测表明

抗人
R

E

L

抗体可促进
8P2/#

细胞
V

#

期细胞百分比明显降低!

5

期细胞百分比明显增加!细胞凋亡率明显增高

"

!

$
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检测提示抗人
R

E

L

抗体可促进
8P2/#

细胞凋亡"

!

$

"("#

#&移植瘤实验显示抗人
R

E

L

抗

体可明显抑制移植瘤的体积和质量"

!

$

"("6

#&移植瘤免疫组织化学显示裸鼠腹腔注射抗人
R

E

L

抗体后!移植

瘤内
R

E

L

和
EK

*+

蛋白的表达水平明显低于对照组"

!

$

"("6

#%结论
!

抗人
R

E

L

抗体可有效抑制
8P2/#

细胞

的增殖$促进细胞凋亡$阻滞细胞周期!并且能抑制裸鼠移植瘤的生长!其机制可能与抑制
R

E

L

和
EK
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蛋白表

达有关%
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PNO

$是一种

头颈部常见的恶性肿瘤(多起源于鼻咽黏膜的上皮(

在西方国家发病率极低#

"(6

"

#"""""

$(但高发于我国

南方#

)"

"

#"""""

$

.

#

/

'经以放疗为主的综合治疗(早

期
PNO

患者
6

年生存率可达
*"F

(而晚期
PNO

患者

的
6

年生存率仅维持在
$"F

左右(甚至更低.

!

/

'因

此(研究
PNO

的发病机制和寻找新的治疗靶点具有

重要的临床意义'免疫球蛋白#

'GGD.&

E

H&IDH'.

(

R

E

$

是一类重要的免疫球蛋白分子(经典的免疫学理论认

为仅由
M

淋巴细胞产生'近年的研究发现(上皮来源

的组织和细胞系也可以表达
R

E

(如
R

E

4

+

R

E

V

和

R

E

L

.

)/1

/

'研究证实(

R

E

L

在多种人上皮来源的肿瘤细

胞中高表达(可能参与肿瘤免疫反应.

6

/

(在肝癌+前列

腺癌和卵巢癌的筛选和诊断方面具有生物标志物的

潜力.

+/0

/

'然而(

R

E

L

在
PNO

中的表达和功能尚不明

确'本研究旨在探讨抗人
R

E

L

抗体对
PNO 8P2/#

细胞增殖+凋亡和细胞周期的影响(并构建裸鼠移植

瘤模型进行验证(为
PNO

的研究提供新的思路'

!

!

材料与方法

!(!

!

材料与试剂
!

人鼻咽癌
8P2/#

细胞系由四川

大学华西医院实验室提供%

3NLR/#+1"

和胎牛血清

#

TM5

$购自美国
:<;?G&

公司%羊抗人
R

E

L

抗体+羊

抗
R

E

V

纯化免疫球蛋白和碘化丙啶#

NR

$均购自美国

5'

E

G=

公司%

)/

#

1

(

6/

二甲基吡啶
/!/

基$

/6/

#

)/

羧基甲氧

基苯基$

/!/

#

1/

磺苯基$

/!8/

四唑#

L:5

$实验试剂盒和

脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法

#

:[P29

$检测试剂盒均购自美国
N?&G;

E

=

公司%细

胞周期检测试剂盒购自南京吉凯科技有限公司%兔抗

人
EK

*+

多克隆抗体购自北京博奥森生物技术有限公

司%兔抗人
R

E

L

多克隆抗体+生物素化羊抗
R

E

V

抗体+

二氨基联苯胺#

X4M

$显色试剂盒均购自北京中杉金

桥生物技术有限公司%免疫组织化学
5N

试剂盒购自

美国
5=.C=O?Dc

公司%

M49M

"

>/.D

裸鼠#雌性$购自成

都达硕实验动物有限公司'

!("

!

方法

!("(!

!

细胞培养
!

8P2/#

细胞在
)$g

+

6F OY

!

的

饱和湿度孵箱中采用含
#"F TM5h#F

青链霉素的

3NLR/#+1"

培养基培养'

!("("

!

细胞增殖检测
!

严格按照试剂盒说明书进

行'浓度梯度检测!取对数生长期的细胞(以
!i#"

)

个"孔接种于
*+

孔板(培养
!1<

后(弃培养液(分
)

组

加药!实验组#

#""

#

9

含不同浓度羊抗人
R

E

L

抗体
h

含

!(6FTM5

的
3LNR/#+1"

$+

R

E

V

"磷酸盐缓冲液#

NM5

$对

照组#

#""

#

9

含相同浓度羊抗
R

E

V

或
NM5h

含
!(6F

TM5

的
3LNR/#+1"

$+空白对照组#

#""

#

9

含
!(6FTM5

的
3LNR/#+1"

$(羊抗人
R

E

L

抗体+羊抗
R

E

V

和
NM5

设

置的浓度梯度均为
#!(6

+

!6("

+

6"("

+

#""("

+

!""("

+

1""("

#

E

"

G9

(设置校正孔(未接种细胞(加入
#""

#

9

含
!(6F TM5

的
3LNR/#+1"

校正吸光度值#

0

值$(

培养
)%

后(加入
!"

#

9L:5

(酶标仪测
1*".G

处
0

值#

0

1*"

值$'时间梯度检测!种板+分组同前(培养
!1

<

后(弃培养液(分
)

组加药(每隔
!1<

加入
!"

#

9

L:5

(酶标仪测
0

1*"

值(连续测
+%

'空白对照组调

零(每组设
)

个复孔(重复
)

次%细胞增殖抑制

率#

F

$

`

#

#S

处理组
0

1*"

"空白对照组
0

1*"

$

i#""F

'

!("(#

!

细胞凋亡检测
!

流式细胞仪检测!将细胞以

!i#"

6 个"孔接种于
+

孔板中(含
#"FTM5

的
3NLR/

#+1"

培养
!1<

(弃上清液%分
)

组(对应分别加
#G9

含已调整浓度为
!""

#

E

"

G9

的羊抗人
R

E

L

抗体+羊

抗
R

E

V

或含有相同体积的
NM5

的
!(6F TM5

的
3L/

NR/#+1"

(继续培养
$!<

%收集每孔细胞制成含#

#

"

6

$

i#"

+ 个细胞的单细胞悬液(离心(

$"F

乙醇固定(

加
#G9NR

染液(调整细胞密度为
6i#"

6 个"毫升(上

机检测及铺片拍照%细胞凋亡率#

F

$

`

#凋亡细胞总

数"总细胞数$

i#""F

'

:[P29

试剂盒检测!按试剂

盒说明书进行(将细胞以
!i#"

) 个"孔接种于
*+

孔板

中培养%阴性对照组以
#

#

9

双蒸水代替
?:%:

酶(阳

性对照组以
X.=-;

$

预处理细胞(通过荧光显微镜观

察拍照(将细胞核呈强蓝色荧光的细胞作为阳性细

胞%细胞凋亡指数#

F

$

`

#一个视野的凋亡细胞数"通

过视野的细胞总数$

i#""F

'

!("($

!

细胞周期检测
!

按照周期试剂盒说明书处理

细胞(调整细胞密度为
6i#"

6 个"毫升(流式细胞仪

检测红色荧光(用
LDHC'>

A

>H;

软件分析'

!("(F

!

体内移植瘤实验
!

将
#i#"

+ 个
8P2/#

细胞

皮下接种于雌性
M49M

"

>/.D

裸鼠#

1

"

6

周龄$的右背

腹侧%建模成功后(随机分成实验组+

R

E

V

对照组和

NM5

对照组(分别于腹腔注射等量的羊抗人
R

E

L

抗

体+羊抗
R

E

V

及
NM5

(每
)

天注射
#

次(每只裸鼠
#(6

G

E

(共
6

次%每
1

天测肿瘤体积%在第
6

次给药完成后

#

周处死裸鼠(剥离移植瘤(称重'瘤体体积
`

#

Ci

F

!

$"

!

(

C

为最长径(

F

为最短径'动物实验得到西南

医科大学动物实验伦理委员会的批准(批准号为

!"#+"6"16

'

0##!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



!!

4

!培养
$!<

后(

)

组细胞在不同浓度下的
0

1*"

值曲线%

M

!培养
$!<

后(

)

组细胞在不同浓度下的增殖抑制率曲线%

O

!

)

组细胞在不同时间下的

0

1*"

值曲线%

X

!

)

组细胞在不同时间下的增殖抑制率曲线%

"

!

!

$

"("6

(与
NM5

对照组+

R

E

V

对照组比较

图
#

!!

抗人
R

E

L

抗体抑制
8P2/#

细胞增殖

!!

4

!

)

组细胞
NR

染色后的凋亡形态观察#

i!""

$%

M

!流式细胞术测
)

组细胞凋亡的柱形图%

O

!

)

组细胞
:[P29

染色后的凋亡形态观察#

i

!""

$%

X

!

:[P29

染色后
)

组细胞凋亡的柱形图%

"

!

!

$

"("6

(

%

!

!

$

"("#

(与实验组比较

图
!

!!

抗人
R

E

L

抗体诱导
8P2/#

细胞凋亡

!("(G

!

免疫组织化学检测
!

将石蜡包埋的移植瘤组

织
1

#

G

切片(按免疫组织化学
5N

试剂盒说明书进

行%双盲法观察每张切片的阳性表达(细胞质呈黄棕

色为阳性表达%每张切片选
6

个视野(显微镜#

i1""

倍$下拍照(

RG=

E

;N?&/NHD-+("

图像分析软件检测平

均光密度#

K$C

$值'

!(#

!

统计学分析
!

采用
5N55#)("

软件进行统计分

析(用
RG=

E

;N?&/NHD-+("

图像分析软件检测
K$C

值(计量资料均以
RjI

表示(组间比较采用独立样本

-

检验或单因素方差分析(以
!

$

"("6

为差异有统计

学意义'

"

!

结
!!

果

"(!

!

抗人
R

E

L

抗体对
8P2/#

细胞增殖的影响
!

与

R

E

V

和
NM5

对照组比较(不同浓度抗人
R

E

L

抗体培

养
8P2/#

细胞
$!<

后(随浓度的增加
0

1*"

值减小(增

殖抑制率增加(从浓度为
6"

#

E

"

G9

开始(

0

1*"

值和增

殖抑制率出现明显差异(见图
#4

+

M

'含
#""

#

E

"

G9

浓度的抗人
R

E

L

抗体培养
8P2/#

细胞
+%

(结果显

示!

0

1*"

值和增殖抑制率随时间的增加而增加%与
R

E

V

和
NM5

对照组比较(实验组从第
)

天出现明显抑制(

见图
#O

+

X

'

"("

!

抗人
R

E

L

抗体对
8P2/#

细胞凋亡的影响
!

流

式细胞仪检测结果!浓度为
!""

#

E

"

G9

的抗人
R

E

L

抗体作用于实验组
8P2/#

细胞(培养
$!<

后显示(

实验组的凋亡率.#

)#(#"j!(0#

$

F

/明显高于
R

E

V

对

照组.#

+(6+j#(#1

$

F

/和
NM5

对照组.#

$($*j

#(!#

$

F

/(差异有统计学意义#

1`#+#(++$)

(

!

$

"("6

$(见图
!M

%并且用
NR

染色也可观察到类似结果(

见图
!4

'

:[P29

检测结果!

8P2/#

细胞经含抗人

R

E

L

抗体培养基培养
$!<

后(细胞凋亡明显(呈较强

*##!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



的绿色荧光(见图
!O

%实验组凋亡指数.#

!+(#*j

!(#$

$

F

/明显高于
R

E

V

对照组.#

1(#0j"(!$

$

F

/和

NM5

对照组.#

)()0j"($$

$

F

/(差异有统计学意义

#

1 !̀0#("*0*

(

!

$

"("#

$(见图
!X

'

"(#

!

抗人
R

E

L

抗体对
8P2/#

细胞周期的影响
!

流

式细胞检测结果显示(与
R

E

V

对照组和
NM5

对照组比

较(实验组
8P2/#

细胞
V

#

期细胞百分比减少+

5

期

细胞百分比增加(差异有统计学意义#

!

$

"("6

$(见

图
)

'

!!

"

!

!

$

"("6

(与实验组比较

图
)

!!

流式细胞仪检测
8P2/#

细胞周期分布

"($

!

抗人
R

E

L

抗体对移植瘤的影响
!

裸鼠皮下接种

8P2/#

细胞(成功构建移植瘤模型(分
)

组#每组
6

只$(

)

组裸鼠在实验期间均无死亡'实验结果显示!

腹腔注射药物结束后
#

周(实验组的平均瘤体体积

.#

!+($)j#+(6#

$

GG

)

/明 显 低 于
R

E

V

对 照 组

.#

!"1(*$j#6#(00

$

GG

)

/和
NM5

对照组.#

!)"(#+j

#+$($0

$

GG

)

/(差异有统计学意义#

!

$

"("6

$%实验组

的瘤体平均质量.#

"("*j"("$

$

E

/明显低于
R

E

V

对照

组.#

"()6j"(#"

$

E

/和
NM5

对照组.#

"()0j"("0

$

E

/(

差异有统计学意义#

!

$

"("6

$(见图
1

'相对于
R

E

V

对照组和
NM5

对照组(实验组的瘤体质量抑瘤率分别

为
$1(!*F

和
$+()!F

'

!!

4

!瘤体体积%

M

!瘤体质量%

"

!

!

$

"("6

(与
NM5

对照组+

R

E

V

对照

组比较

图
1

!!

裸鼠移植生长情况

"(F

!

移植瘤中
R

E

L

与糖蛋白
*+

#

EK

*+

$的表达
!

将

8P2/#

移植瘤组织切片行免疫组织化学染色(结果

显示!

R

E

L

蛋白和
EK

*+

蛋白主要表达于细胞质中(呈

棕黄色(见图
6

%实验组的
R

E

L K$C

值#

"("#j"("#

$

明显低于
R

E

V

对照组#

"("+j"(")

$和
NM5

对照组

#

"("6j"(")

$(差异有统计学意义#

!

$

"("6

$%同样(

实验组的
EK

*+K$C

值#

"("6j"("#

$明显低于
R

E

V

组#

"(#"j"(")

$和
NM5

对照组#

"(##j"("!

$(差异有

统计学意义#

!

$

"("6

$'

图
6

!!

免疫组织化学检测瘤体中
R

E

L

和
EK

*+

蛋白的表达%

i1""

&

#

!

讨
!!

论

!!

目前(上皮来源的恶性肿瘤组织和细胞中
R

E

的

生物学活性和潜在机制已成为肿瘤研究的热点之一'

如
_82PV

等.

)

/研究发现(人上皮肿瘤细胞衍生的
R

E

4

轻链可以诱导
5

期增加(促进细胞生长'尿道上皮肿

瘤中
R

E

V

的高表达可促进细胞增殖(抑制细胞凋亡%

抗
R

E

V

抗体可诱导其细胞凋亡(

R

E

V

也可抑制胰腺癌

细胞凋亡(促进肿瘤生长.

*

/

'

QR[

等.

#"

/证实了肿瘤

细胞分泌的
R

E

V

是细胞生存和生长所必需的(利用特

异性羊抗
R

E

V

抗体可诱导细胞凋亡+抑制细胞增殖+

"!#!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



抑制裸鼠移植瘤的生长(提出肿瘤来源的
R

E

V

能促进

肿瘤细胞的生长'最近(观察到含特异性
OX3)

片段

的反义重组载体能够抑制结肠癌
8:/!*

细胞中
R

E

表

达(诱导细胞凋亡(成功地抑制肿瘤细胞的增殖(认为

肿瘤来源的
R

E

能够促进细胞增殖及生长(即肿瘤细

胞衍生的
R

E

具有生长因子样活性.

##

/

'

同样(本实验结果也揭示了抗人
R

E

L

抗体可能具

有抑制
8P2/#

细胞增殖和生长的作用(并且抗人

R

E

L

抗体能有效地诱导
8P2/#

细胞凋亡'

_82PV

等.

)

/发现抗人
R

E&

单克隆抗体封闭肿瘤细胞
R

E

的功

能(抑制
OP2/#

和
8;H=

细胞的生长活性(随后进一

步证实
R

E&

能够增加其恶性增殖能力(而且发现肿瘤

来源的
R

E&

可促进细胞周期进入
5

期'本研究结果显

示(抗人
R

E

L

抗体改变
8P2/#

细胞周期分布(阻滞于

5

期(

V

#

期减少(与
_82PV

等.

)

/结果一致'

EK

*+

属于热休克蛋白
*"

#

85N*"

$家族中的一个

成员(能够参与肿瘤抗原的合成+装配及抗原提呈(与

肿瘤特异性抗原肽结合形成
EK

*+/

肽复合物(激活抗

肿瘤特异性免疫应答和免疫调节.

#!

/

'

EK

*+

在多种恶

性肿瘤细胞中高表达(可能是恶性肿瘤诊断和免疫的

靶点'研究表明(在喉癌组织高表达的
EK

*+

与喉癌

的发生+发展和预后相关.

#)

/

'

QR4P

等.

#1

/发现提取

不同骨髓瘤细胞系分泌的
EK

*+

混合成疫苗(可抑制

小鼠骨髓瘤的侵袭'以上研究证明
EK

*+

在肿瘤免疫

治疗中发挥重要的作用'有研究报道(肺癌组织中

EK

*+

和
R

E

V

高表达(可能二者共同参与肿瘤的免疫

防御和逃逸.

#6

/

'在本实验中构建裸鼠移植瘤模型(发

现抗人
R

E

L

抗体可抑制移植瘤的生长(免疫组织化学

检测瘤体组织中
R

E

L

和
EK

*+

表达情况(发现实验组

中
R

E

L

和
EK

*+

表达明显低于对照组#

!

$

"("6

$(提

示抗人
R

E

L

抗体能抑制移植瘤的生长可能与抑制

R

E

L

和
EK

*+

蛋白表达有关'

综上所述(抗人
R

E

L

抗体能抑制
8P2/#

细胞的

增殖(促进细胞凋亡(阻滞细胞周期于
5

期(减少细胞

的
V

#

期(并可能通过抑制
R

E

L

和
EK

*+

蛋白的表达进

而抑制裸鼠移植瘤的生长'本研究结果可能为抗

PNO

研究提供新的思路'
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