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肝癌是一种极为严重的恶性肿瘤#其发病率在同

类疾病中高居第
(

位#病死率极高#据统计其死亡人

数年均高达百万#对人们的生命造成了极大威胁#基

于此探究肝癌发病机制已经成为医学研究者普遍关

注的问题,
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$机体免疫系统的破坏是恶性肿瘤产生

的直接原因#免疫系统所产生的淋巴细胞能够对肿瘤

细胞起到破坏作用#进而抑制其生长扩散#最终发挥

免疫作用$胰岛素生长因子!
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"是一种与肿瘤有紧密联系的具备较多生

理功能的细胞因子#它来源于机体较多器官和组织细

胞#其中肝脏所分泌的
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占绝大部分,
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$有研

究证实#

-NA0!

能够对
Q

淋巴细胞的增殖和抗体的产

生起到促进作用#但机制尚不明确.在肝癌患者发病

过程中#临床表现的淋巴细胞水平降低及功能减弱等

情况表明#

-NA0!

的分泌与肝癌的发生也有一定联

系,
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$本实验通过研究肝癌细胞下调活性因子对
D2>

癌基因诱导小鼠肝肿瘤的影响#检测小鼠
-NA0!

%外周

血
Q

淋巴细胞%活性
Q

淋巴细胞及其他因子的水平#

分析对肿瘤发生%发展的影响及机制#现将结果报道

如下$
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材料与方法
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!*
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药物及仪器
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型流式细胞仪#杭州思

创医疗器械公司.

+TW

生物化学分析仪#广州博泰医

疗器械公司.
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电泳仪#石家庄华康医疗器械公

司.
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"#上海恒瑞医药股

份有限公司.免疫发光试剂#批号*
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#西安立

邦制药有限公司.蛋白测定试剂盒!批号*
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江苏恒瑞医药股份有限公司$
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织及周围组织#解剖非转基因鼠#取其肝组织作为对

照组#将所取组织制作成
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. 组织块#置于低温%液

氮环境下封存#提取两组样品总
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和蛋白质#以便

后期测量不同因子所用$
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蛋白质印迹法对其细胞外信号
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"蛋白表达进行检测.检测时针对不同组织

采用多样本%多时间段测量#计算其平均水平$蛋白

质印迹法*选取制作好的样品置于冰盒上#并调整不

同样品盒浓度至相同#沸水处理
'
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&138

#对样品加

孔处理并注入所用试剂#置于电泳槽中#通电电泳
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#等待蛋白转膜完成后#抽取聚偏二氟乙烯膜
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WTCA

膜"#蛋白一面朝上置于
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脱脂奶粉中#浸润

均匀后取出#从一侧边缘添加入缓冲液
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#匀速摇

动至均匀#再使用辣根过氧化物!
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"标记山羊抗兔

二抗#室温培养#冲洗后使用发光试剂盒显影#在图像
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处理软件辅助下#对显影条带光密度进行分析#统计
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#稀释%洗涤后进行加酶处理#再加入显

色剂避光显色
#

"

!*138

$加入终止液
!(138

后进

行测定#空白处为
*

#在
'(*81

波长下依次依序测量

吸光度值!

$

值"$以横坐标*标准物浓度#纵坐标*

$

值绘制标准曲线#结合样品浓度及稀释倍数#通过计

算得出样品实际浓度$

检测
D2>

癌基因诱导小鼠及非转基因小鼠外周

血中
Q

淋巴细胞%活性
Q

淋巴细胞水平$流式检测*

选取小鼠白细胞悬液平均置于
'

支离心管做离心处

理#时间
.

"

'138

#倒出上清浑浊液体#在离心管中加

入
Q

淋巴细胞%活化
Q

淋巴细胞检测试剂#混合均匀

后
'g

下避光培育
*;(6

#用缓冲液洗涤细胞#滴入

(L

胎牛血清磷酸盐缓冲液重悬细胞#过滤处理后置

于流式细胞仪检测分析$

!;$

!

统计学处理
!

本实验采用
+W++!";*

软件进行

数据分析#计量资料采用
Db2

表示#两组间比较采用

独立样本
:

检验#多组间比较采用方差分析#

"

$

*;*(

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

";!

!

不同组织及对照组
/Da

%

W-.a

%

@aM

蛋白平均

表达水平比较
!

D2>

癌基因诱导小鼠肿瘤组织
/Da

%

W-.a

%

@aM

蛋白平均表达水平与肿瘤周围组织比较#

差异有统计学意义!

"

$

*;*(

".

D2>

癌基因诱导小鼠

肿瘤组织
/Da

%

W-.a

%

@aM

蛋白表达水平与对照组

比较#差异有统计学意义!

"

$

*;*(

"$见表
!

$

表
!

!!

/Da

(

W-.a

(

@aM

蛋白平均表达水平比较"

Db2

#

项目
/Da W-.a @aM

肿瘤组织
!&;("b);(! *;#"b*;!( *;.'b*;*$

肿瘤周围组织
(;&(b!;.!

2

*;.!b*;*#

2

*;!"b*;*&

2

对照组
';#.b!;!)

2

*;*'b*;*!

2

*;*&b*;*.

2

H .;!($ .;&$! .;)(&

" *;*.' *;*)" *;*)#

!!

2

*

"

$

*;*(

#与肿瘤组织比较

";"

!

不同组织及对照组
-NA0!

%

NJD

%

-NAQW.

的

1D?@

平均表达水平比较
!

D2>

癌基因诱导小鼠肿

瘤组织
-NA0!

%

NJD

%

-NAQW.

的
1D?@

表达水平与

肿瘤周围组织比较#差异有统计学意义!

"

$

*;*(

".

D2>

癌基因诱导小鼠肿瘤组织
-NA0!

%

NJD

%

-NAQW.

的
1D?@

表达水平与对照组比较#差异有统计学意

义!

"

$

*;*(

"#见表
)

$

表
)

!!

-NA0!

(

NJD

(

-NAQW.

的
1D?@

平均表达

!!!

水平比较"

Db2

#

项目
-NA0!1D?@ NJD1D?@ -NAQW.1D?@

肿瘤组织
*;)$b*;*( *;).b*;*) !";'#b);('

肿瘤周围组织
!;)(b*;*$

2

*;#"b*;!$

2

.;)(b*;(&

2

对照组
!;.)b*;.$

2

!;*!b*;)'

2

.;("b*;)#

2

H .;!($ .;&$! .;)(&

" *;*.' *;*)" *;*)#

!!

2

*

"

$

*;*(

#与肿瘤组织比较

";#

!

不同月龄小鼠血清
-NA0!

水平比较
!

.

月龄

D2>

癌基因诱导小鼠血清
-NA0!

水平与非转基因小鼠

比较无明显差异!

"

%

*;*(

".

(

%

"

月龄
D2>

癌基因诱

导小鼠血清
-NA0!

水平均低于非转基因小鼠#差异有

统计学意义!

"

$

*;*(

"#见表
.

$

表
.

!!

不同月龄小鼠血清
-NA0!

水平比较

月龄

!月"

小鼠血清
-NA0!

水平!

)

S

+

1B

"

D2>

癌基因诱导小鼠 非转基因小鼠
: "

. &!;$)b";)' (#;#"b#;!& !;)(" *;()!

( (!;)#b(;)$ ((;.)b$;"! .;&!' *;*!&

" '*;)#b&;)# '";()b&;"' .;$() *;*)$

表
'

!!

小鼠
Q

淋巴细胞(活性
Q

淋巴细胞占淋巴细胞

!!!

比例比较

月龄

!月"

亚型
淋巴细胞中的比例

非转基因小鼠
D2>

癌基因诱导小鼠
: "

. >-

S

O

i

,C).

i

($;&!b);#( (!;&)b';!. .;&(' *;*!)

>-

S

O

i

Q))*

i

(&;##b!;#. (*;#'b';)( .;)&" *;*).

,C!"

i

,C&"

i

*;(&b*;!& *;&*b*;)" !;)($ *;.!#

,C!"

i

,C)(

i

!;($b*;!( !;(&b*;.! !;.&( *;)"'

( >-

S

O

i

,C).

i

&);#.b.;.$ '#;.!b&;)! );"(# *;*)'

>-

S

O

i

Q))*

i

&.;&(b.;&. '$;(&b#;") .;!$( *;*)"

,C!"

i

,C&"

i

*;("b*;!' *;(.b*;!) !;)&# *;)#(

,C!"

i

,C)(

i

);!*b*;!. );)!b*;!$ !;'!. *;&!'

" >-

S

O

i

,C).

i

&.;".b(;!) .&;*(b#;&" .;&)! *;*)$

>-

S

O

i

Q))*

i

&.;&!b.;#) .&;)*b";)( );()! *;*!#

,C!"

i

,C&"

i

*;#$b*;!' *;$$b*;!. .;.&' *;*!#

,C!"

i

,C)(

i

);."b*;)) !;')b*;!$ );#!' *;*).

";$

!

不同月龄小鼠
Q

淋巴细胞%活性
Q

淋巴细胞占

淋巴细胞比例比较
!

.

%

(

%

"

月龄
D2>

癌基因诱导小鼠

Q

淋巴细胞比例均低于非转基因小鼠#差异有统计学

意义!

"

$

*;*(

".

.

%

(

月龄
D2>

癌基因诱导小鼠活性
Q

($$)

重庆医学
)*!#

年
$

月第
'$

卷第
)!

期



淋巴细胞比例与非转基因小鼠比较无明显差异!

"

%

*;*(

".

"

月龄
D2>

癌基因诱导小鼠活性
Q

淋巴细胞

比例低于非转基因小鼠#差异有统计学意义!

"

$

*;*(

"#见表
'

$

#

!

讨
!!

论

!!

-NA0!

是机体内生长激素刺激所产生的一种激

素#它不仅在细胞分化与增殖%机体生长发育中有着

重要作用#与肿瘤的发生也存在着紧密联系#其基因

所包含的外显子能够转录%翻译相应产物,

"0!!

-

$人体

肾脏%脑%脾胃等组织都能够产生并分泌
-NA0!

因子#

但
#(L

以上的因子由肝脏合成分泌$

本研究表明#肝癌组织中
NJD 1D?@

%

-NA0!

1D?@

平均表达水平较肝癌周围组织明显降低#表明

NJD

%

-NA0!

水平下降$由于
-NA0!

是
NJD

表达的

靶基因#加上机体
-NA!

是肝脏细胞在生长激素刺激

下表达分泌的#可以推断
D2>

癌基因诱导肝肿瘤发生

是
NJD

%

-NA0!

水平下降所导致#这与文献,

!)0!.

-的

研究结果一致$肝癌组织中
-NAQW.1D?@

平均表

达水平升高#说明
-NA0!

在受到
NJD

调控的同时也

受到
-NAQW.

的调节#

-NAQW.

在机体蛋白类物质中

占
#(L

左右#它能够抑制
-NA0!

与相应受体的结合#

因此
-NAQW.

能够抑制
-NA0!

的产生$

D2>

癌基因诱

导小鼠肿瘤组织
/Da

%

W-.a

%

@aM

蛋白平均表达水

平较其他组织明显升高#这就表明在肝肿瘤细胞中

D2>

的活化刺激了
/Da

通路#由于
/Da

对
-NAQW.

的表达有抑制作用#而
-NAQW.

能够抑制
-NA0!

的产

生#因此
/Da

通路的活化最终对
-NA0!

的表达起到

抑制作用,

!'

-

$

-NA0!

在机体造血过程中发挥着重要

作用#它通过对骨骼生长及骨密度的调控作用#最终

调节造血细胞量#并直接影响多种造血细胞的发育$

本研究结果显示#

.

%

(

%

"

月龄
D2>

癌基因小鼠
Q

淋巴

细胞比例均低于非转基因小鼠#可能是因为
-NA0!

能

够促进原
Q

淋巴细胞分化最终成为前
Q

淋巴细胞.同

时
-NA0!

也是
Q

淋巴细胞增殖的促进剂#

-NA0!

能够

促进骨髓%脾脏
Q

淋巴细胞的增殖$有研究发现
-NA0

!

对骨髓中
Q

淋巴细胞发展有重要作用#且
-NAQW.

能够抑制
Q

淋巴细胞的增殖$体液中#

-NA0!

能够增

强
Q

淋巴细胞产生抗体#由此可见#

-NA0!

在机体免

疫原力形成方面有着重要作用#

-NA0!

表达的降低致

使其分泌量减少#同时也减弱了对
Q

淋巴细胞的增殖

及活性的促进#进而导致了肿瘤的发生%发展,

!(

-

$

综上所述#

-NA0!

的表达的抑制#降低了
W-.a

%

@aM

%

NJD

的表达#提高了
/Da

%

-NAQW.

的表达#进

而导致
D2>

癌基因通路的活化$
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