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#摘要$

!

目的
!

探讨血清
#

型胶原蛋白基因
!

C

#

?K'U#C

&在肝癌组织中的表达!分析敲低
?K'U#C

表达

对肝癌细胞迁移及侵袭能力的影响'方法
!

采用
M29/257Q:6/

法检测
?K'U#C

在
DF

例肝癌及配对癌旁组织

的表达水平%运用
90GZ#

技术敲低肝癌细胞
?K'U#C

表达!采用
??+,F

试验检测其对肝癌细胞增殖能力的影

响!采用
&5-79Y2::

试验检测其对肝癌细胞迁移和侵袭能力的影响'结果
!

生物信息学分析提示
?K'U#C

PGZ#

在肝癌中高表达#

!

$

B)BC

&%

?K'U#C

在肝癌组织表达水平明显高于癌旁组织#

!

$

B)BO

&!敲低

?K'U#C

表达明显降低肝癌细胞的增殖(迁移和侵袭能力#

!

$

B)BO

&'结论
!

?K'U#C

在肝癌组织中高表达!

并促进肝癌细胞的增殖(迁移和侵袭'

#关键词$
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肝肿瘤%

#

型胶原蛋白基因
!

C

%细胞运动%侵袭
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肝细胞癌#

<2

4

-/6.2::S:-5.-5.076P-

&

L??

$是世

界范围内癌症相关致死率排名第
!

位的恶性肿瘤&每

年大约有
VF!OBB

例新发病例!

C,!

"

*虽然手术+肝移植

和射频消融等治疗手段可以延长患者的生存期&但其

高复发率及远处转移最终导致患者预后不良!

E

"

*因

此&研究
L??

的发生+发展及转移+侵袭的分子机制&

对提高
L??

的治疗水平具有重要意义*

#

型胶原蛋

白基因
!

C

#

.6::-

;

27/

R4

2

#

-:
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<-C

&

?K'U#C

$是新近

发现的一种原癌基因&其编码的血清
#

型胶原
!

C

链

是 基 底 膜 的 重 要 组 成 成 分!

U

"

*已 有 研 究 证 实

?K'U#C

在胃癌+结肠癌+乳腺癌+头颈部鳞状细胞癌

及甲状腺乳头状癌中明显高表达&并与肿瘤细胞的增

殖+分化和迁移密切相关!

O,D

"

*然而&

?K'U#C

在

L??

中的表达及其功能国内外鲜有报道*本研究旨

!VUC

重庆医学
!BCW

年
O

月第
UF

卷第
W

期

"
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在阐明
?K'U#C

在人
L??

中的表达情况&并探讨其

在
L??

发生+发展中的作用&为
L??

的诊断与治疗

提供新的思路*

@

!

资料与方法

@)@

!

一般资料
!

收集
!BBF

年
C

月至
!BCO

年
C!

月武

汉市第四医院'华中科技大学同济医学院附属武汉普

爱医院手术切除的
DF

例
L??

组织标本&切取肝癌组

织及其配对的癌旁组织#距离肿瘤边缘
O.P

以上$&

所有病例均经组织病理学诊断确认&所有患者术前均

未接受放化疗及靶向治疗*新鲜离体标本均置于液

氮中保存*本实验经该院医学伦理委员会批准&所有

患者均签署知情同意书*在
DF

例肝癌患者中&男
OC

例&女
CV

例&患者中位年龄为
OC

岁)

!F

例肿瘤直径大

于或等于
O.P

)

%

a

&

期
OE

例&

'

a

#

期
CO

例*

@)A

!

方法

@)A)@

!

生物信息学
!

访问
"$K

数据集&下载
L??

"%$CUO!B

数据&分析
?K'U#CPGZ#

在
L??

及癌

旁组织表达差异性*

@)A)A

!

?K'U#C

蛋白表达检测
!

取出组织并按
FB

P

;

'

P'

浓度加入裂解液裂解细胞&提取总蛋白*取

得上清液采用
A?#

蛋白浓度测定试剂盒#美国
*025.2

公司$测定蛋白水平*采用聚丙烯酰胺凝胶电泳&使

用等体积的上样缓冲液加样&经过电泳后将蛋白电转

至硝酸纤维素膜)室温封闭
!<

&孵育稀释的一抗

?K'U#C

#美国
%-7/-?5Sb

公司$和
"

,-./07

#美国

&<25P6

公司$&室温
C<

后
Uc

过夜*洗膜后孵育稀

释的二抗&室温
!<

)洗膜后曝光检测*

@)A)B

!

细胞培养与转染
!

培养人
L??

细胞系

L2

4

"!

&培养基选用
@($(

#美国
"0Q.6

公司$&内含

CBd

胎牛血清+

CBBX

'

P'

青霉素+

CBBX

'

P'

链霉素*

将对数生长期的细胞接种于
D

孔板中&培养过夜待细胞

贴壁即可转染*按照
'0

4

6T2./-P072!BBB

#美国
0710/56,

;

27

公司$转染试剂盒说明书上的步骤进行操作&转染

后使用反转录
*?G

#

G&,*?G

$评估转染效果*

@)A)C

!

细胞增殖试验
!

使用胰酶消化+重悬+调整细

胞密度后加入
WD

孔板&置于培养箱中培养)每孔加入

??+,F

溶液#日本
@6

_

0736

公司$

CB

(

'

后&继续孵育

C<

)将
WD

孔板放入酶标仪中&在
UOB7P

波长处读取

吸光度值*检测细胞在第
C

)

U

天时的吸光度值&并

绘制生长曲线*

@)A)D

!

细胞迁移和侵袭试验
!

迁移试验步骤为%使

用对数生长期的
L2

4

"!

细胞&用胰酶消化+重悬+调

整细胞密度后&加入
&5-79Y2::

小室&并加入无血清培

养基
CBB

(

'

)下室加入
FBB

(

'

完全培养基*常规培

养
UF<

后&取出
&5-79Y2::

小室&丢弃培养液&并用无

菌棉签小心拭去上室底部的细胞&

Ud

多聚甲醛固定

细胞
!BP07

&

B)Cd

结晶紫染色
COP07

&磷酸盐缓冲液

#

*A%

$冲洗后将
&5-97Y2::

小室置于显微镜下观察计

数*侵袭试验与迁移试验基本相同&不同点为侵袭实

验使用滤膜附有
(-/50

;

2:

的
&5-79Y2::

小室*

@)B

!

统计学处理
!

使用
%*%%CV)B

统计软件分析&所

有检测试验均重复
E

次&计量数据以
:eG

表示&组间

数据采用
6

检验&以
!

$

B)BO

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A)@

!

生物信息学
!

通过统计学分析
"%$CUO!B

数据

库&结果显示
L??

组织
?K'U#CPGZ#

表达水平明

显高于配对癌旁组织#

!

$

B)BC

$&见图
C

*

图
C

!!

?K'U#CPGZ#

在
L??

组织及癌旁组织表达水平

A)A

!

?K'U#C

在
L??

组织和癌旁组织中的表达
!

?K'U#C

在
L??

组织中的表达水平为
B)WC!e

B)COE

&明显高于癌旁组织的
B)V!OeB)CEF

&二者比较

差异有统计学意义#

!

$

B)BO

$&见图
!

*

图
!

!!

M29/257Q:6/

检测
?K'U#C

在
L??

组织&

&

'

及癌旁组织&

Z

'中的表达

A)B

!

?K'U#C

表达水平与临床特征的关系
!

按

?K'U#C

表达水平高低将患者排序&并分为高表达组

和低表达组各
EU

例&分析
?K'U#C

表达与患者临床

特征的关系*结果显示&

?K'U#C

的表达水平与肿瘤

分期明显相关&高
?K'U#C

表达患者
&Z(

分期高

#

!

$

B)BO

$&见表
C

*

表
C

!!

?K'U#C

表达与
L??

患者临床特征的关系

!!!

#

*

&

d

'(

*fEU

$

项目
*

高表达 低表达
!

年龄#岁$

B)!!B

!%

OB EW !!

#

OD)UC

$

CV

#

UE)OW

$

!$

OB !W C!

#

UC)EF

$

CV

#

OF)D!

$

性别
B)CCB

!

男
UF !V

#

OD)!O

$

!C

#

UE)VO

$

!

女
!B V

#

EO)BB

$

CE

#

DO)BB

$

肿瘤大小#

.P

$

B)EOO

!$

O OO !D

#

UV)!V

$

!W

#

O!)VE

$

!%

O CE F

#

DC)OU

$

O

#

EF)UD

$

肿瘤个数
B)!BW

!

单个
UE CW

#

UU)CW

$

!U

#

OO)FC

$

EVUC

重庆医学
!BCW

年
O

月第
UF

卷第
W

期



续表
C

!!

?K'U#C

表达与
L??

患者临床特征的关系

!!!

#

*

&

d

'(

*fEU

$

项目
*

高表达 低表达
!

!

多个
!O CO

#

DB)BB

$

CB

#

UB)BB

$

&Z(

分期
B)BUC

!%

a

&

OE !E

#

UE)UB

$

EB

#

OD)DB

$

!'

a

#

CO CC

#

VE)EE

$

U

#

!D)DV

$

#>*

#

7

;

'

P'

$

B)UBC

!$

UBB OC !U

#

UV)BD

$

!V

#

O!)WU

$

!%

UBB CV CB

#

OF)F!

$

V

#

UC)CF

$

A)C

!

敲低
?K'U#C

后对
L??

细胞增殖能力的影

响
!

敲低
?K'U#C

可明显抑制
L2

4

"!

细胞的增殖能

力&且抑制作用随着作用时间的延长而增加#

!

$

B)BC

$&见图
E

*

图
E

!!

??+,F

试验检测敲低
?K'U#C

对

L2

4

"!

细胞增殖的影响

A)D

!

敲低
?K'U#C

后对
L??

细胞迁移能力的影

响
!

敲低
?K'U#C

可明显降低
L2

4

"!

细胞的迁移能

力#

!

$

B)BC

$&见图
U

*

!!

#

%对照组#

g!BB

$)

A

%

?K'U#C

敲低组#

g!BB

$)

?

%迁移实验统计

图)

-

%

!

$

B)BC

&与对照组比较

图
U

!!

两组
L??

细胞迁移能力比较

A)E

!

敲低
?K'U#C

后对
L??

细胞侵袭能力的影

响
!

敲低
?K'U#C

可明显降低
L2

4

"!

细胞的侵袭能

力#

!

$

B)BO

$&见图
O

*

!!

#

%对照组#

g!BB

$)

A

%

?K'U#C

敲低组#

g!BB

$)

?

%侵袭实验统计

图)

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较

图
O

!!

两组
L??

细胞侵袭能力比较

B

!

讨
!!

论

!!

L??

是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一&其

恶性程度高+进展迅速+预后差&严重地威胁着人类的

健康*由于
L??

起病隐匿&大多数患者就诊时因早

期浸润生长并发远处转移而失去根治性手术机会&此

外癌细胞的迁移和侵袭是
L??

治疗失败和复发的重

要原因*因此&研究
L??

细胞的迁移和侵袭能力&对

于后续探索
L??

发生+发展的分子机制及降低
L??

细胞转移风险具有重要意义*

?K'U#C

蛋白由氨基末端
V%

结构域+三螺旋形

成胶原结构域和羧基末端非胶原结构域共同组成&并

与其他细胞外基质成分&如基底膜蛋白多糖+蛋白聚

糖及层连蛋白相互作用!

V

"

*

?K'U#C

的羧基末端非

胶原结构域经过溶蛋白性裂解生成具有生物活性片

段&在血管生成和肿瘤发展过程中发挥重要作用&其

表达受趋化因子受体
V

#

?[?GV

$及其下游的磷脂酰

肌醇
,E,

激酶'丝苏氨酸蛋白激酶#

*NE+

'

#+&

$+核因

子
,

*

A

#

Z+,

*

A

$调节!

V,F

"

*此外&

?K'U#C

基因的突变

与脑出血+遗传性血管病+肾病+动脉瘤及肌肉痉挛等

密切相关!

W

"

*

(NI#+$

等!

CB

"研究发现&膀胱尿路上

皮癌细胞可通过产生
?K'U#C

与
?K'CE#C

&激活细

胞内的
#+&

信号通路&使
$,.-3<2507

转换为
Z,.-3,

<2507

&从而增加癌细胞的侵袭能力*

%#'$(

等!

CC

"发

现
?K'U#C

在乳腺癌中亦高表达&且在体外试验中过

表达
?K'U#C

可促进乳腺癌细胞增殖及迁移)敲低其

表达可明显降低癌细胞存活率并导致癌细胞细胞周

期停滞*另有研究证实&在乳腺癌发生及发展中

?K'U#C

的表达与
*UL#!

的表达密切相关)异常高
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表达的
*UL#!

可通过上调下游
?K'U#C

的表达促

进肿瘤细胞增殖及转移!

C!

"

*此外&亦有研究报道

?K'U#C

是头颈部鳞状细胞癌!

CE

"

+甲状腺乳头状

癌!

CU

"潜在治疗的靶基因*

近期研究证实&

?K'U#C

亦在消化道恶性肿瘤中

有重要意义*曲妥珠单抗是针对人表皮生长因子受

体
!

#

L$G!

$的靶向抗体&用于治疗
L$G!

过表达的

胃癌患者*

LX#Z"

等!

O

"研究发现&

?K'U#C

在胃癌

组织和曲妥珠单抗胃癌细胞中高表达&

?K'U#C

可能

赋予胃癌对曲妥珠单抗的耐药性*此外&

?K'U#C

被

证实可作为肝内胆管细胞癌的诊断标志物!

CO

"

*迄今

尚未有关于
?K'U#C

的表达与
L??

发生+发展相关

的研究报道*本课题组通过分析
L??

数据库及检测

临床配对
L??

标本&首次发现
?K'U#C

在
L??

组

织中明显高表达&且其表达水平与
&Z(

分期相关&

高
?K'U#C

表达患者
&Z(

分期高*随后本课题组

通过细胞增殖+迁移及侵袭等体外实验证实&敲低

?K'U#C

表达可明显降低
L2

4

"!

细胞的增殖+迁移

和侵袭能力*据此&本课题推测
?K'U#C

可能在

L??

细胞的增殖+迁移及侵袭中发挥重要作用*

综上所述&本课题组首次提出
?K'U#C

可能是肝

细胞癌的潜在癌基因&并可能通过影响肿瘤细胞的增

殖+迁移及侵袭参与
L??

的发生+发展*

?K'U#C

可

能作为
L??

诊断和治疗的新的生物靶点*本课题组

拟后续深入探讨
?K'U#C

参与
L??

发生+发展的具

体信号通路&为
?K'U#C

的靶向治疗提供理论基础*
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