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要!目的
!

探讨丙酮酸乙酯$

)G

%对人胃癌
X35(%$"!

细胞侵袭转移的抑制效果及机制(方法
!

噻

唑蓝比色分析法 $

9BB

法%测定
)G

在胃癌
X35(%$"!

细胞中的半数抑制浓度$

A8

'"

%(不同浓度
)G

加

入到胃癌细胞后&实时定量
G58

检测蛋白激酶
N

$

MI?

%的
*81M

表达水平#

\:&?:E'K,"?

检测
MI?

)

D

(

MI?

)基质金属蛋白酶
((

$

99G((

%和
99G($

的蛋白表达水平(划痕和
BE+'&J:,,

实验评价胃癌细胞侵

袭转移的能力(通过建立裸鼠皮下移植瘤模型&免疫组织化学进一步验证以上蛋白的表达水平(结果

)G

在胃癌
X35(%$"!

细胞中的
A8

'"

为
#)$%#**",

!

7

(

)G

抑制
MI?*81M

的表达及下调
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

的蛋白表达(划痕实验显示
)G

可抑制胃癌细胞的迁移运动能力#

BE+'&J:,,

显示&

与对照组$

$#$##,*$!)

%相比&

)G!"**",

!

7

组$

%'$#*,*$%#

%)

)G("**",

!

7

组$

)!$#*,#$")

%及
)G

*"**",

!

7

组$

#$$"",#$""

%的侵袭转移细胞数明显减少 $

4

均
"

"-""!

%(免疫组组织化学进一步证实

了
\:&?:E'K,"?

的检测结果(结论
!

)G

通过下调
MI?

通路抑制人胃癌细胞的侵袭和转移&对癌症具有

一定的治疗效果(

关键词!丙酮酸乙酯#蛋白激酶
N

#胃癌#转移

中图分类号!

8%#'$(

#

8%#(#)

!!

文献标识码!

M

!!

文章编号!

!"""(&'%&

$

("!(

%

"%("%%)("*

!

!

引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一&死亡率在恶

性肿瘤中排列第二位+

!

,

&其中引起胃癌患者死亡

的主要原因是肿瘤的侵袭和转移(因此&探索胃

癌转移相关靶点的抑制策略具有重要的研究意

义(研究显示&包括
1>(

*

N

在内的多种通路参与

*

)%%

*

肿瘤防治研究
RSTR

年第
UV

卷第
W

期



晚期胃癌的侵袭和转移&而
G+EI

等+

(

,发现
)G

可

通过抑制
1>(

*

N

通路抑制肿瘤血管的形成和转

移(因此&作为
1>(

*

N

上游的
MI?

信号通路成为

我们关注的焦点(

)G

作为抗炎剂还能抑制脂多

糖诱导的
99G($

上游
D

#&9MG2

)

)82

和
MI?

磷

酸化&从而对小胶质细胞具有抗炎活性+

#

,

(而且&

)G

还能诱导肿瘤细胞的凋亡&参与肿瘤生长的抑

制作用+

*

,

(本研究旨在探讨
)G

对人胃癌
X35(

%$"!

细胞侵袭转移的抑制效果及作用机制&为胃

癌的治疗提供新的方法和策略(

"

!

材料与方法

!$!

!

材料

丙酮酸乙酯及其稀释液乳酸林格氏液购于美国

X#

=

*+

公司(

8:+,(?#*:G58

引物及
!&41M ,̂#

=

"

由

美国
MN6

公司合成(

49)9

培养液和
!"Q

胎牛血

清购于
3#K0"

公司#胰蛋白酶购于
6'L#?E"

=

:'

公司(

BE+'&J:,,

小室购自美国
5"&?+E

公司(

MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

抗体购自美国
X+'?+5E/-

公司(

胃癌细胞株
X35(%$"!

来源于上海第六人民医院消化

疾病研究室(

NM7N

"

0('/

$无特定病原体级%雌性裸

鼠 $

*

&

)

周龄&体重
!'

&

((

=

%由中国科学院实验动

物中心上海斯莱克斯实验动物有限公司提供(

!$(

!

方法

!$($!

!

细胞培养
!

应用人胃癌
X35(%$"!

细胞在

49)9

完全培养液中常规培养&培养液中含有

!"Q

的胎牛血清(培养条件为湿润状态下
#%Y'Q

5̂

(

(当细胞生长到
)"Q

&

%"Q

时&将不同浓度的

)G

$

!"

)

("

和
*"**",

"

7

%及等体积的乳酸林格氏

液加入到含有血清的培养液&每半小时轻微摇晃数

次&

(*.

后可进行后续实验(

!$($(

!

9BB

法
!

)G

加入胃癌细胞
*&.

后&将浓

度为
'*

=

"

*,

的
9BB

以每孔
("

"

,

加入待测的
$)

孔板内&

#%Y

培养
*.

&弃上清液&每孔加
(""

"

,

49X̂

并振荡
("*#'

&最后用酶标仪
'%"'*

波长

测定各孔的吸光度$

+!

值%&每个浓度梯度取
*

个

复孔
+!

值的平均值(用未处理的细胞作为对照&

求出
)G

对治疗组肿瘤细胞的抑制率(抑制率
/!

1

$治疗组
+!

值"对照组
+!

值%(

!$($#

!

8:+,(?#*:G58

!

不同浓度的
)G

加入到

X35(%$"!

细胞
(*.

后&提取细胞总
81M

&反转录

为
041M

(其中&

MI?

引物上游序列!

'[(?+

==

?

=

?

=

(

=

+?

==

??

=

0+

=

+(#[

&下游序列!

'[(0?000+0+

=

+000+

=

++0+?(

#[

#

3MG4P

引物上游序列!

'[(0++0

=

++???

==

0?+0+

=

(

0+(#[

&下游序列!

'[(+

====

?0?+0+?

==

0++0?

=

(#[

(分别

用上述引物于荧光定量
G58

仪 $

%'""

型
MN6

OXM

%上进行
8:+,(?#*:G58

扩增&以
3MG4P

作

参照(扩增体系
('

"

,

!

X<N83E::'!($'

"

,

&

8̂ A

"$'

"

,

&

!!P

(

^!"

"

,

&

041M!

"

,

&上游引物
"$'

"

,

&下

游引物
"$'

"

,

(反应条件!步骤
!

!

$'Y"$!"*#'

$循

环数
!

%(步骤
(

!

$'Y"$"'*#'

&

)"Y"$#**#'

$循环

数
*"

%(

X

步骤
#

!

$'Y"$!'*#'

&

)"Y!$""*#'

&

$'Y

"$!'*#'

$循环数
!

%(

8:+,(?#*:G58

结果判定!

+

5?

/5B

目的基因
15B

内参$

3MG4P

%&

++

5B/

+

5B

处理 组
1

+

5B

对 照 组&

8a

$

8:,+?#L: a/+'?#?+(

?#"'

%处理组/(

1

++

5B

&其中对照组
8a

值设为
!

(

!$($*

!

蛋白印迹
!

将
'.!"

%

"

7

待检验细胞培养过

夜后&裂解收获蛋白&

*Y!("""E

"

*#'

离心
!'*#'

&

("

"

,

上样量进行电泳(电转至
G]4>

膜$

9#,,#

D

"E:

%

后封闭(

MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

一抗)辣根

过氧化物酶标记二抗(化学发光底物加于
G]4>

膜上&凝胶成像系统照像&

3MG4P

二次杂交(

%"Y

水浴洗膜
#"*#'

后用同法以肌动蛋白检测作为内

对照&用
O]

光密度扫描仪检测出
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

与
3MG4P

每个杂交图像峰面

积值&以峰面积值的比值代表蛋白的表达量(

!$($'

!

划痕实验
!

将不同浓度的
)G

加入到
X35(

%$"!

细胞后&用
(""

"

,

微量移液头在
)

孔板内垂直划

痕&磷酸盐缓冲液$

GNX

%冲洗
(

次后加入无血清培养

液&连续培养
%(.

相差显微镜下观察细胞迁移情况(

!$($)

!

BE+'&J:,,

侵袭实验
!

应用
!(

孔
BE+'(

&J:,,

侵袭小室进行侵袭实验(上室的聚碳酸酯膜
(

9+?E#

=

:,

$

'

"

=

"

"

,

%在
#%Y

聚合后&在上室孔中分

别准确加入
)G

处理组和对照组的
X35(%$"!

细胞

!.!"

'个"孔 $无血清培养液的单细胞悬液%&下室

中加入趋化因子
)""

"

,

$

16P#B#

细胞
*&.

无血清

的条件培养液%&培养
(*.

(待培养时间结束后将

BE+'&J:,,

上室的附着细胞用湿棉签擦去)苏木精

染色&封片后显微镜下$

.(""

%直接观察穿过膜的细

胞数(每张膜中央部分和周围部分各随机取
#

个视

野&计数每个视野内的穿过微孔的细胞数&每组重复

#

次(

!$($%

!

免疫组织化学法
!

将常规体外培养的
X35(

%$"!

细胞用胰蛋白酶消化后&

!.!"

&个细胞植入裸鼠

双侧腹股沟部皮下&全部成瘤(待瘤体长至
'**

#后

将其剪碎至
!

&

(**

#大小&植入
(!

只裸鼠腹股沟部

皮下&大约
(

周后瘤体增至约
'**

#时&随机分为

#

组&每组
%

只(治疗组分别腹腔注射
)G*"*

=

"

I

=

$

(/%

%和
&"*

=

"

I

=

$

(/%

%&对照组注射等体积的
GNX

$

(/%

%(于第
(

周末处死裸鼠&取下肿瘤组织&

!"Q

甲醛固定)包埋制成蜡块&常规
*

"

*

切片(采用半定

量免疫组织化学法检测
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G(

$

的蛋白表达(阳性产物为棕黄色或呈棕褐色(图

像采集后测定免疫组织化学图像中阳性比率(每组

'

张切片&每张切片至少分析
#

个视野$

.(""

%(

!$#

!

统计学方法

实验数据采用
B,5

表示&

A8

'"

值采用
XGXX

!!-'

统计软件的
GE"K#?

求解&

!

(

检验进行统计学处

理(方差分析进行各组间的显著性检验(

*

%%%

*

肿瘤防治研究
RSTR

年第
UV

卷第
W

期



#

!

结果

($!

!

)G

在胃癌
X35(%$"!

细胞中的
A8

'"

不同浓度
)G

加入到胃癌
X35(%$"!

细胞
*&.

后&

9BB

测定对照组)

)G!" **",

"

7

组)

)G("

**",

"

7

组和
)G*"**",

"

7

组的
+!

值分别是

$

!-!%,"$"*

%)$

"$$%,"$"(

%)$

"$&',"$"(

%及

$

"-'*,"$"#

%(

)G

浓度与胃癌细胞抑制率的曲线

见图
!

(

)G

在一定程度上抑制胃癌细胞的增殖(

回归方程经拟合优度检验
!

(

/!$%#)

&

4/"$*(

&说

明曲线拟合良好(可计算出
)G

在人胃癌细胞中的

A8

'"

值为
#)$%#**",

"

7

(

图
L

!

1N

浓度与胃癌细胞抑制率

O"

;

-/3L

!

9",,3/3('0.(03('/&'".(#.,1N&()"(2"D"'".(

/&'3.,

;

&#'/"00&(03/03%%#

($(

!

不同浓度
)G

抑制胃癌细胞中
MI?*81M

表达

将不同浓度
)G

加入到胃癌
X35(%$"!

细胞
(*.

后&实时定量
G58

判定基因
MI?

的
*81M

表达水

平(统计 结果显示&

)G!" **",

"

7

组)

)G("

**",

"

7

组和
)G*"**",

"

7

组的
MI?

的
+

5?

值分

别是$

*$*',"$(#

%)$

)$)&,"$)$

%和$

%$*',"$!)

%&

比
)G"**",

"

7

对照组$

#$&),"$(%

%明显增高$

N

/#&$#)$

&

4/"$""(

%(同样以
G58

的扩增指数

8a

值为纵坐标作图也反映了这样的结果&见图
(

(

可见不同浓度
)G

可抑制胃癌细胞中
MI?

的
*8(

1M

表达&并且具有剂量依赖性(

$$

!

4

"

"-"!

图
8

!

不同浓度
1N

抑制胃癌细胞中
CP'

的表达

O"

;

-/38

!

<(2"D"'".(.,CP'>I5C34

$

/3##".(D

J

)",,3/3('

0.(03('/&'".(#.,1N

($#

!

不同浓度
)G

抑制胃癌细胞中
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

蛋白的表达

对以上蛋白进行定量研究发现&与对照组比较&

)G!" **",

"

7

组)

)G(" **",

"

7

组和
)G*"

**",

"

7

组的
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

蛋白

水平 分 别 下 调 了 $

($$(Q

&

)*$%Q

&

)&$)Q

%)

$

*&-(Q

&

)"$&Q

&

&"$%Q

%)$

#'$*Q

&

*!$*Q

&

%'-$Q

%和$

*#$#Q

&

!!$&Q

&

%*$&Q

%&差异均具有统

计学意义 $

4

均
"

"$""!

%&见图
#

(可见不同浓度

)G

下调胃癌细胞中
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

蛋白的表达&并具有一定的剂量依赖性(

图
T

!

不同浓度
1N

抑制胃癌细胞中
CP'

)

$

+CP'

)

HHN+8

和
HHN+?

蛋白的表达

O"

;

-/3T

!

<(2"D"'".(.,CP'

&

$

+CP'

&

HHN+8&()HHN+?

$

/.'3"(34

$

/3##".(D

J

)",,3/3('0.(03('/&'".(#.,1N

($*

!

)G

抑制胃癌细胞迁移运动的能力

划痕实验显示&划线
".

后边缘整齐锐利&

(*.

后细胞开始向线内生长且边缘不整齐&

*&.

后对照

组划线两侧细胞大部分已经开始融合&

)G

治疗组

趋势并不明显&见图
*

(

图
U

!

划痕试验显示
1N

对胃癌细胞迁移运动能力的抑制

作用 $

.(""

%

O"

;

-/3U

!

<(2"D"'".(.,>"

;

/&'".(&()343/0"#30&

$

&D"%"'

J

.,S7!+

@?AL03%%#D

J

1N"()"0&'3)D

J

K.-()+23&%"(

;

&##&

J

$

.(""

%

($'

!

)G

抑制胃癌细胞的侵袭转移

BE+'&J:,,

实验显示&与对照组穿过小室的细

胞数$

$#$##,*$!)

%相比&

)G!"**",

"

7

组$

%'$#*

,*$%#

%)

)G("**",

"

7

组$

)!$#*,#$")

%及
)G*"

**",

"

7

组$

#$$"",#$""

%的侵袭转移细胞数明显

*
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减少$

4

均
"

"$""!

%&见图
'

(

图
*

!

M/&(#K3%%

实验显示
1N

对胃癌细胞侵袭转移的抑制作

用$

.(""

%

O"

;

-/3*

!
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03%%#D
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J

$

.(""

%

($)

!

)G

抑制
X35(%$"!

移植瘤组织中蛋白的表达

免疫组织化学染色显示&与
GNX

组比较&

)G*"

*

=

"

I

=

组和
)G&"*

=

"

I

=

组的
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和

99G($

棕黄色细胞数及阳性率明显降低(

)G*"*

=

"

I

=

组和
)G&"*

=

"

I

=

组之间除
MI?

蛋白差异无统计

学意义外&其他指标差异均有统计学意义&见表
!

(

表
L

!

1N

对
CP'

)

$

+CP'

)

HHN+8

和
HHN+?

蛋白阳性率的影

响$

B,5

&

Q
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M&D%3L
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<(,%-3(03.,1N.(
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.#"'"G3/&'3.,CP'

&

$

+CP'

&

HHN+8&()HHN+?

$

/.'3"(
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B,5

&

Q

%

3E"/

D

& ( MI?

D

(MI? 99G(( 99G($
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)G*"*

=
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I

=

'!%$&",!$#"
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!"$#),"$%'
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)G&"*
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I
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'!#$&(,!$"'

$

!'$"",($!(
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!!$)),!$**

$'

*$$&,!$&#
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1"?:

!

$
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"

"$"!
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C5$GNX

=

E"/
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#

'

!
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"

"$"!
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C5$)G*"*

=
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I

==

E"/
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!

讨论

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一&在我国居

恶性肿瘤之首(肿瘤的侵袭和转移是导致胃癌患者

死亡的主要原因(胃癌还是一种多基因疾病&不同基

因在诱发肿瘤发生过程中涉及不同的通路&针对这些

通路的关键靶点进行基因干预治疗已成为肿瘤治疗

的热点+

'

,

(研究表明&

MI?

与肿瘤的侵袭和转移关系

密切&作为多种信号转导通路的焦点&它调节了包括

侵袭和转移在内肿瘤细胞的多种生物学进程(

1+*

等+

)

,对
#!!

例胃癌组织检测发现有
%*Q

存在
MI?

过

表达&

%&Q

存在
D

(MI?

过表达&并且
MI?

的激活与胃

癌淋巴结的侵袭和转移关系密切(在我们前期工作

中&我们利用
81M

干扰技术靶向敲低了
MI?

在胃

癌细胞的表达&发现
MI?

下调通过抑制
99G((

和

99G($

的表达抑制胃癌细胞的侵袭和转移+

%

,

(

丙酮酸乙酯是丙酮酸的衍生物&但比其更稳定(

)G

是机体内氧化反应产物的-清道夫.&能够抑制

病理状态下的过氧化反应(在内毒素刺激的

8M\()*-%

巨噬细胞&

)G

可抑制肿瘤坏死因子的

释放及
D

#&

丝裂原激活蛋白激酶和
1>(

*

N

信号通

路的活化(

)G

除了具有抗炎特性外&还有强大的

抗血管生成活性(它通过下调
1>(

*

N

信号通路抑

制血管生长的级联放大&包括血管生长)侵袭)迁移

和管状形成(因此&

)G

作为一种多功能候选药物

可能具有抗血管生成和肿瘤治疗的潜力+

(

,

(

7#+'

=

等+

&

,还发现&经
)G

治疗小鼠肝肿瘤后&

)G

能减少

肿瘤早期
12

细胞)单核细胞和
B

)

N

淋巴细胞的浸

润和白介素
()

)高迁移率组蛋白
N!

水平的明显下

调&并诱导肿瘤凋亡细胞的增加(因此&

)G

通过诱

导肿瘤细胞凋亡和减少宿主炎症反应&抑制肝肿瘤

的生长&

)G

结合其他治疗方法可能在癌症的治疗

中发挥作用(

在本研究中&我们将不同浓度的
)G

加入到胃

癌
X35(%$"!

细胞中&探讨
)G

对人胃癌细胞侵袭和

转移的抑制效果和机制(结果发现&

)G

能抑制胃

癌细胞中
MI?*81M

和蛋白的表达&下调
99G((

和
99G($

蛋白的表达水平&进而抑制胃癌细胞的

侵袭转移(免疫组织化学进一步证实了
)G

对胃癌

移植瘤组织中
MI?

)

D

(MI?

)

99G((

和
99G($

蛋白

的抑制作用(众所周知&

99G((

和
99G($

是与肿

瘤侵袭转移密切相关的细胞因子&它们通过刺激血

管增生和降解细胞外基质促进肿瘤细胞的扩散和转

移(而
MI?

通路通过调节
99G((

和
99G($

的表

达参与胃癌的侵袭和转移(所以&

)G

通过下调胃

癌细胞中
MI?

通路的表达&抑制人胃癌细胞的侵袭

转移(

)G

结合其他治疗方法可能在癌症的治疗中

发挥更大作用&这为癌症的治疗提供了新的方法和

策略(
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