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目的
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研究去整合素金属蛋白酶
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!

$#'2'%5+
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1'%$%#9+5$::0
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#

FNF*#"

"在喉癌中的表达

及其临床意义&方法
!

采用实时荧光定量
?=8R/?

法!

6-!#

"与组织芯片免疫组化法!

6-*!

"检测
FNF*#"

在

喉癌组织与正常黏膜组织中的表达情况#并分析其差异&结果
!

实时荧光定量
?=8R/?

结果显示喉癌组织中

FNF*#"

表达显著高于正常黏膜组织中的表达!

M

%

".""#

"#其倍数为
!.*(#/#.+*'

&组织芯片结果显示

FNF*#"

在喉癌组织中阳性面积百分比为
#+.!%$/&.'!%

#在正常黏膜组织中则为
#.''&/#.(#'

#喉癌组织中

FNF*#"

的表达量高于正常黏膜组织!

M

%

".""#

"&

FNF*#"

的表达与组织学分级相关#与其他临床参数无

关&结论
!

FNF*#"

在喉癌组织中有高表达#其表达与肿瘤组织学分级相关&
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庞宇峰#等
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去整合素金属蛋白酶
#"

!

FNF*#"

"在喉癌组织中的表达和临床意义

!!

喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤#随着工业化的

进程与环境的污染#近
%"

年来喉癌的发病率有逐渐

增多的趋势#但其病因与致病机制仍有待进一步探

索#深入研究喉癌的发生发展与转移等机制对患者

的诊断治疗及预后有着重要意义+

#

,

&去整合素金属

蛋白酶家族!

$#'2'%5+

4

1'%$%#9+5$::0

3

105+$2+#"

#

FNF*2

"是一种近年来新发现的
'

型跨膜蛋白家

族#因其包含的两个主要结构基质金属蛋白酶区域

与去整合素区域而得名&对
FNF*2

的逐步研究

揭示这些分子广泛参与了人体中诸如细胞黏附*融

合*转移#膜蛋白脱落和蛋白水解等生物学事件&研

究还发现
FNF*2

在许多恶性肿瘤中有所表达#并

参与了癌症发生发展与转移的病理过程+

!

,

#其中

FNF*#"

被发现在口腔鳞癌等肿瘤中有高表达+

$

,

#

但在喉癌中的表达国内外尚无相关研究报道&本研

究采用实时荧光定量
?=8R/?

与组织芯片免疫组

化的方法#研究
FNF*#"

在喉癌中的表达及其与

喉癌发生发展的相关性&

材 料 和 方 法

标本收集
!

收集复旦大学附属眼耳鼻喉科医院

头颈外科
!"##

年
#

月至
!"##

年
%

月的喉癌全喉切

除术或部分喉切除术标本共
!#

例&每例标本均取

肿瘤组织及肿瘤周围
+-9

以上的喉部正常黏膜组

织#所有标本离体后均在
#"9'%

内置于液氮内保存

待提取
?DF

&组织芯片所用标本收集于复旦大学

附属眼耳鼻喉科医院头颈外科
!"#"

年
!

月至
!"##

年
%

月的喉癌全喉切除术或部分喉切除术标本共

*!

例&每例标本均取肿瘤组织及肿瘤周围
+-9

以

上的喉部正常黏膜组织#标本经
#"Q

甲醛溶液固

定#石蜡包埋待制组织芯片&

主要试剂及仪器
!

?DF

提取试剂
=1'M0:

!美国

<%('510

4

+%

公司"'

R1'9+,-1'

3

5?=

逆转录试剂盒#

实时定量
R/?

试剂
,W>?R1+9'I7I=$

;

!日本

=$U$?$

公司"'兔抗人
FNF*#"

多克隆抗体!美国

FK-$9

公司"&

=*F*""

型博南组织芯片微阵列点

样仪!上海博南生物技术有限公司"&

实验方法

实时荧光定量
?=8R/?

!

引物的设计与合成$

在
E+%>$%S

中查询并结合
R1'9+1R1+9'+1*."

软

件 设 计
FNF*#"

和 甘 油 醛
8$8

磷 酸 脱 氢 酶

!

EFRNH

#作为内参"的引物#合成引物 序列&

FNF*#"

的扩增产物长度为
#**K

3

#其上游引物

+X8E/=EF=EFEFFE8EF///=F/FF8$X

#下 游

引物
+X8F=E/=//FF///8FFE//FEF/8$X

&总

?DF

的提取$取组织块
+"9

4

用液氮在研钵中研

磨成粉末#然后移入玻璃匀浆管中加入
#9A=1'M0:

抽打匀浆&然后按说明书步骤提取细胞内总
?DF

&

用紫外分光光度仪测定
?DF

样品浓度!

J

!*"

%

J

!'"

为
#.'

#

!."

"&按照实时荧光定量
?=8R/?

的两步

法步骤分别进行反转录和
R/?

扩增&

R/?

的反应

条件为$

(+Y

变性
#9'%

#然后
(+Y#"2

#

+'Y!"2

#

&!Y!"2

#进行
%+

个循环扩增&所有反应均设
$

个

复孔#以
EFRNH

为内参照#记录每个反应管中荧

光信号所达设定阈值时的循环数即
/5

值&采用

!

,

--

/5相对定量法#以
EFRNH

为内参#计算肿瘤组

织及配对正常组织中
FNF*#"

的相对表达量#

-

/5

-/5

!

FNF*#"

"

,/5

!

EFRNH

"#

--

/5-

-

/5

!肿瘤

组织"

,

-

/5

!正常组织"&其中
!

,

--

/5表示肿瘤组织

中
FNF*#"

的表达量相对于癌旁正常黏膜组织中

FNF*#"

表达量的倍数&

组织芯片法
!

制片$!

#

"将
*!

例
#"Q

甲醛溶

液固定的标本石蜡包埋#显微镜下确定目标区并

定位&!

!

"用阵列仪在标本蜡块上打孔#钻取标本

组织柱#每个组织柱直径
#.+99

#按顺序移到受

体蜡块上#精确排成微孔阵列&然后将制备好的

微阵列蜡块放入温箱#调定温箱温度#在半融状态

下取出&随即冷却并放入
% Y

冰箱中保存备用&

!

$

"最后对组织芯片蜡块连续切片&切片厚度
!

&

9

#共切片
#""

张&染色$一抗兔抗人
FNF*#"

多克隆抗体稀释浓度
#0!+"

&以
R>,

代替一抗作

为阴性对照&结果判定$对染色的芯片分别进行

照相&用计算机软件分析组织芯片的每张图片中

的阳性面积!

$1+$

"和阳性面积百分比!

$1+$Q

"以进

行定量比较&

统计学处理
!

所有数据均采用
,5$5$(

软件处

理#进行统计分析&其中数值采用
P

0

/)

表示#表达

结果采用配对
.

检验#临床参数分析采用单因素方

差分析&

M

%

"."+

为差异有统计学意义&

结
!!!

果

实时荧光定量
'"1U:'

结果

FNF*#"9?DF

的表达
!

通过实时荧光定量

?=8R/?

方法检测#经
!

,

--

/5相对定量法分析#其中

%$
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肿瘤组织中与正常黏膜组织中
FNF*#"

的
,

--

/5

值见表
#

#由此测定
FNF*#"9?DF

在
!#

例喉癌

肿瘤组织与正常黏膜组织中表达的倍数!表
#

*

图
#

"&其相应的倍数为
!.*(#/#.+*'

#

(+Q /<

为

#.(&'

#

$.%"+

&对其倍数进行对数转换#然后进行

配对
.

检验#差异有统计学意义!

.-+.*$$

#

M

%

".""#

"&说明喉癌组织中
FNF*#"

的表达量高于

正常黏膜组织&

图
;

!

实时荧光定量
'"1U:'

方法检测
383!;L

在

肿瘤组织%对照正常组织中表达的倍数
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!

5"9015'22"+2FNF*#"

"

,/5

!

5"9015'22"+2

EFRNH

",

,

+

/5

!

-0%510:5'22"+2FNF*#"

"

,/5

!

-0%510:5'22"+2

EFRNH

",3'

FNF*#"

!

=

%

/

"$

=6+5'9+20J$#$9#"+I

3

1+22'%

4

'%

5"9015'22"+2$%#'%-0%510:5'22"+2.
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实时荧光定量
?=8R/?

检测喉癌组织中
FNF*#"

9?DF

的表达与临床病理特征的关系
!

FNF*#"

在

喉癌组织中的表达在不同的病理组织学分级中有差异

!

M

%

"."#

"&本次
!#

组病例中有
+

例
'

级!高分

化"#

#*

例
)

级!中分化"#没有
*

级!低分化"病例&

喉癌肿瘤组织与正常黏膜组织中
FNF*#"

表达的

倍数
'

级明显低于
)

级#其中位表达值分别为
'

级

#.%"#

*

)

级
!.'!*

&此外#

FNF*#"

在喉癌组织中

的表达在不同
=D*

分组*临床分型*淋巴结转移与

否等各组中均无明显统计学差异!表
!

*图
!

"&

表
M

!
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组织芯片结果

FNF*#"

蛋白的表达
!

FNF*#"

为跨膜蛋

白#在人喉癌组织中主要表达于肿瘤细胞#阳性着色

于细胞膜与胞质中#组织芯片照片见图
$

&染色后

对每对肿瘤组织与正常黏膜组织中阳性细胞面积百

分比!

$1+$Q

"进行定量比较#比较其
$1+$Q

差值&经

,5$5$

软件计算#

FNF*#"

在喉癌组织中
$1+$Q

&$
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"在喉癌组织中的表达和临床意义

图
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为
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#

FNF*#"

在正常黏膜组织中

$1+$Q

为
#.''&/#.(#'

#两者差值为
#$.$+*/

'.%$"

#

(+Q/<

为
##.!#+

#

#+.%(&

&进行配对
.

检

验#差异有统计学意义!

.-#!.%&%

#

M

%

".""#

"&说

明组织芯片检测喉癌组织中
FNF*#"

的表达量高

于正常黏膜组织!图
$

*

%

"&

图
S

!
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组织芯片检测喉癌组织中
FNF*#"

蛋白的

表达与临床病理特征的关系
!

与实时荧光定量

?=8R/?

结果类似#

FNF*#"

蛋白在喉癌组织中

的表达在不同的病理组织学分级中有差异!

M

%

"."#

"&本次
*!

组病例中有
#"

例
'

级!高分化"#

+!

例
)

级!中分化"#没有
*

级!低分化"病例&喉

癌肿瘤组织与正常黏膜组织中
FNF*#"

表达的

$1+$Q

差值
'

级明显低于
)

级#其中位表达值分别

为
'

级
+.''+

*

)

级
#%.!*+

&此外#

FNF*#"

在喉

癌组织中的表达在不同
=D*

分组*临床分型*淋

巴结转移与否等各组中均无明显统计学差异!表

!

*图
+

"&

'$
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讨
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论

#('(

年科学家在牛髓鞘碱性蛋白水解酶研究

中发现了
FNF*#"

#因发现其具有与
FNF*2

家族

相似的结构与功能#故命名之+

!

,

&目前将
FNF*

家族成员分为两组$跨膜型
FNF*

和分泌型

FNF*=,

!带凝血酶敏感蛋白模体的
FNF*

"&

FNF*

家族成员多含有共同的前肽段#由金属蛋白

酶区域*去整合素区域*表皮生长因子样区域*跨膜

区和细胞质区域组成+

%

,

&近年#

FNF*2

家族引起

了科学家的广泛关注#它们的功能不断得到研究&

FNF*2

是一种有多个功能区域的蛋白#不同的功

能区域各司其职&它不仅参与其他膜蛋白的蛋白水

解过程#同时也参与了细胞黏附与细胞信号传导&

FNF*2

的金属蛋白酶区域的功能如同一把.剪

刀/#能特异性地剪切许多膜蛋白酶底物&诸如许多

生长因子如表皮生长因子*转化生长因子
$

*肝素结

合表皮生长因子以及细胞因子如肿瘤坏死因子
$

等#所有这些蛋白在合成时需要从相应的前体一步

($
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#"

!

FNF*#"

"在喉癌组织中的表达和临床意义

步水解才能转化为不同的生物功能结构&许多研究

显示
FNF*2

广泛参与这些蛋白的水解#同时包括

许多受体!如肿瘤坏死因子
$

受体
'

*

)

#

/N%%

#

A8

选择素和
71K%

%

H7?%

等"在细胞膜表面的胞外脱

落也有赖于
FNF*2

的剪切作用&通过这一过程#

FNF*2

广泛参与细胞的信号传导#从而影响肿瘤

的发生发展+

!

,

&

FNF*2

的另一个功能是作为整合

素的配体与基质蛋白竞争&另外#

FNF*2

的富半

胱氨酸域可以通过形成如多配体聚糖和纤维连接蛋

白而达到细胞黏附功能+

+

,

&

许多研究已经证明
FNF*2

参与了肿瘤的发

生与增值#而
FNF*#"

也被发现在许多肿瘤细胞

和肿瘤组织中有高表达+

!

,

&近年的研究 证 实

FNF*#"

的过表达能促进口腔鳞状细胞癌和胃癌

的生长#同样发现通过干扰
FNF*#"

使之表达下

调可使肿瘤细胞减缓增殖#所以
FNF*#"

被认为

是肿瘤治疗的新的潜在靶点+

!,$

,

&本研究通过实时

荧光定量
?=8R/?

与组织芯片的方法#分别从基因

与蛋白的层面检测了
FNF*#"

在喉癌中的表达情

况&研究表明喉癌组织中
FNF*#" 9?DF

与

FNF*#"

蛋白较正常黏膜组织的表达量均有上升

!

M

%

".""#

"#提示
FNF*#"

参与了喉癌的病理进

展&这与
FNF*#"

在胃癌*卵巢癌*子宫内膜癌*

结肠癌*前列腺癌等不同组织中的表达状况基本相

同+

*,(

,

&通过临床参数的分析发现#

?=8R/?

与组

织芯片方法均提示
FNF*#"

的表达与喉癌组织学

分级明显相关!

M

%

"."#

"&虽然本次研究未有组织

学分级
*

级的病例#影响了实验结果的完整性#但仍

能提示
FNF*#"

的表达与肿瘤的分化程度相关#

其表达随肿瘤的恶性程度增加而上调&这也同
U0

等+

$

,在口腔鳞癌中检测
FNF*#"

的表达结果一

致&另据文献报道
FNF*#"

可通过释放激活
A#

细胞黏附分子!

A#8/F*

"来加强卵巢和子宫肿瘤细

胞的转移能力&

A#8/F*

是一种神经细胞黏附分

子#在许多肿瘤细胞中也有表达#它可参与黑色素

瘤*肺癌等肿瘤的转移与侵袭#而
FNF*#"

被视作

是这些细胞系主要的
A#

脱落酶#从而促进肿瘤的

转移+

#",##

,

&本次研究中实时荧光定量
?=8R/?

与

组织芯片方法均提示
FNF*#"

的表达与
=D*

分

期*是否淋巴结转移*肿瘤临床分型无明显相关&这

一结果与文献不尽相同#所以关于
FNF*#"

同肿

瘤转移的关系还有待深入研究&

综上所述#本研究结果显示
FNF*#"

在喉癌

组织中有高表达#但本研究只是
FNF*#"

与喉癌

关系的初步探究#并未涉及其参与癌症发展的具体

机制探索#有待于进一步研究明确&
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