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Ａ２０突变体对前列腺癌细胞炎症反应因子及凋亡抑制基因表达的影响

王艳艳，但　刚，胡宗海，吴丽娟　　（６１００８３成都，成都军区总医院临床实验医学研究与保障中心）

　　［摘要］　目的　通过构建Ａ２０突变体真核载体，获取Ａ２０突变体，研究其对前列腺癌细胞ＰＣ３Ｍ细胞炎症反应因子
及凋亡抑制基因表达的影响。方法　 构建 Ａ２０突变体 ｐＥＧＦＰＣ１表达载体，提取质粒，限制性内切酶酶切鉴定并测序。
质粒 ＤＮＡ转染ＣＯＳ７细胞，用 ＬＰＳ诱导 ＰＣ３Ｍ细胞产生炎症反应，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＣ３Ｍ细胞 Ａ２０，ＩκＢα、
ｐＥＲＫ１／ＥＲＫ２、ｐＪＮＫ、Ｂｃｌ２；利用 ＥＬＩＳＡ检测 ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６等的水平。结果　 限制性内切酶酶切鉴定与 ＤＮＡ测序
证实合成Ａ２０突变体真核载体寡核苷酸链插入正确。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明转染后 ＰＣ３Ｍ细胞 Ａ２０蛋白表达显著
增。Ａ２０突变体抑制ＩκＢα的降解，ＥＲＫ１／ＥＲＫ２、ＪＮＫ磷酸化及凋亡抑制基因Ｂｃｌ２的表达。ＥＬＩＳＡ法检测结果表明，Ａ２０
突变体能显著抑制ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６的表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结论　 成功构建人Ａ２０突变体真核表达载体，Ａ２０
突变能抑制炎症反应因子及凋亡抑制基因。

　　［关键词］　 Ａ２０突变体；核因子κＢ；前列腺癌；炎症反应因子；凋亡抑制基因
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　　前列腺癌是常见的恶性肿瘤，已成为威胁西方男性
生命健康的第２位肿瘤性疾病，近年来，我国前列腺癌
发病率也逐年增高［１］。除传统的手术和放化疗外，治疗

新措施已成为研究热点。研究证明炎症贯穿肿瘤发生、

发展的始终，是肿瘤微环境的重要组成部分，ＮＦκＢ作
为细胞重要的转录因子是连接炎症与肿瘤的关键分

子，并被公认为是极具潜力的新型抗瘤靶点［２－３］。

　　Ａ２０是炎症和免疫的调节中枢，其通过双重的泛
素化酶活性在 ＮＦκＢ信号通路发挥调节炎症因子的
表达、控制ＮＦκＢ信号强度和持续时间从而关闭炎症
信号的负调控作用［４－７］。因此，本实验设计了以天然

Ａ２０蛋白上最小 ＮＦκＢ活性抑制结构域为基础，以
４分子半胱氨酸（Ｃｙｓ）结合一个Ｚｎ为特征结构的、含有
４分子Ｃ２Ｃ２锌指的ＮＦκＢ抑制肽，构建ｐＥＧＦＰＣ１表达
载体，研究Ａ２０突变体对前列腺癌ＰＣ３Ｍ细胞的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　ＰＣ３Ｍ细胞株购自美国 ＡＴＣＣ公司，大肠埃希菌菌株
ＤＨ５α，高纯度质粒小提试剂盒购自北京天根生化公司，脂多糖
（ＬＰＳ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，转染试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＲＰＭＩ１６４０培
养基、胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，限制性内切酶购自 ＮＥＢ公
司。ＴＮＦα、ＩＬ６、ＮＦκＢＥＬＩＳＡ检测试剂盒，鼠抗人Ａ２０、ＩκＢα、
ｐＥＲＫ１（Ｔ２０２／Ｙ２０１）／ＥＲＫ２（Ｔ１８５／Ｙ１８７）、ｐＪＮＫ（Ｔ１８３／Ｙ８１５）
抗体购自Ｒ＆Ｄ公司，标记二抗购于北京中杉金桥生物技术有
限公司。Ｂｃｌ２购于南京凯基生物技术有限公司。Ｍｏｄｅｌ５５０酶
联分析仪，蛋白定量仪，半干转印仪，ＧｅｌＤｏｃ２０００凝胶分析仪：
美国ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　方法
１．２．１　Ａ２０突变体质粒构建与鉴定　　根据人 Ａ２０基因的序
列，设计出以天然Ａ２０蛋白上最小ＮＦκＢ活性抑制结构域为基
础，以４分子半胱氨酸（Ｃｙｓ）结合一个 Ｚｎ为特征结构的、含有
４分子Ｃ２Ｃ２锌指的 ＮＦκＢ抑制肽，利用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ
５．０设计带酶切位点的引物，上游引物为 ５＇ＴＣＴＡＧＡＴＧＣＴＧＴＡ
ＣＡＡＧＴＣＣＧＧＡＣＴＣ３＇（ＸｂａⅠ酶切位点 ），下游引物为５＇ＡＣ
ＣＧＧＡＴＣＴＡＧＡＴＡＡＣＴＧＡＴＡＴＣＧＧＡＴＣＣ３＇（ＢａｍＨⅠ的酶切位
点）。通过ＰＣＲ进行扩增，反应条件为：９４℃预变性１０ｍｉｎ，然
后 ９３℃ ３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ １０５ｓ，循环３５次后７２℃延伸
１０ｍｉｎ。４℃保存ＰＣＲ产物。取１μＬ用１％琼脂糖凝胶电泳
检测并进行结果分析。

　　ＰＣＲ产物与 ｐＵＣ５７载体连接 载体序列：Ｍ１３Ｆ／ｐＵＣ上游
引物 ５＇ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ３＇；下游引物 ５＇ＣＡＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＣＴＡＴＧ３＇，将目的基因与ｐＵＣ５７载体１６℃过夜连接，将连
接产物ｐＵＣ５７Ａ２０ｍｕｔａｎｔ转化大肠杆菌 ＤＨ５α，于选择性 ＬＢ
固体平板（含 ５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素）上生长，３７℃过夜培养，
第２天随机选取 ５个单菌落进行 ＰＣＲ反应检菌，根据电泳结
果选取相应菌落进行植菌，菌株扩大培养后利用高纯度质粒

小提试剂盒提取质粒，并送金瑞斯公司测序。

　　重组质粒 ｐＥＧＦＰＣ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ构建与鉴定：将 ｐＵＣ５７
ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ质粒用ＸｂａⅠ和ＢａｍＨⅠ双酶切后获取ｈＡ２０突变
体基因片段。将其与 ＢａｍＨⅠ／ＢｇｌⅡ双酶切的真核表达质粒
ｐＥＧＦＰＣ１１６℃过夜连接（载体序列为 ＰＥＧＦＰＣ５：ＣＡＴＧＧＴＣ
ＣＴＧＣＴＧＧＡＧＴＴＣＧＴＧ），连接液转化大肠杆菌 ＤＨ５α于选择性
ＬＢ（含 ５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素）固体平板上筛选阳性菌落，扩
增后抽提质粒，并取少量重组质粒ｐＥＧＦＰＣ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ进行
ＢａｍＨⅠ／ＢｇｌⅡ双酶切鉴定。菌液送南京金瑞斯生物公司测序。
１．２．２　Ａ２０突变体重组质粒转染 ＣＯＳ７细胞　　培养基为含
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０液，培养 ＣＯＳ７细胞，至细胞融合
８０％左右时进行转染。实验分３组：①空白组：空白对照加入
ＰＢＳ液；②空载体组：ｐＥＧＦＲＣ１空载体；③Ａ２０突变体组：Ａ２０
突变体重组质粒。采用脂质体２０００转染方法将 Ａ２０突变体重
组质粒转染 ＣＯＳ７，６ｈ后弃去转染液，ＲＰＭＩ１６４０液培养液进行
培养，收集 ７２ｈ细胞上清备用。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＣ３Ｍ细胞 Ａ２０的表达　　收集
空白组、空载体组、Ａ２０突变体组转染７２ｈ上清，加入６孔板中
生长良好的ＰＣ３Ｍ细胞中，２４ｈ后蛋白裂解液进行蛋白抽提，
ＢＣＡ法行蛋白浓度测定。样品电泳，经转膜、封闭后，一抗４℃
过夜孵育（Ａ２０抗体和内参 βａｃｔｉｎ抗体），洗膜后用二抗在室
温下杂交 １ｈ，洗膜 ３次 １０ｍｉｎ／次，ＥＣＬ化学发光检测。
１．２．４　Ａ２０突变体抑制ＬＰＳ诱导的ＰＣ３Ｍ细胞炎症反应因子
的表达　　取对数生长期ＰＣ３Ｍ细胞，实验分为６组：空白组、
空载体组、Ａ２０突变体组、ＬＰＳ组、ＬＰＳ＋空载体组、ＬＰＳ＋Ａ２０突
变体组。先弃去培养基，再更换为含１０％ ＦＣＳ的新鲜培养基，
加入空载体，Ａ２０突变体真核表达载体转染 ＣＯＳ７细胞收集的
细胞上清，并加入ＬＰＳ以１００ｎｇ／ｍＬ终浓度刺激培养细胞 ２４ｈ
后收集培养上清，用ＥＬＩＳＡ法检测ＮＦκＢ、ＴＮＦα、ＩＬ６的水平。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＣ３Ｍ细胞 ＩκＢ、凋亡抑制基因
Ｂｃｌ２和细胞周期素 Ｄ１的表达　　收集空白组、ＬＰＳ组、Ａ２０
组、Ａ２０突变体组细胞经蛋白抽提，ＢＣＡ法行蛋白浓度测定。样
品电泳，经转膜、封闭后，一抗４℃过夜孵育，洗膜后用二抗在室
温下杂交１ｈ，洗膜３次１０ｍｉｎ／次，ＥＣＬ化学发光检测。

１．３　统计学处理
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计
分析，组内比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　重组真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ载体
构建及鉴定

　　目的基因的 ＰＣＲ产物与 ｐＵＣ５７进行连接，获得 ｐＵＣ５７
ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ质粒。重组质粒经 ＸｂａⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切后，除
ｐＵＶ５７载体带（２７１０ｂｐ）外，得到 １条大约５７３ｂｐ的插入片
段，与设计片段大小相符，见图１Ａ。Ａ２０突变体结构域目的片
段与 ｐＥＧＦＰＣ１载体进行连接，构建重组真核表达载体ｐＥＧＦＰ
Ｃ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ质粒。ｐＥＧＦＰＣ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ重组质粒载体双
酶切后经 １％琼脂糖凝胶电泳，发现４２９ｂｐ左右的目的条带与
４７００ｂｐ左右的ｐＥＧＦＰＣ１载体片段（图１Ｂ），表明目的片段
已成功插ｐＥＧＦＰＣ１质粒中。ＤＮＡ序列分析，结果显示插入真
核表达载体的基因片段与 Ａ２０突变体目的基因序列完全符合
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（图２），提示ｐＥＧＦＰＣ１ｈＡ２０ｍｕｔａｎｔ真核表达载体构建成功。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＣ３Ｍ细胞 Ａ２０的表达
　　如图２所示，在Ａ２０突变体组检测到相对分子质量约９５×
１０３的蛋白条带。说明 Ａ２０突变体转染后能启动 ＰＣ３Ｍ细胞
Ａ２０蛋白的高表达，Ａ２０突变体构建成功。
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Ａ：ｐＵＣ５７质粒双酶切　Ｍ：标准；１：ＸｂａⅠ／ＢａｍＨⅠ双酶切；
Ｂ：ｐＥＧＦＰＣ１质粒双酶切　Ｍ：标准；１：ＢａｍＨⅠ／ＢｇｌⅡ双酶切

图１　Ａ２０突变体真核表达载体的双酶切鉴定
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１：空白组；２：空载体组；３：Ａ２０突变体组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＣ３Ｍ细胞 Ａ２０的表达

２．３　Ａ２０突变体抑制 ＮＦκＢ及炎症反应因子 ＴＮＦ
α、ＩＬ６的作用

　　用１００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ诱导 ＰＣ３Ｍ细胞，２４ｈ后检测 ＮＦκＢ
的表达及其炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６的分泌情况。ＰＣ３Ｍ细胞在
未给予ＬＰＳ刺激时，空白组，空载体组及 Ａ２０突变体组 ＮＦκＢ
的表达量较低，ＬＰＳ１００ｎｇ／ｍＬ持续作用２４ｈ，空载体组ＮＦκＢ
的表达量较单纯 ＬＰＳ刺激组无显著差异（Ｐ＞０．０５），Ａ２０突变
体组 ＮＦκＢ的表达量较单纯 ＬＰＳ刺激组有显著的降低（Ｐ＜
００１），见表１。ＰＣ３Ｍ细胞中炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６，在未给予
ＬＰＳ刺激时，各组表达量均很低，ＬＰＳ１００ｎｇ／ｍＬ持续作用２４ｈ，
空载体组ＴＮＦα、ＩＬ６释放量较单纯 ＬＰＳ刺激组无显著差异

（Ｐ＞０．０５），Ａ２０突变体组 ＴＮＦα、ＩＬ６释放量较单纯ＬＰＳ刺激
组有显著的降低（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５），见表１。这表明 Ａ２０突
变体能阻断 ＮＦκＢ通路，抑制了炎症因子的表达。

表１　Ａ２０突变体对ＬＰＳ刺激ＰＣ３Ｍ细胞２４ｈＮＦκＢ及
ＴＮＦα、ＩＬ６的影响（珋ｘ±ｓ）

组别　　 ＮＦκＢ ＴＮＦα ＩＬ６
空白组 １０６５．９±３０．０ｂ 　１１．８９±０．９ｂ ４５９．２±２４．８ｂ

空载体组 １０６６．６±４８．８ｂ １２．２３±０．３ｂ ４８２．５±１１．６ｂ

Ａ２０突变体组 １０４３．７±４３．４ｂ １１．９０±０．４ｂ ４７２．５±１５．７ｂ

ＬＰＳ组 １８１５．４±１１８．３ ２８．６４±２．１ ９０９．４±８９．８
空载体＋ＬＰＳ组 １７３５．５±８０．０ ２８．７２±１．９ ８４２．６±３２．１
Ａ２０突变体＋ＬＰＳ组 １５７５．３５±５９．３ｂ １７．３７±１．８ｂ ７０３．６±３０．４ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ组比较

２．４　Ａ２０突变体对ＩκＢα降解的抑制作用
　　ＰＣ３Ｍ细胞表达一定量的 ＩκＢα，经 ＬＰＳ刺激后，ＩκＢα表
达量显著下降，而Ａ２０组和Ａ２０突变组较空白组有不同程度下
降，但Ａ２０突变体组较ＬＰＳ组有显著差异（Ｐ＜０．０５，图３）。
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１：空白组；２：ＬＰＳ组；３：Ａ２０组；４：Ａ２０突变体组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜
０．０１，与ＬＰＳ组比较
图３　Ａ２０突变体对ＩκＢａ降解、ＥＰＫ、ＪＮＫ磷酸化的抑制作用

２．５　Ａ２０突变体对Ｂｃｌ２的抑制作用
　　ＰＣ３Ｍ细胞在未给予ＬＰＳ刺激时，空白组Ｂｃｌ２少量表达，
ＬＰＳ刺激后，Ｂｃｌ２表达显著增高，而 Ａ２０组和 Ａ２０突变体组
ＬＰＳ刺激后，表达均下降（Ｐ＜０．０５，图３）。

２．６　Ａ２０突变体对ＥＰＫ、ＪＮＫ磷酸化的抑制作用
　　ＰＣ３Ｍ细胞在 ＬＰＳ刺激后，ＥＰＫ、ＪＮＫ磷酸化表达显著增
高，而Ａ２０组和 Ａ２０突变组 ＥＰＫ、ＪＮＫ磷酸化水平较 ＬＰＳ组表
达有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

３　讨论

　　Ａ２０是体内 ＮＦκＢ异常活化时天然表达的一种
调节蛋白，其在结构上包含羧基端的多锌指区（ＺｎＦ）
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和氨基端的卵巢肿瘤（ＯＴＵ）域，因而具有双重的泛素
编辑酶活性。Ａ２０对 ＮＦκＢ信号通路蛋白群的调节，
具有快速、多层次，多靶位等特点，可使过度炎症反应

得以迅速平息。前期我们的研究也证实在脓毒症动物

模型中Ａ２０对体内过度活化的ＮＦκＢ具有抑制效果，
并对动物肝肺炎症损伤的保护作用［８－１０］。在对 Ａ２０
的研究中Ｋｌｉｎｋｅｎｂｅｒｇ等［１１］构建了一系列 Ａ２０突变体
表达质粒转染炎症细胞模型，发现Ａ２０对ＮＦκＢ的抑
制功能主要取决于Ｃ末端的锌指结构，而且只含 Ａ２０
４个锌指的突变体就可以起到与野生型Ａ２０相同的抑
制作用。因此，本研究在前期研究的基础上采用计算

机辅助药物分子设计方法，以天然 Ａ２０蛋白上最小
ＮＦκＢ活性抑制结构域为基础，删除了其中多余的氨
基酸残基，并在关键位点上添加了一个有助于稳定锌

指结构的氨基酸残基，利用柔性连接肽将４个改构的
Ｃ２Ｃ２型锌指串联起来，并在其Ｎ端融合有跨膜引导序
列，最终形成穿膜肽以４分子半胱氨酸（Ｃｙｓ）结合一
个Ｚｎ为特征结构的ＮＦκＢ抑制肽。为了提高重组载
体构建的效率，我们先构建 ｐＵＣ５７Ａ２０ｍｕｔａｎｔ真核表
达载体，通过蓝白斑筛选、双酶切鉴定和 ＤＮＡ测序检
测插入片段的基因序列，再将序列完全正确的插入片

段回收并与真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ１连接，由于ＴＡ克
隆的连接效率较高，在真核表达载体连接之前通过ＴＡ
克隆可提高重组载体构建的成功率和准确性。经细胞

转染、测序鉴定，成功获得了 Ａ２０突变体。为后续研
究Ａ２０突变体的功能提供依据。
　　慢性炎症可以促进癌症的发生和发展，并参与癌
症的各个病理过程［１２］。ＮＦκＢ和 ＳＴＡＴ３可能是调控
肿瘤细胞与炎性细胞交互作用的核心分子，是多条信号

通路的枢纽分子，调控一系列细胞因子（ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＩＬ１β）的表达，从而维持炎性微环境，炎性细胞因子
又可进一步诱导ＮＦκＢ和ＳＴＡＴ３持续性活化［１３］。

　　在ＮＦκＢ信号通路中，ＩκＢ（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢ）是
核因子 κＢ（ＮＦκＢ）的抑制蛋白。当上游信号激活
ＩＫＫ（ＩκＢｋｉｎａｓｅ）后，活化的 ＩＫＫ会泛素化、磷酸化并
降解ＩκＢα，使得ＮＦκＢ两个亚单位从失活状态活化，
并从细胞质转移到细胞核内，与相应的炎症相关基因

结合，启动炎性细胞因子转录，诱发炎症。我们实验中

选取ＩκＢα作为研究指标，结果提示 Ａ２０突变体能显
著抑制ＩκＢα的降解，使得 ＮＦκＢ的活化受抑制，不
能启动炎性细胞因子转录。

　　ＥＲＫｓ、ＪＮＫ信号转导通路是 ＭＡＰＫ通路的重要分
支，ＥＲＫｓ调节着细胞的增殖、分化和存活，ＥＲＫ和其
信号途径在肿瘤侵袭和转移过程中起中介和放大信号

的作用，一方面接受大量来自生长因子、丝裂原、环境

刺激等的信号，另一方面通过ＥＲＫ信号级联反应作用

于核转录因子如 ＡＰ１、ＮＦкＢ等，调控基因表达；ＪＮＫ
在细胞周期、生产、凋亡和细胞应激等多种生理和病理

过程中起重要作用。本研究显示，Ａ２０突变体能显著
抑制 ＥＲＫｓ、ＪＮＫ的磷酸化，提示 Ａ２０突变体在调节
ＮＦκＢ信号通路，细胞增殖、凋亡方面发挥抑制作用。
　　ＴＮＦα是重要的炎性细胞因子，ＴＮＦα的慢性刺
激可促进肿瘤细胞的生长及转移．以卵巢癌为模型的
研究［１４］揭示，ＴＮＦα自分泌可刺激由细胞因子、促血
管生成因子及趋化因子组成的“自分泌细胞因子网

络”，从而诱导血管形成、髓系细胞浸润及 Ｎｏｔｃｈ信号
通路激活。白细胞介素是另一类存在于肿瘤微环境中

的重要炎性细胞因子。研究发现，ＩＬ６／ＳＴＡＴ３信号通
路可协同 ＮＦκＢ依赖的炎症信号，进一步诱导包括
ＩＬ６在内的一系列细胞因子的表达，促进肿瘤干细胞
的形成［１５］。Ｆｕｒｕｋａｗａ等［１６］研究胰腺癌发现，ＮＦκＢ
活性受抑，在体内外均可显著下调血管生成因子ＶＥＧＦ
和ＩＬ６，减少肿瘤血管形成，从而限制肿瘤的生长和转
移。我们选取ＴＮＦα、ＩＬ６作为研究指标，实验结果显
示，ＬＰＳ刺激前列腺癌ＰＣ３Ｍ细胞后，ＮＦκＢ显著增高，
细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ６分泌显著增加，应用Ａ２０突变体
能显著抑制ＮＦκＢ的表达，炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６的表
达也被抑制（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。结果提示，Ａ２０突
变体通过抑制ＮＦκＢ信号通路，减少包括ＴＮＦα、ＩＬ６
等细胞因子的释放，从而限制肿瘤的生长。

　　ＮＦκＢ通路与肿瘤细胞凋亡密切相关，该通路的
异常激活可导致一系列与肿瘤相关基因的异常表达，

从而抑制肿瘤细胞凋亡，促进正常细胞转化以及肿瘤

血管形成和转移等，直接影响肿瘤的发生和发展。Ｂｃｌ２
家族是在细胞凋亡中有重要作用的一类蛋白质。Ｂｃｌ２
家族的表达和调控是影响细胞凋亡的关键因素之一，

在细胞凋亡信号转导途径中发挥重要作用。Ｌｕ等［１７］

的研究证实在对 ＴＮＦα敏感的前列腺癌细胞系 ＰＣ３
中，ＮＦκＢ持续性激活可导致抗凋亡因子的分泌。我
们实验结果显示，ＬＰＳ刺激前列腺癌 ＰＣ３Ｍ细胞后，
ＮＦκＢ显著增高，且凋亡抑制基因Ｂｃｌ２表达增强；应用
Ａ２０突变体抑制ＮＦκＢ表达后，凋亡抑制基因Ｂｃｌ２表
达同样受到抑制。提示Ａ２０突变体通过抑制ＮＦκＢ的
表达下调了Ｂｃｌ２的分泌。
　　综上所述，我们构建的 Ａ２０突变体可显著抑制肿
瘤细胞ＰＣ３Ｍ细胞ＮＦκＢ信号通路，减少细胞因子的
释放，并可抑制凋亡抑制基因 Ｂｃｌ２的分泌，从而达到
抑制肿瘤的目的。这将为我们进一步研究 Ａ２０抑制
ＮＦκＢ对肿瘤的作用及调控机制奠定基础，并将为抗
肿瘤药物的研发提供新靶点。
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ｈｔｍｌ（２０１３１２２５）

１　临床资料

　　患者，女性，７５岁，以“胸闷、胸痛３个月，发现左肺鳞癌右
肺门淋巴结转移１周”于２０１２年３月２１日就诊我院。外院检
查：２０１２年３月１２日 ＰＥＴＣＴ示：左上肺高代谢肿块，考虑肺
癌；右肺门淋巴结肿大伴代谢增高，考虑转移；３月１４日左肺肿
块穿刺活检病理示：鳞状细胞癌。入院时一般情况好，ＫＰＳ评
分８０分，查体：左肺呼吸音粗，余无异常体征。２０１２年 ３月
２２日化验肿瘤标志物ＣＹ２１１升高，为５．０９ｎｇ／ｍＬ（参考值０～
３．３ｎｇ／ｍＬ），血常规、肝肾功能、凝血均正常。入院诊断：左肺
鳞癌右肺门淋巴结转移，按 ＵＩＣＣ于 ２００９年第 ７版肺癌分
期［１］，临床分期为Ｔ１Ｎ３Ｍ０ⅢＢ期。２０１２年３月２２日至４月５日
行左肺上叶及右肺门淋巴结病灶局部立体定向放射治疗１疗

程：ＤＴ４４Ｇｙ／１１ｆ，５次／周，１次／ｄ，４Ｇｙ／次。治疗后１个月症状
消失，６月７日复查ＣＴ示病灶完全消失；９月１１日胸部ＣＴ示：
右肺门淋巴结复发。给予复方红豆杉胶囊口服 ０．６ｇ３／ｄ，２１ｄ
为１疗程，连续每月１疗程给药。１２月１１日胸部ＣＴ示：右肺门
淋巴结明显缩小，左肺放疗后纤维化瘢痕。此后患者自行将红

豆杉胶囊减量至０．６ｇ１／ｄ，２１ｄ为１疗程。２０１３年３月１１日胸
部ＣＴ示：右肺门淋巴结较２０１２年１２月１１日的稍增大，左肺放
疗后纤维化瘢痕。２０１３年４月出现咳嗽、胸痛，４月１２日胸部
ＣＴ示：右肺门淋巴结较３月１１日的明显增大，局部肿瘤复发，左
肺放疗后纤维化瘢痕。随即恢复红豆杉胶囊正常剂量０．６ｇ３／ｄ，
２１ｄ为１疗程，每月连续用药。此后１个月症状明显好转，３个
月症状消失。因患者感觉良好，２０１３年 ７月拒绝按期复查。
１０月１６日胸部 ＣＴ示：右肺门淋巴结再次缩小，化验 ＣＹ２１１：
２．６８ｎｇ／ｍＬ。其他部位影像学检查未见新发转移。右肺门区
淋巴结放疗后复发行复方红豆杉胶囊治疗前后变化见图１。全
治疗过程未出现药物相关毒性反应。患者从就诊我科至２０１３年
１０月末次复查只行１次放射治疗及口服复方红豆杉胶囊治疗，存
活１９个月，生活质量良好，ＫＰＳ评分１００分，查体无异常体征。
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