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!"#$在胃癌中的表达及其促进血管生成的机制
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!!$摘!要%!目的!研究6,)7在人胃癌标本中表达情况及其促进血管生成的机制& 方法!应用'893,:;8.6'和免疫组织化

学染色检测胃癌标本中6,)7;'+*!1()7;'+*及其在组织中蛋白表达情况'应用 <=>+*?4$ 质粒上调 *)/ 细胞中 6,)7的表

达!并用'893,:;8.6'和@8AB8CD E32B检测1()7;'+*水平和蛋白水平表达变化'*)/稳定株细胞接种于裸鼠!成瘤后肿瘤组织

切片!免疫组化染色& 结果!与正常组织相比!胃癌组织中 6,)7;'+*!1()7;'+*表达水平均显著增加!免疫组化亦显示 6,F

)7(1()7在胃癌的标本中显色比正常对照组织强& 统计显示两者 ;'+*水平及免疫组化表达有相关性"!G#4#H#& 转染 <=>F

+*?4$ 6,)7质粒后!*)/细胞中6,)7蛋白的表达上调!'893,:;8.6'及@8AB8CD E32B检测显示过表达6,)7后!1()7表达上调&

与对照细胞相比!过表达6,)7的*)/的肿瘤形成和生成速度明显加快"!G#4#H#& 免疫组化染色显示 1()7的染色明显强于对

照组& 结论!在胃癌中6,)7!1()7表达明显增加!6,)7可能通过上调1()7表达促进肿瘤血管生成&

!!$关键词% 6,)7'1()7'血管生成'胃癌
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!!结缔组织生长因子"=2DD8=B:Y8B:AAT8NC2MBO S9=F

B2C!6,)7#又被称做6,)7\6++"!是6++家族成员之

一$$%

& 6,)7是一个分泌性生长因子!可以和细胞表

面的整合素结合$"%

!也可以作为血管生成因子与基质

金属蛋白酶共同起作用$?%

& 实体肿瘤生长及转移需

要血管生成!当肿瘤结节生长到 $ ]" ;;

?以后!肿瘤

必须有新生血管生成供给营养才能继续增殖和转移&

肿瘤细胞可分泌多种血管生成因子诱导血管生成!其

中以血管内皮生长因子 "Y9A=T39C8DZ2BO83:93NC2MBO

S9=B2C!1()7#的作用最为突出$JF%%

& 本研究应用 <=>F

+*?4$6,)7过表达载体!转染人胃腺癌细胞 *)/ 细

胞!增加细胞6,)7的表达!观察其对肿瘤的 1()7表

达及血管生成的作用&

CD材料与方法

$4$!细胞及试剂

!!人胃腺癌细胞株*)/由中国科学院上海分院细胞生物学

研究所引进& :̂<2S8=B9;:D!,'_[23!<=>+*?4$ 质粒来自_DY:BC2F

N8D& 限制性内切酶!快速连接试剂 /23TB:2D _购自大连宝生生

物公司& 无内毒素质粒大提试剂盒"离心柱型#购自天根生化

科技有限公司& >+*快速纯化\回收试剂盒购自北京鼎国昌盛

*"$%*
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生物技术有限责任公司& 6,)7!1()7单克隆抗体购自 /9DB9

6CT[!逆转录试剂盒购自 .C2;8N9& 免疫组化试剂盒购自上海

基因科技有限公司&

$4"!细胞培养与细胞稳定株构建

!!胃腺癌细胞系*)/使用含有 $#`7W/ 的 '.a_$%J# 培养

基!在 ?I b(H`6-

"

的细胞培养箱中培养& 构建 *)/ 的稳定

细胞株时!使用 :̂<2S8=B9;:D 转染试剂将 6,)7的表达载体及

对照载体转染 *)/!根据试剂说明书进行操作!然后用 %##

!

N\

!

3的)J$5 进行筛选 " 周左右!@8AB8CD E32B进行鉴定&

$4?!总'+*提取及'893,:;8.6'

!!细胞及组织中的总'+*采用,'_[23试剂按相关使用说明

进行提取!应用核酸定量分析仪测定总'+*的浓度及纯度!经

$`琼脂糖凝胶电泳后用于',F.6'及'893,:;8.6'& 取 "

!

N

总的'+*!根据 aFâ 1逆转录试剂盒说明书操作& 在 "H

!

3

体系中逆转成=>+*& 使用.,6F"## 进行如下.6'反应)KH b

J ;:D'接下去 ?H 个循环"KH b ?# A!H5 b JH A!I" b " ;:D#'

最后 I" b H ;:D& 6,)7(1()7'893,:;8使用的序列分别如

下)6,)7正向引物 H+F6)*6,))**)*6*6),,,))F?+!6,)7

反向引物 H+F*))6,,))*)*,,,,)))*)F?+& 1()7正向引

物 H+FF?+!反向引物 H+FF?+& 以
"

F9=B:D 做为内参!其序列如

下)

"

F9=B:D 正向引物 H+F)*,6*,,)6,66,66,)*)6F?+!

"

F9=F

B:D反向引物 H+F*6,66,)6,,)6,)*,66*6F?+& 使用 :̂NOBF

6U=38CF>+*a9AB8C/cW')C88D _;:R"'2=O8*<<3:8Z /=:8D=8#进

行扩增反应& 所有反应均一式 ? 份!在 :6U=38C:dAUAB8;"W:2F

'8Z#上进行& 每对引物的扩增产物均进行溶解曲线及>+*凝

胶电泳分析& 引物均由上海生物工程公司合成&

$4J!免疫组化染色及@8AB8CD E32B分析

!!采用(DY:A:2D两步法进行免疫组化染色& 胃腺细胞癌标

本及正常对照组织中性福尔马林固定!石蜡包埋!H

!

;连续切

片!按试剂盒说明操作& 细胞长至 5#`融合时收集细胞!.W/

清洗 " 次!然后用'_.*WTSS8C冰上裂解 $H ;:D!$# ### NJ b离

心细胞裂解液 "# ;:D!WC9ZS2CZ 法测定蛋白浓度& 等量的蛋白

样本中加入 % e/>/ 聚丙烯酰氨凝胶电泳样品缓冲液!煮沸

H ;:D 待变性后进行@8AB8CD E32B检测& $# 只 % 周龄的裸鼠!我

们将 H e$#

%的 *)/\6,)7$ 细胞和对应的对照细胞 *)/\6分

别接种于同 $ 只裸鼠皮下两侧胁腹部!每周测量肿瘤大小!绘

制肿瘤生长曲线& % 周后处死!称重肿瘤重量!肿瘤组织中性福

尔马林固定!石蜡包埋!H

!

;连续切片!1()7染色&

$4H!统计学处理

!!应用 /.// $%4# 统计分析软件进行统计学处理& 采用"检

验及
!

"检验进行各组间比较& 检验水准
#

f#4#H&

ED结果

"4$!胃癌标本中6,)7!1()7的表达

!!与配对的正常组织相比! "" 对胃腺细胞癌的标本中6,)7

;'+*"$I\""#和1()7;'+*"$H\""#表达上调"图 $9(E#!差

异具有统计学意义 "!G#4#H#!且两者的表达具有相关性

"!G#4#H#!见表 $& 在配对的正常组织中!6,)7及 1()7的

染色阳性率很低"图 $=(8#!但是在肿瘤组织中!其呈强阳性表

达"图 $Z(S#!两者在肿瘤组织中的染色阳性率具有相关性

"!G#4#H#!见表 "&

表 CD胃癌中!"#$8>F9(G%#$8>F9表达相关性分析"!

HEE#

6,)7;'+*

合计
上调 下调

1()7;'+*

上调 $J $ $H

下调 ? J I

合计 $I H ""

!"

!#

$

%

"

&

'

($

!"

!%

$

%

"

&

'

9)胃腺细胞癌6,)7;'+*水平!大于 # 为上调!小于 # 为下调'E)胃腺细胞癌1()7;'+*水平!大于 # 为上调!小于 # 为下调'=)

正常组织6,)7染色'Z)肿瘤组织6,)7染色'8)正常组织1()7染色'S)肿瘤组织1()7染色

图 CD!"#$(G%#$在胃癌中的表达

*?$%*
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表 ED胃癌中免疫组化!"#$(G%#$染色阳性率相关性分析

6,)7

合计
g F

1()7

g $" " $J

F " % 5

合计 $J 5 ""

"4"!过表达6,)7中1()7的表达

!!在6,)7过表达的*)/稳定株中!6,)7"*)/\6,)7$ ]J#

蛋白水平明显高于对照组细胞"*)/\6#!见图 "9& 提取各组细

胞的'+*逆转录后!'893,:;8.6'检测1()7;'+*水平!发

现各组稳定株细胞的1()7;'+*表达水平均高于对照组"图

"E#& 提取各组细胞的蛋白后@8AB8CD E32B检测1()7蛋白的表

达水平发现各组的 1()7蛋白表达水平与 ;'+*表达水平一

致"图 "=#&
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9)各组稳定株细胞的6,)7"*)/\6,)7$ ]J#蛋白水平'E)各组

稳定株细胞的 1()7;'+*表达水平'=)各组稳定株细胞的

1()7蛋白表达水平

图 ED!"#$稳定株中G%#$的表达增加

"4?!*)/细胞体内的血管生成

!!肿瘤生长曲线显示!*)/\6,)7$ 组肿瘤形成和生长速度明

显快于对照组& 取下肿瘤后的免疫组化显示!*)/\6,)7$ 组肿

瘤组织中的1()7染色明显强于对照组"图 ?#&

!
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9)肿瘤生长曲线'E)肿瘤平均体积和重量'=)*)/\<=>+*?4$ 组

的1()7染色'Z)*)/\6,)7$ 组肿瘤组织中的1()7染色

图 ID!"#$增加了活体中肿瘤生长

ID讨论

!!血管生成在损伤(骨折修复(关节炎(心脑血管缺

血及几乎每个类型的肿瘤中都有发生$I%

& 这个过程由

促进血管生成因素及抑制因素来调节!但在许多疾病

中容易失衡!尤其是肿瘤$5FK%

!因此深入研究参与血管

生成的细胞事件及其分子机制对于恶性肿瘤的治疗具

有十分重要的意义& 6,)7是一个强有力的促血管生

成因子$$#F$"%

& C6,)7也可以诱导血管内皮细胞的管腔

形成!在鸡的6*a中应用C6,)7可以诱导明显的血管

生成反应$$#%

&

!!本研究中我们首先探讨了 1()7(6,)7在肿瘤的

表达情况& '893,:;8.6'显示与正常对照组织相比!

6,)7;'+*(1()7;'+*在胃癌表标本中高表达&

免疫组化亦显示其在肿瘤组织的染色阳性率明显高于

*J$%*
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正常对照组织& 统计学分析两者在肿瘤标本中的 ;'F

+*水平及蛋白水平上表达具有相关性& 有研究显示

6,)7可以促进肿瘤的新生血管形成!提示6,)7可能

促进1()7的表达$$?%

& 有研究显示缺氧可以通过增

加6,)7;'+*的稳定性!激活某些基因的转录!增加

1()7的表达$$JF$H%

& 我们构建 *)/\6,)7的稳定细胞

株后!提取细胞;'+*及蛋白!进行 '893,:;8.6'和

@8AB8CD E32B检测!结果显示!随着 6,)7的表达增加!

1()7;'+*及蛋白水平也相应的增加!两者之间的

表达呈剂量依赖关系!进一步证实了 6,)7可以促进

1()7的表达& 为了研究增加的 1()7是否具有生物

学效应!我们检测了肿瘤生长的改变!在和对照组细胞

注射至裸鼠后!*)/\6,)7细胞的成瘤能力及生长速

度明显加快!提示其有丰富的血供& 肿瘤组织病理切

片免疫组化表明 *)/\6,)7细胞形成的肿瘤中!其血

管的1()7染色明显增加!进一步证实了 6,)7可能

通过上调1()7表达促进肿瘤血管生成& 由于血管新

生在肿瘤生长(发展及转移中的重要作用!可以通过降

低1()7表达抑制 6,)7的表达!从而减少肿瘤血管

生长(部分抑制肿瘤生长!这可能是一个新的潜在治疗

靶点&
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然后!取负压桶盖加固胶布 $ 张!撕去背面纱布!与负压桶盖紧

密贴合"图 $=#&

ED优点

!!麦默通真空辅助乳腺微创旋切系统",O8a9;;2B2;8/UAF

B8;#能够精确(微创(安全的对乳腺病变组织进行完整切除!切

口微小!术后无须缝合!美容效果好!成为外科医生及爱美女性

的首选!在医院的应用越来越普遍& 在其使用过程中!桶盖由

于过大的抽吸负压!容易发生破裂& 桶盖破裂后遗留下完好的

桶体!由此增加了医疗耗材费用!浪费了医疗材料!违背了低碳

经济的原则& 用本文介绍的加固 a9;;2B2;8真空负压桶盖的

方法!不仅取材方便(制作简单!而且大大提高了桶盖使用率及

降低了桶体资源浪费& 使用后的效果也证明)加固后的负压桶

盖!延长了桶盖寿命(降低了医疗耗材费用!同时减少了手术操

作中断次数!保证了手术进行的连续性!值得在临床广泛推广

与应用&
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