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!摘要"

!

目的"探讨肝癌组织中
F2/07

#

F2,2,,)>0240).2./?A]/);20.,

$的表达水平!并进一步分析其对肝癌发展的影响'

方法"采用免疫组化和
X+,4+*.L7)4

对手术切除的癌组织及对应的癌旁组织进行蛋白质水平检测*用
X+,4+*.L7)4

方法分析各

肝癌细胞系中
F2/07

的表达!并利用敲低或过表达的方法分析
F2/07

表达水平的变化对肝癌细胞生长"运动的影响'结果"

F2/07

在肝癌组织中表达均显著高于对应癌旁组织!高表达
F2/07

可以促进肝癌细胞生长"迁移!而抑制凋亡相关分子的表达'结论"

F2/07

在肝癌组织中高表达!可显著促进肝癌细胞的生长"迁移!有望为肝癌的治疗和预后判断提供参考'
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肝癌是最常见的恶性肿瘤之一!在我国肝癌发

病率列恶性肿瘤第
&

位!死亡率占据第
!

位!对人类

的健康造成严重威胁!因此深入探索分析肝癌的发

病"发展机制对于肝癌治疗具有非常重要的指导意
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F2,2,,)>0240).2./?A]/);20.,
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小
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分子
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的效应分子!研究发现其对细胞的黏

附"运动起着重要的作用!但对其在肝癌组织中的

表达及其意义研究较少'本研究旨在通过免疫组

化及蛋白质印迹#

X+,4+*.L7)4

!

Xa

$方法分析肝癌

组织标本中
F2/07

的表达水平!通过过表达或敲低

F2/07

表达水平分析其对肝癌细胞生长及运动的影

响!探讨其对肝癌发展的影响'
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细胞系
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购自中科院

上 海 生 化 细 胞 所!
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细胞株由复旦大学附属中山医院肝癌研

究所提供'所有肝癌细胞系均用含
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进行消化传代'

F2/07

过表达和敲低病毒购自上海

吉凯基因化学技术有限公司'

$'!

!

临床标本
!

选取复旦大学附属中山医院肝外

科手术切除的肝癌标本!癌旁标本作为对照!并经

液氮速冻后立即置入
c="i

冰箱中保存'组织标

本经
$"W

甲醛固定!常规石蜡包埋!连续切片!切片

厚度
&

'

;

!备染'

$'%

!

免疫组化
!

石蜡切片经二甲苯脱蜡!梯度乙醇

脱水!微波修复抗原!漂洗后置于磷酸盐缓冲液

#

âQ

$中'

BWN

!

@

!

室温孵育
%";0.

!血清封闭后加

入
F2/07

抗体
&i

孵育过夜!

âQ

漂洗后加二抗室温

孵育!最后加入氧化二氨基联苯胺#

?Ha

$常温显色!

蒸馏水漂洗!逐级脱水!最后复染及封片!光镜观察'

$'&

!

实时荧光定量
(̂F

"

F6#̂(F

#

!

取对数生长

期细胞!每
6!B

培养瓶加入
$;]6FAR)7

试剂进行

裂解!氯仿乙醇法进行抽提'所有
F6#̂(F

反应所

需要的试剂均购自
62̀2F2

公司'

$'B

!

蛋白质印迹法
!

取对数生长期细胞约
$k$"

8

个!

âQ

洗后加入放射免疫沉淀法缓冲液#

FÂH

$裂

解液!冰上裂解
%";0.

'利用
a(H

法检测蛋白质

浓度!应用酶标仪检测
B8!.;

波长的光密度!根据

标准曲线计算样品的蛋白浓度'按照说明书配制

分离胶和浓缩胶!上样量为
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'
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!抗体购自英国
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细胞增殖实验
!

取实验组和对照组的对数生

长期的细胞!调整成
%k$"

&个&
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密度!
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孔板每

孔接种
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]

!接种后每隔
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数盒
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$检测液!用酶标仪进行吸光值检测'
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细胞迁移实验
!

用
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将实验组和对照

组的细胞稀释成
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细胞悬液加入上室!下室加入
%""

'

]

悬液!并在
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胎牛血清*
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甲醛固定"

I0+;,2

染液染色!显微镜下计数并拍照'
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!

统计学处理
!

采用
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统计分析软件
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结
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在肝癌及癌旁组织中的表达情况
!

免疫

组化染色发现!

F2/07

主要表达在细胞质中!少量分布

于细胞膜上#图
$H

$'该蛋白在肝癌和癌旁组织中均

有表达!其中肝癌组织中的表达量显著高于癌旁组

织*

Xa

结果也表明不同患者的
F2/07

表达量不同!癌

旁组织中的表达量显著低于癌组织#图
$a

$'这些数

据表明!

F2/07

可能对肝癌的发展具有促进作用'

图
6

!
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在肝癌组织中的表达

H

%

F2/07

的免疫组化染色#

#$$.

$*

a

%

F2/07

#相对分子质量为
**&$$$

$的
Xa

染色及灰度分析!
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表示差异显著!
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F2/07

在肝癌细胞中的表达
!

通过
F6#̂(F

和
Xa

检测分析肝癌细胞系中
F2/07

的表达水平!

结果发现具有转移潜能的
DN((9G]

"

DN((9GN

和
N((]D%

细胞系中
F2/07

的
F[H

和蛋白水平均

显著较高#图
!H

"

!a

$'构建高表达
F2/07

载体!转染

N35G

细胞!

Xa

验证得到高表达
F2/07

的
N35G

细胞

系#图
!(

$*转染
,5F[H

至
]D%

细胞中!筛选得到低

表达水平的
]D%

细胞系#图
!?
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F2/07

对肝癌细胞增殖的影响
!

细胞增殖实验

结果发现!高表达
F2/07

的
N35G

细胞生长速度显

著高于对照组!而敲低
F2/07

的表达则导致
]D%

细

胞的生长速度显著降低#图
%

$'

!'&
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F2/07

对肝癌细胞运动的影响
!

对照组和实验

组细胞的运动实验表明!高表达
F2/07

导致
N35G

细胞的运动能力显著增加#图
&H

"

&a

$*降低
F2/07

的表达显著降低
]D%

细胞的运动能力#图
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"
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F2/07

促进肝癌发展可能的机制
!

进一步研究

分析发现!

F2/07

表达促进
K0L*).+>40.

的表达!

:#>2/5+*0.

的表达量降低!凋亡分子
a2V

的表达量

减少'

F2/07

低表达的细胞则高表达
:#>2/5+*0.

和

a2V

#图
B

$'这些数据表明!

F2/07

可能通过促进细

胞上皮细胞
#

间充质转分化#

:D6

$!降低细胞凋亡

来促进肝癌细胞的增殖和迁移!促进肝癌的发展'
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在肝癌细胞中的表达

H
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F2/07

在肝癌细胞系中的
F[H

水平*

a

%

F2/07

的蛋白表达水平*

(

%过表达转染后
F2/07

表达水平*

?

%敲低后
F2/07

表达水平

图
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P),'.

对肝癌细胞增殖的影响

H

%

F2/07

对
N35&

细胞增殖的影响*

a

%

F2/07

对
]D"

细胞增殖的影响

图
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P),'.

对肝癌细胞运动的影响

!!

H

%

F2/07

过表达对
N35&

运动的影响*

a

%柱状图统计
N35&

细胞数
'

"表示差异极显著!

=-$'$$$"

*

(

%敲低表达
F2/07

对
]D"

运动的影

响*

?

%柱状图统计
]D"

细胞数目!

"表示差异极显著!

=-$'$$$%

图
<
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4I

检测
F7E

和凋亡分子的表达水平

:

!

讨
!

论

肝癌是全球发病率和死亡率均较高的恶性肿

瘤之一!虽然诊断和治疗技术的进步使肝癌患者的

生存率有了较大的提高!但是术后的转移与复发比

例仍居高不下!探索肝癌转移"复发的机制对于肝

癌的治疗具有重要的理论和临床意义+

$

,

'

肿瘤转移是复杂的过程!需要多个步骤%肿瘤

细胞间的黏附连接被破坏!肿瘤与胞外基质的黏附

增加!金属蛋白酶分泌增多!肿瘤细胞穿过基底膜

进入血管!之后随着血液流动进入其他组织形成新

的转移灶'可见!肿瘤细胞间连接和细胞与基质间

的黏附连接对于肿瘤的转移具有重要的意义'研

究发现!

F2

-

$

通过结合下游效应分子
F2/07

影响整

合素激活"聚集!进而影响细胞延展"黏附和迁移过

程!对肿瘤转移有着重要的作用'敲低
F2/07

可以

有效降低乳腺癌细胞的迁移"侵袭能力!并阻断乳

腺癌的发展'过表达
F2/07

可以促进乳腺癌细胞的

(#(
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增殖!并促进乳腺癌到肺脏的转移+

!

,

!本研究发现

F2/07

在肝癌组织中高表达!其高表达可促进肝癌细

胞增殖!增加肝癌细胞的运动能力!对肝癌发展具

有促进作用'

F2

-

$

是小分子
I

蛋白
F2,

家族中的一员!研

究发现其活化后构象发生改变!与下游效应分子结

合将信号转导到细胞核中!参与激活多种信号通

路!促进黏附连接的形成!影响细胞的增殖"极性"

运动等多种生物学功能'

F2/07

是新发现的
F2

-

$

分子下游效应分子之一!首次在神经鞘前体细胞中

发现!低表达时可以显著降低细胞的黏附能力!是

神经鞘前体细胞黏附"运动的必需分子+

%

,

'

F2/07

可

与
F2

-

$

"

I

(

-

亚基结合形成复合物!并使其从胞质

转移到细胞与基质黏附处!促进细胞与基质的黏附

连接'

F2/07

过表达可以激活整合素!通过与胞外基

质的黏附影响中性粒细胞的趋化作用'并激活局

部黏着斑激酶#

EH̀

$信号通路!促进间质细胞对纤

连蛋白的黏附'敲低
F2/07

可以减弱
KD]̂

受体对

细胞黏附的影响+

&

,

'

F2

-

$

有多个效应分子!其他常

见的效应分子有以下
%

种'#

$

$

a#F2K

!可以与
F2

-

$

结合!并被激活!但其具体的生物学功能与细胞类

型"生长条件有关*#

!

$

F2#$

!其可以与
F2

-

$

结合!

但不被激活!与
F2

-

$

的结合导致了其不能与
F2,

结合!从而阻断了
F2,

信号的转导*#

%

$

HE#8

!其与

F2

-

$

结合后促进
F2

-

$

从核膜转而定位到细胞膜!

进而通过整合素调节细胞的黏附作用'研究发现!

这些效应分子中只有
F2/07

对细胞延伸有作用!但

不同效应分子间功能是否有交叉和不同!仍需要更

多的研究'

综上所述!

F2/07

通过影响细胞延伸"黏附连接

影响肿瘤细胞的运动能力!进而影响肿瘤的转移"

复发!通过对
F2/07

水平的检测!将有助于了解肿瘤

的恶性程度和转移能力'

参考文献

+

$

,

!

]]@Z:6Y D

!

D@[6H] F

!

QAH ?

!

+427'D)7+>372*

45+*2

-

0+,2./

-

*+>0,0).;+/0>0.+K)*5+

-

24)>+77372*>2*>0.);2

+

Y

,

'[24F+P(70.@.>)7

!

!"$=

!

$B

#

$"

$%

B99#8$8'

+

!

,

!

HND:?QD

!

6N:FAHO]6a]

!
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