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结肠癌是一种消化道恶性肿瘤#常发生于结肠部位#在临

床上是一种比较常见的疾病'

'D&
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+结肠癌好发于中老年人群#

结肠癌的发病率在肠道肿瘤疾病中居于第
&

位#病死率以及致

残率较高#而我国即将成为老龄人口大国#因此对结肠癌的相

关研究迫在眉睫+笔者将根据相关工作经验#选取武警浙江总

队医院
&*

例结肠癌患者的病理标本#分析转录因子
5577A
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增强子结合蛋白
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&在结肠癌组织中的表达情况以及

其表达与临床病理参数之间的关系#在此基础上分析研究
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U.4
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的过表达对结肠癌细胞系
!8FR)

侵袭性的影响#这将为

寻找结肠癌的新的分子标志物以及为基因靶向的相关治疗提

供科学数据参考+
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资料与方法
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一般资料
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选取
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年
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月至
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年
E

月在本院确诊

为结肠癌的
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例患者临床资料#

&*

例患者的癌组织以及正常

组织均制成石蜡标本#利用免疫组织化学法分析
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例结肠癌

患者的结肠癌组织和正常组织中的
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表达情况+把结

肠癌组中的
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表达情况设为研究组#把正常组织中的
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表达情况设为对照组#每组均为
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例+研究组患者

中有女
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例#平均年龄$
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A&fAF

期+对照组患者中女
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例#男
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例#平均年龄
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&岁+研究组与对照组两组患者在年龄以及性别

比例等一般资料比较差异无统计学意义$
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免疫组织化学染色以及评价
!

免疫组织化学染色参照

相关试剂盒进行#现烤片再脱蜡分化#最后进行抗原修复+封

闭非免疫动物血清#在一抗孵育$
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的病理科医师进行评价染色的结果+染色强度评分标准!
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分为显著高于背景者#
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胞数评分标准!
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F

分为超过

R)X

+总评分
^

染色强度评分
f

阳性细胞数评分+阴性$

]

&

为
)

#

%

分#弱阳性至阳性$

f

&为
&

#

0

分#强阳性$

ff

&为
*

#

3

分+

$(/(/

!

质粒构建构建
!N

5/BC4D5

"

U.4

%

真核表达质粒#引

物为!

CD5B5 BB7 A55 B5B 7B5 575 57A BB7 BA5

BB55B75A

%

+D55BB77AA55BB5B5B57BAAB55

57AB

#首先利用
4<K"9!A7+

聚合酶*通过
45+

技术从含有

人
5

"

U.4

%

的
J/67

文库中扩增出
5

"

U.4

%

的编码序列#并对

45+

产物进行琼脂糖电泳并胶回收纯化#对纯化后的
45+

产

物进行双酶切$

.#",Y

和
UJ@+Y

&#同时对
N

5/BC4

载体也进

行相同的双酶切+

$(/('

!

细胞培养与细胞转染
!

结肠癌细胞株
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购于百

恩维生物科技有限公司#使用含
')X
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的
/SUS

培养基进行培养+细胞转染采用脂质体转染

法#首先
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细胞和浓度约为
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每孔细胞加入
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细胞裂解液#刮下

细胞#摇匀#计算
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的蛋白质上样量#加入
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上样缓冲液#

使蛋白质变性+
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细胞划痕实验
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细胞进行划痕实验#在转染
*H

换液后用
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清洗
%

#

&

次#洗去划下的细胞#继续培养#定期

换液#并在
)H

*

%FH
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FRH

和
3%HF

个时间点观察细胞的迁移

运动情况#每个视野下选取
')

个观测点#准确记录迁移起点到

最远点的细胞间距#求平均间距#并通过以下公式计算各组细

胞不同时间点的迁移率!迁移率
^

$划痕初始宽度值
]

各时间

点划痕宽度值&"划痕初始宽度值
_'))X

+
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统计学处理
!

采用
!4!!'3()

统计学软件进行统计学分

析#计量资料用
8b5

表示#组间差异*组内比较采用
B

检验#计

数资料组间比较采用
!

% 检验#以
!

$

)()0

为差异有统计学

意义+
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!

结
!!

果
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两组患者的免疫组织化学法结果比较
!

免疫组织化学法

的相关研究结果显示#对照组
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U.4
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的低表达率为
*(%'X

#

研究组
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的低表达率为
*3(RFX

#两组比较差异有统计

学意义$
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表达和结肠癌临床病理参数的关系
!

在
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例

结肠癌组织中#
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的表达与结肠癌患者的性别*年龄等

临床病理参数比较无相关性$
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&%但和结肠癌的肿瘤直

径*
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分期存在相关性$
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研究组与对照组患者的相关表达

组别
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低表达例数$
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& 低表达率$
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&正确诊断率$
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表达和结肠癌临床病理参数的关系$
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(

年龄
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岁
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0)

岁

性别

男 女

肿瘤直径

'
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A6S

分期

A'fA% A&fAF

低表达
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高表达
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低表达
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对肿瘤侵袭相关蛋白表达的影响
!
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结果显示#低表达
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U.4

%

的患者的肿瘤直径越

大*

AS6

分期越晚#过表达
5
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U.4

%

的
!8FR)

细胞的
[-C0

*

SS4D%

*

SS4DE

表达越低#而
U

钙黏蛋白$

U5/

&表达越高%细

胞划痕实验结果表明#

FRH

之后#低表达
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U.4
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的
!8FR)

细

胞的迁移率为
0%(R3X

#过表达
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的
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细胞的迁移

率为
%%(F3X

#两组数据比较差异有统计学意义$
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结肠癌的主要病因是摄入的纤维素不够以及家族遗传因

素等#结肠癌的主要临床表现为早期消化不良#中期出现贫血

以及水肿等中毒症状#晚期则出现黄疸以及腹腔积液等临床症

状'

FDE

)

+结直肠癌的主要类型为以下
%

种!左半结肠癌和右半

结肠癌+左半结肠癌的主要表现是粪便干硬#肠胃浸润型%右

半结肠癌的主要表现是粪便呈液体形态#多为溃疡性癌+为了

有效抑制肿瘤的侵袭#需要分析研究结肠癌的生物分子标记

物#从而能够早期诊断+本文中所研究的
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U.4

%

属于
5

"

U.4

转录因子家族+在
5

"

U.4

家族中#

5577A

"增强子结合

蛋白
D
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是最早被发现的一个基因#在哺乳动物中#一共有
*

个

5

"

U.4

家族成员#均具有高组织特异性+不同的基因因子在

不同的器官中发挥着不同的作用#其中
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%

因子是细胞分

化过程中的一个重要关键转录因子+
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既高表达于肝
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胞组织的增殖+从上述现象来看#
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转录因子具有比较

代表性的抑制癌基因特性#可以作为今后重点研究的方向+就

目前的相关研究结果显示#
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U.4
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转录因子参与进肿瘤组织

的发生与发展#对于
5
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U.4

%

转录因子的低表达以及过表达都

比较少'

')D''

)

+因此#本文的主要研究目的是综合分析结肠癌

组织中
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U.4

%

的表达#并研究
5
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U.4

%

的表达对结肠癌

!8FR)

细胞系侵袭性的影响#以期能够从中找到治疗结肠癌

患者的有效途径+

本文免疫组织化学法的相关研究结果显示#在正常组织

中#
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"

U.4

%

的低表达率为
*(%'X

%在结肠癌组织中#

5

"

U.4
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的低表达率为
*3(RFX

#两组数据比较差异有统计学意义$
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&+通过构建
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U.4
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真核表达质粒#能够在短

时间内转染进
!8FR)

细胞中#在上述研究中之所以选择
N
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U.4
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真核表达质粒#其主要原因是是因为
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5/BC4D
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真核表达质粒自带绿色荧光蛋白#在经过转染后可以

直接通过荧光显微镜观察其转染效率#本文的相关研究结果显

示细胞划痕实验结果表明#

FRH

之后#低表达
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U.4
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的

!8FR)

细胞的迁移率为
0%(R3X

#过表达
5
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的
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细胞的迁移率为
%%(F3X

#两组数据比较差异有统计学意义
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&+

FRH

转染之后进行的细胞划痕实验#能够有效观

察到不同时间点的迁移率#结果发现过表达
5
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U.4
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FRH

后的

!8FR)

细胞的侵袭性显著减弱+使用
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检测了过

表达
5
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FRH

后转录调控因子$
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&*金属基质蛋白酶

%

*
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SS4D%

*

SS4DE

&*

U5/

等蛋白的表达量变化#结果发现

低表达
5

"

U.4

%

的患者的肿瘤直径越大*

AS6

分期越晚#过表

达
5

"

U.4

%

的
!8FR)

细胞的
[-C0

*

SS4D%

*

SS4DE

表达越

低#而
U5/

表达越高#这与相关文献报道结果保持高度一

致'

'%D'F

)

+之所以选择检测
SS4D%

*

SS4DE

蛋白#主要原因是

因为杜彦艳等 '

'0

)报道了
[-C0

*

SS4D%

*

SS4DE

的过量表达#

U5/

的低表达都将促进结肠癌细胞的侵袭+

综上所述#低表达
5

"

U.4

%

与结肠癌的
AS6

分期和转移

有着密切关系#过表达
5
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U.4
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能够显著降低结肠
!8FR)

癌

细胞的侵袭性#对未来的研究方向有着重要的临床研究价值+
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