
!论
!!

著!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$(&%.&%%1

肾母细胞瘤基因
#

对鼻咽癌细胞
2$

表皮生长因子

受体的靶向作用研究"
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摘
!

要"目的
!

探讨肾母细胞瘤基因
#

"

]"#

$对鼻咽癌细胞"

!MQ

$

2$

表皮生长因子受体"

QYX0

$的靶向作

用!证实
]"#

对
!MQ2$

免疫活性的影响%方法
!

采用
]"#

对
!MQ2$

进行处理!借助蛋白质免疫印迹法

"

]4A94@>F739

$对
QYX0

的蛋白表达情况进行检测!借助
!̀ 2̀*

观察
!MQ2$

增殖能力情况!借助流式细胞术

观察
!MQ2$

凋亡情况!借助基质胶侵袭试验"

"@6>AG477

$测定
!MQ2$

侵袭情况%结果
!

]4A94@>F739

测定结果

显示!采用
]"#

组信号强度明显低于二甲亚砜"

WLNT

$组和空白组!差异均有统计学意义"

!

$

'&'+

$#

]"#

组

检测灰度值为
'&%+*a'&#)*

!

WLNT

组为
#&%('a'&',*

!空白组为
#&%.'a'&'((

!

]"#

组检测灰度值明显低

于
WLNT

组和空白组!差异均有统计学意义"

!

$

'&'+

$%

!̀ 2̀*

检测结果显示!采用
]"#

进行处理后
%

&

,

&

.

&

#$:

!抑制值表现为逐渐增大!差异有统计学意义"

!

$

'&'+

$%流式细胞术检测结果显示!空白组细胞凋亡率为

"

'&*%$a'&$'(

$

-

!

WLNT

组为"

$&'*#a#&$$#

$

-

!

]"#

组为"

$'&(%#a#&#')

$

-

!

]"#

组细胞凋亡率高于空

白组和
WLNT

组!差异均有统计学意义"

!

$
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测定结果显示!

WLNT

组穿透细胞数量为

,(&$#a$&#(

!

]"#

组为
$'&#%a$&$+

!

]"#

组穿透细胞数量低于
WLNT

组!差异有统计学意义"

!

$

'&'+

$%

结论
!

]"#

抗原能够作为
!MQ2$QYX0

的靶向基因!可较好地实现对
!MQ2$QYX0

免疫活性的抑制%

关键词"鼻咽癌#

!

肾母细胞瘤基因
#

#

!

靶向作用#

!

免疫活性#

!

表皮生长因子受体
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作者简介!方慧云#女#副主任医师#主要从事临床医学检验方面的研究(
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鼻咽癌是我国南方地区一种常见的恶性鼻咽黏

膜肿瘤#是耳鼻咽喉恶性肿瘤最主要的病死原因和癌

种(近年来#有学者指出#鼻咽癌发病率呈非常明显

的持续递增趋势*

#

+

(目前#针对鼻咽癌的临床治疗#

多以放疗和化疗为主#这种治疗方法的
+

年生存率为

+%-

"

*'-

#进展期放疗和化疗后的生存率为
$*-

"

,#-

*

$

+

(有研究显示#超过
*+-

的鼻咽癌患者均呈现

表皮生长因子受体$

QYX0

&过度表达#这是导致患者

预后受到影响的关键因素#因而成为鼻咽癌靶向治疗

的关键点*

%

+

(本研究应用肾母细胞瘤基因
#

$

]"#

&

对鼻咽癌细胞$

!MQ

&

2$

所表达
QYX0

进行分析#观察

细胞免疫活性情况#现报道如下(

$

!

材料与方法

$&$

!

仪器与试剂
!

]"#

由本研究所负责设计#由中

山生物公司进行合成%

!MQ2$

株%

]"#

溶于二甲亚砜

$

WLNT

&%

'&$+-

胰酶)胎牛血清)

OLP#,)'

与青链霉

素%辣根过氧化物酶与
Y1OWU

标记山羊抗兔%兔抗

人
QYX0

%酶标分析仪%

!̀ 2̀*

%

1>>4H;>J2XP"!

"

OP

试剂盒%流式细胞仪
O1!N!67;F4@

%

L69@;

=

47

基质胶%

"@6>AG477

小室(

$&/

!

方法

$&/&$

!

细胞培养
!

应用含
#''<

=

"

K

青链霉素的

0OLP2#,)'

培养液与
#'-

胎牛血清对
!MQ2$

进行培

养#放置于
+-!T

$

)

%(g

细胞培养箱内培养(观察发

现#培养细胞表现出明显的单层贴壁生长#进行传代

的过程中细胞汇合度达
*'-

"

.'-

(将培养液处理

后#应用磷酸盐缓冲液$

OVN

&连续进行
%

次冲洗#以

'&$+-

胰酶对其实施消化#并制作成单细胞悬液进行

常规传代处理即可*

)

+

(

$&/&/

!

蛋白质免疫印迹法$

]4A94@>F739

&

!

应用
0P2

O1

对
]"#

)

WLNT

处理
#:

后的细胞进行总蛋白提

取#应用
V!1

法对蛋白浓度进行测定#在获得等量蛋

白后再通过
NWN2O1YQ

电泳法对其进行分离处理#

并转移到
OJWX

膜上#在
OJWX

膜
$''<1

转膜
%:

(

+-

脱脂奶粉在室温下进行
#:

封闭#应用兔抗人
QY2

X0

在
)g

环境下孵育#次日应用
"VN"

洗膜(放置

于辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗室进行
#:

孵

育#连续进行
%

次
"VN"

洗膜处理#每次持续
#+<;>

#

暗房显色曝光(将
Y1OWU

作为内参*

+

+

(

$&/&'

!

!̀ 2̀*

检测细胞增殖
!

在
.,

孔板上接种
#_

#'

+ 个"
<K

对数生长期细胞#各孔分别加入
#''

#

K

#

将其放置在
+-!T

$

细胞培养箱内培养#持续培养

$):

#将其培养到汇合度能够达到
.'-

左右#向各孔

中加入
#'

#

<37

"

K

的
]"#

作为
]"#

组#分别进行

%

)

,

)

.

)

#$:

培养(在进行检测之前#每次都需要取

#'

#

K

的
!̀ 2̀*

试剂加入培养液中#持续
$:

孵育#酶

标
)+'><

检测吸光度$

HB

&值(将不含有任何培养液

的细胞设置作为空白组#将应用
WLNT

处理后的细

胞设置为
WLNW

组(各组分别设定
,

个副孔#连续进

行
%

次重复试验#以平均值为准(采用公式对增殖抑

制率进行计算#抑制率$

-

&

/

$

WLNW

组
^]"#

组&"

$

WLNW

组
^

空白组&

_#''-

*

,

+

(

$&/&1

!

流式细胞仪细胞凋亡分布
!

在
,

孔板上接种

#_#'

+ 个"
<K

对数生长期细胞#将其培养到汇合度达

('-

"

*'-

#向各孔中加入
#'

#

<37

"

K

的
]"#

#持续

培育
#:

后对细胞进行收集(结合
1>>4H;>JXP"!

"

OP

双标记试验盒说明#应用
%''

#

KV;>D;>

=

V8??4@

重

悬沉淀#向其中加入
1>>4H;>JXP"!+<K

#在充分混

合后避光进行
#'<;>

孵育#向其中加入
OP+

#

K

#充分

混合后在避光条件下进行
+<;>

孵育*

(

+

(采用流式细

胞仪对细胞的凋亡情况进行检测(

$&/&2

!

基质胶侵袭试验$

"@6>AG477

&

!

取
]"##'

#

<37

"

K

加入放置对数生长期的
!MQ2$

试管内#进行

#:

消化处理后#经离心处理悬浮在无血清培养液内(

对细胞进行调整#使其达到
#_#'

, 个"
<K

#在
"@6>2

AG477

滤膜上每孔分别种入
#''

#

K

#小室预先采用

L69@;

=

47

基质胶包被#含
#'-XVN

培养液加入到小室

中#每组分别设置
%

个副孔%在培养箱内持续
$):

培

养#将其取出后连续进行
$

次
OVN

冲洗处理#对结晶

紫进行染色#放置于显微镜下观察非细胞接种情况并

拍照*

*

+

(以加入的
WLNT

作为对照#连续进行
%

次

试验(

$&'

!

统计学处理
!

采用
NONN#(&'

统计学软件进行

数据分析处理#计量资料以
Na7

表示#采用
5

检验#以

$

/'&'+

为检验水准#以
!

$

'&'+

为差异有统计学

意义(

/

!

结
!!

果

/&$

!

]4A94@>F739

测定
!MQ2$

生长情况
!

采用
]4A92

4@>F739

对
]"#

组)

WLNT

组)空白组中
!MQ2$

的生长

情况进行测定#比较其
QYX0

表达信号强度(图
#

显

示#

]"#

组信号强度明显低于
WLNT

组和空白组#差

异均有统计学意义$

!

$

'&'+

&%

WLNT

组和空白组信

号强度比较差异无统计学意义$

!

%

'&'+

&(

]"#

组

细胞
QYX0

"

Y1OWU

的检测灰 度值 为
'&%+*a

'

.(*

'

检验医学与临床
$'#.

年
)

月第
#,

卷第
(

期
!

K6FL4D!7;>

!

1

C

@;7$'#.

!

J37&#,

!

M3&(



'&#)*

#

WLNT

组为
#&%('a'&',*

#空白组为
#&%.'a

'&'((

#

]"#

组细胞
QYX0

"

Y1OWU

的检测灰度值明

显低于
WLNT

组和空白组#差异均有统计学意义

$

!

$

'&'+

&(由此表明
]"#

能够有效实现对
!MQ2$

的
QYX0

表达水平控制(

图
#

!!

各组
!MQ2$

细胞
#:

后
QYX0

蛋白表达

/&/

!

]"#

对
!MQ2$

增殖能力的影响
!

采用
]"#

对
!MQ2$

进行
%

)

,

)

.

)

#$:

分别处理后#采用酶联免

疫检测仪对其各孔的
HB

值进行测定#连续测试
%

次#取平均值(

!̀ 2̀*

检测结果显示#应用
]"#

处

理后
%:

抑制值为
#+&*,a#&#'

#处理后
,:

为

%*&+#a$&+#

#处理后
.:

为
)+&,(a#&'$

#处理后

#$:

为
+$&.+a'&(+

#随着时间延长#抑制值表现为逐

渐增大#差异均有统计学意义$

!

$

'&'+

&%

WLNT

组

在处理后
%:

抑制值为
'&)(a'&.*

#处理后
,:

为

'&.+a#&#)

#处理后
.:

为
#&%+a'&),

#处理后
#$:

为
#&,%a'&.,

#差异均无统计学意义$

!

%

'&'+

&(该

结果充分表明#

]"#

组细胞生长情况得到有效抑制#

且随着时间延长其对
!MQ2$

增殖抑制作用越强#见

图
$

(提示
]"#

能够实现对细胞增殖的有效抑制(

图
$

!!

!̀ 2̀*

检测
]"#

对
!MQ2$

增殖能力的影响

/&'

!

流式细胞术
]"#

对
!MQ2$

凋亡能力的影响
!

见图
%

(采用流式细胞仪对
!MQ2$

凋亡分布情况进

行观察#结果显示#空白组在处理后
!MQ2$

凋亡率为

$

'&*%$a'&$'(

&

-

#

WLNT

组为$

$&'*#a#&$$#

&

-

#

]"#

组为$

$'&(%#a#&#')

&

-

#

]"#

组处理后细胞

凋亡率明显高于空白组和
WLNT

组#差异均有统计

学意义$

!

$

'&'+

&%空白组和
WLNT

组处理后细胞凋

亡率比较#差异无统计学意义$

!

%

'&'+

&(提示
]"#

能够加速
!MQ2$

的凋亡(

图
%

!!

流式细胞术检测
]"#

对
!MQ2$

细胞凋亡的影响

图
)

!!

"@6>AG477

测定
]"#

对
!MQ2$

侵袭能力的影响

/&1

!

]"#

对
!MQ2$

侵袭能力的影响
!

采用
"@6>2

AG477

测定各组
!MQ2$

侵袭能力#结果显示#

WLNT

组在 处 理 后 其 经 过 人 工 基 膜 的
!MQ2$

数 量 为

,(&$#a$&#(

#

]"#

组为
$'&#%a$&$+

#

]"#

组穿透

细胞数量明显少于
WLNT

组#差异有统计学意义

$

!

$

'&'+

&#见图
)

(提示通过
]"#

干预#可较好地

实现对
!MQ2$

侵袭能力的抑制(

'

!

讨
!!

论

!!

有研究表明#在前列腺癌)神经胶质瘤)大肠癌)

胰腺癌等恶性肿瘤中#特别是包含喉癌)鼻咽癌在内

的各种头颈部鳞状细胞癌等上皮细胞来源的恶性肿

瘤中#

QYX0

均呈非常明显的异常扩增)活化及过度

表达*

.

+

(有研究发现#

O#%̀ 21[@

与
06A2L1Ò

是

QYX0

最主要的
$

个信号转导途径#在恶性肿瘤细胞

'

'**

'
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抑制凋亡)增殖)周期进展加速及增强
!6

$h等方面均

发挥重要作用*

#'

+

#可有效帮助肿瘤细胞生长)存活得

以强化#同时还可促使其侵袭能力增强(

QYX0

与相

对应的
]"#

结合后即可形成二聚体#使
QYX0

细胞

能够迅速实现磷酸化#并对
$

条激酶途径造成刺激使

其迅速活跃!经由细胞外信号调节激酶与
O#%̀ 21[@

途径将外界的信号传输到细胞核中#并因此产生相应

的生物学效应*

##

+

(

]"#

得以确认主要与肾母细胞瘤的形成密切相

关#故将其视为一种肿瘤抑制基因(肾母细胞瘤是小

儿非常多见的一种肾脏恶性肿瘤#具有较高的病死

率(肾母细胞瘤肿瘤抑制蛋白
]"#

作为一种转录调

节蛋白#其能够对肿瘤的生长)凋亡及分化等过程进

行有效调控*

#$

+

(在多种恶性肿瘤中均有野生型
]"#

的表达#而在正常细胞则表现为不表达或少表达(

]"#

基因在对癌细胞的增殖和肿瘤形成上表现的抑

制作用#又使其对肿瘤基因的抑制作用得以充分展

现(例如!在
Y)'#

细胞中导入
]"#2

"

2

亚型可较好地

实现对该细胞形态的改变#同时使无胸腺裸鼠体内的

肿瘤得到明显控制(除此之外#在骨肉瘤细胞株中#

通过检测发现#

]"#

表达能够促使其信号通路得以

改变#从而致使细胞迅速凋亡(另有研究者借助动物

试验发现#

]"#

能够对动物体内的肿瘤细胞进行有

效抑制*

#%

+

(在肿瘤调控中#

]"#

所发挥的具体作用

机制尚无统一定论(

在鼻咽癌形成中
]"#

的具体作用目前尚不完全

明确(作者在以往研究中证实#

]"#

抗原负载的
W!

诱导
!P̀

可有效增强
!MQ

的体外杀伤作用*

#)

+

(通

过对
!MQ

细胞株
OK!

"

O0X

"

+

与
U4

C

Y$

进行检测发

现均有
]"#

表达#且表达率达
)$-

*

#)

+

(除此之外#

还有研究证实#鼻咽癌的预后效果与
]"#

呈负相关

性*

#+

+

(本研究通过对
!MQ2$

应用
]"#

进行处理#经

]4A94@>F739

观察发现#细胞中
QYX0

明显减少#并

且信号带也表现为低信号%应用
!̀ 2̀*

对其做进一

步检测发现#伴随时间的延长#

]"#

组抑制值明显增

加#细胞增殖速度得到明显控制%而流式细胞术检测

结果提示#

]"#

组细胞凋亡率明显高于空白组和

WLNT

组#表明
]"#

可加速细胞的凋亡速度(在

"@6>AG477

中#

]"#

组穿透细胞数量明显少于
WLNT

组#表明经过
]"#

处理后#

!MQ2$

的浸润转移能力得

到抑制(总体来看#通过
]"#

干预能够促使
QYX0

的表达下调#促使其介导的一系列细胞传导通路得以

改变#从而实现对
!MQ2$

的增殖)侵袭能力的控制(

综上所述#靶向
]"#

抗原能够有效实现对
!MQ2

$

增殖)侵袭能力的抑制#在鼻咽癌治疗中#可将其作

为一项重要的靶向基因(
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