
!临床探讨!
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"
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过表达
TY,)$

基因对大鼠
PWY)$

细胞增殖与凋亡的影响"

陈立强$

!王洋洋.

!伍华颖$

!赵思婷$

!陈嘉雯$

!彭淑莹$

$/

肇庆医学高等专科学校!广东肇庆
".1#1#

&

./

广东省肇庆市第一人民医院输血科!广东肇庆
".1#1#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨过表达哺乳动物不育系
.#

样激酶
)$

$

TY,)$

%基因对大鼠胰腺
'

瘤$

PWY)$

%细胞增殖与

凋亡的影响"方法
!

转染
7

U(I)I%)TY,)$

质粒于
PWY)$

细胞!设为实验组!另设立对照组$空载体%!利用

a:>;:9ACD4;

检测
TY,)$

#

&8Q

#

&5D).

和
'8>

7

8>:)(

蛋白表达水平!

''-)X

法检测各组细胞活性"结果
!

实验组

通过
7

U(I)I%)TY,)$

质粒转染细胞后!

TY,)$

#

&8Q

和
'8>

7

8>:)(

蛋白表达水平较对照组增高!而
&5D).

表达

降低!差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%"

''-)X

法检测结果显示过表达
TY,)$

对
PWY)$

细胞的增殖有明显的抑

制作用"结论
!

TY,)$

基因过表达可诱导
PWY)$

细胞凋亡!这可能是
.

型糖尿病中胰腺
'

细胞凋亡形成的机

制之一"

关键词"

.

型糖尿病&

!

哺乳动物不育系
.#

样激酶
)$

&

!

细胞凋亡&

!

胰腺
'

瘤细胞

中图法分类号"

0(2!/(

文献标志码"

%

文章编号"

$13.)2!""

$

.#$2

%

$!).#!.)#(

!!

.

型糖尿病是一种常见的内分泌代谢疾病#随着

饮食和运动方式的改变#目前我国糖尿病发病率呈快

速上升趋势'

$

(

+

.

型糖尿病病程后期#胰腺
'

细胞长

期处于高糖环境中#导致胰腺
'

细胞功能障碍#进而

加重糖尿病的临床症状#机体糖代谢功能紊乱加重#

胰腺
'

细胞数量减少与功能障碍使机体血糖进一步

失控'

.

(

+研究表明#

I@

77

4

通路在细胞的增殖与凋亡

过程中发挥着重要作用#然而该通路在胰腺
'

细胞中

的调控机制仍未明确+哺乳动物不育系
.#

样激酶
)$

$

TY,)$

%是一种广泛表达的丝氨酸"苏氨酸激酶#它

是
I@
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信号转导通路的一部分#参与多种细胞生长

过程#如形态形成)增殖)应激反应和凋亡等'

()!

(

+本

研究通过观察过表达
TY,)$

基因对大鼠胰腺
'

瘤

$

PWY)$

%细胞的影响#为进一步探讨
.

型糖尿病病程

晚期胰腺
'

细胞凋亡的机制奠定基础#现报道如下+

$

!

材料与方法

$/$

!

材料
!

大鼠
PWY)$

细胞株购于北京北纳创联生

物技术研究院&

+T*T

细胞培养基)胎牛血清和双抗

购于 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司&

TY,)$

)

&8Q

)

'8>

7

8>:)(

和
&5D).

蛋白抗体购于
Y8A;8'9BK

公司&

&'%

蛋白水平检测试剂盒)抗体稀释液和
''-)X

检

测试剂盒)质粒抽提试剂盒购于碧云天生物科技公

司&

7

U(I)I%)TY,)$

质粒购于
%??

F

:A:

公司&

S@

7

4)

=:5;86@A:

,T购于
PAM@;94

F

:A

公司+

$//

!

细胞培养及分组
!

PWY)$

细胞生长于含
$#[

热

灭活胎牛血清的
+T*T

培养液中#置于
(3 c

)

"[

'\

.

培养箱中传代培养#待
PWY)$

细胞生长至大于

2#[

融合时#用倒置显微镜对细胞形态进行观察#用

#/."[

的胰酶消化和传代#对细胞进行分瓶传代培

养+实验细胞处于对数生长期时用
G&Y

缓冲液将

PWY)$

细胞洗
(

遍#分为对照组和实验组#对照组为空

载体组#将
7

U(I)I%)TY,)$

质粒转染至实验组的

PWY)$

细胞#规范处理细胞进行下一步实验+

$/'

!

检测方法

$/'/$

!

a:>;:9ACD4;

法测定蛋白表达水平
!

按照实

验计划处理细胞#

!X<

后加入细胞裂解液#裂解后以

&98?=49?

法测定蛋白水平#制备好蛋白样品#样品蛋

白进行十二烷基磺酸钠
)

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

Y+Y)

G%̂ *

%#然后将蛋白转至聚偏氟乙烯$

GV+b

%上#脱

脂奶粉封闭
$<

#

,&Y,

溶液洗膜
(

次&

GV+b

膜与一

抗在
!c

条件下混合过夜#洗膜并将膜与二抗在室温

中孵育
$<

#根据电化学发光免疫$

*'S

%法操作程序

进行显色#利用成像系统进行曝光#条带图像经过灰

度扫描软件
&8A?Y58A

进行灰度值扫描分析#依据灰

度值计算蛋白与内参照
'

)85;@A

蛋白灰度值之比作为

蛋白表达水平的检测值+

$/'//

!

''-)X

法检测各组细胞活性
!

依据碧云天生

物科技公司
''-)X

试剂说明操作#待细胞长满培养

瓶并处于增殖期时#利用胰酶消化#制备细胞悬液并

进行细胞计数#每孔加入
$##

#

S

细胞悬液#每孔约

.###

个细胞接种于细胞培养板中#每组实验设置
"

个

复孔#另外设定
"

个空白孔用于调零&分别于
.!

)

!X

)

3.

)

21<

进行检测#检测前
.<

加入
''-)X

试剂
$#

#

S

#并继续孵育#

.<

后用酶标仪检测
!"#A6

下的吸

光度值+

$/1

!

统计学处理
!

采用
YGYY$2/#

统计软件进行数

*

.!#.

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!

S8CT:?'D@A

!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!

"

基金项目!广东省肇庆市科技创新计划项目$

.#$3#!#($!.(

%&肇庆医学高等专科学校青年科技基金项目$

J

RNR

$3)##1

%+



据处理及统计分析#正态分布的计量资料以
KeF

表

示#组间比较采用
@

检验#计数资料以例数或百分率表

示#组间比较采用
!

. 检验#以
!

$

#/#"

为差异有统计

学意义+

/

!

结
!!

果

//$

!

两组细胞各项蛋白表达水平比较
!

按照实验计

划处理细胞#

!X<

后进行蛋白电泳#实验组较对照组

TY,)$

)

&8Q

和
'8>

7

8>:)(

蛋白表达水平增高#而
&5D)

.

表达降低#差异有统计学意义$

!

$

#/#"

%#见图
$

及

表
$

+

图
$

!!

两组细胞各项蛋白表达水平

表
$

!!

两组细胞各项蛋白表达水平#

KeF

$

组别
TY,)$ &8Q '8>

7

8>:)( &5D).

对照组
#/.(2e#/#$3 #/$."e#/#$$ #/(X2e#/#.X #/!."e#/#(3

实验组
#/(.3e#/#.1

"

#/.3"e#/#.$

"

#/!3.e#/#((

"

#/($1e#/#.2

"

!!

注!与对照组比较#

"

!

$

#/#"

///

!

两组细胞活性比较
!

''-)X

法检测结果显示#

过表达
TY,)$

对
PWY)$

细胞的增殖有明显的抑制作

用#实验组
3.

)

21<

细胞活性明显低于对照组#差异有

统计学意义$

!

$

#/#"

%#见图
.

及表
.

+

图
.

!!

两组细胞活性比较

表
.

!!

两组细胞活性比较#

KeF

$

组别
.!< !X< 3.< 21<

实验组
#/"(e#/#. #/"3e#/#" $/.(e#/#X

"

$/(Xe#/#1

"

对照组
#/"!e#/#( #/1$e#/#( $/!"e#/#3 $/21e#/$$

!!

注!数据为吸光度值&与对照组比较#

"

!

$

#/#"

'

!

讨
!!

论

!!

I@

77
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通路控制组织生长#且是器官大小控制的

关键#于果蝇中首先被发现#在哺乳动物中比较保守#

其一系列磷酸化作用最终导致了转录辅激活物
g49O)

@:

$

gO@

%的表达被抑制'

"

(

+首先#

TY,)$

和
aa

支架

蛋白
Y8DM8?49

$

Y8M

%形成复合体#该复合体磷酸化激

活
+&b

家族
a89;>

$

a;>

%#从而抑制
gO@

#且
a;>

在

多个位点磷酸化
gO@

#包括
Y:9$1X

#

Y:9$1X

是形成
$!)

()(

蛋白复合物结合位点和限制
gO@

进入细胞质的关

键'

1

(

+哺乳动物
I@

77

4

通路中
TY,)$

和
S%,Y

的磷

酸化作用最终导致了
g%G

和
,%J

$两个
gO@

同源

体%的磷酸化#

TY,)$

是激活细胞凋亡信号通路的重

要组成激酶#

TY,)$

通过激活细胞凋亡多个下游目的

蛋白如
S%,Y$

"

.

)组蛋白
I.&

和调节
b\]\

家族成

员及活化诱导
UW-

和
'8>

7

8>:)(

等'

3

(

+

g%G

是一个

癌基因#其活性表达取决于细胞内定位#磷酸化
g%G

与
$!)()(

蛋白造成的细胞质滞留而失活#未磷酸化的

g%G

转移至细胞核内#与转录因子结合#启动下游基

因的 转 录+

g%G

和
,%J

在 细 胞 核 中 都 能 与

,*%+$

"

!

$

Y?

同源体%结合#激活促进细胞生长和抑

制凋亡的基因进行表达'

X

(

+

研究表明#

TY,)$

基因表达异常是诱导胰腺
'

细

胞凋亡的重要因素#高糖高胰岛素血症及氧化刺激是

.

型糖尿病后期诱导胰腺细胞凋亡的首要因素+因

此#细胞凋亡是糖尿病患者胰腺
'

细胞数量减少的重

要原因#目前的治疗方式难以维持正常功能的胰腺
'

细胞数量#因此在糖尿病治疗方案中防止
'

细胞凋亡

和维持其功能稳定非常重要'

2

(

+

.

型糖尿病患者的胰

腺
'

细胞功能障碍和数量减少常见于胰岛素抵抗者#

胰腺
'

细胞功能障碍可导致多种效应#包括糖毒性)

脂毒性)炎症细胞因子内质网应激和氧化应激等+目

前针对维持胰腺
'

细胞功能和数量的药物使用不广

泛#然而事实证明维持胰岛素正常分泌对临床治疗有

很大的帮助'

$#

(

+胰腺
'

细胞对多种凋亡刺激因子引

起的凋亡反应很敏感#例如炎症因子和氧化活性分子

的刺激+因此#发现诱导
'

细胞凋亡的关键调节因子

并深入探讨#有望为糖尿病提供一种新的治疗

方案'

$$

(

+

本研究中#实验组通过
7

U(I)I%)TY,)$

质粒转

染细胞后#

TY,)$

)

&8Q

和
'8>

7

8>:)(

蛋白表达水平较

对照组增高#而
&5D).

表达降低#

''-)X

法检测结果显

示过表达
TY,)$

对
PWY)$

细胞的增殖有明显的抑制

作用$

!

$

#/#"

%+这些结果显示高糖刺激可增强

PWY)$

细胞
TY,)$

基因表达#进而促使
PWY)$

细胞凋

亡#这可能是
.

型糖尿病中高糖血症诱导胰腺
'

细胞

凋亡的机制之一+
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孕产妇抗磷脂抗体水平检测及其临床意义"

何国才$

!罗兆芹.

!白
!

清.

!谢秋群.

广西壮族自治区桂林市人民医院*

$/

检验科&

./

妇产科!广西桂林
"!$##.

!!

摘
!

要"目的
!

通过检测孕中期孕妇抗磷脂抗体$

%GS>

%!探讨
%GS>

与病理妊娠的关系及临床意义"

方法
!

对有特定指征的
1"(

例孕妇及
"2X

例健康孕妇分别检测抗心磷脂抗体$

%'S

%#抗
'

.

糖蛋白
$

$

'

.

Ĝ

$

%

和狼疮样抗凝物$

S%

%水平!计算
%GS>

阳性率并进行比较"结果
!

观察组
%GS>

阳性率为
$!/.![

!对照组

%GS>

阳性率为
#/X![

!差异有统计学意义$

!

.

_33/3#

!

!

$

#/#"

%"结论
!

%GS>

异常孕妇极易导致病理妊娠!

孕妇孕中期及时检测
%GS>

!有助于早发现#早干预孕妇妊娠病理状态!提高孕产质量及新生儿生存质量"

关键词"抗磷脂抗体&

!

孕妇&

!

病理性妊娠

中图法分类号"

0!!1/1

文献标志码"

%

文章编号"

$13.)2!""

$

.#$2

%

$!).#!!)#(

!!

抗磷脂抗体$

%GS>

%是一组作用于磷脂)磷脂结

合蛋白或两者的复合物#识别并结合血小板和内皮细

胞膜上磷脂结合蛋白的自身免疫性抗体#主要由抗心

磷脂抗体$

%'S

%)狼疮样抗凝物$

S%

%和抗
'

.

糖蛋白

$

$

'

.

Ĝ

$

%抗体组成+

%GS>

异常是导致抗磷脂综

合征$

%GY

%高凝状态及血栓形成)病理妊娠的主要病

因'

$

(

+

%GY

的病理基础主要是由于
%GS>

作用于绒

毛外滋养细胞#使其增殖侵袭能力降低#容易导致子

宫螺旋动脉血管产生功能障碍#会造成进入胎盘的血

流减少#甚至中断#胎儿血氧及营养物质的供应相应

减少#最终引发流产)胎儿生长受限)死胎)子痫前期

等不良妊娠结局'

.

(

+本研究通过检测孕妇
%GS>

主

要指标水平#探讨孕妇妊娠结局与
%GS>

水平的相关

性#以便及时对妊娠病理状态进行有效干预#现将研

究结果报道如下+

$

!

资料与方法

$/$

!

一般资料
!

选取
.#$"

年
$

月至
.#$X

年
1

月于

本院就诊的
1"(

例有特定指征的孕中期孕妇纳入观

察组#年龄
..

"

!(

岁#平均$

.X/"e(/1

%岁+特定指

征包括血栓或子痫前期史)子痫史)反复流产史)胎盘

早剥史等病理妊娠事件#且本次妊娠有同样症状出现

的情况#排除由于内分泌因素)免疫因素)遗传因素等

异常而引起习惯性流产者+同期到本院就诊的无免

疫性疾病和血栓病史的
"2X

例孕中期健康孕妇纳入

*

!!#.

*

检验医学与临床
.#$2

年
3

月第
$1

卷第
$!

期
!
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!

UBD

N

.#$2

!

V4D/$1

!

W4/$!
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基金项目!桂林市科学研究与技术开发计划项目$
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