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乌司他丁抑制人乳腺癌细胞的侵袭和转移及其分子机制
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　　摘　要：目的　通过测定不同浓度的乌司他丁（ＵＴＩ）对体外乳腺癌细胞 ＭＣＦ７（雌激素受体阳性）和 ＭＤＡＭＢ２３１（雌激素

受体阴性）干预后细胞中乙酰肝素酶（Ｈｐｓｅ）、１型透明质酸酶（ＨＹＡＬ１）及细胞黏附分子ＣＤ４４ｖ６蛋白的表达情况，探讨其对癌细

胞侵袭、转移抑制的分子机制。方法　将体外培养的 ＭＣＦ７及 ＭＤＡＭＢ２３１细胞分别随机分为：（１）对照组；（２）ＵＴＩ低剂量干

预组；（３）中剂量干预组；（４）高剂量干预组；（５）ＵＴＩ中剂量＋泰索帝（ＴＸＴ）组。蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测各组细胞

Ｈｐｓｅ、ＨＹＡＬ１和ＣＤ４４ｖ６蛋白的表达；Ｍａｔｒｉｇｅｌ穿膜侵袭实验检测细胞侵袭能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞跨膜实验测定细胞的迁移

能力。结果　癌细胞中 Ｈｐｓｅ、ＨＹＡＬ１和ＣＤ４４ｖ６蛋白的表达随ＵＴＩ浓度增加而降低，ＵＴＩ与ＴＸＴ联合用药抑制作用更加显著

（犘＜０．０５）；乳腺癌 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的侵袭和迁移能力显著下降，ＵＴＩ与ＴＸＴ联合处理抑制作用更加明显（犘＜

０．０５）。结论　ＵＴＩ抑制乳腺癌细胞的侵袭和转移可能与 Ｈｐｓｅ、ＨＹＡＬ１、ＣＤ４４ｖ６蛋白的表达降低有关。
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　　乙酰肝素酶（Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，Ｈｐｓｅ）是一种内源性βＤ葡糖

苷酶，通过裂解硫酸肝素蛋白多糖（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙ

ｃａｎ，ＨＳＰＧ）中的硫酸乙酰肝素（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｆａｔ，ＨＳ）侧链降解

细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）和基底膜 （ｂａｓｉｌａｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＢＭ），加快肿瘤细胞的侵袭和转移。透明质酸酶

（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ，Ｈｙａｓｅ）可以降解透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，

ＨＡ）为寡聚透明质酸（ＯｌｉｇσＨＡ）。ＣＤ４４为 ＨＡ细胞表面受

体，透明质酸酶和分解的透明质酸片段可以通过ＣＤ４４受体影

响肿瘤细胞的增殖迁移和血管形成，在肿瘤发展及转移中起重

要作用［１］。乌司他丁（Ｕｌｉｎａｓｔａｔｉｎ，ＵＴＩ）是一种蛋白酶抑制剂，

有抑制各种酶活性的作用，常用于重症胰腺炎的治疗。本课题

组前期研究显示乌司他丁能抑制肿瘤细胞增殖、侵袭和转移，

促进细胞凋亡，同时可增强抗肿瘤药物的效果［２３］。ＣＤ４４ｖ６是

ＣＤ４４的一种变异体，本实验主要通过测定乌司他丁对乙酰肝

素酶、１型透明质酸酶和 ＨＡ受体ＣＤ４４ｖ６的表达影响探讨其

抑制乳腺癌细胞侵袭及转移的分子机制。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料及试剂　乳腺癌 ＭＣＦ７（ＥＲ阳性）及

ＭＤＡＭＢ２３１（ＥＲ阴性）２个细胞系由重庆医科大学病理教研

室免费提供。胎牛血清及ＲＰＭＩｌ６４０购自浙江省杭州四季青

生物工程材料有限公司。Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ兔抗人抗体购自美国

Ｓａｎｔａ公司，Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ１及ＣＤ４４ｖ６鼠抗人单克隆抗体均

购自美国Ａｂｃａｍ公司，辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ｌｇＧ抗

体购自北京博奥森公司。泰索帝（ＴＸＴ）购自杭州赛诺菲安万

特民生制药公司，乌司他丁购自广东天普生化医药股份有限公

司，药物浓度分别配成１００×血浆峰浓度（ｐｅａｋｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｒ

３２０３重庆医学２０１２年１０月第４１卷第２９期
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ｔｒａｔｉｏｎ，ＰＰＣ）备用。实验使用药物浓度参考文献：乌司他丁分

别为４００、８００、１６００Ｕ／ｍＬ３个浓度组，泰索帝３．７μｇ／ｍＬ。

１．２　细胞的培养及传代　２个乳腺癌细胞系的细胞分别置于

２５ｃｍ２ 玻璃培养瓶培养，瓶内均加入ＲＰＭｌｌ６４０培养液４ｍＬ

（包括１０％胎牛血清），置于３７℃、５．０％ＣＯ２ 培养箱中培养。

细胞处对数生长期（细胞长满培养瓶底面积约８０％以上）时传

代培养。传代：弃培养液，ＰＢＳ液洗涤瓶底２次并弃液，加入

０．２５％的胰酶１ｍＬ消化１ｍｉｎ后吸管吸掉胰酶，继续消化２～３

ｍｉｎ，加１ｍＬＲＰＭｌ１６４０液停止消化后吹打收集细胞，离心，分

装培养瓶后各加入ＲＰＭｌｌ６４０培养液，置培养箱中继续培养。

１．３　细胞实验分组及给药　培养传代后处于对数生长期的

ＭＣＦ７及 ＭＤＡＭＢ２３１细胞分别分为５组（具体细胞量根据

实验需求）并最终调节加药浓度：空白对照组、ＵＴＩ低剂量组

（４００Ｕ／ｍＬ）、ＵＴＩ中剂量组（８００ Ｕ／ｍＬ）、ＵＴＩ高剂量组

（１６００Ｕ／ｍＬ）、ＵＴＩ联合 ＴＸＴ 用药组（ＵＴＩ８００Ｕ／ｍＬ＋

ＴＸＴ３．７μｇ／ｍＬ），空白对照组加入等体积的生理盐水，培养

箱继续培养。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞乙酰肝素酶、透明质酸酶１和

ＣＤ４４ｖ６蛋白　将置于２５ｃｍ
２ 培养瓶培养的处于对数生长期

的２个细胞系细胞各分５个实验组，分别以 ＵＴＩ４００、８００、

１６００Ｕ／ｍＬ３个组及３．７μｇ／ｍＬＴＸＴ＋ＵＴＩ８００Ｕ／ｍＬ组药

物单独或联合处理，空白对照组加等量生理盐水，孵育细胞

２４ｈ后吸弃培养液，用ＰＢＳ漂洗２～３次，加入１００μＬ细胞裂

解液，冰上放置约３０ｍｉｎ，期间可混匀几次。升至４℃，用细胞

刮刮下细胞收集于１．５ｍＬＥＰ管，以１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５

ｍｉｎ。收集上清液，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定各组裂解液中蛋白质浓

度，于－７０℃储存备用。根据蛋白定量结果加入相应体积的

总蛋白样品与５×蛋白质凝胶电泳上样缓冲液，混合后于９５

℃变性１０ｍｉｎ，立即插入冰中待用。分别配置分离胶和浓缩

胶。样品加至凝胶孔中行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳结束后，用

湿式转印法将ＰＡＧＥ胶上的蛋白转至ＰＶＤＦ膜上，转移膜置

于封闭液中，室温、摇床上缓慢摇动状态下封闭１ｈ，加入一抗

（Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ兔抗人抗体、Ｈｙａｌｕｒｏｎｉｄａｓｅ１及ＣＤ４４ｖ６鼠抗人

单克隆抗体，１∶１０００稀释），４℃反应过夜，洗膜，将二抗用１

×ＴＢＳＴ缓冲液稀释３０００倍，加入二抗（辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔ＩｇＧ抗体）。室温、避光缓慢摇动１ｈ，洗膜。最后用

ＤＡＢ显色，使用凝胶图像处理系统分析目标带净光密度值，统

计并做记录。

１．５　Ｍａｔｒｉｇｅｌ侵袭实验检测细胞的侵袭　冰上用预冷的移液

枪吸取１００μＬＭａｔｒｉｇｅｌ加入预冷的３００μＬ无血清培养基中，

充分混匀，取稀释过的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ２５μＬ加入２４孔板的 Ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ上室，置于孵箱，３７℃，３０ｍｉｎ使 Ｍａｔｒｉｇｅｌ聚合成胶。按

计划每种细胞设置５组，每组设６个复孔。培养板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

上室中加入１００μＬ细胞悬液（４×１０
４ 个）同时加入无血清培

养基２００μＬ；每个下室加入含有１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养液４００μＬ，放入３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱，培养２４ｈ。ＰＢＳ轻

洗小室上室并用移液枪弃液，湿棉签轻擦去除小室上室的细胞

和 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶；加入５００μＬ０．１％结晶紫溶液，将小室膜浸没

在其中，置于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中孵育３０ｍｉｎ，加入５００

μＬ３３％醋酸至浸没小室膜，低速振荡１０ｍｉｎ，充分溶解结晶

紫。取出小室后将２４孔板置于酶标仪上５７０ｎｍ波长下测光

密度值（ＯＤ值），间接反映细胞数；此实验重复３次。

１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞跨膜实验检测细胞的迁移　取处于对数

生长期的各处理组及对照组细胞，用ＰＢＳ液和无血清培养基

洗涤细胞几次，消化细胞，用无血清ＲＰＭＩ１６４０液制备细胞悬

液，计数并调整细胞数为２×１０５／ｍＬ；取细胞悬液５０μＬ加入

上室，下室加入５００μＬ含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养

液，各组设置６个复孔。培养板于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱培养

２４ｈ。取出小室并用移液枪吸干上室液体，棉签擦去上室未迁

移的细胞，移至预先加好的４％多聚甲醛孔中固定３０ｍｉｎ；吸

干上室固定液移至Ｇｉｍｓａ染液孔用 Ｇｉｍｓａ室温染色３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ液轻洗数次。小镊完整取聚碳酸酯膜后晾干使膜底面朝

上，载玻片中性树胶封片。在光学显微镜高倍镜下（×４０物

镜）观察并随机取６个视野计数，取平均值并统计结果。

１．７　统计学处理　利用ＳＰＳＳ１８．０统计分析软件对数据进行

分析，各组数据均用狓±狊表示。组间比较采用用方差分析，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　乳腺癌细胞 Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ、ＨＹＡＬ１、ＣＤ４４ｖ６的蛋白表达

　蛋白印迹结果数据统计如图１、图２所示：各药物处理组

Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ、ＨＹＡＬ１、ＣＤ４４ｖ６的蛋白表达水平较对照组显著

降低，差异有统计学意义（犘＜０．０５），组间比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。凝胶图扫描如图３显示，ＵＴＩ剂量与目标蛋

白表达呈量效关系，ＵＴＩ与 ＴＸＴ联合用药作用则更加显著

（犘＜０．０５）。

图１　　Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ、ＨＹＡＬ１、ＣＤ４４ｖ６蛋白在

ＭＣＦ７细胞中的表达水平

图２　　Ｈｅｐａｒａｎｓｅ、ＨＹＡＬ１、ＣＤ４４ｖ６蛋白在

ＭＤＡＭＢ２３１细胞中的表达水平

２．２　乳腺癌细胞的侵袭能力　如图４所示，两种细胞药物处

理２４ｈ后侵袭能力显著降低，与空白对照组比较差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；加药组 ＵＴＩ中和 ＵＴＩ高组间比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５），其余各组两两比较差异均有统计学意

义（犘＜０．０５），可以看出ＵＴＩ对细胞侵袭抑制效果显著且ＵＴＩ

与ＴＸＴ联合用药效果更佳（其中 ＭＣＦ７细胞对照组侵袭ＯＤ

均值为１．０５９；联合用药后为０．３９３；ＭＤＡＭＢ２３１对照组为

１．１０７，联合用药后为０．４６９）。
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２．３　乳腺癌细胞的迁移能力　乳腺癌 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ

２３１两系细胞分别处理２４ｈ后迁移情况如图５所示（迁移程度

采用细胞计数方法统计）：ＵＴＩ药物干预后两种乳腺癌细胞迁

移能力显著下降，加药组与空白对照组细胞迁移数目差异有统

计学意义（犘＜０．０５）；加药组 ＵＴＩ中和 ＵＴＩ高组间比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５），其余各组两两比较差异均有统计学

意义（犘＜０．０５），ＵＴＩ对细胞迁移抑制作用显著且 ＵＴＩ与

ＴＸＴ联合用药效果更加显著（其中 ＭＣＦ７细胞对照组迁移平

均数１５２个，联合用药后迁移为８６个；ＭＤＡＭＢ２３１对照组

１５６个，联合用药后为９３个）。

　　１：ＴＸＴ＋ＵＴＩ；２：ＵＴＩ高；３：ＵＴＩ中；４：ＵＴＩ低；５：空白对照组。

图３　　蛋白印迹凝胶扫描图像

图４　　乳腺癌细胞侵袭能力（ＯＤ５７０）

图５　　乳腺癌细胞迁移能力（ＯＤ５７０）

３　讨　　论

细胞发生侵袭和转移首先必须破坏细胞外基质（ＥＣＭ）和

基底膜（ＢＭ）构成的屏障，其主要成分为结构蛋白和糖胺聚糖。

近期研究发现乙酰肝素酶是哺乳动物体内惟一能降解细胞外

基质中硫酸肝素蛋白多糖（ＨＳＰＧ）侧链硫酸乙酰肝素（ＨＳ）的

内切糖苷酶，其酶活性启动后有几方面作用：首先，Ｈｐｓｅ降解

ＨＳ，破坏 ＥＣＭ 和ＢＭ 屏障，促进肿瘤细胞侵袭转移；其次，

ＨＳＰＧ中大量储存的肝素结合型生长因子（ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ等）

被释放，从而促进乳腺癌的血管生成，促进转移；再次，ＨＳＰＧ

裂解产物抑制活化的Ｔ淋巴细胞使机体免疫功能降低；同时，

尿激酶型纤溶酶原激活物（ｕＰＡ）和组织型纤溶酶原激活物（ｔ

ＰＡ）被激活，激活纤溶酶后进而激活基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ

９）
［４］。相关研究证明活化的 ＭＭＰ９、ｕＰＡ等可以通过 Ｒａｓ

ＲａｆＭＥＫＥＲＫ信号通路激活细胞外信号调节激酶，使之磷酸

化进而调控肿瘤细胞内基因表达、促进细胞生长，本课题组前

期研究发现ＵＴＩ可使 ＭＭＰ９、ｕＰＡ等表达降低
［２，５］。还有研

究发现 Ｈｐｓｅ可以独立于酶活性之外发挥生物学功能，如：

Ｈｐｓｅ通过细胞表面相应受体蛋白结合后促使ＡＫＴ、表皮生长

因子受体（ＥＧＦＲ）的磷酸化作用，从而激活磷脂酰肌醇３激酶

（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号转导途径，激活内皮细胞，促进肿瘤细胞的

生长和侵袭转移过程［４７］。Ｚｈａｎｇ等
［８］利用ｓｉＲＮＡ干扰沉默

体外乳腺癌细胞 Ｈｐｓｅ基因的表达后发现癌细胞的侵袭、黏附

能力显著降低，异体移植裸鼠模型实验也发现 Ｈｐｓｅ沉默表达

显著降低了癌细胞的侵袭、转移能力。本实验发现 ＵＴＩ干预

乳腺癌细胞后 Ｈｐｓｅ表达下降，细胞的侵袭、转移能力亦降低，

提示可能与ＵＴＩ抑制了 Ｈｐｓｅ蛋白表达有关。

透明质酸酶（ＨＡａｓｅ）和透明质酸（ＨＡ）是大部分哺乳类动

物组织ＥＣＭ的主要成分，ＨＡａｓｅ的分型 ＨＹＡＬ１在人类乳腺

癌细胞过度表达，Ｔａｎ等
［９］发现通过质粒转染细胞后划痕试验

及ＥＬＩＳＡ实验证明 ＨＹＡＬ１在体外乳腺癌的表达上调可以促

进癌细胞侵袭和血管形成，同时 ＨＹＡＬ１高表达可以促进裸鼠

乳腺异种移植肿瘤的生长和转移。ＨＹＡＬ１可以特异水解

ＨＡ，将 ＨＡ分解成多个寡聚糖，相关文献分析相对分子质量

较大的寡聚糖通过几种方式促进肿瘤的侵袭和转移：（１）通过

ＭＡＰＫ通路刺激细胞的生长；（２）破坏胶原纤维和糖蛋白的网

状结构平衡使组织变形促进细胞黏附、迁移；（３）ＨＡ与其受体

ＣＤ４４结合使酪氨酸激酶磷酸化产生细胞信号传导进而使细

胞骨架变化增强肿瘤细胞的运动能力；小分子的寡聚糖则可以

促进新生血管的形成从而为肿瘤的发展提供条件［１０１１］。本实

验发现ＵＴＩ使乳癌细胞 ＨＹＡＬ１表达显著降低，实验细胞侵

袭、转移能力的降低可能和ＵＴＩ抑制了 ＨＹＡＬ１的表达有关。

ＣＤ４４是一种细胞黏附分子，也是一种细胞表面跨膜糖蛋

白，负责细胞之间及细胞与间质的连接。ＣＤ４４ｖ６是其中一种

变异型，有研究表明ＣＤ４４ｖ６在肿瘤细胞中表达丰富并与乳腺

癌细胞的侵袭和转移有关［１２］。ＡＫＴ是一种丝氨酸蛋白激酶，

活化的ＡＫＴ是促进细胞增殖转移和抑制凋亡的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

信号通路的关键酶，透明质酸与ＣＤ４４ｖ６结合后促进 ＡＫＴ的

磷酸化在癌细胞的生长转移过程中作用显著，近期研究表明

ＣＤ４４ｖ６高表达和 ＡＫＴ磷酸化密切相关
［１３１５］。本实验发现

ＵＴＩ可以显著抑制ＣＤ４４ｖ６蛋白的表达。
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１９９９，６５（２１）：４７９９４８０７．

［６］ ＷａｌｓｈＭＣ，ＫｌｉｅｇｍａｎＲＭ．Ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓ：ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｂａｓｅｄｏｎｓｔａｇｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＣｌｉｎＮＡｍ，１９８６，３３（１）：

１７９２０１．

［７］ ＣｌａｙｔｏｎＴＡ．Ｐｈａｒｍａｃｏｍｅｔａｂｏｎｏｍｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇａｎｄｐｅｒ

ｓｏｎａｌｉｚｅｄｄｒｕｇｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００６，４４０（７０８７）：

１０７３１０７７．

［８］ ＭｃＣｒａｃｋｅｎＶＪ，ＬｏｒｅｎｚＲＧ．Ｔｈｅｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｃｏｓｙｓ

ｔｅｍ：ａｐｒｅｃａｒｉｏｕｓａｌｌｉａｎｃｅａｍｏｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ，ｉｍｍｕｎｉｔｙａｎｄ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ［Ｊ］．ＣｅｌｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００１，３（１）：１１１．

［９］ ＬｉｎＨＣ，ＳｕＢＨ，ＣｈｅｎＡＣ，ｅｔａｌ．Ｏｒａｌｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｒｅｄｕｃｅ

ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅａｎｄｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓｉｎ

ｖｅｒｙｌｏｗｂｉｒｔｈｗｅｉｇｈｔｉｎｆａｎｔｓＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ［Ｊ］．２００５，１１５

（１）：１４．

［１０］ＤａｎｉＣ，ＢｉａｄａｉｌｉＲ，ＢｅｒｔｉｎｉＧ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｂｉｏｔｉｃｓｆｅｅｄｉｎｇｉｎ

ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｕｒｉｎａｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｅｐｓｉｓａｎｄ

ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｓｉｎｐｒｅｔｅｒｍｉｎｆａｎｔｓａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｄｏｕｂｌｅｂｌｉｎｄｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢｉｏｌＮｅｏｎａｔｅ，２００２，８２（２）：１０３

１０８．

［１１］宋朝敏，王红，吴斌．益生菌与新生儿坏死性小肠结肠炎

［Ｊ］．中国微生态学杂志，２００５，１７（６）：４７９４８０．

［１２］庄小原，李联桥，高璇璇，等．坏死性小肠结肠炎早产儿病

因及微生态制剂预防作用［Ｊ］．实用儿科临床杂志，２００７，

２２（１８）：１３９２１３９３．

［１３］ＥｃｋｂｕｒｇＰＢ，ＢｉｋＥＭ，ＢｅｒｎｓｔｅｉｎＣＮ，ｅｔａｌ．Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｈｅ

ｈｕｍａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｌｏｒａ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００５，３０８

（５７２８）：１６３５１６３８．

［１４］ＭｓｈｖｉｌｄａｄｚｅＭ，ＮｅｕＪ，ＳｈｕｓｔｅｒＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｍｉｃｒｏｂｉ

ａｌｅｃｏｌｏｇｙｉｎｐｒｅｍａｔｕｒｅｉｎｆａｎｔｓａｓｓｅｓｓｅｄｗｉｔｈｎｏｎｃｕｌｔｕｒｅ

ｂａｓｅｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ［Ｊ］．ＪＰｅｄｉａｔｒ，２０１０，１５６（１）：２０２５．

［１５］ＭｕｙｚｅｒＧ，ｄｅ ＷａａｌＥＣ，ＵｉｔｔｅｒｌｉｎｄｅｎＡＧ．Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆ

ｃｏｍｐｌｅｘｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｂｙｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｇｒａｄｉｅｎｔｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎａｍ

ｐｌｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒ１６ｓｒＲＮＡ［Ｊ］．ＡｐｐｌＥｎｖｉｒｏｎＭｉ

ｃｒｏｂｉｏｌ，１９９３，５９（３）：６９５７００．

（收稿日期：２０１２０３０９　修回日期：２０１２０４２１）

（上接第３０２５页）

［５］ 陈建生，孙治君，于涛，等．乌司他丁和环磷酰胺对乳腺癌

细胞增殖和侵袭及ｍｍｐ９表达的影响［Ｊ］．中国生物制品

学，２００９，２２（９）：８６５８６８．

［６］ ＲａｏＧ，ＬｉｕＤＸ，ＸｉｎｇＭＺ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｒａｎａｓｅ１ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｍｕｔａｎｔＢＲａｆｋｉｎａｓｅ：ｒｏｌｅｏｆＧＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｈｅｐａｒａｎａｓｅ１ｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｉａ，２０１０，１２

（１１）：９４６９５６．

［７］ＦｕｘＬ，ＩｌａｎＮ，ＲａｌｐｈＤ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｒａｎａｓｅ：ｂｕｓｙａｔｔｈｅｃｅｌｌ

ｓｕｒｆａｃｅ［Ｊ］．ＮＩＨＰｕｂｌｉｃＡｃｃｅｓｓＡｕｔｈｏｒＭａｎｕｓｃｒｉｐｔ，２００９，

３４（１０）：５１１５１９．

［８］ＺｈａｎｇＺＨ，ＣｈｅｎＹ，ＺｈａｏＨＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｈｅｐａｒａｎａｓｅｂｙ

ｓｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｓｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｈｕｍａｎ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＢｉｏｌＴｈｅｒａｐｙ，

２００７，６（４）：５８７５９５．

［９］ ＴａｎＪＸ，ＷａｎｇＸＹ，ＳｕＸＬ，ｅｔａｌ．ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨＹＡＬ１

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐｒｏｍｏｔｅｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２０１１，６（７）：８３６８３８．

［１０］杨俊伟．透明质酸、透明质酸酶与泌尿系恶性肿瘤的研究

进展［Ｊ］．现代诊断与治疗，２０１１，２２（１）：２５２８．

［１１］李志强，姜书传，马玲，等．膀胱移行癌中 ＨＹＡＬ１、

ＣＤ４４ｖ６及 ＭＶＤ的临床意义［Ｊ］．现代泌尿外科杂志，

２０１１，１６（５）：４３９４０４．

［１２］ＡｆｉｆｙＡ，ＰｕｒｎｅｌｌＰ，ＮｇｕｙｅｎＬ．ＲｏｌｅｏｆＣＤ４４ｓａｎｄＣＤ４４ｖ６

ｏｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａ

ｓｉｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２００９，８６（２）：９５１００．

［１３］ＧｈａｔａｋＳ，ＨａｓｃａｌｌＶＣ，ＭａｒｋｗａｌｄＲＲ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｏｍａｌｈｙａ

ｌｕｒｏｎａｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＣＤ４４ｖａｒｉａｎｔｓｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｂｙａｕｇｍｅｎｔｉｎｇｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒａｎｄａｎｄｒｏ

ｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．ＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５（２６）：９８２１９８２４．

［１４］ＬｉｌｌｙＹＷ，Ｂｏｕｒｇｕｉｇｎｏｎ，ＷｏｎｇＧ，ｅｔａｌ．ＨｙａｌｕｒｏｎａｎＣＤ４４

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓｃＳｒｃｍｅｄｉａｔｅｄｔｗｉｓｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ１０ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｒｈｏＡ／ＲｈｏＣｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，

ｌｅａｄｉｎｇｔｏＲｈｏｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ａｎｄｂｒｅａｓｔｔｕｍｏｒｃｅｌｌＩｎｖａｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１０，２８５

（４７）：３６７２１３６７３５．

［１５］ＹｕＰ，ＺｈｏｕＬ，ＫｅＷ，ｅｔａｌ．ＣｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｐＡＫＴ

ａｎｄＣＤ４４ｖ６ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

ＲｅｓＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１０，１３６（８）：１２８３１２９２．

（收稿日期：２０１２０３２９　修回日期：２０１２０５０９）
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