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１０８例结肠癌患者ＨＥＲ２基因表达及其意义
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　　摘　要：目的　检测 ＨＥＲ２基因在临床结肠癌组织中的表达与患者临床病理特征的关联，同时分析其对结肠癌细胞增殖及

细胞周期的影响。方法　收集结肠癌患者癌组织及对应的癌旁组织１０８例，应用原位杂交和荧光定量ＰＣＲ技术检测结肠癌组

织及对应癌旁组织中ＨＥＲ２基因的表达水平，分析ＨＥＲ２基因表达与患者临床病理特征之间的关系。降低ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ结肠

癌细胞中 ＨＥＲ２的表达，运用 ＭＴＴ比色法检测结肠癌细胞增殖情况，利用流式细胞技术检测结肠癌细胞周期的变化情况。

结果　原位杂交结果表明，在１０８例结肠癌组织中ＨＥＲ２阳性表达率为６６．６７％，对应癌旁组织中的阳性表达率为１０．１９％，两者

比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）；荧光定量ＰＣＲ结果进一步显示，６１．１１％（６６／１０８）的结肠癌组织 ＨＥＲ２表达显著高于对应的

癌旁组织（犘＜０．０５）；结肠癌患者的临床分期越晚，ＨＥＲ２基因的表达越高（犘＜０．０５）；另外在淋巴结转移阳性的结肠癌组织中

ＨＥＲ２基因的表达量显著高于淋巴结转移阴性者的结肠癌组织（犘＜０．０５）；ｓｉＲＮＡＨＥＲ２可以明显降低ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ中

ＨＥＲ２基因的表达；降低ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ细胞中 ＨＥＲ２的表达，其生长受到明显抑制，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显增加，而Ｓ期和

Ｇ２／Ｍ期细胞比例下降。结论　ＨＥＲ２基因与结肠癌的发生发展密切相关，其机制可能为调节细胞周期中Ｇ１／Ｓ期的转换，为结

肠癌患者的治疗提供了新靶点。
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　　表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧ

ＦＲ）家族属于Ⅰ型受体酪氨酸激酶，又称ＥｒｂＢ受体家族。人

表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ

２，ＨＥＲ２）基因是ＥＧＦＲ家族中的成员之一，研究证实 ＨＥＲ２

在胃癌、食道癌、乳腺癌、卵巢癌、胰腺癌等恶性肿瘤中过表

达［１６］。另外研究发现 ＨＥＲ２的高表达与肿瘤细胞的转化、增

殖及侵袭转移密切相关［７］。然而 ＨＥＲ２在结肠癌中的表达及

其临床意义目前还不清楚。本研究采用原位杂交和荧光定量

ＰＣＲ技术，检测 ＨＥＲ２在结肠癌组织与癌旁组织中的表达差

异，分析其与结肠癌临床病理特征之间的关联；另外降低结肠

癌细胞ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ中 ＨＥＲ２的表达，检测结肠癌细胞增

殖和细胞周期的变化，为进一步研究结肠癌发病机制和寻找治

疗方法提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　经南昌大学第二附属医院医学伦理委员会审

批及患者知情同意，收集２００７年１月至２０１１年１月南昌大学

第二附属医院１０８例结肠癌患者及癌旁组织手术标本，所有手

术标本均经过该院病理学专家明确诊断。其中男６２例，女４６

５８１重庆医学２０１４年１月第４３卷第２期



例；年龄３２～７８岁，中位年龄５０岁。

１．２　主要试剂　ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ结肠癌细胞系购自中国科学

院上海细胞库；Ｔｒｉｚｏｌ细胞裂解液购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ｃＤＮＡ逆转录试剂盒购自美国ｐｒｏｍｅｇａ公司；实时荧光定量试

剂盒购自上海吉玛生物技术有限公司；兔抗人 ＨＥＲ２一抗购

自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗购自北京

中杉金桥公司。

１．３　方法

１．３．１　组织总ＲＮＡ的抽提与纯化　提取组织中总ＲＮＡ，遵

照Ｔｒｉｚｏｌ裂解试剂盒说明书操作。利用紫外分光光度计测量

ＲＮＡ浓度。

１．３．２　原位杂交检测 ＨＥＲ２的表达：（１）固定组织、脱水、包

埋、切片。（２）把切片烘烤３０ｍｉｎ、脱蜡（二甲苯）１０ｍｉｎ×２

次、放入无水乙醇中５ｍｉｎ×２次、９０％乙醇５ｍｉｎ×１次、７０％

乙醇５ｍｉｎ×１次、５０％乙醇５ｍｉｎ×１次，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３

次。（３）３％的 Ｈ２Ｏ２ 中放置１０ｍｉｎ，焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水

洗３次。（４）消化２０ｍｉｎ（利用 ３％ 胃蛋白酶），洗 ５ ｍｉｎ

（ＰＢＳ）×３次。（５）固定１０ｍｉｎ，ＤＥＰＣ水清洗３次，５６℃预杂

交４ｈ。（６）把 ＨＥＲ２探针加入预杂交液中，混匀、滴加杂交液

过夜。（７）２×ＳＳＣ 漂洗５ｍｉｎ×２次，然后用 ０．５×ＳＳＣ

５ｍｉｎ×３次、０．２×ＳＳＣ０．５×ＳＳＣ５ｍｉｎ×３次。（８）封闭３０

ｍｉｎ。（９）滴加二抗，孵育２ｈ，ＰＢＳ漂洗５ｍｉｎ×４次。（１０）

ＤＡＢ染色。（１１）复染、返蓝、脱水、透明、封片
［８］。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ反应　依据逆转录试剂盒说明书进行

逆转录反应操作。ＨＥＲ２的荧光定量ＰＣＲ２０μＬ反应体系：

ｃＤＮＡ２μＬ，上下游引物各０．２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，

ｑＲＴＰＣＲ缓冲液１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．４μＬ。反应条件９５℃３

ｍｉｎ，９５℃１２ｓ，６０℃３５ｓ，总共４０个循环。ＨＥＲ２的引物序

列：上游５′ＡＧＣＡＡＴＧＧＴＧＴＣＡＧＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴ３′，下

游５′ＴＧＣＡＡＡＴＧＧＡＣＡＡＡＧＴＧＧＧＴＧＴＧＧ３′。

１．３．４　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２干扰序列设计　设计 ＨＥＲ２的干扰片

段，上游：５′ＧＣＡＧＵＵＡＣＣＡＧＵＧＣＣＡＡＵＡＵＵ３′；下游：

５′ＵＡＵＵＧＧＣＡＣＵＧＧＵＡＡＣＵＧＣＣＣ３′，提交大连宝生

物公司合成。

１．３．５　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２的转染　严格遵照 ＬｉｐｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００试剂盒说明书进操作，ｓｉＲＮＡＨＥＲ２寡核苷酸初步筛选

出最佳终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ。

１．３．６　转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２单核苷酸后对 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达

的影响　设立ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组、空白对照组和干扰无意义组。

转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２单核苷酸４８ｈ后提取总 ＲＮＡ、逆转录为

ｃＤＮＡ（具体步骤参照说明书），利用荧光定量试剂盒检测

ＨＥＲ２ｍＲＮＡ的表达（具体条件同上）。

１．３．７　转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２单核苷酸后对 ＨＥＲ２蛋白表达的

影响　提取各组细胞总蛋白（具体步骤参照说明书），ＢＣＡ法

测蛋白浓度。取总蛋白１００μｇ加样于１０％十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电泳２ｈ（浓缩胶时电压８０

Ｖ，分离胶时电压１２０Ｖ）；转膜（２５０ｍＡ转移３ｈ）；封闭（５％脱

脂奶粉）；孵育一抗：ＨＥＲ２抗体（１∶５００）４℃孵育过夜，加入

二抗（浓度１∶４０００）室温孵育２ｈ，ＥＣＬ发光剂发光，定影、显

影，胶片曝光。

１．３．８　ＭＴＴ检测各组细胞的增殖　收集细胞，接种于９６孔

板，每孔加２００μＬ（约１×１０
４／孔）。实验分组同１．２．６。转染

后１～４ｄ每孔滴加ＭＴＴ试剂（浓度为５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ孵育４

ｈ（３７ ℃）。弃上清液，滴加二甲基亚砜（１５０μＬ／孔），摇１０

ｍｉｎ。测定各孔吸光值。每组重复３次。按公式（１）计算细胞

生长抑制率（％）。

细胞生长抑制率＝

ｓｉＲＮＡ－ＨＥＲ２组平均ＯＤ４９０－干扰无意义组平均ＯＤ４９０
干扰无意义组平均ＯＤ４９０

×

１００％　（１）。

１．３．９　流式细胞术分析细胞周期变化情况　实验分组同

１．２．６。收集转染后细胞，制备单细胞悬液，然后４℃固定１ｈ

（７５％乙醇），弃冰乙醇，ＰＢＳ洗１次；在４℃避光条件下染色

（碘化吡啶ＰＩ浓度为５０μｇ／ｍＬ和１００μｇ／ｍＬＲＮＡ酶ＰＢＳ染

色液）１ｈ，上机检测。每组重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析。结肠癌临床病理特征与 ＨＥＲ２基因表达水平之间的关系

分析采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验和 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ检验；计量资

料以狓±狊表示，多组均数之间比较采用单因素方差分析，两两

比较采用ＬＳＤ狋检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＥＲ２在结肠癌组织与癌旁组织的表达　原位杂交结果

表明：在１０８例结肠癌癌组织中 ＨＥＲ２阳性表达率为６６．６７％

（７２／１０８），相对应的癌旁组织中 ＨＥＲ２阳性表达率为１０．１９％

（１１／１０８），两者比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。

　　荧光定量ＰＣＲ结果进一步显示结肠癌组织中 ＨＥＲ２ｍＲ

ＮＡ的表达比癌旁对照高出（３．８８±０．４６）倍，两者比较差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ：癌旁对照组织；Ｂ：结肠癌组织。

图１　　原位杂交检测 ＨＥＲ２在结肠癌患者组织与

癌旁组织的表达（×４００）

　　：犘＜０．０５，与癌旁对照组比较。

图２　　ＨＥＲ２基因ｍＲＮＡ结肠癌及癌旁组织中的表达

２．２　ＨＥＲ２的表达与结肠癌临床病理特征之间的关系　荧光

定量ＰＣＲ结果显示，ＨＥＲ２的 ｍＲＮＡ的表达量在Ⅰ／Ⅱ期结

肠癌组织中与癌旁组织表达的比值分别为２．２８±０．３１，在Ⅲ／

Ⅳ期结肠癌组织中与癌旁组织表达的比值为４．２３±０．１８，差

异均有统计学意义（犘＜０．０５）；同时，在临床Ⅰ／Ⅱ期结肠癌组

织与Ⅲ／Ⅳ期结肠癌组织之间 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达差异也有统

计学意义（犘＜０．０５）。另外，淋巴结转移阳性组结肠癌组织中

ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达比淋巴结转移阴性组 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达

高３．１２倍（犘＜０．０５），高、中、低不同分化的结肠癌组织中
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ＨＥＲ２ｍＲＮＡ的表达量与癌旁肠组织的比值分别为３．７２±

０．５３、３．８７±０．３７、３．６４±０．２７，见图３。

　　Ｎ：癌旁组织；Ｔ１：Ⅰ／Ⅱ期的结肠癌；Ｔ２：Ⅲ／Ⅳ期的结肠癌；Ｔ３：淋

巴结转移阴性的结肠癌；Ｔ４：淋巴结转移阳性的结肠癌；Ｔ５：高分化的

结肠癌；Ｔ６：中分化的结肠癌；Ｔ７：低分化的结肠癌。：犘＜０．０５，与癌

旁组织比较；＃：犘＜０．０５，与无淋巴结转移组比较。

图３　　荧光定量ＰＣＲ检测结肠癌患者 ＨＥＲ２的表达

与临床病理特征的关联

２．３　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２转染后 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的变化

　荧光定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）结果检测发

现，ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组 ＨＥＲ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达较对照组降

低（犘＜０．０５），ＳＷ４８０和ＬｏＶｏ细胞转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２后，实

时荧光定量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＨＥＲ２的 ｍＲＮＡ

和蛋白表达较空白对照组、干扰无意义组明显降低（犘＜

０．０５）。见图４。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：干扰无意义组；Ｃ：ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组。

图４　　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２转染后 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ和

蛋白表达的变化

２．４　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２作用后对结肠癌细胞生长的影响　ＭＴＴ

结果表明：ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组的结肠癌细胞生长明显慢于空白

对照和干扰无意义组（犘＜０．０５），而空白对照组和无义干扰组

间结肠癌细胞的生长情况差异无统计学意义（犘＞０．０５），降低

ＨＥＲ２基因表达，结肠癌细胞生长明显变慢。见图５。

图５　　ｓｉＲＮＡＨＥＲ２作用后对结肠癌细胞生长的影响

２．５　流式细胞术分析转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２后结肠癌细胞周期

变化情况　细胞周期分析结果显示：ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组Ｇ０／Ｇ１

期细胞明显增多，而Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞明显降低。干扰组与

空白对照组、干扰无意义组相比差异有统计学意义（犘＜

０．０５），而空白对照组、干扰无意义组组间差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见表１、２。

表１　　ＳＷ４８０细胞转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２后细胞周期变化（％）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组 ５２．４２ ２９．７１ １７．８７

干扰无意义组 ５６．３５ ２１．４３ ２２．２２

ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组 ８５．５１ １１．１７ ３．３２

表２　　ＬｏＶｏ细胞转染转染ｓｉＲＮＡＨＥＲ２后

　　　　细胞周期变化（％）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组 ５０．５５ ２７．５７ ２１．８８

干扰无意义组 ４８．５８ ２３．９４ ２７．４８

ｓｉＲＮＡＨＥＲ２组 ８１．８７ ７．９８ １０．１５

３　讨　　论

结肠癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，尤其比较常见于

欧美等发达国家［８９］。近年，随着生活水平的提高，我国结肠癌

发病率的增长速度显著加快，位居恶性肿瘤的第４位。结肠癌

的发病经过比较缓慢，多数见于结肠黏膜病变而缓慢演变为腺

瘤性息肉，最后成为恶性肿瘤。如果能够早发现和早治疗结肠

癌，患者可达到临床治愈。但是早期结肠癌患者的临床症状并

无特异性，所以临床发现的结肠癌大部分是中晚期患者，最终

导致患者的３年、５年生存率显著降低。因此，揭示结肠癌发

生发展的具体机制，明确与结肠癌相关的分子标记对结肠癌的

早期诊疗极为重要。

多项研究证实 ＨＥＲ２在多种恶性肿瘤组织和细胞中表达

均显著增高。本实验首先在结肠癌和癌旁组织中检测 ＨＥＲ２

的表达情况，然后分析其与患者的临床病理特征之间的关系。

结果表明结肠癌患者组织 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达量显著高于对应

的癌旁肠组织；结肠癌患者的临床病理分期越晚，ＨＥＲ２表达

量越高，同时发现在淋巴结转移阳性患者的癌组织中 ＨＥＲ２

的表达明显高于淋巴结转移阴性患者癌组织中 ＨＥＲ２的表

达，上述结果充分说明 ＨＥＲ２基因参与了结肠癌的发生及临

床进展，并且可能成为结肠癌临床治疗和判断预后的标记。另

外，本研究利用 ＲＮＡ干扰手段成功抑制结肠癌细胞ＳＷ４８０

和ＬｏＶｏ中的 ＨＥＲ２表达。转染终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲ

ＮＡＨＥＲ２至ＳＷ４８０和 ＬｏＶｏ细胞４８ｈ后，运用荧光定量

ＰＣＲ反应检测发现 ＨＥＲ２基因的ｍＲＮＡ表达抑制率达７４％，

同时作者利用 ＭＴＴ法检测了结肠癌细胞的生长情况，证实降

低 ＨＥＲ２的表达可显著抑制结肠癌细胞的生长。最后通过流

式细胞技术发现降低 ＨＥＲ２表达后，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例明显

增高，而Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞的比例显著减少。

综上所述，结肠癌组织中 ＨＥＲ２基因表达与患者的临床

病理特征密切相关，降低 ＨＥＲ２的表达可以引起结肠癌细胞

的生长受到显著抑制，说明 ＨＥＲ２很可能是一个新的结肠癌

标记物。在下一步的研究工作中，拟进一步在体内研究 ＨＥＲ２

基因对结肠癌的影响，同时在临床上针对 ＨＥＲ２基因寻找一

种非常有效的检测策略及治疗手段，其将为结肠癌患者早期

诊断、治疗方法的选择及预后的判断提供极其重要的理论

基础。　 　　　　　　　　　　　　　　　（下转第１９０页）
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下达到手术目的，是临床医生所面临的问题。现在对于经皮椎

体成形术止痛原理的研究很多，一般认为有以下几点：（１）骨水

泥在聚合反应时产生的热能导致骨水泥周围的组织坏死，破坏

组织内的神经末梢，疼痛消失或缓解；（２）注入骨水泥，能有效

恢复压缩椎体的强度和刚度，从而增加椎体内微骨折的稳定

性；（３）骨水泥的稳定及支撑作用，固定了微小骨折，使其活动

时不再刺激神经末梢；（４）骨水泥单体的化学毒性作用与止痛

也有一定关系。某些学者及临床医生推想，骨水泥的注入量越

大，止痛应越彻底，手术效果越佳；而目前的相关研究已表明骨

水泥的注入量与止痛效果无明显相关性。本研究表明，常规剂

量组和小剂量组对于疼痛症状的缓解效果及缓解率相当，均达

到了手术治疗的主要目的。

虽然经过椎体成形处理后的椎体的刚性和强度有显著提

高，但是在文献随访中部分患者邻近节段椎体发生了继发性骨

折［６７］，从生物力学角度分析，在已发生压缩骨折的椎体内注入

骨水泥可导致局部生物力学特性在短时间内发生改变，必将对

临近的椎体的力学传导造成影响，从而造成术后邻近节段再发

骨折风险增高。由于骨水泥硬度较高，在椎体内起到载荷传递

的“梁柱”作用，使得相邻节段椎间盘压力增大，另外，骨折高度

的恢复，椎体终板向外膨出与偏曲，也可使邻近椎体的应力和

应变增加［８９］，这点在生物力学研究上早已得到证实。椎体内

注入过多的骨水泥，使得椎间盘及椎体对于相邻节段椎体的弹

性保护丢失，从而失去了有效的力学缓冲保护，相邻节段椎体

更容易受到手术椎体刚性变化带来的力学载荷冲击，从而更易

发生继发骨折［１０１１］。本研究运用改良小剂量骨水泥注入伤

椎，在治疗后椎体强度和椎体内填充物弹性模量不变的情况

下，可以最大程度减少椎体终板的变形与偏曲，保留椎体及椎

间盘对于相邻椎体的缓冲保护，从而可以减少邻近节段继发骨

折的发生率。
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