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#摘要$

!

目的
!

研究他莫昔芬"

8FU

$对胃癌细胞雌激素受体
!

%

$

"

=<

!

和
=<

$

$的表达情况及对胃癌细胞增殖和丝氨酸蛋白

酶抑制剂
(

"

C6(

$表达的影响&方法
!

对前期筛选出的
=<

!

表达阳性胃癌细胞株
U9d0;

%

GZD-(%$

"

C6(

表达阳性$和
=<

$

表达

阳性胃癌细胞株
YZD/1'

"

C6(

表达阴性$!采用免疫荧光化学法检测
8FU

对
=<

!

和
=<

$

表达的影响!

DDd/

法检测
8FU

干预

后胃癌细胞株的增殖情况!逆转录
CD<

观察
8FU

干预后
C6(

表达的变化&结果
!

=<

!

表达于
U9d0;

和
GZD-(%$

细胞核上!

=<

$

表达于
YZD/1'

细胞核上!经
8FU

干预后
=<

!

和
=<

$

表达均无明显改变#

8FU

在
%&$

%

$%%&%

#

E"B

'

7

时可明显抑制

GZD-(%$

%

U9d0;

的细胞增殖!与阴性对照组比较!差异有统计学意义"

!

$

%&%;

$!对
YZD/1'

和
U9d1/

的细胞增殖无明显剂量

依赖关系#

8FU

干预后
GZD-(%$

的
C6(E<9F

的相对灰度值为"

%&0%1b%&%1%

$!

U9d0;

的
C6(E<9F

的相对灰度值为"

%&';(b

%&%0/

$!较阴性对照组灰度值均明显降低!差异有统计学意义"

!

$

%&%;

$&结论
!

8FU

对
=<

!

和
C6(

阳性表达细胞的增殖抑制作用

强于
C6(

阴性表达细胞!并呈较好的剂量依赖性#

8FU

对胃癌的生长抑制作用可能与改善
C6(

介导的免疫耐受有关&
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胃癌是源自胃黏膜上皮的恶性肿瘤#占我国恶性肿瘤发病

率的第
1

位#死亡率的第
'

位#严重威胁人类健康'

$.1

(

*本课题

前期研究显示雌激素$

3+5@L!#"B

&可促进胃癌细胞的增殖#与其

能内源性诱导丝氨酸蛋白酶抑制剂
(

$

+3@#,3

I

@"53#,L+3#,>#A#.

5"@(

#

C6(

&

E<9F

的表达密切相关#从而造成胃癌的内源性免

疫逃逸*雌激素受体 $

=<

&抑制剂他莫昔 芬 $

5LE"H#J3,

#

8FU

&#又名三苯氧胺其是否可以通过抑制
C6(

的表达来发挥

疗效+ 目前还未见相关报道*本研究通过观察
8FU

干预后
0

株人胃癌细胞的增殖情况及对
C6(E<9F

表达的影响#明确

雌激素受体抑制剂能否改善
C6(

介导的免疫耐受#研究结果将

为改善胃癌的免疫治疗效果提供新的策略*

E

!

材料与方法

E&E

!

材料
!

8FU

$

F!LEL+<3L

M

3,5

公司&#

2U=U>#

M

>

M

BK.

4"+3+

培养液$

c

Q

DB",3

公司&#免疫荧光化学试剂主要包括!

=<

$

兔抗人多克隆抗体)

=<

!

鼠抗人单克隆抗体$美国
Y#".

N"@B!

公司&#山羊抗兔
6

M

Z

为罗丹明标记)山羊抗小鼠
6

M

Z

为

:68D

标记$中杉金桥&%逆转录
CD<

$

<8.CD<

&

d#5

$美国
Y#".

N"@B!

公司&*倒置相差显微镜$
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Q

E

I

K+Dd['$G:

&#生物安

全柜$

YGZ.0

珠海
7

型&#
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孔培养板$美国
D"@,#,

M

公司&#荧

光倒置显微镜$

G-%.Z3@EL,

Q

&#多功能
CD<

仪$

8D.0$1

#英国

8=Dc9=

&#

2ee./D

型电泳仪$北京市六一仪器厂&#荧光凝

胶成像系统$美国
Y#".<L!

公司&*

E&F

!

方法
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细胞培养
!

人胃癌细胞
U9d0;

)

GZD-(%$

)

U9d1/

和
YZD/1'

购自北京北纳创联生物技术研究院#于
;WDR

1

浓

度)

'- X

条件下用含
$%W

胎牛血清)

$W

双抗贮存液的

'-/

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'%)-1%;/

&%泸州医学院科研基金资助项目$

1%%(10)
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!

作者简介%陈海霞$
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&#讲师#硕

士#主要从事抗炎免疫和肿瘤药理学研究*
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2U=U

培养液培养*

E&F&F

!

免疫荧光化学法检测
=<

!

和
=<

$

的表达
!

取对数生

长期的细胞经
%&1;W

胰酶消化#调整细胞浓度为
$&%]$%

;

"

E7

#均匀接种到内铺有盖玻片的培养皿中*待细胞贴壁生长

接近单层时#用
CYG

漂洗
'

次#每次
;E#,

#预冷的
0W

多聚甲

醛固定
1%E#,

#甲醇
\1%X

细胞通透
$;E#,

#

$%W

胎牛血清

封闭
'%E#,

*加入鼠抗人
=<

!

$

$V1%%

稀释浓度&和兔抗人

=<

$

$

$V;%

稀释浓度&各
;%

#

7

#阴性对照用
$%W

胎牛血清代

替一抗*

0X

孵育过夜后#加入羊抗小鼠
6

M

Z

$

:68D

标记&和

羊抗兔
6

M

Z

$罗丹明标记&二抗稀释液#

'-X

避光孵育
'%E#,

后洗涤#晾干)封片拍照观察*以明确的荧光为阳性#仅发浅荧

光且与周围背景区别不明显则判为阴性或弱阳性$

:68D

标记

显绿色#罗丹明标记显红色&*

E&F&G

!

DDd/

法检测细胞增殖抑制率
!

取对数生长期细胞

U9d0;

)

GZD-(%$

)

U9d1/

和
YZD/1'

#胰酶消化后调整细胞

密度为
1]$%

;

"

E7

#接种于
()

孔板#

(%

#

7

"孔#置培养箱中培

养
10>

*根据前期实验结果#

8FU

给药组加入
$%&%%

#

E"B

"

7

的雌激素后#再将不同浓度的
8FU

溶液$

$%%&%%

)

$%&%%

)

$&%%

)

%&$%

)

%&%$

#

E"B

"

7

&加入
()

孔板#

$%

#

7

"孔#设阴性对照

组加
2U=U$%

#

7

#空白对照组加无血清
2U=U$%%

#

7

#溶

媒对照组加
$W

甲醇
$%

#

7

#每组
'

复孔*

'-X

继续培养
10

>

#每孔加
DDd/

溶液
$%&%%

#

7

#

0>

后#用酶标仪测定各孔光

密度$

M6

&值$

0;%,E

处&*实验重复
'

次#计算细胞增殖抑制

率$

W

&

h

$

M6

对照组
\M6

给药组&"$

M6

对照组
\M6

空白组&
]$%%W

*

E&F&H

!

<8.CD<

检测
C6(

基因表达水平
!

8FU

给药组先在

各细胞中加入雌激素
$%&%%

#

E"B

"

7

#再加入
8FU $%&%%

#

E"B

"

7

作用
10>

后#按照
<9F+#E

I

B38"5LB<9Fd#5

说明提

取细胞总
<9F

#紫外分光光度仪测定核酸纯度
M6

1)%

"

1/%

在

$&%

%

1&%

*严格根据
Z3,YL,S

数据库人
C6(

基因序列设计

CD<

引物$表
$

&#参照
<8.CD<d#5

说明逆转录合成
429F

#以

C6(

的引物进行
CD<

扩增*

CD<

反应条件为
(0X

预变性
;

E#,

#

(0X'%+

#

;-X'%+

#

-1X$E#E

#总循环
';

个#

-1X

延

伸
;E#,

*

CD<

产物取
;

#

7

于
1W

琼脂糖凝胶电泳#最后用

Y#".<L!

凝胶成像采集系统照相并进行分析*

E&G

!

统计学处理
!

采用
GCGG$'&%

软件进行统计分析#计量

资料数据均以
DbA

表示#组间数据比较采用单因素方差分析#

以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

胃癌细胞
=<

!

和
=<

$

的表达
!

U9d0;

的
=<

!

位于细

胞核呈清晰的绿色颗粒#为强阳性表达%

GZD-(%$

的
=<

!

为弱

阳性表达%而
=<

$

仅在
YZD/1'

细胞核上显淡红色颗粒#为弱

阳性表达*经
$%&%%

#

E"B

"

7

浓度的
8FU

作用后
=<

!

和
=<

$

表达未见明显改变#结果表明
8FU

对雌激素受体的表达无影

响#见图
$

*

表
$
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ZFC2c

和
C6(

引物序列

基因 引物序列 产物大小$

A

I

&

ZFC2c

上游!

;a.FDDFDFZ8DDF8ZDDF8DFD.'a

下游!

;a.8DDFDDFDDD8Z88ZD8Z8F.'a 0;%

C6(

上游!

;a.88DF8DZZZD888DDFZ8.'a

下游!

;a.888ZFZFDDDFZZ8Z88Z.'a 1$-

!!

F$

!

U9d0;=<

!

%

Y$

!

GZD-(%$=<

!

%

D$

!

YZD/1'=<

$

*

F1

!

U9d0;=<

!

%

Y1

!

GZD-(%$=<

!

%

D1

!

YZD/1'=<

$

*

图
$

!!

U9d0;

"

GZD-(%$

及
YZD/1'

细胞中
=<

!

"

=<

$

表达的检测&

6:]0%%

'

表
1

!!

8FU

对胃癌细胞增殖活性的影响&

DbA

(

%h(

'

组别
U9d0; GZD-(%$ YZD/1' U9d1/

阴性对照组
%&);)b%&%1' %&)''b%&%10 %&;$%b%&%'0 %&)$0b%&%11

8FU

给药组$

#

E"B

"

7

&

!

$%%&%% %&%(/b%&%')

L

%&1$%b%&%$-

L

%&')-b%&%1;

L

%&0'%b%&%1%

L

!

$%&%% %&11$b%&%1;

L

%&'$(b%&%$(

L

%&0-%b%&%$(

L

%&;$(b%&%1%

L
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$&%% %&0%0b%&%1$

L

%&01)b%&%11

L

%&0/0b%&%$-

L
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%&$% %&;'0b%&%1'

L
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L
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L

!

!

$
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#与阴性对照组比较*

F&F

!

8FU

对胃癌细胞增殖活性的影响
!

检测结果显示#

U9d0;

和
GZD-(%$

在
%&$%

%

$%%&%%

#

E"B

"

7

#随药物浓度增

高
M6

值逐渐降低#与阴性对照组比较差异均有统计学意义

$

!

$

%&%;

&#见表
1

*

8FU

作用
U9d0;

)

GZD-(%$

胃癌细胞

0-/

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期



10>

后#表现出不同程度的细胞增殖抑制作用#且抑制作用随

药物浓度的增加而增强#呈剂量依赖性#在浓度达到
$%%&%%

#

E"B

"

7

时存活率明显下降#抑制率分别达$

('&(1b'&--

&

W

)

$

/1&$-b%&-(

&

W

%不同浓度的
8FU

对
YZD/1'

和
U9d1/

细

胞生长抑制无明显剂量依赖关系#在
$%%&%%

#

E"B

"

7

时对

U9d1/

产生最大抑制效应#达$

'$&-/b-&'/

&

W

#见图
1

*

F&G

!

8FU

对胃癌细胞
C6(E<9F

表达的影响
!

经
8FU

药

物处理
10>

后#

U9d0;

和
GZD-(%$

细胞
C6(E<9F

的相对

灰度值分别为$

%&';(b%&%0/

&)$

%&0%1b%&%1%

&#较对照组
C6(

E<9F

的相对灰度值分别为$

%&;0%b%&%);

&)$

%&;0;b

%&%'/

&明显降低#差异有统计学意义$

!

$

%&%%$

&%

U9d0;

)

GZD-(%$

细胞的
ZFC2c

及
C6(

电泳结果与预计扩增产物的

大小一致#分别在
0;%

)

1$-A

I

处出现阳性条带#见图
'

*

图
1

!!

8FU

对
0

株胃癌细胞的浓度抑制率曲线

!!

F

!

U9d0;

细胞
C6(E<9F

电泳条带图%

$

!阴性对照组%

1

!

8FU

给药组*

Y

!

GZD-(%$

细胞
C6(E<9F

电泳条带图%

$

!

8FU

给药组%

1

!阴性

对照组*

D

!

C6(E<9F

灰度相对值柱状图*

图
'

!!

8FU

对和胃癌细胞
C6(E<9F

表达的影响

G

!

讨
!!

论

胃癌症状不明显#早期诊断困难#患者临床治疗多属晚期#

预后较差#与日韩等国相比#我国胃癌还具有发病率和病死率

高等特点'

1

(

*目前多数研究'

'.0

(报道
8FU

治疗
=<

阳性消化

道肿瘤的疗效佳#但对
=<

阴性肿瘤不明显#故
8FU

作为胃

癌的临床辅助化学治疗存在一定争议'

;

(

#这与胃癌组织中
=<

的表达不具普遍性有关系*

[#3

等'

)

(的研究中指出
8FU

可通

过抑制蛋白激酶
D

信号通路#加速肿瘤相关蛋白的降解过程#

促进
=<

阳性胰腺癌细胞凋亡*白文坤等'

-

(研究表明#不同浓

度的
8FU

可通过影响人肝癌
c3

I

Z1

细胞
=<

的表达抑制肝

癌细胞增殖#并具有时间
.

浓度依赖*

8FU

是最常用的非甾体

类雌激素拮抗剂#通过竞争性抑制雌激素与
=<

结合发挥生物

学效应'

/.(

(

#有研究还表明可抑制雌激素诱导的乳腺癌细胞中

C6(

的合成'

$%

(

#是
=<

阳性原发性乳腺癌治疗的一线药物'

$$

(

*

目前有关
C6(

在肿瘤治疗的研究已成为热点#但其表达生

物学意义及在肿瘤免疫治疗方面尚不明了*本课题前期研究

结果提示雌激素与胃癌细胞上
=<

结合可直接诱导
C6(

基因

转录#对颗粒酶
Y

$

M

@L,̀

Q

E3Y

#

Z@Y

&诱导的细胞凋亡有明显的

抑制作用#而介导胃癌的内源性免疫逃逸'

$1.$'

(

*

Z@Y

是丝氨酸

蛋白酶家族的重要成员#能迅速引起靶细胞
29F

断裂#导致

细胞凋亡'

$0

(

*最近研究发现#

C6(

在肿瘤细胞发生发展中占有

重要作用#它对
C:C

"

Z@Y

路径和
:L+

"

:L+.7

路径介导的细胞

凋亡均有抑制作用'

$;

(

*

:L+

是细胞膜上肿瘤坏死因子受体#和

:L+.7

结合可介导细胞凋亡#故
:L+

"

:L+.7

表达异常对肿瘤的

生长)免疫逃逸有着很大影响'

$)

(

*在肿瘤形成的过程中#

C6(

合成增加可能导致
:L+

表达下调或缺失#肿瘤细胞从而获得抵

抗
:L+

介导凋亡的免疫性逃逸机会*前期研究亦发现
C6(

在

胃癌中的表达不是全阳性#在癌组织中
C6(

阳性率约为

0$&%W

#在癌细胞株中为
;%&%W

*因此#本课题以前期研究筛

选出的
=<

!

表达阳性胃癌细胞株
U9d0;

)

GZD-(%$

$

C6(

阳

性&和
=<

$

表达弱阳性胃癌细胞株
YZD/1'

$

C6(

阴性&作为研

究对象#探讨
8FU

作用于胃癌细胞与
C6(

表达的关系*若能

根据胃癌患者
C6(

表达的检测结果#制订个体化的
8FU

辅助

化学治疗方案#可能会收到更好的疗效*

本研 究 结 果 显 示 不 同 浓 度 的
8FU

作 用
U9d0;

)

GZD-(%$

胃癌细胞
10>

后#表现出明显的细胞增殖抑制作用#

且呈剂量依赖性%

8FU

可减弱胃癌细胞
U9d0;

)

GZD-(%$

的

C6(

基因表达水平#较阴性对照组#差异有统计学意义$

!

$

%&%;

&#说明
8FU

具有明显的
C6(

抑制效应#在一定程度上改

善了
C6(

介导的免疫耐受*这一结果提示以
C6(

为靶标的免

疫治疗将成为胃癌治疗的新方向#为临床上治疗消化道肿瘤提

供了一定的理论基础#为雌激素受体抑制剂的临床应用提供有

力的证据*
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