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目的
!

为了明确喉癌组织中是否有
C2

型丙酮酸激酶"

>VC2

%

QJNI

和蛋白表达!进一步探讨喉癌组织中
>VC2

表达的临床意义*方法
!

应用实时定量荧光
>GJ

"

J9EF/;'Q9>GJ

%和
49,;9:-?F&;

检测
>VC2

在
"*

例喉癌组织和
33

例癌旁正

常组织中的表达*分析
>VC2

蛋白是否和性别-年龄-细胞分化-肿瘤位置及
M

分期相关!以及喉癌组织中
>VC2

表达和临床病

理参数的关系*结果
!

喉癌中
>VC2

的
QJNI

表达水平是喉癌旁正常黏膜的
1)*2

倍!差异具有统计学意义"

!

%

()(3

%*喉癌

组织中
>VC2QJNI

表达水平是喉癌旁正常黏膜的
!).1

倍!差异有统计学意义"

!

%

()(3

%*不同的性别-年龄及肿瘤位置之间

的
>VC2QJNI

表达水平差异无统计学意义"

!

(

()(3

%*

M

分期
!

期和
$

期及细胞分化为中低分化的病例
>VC2

蛋白水平分

别显著高于
M

分期为
#

期及细胞分化为高分化的病例"

!

%

()(3

%*结论
!

>VC2

在喉癌的发生-发展中起到一定的促进作用!可

能是治疗喉癌的新靶点*
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喉肿瘤#丙酮酸激酶#

C2

型丙酮酸激酶#无氧糖酵解
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喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤#占全身肿瘤的第
!!

位#约

占新发恶性肿瘤的
!U

'世界的大多数地区喉癌的发病率继

续呈上升趋势*

!

+

'喉鳞状细胞癌占所有喉恶性肿瘤的
03U

%

"(U

*

2

+

'尽管外科治疗和放&化疗广泛地应用于喉癌的治疗#

但是喉癌患者的
3

年生存率并没有提高*

*

+

'因此#喉癌的分子

生物学机制的研究十分重要#对于确定喉癌治疗的新靶点有重

要意义'许多肿瘤细胞葡萄糖摄取能力很高但是氧化&磷酸化

能力很低'肿瘤的这种在氧气的存在下持续大量产生乳酸的

过程叫做$有氧糖酵解%'经大量研究发现丙酮酸激酶!

R<

:@/

8E;9Z'-E,9

#

>V

"在无氧糖酵解的生理过程中起到了关键作用'

>V

共有
3

种亚型#其中
C2

型丙酮酸激酶!

>VC2

"亚型在肿

瘤细胞中比例明显升高#提示其有可能在肿瘤细胞的有氧糖酵

解中起到关键作用'迄今尚少见关喉鳞状细胞癌与
>VC2

相

关性方面的报道#本研究将通过实时定量荧光
>GJ

!

J9EF/;'Q9

>GJ

"&

49,;9:-?F&;

来检测人喉鳞状细胞癌中
>VC2

表达水

平并探讨其临床意义'

!

!

资料与方法

!)!

!

一般资料
!

经患者知情同意#选择
2(!!

年
!

月至
2(!*

年
!2

月于本院耳鼻喉科
"*

例行手术的喉鳞状细胞癌患者#具

有其完整临床资料'其中男
0.

例#女
#

例,按照病理分级#高

分化
1*

例#中分化
2!

例#低分化
2"

例,按照国际抗癌协会

2((2

年的喉癌分期标准分期#

"%#

期
*"

例#

!%$

期
31

例'所有标本离体后迅速放入液氮中#

$0(l

深冻冰箱保存'

所有上述患者术前均未接受放&化疗#标本为手术切除
!B

内

获得的癌组织
"*

例!经病理证实为喉鳞状细胞癌组织"及癌旁

正常组织
33

例!距肿瘤组织至少
2)(DQ

#病理证实未发现癌

细胞"'

!)"

!

方法

!)")!

!

主要试剂
!

M:'[&F

试剂&

J9EF/;'Q9>GJ

试剂盒&商品

化的甘油醛
/*/

磷酸脱氢酶!

PI>L5

"引物及
>VC2

引物合成

购自大连宝生物公司,

>VC2

兔抗人多克隆抗体!工作浓度
!o

!(((

"#购自美国
G9FFH'

A

-EF'-

A

公司'

!)")"

!

J9EF/;'Q9>GJ

方法检测
>VC2QJNI

!)")")!

!

总
JNI

提取
!

取
$0(l

深冻冰箱保存喉癌组织标

本
!((Q

A

#加入
!Q_M:'[&F

和喉癌组织混合剪碎#使用匀浆

机使样品充分裂解'再于匀浆后的标本混合液中加入
2((@_

(0(2

重庆医学
2(!#

年
3

月第
13

卷第
!3

期



氯仿#充分振荡&摇匀后于室温静置
3Q'-

#直至其完全分层'

1l

低温离心机
!2(((:

)

Q'-

离心
!3Q'-

'提取上述离心后

液体的上层无色液体#之后与
3((

*

_

异丙醇充分摇晃直至混

匀#室温静置
!(Q'-

#

1 l

低温离心机
!2(((:

)

Q'-

离心
!3

Q'-

'移液器吸除上层无色液体#无水乙醇反复洗涤
*

次#

1l

低温离心机
!2(((:

)

Q'-

离心
!3Q'-

#移液器吸除上层无色液

体#室温晾干后每个样品中加入
2(

*

_

焦碳酸二乙酯!

LS>G

"

水#使
JNI

样品充分溶解后#取
!

*

_

样品再加
."

*

_LS>G

水进行
JNI

测定'用分光光度计检测
?

2#(

)

?

20(

吸光度比值#

比值大于
!)0

为合格'

!)")")"

!

J9EF/;'Q9>GJ

检测
!

应用逆转录试剂盒逆转录成

DLNI

!大连宝生物公司"#按照试剂加样'反应条件(

*.l!3

Q'-

#

03l3,

#

!

个循环'逆转录反应后取
!

*

_

反应生成产物

再加入
"

*

_

灭菌蒸馏水#稀释为原生成物的
!(

倍作为
J9EF/

;'Q9>GJ

反应的工作液'反转录反应体系按如下药品和剂量

加样'

3T>:'Q9,D:'

R

;

MC

?@==9:2)(

*

_

#

JNE,9O:99%5

2

63)3

*

_

#

JE-%&Q#Q9:,()3

*

_

#

>:'Q9,D:'

R

;

MC

JM S-[

<

Q9 C'Y

()3

*

_

#

6F'

A

&%M>:'Q9:()3

*

_

#样品
JNI!)(

*

_

,合计每个

样品
!()(

*

_

'对
"*

例喉癌及
33

例癌旁正常组织采用
J9EF/

;'Q9>GJ

方法检测
PI>L5

及
>VC2

的表达情况'

>VC2

引

物设计及合成如下#上游(

3n/GPIPGGMGIIPMGIGMGG

IGIP/*n

,下游(

3n/PIMMGGPPPMGIGIPGIIMP/*n

'

反应条件(

"3l!(,

#

!

个循环,

"3l3,

#

#!l2(,

#

13

个循

环,

"3l(,

#

#3l!3,

#

"3l(,

'

J9EF/;'Q9>GJ

反应体系

按如下药品和剂量加样(

Hĉ J

R

:9Q'YSYME

X

MC

3)(

*

_

#灭菌

蒸馏水
*)(

*

_

#上游引物
()3

*

_

#下游引物
()3

*

_

#

DLNI

!)(

*

_

,合计每个样品
!()(

*

_

'

!)")")#

!

49,;9:-?F&;

检测
!

取
$0(l

深冻冰箱保存喉癌组

织标本
!((Q

A

#组织剪充分剪碎#加入
()#Q_

蛋白裂解液#充

分混匀'使用匀浆机充分匀浆!注意冰下操作#慎防工作温度

过高使蛋白溶解"#使充分裂解'

1l

低温离心机
!2(((:

)

Q'-

离心
!3Q'-

#离心后#取出沉淀#吸取上层无色透明液体'提取

的喉癌组织蛋白样品应用
_E::

<

法蛋白定量#并稀释成

*Q

A

)

Q_

'取稀释后蛋白样品
()!Q_

#加入
3T

上样缓冲液#

!((l

沸水煮
3Q'-

后#室温静置#

$2(l

冰箱保存'取
2(

*

_

蛋白样品上样到
!(U

的十二烷基硫酸钠
/

聚丙烯酰胺凝胶电

泳!

HLH/>IPS

"电泳#

1(QI

恒压电泳#待溴酚蓝进入凝胶底

部后#进行蛋白转印#

!((e

#

!)3B

条件下把蛋白质再印迹到

硝酸纤维素膜上'充分洗膜后#用
3U

脱脂奶粉室温封闭硝酸

纤维素膜
!B

'再次
M̂ HM

充分洗膜后#用抗
>VC2

和抗
+

/ED/

;'-

一抗
1l

孵育过夜'再次
M̂ HM

充分洗膜后#碱性磷酸酶

标记的相应二抗室温孵育
2B

'再次洗膜#应用
SG_

显色剂进

行显色#置于凝胶成像仪成像#灰度值计算蛋白表达相对值'

!)#

!

统计学处理
!

采用
H>HH!.)(

软件进行统计学分析'所

有试验均重复
*

次'计量资料用
FmB

表示#组间比较采用
6

检验#检验水准
&

p()(3

#以
!

%

()(3

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

")!

!

>VC2

在喉鳞状细胞癌中转录水平上调
!

喉癌中
>VC2

QJNI

表达的相对值是
1)*2m!)".

,喉癌旁正常黏膜中

>VC2QJNI

表达的相对值是
!)((m()3.

'喉癌中
>VC2

QJNI

表达水平是喉癌旁正常黏膜的
1)*2

倍#差异具有统计

学意义!

!

%

()(3

"#见图
!

'

图
!

!!

J9EF/;'Q9>GJ

检测
>VC2QJNI

表达水平

")"

!

>VC2

蛋白在喉鳞状细胞癌中表达上调
!

喉癌中
>VC2

蛋白表达的相对值是
.!)2#m11)!2

,喉癌旁正常黏膜中

>VC2

蛋白表达的相对值是
1!)(*m*()#"

'喉癌组织中

>VC2

的蛋白表达水平是喉癌旁正常黏膜的
!).1

倍#差异有

统计学意义!

!

%

()(3

"#见图
2

'

!!

C

(正常喉黏膜组织,

GE

(喉癌组织'

图
2

!!

49,;9:-?F&;

检测
>VC2

蛋白表达水平

")#

!

>VC2QJNI

表达和临床病理学参数的关系
!

不同的

性别&年龄及肿瘤位置之间的
>VC2QJNI

表达水平差异无

统计学意义!

!

(

()(3

"'

M

分期
!

期和
$

期的病例
>VC2

QJNI

水平显著高于
M

分期为
#

期的病例!

!

%

()(3

"'细胞

分化为中低分化的病例
>VC2

蛋白水平显著高于细胞分化为

高分化的病例!

!

%

()(3

"#见表
!

'

表
!

!!

>VC2QJNI

和临床病理参数的关系

项目
& >VC2QJNI

!

FmB

"

6 !

性别
!)#32 ()!0*

!

男
0. 1)*"m2)!.

!

女
# *)*(m!)(2

年龄!岁"

2)1"1 ()(02

!&

#( 3. 1)0"m!)#*

!%

#( *# *)12m2)2"

肿瘤位置
!)!". ()*!.

!

声门
1! 1)(!m2)!1

!

声门上
32 1)3#m!)0.

M

分期
1)""! ()(2#

!#

*" 2)"!m!)(3

!!

&

$

31 3)*1m*)!!

细胞分化程度
")!*. ()(!2

!

高分化
1* 2)1#m!)!.

!

中低分化
3( 3)"2m2)#2

#

!

讨
!!

论

目前很多的研究提出了肿瘤细胞可能存在一种新的代谢

方式#其命名为有氧糖酵解'有氧糖酵解即在氧气充足的情况

下肿瘤细胞不依靠线粒体进行氧化磷酸化供能#而是通过葡萄

!0(2

重庆医学
2(!#

年
3

月第
13

卷第
!3

期



糖酵解产生能量#这种现象最早被
4E:?@:

A

发现并且提出'

此后大量研究提示该种供能方式是肿瘤细胞的主要代谢方式

之一#该现象被称作$瓦博格效应%!

4E:?@:

A

S==9D;

"

*

1/3

+

'大量

研究证实了瓦博格效应在肿瘤细胞的代谢中提供了大量的增

殖使用的能量#为肿瘤细胞的无限制增殖提供了可能*

#

+

'

>V

有
3

种不同的同工酶#分别为
_

型&

J

型&

C!

型&

C2

型和肿瘤
C2

型#这
3

种同工酶的表达具有组织特异性*

.

+

'

肾&小肠&近曲小管和肝脏主要表达
_

型
>V

'而
J

型主要见

于红细胞主'

>VC!

主要存在于心脏&脑组织和骨骼肌组织'

>VC2

主要常见于肺&肾脏&胚胎和未分化或增生的组织&成人

干细胞及肿瘤组织'以上
3

种亚型多数以四聚体形式存在#但

是肿瘤细胞中的
>VC2

多数是二聚体#其功能表现为肿瘤细

胞的特异性高代谢'在肿瘤形成过程中#

>V

同工酶之间的转

化一直在发生中#例如#脑组织中的
>VC!

的消失#肝组织中
_

型
>V

的消失#同时被
>VC2

取代*

0/!"

+

'由于核酸的高速代谢

与合成#肿瘤细胞被分类为核糖基因型和核酸基因型*

"

#

2(/2!

+

'

>VC2

与有氧糖酵解的关系的研究一直都是肿瘤研究的热点#

GB:',;&=Z

等*

2!

+和
N'Y

等*

22

+研究发现
>VC2

亚型可能是有氧

糖酵解的关键酶#在肿瘤的新陈代谢和生长发育中发挥重要作

用'

>VC2

蛋白表达上调和丙酮酸
QJNI

是正相关的#这些

表达是由
:E,

基因及其下游转录因子缺氧诱导因子
/!

!

5KO/

!

"&刺激蛋白!

H>

"

!

和
H>*

调控的*

2*/23

+

'

>VC2

由四聚体分离

成二聚体存在的过程与多种肿瘤原癌基因相互作用'人类乳

头状瘤病毒
S.

原癌基因和
>VC2

密切相关'更有进一步研

究提示使肿瘤细胞中的
>VC2

基因表达沉默#瓦博格效应逆

转'这提示
>VC2

蛋白表达是有氧糖酵解所必需的#这种有

氧糖酵解的代谢方式使肿瘤具有生长优势*

2#

+

'更有研究表明

>VC2

的二聚体和四聚体之间的相互转换的动态平衡#是正常

细胞增殖的代谢调节方式*

2./*!

+

'

>VC2

蛋白的过表达和口腔癌的不良愈合和临床病理参

数成正相关*

*2

+

'

HB'Z&-'-

通过抑制
>VC2

抑制细胞增殖来抑

制皮肤癌的发生&发展*

**

+

'

>VC2

在
5M2"

结肠癌细胞的发

生&发展中起到了关键的促进作用#促进了结肠癌细胞的增生

转移*

*1

+

'

>VC2

的过表达和宫颈癌的不良愈合和放疗抵抗明

显相关'

本研究证明了喉鳞状细胞癌中存在
>VC2QJNI

和蛋白

的表达'和正常癌旁组织相比#

>VC2QJNI

和蛋白在喉鳞

状细胞癌组织中表达显著上调'这提示
>VC2QJNI

和蛋白

可能在人喉鳞状细胞癌的发生&发展中起到了一定的促进作

用'同时本研究证明了不同的性别&年龄及肿瘤位置之间的

>VC2QJNI

表达水平差异无统计学意义'而
M

分期
!

期和

$

期的病例
>VC2QJNI

水平显著高于
M

分期为
#

期的病

例,细胞分化为中低分化的病例
>VC2

蛋白水平显著高于细

胞分化为高分化的病例'这提示
>VC2QJNI

和肿瘤的进展

和分化程度密切相关'本研究结果表明
>VC2

促进喉鳞状细

胞癌的侵袭性和生长#它的高表达可能是喉鳞状细胞癌发生和

发展的关键因子'本研究没有包括临床分期
"

期的喉鳞状细

胞癌#因为
"

期的喉鳞状细胞癌都通过激光手术治疗不能留存

标本'对于
>VC2

在喉癌的代谢及肿瘤进展中的作用机制还

需要进一步的研究'

综上#

>VC2

可能在喉癌的发生&发展中起到一定的促进

作用#针对
>VC2

的治疗可能成为喉癌治疗新的方向'
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