
作者简介$章诺贝$

$(/1_

&#副主任医师#硕士#主要从事消化系肿瘤基因治疗研究*

!

#

!

通信作者'

F.7:#Q

!

$'/-%(-(0%0

"

$)'&@"7

*

论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&%/&%%-

G.̀Q@24@

糖基化修饰和
4X>$

对胃癌细胞体外增殖及侵袭力的影响

章诺贝$

!陈
!

新1

#

"南昌大学第二附属医院'

$&

消化科#

1&

核医学科
!

''%%%)

$

!!

"摘要#

!

目的
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探讨
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乙酰氨基葡萄糖"

G.̀Q@24@

$糖基化修饰对胃癌细胞体外增殖及侵袭力的影响!并评价
4X>$

在
G.̀Q@24@

糖基化促进胃癌细胞体外增殖及侵袭过程中的作用%方法
!

通过使
G.̀Q@24@

转移酶"

G̀ 5

$过表达"过表达
G̀ 5

组$或沉默表达"沉默
G̀ 5

组$及使用
G.̀Q@24@

水解酶"

G̀ 4

$特异性抑制剂
5N#:7;>.̀

"抑制剂组$下调
G.̀Q@24@

水解酶活性

"抑制剂组$等构建
G.̀Q@24@

糖基化水平升高或降低的细胞模型#采用
A55

法检测各组胃癌细胞增殖活力#软琼脂集落形成实

验观察各组胃癌细胞集落形成#

5<:,+T;QQ

细胞迁移实验各组胃癌细胞体外迁移和侵袭能力#蛋白免疫印迹法"

];+>;<,OQ">

$检测

各组胃癌细胞
4X>$

活性#

5N#:7;>.̀

处理
4X>$

表达沉默"沉默
4X>$

组$的胃癌细胞以评价
4X>$

在
G.̀Q@24@

糖基化促进胃癌

细胞侵袭中的作用#利用
5N#:7;>.̀

处理
4X>$

过表达"过表达
4X>$

组$的胃癌细胞以进一步验证
4X>$

在
G.̀Q@24@

糖基化调控

胃癌细胞侵袭性过程中的作用%结果
!

G.̀Q@24@

糖基化水平升高可促进胃癌细胞增殖并显著提高细胞集落形成&体外迁移和

侵袭的能力#

4X>$

活性被由
G.̀Q@24@

糖基化水平升高所介导的
?;<0-'

磷酸化上调而激活#

5N#:7;>.̀

诱导的细胞侵袭性被

4X>$+N824

所抑制#

4X>$

高表达可进一步促进由
5N#:7;>.̀

诱导的细胞侵袭性增强%结论
!

G.̀Q@24@

糖基化可部分通过

4X>$

途径增强胃癌细胞的体外增殖及侵袭力%

"关键词#
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胃肿瘤#肿瘤侵润#细胞增殖#
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G.̀Q@24@

&糖基化是细胞核与细胞质蛋白的丝氨酸

和苏氨酸残基以
G.̀Q@24@

修饰的一种高丰度可逆性翻译后

修饰方式#它被认为能够调节细胞内蛋白质的功能及活性'

$

(

*

调控
G.̀Q@24@

转换的酶只有两种!催化靶标蛋白分子添加

Q̀@24@

基团的
G.̀Q@24@

转移酶 $

G.̀Q@24@><:,+I;<:+;

#

G̀ 5

&和去除蛋白质分子中糖基的
G.̀Q@24@

水解酶$

G.̀Q@.

24@:+;

#

G̀ 4

&*

G.̀Q@24@

糖基化广泛参与多种细胞生物学

进程#如转录)细胞生长)细胞增殖)细胞周期进程)细胞凋亡)

信号转导)代谢及细胞运动等'

$

(

*

磷脂酰肌醇
'.

激酶$

BE'L

&家族通过参与多个信号通路从

而调控细胞功能*

BE'L

活化产生的脂质产物
'

#

0.

二磷酸磷脂

酰肌醇'

BE

$

'

#

0

&

B1

(和
'

#

0

#

6.

三磷酸磷脂酰肌醇'

BE

$

'

#

0

#

6

&

B'

(作为第
1

信使结合并激活细胞内的靶蛋白#形成信号级联

复合物#最终调控细胞的增殖)分化)生存和迁移'

1

(

*

4X>

是一

种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#是
BE'L

的下游分子*

4X>

至少有

'

个家族成员!

4X>$

)

4X>1

和
4X>'

#每个成员均在调节细胞功

能中发挥各自的作用*

BE'L

"

4X>

信号通路在肿瘤的发生)发

展中发挥重要的作用'

1

(

*

胃癌是最常见的癌症之一#也是癌症相关性死亡的最常见

原因之一*在过去的几十年中#其发病率)诊断方法和治疗手

段均已发生了重要变化#但胃癌患者的预后仍然很差#尤其是

在发病晚期'

'

(

*因此#有必要进一步探讨与胃癌恶性程度相关

的潜在机制*

为了确定
G.̀Q@24@

糖基化是否参与调控胃癌的进展#笔

者利用使胃癌细胞的
G̀ 5

过表达)

G̀ 4

抑制或
G̀ 5

表达沉

默等策略来改变
G.̀Q@24@

糖基化水平#并对细胞增殖)迁移)

侵袭等与恶性表型相关的细胞生物学功能进行检测*
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材料与方法
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B&B&B

!

细胞
!

人胃癌细胞株
4̀ ?

$

45YYY8H.$-'(

5A

#美国&#人

胃癌细胞株
?̀ Y.-(%$

$凯基生物技术有限公司#江苏南京&#

BN";.

,#Z1

5A

.47

D

N"

包装细胞$

4QQ;Q;

生物技术公司#美国&*

B&B&C

!

试剂
!

$%[

胎牛血清$

]#+;,>

公司#加拿大&#

8BAE.

$)0%

培养基$

#̀O@"

公司#美国&#

3C̀ F2F)

)蛋白酶抑制剂混

合物
3Q:

=

标记的人核"质
G̀ 5

$

,@G̀ 5

&表达载体
D

YAh.

3Q:

=

.G̀ 5

$

?#

=

7:

公司#美国&#脂质体
H#

D

"I;@>:7#,;

5A

1%%%

)

遗传霉素$

E,P#><"

=

;,

公司#美国&#携带豆蔻酰化
K4.

标记

4X>$

$

A4K

&的
D

H2Yf

逆转录病毒载体$

4!!

=

;,;

公司#美

国&#聚凝胺)

E77"O#Q",.B

膜$

A#QQ#

D

"<;

公司#美国&#

BS̀ 24@

$研究化学用品公司#加拿大&#细胞裂解缓冲液$

B%%$'

#碧云

天生物技术公司#江苏&#

G.̀Q@24@

单克隆抗体$

8H1

#亲和生

物试剂公司#美国&#

4X>$

单抗)磷酸化
.4X>$

单抗$细胞信号

技术公司#美国&#

G̀ 5

多克隆抗体
&

)

4̀BJK

多抗$圣克鲁斯

公司#美国&#

8;P;<>4#!

5A第一链
@J24

合成试剂盒$国际
3;<.

7;,>:+

公司#立陶宛&#

5<:,+T;QQ

小室$

)&677

#

Y"<,#,

=

公司#

美国&#基质胶$

$7

=

"

7H

%

9J

生物科学公司#美国&#总
824

提

取试剂盒$

4n4

生物技术公司#波兰&#电化学发光$

FYH

&检测

试剂盒$

47;<+N:7

生物科学公司#英格兰&#蛋白
4

磁珠$通用

电气医疗集团#美国&*

B&B&D

!

仪器
!

5:

V

A:,

-基因表达分析系统$应用生物系统公

司#美国&#

8:#,O"T

酶标仪$

5;@:,

公司#奥地利&*

B&C

!

方法

B&C&B

!

细胞培养和处理
!

人胃癌细胞株
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

在含有
$%[

胎牛血清的
8BAE.$)0%

培养基中进行培养*所有

细胞都在饱和湿度的
'-d 6[YG

1

培养箱中培养#细胞用
6

'

7"Q

"

H

的
5N#:7;>.̀

处理
0/N

或指定时间用于蛋白免疫印

迹法$

];+>;<,OQ">

&或计数并传代用于侵袭性试验*

B&C&C

!

G̀ 5

或
4X>$

过表达细胞株的构建
!

3Q:

=

标记的人

,@G̀ 5

表达载体
D

YAh.3Q:

=

.G̀ 5

#用于构建
G̀ 5

过表达细

胞株$过表达
G̀ 5

组&*使用脂质体
H#

D

"I;@>:7#,;

5A

1%%%

按

照制造商的说明书进行细胞转染*携带豆蔻酰化
K4.

标记

4X>$

$

A4K

&的
D

H2Yf

逆转录病毒载体用于豆蔻酰化
K4.

标

记
4X>$

过表达细胞株$过表达
4X>$

组&的构建*

BN";,#Z1

5A

.

47

D

N"

包装细胞被用作病毒载体*选用
3C̀ F2F)

作为

A4K

细胞的转染试剂*胃癌细胞用含
$%

'

=

"

7H

聚凝胺的

BN";,#Z1

5A

.47

D

N"

包装细胞的过滤培养基$病毒上清液&感染

'

次*选用遗传霉素作为
A4K

细胞的选择剂*

B&C&D

!

G̀ 5

或
4X>$

组
824

干扰细胞株的构建
!

将以人

G̀ 57824

编码序列为靶标的小干扰
824

$

+#824

&用于抑

制
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞中
G̀ 5

的表达$沉默
G̀ 5

组&*

+NG̀ 5

靶 向 序 列 是
6R.̀ 4̀ 5̀ Y 554 545 Y44 555

4̀ .̀'R

*用一段
+N824

寡核苷酸作为对照#靶向序列为!

6R.

4Ỳ 5̀ 4Y4Y 5̀5Ỳ `4̀ 4455.'R

*设计靶向人
4X>$

7824

序列编码区的
+#824

并用于抑制
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞中
4X>$

的表达*靶向序列!干扰
4X>$.$

#

6R.̀ Y5 4Y5

5YY5YY 5Y4 4̀ 4 4Ỳ .'R

%干扰
4X>$.1

#

6R.̀ 4̀ Ỳ `

Ỳ4Y45 Y44 4̀5 44Y.'R

%对照为
6R.4Ỳ 5̀ 4 Y4Y

5̀5Ỳ `4̀ 4455.'R

*将合成的寡核苷酸退火并克隆到

4

=

;

%

"

F@"8

%

双酶切的
D

HLG&$.

D

C<"

慢病毒载体*基于

BHLG&$.

D

C<"

载体的慢病毒通过将
#

/&1

和
h?h.̀

质粒共转

染至
KFL1('5

细胞包装生成*被感染的细胞用
/

'

=

"

7H

的

嘌呤霉素选择
1

周*

B&C&E

!

实时荧光定量
BY8

$

85.BY8

&

!

用总
824

提取试剂

盒按照制造商的说明书提取细胞总
824

*取
$

'

=

细胞总

824

使用
8;P;<>4#!

5A第一链
@J24

合成试剂盒按照试剂盒

说明书逆转录获得第一链
@J24+

*使用
5:

V

A:,

-基因表达

分析系统按照制造商的说明书进行
@J24

实时扩增*采用荧

光
34A

标记的探针及编码
4X>$

和内参
4̀BJK

基因的序列

特异性引物进行扩增*经
4̀BJK

表达水平归一化的
4X>$

表达的倍数差异用公式
1

##

Y>进行计算*

+#824

处理细胞的

7824

相对量以未经处理细胞
7824

量的百分比表示*

B&C&K

!

细胞增殖实验
!

用噻唑蓝$

A55

&染料转化来评估细

胞增殖*按
$b$%

0

"孔将细胞接种至
()

孔板*让细胞生长
10

或
0/N

后#每孔加入
1%

'

HA55

$

67

=

"

7H

的
B9?

溶液&*在

'-d

经过
0N

的孵育后#加入
1%%

'

H

二甲基亚砜裂解细胞*

使用
8:#,O"T

酶标仪测量
6-%,7

吸光度$

I

&值*

B&C&O

!

集落形成能力试验
!

将细胞
6b$%

' 重悬于
$7H

的顶

层琼脂培养基$添加
%&0[

琼脂的细胞培养基&*然后将细胞

悬液覆盖到
)

孔板中
$&67H

底层琼脂培养基 $添加
%&/[

琼

脂的细胞培养基&上#设置
'

个复孔*每
0

天向板中加入新鲜

的培养基用作饲养层*

1

周后#在
0%

倍光镜下选择
)

个视野

进行集落计数*每个样本进行
'

次独立实验*

B&C&P

!

细胞迁移和侵袭试验
!

细胞迁移试验用带
/

'

7

微孔

膜的
5<:,+T;QQ

小室完成*将小室插入
5<:,+T;QQ

仪器*进行

细胞侵袭试验时#将小室用基质胶包被*下室用
)%%

'

H

含或

不含
G̀ 4

抑制剂的细胞条件培养液填充*将细胞
6b$%

0 用

$%%

'

H

含
$[

小牛血清的
8BAE.$)0%

培养基重悬后置于有或

无
G̀ 4

抑制剂的上室*

1%N

后#在
$%%

倍光镜下选取
)

个视

野#对碳酸酯膜底面上出现结晶紫染色的细胞进行计数*侵袭

试验中的孵化时间延长至
10N

*

B&C&Q

!

];+>;<,OQ">

分析
!

用含有蛋白酶抑制剂混合物和
6

'

77"Q

"

HBS̀ 24@

$一种
G̀ 4

抑制剂&的细胞裂解缓冲液裂

解细胞后获取细胞总蛋白#用于
];+>;<,OQ">

分析和免疫沉

淀*蛋白质样品$

6%

'

=

&用十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶

电泳$

?J?.B4̀ F

&在还原态下进行分离#并转移至
E77"O#Q",.

B

膜*检测用抗体有!

G.̀Q@24@

单克隆抗体#

4X>$

单抗#磷酸

化
.4X>$

单抗$

?;<0-'

&#

K4.

标记单抗#

G̀ 5

多克隆抗体和

4̀BJK

多抗%用
FYH

检测试剂盒检测*在免疫沉淀中#细胞

裂解产物与特异性抗体和蛋白
4

磁珠在
0d

轻柔混合
'N

*

免疫沉淀物用裂解缓冲液清洗#用
?J?

样品缓冲液洗脱#之后

用
?J?.B4̀ F

分离*检测磷酸化
4X>$

时#细胞裂解物中的

4X>$

蛋白用
4X>$

抗体免疫沉淀*

B&D

!

统计学处理
!

所有实验重复至少
'

次*采用
?B??$'&%

软件分析数据#计量资料以
JeB

表示#各指标都先做方差分

析#差异有统计学意义后#作两两比较
H?J.+

检验#检验水准

&

g%&%6

#以
!

%

%&%6

为差异有统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

胃癌细胞株的
G.̀Q@24@

糖基化水平被升高或降低
!

为

了探讨
G.̀Q@24@

糖基化是否对胃癌恶性程度具有重要的作

用#以过表达
G̀ 5

或抑制
G̀ 4

$

6

'

77"Q

"

H5N#:7;>.̀

处理#

抑制剂组&来提高胃癌细胞株
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

的
G.̀Q@24@

糖基化水平#并通过沉默
G̀ 5

表达来降低
G.̀Q@24@

糖基化

水平*$

$

&与未经任何处理的
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞$对照

组&相比#过表达
G̀ 5

组与经
5N#:7;>.̀

处理$抑制剂组&#在

10N

后#

G.̀Q@24@

糖基化水平有效升高*$

1

&与对照组相比#

感染
Ỳ 5+#824

的沉默
G̀ 5

组
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞中

G̀ 5

蛋白表达和
G.̀Q@24@

糖基化水平均显著降低#见图
$

*
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!!

4

!

4̀ ?

细胞%

9

!

?̀ Y.-(%$

*

图
$

!!

G̀ 5

过表达和
G̀ 4

受抑制或沉默

G̀ 5

表达
G.̀Q@24@

修饰水平降低

C&C

!

G.̀Q@24@

糖基化促进胃癌细胞的增殖活力
!

各组细胞

相应处理
10N

和
0/N

后#用
A55

法检测细胞增殖率*结果

表明#与对照组细胞相比#处理
10N

的胃癌细胞株
4̀ ?

和

?̀ Y.-(%$

的增殖率受
G.̀Q@24@

糖基化的影响并不明显*然

而#

0/N

后与对照组细胞相比#过表达
G̀ 5

组)抑制剂组
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞株增殖率分别增加约
06[

)

11[

和
00[

)

1-[

*相反#沉默
G̀ 5

组两种细胞的增殖率分别降低约
'0[

和
16[

#见图
1

*

C&D

!

G.̀Q@24@

糖基化增强胃癌细胞集落形成能力
!

软琼脂

集落试验表明#与对照组细胞相比#两种细胞中抑制剂组细胞

集落形成能力增加%同时#与对照组细胞相比#沉默
G̀ 5

组细

胞集落形成能力降低#见图
'

*

!!

4

!

4̀ ?

细胞%

9

!

?̀ Y.-(%$

细胞%

:

!

!

%

%&%6

%

O

!

!

%

%&%$

#与对照

组比较*

图
1

!!

G.̀Q@24@

修饰可促进胃癌细胞增殖

C&E

!

G.̀Q@24@

糖基化促进胃癌细胞迁移
!

迁移试验显示#

与对照组细胞相比#过表达
G̀ 5

组和抑制剂组细胞迁移能力

增加#而沉默
G̀ 5

组细胞的迁移能力明显抑制#见图
0

*

C&K

!

G.̀Q@24@

糖基化增强胃癌细胞侵袭性
!

G.̀Q@24@

糖

基化在胃癌细胞转移中的作用也通过
10N

体外侵袭试验进行

检测*结果表明#与对照组细胞相比#过表达
G̀ 5

和抑制剂

组的侵袭性增强#相反#沉默
G̀ 5

组细胞侵袭性明显受抑制#

见图
6

*

!!

:

!

!

%

%&%$

#与对照组比较*

图
'

!!

G.̀Q@24@

糖基化可增强胃癌细胞集落形成能力

!!

:

!

!

%

%&%$

#与对照组比较*

图
0

!!

G.̀Q@24@

糖基化可促进胃癌细胞体外迁移

!!

:

!

!

%

%&%$

#与对照组比较*

图
6

!!

G.̀Q@24@

糖基化可促进胃癌细胞体外侵袭性

(1%$
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C&O

!

上调
G.̀Q@24@

糖基化会提高
4X>$?;<0-'

位点磷酸化

水平
!

与对照组细胞相比#抑制剂组细胞
4X>$?;<0-'

位点磷

酸化水平增加$

4̀ ?

!

+g1&-)0

#

!g%&%'$

%

?̀ Y.-(%$

!

+g

1&6/)

#

!g%&%1-

&#沉默
G̀ 5

组细胞的
?;<0-'

位点磷酸化水

平降低$

4̀ ?

!

+g1&)(0

#

!g%&%1(

%

?̀ Y.-(%$

!

+g1&-))

#

!g

%&%1-

&#见图
)

*

!!

4

!

4̀ ?

细胞%

9

!

?̀ Y.-(%$

细胞*

图
)

!!

G.̀Q@24@

糖基化对胃癌细胞侵袭性

的调控与
BE'L

(

4X>$

信号通路有关

C&P

!

胃癌细胞中
4X>$

蛋白的沉默
!

为了评价
4X>$

在
G.̀Q.

@24@

糖基化调控胃癌细胞侵袭性中的作用#本研究用两个

+#824

$干扰
4X>$.$

和干扰
4Q>$.1

&下调
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细

胞株中
4X>$

的表达水平*对照细胞则转染非沉默乱序
824

$

Y><Q

组&*用实时
85.BY8

和
];+>;<,OQ">

分析评估
824#

的沉默效果*两个
+#824

均可明显降低
4X>$7824

水平和

蛋白表达水平$图
-

&*然而#与
+#4X>$.$

比较#

+#4X>$.1

在降

低
4X>$

水平上更为有效#因此其被选择用于后续实验$沉默

4X>$

组&*

!!

4

!

4X>$7824

分析图%

9

!

4X>$];+>;<,OQ">

图*

图
-

!!

+#824

沉默胃癌细胞
4X>$

基因的表达

C&Q

!

4X>$

沉默可阻断
G.̀Q@24@

糖基化对胃癌细胞侵袭性

的促进作用
!

4X>$

表达沉默的
4̀ ?

细胞株用
6

'

7"Q

"

H5N#.

:7;>.̀

处理以评估
4X>$

对
G.̀Q@24@

糖基化增强胃癌细胞

侵袭性的影响*结果表明#

4X>$

表达沉默可显著减弱由
5N#:.

7;>.̀

处理所诱导的细胞侵袭性#但其侵袭性仍然高于仅转染

4X>$+N824

的细胞*换言之#

5N#:7;>.̀

能恢复
4X>$

表达

沉默胃癌细胞的侵袭性#但仍相对低于仅被
5N#:7;>.̀

处理的

细胞而又相对高于对照组细胞$图
/Y

)

J

&*

];+>;<,OQ">

分析

$图
/9

&结果显示了
4X>$

蛋白水平及其
?;<0-'

位点磷酸化水

平*在
?̀ Y.-(%$

细胞株也得到了类似结果$图
/9

&*

C&R

!

4X>

信号通路激活可增强
G.̀Q@24@

糖基化对胃癌细胞

侵袭性作用
!

为进一步验证
4X>$

在
G.̀Q@24@

糖基化调控胃

癌细胞侵袭性过程中的作用#笔者向
4̀ ?

和
?̀ Y.-(%$

细胞

株转染携带
K4.

标记豆蔻酰化
4X>$

$

A4K

组&的表达载体*

发现相对于对照组细胞#

A4K

组细胞株显示出高水平的

4X>$

表达$图
(4

&*将
A4K

细胞用
6

'

7"Q

"

H5N#:7;>.̀

处

理后检测其侵袭性#结果表明#

4X>$

过表达可进一步增强由

5N#:7;>.̀

所诱导的细胞侵袭性$图
(9

&#此结果进一步支持

了上述关于
4X>$

与
G.̀Q@24@

糖基化一齐促进胃癌细胞侵袭

性相关的结论*

!!

4

!

4̀ ?

细胞侵袭性试验分析图%

9

!

4̀ ?

细胞
];+>;<,OQ">

%

Y

!

];+>;<,OQ">

分析图%

:

!

!

%

%&%6

#

O

!

!

%

%&%$

*

图
/

!!

沉默
4X>$

基因表达可阻遏
G.̀Q@24@

糖基化对胃癌细胞侵袭性的促进作用

!!

4

!

];+>;<,OQ">

%

9

!

];+>;<,OQ">

分析图*

:

!

!

%

%&%6

#

O

!

!

%

%&%$

*

图
(

!!

促进
4X>$

基因表达可增强
G.̀Q@24@

糖基化对胃癌细胞侵袭性的促进作用

D

!

讨
!!

论

!!

胃癌在最常见恶性肿瘤类型中排第
0

位#而且是最常见的

癌症死亡原因之一*尽管早期胃癌的临床治疗已经取得了重

大成效#但晚期胃癌患者的长期存活率仍然相当有限*晚期或

转移性胃癌的
6

年生存率是仅为
6[

!

1%[

#中位生存期少于

$

年'

0

(

*因此#调控胃癌发生)发展的确切分子机制有待进一

步探索*

研究发现#

G.̀Q@24@

糖基化在多种人类癌症的发生)发

展中发挥关键作用*许多原癌基因和抑癌基因如
@.3"+

)

@.

cC,

)

@.A

U

@

)

D

89

和
D

6'

均被
G.̀Q@24@

修饰'

6

(

*

C̀

等'

)

(发

现#

G.̀Q@24@

和
G̀ 5

蛋白表达水平在高转移性乳腺癌细胞

系中显著升高%此外#

A#

等'

-

(也指出#乳腺肿瘤组织中
G.̀Q@.

24@

表达水平明显高于与之配对的相邻组织*以上研究结果

提示#高
G.̀Q@24@

糖基化水平可能参与乳腺肿瘤的发生发

展*另外#还有报道指出#

G.̀Q@24@

与胰腺癌)前列腺癌)卵

巢癌恶性程度的调控相关'

/.$%

(

*综上所述#

G.̀Q@24@

糖基化

对肿瘤的发生发展起到了关键的调控作用*

然而#

G.̀Q@24@

糖基化同胃癌的关系目前尚不清楚*在

本研究中#笔者分析了
G.̀Q@24@

糖基化在胃癌发生)发展中

%'%$
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的作用*本研究结果表明#

G.̀Q@24@

糖基化通过促进体外细

胞增殖)锚定非依赖性生长)迁移和侵袭进而增强胃癌恶性程

度*不过#胃癌细胞的增殖在
G.̀Q@24@

糖基化水平升高或降

低处理
10N

并未受到显著影响$图
1

&#而细胞的迁移能力和侵

袭性在
G.̀Q@24@

糖基化升高或降低处理
10N

却均被促进或

抑制#这提示细胞迁移能力和侵袭性受
G.̀Q@24@

糖基化的调

控可能并不依赖于其对细胞活力的影响*而在处理
0/N

后#

G.̀Q@24@

糖基化则表现出对细胞增殖的调控作用*这些结

果提示#

G.̀Q@24@

糖基化水平升高可能会启动和促进胃癌的

形成和转移*并且#一系列有关
G.̀Q@24@

糖基化在肿瘤发展

中作用的研究均支持了本研究结果'

6.$$

(

*

作为一种应激传感器#

G.̀Q@24@

糖基化水平在受不同应

激作用的多种哺乳动物细胞株中出现迅速且动态性升高#细胞

借此重建其代谢和信号途径以促进生存'

$1

(

*肿瘤细胞的异常

代谢或生长由多种形式的刺激和应激作用引起#它们包括活性

氧)细胞外基质成分)基底膜)营养缺乏)缺氧和免疫系统攻击*

G.̀Q@24@

糖基化可通过增强
3GfG0

转录活性从而保护细胞

免受氧化应激损伤'

$'

(

*此外#通过降低
G̀ 5

表达水平或阻断

己糖胺生物合成途径$

N;Z"+:7#,;O#"+

U

,>N;>#@

D

:>NT:

U

#

K9B

&

来降低
G.̀Q@24@

糖基化能够使细胞对凋亡刺激更加敏

感'

$1

(

*因此#

G.̀Q@24@

糖基化水平升高也可能有利于胃癌细

胞抵抗凋亡刺激#从而加速肿瘤的形成和发展*

BE'L

"

4X>

信号通路可通过多种途径传递侵袭和转移信

号并且还参与多种因素介导的肿瘤血管生成过程*

BE'L

通过

与
F.

钙黏蛋白)

+

.

连环蛋白及血管内皮生长因子受体
1

$

hF̀ .

38.1

&相互作用从而参与血管内皮生长因子$

hF̀ 3

&介导的内

皮细胞信号#进而激活
BE'L

"

4X>

通路%此外#

hF̀ 38.1

和

&

h

+

'

复合体也可通过
BE'L

依赖信号通路介导内皮细胞的黏

附和迁移'

$0

(

%

BE'L

"

4X>

还能够通过促进由肿瘤坏死因子诱导

的内皮细胞迁移从而调节肿瘤血管生成'

$6

(

*有报道指出#

G.

Q̀@24@

糖基化的上调会通过增加
4X>$

活性从而促进甲状腺

未分化癌细胞的增殖'

$)

(

*本研究发现
G.̀Q@24@

糖基化能提

高胃癌细胞的侵袭性*

4X>$

表达沉默可减弱由
5N#:7;>.̀

所

诱导的细胞侵袭性#但其侵袭性仍然仅高于
4X>$

表达沉默的

细胞$图
/4

)

Y

&*此外#

4X>$

过表达还能够增强由
5N#:7;>.̀

所诱导的细胞侵袭性*以上结果提示#

G.̀Q@24@

糖基化可部

分经
4X>$

调节胃癌细胞侵袭性#不过#还可能有其他信号通

路或蛋白质参与该调控过程*细胞表面
F.

钙黏蛋白的减少和

细胞黏附的减弱可能是
G.̀Q@24@

糖基化诱导乳腺癌转移的

潜在分子机制'

-

(

*肌动蛋白结合蛋白
.

人肌动蛋白素$

@"I#Q#,

&

在
G̀ 5

的作用下发生
G.̀Q@24@

糖基化#并在由
G̀ 5

调控的

细胞迁移过程中发挥关键的介导作用'

$-

(

*在乳腺癌细胞三维

细胞侵袭过程中#

@"I#Q#,

的
?;<.$%/

位点的
G.̀Q@24@

糖基化

是其正确定位于乳腺癌细胞前缘侵袭性伪足的必要条件'

$-

(

*

近年来#越来越多的证据表明#

G.̀Q@24@

糖基化的靶标蛋白

和
G.̀Q@24@

调节的信号通路与肿瘤发生)发展有关'

/.$$

(

*因

此#有必要进一步深入研究以更好地理解由
G.̀Q@24@

糖基化

诱导的胃癌侵袭的潜在机制*此外#

4X>

至少包括
'

个家族成

员!

4X>$

)

4X>1

和
4X>'

#每个成员在调节细胞功能中均发挥各

自作用*除
4X>$

外#其他
4X>

家族成员的活性变化对
G.̀Q@.

24@

糖基化调控细胞恶性的影响仍有待阐明*

总之#本研究提供的以上证据表明#

G.̀Q@24@

糖基化能

够影响胃癌的恶性程度*显然#理解异常
G.̀Q@24@

糖基化与

肿瘤生物学行为之间的明确关系必将有利于癌症的诊断和

治疗*
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另一因素就是保存温度#甲状旁腺在离体后理论上就形成

了+热缺血,损伤#借鉴其他器官移植研究#为了减少+热缺血,

损伤#通常将待移植器官保存在
%

!

0d

灌注液中#因此本研究

将离体甲状旁腺保存在
0d

生理盐水中#

'%7#,

后#甲状旁腺

细胞形态未见明显改变#电镜下也只有少量线粒体肿胀)嵴断

裂%而在室温保存
'%7#,

后#甲状旁腺细胞开始肿胀)空泡变

性增多#电镜下细胞核变形)不规则#线粒体极度肿胀)减少*

再者为体外临时保存的时间#有研究在甲状旁腺延时自体移植

中证明保存时间是移植成功率的关键因素#同样本实验也观察

到甲状旁腺组织在体外保存
'%7#,

后开始出现空泡变性#细

胞核变形#细胞内线粒体肿胀)嵴断裂等细胞失活表现的改变*

甲状旁腺作为内分泌腺体#其作用就是分泌
B5K

#从而调

节机体钙)磷代谢#进行自体移植后体内循环的血
B5K

)血钙

能间接地反映移植后功能恢复情况#而切除后的病理检查更是

直接)客观地反映出细胞存活与否*从
J

)

F

)

3'

组实验结果!

甲状旁腺自体移植均存活#实验动物血钙)血
B5K

均在逐渐

的上升恢复#术后第
-

天时#

J

组恢复最快#

F

组次之#

3

组最

慢%病理结果!

J

)

F

组甲状旁腺细胞均大量存活#而
3

组甲状

旁腺细胞部分健存于肌肉组织中*可以看出!不同的体外保存

方式对甲状旁腺自体移植后的存活情况是有影响的*

甲状腺手术中甲状旁腺的自体移植是避免术后永久性甲

状旁腺功能减退的重要方法#术中甲状旁腺体外临时保存是移

植过程中的重要环节#从实验可以看出体外保存时间)温度都

是影响其活性的重要因素#那么在临床工作中应该尽量减少其

在体外保存时间*因此#笔者建议对术中可疑甲状旁腺组织务

必及时送检#同时联系病理科做到优先处理#在等待结果的过

程中应保存在
0d

生理盐水中#并尽量在
'%7#,

内进行移植#

最大程度地维持其细胞活性#对于术中明确是甲状旁腺组织的

可以不再经病理确认#立即移植以提高自体移植的成活率*
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