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"摘要#

!

目的
!

探讨阻断胃泌素受体对胃癌细胞增殖%凋亡及其相关通路中关键蛋白表达的影响&方法
!

试验组使用终浓

度为
233"4

#

5

的丙谷胺"胃泌素受体阻断剂$处理胃癌细胞
678.-(%$

和
976)!

!以不加丙谷胺培养的胃癌细胞
678.-(%$

和

976

为对照组&四甲基偶氮唑蓝比色"

:;;

$法检测各组细胞的生长并绘制细胞生长曲线'流式细胞术检测各组细胞的细胞周

期!

9,,<=#,>.?@;8

#

A@

双染法检测各组细胞的凋亡'实时荧光定量
A8B

"

B;.

C

A8B

$方法检测典型
D,E

#

!

.FGE<,#,

通路%核因子

"

H

%磷脂酰肌醇
'

激酶
.

丝氨酸
.

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白中关键蛋白
!

.

连环蛋白"

!

.FGE<,#,

$%核转录因子
B<49

%哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白%糖原合酶激酶
'

!

3BI9+

的表达'免疫蛋白印迹检测
!

.FGE<,#,

蛋白质的表达&结果
!

用丙谷胺处理后!试验组细胞的

生长速度低于对照组细胞!细胞周期中
6

期细胞百分数也低于对照组细胞!而
7

%

#

7

$

期细胞百分数高于对照组细胞"

!

$

%&%2

$'

试验组的细胞凋亡数高于对照组"

!

$

%&%2

$'

B;.

C

A8B

结果显示(丙谷胺处理后!胃癌细胞中
!

.FGE<,#,

的
3BI9

表达量降低

"
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$

%&%2
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D<+E<J,K4"E

结果显示丙谷胺处理后!

!

.FGE<,#,

蛋白质的表达量降低"

!

$

%&%2

$&结论
!

阻断胃泌素受体能下调胃

癌细胞中
!

.FGE<,#,

的表达!抑制细胞增殖!同时促进细胞凋亡&

"关键词#
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胃泌素是一种由胃窦部的
7

细胞合成分泌的肽类激素#

胃泌素受体主要是胆囊收缩素
.H

$

FN"4<F

R

+E"P#,#,.HJ<F<

Q

E"J

#

88U.H

%受体#通常表达在胃肠道细胞的细胞膜上&

$

'

)已有证

据表明#幽门螺旋杆菌$

WA

%感染会引起高胃泌素血症&

1.'

'

#本

课题组前期研究也表明
WA

感染会上调胃泌素基因
3BI9

的

表达水平&

0

'

#而
WA

感染作为胃癌高发的生物因素#已经得到

公认#因此胃泌素可能与胃癌的发生*发展密切相关)本课题

组前期的体外研究也发现#胃泌素及其受体在胃癌细胞株

976

*

678.-(%$

均有表达#用商品化胃泌素处理细胞后#两种

细胞的增殖*迁移*侵袭能力增强&

2.)

'

)丙谷胺具有跟胃泌素相

似的结构#能够与胃泌素竞争结合胃泌素受体#是胃泌素受体

的阻断剂&

-

'

)为了探究阻断胃泌素受体对胃癌细胞的作用及

其可能的信号通路#本研究用丙谷胺处理胃癌细胞株
678.

-(%$

和
976

#检测细胞的增殖*凋亡及相关信号通路中几个关

键基因的表达#包括
D,E

*核因子
PG

QQ

GH

$

I?.

"

H

%*磷脂酰肌

醇
'

激酶
.

丝氨酸
.

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白$

A@'U.9U;.

-$%1

重庆医学
1%$-

年
2

月第
0)

卷第
$2

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$1)%'%'

#

'$2)%'1)

%(贵州省科技合作计划项目$黔科合
5W

字&

1%$2

'

-')%

%)

!

作者简介$袁航

$

$(/(X

%#住院医师#硕士#主要从事胃癌方面研究)

!

#

!

通信作者#

Y.3G#4

!

*

#G,

*

#G,

M

ZN"T

#

+#,G&F,

)
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%信号通路中关键蛋白
!

.

连环蛋白$

!

.FGE<,#,

%*核转录

因子$

B<49A)2

%*

:;VB

*糖原合酶激酶
.'

!

$

76U.'

!

%#寻找胃

泌素的作用途径及胃癌可能的治疗靶点)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

人胃癌细胞株
678.-(%$

和
976

购于中国科学

院上海细胞库#由本实验室保存)

BA:@.$)0%

培养基*胎牛血

清*胰蛋白酶$

7#KF"

#美国%#丙谷胺$国家食品药品检定研究

所%#青链霉素$

W

R

F4",<

#美国%#细胞总
BI9

提取试剂盒*逆

转录试剂盒$

;#G,

M

<,

#中国%#四甲基偶氮唑蓝比色$

:;;

%试

剂盒*

D<+E<J,K4"E

相关试剂*蛋白提取试剂盒$碧云天#中

国%#琼脂糖$

6#

M

3G

#美国%#八连管$

9H@

#美国%#

6[HYB7J<<,

$

9H@

#美国%#细胞周期检测试剂盒*

9,,<=#,>.?@;8

"

A@

细胞

凋亡试剂盒$

H\

#美国%#二喹啉甲酸 $

H89

%蛋白定量试剂盒

$

;N<J3"

#美国%#

!

.FGE<,#,

一抗*羊抗兔二抗$

AJ"E<#,E<FN

#

美国%)

?&@

!

方法
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!

胃癌细胞株
678.-(%$

和
976

的培养
!

用含
2]

胎牛

血清*

$]

双抗的
BA:@$)0%

培养基#于
2]8V

1

*

'-^

条件下

培养#待细胞贴壁生长达
/%]

以上融合度时进行传代#备用)

?&@&@

!

:;;

试验
!

取对数生长期的两种细胞以
1_$%

'

"孔

接种于
()

孔板#试验组加入含
233"4

"

5

丙谷胺的
BA:@

$)0%

完全培养基
1%%

$

5

#对照组用
BA:@$)0%

完全培养基#

每组设
2

个复孔#

'-^

#

2]8V

1

培养
10N

后弃去培养液#每孔

加
1%

$

5:;;

液)孵育
0N

后#去上清液#加入
\:6V

每孔

$2%

$

5

#振荡器振荡
$%3#,

#于酶标仪
0(%,3

波长处测各孔吸

光度$

G

%值#连续检测
-!

后绘制细胞的生长曲线)

?&@&A

!

流式细胞仪检测细胞周期和凋亡
!

试验组与对照组细

胞于
2]8V

1

*

'-^

恒温培养#

'!

后换液#继续培养
'!

#弃培

养基后
AH6

洗
'

次#加入胰酶消化收集细胞#流式细胞仪检测

细胞周期与凋亡#按试剂说明书操作)试验重复
'

次)

?&@&B

!

B;.

C

A8B

检测各信号通路中关键基因
3BI9

的表达

!

取各组细胞#按试剂盒步骤提取总
BI9

#去除
M

\I9

)反应

体系如下!

2_

M

\I9HTOO<J1&%

$

5

#总
BI91

$

M

#

BIG+<.?J<<

!!W

1

V

补足
$%&%

$

5

#

'-^

孵育
'%3#,

)随后用
V4#

M

"!E

逆

转成
F\I9

)体系为
:@̀ $%&%

$

5

#上*下游引物各
%&2

$

5

#

F\I9

模板
1&%

$

5

#去离子水补足至
1%&%

$

5

)反应条件为
(0

^

预变性
13#,

(

(0^

变性
'%+

#

)%^

延伸
'%+

#共
0%

个循环)

收集各基因的荧光信号#以
!

.GFE#",

为内参基因#

6\6$&0

软件

计算试验组细胞中各靶基因的相对表达量)用融解曲线监测

各样本
A8B

反应的特异性#相对标准曲线计算
A8B

反应的扩

增效率#试验重复
'

次#每次
'

个复孔)计算公式!

#

88a

待测

基因
8E

值
X

!

.GFE#,8E

值#

##

88a

试验组
#

8EX

对照组

#

8E

#相对表达量
a1

X

%%

8E

)

C

A8B

引物序列见表
$

)

?&@&C

!

D<+E<J,K4"E

检测
!

.FGE<,#,

蛋白质的表达
!

取试验组

及对照组细胞#提取总蛋白#

H89

蛋白定量试剂盒定量后#取

1%

$

M

总蛋白上样#

$%]

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺$

6\6.

A97Y

%凝胶电泳
'&%N

后转膜封闭#兔抗
!

.FGE<,#,

多克隆抗体

$

$b$2%%

%

0^

孵育过夜#加入山羊抗兔二抗$

$b2%%%

稀释%

及
WBA.

!

.GFE#,

$

$b$%%%%

%孵育
$N

后暗室胶片曝光)用
@3.

G

M

<c

软件处理条带并读取灰度值#试验重复
'

次)

?&A

!

统计学处理
!

采用
6A6611&%

软件对试验数据进行统计

学分析)计量资料以
HdC

表示#细胞周期分布用单因素方差

分析后进行两两比较#其他试验结果用独立样本
8

检验#行双

侧检验#检验水准
!

a%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

阻断胃泌素受体对细胞生长的影响
!

丙谷胺处理细胞

后#试验组
678.-(%$

*

976

细胞在培养第
0

天时
G

值低于对

照组细胞$

!

$

%&%2

%#培养第
-

天时两组差异最大#见图
$

)

表
$

!!C

A8B

引物序列

基因引物 引物$

2e.'e

% 产物$

K

Q

%

A)2

上游!

7797898979;9889889979 11'

下游!

878;;8;;8989898;779;;

76U.'

!

上游!

778;9889;88;;9;;88;88; $%2

下游!

7;8;7;889877;8;8897;9;

:;VB

上游!

8;;7;;;7;778;8;799;798 $-/

下游!

77898;8;78;8;;;79;;8;;

!

.FGE<,#,

上游!

8;79779899788989979;;9 $/'

下游!

9;889889797;7999979987

!

.GFE#,

上游!

8898;88;88988;;;7 2)0

下游!

;;88;8;;7;78;8;;78

!!

9

!

678.-(%$

(

H

!

976

)

图
$

!!

678.-(%$

%

9

&和
976

%

H

&的细胞生长曲线

@&@

!

阻断胃泌素受体对细胞周期的影响
!

丙谷胺处理
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后#试验组细胞的
6

期细胞百分数明显低于对照组细胞#

7

%

"

7

$

期的细胞百分数明显高于对照组细胞#比较差异均有统

计学意义$
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%#见图
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阻断胃泌素受体对细胞凋亡的影响
!

丙谷胺处理细胞
)

!

后#流式细胞仪检测各组细胞凋亡#结果显示试验组的凋亡

细胞数均高于对照组细胞#比较差异有统计学意义$
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表达的影响
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试验组与对照组细胞的总
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与
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的比例为
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#提示
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质量较

好)

B;.
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A8B

检测结果显示各基因的溶解曲线均为单峰#各

基因的扩增特异性较好)丙谷胺处理后#试验组的
!

.FGE<,#,

3BI9

的表达量比对照组显著降低#比较差异有统计学意义

$
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%#而其他基因的表达比较差异无统计学意义$
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蛋白表达的影响
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后#试验组两种胃癌细胞中的
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蛋白质表

达较对照组明显下调#比较差异有统计学意义$
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胃泌素促进胃癌细胞生长的作用在诸多研究中已经证实#

8G"

等&

/

'在结肠癌细胞的研究中也发现胃泌素有类似的作用#

并且阐明是通过激活
!

.FGE<,#,

"

;FO.0

通路发挥作用)然而阻

断胃泌素受体对胃癌细胞作用的潜在机制的报道较少)为了

进一步探究丙谷胺对胃癌细胞株
678.-(%$
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976

的作用#本

研究根据前期结果用丙谷胺处理胃癌细胞#检测细胞的生长#

细胞周期#细胞凋亡)与杨莹莹等&
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'的结果相似#试验组细胞

的增殖受到抑制)细胞周期检测结果提示阻断胃泌素受体可

能阻止细胞从
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期进入
6

期#从而抑制细胞增殖)流式细胞

仪检测的结果还显示#试验组的凋亡细胞数增加#提示阻断胃

泌素受体不仅能抑制胃癌细胞的增殖#还能促进胃癌细胞的凋

亡#这些结果与国内外的相关研究结果一致&

$%.$$
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为了探讨丙谷胺的作用机制#本研究用定量
A8B

技术筛

查了与细胞增殖*凋亡相关信号通路中几个关键蛋白的
3B.
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株细胞中一致性的明显降低#

随后用
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证实
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后也一致性的明显降低)
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个方

面!$
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%与
Y.FG!N<J#,

组成复合物参与细胞间的黏附&

$1

'

($

1

%作

为经典
D,E

信号通路中的关键蛋白参与通路的激活&
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'

)在

肿瘤细胞中#当
D,E

蛋白与受体结合后#会抑制此
!

.FGE<,#,

降

解复合物的形成#使
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在胞内聚集进而转移至核内与

转录因子
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结合#引起
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转录#引起肿瘤的发生&
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的发生&
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)研究发现#

!
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在胃癌组织高表达#同时与胃

癌恶性程度正相关#并且随着浸润深度的增加而增加#推测可

能是
Y.FG!N<J#,

与
!

.FGE<,#,

的复合物中
Y.FG!N<J#,

的丢失使

得癌细胞黏附减弱#易于脱落#促进了肿瘤的浸润和转移&
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同时#
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从膜
Y.FG!N<J#,

的结合部位分离#会更多地在

胞内聚集#从而激活
D,E

信号通路#使肿瘤进展)因此#有诸

多学者认为
!

.FGE<,#,

的异常表达可能作为胃癌进展的一个生

物学指标&
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'

)

在体外试验中#潘安萍等&

1%

'用慢病毒载体沉默胃癌细胞

中
!

.FGE<,#,

蛋白的表达#结果发现沉默
!

.FGE<,#,

后能够减慢

细胞增殖#促进细胞凋亡#使众多癌基因的表达下调)结合本

研究#推测丙谷胺阻断胃泌素受体后#可能通过下调
!

.FGE<,#,

的表达#抑制
D,E

信号通路#进而抑制胃癌细胞的增殖#促进

胃癌细胞的凋亡#提示
!

.FGE<,#,

有可能成为胃癌治疗的靶点

之一#但是具体机制有待进一步的研究)
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