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$摘要%

!

目的
!

探讨热休克转录因子
*

"

'(T*

$通过促进白细胞介素
O!+

"

&VO!+

$的表达对肺癌发生的影响%方法
!

选取
#+

例肺癌患者的癌组织及癌旁组织!采用
:AOF):

'

;̂<3;.5U143

和免疫组织化学法!分别检测
'(T*

'

&VO!+

的
8:%7

'蛋白的表达(

在
7#K"

细胞中!以
<-:%7

干扰
'(T*

的表达!采用
;̂<3;.5U143

法检测
&VO!+

的表达水平%结果
!

与对应癌旁组织相比!肺癌组

织中
I,Q

"

MJ

#

#+

$病例的
'(T*

表达上调"

%

&

+L+!

$!

J+Q

"

K+

#

#+

$病例的
&VO!+

表达上调"

%

&

+L+!

$!蛋白水平和
8:%7

水平一

致%肺癌组织中
&VO!+

的表达上调与
'(T*

的表达上调呈正相关"

"

*

h+L"*!,

$%

<-:%7

干扰
'(T*

可减弱
7#K"

中
&VO!+

的表

达%结论
!

'(T*

可通过促进
&VO!+

的表达影响肺癌的发生%
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肺癌发病机制较复杂#涉及多种细胞因子的改变#白细胞

介素
O!+

!

&VO!+

"是一种重要的炎性细胞因子#主要来源于单核

巨噬细胞和各种
A

细胞亚群#研究表明#随着肺癌分期越晚#

&VO!+

的表达水平越高+

!

,

#

&VO!+

水平可预示肺癌病情的严重

性'研究证实热休克转录因子
!

!

'(T!

"与肿瘤的发生有

关+

*

,

#过表达
'(T!

可激活巨噬细胞
&VO!+

基因的启动子诱导

&VO!+8:%7

的表达+

M

,

'

'(T*

作为另一类转录因子#可以结

合至热休克蛋白!

'(F

"

"+

的启动子区域上调其表达+

K

,

#而

'(F"+

&

在肺癌中高表达+

#

,

'可见#

'(T*

与肺癌的发生有关'

而且#在溃疡性结肠炎的研究中发现#

'(T*

既可直接启动炎

性因子的表达#也可通过炎性反应相关信号通路来调节炎性因

子的生成+

,

,

'本研究通过检测肺癌组织和癌旁组织中
'(T*

*

&VO!+

两种因子的
8:%7

*蛋白的表达情况#观察
'(T*

对
&VO

!+

表达的影响#探讨
'(T*

通过促进
&VO!+

的表达对肺癌发生

的影响'

!

!

材料与方法

!L!

!

材料
!

&VO!+

*

'(T*

试剂盒!上海艾博抗生物有限公司"#

组织总
:%7

提取试剂盒*引物*实时荧光定量
F):

检测试剂

盒!北京天根生化科技有限公司"#

7#K"

细胞!中国科学院昆明

细胞库"#罗氏
<-:%7

转染试剂盒!广州聚研生物科技有限公

司"#

MQ

牛血清白蛋白*

FBGT

膜*蛋白酶抑制剂*

GEWE

培养

基!上海维森特生物技术有限公司"#生物素化山羊抗兔
&

S

D

*

辣根过氧化物酶标记的链酶亲和素*

:&F7

裂解液!上海碧云

天生物技术有限公司"#

GEWE

培养基*封闭用山羊血清*苏木

精
O

伊红!

'W

"!北京索莱宝科技有限公司"等'

!L"

!

方法

!L"L!

!

标本来源及分组
!

标本从昆明医科大学第二附属医院

及云南省第一人民医院获取'在手术获取肿瘤组织的同时#从

距离肿瘤组织大于
,/8

的组织中获取相应癌旁组织作为对照

组#各获取标本
#+

例'癌旁组织经过组织学分析确认没有肿

瘤细胞浸润'所有患者术前均未经过任何治疗#取材时将所取

组织用预冷的
GWF)

处理后的双蒸水冲洗两遍后#置于液氮中

冷冻保存备用'标本的采集均征得患者本人及其家属的同意

并签署手术同意书'

!L"L"

!

:AOF):

检测
8:%7

!

使用组织总
:%7

提取试剂盒

提取组织
:%7

#第一链
/G%7

合成采用
/G%7

合成试剂盒'

'(T*:AOF):

引物#如下)正向引物
#eO77DAA)7DD)7D

AD7ADD )7OM

$反向引物
#eOAD) 7)7 D77 )A7 DAD

7777D7A)7OMe

'

&VO!+:AOF):

引物#如下)正向引物
#eO

7)7A)7 7DD)D) 7AD AD7 7)OMe

$反向引物
#eOA7D

7DA)D))7)))AD7ADAOMe

'

:AOF):

以
D7FG'

为内

参#其引物序列如下)正向引物
#eOD77DDA)DD7DA)77

MK
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O
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图
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免疫组织化学检测肺癌组织及癌旁组织中
'(T*

*

&VO!+

的表达'

*++g

(

)DD7AOMe

$反向引物
#eOD7D DD7 A)A )D) A)) ADD

77DOMe

'

F):

条件如下)预变性
"#d!8-5

$变性
"#d !#

<

#退火
,+d!#<

#延伸
I*d *+<

#循环
K#

次'荧光数据用

P

?

3-/45E45-34.

软件进行分析'

!L"L#

!

;̂<3;.5U143

检测蛋白质
!

肺癌及癌旁组织在匀浆后

用
:&F7

裂解液进行裂解#裂解液中包含蛋白酶抑制剂'取
#+

%

S

蛋白质样品进行十二烷基硫酸钠
O

聚丙烯酰胺!

(G(OF7DW

"

电泳#电转移至
FBGT

膜上'电泳条件为
J+B!#

!

*+8-5

#待

样品进入分离胶后
!*+B

电泳
K+

!

,+8-5

'电转移条件为

*++87!=

'转移后的
FBGT

膜用
MQ

牛血清白蛋白封闭
!

=

#一抗!

!Y!+++

"室温孵育过夜#洗涤后用辣根过氧化物酶

!

':F

"标记的羊抗兔二抗孵育
!=

#洗涤显影'

!L"L$

!

免疫组织化学检测组织蛋白质
!

病理标本取材后#经

!+Q

中性甲醛固定*组织脱水*二甲苯透明*石蜡包埋切片#接

着进行
'W

染色和免疫组织化学染色#标志物为
'(T*

和
&VO

!+

#光学显微镜下观察免疫组织化学检测结果'抗体表达于细

胞膜*细胞质或细胞核#呈棕黄色或棕褐色颗粒者为阳性细胞'

每例切片阳性细胞数占同类细胞数的
!+Q

以上者视为阳性#

于
*++g

镜下拍照'

!L"L%

!

细胞培养和转染
!

培养基为
!+Q

胎牛血清的
GEWE

培养基'将细胞培养于含有
#Q )P

*

的
MIp)

培养箱中'待

细胞成对数期生长时转移于
,

孔板中#每孔细胞数约
*g!+

#

个#细胞生长至
,+Q

!

J+Q

视野时#开始转染试验'以
V-

?

4O

H;/328-5;*+++

为载体#具体操作步骤按照
&5\-3.4

S

;5

公司提

供的实验方案'

!L#

!

统计学处理
!

采用
(F((!ML+

软件进行数据分析#计量

资料用
LfG

表示#组间比较采用
H

检验#采用线性回归分析进

行相关分析#以
%

&

+L+#

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"L!

!

'(T*

在肺癌组织中表达上调
!

比较
#+

例肺癌组织和

其癌旁组织#

:AOF):

检测发现#癌组织中
'(T*8:%7

的表

达明显高于癌旁组织#占比为
I,Q

!

MJ

(

#+

"!

%

&

+L+!

"'

;̂<3O

;.5U143

和免疫组织化学检测发现#癌组织中
'(T*

蛋白水平

也明显上调#蛋白水平和
8:%7

水平一致#见图
!

*

*

'

"L"

!

&VO!+

在肺癌组织中表达上调
!

比较
#+

例肺癌组织和其

癌旁组织#

:AOF):

检测发现#癌组织中
&VO!+8:%7

的表达

明显高于癌旁组织#占比为
J+Q

!

K+

(

#+

"!

%

&

+L+!

"'

;̂<3;.5

U143

和免疫组织化学检测发现#癌组织中
&VO!+

蛋白水平也明

显上调#蛋白水平和
8:%7

水平一致#见图
!

*

M

'

!!

7

)

:AOF):

检测
'(T*

的
8:%7

水平$

C

)

;̂<3;.5U143

检测

'(T*

的蛋白水平

图
*

!!

肺癌组织及癌旁组织中
'(T*

的表达

!!

7

)

:AOF):

检测
&VO!+

的
8:%7

水平$

C

)

;̂<3;.5U143

检测
&VO

!+

的蛋白水平

图
M

!!

肺癌组织及癌旁组织中
&VO!+

的表达

"L$

!

肺癌组织中
&VO!+

的表达上调与
'(T*

的表达上调呈正

相关
!

对肺癌组织的
&VO!+

与
'(T*

的表达进行相关分析#发

现
&VO!+

的表达上调和
'(T*

的表达上调呈线性正相关!

"

*

h

+L"*!,

"#见图
K

'

KK

重庆医学
*+!J

年
!

月第
KI

卷第
!

期



图
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!!

肺癌组织中
'(T*

与
&VO!+

表达的相关分析

"L%

!

<-:%7

干扰
'(T*

降低
7#K"

中
&VO!+

表达
!

在
7#K"

细胞中#以
<-:%7

干扰
'(T*

的表达#

;̂<3;.5U143

检测发现#

7#K"

表达
<-:%7

后#

'(T*

和
&VO!+

的表达均明显降低#见

图
#

'

图
#

!!

<-:%7

干扰
'(T*

后
&VO!+

的表达

#

!

讨
!!

论

!!

肺癌对人类健康危害极大#细胞微环境的改变可以促进肿

瘤的发生+

I

,

'在细胞微环境的改变中#热休克反应是以基因表

达变化为特征的一种防御适应反应#研究表明#

'(T

在肿瘤的

发生发展中扮演了重要角色'本研究发现
'(T*

在肺癌组织

中高表达#表明
'(T*

与肺癌的发生有关'

'(T*

被认为主要

与机体的发育有关#近年来的研究发现肿瘤的发生和胚胎发育

的早期有着非常多的相似性+

J

,

#因此#肺癌中
'(T*

的表达上

调也就显得较合理'

在肿瘤的发生过程中#另一个微环境的改变就是促炎性和

抗炎性细胞因子比例的改变'

&VO!+

作为一种抗炎性细胞因

子#在肿瘤的发病中具有重要作用#既可直接影响肿瘤细胞和

间接抑制免疫细胞而有利于肿瘤生长#还可通过抑制肿瘤定居

的巨噬细胞来抑制血管生成'在哺乳动物体内#

&VO!+

和自身

受体结合可以磷酸化
6250<

激酶
!

!

67Z!

"和酪氨酸激酶
*

!

A]Z*

"#进而激活信号传导及转录激活因子
M

!

(A7AM

"'活

化的
(A7AM

通过激活淋巴细胞活化信号分子!

(V7E

"*小异

源二聚体基因
!

!

('FO!

"和细胞因子信号传导抑制蛋白
M

!

(P)(M

"等介导
&VO!+

的生物学功能+

"O!+

,

'

&VO!+

可以抑制辅

助性
A

细胞
!

!

A=!

"细胞的生成和增殖#还可以抑制巨噬细

胞*自然杀伤细胞!

%Z

细胞"的功能#使肿瘤得以逃逸而进一

步发展'随着肿瘤发展#

&VO!+

的水平又会进一步升高'

研究发现血清
&VO!+

的表达水平与非小细胞肺癌的发生

成正相关#血清
&VO!+

的水平可预示肺癌的预后+

!!

,

#也可为肿

瘤的复发提供依据+

!*

,

'当非小细胞肺癌患者的肿瘤切除后#

血清
&VO!+

水平会降低#认为肺癌组织本身可能促进了
&VO!+

的生成#从而有利于肿瘤躲避机体的免疫监视#继而使肿瘤易

于发展及转移+

!M

,

'梁晶+

!K

,研究发现
&VO!+

参与肺癌患者微环

境的构成#是导致肺癌免疫功能抑制的原因之一#可作为监控

晚期肺癌患者免疫功能的参考指标'本研究发现肺癌组织中

&VO!+

高表达#进一步说明肺癌组织可以促进
&VO!+

的生成'

因此#在肺癌患者中进行
&VO!+

的监测#可间接掌握肺癌患者

的病情#便于及时调整治疗方案#

&VO!+

的水平可作为肺癌病情

严重性的生物标志物'

夏蜀娴等+

!#

,研究发现#溃疡性结肠炎患者中
'(T*

的表

达水平增加#

'(T*

可通过调控核因子
OZC

!

%TO@C

"和丝裂原

活化蛋白激酶!

E7FZ

"中的家族成员#参与炎性细胞因子的转

录调控#而多种炎性细胞因子又可激活
%TO@C

*

E7FZ

通路#

其之间关系较紧密'本研究对
#+

例肺癌组织的
'(T*

和
&VO

!+

的表达水平进行了相关分析#发现二者的表达呈正相关#

<-:%7

干扰
'(T*

可以降低
7#K"

中
&VO!+

的表达#进一步说

明
'(T*

可以调节肺癌细胞
&VO!+

的表达'

'(T*

促进
&VO!+

的表达#可能有利于肺癌细胞躲避机体的免疫监视#进一步促

进肿瘤的发生#但相关分子机制还有待深入研究'

综上所述#

'(T*

和
&VO!+

在肺癌组织中表达上调#

'(T*

可促进
&VO!+

的表达#可能有促于肺癌的发生*发展#而肺癌中

'(T*

是否可以直接结合到
&VO!+

的启动子区域调控其表达还

有待进一步的研究来揭示'
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可减少对骨折端血供的影响#加快骨折愈合进程'本研究结果

证实)!

!

"

:4U-5<45*7

*

*C

型锁骨中段骨折患者行锁定加压接

骨板内固定方案安全性优于克氏针及重建接骨板内固定两种

方案$!

*

"锁定加压接骨板内固定用于
:4U-5<45*7

*

*C

型锁骨

中段骨折具有操作简便*手术创伤小及术后恢复快等优势#有

助于促进肩关节活动功能恢复#提高日常生活质量'

分析本研究并发症发生率#可得出以下结论)!

!

"锁定螺钉

与钢板完全匹配无突起#从而降低了皮肤刺激症状发生+

!#

,

$

!

*

"研究中出现
!

例皮肤刺激症状可能与螺钉锁定不够出现

0冷凝结1有关'重建接骨板内固定方案中出现
M

例皮肤刺激

症状#笔者认为骨折部位脂肪层较薄*螺钉较浅表是主要诱因$

!

M

"克氏针及重建接骨板内固定治疗中均出现皮肤感觉异常#

这与医源性锁骨上神经损伤密切相关'同时克氏针不能有效

抵抗外力弯曲*旋转及尾部弯曲度不足并向内侧移动是造成骨

折延迟愈合重要原因之一+

!,

,

#而行重建接骨板内固定患者骨

折延迟愈合则可能与骨膜剥离范围过多有关$!

K

"三组患者术

后疼痛评分比较#差异无统计学意义!

%

"

+L+#

"#与以往研究

结果不一致+

!K

,

#笔者认为这可能与软组织损伤程度*年龄及纳

入样本量少等因素有关#还有待进一步研究证实'

综上所述#锁定加压接骨板内固定方案治疗
:4U-5<45

*7

*

*C

型锁骨中段骨折可有效减少手术创伤*缩短骨折愈合

时间*改善术后肩关节活动功能#并有助于避免术后并发症出

现#临床价值优于克氏针及重建接骨板内固定方案'
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