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宫颈上皮内瘤变及宫颈癌组织中变异型分化抗原簇

11
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&的表达及意义"
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"摘要#

!

目的
!

分析变异型分化抗原簇
11

"

#$

#"

OX11@#$

#在宫颈上皮内瘤变"

ORP

#向宫颈癌发生$发展中

的表达及意义!探讨其与
ORP

及宫颈癌之间的关系%方法
!

实时荧光定量
NO3

检测
ORP

$

$

ORP

'

$

ORP

(

级

和宫颈鳞状细胞癌组织中
OX11@#$

$基质金属蛋白酶
*

"

LLN*

#和细胞核增殖相关抗原
7'+$

的表达&

OX11@#$

-'3P4

干扰宫颈癌
8;9=

$

5'8=

细胞
3P4

后!检测
OX11@#$

$

LLN*

和
7'+$

的表达&以
OX11@#$

基因慢病毒

颗粒作用于荷瘤裸鼠!分析
OX11@#$-'3P4

对裸鼠成瘤能力的影响%结果
!

OX11@#$

的表达水平在
ORP

$

$

ORP

'

$

ORP

(

级和宫颈鳞状细胞癌组织中逐渐升高&以正常宫颈组织为对照!

OX11@#$

$

LLN*

$

7'+$

表达水平

在
ORP

$

级组织无明显上升"

!

%

"("6

#!在
ORP

'

$

ORP

(

级和宫颈鳞状细胞癌组织明显上升"

!

$

"("6

#&将

OX11@#$-'3P4

转染宫颈癌细胞后!

LLN*

$

7'+$

的表达明显降低"

!

$

"("#

#&

OX11@#$

基因慢病毒颗粒作用

于荷瘤裸鼠后!肿瘤体积$质量均明显降低"

!

$

"("#

#!荷瘤裸鼠的成瘤能力降低%结论
!

OX11@#$

在
ORP

向

宫颈癌发展的过程中可能有一定的促进作用!有望作为判定
ORP

是否具有恶变潜能的指标之一%

"关键词#
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宫颈癌是世界范围内的第三大女性常见癌症(伴 有较高的病死率.
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'宫颈上皮内瘤变#
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重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期

"

基金项目!国家自然科学基金项目#

0#1"!#+6

(

0#+$!*#)

$%江苏省自然科学基金项目#

M7!"#1#!00

$%江苏省镇江市科技支撑计划
/

社会发

展基金资助项目#

58!"#)"00

$%江苏省镇江市科技支撑计划
/

社会发展基金资助项目#

58!"#+"6!

$%江苏省镇江市卫生计生科技重点专项项目

#
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ORP

$是宫颈癌的癌前病变(从

ORP

发展到宫颈癌需经历一段较长的时间.

!

/

(在这个

过程中如果进行规范的宫颈癌筛查(及时早期作出诊

断并实施规范的治疗(发生宫颈浸润癌的概率会大大

降低.

)

/

'因此(重视
ORP

的早期诊治(可以在
ORP

阶

段阻断宫颈癌的发生'本文通过探讨各期
ORP

#

$

+

'

+

(

级$及宫颈癌组织中变异型分化抗原簇
11

#

#$

$

#

OX11@#$

$的 表 达 变 化 及 意 义(并 进 一 步 研 究

OX11@#$

与基质金属蛋白酶
*

#

LLN*

$+细胞核增殖

相关抗原
7'+$

的关系(为
ORP

及宫颈癌的早期诊断+

早期治疗提供理论依据'

!

!

材料与方法

!(!

!

材料

!(!(!

!

细胞株
!

人宫颈癌
8;H=

和
5'<=

细胞株购自

南京凯基生物科技有限公司'

!(!("

!

实验动物
!

1

"

6

周龄雌性
M49M

"

>

#

.D

"

.D

$

裸鼠
!0

只(体质量
#1

"

#$

E

(购自扬州大学医学实验

中心(在本院中心实验室饲养'饲养条件为
!"

"

!!g

的屏蔽系统(室内相对湿度为
1"F

"

+"F

(无特定病

原体'裸鼠以高压灭菌的水和标准饲料饲喂'

!(!(#

!

临床资料
!

选取
!"#1

年
#

月至
!"#+

年
#!

月

于本院妇科阴道镜室检查的患者
1""

例(将其分为
6

组!正常宫颈+

ORP

$

级+

ORP

'

级+

ORP

(

级和宫颈鳞

状细胞癌(每组
0"

例'所有
ORP

'

级+

ORP

(

级和宫

颈鳞状细胞癌均经后续的宫颈锥形切除或子宫切除

证实相符'

!(!($

!

实验试剂
!

:3Rc&H

试剂+

3P4

酶抑制剂均购

自美国
R.@'C?&

E

;.

公司'反转录+荧光定量
NO3

试剂

盒购自日本
:=7=3=

公司#

33$#+

$'引物均由广州

复能基因有限公司合成'

OX11@#$-'3P4

序列及

OX11@#$-<3P4

慢病毒颗粒由上海吉凯生物技术有

限公司合成构建'

!("

!

方法

!("(!

!

标本采集
!

患者阴道镜下活检时同时取材(

取材后立即于
S0"g

下冻存'正常宫颈组织取自子

宫良性疾病行全子宫切除标本(且术前人乳头瘤病毒

#

8NU

$检查阴性+液基薄层细胞检测#

:O:

$未见异

常+术后病理宫颈无异常'

!("("

!

实验方法
!

人宫颈癌细胞株培养于含
#"F

胎

牛血清的
XL2L

培养基#

#"" [

"

G9

青霉素+

#""

#

E

"

G9

链霉素$(选取对数生长期的细胞作为实验对

象'目的基因的检测包括!#

#

$细胞总
3P4

的提取'

#

!

$反转录反应'#

)

$实时荧光定量
NO3

法检测目的

基因相对表达水平'采用
!

/

))

OC法对目的基因相对表

达水平进行分析(以内参基因三磷酸甘油醛脱氢酶

#

V4NX8

$为标准(

))

OC̀

)

OC

#实验组$

S

)

OC

#对照

组$(

)

OC̀ OC目的
G3P4

SOC

V4NX8G3P4

'计算实验组相对

于校准内参组目标基因增加或减少的倍数'#

1

$选用

前期体外实验验证有效的
OX11@#$-'3P4

序列(宫

颈癌
8;9=

和宫颈癌
5'8=

细胞干扰
OX11@#$-'3P4

后(实时荧光定量
NO3

法检测
7'+$

和
LLN*

的表

达'#

6

$取
M49M

"

>

裸鼠
!0

只(背部皮下接种
#i#"

+

个细胞"只'每隔
)%

用测量裸鼠皮下肿瘤的长短径

计算体积并绘制出肿瘤生长曲线.肿瘤体积#

:U

$

`

长径#

GG

$

i

短径!

#

GG

!

$

i"(6

/'待所有皮下瘤生

长至最大直径大于或等于
6GG

时(随机分为两组!

OX11@#$-<3P4

慢病毒颗粒组+

-'3P4

阴性对照组(

每组
#1

只(继续饲养'各组瘤体内分别注射阴性对

照病毒颗粒#

"(6i#"

0

:[

"

G9

$+含
OX11@#$

基因慢

病毒颗粒#

"(6i#"

0

:[

"

G9

$相应药物
#""

#

9

(每
)

天
#

次(共
+

次'慢病毒颗粒注射后第
!"

天(取肿瘤

组织'

!(#

!

统计学处理
!

采用
V?=

K

<

K

=%

K

?'-G6("

软件进

行统计分析并制图(计量资料以
RjI

表示(两组间比

较采用两独立样本
-

检验(组间两两比较采用
9X5/-

检验(以
!

$

"("6

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"(!

!

组织中
OX11@#$

的表达
!

正常宫颈组织+

ORP

组织+宫颈鳞状细胞癌组织的
OX11@#$

表达阳性率逐

渐升高(呈递增趋势'以正常宫颈组织作为对照(

ORP

$

级组织
OX11@#$

表达水平上升(但差异无统计

学意义#

! "̀("6+"

$%

ORP

'

+

ORP

(

级和宫颈鳞状细

胞癌组织
OX11@#$

表达水平上升(差异有统计学意义

#

!

$

"("#

$'

ORP

$

+

ORP

'

+

ORP

(

级和宫颈鳞状细

胞癌组织
OX11@#$

表达水平两两比较(差异均有统计

学意义#

!

$

"("#

$(见图
#

'

!!

"

!

!

$

"("#

(与正常宫颈组织比较%

%

!

!

$

"("#

(与
ORP

$

级组织

比较%

#

!

!

$

"("#

(与
ORP

'

级组织比较%

!

!

!

$

"("#

(与
ORP

(

级组织

比较

图
#

!!

OX11@#$

在各级
ORP

和宫颈癌中的表达

"("

!

组织中
LLN*

的表达
!

在
ORP

向宫颈癌演变

进展过程中(组织中
LLN*

的表达呈逐渐升高的趋

势(在
ORP

(

级和宫颈鳞状细胞癌组织间
LLN*

的

增幅更加明显'以正常宫颈组织作为对照(

ORP

$

级

组织
LLN*

表达水平上升(但差异无统计学意义

#

! "̀("+#!

$%

ORP

'

+

ORP

(

级和宫颈鳞状细胞癌组

织
LLN*

表达水平上升(差异有统计学意义#

!

$

"("#

$'

ORP

$

+

ORP

'

+

ORP

(

级和宫颈鳞状细胞癌组

织间
LLN*

表达水平两两比较(差异均有统计学意

义#其中
ORP

'

级和
ORP

(

级组织间
!

$

"("6

(其余

!

$

"("#

$(见图
!

'

)!#!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



!!

"

!

!

$

"("#

(与正常宫颈组织比较%

%

!

!

$

"("#

(与
ORP

$

级组织

比较%

#

!

!

$

"("6

(

&

!

!

$

"("#

(与
ORP

'

级组织比较%

!

!

!

$

"("#

(与

ORP

(

级组织比较

图
!

!!

宫颈上皮内瘤变和宫颈癌组织中
LLN*

的表达

"(#

!

组织中
7'+$

的表达
!

在
ORP

向宫颈癌演变进

展过程中(组织中
7'+$

的表达呈逐渐升高的趋势(且

病变级别越高(

7'+$

的增幅越明显'以正常宫颈癌组

织作为对照(

ORP

$

级组织
7'+$

的表达水平上升(但

差异无统计学意义#

! "̀("$*"

$%

ORP

'

+

ORP

(

级和

宫颈鳞状细胞癌组织
7'+$

的表达水平上升(差异有

统计学意义#正常宫颈与
ORP

'

级组织间
!

$

"("6

(

其余
!

$

"("#

$'

ORP

$

+

ORP

'

+

ORP

(

级和宫颈鳞状

细胞癌组织
7'+$

的表达水平两两比较(

ORP

$

级和

ORP

'

级间差异无统计学意义#

! "̀(##*6

$(其余差

异有统计学意义#其中
ORP

'

级和
ORP

(

级间
!

$

"("6

(其余
!

$

"("#

$(见图
)

'

!!

"

!

!

$

"("6

(

%

!

!

$

"("#

(与正常宫颈组织比较%

#

!

!

$

"("#

(与

ORP

$

级组织比较%

!

!

!

$

"("6

(

&

!

!

$

"("#

(与
ORP

'

级组织比较%

"

!

!

$

"("#

(与
ORP

(

级组织比较

图
)

!!

宫颈上皮内瘤变和宫颈癌组织中
7'+$

的表达

"($

!

OX11@#$

对
LLN*

+

7'+$

表达的影响
!

人宫颈

癌
8;H=

和
5'<=

细 胞 干 扰
OX11@#$-'3P4

后(

LLN*

+

7'+$

的表达明显降低(差异有统计学意义

#

!

$

"("#

$'

8;H=

和
5'<=

细胞的表达相似(图为
8;/

H=

细胞表达(见图
1

'

"(F

!

OX11@#$

对荷瘤裸鼠成瘤的影响
!

OX11@#$

-<3P4

慢病毒颗粒组的肿瘤体积明显小于
-'3P4

阴性对照组(差异有统计学意义#

!

$

"("#

$%肿瘤质量

也明显降低(差异有统计学意义 #

!

$

"("#

$(见

图
6

"

$

'

!!

4

!

LLN*

的表达%

M

!

7'+$

的表达%

"

!

!

$

"("""#

(与
-'3P4

阴性

对照比较

图
1

!!

干扰
OX11@#$-'3P4

后宫颈癌细胞

LLN*

与
7'+$

的表达

图
6

!!

两组荷瘤裸鼠肿瘤体积比较

!!

"

!

!

$

"("""#

(与
-<3P4

阴性对照组比较

图
+

!!

两组荷瘤裸鼠肿瘤质量比较

!!

4

!

-<3P4

阴性对照组%

M

!

OX11@#$-'3P4

慢病毒颗粒组

图
$

!!

两组荷瘤裸鼠

#

!

讨
!!

论

!!

OX11

基因蛋白与透明质酸等基质中的分子结

合(可以促进恶性肿瘤细胞的增殖和侵袭'

MY[3V/

PRVPYP

等.

1

/认为(

OX11

通过与透明质酸结合(可

以激活酪氨酸激酶(从而下调肿瘤抑制蛋白(重塑细

胞骨架(使癌细胞的侵袭性增强'研究表明(某些

OX11

分子表达异常可显著提高恶性肿瘤细胞的转移

能力.

6/+

/

(并且与肿瘤恶性程度密切相关.

$

/

'

OX11

剪

接变异体#

OX11@

$与多种恶性肿瘤的发生+发展有着

密切关系(是肿瘤发生转移的重要因素(可以作为一

个较好的预测肿瘤转移扩散能力和预后情况的

1!#!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



指标.

0

/

'

细胞外基质#

2OL

$是恶性肿瘤细胞发生浸润和

转移的主要障碍(在肿瘤的侵袭与转移过程中必须水

解
2OL

.

*

/

(这一过程需要多种蛋白水解酶(其中常见

的水解酶有基质金属蛋白酶类#

LLN-

$'这一家族

中
LLN*

是
*

型胶原降解的主要作用酶之一(在其

作用下
2OL

中的
*

型胶原降解(破坏
2OL

并促进

肿瘤血管形成(推动了恶性肿瘤细胞浸润和转移的进

程'肿瘤分期+恶性程度+转移能力与
LLN*

的表达

水平呈正相关.

#"/##

/

'

7'+$

是一种与
XP4

结合的核

内蛋白(仅表达于细胞增殖期(能够较好地判断肿瘤

的生长增殖特性(与肿瘤的侵袭性呈正相关(因此
7'/

+$

可作为判断肿瘤侵袭性的指标之一.

#!/#)

/

'肿瘤组

织
7'+$

阳性率升高(说明肿瘤组织中处于增殖周期

的细胞比例越高(即
7'+$

阳性率越高(肿瘤生长越

快+分化越差'

目前普遍认为宫颈癌是人类惟一一种可以阻断

的癌症'

ORP

为绝大多数浸润性宫颈癌浸润发生之

前的一个必经时期(在这个过程中如果进行规范的宫

颈癌筛查(及时作出正确诊断并实施规范有效的治

疗(完全可以在该阶段阻断宫颈癌的发生(发生宫颈

浸润癌的概率会大大降低.

)

/

(从这一角度显示出早期

诊断治疗
ORP

的重要性'

在本实验中
OX11@#$

的表达在正常宫颈组织+逐

级升高的
ORP

组织和宫颈癌组织中逐渐升高(说明

OX11@#$

介入了宫颈癌肿瘤的进展过程'本研究结

果显示(

OX11@#$

的表达发生改变从
ORP

'

级后开

始(在
ORP

(

级与宫颈癌组织间的差异尤为明显'

ORP

$

级有可能向正常组织转变(临床倾向于观察(

ORP

'

+

ORP

(

级患者需进一步治疗'本研究
ORP

组

织中
OX11@#$

+

LLN*

+

7'+$

的表达逐渐升高(在

ORP

$

级组织中表达升高不明显(与临床处置相吻合(

病变继续升级后
OX11@#$

+

LLN*

+

7'+$

的增幅明显

增加'

OX11@#$

能抑制宫颈癌细胞凋亡(促进宫颈癌

细胞的生长(增强宫颈癌细胞的增殖迁移能力(从而

促进宫颈癌肿瘤生长.

#1

/

'本研究在宫颈癌细胞株中

干扰宫颈癌细胞
OX11@#$-'3P4

后
LLN*

+

7'+$

的

表达明显降低(说明
OX11@#$

+

LLN*

和
7'+$

在宫颈

癌肿瘤细胞增殖和组织浸润过程中共同起到了重要

作用'荷瘤裸鼠体内成瘤情况显示(干扰
OX11@#$

-'3P4

后荷瘤裸鼠成瘤的体积和质量均明显降低(成

瘤能力明显降低(说明在体内
OX11@#$

有促进宫颈癌

肿瘤组织生长的作用'

综上所述(

OX11@#$

可促进宫颈癌肿瘤细胞增

殖+组织浸润(在
ORP

向宫颈癌发生+发展的过程中可

能起到一定的促进作用(其机制将是今后研究工作的

重点'

OX11@#$

有望作为判定
ORP

是否具有恶变潜

能及预后的重要指标之一(在临床工作中(可以通过

检测
OX11@#$

+

LLN*

和
7'+$

(评价
ORP

及宫颈癌患

者的筛查+诊断(并有可能成为宫颈癌治疗的新靶点'
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