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"摘要#
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目的
!

以
D

淋巴瘤侵袭转移诱导因子
$

"

D#62$

$转基因小鼠及裸鼠为实验载体!探讨
D#62$

过表

达在细胞增殖中的功能及作用&方法
!

将
D#62$

h

(

h转基因小鼠及野生型
Z=3

小鼠多器官组织取材%包埋%制

片并进行病理形态学观察!免疫组织化学检测增殖标志物
e#.)-

的表达#利用裸鼠皮下成瘤实验观察
D#62$

过

表达对结直肠癌细胞株
QD1(

的体内增殖能力的影响&结果
!

D#62$h

(

h

转基因小鼠的结直肠%胃%肺%肾脏

以及睾丸组织均较野生型小鼠表现出更为旺盛的增殖能力#

D#62$

稳定过表达能够显著促进结直肠癌细胞株

QD1(

裸鼠皮下肿瘤增殖能力!差异具有统计学意义"

!

$

%&%$

$&结论
!

D#62$

持续过表达能够在体内水平促

进小鼠多脏器细胞及结直肠癌细胞的增殖能力&
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肿瘤的发生发展是一个长期的*多因素*多步骤

的综合调控过程#细胞增殖活性改变是其重要环节#

通过检测细胞增殖活性来评价肿瘤恶性度和预后已

成为一种趋势'

$
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淋巴瘤侵袭转移诱导因子
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D#62$

&是目前最

受重视的一种鸟嘌呤核酸转换因子之一#参与细胞的

多种生物学功能'

1

(

#是一种重要的促癌基因'

'

(

)本研

究以
D#62$

转基因小鼠及裸鼠为实验载体#探讨活体

状态下
D#62$

在增殖中的功能及作用)

D

!

材料与方法

D&D

!

实验动物及细胞株
!

D#62$

h

"

h转基因小鼠为南

方医科大学病理学系自建并保种#

Z=3

小鼠及
47\

级

0

#

)

周龄裸鼠购自南方医科大学实验动物中心)实

验用小鼠均饲养于标准屏障动物房#保持环境温度

11Y

#湿度
99̂

#给予标准颗粒鼠饲料和无菌饮水)

稳定过表达
D#62$

的人结直肠癌细胞株
QD1(.D#.

62$

及阴性对照细胞株
QD1(.bABC"G

均为南方医科

大学病理学系自建并冻存)

D&E

!

主要试剂
!

兔抗鼠
e#.)-

抗体购自北京博奥森

生物技术有限公司#免疫组化
W,b#+#",

两步法试剂

盒和
P;U

显色试剂盒均购自福州迈新生物技术有限

公司#常规细胞培养相关试剂均购自广州一科科技有

限公司)

D&F

!

D#62$

h

"

h转基因小鼠多脏器组织病理形态学观
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期



察
!

以颈椎脱臼法随机处死
)

只
D#62$

h

"

h转基因小

鼠及
)

只野生型
Z=3

小鼠#解剖取材全身各脏器#组

织块经
$%̂

中性甲醛固定过夜后#常规脱水*浸蜡*包

埋*切片#苏木素
.

伊红染色#中性树脂封片)对比观察

体内持续过表达
D#62$

对小鼠各脏器组织细胞增殖

能力的影响)

D&G

!

免疫组化检测小鼠
e#.)-

蛋白表达
!

免疫组化

两步法检测小鼠多器官组织中
e#.)-

蛋白表达情况)

石蜡标本常规脱蜡至水*抗原修复#

'̂ Q

1

X

1

孵育阻

断内源性过氧化物酶#血清封闭#

e#.)-

抗体以
$i9%%

于
0Y

冰箱孵育过夜#

7U4

洗涤后滴加二抗室温孵育

'%2#,

#

P;U

显色#水洗%苏木素衬染#脱水#封片#镜

检)免疫组化结果判断标准!

e#.)-

阳性染色定位于

细胞核#呈黄褐色#背景清晰#每张玻片于高倍镜下计

数
9

个视野#随机计数
$%%%

个细胞#其中无阳性着色

视为阴性$

V

&#阳性细胞数小于
19̂

为
h

#阳性细胞

数
19̂

#$

9%̂

为
hh

#阳性细胞数
9%̂

#$

-9̂

为
hhh

#阳性细胞数大于或等于
-9̂

为
hhhh

)

D&H

!

细胞培养及皮下成瘤实验
!

人结直肠癌细胞

QD1(.D#62$

及
QD1(.bABC"G

均用含
$%̂

胎牛血清

的
37EZ.$)0%

培养基常规培养于
'-Y

*

9̂ =X

1

培

养箱#取处于对数生长期的细胞胰酶消化制成单细胞

悬液并计数)取裸鼠
)

只#分别将两种细胞悬液取

9_$%

) 个细胞注射于裸鼠右背侧皮下#

9!

后每日测

量并记录肿瘤体积#计算体积公式'

0

(为
bd>_J_

Q

"

1

$

b

表示体积%

>

表示长%

J

表示宽%

Q

表示高&)

D&I

!

统计学处理
!

采用
4744$)&%

软件进行数据统

计学分析#计量资料用
5c?

表示#采用
:

检验#以
!

$

%&%9

为差异具有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

小鼠多脏器病理形态学观察
!

D#62$

h

"

h转基因

小鼠和野生型
Z=3

小鼠经解剖后#多组织器官
QW

切

片观察发现#

D#62$

h

"

h转基因小鼠的结直肠*胃*肺*

肾脏以及睾丸均较对照组表现出更显著的增殖能力

$图
$

&)与野生型小鼠相比#

D#62$

h

"

h转基因小鼠的

结直肠及胃黏膜均显著增厚#固有层腺体层次增多#排

列拥挤#上皮细胞核大*深染#部分区域细胞核上移%肺

脏中支气管上皮增生#被覆的纤毛柱状上皮由假复层转

变为复层#细胞密集深染#局部纤毛消失#部分区域肺泡

间隔增宽%肾脏中近曲小管数量增多#排列拥挤#细胞核

增大#染色质增粗%睾丸的曲精管密集排列#间质受压#

各级生精细胞显著增生#管腔充盈)

图
$

!!

通过组织形态学及
e#.)-

免疫组化检测
D#62$

h

'

h转基因小鼠与野生型小鼠多脏器细胞增殖情况

0$/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



表
$

!!

QD1(.D#62$

和
QD1(.bABC"G

细胞裸鼠皮下移植瘤增殖能力的比较$

5c?

%

组别
' 9! $%! $9! 1%! 19! '%! 4M2 M !

QD1(.D#62$ ' 1&901c%&9)0 9&)//c$&%'' $0&%/'c$&/-) 01&($-c1&$-' $%$&$)-c/&$0/ 1)1&$)-c1(&'$% -$&01-c(0&(11 11%&)$/ %&%%%

QD1(.bABC"G ' 1&($-c%&')$ 9&'$'c%&90$ (&($-c$&%$% $(&$)-c$&00' 0)&%)'c1&0-( $$)&))-c$/&1$9 ''&'0%c0$&9-1 $/0&/)9 %&%%%

4M2 1&-1(c%&0-% 9&9%%c%&-)9 $1&%%%c1&)9% '$&%01c$'&$$' -'&)$9c'%&)9( $/(&0$-c/1&)1/ 91&'/0c-0&-9/ -$&$/(

"

%&%%$

"

: %&(-% %&99- '&'/) $9&-)- $$&1%) -&'%' '01&))9

"

9'&%0%

! %&'/- %&)%- %&%1/ %&%%% %&%%% %&%%1 %&%%%

"

%&%%1

&

!!

"

!主效应的
\

统计量和
!

值%

&

!交互效应的
\

统计量和
!

值

!!

$

!皮下注射
QD1(.D#62$

组裸鼠%

1

!皮下注射
QD1(.bABC"G

组裸鼠

图
1

!!

体式荧光显微镜实时观测
QD1(.D#62$

h

'

h和
QD1(.bABC"G

组裸鼠皮下成瘤情况

E&E

!

小鼠多脏器
e#.)-

蛋白表达检测
!

D#62$

h

"

h转

基因小鼠和野生型小鼠多组织器官中
e#.)-

均有不同

程度的表达#但是在结直肠*胃*肺*肾脏以及睾丸中#

D#62$

h

"

h转基因小鼠的
e#.)-

蛋白表达水平明显高

于野生型小鼠对应组织$图
$

&)结果显示#转基因小

鼠的结直肠及胃黏膜
e#.)-

蛋白表达散布于上皮细胞

全层#而野生型小鼠主要位于黏膜基底部%转基因小

鼠的肺支气管及肾近曲小管上皮细胞
e#.)-

均呈广泛

表达#而野生型小鼠的表达量及表达范围均显著减

少%转基因小鼠的睾丸的初级精母细胞*次级精母细

胞均表达
e#.)-

#而野生型小鼠仅基底部的初级精母

细胞呈
e#.)-

表达阳性)

E&F

!

D#62$

过表达对裸鼠皮下成瘤能力的影响
!

裸

鼠体内成瘤实验结果显示#

QD1(.D#62$

细胞株在裸

鼠皮下增殖能力显著强于
QD1(.bABC"G

细胞株#差异

具有统计学意义$

!

$

%&%$

&#见表
$

*图
1

)

F

!

讨
!!

论

!!

细胞增殖是生命的重要特征#是所有细胞延续生

命的主要形式#是在转录*翻译*翻译后修饰等多层

面*多种蛋白质参与的精细调控过程)肿瘤细胞异常

增殖的根本原因在于基因水平上失去了对增殖的正

常调控#因此对细胞增殖的研究一直是肿瘤学研究领

域的热点'

$

(

)已有研究表明#

D#62$

是多种肿瘤的促

癌基因'

0

(

#与淋巴瘤*结直肠癌'

9

(

*肺癌'

)

(

*乳腺癌'

-

(

等肿瘤细胞的发生发展密切相关'

/

(

)但是体外基因

功能研究往往不能完全模拟基因在体作用形式和机

制#

D#62$

转基因小鼠模型的引入能够在活体内接近

,真实-地再现
D#62$

过表达所导致的直接后果#把复

杂系统简化#为
D#62$

的体内功能研究提供了有力的

工具)

本研究结果显示#

D#26$

基因持续过表达能够促

进小鼠体内多组织器官的细胞增殖能力)

D#62$

h

"

h

转基因小鼠的结直肠及胃黏膜上皮*支气管上皮及肺

泡上皮*肾小管上皮以及睾丸各级生精细胞均呈现显

著的增殖过度#表现为细胞排列密集*细胞核大*深染

等)

e#.)-

免疫组化进一步验证了本研究的结果#

D#.

62$

h

"

h转基因小鼠的
e#.)-

阳性率均显著高于野生

型小鼠)由于细胞的持续增殖状态是肿瘤早期发生

的始动环节#因此提示
D#62$

在肿瘤发生的启动过程

中可能发挥较为重要的作用)目前在人结直肠癌'

(

(

*

胃癌'

$%

(

*肺癌'

$$

(

*肾透明细胞癌'

$1

(及睾丸精原细胞瘤

中均有
D#62$

促进肿瘤发生的相关报道#与本研究结

果较一致)

为了进一步探讨
D#26$

与肿瘤细胞增殖的相关

9$/$

重庆医学
1%$(

年
)

月第
0/

卷第
$$

期



性#本研究选取了本室自建并保存的结直肠癌细胞株

QD1(.D#62$

和
QD1(.bABC"G

进行了裸鼠皮下成瘤

实验#结果显示
D#62$

基因同样能够显著促进结直肠

癌细胞在裸鼠体内的增殖)因此笔者推测#

D#62$

作

为增殖调控基因#

D#62$

在正常细胞
'

过度增殖
'

恶

性转化
'

肿瘤进展这一演进过程中担任重要的角色)

目前已有研究表明#

D#62$

可能通过以下机制发挥其

促癌作用!$

$

&特异性的激活
*

.B6C

信号转导通路促进

细胞的增殖及诱导肿瘤的发生'

$'

(

%$

1

&通过参与
D#.

62$.36B

信号传导通路增强抗凋亡蛋白的合成#从而

促进细胞的存活'

$0

(

%$

'

&抑制转录因子
B.2

O

B

的表达#

促进细胞增殖#抑制凋亡'

$9

(

)

综上所述#本研究以
D#62$

转基因小鼠及裸鼠为

载体在活体内整体水平探讨了
D#62$

在细胞增殖调

控中的重要作用#具有更高的,真实性-#为细胞增殖

研究提供了新的靶点和直接有力的理论依据)随着

肿瘤增殖动力学研究的不断深入#

D#62$

对细胞增殖

及肿瘤发生发展的相关调控机制必将逐渐被阐明)

同时#

D#62$

转基因小鼠作为具有自发高增殖活性的

模式动物#能够为细胞增殖与肿瘤演进的深层机制研

究提供新的理想平台#推动相关领域的研究进展)
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