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在儿童和青少年人群中#骨肉瘤是最常见的骨肿瘤之

一)

!

*

+本文主要是探讨利用实时荧光定量
\*8

技术$

70;

\*8

%技术诊断人骨肉瘤
<'2%

细胞中
!

;H3F6JIJ

的表达+

$

!

材料与方法

$9$

!

实验材料
!

人骨肉瘤细胞株
<'2%

$中国科学院上海生

物细胞研究所提供%,

!"S

胎牛血清$上海泛柯实业有限公司购

买#北美血源%,青霉素$成都力思特制药股份有限公司生产%,

链霉素$瑞阳制药有限公司生产%,

,<[<

高糖培养基$购自武

汉伊莱瑞特生物科技有限公司%,胰蛋白酶$购自武汉伊莱瑞特

生物科技有限公司%及自制的磷酸盐缓冲液$

\WY

%+

QJF%3

蛋

白干粉$购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司%#荧光定量

\*8

试剂盒$购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司%及
!

;H3F6;

JIJ

$购自武汉伊莱瑞特生物科技有限公司%和
'(\,_

引物

$引物序列
7

!

$h;(''@*''@'@'((*''(@@@';%h

(

8

!

$h;''''@*'@@'(@''*((*(;%h

#购自武汉伊莱瑞特

生物科技有限公司%+

$9/

!

仪器
!

二氧化碳恒温培养箱#高速冷冻离心机#超洁净工

作台#

(W1\EI5P>$""

型荧光定量
\*8

仪以及倒置显微镜+

$9'

!

方法

$9'9$

!

人骨肉瘤
<'2%

细胞系培养
!

将
<'2%

细胞接种在

.#

孔板中#对照组细胞使用
!"S

的胎牛血清及含有青霉素和

链霉素的
,<[<

高糖培养基培养+而刺激组则在此基础上
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用
!""J

?

"

P)

的
QJF%3

细胞培养进行培养+分别在第
"

,

!

,

-

,

%

,

.

天分别采集
%

个孔的细胞#采用细胞消化的方式计算细胞

个数+观察加入
QJF%3

蛋白刺激液的刺激组及没有加入

QJF%3

蛋白刺激液的对照组
<'2%

细胞的增殖情况+

$9'9/

!

不同浓度的
QJF%3

蛋白刺激人骨肉瘤
<'2%

细胞
!

将

QJF%3

母液分别稀释成浓度为
"

,

$"

,

!""

,

!$"

,

-""J

?

"

P)

的

QJF%3

蛋白溶液#加入已经接种了
<'2%

细胞传代的
2

孔板

中#每个孔大约有
.̂ !"

$ 个细胞+所有的
<'2%

细胞均在
%>

]

,

$S*/

-

的细胞培养箱中培养#并且细胞贴壁
-.G

后才会

加入不同浓度的
QJF%3

蛋白溶液刺激细胞
-.G

+

$9'9'

!

观察
!

;H3F6JIJ

基因表达情况
!

所有细胞增殖结果观

察均采用
70;\*8

测定
!

;H3F6JIJ

基因表达情况+根据目的基

因
!

;H3F6JIJ

和内参基因有相似的扩增效率#根据
)IH3O

公式可

以计算得到目的基因
!

;H3F6JIJ

的相对表达量+

$91

!

统计学处理
!

采用
Y\YY!29"

统计学分析软件进行分

析#计量数据以
CTA

表示#组间比较采用
(

检验#以
!

$

"9"$

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/9$

!

QJF%3

蛋白刺激液
<'2%

细胞增殖
!

在细胞生长的第
"

,

!

天刺激组和对照组的
<'

细胞数量对比差异无统计学意义

$

!

&

"9"$

%(而在第
-

,

%

,

.

天两组的细胞个数差异有统计学意

义$

!

$

"9"$

%+见表
!

+

/9/

!

不同浓度的
QJF%3

蛋白刺激人骨肉瘤
<'2%

细胞基因表

达
!

!

;H3F6JIJ

基因表达与
QJF%3

的蛋白刺激浓度呈非正相关

关系#

!

;H3F6JIJ

基因表达不会因为
QJF%3

浓度的增加而增加+

在各个浓度中#以
!""J

?

"

P)

的
QJF%3

蛋白刺激
!

;H3F6JIJ

基

因表达最高#其他几个浓度的
!

;H3F6JIJ

基因表达对比差异无

统计学意义$

!

&

"9"$

%+见表
-

+

/9'

!

!""P

?

"

P)

浓度不同时间段的
!

;H3F6JIJ

基因表达情况

!

表
%

结果显示#在
!""P

?

"

P)

的
QJF%3

蛋白刺激在培养
2

G

时
!

;H3F6JIJ

基因表达最高#并且在
2G

前
!

;H3F6JIJ

基因表达

会随时间延长而增加#

2G

后
!

;H3F6JIJ

基因表达对比差异无统

计学意义$

!

&

"9"$

%+

表
!

!

刺激组和对照组
<'2%

细胞增殖比较'

CTA

%

!̂"

$

(

组别 第
"

天 第
!

天 第
-

天 第
%

天 第
.

天

对照组
"9-$T"9"! "9$>T"9"- !9-!T"9". %9""T"9"> %9%.T"9"%

刺激组
"9-%T"9". "92"T"9"! -9">T"9"% .9"$T"9"$ 29!#T"9"-

( -9=-$ %9"=! .9!"= %9#=- $9-!$

!

&

"9"$

&

"9"$

$

"9"$

$

"9"$

$

"9"$

表
-

!

不同浓度的
QJF%3

蛋白刺激人骨肉瘤
<'2%

细胞
!

;H3F6JIJ

基因表达

浓度 目的基因 管家基因
*

*F

**

*F -

U

**

*F

空白
!#9""T"9"!- !-9.#T"9-" $9-.T"9"$ " !

$"J

?

"

P) !>9!#T"9!! !%9"$T"9!$ .9-%T"9"# U

$

!9%=T"9"-

%

-9$$T"9!!

!""J

?

"

P) !$9!=T"9%% !.9"2T"9.! -9%%T"9"= U

$

%9-.T"9!$

%

=9-!T"9"#

!$"J

?

"

P) !$9="T"9!# !%9$$T"9-% -9..T"9"! U

$

%9!#T"9">

%

#92!T"9..

-""J

?

"

P) !29""T"9"! !%9>"T"9"- -9.=T"9"2 U

$

%9!.T"9"2

%

#92!T"9$!

表
%

!

!""P

?

+

P)

浓度不同时间段的
!

;H3F6JIJ

基因表达情况

时间 目的基因 管家基因
*

*F

**

*F -

U

**

*F

"PIJ !#9!=T"9!- !!9!"T"9!. >9!.T"9!! " !

%"PIJ !29>!T"9-% !!9%!T"9!# $9!=T"9!! U

$

!92=T"9!-

%

%9!#T"9-"

!G !29$=T"9.= !-9%!T"9.= .9=!T"9!- U

$

-9%=T"9!"

%

$9%!T"9!2

2G !29"-T"9-! !-9-!T"9%= %9#.T"9!= U

$

%9-"T"9!"

%

=9%"T"9-=

!-G !29!#T"9-= !-9->T"9.- %92"T"9-2 U

$

%9%=T"9!"

%

=9$!T"9=-

-.G !29-"T"9%= !-9%=T"9>- %9$=T"9!$ U

$

%9..T"9!$

%

!"92.T"9%=

'

!

讨
!!

论

!!

骨肉瘤主要在好发在长管状骨的干骺端#并且可以在数个

月后转移肺部#呼吸衰竭是导致骨肉瘤患者死亡的主要原

因)

-;.

*

+目前对于骨肉瘤已经有完善的放疗和化疗方案#骨肉

瘤患者生存率有明显提高+限制骨肉瘤患者长期生存率的两

大因素是肺转移及骨肿瘤复发)

$

*

+生物学研究结果揭示#

XJF

"

!

;H3F6JIJ

信号通道是细胞增殖以及分化的关键环节)

2;#

*

+

多项结果证实#

XJF

信号在骨细胞中#特别是对骨肿瘤细胞的

生长,集落和迁移能力有明显的抑制)

=

*

+

XJF

蛋白主要是和

7E

d

b;bD6N

细胞表面受体结合后激活
'Y+%

的信号通路#从而

'Y+%

可以和
!

;H3F6JIJ

相结合#使得
!

;H3F6JIJ

的降级被抑制#

激发细胞增殖的信号通道)

!"

*

+

本文进行人骨肉瘤
<'2%

细胞培养#观察加入
QJF%3

蛋白

刺激液的刺激组以及没有加入
QJF%3

蛋白刺激液的对照组

<'2%

细胞的增殖情况+在细胞生长的第
"

,

!

天刺激组和对

照组的
<'

细胞数量对比差异无统计学意义$下转第
%%!!
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的患者死于本病#其中肺结核患者大部分死于呼吸衰竭#曾有

研究结果提示在结核性晚期即常表现为慢性纤维空洞型#因肺

功能严重受损而肺内气体交换出现严重障碍)

.

#

#

*

+因此大部

分肺结核患者是死于肺功能衰竭+

男女肺部主要构造组成基本一致#都由支气管,细支气管

和肺泡组成+肺泡是人体氧气和二氧化碳实施气体交换的场

所#男性因为身材普遍较女性高大#女性小气道细胞膜和总细

胞壁长度均低于男性#成年男性的气道腔内径是女性的
!9!>

倍#因此#男性肺叶,支气管,肺泡数量等明显较女性有优势#加

之男性在血液循环能力,肝脏清毒能力,肾脏的透析能力等方

面明显强于女性#导致男性肺功能检测指标优于女性+

本研究利用肺功能检测探讨性别等因素对肺结核肺功能

的影响#采用统一的调查和观察方法,步骤和问卷#由统一培训

的专科医师对门诊就医和病房住院的明确诊断的肺结核患者

进行调查和观察+调查表内容包括以下内容!患者的姓名,性

别,年龄,民族,籍贯,婚否,职业,出生日期,身高,体质量,初诊

时间等一般情况(病程,既往发病规律及治疗等现病史(既往

史,个人史,家族史情况等+同时结合患者肺功能情况肺结核

的病理分型#作者根据肺功能及肺结核的分型#将患者分为病

情较轻的浸润型和病情较重的慢性纤维空洞型#并且根据临床

经验#从收集的内容中提取出
!"

个相关因素即性别,年龄,吸

烟,婚姻,受教育程度,住院次数,用药量,抗生素种类,用药时

间,病程等因素进行
)A

?

I5FIH

回归分析#发现年龄,吸烟和性别

均是肺结核分型的危险因素#

PS

值分别为
!9"%"

,

!9%."

,

!9"!"

#

4

为正值#

!

$

"9"$

#为肺结核患者肺功能损伤重的危险

因素者+

综上所述#肺结核的肺功能障碍呈混合性#同时更进一步

说明早期根治肺结核的重要性#以避免肺的正常结构破坏#浸

润型转化成慢性纤维空洞型#造成肺功能不可逆的损害+年龄

大,吸烟和女性肺结核肺功能损伤较重+其中不同性别肺结核

患者的肺功能障碍#男性患者肺功能各项指标均高于女性+
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