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#

7Ic

#
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#

&4'

"

%

Q

'

#

X'

"

%

Q

'

#

]DH

"

%

Q

eHBNX3='*

"

%

Q

'K@;BHJ@

L
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8

B?

Q

FHMGH;GIB@PH

)

c

*

,'JIHB1HGc4HBGF;1;FS

#

+/*-

#

*0

$

0

&!
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)

-

* 周贞
,(?

二聚体检测在妇科恶性肿瘤中的临床意义)

c

*

,

中国卫生检验杂志#

+/*/

#

+/

$

0

&!

**-*?**-+,

)

0

* 杜满兴#王伟佳
,

联合检测
]DH?%

Q

e

(

X3='*?%

Q

'

和
&4'?

%

Q

'

抗体对中山地区鼻咽癌的诊断价值研究)

c

*

,

国际检

验医学杂志#

+/*0

#

.!

$

*.

&!

*50!?*5!/,

)

!

* 中国鼻咽癌临床分期工作委员会
,

鼻咽癌
"+

分期修订报

告)

c

*

,

中华放射肿瘤学杂志#

+//"

#

*5

$

*

&!

+?!,

)

#

* 陈天游#范行良
,X3

病毒诊断学意义及其方法学进展

)

c

*

,

微生物学免疫学进展#

+//"

#

.#

$

.

&!

0/?0.,

)

5

* 祝元雪#李晓江
,X3

病毒
]DH

在鼻咽癌早期诊断中的研

究进展)

c

*

,

现代肿瘤进展#

+/*.

#

+*

$

*+

&!

+5--?+5-!,

)

"

*

4EHB

Q

7\

#

4ERHB

Q

cb

#

=HAH@V

#

FDHM,V4'd*HBNJ

8

B?

F;

Q

IJDIGHGDISHDI@B@KDEFD;HBJG;I

L

DI@B@KX

L

JDFIB?3H;;SI?

;RJM

8

DIG

Q

FBFJ9

8

]DHHBNWDH

)

c

*

,=RGMFIG'GINJ]FJ

#

+/*/

#

.5

$

*-

&!

-!5#?-#//,

)

*/

*郑裕明#蔡永林
,X3

病毒
]DH

"

%

Q

e

抗体检测在鼻咽癌诊

断上的价值)

c

*

,

中华实验和临床病毒学杂志#

+//"

#

+.

$

-

&!

+50?+5#,

)

**

*陈文思#曹开源
,X3

病毒重组抗原
]DH

蛋白的表达及其

在鼻咽癌筛查中的应用)

(

*

,

广州!中山大学#

+/*/,

)

*+

*葛建新#封革#王平
,

消化系统恶性肿瘤患者血浆
(?

二聚

体的临床意义)

c

*

,

现代中西医结合杂志#

+/*+

#

+*

$

..

&!

.#*#?.#*",

)

*.

*朱明霞#彭佳#倪飞#等
,

恶性淋巴瘤患者血浆纤维蛋白原

水平与功能测定的临床意义研究)

c

*

,

血栓与止血学#

+/*/

#

*!

$

0

&!

+*/?+*+,

)

*-

*任军#张晓梅#张晓光#等
,

以
]DHG+

"

.

为抗原用于鼻咽癌

病人检测的初步研究)

c

*

,

中华微生物学和免疫学杂志#

+//!

#

+!

$

**

&!

*/0#?*/0",

)

*0

*邱厚匡#姚亚超#李磊#等
,X3

病毒抗体及其
(='

联合检

测在鼻咽癌筛查和早期诊断中的价值)

c

*

,

检验医学与临

床#

+/*0

#

*+

$

*/

&!

*.."?*.--,

)

*!

*蔡永林#郑裕明#成积儒#等
,X3

病毒
]DH

"

%

Q

e

(

X3='*

"

%

Q

'

(

&4'

"

%

Q

'

及
X'

"

%

Q

'

抗体与鼻咽癌分期的关系

)

c

*

,

南方医科大学学报#

+/*/

#

./

$

.

&!

0/"?0**,

)

*#

*郑岚#刘刚#钟春生#等
,

血浆
(?

二聚体(纤维蛋白原和
+

+

?

微球蛋白三项联检在恶性肿瘤中的应用)

c

*

,

淮海医药#

+/*.

#

.*

$

0

&!

.##?.#",

$收稿日期!

+/*!?*+?*0

!!

修回日期!

+/*#?/*?/!
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!临床探讨!

洛伐他汀联合塞来昔布对宫颈癌
4HSF@MIB?*

的表达及

下游信号分子的影响及意义分析

杜克先!胡
!

敏

"湖北省咸宁市通城县人民医院检验科
!

-.#-//

$

!!

摘
!

要#目的
!

探讨洛伐他汀联合塞来昔布对宫颈癌
4HSF@MIB?*

的表达及下游信号分子的影响'方法
!

分别将不同水平的

塞来昔布&洛伐他汀联合塞来昔布与
$FMH

细胞体外共孵育!采用
V::

法分别检测其对
$F7H

细胞增殖的影响'采用流式细胞术

检测塞来昔布&洛伐他汀联合塞来昔布对
$F7H

细胞凋亡的影响'同时采用蛋白免疫印迹"

2FJDF;B?9M@D

$检测
4HSF@MIB?*

及下游

信号分子磷酸化的转录活化因子
.

"

L

?):':.

$和
L

?'AD

的蛋白表达情况'结果
!

$F7H

细胞经过不同水平的塞来昔布&洛伐他汀

联合塞来昔布处理
+-E

后!塞来昔布的
%40/

值为
0/

$

V

!洛伐他汀联合塞来昔布的
%40/

值为
./

$

V

#塞来昔布&洛伐他汀联合塞

来昔布均能抑制
$F7H

细胞的增殖!诱导
$F7H

细胞的凋亡!且呈剂量和时间依赖性!洛伐他汀联合塞来昔布作用更显著#塞来昔

布与
$F7H

细胞共孵育
+-E

后!

4HSF@MIB?*

的蛋白表达轻微上调!而洛伐他汀联合塞来昔布能够显著增加
4HSF@MIB?*

的表达#塞来

昔布能抑制
L

?):':.

和
L

?'AD

的表达!而洛伐他汀联合塞来昔布共同处理
$F7H

细胞后!

L

?):':.

和
L

?'AD

的表达进一步下降'

结论
!

洛伐他汀联合塞来昔布能够显著抑制
$F7H

细胞的增殖!诱导其凋亡!同时上调宫颈癌
4HSF@MIB?*

的表达!从而抑制下游

信号分子的激活'

关键词#洛伐他汀#塞来昔布#宫颈癌#下游信号分子

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$.&%3&%2)

文献标志码#

'

文章编号#

*!#+?"-00

"

+/*#

$

/5?**55?/.

!!

宫颈癌是女性中最常见的恶性肿瘤之一#其发病率位居女

性肿瘤的第
+

位#且近年呈年轻化趋势)

*

*

'研究显示#宫颈癌

的发生与人乳头状瘤样病毒$

$1&

&感染有关#而
$1&

感染可

能引起机体内源性因素的改变#如癌基因的激活(抑癌基因的

失活和机体免疫调节机制的失衡等#这些改变均可能引起细胞

的增殖与凋亡发生异常#从而导致组织癌变)

+?.

*

'

4HSF@MIB?*

是近年来新发现的一个抑癌基因#研究显示该基因不仅能够调

节机体胆固醇的运输(维持内环境稳态#还可能参与调控肿瘤

发生发展的各个环节)

-?0

*

'洛伐他汀和塞来昔布分别为
4̂ h?

+

特异性抑制剂和
$Ve?4̂ '

还原酶抑制剂#本研究就洛伐

他汀联合塞来昔布对宫颈癌
4HSF@MIB?*

的表达及下游信号分

子的影响进行探讨#现报道如下'

$

!

材料与方法

$,$

!

菌株与试剂
!

人宫颈癌
$F7H

细胞株购于中国科学院上

海细胞库细胞#

4HSF@MIB?*

抗体和
+

?HGDIB

兔抗人单克隆抗体购

于
JHBDHG;R_F

公司%

L

?):':.

和
L

?'ADD

鼠抗人单克隆抗体购

于
4FMMJI

Q

BHMIB

Q

DFGEB@M@

Q8

公司%细胞总蛋白提取试剂盒
)I

Q

?

PH

公司#

V::

检测试剂盒购于碧云天%洛伐他汀和塞来昔布

-

55**

-

检验医学与临床
+/*#

年
-

月第
*-

卷第
5

期
!

7H9VFN4MIB

!

'

L

;IM+/*#

!

&@M,*-

!

=@,5



标准品均购于中国药品生物制品检定所'

$,/

!

细胞培养
!

$F7H

细胞生长于完全培养基中#于
.#f

(

06 4̂

+

(饱和湿度的条件下培养#每
*

!

+N

换一次液#在荧光

倒置显微镜下观察#当细胞生长达到约
5/6

融合时#用
/,+06

胰蛋白酶消化传代'收集细胞培养瓶中的细胞于离心管中#

*0//;

"

PIB

离心
0PIB

后#弃去上清液#加入培养基#将聚集在

离心管底部的细胞轻轻吹散#加入适量至细胞培养板中#在

.#f

#

06 4̂

+

的环境中培养至形成融合单层#开始实验'

$,'

!

V::

法测定
$F7H

细胞的增殖情况
!

采用培养基配制

不同水平的给药培养基#塞来昔布$

/

(

-/

(

!/

(

5/

(

*//

$

V

&和洛

伐他汀联合塞来昔布$

/

(

-/

(

!/

(

5/

(

*//

$

V

&'将
$F7H

细胞接

种于
"!

孔板内并与不同水平的药物共孵育
+-E

#每孔加入用

(VXV

稀释至
/,0P

Q

"

P7

的
V::

溶液
+/

$

7

#

.#f

继续温

孵
-E

后#吸去
V::

溶液#每孔加入
+//

$

7

二甲基亚砜#

.#

f

振摇温孵
*/PIB

#使甲
%

充分溶解#然后采用酶标仪在
-"/

BP

波长处测定各孔吸光度得到相应的
(̂

值'

$,1

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

将一系列水平的药物#包括

塞来昔布$

/

(

-/

(

!/

(

5/

(

*//

$

V

&和洛伐他汀联合塞来昔布$

/

(

-/

(

!/

(

5/

(

*//

$

V

&加入含
$F7H

细胞的培养瓶中#同时设无水

乙醇溶媒作为对照组#于
.#f

(

06 4̂

+

(饱和湿度的条件下分

别培养
+-E

和
-5E

#用
/,+06

胰蛋白酶消化#收集细胞后

#/6

乙醇固定#

-f

过夜'取
+//

$

7

细胞样品$

*[*/

0

"

P7

&#

加入
+//

$

7

的
%]=HJF

溶液$

*/

$

Q

"

P7

&#置于
.#f

水浴摇床

中
./PIB

#将成团细胞过滤除去#加入
*//

$

7

碘化吡啶染液

$

+0/

$

Q

"

P7

&#置
-f./PIB

#采用流式细胞仪$贝克曼公司&

检测凋亡细胞'

$,2

!

蛋白免疫印迹$

2FJDF;B?9M@D

&测定方法
!

细胞与药物处

理结束后用细胞裂解液$江苏碧云天&对细胞进行裂解处理#然

后按照细胞总蛋白提取试剂盒的说明书进行
)()?1'eX

$十二

烷基磺酸钠
?

聚丙烯酰胺凝胶电泳&'电泳结束后将凝胶蛋白

转印到聚偏二氟乙烯$

1&(d

&膜上#然后将
1&(d

膜放入用

:3):

溶液配制
06

脱脂奶粉悬液#室温封闭
+E

'封闭结束

后#分别与
4HSF@MIB?*

(

L

?):':.

和
L

?'ADD

一抗
- f

孵育过

夜'次日
.#f

摇床孵育
*E

#

:3):

荡洗后与
$]1

标记的

%

Q

e

二抗
.#f

摇床孵育
+E

#最后在凝胶成像仪中避光显色#

曝光
*/J

#采用天能软件分析灰度值'

$,2

!

统计学处理
!

采用
)1))*5,/

软件分析所有数据#计量

资料以
GUB

表示#

.

组以上比较应运用单因素方差分析#两两

比较用
7)(

法或者
)=\

法%以
!

%

/,/0

表示差异有统计学意

义'

/

!

结
!!

果

/,$

!

不同用药方式对
$F7H

细胞增殖的影响
!

V::

实验结

果显示#

/

!

*//

$

V

的塞来昔布(洛伐他汀联合塞来昔布均能

抑制
$F7H

细胞的增殖#且抑制作用随着给药水平的增加而增

强#呈显著的水平依赖性#差异有统计学意义$

!

%

/,/0

&#塞来

昔布的
%40/

值为
0/

$

V

#洛伐他汀联合塞来昔布的
%40/

值为

./

$

V

'见表
*

'

表
*

!!

不同用药方式对
$F7H

细胞增殖的抑制情况%

GUB

&

6

'

用药方式
( /

$

V -/

$

V !/

$

V 5/

$

V *//

$

V

塞来昔布
! /,"-.U/,/** /,!.5U/,/*# /,-#!U/,/*- /,.+*U/,//" /,+".U/,/*/

洛伐他汀联合塞来昔布
! /,".5U/,/*5 /,-.+U/,/*/ /,.##U/,//! /,+#!U/,/*. /,+*"U/,//!

表
+

!!

不同用药方式对
$F7H

细胞凋亡的影响%

GUB

&

6

'

孵育条件
对照组

$

(Z!

&

塞来昔布

$

(Z!

&

洛伐他汀联合

塞来昔布$

(Z!

&

+-E

!

-/

$

V +,*U/,+ 0,!U/,#

"

5,"U*,/

*

!

!/

$

V -,!U/,0 5,#U/,"

"

*.,-U*,!

*

!

5/

$

V #,-U/,# *+,+U*,-

"

*!,0U*,5

*

!

*//

$

V ",5U*,+ *0,0U*,5

"

+*,.U+,/

*

-5E

!

-/

$

V 0,!U/,5 **,-U*,.

"

*0,+U/,"

*

!

!/

$

V */,.U*,* *!,"U*,0

"

++,-U*,-

*

!

5/

$

V *0,*U+,/ +/,*U*,5

"

+",-U*,"

*

!

*//

$

V *5,!U*,5 ++,.U+,*

"

+",/U*,*

*

!!

注!与对照组比较#

"

!

%

/,/0

#

*

!

%

/,/*

'

/,/

!

不同用药方式对
$F7H

细胞凋亡的影响
!

流式细胞术检

测结果显示#塞来昔布(洛伐他汀联合塞来昔布诱导
$F7H

细

胞凋亡的作用随着时间和给药水平的递增而增强#其中
5/

$

V

的洛伐他汀联合塞来昔布与
$F7H

细胞共孵育
-5E

的凋亡率

最高#约为
+",-6

'见表
+

'

/,'

!

不同用药方式对
$F7H

细胞
4HSF@MIB?*

(

L

?):':.

和
L

?

'ADD

蛋白表达的影响
!

塞来昔布与
$F7H

细胞共孵育
+-E

后#

4HSF@MIB?*

的蛋白表达轻微上调#而洛伐他汀联合塞来昔

布能够显著增加
4HSF@MIB?*

的表达%此外#塞来昔布能抑制
L

?

):':.

和
L

?'AD

的表达#当洛伐他汀联合塞来昔布共同处理

$F7H

细胞后#

L

?):':.

和
L

?'AD

的表达进一步下降'见图
*

(

表
.

'

!!

注!

.

为阴性对照组%

'

为
0/

$

V

塞来昔布%

-

为
./

$

V

塞来昔

布
>./

$

V

洛伐他汀'

图
*

!!

不同用药方式对
$F7H

细胞
4HSF@MIB?*

)

L

?):':.

和

L

?'ADD

蛋白表达的影响

-
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-

检验医学与临床
+/*#

年
-
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*-
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5
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讨
!!

论

宫颈癌是女性常见恶性肿瘤之一#其发病率在发展中国家

的女性中位居第一#而在全球范围内其发病率位居第二#仅次

于乳腺癌)

!

*

'宫颈癌的发生机制尚未完全阐明#目前认为其与

以下因素有关!$

*

&

$1&

感染#该病毒在宫颈癌标本中的检出

率较高#是宫颈癌的首要病因%$

+

&相关癌基因与抑癌基因#

$1&

与相关癌基因与抑癌基因作用后导致
4?F;93?+

(

G?P

8

G

和
G?K@J

等癌基因激活#

3GM

(

L

0.

和
]9

等抑癌基因失活%$

.

&免

疫因素#研究显示宫颈癌的发病率在人类免疫缺陷病毒感染者

中的发病率较高)

#?5

*

'此外#龚玉芳等)

"

*就
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在正常

宫颈组织和宫颈癌组织中的表达进行测定#发现
4HSF@MIB?*

在

正常宫颈组织中的表达远高于宫颈癌组织#认为
4HSF@MIB?*

表

达的减少和缺失可能与宫颈癌的发生发展密切相关'

):':.

在机体大部分组织中均有表达#而磷酸化的
):':.

$即激活的

):':.

&通过启动一系列的信号通路和诱导#导致细胞增殖(

分化和凋亡相关的基因出现表达异常#从而阻碍肿瘤细胞的凋

亡#促进细胞恶性增殖而发生肿瘤)

*/

*

'研究发现#激活的蛋白

激酶
3

$

'AD

&可以通过改变细胞周期而促进细胞增殖和抑制细

胞凋亡#多种恶性肿瘤组织中均有
L

?'AD

的表达)

**

*

'

目前#临床上对宫颈癌的主要治疗方式包括手术治疗和放

疗#其中化疗在宫颈癌晚期复发转移的患者中应用较多#且存

在化疗药物与塞来昔布联合应用的情况#如顺铂和塞来昔布联

合应用)

*+

*

'塞来昔布为一种高选择性
4̂ h?+

特异性抑制剂#

胃肠道反应和肾脏毒性均较低#已被美国食品药品监督管理局

$

d('

&批准用于预防家族性肠息肉病的恶性变)

*.

*

'此外#不

少报道显示塞来昔布能够抑制多种肿瘤细胞的增长#包括人宫

颈癌
$F7H

细胞)

*-

*

'王小敏等)

*0

*的研究显示#塞来昔布能够

抑制体外培养的
$F7H

细胞环氧合酶
?+

的表达#从而诱导宫颈

癌
$F7H

细胞凋亡'本研究探讨了洛伐他汀联合塞来昔布对

宫颈癌
4HSF@MIB?*

及下游信号分子表达的影响#结果发现相较

于塞来昔布#洛伐他汀联合塞来昔布对宫颈癌
$F7H

细胞增殖

的抑制作用更强#且能显著诱导
$F7H

细胞凋亡'洛伐他汀联

合塞来昔布能够显著增加
4HSF@MIB?*

的表达#表明洛伐他汀联

合塞来昔布可能通过增加
4HSF@MIB?*

的表达抑制宫颈癌发生

发展'此外#塞来昔布能抑制
L

?):':.

和
L

?'AD

的表达'当

洛伐他汀联合塞来昔布共同处理
$F7H

细胞后#

L

?):':.

和

L

?'AD

的表达进一步下降#说明药物导致宫颈癌细胞
4HSF@MIB?

*

改变#能抑制下游信号分子的激活#从而促进肿瘤细胞凋亡'

综上所述#洛伐他汀联合塞来昔布能够显著抑制
$F7H

细

胞的增殖#诱导其凋亡#同时上调宫颈癌
4HSF@MIB?*

的表达#从

而抑制下游信号分子的激活'
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