
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

犃犛４２７

犜犖犉α／犎犐犉１α／犞犃犛犘途径在肺癌犃５４９细胞增殖和粘附中的

作用研究

吕佳蔚１，李　群
１，喻译锋２，罗振宇２，孙孔亮２；指导教师：魏　蕾

１．武汉大学２０１０级临床医学

２．武汉大学２０１２级临床医学

　　【目的】　肺癌是目前世界癌症导致死亡排名第一的肿瘤，其中肿瘤细胞的增殖和转移与肺癌的死亡率密切相

关。最近的调查显示肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）与肿瘤的侵袭和转移相关，但是具体的机制仍不清楚。本实验旨在

以肺癌Ａ５４９细胞作为模型，研究ＴＮＦα／ＨＩＦ１α／ＶＡＳＰ途径在肺癌Ａ５４９细胞的增殖和粘附中的作用。

【方法】　常规培养Ａ５４９细胞，用 ＭＴＴ法和ａｄｈｅｓｉｏｎａｓｓａｙ分别检测不同浓度的ＴＮＦα对Ａ５４９细胞增殖和

粘附的影响。在随后的实验中采用高浓度的ＴＮＦα刺激（１２０ｎｇ／ｍＬ）作为刺激因素，分别用ｓｈＲＮＡ和ｐＥＧＦＰ

Ｃ１ＶＡＳＰ敲除或过表达ＶＡＳＰ、用ｓｉＲＮＡ和ｐＥＧＦＰＣ１敲除或过表达 ＨＩＦ１α，ＭＴＴ法和ａｄｈｅｓｉｏｎａｓｓａｙ分别检

测细胞增殖和粘附水平，ＰＣＲ检测 ＨＩＦ１α和ＶＡＳＰ在 ｍＲＮＡ表达水平，蛋白质印迹法检测 ＨＩＦ１α和ＶＡＳＰ蛋

白的表达。同时采用Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ的方法检测 ＨＩＦ１α与ＶＡＳＰ启动子区域结合的状态。

【结果】　（１）高剂量ＴＮＦα可以促进 ＨＩＦ１α表达，从而下调ＶＡＳＰ表达水平，抑制肺癌Ａ５４９细胞增殖和粘

附。（２）与空载质粒ｐＥＧＦＰＣ１组相比，瞬时转染ＶＡＳＰ过表达质粒ｐＥＧＦＰＣ１ＶＡＳＰ后，Ａ５４９细胞的增殖能力

显著增加（犘＜０．０５），粘附能力显著增加（犘＜０．０５）。相反，与ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｈＲＮＡ组比较，通过转染ＶＡＳＰｓｈＲＮＡ

特异性敲降ＶＡＳＰ后，Ａ５４９细胞的增殖能力显著降低（犘＜０．０５），粘附能力显著降低（犘＜０．０５）。（３）选择高浓度

ＴＮＦα（１２０ｎｇ／ｍＬ）处理Ａ５４９细胞２４小时后，与空载质粒ｐＥＧＦＰＣ１组相比，瞬时转染ＨＩＦ１α过表达质粒ｐＥＧ

ＦＰＣ１ＨＩＦ后，ＨＩＦ１α的表达在ｍＲＮＡ和蛋白水平都显著增加（犘＜０．０５），与此同时ＶＡＳＰ的表达在 ｍＲＮＡ和

蛋白的水平显著降低（犘＜０．０５）。相反，与ＳｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ组比较，通过转染 ＨＩＦｓｉＲＮＡ特异性敲降 ＨＩＦ１α

后，ＨＩＦ１α的表达在ｍＲＮＡ和蛋白水平都显著降低（犘＜０．０５），与此同时ＶＡＳＰ的表达在ｍＲＮＡ和蛋白的水平

显著增高（犘＜０．０５）。（４）在给予肿瘤坏死因子α诱导的细胞中，通过转染 ＨＩＦｓｉＲＮＡ特异性敲降 ＨＩＦ１α表达

后，ＴＮＦα带来的 ＨＩＦ１α的升高被部分抵消了（犘＜０．０５）。（５）Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｓｓａｙ的检测结果提示 ＨＩＦ１α可以与

ＶＡＳＰ启动子区域结合从而在转录水平上抑制ＶＡＳＰ的表达。

【结论】　高浓度ＴＮＦα通过增加ＨＩＦ１α的表达，调控并抑制ＶＡＳＰ蛋白的表达，从而降低肺癌Ａ５４９细胞增

殖和粘附，从而发挥抗肿瘤的作用。
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　　【目的】　顺铂和依托泊苷联合化疗（ＥＰ）是临床常用的针对肺癌的化疗方案。但长期应用ＥＰ后，其药效减

弱，产生多药耐药，影响疗效。并有文献报道，某些促炎因子在多药耐药中发挥着作用。本课题旨在探究ＥＰ诱导

的化疗耐药机制，找出潜在的多药耐药作用靶点。

【方法】　（１）基础实验：选用ＮＣＩＨ４４６和Ａ５４９肺癌细胞系，ＤＤＰ处理后进行细胞克隆形成实验，发现在ＣＭ

培养条件下，两种细胞耐药性形成。以此为基础进行设计。用 ＴＮＦα、ＥＰ、ＣＭ、ＴＮＦα抑制剂分别或共同处理
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Ｈ４４６和Ａ５４９细胞，通过光镜、流式细胞术、台盼蓝细胞计数来明确细胞存活情况。用ＴＮＦα处理后通过蛋白质

印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ＡＢＣＧ２、ＭＲＰ２、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ、Ｍｃｌ１的表达，再用ＴＮＦαｓｉＲＮＡ进行干扰，用ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ检测。先用蛋白质印迹法检测两种细胞中磷酸化ＡＴＭ和磷酸化ＩｋＢａ的表达情况，再用ＴＮＦα处理，

通过蛋白质印迹和共聚焦显微检测，确定磷酸化ＡＴＭ、磷酸化ｐ６５和磷酸化ＩｋＢａ的表达。用ＴＮＦα、ＡＴＭ抑制

剂、ＮＦκＢ抑制剂分别和（或）共同处理细胞，通过蛋白质印迹和ｃｏｎｆｏｃａｌ来确定磷酸化ＡＴＭ、磷酸化ｐ６５、磷酸化

ＩｋＢａ、ＡＢＣＧ２、ＭＲＰ２、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ、Ｍｃｌ１的表达。通过ｓｉＲＮＡ干扰ＡＴＭ、ｐ６５，再用蛋白质印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

来确定这些蛋白的表达。（２）临床实验：通过回顾性分析，取小细胞肺癌和非小细胞肺癌患者的癌组织和癌旁组

织，通过免疫组化检测ＴＮＦα的表达情况。再结合患者的预后，进行数据分析，探究患者ＴＮＦα表达和预后之间

的关系。

【结果】　ＤＤＰ处理的细胞克隆实验发现，在ＣＭ培养条件下，ＮＣＩＨ４４６和Ａ５４９两种细胞耐药性比ＤＤＰ组

明显，说明两种细胞耐药性形成。

【结论】　ＣＭ中含有的某一细胞因子（ＴＮＦα）能够诱导ＮＣＩＨ４４６和Ａ５４９两种肺癌细胞耐药性形成，为治

疗肺癌多药耐药提供新的可能的治疗靶点。
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　　【目的】　肝癌是目前我国发病率和致死率位居第二位的恶性肿瘤，每年约有３０万例新发肝癌，占全球５０％

以上。尽管通过手术和化学药物治疗，其五年生存率仍然很低，肝癌细胞对于化疗药物的耐药性的产生是肝癌高

致死率的主要原因。Ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐ（ＰｃＧ）蛋白通过染色质的组蛋白甲基化修饰调控靶基因的转录，是重要的促

癌基因。我们及其他研究组发现，在肝细胞肝癌中ＰｃＧ家族蛋白异常高表达，与肝癌术后存活率等恶性指标密切

相关，是肝细胞肝癌预后的重要分子标志物。然而，ＰｃＧ蛋白在肝癌细胞耐药性的产生中如何发挥作用尚不清楚。

本研究主要探讨ＰｃＧ家族蛋白调控肝癌细胞化疗耐受性产生的生物学功能及其靶基因网络，并阐明其表观遗传

学机制。

【方法】　用表柔比星、丝裂霉素Ｃ等化疗药物短期处理 ＨｅｐＧ２等肝癌细胞系，ｒｅａｌｔｉｍｅｑＲＴＰＣＲ、蛋白质印

迹检测ＥＺＨ２、ＳＵＺ１２、ＣＢＸ８及ＢＭＩ１等ＰｃＧ家族蛋白表达规律；通过建立ＥＺＨ２过表达或ｓｈＲＮＡ干扰稳定细胞

系，克隆形成和流式细胞技术等技术检测细胞增殖、细胞凋亡等指标，探讨ＥＺＨ２异常表达肝癌细胞对化疗药物的

敏感性；从实验室前期ＣｈＩＰｏｎＣｈＩＰ组学数据的整合性分析入手，筛选ＡＴＭ等靶基因，探讨ＰｃＧ调控ＡＴＭ转录

及表达的规律及机制；深入揭示ＡＴＭ通路在ＰｃＧ调控的肝癌细胞化疗药物耐受性产生中的关键作用。

【结果】　通过前期实验我们发现：短期化疗药物处理导致ＰｃＧ蛋白表达量下降，而不影响其转录水平表达，

提示化疗药物通过蛋白稳定性影响ＰｃＧ蛋白表达；ＰｃＧ通过Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３组蛋白甲基化机制抑制ＤＮＡ损伤修复基

因ＡＴＭ表达，参与化疗药物引起的肝癌细胞ＤＮＡ损伤修复过程，从而引起化疗药物耐受性产生；ＥＺＨ２蛋白的

ＳＥＴ酶活性为靶点的小分子化合物ＧＳＫ１２６显著促进肝癌细胞化疗药物敏感性。

【结论】　ＰｃＧ蛋白通过表观遗传学机制调控的 ＡＴＭ 通路是肝癌细胞化疗耐受性产生的关键通路之一，以

ＰｃＧＡＴＭ为靶点的小分子化合物是有希望的化疗增敏剂。
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