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Abstract Objective To investigate the expression and clinical significance of AP-1 complex subunit sigma-1A
( AP1S1) gene in breast cancer． Methods The relationship between the expression level of AP1S1 and the clini-
cal prognosis of breast cancer patients was analyzed using the data in surgical tissues and adjacent tissues of breast
cancer patients published in the online databases of GEPIA and UALCAN． 110 cases of wax block specimens with
complete clinical data and complete clinical data were collected． The expression of AP1S1 in breast cancer tissues
was detected by immunohistochemistry． In vitro experiments were performed using plate clones，CCK-8 and cell
scratch experiments to analyze the effect of AP1S1 expression on the proliferation and metastasis characteristics of
breast cancer cells． Results Through the analysis of GEPIA and UALCAN data，it was found that the expression
level of AP1S1 in breast cancer tissues was significantly higher than that in normal breast tissues ( P ＜ 0. 01) ． The
expression level of AP1S1 was significantly associated with overall survival ( OS) and disease-free survival ( DFS)
( P ＜ 0. 05) ，and it was closely related to the tumor stage of breast cancer patients ( P ＜ 0. 05) ，and had no obvi-
ous correlation with age，tumor classification and lymph node metastasis． Clinical case analysis confirmed that
AP1S1 expression was closely related to breast cancer tumor size and AJCC stage ( P ＜ 0. 05) ，and had no signifi-
cant correlation with age，lymph node metastasis，estrogen receptor ( ER) status，progesterone receptor( PR) sta-
tus，and human epidermal growth factor receptor 2( HER2) status ( P ＞ 0. 05) ． The results of cell function experi-
ments showed that the expression of AP1S1 gene could promote the proliferation，colony formation and migration a-
bility of breast cancer cells． Conclusion AP1S1 gene is highly expressed in breast cancer tissues，and its expres-
sion level is related to the prognosis of breast cancer patients． Moreover，AP1S1 gene expression can promote breast
cancer cell proliferation，colony formation and migration ability．
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卡波肉瘤相关疱疹病毒细胞抗原片的制备
文 志1，周 畅1，华 玮2，董凯旋2，叶 磊2，郑 豪2，徐 涵2，王林定1

摘要 目的 成功制备了卡波肉瘤相关疱疹病毒 ( KSHV)

的细胞抗原片，并验证其有效性，为检测 KSHV 血清标本提

供了一种可行的办法。方法 培养了能够稳定表达卡波肉

瘤相 关 疱 疹 病 毒 核 相 关 抗 原 ( LANA ) 的 BCBL-1 细 胞。
BCBL-1 细胞是感染过 KSHV 并且细胞基因组中包含 KSHV
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基因的细胞。待细胞生长活力旺盛且状态良好时，收集细胞

并用 4% 的多聚甲醛固定到预先处理好的抗原片上，完成封

闭、待测血清的孵育和荧光二抗的孵育后，通过免疫荧光显

微镜观察检测结果。结果 通过免疫荧光技术发现，感染过

KSHV 的患者血清样本能观察到荧光标记的二抗激发的荧

光，而未感染过 KSHV 的标本则没有观察到荧光标记的二抗

激发的荧光。结论 成功制备了能用于检测血清的卡波肉

瘤相关疱疹病毒的细胞抗原片，为进一步研究卡波肉瘤相关

疱疹病毒的流行病学提供方法。
关键词 卡波肉瘤相关疱疹病毒; LANA; 细胞抗原片; 免疫

荧光
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卡波肉瘤疱疹病毒( Kaposi' s sarcoma-associated
herpesvirus，KSHV) 又被称之为人类疱疹病毒 8 型

( human herpervirus 8，HHV-8 ) ，是 在 1994 年 由

Chang et al［1］在卡波肉瘤( Ksposi's sacoma，KS) 组织

中发现的，是引起 KS 的主要病原体［2］。经研究证

明 KSHV 同时还是原发性渗出性淋巴瘤［3］( primary
effusion lymphoma，PEL ) 多 中 心 性 Castleman 病

( multicentric Castlemans disease， MCD ) 的 病 原

体［4］，是危害人类健康的一大病原体。KSHV 的生

命周期包涵两个阶段，潜伏期和裂解期。潜伏期和

裂解期的转换是受到基因的严格控制［5］。潜伏期

占病毒整个生命周期的绝大多数时间，病毒的基因

受到严格调控，只有少数潜伏相关基因在持续表达，

所以临床很难对这一时间段病毒的存在做出精确的

检出，但在裂解复制阶段，病毒绝大多数基因复制表

达，并包装产生新的病毒，感染新的宿主细胞。目前

用于检测 KSHV 的方法主要是酶联免疫吸附试验

( ELISA) ，时间长，耗材大，不能长久保存。但是目

前用只有 KSHV 感染而 EB 病毒未感染过的 PEL 细

胞系来检测血清样本尚无人报道。这种细胞抗原片

的制备能很好地解决上述问题，为 KSHV 的血清检

测提供了一条新的检测方法。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞系 卡波肉瘤相关疱疹病毒感染细胞

系 BCBL-1 由本实验室保存。
1． 1． 2 主要试剂和材料 12 孔免疫荧光原位杂交

载玻片; Triton X-100 ( 德国 Biofrox 公司) ; DAPI 染

液、牛血清白蛋白 ( BSA) ( 上海碧云天公司) ; 山羊

抗人 IgG( FITC) ( 武汉 Elabscience 公司) ; 免疫荧光

显微镜( 日本 OLYMPUS 公司 TH4-200) ; KSHV 阴性

和阳性标本为本实验室保存。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 将 BCBL-1 细胞复苏后置于含

10% FBS 的且含有 1% 双抗的 RPMI 1640 培养基

中，37 ℃、5% CO2 培养箱培养。每 48 h 观察细胞

状态并收集细胞离心换一次液。
1． 2． 2 固定和预处理细胞 待细胞长到活力旺盛

时期，收集细胞，2 000 r /min 离心 10 min，PBS 洗 3
遍。洗完后加入 200 μl PBS，彻底使细胞悬浮，使细

胞单个均匀分布。载玻片每孔加入 5 μl 的细胞悬

液，放置室温，20 ～ 30 min，待干透后每孔加入 50 μl
4%多聚甲醛固定细胞，10 ～ 15 min，PBS 洗 3 遍，每

次 5 min。固定后每孔加 50 μl 3% BSA 和 0. 1%
Triton X-100 的混合液，封闭细胞，室温放置 1 ～ 2 h，

PBS 洗 3 遍，每次 5 min。
1． 2． 3 检测样本 将待测样本用 PBS 按照 1 ∶ 50
稀释，每孔加入 50 μl，置于 4 ℃，过夜孵育。
1． 2． 4 免疫荧光二抗的孵育 将孵育完检测血清

后的抗原片用 PBS 洗 3 遍，每次 5 min，每孔加入 50
μl 预先用 PBS 按照 1 ∶ 100 稀释后的荧光二抗，室

温避光孵育 1 ～ 2 h，PBS 洗 3 遍，每次 10 min。
1． 2． 5 细胞核染色 每个抗原孔内加入 50 μl DA-
PI 染液，室温避光 5 min，PBS 洗 3 遍，每次 10 min。

2 结果

2． 1 显微镜下细胞培养结果 BCBL-1 细胞为悬浮

细胞，生长时间相对较长，需在含有 10% FBS 和 1%
双抗的 1640 培养基、37 ℃、5% CO2 中培养 5 ～ 7 d，

低倍镜下观察细胞生长状态( 图 1A) ，待细胞长满整

个视野时，此时细胞数量较多，活力旺盛，适合做免疫

荧光。
2． 2 细胞固定结果 待细胞固定在载玻片后肉眼

可在载玻片上观察看到一层白色薄膜覆盖在孔底，

显微镜下可见点状细胞分布在视野内。见图 1B。

图 1 BCBL-1 细胞培养和 12 孔免疫荧光原位杂交载玻片

A: 低倍镜下细胞 5 d 后生长状态 × 40; B: 免疫荧光原位杂交载玻片

2． 3 荧光显微镜观察结果 在荧光显微镜下，可以

观察到孵育 KSHV 阳性血清的样本，有异硫氰酸

( FITC) 激发的绿色荧光。KSHV 阴性样本的血清则

没有看见异硫氰酸激发的绿色荧光。细胞经过细胞

核染色后，发现细胞核激发的蓝色荧光位点与 FITC
激发的绿色荧光位点相同。见图 2、3。
2． 4 普通人群血清样本的检测结果 收集了合肥

市 238 份普通血清标本，并用此方法检测，结果显示

合肥市普通人群感染 KSHV 的感染率约为 7. 6%。
见表 1。

3 讨论

KSHV 又称为卡波肉瘤病相关疱疹病毒，是

DNA 双链病毒，属于 γ 疱疹病毒的亚科。现已发现
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表 1 合肥市 238 例普通人群 KSHV 的感染情况

性别 数量( 例) 阳性数 感染率( % )

男 148 9 6． 1
女 90 9 10． 0

合计 238 18 7． 6

图 2 荧光显微镜下观察 KSHV 阳性与阴性样本检测结果 × 100

A、B、C: 抗原片用于检测 KSHV 阳性标本的荧光显微镜下结果;

D、E、F: 抗原片用于检测阴性标本的显微镜下结果; FITC: 显示含

FITC 标记的荧光二抗; DAPI: 显示细胞核染色; Merge: 叠加效果

图 3 KSHV 阳性标本结果局部放大与细胞核染色对比

A、B: 细胞核染色; C、D: KSHV 阳性标本检测孔; B、D 分别是 A、
C 的局部放大图

的 KSHV 有 4 种类型，分别是经典型 KS、地域型

KS、移植型 KS 和 AIDS 相关性 KS。KSHV 在全世界

的分布比较广泛，集中分布在非洲。部分欧美等地

和地中海国家是高发区域。随着世界人口的流动，

在中国及日韩和东南亚地区也发现了 KSHV 的活动

迹象。我国对 KSHV 的研究起步相对较晚［6］，但是

有研究［7］表明我国西北地区 KSHV 的发病率明显

较高，且各族之间差异较为显著。
目前常用于检测 KSHV 的血清学方法为 ELISA

间接法，用此方法检测血清有以下几个优点: ① 适

用于大量样本的检测，一块反应板至少可以检测 90

余份血清标本，一次检测数块反应板可完成上百个

样本的检测;② 成本较低，ELISA 中各种试剂、耗材

及仪器价格相对较低，储存方便。但是缺点也是十

分明显的:① 费时，包被抗原需 4 ℃过夜，第 2 天检

测血清样本时，当中各种过程所需的时间至少要 6
h;② 检测过程中温度求高，在检测样本时，除洗涤

外，所有的过程均需要在 37 ℃的环境中进行，尤其

是在酶和底物反应时，温度对最终的 OD 值影响较

大;③ 洗涤不完全时，容易造成背景值的偏高，进而

造成假阳性。采用细胞抗原片的方法检测血清样本

也有优点: ① 检测时间短，抗原片还可以储存。制

作抗原片只需要 1 h，检测样本需要 3 h，制作完成的

抗原片可置于 － 80 ℃保存，待有样本检测时可直接

取出使用。② 灵敏度较 ELISA 法高，只有与阳性标

本中的抗体结合的荧光二抗能激发目的荧光，目的

荧光的强弱只与激发光的强弱相关，不受温度等因

素的影响。但是此种方法也存在不足: ① 细胞生长

缓慢，BCBL-1 细胞为悬浮细胞，相对于普通的贴壁

细胞生长周期更长。② 要求避光。因为荧光二抗

中的荧光物质在白光环境下容易淬灭，所以孵育二

抗和在荧光显微镜下观察结果时不可过长时间暴露

在白光下，进而造成假阴性。③ 费用相对较高，荧

光显微镜的成本及维护和酶标仪表相比较高，不适

用于临床检测样本。
KSHV 生命周期中包涵两个阶段，即潜伏期及

裂解期。当病毒侵入宿主细胞后，经过短暂的急性

感染，病毒的自身基因激活，在表达的潜伏核抗原

( LANA) 的作用下，病毒自身的环状 DNA 分子直接

耦联到宿主细胞核的基因组中，病毒进入到潜伏状

态。此时，病毒的大多数基因处于沉默状态，只有少

数的潜伏相关基因处于激活状态，如 ORF73、ORF72
和 K13 等。但是当宿主受到外界因素的直接或间

接作用，处于免疫功能低下时，病毒潜伏状态的一些

基因能被重新激活，并进入复制阶段，此时能检测到

多种病毒裂解产物，如病毒复制与转录激活因子

( RTA) ，病毒裂解复制立早期蛋白( MTA) 等。
潜伏期相关核抗原 LANA 是一种多功能核蛋

白，在 病 毒 的 整 个 生 命 周 期 中 都 持 续 稳 定 表 达。
LANA 有 220 ku，是由 KSHV 的 ORF73 基因编码。
当病毒侵入宿主细胞并且处于潜伏状态时，它对病

毒染色质的复制，维持正常结构和协助 KSHV 病毒

基因组整合到宿主细胞中，并通过有丝分裂进入子

代细胞中，都发挥着非常重要的作用。目前已知

KSHV 的基因组的末端重复序列 ( terminal repeats，
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TRs) 包含有一个负责 DNA 复制起始的顺式作用元

件( cis-element) 。LANA 是一种反式作用蛋白，它的

氨基末端和羧基末端共同参与并调节了其与基因组

的 TRs 的特异性结合，最终形成一种 DNA 蛋白质复

合体，这种蛋白质复合体来调节病毒染色质的复

制［8］。LANA 是定位于细胞核中，能够将病毒的基

因组与宿主的基因组相互整合并随着宿主细胞的有

丝分裂进入到子代细胞中［9］。目前认为，甲基化的

CPG 结合蛋白 MeCP2 和 DEK 蛋白共同作用于 LA-
NA，介导了这种作用［10］。近几年发现在 KSHV 潜

伏感染的 JSC 细胞株中，LANA 蛋白与着丝粒蛋白 F
( CENP-F) 共同在着丝粒区域出现，并且观察到 N
端与 C 端能直接与 CENP-F 结合。除此之外，还发

现 LANA 与另一种着丝粒蛋白 Bu1b 有关，Bub1 与

CENP-F 共同形成复合体并且与 LANA 相互作用，

免疫荧光原位杂交显示，CENP-F、Bub1、LANA 三个

蛋白共同介导 KSHV 基因组附着到宿主细胞的基因

组中［11 － 12］，实 验 通 过 携 带 有 短 发 夹 结 构 的 RNA
( shRNA) 的慢病毒载体干扰蛋白 Bnb1 的表达能显

著降低 KSHV 基因组的拷贝数量，但是蛋白 CENT-F
的去除并未观察到这一现象［13］，提示 LANA 可能与

多种蛋白相互作用，共同促进了病毒潜伏机制的建

立。
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Preparation of Kaposis sarcoma-associated
herpesvirus cell antigen tablets

Wen Zhi1，Zhou Chang1，Hua Wei2，et al
( 1Dept of Microbiology，2The Second Clinical College，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To prepare Kaposis sarcoma-associated herpesvirus ( KSHV) cell antigen tablets and verify
their effectiveness，providing a feasible method for the detection of KSHV serum samples． Methods BCBL-1 cells
stably expressing KSHV nuclear-associated antigen ( LANA) were cultured． BCBL-1 cells were cells infected with
KSHV and contained the KSHV gene in their genome． LANA is a protein that is highly expressed on the nucleus of
a host cell． When the cells were vigorously viable and in good condition，the cells were collected and fixed to the
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pre-treated antigen tablets with 4% paraformaldehyde． After blocking，incubation of the serum to be tested and incu-
bation of the fluorescent secondary antibody，the results were observed by immunofluorescence microscopy． Results
The fluorescence of the fluorescent secondary antibody was observed in the serum samples of patients infected with
KSHV by immunofluorescence technique，while the fluorescence of the secondary antibody was not observed by the
specimens not infected with KSHV． Conclusion The cell antigenic tablets of KSHV which can detect serum have
been successfully prepared，which provides a method for further studying the epidemiology of KSHV．
Key words Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus; LANA; cell antigen tablets; immunofluorescence
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牙髓干细胞与血管周细胞性能比较研究
吴文婧，丁如愿，张 菁，张红艳，胡露露，李 颂

摘要 目的 比较人牙髓干细胞 ( DPSCs) 与血管周细胞相

关性能，研究是否可以用 DPSCs 取代血管周细胞用于血管

再生。方法 比较 DPSCs 和血管周细胞 2 种细胞成骨、成神

经多向分化潜能。Matrigel 三维培养技术评价 DPSCs 和血管

周细胞稳定血管样结构的能力。Transwell 试验评价 DPSCs

和血管周细胞的迁移能力和对人脐静脉内皮细胞( HUVEC)

迁移行为的影响。结果 DPSCs 和血管周细胞呈相似的形

态，经诱导后均可向成骨和成神经分化。2 种细胞在 Matrigel

基质胶上与 HUVEC 共培养均能建立稳定的管腔样结构。

在 Transwell 试验中，DPSCs 和血管周细胞均表现类似的趋

化能力。结论 DPSCs 具有与血管周细胞相似的形态和功

能特征，可以尝试用于体外血管再生。

关键词 周细胞; 牙髓干细胞; 细胞迁移; 成血管; 分化

中图分类号 R 322． 12; R 322． 41
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血管新生是组织修复的基础，血管新生异常常

常影响机体损伤的正常愈合。血管由内衬血管壁的

内皮细胞层和血管周细胞组成。研究［1］表明，在血

管形成过程中，首先由增殖的血管内皮细胞形成管

腔样结构，然后血管周细胞迁移聚集，2 种细胞共同

调节血管的稳定性。周细胞在全身毛细血管和微血
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管周围广泛分布，能够稳定血管结构，对血管的发育

以及重塑具有重要作用。然而，现阶段分离血管周

细胞还有一定的困难，这限制了其在体外血管重建

中的运用。有研究［2 － 4］报道，来源于脑组织、脐带、
脂肪等的间充质干细胞和血管周细胞有许多相似之

处，这些间充质干细胞在细胞表型、基因表达和分化

能力等方面与血管周细胞有着高度的相似性。但

是，这些组织来源的间充质干细胞获取困难，相对来

说，来 源 于 牙 髓 的 牙 髓 干 细 胞 ( dental pulp stem
cells，DPSCs) 具有无创伤、易于分离、增殖率高等优

势，可以从第三恒磨牙、正畸牙或其他原因拔除的健

康牙的牙髓组织中分离培养获得，而不受伦理问题

的影响。在该研究中，选择血管稳定能力、迁移功能

和干性分化潜能作为评价标准，比较 DPSCs 和血管

周细胞之间的相似性。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 原代血管周细胞和人脐静

脉内皮细胞 ( human umbilical vein endothelial cell，
HUVEC) ( 美国 Sciencell 公司) ; Matrigel 基质胶( 美

国 BD 公司) ; 周细胞培养基( 美国 Sciencell 公司) 和

ECM 培养基 ( Lonza 公司) ; Transwell 细胞小室 ( 美

国 BD 公司) ; DMEM 培养基( 美国 HyClone 公司) ;

Dispase 酶和Ⅰ型胶原酶 ( 美国 Sigma 公司) ; CO2

恒温孵箱( 英国 Thermo 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 DPSCs 的分离培养与鉴定 取临床小于 25
岁健康患者因正畸或阻生拔除健康无龋的牙齿，拔

出后立即放入含 5% 双抗 PBS 中，摇晃冲掉牙根表

面血迹，立即冰盒保存，送至实验室。4 h 内将牙齿
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