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（
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ＰＤＺ 结构域和 ＢＡＲ 结构域组成 ，

肝癌 、癌旁组织 中 的 表 达 ， 初 步探讨 Ｐ ＩＣＫ １ 对人肝癌 细胞其 ＰＤＺ 与 ＢＡＲ 结构域能够募集包括肿瘤相关蛋 白

ＨｅＰＧ２ 增殖的作用 及其可能机制 。 方法 应 用 ｑＲＴ
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、
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癌旁组织 中 Ｐ ＩＣＫ １ 蛋 白 的表达 ；培养 Ｈｅ

ｐＧ２ 细胞 ， 体外给予＆ｐｙｍ

不同浓度的 ＦＳＣ －２３ １
（
Ｐ ＩＣ ＩＣ１ 的 ＰＤＺ 结构域小分子抑制 剂 ） ，

关 １Ｃ

、

在肝癌 中 的表 ；１￣＿ 倩况及病理机制 的文献

通过 ＭＴＴ 法麵 Ｈｅ
Ｐ
Ｇ２ 细胞的活力 ； 采用流式细胞术检测

报道 。 该研究拟应用 Ｐ ＩＣ Ｋ １ 的 ＰＤＺ 结构域小分子
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信号通路蛋 白表达 。 结果 肝脏病理组织学检测提示肝癌ｓ
ｐｅｃ

ｉ ｆｉ ｃｃ
ｙ
ｃ ｌ ｉｎ

－Ｄ ｌ
，

Ｃ
ｙ
ｃ ｌ ｉｎＤ ｌ

） 、 原 癌 基 因 Ｃ －ｍ
ｙ
ｃ 和
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织中 的 ＰＩＣＫ１ 抗原阳性细胞显著增 多 （
？ ＜ ０ ． 〇 ５

） ，
且多分布蛋 白表达变化的影响 ， 初步探讨 ＰＩＣＫ１ 在肝癌 中 的
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。 根据逆转 录酶说明 书将总 ＲＮＡ
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ｐｐ
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Ｂ ｉ ｏ
－ＲＡＤＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓ ｉ ｃ 电泳仪 ；剂盒说明书制备反应混合体系 ，设置反应条件 ， 采用

电子天平 ＦＡ２００４Ａ
（ 上海精天 电子仪器厂 ） ； 流式细ｐ

－

ａｃ ｔ ｉｎ 作为本实验的 内参 ， 上机检测 。 本实验所需

胞仪 （ 美国 Ｂｅｃｋｍａｎ 有限公司 ） 。 引 物 序 列 如下 ：
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５

＇

－ＣＣＴＧＣＣＴＣＴＡＴＡＴＣＧ
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３
＇
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＇
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ｉＪ ． ｌＨＥ 染 色和免疫组织化 学 染 色 将肝组织３
＇

） ， ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ（
Ｆ
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＇

－ＣＣＣＡＣＡＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧ －

经 ４％ 中性 甲 醛溶液 固定 ， 石蜡包埋 、切片 ， 用苏木３
＇

；

Ｒ
：
５ 

＇

－ＧＣＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣ －

３
Ｄ 。

精 － 伊红染色制成玻片 。 采用 ＳＰ 法染色常规脱蜡１ ． ２ ． ６Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ 检测肝脏组织 中 Ｐ ＩＣＫ １ 蛋 白表

后用过氧化酶阻断溶液 ， 室温孵育 １ ５ｍ ｉｎ
；ＰＢＳ 冲达 变化和 Ｈｅ

ｐ
Ｇ２ 细胞 中 Ｃ

ｙ
ｃ ｌ ｉｎＤ ｌ

、
Ｃ －

ｍ
ｙ
ｃ

、
Ｎｏ ｔｃｈ ｌ 蛋

洗后加 〇 ． ］ ％ 的胰蛋 白 酶消化 ２０ｍ ｉｎ
， 置于非免疫白 的表达 取肝癌及癌旁组织各 ５０ｍｇ 于 １ｍ ｌ 裂

性动物血清中室温孵育 １ ０ｍ ｉｎ
；

—抗 ４ １ 孵育过夜 ，解液 （ 含 １ ０
 ｊ

ｊｌ Ｉ ＰＭＳＦ
） 中 ，置于冰上裂解 ３０ｍ ｉｎ 后 ４

用 ＰＢＳ 清洗后加生物素标记的二抗 ，室温下孵育 ３０丈
，

１ ２０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ３０ｍ ｉｎ
，取上清液加人蛋 白上

ｍ ｉｎ
；用链霉菌抗生素蛋 白

－ 过氧化物酶溶液孵育 ， 样缓冲液 ，

１ ００ｔ 加热 １ ０ｍ ｉｎ 使蛋 白 变性后进行

３〇ｍ ｉｎ 后用 ＤＢＡ 显色 、苏木精复染 、封片观察 。 最ＳＤＳ －聚丙烯酰胺凝胶电泳 ； 取对数期生长 的 ＨｅＰＧ２

后将玻片置于倒置显微镜下观察实验结果 。细胞消化后接种于培养瓶 中 ， 每孔细胞数约为 ２ｘ
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白酶消化传代 ，取对数生长期细胞进行实验 。液 （ 含 １ ０
Ｍ

ｉ
，ＰＭＳＦ

） ， 同上步骤处理提取的细胞蛋

１ ． ２ ． ３ 细胞增殖 实验 取对数生长期 的 ＨｅＰ
Ｇ２ 细白 ，进行 ＳＤＳ －聚丙烯酰胺凝胶 电泳 ， 电泳结束后用

胞 ，
以 ５０００／孔的细胞密度接种于 ９６ 孔板 中 ， 每孔Ｂ ｉ ｏＲＡＤ 湿转仪器将蛋 白转到膜上 ， 电流 ２００ｍＡ

，用

加人 ２００
 ｊ

ｊｌ Ｉ 细胞悬液铺板 。 细胞贴壁后 ， 用含不同５％ 脱脂奶粉封闭膜 ４ｈ 后用 ＴＢＳＴ 清洗 ， 与 １ ？

＿

５００

浓度
ＦＳＣ －２３ １

（
０

、
５

、
２５

、
５０

、
１ ００

、
２００

ｐｍｏ ｌ／Ｌ
） 的培养一抗 ４ｔ

孵育过夜 ，

一抗浓 度 为 ：
Ｃ
ｙ
ｃ ｌｉｎＤ ｌ （

１ ：

基继续培养细胞 。 分别培养 ２４
、
４８

、
７２ｈ 后弃去原５ ００

） 、
Ｃ －ｍ

ｙ
ｃ（

１ ：５００
） 、
ＰＩＣＫ １（

１ ：５００
） ，洗膜 ，每次

培养液 ， 每孔加人 １ ８０
 ｜

ｘｌ 无血清培养基和 ２０
４ （

５ １ ０ｍ ｉｎ
， 共洗 ４ 次 ，再与 １ ：１０００ 的与一抗种属相匹

ｍ
ｇ／ｍ ｌ

）
ＭＴＴ 贮存液继续培养 ，

４ｈ 后加人 １ ５０ｐｉ配的二抗室温孵育 １ｈ
， 再用 ＴＢＳＴ 清洗膜 ３ 次 ， 每

ＤＭＳ０
，振荡 １ ０ｍ ｉｎ

， 待结 晶充分溶解后 ， 置摇床低次 １ ０ｍ ｉｎ
， 用 ＥＣＬ 发光试剂盒显影 ， 扫描成像结果

速振荡 １ ０ｍ ｉｎ
，使结晶充分溶解 ， 在 ４９２ｍｎ 处用酶用 ＩｍａｇｅＪ 软件分析 ，

以
（

３
－

ａｃ ｔ ｉｎ 为 内参 。

标仪检测每孔的光密度 （
ｏｐ ｔ ｉ ｃａｌｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔ

ｙ ，０Ｄ ）值 。 按１ ． ３ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ７ ．０ 统计软件进行

公式计算 ＦＳＣ －２３ １ 对 ＨｅＰＧ２ 的生长抑制率 ， 生长抑分析 ，数据用 ｘ± ｓ 表示 ；

Ｏｎｅ －Ｗａ
ｙ
ＡＮ０ＶＡ 法检验各

制率 （
％

）
＝
（

１
－

０Ｄ 给药组／０Ｄ 对照组 ）
ｘ１ ００％

。组间差异 。 所有实验重复 ３ 次 。

１ ． ２ ． ４流式细胞仪检测 细胞周 期 将 ＨｅｐＧ２ 细胞
２￡

ｃｔ
甲

以 ４ｘ１ ０
５

接种于细胞培养瓶 中 ， 待细胞贴壁后 ， 用

含不同浓度 ＦＳＣ －２３ １
（
０

、
５

、
２５

、
５０

ｐｍｏ ｌ／Ｌ
） 培养基继２ ． １ 人肝脏组织病理学检测 肝癌癌旁组织 中肝

续培养 ２４ｈ 后收集细胞用胰蛋 白酶消化重悬 ，

１２００小叶结构完整 ，肝细胞排列整齐 ，
未见病理性改变 ；

ｒ／ ｒｎ ｉｎ 低速离心 ５ｍ ｉｎ 后用 ＰＢＳ 洗 ２ 次 ， 收集细胞沉肝癌组织肝小叶结构被严重破坏 ， 肝细胞胞核增大

淀于 ７５％ 冰乙醇中 固定 ，
１ ２ｈ 后 ３０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５且不规则并伴有大量脂肪空泡 ； 免疫组织化学染色

ｍ ｉｎ
， 去上清液 ，

ＰＢＳ 洗 １ 次 ， 加人 ＰＩ 染液 ， 室温下染结果显示 ，
肝癌组织 中 ＰＩＣＫ １ 蛋 白 主要表达在肝癌

色 ３０ｍ ｉｎ 后样品 ４１ 避光保存 ， 最后应用流式细胞细胞质 内 ， 呈强 阳性 ，
而癌旁组织 中 ＰＩＣＫ １ 蛋 白 表

仪进行检测 ， 用软件计算细胞周期各时相 ＤＮＡ 的达量相对较低 。 见图 １
。

百分含量 。 ２ ． ２ 人肝癌组织 中 ＰＩＣＫ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋 白 表达

１ ． ２ ． ５ 肝脏组织 总 ＲＮＡ 提取和 ＲＴ －ＰＣＲ 取肝癌水平 ＲＴ －ＰＣＲ 及 Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂｌｏ ｔ 结果显示 ， 与肝癌癌

及癌旁组织各 ３０ｍ
ｇ 于 １ｍ ｌＴＲＩ ｚｏｌ 中 ， 充分剪碎研旁组织相 比 ， 肝癌组织 中 的 ＰＩＣＫ１ｍＲＮＡ 相对表达



安徽 医科 大 学 学报／ｌ ｅ ｆａＭｅ ｆ／Ｗｎａ ／ ／ ，ｓ ／Ｉ ｒ ｚＡｍ２０ １ ６Ｍ ａ
ｙ ；

５ １
 （
５

）
？

６ １ ７
？

量显著增高 ８ 倍 ， 蛋 白相对表达量显著增高 ３ 倍 ， 差的抑 制率。
ＭＴＴ 法结果显示 与 ０＾ｍ〇 ｌ／ＬＦＳＣ －２ ３ １

异有统计学意义 （
Ｐ＜ 〇 ． 〇５

） 。 见图 ２
。组相 比 ，

ＦＳＣ －２ ３ １ 可 呈 浓 度 和 时 间 依 赖 性地 降 低

Ｈｅ
Ｐ
Ｇ２ 细胞生长 ＯＤ 值 ， 升高细胞增殖抑制率 ， 其

中 ，

５ ０
ｐ
ｍｏ ｌ／ ＬＦＳＣ －２３ １ 组对细胞的抑制作用较为显

著 ，
２〇０

 （

ｘｍｏ ｌ／ ＬＦＳＣＨ ｌ 组抑制 Ｈ ｅ
ｐ
Ｇ２ 细胞增殖 的

作用最 明 显。 与 〇ｐｍｏ ｌ／ＬＦＳＣ －２３ １ 组 相 比 ，

２５̄

２００
ｐｍ ｏ ｌ／ ＬＦＳＣ ２３ 丨 组 差 异 有统 计学 意 义 （

／
）
＜

Ａ １ ．，
Ｑ ． （ ）５

） 见扪

２ ． ４Ｐ ＩＣＫ １ 的 ＰＤＺ 结 构 域 抑 制 剂 ＦＳＣ －２３ １ 对

Ｈ ｅｐＧ２ 细胞周 期 的 影 响 用 含不 同 浓 度 ＦＳＣ －２３ １

的培养基刺激 Ｈ ｅ
Ｐ
Ｇ２ 细胞 ２４ｈ 后 ， 流式细胞术结果

表明 ， 与 〇 叫仙 丨几 ＦＳＣ －２ ３ 丨 组相 比 ， 在 ５
？

５ （ ） ， 〇 １／

Ｌ 浓度范 围 内 ，

５０
 ｜

ｘｍ〇ｌ／ＬＦＳＣ －２３ 丨 组 的 ＧＯ／Ｇ １ 期

Ｂ Ｉ 细胞数比例 明显升高 ，

Ｇ
２ 期细胞数 比例 明显降低 ，

Ｓ

图 １Ｐ Ｉ ＣＫ １ 在不 同肝脏组织 中 的表达 Ｓ Ｐ ｘ ２ （ ） （ ）期细胞 比 例受影 响ｆｅ小 ， 差 异 有统计学意 义 （
＂ ＜

Ａ
： 癌旁组织 ；

Ｂ
： 肝癌组织 ；

１
：
Ｈ Ｅ 染色 ；

２
： 免疫组织化学染色０ ．０５

） 提示 ＦＳＣ －２３ １ 可 以影响 Ｈｅ
ｐ
Ｇ２ 细胞在细胞

１ ２周期 Ｇ
（ ）

、
Ｇ

２ 期 的分布 。 见图 ３
。

１ 〇
「 ＊ ２ ． ５ＰＩＣＫ １的ＰＤＺ结 构 域 抑 制 剂ＦＳＣ －２３ １对

ＴＨ ｅｐＧ２细 胞 中Ｃｙ ｃ ｌ ｉｎＤ ｌ
、
Ｃ － ｍｙｃ和Ｎｏ ｔｃｈ 丨

、
Ｈｅｓ

－

ｌ

＾

８
＂

Ｍ ｉ １１

 蛋 白 表达的影 响 应用 Ｐ Ｉ Ｃ Ｋ １ 抑 制 剂 ＦＳＣ －２３ １

（
５

、

｜６
． ２５

、

５ ０
 ｜

ｘｍ〇 ｌ／ Ｌ
） 刺 激Ｈ ｅ

ｐ
Ｇ２细胞 后 ， 与０ｐｍ ｏ ｌ／ Ｌ

＿

３

［
＊ ＦＳＣ －２ ３ １组 相 比 ，

５ ０ｐｍｏ ｌ／ ＬＦＳＣ －２３ １组 的Ｃ ｙ

－

２
４ ＾

２
－ ｃ ｌ ｉ ｎ Ｄ ｌ

、
Ｃ －

ｍ
ｙ
ｃ以 及Ｎ ｏ ｔｄ ｉ通路蛋 白Ｎ ｏＵ

．

ｈ ｌ

、

Ｈ ｅ ｓ
－

ｌ的

ｅ

２ ｜
（
 蛋 白表达水平呈 ＦＳＣ －２３ １ 浓度依赖性降低 ， 差异有

＾ｇ

＇

＇

＾ １统计学意义 （
Ｐ＜ 〇 ． 〇５

） 。 见图 ４
。

〇
Ｌ １——＿＿——Ｌ ０

Ｕ
１ ２ １ ２ ３ 讨论

图 ２Ｐ Ｉ ＣＫ １ 在不 同肝脏组织 中 的 ｍ ＲＮＡ 和 蛋 白 表达情况

］
： 癌旁组织 ；

２
： 肝癌组织 ； 与癌旁组织 比较 ：

＊

Ｐ ＜ ０ ． ０ ５肝癌 的 发生发展 是 由 多种 因 素所致 的 复杂过

程 ，
至今其发病机理 尚 未清楚 ， 研究

［
５  ７

报道 Ｐ １ Ｃ Ｋ １

２ ． ３Ｐ ＩＣＫ １ 的 ＰＤＺ 结 构 域 抑 制 剂 ＦＳＣ －２３ １ 对能够广泛参与乳腺癌 、肺癌 、 肾癌 的发生发展 ， 其发

Ｈ ｅｐＧ２ 细胞增殖 的 影 响 用 含不 同 浓度 ＦＳＣ －２３ Ｉ挥 的 促 癌 作 用 与 ＰＫＣａ
、
Ｅ
ｐ
ｈ Ｂ２

、
Ｅ ｉ

．

ｂ Ｂ２／ Ｈ ｅ ｒ
－２ 和

的培养基培养 Ｈ ｅ
ｐ
Ｇ２ 细胞 在 ０ ？ ２００

 ｜

ｘｍ ｏ ｌ／ Ｌ 浓Ｔ Ｉ Ｓ２ １ 等肿瘤相关蛋 白 密切相关 。
ＰＤＺ 结构域在基

度范围 内 ， 分别在 ２４
、
４ ８

、

７２ｈ 测定 Ｈｅ
ｐ
Ｇ２ 细 胞生因组广泛存在 ， 是多种癌症相关蛋 白共 同 富含 的 功

长 ＯＤ 值 ， 计算 ＦＳＣ －２ ３ １ 对人肝癌细胞 Ｈ ｅ
ｐ
Ｇ２ 增殖能 结构域 ， 如 ＡＦ６

、
ＴＩＳ２ １

、
ＰＫＣａ

［

８４
。 目 前 已 有 研

表 １ＦＳＣ －２３ １ 对人肝癌细胞 Ｈ ｅ
ｐ
Ｇ２ 增殖的抑制率

ＦＳＣ
－

２ ３ １ ２４ ｈ


４ ８ ｈ ７ ２ ｈ



（ ｐ
ｍ〇

ｌ ／ Ｌ
）

〇 Ｄ
值 １ Ｋ

（
％

）



０ １ ） 值 １ Ｒ
（
％

）
ＱＤ值 ＩＲ

（
％

）

０ ０ ． ７ ５± ０ ． ０ １－ １ ． ０ ５± ０ ． ０ ５－ １ ． ０ １± ０ ． ０２

５ ０ ． ７ ３± ０ ． ０ １ ２ ． ５ ０ ． ９９± ０ ． ０ ２
＊

 ６ ０ ． ９ ３± ０ ． ０ １

＊

 ８ ． ８

２ ５ ０ ． ７２ ± ０ ． ０Ｐ ４ ． ４ ０ ． ９４± ０ ． ０４
＊

 １ ０ ． ６ ０ ． ８ ８ ± ０ ． ０ ２

＊

 １ ２ ． ８

５ ０ ０ ． ６ ８± ０ ． ０ １

＊

 ９ ． １ ０ ． ９ １± ０ ． ０ ３

＊

 １ ３ ． ６ ０ ． ８ ０ ± ０ ． ０２

＊

 ２ １ ． ６

１ ００ ０ ． ５ ３± ０ ． ０３

＊

 ２９ ． ７ ０ ． ６２± ０ ． ０ ２
＊

 ４ １ ． ３ ０ ． ６６ ± ０ ． ０ ３

＊

 ３ ５ ． ２



２００


０ ． １ ６ ± ０ ． ０３

＊



７ ９
Ｊ ０ ． ３ ０± ０ ． ０４

＊



７
ｊ＿

６


（ ） ．  １ ３± ０ ． ０ ２

＊



８Ｔ ７


与 
０ｐｍｏｌ／ＬＦＳＣ －２３ １比较 ：

＊

Ｐ ＜ ０ ？ ０５



？

６ １ ８
？安徽 医科 大 学 学报Ａｃ Ｚｔｔ ２０ １ ６Ｍ ａ

ｙ ；

５ １
（
５

 ）

Ａ Ｂ Ｓ ｇｆＣ ， ｜
ｇｆＤ ，

 ，
 ｜｜

ｆ
＇

１ ＿
．

 ：００ ／０ １ ： ５ １ ． ０ ５％ １ ２ 〇°
：

ｒ ｎ ，ｒ ，


＇２ 〇°
 ＇

Ｇ０ ／Ｇ １

－

５ ４ ５ ５％
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