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ＰＥＤＦ 对肺腺癌 Ａ５４９ 细胞迁移 、

侵袭能力和转移相关蛋 白表达水平的影响
程 宇 ， 束 军 ，徐 胜 ，李晓峰

摘要 目 的 观察色素 上 皮 衍 生 因 子 （
ＰＥＤＦ

） 对肺 腺癌肺癌在恶性肿瘤发病率及死亡率中居于首位 。

Ａ５４９ 细胞迁移 、侵袭能力 以 及对转移相关蛋 白 如纤维连接全世界每年新发肺癌病例数为 １ ８０ 多万 ， 占所有恶
蛋 白 （

ＦＮ
） 和基质金属 蛋 白 酶 ９

（
ＭＭＰ －

９
） 表达水平 的影 响 。

性肿瘤 的 １ ３％
； 因肺癌导致 的死亡患者近 丨 ６〇 万 ，

方法 设不 加 ＰＥＤＦ 的肺腺 癌 Ａ５４９ 细 胞为 阴 性 对照 组 ，

＾ ｍ

ＰＥＤＦ 干麵细胞分别 加 人 １ ８〇
、
３ ６〇 和 ７２〇＿ １／ＬＰＥＤＦ

；

占所有心性肿瘤死 １Ｃ 的 １ ９ ．４％
。 转移疋肺癌患

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 检测 ＰＥＤＦ 对 Ａ５４９ 细胞迁移和侵袭能力 的影响 ；

者预后不 良的重要 因 素 ， 对其转移能力 的研究对于

半定量 ＲＴ －ＰＣＲ 法检测 ＰＥＤＦ 对 ＦＮ
、
ＭＭＰ －

９ｍＲＮＡ 表达水平肺癌患者的治疗和预后有非常重要的意义 。 肿瘤的

的影响 ；

ＥＬ ＩＳＡ 法检测 ＰＥＤＦ 对 Ａ５４９ 细胞培养上清液 中 和转移是有多步骤的复杂过程 ， 其 中肿瘤细胞和细胞

细胞 内 的 ＦＮ
＇
ＭＭ Ｐ －９ 蛋 白 表达水平 的衫 响 。 结 果 ＰＥＤＦ夕 卜基质 （

ｅｘｔｒａｃｅ ｌ ｌｕ ｌａｒｍａ ｔ ｒｉｘ
，ＥＣＭ ） 之间 的相互作用

預组 的 ＡＭ９ 细胞迁移细胞数和侵袭细胞数均显著低于

阴性对照组 （
Ｐ ＜ ０ ． ０５ ） ， 随着 ＰＥＤＦ 浓度的增加 ， 迁移和侵袭

细胞数逐渐减少 （
尸 ＜ 〇 ． 〇５

） 。 各浓度 ＰＥＤＦ 干腦 Ａ５４９ 细
连接蛋 白 （

ｆｌｂ ｒ〇ｎｅＣ ｔｍ
，
？

） 疋』胞外基质的重要 一且

胞的 ＦＮ
、
ＭＭＰ－

９ 表 达 水平较 阴 性 对 照 组显 著 降低 （
Ｐ＜成部分 ， 参与细胞黏附 、迁移 、侵袭和肿瘤转移 。 同

０ ． ０５
） ， 随着 ＰＥＤ Ｆ 浓度的增加 ，

ＦＮ
、
ＭＭＰ－

９ 表达水平逐渐降时 ， 基质金 属 蛋 白 酶 ９
（
ｍａ ｔｒ ｉｘｍｅ ｔａ ｌ ｌｏｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎａｓｅ９
，

低 （
Ｐ＜ ０ ． 〇５

） 。 结 论ＰＥＤＦ 在 体 外 能 显 著 抑 制 肺 腺 癌ＭＭＰ －

９
） 介导的 ＥＣＭ 的降解对肿瘤的生长和转移有

ＡＭ９ 细胞 的迁 移 和 侵袭 能 力 ， 能显 著抑 制 转 移 相 关蛋 白重要意义
⑴

。 色素上皮衍生 因 子 （ 口每？１￡ ！ １１ １ （；

１
＾ １１迎－
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，
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＾

９
） ａ ｌ

－ｄ ｅｒｉｖｅｄｆａｃ ｔｏｒ
，ＰＥＤＦ ） 在体 内生理和病理过程 中
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安徽医科大学基础医学院病原微生物实验室惠赠 。步骤 同 Ｔｍｎ ｓｗｅ ｌ ｌ 迁移实验 。

人重组 ＰＥＤＦ 蛋 白 （ 美 国 Ｐｅ
ｐ
ｒｏ ｔｅ ｃｈ 公 司 ） ；

Ｍａｔｒｉｇｅ ｌ１ ． ４ 半定量 ＲＴ －ＰＣＲ 法检测肺癌 Ａ５４９ 细胞株 中

胶 （ 美 国Ｂ＆Ｄ公 司 ） ；

Ｔｒａｎ ｓｗｅ ｌ ｌ
小室 （ 美 国Ｃ ｏｍ ｉｎ

ｇＦＮ
ｓ
ＭＭＰ －９ｍＲＮＡ

公司 ） ；
逆 转 录试剂 盒 （ 德 国 Ｔｈｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ 公１ ． ４ ． １ＲＮＡ 提取 取生长状态 良好 的对数期 细

司 ） ；

ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （ 上海源 叶公 司 ） ；

ＴＲＩｚ〇 ｌ
（ 美 国胞 ，

ＰＥＤＦ 干预组分别加入 ７２〇
、
３６０ 和 １ ８ ０ｎｍｏ ｌ／Ｌ

Ｉｎｖ ｉ ｔｒｏ
ｇ
ｅｎ 公 司 ） ；

ＲＴ －ＰＣＲ 引 物 （ 上海 Ｉｎｖ ｉ ｔ ｒｏ
ｇ
ｅｎ 公ＰＥＤＦ

， 阴性对照组不加 ＰＥＤＦ
， 分别作用于 Ａ５４９ 细

司 ） ；

ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基 、 胎 牛 血清 （ 美 国 Ｈ
ｙ
Ｃ ｌｏｎｅ胞 ２４ｈ 后重悬细胞 ， 加入 ＴＲＩＺ〇 ｌ

（
ｌｍ ｌ

） ， 吹打后分别

公 司 ） ；

ＤＥＰＣ（ 美 国 Ｓ ｉ

ｇ
ｍ ａ 公 司 ） ；

ＤＬ２０００ＤＮＡ吸入 ＥＰ 管 （无 ＲＮＡ 酶 ） 中 ， 加人 ０ ？２ｍｌ 氯仿 ， 剧烈

Ｍ ａｒｋｅ ｒ
（ 日 本 ＴａＫａＲａ 公 司 ） ；

Ｃ０２ 细胞培养箱 （ 美振荡 １ ５ｓ
，
冰上静置 ３ｍ ｉｎ

， 低温 ４ １ ２０００ｒ／ｍ ｉｎ

国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司 ） ；

ＰＣＲ 仪 （ 德国 Ｂ ｉ ｏｍｅ ｔｒａ 公 司 ） ；离心 １ ５ｍ ｉｎ
， 取上清液至另一ＥＰ 管 中 ， 加人 ０ ．５ｍｌ

酶标仪 （ 美 国 Ｂ ｉ ｏ ｔｅｋ 公司 ） ； 超净工作 台 （ 苏州安泰异丙 醇 温 和 混 匀 ， 冰 上 静置 １ ０ｍ ｉｎ
， 低 温 ４

空气技术有 限公 司 ） ；
ＪＤ －

８０ １ 凝胶成像分析 系 统 １ ２０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 １ ０ｍ ｉｎ
，弃上清液 ， 加 １ｍ ｌ７５％ 乙

（ 江苏捷达科技发展有限公司 ） ； 超低温冰箱 （ 日 本醇 （
ＤＥＰＣ 处理水配制 ） ， 低温 ４Ｔ７５００ｒ／ｍ ｉｎ 离

Ｓａｎ
ｙ
ｏ 公司 ） 。心 ５ｍ ｉｎ

， 弃上清液 ， 室温放置 １ ０ｍ ｉｎ 干燥 ＲＮＡ 沉

１ ． ２ 细胞培养 在 ３７ｔ：
、
５％（：０

２ 细胞培养箱 中 ，淀 ， 加 ２０
ｐ

ｉＤＥＰＣ 水于 ５ ５Ｔ 促溶 ＲＮＡ
，

－

８０沱 保

用含 １ ０％ 胎牛血清 的 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基常规培养存 。

人肺腺癌 Ａ５４９ 细胞 。 细胞在培养瓶 中 贴壁生长 ，将样品稀释后 ， 利用紫外分光光度计测量各

每 ２￣ ３ｄ 传代 １ 次 。组在 ２６０
、
２８０ｎｍ 波长的吸光度 （

ａｂ ｓｏ ｒｂａｎｃｅ
，

Ａ
） ，计

１ ． ３ＰＥＤＦ 干预组与 阴性对照组肺腺癌 Ａ５４９ 细胞算 Ａ
２６０
／Ａ

２８。 ，要求 比值在 １ ．８
？ ２ ．０

， 表明纯度较高 。

的迁移和侵袭能力 １ ． ４ ． ２ 使 用 逆转 录试 剂 盒进行逆转 录合成 ｃＤＮＡ

１ ． ３ ． １Ａ５４９ 细胞体外迁移 实验 取生长状态 良好各组分别取总 ＲＮＡ ２
 ｜

ｘｇ ，按照逆转录试剂盒说明

的对数期细胞 ，

ＰＥＤＦ 干预组分别加人 ７２０
、
３ ６０ 和书进行操作 ，最后合成 ｃＤＮＡ 产物总体积为 ２０

 （

ｘ ｌ
，

１ ８０ｒｎｎｏ ｌ／ＬＰＥＤＦ
， 阴性对照组不加 ＰＥＤＦ

，分别作用放入 －

２〇Ｔ 保存 。

于 Ａ５４９ 细胞 ２４ｈ
。 常规消化 ，

１０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５１ ． ４ ． ３ＰＣＲ 扩增 以合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行扩

ｍ ｉｎ 后 ， 用无血清 ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 培养基调整各组 Ａ５４９增 。
ＦＮ 的 上 游 引 物 为 ：

５ 

＇

－ＴＣＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＴＴＣ －

细胞密度为 ２ｘ１ ０
５

／ｍ ｌ
， 取 １ ００

０ 细胞悬液轻轻加

人 Ｔｒａ ｓｎｗｅ ｌ ｌ 小室上室 ，下室 中加入 １ ０％ 胎牛血清的ＧＧＡ －

３
＇

， 产物长度 ３ ８２ｂ
Ｐ ；

ＭＭＰ －９ 的上游引物为 ：

５
＇

＿

ＲＰＭ Ｉ
－

１ ６４０ 完全培养基 ６００
ｐｉ

， 每组 ３ 个复孔 。 置ＧＧＣＧＣＴＣＡＴＧＴＡＣＣＣＴＡＴＧＴ －

３
＇

， 下 游 引 物 为 ：

５
＇

－

３ ７ｔ
、
５％Ｃ０

２ 培养箱 中孵育 ２４ｈ
。 弃上室 内 培养ＴＣＡＡＡＧＡＣＣＧＡＧＴＣＣＡＧＣＴＴ －

３

＇

， 产物 长度 ４６ ８ｂ
ｐ ；

基 ，

ＰＢ Ｓ 洗两遍 ，

４％ 多聚 甲醛固定 ３０ｍ ｉｎ
， 风干后用ＧＡＰＤＨ 的 上 游 引 物 为 ：

５
＇

－ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡ －

〇 ． １ ％ 结 晶紫染色液染色约 ３０ｍ ｉｎ
，
医用棉棒轻轻ＣＡＡＣＴＴＴＧ －

３
＇

，
下 游 引 物 为 ：

５
＇

－ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴ －

擦去小室膜上表面 尚 未穿过的细胞 。 在光学显微镜ＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ －

３ 、 ＰＣＲ 仪 扩 增 ， 程 序 为 ９５Ｔ５

（
Ｘ ２００

） 下观察拍照 ，

４００ 倍高倍镜下细胞计数 ， 随ｍ ｉｎ
， （

９５ 丈 ３０ｓ
，

５ ５ｔ４０ｓ
，

７２Ｔ５０ｓ
）３ ５ 个循环 ，

机选取 ６ 个高倍镜视野／孔计数穿过底膜的细胞数 ，

７ ２ｔ１ ０ｍ ｉｎ
，

４ 丈 １ ０ｍ ｉｎ
。

即迁移细胞数 ，取平均值作为结果 。 实验重复 ３ 次 。
１ ． ４ ． ４ 琼脂糖凝肢 电 泳 用 ０ ． ８ ％ 琼脂糖凝胶分

１ ． ３ ． ２Ａ５４９ 细胞体外侵袭 实验 Ｍ ａｒｔ ｉ

ｇ
ｅ ｌ 胶 ４ Ｔ离 ＰＣＲ 产物 ， 每 １ ００ｍ ｌ 琼脂糖凝胶溶液加 ５

ｊ

ｊｌ Ｉ 核

融化后 ， 用 ４ｔ 预冷 的无血清 １ ６４０ 培养基按 １ ：８酸染料 。 凝胶成像系统观察结果并进行拍照 ， 分析

比例稀释 Ｍａｔｒｉ
ｇ
ｅ ｌ

。 在 Ｔｒａｎｓｗｅ ｌ ｌ 上室 底部加人 ５０比较各组 ＦＮ
、
ＭＭＰ －９ｍＲＮＡ 的相对表达量 。

｜

ｘｌ 稀释后的 Ｍ ａｔｒｉｇｅ ｌ
，铺满小室底 ， 置 ３ ７ｔ 培养箱１ ． ５ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测细胞培养上清液和细胞 内

干燥 ３０ｍ ｉｎ
， 待 Ｍ ａｒｔｒｉ

ｇ
ｅ ｌ 胶凝 固后 ， 小心弃去上层ＦＮ

、
ＭＭＰ －９ 蛋 白含量 取生长状态 良好的对数期

析出 的液态培养基 ， 每个小室再加入 ５０
 ｊ

ｊＪ 无血清细胞 ，

ＰＥＤＦ 干预组分别加人 ７２０
、
３ ６０ 和 １ ８０ｎｍｏ ｌ／Ｌ

１ ６４０ 培养基 ， 置于 ３７３０ｍ ｉｎ 水化基底膜 。 后续ＰＥＤＦ
， 阴性对照组不加 ＰＥＤＦ

， 分别作用 于 Ａ５４９ 细



安徽 医科 大 学 学报 ｔ／ｍｒｅｒｓ ｉ ｆａ Ｚｋ ｙＶ／ｅ ｃ／ ／ｃ ｉ ／ ｉａ ／ ／ ． ｓ ２０ １ ６Ｍ ａ ｒ
；

５ １
 （

３
）

？

３４７
？

胞 ２４ｈ 后收集细胞培养上清液 ，

４ 冗 ３０００ｒ／ｍ ｉｎ 离 ．穴辦一
．吻 、匕 ： ， ＞ ：

＞

？

＼

心 ２０ｍ ｉ ｎ
， 小心吸取上清液 ， 分装后于 －

８０ 尤 冻存

备川 ； 然后将 Ａ５４９ 细 胞 消 化离心 （
Ｉ０００ｒ／ｍ ｉｎ

、
５

ｍ ｉ ｎ
） ，重悬后用细胞计数板计数 ， 取含 １ ０６ 个细胞的

细胞悬液离心 ，
丨 ｍ ｌＰＢＳ 重悬后 ， 每管细脑 丨 ００

一 ／Ｉ

细胞裂解液 ， 用吸管吹打数下 ， 使细胞和裂解液充＊ ＾
Ｖ ｂ

接触 ， 室温裂解 １ 丨

１

丨

．川反 复冻融方法裂解细胞 ， 随 ＊

＇

 ？
＇

后 ４ 丈 １ ２０００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ３０ｍ 丨 ｎ
，小心吸取上清液 ，

分装后于 －

８０ｔ 冻存备用 依据 Ｅ Ｌ １ ＳＡ 试剂盒说

明 书操作 ， 对细胞培养上清和细胞 内 ＦＮ
、
ＭＭ Ｐ －

９ 蛋ｔ
％＼及

白 含量进行测定 。 ＊

；

？ ４ ｓ／
＇

 ｙ
ｙ

／

：Ｖ
＾

Ｄ

１ ． ６ 统计学处理 实验结 架 采川 Ｓ ＰＳＳ １ ６ ． ０ 软件
１ ＇

／ Ｕ
－

进行统计学分析 ， 计量资料用 Ｘ±ｓ 表示 ， 多组样本 ６ Ｑ
． ｒ

＾－

均数间 的 比较采用单因素方差分析 ， 并进行 Ｌｅｖ ｅｎ ｅ
＇

￡
５ 〇

．

 ，

ｓ 方差齐性检验 ， 两两 比较采用 ＳＮ Ｋ －

ｑ 检验 。 以 ａｊ

４０
■

 ＊
＃

＝ ０ ． ０５ 作为检验水准 。 ｜
３ ０

．

＊
Ａｒ

１－

５
２ ０

－

丁

２ 结果 １ ０
－

０
｜  ｉ ＇ 

１ １

２ ． １ＰＥＤＦ抑 制Ａ５４９细 胞 的 迁 移７２０
、
３ ６０和 ７ ２ ０ ３ ６０ １ ８ ０ 〇

１ ８０ｎｍ ｏ ｌ／ ＬＰＥＤ Ｋ 干预组和 阴性对照组 的迁移细胞
Ｐ ＥＤＰ？？＿＞ Ｉ

／ Ｌ
）

个数 分 别 为 （
丨 ６ ．４４±３ ．４７） 、 （

３ 〇 ．７ ８±２ ？ 丨 ７
） 、图 １ 不 同浓度 ＰＥＤＦ 处理 的 ＡＳ４９ 细胞迁移能 力 的 比较 ｘＭ Ｏ

（
４２ ．１ １± ２ ．３６

 ） （ 
６３ ．６７± １ ． ４５

 ） 个 与 阴性对 照组Ａ
 ：
７２０ｎｍｏ ｌ／ Ｌ ＰＥ Ｄ Ｆ

； 
Ｂ

 ：
３ ６０ ｎｍｏ ｌ／ ＬＰＥＤＦ

ｊ
Ｃ

： 
１ ８０ｎｍｏｌ／Ｉ ， ＰＥＤＦ

；

相 比 ，各浓度 ＰＥＤＦ 干预组迁移细胞数均 明 显减少 ，

ｕｍｍ ｇｕ ｏ ｔｔｎ ＜ ａ 〇 ５
；

ｉ＾ ８〇

ｎｍｏ ｌ／ ＬＰ Ｅ Ｄ Ｆ
干预组 比较 ：

＃

／

）

＜ ０ ？ ０ ５
 ； 与

３ ６０ｎｍ ？
ｌ ／ ＬＰＥＤＦ干预组 比

且随着 ＰＥＤＦ 浓度的增加 ， 迁移细胞数逐渐减少 ， 各ｓ ＾ Ｐ ＜ （ ）

干预组组 间 差异有统计学意 义 （
Ｆ＝ １ ３ ８ ．８ ３ １ ，

尸 ＜

０ ． ０５
） 〇Ｅ Ｈ Ｉ１

〇

达水平均明显降低 。 随着 ＰＥＤＦ 干预剂量增加 ，

ＦＮ

２ ． ２ＰＥＤＦ 抑 制 Ａ５４９ 细 胞 的侵 自 ７ ２〇
、

３６０ ｆｎ
⑺瞧 表达水平逐渐降低 ， 各干麵 间组间差异均

１ ８ ０ｎｍｄ／ ＬＰＥ Ｉ ； ） 十预组 和 阴性 对照组 的 侵袭细胞
有统计学意义 （

Ｆ＝ １ 〇（ ） ． １ ６ １
，

Ｐ＜ ０ ．０５
） ；

ＭＭ Ｐ －

９ｍ Ｒ －

个 数 分 别 为 （
１ １ ．

４４± １ ． ５ ８ ） 、 （
２ １ ． ６ ７± １ ． ２０

） 、

ＮＡ
表达水平也逐渐降低 （

厂 ＝
１ ５ ６ ． １ ６ ２

，

Ｐ＜０ ．０５
） 。

（
３ ５ ． １ １± ２ ．７ １ ） 、 （

４４ ．８ ９± １ ＿０７
） 个 ０与 阴性对照组见图

５６

相 比 ，各浓度 丨Ｗ Ｄ Ｆ１
－

预组侵袭细胞数均明显减少 ，

２ ． ４ＥＬＩＳＡ 结 果 比较不 同 浓度 ＰＥ Ｉ３ Ｆ 处理 的

且随着 ＰＥ Ｄ Ｆ 浓度 的增加 ， Ｍ
？

袭细胞数逐渐减 少 ， 各Ａ５４９ 细胞培养上清液 中 和细胞 内 ＦＮ
、

Ｍ ＭＰ －９ 蛋 白

干预组组 间差异 有 统什学意 义 （
＾＝ ２０８ ．９９ ８

，Ｐ＜

浓度 ，

ＰＥ ＤＦ 干预组 比阴性对照组 Ａ５４９ 细 胞上清液
０ ． ０５

） 。 见 图 ２
。

 中和 细胞 内 的 ＦＮ
、
ＭＭ Ｐ －

９ 表达 水平均 明 显 降低 。

２ ． ３ＲＴ － ＰＣＲ 结果 ７ ２〇
、
３ ６〇 和 丨 ８ ０ｍ ｎ ｏ ｌ／ ＬＰ Ｐ：ＤＦ

随着 ＰＥＤ Ｆ 干预剂量增加 ， 细胞上清液 中 ＦＮ 的表达

干预组和隱Ｍ组 Ａ５４９ 纟 射 Ｋ Ｎｍ Ｋ ＮＡ難
水平麵 丨報 ， 不關量 ｐＥＤ Ｆ 干臟随较差异

对表 达 量 分 别 是 （
〇 ＿２４５±０ ．０ １ ６ ） 、 （０ ．３ ７ ８±

均有统计学意 义 （
Ｆ＝４４６ ．０５ ５

， 
Ｐ＜０ ．０５

） ， 细胞 内

０ ．０２ １
） 、 （

０ ．４８ ８±０ ＿０４０
） 和 （

０ ．６ ］ ６±０ ． ０２６ ） （ 图ＦＮ的表达水平依次递减 （
Ｆ＝ ７０ ． １ １ ７

，
Ｐ＜ ０ ？０５

） ， 细
３

） ，

ＭＭ Ｐ －

９ｍＲＮＡ 的 相 对表达 量分 別 足 （
０ ．３ ７ ８±

胞上清液中 ＭＭＰ －９ 的表达水平 （
Ｆ＝ １００９ ．０００

，Ｐ

０ ．〇２〇
） 、 （

０ ． ５ 之 １±０ ．〇４ ７） 、 （
０ ．

＂

７ １ 丨±〇 ．〇 １ ６ ） 和＜ （ ） ． ０５） 和 细 胞 内Ｍ Ｍ Ｐ －９的 表 达 水 平 （
ｆ＝

（
０ ． ８ ５ ９± ０ ． ０２ １

） （ 图 ４ ） 。 ｙ撒 对照组 相 比 ， 各浓
１７ １ ９ ． （ ）００

，

／
）

＜ ０ ？０５
） 也均逐渐降低 。 见表 丨

、
２

。

度 ＰＥＤＦ 干预组 Ａ５４９ 细胞的 ＦＮ
、
Ｍ ＭＰ －

９ｍＲＮＡ 表



？

３４ ８
？安徽 医科 大 学 学报／ｋ７．ａ ２ ０ １ ６Ｍ ａ ｒ

；

５ １
 （

３
）

．

．

．

． 表 ２ 不 同浓 度 ＰＥＤＦ 处理的 Ａ５４９ 细胞

／
培养上清液 中 和细胞 内 Ｍ Ｉ

Ｖ １ Ｐ －９ 蛋 白 浓度 （
．ｖ ± ，

？＝ ３
〉

． ；

＊

Ｘ ‘ 、 ？

：

‘

上 细 胞 Ｉ ． 沾液 屮Ｍ Ｍ Ｉ

，
－９细胞 内

－

，

％乂 （
ｎ＾ｍ ｌ

）


（
ｎ＾ ｎ ， ！

）

Ｖ？ ） Ｆ 干预

广
：

？ ．

畢 ７ ２０ｎｍ〇 Ｉ／ Ｌ ３ １ ６ ． ３ ！  １± １ ． ８ ３ １

＃ Ａ３ １ １ ． ５ ６７± ４ ． ２０６
＊ Ａ

Ａ＼ ３ ６０？ｍｏ ｌ／ Ｌ ３ ５ ７ ． ９ ８ ９ ± ３ ． ２ ３ ６ 

＊
 ＊

 ３ ６ ２ ． ３ ３ ３± ２ ． ８ ８ ３

＇ ？

＾ ｆ
＾

 Ｊ
． １ ８ ０ｎ ｍ ｏ ｌ／Ｌ ３ ７ ３ ． ３ （ ）０± ２ ． ２ ５ （ ） 

？

川  １ ． ２ ７ ８±  １  ？ ６ ８ （ ） 

＊

＾

＾一ｌ
＊＊孑 、

： 厂
） ＇阴性 付照


４ １ ｆｔ ． ９ ５ ６ ± １ ． ２ ８ ９ ４ ７ ３ ． ０４４± １ ． ７４ ５

？＾

’

，

丨

’

飞 ＊ ＇
＊
＊ ？

＞＾＼ ＊４
１

 ｊ ｜

！

）
］ｔｔ：

Ｘ ｔ ） ！

？
？

｜ ｔ （
０ｎ ｍｏ ｌ／ ｌ ．

）  Ｉｔｆｔ
＇

：

？

ｐ ＜ ０ ． ０５
 ；

＇

ｊ １ ８０ｎｍｏ ｌ／ ｌ ． Ｉ

－

Ｋ Ｄ Ｋ

＃ ｒ

 ．Ｘ
＊４＜

 干预组 比较 ：
Ｖ ＜ ０ ． ０ ５

； 与
３ ６０ ＿ １几ＰＥＤ Ｆ干预组 比较 ：

＞ ＜ ０ ．
０ ５

．

乂：

ｖ－Ｖ＞ ，
．

（ Ｓ ＊

？
？ ？

？
、 ＞＾■ ８

＼

５ ０ ｒ

一４ ０
＿ ＊

｜
＂

ｒ
ＪＬ

ｌ
０００

Ｉ〇〇〇 ．

ＵＡ

思 ５ ００ ４６ ８

Ｓ２ ０
＊

 ＊
Ａ ２ ５ ０ ■

ｉ ｏｏ

＾

 ｉ ｏ
－ｒ

＾￣

＼

图 ４不 同浓度 ＰＥＤＦ 处理的 Ａ５４９ 细胞 ＭＭ Ｐ －

９ｒｎ ＲＮ Ａ 表达

°

 ７ ２ 〇 ３ ６０ １ ８ ０ ０ Ｍ
：
Ｍ ａｒｋ ｅ ｒ

；

ｌ￣ ４
：

Ｇ Ａ Ｐ 丨 ） Ｈ
；
５

： 阴性对照组 ；

６
：

丨 ８ ０ ｎｍｏ 丨几 ＰＥ Ｉ ） Ｆ
；

７
：

ＰＥＤＦ浓度
（
ｎｍｏ ｌ／Ｌ

） ３ ６０ｎｍｏ ｌ／ ＬＰＥＤ Ｆ
；

８
：
７ ２０ｎｍ ｏ ｌ／ ＬＰＥ Ｄ Ｆ

图 ２ 不 同 浓度 ＰＥＤ Ｆ 处理的 Ａ５４９ 细胞侵袭能 力 的 比较ｘ ２０ （ ）

Ａ
： ７２０ｎｍｏ ｌ／ ＬＰ Ｋ Ｄ Ｆ

；Ｂ
：
３ ６０ｎｍｏ ｌ／ ＬＰＥＤ Ｆ

；Ｃ ： １ ８０ｎｍｏ ｌ／ Ｌ驾
０ ７ ０ ０

「

ＰＥＤ Ｆ
；

Ｄ
： 阴性对照 ； 与 阴性 对照组 （

０ｎｍｏ ｌ／ Ｌ
） 比较 ：

？

Ｐ＜ ０ ． ０ ５
； 与 〇 － ６ 〇 °

＇

 ＊

１ ８０ｎｍｏ ｌ／ＬＰＥＤ Ｆ
干预组 比较 ：

＃

Ｐ＜ ０ ． ０５
； 与 ３ ６０ｎｍｄ／ ＬＰＥＤ Ｆ干 预 〇 ． ５ 〇 〇

．

ｐ
＾－

组 比较 ：

Ａ
Ｐ ＜ ０ ． ０５ ｉｇ 

° － ４０ ０
＇

ｒ
＾—

ｉ

Ｓ ０ ． ３ ０ ０
－

＊
Ａ ？

ｂｐＭ １ ２ ３４５ ６ ７ ８ｂｐ＜
ｎｒ

＾￣

＼

Ｑ：

ｓ０ ． １ ００
－

．
－

 （ ） （ ） （ ） （
） 

Ｉ
 １ １ １

７ ２ ０ ３ ６０ １ ８０ ０

１
〇〇〇

； ， 图５不 同 浓 度ＰＥＤＦ 处理的Ａ５ ４９ ＦＮ ｍＲＮＡ

＾
＾ ２

与 阴 性 对 照 组 （
０＿ Ｉ／Ｌ

） 比较 ：

＊

Ｐ＜ ０ ． ０ ５
； 与 １ ８０ｎｍｏ ｌ／ Ｌ

图 ３ 不 同浓度 ＰＥＤ Ｆ 处理 的 Ａ５４９ 细胞 ＦＮｍ ＲＮＡ 表达 Ｐ 卩 ： Ｄ Ｆ 干预组 比较 ：

Ｖ ＜ ０ ？ ０５
 ； 与 ３６０ｎｍｏ ｌ／ ＬＰ Ｅ ＤＦ 干 预组 比较 ：

Ｍ
：
Ｍａｒｋｅｒ

；
ｌ
？ ４

： ＧＡ ＰＤＨ
；

５
： 阴性对照组 ；

６
：

１ ８０ｎｍｏｌ／ Ｌ ＰＥＤ Ｆ
；
７

：＜ ° － ０５

３ ６０ｎｍｏ ｌ／ ＬＰＥ Ｄ Ｆ
；

８
：
７ ２０ｎ ｍ ｏ ｌ／ ＬＰＥＤ Ｆ 、 ， 、 Ａ

３ 讨论

表 １ 不 同浓度 丨ＫＤＦ 处理 的 Ａ ５４９ 细胞

培养上清液 中 和细胞 内 ＦＮ 蛋 白 浓 度 Ｕ ± ．、 ， ｉ
＝ ３

） ＰＥＤ Ｆ
 ； 泛表达于人体组织 ， 包括ｆｅ ｜ 、 眼 、 脊髓 、

ｍ３＼细胞上清液 中 ＦＮ
（ 
ｎ
ｇ
／ ｍ ｌ

） 细胞 内 ＦＮ
（
ｎ
ｇ／
ｍ ｌ

）肝 、血衆 、 骨 、 心 脏 和肺 。
ＰＥＤＦ 是 Ｔｏｍ ｂｍｎ

－

Ｉ

＾

ｉ ｎｋｅ ｔ

ＰＥ ＤＦ 干预 ａ ｌ

［
４

首次在人视 网膜色素上皮细胞培养液 中发现并
７ ２０ｎｍ〇 Ｉ／ Ｌ ８６ ． ６６０± ２ ． ２ ５ ０

－ １ ０ ８ ． ７００± ３ ． ３４９

＾提取到的多功能糖蛋 白 ， 最初被鉴定 为 人视 网膜色
３ ６０ｎｍｏ ｌ／ Ｌ １ ０４ ． ７ ８９± １ ． ３ １ ４

＊ ＃

 １ ２４ ． ３ ８９± ２ ． ７６０
＊ ＃

１ ８０ｎｍ〇 ｌ／ Ｌ １ ２６ ． ７ ７ ８± ０ ． ３ ８６ 

＊

 １ ３ ３ ． ８ ２２± ４ ． ０４７ 

＊素上皮细胞产生的神经兀分化因子 〇

阴性对照


１
４６ ． ９４４± ３ ． ３％ Ｉ ４ ３ ． ＴＯ ± １ ． 印 Ｃ ｈ ｅ ｎｅ ｔａ ｌ


ｓ
 １

发现在肺腺癌 Ａ５４９ 细胞和肺鳞癌

与阴性对照组 （
〇 丨麵 丨／ 丨 －

） 比较 ：

＊

／

）

＜ 〇 ． （ ） ５ 山 圖 丨画 丨／ 丨 ． 丨

，

丨

．

： 丨 ） １

＊

＇

ＳＫ Ｍ ｔ：Ｓ ｌ 细胞 中 ， 人重组 ＰＥＤ Ｆ 蛋 白 显著降低肺癌

干预组 比较 ：
Ｖ ＜ 〇 ． 〇 ５

；

丨

＇

ｊ 
３ ６ 〇 画 １／ 丨 ■ 丨？ Ｉ

．

．

Ｆ预组 比较 ：
Ｖ ＜ 〇 ．  （？细 胞的运动 和对细胞外基质的黏附能 力 ； 同 时在肺



安徽 医科大 学 学报Ａｃ ｉａ ｉ／ｎｂｅ ｒｓ ｉ

？

加 ｉｓ仏 ２０ １ ６Ｍａｒ
；

５ １
（
３

 ）
．

３４ ９
？

在转移性肿瘤 中最常见 的基质金属蛋 白 酶 。 在对
ａ

Ｓ １ － ０ ０

＾
６４ 例膀胱肿瘤组织 的关于 ＰＢ：ＤＦ 与 ＭＭＰ －９ 相互关

Ｓ ０ ． ８ ００ 

－ ＊ｒ

＾

ｉ系 的免疫组化研究
［

１ ｜

］

中发现 ， 相 比 于正常尿路上
相 ｒ

￣￣ａｃ￣￣
Ｉ

１
０ ． ６ ００ 

．
＊
＃ 皮 ，

ＰＥＤＦ 表达显著下降 ， 而 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ －９ 的 表

１ ＊
Ａ ｌ

＾

ｎ达显著升高 。 在 ＥＬ －ＫｒａＳ
（
Ｇ １ ２Ｄ

） 小 鼠模型 中 ，

ＰＥＤＦ
＜ ０ ．４ ００ 

－－

ｒ ．

§ 缺乏导致的浸润性胰腺导管腺癌与 ＭＭＰ －２ 和 ＭＭＰ －

Ｓ 〇 
〇 ｎｏ 

－

｜

＇

 ９ 的表达增强有关
［

１ ２
］

。
ＰＥＤＦ 抑制子宫 内膜癌细胞

Ｉ
０ ０００

７２ 〇 ３ ６０ ｉ ｓｏ 〇的增殖和侵袭 ， 同时 ，

ＰＥＤＦ 下调 ＶＥＧＦ 和 ＭＭＰ －９ 的

ＰＥＤＦ浓度 （
＿ １ ／Ｌ

）表达 ，上调血小板反应蛋 白 的表达
［

１ ３
］

。 本研究 中半

图 ６ 不 同浓度 ＰＥＤＦ 处理的 Ａ５４９ＭＭＰ －

９ｍＲＮＡ定量 ＲＴ－ＰＣＲ 和 ＥＬＩＳＡ 实验结果显 ７Ｋ
ＰＥＤＦ 能显者

相对表达量平均值 比较抑制转移相关蛋 白 ＦＮ 和 ＭＭＰ－９ 的表达水平 。

与 阴性对照组 （
〇ｒｎｎｄ／Ｌ

｝ 比较 ：

＊

／
＞

＜ ０ ． 〇５
； 与 Ｉ ＳＯｒｎｎｏ ｌ／ ＬＰＥＤＦ综上所述 ，

ＰＥＤＦ 在 肺腺癌 Ａ５４９ 细胞的转移过
干麵 比较 ：

＊

Ｐ ＜ 〇 ． 〇５
； 与 ３６〇ｍｎ ｏ ｌ／ Ｌ ＰＥＤＦ 干麵 比较々 ＜ ０ ． 〇５

程中发挥拮抗效应 。
ＰＥＤＦ 可作为 内源性抗 Ａ５４９

细胞生物活性因子 ， 检测其表达水平可能对判断肺

麵患者的预后有－定指导意义 。 但是 ， 本研究只

小细雜癌慰Ｒ 的研究 中 发现 ，

ＰＥＤＦ 阳性组罐

ｉｆｉｌ 目 密度值和在发生４转移Ｉ者中所 ６ 的 比Ｍ ［
１ ４ １ ５

］

均低于 ＰＥＤＦ 阴性组 ， 表 明 ＰＥＤＦ 可能通过抑繼
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