
group，hyperbaric oxygen preconditioning had significantly improved neurological scores at ischemia 24 h and 72 h
( P ＜ 0. 05) ． After ischemia 72 h，hyperbaric oxygen preconditioning group had significantly reduced brain infarct
size and brain water content as compared with the model group ( P ＜ 0. 05 ) ． Hyperbaric oxygen preconditioning
group had significantly reduced expressions of IL-1β，TNF-α，MMP-9 as compared with the model group ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Hyperbaric oxygen preconditioning significantly inhibites the expression of IL-1β，TNF-α，
MMP-9 and maintains the integrity of blood brain barrier，thus，reduces the brain water content．
Key words cerebral infarction; hyperbaric oxygen; cerebral edema; MMP-9
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SBP1 基因在涎腺肿瘤中的表达及相关性分析
李 伟1，王银龙1，朱友明1，陆婧雅1，朱 丽2，许旭东1，汪 聪1

摘要 目的 研究硒结合蛋白 1 ( SBP1) 在涎腺肿瘤中的表
达情况，明确其与涎腺肿瘤发生、发展、侵袭及转移的关系。

方法 收集 15 组涎腺肿瘤及其瘤旁组织，提取组织内 ＲNA，

采用实时荧光定量 ＲT-PCＲ法检测组织中 SBP1 的表达。设
计及合成 SBP1 的 shＲNA序列，慢病毒转染 scc-3 细胞，应用
MTT、细胞划痕实验检测细胞增殖与迁移。结果 SBP1 在
涎腺肿瘤中的表达明显低于正常涎腺组织( P ＜ 0. 05) ; 划痕
试验和 MTT检测显示 SBP1 对肿瘤细胞的增殖与迁移起抑
制作用。结论 SBP1 在涎腺肿瘤组织中低表达，具有抑制
肿瘤细胞的增殖和迁移能力。可作为涎腺肿瘤的早期诊断
和预后判断的早期指标。

关键词 涎腺肿瘤; 硒结合蛋白 1; 增殖; 迁移
中图分类号 Ｒ 739． 8
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涎腺肿瘤约占头颈部肿瘤的 3% ～ 6%，其肿瘤
细胞形态、组织结构和生物学行为具有多样性，涎腺
肿瘤也比较多样及复杂，临床疗效难以预料［1］。研
究［2］显示硒元素具有显著抗癌和预防癌症的效果。
硒元素在体内是以硒蛋白质的形式存在，其中，硒结

合蛋白 1 ( Selenium binding protein 1，SBP1 ) 被认为
是硒元素抑癌作用的重要载体。人硒结合蛋白 1
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( SBP1) 位于染色体 lq21-22 上，是一种特殊的含硒
蛋白质，能够促进肿瘤细胞的凋亡。研究［3］表明
SBP1 在许多肿瘤组织中表达下调，这提示其与肿瘤
的发生发展可能有关。目前，SBP1 在涎腺肿瘤发生
中的作用的相关研究较少。该研究选用人舌鳞状细
胞癌 scc-3 细胞系，检测 SBP1 对其迁移与增殖的影
响，选取 15 组良性涎腺肿瘤和正常涎腺组织，检测
SBP1 的表达水平。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 人舌癌鳞状细胞株 scc-3 由安徽医
科大学口腔实验室提供。DMEM培养基 + 10%胎牛
血清培养。
1． 2 标本来源 组织来源: 随机选取 2014 年 5 月
～ 2015 年 5 月安徽医科大学第一附属医院和安徽
省口腔医院颌面外科经手术切除、病理证实的涎腺
病变组织 15 例，及手术中切除的病变涎腺组织 10
mm 以外的正常涎腺组织 15 例。所有涎腺肿瘤患
者为在院初诊患者，即之前未做过局部扩大切除手

术，并且术前均未进行过放疗、化疗等治疗，病例组
除涎腺肿瘤外，无其他系统性疾病。组织处理方法:
将获取的组织样品置于冻存管内，并用记号笔标记

编号。标本存置于液氮罐中保存待用。做好登记组
织样品的详细内容，如组织类型、编号、日期以及患
者的基本资料。
1． 3 材料与仪器 DMEM 培养基、胰蛋白酶、10%
胎牛血清( 美国 HyClyone 公司) ; 逆转录反应试剂
盒、QＲT反应试剂盒( 日本 TaKaＲa公司) ; 质粒提取
试剂盒( 美国 Axygen 公司) ; ＲNA 抽提试剂 TＲIzol、
细胞裂解液( 上海碧云天公司) ; 构建载体所用的大
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肠杆菌 Dh5α、病毒包装细胞系 293T( 安徽医科大学
口腔实验室) ; 沉默 SPB1 ( shSBP1 ) ( 美国 Sigma 公
司) ; 限制性内切酶 EcoＲ I 和 Xba I( 英国 Invitrogen
公司) ; 24、12、6 孔板( 美国 Corning Costar 公司) ; 无
水乙醇、异丙醇( 上海生物工程技术服务有限公
司) 。
1． 4 方法
1． 4． 1 细胞培养 scc-3 细胞株、293T 细胞培养于
含 10%胎牛血清的 DMEM培养基中，常规加入青霉
素和链霉素，置 5% CO2、饱和湿度、37 ℃培养箱内
培养。根据细胞生长情况，2 ～ 3 d传代 1 次，取对数
生长期的细胞用于实验。
1． 4． 2 过表达 SBP1 的构建及目的基因扩增 在
Pubmed上检索人源性的 SBP1 的 Nucleotide 核苷酸
序列，检索到 SBP1 的 CDS 序列后，利用 DNA club
软件设计出 SBP1 的基因序列，SBP1 上游引物: 5'-
GCGAATTCATGCCAACAGGCCTGGTCAGG-3'，下游
引物: 5'-GCACGCGTCTAGACATCCTCTTCTGCATCT-
3'。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合
成。限制性内切酶为 EcoＲ I: GAATTC; Xba I:
TCTAGA。将含有待扩增序列的 DNA 为模板进行
PCＲ反应，30 μl总体积包括: 上游引物 1 μl，下游引
物 1 μl，cDNA 1 μl，2 × Pfu PCＲ MasterMix 15 μl，无
菌蒸馏水 12 μl。在 PCＲ 扩增仪上完成 PCＲ 扩增。
反应条件如下: 95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 1
min，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 3 min，完成 30 个循
环，最后 72 ℃延伸 10 min，置于 4 ℃保温。将 PCＲ
反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，电泳结果经紫外监

测仪观察，并将目的条带进行产物回收。
1． 4． 3 质粒的扩增和提取 将设计引物时设计的
限制性内切酶 37 ℃水浴酶切相应 DNA片段和表达
载体，将酶切产物进行琼脂糖凝胶电泳并产物回收

后，回收后的酶切产物和载体在 T4 连接酶下连接 1
h 后转入感受态大肠杆菌 Dh5α，次日手抽酶切验
证，并通过测序获得含有 SBP1 片段载体的大肠杆
菌 Dh5α菌株。
1． 4． 4 shSBP1 病毒的包装及感染 2 μg PLKO． 1
空载或 PLKO． 1-SBP1、2 μg pＲEV、2 μg pGag 和 1
μg pVSVG转染入生长在 6 孔板中的 HEK 293T 细
胞中，用纯 DMEM培养基培养 6 h 后更换含有 20%
胎牛血清的 DMEM培养基，培养 24 h 后，收集含有
病毒的培养基上清液，上清液用 0. 45 μm PVDF 滤
头( Millipore) 过滤。过滤后含有病毒的培养基上清
分别感染 scc-3 细胞，同时加入 4 μg /ml polybrene

( 美国 Sigma公司) ，37 ℃孵育 24 h 后更换含 10%
胎牛血清的 DMEM 培养基培养并加入 5 μg /ml pu-
romycin筛选细胞 24 h。
1． 4． 5 划痕实验检测细胞迁移能力 取处于对数
生长期的慢病毒感染的 scc-3 细胞，5 × 105 个 /每
孔，均匀接种于 6 孔板，分为正常组、shSBP1 组、
SBP1 过表达组，24 h后待细胞长至 90%，用灭菌的
移液器枪头，在培养板底部均匀划出两条划痕，然后

用 PBS洗去被划下的细胞，并以此时间点作为 0 h，
细胞用 hochest 染色后，0、24、48 h 时用荧光显微镜
下观察细胞迁移情况，并进行拍照、比较。
1． 4． 6 MTT法检测细胞增殖能力 取对数生长期
的 scc-3 细胞，分为正常组、shSBP1 组、SBP1 过表达
组，2 000个 /每孔均匀接种于 96 孔板，每孔加入体
积 200 μl培养基培养，每组设 3 个复孔，用倒置显
微镜观察细胞情况，待细胞贴壁后，按时间梯度加入

药物，加入 20 μl MTT溶液( 终浓度为 5 g /L) ，37 ℃
孵育 4 h后吸走上清液，每孔加入 DMSO 150 μl，震
荡 10 min，用酶联免疫监测仪测定各孔吸收值，绘制
细胞生长曲线。
1． 4． 7 实时荧光定量逆转录聚合酶连反应( qＲT-
PCＲ) 检测 SBP1 mＲNA 的表达水平 总 ＲNA 提取
及 cDNA合成: 取 100 mg冷冻的涎腺肿瘤组织及瘤
旁组织，用组织剪剪碎，TＲIzol 法获取组织总 ＲNA。
取总 ＲNA 进行逆转录获得 cDNA，－ 20 ℃保存备
用。qＲT-PCＲ 法检测 SBP1 mＲNA 的相对表达水
平，SBP1 及内参 β-actin 的引物经 GenBank 检索引
物序列并设计合成。扩增条件: 94 ℃预变性 1 min，
94 ℃变性 1 min，56 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，
共 30 个循环。待反应结束后，取反应产物进行琼脂
糖凝胶电泳检测，电泳后紫外灯下观察电泳条带并

进行拍照。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 软件进行分析，
实验数据以 珋x ± s表示，多组间比较采用单因素方差
分析及 q检验。

2 结果

2． 1 SBP1 对细胞迁移的影响 SBP1 被认为是硒
元素抑癌作用的重要载体，通过划痕实验可以看出

当培养 48 h 后正常组与 SBP1 过表达组比较，细胞
向中间迁移速度明显较快( 图 1A) ，而在 scc-3 肿瘤
细胞株中沉默 SBP1 时，24 h 后 shSBP1 组向中间迁
移的速度明显快于正常组( 图 1B) ，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 05) 。过表达 SBP1 可抑制细胞迁移，而敲
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低 SBP1 明显促进细胞的迁移，说明 SBP1 具有抑制
细胞迁移的能力。

图 1 划痕试验检测 SBP1 对肿瘤细胞迁移能力的影响
A: scc-3 肿瘤细胞分别感染正常组和 SBP1 过表达组，48 h 后观

察和比较两组细胞的迁移能力; B: scc-3 肿瘤细胞分别感染正常组和
shSBP1 组，24 h后观察和比较两组细胞的迁移能力

2． 2 SBP1 对细胞增殖的影响 通过 MTT 实验检
测不同 SBP1 表达程度时 scc-3 的生长曲线，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，48 h 后，正常组较 SBP1 过

表达组细胞增殖能力明显较高( 图 2A) ，而在 scc-3
肿瘤细胞株中沉默 SBP1 时，shSBP1 组细胞增殖能
力则明显高于正常组( 图 2B) 。过表达 SBP1 可抑
制肿瘤细胞增殖，而敲低 SBP1 则促进肿瘤细胞增
殖。说明 SBP1 具有抑制细胞增殖的能力。

图 2 MTT法检测 SBP1 对肿瘤细胞增殖能力的影响
A: scc-3 肿瘤细胞分别感染正常组和 SBP1 过表达组，检测不同

时间段 scc-3 肿瘤细胞的活性; B: scc-3 肿瘤细胞分别感染正常组和
shSBP1 组，检测不同时间段 scc-3 肿瘤细胞的活性; 与正常组比

较: * P ＜ 0. 05

2． 3 SBP1 在涎腺肿瘤组织的表达 应用 qＲT-
PCＲ法检测 15 对良性涎腺肿瘤组织和瘤旁组织中
SBP1 mＲNA的表达水平，差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。11 例肿瘤组织 SBP1 mＲNA 的表达水平均
低于相应的瘤旁组织，4 例肿瘤组织 SBP1 mＲNA的
表达水平则高于相应的瘤旁组织。表明在涎腺肿瘤
组织中，SBP1 的表达水平呈现下调趋势。见图 3。

3 讨论

肿瘤指在各种致瘤因素的作用下，机体局部组

织的细胞在基因水平上无法调控自身的生长过程，
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图 3 涎腺肿瘤组织中 SBP1 的表达

1 ～ 15: 涎腺肿瘤和瘤旁组织标号

导致单克隆性异常增生而形成的新生物。涎腺肿瘤
约占口腔颌面部肿瘤的 20%，发病率较高，并不断
上升。涎腺肿瘤细胞的形态、组织结构和生物学行
为比较复杂，涎腺肿瘤种类也比较多样［4］，临床疗

效较差。因缺乏特异性的早期检测涎腺肿瘤的生物
学标记，难以做到早发现、早诊断、早治疗。
学者们对涎腺肿瘤的发病机制进行大量研究，

认为肿瘤的发生可能与体内某些元素的缺失有关，

硒元素是其中的一种。硒是人体内具有抗癌活性的
微量元素，SBP1 是一种与其他含硒蛋白质有明显差
异的特殊的蛋白。SBP1 参与了细胞周期的调控，与
多种肿瘤的发生、发展及预后相关。与正常组织比
较，SBP1 在前列腺癌［5］、胃癌［6］、结直肠癌［7］等组
织中表达明显减少。大量学者认为 SBP1 的表达变
化可能是肿瘤发生发展的重要事件，SBP1 对细胞周
期进行调控，抑制肿瘤细胞生长，其表达减少可能是

正常细胞向肿瘤细胞转化的过程。研究［8］显示
SBP1 通过阻止过氧化物对 DNA 的损伤，增加 p53
和 COX-2 的表达，从而改变 DNA、ＲNA、蛋白质的合
成，阻止癌细胞的生长等。研究［9］表明 SBP1 的表
达受到低氧诱导因子-1α ( hypoxia-inducible factor-
1α) 的调控，HIF-1α 在低氧条件下表达增高并诱导
多种靶基因表达，进而调节细胞增殖、血管新生和重
构。
肿瘤发生的过程是多阶段并逐步演进，细胞通

过一系列进行性的改变向恶性发展［10 － 11］。本研究
MTT检测结果显示 SBP1 基因的表达，使肿瘤细胞
的增殖能力受到抑制。划痕试验结果显示 SBP1 的
表达使肿瘤细胞的迁移能力受到抑制。说明 SBP1
可能参与肿瘤细胞周期的调控。
涎腺肿瘤组织中 SBP1 的表达水平显著低于瘤

旁组织。提示:① SBP1 与涎腺肿瘤的发生有关，可
能在一定程度上抑制了涎腺肿瘤的发生及发展; ②

SBP1 可能是涎腺组织中的生理蛋白，但是处于激活
状态，一旦体内特定通路遭到抑制，便诱导了肿瘤的

发生;③ SBP1 可作为涎腺肿瘤的肿瘤标志物，进一
步研究在不同的涎腺肿瘤中的表达量，对肿瘤作出

明确诊断;④ 可以探寻 SBP1 基因失活的通道，进行
早期干预，阻止肿瘤的发生发展; ⑤ 本研究显示并
非所有的肿瘤组织中 SBP1 都呈低表达，说明在涎
腺肿瘤的发生过程中 SBP1 是其发生的一个重要因
素，但是并不是导致涎腺肿瘤发生的唯一原因，与

SBP1 无关因素在涎腺肿瘤发生过程中也发挥重要
作用，涎腺肿瘤的发生是多种因素综合产生的结果，

这也是日后研究的重点。
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Expression of SBP1 gene in salivary gland tumor
Li Wei，Wang Yinlong，Zhu Youming，et al

( Dept of Oral and Maxillofacial Suger，The Affiliated Stomatology Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective Selenium binding protein 1 ( SBP1) located on chromosome lq21 － 22，a kind of special se-
lenium protein，can promote the apoptosis of tumor cells． To discuss the expression of human SBP1 and to clarify its
relationship with the occurrence，development，invasion and metastasis in salivary gland tumor． Methods The sal-
ivary gland tumor tissues ( n = 15) were collected and their mＲNA was abstracted． The relative expression of SBP1
was quantified by SYBＲ Green real-time PCＲ． SBP1 lentivirus were transfected into scc-3 cells after designing
shＲNA SBP1 sequence． The proliferation and growth ability of SBP1 were detected by MTT test respectively，and
migration ability was detected by cell scratch assay． Ｒesults The positive rates of expression of SBP1 were signifi-
cantly lower in tumor tissues ( P ＜ 0. 05) ． SBP1 inhibited tumor cell proliferation and migration ability． Conclusion

The expressions of SBP1 in salivary gland tumor and peritumoral tissue are different． Low expression of SBP1 may
inhibit tumor cell proliferation and migration ability． It is a reliable marker of earlier period diagnosis and prognosis
of the salivary gland tumor．
Key words salivary gland tumor; selenium binding protein 1; proliferation; metastasis
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TAK1 抑制剂对高糖环境巨噬细胞
和系膜细胞相互作用的影响及机制

卫 洁，冯世尧，徐兴欣，吴永贵

摘要 目的 探讨高糖环境下转化生长因子 β 激活激酶 1
( TAK1) 抑制剂 5Z-7-oxozeaenol在巨噬细胞和系膜细胞相互
关系中的作用。方法 巨噬细胞和系膜细胞共培养、巨噬细
胞单培养、系膜细胞单培养 3 种培养方式分别分为: 抑制剂
对照组、甘露醇对照组、正常对照组、高糖组、高糖 +不同浓
度( 30、100、300 nmol /L) 抑制剂组。采用 Western blot 法检
测单培养巨噬细胞 p-TAK1、TAK1 结合蛋白( TAB1 ) 、NF-κB
p65 蛋白表达变化，免疫荧光检测 TAK1 抑制剂对 NF-κB
p65 亚基核转位的影响。采用 ELISA 法检测单培养和共培
养各组细胞上清液中肿瘤坏死因子( TNF) -α、白介素( IL) -
1β、单核细胞趋化因子( MCP) -1、Ⅳ型胶原( Col Ⅳ) 、纤维连
接蛋白( FN) 含量变化，光镜下观察共培养对巨噬细胞迁移
能力影响。结果 与对照组比较，高糖刺激巨噬细胞 p-
TAK1、TAB1、NF-κB p65 蛋白表达均明显上调( P ＜ 0. 05 ) ，
高糖组共培养和单培养细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、MCP-1、
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Col Ⅳ、FN 均显著高于对照组( P ＜ 0. 05) ，共培养细胞上清
液中各种细胞因子含量较单培养升高更明显( P ＜ 0. 05) ，与
高糖组比较，TAK1 抑制剂呈浓度依赖性降低各项指标表达
( P ＜ 0. 05) 。300 nmol /L 抑制剂明显降低巨噬细胞迁移数
目( P ＜ 0. 05) 。结论 高糖环境下，巨噬细胞与系膜细胞之
间存在相互影响，这种作用能促进炎症因子( TNF-α、IL-1β、
MCP-1) 和细胞外基质成分( Col Ⅳ、FN) 产生增加，而 TAK1
抑制剂能通过干预 NF-κB p65 核转位，抑制巨噬细胞迁移，
减少炎症因子和细胞外基质成分的分泌，发挥抗炎、抗纤维
化效应，从而起到肾脏保护作用。
关键词 TAK1; 共培养; 糖尿病肾病; 炎症; 纤维化
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糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 是糖尿
病最严重的微血管并发症之一，目前认为炎症贯穿

DN病理过程的每个阶段。转化生长因子 β 激活激
酶 1 ( TGF-β activated kinase-1，TAK1 ) 是一种丝氨
酸 /苏氨酸激酶。已被证明是参与肾纤维化和炎性
反应通路的关键信号分子［1］。对该通路进行干预
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