
族信号传导途径的成员 参与细胞内信号传导. 且DPC4
在TGF-β信号传导途径中居于中心地位[10-12].
        在本研究中 DPC4蛋白表达缺失率在I期中是5.5 %
(2/36) 在 II期中是12.5 % (1/8) 在 III期中是9 % (1/11)
在 IV 期中是36 % (9/25) 在 VI 期中是32 % (7/22)
缺失率随着肿瘤的进展而增加. 显然 DPC4基因的突变
发生在结肠组织癌变过程的晚期. 在胰腺癌中也观察到
了这种相似的现象[13-15]. 这种现象对肿瘤生物学的研究
有着重要的意义 因为其再次证明生物学特性的重大
改变总是和特定基因的改变强烈的联系在一起.
        在基因水平检测DPC4的突变是比较困难的 因为
需要将肿瘤组织显微切割后以获比较纯的肿瘤样本而
后分析 故基因水平的检测费时 费力 过程复杂 费
用较高.Wilentz et al [16, 17] (2 000)的研究表明DPC4蛋白
的免疫组化分析是一种检测DPC4基因改变的特异 敏
感的方法.且与基因分析相比还具有以下优点: 其允许将
基因的改变和组织病理分类直接联系起来; 其费用较为
经济 操作简便 可检测大量标本; 可检测石蜡包埋固

定的已存档的病理标本.
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摘要

目的: 探讨酪氨酸蛋白激酶(TPK)抑制剂Genistein和细胞外

信号调节激酶(ERK)激酶MEK抑制剂PD98059对酸性及碱

性成纤维细胞生长因子(aFGF bFGF)诱导的人大肠癌细胞

株CCL229 细胞增生的抑制作用

方法: 以不同浓度的aFGF或 bFGF刺激CCL229细胞 再

对由 aFGF 或 bFGF 引起增生的细胞施加不同浓度的

Genistein 或 PD98059 通过MTT比色法 观察Genistein

及 PD98059 对细胞增生的抑制作用
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结果: aFGF和bFGF均可使该细胞株增生比明显增加 而

Genistein 和PD98059均可使该细胞株增生比明显下降 其

程度均随浓度增高而增强 且Genistein 的抑制作用强于

PD98059

结论: 该细胞株中aFGF及bFGF受体有TPK活性 Genistein

对aFGF及bFGF引起的细胞增生具有抑制作用 且aFGF

及bFGF可能通过激活TPK受体从而激活Ras-Raf-ERK信

号传导途径来调控CCL229 细胞增生 PD98059可有效阻

滞此传导途径

尚海, 张颐, 单吉贤. Genistein 和PD98059对aFGF 及bFGF 诱导的CCL229

细胞增生的抑制作用. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1646-1649

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1646.asp

0   引言

酪氨酸蛋白激酶(tyrosine protein kinase TPK)是一种催

化蛋白质分子中酪氨酸残基磷酸化的蛋白激酶. 当生长

因子与其受体结合后即可诱导受体TPK 活性的激活

从而使底物蛋白磷酸化 调节细胞的分裂 增生[1 ]

Ras-Raf-ERK为其下游信号传导途径之一. 本文应用

TPK的特异性抑制剂Genistein及ERK激酶MEK抑制剂

PD98059 观察以上2种抑制剂对aFGF或 bFGF诱导的

细胞增生的抑制作用 进一步认识肿瘤细胞内的信号

传导机制 并为通过阻断信号传导途径而抑制肿瘤细

胞增生提供依据

1   材料和方法

1.1 材料  人大肠癌细胞系CCL229 由中国医科大学

细胞生物教研室提供. aFGF bFGF购自北京邦定科技

有限公司; Genistein DMEM培养基 四甲基偶氮唑

蓝(MTT)购自Sigma公司; PD98059购自Promega公司; 二

甲基亚砜(DMSO)为市售分析纯试剂. 酶联免疫检测仪为

奥地利TACAN 公司产品

1.2  方法

1.2.1 细胞培养CCL229细胞在含100 mL/L小牛血清

100 U/mL青霉素 100 µg/mL链霉素的DMEM培养基
中贴壁生长 于37 50 mL/L CO2培养箱中传代培

养

1.2.2 实验分组  消化处于指数增生期的细胞 以5

103个细胞 /孔接种于96孔板 在37 50 mL/L CO2
及饱和湿度的条件下恒温密闭培养. 随机分组为: (1)空白

对照组; (2)aFGF组 观察aFGF对细胞的作用; (3) bFGF

组 观察bFGF对细胞的作用; (4)gen组 观察genistein

对细胞的作用; (5)PD组 观察PD98059对细胞的作用;

(6) aFGF+ gen组 观察 aFGF和Genistein 同时施加对

细胞的作用; (7) bFGF+ gen组 观察bFGF和Genistein

同时施加对细胞的作用; (8) aFGF +PD组 观察aFGF

和 PD98059同时施加对细胞的作用; (9) bFGF+PD组

观察bFGF和 PD98059 同时施加对细胞的作用

1.2.3 施加因素  当细胞达到亚融合状态时 吸出旧培

养液 每孔加入200 µL 无血清培养液 12 h 后吸出
旧培养液. 按分组要求加入肝素8 µL (2 µg/ µL) 不同
量的 aFGF bFGF Genistein PD98059 及培养液

使各孔终体积均为 200 µL. aFGF+ gen 组 细胞与
Genistein温育30 min后加入aFGF; bFGF+ gen组 细胞

与Genistein温育30 min后加入bFGF; aFGF +PD组 细

胞与PD98059温育1 h加入aFGF; bFGF +PD组 细胞

与PD98059温育 1 h加入 bFGF. 各组具体剂量见表1

1.2.4 MTT比色  将 96孔板放回孵箱 2 d后倾出培养

液 每孔加MTT溶液(5 mg/mL) 20 µL. 继续孵育4 h
每孔加入150 µL DMSO 振荡10 min 用酶联免疫检
测仪读取每孔A值(测量波长620 nm 参考波长490 nm).

绘制细胞生长曲线 根据公式B/A 100 %计算细胞

的增生 抑制率(A B 分别为对照组和实验组的光密

度值). 实验重复 3 次 每浓度均设 3 孔

       统计学处理  采用 SPSS 软件进行数据统计处理

P <0.05 有统计学意义

表1  各组施加因素剂量

分组 aFGF(µg/mL) bFGF(ng/mL) gen(µg/mL) PD(µmol/L)

对照组 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

aFGF组        0.15        0.3         0.6        1.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

bFGF组 0 0 0 0         25          50         75       100 0 0 0 0 0 0 0 0

gen组 0 0 0 0 0 0 0 0 6         12         24          48 0 0 0 0

PD组 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0          50       100       150        200

aFGF+ gen组  0.6        0.6         0.6        0.6 0 0 0 0 6         12         24          48 0 0 0 0

bFGF+gen组 0 0 0 0         50          50         50         50 6         12         24          48 0 0 0 0

aFGF +PD组   0.6        0.6         0.6        0.6 0 0 0 0 0 0 0 0         50        100        150       200

bFGF +PD组 0 0 0 0         50          50         50         50 0 0 0 0         50        100        150       200
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2   结果

2.1 aFGF和 bFGF对CCL229细胞增生程度的影响  随

aFGF及 bFGF浓度升高 aFGF组及bFGF组增生比明

显增加 二者相比 bFGF组增生程度更明显(表 2)

表2  aFGF和bFGF对CCL229细胞增生的影响

aFGF浓度(µg/mL)      bFGF浓度(ng/mL)        细胞A值          增生比(%)

0         0    0.802 0.004        100

        0.15         0    0.855 0.017        107

          0.3         0    1.017 0.031a        127

          0.6         0    1.093 0.009a        136

          1.2                        0    1.211 0.025a        151

0                   25    1.055 0.032a        132

0      50    1.318 0.041a        164

0      75    1.412 0.027a        176

0    100    1.486 0.021a        185

aP <0.05 vs 对照组.

2.2 genistein对CCL229细胞增生的抑制作用  随genistein

浓度增加 gen组 aFGF+gen组及 bFGF+gen组细胞

增生比下降程度明显增加; genistein对bFGF引起的细胞

增生抑制作用最强(P <0.05) 对 aFGF引起的细胞增生

抑制作用也强于 gen 组(表 3)

2.3 PD98059对CCL229细胞增生的抑制作用  加入PD98059

后 PD 组 aFGF+PD 组及 bFGF+PD 组细胞增生比

明显下降 其下降程度随PD98089 浓度增加而增加

三组比较 PD98089对bFGF诱导的细胞增生抑制作用

最强(P <0.05) 其次为 aFGF+PD 组

2.4 genistein和 PD98059对CCL229细胞抑制作用的比

较 genistein 对 CCL229 细胞的抑制作用及对aFGF或

bFGF 诱导的 CCL229 细胞增生的抑制作用均强于

PD98059 (P <0.05 表3 4)

3   讨论

肿瘤细胞的侵袭 转移是一个多步骤 多因素的过

程 随着对细胞内信号传导途径研究的深入 发现癌变

表3  genistein对 aFGF或 bFGF诱导的CCL229细胞增生的影响

           gen组        aFGF+gen组       bFGF+gen组
genistein 浓度(µg/mL)

        A值 增生比 (%) A值 增生比 (%) A值 增生比(%)

0  0.802 0.004      100      1.093 0.009      100       1.318 0.041              100

6  0.747 0.014a        93      0.907 0.008a        83       0.910 0.022a     69

           12  0.690 0.009a        86      0.872 0.036a        80       0.723 0.019a     55

           24  0.385 0.027a        48      0.487 0.015a        45       0.578 0.008a     44

           48  0.164 0.033a        20      0.213 0.040a                   19       0.189 0.029a     14

aP <0.05 vs 对照组.

表4  PD98059对aFGF或bFGF诱导的CCL229细胞增生的影响

           PD组        aFGF+PD组       bFGF+PD组
PD98059浓度(mmol/L)

        A值 增生比 (%) A值 增生比 (%) A值 增生比(%)

0  0.802 0.004      100      1.093 0.009      100       1.318 0.041   100

           50  0.770 0.048        96      1.021 0.012a        93       1.186 0.022a     90

         100  0.722 0.040a        90      0.907 0.025a        83       1.068 0.036a     81

         150  0.674 0.017a        84      0.853 0.019a        78       0.949 0.027a     72

         200  0.569 0.006a        71      0.678 0.008a        62       0.778 0.011a     59

aP <0.05 vs 对照组.

与异常的细胞间信息传递密切相关[2-4]. 酪氨酸蛋白激酶

信号系统是一条重要的信号传导途径. 许多生长因子受

体具有TPK 活性 该蛋白激酶能以受体本身为底物

发生自身磷酸化 进而引起多种蛋白质的磷酸化 与细

胞增生密切相关[5-9]. 而Ras-Raf-ERK为其下游信号传导

途径之一[ 10-12 ] 二者相辅相成 相互作用 共同完

成细胞内信号传导过程

        本实验观察到aFGF和 bFGF均可促进大肠癌细胞

株CCL229 的增生 且随浓度升高 作用加强. 加入

TPK抑制剂genistein或ERK激酶MEK抑制剂PD98059

后 细胞增生明显受抑制 随浓度升高 抑制增强

且genistein的抑制作用强于PD98059 说明CCL229细

胞的增生主要由TPK活化介导 Ras-Raf-ERK为其下

游信号传导途径. 并且 aFGF+gen组及bFGF+gen组对

细胞的抑制程度明显大于gen组 aFGF+PD组及bFGF+

PD 组对细胞的抑制程度也明显大于 PD 组 说明

genistein及 PD98059对 aFGF和 bFGF诱导的细胞增生

具有更强的抑制作用
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        研究已证实大肠癌中存在FGF及其受体的过度表

达[13-18]. 本实验将为以阻断信号传导途径为靶点治疗大

肠癌提供实验依据
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摘要

目的: 探讨CO2气腹对肠道菌群生物学特性的影响.

方法: 采用细菌显微培养 通用引物PCR及细菌形态学检

测技术对CO2气腹后大鼠肠道菌群进行细菌鉴定 并观察

其繁殖及群集性能.

结果: CO2气腹后肠道细菌繁殖能力最强的仍是大肠杆菌

乳酸杆菌 双岐杆菌和肠球菌 并无特异性菌株生长与繁

殖. 随着CO2气腹持续时间的延长及压力的增高 肠道细

菌群集率 细菌潜生体检出率逐渐增大. CO2气腹持续2 h

后 肠道菌群潜生体大量生长 并可稳定传代 有明显的

群集现象.

结论: CO2气腹后肠道细菌繁殖能力及适应能力显著增强

应充分估计其对抗生素的耐受特性.

周丁华, 卫冰, 李宁, 黎介寿. CO2气腹对肠道菌群生物学特性影响的实验研
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