
抑制因子减少$机体的免疫状况得以改善$患者免役

功能有所恢复& 术后 ’% H 时$完全性切除和不完全

性切除的 #e) o’#e* o’#e* o"#e( o和 \a细胞显

著高于剖胸探查组$而 #e( o则显著低于后者& 说

明通过手术切除$减少或消除肿瘤对机体的免疫的

抑制作用& 完全性切除组和不完全性切除组之间

#e) o’#e* o’#e( o’#e* o"#e( o’\a之间没有显

著性差异$说明无论是完全性肿瘤切除还是不完全

性肿瘤切除都可以通过减少肿瘤负荷提高患者的细

胞免疫功能& 手术的目标是要尽可能的完全性肿瘤

切除$但不完全性切除也能够提高患者免疫功能$优

于不切除$也为以后的放疗或化疗取得更好的疗效

创造较好的条件&
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!!!摘要"!目的!通过观察钒化钠对人胃癌 Zf#G+%’ 细胞周期蛋白 ?L?329e’ 表达的影响$探讨其对人胃

癌 Zf#G+%’ 细胞增殖抑制的作用机理& 方法!应用 ]JJ法测定钒化钠对人胃癌 Zf#G+%’ 细胞的生长抑制

作用%用i86=8O9/P3<=法检测钒化钠对人胃癌 Zf#G+%’ 细胞周期蛋白 ?L?329e’ 表达水平的变化& 结果!一定

浓度的钒化钠使人胃癌 Zf#G+%’ 细胞增殖周期密切相关的?L?329e’ 蛋白表达降低& 结论!一定浓度的钒化

钠能明显抑制人胃癌 Zf#G+%’ 细胞的生长$钒化钠的抗肿瘤机制可能与?L?329e’ 蛋白表达降低有关&
!!!关键词"!钒化钠%!Zf#G+%’%!?L?329e’
!!!中图分类号"!E)$+C$&!!文献标识码"!F!!文章编号"!’,G* -)(%,#$%’%$%* -%)’& -%*
!!H<2%’%>)+,+"I>2669>’,G* -)(%,>$%’%>%*>%,

:#$(.,-&D’"-,(-7-%-,3 *+’/-"#+.%-’,’"(2D.,3.&%+-$$.,$#+$#///-,#LF<OPQ? 7) &’1-2D 4.,.1.%#5
/0$)1E(-34+$EPN4!$"$)*(+,-;(!6$’7+89:’;+57<’!7,=M+?(I#’K(I(!’$M+,7,4 #’K(I+8C,88’6’$%!!’5#,!6,8(+
%’*%’%$C3(!+
!!)67&%+.$%*!879#$%-4#!J<29586=2:1=8=788MM8?=<M6<H2K05191H1=8<9 ?L?329e’ 84NO8662<9 29 7K019 :16=O2?
?19?8O?8333298Zf#G+%’ 19H 84N3<O82=6N<=89=21308?7192606<M2972P2=29:NO<32M8O1=2<9>:#%(’1&!#833:O<Q=7 2972/
P2=2<9 29 52=O<Q168513K1=8H Q2=7 ]JJ1661L29 7K019 :16=O2??19?8O?8333298Zf#G+%’>i86=8O9 P3<=1913L626Q16
1NN328H =<H8=8O02980<H2M2?1=2<9 <M?L?329e’ NO<=8296<M7K019 :16=O2??19?8O?8333298Zf#G+%’>;#&2/%&!J7884/
NO8662<9 <M#L?329e’ Q16852H89=3LH8?O8168H PL6<H2K05191H1=8<M?8O=129 ?<9?89=O1=2<9><’,$/2&-’,!Z<H2K0519/

+&’)+!!中国临床新医学!$%’% 年!* 月!第 ) 卷!第 * 期
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1H1=82972P2=6=78NO<32M8O1=2<9 <M7K019 :16=O2??19?8O?8333298Zf#G+%’ 62:92M2?19=3L$ =7819=2=K0<O08?719260<M
6<H2K05191H1=801LP8O831=8H =<H<Q9/O8:K31=2<9 <M#L?329e’ 84NO8662<9>
!!)=#) >’+1&*!Z<H2K05191H1=8%!Zf#G+%’%!#L?329e’

!!目前$抗肿瘤药物的研究从传统的细胞毒药物

向针对多环节作用机制的新型药物发展$其中以细

胞信号转导分子为靶点的研究是主要发展方向之

一)’* & 广泛存在于自然界中的钒是化学元素周期

表中 Ŵ族的过渡元素$参与人体许多不同的生理

过程$如 细 胞 的 生 长 和 分 化’糖 类 及 脂 类 的 代 谢

等)$* & 随着对钒研究的深入$酪氨酸去磷酸化酶抑

制剂钒化钠的抗癌作用引起了人们的注意& E1L
等))* 研究显示钒化钠可以促进乳腺癌]#RG 细胞凋

亡抑制其增殖$显示其作为有效的化疗制剂的潜能&
胃癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤$严重危害人

类健康$占恶性肿瘤病死率第二位& 但钒化钠与胃

癌细胞方面的研究尚未见报道& 本研究通过观察体

外实验钒化钠对胃癌细胞系 Zf#G+%’ 的作用$了解

钒化钠是否对胃癌细胞系 Zf#G+%’ 具有增殖或抑

制$进一步揭示其抗肿瘤作用的分子机制$扩大抗肿

瘤谱$并为钒化钠发展成新型的抗肿瘤药物提供理

论依据&
?5材料与方法

?@?5材料

’C’C’!药品及抗体!钒化钠购买于北京化学试剂

公司$纯度为分析纯& ]JJ和 EU]d’,*% 培养基购

自fdW#Y公司& 胎牛血清购自杭州四季青生物材

料有限公司& 二甲基亚砜’十二烷基硫酸钠’丙烯酰

胺等化学试剂购自 Zdf]F公司& W#F蛋白分析试

剂盒’.#_反应试剂盒购自 Ud.E#.公司& 抗 1?=29
兔多克隆抗体’抗?L?329e’ 兔多克隆抗体’辣根酶标

记的山羊抗兔d:f均购自 Z19=1#OKb8公司&
’C’C$!细胞株!人胃癌 Zf#G+%’ 细胞株购自协和

医科大学基础医学研究所细胞中心& 人胃癌细胞系

Zf#G+%’ 在 )G h’饱和湿度及 &‘ #Y$ 条件下$用

培养瓶在含 ’%‘胎牛血清’’ p’%& S+_-’青链霉素

的EU]d’,*% 培养液中传代培养&
?@A5方法

’C$C’!生长抑制实验"]JJ法#!常规培养人胃癌

细胞系 Zf#G+%’$将对数生长期的细胞调整细胞浓

度为 & p’%G _-’$待培养 $* 7 细胞贴壁生长后分为

对照组和实验组$对照组加入 EU]d/’,*% 培养液$
实验组加入用无血清培养基配制的终浓度分别为

%C’’’C%’&C%’’%C%’&%C%’’%%C% 和 $%%C% (0<3+
_-’钒化钠试剂$每一浓度设 , 个复孔& 分别于加药

后培养 *’’$’$*’*( 7 检测各组细胞增殖抑制的差

异&
’C$C$!免疫蛋白印迹实验"i86=8O9 W3<=#!将人胃

癌细胞系 Zf#G+%’ 悬液接种于六孔培养皿中$培养

至贴壁面积达 (%‘ @+%‘时弃去培养液$换上无血

清培养基培养 ’$ 7$按实验分组分别加入不同浓度

的钒化钠$分别为 %C’’’C%’&C%’’%C%’&%C%’’%%C%’
$%%C% (0<3+_-’$对照组不加药物& 作用一定时间

后$用EdUFoU]ZR细胞裂解液在冰上裂解细胞$低

温离心 ’& 029 提取蛋白$W#F法蛋白定量& 加上样

缓冲液$’%% h变性 & 029& 每孔 &% (:蛋白上样$
’%‘ ZeZ/聚丙烯酰胺凝胶电泳& 将蛋白电转到硝

酸纤维膜上$用 &‘脱脂奶粉封闭 ’ 7$加一抗稀释

液"’V’ %%%稀释#* h过夜$JJWZ 洗膜$结合辣根过

氧化物酶标记二抗"’V& %%%稀释#$JJWZ 洗膜$用

.#_化学发光试剂在l线胶片上暴光’显影’定影&
以1?=29 为内参照$应用凝胶成像分析系统进行条带

扫描分析结果$结果以蛋白条带的面积积分值与1?/
=29 的面积积分值比值表示& 实验重复 ) 次&
?@B5统计学方法5应用 ZUZZ’’C% 软件包对数据进

行统计学处理$统计数据以均数 X标准差"!@X?#表

示$不同时间段的比较采用单因素方差分析$"D
%C%& 为差异有统计学意义&
A5结果

A@?5钒化钠对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 的增殖抑制

作用!]JJ法检测钒化钠在 %C’ @$%% (0<3+ _-’

浓度范围内对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞增殖的

影响& 结 果 显 示! 用 钒 化 钠 处 理 人 胃 癌 细 胞 系

Zf#G+%’细胞 * 7$只有 ’%% (0<3+_-’和 $%%(0<3+
_-’浓度组对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞有抑制作

用""D%C%& #% 用 钒 化 钠 处 理 人 胃 癌 细 胞 系

Zf#G+%’ 细胞 ’$ @*( 7$在 %C’ @’% (0<3+_-’浓度

范围内对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞无抑制作用$
药物作用组与对照组之间的 Ye值差异无统计学意

义""! %C%&#%但在 &% @$%% (0<3+_-’浓度范围

内对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞的抑制作用呈剂

量依赖效应关系和时间依赖效应关系$药物作用组

与对照组之间的Ye值相比差异有统计学意义""D
%C%&#%随药物作用时间的延长$药物浓度越高$其

抑制作用越强"见图 ’#&

+,’)+ #729868[<KO913<M\8Q#3292?13]8H2?298$FNO23$%’%$ <̂3K08)$\K0P8O*!!
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图 ’!不同浓度钒化钠在不同时间内对胃癌细胞系

!!Zf#G+%’ 细胞增殖抑制的影响

A@A5钒化钠对 ?L?329 e’ 蛋白表达的影响!为进一

步探讨钒化钠对人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞的增

殖抑制作用的机制$用 i86=8O9/W3<=的方法$检测了

与细胞周期相关蛋白?L?329e’ 的表达情况& 实验结

果显示$用钒化钠处理人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞

* 7$ 只 有 $%% (0<3+_-’ 浓 度 组 人 胃 癌 细 胞 系

Zf#G+%’ 细胞 ?L?329e’ 的表达减少""D%C%&#%用

钒化钠处理人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞 ’$’$*’*(
7后$在 ’%%C% @$%%C% (0<3+_-’的浓度范围内随

着药物浓度的增加$药物处理时间的延长$?L?329e’
的表达呈现逐渐下降的趋势""D%C%&#"见表 ’$图

$#&

表 ’!钒化钠作用人胃癌细胞系 Zf#G+%’ 不同时间后对?L?329e’ 蛋白表达的影响

含量分组
"(0<3+_-’#

?L?329e’"1?=29

* 7 ’$ 7 $* 7 *( 7

% %C*&) X%C%&( %C*(, X%C%)) %C*+G X%C%), %C&*$ X%C%*,

%C’ %C*G’ X%C%&* %C*+) X%C%&) %C&)) X%C%*, %C&), X%C%*$

’C% %C*&G X%C%*+ %C*G( X%C%*& %C&’G X%C%*’ %C&)) X%C%G,

&C% %C*G+ X%C%)& %C*,G X%C%&G %C&’) X%C%)& %C&%( X%C%&$

’%C% %C*,+ X%C%G, %C*,’ X%C%,) %C*(+ X%C%($ %C&$’ X%C%,)

&%C% %C**’ X%C%$* %C*&& X%C%)+ %C*&G X%C%G) %C*() X%C%G*

’%%C% %C*)& X%C%&) %C)*& X%C%*,# %C)&’ X%C%),# %C)’* X%C%&)#

$%%C% %C))’ X%C%,($ %C)%& X%C%*G# %C$+( X%C%GG# %C$,( X%C%(*#

!注!!A)$与对照组比较#"D%C%’$$"D%C%&

图 $!i86=8O9 P3<=检测不同浓度钒化钠作用 *$’$$$*$*( 7
!!对 Zf#G+%’ 细胞?L?329e’ 蛋白表达的影响

"#A对照组$ ’ A%C’(0<3+_-’$ $ A’C% (0<3+_-’$ ) A&C% (0<3+

_-’$ * A’%C% (0<3+_-’$ & A&%C% (0<3+_-’$ , A’%%C% (0<3+

_-’$ G A$%%C% (0<3+_-’#

B5讨论

B@?5钒化钠以其无致命毒副作用而用于糖尿病病

人的干预治疗)** $表明钒化钠已经是应用于临床治

疗药物& W2671L88等)&* 报道了一系列钒制剂对动物

模型系统的抗肿瘤活性& 生长细胞对钒化钠的毒性

作用更敏感$通过皮下注射$钒化钠有效地抑制了小

鼠肿瘤生长$抑制癌细胞生长增殖),* & 本研究利用

]JJ法和 i86=8O9/W3<=等研究方法$分析钒化钠对

肿瘤细胞生长的抑制作用及其分子机理& 为进一步

将钒化钠研发成一种新的化疗药物提供理论基础&
B@A5无论是正常细胞还是肿瘤细胞的增殖都依赖

于细胞周期的正常运行& 细胞周期中实际上是指以

,细胞周期蛋白"细胞周期蛋白依赖性激酶-为中心

的细胞周期调控网络)G* & 细胞周期蛋白与细胞周

期蛋白依赖性激酶构成全酶& 其中 #ea6是全酶的

催化亚单位$而细胞周期蛋白是全酶的调节亚单位&
#ea6在整个细胞周期中都处于一种恒定超量表达

的状态$且单独并不表现出活性作用$#ea6活性的

发挥及其亚细胞水平的定位和作用底物及细胞周期

时相的特异性均有赖于细胞周期蛋白& 其中$细胞

周期蛋白e’ 作用在 f期$具有细胞外增殖分裂信

号传感器的作用$又参与f%"f’ 期转换调控)G* & 有

研究显示$&(‘的胃癌组织中 ?L?329e’ 的表达量显

著高于相应的正常胃黏膜组织$并且与多项临床病

理指标和患者的 & 年生存率相关$胃癌组织中 ?L/
?329e’ 的高表达有可能提示恶性程度较高和预后不

+G’)+!!中国临床新医学!$%’% 年!* 月!第 ) 卷!第 * 期
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良)(* & 本研究结果表明高实验浓度钒化钠对人胃

癌细胞系 Zf#G+%’ 细胞有明确的生长抑制作用$随

药物作用时间的延长$药物浓度越高$其抑制作用越

强& 进一步观察了钒化钠对人胃癌细胞系 Zf#G+%’
细胞?L?329e’ 表达的影响& 研究发现在一定的作用

时间范围内$低浓度钒化钠组对 ?L?329e’ 蛋白表达

无影 响$ 而 高 浓 度 钒 化 钠 可 下 调 人 胃 癌 细 胞 系

Zf#G+%’ 细胞中 ?L?329e’ 蛋白的表达$这一变化趋

势与]JJ的结果基本一致& 提示钒化钠可能通过

抑制?L?329e’ 蛋白的表达进而发挥抑制肿瘤细胞增

殖的作用$这一结果为钒化钠防治胃癌的临床应用

奠定理论基础& 但其具体机制仍需进一步研究& 作

为一种分布广’造价低廉的微量元素$钒在胃癌防治

领域有良好的临床应用前景&
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!!!摘要"!目的!通过观察老年人慢性缺血性肾病患者血清基质金属蛋白酶/+"01=O2408=133<NO<=829168/+$
]]U/+#及其抑制物金属蛋白酶组织抑制因子/’"=266K82972P2=<O<M01=O2408=133<NO<=829168/’$Jd]U/’#水平的变

化$探讨其在慢性缺血性肾病发病机理中的可能作用及意义& 方法!用双抗体夹心 ._dZF法检测 )% 例老年

慢性缺血性肾病患者及 $$ 例对照组血清中]]U/+ 及 Jd]U/’ 的水平$并分析两者与血清总胆固醇及肌酐的

相关性& 结果!慢性缺血性肾病组血清 ]]U/+ 和 Jd]U/’ 的水平分别为")*,C+ X’*C)# 9:"03’"’’$C+ X
’%C&#9:"03$显著高于对照组血清两者的水平"+’C, XGC&#9:"03’"&GC* X)C+#9:"03$结果差异有统计学意义

""D%C%’#%]]U/+’Jd]U/’ 水平与总胆固醇水平呈明显正相关"5A%CG$)’$5A%C,*’&$"均 D%C%&#$与血清

肌酐无相关性& 结论!]]U/+ 和Jd]U/’ 参与了慢性缺血性肾病的发病机理$可能是肾缺血损伤的一个独立

危险因素&
!!!关键词"!基质金属蛋白酶/+%!金属蛋白酶组织抑制因子/’% !慢性缺血性肾病
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