
瘦素及瘦素受体在胃癌组织和胃癌细胞株中的表达
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摘 要! (目的) 探讨胃癌细胞株和胃癌组织是否有瘦素和瘦素受体表达!以及瘦素对胃癌细胞株的增殖作
用* (方法+免疫组化和 ,-./0, 检测胃癌细胞株及胃癌组织中瘦素和瘦素受体表达" 1-- 法测定瘦素对胃癌细

胞株 23045%$61307%8619:;# 的增殖作用*<结果+ 胃癌细胞株 23045%$61307%8 及 19:;# 均有瘦素及瘦素

受体表达= ;4 例胃癌组织石蜡切片标本检测有瘦素表达 &% 例" 有瘦素受体表达 &8 例" 两者共同表达 $4 例= $5

例新鲜胃癌组织标本!有瘦素 >,:? 表达 $8 例!瘦素受体 >,:? 表达 $& 例!两者共同表达 $% 例=与对照组相

比! $%% @A B >C 的瘦素可使胃癌细胞株 23045%$6 1307%86 19:;# 的增殖率分别为 $D ;#6 $D #E 及 $D #;* <结

论)胃癌细胞株及胃癌组织普遍存在瘦素和瘦素受体表达!瘦素可促进胃癌细胞株增殖*

关键词!瘦素= 瘦素受体= 胃癌
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瘦素 "SJHOL@d 是机体调节体重的重要物质! 近
年来流行病学调查和基础研究证实瘦素与肿瘤的

发生密切相关 ’ $" & (* 胃癌组织是否有瘦素及瘦素受
体的表达是认识瘦素参与胃癌发病机制的基础!目
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实验组 !"#$

对照组 !"%$

前国内外尚未见文献报道&本研究检测胃癌细胞株
及胃癌组织是否有瘦素及瘦素受体的表达&并观察
瘦素对胃癌细胞株增殖的影响&为人们认识瘦素可
能作为一种新的生长因子参与胃癌的发病机制提

供依据’

! 材料与方法

!" ! 材 料
() 例石蜡切片标本来源于 *%%+ 年 *$ 月至

*%%% 年 *$ 月在广州中山医科大学附属第二医院
行胃癌手术切除的病例&低分化腺癌 *, 例&印戒细
胞癌 ) 例&黏液腺癌 $ 例&未分化癌和单纯癌 , 例&
管状腺癌 *$ 例’ *% 例新鲜胃癌组织标本来源于
$--. 年 * 月至 $--. 年 *- 月在该院行胃癌手术切
除标本& 取材后迅速放入液氮中& 后转移至 / 0-1
冰箱备用& 术后病理证实为管状腺癌 + 例& 低分化
腺癌 0 例&未分化癌 . 例&印戒细胞癌 $ 例&黏液腺
癌 * 例’以来源于大网膜正常脂肪组织作为阳性对
照’ 胃癌细胞株 234)%-*5634,-. 及 678(9 由本
科消化研究室保存’
!# $ 细胞培养
人胃癌细胞株 234)%-*5 634,-. 及 678(9

用体积分数 *-:胎牛血清的 ;<6=*+(- 培养基在
.) > 5体积分数 9: 4?$ 条件下常规培养@
*A . 免疫组化
石蜡切片标本经常规脱腊5 水化后& 用柠檬酸

盐缓冲液高压锅法抗原修复 * BCD& 细胞标本经常
规细胞铺片后用体积分数为 ":的多聚甲醛固定&
链霉菌抗生物素蛋白E生物素E过氧化物酶免疫
组化染色超敏两步法 F试剂盒购自福州迈新生物技
术开发公司&试剂编号 GCHI%0-%& GCH / %0*-J检测瘦
素及其瘦素受体的表达&具体操作按试剂说明书进
行 K 一抗为兔抗人瘦素多克隆抗体 ?LF! / $-J
F2MDHM 4NOP 公司J和山羊抗人瘦素受体多克隆抗体
?LI; !6I*, " ! 2MDHM 4NOP公司 " &抗体稀释度均为 *Q
9-&以 <R2代替一抗做阴性对照K
*A ( ;SI<4;
按 SNCPTUF3CLVTJ 说明书操作提取胃癌组织

;8!&取 9 WX ;8! 用 66YZ 逆转录酶F<NTB[XMJ逆
转录成 V\8!&在 $9 WY 反应体系中分别加入 9 ] ^
WY 的 Y! SM_酶 -A $9 WY# $ ‘缓冲液 *$A 9 WY&( ‘
a8S< 混合物 F各 *- BBTU ^ YJ * WY& 模板 \8! *
WY&引物各 -A $9 WY# 灭菌蒸馏水 %A )9 WYK<4;反

应条件b#( >变性 .- c&99 >退火 .- c&)$ >延伸
(9 c&最后 )$ >终止 9 BCD& (- 循环& 3!<\d 作内
参照&<4; 产物 $ WY 经 $ X ^ BY琼脂糖凝胶电泳检
测K 引物由上海生工合成&序列参照文献 $ " % &引物
序列如下b Y[eHCD 特异性引物上游引物为 fgI44!
!3! S33 !44 !3! 4!4 S3I.g # 下游引物为 fg
I344 !44 !44 S4S 3S3 3!3 S!I.g# 扩增片段为
$$- Leh Y[eHCD N[V[eHTN 特异性引物上游引物为 fg
ISS3 S34 4!3 S!! SS! SSS 44S 4SSI.g# 下游引
物为 fgI4S3 !S4 !34 3S3 343 S!S SSI.g# 扩增
片段为 "., Le& 内参照 3!<\d 特异上游引物为 fg
I33S 433 !3S 4!! 433 !SS S33 S43I.g# 下游
引物为 fgI44S 443 !43 44S 34S S4! 44! !I.g#
扩增片段为 0,$ LeK
!# % &’’ 细胞增殖实验
以 2340%-*5 634,-. 及 678"f 为研究对象&

参照 2ViD[Ca[N等 $ " %方法&取对数生长期细胞&胰酶
消化后混匀& 用体积分数为 *-:胎牛血清的 ;<!
6=*j(- 调整细胞浓度为 $A f ‘ *-f ^ BY& 接种于 %j
孔细胞培养板中&每孔 $-- WY&培养 *$ i后&换为
-A f X ^ BY牛血清白蛋白的 dMDGc 液培养 *$ i细胞
同步后加入瘦素K 设 $ 个瘦素浓度组 F*- DX ^ BY5
*-- DX ^ BYJ# 以不加瘦素组作为空白对照组&每组
设 , 个复孔K培养 *$ i后终止实验&每孔加入 6SS
Ff BX ^ BYJ$- WY&在温箱继续孵育 ( i# 弃上清液&
加入二甲基亚砜 *f- WY&振荡 *- BCD&在酶联免疫
检测仪上选择 (%$ DB 波长测定各孔光吸收值
F !(%$J&以空白孔调零K按下述公式计算细胞增殖率
FeNTUCk[NMHCTD NMH[&<;Jb

增殖率F<;J l ‘ *--:

!# ( 统计学处理
结果用均数 m n c表示&数据用 2<22*-A - 统计

软件处理& 组间比较用方差分析& 各组之间两两比
较用 Y2\ 方法K

" 结 果

$# ! 免疫组化
胃癌细胞株 2340%-*5 634,-. 及 678(9 均

有瘦素及瘦素受体的表达&瘦素及瘦素受体以胞浆
表达为主& (0例胃癌组织石蜡切片标本中&有瘦素
表达 $% 例Fj$: J&瘦素受体表达 $. 例 !(%: "&瘦素
及瘦素受体均表达有 *0例!.j: "# 见图 *#表 *K
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图 ! 胃癌细胞株及胃癌组织瘦素及瘦素受体表达的
"#$%&" 分析

-.)/ 0 123451 $6$(*7.7 ’8 (,+%.6 $69 (,+%.6 :,;,+%’:
.6 )$7%:.; ;$6;,: ;,(( (.6, $69 )$7%:.; ;$6;,: %.77<, ! = ) > ?@
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@$6, A" BCDEF# @$6, =" BG5HIJ# @$6, J" KG5LMIA# @$6, N"
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图 ’ 胃癌组织瘦素及瘦素受体免疫组化检测
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表 A 免疫组化及 123451检测瘦素及瘦素受体在胃癌组织的表达

2$S(,A 2&, ,a+:,77.’6 ’8 (,+%.6$]S ! $69 (,+%.6 :,;,+%’:$]S1! .6 )$7%:.; ;$:;.6’?$ O.%& .??<6’&.7%’;&,?.7%:* $69 123451 6

=/ = 123451
胃癌细胞株 KG5LMIAbBG5HIJ 及 BCDNF 均

有瘦素及瘦素受体的 ?1DX 表达# AM 例新鲜胃癌
组织中c有瘦素 ?1DX 表达 AJ 例UQHd W!有瘦素
受体 ?1DX 表达 e0 例 UQJd W! 瘦素及瘦素受体
?1DX 共同表达 ef 例U0ed Wc见图 0c表 eg
0h J =## 细胞增殖实验
瘦素对胃癌细胞株的增殖可见到明显的剂量

依赖效应U 4 i fh feW!瘦素浓度为 eff 6) j ?@ 时
其增殖效应最大% 见表 0k

! 讨 论

美国癌症协会流行病学的调查显示R 男性中
由胃癌所致的死亡可观察到体重指数较高者发

生危险升高的显著趋势 & e ’! 而肥胖患者中普遍为
高瘦素血清水平k 胃组织也是瘦素的来源之一!
瘦素可促进胃溃疡黏膜的愈合 & F ’! 幽门螺旋杆菌
$l4! 感染被世界卫生组织定为胃癌发生的m类
危险因子c l4 感染可使胃黏膜瘦素蛋白及其
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我校医科 &’’(年喜获 )’项教育部提名国家科学技术奖

随着国家科技奖励制度改革*原教育部科学技术奖更名为教育部提名国家科学技术奖*该奖只设一+二等奖, &’’( 年教育

部提名国家科学技术奖评审结果已揭晓* 中山大学医科共有 -’ 个项目获奖* 其中有 . 个项目获一等奖* 是历年来获教育部科

学技术一等奖项目最多的一年, 基础医学院吴伟康教授等人完成的 /四逆汤抗心肌缺血的作用及其机制研究0+一院陈 湖教

授等人完成的 /幽门螺杆菌疫苗的实验研究0+沈靖南教授等人完成的 /恶性骨肿瘤的三结合诊断+保肢治疗和基础研究0+陈规

划教授等人完成的 /原位肝脏移植的系列研究0+ 二院黄绍良教授等人完成的 /脐血造血干细胞移植的基础和临床系列研究0+

眼科中心文峰副研究员等人完成的 /脉络膜相关疾病眼底形态学系列研究0分别荣获一等奖*一院叶任高教授等人完成的 /腹

膜转运与防御机制的研究0+ 二院程桦教授等人完成的 /瘦素基因+ 瘦素+ 瘦素受体的研究0+ 眼科中心吴德正教授等人完成的

/视觉运动觉系列检测方法的建立及其临床应用0+林跃生教授等人完成的 /角膜移植免疫排斥反应的系列防治研究0分别荣获

二等奖,

!医学科学处成果专刊科 "

表 & 122 法测定不同浓度瘦素对人胃癌细胞株增殖指数的影响

23456 & 789:;< =9 5:%<>? =? %"=@A9:"B<A=C "B<: ! DE " AC FBG<"A; ;BC;:" ;:55 5AC: <H"=$FH IJJ BGGBK ! C L MN

OPQRST- IPQM’( IUVWX

- " Q=Y%B"6Z [><\ ;=C<"=5* D ] T^ T-# & " Q=Y%B"6_ [><\ 56%<>C -T C‘ a Yb ‘"=$%$ D ] T^ T-

YEVc 表达增加*清除 dD 后瘦素表达减少 % . &*因此
瘦素可能与胃癌发生有关,探究胃癌细胞株及组织
是否有瘦素及瘦素受体的表达*是认识瘦素参与胃
癌发病机制的基础, 我们应用免疫组化及 EJeDQE
的方法从蛋白和核酸两个水平证实f胃癌组织及细
胞株普遍存在瘦素及瘦素受体的表达* 约 - a ( 的
肿瘤同时有瘦素及瘦素受体的表达*但不同的病理
类型其瘦素及瘦素受体表达的阳性率不一*说明在
胃癌组织中瘦素及瘦素受体的表达存在异质性, 在
体外瘦素可促进胃癌细胞株的增殖* 胃癌细胞普遍
存在瘦素及瘦素受体的表达* 提示瘦素可以自分泌
的方式参与了调控胃癌细胞的增殖g 此外经脂肪组
织分泌入血的瘦素也可经微循环到达胃癌组织* 说
明瘦素也可以内分泌的方式作用于胃癌细胞,
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