
和基础[７Ｇ８].
本实验采用 CLSM 结合死菌与活菌荧光染色技术,观

察对比不同浓度的赤藓糖醇对体外实验条件下２４h变异链

球菌单菌种生物膜结构的影响.从实验结果中发现,阴性对

照组２４h生物膜厚度明显高于赤藓糖醇实验组,并且随着

赤藓糖醇浓度的增加,变异链球菌生物膜厚度变薄,各层细

菌密度降低,细菌之间的黏结性降低,各层活菌百分比也随

浓度的增加而减少,说明赤藓糖醇对变异链球菌生物膜结构

有影响,并且影响程度和赤藓糖醇浓度成反比,随浓度增

加,影响效果也更加明显.本研究结果证实了赤藓糖醇对变

异链球菌生物膜结构的影响作用,以往研究也证实了赤藓糖

醇能够抑制变异链球菌产酸,减少唾液和牙菌斑中变异链球

菌的数量、黏附以及降低葡糖基转移酶 (GTF)和果糖基转

移酶 (FTF)等固有酶表达的作用等[９Ｇ１３].赤藓糖醇对变异

链球菌生物膜的抑制作用可能是由于赤藓糖醇不能被变异链

球菌利用,通过竞争性抑制变异链球菌的磷酸烯醇式丙酮酸

依赖性磷酸转化酶系统,从而抑制变异链球菌对糖类的吸

收、转运.因为不同浓度的赤藓糖醇的作用强弱不同,所以

导致出现不同浓度间抑制效果的差异性[１４].
总之,赤藓糖醇能够影响变异链球菌生物膜结构,减少

生物膜中细菌数量;但是,关于赤藓糖醇对变异链球菌生物

膜结构产生影响的具体机制以及不同浓度间作用的差异还需

要在以后的研究中做进一步的探讨.

参考文献

[１]韩春妮,何芳雁,代蓉,等．赤藓糖醇对 H２O２诱导 PC１２细

胞氧化损伤的保护作用 [J]．昆明医科大学学报,２０１４,３５
(８):９Ｇ１１．

[２]马超,王静．赤藓糖醇基复合相变材料的研究进展 [J]．材料

导报,２０２１,３５ (１１):１１１８０Ｇ１１１８７．

[３]LiveseyG．Healthpotentialofpolyolsassugarreplacers,with
emphasisonlow glycaemicproperties [J]．Nutr Res Rev,

２００３,１６ (２):１６３Ｇ１９１．
[４]MunroIC,BerntW O,BorzellecaJF,etal．Erythritol:an

interpretivesummaryofbiochemical,metabolic,toxicological
andclinicaldata [J]．FoodChem Toxicol,１９９８,３６ (１２):

１１３９Ｇ１１７４．
[５]肖素荣,李京东．赤藓糖醇的特性及应用 [J]．中国食物与营

养,２００８,１３ (５):２６Ｇ２８．
[６]唐子圣,朱敏,刘正．变异链球菌生物膜结构观察 [J]．中华

微生物学和免疫学杂志,２００４,２４ (２):１０３Ｇ１０６．
[７]HeJ,TuQ,GeY,etal．Taxonomicandfunctionalanalyses

ofthesupragingivalmicrobiomefromcariesＧaffectedandcariesＧ
freehosts [J]．MicrobEcol,２０１８,７５ (２):５４３Ｇ５５４．

[８]SolbiatiJ,FriasLopezJ．MetatranscriptomeoftheoralmicroＧ
biomeinhealthanddisease [J]．JDentRes,２０１８,９７ (５):

４９２Ｇ５００．
[９]姚军,张佳丽．赤藓糖醇对变异链球菌作用机制的实验研究

[J]．华西口腔医学杂志,２０１２,３０ (１):２２Ｇ２４．
[１０]杨秀娟,姚军．赤藓糖醇和木糖醇对变异链球菌黏附的影响

[J]．国际口腔医学杂志,２０１２,３９ (２):１５５Ｇ１５８．
[１１]姚军,张帆,杨秀娟,等．赤藓糖醇抑制变异链球菌在牛奶中

产酸的实验研究 [J]．牙体牙髓牙周病学杂志,２０１３,２３ (８):

４９２Ｇ４９４．
[１２]姚军,张琰君,张佳丽,等．赤藓糖醇对嗜酸乳杆菌影响配方

奶中乳酸代谢量的定量分析 [J]．中华口腔医学杂志,２０１５,

５０ (７):４０８Ｇ４１２．
[１３]ParkYN,JeongSS,ZengJ,etal．AntiＧcariogeniceffectsof

erythritolongrowthandadhesionofStreptococcusmutans [J]．
FoodSciBiotechnol,２０１４,２３ (５):１５８７Ｇ１５９１．

[１４]樊明文,周学东．牙体牙髓病学 [M]．４版．北京:人民卫生

出版社,２０１４:２３Ｇ２７．

􀅰基础研究􀅰

IGF１R/PI３K/Akt通路及其调控对非小细胞肺癌血管生成拟态形成
影响的研究

福建医科大学附属第二医院胸外科 (泉州３６２０００) 　李荣宾　黄延延１　林贤宾　杨建胜
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１　福建医科大学附属第二医院超声医学科

【摘　要】　目的　为非小细胞肺癌 (NSCLC)的治疗探索一个潜在的分子靶标.方法　通过qPCR、Westernblot、免

疫组化检测NSCLC组织和癌旁组织KLF１６、IGF１R表达情况;通过抑制IGF１R/PI３K/Akt通路活化,检测相关靶标 MMP２
和 MMP９的表达;通过IGF１R/PI３K/Akt通路抑制剂LY２９４００２干预血管生成拟态 (VM)形成.结果　与癌旁组织相比,
免疫组化、Westernblot和 qPCR 提 示,KLF１６ 在 NSCLC 组 织 中 表 达 降 低,且 随 着 NSCLC 级 别 提 高,表 达 量 递 减.

NSCLC组织中存在明显IGF１R阳性,且IGF１R阳性表达量随着 NSCLC级别增高而递增.同时,Westernblot和 Matrigel
三维细胞培养结果表明,随着IGF１R/PI３K/Akt通路抑制剂浓度增加,IGF１R/PI３K/Akt通路相关蛋白质、MMP２、MMP９
表达水平也随之降低,肿瘤 VM 形成随之减少.结论　NSCLCVM 的形成与IGF１R/PI３K/Akt信号通路有关,KLF１６在

NSCLC中的表达趋势与IGF１R表达相反,两者之间是否存在调控关系需进一步验证.
【关键词】非小细胞肺癌;抗血管生成;KLF１６;IGF１R/PI３K/Akt;血管生成拟态
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　　肺肿瘤细胞高度增殖和侵袭是肺癌患者高死亡率的主要

原因,丰富的新生血管是肿瘤细胞快速增殖、高度侵袭和复

发的重要间质结构.肺癌血管生成机制和抑制肿瘤血管新生

是肺 癌 治 疗 的 关 键 问 题[１].血 管 生 成 拟 态 (vasculogenic
mimicry,VM)是高侵袭性肿瘤的一种新的肿瘤血管生成

模式,在乳腺癌、肝癌、胶质瘤、卵巢癌及前列腺癌中均可

见[２Ｇ３],非小细胞肺癌 (NSCLC)亦可见,且随肿瘤恶性程

度增 加 VM 现 象 更 加 明 显[４].胰 岛 素 生 长 因 子 １ 受 体

(IGF１R)是酪氨酸蛋白激酶受体家族的主要成员,在肺癌

等多数肿瘤高表达,参与增殖分化、侵袭、转移和抗凋亡等

生物学效应.靶向IGF１R抑制剂和单克隆抗体可有效抑制

肺癌细胞生长转移,提高肺癌对放化疗的敏感性[５].研究表

明,IGF１R 的 跨 膜 信 号 转 导 主 要 通 过 PI３KＧPKB/Akt和

RasＧRafＧMAPK两条通路,前者被证实与VM 的形成密切相

关[６].Kruppel样转录因子 (KLF)是一类含有３个高度保

守的串联锌指结构的蛋白质分子,具有调控基因表达的功

能,其中 KLF１６在调节细胞增殖、分化及肿瘤干细胞维持

中具有关键作用[７].在 NSCLC中,IGF１R/PI３K/Akt通路

与肿瘤 VM 形成的关系是本研究关注的重点,对转录因子

KLF１６与IGF１R的动态改变是否存在调控关系进行验证.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:１)标本:取自我院原发性 NSCLC手术切除组

织标本及活检病例,标本离体后即投入４％福尔马林固定,
癌旁组织同法固定.２)细胞与试剂:非小细胞肺癌细胞系

(A５４９细胞)购于中国科学院细胞库;IGF１R/PI３K/Akt通

路抑制剂 (LY２９４００２)购买自上海碧云天生物有限公司;
鼠抗兔 基 质 金 属 蛋 白 酶Ｇ２ (MMP２)、基 质 金 属 蛋 白 酶Ｇ９
(MMP９)、KLF１６、βＧactin、GAPDH 抗体购自英国 Abcam
公司;鼠抗兔磷脂酰肌醇Ｇ３激酶 (PI３K)、磷酸化磷脂酰肌

醇Ｇ３激酶 (pＧPI３K)、蛋白激酶 B (Akt)、磷酸化蛋白激酶

B (pＧAkt)、IGF１R抗体购于美国SantaCruz公司.TRIzol
试剂盒、Tween、DAB显色剂、苏木素购于上海赛默飞世

尔科技有限公司.KLF１６qPCR试剂盒购于北京博奥森生物

有限公司.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　免疫组化分析:病理切片经脱蜡、水化后置０􀆰０１
mol/L,pH 值为６􀆰０的柠檬酸缓冲液内进行高温修复抗原,
冷却后用TBS缓冲液冲洗;在５％山羊血清封闭后,加一抗

IGF１R于４ ℃冰箱过夜;清除组织过氧化物酶,加二抗,
并在３７℃孵育３０min;用含Tween的PBS冲洗３次,每次

３min;加入 DAB显色剂反应后冲洗;苏木紫复染,酒精分

化,PBS返蓝处理,封片;用光学显微镜观察非小细胞肺癌

标本及癌旁组织标本IGF１R阳性表达情况.

１􀆰２􀆰２　VM 形成检测:１)从－２０ ℃冰箱取出保存的 MaＧ
trigel,４℃过夜使成液态.２)取２４孔培养板每孔加入３００

μLMatrigel原液,小心摇动使之均匀分布于孔的各个部位.

３７℃培养箱内孵育３０min待其凝固.３)用０􀆰２５％胰酶消

化各组细胞使成单细胞悬液,接种１mL细胞悬液,分别置

于常氧及缺氧条件下继续培养.４)２４h后终止培养,在显

微镜下观察各组 VM 结构,并在显微拍照后应用ImageJ
V１􀆰８􀆰０软件对结果进行定量分析.

１􀆰２􀆰３　qPCR检测:采用 TRIzol试剂盒提取 NSCLC、癌旁

组织及 A５４９细胞总 RNA,检测纯度后逆转录获得cDNA;

KLF１６mRNA正向引物序列为５′ＧGTGAACATTAACTTGＧ
CACACGGTＧCGGＧ３′,反 向 引 物 序 列 为 ５′ＧGGACGCGTGＧ
GCGTGTCCGACGTTATGＧ３′;以 U６作为内参,正向引物

序列为５′ＧCCTCGTTCTTCGCACATATACACAＧ３,反向引

物序列为 ５′ＧTAACGGTGCAGCCGAGGTATCGTＧ３′.PCR
程序设定:９５℃预变性３０s,９５℃变性３０s,６０℃退火１０
s,７０℃延伸３０s,共循环３０次.相对表达量以２ＧΔΔCT 法

计算.

１􀆰２􀆰４　Westernblot分析:采用 BCA 试剂盒提取样本蛋白

质;加SDSＧDTT上样缓冲液后沸水浴５min,冰浴１０min,
离心５min;取上清SDSＧPAGE电泳分离蛋白,采用电转法

使凝胶上蛋白转至 PVDF膜;PVDF膜经１％ 封闭液封闭,
孵育一抗,４℃过夜;使用 TBST液洗去非特异结合抗体,

０􀆰５％封闭液封闭;孵育二抗１􀆰５h;TBST液洗去非特异结

合抗体;浸于曝光液后,使用 MilliporeECL WB检测系统

观察 免 疫 标 记;抗 体 包 括 MMP２、MMP９、Akt、pＧAkt、

PI３K、pＧPI３K.所有目标蛋白均使用ImageJV１􀆰８􀆰０软件

测量灰度值,经与βＧactin或 GAPDH 对比作定量分析.

１􀆰３　统计学方法:采用SPSS２３􀆰０软件进行分析.正态分

布的计量资料以均数±标准差表示,多组比较采用单因素方

差分析,进一步两两比较采用 Bonferroni法分析.P＜０􀆰０５
为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　NSCLC、癌旁组织IGF１R表达水平:免疫组化分析表

明,NSCLC癌旁组织基本无IGF１R 阳性表达,NSCLC 组

织有明显IGF１R阳性表达,且阳性表达随着肺癌级别增高

表达递增 (P＜０􀆰０５,图１).

２􀆰２　干预情况下IGF１R/PI３K/Akt通路对NSCLCVM 生成

的影响:利用肺癌细胞系 A５４９正常传代培养,Matrigel三

维培 养 出 现 肿 瘤 VM, 加 入 不 同 浓 度 该 通 路 抑 制 剂

LY２９４００２干预 VM 生成.结果表明,当 LY２９４００２浓度为

２５、５０μmol/L时,能够明显抑制 A５４９肺癌细胞系生成肿

瘤 VM,并且随浓度升高抑制作用更明显 (P＜０􀆰０５,图

２).

２􀆰３　NSCLC组织、细胞KLF１６mRNA表达情况:qPCR分

析 KLF１６mRNA在不同级别的肺癌组织、癌旁组织及肺癌

细胞中的表达水平.相较于癌旁组织,KLF１６mRNA 在肺

癌组织及肺癌细胞中的表达明显降低 (P＜０􀆰０１),且随着

肺癌级别增加,其表达量递减 (P＜０􀆰０５,图３).

２􀆰４　NSCLC组织KLF１６蛋白表达情况:标本按 NSCLC病

理分级分为低级别组 (Ⅰ~Ⅱ级)和高级别组 (Ⅲ~Ⅳ级).
经原代培养扩增并提取蛋白后经 Westernblot分析 KLF１６
在肺癌及癌旁组织的表达.相对于癌旁组织 (N１~N４),

KLF１６在肺癌组织 (T１~T４)中的表达水平明显降低 (P
＜０􀆰０５,图４).
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２􀆰５　干预情况下IGF１R下游的 PI３K/Akt通路表达情况:
正常传代的 A５４９细胞加入该通路抑制剂 LY２９４００２干预,
经 Westernblot检测,相对于对照组,pＧPI３K、pＧAkt蛋白

表达明显降低,PI３K/Akt通路被抑制 (P＜０􀆰０５).同时,

细胞侵袭性相关蛋白 MMP２和 MMP９表达也随之减少 (P＜
０􀆰０５).此外,随抑制剂浓度增加,MMP２、MMP９及PI３K/

Akt通路相关蛋白表达也随之降低 (P＜０􀆰０５).见图５.

图１　IGF１R在癌旁组织、不同级别癌组织表达的免疫组化染色图谱

　　注:与０μmol/L组比较,∗P＜０􀆰０５.

图２　干预情况下IGF１R/PI３K/Akt通路

对NSCLCVM生成的影响

　　注:与癌旁组织比较,∗P＜０􀆰０５.

图３　不同级别肺癌组织、癌旁组织及肺癌细胞中

KLF１６mRNA表达水平

　　注:与癌旁组织比较,∗P＜０􀆰０５.

图４　KLF１６蛋白在肺癌及旁组织的表达情况

　　注:与０μmol/L组比较,∗P＜０􀆰０５.

图５　干预情况下IGF１R/PI３K/Akt通路表达情况

３　讨论

抗血管生成策略的诞生是肿瘤治疗新的里程碑.肿瘤血

管生成无论是在结构,还是生物学特性上都不同于正常血

管,因此,对于肿瘤血管构筑的研究意义重大[８].VM 最早

发现在黑色素瘤细胞中[９],是对传统肿瘤血管生成表现的重

要补充[２,８].与经典的血管构成不同,VM 不依赖血管内皮

细胞,而是由高侵袭性肿瘤细胞通过自身变形和细胞外基质

重塑形成的类血管结构.传统的肿瘤血管抑制治疗仅仅针对

肿瘤血管内皮细胞依赖性血管[１０],而 VM 的发现使人们认
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识到,只有同时抑制内皮细胞依赖性血管和血管生成拟态,
才能达到良好的治疗效果[１１Ｇ１２].

IGF１R是参与肿瘤增殖、分化、侵袭等生物学行为的

关键因子,在 NSCLC中IGF１R表达越高,患者疾病生存期

则越短[１３].近年来的研究发现,IGF１R 在肿瘤 VM 形成中

的作用,与其参与调控肿瘤细胞外基质重塑有关[１４].Hess
等[１１]研 究 发 现,在 黑 色 素 瘤 细 胞 形 成 VM 的 过 程 中,

IGF１R/PI３K/Akt调节膜型基质金属蛋白酶１ (MT１ＧMMP)
的功能,其在金属蛋白酶组织抑制因子Ｇ２(TIMMPＧ２)的协

同作用下活化 MMPＧ２,分解层黏连蛋白５γ２链为γ２′和γ２X
片段,沉积于肿瘤细胞外基质中,促进 VM 形成.Li等[１２]

研究结果表明,高侵袭性胶质瘤细胞中 VM 的形成与 MT１Ｇ
MMP、MMP２和 MMP９的高表达相关.

本研究我们在 NSCLC组织中也发现IGF１R 表达呈阳

性,且随着肺癌级别的升高而递增.实验中采用特异性抑制

剂抑制IGF１R/PI３K/Akt通路活化后,肺癌 A５４９细胞的侵

袭性相关蛋白 MMP２和 MMP９表达随之减少,同时肿瘤

VM 的形成受到抑制.该实验结果表明,IGF１R/PI３K/Akt
通路与肺癌 VM 的形成存在一定的关系.同时我们在研究

中还发现,作为调控基因表达的转录因子 KLF１６,在肺癌

组织中 的 表 达 明 显 低 于 癌 旁 组 织,并 且 肿 瘤 级 别 越 高,

KLF１６的表达越低.这一趋势与IGF１R在肺癌组织中的表

达情况相反,两者之间是否存在相关的调控关系需进一步

验证.
综上所述,本项目以人 NSCLC及细胞系为研究对象,

是基于IGF１R/PI３K/Akt信号通路与血管生成拟态相关机

制的研究.探索 KLF１６与IGF１R/PI３K/Akt信号通路及肺

癌血管生成拟态形成的关系,有望成为肺癌肿瘤血管生成研

究的新思路,为抗肿瘤血管生成的治疗提供理论基础和分子

靶点.
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􀅰基础研究􀅰

复合麻醉剂对衰老大鼠认知能力及神经细胞凋亡的影响

福建省福州市第二医院麻醉科 (福州３５０００１) 　林　辉

基金资助:福州市科技计划项目 (２０２１ＧSＧ２５３)

【摘　要】　目的　探讨复合麻醉剂对衰老大鼠认知能力及神经细胞凋亡的影响.方法　构建 DＧ半乳糖致衰老大鼠模

型,通过腹腔镜注射的方式对实验大鼠进行戊巴比妥钠、氯胺酮及复合麻醉剂 (盐酸右旋美托咪定＋咪达唑仑＋盐酸羟考

酮)干预,通过水迷宫及平衡木实验测试不同实验组的大鼠的运动及认知能力,通过原位末端转移酶标记技术 (TUNEL)
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