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　 　 摘要:　 为明确 Ｍａｄｉｎ￣Ｄａｒｂｙ 犬肾(ＭＤＣＫ)细胞成瘤机制ꎬ本研究基于数据非依赖性采集质谱(ＤＩＡ￣ＭＳ)技术ꎬ
以非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞与高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞为供试材料ꎬ分析不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞的蛋白质表达差异ꎮ 结

果表明ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞与高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中共鉴定到１１ ３５９个蛋白质ꎬ其中差异倍数(ＦＣ)>１􀆰 ５ 且校正

Ｐ<０􀆰 ０５ 的差异蛋白质数量为 １６３ 个ꎮ 非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中 ９３ 个差异蛋白质上调表达ꎬ７０ 个差异蛋白质下调表

达ꎮ 差异蛋白质主要参与蛋白质磷酸化、胞内信号转导及肽酶活性负调控ꎬ且功能富集于细胞外空间ꎮ ２ 个成瘤关

键蛋白质双皮质素样激酶 １(ＤＣＬＫ１)和组织因子通路抑制因子 ２(ＴＦＰＩ２)的实时荧光定量 ＰＣＲ 和蛋白质免疫印迹

(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)结果显示ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 基因相对表达水平极显著低于成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎬＴＦＰＩ２
基因相对表达水平极显著高于成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎮ 本研究结果为 ＭＤＣＫ 细胞成瘤机制及肿瘤标志物筛选提供了
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ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ (ＦＣ)>１.５ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ Ｐ<０.０５ ｗａｓ １６３. Ｉｎ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ
ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓꎬ ９３ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ ７０ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
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ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＭＤＣＫ ｃｅｌｌꎻ ｄａｔａ￣ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ (ＤＩＡ￣ＭＳ)ꎻ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃꎻ ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ￣
ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １ (ＤＣＬＫ１)ꎻ ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２ (ＴＦＰＩ２)

　 　 ＭＤＣＫ 细胞系是由Ｍａｄｉｎ 和Ｄａｒｂｙ 于 １９５８ 年从美

国雌性可卡犬的肾脏中提取的上皮样细胞而建立的ꎬ
通常以贴壁方式生长ꎮ ＭＤＣＫ 细胞系具有病毒感染效

率高、增殖迅速、抗性强和适应无血清生长条件等特

点ꎬ被认为是生产甲型流感病毒疫苗和乙型流感病毒

疫苗[１￣３]最合适的细胞系之一ꎮ 然而ꎬ由于 ＭＤＣＫ 细胞

的成瘤性ꎬ用其生产的疫苗安全性一直存在着争

议[４￣５]ꎮ 因此ꎬ开发非成瘤性ＭＤＣＫ 细胞系对疫苗生产

具有双重优势:一方面可有效降低下游纯化工艺的复

杂度ꎬ另一方面能从源头上消除疫苗生产用细胞系的

潜在成瘤风险ꎮ 这种基于细胞基质安全性的技术突

破ꎬ对于提升流感疫苗的生物安全性和临床应用可靠

性具有重要意义ꎮ 乔自林等[６]通过单细胞克隆培养与

多轮筛选ꎬ成功获得两株遗传稳定的无成瘤性 ＭＤＣＫ
细胞(ＭＤＣＫ￣ＣＬ０９、ＭＤＣＫ￣ＣＬ３５)ꎮ 经连续传代培养验

证ꎬ两株细胞均可稳定传代 ５０ 次以上ꎬ且染色体数目

及结构均保持正常[７]ꎮ 持续观察接种高剂量非成瘤性

ＭＤＣＫ 细胞的裸鼠 １２ 周ꎬ发现试验动物均未出现肿瘤

结节ꎬ病理检测亦未见异常增殖现象ꎬ说明非成瘤性

ＭＤＣＫ 细胞系具有较高的安全性[８]ꎮ 高成瘤性细胞系

(ＭＤＣＫ￣Ｗ７３)的高通量分析结果表明ꎬ这些细胞中多

个常见肿瘤相关通路能被特定的靶基因激活ꎮ 如 ｌｎ￣
ｃＲＮＡ ＭＳＴＲＧ.１０５６.２ 直接调控人表皮生长因子受体 ３
(ＥＲＢＢ３)激活 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 通路ꎬ促进肿瘤发生[９]ꎮ

蛋白质组学能大规模地鉴定和量化特定样品中

蛋白的表达水平、翻译后修饰、蛋白￣蛋白相互作用

等特征ꎬ是生物学和临床医学的有效分析工具[１０]ꎮ
近年来ꎬ质谱仪和生物信息学的技术革新促进了数

据非依赖性采集(ＤＩＡ)技术[１１] 的发展ꎮ ＤＩＡ 是一

种质谱技术ꎬ可用于蛋白质鉴定和复杂蛋白质样品

的定量ꎬ具有定量一致性、准确性和可重复性ꎬ可以

进行定量优化和蛋白质水解动态扩增[１２￣１３]ꎮ 将 ＤＩＡ
技术和定量交联质谱(ＱＣＬＭＳ)技术相结合(ＤＩＡ￣
ＱＣＬＭＳ) 可以检测复杂混合物中交联肽的变化

量[１４]ꎮ ＤＩＡ 与从头合成测序技术(ＤｅｅｐＮｏｖｏ￣ＤＩＡ)
结合可以鉴定人类抗体和抗原中的新肽[１５]ꎮ 然而ꎬ
目前基于 ＤＩＡ 技术的不同致瘤 ＭＤＣＫ 细胞的蛋白

质组学研究分析尚未得到开展ꎮ
因此ꎬ本研究利用 ＤＩＡ 技术检测不同成瘤性

ＭＤＣＫ 细胞中的差异表达蛋白ꎬ并筛选 ＭＤＣＫ 细胞中

稳定存在的两种潜在成瘤性生物标志物ꎮ 随后ꎬ利用

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)验证相关

因子在不同成瘤性ＭＤＣＫ 细胞中的表达差异ꎬ为进一

步探索 ＭＤＣＫ 细胞成瘤性的分子机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞系和细胞培养

高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞 ＭＤＣＫ￣Ａ、ＭＤＣＫ￣Ｂ 和 ＭＤ￣
ＣＫ￣Ｃ 购自美国典型培养物保藏中心(ＡＴＣＣ)ꎮ 非成

瘤性 ＭＤＣＫ 细胞 ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５、ＭＤＣＫ￣ＣＢ０５７、ＭＤ￣
ＣＫ￣ＣＣ０６６ 均为西北民族大学生物工程与技术国家民

委重点实验室克隆保存ꎮ 分别取 １ ｍＬ 冷冻的高成瘤

性与非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎬ与 ５ ｍＬ １０％ ＮＢＳ / ＤＭＥＭ
培养基(兰州民海生物工程有限公司产品)混合后ꎬ于
Ｔ２５ 方瓶中进行复苏 １０ ｍｉｎꎮ 然后在细胞培养箱中

于 ３７ ℃进行继代培养ꎬ共培养 ４０ 代ꎬ每代培养 ２ ｄꎮ
继代培养后的细胞悬液(每 １ ｍＬ 含 ＭＤＣＫ 细胞数量

５×１０７ 个)通过皮下注射的方式注射至 ８ 周龄免疫缺

陷雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠(购于北京活力河实验动物科技

有限公司)腋下ꎬ 每只裸鼠注射 ２００ μＬꎬ每种细胞悬

液注射 １０ 只ꎬ用以评估 ＭＤＣＫ 细胞的成瘤潜能ꎮ 分

别以 Ｈｅｌａ 细胞和 ＭＲＣ￣５ 细胞(甘肃省动物细胞技术
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创新中心提供)作为阳性对照和阴性对照ꎮ 成瘤潜能

评估参照文献[１６]进行ꎮ 注射 ６ 周后对小鼠注射部

位及心、肺、肝、脾、肾、脑、淋巴结等组织进行宏观和

微观检查ꎬ统计各处理裸鼠的成瘤情况ꎮ 试验动物护

理参照文献[１７]进行ꎮ 西北民族大学动物试验批准

号为 ｘｂｍｕ￣ｓｍ￣２０２２４０ꎮ
１.２　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞的蛋白质样品制备

取不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞样品 ４０ μＬ(细胞数

量为２× １０６ ) 分别加入 ５００ μＬ 细胞裂解液 [含 ７
ｍｏｌ / Ｌ尿素、２％ 十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)、０􀆰 １％苯基

甲基 磺 酰 氟 ( ＰＭＳＦ )、 ６５ ｍｍｏｌ / Ｌ 二 硫 苏 糖 醇

(ＤＴＴ)]并用超声波裂解 １０ ｍｉｎꎮ 裂解液在 ４ ℃下

以１４ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎮ 用二喹啉

甲酸(ＢＣＡ)法测定蛋白质含量ꎮ 取 ５０ μｇ 定量总蛋

白ꎬ用上述裂解液稀释ꎬ定容至 ５０ μＬꎮ 然后加入 １
μＬ １ ｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴꎬ５５ ℃孵育 １ ｈ 以还原二硫键ꎮ 再

加入 ５ μＬ １ ｍｏｌ / Ｌ碘乙酰胺( ＩＡＡ)ꎬ室温避光 １ ｈꎬ
然后加入 ３００ μＬ ８０％丙酮沉淀 ２ ｈꎬ再用 ５０ μＬ 胰

蛋白酶(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司产品)消化沉淀 １６ ｈꎬ得
到不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞的蛋白质样品ꎮ
１.３　 光谱数据库建立

１.３.１　 蛋白质样品肽段分离　 蛋白质样品中所有肽

混合物在缓冲液Ａ(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ氨水ꎬｐＨ 值 １０􀆰 ０)中重

新溶解ꎬ然后利用 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱柱 (４.６ ｍｍ×
２５０􀆰 ０ ｍｍ)、Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 系统(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司产品)和高 ｐＨ 线性梯度分离器进行肽

分离ꎮ 高 ｐＨ 线性梯度分离器使用 ｐＨ 值 １０􀆰 ０ 的

８０％乙腈为 Ｂ 相ꎬ５％到 ４５％的线性梯度ꎬ持续 ４０
ｍｉｎꎮ 色谱柱流速 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温 ３０ ℃ꎮ
１.３.２　 ＤＤＡ(数据依赖采集)模式 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析

　 将胰蛋白酶消化后的多肽(蛋白样品)经脱盐和

冻干处理后ꎬ溶解于 ０􀆰 １％甲酸水溶液中ꎬ采用液相

色谱￣串联质谱(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)进行分析ꎮ 系统由 Ｏｒ￣
ｂｉｔｒａｐ Ｌｕｍｏｓ 质谱仪(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司产品)、ＥＡＳＹ￣Ｌ １２００ 系统串联而成ꎮ 分析柱为

Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ Ｃ１８ 分析柱(７５ μｍ×２５ ｃｍ)ꎮ 上样

量设定为 ３ μＬꎬ采用 １２０ ｍｉｎ 的梯度洗脱程序ꎬ其中

缓冲液 Ｂ(含 ０􀆰 １％甲酸的乙腈溶液)的比例从 ５％
逐步提升至 ３５％ꎮ 在梯度洗脱过程中ꎬ柱流量恒定

２００ ｎＬ / ｍｉｎꎬ电喷雾电压 ２ ｋＶꎮ Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｌｕｍｏｓ 质谱

仪采用数据依赖采集模式ꎬ可在全扫描(ＭＳ) 和二

级质谱(ＭＳ / ＭＳ)模式中切换ꎮ 其参数如下:全扫描

(ＭＳ)质荷比(ｍ/ ｚ)范围３５０~ １ ５００ꎬ分辨率１２０ ０００ꎬ
自动增益控制(ＡＧＣ)目标值设为４×１０５ꎬ最长进样时

间 ５０ ｍｓꎮ ＭＳ / ＭＳ模式分辨率１５ ０００ꎬＡＧＣ 目标值设

为１×１０５ꎬ最长进样时间 ３５ ｍｓꎮ
１.３.３　 蛋白质组学分析 　 采用 Ｓｐｅｃｔｒｏｎａｕｔ Ｘ 平台

(瑞士 Ｂｉｏｇｎｏｓｙｓ 公司产品)和 Ｕｎｉｐｒｏｔ 数据库对 ＤＤＡ
模式下采集的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 原始数据进行检索ꎮ 分析

中引入测序文库污染物数据库进行联合检索ꎬ用于评

估样本潜在污染程度及验证胰蛋白酶酶切效率ꎮ 检

索参数设定为:固定修饰选择半胱氨酸氨基甲酰化ꎬ
可变修饰包含蛋氨酸氧化ꎮ 检索在前体离子与肽段

水平上进行ꎬ错误发现率(ＦＤＲ)设定为 １％ꎮ
１.３.４　 数据非依赖采集(ＤＩＡ)模式 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析

　 将 ５０ μｇ 的酶解肽段样品经 ３０ μＬ 溶剂 ０􀆰 １％甲酸

水溶液重悬后ꎬ取 ９ μＬ 上清液与 １ μＬ １０ 倍稀释的

ｉＲＴ 标准肽混合ꎬ利用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｌｕｍｏｓ 质谱仪与 ＥＡＳ￣
Ｙ￣Ｌ １２００ 液相系统(美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司

产品)进行液相色谱￣串联质谱(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)分析ꎮ
色谱分离采用 Ａｃｃｌａｉｍ ＰｅｐＭａｐ Ｃ１８ 分析柱(７５ μｍ×
２５ ｃｍ)ꎬ以 ２００ ｎＬ / ｍｉｎ流速进行 １２０ ｍｉｎ 梯度洗脱ꎬＢ
相为 ０􀆰 １％甲酸乙腈溶液ꎬ梯度为５％~３５％ꎬ进样电压

为 ２ ｋＶꎮ 全扫描模式(ＭＳ１)的质谱采集参数设置为

质荷比(ｍ/ ｚ)３５０~１ ５００ꎬ分辨率１２０ ０００ꎬ自动增益控

制(ＡＧＣ)目标值设为４×１０６ꎬ最大注入时间 ５０ ｍｓꎻ
ＨＣＤ￣ＭＳ / ＭＳ 模式(ＭＳ２)的质谱采集参数设置为:高
能碰撞解离方式ꎬ分辨率３０ ０００ꎬＡＧＣ 目标值设为１×
１０６ꎬ碰撞能量 ３２％ꎬ附加 ５％能量补偿ꎻ设置 ６０ 个重

叠窗口[质荷比(ｍ/ ｚ)１ 窗口重叠]进行数据非依赖采

集ꎮ
１.３.５　 蛋白质定性鉴定　 利用 Ｐｕｌｓａｒ 软件ꎬ基于 ＤＩＡ
模式采集的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 原始数据ꎬ对 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库

进行检索ꎬ并设置肽段前兆阈值(Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ)
错误发现率 (ＦＤＲ) 为 １􀆰 ０％ 及蛋白阈值 ( Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ)ＦＤＲ 为 １􀆰 ０％进行蛋白质定性鉴定ꎮ
１.３.６　 蛋白质定量和蛋白质差异分析　 利用 Ｐｕｌｓａｒ
软件中的局部归一化方法对 ＤＩＡ￣ＭＳ 采集的肽段信

号峰整体强度进行归一化处理ꎮ 选择 ＦＤＲ 小于

１􀆰 ０％的 ＭＳ１ 肽段前 ３ 个峰区平均值作为蛋白质定

量标准ꎮ 利用 Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件ꎬ根据 ｜ＦＣ ｜ >１􀆰 ５ 且校正

后 Ｐ 值<０􀆰 ０５(ＦＣ 为差异倍数ꎬＰ 为差异概率)ꎬ筛
选不同处理差异表达蛋白质ꎮ
１.３.７　 差异表达蛋白质功能富集分析 　 利用 ＤＡ￣

１１０２张　 凡等:ＭＤＣＫ 细胞成瘤相关蛋白的筛选及验证



ＶＩＤ 软件和 ＳＴＲＩＮＧ 软件ꎬ对不同处理差异表达蛋

白质进行基因本体论(ＧＯ)富集分析、京都基因与基

因组百科全书(ＫＥＧＧ)富集分析和蛋白相互作用网

络分析ꎬ以阐明相关蛋白质功能及生物学意义ꎮ
１.４　 关键蛋白实时定量聚合酶链式反应 (ＲＴ￣
ｑＰＣＲ)验证

　 　 利用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从 ＭＤＣＫ 成瘤细胞和 ＭＤＣＫ
无瘤细胞中分离总 ＲＮＡꎬ使用 ＥＶＯ Ｍ￣ＭＬＶ 逆转录

试剂盒(湖南逸琪生物科技有限公司)生成 ｃＤＮＡꎮ
以获得的 ｃＤＮＡ 为 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 模板ꎬ以 β￣Ａｃｔｉｎ 为内参

基因ꎬ利用 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ
仪(伯乐生物科技有限公司产品) 进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ
ＰＣＲ 反应条件为 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ 变性

１０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 熔解曲线分析

程序为 ６５ ℃ ５ ｓ 和 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ方法

进行相对表达量计算ꎮ 引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

引物名称　 　 序列(５′→３′) 　 　 　

ＴＦＰＩ２￣Ｆ ＧＣＡＡＣＧＣＣＡＡＣＡＡＣＴＴＣＧＡ
ＴＦＰＩ２￣Ｒ ＴＧＴＧＡＣＡＡＣＣＧＣＣＡＧＡＴＡＧＧ
ＤＣＬＫ１￣Ｆ ＴＴＴＧＡＴＧＡＧＣＧＧＧＡＴＡＡＧＧＣ
ＤＣＬＫ１￣Ｒ ＴＧＴＧＣＧＧＧＴＴＣＧＧＴＡＧＡＡＧ
β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｆ ＧＴＣＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧ
β￣Ａｃｔｉｎ￣Ｒ ＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＡＧＴＣ

１.５　 蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)分析

将 ２０ μｇ 总蛋白进行 １２％十二烷基硫酸钠￣聚
丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)分离ꎮ 然后将蛋白

质转移到 ０􀆰 ４５ μｍ 聚偏二氟乙烯(ＰＶＤＦ)膜上ꎬ以
抗￣β￣ａｃｔｉｎ(北京博奥森生物技术有限公司产品)为

内参蛋白ꎬ用抗￣ＤＣＬＫ１(英国 Ａｂｃａｍ 公司产品)、抗￣
ＴＦＰＩ２(英国 Ａｂｃａｍ 公司产品)检测目的蛋白表达水

平ꎬ验证上样量一致性ꎮ 随后将膜与辣根过氧化物

酶(ＨＲＰ)标记的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(北京中杉金桥生

物技术有限公司产品)室温孵育 １ ｈꎮ 经 ＴＢＳＴ 缓冲

液充分洗涤后ꎬ使用增强化学发光(ＥＣＬ)试剂孵育

膜ꎬ并利用伯乐 ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 全能型凝胶成像系统

(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品)检测蛋白质信号[１８]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 高成瘤性和非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞形态特征

光学显微镜下ꎬ高成瘤性(ＭＤＣＫ￣Ａ)和非成瘤

性 ＭＤＣＫ 细胞(ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５)的形态学特征如图 １
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ高成瘤性(ＭＤＣＫ￣Ａ)和非

成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞(ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５)均形成单层紧

密排列的细胞层ꎬ具有典型的“铺路石样”结构ꎬ细
胞间连接紧密ꎬ边界清晰ꎮ 与高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞

相比ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞更容易形成聚团ꎬ边界

更为明显ꎮ

Ａ:高成瘤性细胞(ＭＤＣＫ￣Ａ)ꎻＢ:非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞(ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５)ꎮ
图 １　 高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞和非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞形态特征(４０×)
Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｈｉｇｈｌｙ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ (４０×)

２.２　 ＭＤＣＫ 细胞系的成瘤性评估

裸鼠荷瘤试验结果如表 ２ 所示ꎮ 高成瘤性 ＭＤ￣
ＣＫ 细胞 ＭＤＣＫ￣Ａ、ＭＤＣＫ￣Ｂ、ＭＤＣＫ￣Ｃ 表现出显著的

成瘤能力ꎬ成瘤率分别为 ８０％、１００％和 ９０％ꎻ而接种

非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞 ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５、ＭＤＣＫ￣ＣＢ０５７、
ＭＤＣＫ￣ＣＣ０６６ 的裸鼠均未观察到肿瘤形成ꎮ 阳性对

照(ＨｅＬａ 细胞)成瘤率为 １００％ꎬ阴性对照(ＭＲＣ￣５ 细

胞)成瘤率为 ０ꎬ上述结果说明本试验结果是可靠的ꎮ
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表 ２　 ＭＤＣＫ 细胞系的成瘤性试验结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

处理　 　 　 　 接种裸鼠数量
(只)

成瘤裸鼠数量
(只)

成瘤率
(％)

ＭＤＣＫ￣Ａ １０ ８ ８０

ＭＤＣＫ￣Ｂ １０ １０ １００

ＭＤＣＫ￣Ｃ １０ ９ ９０

ＭＤＣＫ￣ＣＡ００５ １０ ０ ０

ＭＤＣＫ￣ＣＢ０５７ １０ ０ ０

ＭＤＣＫ￣ＣＣ０６６ １０ ０ ０

ＨｅＬａ １０ １０ １００

ＭＲＣ￣５ １０ ０ ０

２.３　 不同处理蛋白质鉴定

通过 ＤＤＡ(数据依赖采集) 分析共鉴定得到

１４ ７１７种蛋白质的谱库ꎮ 基于该谱库对数据非依赖

采集(ＤＩＡ)数据进行检索ꎬ以肽段和蛋白质水平错

误发现率 (ＦＤＲ) 均低于 １. ０％为阈值ꎬ共鉴定到

９２ ８４２条独特肽段和１１ ３５９个蛋白质(图 ２Ａ)ꎮ 进

一步选择 ＦＤＲ 低于 １.０％且信号强度最高的前 ３ 个

ＭＳ１ 肽段峰面积进行蛋白质定量ꎬ共成功对１０ ９６９
个高可信度蛋白质进行定量分析ꎮ 不同成瘤性 ＭＤ￣
ＣＫ 细胞的蛋白质表达热图显示其表达模式存在明

显差异(图 ２Ｂ)ꎮ 为评估 ＤＩＡ￣ＭＳ 定量流程的稳定

性与重复性ꎬ本研究计算了所有样本间的皮尔逊相

关系数ꎮ 如图 ２Ｃ 所示ꎬ组内技术重复间相关性系

数均高于 ０􀆰 ９８０ꎬ证明了从样品制备到质谱检测整

个流程的高度重复性和稳定性ꎮ 此外ꎬ组间相关性

(约０.９４０~ ０􀆰 ９６０)虽为高度正相关ꎬ但显著低于组

内相关性ꎬ这清晰地表明了两组细胞在蛋白质表达

水平上存在系统的生物学差异ꎮ 随后进一步采用

ＧＯ、ＫＥＧＧ 和 ＫＯＧ ３ 个数据库对上述１０ ９６９个蛋白

质进行功能注释ꎬ结果如图 ２Ｄ 所示ꎮ 从图中可以

看出ꎬ３ 个数据库都鉴定到的蛋白质有４ ６４４个ꎬＧＯ、
ＫＥＧＧ 和 ＫＯＧ 数据库独立鉴定到的蛋白质分别有

８５６ 个、１０２ 个、６４４ 个ꎮ

Ａ:蛋白质鉴定结果统计图ꎻＢ:所有蛋白质的定量热图ꎻＣ:不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞样本间的皮尔逊相关性矩阵ꎻＤ:ＧＯ、ＫＥＧＧ、ＣＯＧ / ＫＯＧ 数

据库鉴定得到的蛋白质维恩图ꎮ ＨＴ０１、ＨＴ０２、ＨＴ０３ 分别为 ＭＯＣＫ￣Ａ、ＭＯＣＫ￣Ｂ、ＭＯＣＫ￣Ｃ 细胞样本ꎻＮＴ０１、ＮＴ０２、ＮＴ０３ 分别为 ＭＯＣＫ￣ＣＡ００５、
ＭＯＣＫ￣ＣＢ０５７、ＭＯＣＫ￣ＣＣ０６６ 细胞样本ꎮ

图 ２　 蛋白质定量定性分析

Ｆｉｇ.２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
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２.４　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞差异蛋白的生物信息

学分析

　 　 通过筛选ꎬ本研究共鉴定到 １６３ 个显著差异表达

蛋白质ꎬ其中 ９３ 个蛋白质在非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中

呈特异性高表达ꎬ７０ 个蛋白质呈低表达(图 ３Ａ)ꎮ 双

皮质素样激酶 １(ＤＣＬＫ１)和组织因子途径抑制剂 ２
(ＴＦＰＩ２)作为关键候选蛋白质ꎬ分别位于火山图的下

调与上调区域(图 ３Ｂ)ꎮ 差异蛋白基因本体论(ＧＯ)
功能富集结果如图 ３Ｃ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ成瘤

性差异表达相关蛋白显著富集在细胞进程、单细胞生

物进程及代谢进程等生物学过程ꎬ细胞、细胞部分及

细胞器等细胞组分及结合、活性等分子功能ꎮ ＫＥＧＧ
代谢通路富集结果如图 ３Ｄ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ
与高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞相比ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞

主要富集在癌症中的胆碱代谢、丙氨酸 /天冬氨酸 /谷
氨酸代谢、丁酸代谢、甘油酯代谢及 Ｄ￣谷氨酰胺代谢

等途径ꎮ 同时ꎬ差异蛋白显著关联于肿瘤相关 ｍｉ￣
ｃｒｏＲＮＡ 调控、膀胱癌发生机制ꎬ以及心肌疾病相关通

路(如病毒性心肌炎、扩张型 /肥厚型心肌病)和心肌

细胞肾上腺素能信号传导ꎮ 基于 ＳＴＲＩＮＧ 等蛋白质

互作数据库ꎬ对筛选的 ５０ 个核心蛋白进行蛋白质互

作网络构建ꎬ结果如图 ３Ｅ 所示ꎮ ＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２ 作

为关键节点ꎬ与多个差异蛋白形成相互作用ꎮ ＤＣＬＫ１
可能通过连接信号转导相关蛋白(如激酶或磷酸化

酶)参与成瘤调控ꎻＴＦＰＩ２ 与细胞外基质(ＥＣＭ)或蛋

白酶抑制相关的蛋白质存在相互作用ꎬ说明 ＴＦＰＩ２ 蛋

白可能通过维持 ＥＣＭ 稳定来抑制肿瘤发展ꎮ 蛋白质

互作网络揭示了差异蛋白间的多层次调控关系ꎬ为阐

明肿瘤形成与调控机制提供了重要线索ꎮ
２.５　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中 ＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２
蛋白表达差异验证

　 　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中 ＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２ 基

因的相对表达水平如图 ４Ａ 所示ꎮ 从图中可以看

出ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 的 ｍＲＮＡ 相对

表达水平极显著低于高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎬ而 ＴＦ￣
ＰＩ２ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平极显著高于高成瘤性

ＭＤＣＫ 细胞ꎮ 蛋白质免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)结果

显示ꎬ 非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 蛋白相对表

达水平极显著低于高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎬ而 ＴＦＰＩ２
蛋白的相对表达水平显著高于高成瘤性 ＭＤＣＫ 细

胞(图 ４Ｂ)ꎮ 因此ꎬ选择 ＤＣＬＫ１ 作为影响 ＭＤＣＫ 细

胞成瘤性的靶点ꎬ更有利于阐明 ＭＤＣＫ 细胞的成瘤

机制ꎮ

３　 讨 论

肿瘤相关蛋白主要参与肿瘤细胞形成、异种移

植肿瘤生长和血管生成[１９]、细胞迁移和侵袭[２０]、肿
瘤转移[２１]ꎮ 因此ꎬ探索肿瘤相关蛋白的调控机制ꎬ
对于揭示相关肿瘤治疗的新靶点具有重要意义ꎮ

ＤＣＬＫ１ 是细胞质中的一种微管相关蛋白质ꎬ可
催化微管聚合[２２]ꎮ ＤＣＬＫ１ 作为一种肿瘤干细胞标

记物ꎬ在许多类型肿瘤中高度表达ꎬ是癌症治疗的重

要蛋白激酶靶点[２３]ꎮ Ｎｅｖｉ 等[２４] 研究发现ꎬ在原发

性胆管肿瘤干细胞培养中 ＤＣＬＫ１ 具有抗肿瘤作用ꎬ
可能是胆管癌的有效治疗靶点ꎮ 同样ꎬＤＣＬＫ１ 亦是

结直肠癌细胞的候选标志物ꎬ在结直肠癌的早期诊

断和治疗中起重要作用[２５]ꎮ 尽管 ＤＣＬＫ１ 作为肿瘤

治疗的靶点已有一些研究ꎬ但 ＤＣＬＫ１ 在肿瘤形成、
发展过程中的作用及其与其他蛋白质的互作机制仍

不够明确[２６]ꎮ 本研究发现ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞

中ꎬＤＣＬＫ１ 基因的相对表达水平极显著低于高成瘤

性细胞ꎬ这与前人研究结果[２４￣２５] 一致ꎮ 由于 ＤＣＬＫ１
基因在多种肿瘤中高表达ꎬ推测其可能是 ＭＤＣＫ 细

胞成瘤性增强的驱动因素ꎬ但具体因果关系还需要

通过 ＤＣＬＫ１ 基因的过表达或敲除试验进行进一步

验证ꎮ 非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 基因的低表

达可能还通过调控 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ、Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 等信号

通路来影响细胞增殖和存活[２７]ꎮ 此外ꎬＤＣＬＫ１ 可

能还参与肿瘤微环境的调节ꎬ如血管生成和免疫逃

逸等[２８]ꎮ
　 　 ＴＦＰＩ２ 是一种具有 Ｋｕｎｉｔｚ 结构域的蛋白水解酶

抑制剂ꎬ属于丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族[２９￣３０]ꎮ
ＴＦＰＩ２ 在前列腺癌[３１]、胰腺导管腺癌[３２]、胃癌[３３]、
非小细胞肺癌[３４]等多种恶性肿瘤中呈低表达ꎬ并且

与各类恶性肿瘤的发展密切相关ꎮ 本研究结果显

示ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＴＦＰＩ２ 基因呈高表达ꎬ
说明 ＴＦＰＩ２ 基因可能通过维持细胞外基质稳定性

抑制肿瘤微环境的形成[３５]ꎬ还可能通过阻断基质金

属蛋白酶(ＭＭＰｓ)介导的细胞外基质重塑[３６]ꎬ抑制

细胞迁移与侵袭能力ꎬ从而降低成瘤性ꎮ
ＤＩＡ 是一种质谱技术ꎬ可以对复杂蛋白质样品

进行蛋白质鉴定和定量分析ꎮ 本研究使用该技术分

析不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞蛋白表达特征ꎬ并通过生

物信息学分析差异蛋白功能及代谢通路ꎮ
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Ａ:不同成瘤特性差异表达蛋白数量ꎻＢ:差异表达蛋白火山图ꎻＣ:差异表达蛋白的基因本体论(ＧＯ)功能分析ꎻＤ:差异表达蛋白的代谢途径富集ꎻＥ:差
异表达蛋白互作网络分析ꎮ ＦＣ:差异倍数ꎻ上调、下调:与高成瘤性ＭＤＣＫ 细胞相比ꎬ非成瘤性ＭＯＣＫ 细胞中蛋白质表达上调或下调ꎮ

图 ３　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞差异蛋白的生物信息学分析

Ｆｉｇ.３　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｕｒｉｇｅｎｉｃ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ
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Ａ:不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２ 基因的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻＢ:不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中ꎬＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２ 蛋白的相对表达水

平ꎻＨＴ:高成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎻＮＴ:非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎮ ∗、∗∗∗分别表示处理间在 ０.０５ 和 ０.００１ 水平上差异显著ꎮ
图 ４　 不同成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中 ＤＣＬＫ１ 和 ＴＦＰＩ２ 的表达差异

Ｆｉｇ.４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＤＣＬＫ１ ａｎｄ ＴＦＰＩ２ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃ ＭＤＣＫ ｃｅｌｌｓ

４　 结 论

本研究通过 ＤＩＡ￣ＭＳ 技术发现ꎬ高成瘤性 ＭＤ￣
ＣＫ 细胞与非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞存在 １６３ 个差异表

达蛋白质ꎬ其中 ９３ 个蛋白质在非成瘤性细胞中上调

表达ꎬ７０ 个蛋白质下调表达ꎮ 差异表达蛋白质主要

与细胞信号传导、蛋白质磷酸化等过程相关ꎬ还与细

胞外空间密切相关ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证

发现ꎬ非成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞中 ＤＣＬＫ１ 基因的相对表

达量极显著低于成瘤性 ＭＤＣＫ 细胞ꎮ ＤＣＬＫ１ 基因

可能是调控 ＭＤＣＫ 细胞成瘤性的关键因子ꎮ
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[２７] ＬＩＡＮＧ Ｚ Ｗꎬ ＧＥ Ｙꎬ ＬＩ Ｊ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ /
ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆｆｅｒ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃｈｏｌａｎｇｉｏ￣
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｄｏｕｂｌｅｃｏｒｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ２０２４ꎬ１５０
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[２８] ＹＥ Ｌꎬ ＬＩＵ Ｂ Ｂꎬ ＨＵＡＮＧ Ｊ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＤＣＬＫ１ ａｎｄ ｉｔｓ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ:ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒｓ[ Ｊ] . Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅｓꎬ２０２４ꎬ３３６:１２２２９４.

[２９] ＣＨＡＮＤ Ｈ Ｓꎬ ＳＣＨＭＩＤＴ Ａ Ｅꎬ ＢＡＪＡＪ Ｓ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ￣ｆｕｎｃ￣
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ｈｕｍａｎ ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣２[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００４ꎬ２７９(１７):１７５００￣１７５０７.

[３０] ＨＥＲＭＡＮ Ｍ Ｐꎬ ＳＵＫＨＯＶＡ Ｇ Ｋꎬ ＫＩＳＩＥＬ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ
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ｗｉｔｈ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｉｎ￣
ｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎꎬ２００１ꎬ１０７(９):１１１７￣１１２６.

[３１] ＫＯＢＡＹＡＳＨＩ Ｈꎬ ＩＭＡＮＡＫＡ Ｓ. Ｔｏｗａｒｄ ａｎ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ
ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣２ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｓｅｒｏｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｔｈｅ ｏｖａｒｙ[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｂｓｔｅｔｒｉｃｓ ａｎｄ Ｇｙ￣
ｎａｅｃｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０２１ꎬ４７(９):２９７８￣２９８９.

[３２] ＳＡＴＯ Ｎꎬ ＰＡＲＫＥＲ Ａ Ｒꎬ ＦＵＫＵＳＨＩＭＡ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎａｃ￣
ｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＦＰＩ￣２ ａｓ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ[ Ｊ] . Ｏｎｃｏｇｅｎｅꎬ
２００５ꎬ２４(５):８５０￣８５８.

[３３] ＴＡＫＡＤＡ Ｈꎬ ＷＡＫＡＢＡＹＡＳＨＩ Ｎꎬ ＤＯＨＩ Ｏꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ
ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２ ( ＴＦＰＩ２) ｉｓ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ｂｙ ａｂｅｒｒａｎｔ
ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ[ Ｊ] . Ｃａｎｃｅｒ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
ａｎｄ Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ２０１０ꎬ１９７(１):１６￣２４.

[３４] ＲＯＬＬＩＮ Ｊꎬ ＩＯＣＨＭＡＮＮ Ｓꎬ ＢＬÉＣＨＥＴ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣２ ｇｅｎｅ ｉｎ ｎｏｎ￣
ｓｍａｌｌ￣ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ [ Ｊ] . Ｂｒｉｔｉｓｈ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２００５ꎬ ９２
(４):７７５￣７８３.

[３５] ＫＯＮＤＵＲＩ Ｓ Ｄꎬ ＴＡＳＩＯＵ Ａꎬ ＣＨＡＮＤＲＡＳＥＫＡＲ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒ￣
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ￣２ (ＴＦＰＩ￣２)ꎬｄｅｃｒｅａｓｅｓ
ｔｈｅ ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓ ｏｆ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ[ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙꎬ２００１ꎬ１８(１):１２７￣１３１.

[３６] ＺＨＥＮＧ Ｌ Ｌꎬ ＨＵＡＮＧ Ｊꎬ ＳＵ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ
ｆａｃｔｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｔｒｏｐｈｏｂｌａｓｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ｉｎ ｐｒｅｅｃｌａｍｐｓｉａ[Ｊ] . Ｈｕｍａｎ Ｃｅｌｌꎬ２０２０ꎬ３３(３):５１２￣５２０.
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