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　　摘要：目的　研究 ５脂氧合酶（５ＬＯＸ）在胰腺癌中的表达及其与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的
关系。方法　用 ＲＴＰＣＲ检测 ５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ在 ３５例胰腺癌新鲜组织中的表达。结果　
５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ在胰腺癌组织中的表达率分别为 ７４．３％及 ６０％，均与胰腺癌的临床分期
有关；ＶＥＧＦ还与胰腺癌的分化程度有关。５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦ有协同作用（Ｐ ＜０．０５），呈密切正
相关（ｒ

!

０．５３５，Ｐ＜０．０１）。ＩＩＩ～ＩＶ期 ５ＬＯＸｍＲＮＡ表达明显高于 Ｉ～ＩＩ期（Ｐ＜０．０５）。结论　
５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ在胰腺癌中表达增高，与临床分期有关。５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达
呈正相关。
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　　胰腺癌预后差，传统治疗效果不理想。在美
国，胰腺癌已成为第四大肿瘤死因。近 ２０年来其患
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师，主要从事胰腺肿瘤方面的研究。
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ｋ．ｃｏｍ。

病率和病死率未见明显下降，５年生存率在 ４％以
下，明确诊断后未经治疗的中位生存期不到 ６个
月。手术切除仍然是惟一有效的治疗手段。但胰

头癌的切除率仅在 ２０％左右，而且手术切除后的中
位生存时间约为 ２０个月。因此深入研究胰腺癌的

发病机制对探索更为有效的预防、诊断和治疗方法

具有重要意义。近年研究表明，环氧合酶（ＣＯＸ２）
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在许多良性癌前病变和恶性肿瘤中均有 ＣＯＸ２基
因的扩增及其蛋白的表达，但有关 ５脂氧合酶（５
ＬＯＸ）在胰腺癌中的表达和作用报道不多。笔者初
步探讨了 ５ＬＯＸ在胰腺癌中的表达及其与血管内
皮生长因子（ＶＥＧＦ）的关系，企以为胰腺癌的诊断、
治疗提供理论根据。

１　资料与方法

１．１　标本及其一般资料
收集 ３５例胰腺癌新鲜组织标本。其中男 ２３

例，女 １２例；年龄 ３０～７２岁，中位年龄 ５７．２岁。
病理组织学分型包括胰腺导管癌 ２０例，乳头状腺
癌 ８例，囊腺癌 ３例，胰腺腺泡细胞癌 ４例，其中高
分化癌 １５例，中分化癌 ８例，低分化癌 １２例；ＴＮＭ
分期Ⅰ期 ３例，Ⅱ期 ７例，Ⅲ期 ９例，Ⅳ期 １６例。
诊断标准按照国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）胰腺癌 ＴＮＭ分
期（１９８７年第 ４版）。手术切除 １８例（Ｗｈｉｐｐｌｅ术
或胰体尾脾切除术），姑息性手术治疗 １７例（胆肠
吻合术和＼或胃空肠吻合术）。
１．２　主要试剂和引物

鼠抗人 ５ＬＯＸ单抗购自 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ（ＳａｎＤｉｅ
ｇｏ，ＣＡ），ＳＰ试剂盒购自福州迈新公司。参照有
关文献设计相应引物，中科院上海生化所合成。引

物序 列：５ＬＯＸ 为 ５′ＣＣＣＧＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＡＧＣＡ３′，
５′ＧＣＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＣＧＴＧＴＣ３′；ＶＥＧＦ为 ５′ＴＴＧＣＴ
ＧＣＴＣＴＡＣＣＴＣＣＡＣ３′，５′ＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴＧ３′；

βａｃｔｉｎ 为 ５′ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３′， ５′
ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴ３′。多 聚 酶 链 反 应
（ＰＣＲ）扩 增 片 段 长 度 分 别 为 ４１６ｂｐ，４１８ｂｐ和
５００ｂｐ。
１．３　方法
１．３．１　提取总 ＲＮＡ　 （１）１００ｍｇ标本剪碎后加
５００μｌＧＩＴ变性液，在匀浆器内匀浆；加入 ５０μＬ２Ｍ
ＮａＯＡｃ，５００μＬ水饱和酚和 １００μＬ氯仿，每步均需
混匀。旋涡振荡器混匀 １０ｓ，冰浴 １５ｍｉｎ。（２）４℃
１０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后；小心吸取上清移入新
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，切忌吸入蛋白；加入等体积的异丙
醇，－２０℃ 放 置 １ｈ。（３）４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离 心
１０ｍｉｎ，弃上清；沉淀用 １００μＬＧＩＴ变性液重溶；加
入等体积异丙醇混匀，－２０℃放置 １ｈ。（４）４℃１２
０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，弃上清；用 ７５％ 乙醇洗 一
遍，加入 １ｍＬ无水乙醇于 －７０℃保存备用。（５）紫
外分光光度计测出 Ａ２６０及 Ａ２８０的值，计算所提
总 ＲＮＡ的含量。

１．３．２　ｃＤＮＡ制备　采用贝西生物技术有限公司
逆转录 －ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒。取总 ＲＮＡ１μｇ，加
入 ＤＥＰＣ处理 ０．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，然后加入 ７μＬ
逆 转 录 酶 缓 冲 液，１μＬ２０Ｍｕ／Ｌ Ｒｎａｓｉｎ 及 １μＬ
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，补加水至 ２０μＬ，充分混合，２５℃
５ｍｉｎ；最 后 加 入 １μＬＭＭＬＶ逆 转 录 酶 １μＬ，３７℃
６０ｍｉｎ，９５℃１０ｍｉｎ灭活 ＭＭＬＶ，终止逆转录，４℃保
存。在上述 ２０μＬＲＴ产物的 ０．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管中
继续加入 ＰＣＲ反应液 １９μＬ，上游引物 １μＬ，超净水
５８μＬ，快速离心混匀；９５℃ ５ｍｉｎ，离心使蒸汽沉于
管底，加入 ２μＬＴａｑＤＮＡ聚合物。快速离心混匀；加
入 １００μＬ液体石蜡。循环条件：９４℃ １ｍｉｎ，５８℃
１ｍｉｎ，７２℃ １ｍｉｎ，循环 ３５次，最后一个循环 ７２℃延
长 ７ｍｉｎ。１．５％琼脂糖电泳鉴定。半定量分析：用
凝胶成像分析系统测出 ５ＬＯＸ，ＣＯＸ２，ＶＥＧＦ和 β
ａｃｔｉｎｍＲＮＡ的表达强度，或计算相对系数。相对系
数 ＝特异性基因表达强度／βａｃｔｉｎ表达强度。以上
均进行 ４次独立的 ＰＣＲ分析。
１．４　统计学处理

数据显著性采用卡方检验，以 Ｐ ＜０．０５为显
著性判断水准。采用 ＳＰＳＳ８．０统计软件进行分析。

２　结　果

２．１　５ＬＯＸｍＲＮＡ，ＶＥＧＦｍＲＮＡ在胰腺癌中的表
达及其与胰腺癌临床病理特征的关系

３５例胰腺癌组织中，２６例扩增出 ４１６ｂｐ的 ５
ＬＯＸ条带；５ＬＯＸｍＲＮＡ 的阳性表 达率为 ７４．３％
（２６／３５）。２１例扩增出 ４１８ｂｐ的 ＶＥＧＦ条带；ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的阳性表达率为 ６０．０％ （２１／３５）。５ＬＯＸ
ｍＲＮＡ的表达与胰腺癌的部位、病理类型及分化程
度无关，而与临床分期有关；ＶＥＧＦｍＲＮＡ与胰腺癌
的部位、病理类型无关，与其分化程度和临床分期

有关（附图，表 １）。

　　　　１：ＶＥＧＦ；２：５ＬＯＸ；３：βａｃｔｉｎ；４：Ｍａｒｋｅｒ

附图　 胰腺癌组织中 ５ＬＯＸｍＲＮＡ，ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达
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表 １　５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ在胰腺癌中的表达

　　　分组 ｎ （＋）
５ＬＯＸｍＲＮＡ

５ＬＯＸ／βａｃｔｉｎ
（＋）

ＶＥＧＦｍＲＮＡ

ＶＥＧＦ／βａｃｔｉｎ

　　按部位

　　　头 ２５ ２２ ０．４４５±０．２５８ １６ ０．４７３±０．２７２

　　　体、尾 １０ ６ ０．５７０±０．２５３ ６ ０．５０２±０．２２７

　　按分化程度

　　　高分化 １５ １３ ０．４２４±０．２９１ ９ ０．２９８±０．２２６２）

　　　中分化 ８ ６ ０．４５５±０．２２１ ３ ０．４６６±０．１７３

　　　低分化 １２ ９ ０．５７６±０．２３８ １０ ０．６４９±０．１８９

　　按组织学

　　　管状腺癌 ２０ １８ ０．５１８±０．２７６ １４ ０．４４０±０．２７４

　　　乳头状腺癌 ８ ６ ０．５０３±０．２８４ ５ ０．４９６±０．２４０

　　　囊腺癌 ３ １ ０．３６７±０．１７０ １ ０．６１９

　　　腺泡细胞癌 ４ ３ ０．３４６±０．２０６ ２ ０．６２２±０．２４５

　　按ＴＮＭ分期

　　　Ｉ＋ＩＩ １０ ７ ０．２５６±０．２４２１） ５ ０．２６９±０．２６８１）

　　　ＩＩＩ＋ＩＶ ２５ ２１ ０．５５２±０．２２６ １７ ０．５４３±０．２２３

　　　　注：１）与ＩＩＩ＋ＩＶ期比较，Ｐ＜０．０５；２）与中、低分化组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　胰腺癌中 ５ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的关

系

２６例 ５ＬＯＸ ｍＲＮＡ 阳 性 的 病 例 中 １９ 例

（７３．１％）ＶＥＧＦｍＲＮＡ阳性，９例５ＬＯＸｍＲＮＡ表达阴

性的病例中 ６例（６６．７％）ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达阴性；５

ＬＯＸｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的阳性具有相关性（Ｐ ＜

０．０５）。按照 ５ＬＯＸｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ／

βａｃｔｉｎ相对含量对两者进行相关分析，ｒ＝０．５３５，

Ｐ＜０．０１，两者作用呈密切正相关（表 ２）。

表 ２　胰腺癌中 ５ＬＯＸｍＲＮＡ与 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的关系

ｎ
ＶＥＧＦ

＋ －
ｒ Ｐ值

５ＬＯＸ（＋）

５ＬＯＸ（－）

２６

９

１９

３

７

６
０．５３５ ＜０．０１

３　讨　论

花生四烯酸（ＡＡ）是一类重要的二十碳不饱和

脂肪酸，为哺乳动物组织中细胞膜磷脂的构成成

分。正常情况下进食而得的 ＡＡ或由主要脂肪酸、

亚油酸转化而来的 ＡＡ均被酯化，成为细胞膜磷脂

的一部分，故细胞内无游离 ＡＡ存在。当各种致炎

因素和免疫原刺激组织细胞时，可导致细胞膜紊

乱，膜磷脂酶 Ａ２（ＰＬＡ２）被激活，水解细胞膜磷脂

从而释放出游离的 ＡＡ［１］。细胞内游离的 ＡＡ小部

分通过膜摄取重新成为酯化的 ＡＡ，大部分则通过

代谢 酶 转 化 为 其 他 产 物：（１）脂 氧 合 酶 途 径

（ＬＯＸＳ）生 成 白 三 稀 （ＬＴＳ）、氢 二 十 碳 四 稀 酸

（ＨＥＴＥＳ）和脂毒素；（２）环氧合酶途径（ＣＯＸＳ）生

成各种前列腺素（ＰＧＳ）；（３）细胞色素 Ｐ４５０途径

则生成环氧化二十碳四稀酸（ＥＥＴＳ）。以上 ＡＡ代

谢产物统称为类花生酸，它们均具有广泛的生物

活性。其中 ＬＯＸＳ和 ＣＯＸＳ的代谢产物作用比较明

确，它们对细胞免疫及炎症反应的发生、细 胞生

长、增殖以及凋亡起至关重要的作用。第三种代

谢途径产物的生物活性目前不十分明了。近年来

大量研究发现，ＬＯＸ和 ＣＯＸ中的 ５ＬＯＸ、环氧合酶

－２（ＣＯＸ２）除了在炎症中发挥重要作用外［２］，还

与多种肿瘤的发生、发展和转移有关。ＶＥＧＦ［３，４］

是生理和病理状况 下 最 重 要 的 血 管 生成因子之

一，在很多肿瘤中均过度表达。王兴鹏［５］研究揭

示人胰腺癌组织中 ＶＥＧＦ阳性表达率达 ５８．３％，
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在体内实验中发现选 择 性 ＣＯＸ２抑制剂 ｃｅｌｅｂｒｅｘ

显著 下 调 肿 瘤 组 织 中 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的 表 达，提 示

ＣＯＸ２在胰腺癌中可能通过 ＶＥＧＦ来促进肿瘤新

生血管的生成。

５ＬＯＸ在多 种胰腺 癌细胞 ＰＡＮＣ１和 ＡＳＰＣ１

表达上调，而在正常人胰管细胞中不能检获。Ｄｉｎｇ

等［６］报道 ５ＬＯＸｍＲＮＡ在胰腺癌中表达，而在正常

胰腺细胞中不表达。本研究中 ３５例胰腺癌组织

有 ２６例扩增出 ４１６ｂｐ的 ５ＬＯＸ条带（７４．３％），

说明胰腺癌组织中 ５ＬＯＸｍＲＮＡ高表达，与文献报

道一致。５ＬＯＸｍＲＮＡ的表达与胰腺癌的部位、病

理类型、分化程度无关，而与临床分期有关，ＩＩＩ＋

ＩＶ期显著高于 Ｉ＋ＩＩ期（Ｐ ＜０．０５），临床分期越

晚，５ＬＯＸｍＲＮＡ的表达越高。本研究发现 ５ＬＯＸ

ｍＲＮＡ阳性的 ２６例中 １９例 ＶＥＧＦｍＲＮＡ阳性，９例

５ＬＯＸｍＲＮＡ表达阴性的病例中 ６例 ＶＥＧＦｍＲＮＡ

表达阴性；５ＬＯＸｍＲＮＡ与 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的阳性表达

呈正相 关，说 明 ５ＬＯＸ在 促 进 胰 腺 癌 发 展 中 与

ＶＥＧＦ有很大关系。

花生 四烯酸可通过 ＣＯＸ和 ＬＯＸ两 条 途 径 代

谢，ＣＯＸ与 ＬＯＸ代谢产物间存在着一定平衡制约

关系。因此，单纯抑制其中一条代谢途径将引起

大量的花生四烯酸进入其他代谢途径。即当 ＣＯＸ

的活性受到抑制时，５ＬＯＸ的活性增强，使更多花

生四烯酸进入 ５ＬＯＸ代谢途径产生白三烯。以往

的研究均着重于 ＣＯＸ２的抑制剂，因而有一定的

局 限 性。 故 认 为 治 疗 前 应 综 合 考 虑 ５ＬＯＸ 和

ＣＯＸ２，因为在治疗胰腺癌时采用 ５ＬＯＸ／ＣＯＸ２

的共同抑制剂较之只用一种基因抑制剂可能效果

要更好。
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