
中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
$

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513.

收稿日期!

!&#$'"('!$)

修回日期!

!&($'&*'!%

基金项目!浙江卫生医药基金"

!&#!+,-&*$

#

.!/012

!

345674567809#$*:;4/

!"#$%&'$

!"

<8=>4?@

#

A4 15B@?C160C@ C7@ D1EE@=@5C102 @F>=@??145 4E /1GHI? J@CK@@5 50?4>70=356@02

;0=;154/0!0??4;10C@D E1J=4J20?C?LMINO 05D 54=/02 E1J=4J20?C?LHNO:

"

P@C74D?

#

A7@ >=1/0=3 HN ;@22?

K@=@ 1?420C@D E=4/ 50?4>70=356@02 @>1C7@2102 C1??8@ J3 ;42206@50?@ D16@?C145 /@C74D

$

05D MIN ;@22?

K@=@ 4JC015@D E=4/ 50?4>70=356@02 ;0=;154/0 ?>@;1/@5 0EC@= 15;8J0C145 K1C7 AQN !!#: M@22 15B0!

?145 0J121C3 K0? @F0/15@D J3 C=05?K@22 0??03

$

05D C7@ @F>=@??145 4E /1GHI? K0? D@C@;C@D J3 /1!

;=40==03 05023?1?:

"

G@?82C?

#

A7@ >=1/0=3 ;82C8=@? 4E MIN 05D HN ;@22? K@=@ ?8;;@??E8223 1?420C@D:

M4/>0=@D K1C7 HN ;@22?

$

C7@ 15B0?145 0J121C3 4E MIN ;@22? K0? /0=R@D23 15;=@0?@D: P1;=4GHI /1!

;=40==03 05023?1? ?74K@D C70C #* /1GHI? K@=@ @F>=@??@D D1EE@=@5C10223 J@CK@@5 HN 05D MIN ;@22?

L<S&:&%O

$

4E K71;7 * K@=@ 8>!=@6820C@DL/1G!!!#!%>

$

/1G!#%%

$

/1=!!#&O 05D #& K@=@ D4K5!=@6820C@D

L/1=!!&%

$

/1=!!&&J

$

/1=!*T!!*>

$

/1G!*!U

$

/1=!TVW0

$

/1G!T%%!*>

$

K71;7

$

/1G!$%!

$

/1G!T*!

$

2@C!W6O:

"

M45;28?145

#

A7@ @F>=@??145 >=4E12@ 4E /1GHI? 15 78/05 50?4>70=356@02 ;0=;154/0!0??4;10C@D E1!

J=4J20?C? 1? ?1651E1;05C23 ;7056@D:

()* +,%-#

!

50?4>70=356@02 ;05;@=

%

;05;@=!0??4;10C@D E1J=4J20?C?

%

/1;=4GHI

肿瘤相关成纤维细胞&

;05;@=!0??4;10C@DE1J=4J!

20?C?

$

MIN

'是肿瘤基质的重要组成部分$在肿瘤细

胞的生长(侵袭和转移等方面发挥重要作用"

(

$

!

#

) 小

GHIL/1;=4GHI

$

/1GHIO

是由
!!

个内源性核苷酸组

成的
GHI

序列$ 在转录后水平调控靶基因的表达$

可以通过对
%"!

非编码区的相互作用来增强靶基因

/GHI

的翻译$也能通过不完全碱基配对与
*"!

非翻

译区
L*"!85C=05?20C@D =@6145?

$

*"!XA#O

结合$抑制靶

基因
/GHI

的表达 "

*

$

T

#

*

MIN

和正常成纤维细胞

L54=/02 E1J=4J20?C?

$

HNO

之间的差异通过细胞因子+细

胞外基质
L@FC=0;@22820= /0C=1F

$

.MPO

等体现*

HN

向

MIN

的转化$ 从根本意义上是一种细胞的再分化*

本实验对人鼻咽肿瘤微环境
MIN

表达谱进行了研

鼻咽癌相关成纤维细胞 !"#$% 表达差异

花永虹"胡巧英"朴永锋"唐 秋
&浙江省肿瘤医院$浙江 杭州

*(""!!

,

摘 要!"目的# 研究人鼻咽癌微环境癌相关成纤维细胞
LMINO

与正常成纤维细胞
LHNO /1GHI

表达的差异* "方法# 运用
(

型胶原酶消化法处理正常鼻咽黏膜组织标本$原代分离培养
HN

细胞$与
AQN!!(

共孵育后获得鼻咽癌
MIN

细胞%利用
A=05?K@22

实验比较
MIN

与
HN

细胞的
侵袭能力

)

利用
/1GHI

芯片分析
MIN

与
HN

细胞
/1GHI

表达的差异*"结果# 成功分离得到
原代培养的

MIN

与
HN

细胞$ 与
HN

细胞相比$

MIN

细胞的侵袭能力明显增强%

/1GHI

芯片
分析结果显示$

MIN

有
(*

个异常表达
/1GHI

-

<$":"%

,$其中
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* "结论# 人鼻咽癌微环境
MIN

的
/1GHI

表达谱发生显
著变化*
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究!提供上游信息!确认
&'(

与
)(

细胞
*+,)'

表

达谱的差异!以进一步研究鼻咽癌细胞分化"黏附"

迁移"增殖"分泌及细胞间的相互作用!为鼻咽癌的

浸润和转移提供理论基础#

#

材料与方法

!"!

组织样本

人鼻咽组织取自浙江省肿瘤医院放疗科$ 正常

鼻咽组织在离体后
-.*+/

内分离并冷藏保存在含有

#..*012 (34

和
#..!51*0

青霉素%链霉素的
,678!

#$9.

培养基中!立即运送到实验室$

!"#

方 法

#:!:;

成纤维细胞的分离和培养

组织在含有
;..!51*0

青霉素和
;..!51*0

链霉

素的
634

中洗涤
-

次! 然后切碎成小块! 在含有

;..*012 (34

和
.:%*51*0

胶原酶
;

的
,678!;$9.

中!

-<"

条件下孵育
=>

$离心分离并用
634

洗涤后!

细胞团块重新悬浮于含
#..*012 (34

的
,678!#$9.

中! 再将其转入
$.**

的组织培养皿中! 并置于

-<"

含
%. *012 &?

!

的条件培养箱中培养$

#:!:! &'(

细胞的制备

利用上一步研究获得的鼻咽癌
)(

细胞 !与

.

!

#

!

!

!

9

!

=/51*0

浓度的
@A(!"#

共孵育
9=>

后观察

其细胞形态学变化!

)(B

为典型的细长梭状!当受到

#./51*0 @A(!"#

刺激
9=>

后细胞体积变大& 形态呈

胖索状或星形$

#:!:-

蛋白免疫印迹法鉴定
&'(

和
)(

)(

和
&'(

细胞生长
!9>

后! 用冰冷
634

洗
-

次!加入细胞裂解液提取蛋白!用蛋白定量试剂盒测

定蛋白浓度$取样品用
4C4!6'AD

分离!然后将蛋白

转移至
6EC(

膜上!再用
%#

脱脂奶粉室温封闭
#>

!

加入一抗
9"

孵育过夜! 用
@34@

洗涤
-

次! 每次

%*+/

!加入二抗!

-<"

下孵育
#>

!用
@34@

洗涤
-

次!每

次
%*+/

$ 在化学发光仪上显色!结果用灰度扫描仪分

析并计算灰度值$ 以目的条带与内参照条带
"!FGH+/

的比值代表目的蛋白的表达水平$ 实验重复
-

次$

;:!:9

细胞侵袭实验细胞侵袭实验

采用
@IF/BJK00

小室进行测试$ 上室底部滤膜预

先铺盖
7FHI+5K0

模拟基膜和细胞外基质'

KLHIFGK00M!

0FI *FHI+L

!

D&7

(!将处于对数生长期的鼻咽癌
&)D!

!

细胞以浓度为
!$;"

% 个
1*0

等量接种于凝胶上)下

室分别加入
)(

细胞或
&'(

细胞!

!9>

后装配上&下

室!继续培养
!9>

后改无血清培养液继续培养
!9>

)

之后用棉签小心拭去上室的非侵袭细胞和凝胶!移

去
@IF/BJK00

小室倒置风干! 风干后将其置于
":;N

的结晶紫中!

-"*+/

后
634

清洗风干!显微镜下计数

上下左中右
%

个视野的穿膜细胞数! 取均值进行统

计学分析#

;:!:% *+,)'

芯片结果分析

按照
*+,!EF/F@7 *+,)'

分离试剂盒明书的

操作步骤提取
&'(

和
)(

细胞总
,)'

#利用凝胶电

泳和安捷伦
!;""

分析仪测定
,)'

浓度和纯度# 利

用
*+,)'

标记和杂交试剂盒来标记
*,)'

后!加

样到安捷伦人
*+,)'

基因芯片# 安捷伦专用芯片

扫描仪扫描杂交芯片获得高精度图像! 安捷伦特征

提取软件
EO:%

获得杂交图像信息的原始数据并储

存在
)&38

的
AD?

数据库
PAK/K DLQIKBB+R/ ?*!

/+SMB/T

#采用
AK/K4QI+/5 AU #;.:.

和
,

统计软件

包
P, #!:;9:.T

分析芯片结果#

!"$

统计学处理

应用
4644;$:.

软件对数据进行统计学分析!组

间比较采用
H

检验!

6%.:.%

为差异有统计学意义#

!

结 果

#"! &'(

和
)(

的鉴定

采用蛋白免疫印迹法检测成纤维细胞分泌蛋白

PV+SIRS0FBH BKGIKHRIW QIRHK+/

!

(46T

特异标 志 物 的 表

达!以此来鉴定判断
&'(

&

)(

及其纯度# 实验结果

显示!

&'(

中成纤维细胞分泌蛋白
(46

的表达强阳

性!

)(

为弱表达'

(+5MIK #

(# 因此!成功提取了鼻咽

癌
)(

细胞!并制备高纯度的
&'(

细胞#

#"#

鼻咽癌
&'(

对
&)D!!

细胞侵袭性的影响

以阴性对照组相比!

)(

细胞能增强
&)D!!

细

胞的侵袭能力! 但
&'(

细胞在促进
&)D!!

细胞侵

袭方面具更强的能力! 三组比较有统计学上差异

'

@FS0K #

(#

#"$ &'(

和
)( *+,)'

芯片检测

利用人
'5+0K/H *+,)'

芯片技术!检测
&'(

和

)( *+,)'

的表达谱# 对芯片原始数据中位数标准

化处理和配对
4'7

检验后! 发现
&'(

与
)(

之间
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567!! !8 9!:;;"!:#<

6+=567!! !8 !>:?%"#:$; 8:8!#

5@+=567!! !8 %8:$"?:AA 8:88;

+B4

!!CDE,3

变化倍数
#!:8

的有
;

个上调和
#8

个下调表达的

F,$6@G4%8:8%

!"

HCI.- !J

#

;

讨 论

相关研究表明$

5@+

与
6+

相比在
FK6@

和蛋

白水平有很多差异 %

%

&

$一方面归因于
L6@

不同$另

一方面也可以从基因转录和转录后调节的水平寻找

原因# 本研究从正常鼻咽组织中提取鼻咽
6+

$将其

与
H&+!!9

共孵育形成鼻咽癌
5@+

# 实验中观察到

鼻咽癌
5@+

细胞形态学异型明显$由典型的细长梭

形变为胖梭形'星形等$应用蛋白免疫印迹法检测两

者在
+B4

蛋白表达上存在差异$ 鼻咽

5@+

细胞在形态结构特点' 蛋白表达

方面发生变化$可能是影响肿瘤增殖'

浸润'转移的生物学基础%

$

&

#

侵袭是恶性肿瘤细胞的重要生物

学特征# 在肿瘤侵袭过程中$其侵袭能

力与其诱导产生蛋白酶降解
75M

的

能力密切相关%

$

&

#本研究采用
H'C30N-..

小室实验检测
5@+

细胞对
567!!

侵

袭性的影响$ 研究发现
5@+

具有促进

567!!

侵袭'迁移的能力$

567!!

细胞

分别在空白细胞培养液'

6+

细胞和
5@+

细胞作用

下$穿透
MCE',O-.

到达滤膜下方$三组细胞数差异有

统计学意义$以后组为最$显示
5@+

培养液中确实

存在活性物质$从而促进
567!!

细胞的透膜行为#

应用
F,K6@

芯片技术检测不同肿瘤相关成纤

维细胞$ 我们发现不同的肿瘤学类型有其独特的

F,K6@

表达谱# 研究者从卵巢癌和膀胱癌分离的肿

瘤相关成纤维细胞
F,K6@

表达谱均有显著性差别$

有研究分析结直肠癌
5@+ F,K6@

表达谱$ 发现
#!

个
F,K6@

出现上调$

!>

个
F,K6@

出现下调# 对这

些差异
F,K6@

的下游信号进行研究可以寻找
5@+

影响肿瘤侵袭'浸润能力的分子途径 %

A

&

$另一方面$

F,K6@

表达水平也可能对肿瘤的预后提出预测$

BDP-*-.-'

等%

>

&对
;A

例结直肠癌病例进行随访$发现

F,K!;!8

和
F,K!?<>

低表达者$ 生存期显著性短于

高表达者# 本研究运用芯片系统地对鼻咽癌成纤维

细胞
F,K6@

表达谱进行分析$发现
#;

个异常表达

的
F,K6@

$其中
;

个为上调$

#8

个为下调#

在本研究发现的
#;

个差异
F,D'(K6@

当中 $

F,K!!8%

和
F,K!!88

显著性下调# 既往研究表明$这

些
F,K6@

可通过靶向
7!DC/P-',3

转录抑制物
Q7R#

和
BS4#

$ 从而调控
7MH

转化和肿瘤细胞的迁移%

<

&

#

本研究还发现
F,K!#%%

表达上调$苏娇娇等 %

#8

&在胰

腺癌
5@+

的研究中发 现 $

F,K!#%%

'

F,K!!!#

'

F,K!

;A%

等
#!

种
F,K6@0

表达升高$检测在共培养前后

6+0

中这些
F,K6@0

含量的变化$ 结果显示
F,K!

#%%

含量在共培养之后明显升高$ 提示
F,K!#%%

可

能通过某种特殊方式从胰腺癌细胞进入基质成纤维

细胞$并且在其中发挥作用促进
6+0

活化#

综上所述$ 本研究建立了鼻咽癌
6+

和
5@+

细
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胞模型! 细胞侵袭实验证实
&'(

确能促进鼻咽癌

&)*!!

细胞的侵袭和迁移能力! 运用
+,-)'

芯片

分析人鼻咽癌
&'(

和
)(

之间的差异
+,-)'

!共检

测到
#.

个
+,-)'

的表达有显著性差异" 这些异常

表达
+,-)'

可能与
&'(

促进肿瘤发展密切相关"

本研究结果对进一步探讨
&'(

与
)(

之间差异

+,-)'

下游的信号通路提供了良好的基础!有助于

解析鼻咽癌侵袭行为!为临床治疗提供思路"
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