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摘 要"%目的&鉴定放射抗拒性食管癌细胞株
<=>?!$@"A

获得上皮'间质转化
D?EFG

表型(

%方法& 食管鳞状细胞癌细胞株
<=>?!#@H

经分次反复照射)单克隆培养"筛选出具有放射抗
拒性细胞株

<=>?!$@HA

( 克隆形成实验计算细胞存活率"拟合生存曲线并计算放射生物学参
数(高倍显微镜下观察细胞形态学变化(采用

AFIJ/A

)

K23L2*+ M-(L

和免疫荧光检测上皮表型
标志物

?

钙黏蛋白
D?!5,NG

)间质表型标志物波形蛋白
O9PEQ

和转录因子
>-)6

)

>+,1-

与
FR13L

的
表达( %结果& 构建的食管癌细胞株

<=>?!#@HA

比其亲本对射线更加抗拒"经传代
@H

代后仍
保留放射抗拒性(放射抗拒的食管癌细胞株

<=>?!#@HA

发生
?EF

相符的形态学改变*细胞呈
纺锤体状" 极性消失( 与母株相比"

<=>?!#@HA

中
?!5,N

表达下降"

9PE

)

>-)6

及
>+,1-

表达上
调"

FR13L

表达未见明显变化( 免疫荧光染色证实细胞膜
?!5,N

蛋白的丢失" 上调的
!!5,L2+1+

移位至细胞核( %结论& 放射抗拒的食管癌细胞株
<=>?!#@HA

获得了
?EF

表型"其与食管癌
放射抗拒的形成有关(

主题词"放射抗拒#食管肿瘤#上皮间质转化#
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细胞株
中图分类号"
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目前晚期食管癌的标准治疗方式是同步放化

疗"但仍然有
@Hg

左右的患者在接受同步放化疗后

出现局部复发" 提高放射剂量只会增加放射毒性而

不能提高临床疗效%

$

"

!

&

( 食管癌放疗结束后"通常出

现小灶区的复发或进展" 意味着部分肿瘤细胞出现

再生长"提示存在放射抗拒性癌细胞(放疗抗拒的机

制非常复杂 " 普遍认为实体肿瘤的肿瘤干细胞

@HB
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"引起放疗或化疗的抗拒#

)

$

%并导致现代的治疗

手段失败%但这种观点在最近受到了挑战& 有研究表

明 #

*

$

%上皮'间质转化!

+,-./+0-10!2+3+45/6210 .714!

3-.-84

%

9:;

"是引起化疗抗拒性的原因& 而同时%有

多方面的迹象将
9:;

与放疗的抗拒联系在了一起&

本研究拟通过梯度剂量法建立放射抗拒食管癌细胞

株
<=(9!$>"?

%并鉴定其具有上皮(间质转化表型&

$

材料与方法

!"!

主要仪器及试剂

细胞和试剂! 人食管鳞癌细胞株
<=(9!$>"

购

自
@'?A B@1,14+3+ '800+5.-84 8C ?+3+175/ A-87+!

38D75+3E

& 细胞培养基
?F:G $H*I

购自
JGA'K

公司&

胎牛血清购自杭州四季青公司&

(=A? J7++4 F'?

:13.+7 :-LCM8.

!

N8"I%$ $)!$

%

O<E

购 自
P,,0-+Q

A-8363.+23

公司&

主要仪器!倒置相差显微镜!德国
M+-51

")直线

加速器!

RP?GPN!)II' #S

")流式细胞仪
TP'( '10!

-UD7

!

A++.84 S-5V-4384

公司")

PAG&>II

型荧光定量

F'?

仪&

!"#

实验方法

细胞培养! 细胞株
<=(9!$>I

贴壁培养在含

$I$

胎牛血清的
?F:G $H*I

培养基中% 置
)&%

*

>$

'K

!

饱和湿度培 养箱中培养 %

IW!>$

胰酶
C

内 含

IWI!$9S;P

消化传代&

放射抗拒性细胞株
<=(9!$>I?

的建立!采用直

线加速器
H:R X

线照射%照射野
$I52&$I52

!

!>52

!

培养瓶"%源靶距
$II52

%剂量率
!II5J6Y2-4

%照射时

培养瓶底面朝上%上置
$W>52

的固体水模板&取处于

指数生长期的
<=(9!$>"

细胞 % 用
X

射线照射

$""5J6

%立即放回孵箱中培养%待细胞生长至
Z"[

时%胰酶消化传代%待细胞增殖进入指数生长期时%

再次
X

线照射
#II5J6

%重复以上过程%剂量逐步递

增%共计
#II5J6 )

次*

!II5J6 )

次*

*II5J6 )

次%累

计剂量
! #II5J6

% 筛选得到放射抗拒性细胞株

<=(9!#>I?

%细胞冻存于液氮中备用&在整个诱导过

程中亲本
<=(9!#>I

细胞用同样的方法同步进行传

代培养%但不予
X

线照射&

克隆形成实验测定放射敏感性!设
I

*

!

*

*

*

H

*

%

*

#IJ6

共
H

个剂量点%应用成克隆实验法计算细胞存

活分数%用
(-\21,08.

软件
]

以多靶单击模型
(^#_`$_

+

_SYS

I

aN

拟合细胞存活曲线&

细胞形态学观察! 取对数生长期的单层培养细

胞%倒置相差显微镜下观察两种细胞的形态学改变&

?;_F'?

检测!

;7-b80

试剂一步法提取总
?NP

%

采用
PAG&>""

型荧光定量
F'?

仪%

(=A? J7++4

荧

光染料掺入法相对定量& 以内参
JPFSc

为参照%计

算
RG:

*

(0D\

*

(41-0

及
;d-3.

基因差异表达的倍数&

e+3.+74 A08.

检测!将指数生长期细胞用一次性

刮刀轻轻刮下%提取蛋白%作
(S(!FPJ9

电泳%电泳

后转膜%转膜后封闭
!/

%一抗
B$'$ """a

孵育
*%

过夜%

!

抗
B$($" """a

孵育
)/

%

9'M

曝光%胶片用
J+0!F78)W$

软件分析&

免疫荧光染色!取指数生长期细胞%细胞贴壁且

完全伸展后终止培养%甲醇固定%进行双重免疫荧光

染色% 一抗
B9!

钙黏蛋白%

9!51Q

+ 单克隆鼠抗)

!!

51.+4-4

+单克隆兔抗
a $($""

稀释
*%

过夜%二抗!山

羊抗鼠
F9

% 驴抗兔
TG;'

"

$(!""

孵育
$/

%

SPFG

复染

细胞核%倒置荧光显微镜下观察&

!"$

统计学处理

采用
(F(($)W"

数据分析软件%两两比较用
.

检

验%多组数据比较用
84+!d16 PNKRP

分析%拟合的

细胞存活曲线用秩和检验%

F*"W">

为差异有统计学

意义&

!

结 果

#"!

放射敏感性测定

根据克隆形成实验得到的平均存活分数% 拟合

曲线见图
$

& 结果显示
<=(9!$>"?

细胞
(T

!

*

S

"

!平

<=(9!$>"

<=(9!$>"?

图
$ <=(9!$>"

和
<=(9!$>"?

细胞的放射生存曲线

$

"W$

"W"$

" ! * H % $" $!

剂量!

J6

"

存
活

分
数

>">
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均致死剂量!"

<=

#准阈剂量!及
;

值均高

于
>?@A!$B"

细胞$ 提示
>?@A!$B"C

细

胞比其亲本更具放射抗拒性$两者
<

"

%

<=

比较$差异均有显著性&

DE":"BF

$见表
$

'

!"! >?@A!$B"C

形态学观察

在形态上$相较母株$

>?@A!$B"C

细

胞的形状也更加不规则$ 细胞呈纺锤体

状$极性消失$在培养液中细胞与细胞间

的黏性也相对疏松$ 这表明
>?@A!$B"C

细胞可能存在部分间质特性&图
!

!(

!"# >?@A!$B"

与
>?@A!$B"C

细 胞 株

AGH

相关转录因子和蛋白表达水平

在有
AGH

表型的
>?@A!$B"C

细胞

株中$波形蛋白&

91I2+J1+

$

9KG

!表达显著

增加
LDMN:NOF

$转录因子
@-)6

%

@+,1-

表达

上调$

HP13J

表达未见明显变化&图
O

!( 蛋

白印迹分析结果清楚地显示了
>?@A!

#BNC

细胞
A!5,Q

蛋白水平有着显著下降

LDMN:N#&FL

图
RF

( 免疫荧光染色结果证实

细胞膜
A!5,Q

蛋白的丢失 $ 上调的
!!

5,J2+1+

移位至细胞核
L

图
BF

(

O

讨 论

上皮)间质转化
LAGHF

是指在某些特

殊的生理或病理条件下$ 上皮细胞向间

质细胞发生转化的现象$ 以上皮细胞极

性丧失并获得间质细胞表型和运动能力

为特征*

B

+

'

AGH

对胚胎发育过程中的组织

塑型及细胞迁移形成器官至关重要$并

在纤维化和肿瘤发生, 发展中也发挥着

重要作用*

R

+

( 研究表明*

S

$

&

+

$

AGH

可能参与

了肿瘤获得性放化疗抗拒的形成$ 并逐

渐成为肿瘤研究领域的热点之一$ 为肿

瘤放化疗抗拒性的逆转提供了可能的新

靶点( 很多侵袭性肿瘤中都有细胞发生

AGH

$ 且与肿瘤对化疗耐受密切相关$但

多数研究是关于化疗中产生的
AGH

肿瘤

细胞$极少涉及放射治疗*

%

+

(

本课题组应用梯度剂量法建立起人

食 管 鳞 癌 放 射 抗 拒 性 细 胞 系
>?@A!

表
# >?@A!#BN

和
>?@A!#BNC

细胞的放射敏感性参数

T

UDEN:NB

$

TT

UDEN:N$

(

细胞
@V

!

<

N

<= ;

>?@A!#BN N:%N !:SB !:BN !:B&

>?@A!#BNC N:%& O:!#

T

O:#S

TT

!:S%

图
! >?@A!#BN

和
>?@A!#BNC

细胞的形态学差异

显微镜下见
>?@A!#BN

细胞形态较规则$ 呈片状生长$ 折光度较
好-

>?@A!#BNC

细胞的形状不规则$细胞呈纺锤体状$极性消失(

>?@A!#BN >?@A!#BNC

@-)6 @+,1-HP13J 9KG

R:NN

O:BN

O:NN

!:BN

!:NN

#:BN

#:NN

N:BN

N:NN

图
O CHWD/C

检测相关基因的表达

相比
>?@A!$BN

组$

>?@A!$BNC

组
9KG

显著增加$ 转录因子
@-)6

%

@+,1-

表达上调$

HP13J

表达未见明显变化$

T

U DEN:NB

(

图
R X23J2*+ Y-(J

检测两组细胞
A!5,Q

蛋白表达

>?@A!$BN >?@A!$BNC

A!5,Q

Z[D<\

>
?
@
A
!
$
B
N
"
#
>
?
@
A
!
$
B
N

转
录

因
子

表
达

量
比

值

T

BNS
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! 其
)

"

"

)*

与其母株相比有显著提高! 提示

+,-.!$'"(

细胞获得了明显的放射抗拒性 #

/

!

$"

$

% 进

一步研究发现! 放射抗拒的食管癌细胞株
+,-.!

$'"(

获得了上皮&间质转化
0.123

表型!细胞明显

出现了纺锤型改变% 我们用蛋白印迹分析和免疫荧

光染色方法!分析了母细胞株与耐放射细胞株的
.!

456

蛋白与
!!45789:9

的变化% 细胞膜
.!456

蛋白的

丢失!上调的
!!45789:9

移位至细胞核!而这些正是

.12

过程的标志%同时
(2;<=(

结果显示在有
.12

表型的
+,-.!$'"(

细胞株中!转录因子
>?1

的表达

水平显著增加!

-@AB

"

-95:@

表达上调!

2C:D7

表达未见明

显变化%在先前的研究中!有发现转录因子!如
-95:@

和

2C:D7

等在
.12

中起一定的作用#

##

!

#!

$

%但在我们的研究

中却相反! 相比其母株!

+,-.!#'E(

的
2C:D7

的表达

水平没有显著提高!表明在食管癌细胞中!该因子与

辐射诱导的
.12

没有显著相关性%

综上! 放射抗拒性细胞经历了完全的或部分的

上皮&间质转化!并有明确的分子模型%

.12

可以

反映人类癌症细胞接受治疗或选择压

力的过程!本研究在食管癌细胞放射抗

拒性实验中发现在放疗后食管癌上皮

细胞具有向间质转化的现象!提示放疗

过程产生的
.12

与放射抗拒的发生有

关!值得深入研究%
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