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可能机制(%方法&
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处理
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细胞系
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)
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"对照组正常培养(
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实
验检测两组细胞的侵袭能力"
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法和
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法检测两组细胞
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及蛋
白表达情况( %结果&

,-.

处理各
,-.

组细胞侵袭能力增加" 穿过膜细胞数明显高于对照
组#且各

,-.

组中
&'($ D=/(

和蛋白表达水平也明显高于对照组*

?E"*"1

'( %结论& 香烟
提取物导致

/-,0,

细胞系侵袭能力增加与其促进
/-,0,

细胞系中
&'($ D=/(

及蛋白表
达有关(
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肿瘤转移相关基因
$
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D;A79A79L9 ATDC6 78ALM;8

$

"

&'($

'是近年来新发现的一个与肿瘤浸润转移密

切相关的基因" 研究表明其编码的
&'($

蛋白在乳

腺癌)食管癌)喉癌及卵巢癌等多种恶性肿瘤中高表

达"与肿瘤浸润与转移相关%

$a1

&

( 本实验研究用香烟

提取物*

KLM76;AA; 9DCN; ;OA67KA

"

,-.

'处理不同转移

能力的人非小细胞肺癌*

8C8!9D7<< K;<< <T8M K78K;6

"

/-,0,

' 细胞系后细胞侵袭能力及处理前后各细胞

系
&'($ D=/(

和蛋白表达水平的变化" 探讨香烟

提取物对人
/-,0,

细胞生物学行为的影响及可能

机制(

$

材料与方法

010

主要试剂及细胞培养和分组

高转移能力的肺巨细胞肺癌
?V

细胞系亚系

5.$

) 低转移能力的肺巨细胞肺癌
?V

细胞系亚系

专
题
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!人肺腺癌细胞系
>?@A

均由中国医科大学病理

学教研室保存"

BC>$

鼠抗人单克隆抗体
DE.!#===AF

和
!!+4G0*

单克隆抗体
DE.!@===%H

均购自美国
E+*G+

4)(I

公司# 引物合成于上海生工生物有限公司"

C+J

酶购自大连宝生物有限公司"

C)0I',

试剂购自美国

K*L0G)'51*

公司" 逆转录试剂盒购自美国
M1)N1*G+2

公司$ 细胞培养于含
#?O

胎牛血清的
PQBK $R@S

培

养基中"

T="

%

?O.3

!

和
A?O3

!

的培养箱中传代培

养$ 本实验分为
.EU

组及对照组"

.EU

组即为
.EU

处理
:E.;.

细胞系
VU$

!

;<=

与
>?@A

组" 对照组

则为正常培养未处理组$

!"# .EU

的制备

.EU

参照
.+)W

与
&+*'--

提供的方法 &

R

'

(两支去

滤嘴的香烟" 每支尼古丁含量
$9TN5

" 焦油含量

$?N5

" 将其完全燃烧产生的烟雾溶于
?SN,

无血清

PQBK $R@S

培养基中"调整
W<

值后用
S9!!"N

微孔

滤器)

B0,,'W')1

"美国*过滤去除细菌和大颗粒备用"

此培养基为
$SSO.EU

"

.EU

浓度用终容积中此培养

基的所占百分比来表示$

!"$ .EU

毒性试验

选取对数生长期的
T

种
:E.;.

细胞" 接种于

AR

孔培养板待其贴壁后"分为
.EU

组和对照组)无

.EU

的
$R@S

培养液*"

.EU

组按每孔
.EU

的终浓度

分设
?

个浓度亚组 )

.EU

浓度分别为
$SO

!

!SO

!

@SO

!

RSO

与
$SSO

*"每组设
R

个复孔"对照组加入

等量无
.EU

的
$R@S

培养液$

T="

!

?O.3

!

的培养箱

连续培养
$R/

后每孔加入
!S",

)

?N5XN,

*的
BCC

溶

液"继续培养
@/

后弃上清加入
YBE3

"用酶标仪测

定
@A"*N

处各孔的吸光度值)

>

*$

.EU

作用浓度选

择非常重要" 我们采用
BCC

法筛选
.EU

对于所选

择
:E.;.

细胞系作用浓度"其浓度选取标准为与阴

性对照相比其生存率无明显统计学差异的最大浓

度$

!"%

用
.EU

处理不同转移能力的
:E.;.

细胞系

取对数生长期
:E.;.

细胞系接种于培养皿中"

待其贴壁后弃培养液"

.EU

组加入
.EU

的
$R@"

培

养基"对照组加入无血清
$R@"

培养基"均在
T="

!

?O.3

!

的培养箱连续培养
$R/

$处理结束后"弃培养

液"并用温
QVE

冲洗
!

次$

!"& :E.;.

细胞系侵袭能力的检测

采用
C)+*2Z1,,

小室实验"

.EU

处理组与对照组

细胞系用无血清培养基饥饿后" 将细胞浓度调整为

$#$S

R

XN,

"取
!SS",

细胞悬液接种于铺满
B+G)051,

胶

的
C)+*2Z1,,

趋化小室上室$ 对照组于
T="

!

?O.3

!

的培养箱中培养 " 实验组于
=9?O.3

!

!

!9?O3

!

和

ASO:

!

的缺氧培养箱中培养"均培养
!@/

$ 乙醇固定

后结晶紫染色"显微镜下计数并拍照$以视野下穿过

膜的细胞了解细胞侵袭能力$

!"' PC[Q.P

检测
:E.;.

细胞系
BC>$ NP:>

表

达情况

用
"9!?O

胰蛋白酶消化
.EU

处理组细胞与对

照组细胞"

C)0I',

试剂提取总
P:>

"逆转录!行
BC>$

及内参
\>YQ<

扩增 "

BC>$

引物 ( 正向
?$ !>\.

C>.\>\.>\.>.>>.\\\\C!T$

"反向
?$!.>.\.C!

C\\CCC..\>\\>C!T$

"

\>YQ<

引物(正向
?$!..\>\\!

\...>.C>>>\\ !T$

"

?$!\.C\C!C\>>\C.>.>\\>!

\>.>> !T$

$ 扩增条件(

A@"

变性
T"2

"

?%"

退火
T"2

"

=!"

延伸
T"2

" 进行
!%

个循环 " 最后
=!"

延伸

$"N0*

$ 将
Q.P

产物在含有
"9$5X;

溴化乙锭的
$9?O

琼脂糖凝胶中电泳" 用凝胶图像分析系统分析电泳

结果" 计算
BC>$

产物与
\>YQ<

产物的光密度积

分的比值"定量分析
.EU

处理组细胞与对照组细胞

BC>$ NP:>

表达情况$

!"( ]12G1)* ^,'G

检测
:E.;.

细胞系
BC>$

蛋白

表达情况

.EU

处理组细胞与对照组细胞离心弃上清后提

取蛋白并定量$蛋白变性后行聚丙烯酰胺凝胶电泳"

并转膜)湿转*"脱脂奶粉室温封闭后分别与
BC>$

鼠抗人单克隆抗体
_$%!""H

和
!!+4G0*

单克隆抗体
D$&

?""H

室温作用
T/

"与辣根过氧化物酶标记的二抗室

温作用
$/

" 采用化学发光法显示蛋白质条带"用

V0'!P+`

图像分析系统照相"以
BC>$

蛋白条带积分

灰度值)

KY8

*与
!!+4G0*

蛋白条带
KY8

比值为
BC>$

相对蛋白含量$

!")

统计学处理分析

采用
EQEE$T9"

统计软件包处理数据$ 计数资料

采用
#

! 检验" 相关分析采用
EW1+)N+*

相关分析"以

Qa"9"?

为差异有统计学意义$

!

结 果

#"! *+,

对各组
:E.;.

细胞系生存率的影响

结果见表
$

"发现
.EU

浓度为
$"O

或
!"O

时各

%"!
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组细胞
&

'("

与对照组相比!无明显统计学差异!其他浓

度时
&

'("

有统计学差异" 故取
!")

为
*+,

作用浓度"

!"! *+,

对各组
-+*.*

细胞侵袭能力的影响

/01234566

侵袭实验表明高转移能力的肺巨细胞

肺癌
78

细胞系亚系
9,$

# 低转移能力的肺巨细胞

肺癌
78

细胞系亚系
.:;

#人肺腺癌细胞系
&<'(

的

每高倍视野下穿膜细胞数依次减少! 侵袭能力依次

下降!

*+,

处理后
=

个
-+*.*

细胞系每高倍视野下

穿膜细胞数明显高于对照组
>7?"@A<B

!侵袭能力均有

不同程度增加$图
#

%"

!"# *+,

对各组细胞
C/&# DE-&

表达的影响

E/F7*E

结果显示
C/&#!DE-&

在不同
-+*.*

细胞系中表达情况

$图
!

%!其在高转移能力的
9,#

细胞

系中表达最高!其次为低转移能力的

.:;

! 其在
&<'(

中表达最弱" 经过

*+,

处理后!

=

组细胞系
C/&# DE!

-&

表达明显高于各系细胞对照组

$

7?A@A<

%" 且
+G510D12

相关分析 示各组细胞 系

C/&#!DE-&

表达与其细胞侵袭能力明显相关 $

0H

A@(!;

!

7?A@A#

%!结果见表
!

"

!"$ *+,

对各组细胞
C/&#

蛋白表达的影响

I53J502 K6LJ

结 果 显 示
C/&$

蛋 白 在 不 同

-+*.*

细胞系中表达情况$图
!

%!其在高转移能力

的
9,$

细胞系中表达最高! 其次为低转移能力的

.:;

!其在
&<'(

中表达最弱"经过
*+,

处理后!

=

组

细胞系
C/&$

蛋白表达明显高于各系细胞对照组

$

7?"@"<

%"

+G510D12

相关分析示各组细胞系
C/&$

蛋白表达与其细胞侵袭能力明显相关 $

0H"@('M

!

7?

"@"$

%!结果见表
!

"

=

讨 论

-+*.*

是肺癌最常见的病理类型! 其早期诊

断困难! 发现时部分肿瘤已出现转移!

<

年生存率

低 &

;

!

%

'

"

C/&$

是一个肿瘤转移相关基因!由
/LN

等&

(

'

运用差异
OP-&

杂交技术从大鼠的高转移乳腺癌细

胞系
$=M;!-Q

中筛选出的一个与肿瘤细胞浸润转

表
$

不同浓度
*+,

对各组
-+*.*

细胞系生存率的影响

组别
&

'(A

&<'( .:; 9,$

对照组
A@%;<"A@$=% A@M!;"A@A;% A@;!<"A@$A=

*+, $A) A@%!="A@A(; A@MA("A@A(< A@;!A"A@$%(

*+, !A) A@;M$"A@$!= A@MA$"A@$$$ A@;$$"A@A%!

*+, 'A) A@M';"A@$<<

R

"@'((""@"==

R

"@M'<""@"M=

*+, M") "@'=!""@"(=

R

"@'%;""@"M!

R

"@<(%""@"%$

R

*+, $"") "@=;!""@!;%

R

"@'"M""@"%=

R

"@<($""@";M

R

R

(与对照组相比!有统计学差异
>7?"@"<B

"

图
$ *+,

对各组细胞系侵袭能力的影响

/01234566

侵袭实验表明
*+,

处理后!

=

组细胞系每高倍视野下穿膜细胞数明显高于对照组"

R

7#"@"<

"

对照组

*+,

组

&<'( .:; 9,$

="

!<

!"

$<

$"

<

"

穿
膜

细
胞

数

&<'(

$对照组%

.:;

$对照组%

9,$

$对照组%

&<'(

$

*+,

组%

.:;

$

*+,

组%

9,$

$

*+,

组%

表
!

不同
-+*.*

细胞系
C/&$ DE-&

和蛋白表达
与侵袭能力的相关分析

项目
&<'( .:; 9,$

对照组
*+,

组 对照组
*+,

组 对照组
*+,

组

侵袭能力$穿膜细胞数%

C/&$ DE-&

表达 R

C/&$

蛋白表达!

<@=!

"@=%=

"@';;

$"@;%

"@<"$

"@M!!

(@;;

"@'%'

"@<$M

$'@"(

"@%=%

$@"="

$=@%(

"@;M<

"@;=(

!'@%<

$@""$

$@=%"

R

S C/&$ DE-&

表达与细胞侵袭能力明显相关!

0H"@(!;

!

7?"@"$

)

!

S C/&$

蛋白与细胞侵袭能力明显相关!

0H"@('M

!

7?"@"$

"

%"=
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;<=> ?@A BC$

移密切相关的基因! 随后在人的高转移乳腺癌细胞

株中发现与其对应的人类同源
DE;

基因 " 人类

DE;$

位于
$=FG!9G

上 ! 全长
!9!HI

!

4J:;

全长

! A<KIL

!其编码蛋白含
A$<

个氨基酸残基" 近年来

发现
DE;$

与人类一些恶性肿瘤的侵袭转移过程紧

密相关!如胃癌#食管癌#肝癌及卵巢癌等!细胞实验

表明
DE;$

是核小体重构及组蛋白脱乙酰基酶复合

物
M*(4,1'2'N1 )1N'O1,0*5 +*O /02P'*1 O1+41P6,+21

!

:(QJR

的一个亚单位!其通过对靶基因的去乙酰化

作用!使一些癌细胞向更具有侵袭性表型转化$

$"S$!

%

"

众所周知吸烟是
:T.?.

发生发展的危险因素!我们

在前期研究中发现
DE;$

蛋白表达在
:T.?.

组织

中表达水平显著高于癌旁正常组织! 与患者淋巴结

转移及高临床分期显著相关!且与
:T.?.

吸烟史有

关$

$G

%

!目前尚无其他研究提示在有吸烟史的
:T.?.

DE;$

表达高的原因!值得进一步研究" 本研究进一

步发现
DE;$ NQ:;

和蛋白表达与
:T.?.

细胞系

转移能力呈正相关!为了了解吸烟在
:T.?.

发展中

的作用!我们进一步用
.TC

处理不同转移能力细胞

系发现!

.TC

可以增加
:T.?.

细胞系侵袭能力和

DE;$ NQ:;

和蛋白表达水平! 但关于其作用机制

现不明确" 现有的研究表明
DE;$

蛋白的作用可能

主要是其与组蛋白去乙酰化酶
M/02P'*1O1+41P6,+212

!

@J;.2R

结合形成
:(QJ

复合物! 促进核小体重构

与组蛋白脱乙酰活性! 从而抑制某些肿瘤抑制基因

的转录表达 $

$=

%

"

D''*

等 $

$<

%研究发现
@J;.$UDE;#

复合物能使
@VW!$!

去乙酰化!增加了
@VW!$!

的转

录活性与蛋白稳定性!且认为
DE;$

与
@VW!$!

诱导

的肿瘤血管形成密切相关"

X/+*5

等 $

$K

%用
Y12P1)*

I,'P

与
C?VT;

研究
:T.?.

细胞系
;<=>

与
@$<A

!发

现用尼古丁处理其可以导致细胞中
@VW!$!

与其下

游靶基因
8CZW

表达上调!而沉默
@VW!$!

对尼古丁

导 致 的 细 胞 侵 袭 性 增 加 有 一 定 的 对 抗 作 用 "

E+H1(4/0

等 $

$A

%报道用
.TC

处理
Y02P+)

雄性大鼠
$!

周! 其血中
@VW!$!

水平增加" 我们用
.TC

处理

:T.?.

细胞系后! 发现明显增加了
:T.?.

细胞系

侵袭能力!且
DE;$ NQ:;

表达水平明显上调!其转

录增加导致蛋白表达增加!推论可能影响
@VW!$!

的

表达!进而与
:T.?.

的发生发展有关"

综上!

DE;$

的高表达己显示与多种恶性肿瘤

的侵袭力密切相关" 我们前期研究发现
DE;$

蛋白

表 达 与
:T.?.

患 者 吸 烟 史 相 关 ! 进 一 步 地 在

:T.?.

细胞系实验上也证实
.TC

可以导致细胞系

DE;$!NQ:;

表达增加! 尼古丁可能通过
DE;$

起

对照组

.TC

组

对照组

.TC

组

;<=> ?@A BC$

N
Q
:
;

相
对

表
达

量 $9!

$9"

"9%

"9K

"9=

"9!

"9"

蛋
白

相
对

表
达

量

$9K

$9=

$9!

$9"

"9%

"9K

"9=

"9!

"9"

[\]^"9"<

[\]^"9"<

!>"IL

<>AIL

%"HJ

=GHJ

DE;$

Z;J]@
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"!+4P0*
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=

>

&

对
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组
'
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C

$

&

对
照
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?
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对
照
组
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'
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&

对
照
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'
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$

&

.
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C
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'

?

@

A

&

.

T

C

组
'

;

<

=

>

M

.

T

C

组
'

Y12P1)* I,'P

结果

QE_].Q

结果

图
! .TC

对各组细胞系
DE;# NQ:;

和蛋白表达的影响

%`=



肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
$$

期

作用! 引起其下游基因改变! 导致肿瘤侵袭能力增

加! 使
&'()(

发生发展" 所以进一步研究吸烟与

&'()( *+,$

及其下游基因表达间的相互作用!对

于了解
&'()(

发生发展机制有重要作用"
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