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肿瘤微环境在促进肿瘤细胞侵袭转移中具有重

要作用! 肿瘤
%

宿主界面微环境的平衡在肿瘤侵袭

转移中发挥着关键作用 "
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$ 肿瘤相关成纤维细胞

%

'()'*+ (,,-'.(/*0 1.2+-23(,/

!

456

& 是构成上述微环

境最重要的宿主细胞!通过直接的细胞'细胞接触(

可溶性因子的分泌和对细胞外基质的重塑维持微环

境稳态 "
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) 深入研究肺腺癌侵袭性生长的分子机

制!从丰富的中药材资源中筛选具有调控
456

抑制

肿瘤恶性进展的活性成分! 以提高患者的预后是研

发肺癌新型疗法的重要途径*粉防己碱%

/*/+()0+.)*
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8*/

&是中药粉防己+头花千金滕(马兜铃的主要活性

成分!具有抗炎(抗过敏及抗肿瘤的作用"
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$通过抑制
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通路!下调炎性介质
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和
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的合

成!
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起到保护肾小球系膜细胞的作用"
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和
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表达诱导
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期阻滞!激

活
?'3!!=4(,H(,* 7=B5;B

通路诱导细胞凋亡! 阻断

结肠癌细胞
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的增殖 "

#

#

$ 本文研究
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是否抑

制
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诱导的
I&CJ$

细胞侵袭转移! 分析
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细

胞中
>6!!?

通路的活性和分泌
KL!M

变化!验证
KL!M

是 否 是
8*/

调 控
456

旁 分 泌 因 子 的 表 达 抑 制

I&CJ$

细胞侵袭转移的关键因子! 以期明确
8*/

抑

制
456

诱导的肺腺癌侵袭转移的分子机制$

&

材料与方法
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药物和细胞株

粉防己碱%
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!分子量
#!!NJ$

&购自

成都曼思特生物科技有限公司!

EAG@

配成
$"OA

母液!

PM""

保存!以完全培养基稀释至目标浓度$人

胚肺成纤维细胞
A;4$

和人肺腺癌细胞
I&CJ$

购

自中国科学院细胞库$
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主要试剂

胎牛血清(
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培养液(胰酶购自
4-+)!

.)Q

公司!

KL!M :LKG5

试剂盒购自
*?.-,'.*)'*
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KQF
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4*33 G.Q)(3.)Q 8*'R)-3-QD

公司,
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抗

体购自
;UE GD,/*O,

公司,

:4L

化学发光试剂购自

A.33.H-+*

公司,

A(/+.Q*3

购自
?E

公司,

8+(),V*33

小

室购自
6(3'-)

公司*

!"$

实验方法

&N7N&

条件培养基制备

I&CJ$

细胞培养于
J$'O

! 培养瓶中! 待细胞密

度为
J"WXM"W

时更换
JO3

完全培养基继续培养

!9R

! 收集上清
7"""+HO

离心
&"O.)

去除细胞及碎

屑!

"Y!!&O

孔径的滤器过滤! 与完全培养基以
&#&

的

比例混匀即为条件培养基!

'-)0./.-)*0 O*0.ZO

"

4A

#*

&Y7Y! 456

建立及实验分组$

#

%

以
7$&"

$

=

孔的密度将
A;4$

细胞培养于
#

孔板

中!

4A

培养
J!R

!隔天换液
&

次*

[*,/*+) 23-/

实验

检测
%!GA5

蛋白表达! 明确是否成功建立
456

模

型* 本研究设空白对照组(模型组(

8*/

组%

8*/ !Y$&A

作用
456

细胞
!9R

& 和
(KL!M

组 %

KL!M

抗体
$&Q=O3

作用
456

细胞
!9R

&*

&Y7Y7 [*,/*+) 23-/

检测
456

中
>6!!?

通路蛋白的

表达及磷酸化水平

提取空白对照组(模型组和
8*/

组
456

的总蛋

白!

E4

法测定蛋白浓度* 蛋白样品行
B5F:!GEG

电

泳!湿法电转移至
B\E6

膜*

7W ?G5

封闭
&R

!一抗

室温孵育
!R

!

8?G8

洗膜
7

次!

I;B

标记的二抗室温

孵育
&R

!

8?G8

洗膜
7

次*滴加
:4L

于凝胶成像系统

内曝光!分析目的蛋白的表达*

>6!!?

通路蛋白的检测指标为
BR-,HR-!K<<%=$

SG*+&J#=&M"T

(

K<<%

(
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(

BR-,HR-!K!?% SG*+7!T

(

K!!
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(

BR-,HR-!>6!!? H#$SG*+$7#T

和
>6!!? H#$

*

KO!

(Q* ]

软 件 分 析 目 的 蛋 白 条 带 灰 度 值 ! 与 内 参

F5BEI

条带灰度值的比值计算相对表达量*实验重

复
7

次*

&Y7Y9 :LKG5

实验检测
456

上清液中
KL!M

含量

收集
456

上清液!

7"""+HO

离心
&"O.)

去除细

胞及碎屑!根据
KL!M :LKG5

试剂盒说明书检测空白

对照组( 模型组和
8*/

组
456

上清液中
KL!M

含量*

实验重复
7

次*

&Y7Y$

迁移实验分析细胞的迁移能力

于
!9

孔培养板中放入
8+(),V*33

小室 %孔径

M&O

&!小室内加入含有
!$&"

9

=7""&3

的
I&CJ$

细胞

悬液!下层培养模型组(

8*/

或
(KL!M

处理的
456

* 培

养
!9R

!取出
8+(),V*33

小室!用棉签擦去小室内层

的细胞 !

B?G

清洗
%

次 ! 浸入
&W

结晶紫液染色

&$O.)

* 镜下随机计数
&

个视野!以确定迁移细胞数

量* 实验重复
7

次*

9"7
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侵袭实验分析细胞的侵袭能力

无血清
?;@A =#B"

按
=!C

比例稀释液态的
@*"

D(/40+

!

B"!+

稀释后的
@*D(/40+

均匀铺于
E(*)1F0++

上

室底部中央!孵育
>.

待其干成凝胶!后续实验步骤

同迁移实验的操作步骤"

>?@

统计学处理

采用
G;GG !"8"

统计软

件! 计量资料采用
!#1

表示!

多组间比较采用单因素方差

检验! 两组间比较采用
D

检

验"

;<"8"$

为差异有统计学

意义"

!

结 果

A?'

建立
-HI

模型

与常规培养的
@?-$

细

胞相比! 条件培养基培养处理

的
@?-$

细胞
""G@H

的表达

水平显著性上升#

;<"8""=

$!提示

成功建立
-HI

模型#

I/4'(0 =

$%

A?A E0D

作用前后
-HI

中

9I"#J

通路蛋白表达和磷酸

化水平

与 模 型 组 相 比 !
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表达显著性上升!差异有统计

学意义'
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I/4'(0 !
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A?B E0D

作用前后
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分泌

AQ"C

变化

与模型组'
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S+

$相比!

E0D

组上清液中
AQ"C

的含量 '

=$=8O#!B8CK4MS+

$显

著性下降! 差异有统计学意

义'
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A?@ E0D

作用前后
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诱导

T=RO$

细胞侵袭转移的能力

与模型组 '
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$

相 比 !
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组
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诱 导
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$显著性下降'

;<"8"=
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介导
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$相比!
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