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摘 要!%目的& 探讨
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在肾透明细胞癌组织中细胞浸润的分子机制' %方
法& 以肾透明细胞癌患者肿瘤临床标本为研究对象"探讨
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细胞在人肾癌中的浸润及其
与临床病理特征的关系"以免疫印迹(荧光免疫(
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等分子生物学方法明确
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调控
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细胞浸润的分子机制' 免疫荧光检测
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及
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在细胞中的分布' 免疫印
迹检测
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和
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不同因子处理对肾癌细胞
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的诱导表达 ' 实验结果经
?@ABC%AD %@EFG

软件"

H

检验对两组间差异进行统计学分析' %结果& 肾透明细胞癌组织免疫
组化结果显示"在肿瘤组织中

*+#

8

-

细胞浸润数量显著性下降
I%J"1"".K
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细胞浸润与
患者总生存期呈正相关
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' 患者肿瘤组织
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着色和
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细胞浸润数量结果显
示)
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表达与
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细胞浸润数量呈正相关
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细胞因子促
进
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在细胞表达升高"同时被外泌体包载被运输到受体细胞"外泌体
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进入受体细胞
抑制
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和
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细胞因子分泌' %结论&
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缺失激活
OPQ!3:;!R*M*4NS.2L

信号轴
抑制
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细胞肿瘤组织浸润'
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肾细胞癌发病率逐年提高!

:
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# 免疫治疗为转移

性肾癌患者带来了新的希望$但仍有
$";

肾癌患者

对免疫抑制剂无响应!

!<=

"

% 进一步探讨免疫治疗响应

机制&提高免疫治疗疗效&对于促进人类健康具有重

要意义% 研究表明
->#

?

@

细胞的数量与多种肿瘤患

者的预后密切相关!

A

"

% 在肾癌中&

->#

B

@

细胞浸润是

肿瘤免疫治疗的前提&而
->#

B

@

细胞浸润减少会导

致免疫治疗失败!

C
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%

DEF!

是多梳抑制复合物
!

'

GH-!

( 的催化亚

基& 利用其组蛋白甲基转移酶活性将组蛋白
FI

第

!$

位赖氨酸的三甲基化)

FIJ!$K0I

(&从而抑制靶

基因转录&参与细胞周期*细胞免疫*细胞分化等过

程!

$

"

#

DEF!

在前列腺癌*乳腺癌*肾癌及黑色素瘤等

多种恶性肿瘤中均高表达&与肿瘤恶性进程*侵袭*

转移及临床治疗密切相关!

$<:!
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# 在多种肿瘤中研究

发现
DEF!

高表达& 伴随
->#
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细胞浸润减少&对

G>!:LG>!M:

抑制剂临床治疗无响应!

::

"

# 进一步研究

证 实 &

DEF!

主 要 通 过 下 调 趋 化 因 子 +
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*
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*

-N-MO

*
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(分泌抑制
->#

B

@

细胞浸润& 导致
G>!:LG>!M:

抑制剂治疗失败 !
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研究报道表明 &

GPHQ:

突变会导致肾癌细胞中

DEF!

高表达, 并且
DEF!

抑制剂可以抑制
GPHQ:

突变肾癌细胞生长和肿瘤生长 !

:=<:A

"

&但
DEF!

和

GPHQ:

之间的调控机制目前较少报道% 研究报道

GPHQ:

突变或者丢失后会激活炎症信号通路&影响

免疫治疗响应!
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% 我们利用
->#

B

@

细胞特异性标记

蛋白
->#

的免疫组织化学染色&比较
->#

B

@

细胞在

肾癌组织及癌旁组织中的浸润数量&并联合
GPHQ:

免疫组织化学染色&分析
->#

B

@

细胞浸润与
GPHQ:

表达的相关性&并分析
->#

B

@

细胞与临床病理特征

之间的关系& 初步探讨
GPHQ:

影响肿瘤微环境

->#

B

@

细胞数量的调控机制%

:

资料与方法

!"!

材 料

细胞系! 人肾癌
$CO!G

*

$#C!2

和
R-F9

细胞系

购自美国典型培养物保藏中心%

组织芯片! 肾癌肿瘤组织芯片购自上海芯超生

物科技有限公司&

:#"

点肾透明细胞癌组织芯片点

布局为-

I"

例癌旁组织和
:A"

例肾癌肿瘤组织%

主要试剂-

>RP

染色液和非特异性阻断剂购自

基因科技+上海(股份有限公司,兔抗人
->#

单克隆

抗体*

->CI

多克隆抗体和
GPHQ:

单克隆抗体购自

艾博抗
S

上海
T

贸易有限公司
RU3*K

中国代理,

DEF!

单克隆抗体和
->O

单克隆抗体购自
-0++ V/4)*+/)4

@03.)&+&45

公司&

!!*3W/)

单克隆抗体购自爱必信上

海生物科技有限公司,外泌体提取试剂盒*多泌体快

速提取试剂盒购自
X/*40)

生物公司%

H9R

提取试

剂盒购自中杉生物公司& 外泌体染色
GFJ!C

购自

V/4K*

公司%

V3(/YW

@Q

H@ Q*1W0( Q/Z

试剂盒*

V[PH"

G(/K/Z DZ @*\

@Q

"

试剂盒购自上海
@*]*(*

公司%

!"#

实验方法

:8!8:

细胞系培养

$#C!2

*

R-F9

和
$CO!G

使用
:";

胎牛血清
HG!

Q^ :C="

培养基培养&细胞置于
I$ "

&

A_ -2

!

培养

箱内培养%

:8!8!

免疫组织化学染色及结果判定和分析

免疫组化实验步骤见文献!

:$

"

%本研究中
GPHQ:

免疫组化评分由赛维尔生物公司使用
I>

扫描仪配

套的分析软件
X'*)W 30)W0(

对阳性深浅和数量进行

评析% 组织化学
F!V-2HD

评分分值在
"`I""

分% 数

值越大阳性越强%

F!V-2HDa

+弱阳性占比
#:

(

B

+中阳性占比
#!

(

B

+强阳性占比
#I

(

:8!8I ->#

B

@

细胞浸润分析

->#

B

@

细胞浸润数量执行标准- 随机选取
A

个

视野 +

: KK#: KK

(&

A

个视野
->#

B

@

细胞浸润数量

总和取平均值即为该患者
->#

B

@

细胞肿瘤组织浸

润数目%

:8!8=

细胞转染

制备
N!W(0K0bD9D 1/H9R @(*)1,03W/&)$H0*40)W$

1/H9R

复合物制备&轻柔混合&室温&静置
!" K/)

%弃

去细胞培养基& 加入
! KM

无血清
HGQ^ :C="

培养

基%将转染复合物逐滴加入
C

孔板内&置于
I$ "

&

A;

-2

!

培养箱内培养%

C .

后&弃去培养基&添加
! KM

HGQ^ :C="

培养基继续培养% 培养
=# .

后& 提取

H9R

和蛋白&转染效率鉴定%

:8!8A

细胞
H9R

提取

细胞转染
=# .

后&弃去培养基&加入
GPV

缓冲

液清洗&弃去
GPV

缓冲液% 加入
c*1W !""

试剂盒中的

裂解液
A"" #M

&将裂解物加入到内套管中&

:I """ (LK/)

A#"
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离心
% &'(

! 弃去外套管内液体" 向内套管中加入

)"" !*

洗液"

%+ """ ,-&'(

离心
% &'(

! 弃去外套管

内液体"

%+ """ ,-&'(

离心
% &'(

! 取出内套管装入
%.)

&* /0

管中"向内套管膜中央加入
+" !*

溶解缓冲

液"室温静置
% &'(

!

%+ """ ,-&'(

离心获得细胞总

123

!

4'5678

微孔板分光光度计检测
123

浓度!

%.!.9

逆转录实验

按照试剂盒操作"配制
!" !*

反转体系"反应

条件为#

+$ ! ) &'(

"

#) ! ) :

!

4'5678

微孔板分光

光度计检测
;<23

浓度!

%.!.$

实时定量
0=1

按照试剂盒操作"配制
!) !*

反应体系! 反应

条件为#

>) ! +" :

$

>) ! ) :

$

9" ! +" :

"循环数
?"

$

)" ! ) :

!

%.!.#

免疫印迹

1@03

裂解液裂解细胞获取总蛋白 %

%$

&

"

+" !A-

孔

进行上样 "

%!.)B C<C"03D/ >""%!"E

电泳 '

%%" E

电压转膜"

!B

脱脂牛奶室温封闭
% F

! 一抗
041G%

单克隆抗体
H%#% """I

'

0<"*%

单克隆抗体
J%#% """I

'

""

K;L'(

单克隆抗体
J%#% """I

'

=<>

单克隆抗体
J%#% """I

'

=<9+

多克隆抗体
J%#% """I

孵育"

? !

过夜!

64C6

漂

洗
%" &'(

"共
+

次! 二抗辣根过氧化酶标记的羊抗

兔
J%#% """I

和羊抗鼠
J%#% """I

"室温孵育
% F

!

64C6

漂洗
%" &'(

"共
+

次"配制赛默飞显色工作液! 使用

高灵敏度化学发光仪
=F7&'<5; M1C

显色系统扫描

显色!

%.!.>

外泌体提取和鉴定

研究使用外泌体快速提取试剂盒" 简要实验步

骤#收集细胞培养基"去除上清大于
".# !&

囊泡!体

积比
%#%

添加
M40

缓冲液到样品中! 混合液加到

7N5/K:O

内置柱上"离心! 弃废液"加入
%" &* MP0

缓

冲液"离心"弃废液! 膜上加入
?"" !* M/

缓冲液"孵

育"离心获取洗脱液"重复洗脱"获取洗脱液!

Q7LK R'7S

仪器对外泌体浓度'大小以及粒径分布进行检测!

%.!.%"

外泌体
0T8!9

染色和受体细胞融合

0T8!9

是一种红色荧光染料"可用于体外细胞

膜标记'体外增殖研究和长期的体内细胞示踪实验!

实验步骤#使用超滤管外泌体
%) """ A

离心
%" &'(

"

%"" !*

缓冲液
=

稀释外泌体! 加入
".) !* 0T8!9

染料"室温"避光"孵育
) &'(

! 继续加入
%"" !* %$U4C

(无外泌体 )培养基"在室温下孵育
% &'(

! 用超滤管

再次离心外泌体"

%) """ ,-&'(

" 离心
%" &'(

"

%"" !*

04C

稀释外泌体! 向受体细胞中加入
)" !*

"在培养

箱中孵育
!? F

"显微镜下观察并拍照!

%.!.%%

免疫荧光染色

肾癌细胞经过细胞因子处理后" 用
?$

多聚甲

醛固定细胞"室温
!" &'(

"

".?$ 6,'L5( M"%""

细胞膜

打孔!

04C

洗涤! 用封闭缓冲液封闭样品
%.) F

! 一

抗于
?!

孵育过夜(

/QT!

#

%#!""

$

=<9+

#

%#%""

)!

04C

洗

涤! 二抗室温封闭
! F

(抗小鼠
3V7NK UVW5, ?##

#

%#)""

$

抗兔
3V7NK UVW5, )>?

#

%#)""

)!

04C

洗涤"显微镜观察

并拍照!

!"#

统计学处理

实验结果经
D,KXF0KY 0,':&

软件" 两组间差异

比较采用
L

检验!

0Z".")

为差异有统计学意义!

!

结 果

$"! %&'

(

)

细胞在肾癌肿瘤组织浸润数量低于癌旁

组织

免疫组化结果显示#

=<#

[

6

细胞在癌旁组织中

浸润数量多"而在肿瘤组织中
=<#

[

6

细胞浸润数量

显著性下降(

U'AW,7 %3\%4

)(

0Z".""%

)! 根据
%)"

例

患者
=<#

[

6

细胞浸润数量平均值"将
%)"

例患者分

为
=<#

[

6

细胞高浸润组和
=<#

[

6

细胞低浸润组"生

存分析结果显示#

=<#

[

6

细胞浸润数量与总生存期

呈正相关(

U'AW,7 %=

)(

0Z".""%

)!

$"$ %&'

(

)

细胞浸润数量与
*+,-!

表达正相关

041G%

在肾癌肿瘤组织中高表达"胞核着色为

深棕色!

=<#

[

6

细胞比肾癌细胞直径小"出现在肿瘤

细胞间隙 " 染色为深棕色 ! 对
%)"

例肿瘤组织

041G%

着色和
=<#

[

6

细胞浸润数量分析"

041G%

表达与肿瘤组织
=<#

[

6

细胞浸润数量呈正相关!

$"# )./!!

诱导肾癌细胞质和外泌体中
012$

含量上升

@U2"#

'

@*"9

和
62U"$

可以诱导
/QT!

细胞内表

达水平(

U'AW,7 !3

)! 同时"在外泌体蛋白检测中"也

检测到
/QT!

含量上升" 其中
62U"$

诱导
/QT!

在

外泌体中的包载最多(

U'AW,7 !3

)!

62U"$

处理细胞

后分离细胞质和细胞核蛋白 " 发现
$#9"]

细胞

/QT!

的蛋白含量总体升高"其中细胞质中
/QT!

含

量相对升高" 但细胞核中
/QT!

含量降低(

U'AW,7

!4

)!利用荧光免疫标记
/QT!

在细胞中的表达定位

)#%
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!红色"#主要还是定位于细胞核!

:/4'(0 !-

"$ 但是#

分布于细胞质中的
;<=!

与外泌体检测标志物蛋白

->?@

共定位!

->?@

染色为绿色"!

:/4'(0 !>

"$ 由此

可见#激活炎症信号通路可以诱导
;<=!

表达升高#

并被包载与外泌体分泌到肿瘤细胞外$

!"#

外泌体
$%&!

增加受体细胞
$%&!

的含量

肿瘤细胞通过分泌外泌体影响肿瘤微环境$ 被

标记为红色的外泌体可与受体细胞
$?A!B

膜融合$

检测受体细胞
$?A!B

总蛋白# 发现外泌体
;<=!

处

理
$?A!B

后#

;<=!

总蛋白含量升高
C:/4'(0 @D

$

!"'

外泌体
$%&!

抑制受体细胞
()(*+

和
()(*,-

分泌

在
$#?!2

和
E-=9

细 胞 中 沉 默
;<=!

表 达

!

:/4'(0 FE

"#

GH!B-G

检测结果显示
-I-JA

和
-I-JK"

LG9E

表达升高 !

:/4'(0 FM

"$ 研究结果证实敲低

;<=!

促进肾癌细胞
-I-JA

和
-I-JK" LG9E

表

达$

为了验证受体细胞趋化因子
-I-JA

和
-I-JK"

受到外泌体
;<=!

调控#使用
H9:!!

处理
$#?!2

细

胞#

F# .

后获取
$#?!2

对照组和
H9:!!

处理组外泌

体!

0N&!-&)

和
0N&!;<=!

"$

0N&!-&)

和
0N&!;<=!

分

别加入到受体细胞 !

$#?!2

和
E-=9

" 中 # 使用

;JOPE -I-JA

和
-I-JK"

试剂盒对受体细胞上清

培养基中
-I-JA

和
-I-JK"

的分泌含量进行检测$

相比较
0N&!-&)

组#

0N&!;<=!

组
-I-JA

在培养基中

的分泌含量下降!

$#?!2

%

BQ"8"A

&

E-=9

%

BQ"8"@

"&相

比较
0N&!-&)

组#

0N&!;<=!

组
-I-JK"

在培养基中

的分泌含量也显著性下降 !

$#?!2

%

BQ"8"$

&

E-=9

%

BQ"8"F

"!

:/4'(0 F

"$

@

讨 论

肾癌肿瘤免疫微环境与
BMGRK

突变紧密相关#

而与
7=J

突变无关'

K#

(

$

R/*&

等
!"K#

年在
P3/0)30

发

表研究结果# 证实免疫相关因子如
O:9!"

)

->#!

)

->F$

和
OJ!K"

等表达与
BMGRK

突变相关 # 但与

./0123 , (45

6

7 8399 :1;<2 :/==13 />?/9:2@:/<> @>A /:= 89/>/8<B@:C<9<0/8@9 /> 23>@9!8399 8@28/><;@
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A%E8A8D C('; >8>E?%)8 9'%() ,FG!*

"
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K
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L8'8&'(.) .< 0MF! %>.=)' () $*+",
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K
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7:;

突变状态无关!

<*)

等"

=>

#发现
<?@A=

缺失会增加肿瘤免疫微环境中
A!

巨噬

细胞和树突状细胞的数量 $ 研究提示

<?@A=

可能通过调节免疫细胞浸润促进

肿瘤进展$

已发表的研究证实%

<?@A=

突变与

肾癌患者的不良生存结果相关 % 肾癌

<?@A=

低表达者的总生存期较
<?@A=

高表达者差% 而且在
!!

种免疫细胞亚群

中%

<?@A=

突变肾癌患者
-B#

C

D

细胞浸

润数量显著性减少"

=$

#

$

-B#

C

D

细胞是
<B!;=

免疫治疗发挥杀死肿瘤细胞的直接效应细

胞$ 由
A/*&

等"

=#

#实验数据显示%在
EF

例

肾癌患者中%

<?@A=

突变患者
<B!;=

免

疫治疗显示效果良好% 而
<?@A=

野生型

患 者 对
<B!;=

临 床 免 疫 治 疗 无 响 应 $

<?@A=

突 变 后 引 起
G;!E!%HI!JDHDF

&

D9K!!

和
GK9!"

途径被激活%

GK9!"

信号

通路的激活增加
<B!;=

的表面表达%是提

高
<?@A=

突变肾癌患者对
<B!=L<B!;=

免疫检查点抑制剂的临床响应的机制"

=#

#

$

但是%

;/'

等 "

!"

#

!"!"

年在
9*M'(0 -&NN'!

)/3*M/&)1

发表研究结果指出%

<?@A=

突变

肾透明细胞癌患者对
<B!=L<B!;=

免疫检

查点抑制剂的临床效果更差% 原因在于

-B#

C

D

细胞浸润数量减少$

<?@A=

突变与

-B#

C

D

细胞浸润减少可能存在调控关系$

我们对肾肿瘤组织中
<?@A=

表达和

-B#

C

D

细胞肿瘤组织浸润的相关性进行

了验证% 结果显示%

<?@A=

表达和
-B#

C

D

细胞肿瘤组织浸润 数量呈正相 关性 $

OP:!

在肾癌组织中阳性表达率高达
#"Q

%

转移性肾癌比局限性肾癌
OP:!

表达水

平更高%且
OP:!

与肾癌分期&分级以及

淋巴结转移正相关% 与预后呈负相关 "

=!

#

$

我们采用低浓度
D9K!!

处理肾癌细胞后%

OP:!

表达上升% 同时诱导外泌体包载

OP:!

被分泌出肿瘤细胞$ 外泌体携带

OP:!

进入受体细胞%释放
OP:!

$ 在受体

细胞培养基中% 本研究检测到
-R-;>

和

-R-;="

含 量 降 低 $ 因 此 % 我 们 认 为

!! 9&M01

'

H

'

OP:! S)&3S/)4 T&U) 1M*V+0 3+&)0 30++ +/)01 U*1 3&)1M('3M0T8 D.0
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可以通过
*+,!-./!0121345)67

信号轴抑制

18#

9

:

细胞肿瘤组织浸润!进一步研究
%&'(;

如何

调控
-./!

表达" 及外泌体包载
-./!

并运输到细

胞外的分子机制" 对于解答
%&'(;

影响免疫治疗

响应至关重要"还亟待深入研究!
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