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!!'摘要(!目的!研究巨噬细胞刺激蛋白!U5T"在无巨噬细胞刺激蛋白受体!RSO"的情况下对非小细胞肺癌

T,!$细胞周期的影响#并分析其对T,!$上皮间质转化!<UB"的影响)方法!取 U5T阴性*RSO阴性的T,!$

细胞系#稳定表达 U5T的细胞系T,!$=U9;!=:<W\T=O!和稳定表达荧光蛋白的空载质粒细胞系T,!$=:<W\T=

O!#流式细胞术检测各细胞系细胞周期的影响&透射电镜观察在细胞增殖期间细胞之间的连接间隙&逆转录!RB"=

T,R和 Y.9;.8/K>7;分别检测<=钙粘蛋白!<=A41-.83/"和波形蛋白!Z3+./;3/"+ROL*蛋白表达水平)结果!流

式细胞术结果显示与T,!$*T,!$=:<W\T=O!相比#T,!$=U9;!=:<W\T=O!细胞W!+W' 期数量增多#5期与W"+U

期减少&透射电镜发现T,!$=U9;!=:<W\T=O!细胞之间的细胞连接较紧密#细胞之间空隙距离缩小&RB=T,R和

Y.9;.8/K>7;检测结果显示#与T,!$细胞相比#T,!$=U9;!=:<W\T=O!细胞<=A41-.83/的+ROL和蛋白表达水平

升高#而Z3+./;3/的+ROL*蛋白表达水平降低)结论!U5T在RSO阳性的情况下#可使W! 期肺癌细胞增多*

分裂相减少#抑制<UB)

'关键词(!巨噬细胞刺激蛋白!T,!$细胞!上皮间质转化!细胞周期
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T,!$=U9;!=:<W\T=O!A.>>91.A8.49.1&RB=T,R4/1 Y.9;.8/K>7;9-7G.1;-4;+ROL4/1:87;.3/>.H.>97D<=

A41-.83/7DT,!$=U9;!=:<W\T=O!G.8.930/3D3A4/;>C-30-.8;-4/;-4;7DT,!$#K2;+ROL4/1:87;.3/>.H.>97D
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:87A.128.KC8.02>4;3/0;-..E:8.9937/7D8.>4;.1:87;.3/93/A>213/0<=A41-.83/4/1Z3+./;3/G-./RSOG49/7;
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!!肺癌是目前发病率和死亡率增长最快*对人群

健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一
-!.)尽管随着

治疗技术的不断进步#对肺癌尤其是非小细胞肺癌

!O5,V,"的治疗已经有了长足的进步#但由于许多

患者就诊时已发生不同程度的转移#导致目前

O5,V,的(年生存率仍较低!约"$̂ "-".)近年

来#上皮间质转化!<UB"被认为是癌细胞迁移和浸

# 通信作者#<=+43>$!#!)#)#'(*&(!&#%A7+

润能力增强的一个步骤
-#.)<UB是指在生理或病

理状态下#上皮细胞通过特定的程序转化为间质表

型细胞的过程
-$.)发生<UB的特征表现是细胞变

得狭长*离散#运动能力增强#重要的上皮标志分子

<=A41-.83/部分或完全丢失#Z3+3/;3/等间质标志

物表达上调
-(.#这也是肿瘤的侵袭和转移中的重要

环节
-&.)巨噬细胞刺激蛋白受体!RSO"是一种受

体酪氨酸激酶#属于2#=原癌基因家族)RSO能

通过多条信号通路介导细胞形态学的改变#从而影
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响细胞黏附性#引起细胞骨架重组#降低细胞间相互

作用
-*.)巨噬细胞刺激蛋白!U5T"是一种具有免

疫调节活性的糖蛋白
-*.)许多研究发现#U5T是

RSO目前唯一已知的配体#与RSO结合后#能够

促进癌细胞增殖*迁移侵袭#促进血管生成-).#并促

进<UB 过程
-?.)但是研究发现 U5T与其受体

RSO分别在"(̂ )$$̂ 和&"̂ )*"̂ 的肿瘤中过

表达#两种蛋白的表达并没有一定的对应的关

系
-!'.)我们前期研究发现#U5T蛋白能降低RSO

阴性的人O5,V,细胞T,!$的增殖*迁移和侵袭能

力
-!!.)本实验旨在探讨 U5T是否也影响T,!$细

胞周期和<UB#进一步阐明 U5T在RSO阴性时

的生物学功能)

1!材料和方法

1%1!实验材料

1%1%1!细胞系!人O5,V,细胞系T,!$购于上海

生博医药科技有限公司#RB=T,R及 Y.9;.8/K>7;

未检测出T,!$有RSO与 U5T的表达
-!!.&重组细

胞$稳定表达 U5T的细胞系 T,!$=U9;!=:<W\T=

O!和稳定表达荧光蛋白的空载质粒细胞系T,!$=

:<W\T=O!
-!!.
由本实验室构建)

1%1%/!主要试剂和仪器!主要试剂$蛋白裂解液

!RFTL"!碧 云 天"&MU<U 培 养 基*胰 蛋 白 酶

!JC,>7/."&胎牛血清!\Q5#WK3A7"&B8367>试剂!美

国 L+K37/"&WLMTJ 抗 体*<=A41-.83/ 抗 体 和

Z3+./;3/抗体!美国 LKA4+"&羊抗兔=JRT!54/;4

,826")凝胶成像仪!北京鼎昊源科科技有限公司"&

流式 细 胞 仪 !L,<L O7H7,C;."&倒 置 显 微 镜

!SVPTN5"&T,R扩增仪!V4K/.;F/;.8/4;37/4>"&

,S" 培养箱*酶标分析仪*低温离心机!B-.8+7"&

5M5=TLW<电泳仪!Q37=R41")

1%/!方法

1%/%1!细胞复苏与传代!水浴锅加热至#*m#从

液氮中取出冻存的T,!$*T,!$=:<W\T=O!*T,!$=

U9;!=:<W\T=O!细胞#迅速放入水浴锅溶解#溶解

完成后加入!'倍体积的MU<U 完全培养基#放入

#*m*体积分数(̂ ,S" 培养箱中进行培养)次日

更换MU<U完全培养基)当细胞汇合度达到?'̂

时#用胰酶消化细胞#按!+#的接种比例进行传代)

取对数期细胞进行实验)

1%/%/!流式细胞术检测细胞周期!取对数生长期

的#种细胞并调整浓度为!h!'& +Vf!)离心弃上

清)用预冷的TQ5润洗细胞#将细胞重悬于(''-V

TQ5#滴加预冷的无水乙醇!%(+V#使其终浓度为

*(̂ #置f"' m过夜)次日离心弃上清)加入

#+V预冷的TQ5润洗细胞#离心取细胞沉淀#加

!('-VR/49.重悬细胞##*m孵育#'+3/)加TF

染液!('-V#以T,!$为对照#用流式细胞仪检测)

增殖指数!TF"为!5cW""v!W!c5cW""h!''̂ )

1%/%6!透射电镜观察细胞连接!取对数生长期的

#种细胞#用TQ5洗"次#刮下细胞#离心后弃上清)

加"%(̂ 戊二醛溶液$m固定细胞过夜)次日TQ5

洗"次#分别用#'̂ *('̂ **'̂ *)'̂ *?'̂ *?(̂ *

!''̂ 乙醇逐级脱水后#进行临界点干燥)透射电镜

下观察细胞间连接情况)

1%/%3!逆转录!RB"=T,R检测细胞<=A41-.83/和

Z3+./;3/+ROL的表达!取对数生长期的#种细

胞#用BRF67>试剂盒分别提取细胞的总ROL)采

用RB=T,R检测 +ROL 的表达)每组设#个复

孔#设*=4A;3/为内参)<=A41-.83/上游引物序列为

(w=L,LW,,,,W,,BBLBWLBB,B,=#w#下 游 引

物序列为 (w=LLW,WLBBW,,,,LBB,WBB=#w#

扩增产物长度为!)*K:&Z3+./;3/上游引物序列为

(w=LWWLWLBW,BB,LWLWLWLWW=#w#下 游 引

物序列为 (w=WL,LBW,BWBB,,BWLLB,BWL

W=#w#扩增产物长度为!?"K:&*=4A;3/上游引物序

列为(w=WBBW,WBBL,L,,,BBB,BBW=#w#下游

引物序列为(w=WL,BW,BWB,L,,BB,L,,WB=

#w#产物长度为!($K:)T,R 约$'个循环)用

L+:>3B4@W7>1进行T,R#用07>1H3.G染色使条带

可视化)AMOL的T,R扩增条件$?(m #+3/的

变性#然后?$ m #'9&( m退火#'9&*" m延伸

!+3/&#'个循环后#*" m延伸!'+3/)"'0+V琼

脂糖凝胶电泳和07>1H3.G染色#用NZ光可视化观

察分析T,R产物#使用F+40.=T87T>29!'%'对图像

进行灰度值分析)以目的条带灰度值与内参条带灰

度值的比值为+ROL的相对表达量)

1%/%N! Y.9;.8/K>7;检测细胞 <=A41-.83/ 和

Z3+./;3/蛋白表达!取对数生长期的#种细胞#裂

解细胞提取其总蛋白#Q,L法测定蛋白浓度后变

性#采用!''0+V5M5=TLW<凝胶电泳#转膜#封

闭#孵育 <=A41-.83/!!g!'''"*Z3+./;3/!!g

!'''"*WLMTJ!!g!'''"以及相应的 JRT标记

二抗#<,V显色&采用F+40.=T87T>29!'%'分析软

件对条带作灰度值分析)以目的条带灰度值与内参

条带灰度值的比值为蛋白的相对表达量)

1%/%5!统计学方法!计量资料用$:eC表示)各组

&'"
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组间比较采用D检验#!b'%'()

/!结果

/T1!+"P对细胞周期的影响

流式细胞仪检测结果发现T,!$=U9;!=:<W\T=

O!组细胞处于 W!+W' 期比例高于 T,!$ 组与

T,!$=:<W\T=O!组!T%'%'("&而5期和W"+U 期

细胞比例及 TF#均低于对照组 T,!$ 与 T,!$=

:<W\T=O!#差异有统计学意义!T%'%'("#见表!)

/T/!+"P对细胞连接的影响

表1!+"P对P>13细胞周期的影响

7'EK,1!.AA,$=9?A+"P=:'(9A,$=#?(?($,KK$G$K,?AP>13$,KK9

W872: ) !W!+W'"+̂ 5+̂ !W"+U"+̂ TF

T,!$ # "#%!'e'%!? *$%'!e!%)? "%)?e!%&? *&%?'e#%()

T,!$=:<W\T=O! # "$%'!e"%&( *#%)#e"%(( "%#*e'%$' *&%"'e"%?(

T,!$=U9;!=:<W\T=O! # #!%?)e'%#$" &&%""e"%"#" !%&(e'%?$" &*%)*e#%!*"

!!"T%'%'(#H9%T,!$4/1T,!$=:<W\T=O!0872:9

!!透射电镜观察结果!图!"显示#与T,!$组的细

胞间距6!$#%(!e*%"*"/+7*T,!$=:<W\T=O!组的

细胞间距6!#)%#&e!'%?!"/+7相比#T,!$=U9;!=

:<W\T=O!组细胞间距为!"*%)*e&%?&"/+#细胞连

接较紧密#差异有统计学意义!T%'%'(")

图1!透射电镜观察 +"P对P>13细胞间距!虚线"的影响!左#̀

/000&右#̀ N000"

J#D1!.AA,$=9?A+"P=:'(9A,$=#?(?($,KKD'@9!-?==,-K#(,"E,H=,,(

P>13EG7.+ !K,A=# /̀000&:#D%=# Ǹ000"

L$T,!$&Q$T,!$=:<W\T=O!&,$T,!$=U9;!=:<W\T=O!%

B-.K7E3/;-.>.D;D3028.G49677+.13/;7;-.830-;

/T6!+"P对细胞 .C$'-%,:#(和 a#<,(=#(<8L;

及蛋白表达的影响

见图 ")T,!$=U9;!=:<W\T=O! 组 细 胞 <=

A41-.83/的 +ROL 及蛋白表达水平升高 !T%

'l'("#Z3+./;3/的 +ROL及蛋白表达水平降低#

与T,!$组及T,!$=:<W<T=O!组相比#差异有统

计学意义!T%'%'(")

图/!+"P对P>13细胞.C$'-%,:#(和a#<,(=#(<8L; !;*>"和蛋

白!̂ *B"表达的影响

J#D/!.AA,$=9?A+"P=:'(9A,$=#?(?(=%,,U@:,99#?(9?A.C$'-%,:#(

'(-a#<,(=#(<8L;9!;#>"'(-@:?=,#(9!̂ #B"#(P>13

!$T,!$=U9;!=:<W\T=O!&"$T,!$=:<W\T=O!&#$T,!$&L#

Q$<>.A;87:-78.;7084+&,#M$,-48;9%"T%'%'(

*'"
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6!讨论

肿瘤转移是恶性肿瘤发展一个重要的过程$细

胞之间的黏附能力降低#癌细胞与基底膜黏附力增

强#基底膜逐渐被降解#最后癌细胞游离#浸润渗透

基质#生成新的淋巴管和血管-*.)<UB可以促进肿

瘤的转移
-!.#研究表明在 U5T充足的情况下#RSO

过表达可以促进<UB发生#增强细胞的迁移*侵袭

能力
-?.)U5T是一种具有免疫调节活性的糖蛋白#

参与炎症反应#并且在多种动物的肝*肾*肺等器官

的炎症疾病模型中扮演一个关键的调节器角色#此

外 U5T还参与调控细胞凋亡#具有促进和抑制细

胞凋亡的双重功能
-!".)目前#许多研究表明 U5T

在RSO过表达的情况下对癌细胞有影响#但对于

U5T通过其他路径影响肿瘤的发生却未见报道)

T,!$是RSO和U5T阴性的O5,V,细胞#前期本

课题组发现在无RSO的情况下#U5T可以抑制肿

瘤细胞的增殖*迁移和浸润能力-!!.)这提示 U5T

对肿瘤细胞的生物学特性可能会通过非RSO的途

径而产生影响)癌细胞能无限增殖是因为细胞周期

调控失常)我们推测 U5T通过影响细胞周期抑制

细胞增殖#以及通过抑制<UB反应抑制细胞的迁

移*侵袭)因此#本实验通过对细胞周期<UB标志

物和细胞间隙的检测#探讨 U5T对T,!$细胞周期

和<UB的影响)

!!本研究发现#与T,!$及T,!$=:<W\T=O!细胞

相比#T,!$=U9;!=:<W\T=O!细胞处于W!+W' 期的

比例增高#5期及W"+U期比例降低)W! 期是细胞

接受外部信息*进入分裂期的关键期#恶性细胞的细

胞周期往往发生改变#成为无限增殖的细胞#此结果

说明 U5T抑制T,!$细胞从 W! 进入到5期的过

程#从而抑制细胞的增殖*侵袭和迁移)当细胞发生

<UB时#细胞之间的连接被打断#细胞间隙增大)

与 T,!$ 及 T,!$=:<W\T=O! 细 胞 相 比#T,!$=

U9;!=:<W\T=O!细胞之间的间隙减小#细胞连接

较紧密#这从形态学上说明细胞的<UB能力受到

U5T 抑 制)T,!$=U9;!=:<W\T=O! 细 胞 <=

A41-.83/表达量升高#而 Z3+./;3/表达量降低#这

两个<UB分子标志物的变化#表明 U5T在一定程

度上抑制了T,!$细胞<UB能力)

以上结果表明 U5T除了与RSO受体结合外#

还能与其它受体发生反应#起到抑制肿瘤细胞<UB

以及影响细胞周期的作用)但 U5T存在何种非

RSO途径影响T,!$细胞的<UB和细胞周期#以

及在生物体内 U5T如何作用于T,!$细胞#还尚未

明确#需要进一步探究)
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