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目的
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探讨体外共培养体系中胆管癌细胞"
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%对人脐静脉内皮细胞"
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%$碱性成纤维细胞生长因子"

F.
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%和血管内皮生长因子"
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%表达的影响&方法
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建立胆管癌
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细胞与
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体外共培养体系!采用
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法检

测共培养不同时相
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的增殖'
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检测共培养上清液中
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含量'
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<=.;6<

和
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检测共培养不同时相点

3Ic:6

细胞
c:\Z9<@5

和蛋白质的表达&结果
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共培养后
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组比较!共培养
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上清液中
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含量显著增高"
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%&共培养
$1M

时
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表达显著增

加!并持续至
-1M

"

/

$

%&%$

%!

c:\Z

蛋白表达在共培养
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后显著增高!
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时与对照组比较差异有统计学意义"
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人胆管癌
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细胞可促进血管内皮细胞增殖$增加
F.Z\Z

分泌和
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表达&
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和
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表达增加与

肿瘤血管新生!以及肿瘤的生长和转移可能具有相关性&
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胆管癌是来源于肝内或肝外胆管上皮的恶性肿瘤#早期临

床症状不典型#易向周围组织*血管和神经浸润&

$

'

)肿瘤内部

血管生成对肿瘤生长*转移具有重要作用#肿瘤血管的生成涉

及多种促血管生成因子#其中碱性成纤维细胞生长因子$
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%是最强有力的血管生成因

子)研究表明肿瘤细胞与正常内皮细胞共培养体系能够在体

外有效诱导正常内皮细胞的瘤化发展及血管新生)本研究通

过建立体外胆管癌细胞
LS6('(

和人脐静脉内皮细胞$

M89O,

89F#G#?OGQC#,C,!"DMCG#OG?CGG

#

3Ic:6

%共培养体系#观察共培

养时
3Ic:6

细胞增殖#以及
F.Z\Z

分泌和
c:\Z

表达的变

化#探讨胆管癌细胞对正常内皮细胞功能的影响)
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材料与方法
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材料
!

人胆管癌细胞株
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由第三军医大学西南医

院王曙光教授惠赠(
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细胞共培养
!

取对数生长期的
LS6('(

细胞置于
10

孔
=EO,+UCGG

共培养系统下室#
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胎牛血清的
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培

养基共培养#细胞初始浓度比为
1d$

)同时另外单独培养
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和
3Ic:6

细胞于共培养系统的下室和上室#上*下

室为相同培养基)以共培养
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和
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时#分别检测培养上清液
F.Z\Z

的分泌#各组
3Ic:6

细胞增殖#以及
c:\Z9<@5

和蛋白质的表达)
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比色法检测
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增殖
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细胞接

种于共培养系统的下室#
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细胞和
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共培养细胞

浓度比例为
1d$

#同时按相同浓度接种
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单独培养于

上室#每孔加入
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培养液
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培养箱中分别共培养
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和
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#酶标

仪上选定
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为测定波长#

)'%,9

为参考波长#检测每孔

光密度值$
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值%#以共培养各时相
J4

值减去相应单独培养
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的
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值#得出共培养
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对
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增值的

影响)
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检测共培养上清液中
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取
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#

A

收集

的上清液#检测步骤按试剂盒说明书进行#显色后酶标仪
02%

,9

测
J4

值#共培养各时相
J4

值减去相应单独培养
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和
3Ic6:

各组的
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值#根据绘制的标准曲线求出
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含量)
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实时定量聚合酶链反应$
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#取
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扩增#步

骤按试剂盒说明书进行)共培养各时相
9<@5

的相对表达量

减去相应单独培养
3Ic:6

各组
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的相对表达量#得出

共培养
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对
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表达的影响)
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检测
c:\Z

蛋白表达
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常规提取蛋白

质#

S65

法定量#取
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#

P

样品加入
2Y747.;5\:

样品缓冲

液#沸水煮
29#,

#行
747.;5\:

蛋白电泳#内参为
\5;43
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其后转移至
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膜#按免疫印迹试剂盒说明书操作#化学发

光凝胶成像系统检测
c:\Z

表达量)共培养各时相蛋白的相

对表达量减去相应单独培养
3Ic:6

各组蛋白相对表达量#

得出共培养
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对
3Ic:6

细胞
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蛋白表达的

影响)
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统计学处理
!

应用
7;77$(&%

统计软件进行统计分析#

计量资料用
Ie0

表示#
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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法检测
LS6('(

和
3Ic:6

共培养对
3Ic:6

细胞增殖的影响
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和
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增

殖较对照组显著增加$
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$
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%)共培养
-1M3Ic:6
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增殖能力较
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共培养不同时间
F.Z\Z

的分泌变化
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较
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共培养不同时间
3Ic:6

的
c:\Z9<@5

及蛋白表达

变化
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)共培养
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时
3I.

c:6
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表达升高#持续至
-1M

$
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%(共培

养
-1M

和
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*

10M

比较显著增高$

/

$

%&%$

%#和
0/M

比较有所

增高#但差异无统计学意义$
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c:\Z

蛋白表达在共

培养
$1M

时亦显著升高#持续至
-1M

$

/
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%(共培养
-1M

较
$1M

时显著增高$
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%#和
10

*

0/M

比较有所增高#但

差异无统计学意义$
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1
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组(
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组(
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图
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共培养不同时间
3Ic:6

的
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蛋白表达
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讨
!!

论

肿瘤微环境中各类细胞相互接触*相互依存*相互作用#共

同维持着肿瘤的各种特性)血管新生是肿瘤生长和转移的重

要病理基础和条件&

1.'

'

)肿瘤细胞和周边宿主细胞分泌表达多

种细胞因子#这些因子所形成的微环境有利于新生血管的生

成#其中
F.Z\Z

和
c:\Z

是最重要的血管生成因子#对内皮细

胞具有高度特异性)研究显示&

0.)

'

#肿瘤细胞的条件培养液可

刺激血管内皮细胞的增殖#增加黏附力和侵袭力#促进血管形

成)本研究采用共培养方式#观察胆管癌细胞株
LS6('(

对

3Ic:6

增殖及促血管生成因子分泌的影响#结果表明体外共

培养胆管癌细胞和
3Ic:6

#可促进
3Ic:6

的增殖及
F.Z\Z

分泌与
c:\Z

的表达增加)

F.Z\Z

是
Z\Z

家族中的重要成员#诱导内皮细胞萌芽*增

殖#增加血管通透性#促进血管新生&

-
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)有研究&

/

'证实#丝裂原

活化蛋白激酶$
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>
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H5;V

%是
F.

Z\Z

和
c:\Z

共同信号通路中的一个重要信号蛋白#通过激

活
H5;V

可促使内皮细胞间的连接和增殖)早在
$((/

年#

7C

P

MĈ #̂

等&

(

'就提出
F.Z\Z

主要通过细胞的自分泌机制上调

c:\Z

在内皮细胞中的表达)随后的研究发现#

F.Z\Z

可通过

刺激
c:\Z

的表达及肿瘤血管内皮细胞的增殖作用激活血管

新生&

$%

'

)

FZ\Z

通过与靶细胞上的受体结合而发生作用#因此

细胞内合成的
F.Z\Z

须分泌到细胞外才能发挥其生物学功

能)本实验结果中#

F.Z\Z

的分泌在共培养
$1M

即显著升高#

10

*

0/M

亦显著高于对照组(

c:\Z9<@5

和蛋白的表达在共

培养各时相点均较对照组显著升高)

c:\Z

能特异性促进血

管内皮细胞分裂增殖#同时增加血管通透性#使血管内成分渗

漏#为血管内皮的迁移及血管形成提供基质)本研究共培养

-1M

时#

3Ic:6

增殖虽显著高于对照组和
$1M

组#但较
10

*

0/M

时差异无统计学意义(共培养
-1M

时#

F.Z\Z

分泌较对照

组差异不显著#而
c:\Z

的表达显著高于对照组#推测可能与

共培养
-1M

时
3Ic:6

增殖减缓及细胞分泌
F.Z\Z

能力降

低有关)此外#

c:\Z

的表达还可能受到其他因子的调

%2-$
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本研究表明#胆管癌细胞能促进血管内皮细胞的增殖#以

及
F.Z\Z

分泌和
c:\Z

表达#增强内皮细胞血管生成的能力#

为肿瘤发生*发展和转移提供条件和环境)实验结果可为胆管

癌治疗中抗血管生成积累资料#在此基础上#有待进一步研究

其机制)
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下#辐射大鼠垂体分泌
Z73

的能力并未受到明显影响)造成

这一结果可能的原因为!$

$

%其功能虽有轻微改变#但在辐射后

10M

内恢复正常($

1

%由于辐射大鼠
[@3S

下降#腺垂体分泌

Z73

功能部分受损#仍能代偿性分泌
Z73

)

[@3S

浓度结果

表明#当辐射剂量小于
)%9B

"

?9

1 时#短期的全身微波辐射

并未对血浆抑制素浓度产生明显影响#间接反映了睾丸支持细

胞分泌
[@3S

能力未受损)只有当辐射剂量增加到一定程度

时$

(%9B

"

?9

1

%#睾丸支持细胞的分泌功能才收到明显抑制)

关于电磁辐射引起损伤的具体机制#至今仍未达成共识)

细胞膜氧化酶体系的活化*

4@5

损伤&

$1

'

*细胞凋亡增加等多

种机制均曾被提及#但这些机制均不能完全解释同种细胞或组

织的所有病理改变)故辐射对机体的损伤很可能是通过多种

机制共同作用的)近年来#随着移动电话的普及及使用#通过

手机辐射或模拟手机辐射对大鼠*细胞等进行辐射研究#以期

找出微波辐射对机体损伤的具体机制)截至目前#氧化应激被

认为是电磁辐射引起机体损伤的最重要机制#许多研究都正围

绕这一内容开展#未来可能解开电磁辐射是怎样影响人体生理

功能的这一谜题)
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