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对结直肠癌细胞上皮
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间质转化及侵袭能力的影响"
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"摘要#
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目的
!

明确叉头框
21

"

T̂ c21

$在结直肠癌细胞侵袭迁移中的作用%方法
!

采用逆转录病毒感染的方法建立

T̂ c21

稳定过表达的结直肠癌细胞株"

8a0/%

&

T̂ c21

$及空载体对照细胞株"

8a0/%

&

C

4?N9

$!显微镜下观察结直肠癌细胞形态

改变%
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及免疫荧光法检测
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过表达细胞株及对照细胞株中
S.G?!A9@#,
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的表达情况#
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侵袭小室实验检测结直肠癌细胞迁移能力的改变%结果
!

过表达后
8a0/%

细胞的形态发生了明显的变化!从原来典型

的上皮细胞形状变成长梭形!类似于成纤维细胞的形态#

a9+B9@,4>"B

及免疫荧光检测结果显示!
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过表达后上皮分子标志

物
S.G?!A9@#,

表达明显下调!而间质分子标志物
#̀D9,B#,

及
_.G?!A9@#,

表达显著上调#
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侵袭实验结果显示!

T̂ c21

过

表达后结直肠癌细胞侵袭潜能明显增强%结论
!

T̂ c21

过表达能诱导结直肠癌细胞
8a0/%

发生上皮
.

间质转化并增强其侵袭

能力%
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#上皮
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结直肠癌是全球发病率最高的恶性肿瘤之一#全球每年新

发病例已增至
$%%

万#其发病率以
0&1P

的速度螺旋递增'

$.1

(

)

转移是导致结直肠癌治愈率低*死亡率高的主要原因'

'.0

(

)上

皮
.

间质转化是肿瘤转移的重要步骤#使细胞失去上皮细胞表

型获得间皮细胞表型#促使细胞转移至邻近组织和远端器官#

引起细胞的侵袭转移'
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&又 名 间 充 质 叉 头 框
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J

D9L"@\A9?!$
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UbT$

&#属于叉头框转录因子超家族成员#最初发现于小鼠脑

组织'

-

(

)人类
T̂ c21

基因定位于
$)

X

10&'

#其编码的蛋白参

与调节包细胞分化*代谢*发育*增殖和凋亡等不同的细胞过

程'

/

(

)近年来的研究表明#

T̂ c21

在乳腺癌*胃癌*非小细胞

癌和食管癌中高表达#其异常高表达与肿瘤的生长*侵袭和转

移能力密切相关'

(.$0

(

)然而#

T̂ c21

在结直肠癌侵袭转移中

的作用及分子机制尚未研究清楚)本研究旨在探讨
T̂ c21

对结直肠癌细胞上皮
.

间质转化及侵袭迁移潜能的影响)
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材料与方法
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材料
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细胞株
!

人结肠癌细胞株
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#人胚肾细胞株

1('TB

为南方医科大学病理学实验室自存)

>&>&?

!

实验试剂
!

胎牛血清*

;7UO.$)0%

购自美国
I#N#G"

公

司#

7̀ QT

膜购自美国
U#>>#

C

"@9

公司#
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小室购自美

国
4Q

公司#

S.G?!A9@#,

*

#̀D9,B#,

*

_.G?!A9@#,

抗体购自美国

4#":"@>!

公司#兔二抗及鼠二抗购自美国
=A9@D"

公司#

#

.=E.

NE>#,

购自北京锐抗公司)
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!

方法
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!

构建稳定细胞株
!

$

$

&培养并传代病毒细胞
1('TB

细

胞#转染前
10A

#取对数生长期细胞#胰酶消化后#按每孔
3V

$%

3 个接种于
)

孔板中)当细胞生长成
/%P

时进行转染)$

1

&

将重组质粒及阴性对照质粒各
13

!

F

#慢病毒包装质粒
13

!

F

分别加入
S7

管中#依次加入
I#N#G"b

1

^

至
$3%

!

5

#加入
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13%

!

5

#最后加入
1%%

!

5

缓冲液$

1Vb48

#

C

b-&%

&#室

温静置
13D#,

后加入
1('TB

细胞中#随后加入氯喹
'%

!

5

)

$

'

&

10A

后#收集细胞培养上清液#用
%&03

!

D

孔径的滤器

$

U#>>#

C

"@9

公司产品&过滤#收集滤液#按
0

!

F

"

D5

加入
C

">

J

.

N@9,9

#混匀后#加至提前
$!

接种于
)

孔细胞培养板中的待转

染细胞$

0V$%

3 个"孔&上#每隔
0A

收集一次病毒上清液并加

入待转染细胞中#连续感染
'

次)$

0

&感染结束后
10

$

0/A

#用

含
$

!

F

"

D5

嘌呤霉素的培养基筛选阳性克隆#连续筛选
'!

#

每天换液)$

3

&收集以上细胞株的
;_<

和蛋白#用荧光定量

72;

和
a9+B9@,N>"B

方法鉴定)

>&?&?

!

a9+B9@,N>"B

!

蛋白用
$%&3P8Q8.7<IS

凝胶进行电

泳分离#湿法转印至
7̀ QT

膜上#转膜结束后兔抗人
T̂ c21

抗体#

S.G?!A9@#,

*

#̀D9,B#,

*

_.G?!A9@#,

单克隆抗体孵育过夜#

次日加入辣根过样化物酶标记的二抗#于室温孵育
03D#,

后#

洗脱抗体#常规显色发光)

>&?&@

!

免疫荧光实验
!

细胞转染后
10A

消化计数#爬片#漂

洗#固定#再漂洗#加一抗过夜#次日加入带荧光二抗#避光反应

$A

#漂洗#染色#激光共聚焦显微镜下观察)

>&?&A

!

=@?,+:9>>

迁移实验
!

细胞转染后
10A

消化计数#加

入放置了
=@?,+:9>>

小室的
10

孔板中#上层小室加入含
3P

胎

牛血清的培养基#下层小室加入含
1%P

胎牛血清的培养基#孵

育
0/A

#取出#固定#染色#显微镜下随机选取视野拍照计数)

>&@

!

统计学处理
!

采用
87881$&%

统计软件进行分析#两独

立样本
8

检验#以
E

%

%&%3

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>
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T̂ c21

过表达后结直肠癌细胞形态变化
!

T̂ c21

稳定

过表达后#

8a0/%

细胞的形态发生了明显的变化#从原来典型

的上皮细胞形状变成长梭形#类似于成纤维细胞的形态)见

图
$

)

?&?

!

T̂ c21

过表达后上皮
.

间质转化标志物的变化
!

a9+B.

9@,N>"B

实验显示#与对照组相比#

T̂ c21

过表达后#上皮标记

物
S.G?!A9@#,

的表达下调#而间质标记物
#̀D9,B#,

#

_.G?!A9@.

#,

表达上调$图
1

&)免疫荧光实验显示#与对照组相比#

T̂ c21

过表达后#上皮标记物
S.G?!A9@#,

的表达强度下调#而

间质标记物
#̀D9,B#,

*

_.G?!A9@#,

表达强度上调$图
'

&)

图
$

!!

T̂ c21

过表达
8a0/%

的形态学变化

图
1

!!

a9+B9@,N>"B

检测
T̂ c21

过表达细胞株与对照组

细胞株中上皮
.

间质转化标志物的表达

?&@

!

T̂ c21

过表达后结直肠癌细胞侵袭迁移潜能的变化
!

=@?,+:9>>

迁移实验结果显示#与对照组相比#结直肠癌

8a0/%

细胞
T̂ c21

过表达后迁移的细胞明显增多#差异有统

计学意义$

E

%

%&%$

&)见图
0

)

图
'

!!

免疫荧光法检测
T̂ c21

过表达细胞株及对照细胞株中
S.G?!A9@#,

'

#̀D9,B#,

'

_.G?!A9@#,

的表达情况$
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期



图
0

!!

=@?,+:9>>

侵袭小室实验检测结直肠癌细胞迁移能力的改变$
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讨
!!

论

肿瘤转移是一个多步骤*多阶段的复杂过程#包括肿瘤微

环境的改变*细胞迁移*细胞运动及肿瘤血管形成等过

程'

$3.$)

(

)近年来发现#上皮
.

间质转化的异常激活存在于多种

病理性过程中#包括上皮来源的肿瘤的纤维化和转移性扩

散'

$-

(

)在肿瘤中#上皮
.

间质转化使得上皮细胞从原发肿瘤脱

落下来#侵袭到周围基质中#因此#肿瘤性的上皮
.

间质转化是

转移进展最初阶段的重要步骤之一'

$/

(

)在侵袭性肿瘤中#有

多种信号通路和
SU=

诱导基因的异常激活#包括
=IT.

#

*

a,B

"

%

.G?B9,#,

信号通路*

8,?#>

"

8>E

F

转录因子家族*

=:#+B

转

录因子家族等'

$(

(

)

叉头框家族蛋白是在进化过程中高度保守的转录因子家

族#该转录因子家族成员共包含了
$-

个亚家族$

T̂ c<.;

&#目

前在人类发现至少有
0%

多个成员)

T̂ c

蛋白家族成员在多

种生物学进程包括代谢*发育*分化*增殖*凋亡*转移*侵袭和

寿命中都起着重要的作用)因此#

T̂ c

功能的失调可改变细

胞的命运和促进肿瘤的发生)大量的体内实验证明#

T̂ c

家

族蛋白在发育和维持组织稳态中起着重要作用'

1%

(

)研究表

明#

T̂ c21

在胚胎发育*机体代谢调节*脉管系统的发育及肿

瘤血管生成中起着重要的作用'

1$.1'

(

)近年来#越来越多的研

究表明#

T̂ c21

在肿瘤发生及转移过程中起不可忽略的作用)

研究显示#

T̂ c21

通过直接诱导趋化因子
0

受体和整合素
'

#

从而促进肿瘤血管及淋巴管形成'

10

(

)有研究表明
T̂ c21

过

表达促进间叶细胞的分化#诱导基质金属蛋白酶
.1

$

UU71

&和

基质金属蛋白酶
.(

$

UU7(

&的表达'

13

(

)有研究显示
7$1%.

G?B9,#,

是肿瘤上皮细胞中稳定
S.G?!A9@#,

的一种调节蛋白#

T̂ c21

能下调
7$1%.G?B9,#,

表达#从而间接抑制上皮标志物

S.G?!A9@#,

表达#导致肿瘤发生上皮
.

间质转化'

1)

(

)在乳腺癌

中#

T̂ c21

的表达与上皮
.

间质转化和干细胞特性相关#干扰

T̂ c21

表达能抑制细胞的间质表型和相关的侵袭行为及干细

胞特性#而
T̂ c21

过表达又能诱导肿瘤干细胞特性及乳腺癌

细胞的转移'

1-

(

)本研究的实验结果提示#

T̂ c21

过表达促使

结直肠癌
8a0/%

细胞发生显著的上皮
.

间质转化形态学改变)

同时#

T̂ c21

过表达后#

8a0/%

细胞中上皮细胞标志物
S.

G?!A9@#,

表达下调#而间质标志物
D̀9,B#,

*

_.G?!A9@#,

表达上

调)此外#

T̂ c21

过表达后#

8a0/%

细胞的侵袭迁移能力增

强)这些研究结果表明#

T̂ c21

在结直肠癌中的过表达能诱

导上皮
.

间质转化发生#并增强结直肠癌细胞的侵袭迁移能力)

综上所述#本研究提示
T̂ c21

过表达可能参与结直肠癌

侵袭转移的早期步骤#更为
T̂ c21

作为新的结直肠癌转移分

子标志物提供科学依据#对于结直肠癌转移的临床干预治疗具

有重要科学意义)
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