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"摘要#
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目的
!

上皮间质转化"

W2=

$与大肠癌化疗耐药的关系%方法
!

采用
=C8,+KBGG

细胞迁移实验及
=C8,+KBGG

细胞侵

袭实验检测大肠癌奥沙利铂耐药细胞株
6]a]

#

6.]5;

与大肠癌
6]a]

亲本细胞迁移(侵袭能力!

SB+>BC,NG">

检测
6]a]

与

6]a]

#

6.]5;

细胞株上皮细胞标志因子
W.D8!ABC#,

和间叶细胞标志因子
a#HB,>#,

蛋白水平以评价
W2=

发生%然后用
ZTP.

'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

处理
6]a]

细胞诱导
W2=

!检测各组细胞迁移(侵袭能力及
W.D8!ABC#,

和
a#HB,>#,

蛋白表达评价表

型改变!通过
2==

法检测细胞增殖!

:,,BJ#,.a

#

;I

双染检测细胞凋亡以评价
T[0$31/)

诱导
W2=

后对大肠癌细胞株奥沙利铂

化疗敏感性的影响%结果
!

耐药细胞株
6]a]

#

6.]5;

形态学特点!

=C8,+KBGG

细胞迁移侵袭实验结果!

W.D8!ABC#,

和
a#HB,>#,

蛋白表达改变证实
6]a]

#

6.]5;

出现了典型的
W2=

表型改变%增殖与凋亡结果提示
T[0$31/)

诱导
W2=

后大肠癌细胞株的

化疗敏感性下降!导致大肠癌细胞化疗耐药%结论
!

本研究从耐药细胞株
6]a]

#

6.]5;

的
W2=

发生与诱导
W2=

对大肠癌细

胞表型的改变和化疗敏感性的影响两个角度证实了
W2=

与大肠癌化疗耐药间的直接关系!从而为未来干预大肠癌化疗耐药性

的治疗奠定基础并提供新的研究策略%
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随着人们生活水平的提高*饮食习惯的改变*人口老龄化

的影响#我国大肠癌患者数和死亡人数也逐年递增)据统计#

我国大肠癌每年新发病例已超过
$-

万#是发病率占世界第
'

位的恶性肿瘤#其病死率排第
0

位&

$

'

)大肠癌的治疗目前仍主

要采取以手术*化疗*放疗为主的综合治疗#其中化疗是大肠癌

综合治疗的主要方法之一)新一代化疗药物$如奥沙利铂*盐

酸伊立替康等%的应用在一定程度上提高了疗效#降低了复发

率#但仍有
3%c

以上的进展期大肠癌治疗失败)化疗耐药性

的产生是肿瘤治疗失败的关键因素#如何克服肿瘤细胞化疗耐

药是目前亟待解决的问题)新近研究发现#上皮间质转化$

B

4

.

#>ABG#8GHB+B,DA

@

H8G>C8,+#>#",
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W2=

%不仅在多种上皮源性肿

瘤的侵袭和转移中起关键作用&

1

'

#而且在一些肿瘤化疗耐药中

可能起重要作用&

'

'

)因此#本研究建立大肠癌奥沙利铂$

6.

]5;

%耐药细胞株#比较耐药细胞和亲本细胞表型差异#同时

观察诱导
W2=

对大肠癌细胞表型的改变和化疗敏感性的影

响#以探讨
W2=

与大肠癌化疗耐药间的关系)
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材料与方法
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!

材料

=&=&=
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细胞株
!

大肠癌细胞株
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#购自中国科学院上海

细胞生物所)奥沙利铂耐药大肠癌细胞株
6]a]

"

6.]5;

$前
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凋亡检测试剂盒#
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7"C,#,
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的
=C.

8,+KBGG

小室(奥沙利铂$江苏恒瑞医药股份有限公司%#上皮细

胞标志因子
W.D8!ABC#,

和间叶细胞标志因子
a#HB,>#,

单克隆

抗体#

ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

$

[#"+"?CDBI,>BC,8>#",8G

公司%#四甲基偶氮唑盐$
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化学发光试剂盒$上海贝博%)
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方法
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细胞培养
!

大肠癌
6]a]

亲本细胞培养于含
$%c

胎

牛血清的
<;2I.$)0%

培养基#

$%%H

M

"

H6

青霉素和
$%%H

M

"

6

链霉素的
<;2I.$)0%

培养液中#

'-_

#

3c 7]

1

*饱和湿度孵

箱培养)每
'

天传代
$

次)取对数生长期细胞用于实验)

=&>&>

!

耐药细胞株形态学观察和
=C8,+KBGG

细胞迁移检测
!

在光镜下观察耐药细胞株形态学上与其亲本细胞株之间的差

异#耐药细胞株是否出现间叶细胞形态特点)

=C8,+KBGG

细胞

迁移实验主要步骤!无菌条件下将迁移板拿出室温下放置
$%

H#,

#在上室加入
'%%

#

6

预温的无血清培养基#室温下静置

$3

!

'%H#,

#水化)用含有
%&3c \[T

低血清培养基重悬大肠

癌细胞*奥沙利铂耐药细胞株#调整浓度$

$

!

3

%

g$%

3

DBGG

"

H6

#

上室加
1%%

#

6

细胞悬液#下室中加入含有奥沙利铂的细胞培

养基
3%%

#

6

#

'-_

孵育
0/A

)棉签擦去上室上面的非迁移细

胞#移去
=C8,+KBGG+

#倒置#风干#

10

孔板中加入
3%%

#

6

含

%&$c

结晶紫染料#将小室置于其中#使膜浸没在培养基中#

'-

_'%H#,

后取出#

;[T

清洗)直径上取
3

个视野进行计数)

=&>&?
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=C8,+KBGG

细胞侵袭检测
!

无菌条件下将
=C8,+KBGG

小室拿出室温下放置
$%H#,

)包被基底膜#上室每孔加入
)%

!

/%

#

6

配置好的胶$刚好盖住基底膜#冰上操作%)水化基底

膜#每孔加入
3%

#

6

的
%&3c\[T

的培养基#

'-_

#

'%H#,

)用

含有
%&3c\[T

低血清培养基重悬大肠癌细胞*奥沙利铂耐药

细胞株#调整浓度$

$

!

3

%

g$%

3

DBGG

"

H6

#上室加
1%%

!

'%%

#

6

细胞悬液#下室中加入含有奥沙利铂的细胞培养基
3%%

#

6

#

'-

_

孵育
0/A

#染色和计数同迁移实验方法)
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蛋白免疫印迹法$

SB+>BC,NG">

%检测
!

每
$%

) 细胞加

裂解液
1%%

#

6

#

0_

#裂解
'%H#,

#离心取上清液测定蛋白水

平#经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

T9T.;:ZW

%垂

直凝胶电泳后#电转移至
;a9\

膜)

3c

脱脂奶粉室温封闭
1

A

#

=[T=

洗膜后分别加抗
W.D8!ABC#,

$

$h'%%

%*

a#HB,>#,

$

$h

1%%

%及
'

.8D>#,

一抗$

$h3%%

%#抗体
0_

单独孵育过夜(

=[T=

液冲洗#加标记辣根过氧化物酶的二抗室温孵育
1A

#洗膜后

W76

试剂显色#分别显影成像#凝胶成像系统进行图像分析#

以
'

.8D>#,

蛋白条带作为内参#结果用靶蛋白"
'

.8D>#,

比值

表示)

=&>&C

!
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法检测细胞增殖
!

收集对数生长期的大肠癌

6]a]

亲本细胞#消化并调整细胞悬液浓度#分于
()

孔板#每

孔
$%%

#

6

#

0%%%

个"孔)置于
'-_

*

3c 7]

1

培养箱中培养

10A

后#小心弃去培养基)实验根据以下分组进行#$

$

%单药

组$奥沙利铂%!

$&%$

*

1&%$

*

0&%1

*

/&%0H

M

"

6

($

1

%联合用药组!

细胞先与
3%

#

H"G

"

6

的
ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

共同

孵育
$1A

后再加入上述终浓度的奥沙利铂继续培养)$

'

%对

照组!不加药及
ZTP.'

'

特异性抑制剂)每组样品设
'

个复

孔)

10A

后小心吸去上清液#加入
/%

#

6

新鲜培养液#再加入

1%

#

62==

溶液$

3H

M

"

H6

%#并继续培养
0A

)然后吸掉上清

液#每孔加入
$3%

#

692T]

#置摇床上低速振荡
$%H#,

#使结

晶物充分溶解)在酶标仪
3-%,H

处测量各孔的吸光度$

H

%

值)计算细胞生长增值率$

c

%

eH

$实验组%"

H

$对照组%

g

$%%c

)

=&>&D

!

:,,BJ#,.a

"
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双染检测细胞凋亡
!

取对数生长期的

大肠癌
6]a]

亲本细胞#按
3g$%

3

DBGG

"

H6

以
$H6

体积接种

于
)

孔板内)培养
10A

后#根据以下分组分别继续培养
10A

!

$

$

%正常培养组$不含奥沙利铂及酶抑制剂
T[0$31/)

%($

1

%奥

沙利铂$

0&%1H

M

"

6

%组($

'

%

T[0$31/)

$

3%

#

H"G

"

6

%组($

0

%奥沙

利铂$

0&%1H

M

"

6

%

OT[0$31/)

$

3%

#

H"G

"

6

%组)胰酶消化并离

心收集细胞$

$%%%C

"

H#,

%#弃上清液#

;[T$H6

洗
$

次#离

心(加入
0%%

#

6N#,!#,

M

N?FFBC

和
$%

#

6:,,BJ#,a.\I=7

#

0_

孵育
'%H#,

(加入
;[T$H6

#离心洗涤
$

次(加入
;I3

#

6

#室

温避光
3H#,

)以标准程序用流式细胞仪检测#汞激发波长

0//,H

#计数
$%%%%

个细胞)

>

!

结
!!

果

>&=

!
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细胞株形态学观察和迁移*侵袭能力检

测
!

对前期建立的大肠癌奥沙利铂耐药细胞株
6]a]

"

6.

]5;

在镜下观察#具有间叶细胞形态学特点#出现较多伪足

$图
$

%)

=C8,+KBGG

细胞迁移实验及
=C8,+KBGG

细胞侵袭实验

结果发现
6]a]

"

6.]5;

细胞迁移侵袭能力均显著高于大肠

癌
6]a]

亲本细胞#见图
1

*

'

)

图
$

!!

光镜下大肠癌
6]a]

亲本细胞与耐药

细胞株
6]a]

%

6.]5;

&

g1%%

'

!!

"

!

"

$

%&%3

#与
6]a]

比较)

图
1

!!

大肠癌
6]a]

亲本细胞与耐药细胞株

6]a]

%

6.]5;

迁移实验结果

>&>

!

大肠癌
6]a]

亲本细胞与耐药细胞株
6]a]

"

6.]5;

上皮细胞标志因子
W.D8!ABC#,

和间叶细胞标志因子
a#HB,>#,

检测
!

采用
SB+>BC,NG">

检测
6]a]

亲本细胞与
6]a]

"

6.

]5;

细胞
W.D8!ABC#,

和
a#HB,>#,

蛋白水平#与
6]a]

亲本细

胞相比#

6]a]

"

6.]5;

细胞的
W.D8!ABC#,

表达下调#

a#HB,>#,

(%'1
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上调$图
0

%)

W2=

现象其重要特征就是肿瘤细胞的细胞膜
W.

D8!ABC#,

上皮标记表达缺失#获得间叶细胞表型#表达
a#HB,.

>#,

#因而上述结果证实耐药细胞株
6]a]

"

6.]5;

发生了

W2=

)

!!

"

!

"

$

%&%3

#与
6]a]

比较)

图
'

!!

大肠癌
6]a]

亲本细胞与耐药细胞株

6]a]

%

6.]5;

侵袭实验结果

!!

"

!

"

$

%&%3

#与
6]a]W.D8!ABC#,

比较(

&

!

"

$

%&%3

#与
6]a]

a#HB,>#,

比较)

图
0

!!

6]a]

亲本细胞与
6]a]

%

6.]5;

细胞
W.D8!ABC#,

和
a#HB,>#,

蛋白
SB+>BC,NG">

检测结果

!!

:

!

T[0$31/)

处理诱导
W2=

对细胞迁移能力影响(

[

!

T[0$31/)

处理诱导
W2=

对细胞侵袭能力影响)

"

!

"

$

%&%3

#与
0/A

对照组比

较(

&

!

"

$

%&%3

#与
-1A

对照组比较)

图
3

!!

ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

处理诱导

W2=

对细胞迁移(侵袭能力的影响

>&?

!

诱导
W2=

对大肠癌
6]a]

亲本细胞表型的改变
!

用

ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

处理大肠癌
6]a]

亲本细胞

以诱导
W2=

#检测各组细胞迁移*侵袭能力及
W.D8!ABC#,

和

a#HB,>#,

蛋 白 表 达 评 价 表 型 改 变)结 果 发 现
0/ A

后

T[0$31/)

处理组细胞开始迁移*侵袭能力显著高于对照组#且

3%

#

H"G

"

6

剂量
T[0$31/)

处理组显著高于
13

#

H"G

"

6

剂量

T[0$31/)

处理组#呈一定的剂量依赖关系#

-1A

后亦呈现相同

的趋势$图
3

%)用
ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

$

13

*

3%

#

H"G

"

6

%处理细胞
0/A

后#发现
W.D8!ABC#,

蛋白显著下调#

a#.

HB,>#,

显著上调#亦呈一定的剂量依赖关系$图
)

%)

!!

"

!

"

$

%&%3

#与
6]a]W.D8!ABC#,

比较(

&

!

"

$

%&%3

#与
6]a]

a#HB,>#,

比较)

图
)

!!

ZTP.'

'

特异性抑制剂
T[0$31/)

处理
6]a]

亲本细胞后
W.D8!ABC#,

和
a#HB,>#,

蛋白

SB+>BC,NG">

检测结果

!!

:

!各剂量奥沙利铂处理下大肠癌细胞株抑制率(

[

!奥沙利铂

$

0&%1H

M

"

6

%

OT[0$31/)

$

3%

#

H"G

"

6

%组与奥沙利铂$

0&%1H

M

"

6

%组凋

亡率)

"

!

"

$

%&%3

#

&

!

"

$

%&%3

#与奥沙利铂$

0&%1H

M

"

6

%组比较)

图
-

!!

诱导
W2=

对大肠癌细胞株化疗敏感性的影响

>&@

!

诱导
W2=

对大肠癌细胞株化疗敏感性的影响
!

通过

%$'1
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2==

检测发现#各剂量奥沙利铂处理下
T[0$31/)O

奥沙利铂

联合用药组抑制率均低于单药组#差异有统计学意义$

"

$

%&%3

%)

:,,BJ#,.a

"

;I

双染流式细胞仪检测结果发现奥沙利

铂$

0&%1H

M

"

6

%

O T[0$31/)

$

3%

#

H"G

"

6

%组凋亡率显著低于

奥沙利铂$

0&%1H

M

"

6

%组#见图
-

)

?

!

讨
!!

论

大肠癌是近二*三十年来发病数和死亡数在世界大多数国

家和地区上升最快的肿瘤之一)在我国#大肠癌也是常见肿瘤

之一#其中上海结直肠癌发病率已经接近西方发达国家的水

平#位居恶性肿瘤发病率的第
'

位)化疗作为大肠癌治疗的重

要手段#近十年来虽取得了较大进展#但疗效始终不理想#究其

原因#主要在于化疗耐药性的产生)近年研究表明
W2=

参与

了一些肿瘤细胞对多种化疗药物耐药性$

29<

%的产生#其机

制与经典的
29<

完全不同#但目前尚缺乏
W2=

直接参与大

肠癌细胞化疗耐药的直接证据)

W2=

指上皮组织丧失上皮特征而获得间叶的表型#是上

皮细胞在特定的生理或病理情况下向间叶细胞转分化的现象#

是胚胎发育和创伤修复等过程中的基础过程&

0

'

)

W2=

过程首

先是上皮组织基本结构消失#上皮细胞丧失细胞极性#细胞间

紧密连接*锚定连接*桥粒和细胞角蛋白中间丝消失#细胞内的

肌动蛋白微丝构成的细胞骨架应力纤维重新组合#并出现伪

足#上皮细胞变形#迁移能力增强&

3.)

'

)

W2=

过程是可逆的#在

特定的条件下亦可发生间叶
.

上皮转化$

2W=

%)

W2=

现象其重要特征就是肿瘤细胞的细胞膜
W.D8!ABC#,

等上皮标记表达缺失#获得间叶细胞表型#表达
a#HB,>#,

#细

胞黏附能力减弱#迁移和侵袭能力增强&

-

'

)

W2=

的机制主要

由于上皮细胞本身或周围微环境改变#导致一系列信号传导途

径激活#细胞核内相关转录因子发挥调控作用)不同程度的上

皮细胞转化过程是由精确的信号转导机制调控#细胞外多种信

号$

S,>

*

=Z\

*

\Z\.1

和
I6P

等%通过与细胞表面特异受体结

合#活化不同的核内转录因子$

=K#+>

*

T,8#G

*

TG?

M

*

6\W.$

和

52Z:1

等%

&

/

'

#这些转录因子的共同特征是含有能识别靶基

因启动子上的
W.N"J

基序的
9X:

结合序列#从而调节靶基因

表达#启动
W2=

)

近年研究发现#上皮源性肿瘤细胞
W2=

在肿瘤细胞化疗

耐药中发挥重要作用)

TA8A

等&

(

'研究发现#吉西他滨耐药的

胰腺癌细胞株出现典型的
W2=

表型改变#细胞黏附能力减

弱#侵袭和迁移能力增强(细胞膜
W.D8!ABC#,

*

'

.D8>B,#,

表达缺

失#细胞质
a#HB,>#,

表达增强)

7AB,

M

等&

$%

'报道了紫杉醇耐

药的乳腺癌*

P8

*

#

@

8H8

等&

$$

'也报道了紫杉醇耐药的卵巢癌等

肿瘤细胞均出现了典型的
W2=

形态学改变和表型特征)而

另有研究表明#过表达
=K#+>

和
T,8#G

的肿瘤细胞显示明显的

化疗抵抗#敲除后可增强肿瘤细胞化疗敏感性&

$1

'

)新近研究

也发现#用
<X:#

沉默调控
W2=

信号途径关键因子
T,8#G

和

=K#+>

可增强肺癌细胞顺铂化疗敏感性&

$'

'

)从以上研究发现

可以看出
W2=

与多种上皮源性肿瘤化疗耐药存在密切关系#

但是否为上皮源性肿瘤的特异性机制*

W2=

是否同样参与其

他类型肿瘤化疗耐药#以及
W2=

参与大肠癌化疗耐药的具体

机制还有待深入研究)

综上所述#本研究从耐药细胞株
6]a]

"

6.]5;

的
W2=

发生与诱导
W2=

对大肠癌细胞表型的改变和化疗敏感性的

影响两个角度证实了
W2=

与大肠癌化疗耐药间的直接关系#

获得了
W2=

参与大肠癌化疗耐药的直接证据#从而为未来干

预大肠癌化疗耐药性的治疗奠定基础并提供新的研究策略)
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