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#血管生成的作用及意义$方法
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干扰胰腺

神经内分泌肿瘤
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细胞系
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检测其细胞增殖!

JC,+GFHH

检测迁移!小管形成实验检测其促血管生成$结果
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检测显示对照组和干扰组培

养上清液处理的
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细胞侵袭能力较对照组减弱!对照组"
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#&小管形成实验显示干扰组细胞培养上清液处理的
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细胞小管形成减少!对照组为
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!干扰组为
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干扰
39S.$

细胞
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表达可抑制与其共培养的
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细胞的成管能力!提示
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可能具有促进

TS<J+

相关血管生成的作用!是
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新的潜在治疗靶点$
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%发生率较低#进展缓慢#生存期相对较长&

$

'

#但其迁延

病变同样对患者生命健康造成重要危害#是我国最为常见的神

经内分泌肿瘤类型&
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'

#其组织血管丰富#抗血管生成是主要的

治疗策略之一)分子靶向药物舒尼替尼已被批准用于
TS<J+

的治疗&

'

'

)但临床观察显示#舒尼替尼治疗
TS<J+

#在短暂获

益后#肿瘤侵袭能力显著增强#更易发生转移&

0

'

)提示寻找新

的抗血管生成靶点#可能为
TS<J+

治疗提供新的思路)神经

纤毛蛋白
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%表达于黑色素瘤*神经母细胞

瘤和胶质母细胞瘤等肿瘤细胞&

2

'

)目前有研究表明#

SIT1

可

与血管内皮生长因子$

i<̀ P

%

$02

及
i<̀ P.6

结合&

)
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#发挥促

血管生成作用)本课题组前期实验发现#在
TS<J+

细胞中也

有
SIT1

的表达#其对血管生成的作用及意义尚不清楚#国内

外少见相关报道)本实验拟通过干扰
TS<J+

细胞系
39S.$

中
SIT1

表达#探讨
SIT1

对
TS<J+

血管生成的影响以及潜

在的临床意义)
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材料与方法
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!

细胞株
!

人胰腺神经内分泌肿瘤细胞株
39S.$

由意大

利
iFB",C

大学
5MCB

@

C

实验室惠赠#由本实验室传代并保种)
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细胞为本实验室常规培养)
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材料与试剂
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*
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培

养基购自美国
#̀NM"

公司(谷氨酰胺粉末购自美国
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D
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公

司(

66V./

试剂购自日本同仁公司(
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质粒及

对照空转质粒由赛业公司提供#质粒提取试剂盒
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公司#
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小室购于
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公司)
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方法
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细胞传代和培养
!

人
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细胞系
39S.$

以含
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胎牛血清和
1%OO"H

"
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#美国%的
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培养基培养(
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以含
$%X

胎牛血清的
74<4

培养基培

养#置于
'-g

*

2X 69

1

的无菌恒温培养箱中#常规培养传代)
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!

SIT1V7

的
39S.$

细胞系构建
!

步骤依次为质粒抽

提*包装病毒*慢病毒感染)干扰组使用
+:IS8SIT1V7

质

粒#对照组使用
5MBCONHF+:IS8

质粒)

=&?&>&=

!

质粒抽提
!

将
+:IS8SIT1V7

质粒及
5MBCONHF
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月第
0)

卷第
$1

期



+:IS8

质粒按照说明书进行质粒抽提#测浓度后保存$

5MBCO.

NHF+:IS8

质粒用于对照%)

=&?&>&>
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包装病毒
!

取对数生长期的
1('J

细胞计数#将

1&2_$%

) 细胞接种于直径
$%MO

细胞培养板中#置于
'-g

*

2X69

1

的无菌恒温培养箱中过夜(待细胞密度达
'%X

时进行

慢病毒包装(取无菌
$&2O=

离心管
1

个#记为
8

*

3

管#

8

管中

加入
2%%

#

=9

@

K#O.4<4

培养基#再分别加入
2

#

D

目的质粒

和
)

#

D

包装质粒#室温静置
2O#,

(

3

管中加入
2%%

#

=9

@

K#O.

4<4

培养基和
$%

#

==#

@

"LFMKCO#,F1%%%

#将
8

*

3

管混匀#室

温静置
$2O#,

(

1('J

细胞培养板用无菌
T35

洗
'

次#加入无

血清无双抗的
74<4

培养基#再分别加入已配好的质粒载体

混合溶液#置于
'-g

*

2X 69

1

的无菌恒温培养箱中(

):

后换

液#用无双抗*含
1%X

小牛血清的
74<4

溶液培养(

0/:

后收

取上清#

'%%%B

"

O#,

离心
$%O#,

#使用
%&00

#

O

的滤器进行过

滤#测定病毒滴度#分装后于
[/%g

保存)
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!

慢病毒感染
!

取对数生长期的
39S.$

细胞#将
0_

$%

0 细胞接种于
10

孔板中(待细胞密度达到
-%X

!

/%X

时换

液#加入
T"H

?

NBF,F

至终浓度为
)

#

D

"

O=

#加入适量病毒悬液(

继续培养
$):

后换成新鲜培养基(感染
-1:

后#进行细胞传代

培养#并加入
@

EB"O

?

M#,

进行筛选#持续
$2!

后利用蛋白免疫

印迹法$

YF+KFB,NH"K

%进行验证)
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!

YF+KFB,NH"K

检测
!

待细胞密度长至
-%X

!

/%X

时收

获各组细胞#

T35

漂洗
'

次$需吸出残余
T35

%#加入含蛋白酶

抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂解液#冰上裂解
2O#,

#用细

胞刮刮下板壁上的细胞后移入离心管中#置于冰上继续裂解

'%O#,

#

$1%%%B

"

O#,0g

离心
'%O#,

#取上清液#

[/%g

保存

备用(利用
368

工作液进行蛋白定量#根据定量结果配置上样

样本$每孔
12

#

D

%#加入
575.T8̀ <

蛋白上样缓冲液
0

#

=

(配

置
)X575.T8̀ <

凝胶(上样*电泳*转膜(

2X 358

封闭
1:

(

用一抗稀释液按照
$h$%%%

配置一抗溶液#

0g

摇床孵育
$1

:

(回收一抗置于
[1%g

保存(

T35J

洗膜
2O#,

#重复
0

次(使

用二抗稀释液按照
$h2%%%

配置山羊抗兔二抗溶液#室温摇

床孵育
1:

(

T35J

洗膜
2O#,

#重复
0

次(显影#采集图片(用一

抗二抗去除液洗膜
$%O#,

#去除已孵育一抗(

2X 358

封闭
1

:

#选用
'

.JENEH#,

内参作为一抗#按照前述孵育一抗*二抗及

显影步骤进行实验并采集图片)
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条件上清液的收集
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将对照组*干扰组细胞按照细胞

传代步骤进行消化*离心*混悬#用细胞计数板计数后按照每瓶

$%%_$%

0 进行传代#

10:

后进行换液#

2O=74<4

"

P$1

完全

培养基"瓶(换液
0/:

后将培养瓶中培养基分别收集之离心管

中#

$%%%B

"

O

离心
)O#,

#取上清液置于
[/%g

中保存备用)

=&?&A

!

细胞增殖实验
!

取对数生长期
; î<6

按照细胞传

代步骤进行消化*离心*混悬#用细胞计数板计数#用
74<4

完全培养基调整细胞浓度至
1_$%

0

"

O=

#混悬后按照每孔
$%%

#

=

加入
()

孔板中$对照组和干扰组分别设
)

*

$1

*

10

*

0/:0

个

时间点#每个时间点分别设有
2

个复孔#另设空白对照孔%#放

入
'-g

*

2X 69

1

的无菌恒温培养箱中培养(

):

细胞贴壁后#

向空白对照孔中加入
$%%

#

=74<4

"

P$1

完全培养基和
$%

#

=66V./

溶液(其余孔分别加入对照组*干扰组上清每孔
1%%

#

=

(放回
'-g

*含
2X 69

1

细胞培养箱中反应
1:

后置酶标仪

上检测
02%,O

处的吸光度$

Q

%值(剩余孔在设置的时间点按

上述方法检测)

=&?&J
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细胞迁移实验
!

取对数生长期
; î<6

按照细胞传

代步骤进行消化*离心*混悬#用细胞计数板计数#用
74<4

完全培养基调整细胞浓度至
2_$%

0

"

O=

#混悬后按照每孔
$/%

#

=

加入
JBC,+GFHH

小室中(按照分组分别向
JBC,+GFHH

小室下

层孔板中加入对照组*干扰组上清液每孔
)%%

#

=

$各设
'

个复

孔%(放入
'-g

*

2X 69

1

的无菌恒温培养箱中培养(

10:

后取

出需染色的
JBC,+GFHH

小室至新的
10

孔板中#

T35

洗
'

遍#每

孔
2%%

#

=0X

多聚甲醛室温固定
'%O#,

#磷酸盐缓冲液$

T35

%

洗
'

遍#

2%%

#

=

"孔结晶紫染色
$%O#,

#

T35

洗
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遍(用棉签轻

轻擦去
JBC,+GFHH

小室内部的细胞#显微镜下观察小室底外部

迁移出来的
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#图片采集)
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小管形成实验
!

将
0g

中预解冻的
4CKB#

D

FH

按照每孔
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#

=

加入
()

孔板中#置于
'-g

细胞培养箱中
'%O#,

凝固(

取对数生长期
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按照细胞传代步骤进行消化*离心*混

悬$用无血清培养基混悬%#用细胞计数板计数#分别用对照组*

干扰组上清调整细胞浓度至
2_$%

0

"
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#混悬后按照每孔
1%%

#

=

加入已经铺上
4CKB#

D

FH

的
JBC,+GFHH

小室中(放入
'-g

*

2X 69

1

的无菌恒温培养箱中培养(每小时观察
$

次#小管形

成良好时采集图片)

>

!

结
!!

果

>&=

!

慢病毒载体质粒转染
39S.$

细胞效率
!

用慢病毒载体

转染
39S.$

细胞
-1:

后明视野及荧光视野图片$图
$

%)

图
$

!!

TS<J+

细胞系
39S.$

经慢病毒转染后荧光图

图
1

!!

TS<J+

细胞系
39S.$

经慢病毒转染后

YF+KFB,NH"K

检测
SIT1

的表达

图
'

!!

对照组*干扰组细胞的条件上清液对

; î<6

增殖的影响
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>&>

!

慢病毒载体质粒转染后
39S.$

细胞中
SIT1

的表达
!

SIT.1

表达量#对照组为
%&(2]%&%1

#干扰组为
%&1-]%&%'

#

干扰组
SIT1

表达量低于对照组$

!

$

%&%$

%#见图
1

)

>&?

!

TS<J+

细胞中
SIT1

表达量对肿瘤血管生成的影响

>&?&=

!

SIT1

对
; î<6

增殖的影响
!

0/:

后对照组
Q

02%,O

为
%&'2]%&%0

#干扰组为
%&'1]%&%0

#两组上清对
; î<6

增

殖影响的差异无统计学意义$

!

&

%&%2

%#见图
'

)

>&?&>

!

SIT1

对
; î<6

的趋化作用
!

迁移实验结果见图

0

#分别使用对照组*干扰组细胞的条件上清液处理
; î<6

$1:

后#平均细胞迁移数分别为对照组
1%']$'

#干扰组
$%%]

$%

)干扰组
; î<6

透过微孔的细胞数目明显减少$

!

$

%&%$

%)

图
0

!!

对照组*干扰组细胞的条件上清对
; î<6

迁移能力的影响

>&?&?

!

SIT1

对
; î<6

成管能力的影响
!

对照组成管数为

0%]2

#干扰组的成管数为
10]'

)经干扰组细胞条件上清液

处理的
; î<6

成管能力弱于对照组细胞$

!

$

%&%$

%#见图
2

)

图
2

!!

对照组*干扰组细胞的条件上清液对

; î<6

小管形成能力的影响

?

!

讨
!!

论

!!

目前#

TS<J+

的治疗根据分期的不同#可选择包括手术*

放化疗*生长抑素治疗以及分子靶向药物依维莫司和舒尼替尼

等#抗血管生成是其中最重要的策略之一&

-

'

)

i<̀ PI

是舒尼

替尼抗血管生成的主要靶点#

TS<J+

患者可从该药物治疗中

明显获益!中位无进展生存期达到
$$&0

个月&

/

'

)遗憾的是#使

用舒尼替尼后不久#肿瘤产生抵抗#血管在短期内再生#疾病进

展)但舒尼替尼继发耐药的机制尚未完全阐明#研究表明其可

能是因为肿瘤由其他通路代偿从而促进血管生成所致)由此

想到#在舒尼替尼阻断
i<̀ PI

后#可能有新的受体与
i<̀ P

结合#继续发挥促进血管生成的功能)本研究希望探寻新的靶

点#进而抑制
i<̀ PI

被阻断后肿瘤血管生成的代偿路径#发

挥协同抗肿瘤作用)本课题组关注到
SIT1

可结合
i<̀ P$02

和
i<̀ P.6

#并在前期实验中证实
TS<J+

细胞上
SIT1

的表

达上调)

SIT1

定位于
1

号染色体#转录后形成多种剪接体#编码

$'%.$0%V7C

的跨膜蛋白&

(

'

)其被作为轴突导向调节分子而被

发现#此后研究发现其与血管发育#肿瘤血管生成及肿瘤恶性

进展相关&

$%

'

)

SIT1

除可作为
i<̀ P

的共受体而参与肿瘤血

管生成外#还可与
i<̀ P6

及
i<̀ P6

介导的
i<̀ PI'

结合而

共同促进淋巴管形成&

$$

'

#

STT1

抗体可以抑制肿瘤淋巴管形成

以及肿瘤的转移&

$1

'

#推测其对于
TS<J+

可能也具有抗血管生

成的作用)但是目前关于
TS<J+

的研究中#尚未见关于

SIT1

表达及作用的报道)本研究通过干扰
SIT1

表达的

39S.$

细胞与血管内皮细胞共培养#检测内皮细胞的增殖*迁

移及成管能力#发现
SIT1

对血管内皮细胞增殖的影响无显著

性差异#但可以明显促进其迁移及成管能力#首次初步证实了

SIT1

具有促进
TS<J+

相关血管生成的作用#其对
TS<J+

的

进展可能具有重要作用)

SIT1

对血管生成及淋巴管形成的

双重作用#使其有望成为
TS<J+

等血管丰富肿瘤的新靶点#

为
TS<J+

治疗提供新思路#具有潜在的重要临床价值)
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