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"摘要#

!

目的
!

体外研究不同类型食管间质成纤维细胞与癌细胞株间接接触后其基因及生物学特性的改变%方法
!

检测人

食管正常间质成纤维细胞"

2R+

$&不典型增生间质成纤维细胞"

5R+

$及癌相关纤维母细胞"

:5R+

$与癌细胞株间接相互接触前后

的波形蛋白"

T#8F,A#,

$&

&

平滑肌肌动蛋白"

&

.S45

$&转化生长因子
.

#

"

7VR.

#

$

$&人肝细胞生长因子"

<VR

$&基质金属蛋白酶

"

443

$

1

&

443(8D25

及食管癌细胞株的增殖细胞核抗原"

3:25

$

8D25

!并与食管癌细胞株进行侵袭实验%结果
!

从
2R+

到
5R+

再到
:5R+

!

T#8F,A#,8D25

的表达无差别!

&

.S45

&

7VR.

#

$

&

<VR

&

4431

及
443(8D25

的表达逐渐增强%在与食管

癌细胞株间接接触后!

2R+

及
5R+

的
&

.S45

&

7VR.

#

$

&

<VR

&

4431

及
443(8D25

表达均上调!且差异有统计学意义"

!

#

%&%;

$!而
:5R+

的相应
8D25

表达无明显变化%食管癌细胞株的
3:258D25

在与
2R+

接触后!无变化#而与
5R+

和
:5R+

接

触后!

3:258D25

表达明显上调%结论
!

食管癌细胞与食管间质成纤维细胞可影响对方的增殖活性及侵袭特性%
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中晚期食管癌病死率高#无论是手术或是放化疗#疗效差*

生存率低#目前仍无有效的药物对其进行防控)研究证实食管

癌相关纤维母细胞$

?H,?FCH++"?#HAF!I#BC"BLH+A+

#

:5R+

&可分

泌多种细胞因子和生长因子#激发多种信号传导通路#肿瘤细

胞亦能诱导成纤维细胞表型转变而活化)本项研究食管间质

内正常间质成纤维细胞$

2R+

&*不典型增生间质成纤维细胞

$

5R+

&及
:5R+

分别与食管癌细胞株
=:H$%(

间接共培养后
0

种细胞的生物学特性及部分基因表达的变化#分析食管癌细胞

与食管间质成纤维细胞相互作用机制#研究可以阻断传导通路

的调节环节#期盼提高实体肿瘤治疗效果)

D

!

材料与方法

D&D

!

材料
!

人食管癌
=:H$%(

细胞株购于中国科学院细胞中

心)收集本院手术后正常食管组织*食管癌前病变及食管癌标

本各
$%

例#分离*培养*纯化而得食管间质成纤维细胞#细胞均

冻存于本院科研中心)

D&E

!

方法

D&E&D

!

细胞培养
!

将组织转移入加好适量
%&$Q

胶原酶
'

液

的培养瓶#置于
'-];Q :\

1

恒温培养箱中进行消化#显微

镜下见到细胞团或独立的细胞即可终止消化#收集细胞*过滤*

离心*洗涤*离心*制备细胞悬液*计数*接种细胞#

1

"

'!

换液

$

次#待细胞爬满瓶底后#首次细胞传代#再向培养瓶中加入胰

蛋白酶
.

乙二胺四乙酸$

=W75

&混合液#消化
$8#,

#于倒置显

微镜下观察可见胞质回缩#细胞间隙增大#加入
18X

胎牛血

清$

R9S

&培养基#终止消化#用吸管吹打瓶底#收集细胞*离心*

洗涤*离心*细胞悬液*计数*接种培养)经过
'

次传代后#用第

0

代纯化细胞做鉴定)

D&E&E

!

细胞免疫化学染色$

S3

法&

!

于载玻片上固定细胞爬

片#

'Q <

1

\

1

室温孵育
$%8#,

#磷酸盐缓冲液$

39S

&漂洗
;

8#,a'

次#

$%Q R9S

封闭
'%8#,

#弃去封闭液#分别加入一抗

'细胞角蛋白$

:6

&*波形蛋白$

T#8F,A#,

&*

&

平滑肌肌动蛋白$

&

.

(0$
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引物序列和
3:D

扩增产物长度

基因 引物序列 扩增片段长度$

B

N

&

#

.H?A#,

上游!

;b.55V5V5VV:57::7:5:::7.'b )$(

下游!

;b.VV55VV55VV:7VV55V.'b

&

.S45

上游!

;b.5VV55VV5::7:757V:755:557.'b '%(

下游!

;b55:5:575VV755:V5V7:5V5V:.'b

T#8F,A#,

上游!

;b.VVV5::7:75:V5VV5VV5V.'b 1%%

下游!

;b.:V:577V7:55:57::7V7:.'b

7VR.

#

$

上游!

;b.::5:5V57::::7577:55.'b '1'

下游!

;b.:V7:5V:5::5V75V::5:.'b

<VR

上游!

;b.7V:7::::57:V::57::::757V.'b -;)

下游!

;b.7575V:5::57VV::7:VV:7VV.'b

4431

上游!

;b.V7V:7V55VV5:5:5:7555V55V5.'b )%;

下游!

;b.77V::57::77:7:555V77V75VV.'b

443(

上游!

;b.:V7VV5V5V7:V5557:7:7VV.'b 0'/

下游!

;b.57:V7:V5557VVVVV7:7:::7V.'b

3:25

上游!

;b.555:75V:75V5:777::7:.'b 1-0

下游!

;b.7:5:V:::57VV::5VV77V.'b

!!

#

.H?A#,

!

#

.

肌动蛋白%

7VR.

#

$

!转化生长因子
.

#

$

%

<VR

!人肝细胞生长因子%

443

!基质金属蛋白酶%

3:25

!增殖细胞核抗原

S45

&(#

'-]

孵育
$>

#

39S

漂洗
;8#,a'

次#加入二抗#湿盒

中孵育
'%8#,

#

39S

漂洗
;8#,a'

次#二氨基联苯胺$

W59

&显

色#室温下反应
$%8#,

#

39S

漂洗
$8#,a1

次#苏木素染色
$

8#,

#水洗
$%8#,

#

(;Q

乙醇脱水
$

"

1+

#树胶封片#用已知阳性

细胞爬片做阳性对照#用
39S

代替一抗做阴性对照#细胞质出

现棕黄色颗粒#即可判定为阳性染色)

D&E&F

!

反转录
3:D

!

提取总的
D25

!长满细胞的
-;8X

培

养瓶弃培养基#

39S

洗
1

次#加
$8X7C#M"L

裂解细胞)将裂解

细胞液移入离心管中#室温静置
;8#,

#加入
%&18X

氯仿#剧

烈震摇
$;+

#室温静置
1

"

'8#,

#

0] $1%%%C

"

8#,

离心
$;

8#,

#溶液分为
'

层#最上层无色液体含总
D25

#移至另一干净

的离心管中#加入等量异丙醇#颠倒混匀#冰浴
$;8#,

#在
0]

$1%%%C

"

8#,

离心
$;8#,

弃上清#加入
-;Q

乙醇
$8X

震摇混

匀后#在
0]-;%%C

"

8#,

离心
;8#,

弃上清#室温干燥
;

"

$%

8#,

#加入
1%

"

'%

%

X

无
D25

酶水#溶解后的
D25

用紫外分

光光度仪测定其
$1)%

"

$1/%

光密度比值$

$&/

"

1&%

之间较

好&)反转录反应体系!总
D25$

%

G

#

\L#

G

"

$

!7

&

$;3C#8FC$

%

X

#

;aDFH?A#",BKIIFC0

%

X

#

$%88"L

"

X!2731

%

X

#

D#B"L"?O

D2H+F#,>#B#A"C$

%

X

#

4.4XT

反转录酶
$

%

X

#将以上试剂依

次加入
1%%

%

X

的
3:D

管中#补足无
D25

裂解酶水至总体积

达
$1

%

X

#以上均于冰上操作)将上述试剂混匀#置于
3:D

仪

上#

01]

孵育
)%8#,

#

-%]

孵育
;8#,

#终止反应)合成的
?W.

25

可直接用于
3:D

反应)引物序列全长选自
3KB8F!

基因

库#引物序列是由上海英骏生物技术有限公司设计及合成#在

VF,FBH,O

上核对证实引物序列和
3:D

扩增产物长度#见表
$

)

D&E&G

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

对食管癌细胞株
=:H$%(

侵袭能力

的影响
!

采用
10

孔
7CH,+@FLL

小室$滤膜孔径
/&%

%

8

#滤膜直

径
)&;88

&构建细胞交互作用模型)上室底部滤膜预先铺盖

4HAC#

G

FL

以模拟基底膜和细胞外基质#具体步骤为!

4HAC#

G

FL0

]

过夜解冻#

W4=4

培养基
$`$%

稀释后#迅速加入上室#每

孔加
$%%

%

X

#冰上完成#所用器具均已经预冷)将铺盖了
4H.

AC#

G

FL

的小室放于
'- ]

恒温箱保温
)>

#将
1%%

%

X

食管癌

=:H$%(

细胞株$浓度
$&;a$%

; 个"
8X

&等量接种于凝胶上#下

室分为
'

组#每组等体积$

)%%

%

X

&加入含
$%QR9S

的
W4=4

培养基$对照&及浓度为
;a$%

0 个"
8X

的
2R+

*

5R+

和
:5R+

#

每组设两复孔#作用
10>

#拭去上室的凝胶和细胞#

V#F8+H

染

色#二甲苯封片)显微镜下计数膜左*右*中*上*下
;

个视野的

穿膜细胞数)

D&E&H

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

与食管癌
=:H$%(

细胞株的相互影

响
!

=:H$%(

细胞
1a$%

; 个共
)%%

%

X

接种于
7CH,+@FLL)

孔

板的上室#细胞贴壁后#将等体积
1%%

%

X

的含
$%QR9S

的

W4=4

培养基*

2R+

*

5R+

和
:5R+

细胞置入孔径为
%&0

%

8

直径的
)&;88

的
7CH,+@FLL

小室的下室#培养
10>

后#分离*

提取上室的
=?H$%(

细胞#以备检测肿瘤标志性
8D25

及
3:.

258D25

)

D&F

!

统计学处理
!

采用
S3SS$$&;

软件进行数据分析#计量

资料用
JcC

表示#比较采用
;

检验%计数资料用率表示#比较

采用
!

1 检验#以
!

#

%&%;

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

的鉴定
!

细胞免疫化学染色!

2R+

*

5R+

和
:5R+

中
:6

均为阴性#

T#8F,A#,

为阳性)

&

.S45

在

2R+

中为阴性表达#在
5R+

和
:5R+

中为阳性表达#见图
$

)

E&E

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

的部分标志性肿瘤
8D25

测定
!

从

2R+

到
5R+

再到
:5R+

#

T#8F,A#,8D25

的表达无差别#

&

.

S458D25

的表达逐渐增强#差异有统计学意义$

!

#

%&%;

&%

7VR.

#

$8D25

*

<VR8D25

*

44318D25

和
443(8D.

25

在
2R+

*

5R+

中弱表达#在
:5R+

中高表达#差异有统计学

差异$

!

#

%&%;

&#见图
1

)

E&F

!

食管癌
=:H$%(

细胞株对
2R+

*

5R+

和
:5R+

部分肿瘤标

志性
8D25

的影响
!

与食管癌
=:H$%(

细胞株间接共培养后#

%;$

重庆医学
1%$/

年
$

月第
0-

卷第
1

期
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5

!

:6

在
2R+

中的阴性表达$

a$%%

&%

9

!

T#8F,A#,

在
2R+

中的阳性表达$

a0%%

&%

:

!

&

.S45

在
2R+

中的阴性表达$

a0%%

&%

W

!

:6

在
5R+

中的

阴性表达$

a$%%

&%

=

!

T#8F,A#,

在
5R+

中的阳性表达$

a0%%

&%

R

!

&

.S45

在
5R+

中的阳性表达$

a0%%

&%

V

!

:6

在
:5R+

中的阴性表达$

a0%%

&%

<

!

T#8F,A#,

在
:5R+

中的阳性表达$

a0%%

&%

U

!

&

.S45

在
:5R+

中的阳性表达$

a0%%

&

图
$

!!

2R+

$

5R+

和
:5R+'

种细胞关于
:6

$

T#8F,A#,

$

&

.S45

的免疫细胞化学结果

2R+

*

5R+

中
7VR.

#

$ 8D25

*

<VR 8D25

*

4431 8D25

*

443(8D25

表达增强#差异有统计学意义$

!

#

%&%;

&#而

:5R+

在作用前后的表达差异无统计学意义$

!

%

%&%;

&#见

图
'

)

图
1

!!&

.S45

$

T#8F,A#,

$

7VR.

#

$

$

<VR

$

4431

$

443(

8D25

在
2R+

$

5R+

和
:5R+

中的表达

E&G

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

对食管癌
=:H$%(

细胞株增殖的影

响
!

2R+

*

5R+

和
:5R+

分别与食管癌
=:H$%(

细胞间接培养

后#经检测发现食管癌
=:H$%(

细胞内
3:25

表达量显著增

加#

5R+

*

:5R+

能够促进
=:H$%(

细胞的增殖#与对照组比较#

差异有统计学意义$

!

#

%&%;

&%而
2R+

对
=:H$%(

无明显促增

殖作用#差异无统计学意义$

!

%

%&%;

&#见图
0

)

!!

2R+

*

5R+

*

:5R+

!与食管癌
=:HU%(

细胞株间接共培养后

图
'

!!

与食管癌
=:H$%(

作用后'

2R+

$

5R+

和
:5R+

中的

7VR.

#

$

$

<VR

$

4431

$

443(8D25

的表达

E&H

!

2R+

*

5R+

和
:5R+

对食管癌
=:H$%(

细胞株侵袭能力的

影响
!

对照组见食管癌
=:H$%(

细胞株仅有少量细胞穿透

4HAC#

G

FL

基膜#细胞数为$

$/&%c;&0

&个#

2R+

作用下
=:H$%(

侵袭能力有所增强#到达滤膜下方的细胞数为$

';&%c0&%

&个#

与对照组比较#差异有统计学意义$

!

#

%&%;

&)

5R+

和
:5R+

作用下
=:H$%(

细胞株侵袭能力明显增强#穿透
4HAC#

G

FL

细胞

$;$

重庆医学
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年
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数分别为$

$1;&1c-&$

&*$

$';&;c/&%

&个)

5R+

和
:5R+

组

细胞侵袭能力与其他两组相比#差异均有统计学意义$

!

#

%&%;

&#见图
;

)

!!

$

!

=?H$%(

%

1

!

=?H$%(d2R+

%

'

!

=?H$%(d5R+

%

0

!

=?H$%(d:5R+

图
0

!!

3:258D25

在
=?H$%(

细胞株及与
2R+

$

5R+

和
:5R+

作用后的
=?H$%(

细胞株中的表达

!!

5

!对照组%

9

!

2R+

组%

:

!

5R+

组%

W

!

:5R+

组

图
;

!!

侵袭实验结果%

a0%%

&

F

!

讨
!!

论

肿瘤的生物学特性不仅受癌基因和抑癌基因的调控#还受

间质微环境的巨大影响)

:5R+

是肿瘤间质微环境的主要细

胞成分#在不同的组织器官#可以表达
&

.S45

'

$.'

(

*成纤维细胞

活化蛋白$

R53

&

'

0.)

(等不同的特征性分子标志)目前大多数观

点认为#

:5R+

是由正常的成纤维细胞分化而来)已有研究证

实#乳腺
:5R+

是由
2R+

转化而来'

-

(

#食管
:5R+

是否由
2R+

发展而来#两者间是否存在过渡阶段+++

5R+

#食管癌细胞分

别与
2R+

*

5R+

及
:5R+

相互作用后#双方的生物学特性会发

生怎样的变化尚未见报道)

本研究发现
2R+

*

5R+

和
:5R+

的表型有差异#

T#8F,A#,

表达均为阳性#

2R+

中
&

.S45

表达为阴性#而在
5R+

与
:5R+

中
&

.S45

表达均为阳性#研究同时发现#三者
&

.S458D25

测定值间差异也有统计学意义$

!

#

%&%;

&#

2R+

基本不表达#

5R+

与
:5R+

均有表达#

:5R+

的
&

.S45 8D25

表达明显强

于
5R+

)三者的分泌表达能力也存在着差异#

7VR.

#

$

*

<VR

*

4431

和
443(8D25

的测定值呈现一个逐渐增高的趋势#

推测
2R+

活化成
:5R+

是一个渐进的过程#

5R+

可能是一个

过渡阶段#活化的
5R+

与
:5R+

的蛋白分泌功能更为活跃)

癌细胞基因表型和生物学特性均可受到
:5R+

的影响)

前列腺癌来源的
:5R+

和乳腺
:5R+

均能促进具有癌变潜能

的上皮细胞的恶变*增殖'

/.(

(

)本研究显示#食管
2R+

*

5R+

及

:5R+

均可促进食管癌细胞株
=:H$%(

迁移侵和袭#

5R+

与

:5R+

还可促使该细胞株的
3:25

表达明显增强)可见活化

后的间质成纤维细胞可明显促进癌细胞的增殖#而
2R+

并未

表现出抑制癌细胞的作用#反而是微弱刺激了癌细胞增殖#具

体机制不明#推测可能与其表达少量
7VR.

#

$

或
<VR

有关)

癌细胞与成纤维细胞间的作用是交互的'

$%

(

#本研究显示

在与癌细胞
=:H$%(

非直接接触后#

2R+

*

5R+

及
:5R+

的

7VR.

#

$

#

<VR

#

4431

和
443(8D25

表达均明显增强#可

见食管癌细胞可以诱导食管间质成纤维细胞的分泌功能变得

活跃)过度表达
7VR.

#

$

或
<VR

的鼠纤维母细胞能够诱导正

常人乳腺上皮癌变'

$$

(

#虽然过度表达
7VR.

#

$

或
<VR

的人食

管间质成纤维细胞可否诱导正常食管上皮细胞恶变尚无研究

报道#但大量研究证实#

:5R+

可明显促进其他部位肿瘤的进

展和转移'

$1.$0

(

)

综上所述#食管
:5R+

可能是由
2R+

逐步发展而来#二者

间的信号传导通路复杂#切断食管间质成纤维细胞的促癌作用

应该是抑制食管癌进展的重要环节)
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对
U

"

D

大鼠心肌
9HJ

*

:H+

N

H+F.'

和
9?L.1

的改善效果)见表
0

)

表
0

!!

各组大鼠心肌凋亡相关基因的表达情况%

JcC

'

(i/

&

组别
9HJ 9?L.1 :H+

N

H+F.'

S>H8

组
%&%/c%&%1 %&0)c%&%; %&$)c%&%-

U

"

D

组
%&;1c%&%0

H

%&$$c%&%'

H

%&-'c%&%)

H

W=_

组
%&$'c%&%'

HB

%&'/c%&%)

HB

%&1$c%&%/

HB

8#D.1%/B.'

N

dW=_

组
%&)0c%&%)

H?

%&%(c%&%;

H?

%&);c%&%;

H?

!!

H

!

!

#

%&%;

#与
S>H8

组比较%

B

!

!

#

%&%;

#与
U

"

D

组比较%

?

!

!

#

%&%;

#与
W=_

组比较

F

!

讨
!!

论

!!

4UDU

是指在心肌缺血基础上恢复血流后组织细胞功能代

谢障碍及结构功能破坏反而加重#甚至发生不可逆性损伤的现

象'

;

(

)近年来#

4UDU

的发生机制已得到深入研究)目前公认

的是细胞凋亡与
4UDU

及
U

"

D

过程密切相关'

)

(

)大量证据显

示#在许多器官和组织中抗凋亡的调节与许多基因的调节有

关#包括
9?L.1

家族*

:H+

N

H+F

家族*

N

;'

和核因子
.

*

9

)心肌细

胞的凋亡是
4UDU

的关键细胞事件'

-./

(

#越来越多的研究都集

中在如何减轻心肌细胞凋亡)

多项研究的结果表明#给予
W=_

处理对发生
U

"

D

损伤的

心肌细胞有较好的保护作用)秦智刚等'

(

(发现
W=_

能在一定

程度上减轻体外循环下的
4UDU

#其机制可能与其抗氧化应激

作用有关)吴志林等'

$%

(发现
W=_

定可通过抗氧化应激#降低

炎性反应而减轻大鼠
4UDU

)但
W=_

改善
4UDU

的机制目前

尚不清楚)

8#?C"D25+

对发生
UDU

心肌细胞的凋亡有较好的调控作

用)其中
8#D.1%/B.'

N

具有促凋亡作用'

0

(

#且研究发现下调其

水平可减轻
UDU

)本研究发现
U

"

D

组出现心功能异常#而给予

W=_

处理后以上指标获改善#以上结果表明
U

"

D

模型制备成

功#且
W=_

具有较好的心肌
U

"

D

损伤保护作用)

本研究进一步采用过表达
8#D.1%/B.'

N

发现
W=_

对
4U.

DU

的改善效果被逆转#表明
W=_

可通过下调
8#D.1%/B.'

N

水

平来发挥对
4UDU

的保护作用)

8#D.1%/B.'

N

是一种促凋亡蛋

白#本研究发 现 过 表 达
8#D.1%/B.'

N

处 理 后 导 致
9HJ

和

:H+

N

H+F.'

水平升高#

9?L.1

水平降低#提示
8#D.1%/B.'

N

可能

通过促进凋亡相关蛋白表达来逆转
W=_

对
4UDU

的改善效

果)多项研究指出氧化应激也是导致
4UDU

的原因之一'

$$.$1

(

#

本研究发现过表达
8#D.1%/B.'

N

后可导致
VS<.3J

*

7.5\:

及

S\W

活性均降低#

4W5

水平升高#表明
8#D.1%/B.'

N

可影响

W=_

对氧化应激的改善效果)

综上所述#过表达
8#D.1%/B.'

N

可消除
W=_

对心肌
U

"

D

损伤的保护作用#提示
8#D.1%/B.'

N

可能参与了
U

"

D

损伤的发

生*发展)
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