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目的
!

探讨缺氧
'

复氧"

T'N

#微环境对结肠癌
[ShS

细胞转移的影响及其机制的研究$方法
!

T'N

培养处理人结肠癌
[ShS

细胞!荧光探针二氯荧光黄双乙酸盐"

RI&'RG

#检测细胞内活性氧"

NSC

#水平!

伤口愈合实验及
$@/A<̀ >;;

细胞侵袭实验分别检测肿瘤细胞的迁移及侵袭能力!

7><?>@A1;B?

检测基质金属蛋

白酶"

FF"

#

'4

及
FF"'2

蛋白表达水平$结果
!

与常氧培养组"

%

#比较!

T'N

处理后
[ShS

细胞内的
NSC

明显提高"

$

"

0,0+

#!细胞的迁移及侵袭能力均明显增强"

$

"

0,0+

#!

FF"'4

和
FF"'2

蛋白表达水平明显增

高"

$

"

0,0+

#!但上述效应可被
NSC

的抑制剂明显减低"

$
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0,0+

#$结论
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T'N

可通过提高细胞内
NSC

水平

促进结肠癌细胞的迁移及侵袭能力!

NSC

&

FF"<

信号通路可在
T'N

微环境中对结肠癌的转移发挥重要作用$
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大肠癌是世界上最常见的恶性消化道肿瘤之一"

是导致癌症患者死亡的第四大原因"肿瘤转移是导致

患者死亡的重要原因*

!'4

+

'已有研究表明"肿瘤缺氧

微环境可促进肿瘤的进展及转移'而目前对于缺氧
'

复氧%

T'N

&肿瘤微环境在肿瘤转移方面的研究较少'

有研究发现"癌细胞由于不规则的微血管网和血流模

式"肿瘤细胞亦处于
T'N

肿瘤微环境中*

.'3

+

'作者旨

在探讨
T'N

条件下能否促进结肠癌的转移"现报道

如下'

C

!

材料与方法

C,C

!

材料
!

%

!

&细胞培养和细胞株!人结肠癌
[ShS

株由陆军军医大学西南医院普外科实验室冻存保留"

复苏后培养于含
!0c

胎牛血清%

&9C

&的
RFMF

培养

基%美国
#Q1:B

公司&"于
.-d

$

+c IS

4

饱和湿度培

养箱中培养'%

4

&主要试剂和抗体!二亚苯基碘
!

%

R"H

&为美国
CQ

Y

D/

公司产品"一抗鼠抗人基质金属

蛋白酶%

FF"

&

'4

单克隆抗体和鼠抗人
FF"'2

单克

隆抗体购自美国
C/A?/I@Xi

公司"

%'

乙酰半胱氨酸

%

%GI

&$

7><?>@A

及
H"

细胞裂解液$十二烷基硫酸钠
'

聚丙烯酰胺凝胶电泳%

CRC'"G#M

&蛋白上样缓冲液$

CRC'"G#M

凝胶配置试剂盒及预染蛋白质分子量标

准购自中国碧云天生物技术研究所"
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基金项目!中央财政支持地方高校课题%
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&#四川省卫生厅课题%

!.0..3

&'

!

作者简介!周程继%

!224J

&"住院医师"硕士研

究生"主要从事消化道肿瘤的基础与临床研究'

!

%

!

通信作者"

M'D/Q;

!

A:̀ /A

YK

/A

&

!*.,:BD

'



为美国
IB@AQA

Y

公司产品"

9R F/?@Q

Y
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为美国
9R'

9QB

公司产品'

C,!

!

方法

C,!,C

!

T'N

养条件的建立
!

常氧培养组%

%

组&!细

胞培养在
2+c

空气$

+cIS

4

饱和湿度培养箱中培养

43L

作为对照'

T'N

培养条件参照文献*

+

+进行!

[ShS

细胞在
.-d

"

+cIS

4

和
2+c%

4

的混合气体

的三气培养箱中培养
3L

#再将细胞放入
2+c

空气$

+cIS

4

的培养箱中复氧培养
40L

"即完成
T'N

培养

%

T'N

组&'

C,!,!

!

活性氧%

NSC

&的检测
!

[ShS

细胞胰酶消化

后"均匀接种培养于
2*

孔板%

4+f!0

. 细胞,孔&"每组

设
.

个重复孔'细胞
T'N

前分别给予嘌呤二核苷酸

磷酸 %

%GR"T

&氧 化 酶 抑 制 剂
R"H!+

(

DB;

,

[

%

T'NbR"H

组&和抗氧化剂
%GI.0DDB;

,

[

%

T'Nb

%GI

组&预处理
!L

'

NSC

的检测采用荧光探针二氯

荧光黄双乙酸盐%

RI&'RG

&!

T'N

培养后用不含
&9C

的
RFMF

培养基稀释
RI&'RG

至终浓度
!0

(

DB;

,

[

"与细胞
.- d

共同孵育
40DQA

后"用无
&9C

的

RFMF

培养液洗涤细胞
.

次"自动荧光酶标仪%激发

波长
355AD

#发射波长
+4+AD

&检测细胞内
NSC

水

平'所有测量均在
.-d

进行'

C,!,#

!

伤口愈合实验
!

[ShS

细胞
*

孔板内培养至

50c

'

20c

近单层融合状态"用灭菌的
400

(

[

枪头

分别作
.

条划痕%间距约
!:D

&"悬浮细胞用
"9C

洗

净'

T'N

组伤口愈合实验!

R"H!+

(

DB;

,

[

$

%GI.0

DDB;

,

[

分别预处理细胞
!L

"再行
T'N

培养'

%

组

作对照'划痕处分别在
0

$

43L

拍照"

H/D

Y

>"@B";X<

软件计算划痕愈合面积'

C,!,"

!

细胞侵袭实验
!

9B

O

E>A

小室%每组
.

小室&

检测细胞侵袭数目!冷的过滤蒸馏水稀释基质胶后"

均匀加入到
5

(

D

孔径小室上室'对数期生长的
[S'

hS

细胞胰酶消化后计数"无血清培养基调节密度至

.f!0

+ 个,
D[

"取
.00

(

[

细胞悬液加入
9B

O

E>A

小室

上部'下室用
!0c &9C

作为趋化物'各实验组细胞

分别给予
R"H!+

(

DB;

,

[

和
%GI.0DDB;

,

[

预处理

!L

"

T'N

培养后多聚甲醛固定侵袭细胞
.0DQA

后"结

晶紫染色'

%

组常规进行'光学显微镜下%

f300

&随

机选择
.

个区域细胞计数"取平均值"并计算相对于

%

组的百分比%

c

&'

C,!,D

!

7><?>@A1;B?

分析
!

用
M"

管收集细胞悬液

后"

!.000@

,

DQA

离心
40<

弃上清液"加入
*00

(

[

蛋

白裂解液冰上裂解
.0DQA

"

4+00@

,

DQA

离心
+DQA

"

上清液移入新的
M"

管中"

9IG

法测定蛋白浓度"

30

(

Y

总蛋白于
!0cCRC'"G#M

分离蛋白"电转移至硝

酸纤维素膜"用含
.c9CG

封闭液室温下摇动封闭
!

L

"

3 d

适当稀释浓度的一抗
FF"'4

"

FF"'2

及

#G"RT

孵育过夜"目的蛋白分子量大小采用预染蛋

白质分子量标准判断"化学发光法%

MI[

&显影免疫反

应带进行检测'

C,#

!

统计学处理
!

采用
C"CC!2,0

统计软件进行分

析"计量资料以
!("

表示"两组间比较采用
?

检验"多

组间比较采用方差分析"以
$

"

0,0+

为差异有统计学

意义'

!

!

结
!!

果

!,C

!

各组
[ShS

细胞
NSC

水平比较
!

相对于
%

组

%

22,20(2,-2

&

c

"

T'N

组 细 胞 内
NSC

水 平

*%

4-0,+!(40,.4

&

c

+明显升高%

$

"

0,0!

&#

T'Nb

R"H

$

T'N b %GI

组 细 胞 内
NSC

水 平 分 别 为

%

*-,!-(-,3*

&

c

$%

+*,+.(.,-5

&

c

"与
T'N

组比较

均明显降低%

$

"

0,0+

&'

!,!

!

各组细胞划痕愈合面积比较
!

%

组$

T'N

组细

胞划痕愈合面积分别为%

*5,-.(4,+*

&

c

$%

5.,.0(

4,*-

&

c

"

T'N

组
[ShS

细胞的迁移能力明显强于
%

组%

$

"

0,0+

&#

T'NbR"H

$

T'Nb%GI

组细胞划痕愈

合面积分别为%

3-,.-(3,!.

&

c

$%

.0,2!(!,!+

&

c

"

与
T'N

组比较均明显降低%

$

"

0,0+

&"见图
!

'

!,#

!

各组细胞体外相对细胞侵袭数比较
!

相对于
%

组 %

22,*-(3,03

&

c

"

T'N

组 细 胞 侵 袭 能 力

*%

!*5,..(5,05

&

c

+明显增强%

$

"

0,0+

&#

T'Nb

R"H

$

T'Nb%GI

组相对细胞侵袭数分别为%

35,!4(

4,*+

&

c

$%

.-,..(3,!*

&

c

"与
T'N

组比较差异均有

统计学意义%

$

"

0,0+

&"见图
4

'

!,"

!

各组
[ShS

细胞的
FF"'4

和
FF"'2

蛋白表

达水平比较
!

与
%

组比较"

T'N

组
[ShS

细胞的

FF"'4

和
FF"'2

蛋白表达水平明显升高%

$

"

0,0+

&#

与
T'N

组比较"

T'NbR"H

$

T'Nb%GI

组
FF"'4

和

FF"'2

蛋白表达明显下调%

$

"

0,0+

&"见图
.

'
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G

!

%

组#

9

!

T'N

组#

I

!

T'NbR"H

组#

R

!

T'Nb%GI

组

图
!

!!

各组
[ShS

细胞划痕愈合面积"

f!00

$
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!!

G

!

%

组#

9

!

T'N

组#

I

!

T'NbR"H

组#

R

!

T'Nb%GI

组

图
4

!!

各组结肠癌
[ShS

细胞侵袭能力"

f300

$

!!

/

!

$

"

0,0+

"与
%

组比较#

1

!

$

"

0,0+

"与
T'N

组比较

图
.

!!

各组
[ShS

细胞的
FF"'4

和
FF"'2

蛋白表达

#

!

讨
!!

论

!!

有研究表明"局部缺氧是实体肿瘤微环境的一种

重要的共同特征"肿瘤细胞暴露于缺氧条件下的可导

致肿瘤恶性表型的转化"从而促进肿瘤的转移*

*

+

'

[MM

等*

-

+研究发现"实体肿瘤微血管网和血流模式与

正常组织间存在较大的差异"这导致肿瘤细胞亦处于

T'N

的微环境中'

在生理情况下"正常细胞在
T'N

的微环境中可

产生大量的
NSC

"但产生的
NSC

可不断被机体的抗

氧化系统清除"不致对机体产生严重的组织损伤"从

而维持体内氧化还原状态的平衡"其依赖于细胞稳定

的氧化还原系统*

5

+

'但肿瘤细胞由于氧化还原系统

的缺陷"对
NSC

的清除能力明显降低"从而导致细胞

内
NSC

的持续升高*

2

+

'而
NSC

可作为第二信使参

与肿瘤的发生$发展"包括肿瘤细胞的增殖$分化$迁

移和侵袭等多种生物学过程*

!0

+

'本研究结果发现"

T'N

条件下
[ShS

细胞中的
NSC

水平明显升高

%

$

"

0,0+

&"在
T'N

的条件下给予
[ShS

细胞
R"H

或
%GI

处理后
NSC

的产生明显减少%

$

"

0,0+

&'以

上研究表明"结肠癌细胞在
T'N

微环境中
NSC

的表

达明显增高"本课题前期研究也得出了类似的结

论*

+

+

'同时还发现肿瘤细胞在转移过程中"必须进行

细胞形态和体积的变化"以使其通过狭窄外间隙而发

生转移*

!!

+

'

NSC

的上调可能导致细胞形态的改变和

增强细胞的运动能力*

!4

+

'此外"

NSC

所介导的信号

通路"如
NSC

,

MNU

信号通路在肿瘤细胞迁移中起着

重要作用*

!.

+

'因此"本课题通过划痕实验研究
T'N

条件下抑制
NSC

的产生对结肠癌细胞迁移的影响'

伤口愈合和侵袭实验进一步观察结果显示"

T'N

处理

后结肠癌细胞的转移潜能明显增强"但是这种作用可

被
R"H

或
%GI

消除"与
T'N

组比较差异有统计学意

义%

$

"

0,0+

&'以上结果表明结肠癌细胞在
T'N

微

环境中可促进肿瘤的迁移能力"这种促进作用可能是

通过提高细胞内
NSC

的产生而实现'

FF"<

几乎能降解细胞外基质%

MIF

&中的各种

蛋白成分"破坏肿瘤细胞侵袭的组织学屏障"在癌细

胞的侵袭和转移中发挥着重要的作用"从而在肿瘤浸

润转移中的作用日益受到重视"被认为是该过程中主

要的蛋白水解酶*

!3

+

'

FF"'4

和
FF"'2

是
FF"<

家

族的非常重要的两个成员"二者是导致大肠癌患者肿

瘤转移中的重要因素*

!+

+

'本研究发现"在
T'N

条件

下
[ShS

细胞
FF"'4

和
FF"'2

蛋白的表达明显上

调"结肠癌细胞的侵袭能力明显增强"从而表明

FF"'4

和
FF"'2

蛋白可能参与了结肠癌细胞在
T'

N

微环境中的侵袭$转移过程'进一步实验发现"采

用
NSC

的抑制剂
R"H

和
%GI

分别处理
T'N

组细胞

后"结肠癌
[ShS

细胞的
FF"'4

和
FF"'2

蛋白表

达水平均明显降低%

$

"

0,0+

&'因此"本研究认为"

FF"'4

和
FF"'2

可作为
NSC

的下游信号分子参与

结肠癌细胞的侵袭$转移过程"可通过抑制
NSC

的产

生来阻止结肠癌的转移过程'

综上所述"

T'N

肿瘤微环境在结肠癌的转移中发

挥着重要的作用"其作用可能是通过提高细胞内
NSC

的产生而实现"

NSC

,

FF"<

信号通路在
T'N

微环境

中可能对结肠癌的转移发挥着重要的促进作用"而其

深入的机制还有待进一步的研究'
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