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#摘要$

!

目的
!

探讨盐酸川芎嗪"

?LIV

%对肝癌细胞外泌体蛋白磷脂酰肌醇蛋白聚糖
):

"

=IH:

%的影响!

以了解其抑制肝癌的机制&方法
!

采用
YA.CAB3O-9C

分别检测
5

种肝癌细胞"

LVHH"&)V

'

VA

E

=5

%及
?LIV

处理
5;D

后上清液外泌体
=IH:

的表达水平&利用共培养法培养
VA

E

=5

细胞!

?LIV

处理
5;D

后采用划痕

实验和
?B+3.̂ A--

实验分析与
LVHH"&)V

共培养的
VA

E

=5

细胞侵袭迁移能力&结果
!

与
VA

E

=5

相比!

LV)

HH"&)V

上清液外泌体蛋白
=IH:

水平升高!表达差异有统计学意义"

7

$

'7'!

%!加入
?LIV

处理
LVHH"&)

V5;D

后!上清液中外泌体蛋白
=IH:

水平明显降低"

7

$

'7'!

%$与
LVHH"&)V

共培养的
VA

E

=5

侵袭迁移能

力明显增强!

=IH:

水平较高!差异均有统计学意义"

7

$

'7'!

%$

?LIV

处理
5;D

后
VA

E

=5

侵袭迁移能力减

弱!且
=IH:

水平明显下降"

7

$

'7'!

%&结论
!

?LIV

调节外泌体中
=IH:

能对
VA

E

=5

的侵袭迁移产生作

用!这可能是其抗肝癌的机制之一&
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肝细胞癌"

DA

E

+C98A--1-+B8+B8,39*+

$

VHH

#是肝

癌最常见的类型$占
$'T

"

"'T

$是导致全球癌症相

关死亡的主要原因之一'

!

(

%尽管在预防)筛查)诊断

和治疗手段等方面已经取得了一定进步$但是肝癌的
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发病率和病死率仍持续上升$且患者的
#

年生存率仍

低于
5'T

'

5):

(

%外泌体作为生物信息交换的物质运载

体并通过递送一系列生物分子"包括蛋白质$脂质和

核酸#在调节细胞微环境中起重要作用%肿瘤细胞来

源的外泌体参与了细胞间的信息沟通)肿瘤血管生

成)肿瘤转移及放化疗抵抗的形成'

;)6

(

%研究发现$外

泌体蛋白磷脂酰肌醇蛋白聚糖
):

"

=IH:

#是磷脂酰肌

醇蛋白聚糖家族中的一员$通过磷脂酰肌醇锚定连接

于细胞表面$与细胞的增殖)分化)黏附和迁移关系密

切$与肝癌的侵袭)转移相关$在肝癌组织及肝癌患者

血清中异常表达'

&)$

(

%川芎嗪"

?LIV

#是从中药川芎

中分离得到的有效单体成分$因其不良反应小等特

点$临床应用较为广泛$具有一定的抗肝癌作用'

")!!

(

$

然而其作用机制不完全清楚%本文探索川芎嗪对肝

癌细胞外泌体中
=IH:

及肝癌细胞侵袭)迁移能力的

影响$为临床使用川芎嗪治疗
VHH

提供依据%

!

!

材料与方法

!7!

!

材料
!

人肝癌细胞系
LVHH"&)V

)

VA

E

=5

购于

中国科学院上海生命科学院细胞库$注射用盐酸川芎

嗪"

?LIV

$北 京 四 环 科 宝 制 药 有 限 公 司$批 号

!;':5'!#

#用
GL(L

培养液溶解为
!7'*

4

&

*U

质量浓

度$

'755

,

*

滤器除菌$临用时配制%兔抗
=IH:

"

:&")

:":++

#抗体为美国
P,9̂ 9B-/?A8D39-9

40

公司产品%

!7"

!

方法

!7"7!

!

细胞培养

!7"7!7!

!

LVHH"&)V

)

VA

E

=5

细胞的常规培养
!

肝癌

细胞用高糖
GL(L

培养基
d!'T

胎牛血清"

]PN

#,置于

:&i

$

#T HW

5

培养箱中培养$

5/

换培养液一次$待

细胞密度达到
$'T

左右$即可进行后续实验的处理%

!7"7!7"

!

细胞间接共培养
LVHH"&)V

)

VA

E

=5

!

高糖

GL(L

无血清培养基$上室接种
#h!'

; 个&
*ULV)

HH"&)V

$下室接种
57#h!'

# 个&
*U VA

E

=5

$共培养

&5D

后$下室
VA

E

=5

细胞用于后续的迁移)侵袭实验%

!7"7"

!

细胞划痕实验
!

待
LVHH"&)V

)共培养细胞

和
VA

E

=5

细胞生长至最佳$

!h!'

# 个&孔细胞接种于

5;

孔板$次日长满后$用
5'

,

U

的加样枪头轻轻划一

痕$新鲜不含血清培养基饥饿
;D

后加入
?LIV

"

!7'

*

4

&

*U

#处理各细胞系
5;D

%

'

)

5;D

测量划痕宽度

算出细胞迁移距离$并计算迁移率%

!7"7#

!

细胞侵袭实验
!

分组同划痕实验$小室上层

L+CB,

4

A-

胶铺成单层$

:&i

温箱孵育
;'*,3

%制备各

组细胞悬液$每孔
!h!'

# 个细胞接种于
?B+3.̂ A--

小

室$

5;

孔板中$下室加含
!'T

胎牛血清"

]PN

#的培养

基$用
?LIV

处理各细胞系
5;D

%用棉签在小室内

层轻轻擦试胶$结晶紫染色$测穿越的细胞吸光度值

"

(

值#$取
Gk>

作统计分析%

!7"7$

!

YA.CAB3O-9C

检测外泌体
=IH:

表达
!

制备

各组细胞悬液$以
5h!'

& 个&
*U

细胞数接种于
?&#

培养瓶中$于
:&i

)

#T HW

5

培养箱中培养过夜,弃

旧培养基$用磷酸盐缓冲液"

IPN

#清洗
5

遍%加新鲜

不含血清培养基$细胞饥饿
;D

后加入
?LIV

处理各

细胞系$放入
:&i

)

#T HW

5

培养箱孵养
5;D

后收集

细胞上清液$利用超速离心法提取上清液中的外泌体

蛋白%二喹啉甲酸"

PH@

#蛋白样品定量各组后$用上

样缓冲液进行样品制备$上样行
!5T

十二烷基硫酸

钠
)

聚丙烯酰胺凝胶电泳"

NGN)I@=(

#分离蛋白$湿转

法转印到
IKG]

膜上$甲醇浸泡后$室温干燥固化膜

上蛋白$再水化后用
#T

脱脂奶粉封闭$一抗
;i

孵育

过夜$

?PN?

洗后用二抗室温孵育
5D

$进行化学发光

显色$化学发光及凝胶成像仪成像观察
=IH:

水平%

!7#

!

统计学处理
!

实验数据采用
NINN!67'

统计软

件进行处理$多组间比较采用单因素方差分析$两组

间比较采用
4

检验%以
7

$

'7'#

为差异有统计学

意义%

"

!

结
!!

果

"7!

!

=IH:

蛋白在
LVHH"&)V

)

VA

E

=5

上清液中的

表达
!

在两种肝癌细胞培养上清液中均可检测到

=IH:

$且与
VA

E

=5

相 比$

LVHH"&)V

上 清 液 中

=IH:

水平明显较高"图
!@

#$差异有统计学意义

"

7

$

'7'!

$图
!P

#%

!!

@

!

YA.CAB3O-9C

检测
=IH:

蛋白,

P

!

=IH:

半定量统计图,

H

!

YA.CAB3O-9C

检测
:

组细胞
=IH:

蛋白量,

G

!

:

组细胞
=IH:

蛋白半定量统计图,

(

!

:

组细胞划痕比较,

]

!

:

组细胞迁移率统计图,

=

!

:

组细胞侵袭能力比较,

V

!

:

线细胞侵袭
(

值统计图,

+

!

7

$

'7'!

$与
VA

E

=5

比较,

O

!

7

$

'7'!

$

与对照组比较,-

%

.为对照组$-

d

.为
?LIV

组

图
!

!!

?LIV

对肝癌细胞及上清液外泌体
=IH:

蛋白的影响

&55;
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月第
;&

卷第
::

期



"7"

!

?LIV

处理各组细胞后上清液外泌体中
=IH:

的变化
!

共培养细胞
VA

E

=5

上清液中外泌体蛋白

=IH:

较常规培养的
VA

E

=5

明显增高,

:

组细胞经

?LIV

处理
5;D

后"

?LIV

组#$除
VA

E

=5

组外$上

清液中的外泌体蛋白
=IH:

均较未处理组"对照组#

有明显下降$差异均有统计意义"

7

$

'7'!

$图
!H

)

G

#%

"7#

!

?LIV

对常规培养肝癌细胞)共培养肝癌细胞

迁移侵袭能力的影响
!

经
?LIV

处理
5;D

的
LV)

HH"&)V

)

VA

E

=5)8981-C1BA

迁移)侵袭能力明显下降$

其迁移率"图
!(

)

]

#)穿膜细胞数
(

值"图
!=

)

V

#与

对照组比较$差异有统计学意义"

7

$

'7'!

#%

#

!

讨
!!

论
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VHH

是一种高度恶性的肿瘤$其转移与所处微

环境关系密切%外泌体携带来源于肿瘤细胞的特异

性生物标志物$其水平与肿瘤细胞侵袭能力和肿瘤微

环境相关%由于外泌体的保护性脂质膜$其
GZ@

)

>Z@

和蛋白质不易降解$且外泌体可以从许多体液

中获得$使外泌体的检测可能是-液体活检.的理想方

法'

!5

(

%研究发现$

=IH:

通过糖基
)

磷脂酰肌醇锚定与

细胞膜结合$在培养肝癌细胞的培养基中可以检测到

=IH:

蛋白'

!:

(

%本研究发现$与
VA

E

=5

相比$

LV)

HH"&)V

上清液外泌体中
=IH:

蛋白水平明显增高$

差异有统计学意义"

7

$

'7'#

#$经
?LIV

处理
5;D

后$

=IH:

水平明显下降%

外泌体通过囊泡内容物传递信息$被认为是细胞

间的第
:

种信号传导机制'

!;

(

%在生理条件下$外泌体

的内容物被供体细胞精确地调节并反映供体细胞的

功能%为了在细胞之间交换和传递生物信息$供体细

胞通过外泌体的-运输.功能将遗传物质转移到靶细

胞'

!#

(

%在病理条件下$病变细胞也可以将病毒)

*,>)

Z@

等内容转移到正常细胞$使正常细胞感染导致细

胞病变'

!6

(

$或将癌基因转移至正常细胞$导致肿瘤侵

袭转移'

!&

(

%本实验发现$与高转移能力肝癌细胞系

LVHH"&)V

共培养的
VA

E

=5

细胞$其侵袭)迁移能

力明显增强$经
?LIV

处理后明显下降$差异有统计

学意义%

H@IM>>W

等'

!$

(使用免疫组织化学和酶联

免疫吸附试验"

(U<N@

#检测了
VHH

患者的
=IH:

蛋

白表达和血清中
=IH:

水平$以及健康肝脏)肝炎和

肝硬化患者血清中
=IH:

的水平$结果显示
VHH

患

者肝脏组织中
=IH:

表达水平增加$但在正常肝细胞

中不表达%

VHH

患者血清中
=IH:

水平显著升高$

而在健康体检者和肝炎患者血清中检测不到'

!$

(

%表

明肝癌细胞能够自分泌相关信号物质进入血液循环$

这可能是肝癌细胞发生血液转移的前提%研究发现$

=IH:

通过增加自分泌&旁分泌激活经典
Y3C

信号刺

激
VHH

细胞的体外和体内生长%免疫共沉淀实验显

示$

=IH:

能够与
Y3C

形成复合物$表明
=IH:

通过

促进该多肽与其信号受体的相互作用来刺激
Y3C

活

性'

!$

(

%这可能也是
LVHH"&)V

细胞通过分泌
=IH:

促进
VA

E

=5

侵袭)迁移能力增强的原因%

川芎中提取的纯化学物质
?LIV

具有抗氧化)

抗纤维化作用$能改变血液流变学)免疫抗肿瘤等功

效%研究发现其通过诱导肝癌细胞的凋亡及自噬等

发挥抑癌作用'

"

(

,也有研究表明
?LIV

直接杀伤肿

瘤细胞)抑制血管生成'

!"

(

$与调控
?=])

#

!

&

N*+/.

通

路'

!!

(

)调控
P+a

)

P8-)5

基因的表达从而调控细胞的凋

亡及增殖周期有关'

5'

(

%本研究结果表明$

?LIV

可

通过下调外泌体中
=IH:

蛋白的表达水平$抑制肝癌

细胞的侵袭迁移能力$表明其抑制肝癌的机制可能与

改变肿瘤的微环境)降低外泌体中
=IH:

表达有关%

综上所述$下调外泌体中
=IH:

蛋白改变肿瘤的

微环境可能是
?LIV

抗肝癌机制之一%
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