
!"#

!

!"$#$%!

"

%

$#&&'$!"""(&'%&$("!($")$""$

修改日期!

("!!(!"(!%

#修回日期!

("!!(!!((#

基金项目!云南省科技厅基础研究计划面上项目

$

(""%G((!\

&#云南省教育厅科学研究基金资助项目

$

"%̂ !"'''

%

"&]""((

&

作者单位!

!$*(!"""

四川绵阳%绵阳市中心医院病理

科#

($

昆明医学院病理学教研室%

#$

电子显微镜室

通信作者!宋精玲%

Z(@0#=

!

:

'K@&"'

2%

#'

2

=#'

2%

&#(

'0$4"@

#王芳%

Z(@0#=

!

>0'

2

D0'

2

"

"!

%

!(*$4"@

作者简介!季语祝$

!$&((

&%男%硕士%住院医师%主

要从事肿瘤病理学研究

\ZW

"

ZCW

对
J7(($

结肠癌细胞分化+

侵袭迁移及
83CM!

基因表达的影响
季语祝!

%

(

%王
!

芳(

%高
!

倩(

%宋精玲#

G<<"3%'<?GA

"

G!A'(O&<<"."(%&$%&'(

%

5(6$7&'(

"

?&

F

.$%&'($(19O!4B4"("GH

-

."77&'(

'<@'#'(@$(3".@"##T&("+8EC[

]# /̂H5/

!

%

(

%

10'

2

B0'

2

(

%

M0"-#0'

(

%

,"'

2

]#'

2

=#'

2

#

!!"#

$

%&'(#)'*

+

,%'-*1*

2.

%

60%)

.

%)

2

3#)'&%19*/

$

0'%160%)

.

%)

2

*(!"""

%

3-0)%

#

(!"#

$

%&'(#)'*

+

,%'-*1*

2.

%

D?)(0)

2

6#705%13*11#

2

#

%

#!"#

$

%&'(#)'*

+

I1#5'&*)605&*/5*

$

#

3*&&#/

$

*)70)

2

@?'-*&

!

8*)

2

O0)

2

10)

2

%

IE(%01

!

.

)C(/*)

2U

0)

2

10)

2

%

/0)%!5*(

#

R%)

2

G%)

2

%

IE(%01

!

K%)

2+

%)

2

-

"!

%

!(*!5*(

;)7%.$3%

!

=)

>

"3%&6"

!

7"450<04;9<#H9;59@9450'#&@"D83CM!(#'!/49!4"="'40'49<0

22

<9&&#A9'9&&#'4=/(

!#'

2

83CM!(#'!/49!4"="'40'49<49==@#

2

<0;#"'0'!#'A0&#"'$?"%/'17

!

J7(($5/@0'4"="<94;0=49==

%

>0&9@

?

="

:

9!;"!9;94;49==@#

2

<0;#"'0'!#'A0&#"'/&#'

2

;<0'&>9==0&&0

:

&$759<"=9"DZCW#'83CM!(

@9!#0;9!49==@#

2

<0;#"'0'!#'A0&#"'>0&0=&"9A0=/0;9!)

:

9@

?

="

:

#'

2

;59\ZW

"

ZCW#'5#)#;"<$G50'

2

9"D

49==@"<

?

5"="

2:

>0&@#4<"&4"

?

#40==

:

9F0@#'9!$7<0'&@#&&#"'9=94;<"'@#4<"&4"

?

9>0&0=&"/&9!;"9F0@(

#'9;599DD94;"DZCW#'5#)#;"<"'J7(($/=;<0&;</4;/<9450'

2

9$!"72#%7

!

7<90;@9';>#;5ZCW#'5#)#;"<

450'

2

9!J7(($49==@"<

?

5"="

2:

$759&#H9

%

0

??

90<0'49"D;5949==&0'!'/4=9#>9<9#'4=#'9!>#;5/'#D"<@#(

;

:

#

;590<<0'

2

9@9';"D;5949==&>0&

2

=0'!/=9(=#K9;9F;/<9$759<9>9<9@"<9@#4<"A#==#"';5949==&/<D049

0'!;59'/@)9<&"DM"=

2

#4"@

?

=9F9&

%

@#;"45"'!<#0>9<9#'4<90&#'

2

#

;59<9>9<90=&"@"<9<"/

2

59'!"

?

=0&(

@#4<9;#4/=0

#

#';<04

:

;"

?

=0&@#4=/@9'>0&D<9

X

/9';=

:

&99'

#

49==&;<90;9!>#;5ZCW#'5#;"<&0=&"#'!/49!49==

0

?

"

?

;"&#&$G"@

?

0<#'

2

>#;54"';<"=

2

<"/

?

&

%

49==@#

2

<0;"<

:

0)#=#;

:

>0&&#

2

'#D#40';=

:

#'5#)#;9!)

:

;59#'5#)#(

;"<&$E&#'

2

0'#@@/'"4

:

;"459@#40=&;0#'#'

2

0

??

<"045

%

>9!9@"'&;<0;9!;50;#'4<90&9!83CM!

?

<";9#'

>0&9=9A0;9!#'49==&;<90;9!>#;5;59#'5#)#;"<&

%

;50';50;#'4"';<"=49==&$19&;9<')=";4"'D#<@9!;5#&")(

&9<A0;#"'$@'(3#27&'(

!

V/<!0;0#'!#40;9;50;)="4K#'

2

;59\LYW

?

0;5>0

:

#'!/49&!#DD9<9';#0;#"'0'!0

?

"

?

;"&#&

"D;59J7(($4"="<94;0=40'49<49==&$I'0!!#;#"'

%

#'5#)#;#"'"D\LYW

?

0;5>0

:

0=&"&/

??

<9&&9&40'49<49==#'A0(

&#A9

"

@#

2

<0;"<

:

0)#=#;#9&;5<"/

2

5/

?

(<9

2

/=0;#"'"D83CM!

?

<";9#'$

A"

,

*'.17

!

89"

?

=0&@

#

J7(($

#

\LYW

#

83CM!

#

I'A0&#"'

摘
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要!目的
!

探讨
\ZW

!

ZCW

在结肠癌细胞
83CM!

基因表达调控和体外侵袭+迁移中的作用#分析

ZCW

通路+

83CM!

基因+肿瘤侵袭及迁移三者间的潜在联系'方法
!

将
\ZW

!

ZCW

抑制剂与
J7(($

结肠癌细胞共培养%光学显微镜下观察细胞形态变化#透射电子显微镜观察细胞超微结构变化#

()

孔
(

小

室法检测癌细胞体外侵袭+迁移能力的改变#免疫细胞化学染色+

19&;9<')=";

检测
83CM!

基因表达情

况'结果
!

与抑制剂共培养后%

J7(($

结肠癌细胞及胞核形态+大小趋于一致%排列多呈腺样结构'细

胞表面微绒毛+高尔基复合体+线粒体增多%粗面内质网丰富%胞质内微腺腔常见%同时可见凋亡细胞'

与对照组相比%加抑制剂组在侵袭迁移实验中穿过微孔膜的细胞数减少%差异有统计学意义$

,

"

","'

&'免疫细胞化学结果显示%

J7(($

组与
3\,V

组
83CM!

表达较少%加抑制剂组表达显著增多#

19&;9<')=";

结果显示%加抑制剂各组均出现
83CM!

蛋白表达条带%而
J7(($

组与
3\,V

组则未见有

83CM!

蛋白的表达'结论
!

阻断
ZCW

通路可诱导
J7(($

结肠癌细胞发生分化且促进细胞凋亡%同时

可抑制其体外侵袭及迁移能力并明显上调其
83CM!

蛋白的表达'

关键词!肿瘤#

J7(($

#

\LYW

#

83CM!

#侵袭

中图分类号!
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#

C%#(#%

文献标识码!

L

文章编号!

!"""(&'%&

$
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&

")(")"#("'
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!

引言

大肠癌是最常见的恶性肿瘤之一%同时也是世界范

围内癌症死亡的主要原因'大肠癌的发生是一个复杂的

多步骤过程%包括肠上皮细胞增殖+分化+凋亡及幸存机

制的进行性紊乱(

!

)

'

*

#")

*
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ZCW \LYW

通路是引起细胞增殖最为重要的

信号通路之一(

(

)

%其活性对肠上皮分化非常重要(

#

)

'

ZCW \LYW

通路的激活与大肠癌发病机制+演进

及其生物学行为关系密切'该通路相关的所有激酶

均可作为大肠癌治疗中潜在的靶点'

83CM!

基因是与细胞分化及肿瘤转移有关的

基因'研究表明%该基因与细胞生长+发育+分化+肿

瘤的发生+转移和预后等均有关'

本研究初步探寻
\ZW

"

ZCW

在
83CM!

基因表

达调控和体外侵袭迁移中的作用#分析
ZCW

通路+

83CM!

基因+肿瘤侵袭及迁移三者间的潜在联系'

"

!

材料与方法

!$!

!

实验材料

人结肠癌细胞株
J7(($

由中国医学科学院中

国协和医科大学基础医学研究所细胞中心提供'

\ZW

"

ZCW

抑制剂
Y3$&"'$

+

E"!(*

购自
G0=)#"(

459@

公司#兔抗人
83CM!

多克隆抗体购自美国

,0';04</H+#";945'"="

2:

公司#

3\Z\

"

B!(

培养

液+胰蛋白酶+

Y+,

缓冲液购于
J

:

4="'9

公司#标准

胎牛血清购自
7#0'

2

9'9

公司#

3\,V

购自
,#

2

@0

公司#

19&;9<'

及
IY

细胞裂解液+

+GL

蛋白测定试

剂盒+

,3,(YLMZ

凝胶配制试剂盒购于碧云天$

+9(

:

";#@9

&公司#

()

孔
(

小室$

()(;<0'&>9==

&购自
G"&;(

0<

#

\0;<#

2

9=

购于
+3

公司#即用型
Z=#[#&#"'

7\

?

=/&

广谱试剂盒+

3L+W#;

购自迈新生物技术有限公司'

!$(

!

实验方法

!$($!

!

细胞培养及实验分组
!

传代培养的
J7(($

细胞在含
!"T

胎牛血清的
3\Z\

"

B!(

培养液中生

长至
%"T

,

&"T

融合时%根据文献及预实验结果分

别加入浓度为
'"

"

@"=

"

.

的
Y3$&"'$

+

!"

"

@"=

"

.

的
E"!(*

共培养
)&5

后%收集细胞用于下列实验'

!$($(

!

细胞爬片
JZ

染色的普通光学显微镜观察

!

Y+,

液洗涤后丙酮固定'常规
JZ

染色%光学显

微镜下观察'

!$($#

!

透射电子显微镜观察
!

(T

戊二醛+

!T

锇酸

双固定%丙酮梯度脱水%环氧树脂浸透后包埋%超薄

切片+饱和醋酸铀染色%透射电子显微镜观察细胞超

微结构'

!$($)

!

体外侵袭+迁移实验
!

按照文献(

)

)的方法%以

人工基底膜包被
()

孔
(

小室滤膜%小室上室加入收获

的无血清细胞悬液
!""

"

=

$

!+!"

'个"孔&%下室加入

%""

"

=

含
("TB+,

的
3\Z\

"

B!(

培养液%每组
)

个

复孔#放入培养箱中
#"@#'

使细胞贴膜#取出%再加

含两倍工作液浓度抑制剂的培养液
!""

"

=

于小室上

室%

#%U

+

'TGV

(

培养
()5

以上'取出小室%

Y+,

洗

涤后
$'T

酒精固定#结晶紫染色洗净后用棉签擦净

小室滤膜的内表面%去掉未发生侵袭的细胞#显微镜

下观察'选择中央及上+下+左+右
'

个
)""

倍视野%

计数穿过
&

"

@

微孔膜的侵袭性细胞数目'取每个视

野的平均数表示肿瘤细胞的体外侵袭能力'

迁移实验时不铺人工基底膜%其余步骤同侵袭

实验'

!$($'

!

83CM!

基因表达情况的检测
!

$

!

&免疫细

胞化学染色检测!细胞爬片
Y+,

液洗涤后丙酮固

定%常规
,Y

法进行
83CM!

表达的免疫细胞化学

染色%以细胞质和细胞膜中出现棕黄色颗粒状产

物为
83CM!

免疫细胞化学染色阳性判定标准'

$

(

&

19&;9<')=";

检测!收集处理前后的各组细胞%

裂解细胞提取总蛋白%根据蛋白质分子量制备

!(T,3,(YLMZ

%每孔上样量
'"

"

2

%常规电泳+转

膜+封闭%一抗$稀释度为
!.'""

&

)U

孵育过夜%二抗

$稀释度为
!.!"""

&

#%U

反应
!5

%采用
ZG.

试剂盒

进行化学显影'

!$#

!

统计学方法

应用
,Y,,!#$"

软件进行统计学处理%数据以

B-/

表示%各组间比较采用单因素方差分析%

,

"

","'

为差异有统计学意义'

#

!

结果

($!

!

光学显微镜观察

对照组
J7(($

组及
3\,V

组细胞$抑制剂

Y3$&"'$

+

E"!(*

均以
3\,V

溶解&均呈梭形+多边形#

排列紊乱+缺乏极向#细胞核大+深染%圆形+椭圆形%可

见双核+多核%核浆比增大#$病理性&核分裂相易见%见

图
!0

+

!)

'

Y3$&"'$

组细胞呈较规则的多边形%细胞及

细胞核形态+大小趋于一致%见图
!4

'

E"!(*

组细胞形

态较两对照组细胞规则%但不及
Y3$&"'$

组#可能是

E"!(*

更易分解的缘故%见图
!!

'

($(

!

透射电子显微镜观察

J7(($

细胞呈圆形+椭圆形%核大+核仁突出%

核质比大%可见畸形核%细胞表面微绒毛少%粗面内

质网偶见%可见固缩线粒体'与
Y3$&"'$

及
E"!(*

共培养后%细胞表面微绒毛丰富%线粒体增多+肿胀%

见图
(0

#胞质内微腺腔常见%见图
()

#粗面内质网丰

富%偶见微丝束%见图
(4

#凋亡细胞常见%见图
(!

'

($#

!

侵袭迁移实验

侵袭实验结果显示%加抑制剂组与
J7(($

组及

3\,V

组相比%相同时间内穿过人工基底膜的细胞数

减少%差异有统计学意义$

,

"

"$"'

&#

3\,V

组与

J7(($

组相比%相同时间内穿过人工基底膜的细胞数

接近%差异无统计学意义$

,

$

"$"'

&%见图
#

%表
!

'

!!

迁移实验结果显示!加抑制剂组与
J7(($

组及

3\,V

组相比%相同时间内穿过
()

孔
(

小室微孔膜的

细胞数减少%差异有统计学意义$

,

"

"$"'

&#

3\,V

组与
J7(($

组相比%相同时间内穿过
()

孔
(

小室微孔

膜的细胞数接近%差异无统计学意义$

,

$

","'

&%见

表
!

'

*

)")

*

肿瘤防治研究
NOPN

年第
QR

卷第
S

期



表
B

!

四组细胞侵袭和迁移能力的比较$
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,

$
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($)

!

83CM!

基因表达情况的检测

($)$!

!

免疫细胞化学染色检测
83CM!

蛋白的表

达
!

结果显示!

83CM!

蛋白阳性着色主要定位于

细胞膜与细胞质%呈黄色
,

棕黄色细颗粒#

J7(($

组及
3\,V

组表达较少%加抑制剂组表达显著增

多%见图
)

'

($)$(

!

19&;9<')=";

检测
83CM!

蛋白的表达
!

蛋白转移膜化学显影后%结果显示!加抑制剂组出现

83CM!

蛋白表达条带#而
J7(($

组和
3\,V

组则

未见有
83CM!

蛋白的表达%见图
'

'

!0

!

J7(($

2

<"/

?

#
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细胞与
MO[SJD[

及
YJBCQ

共培养后细胞形态的变化$
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图
C
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+8EC[

细胞与
MO[SJD[

及
YJBCQ

共培养后细胞超微结构的变化
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图
I
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加入抑制剂后对
+8EC[

细胞侵袭能力的影响$结晶紫染色
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及
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共培养后
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蛋白表达的变化$
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检测加抑制剂前后

各组
9O!4B

蛋白表达的变化
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讨 论

ZCW\LYW

信号通路的激活对肠上皮分化非常

重要(

#('

)

%并与人类大肠癌发病机制+演进及其生物学

行为关系密切(

*

)

'大肠癌中由
ZCW

通路传递的信号

增强%在过去的几年里%对这一现象作用的了解已越

来越多(

%(&

)

'研究表明%

ZCW

通路与大肠癌细胞凋

亡+增殖及分化关系密切#其在大肠癌侵袭+转移中也

有着重要作用'

83CM!

基因是
8(@

:

4

下游基因家族的一个成

员%广泛参与多种生物学效应(

$(("

)

!参与细胞生长+发

育#抑制肿瘤细胞的生长#与肿瘤细胞的分化和转移

有关#可被多种分化调节剂诱导表达'

83CM!

蛋白

主要分布在上皮组织内(

!*

)

'

83CM!

在正常细胞和

组织中有较高的表达%而肿瘤细胞中
83CM!

的表达

普遍降低#

83CM!

在高级别肿瘤和低分化肿瘤中的

表达也较低(

(!(((

)

'

在对结肠癌(

(#(()

)的研究中发现%从正常黏膜上皮

向癌发展的过程中%

83CM!@C8L

的表达逐步降

低%且原发灶中的表达比转移灶中的表达要高'实验

发现%

83CM!

可上调
Z(

钙黏连蛋白的表达(

()

)

%而后

者已证实为肿瘤黏附分子和转移抑制因子(

((

)

'最近

的研究也表明%

83CM!

低水平表达是进展期大肠癌

独立的不良预后因子(

('

)

'

信号通路抑制剂是研究信号转导通路的有力工

具'

Y3$&"'$

和
E"!(*

是抑制
\ZW

活化与
\LYW

级联反应的高选择性抑制剂(

(*((%

)

'

本研究将
ZCW

通路相关抑制剂与
J7(($

结肠

癌细胞共培养后%光学显微镜和透射电子显微镜下细

胞形态学变化+体外侵袭迁移实验结果+

83CM!

基因

表达的免疫细胞化学染色+

19&;9<')=";

检测结果提

示%阻断
ZCW

通路可诱导
J7(($

结肠癌细胞发生分

化且促进细胞凋亡%同时可抑制其体外侵袭及迁移能

力并明显上调其
83CM!

蛋白的表达'

综合实验结果%我们推测在
J7(($

大肠癌细

胞株中%

ZCW

通路活化后%可能通过下调
83CM!

基因表达进而赋予癌细胞恶性表型#阻断
ZCW

通

路后%可能通过上调
83CM!

基因表达从而促进细

胞分化+凋亡并抑制肿瘤侵袭'在以后的研究中%

我们将进一步检测与分化相关的分子
@0<K9<

+敲

除
83CM!

基因后%再观察
\ZW

"

ZCW

抑制剂是

否仍能促进
J7(($

细胞的凋亡+抑制
J7(($

细胞

的迁移等功能'
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