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入
1%%

!

D5S=S.]$1

培养液预平衡)取各组处理后的对数

期生长的肿瘤血管内皮细胞
1X$%

2 个与无血清培养基
1%%

!

D

加入上室#下室内加入
)%%

!

D

含
$%a

的胎牛血清的培养基)

培养
107

后吸出培养基#用
0a

的多聚甲醛固定
1%L#,

#自然

晾干后用
%&1%a

结晶紫染色
$2L#,

#用脱脂棉擦除小室上表

面的细胞#

>;9

清洗后#取小室放于载玻片上#在倒置相差显微

镜$

X$%%

倍%上取上*下*左*右*中五个视野拍片计数#计算
2

个视野的平均值为穿膜细胞数)

B&D

!

统计学处理
!

所有数据采用
9>99$(&%

软件进行统计分

析)计量资料用
GV<

表示#组间比较用
6

检验#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

组间细胞划痕修复实验检测比较
!

细胞划痕修复实验检

测
>̂'Y

"

:Y6

及
S=Y

"

=EY

信号通路在肿瘤血管内皮细胞

迁移中的作用#结果显示#

5S93

组与
5S=S.]$1

组比较#迁

移距离差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#小剂量
5S93

对肿瘤血

管内皮细胞的水平迁移功能无影响&

>5(/%2(

*

D[1(0%%1

处理

组细胞迁移受抑制#迁移距离明显小于
5S=S.]$1

组$

!

$

%&%2

%#且随着抑制剂浓度的增大#抑制越明显#两抑制剂对肿

瘤血管内皮细胞迁移的影响有浓度相关性&两抑制剂之间比

较#同等浓度的
D[1(0%%1

对细胞水平迁移的影响比
>5(/%2(

明显#二者比较差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
$

)

D[1(0%%1

对肿瘤血管内皮细胞迁移能力的影响较
>5(/%2(

强#且随着抑制剂浓度增大#细胞迁移距离越短#同浓度的抑制

剂
D[1(0%%1

组较
>5(/%2(

组间距更大#见图
$:

*

;

)

C&C

!

组间细胞定向迁移实验检测比较
!

定向迁移实验检测

>̂'Y

"

:Y6

及
S=Y

"

=EY

信号通路在肿瘤血管内皮细胞迁移
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年
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中的作用#结果显示#

5S93

组与
5S=S.]$1

组迁移距离比

较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#小剂量
5S93

对肿瘤血管

内皮细胞的定向迁移功能无影响&

>5(/%2(

*

D[1(0%%1

处理组

肿瘤血管内皮细胞迁移受抑制#与
5S=S.]$1

组比较#差异有

统计学意义$

!

$

%&%2

%#且随着抑制剂浓度的增大#抑制越明

显#各亚组间比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#两抑制剂对

肿瘤血管内皮细胞迁移的影响均与浓度呈正相关&两抑制剂间

比较#同等浓度的
D[1(0%%1

对肿瘤血管内皮细胞定向迁移的

抑制作用较
>5(/%2(

强#二者间比较差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见表
$

)且随抑制剂浓度的增大#两细胞团间的距离也

越大#同等浓度的抑制剂#

D[1(0%%1

组较
>5(/%2(

组间距大#

见图
$<

*

5

)

!!

:

!

>5(/%2(

处理后细胞划痕迁移能力&

;

!

D[1(0%%1

处理后细胞划痕迁移能力&

<

!

>5(/%2(

处理后细胞划痕定向迁移能力$左侧!

65.=<

#右

侧!

D3d3

%&

5

!

D[1(0%%1

处理后细胞划痕定向迁移能力$左侧!

65.=<

#右侧!

D3d3

%&

=

!

>5(/%2(

处理后细胞迁移染色$

X$%%

%&

]

!

D[1(0%%1

处

理后细胞迁移染色$

X$%%

%)

图
$

!!

>5(/%2(

与
D[1(0%%1

处理后
'%7

细胞刊痕'定向迁移及细胞迁移图像

C&D

!

组间细胞
6K?,+NAMM

迁移实验检测比较
!

6K?,+NAMM

迁

移实验检测
>̂'Y

"

:Y6

及
S=Y

"

=EY

信号通路在肿瘤血管

内皮细胞迁移作用#结果显示#

5S93

组与
5S=S.]$1

组比

较#差异无统计学意义$

!

%

%&%2

%#小剂量
5S93

对肿瘤血管

内皮细胞垂直迁移无影响&

>5(/%2(

*

D[1(0%%1

处理组细胞迁

移数量明显小于
5S=S.]$1

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#两抑制剂能抑制肿瘤血管内皮细胞垂直迁移&随着抑制

剂浓度的增大#迁移到膜下的细胞数逐渐减少#各组间比较差

异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#抑制剂对细胞迁移能力的影响与

浓度呈正相关&两抑制剂间比较#同等浓度的
D[1(0%%1

处理

组穿膜细胞数较
>5(/%2(

处理组少#二者比较差异有统计学

意义$

!

$

%&%2

%#

D[1(0%%1

对细胞垂直迁移的抑制作用较

>5(/%2(

强$表
$

%)随着抑制剂浓度增大#穿膜细胞数逐渐减

少#同等浓度的抑制剂
D[1(0%%1

组较
>5(/%2(

组穿膜细胞
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少#见图
$=

*

]

)

表
$

!!

组间细胞划痕修复及定向迁移距离等比较#

GV<

$

组别 划痕迁移距离 定向迁移距离 迁移细胞数

5S=S.]$1

组
'))&10V$'&11 )'%&)%V$(&22 0-1&''V$$&/'

5S93

组
'2(&()V$0&1) )'/&-)V1'&// 0-2&)-V$-&-2

D[1(0%%1

组

!

1&2%

!

L"M

"

D 1)1&$0V1'&)'

?O

0-0&'%V$0&//

?O

''$&2%V$-&21

?O

!

-&2%

!

L"M

"

D 1%/&0$V1'&%/

?OJ

'/2&$$V$)&/%

?OJ

1--&$-V$'&()

?OJ

!

$2&%%

!

L"M

"

D $10&$1V1-&00

?O!

'$$&)1V1%&)(

?O!

1$(&2%V1%&/1

?O!

>5(/%2(

组

!

1&2%

!

L"M

"

D 1(2&00V$0&$%

?

2$2&0$V1%&/$

?

'-1&%%V$2&-$

?

!

-&2%

!

L"M

"

D 12)&%%V$2&$)

?J

00%&/(V$/&)1

?J

'$'&%%V10&1(

?J

!

$2&%%

!

L"M

"

D 1%0&$(V$2&%$

?!

'/)&$/V$)&-1

?!

1-$&$1V$)&$%

?!

!!

?

!

!

$

%&%2

#与
5S=S.]$1

*

5S93

组 比 较&

O

!

!

$

%&%2

#与

>5(/%2(

组相同剂量比较&

J

!

!

$

%&%2

#与同组
1&2%

!

L"M

"

D

比较&

!

!

!

$

%&%2

#与同组
-&2%

!

L"M

"

D

比较)

D

!

讨
!!

论

结肠癌是消化道常见恶性肿瘤#在中国消化道肿瘤中排第

'

位#且其发病率近年有明显增高趋势)结肠癌的治疗#目前

以手术治疗作为首选#辅以化疗*内分泌治疗*免疫治疗*靶向

治疗*中药治疗等)虽然结肠癌的治疗方法很多#但结肠癌的

总体治愈率近年来并没有显著的提高#而随着对结肠癌的发

生*浸润*转移的深入研究#发现无论是在转移的起始还是终末

阶段#血管生成均发挥着重要作用)因肿瘤的生长分为无血管

期和血管期#当肿瘤体积超过
$LL

' 时肿瘤即进入血管期#其

生长必需依靠新生血管维持营养供给和排泄代谢产物)如果

没有新生血管生成#肿瘤就会保持休眠状态甚至发生退化)然

而肿瘤血管的生成是一持续*无控性过程#这种持续无规则的

血管形成可以促进肿瘤的生长*浸润和转移'

$$

(

)多条信号通

路涉及到该过程#有研究发现#

C"GJ7

信号途径在血管发育的

过程中起着重要作用#可直接影响血管重构*血管平滑肌细胞

的分化*血管稳定性等#血管生成素及其受体*血管内皮生长因

子$

d=T]

%"

d==]E

*成纤维细胞生长因子及其受体*血小板源

生长因子及其受体等信号通路在肿瘤的血管形成也起重要作

用'

$1.$'

(

)

本实验发现#

>̂'Y

"

:Y6

和
S=Y

"

=EY

信号通路参与结

肠癌血管内皮细胞迁移过程)抑制两信号通路后#内皮细胞的

水平*垂直和定向迁移均受抑制#且与浓度呈正相关)细胞迁

移是一涉及多步骤复杂过程#包括细胞极化#伪足生成#伪足与

细胞外基质黏附#细胞体收缩#细胞尾端和周期基质解离#最终

向前运动)

d=T]

是影响内皮细胞迁移的重要因子#

DQ?,

H

.

!#M"P

等'

$0

(通过对头颈部鳞状细胞癌研究发现#抑制两信号通

路能抑制肿瘤细胞
d=T]

的表达#从而抑制内皮细胞的迁移)

Y?K?K

等'

$2

(发现#突变的
K?+

可以通过激活肿瘤细胞中的

>̂'Y

"

:Y6

增加
d=T]

的分泌#来诱导内皮细胞向肿瘤细胞

定向迁移)

<7Q,

H

等'

$)

(发现#抑制两信号通路都可以抑制由

芝麻素诱导的
=EY

*

:Y6

*

AC39

和
@

'/S:>Y

磷酸化#从而

抑制内皮细胞的迁移)以上资料均证明#

>̂'Y

"

:Y6

和

S=Y

"

=EY

信号通路参与了细胞迁移过程#并与本研究的结

果一致#抑制两信号通路能够抑制内皮细胞的迁移)

>̂'Y

"

:Y6

和
S=Y

"

=EY

两信号通路对细胞迁移的作用

也不完全相同#同等浓度
D[1(0%%1

较
>5(/%2(

对内皮细胞迁

移的影响更明显)有研究发现#抑制两信号通路均能抑制

d=T]:

的表达#但抑制
S=Y

"

=EY

通路能抑制
d=T]<

的表

达#抑制
>̂'Y

"

:Y6

通路#

d=T]<

的表达没有发生改变'

$2

(

)

["+7#\QP?

等'

$-

(发现#抑制
@

'/

可以可以减弱
d=T]

诱导的内

皮细胞迁移#

>5(/%2(

可以抑制
d=T]

诱导的
@

'/

和
=EY$

"

1

的活性#但不影响
>E:Y

)而
@

'/

可以激活
>E:Y

诱导内细

胞迁移)以上研究显示#两信号通路对
d=T]

的表达和内皮

细胞迁移的影响不一样)缺氧可以刺激肿瘤细胞增加
d=T]

分泌#从而激活
E?+.>̂'Y

"

:Y6

通路#研究表明活化的
>̂'Y

可以通过与膜上的磷脂和相邻的
E?+

结合发生变构效应#使细

胞发生极化#确定肿瘤血管内皮细胞迁移的方向#

>̂'Y

"

:Y6

活化后可以进而激活
E?J

*

E7"

#调节细胞伪足生成*细胞收缩

等#

E7":

和
E?J

通过
E7".

激酶和
>:Y

调节细胞尾部解聚#使

细胞迁移'

$/

(

)

d=T]

也可以激活
E?+.E?I.S=Y

"

=EY

信号通

路#激活的
=EY

通过肌球蛋白轻链激酶调节细胞突触和促进

细胞局部黏附#另一方面其也可以通过钙蛋白酶促进黏附解

聚'

$(

(

)说明两信号通路均参与细胞定向迁移#但在迁移过程

的作用不同)细胞迁移的速率决定于伪足突出和黏附释放的

速度)快速移动的细胞移动的速率决定于伪足突出的速率#而

缓慢移动的细胞移动速度决定于黏附释放的速度)伪足突出

的速率是决定着细胞移动速度的关键#而
>̂'Y

参与细胞极化

和伪足生成)细胞的化学趋向性决定着细胞迁移的方向#本实

验中抑制
>̂'Y

"

:Y6

信号通路对肿瘤血管内皮细胞定向迁移

及垂直迁移的影响比
S=Y

"

=EY

信号通路明显#说明在结肠

癌血管内皮细胞定向迁移和垂直迁移过程中
>̂'Y

"

:Y6

决定

着细胞迁移的速率#这与两信号通路的在细胞迁移中的作用机

制相符)

=EY

主要通过参与细胞黏附和解聚#调节细胞迁移

速率)在细胞划痕修复试验中#也表现为
>̂'Y

"

:Y6

信号通

路对肿瘤血管内皮细胞迁移影响比
S=Y

"

=EY

信号通路明

显#说明两信号通路对细胞黏附和解聚的调节也有差异)由此

本研究推测联合应用两抑制剂可能协同增强抑制效应#这种抑

制效应在细胞定向迁移和趋化迁移中可能表现更明显)

综上所述#肿瘤血管的生成是一涉及到多条信号通路#多

步骤复杂的过程)本研究发现#抑制
>̂'Y

"

:Y6

和
S=Y

"

=EY

信号通路均能抑制结肠癌血管内皮细胞的水平*垂直和

定向迁移#且与抑制剂浓度呈正相关&抑制
>̂'Y

"

:Y6

信号通

路对内皮细胞迁移的影响比
S=Y

"

=EY

信号通路明显#联合

应用两抑制剂可能协同增强抑制作用)对
>̂'Y

"

:Y6

和

S=Y

"

=EY

的表达及其在内皮细胞不定向迁移*增殖*管道形

成中的作用有待进一步的研究)
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