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#摘要$

!

目的
!

研究结合黏附分子家族
4

"

4̂[4

$表达水平与鼻咽癌细胞株放疗敏感性的关系%方法
!

过表达或干扰

6T52

和
S7T5!

细胞株中
4̂[4

的表达!然后采用不同剂量
e

射线进行照射!

2$G

后检测细胞克隆形成能力及细胞凋亡变化!

了解
4̂[4

在鼻咽癌放疗中的作用%通过
\D.EDN/PH'E

检测
4̂[4

不同表达水平细胞株放疗后的相关信号通路蛋白%结果
!

4̂[4

低表达细胞株对放疗更敏感(

4̂[4

低表达后!

3)

值在
6T52

细胞株中从
+*2,X)*0#

下降为
!*"2X)*2+

#

3

h

值从

$,*9!X$*20

下降至
+2*!2X+*!"

%放疗诱导的凋亡在
4̂[4

低表达细胞株中显著增加!

4̂[4

低表达后!细胞凋亡率从

,*"BX)*"B

上升至
!+*0BX!*+B

#

S7T5!

细胞凋亡率从
,*9BX!*!B

上升至
!2*+BX!*0B

#

4̂[4

过表达细胞株中显著

减少%结论
!

4̂[4

表达水平与鼻咽癌细胞株放疗敏感性密切相关!

4̂[4

能增加鼻咽癌细胞株放疗抵抗%
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鼻咽癌是发生于鼻咽黏膜的恶性肿瘤#其恶性程度较高#

转移能力强#早期易发生淋巴结和远处转移#并具有相当高的

病死率$据世界卫生组织统计#

#)B

的鼻咽癌发生于中国#尤

其高发于广东地区(

!

)

$近年来分子生物学的发展和放疗技术

的进步使鼻咽癌治疗效果得到了较大的提高#但鼻咽癌的治疗

抵抗以及复发仍是影响患者生存的重大障碍(

2

)

$因此#了解鼻

咽癌治疗抵抗及复发机制#寻找可靠的治疗靶标有极其重要的

意义$结合黏附分子家族
4

!

Î/KE('/FHF&GD.('/M'HDKIHD4

#

4̂[4

"是位于细胞间的跨膜紧密连接蛋白#它在细胞的侵袭*

血小板聚集和淋巴细胞黏附等方面起重要作用(

+

)

$大量研究

显示#

4̂[4

与乳腺癌患者的不良预后密切相关#并能促进细

胞增殖及细胞株上皮间充质转化!

D

L

(EGDH(FH1MD.D/KG

Q

MFHENF/1

.(E('/.

#
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"

(

$

)

$因此#本试验欲研究
4̂[4

表达水平与鼻

咽癌细胞株放疗敏感性的关系$

C

!

材料与方法

C*C

!

细胞培养
!

6T52

和
S7T5!

细胞株由南方医科大学肿

瘤研究所保存$

6T52

和
S7T5!

用含
!)B

胎牛血清的
@[1

8>!,$)

培养#

+0c

#

9B67

2

培养箱贴壁培养处于对数生长期

状态良好的细胞#用
)*)9B

胰酶消化传代#取指数生长期细胞

进行试验$

C*D

!

过表达质粒构建
!

具体构建步骤见文献(

$

)#简单步骤如

下%!

!

"从
6T52

细胞株基因组中克隆得到完整的目的基因

!

4̂[463W

区"'!

2

"按
:>4T<5T

试剂盒
38!)+

说明完成

L

\8>

质粒提取#并用
8FK>

和
8MD>

双酶切
4̂[4

及质粒'!

+

"

,!,$

重庆医学
2)!,

年
!!

月第
$9

卷第
++

期

$

基金项目!国家自然科学基金资助项目!

#!9)2+$2

"'广州医科大学博士启动基金!

2)!$6$9

"$

!

作者简介!田允鸿!

!"#$%

"#博士#主治医

师#主要从事肿瘤侵袭和转移机制*

5[:

*

M(KN'@T4

方面的研究$

!

%

!

通讯作者#

51MF(H

%

9"!9++)#,

)hh

*K'M

$



酶切后片段及质粒采用
:$

连接酶体系进行连接'!

$

"质粒转

化及扩增并进行测序验证$

C*E

!

过表达质粒或
.(@T4

瞬时转染试验!

2$

孔板"

!

!

!

"转

染前
!&

#胰酶消化细胞并计数#细胞铺板在不含抗生素#含血

清的培养基中$使其能在转染日达到
#)B

!

")B

'!

2

"对于每

孔细胞#使用
9)

"

=

无血清
7

L

E(1[5[

+ 培养基稀释
.G@T4

!

.G@T4+))

!

,))/

A

#

.G@T4 6<? 46<6<< 44? 46?

?6<4

"

(

$

)

#轻轻混匀'!

+

"使用前将
=(

L

'2)))

转染试剂轻轻混

匀#每孔细胞用
9)

"

=

无血清
7

L

E(1[5[

+ 培养基稀释
!

"

=

=(

L

'

:[

2)))

转染试剂#室温孵育
9M(/

'!

$

"混合稀释的质粒和

稀释的
=(

L

'

:[

2)))

#此时体积是
!))

"

=

#轻轻混匀#室温放置

2)M(/

以使
.G@T41=(

L

'

:[

2)))

复合物形成'!

9

"将
2$

孔板

中的旧营养液吸出#用无血清培养基清洗
2

次$加入
)*9M=

无血清
7

L

E(1[5[

+培养基'!

,

"逐滴加入
!))

"

=

质粒
1=(

L

'

:[

2)))

复合物到每孔中#边加边前后来回摇动培养板#轻轻混

匀'!

0

"在
+0c

#

9B67

2

中孵育
2$

!

$#G

更换培养基$

C*F

!

平板克隆形成试验
!

收集贴壁培养细胞制成单细胞悬

液#重悬于含
!)B

胎牛血清的
3[5[

培养基中#然后计数#等

比稀释成不同浓度的细胞$细胞按预定数量接种于
,

孔板%设

)

*

2

*

$

*

,<

Q

和
#<

Q

9

个剂量组#各剂量组设
+

个复孔$细胞

接种后置于培养箱孵育
+G

后按不同剂量组照射$静置培养

!$&

后#终止培养并以
8_W

缓冲液洗涤细胞
2

次#每孔加入
!*

9M=

甲醇固定细胞
!)M(/

'

8_W

清洗
2

次#每孔加入
!M=

!B

的结晶紫染色后#在显微镜下计算细胞大于
9)

个克隆数$

按公式计算%克隆形成率
Y

生成的克隆数&接种细胞数
b

!))B

'存活分数!

.INC(CFHJNFKE('/

#

W]

"

Y

受照射细胞的克隆形

成率&对照组细胞克隆形成率
b!))B

$对所得的
W]

平均数

进行分析#运用
<NF

L

G8F&8N(.M9*)

软件进行单击多靶模型

曲线拟合#并根据单击多靶模型求出
3)

*

3

h

及
T

值$

C*G

!

凋亡检测
!

6F.

L

F.D1+

活性检测%胰酶消化贴壁细胞#离

心收集细胞#小心吸除上清液#同时确保没有细胞被吸除#

8_W

洗涤
!

次后收集细胞加入裂解液!

2b!)

,

&

!))

"

=

"#冰浴裂解

!9M(/

$参照碧云天
6F.

L

F.D1+

检测试剂盒说明进行进一步的

检测$流式细胞仪检测凋亡%加入适量胰酶细胞消化液消化收

集细胞$用
8_W

轻轻重悬细胞并计数$取
9b!)

$ 重悬的细

胞#

!)))N

&

M(/

离心
9M(/

#弃上清液#加入
!"9

"

=4//DO(/

;1]>:6

结合液轻轻重悬细胞$然后再加入
9

"

=4//DO(/;1

]>:6

#轻轻混匀$室温避光孵育
!)M(/

$

!)))N

&

M(/

离心
9

M(/

#弃上清液#加入
!")

"

=4//DO(/;1]>:6

结合液轻轻重悬

细胞$加入
!)

"

=

碘化丙啶染色液轻轻混匀#冰浴避光放置$

随即进行流式细胞仪检测$

C*I

!

细胞照射
!

采用
;FN(F/2!))6

直线加速器
,[;e

线为

放射源#固定源皮距照射#剂量率
+))[?

&

M(/

#

WW3Y!))KM

#

833Y#)B

#照射野
!)KMb!)KM

$

C*J

!

\D.EDN/PH'E

检测
4VE

信号通路
!

细胞转染
4̂[41

.G@T4

和
WKNFMPHD

后培养
2$G

#采用
@>84

裂解液提取细胞

总蛋白!南京凯基"#

_NF&J'N&

法测定蛋白质浓度$制备好

W3W184<5

胶#每孔上样
+)

"

A

蛋白#进行
W3W184<5

电泳$

压缩胶电压设定为
,);

#

+)M(/

'分离胶电压设定为
!2);

#

!G

$电泳完毕#根据
[FNVDN

指示切下目的蛋白所在位置凝胶

!

,)b!)

+

"#然后转移至
8;3]

膜上$用
9B

脱脂奶粉&
:_W:

封闭
8;3]

膜
!G

$封闭完毕#用
:_W:

洗涤
+

次#每次
9M(/

$

L

14VE

抗体和
4VE

一抗分别与靶蛋白结合$二抗与一抗结合%

用
!B

脱脂奶粉&
:_W:

稀释二抗!

!d!)))

"#与
8;3]

膜孵育

!G

#室温轻摇$

:_W:

洗涤
+

次#每次
9M(/

$再用
:_W

洗涤
9

M(/

$显影!

56=

法"%

56=4

液
29)

"

=a_

液
29)

"

=

#高灵敏

度化学发光成像系统下成像拍照$用
>MF

A

D̂

对
\D.EDN/PH'E

检测结果进行灰度分析$

C*K

!

统计学处理
!

采用
W8WW!+*)

软件进行统计分析#计量

资料用
GX4

表示#以
"

"

)*)9

为差异有统计学意义$

D

!

结
!!

果

D*C

!

平板克隆试验结果
!

试验结果显示!图
!

"#

4̂[4

表达

降低后#

6T52

细胞株
3)

值从
+*2,X)*0#

下降为
!*"2X

)*2+

'

3

h

值从对照组的
$,*9!X$*20

下降至
4̂[4

低表达组

的
+2*!2X+*!"

'与
6T52

结果相一致的是#

S7T5!

细胞株中

4̂[4

表达降低后#反映细胞对放射损伤敏感度的参数
3)

从

,*+)X!*)!

下降至
2*!0X)*!"

'反映细胞亚损伤修复能力大

小的
3

h

值同样显著降低#差异均有统计学意义!

"

"

)*)9

"$

!!

4

%

6T52

细胞株'

_

%

S7T5!

细胞株$

图
!

!!

克隆形成试验结果

!!

4

*

_

%

6F.

L

F.D1+

活性检测#细胞转染
4̂[41.G@T4

和
4̂[41

L

\8>

质粒
2$G

后行
e

射线照射#

2$G

后检测
6T52

!

4

"和
S7T5!

!

_

"细胞株

中
6F.

L

F.D1+

活性'

6

*

3

%流式细胞仪检测细胞株转染
4̂[41.G@T4

和
4̂[41

L

\8>

质粒后#

6T52

!

6

"和
S7T5!

!

3

"细胞株放疗后凋亡情况'

$

%

"

"

)*)9

#

$$

%

"

"

)*)!

$

图
2

!!

凋亡检测结果

0!,$
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D*D

!

凋亡检测结果
!

如图
24

和
2_

结果显示#在
4̂[4

低表

达细胞株中
6F.

L

F.D1+

活性显著升高#反之#在
4̂[4

高表达

细胞株中活性显著减低%

6T52

细胞株接受
2<

Q

射线照射后#

6F.

L

F.D1+

活性在
4̂[4

低表达组上升了约
2"B

#

4̂[4

高表

达组下降了约
+!B

'

S7T5!

接受
2<

Q

射线照射后#

6F.

L

F.D1+

活性在
4̂[4

低表达组上升了约
!0B

#

4̂[4

过表达后

6F.

L

F.D1+

活性显著降低约
2)B

$结果提示射线照射后#

4̂1

[41.G@T4

组鼻咽癌细胞株凋亡更明显$进一步采用流式细

胞仪分析放疗后#

4̂[4

不同表达水平细胞株凋亡情况$如

图
26

和
23

结果所示#

4̂[4

低表达组中#细胞凋亡显著增

加%

6T52

细胞株接受
2<

Q

照射后#细胞凋亡从对照组的

#*"BX!*)B

上升至
4̂[4

低表达组的
!2*0B X!*+B

'

S7T5!

接受
2<

Q

照射后#细胞凋亡从对照组的
0*#BX

)*"B

上升至
!!*,BX)*,B

#过表达
4̂[4

后#

S7T5!

细胞

接受
2<

Q

放疗后细胞凋亡下降至
9*"BX)*#B

$总之#

4̂1

[4

低表达组细胞接受射线照射后凋亡显著增加#反之#

4̂1

[4

过表达细胞株接受射线照射后细胞凋亡显著减少$

D*E

!

\D.EDN/PH'E

检测
4VE

信号通路
!

\D.EDN/PH'E

检测结

果显示#在
4̂[4

低表达细胞株中#总
4VE

变化并不明显#

L

1

4VE

蛋白表达量却显著减低!图
+4

和
_

"$然而
5@Z

信号通

路在
4̂[4

不同表达水平细胞株中#放疗后并没有显著差异

!图
+6

"$

!!

4

%

\D.EDN/PH'E

检测
6T52

细胞株转染
4̂[41.G@T4

并行射线照射后相关信号通路结果'

_

*

6

%使用
>MF

A

D̂

对
\D.EDN/PH'E

检测结果进行

灰度分析$

$$

%

"

"

)*)!

#与
WKNFMPHD

组比较$

图
+

!!

\D.EDN/PH'E

检测相关信号通路

E

!

讨
!!

论

!!

鼻咽癌是我国广东地区高发的恶性肿瘤#其远处转移率及

病死率均较高$放疗是鼻咽癌最重要的治疗手段之一#尽管放

疗手段有了较大的进步#但是放疗抵抗仍然是治疗失败的重要

原因之一(

!

#

9

)

$因此#研究鼻咽癌细胞放疗抵抗机制显得尤为重

要$既往研究显示#

4̂[4

能影响乳腺癌及小肠内皮细胞功能#

但是
4̂[4

在鼻咽癌放疗敏感性方面的研究鲜有报道$笔者

研究了
4̂[4

表达水平与鼻咽癌细胞株放疗敏感性的关系#发

现
4̂[4

与鼻咽癌细胞株放疗敏感性密切相关#

4̂[4

能增加

鼻咽癌放疗抵抗#这种作用是通过
4VE

信号通路起作用的$

4̂[4

与多种肿瘤预后及治疗效果密切相关$

[K.GDNN

Q

等(

,

)采用组织芯片技术发现
4̂[4

高表达的乳腺癌患者预后

相对较差#作者以高表达
4̂[4

的乳腺癌细胞株
[6]10

为研

究对象#结果显示
4̂[4

能增加
(

!

整合素表达而增加乳腺癌

细胞的侵袭能力(

01#

)

$进一步研究结果显示#

4̂[4

与
S5@2

共表达#降低
4̂[4

表达能减少
S5@2

和
5@

受体表达(

"

)

$

另外有研究证实
4̂[4

能影响正常小肠内皮细胞增殖#影响

与细胞黏附功能密切相关的
51KF&GDN(/

等表达(

!)1!!

)

$更重要

的是有研究显示
4̂[4

能诱导鼻咽癌
6T52

和
S7T5!

细胞

株
5[:

的发生$来自
!02

例鼻咽癌患者的组织标本显示#高

表达
4̂[4

与远处转移和不良预后密切相关(

$

)

$总之#

4̂1

[4

高表达与患者不良预后密切相关$本研究结果证实#

4̂1

[4

能增加鼻咽癌细胞株放疗抵抗#这可能是
4̂[4

高表达

患者预后不良的另一重要原因$

4VE

信号通路与许多肿瘤基因及多种信号受体相关#是肿

瘤中经常被激活的通路#并在肿瘤发生机制研究及肿瘤治疗中

扮演了重要角色(

!2

)

$大量研究显示
4VE

通路的激活在肿瘤细

胞侵袭中起了重要作用(

!+

)

$既往研究显示#

4̂[4

蛋白能通

过激活细胞中小分子
<

蛋白
@F.

超家族成员
1!

!

@F.1

L

N'O(1

MFED1!

#

@F

L

!

"调节细胞对外界刺激的反应并影响与细胞黏附

功能密切相关的
51KF&GDN(/

蛋白表达(

!!

)

$

Z'NEG'HE

等(

!+

)研究

了
@F

L

!

与
8>+Z

信号通路的关系#结果证实
@F

L

!

能直接结合

至
8>+Z

的
@F.

结合区域#增加
8>8+

表达水平(

!$

)

$

T4;4

等(

!)

)证实
4̂[4

能通过抑制
4VE

&

(

1KFED/(/

信号通路活性影

响正常小肠内皮细胞增殖$总之#这些研究结果间接证实了

4̂[4

可能通过
4VE

信号通路起作用$笔者通过试验发现#

4̂[4

能通过
4VE

信号通路增强鼻咽癌细胞的放疗抵抗$

综上所述#本试验证实了
4̂[4

能增加鼻咽癌细胞株放

疗抵抗#初步的机制研究结果显示#这种机制与
4VE

信号密切

相关$尽管需要通过回复
4VE

以及过表达
4̂[4

等方法#进

一步研究其放疗增敏机制#但是这样的结果已经给了研究人员

一个很重要的提示$这为鼻咽癌放疗抵抗机制的研究提供了

一点基础#为鼻咽放疗增敏提供了新的可行的方向$
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9)B

#这一点与临床肺癌易发生脑转移相符#而卵巢癌细胞为

什么不容易通过血脑屏障#目前还不清楚$尾静脉注射途径与

腹腔注射途径颅内转移差异无统计学意义#可能是样本量不

够'同时也提示#采用这两种途径循环肿瘤细胞数量不是那么

多#因而肺癌细胞株进入大脑的可能性也低$

血脑屏障是机体最重要的内部屏障之一#由脑毛细血管内

皮细胞*基膜和胶质细胞足突共同组成(

!!

)

$血脑屏障的结构

包括%毛细血管内皮细胞之间的紧密连接*毛细血管基膜*由星

形胶质细胞终足围绕形成的毛细血管基膜外的胶质膜(

!2

)

$血

脑屏障是维持脑内环境稳定的重要结构#它允许脑组织所需要

的营养物质通过的同时而可有效阻挡有害物质的侵入(

!+

)

$由

于脑毛细血管内皮的屏障功能#蛋白质*大分子药物以及各种

染料不易透过血脑屏障'脑毛细血管内皮细胞间的紧密接合含

有带负电荷的胶质#故带负电荷的物质不易通过血脑屏障(

!$

)

$

是否卵巢癌
WV'C+

细胞株整体带负电荷的分子多#从而被血脑

屏障排斥在外#是笔者下一步研究的方向$腹腔注射途径#卵

巢癌
WV'C+

细胞株未发现肺内转移#可能是由于腹膜屏障也会

在一定程度上阻挡
WV'C+

细胞向腹腔外侵犯$

综上所述#一旦血脑屏障在某些因素影响下被破坏#卵巢

癌脑转移的概率则大大增加$卵巢癌患者保持血脑屏障的完

整性#对于减少卵巢癌脑转移起到非常重要的作用$至于卵巢

癌细胞不容易通过血脑屏障#是其电荷屏障作用还是相关分子

作用#有待于今后进一步探讨$
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