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"摘要#

!

目的
!

构建胃癌循环肿瘤细胞"

:4:

%动物模型!为
:4:

运用于临床提供依据&方法
!

构建
0

种裸鼠胃癌肿瘤模

型!分别为皮下移植瘤'原位移植瘤'腹腔移植瘤'尾静脉移植瘤!检测各组肿瘤生长'转移水平!比较各组循环血中
:4:

数目!并

进一步行单细胞实时荧光定量聚合酶链式反应"

74.]3:7

%分析转移相关基因在
:4:

与原细胞中的表达变化!免疫组织化学法

检测肿瘤组织中血管的生成情况&结果
!

胃癌细胞原位移植模型是研究胃癌
:4:

的理想模型!裸鼠死亡率低!肿瘤转移明显!

:4:

数量较其他造模方法明显升高&结论
!

成功构建了
:4:

裸鼠模型!为
:4:

应用于临床奠定了基础&
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胃肿瘤$循环肿瘤细胞$肿瘤复发$肿瘤转移
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胃癌是最常见的严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一#全世

界范围内每年约有
$%%

万的新发病例及
2%

万的死亡病例&

$

'

*

在恶性肿瘤中#肿瘤转移是重要的预后因素#是导致病死的主

要原因&

1

'

*目前#肿瘤的发现和诊断临床上仍依赖于影像学检

查及传统肿瘤标志的监测#难以早期发现肿瘤的转移或复发#

也难以及时反映疗效*选择最佳的治疗策略#有效地限制转移

复发依然是目前临床上的主要挑战*循环肿瘤细胞$

G#>GKDIE.

#,

P

EKC">GBDD

#
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%是指因自发或诊疗操作由原发灶或转移

灶进入外周血循环的肿瘤细胞*侵入循环系统的肿瘤细胞#大

部分由于机体的免疫识别)机械杀伤及自身凋亡在短期内死

亡#只有极少数存活下来#在适于自身存活和增殖的器官或组

织形成转移灶*而有些早期播散的肿瘤细胞或微小转移灶在

切除原发灶后可以保持休眠状态并在若干年后形成转移灶&

'

'

*

因此#在外周血中检测到
:4:

对解决复发转移监测)肿瘤细胞

分子特征等临床问题有重要的应用价值*动物模型能够模拟

肿瘤在体内环境的生物学行为#在肿瘤的研究中有重要作用*

目前文献报道的胃癌造模方式主要有皮下移植瘤)原位移植

瘤)腹腔移植瘤)尾静脉移植瘤
0

种&

0

'

#但是这
0

种方式形成的

:4:

少见报道*本实验检测各组肿瘤生长)转移水平#比较各

组
:4:

数目#并进一步行单细胞实时荧光定量聚合酶链式反

应$

74.]3:7

%分析转移相关基因在
:4:

与原细胞中的表达

变化#免疫组织化学法了解肿瘤组织中血管生成情况#为进一

步临床监控胃癌转移提供良好的研究基础*

D

!

材料与方法

D&D

!

实验动物
!

实验所用的
89W8

"

G

裸鼠均为雌性#

0

&

)

周

龄#体质量
$-

&

1%

P

#购自四川省医学科学院实验动物研究所#

全程饲养于无特定病原体$

@3h

%级动物实验房空气层流架内

$室温恒定于
1%

&

11\

#空气湿度
'%Y

&

2%Y

%#予以动物的

饲料为)%钴辐射灭菌过的小鼠专用颗粒饲料#约每
1

&

'

天更

换清洁笼子*本实验动物的使用严格遵守实验动物管理条例#

实验设计符合四川省实验动物伦理委员会要求*

D&E

!

仪器与试剂
!

分离
:4:

的免疫磁珠为
:5WWBGE#",5

<

#.

-$(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期

"

基金项目$四川省科技厅支持项目资助项目$

1%$04;%%1/

%*

!

作者简介$周洲$

$(/'U

%#主治医师#博士#主要从事消化系统肿瘤的基础

临床研究*



EFBD#ID5,>#GF

$美国
A,J#E>"

P

B,

公司%(单细胞
C769

反转录试

剂盒为
@#,

P

DB:BDD.E".:4

j

74.3:7a#E

$美国
9CH#",

公司%(

]3:7

试剂盒为
@+"9!JI,GB!@b87 [>BB,@K

<

B>C#N

$美国

8#".7I!

公司%(

73SA$)0%

培养基#胰蛋白酶#磷酸盐缓冲液

$

38@

%及胎牛血清$美国
W#OB4BGF,"D"

P

#B+

公司%(免疫组织化

学试剂盒及兔抗人
:;'0

单克隆抗体$北京中杉金桥公司%*

D&F

!

方法

D&F&D

!

实验细胞的培养
!

@[:.-(%$

胃癌细胞购自中国科学

院上海细胞库#培养于
73SA$)0%X$%Y

胎牛血清培养液中#

置于
'-\

#

2Y

二氧化碳$

:?

1

%培养箱内通气培养#隔天换液*

D&F&E

!

动物模型的构建

D&F&E&D

!

裸鼠皮下移植瘤模型的构建
!

取处于对数生长期的

细胞制备细胞悬液#调整细胞浓度为
$_$%

/

"

CW

*用注射器在

每只裸鼠右侧肩胛部皮下注射细胞悬液
%&$CW

#注射后轻压

2+

*每组
$%

只裸鼠*将裸鼠重新放回笼中观察约
$

周#右侧

肩胛部皮下出现米粒大小质硬结节为模型建立成功*

D&F&E&E

!

裸鼠原位瘤模型的构建
!

取处于对数生长期的细胞

制备细胞悬液#调整细胞浓度为
$_$%

/

"

CW

*用注射器在每只

裸鼠右侧肩胛部皮下注射细胞悬液
%&$CW

#注射后轻压
2+

*

将裸鼠重新放回笼中观察#右侧肩胛部皮下出现米粒大小质硬

结节为模型建立成功*

1

周后#以颈椎脱臼法处死#小心剥取

移植瘤#在培养液中分割成
$CC_$CC

的组织碎块*接下

来用裸鼠建立原位胃癌移植模型$

$%

只%*用浓度为
1&2Y

异

氟烷诱导麻醉#待小鼠痛觉消失后#用手术剪在小鼠左上腹部

做一约
$GC

的横切口#暴露腹腔组织#小心分离将胃暴露出腹

腔#用生物胶将
$

块胃癌组织粘在小鼠胃组织上*然后用
)&%

不可吸收外科缝线关闭腹腔*整个操作过程在超净工作台中

完成*之后每天观察小鼠状态#测量小鼠体质量*

D&F&E&F

!

小鼠腹腔注射肿瘤细胞模型组
!

待
@[:.-(%$

细胞

进入对数生长期后#用
%&12Y

胰蛋白酶消化细胞#

38@

液洗涤

后#调节成相应的细胞浓度为
2_$%

-

"

CW

的细胞悬液*于每

只裸鼠左下腹进针#回抽无血腹腔注入
%&1CW

细胞悬液*

D&F&E&G

!

小鼠尾静脉注射肿瘤细胞模型组
!

将处于对数生长

期的
@[:.-(%$

细胞浓度调整至
2_$%

-

"

CW

#取
%&$CW

细胞

尾静脉注射入裸鼠#观察小鼠生长活动状况*

D&F&F

!

血标本采集
!

严格消毒后#应用真空采血针采集眼眶

静脉血
1CW

#加入乙二胺四乙酸$

5;49

%抗凝管#并在采集后

的
1F

内富集
:4:

*

D&F&G

!

免疫磁珠法筛选
:4:

!

将
12%

#

W

免疫磁珠加入
1CW

全血中#在
1

&

/m:

温度中轻柔旋转#孵育
'%C#,

#然后将管子

在磁场中放置
1C#,

后轻柔地倒出上清液*将管子从磁场中

移除#加入
2CW

缓冲液
$

$

8KOOB>$

%#混悬均匀
1

&

'

次后继续

将试管放入磁场中
1C#,

*再次将试管置于磁场中#移除上清

液#将管子从磁场中移除#加入
2CW8KOOB>$

#混悬均匀
1

&

'

次后继续将试管放入磁场中
1C#,

*最后加入
1%%

#

W

缓冲液

'

$

8KOOB>'

%#将细胞充分混悬均匀后复热至
'-\

*加入
0

#

W

7BDBI+B8KOOB>

#在室温中孵育
$2C#,

#同时轻柔混匀液体#然后

用
$%%

&

1%%

#

W

吸液管将液体充分混悬均匀
2

&

$%

次*将试

管放入磁场中
1C#,

#然后将上清液移入新的试管中进行单细

胞挑选*

D&F&H

!

循环肿瘤细胞的判定标准及挑取
!

将富集的细胞液在

显微镜下再次进行形态学筛选*显微操作平台!

WB#GI;SAW

W5;

荧光显微镜搭配
5

<<

B,!">O4>I,+OB>SI,6a1

显微操作

仪*筛选标准!$

$

%细胞呈圆形)椭圆形或长形#长径大于

$%

#

C

($

1

%光镜下可见完整细胞形态及细胞核($

'

%核质比失

常*将选定的
:4:

在单细胞挑取台上细针挑取收集*

D&F&R

!

单细胞
74.]3:7

!

将选取的细胞加入按说明配好的

$%

#

W

单细胞溶解液
(

#室温下孵育
2C#,

#然后加入
$

#

W

终

止液$总体积约
$$

#

W

%#室温孵育
1C#,

后加入
0&2

#

W74

S#N

$总体积约
$2

#

W

%#

12\

孵育
$%C#,

#

01\

孵育
)%C#,

#

/2\

孵育
2C#,

*将得到的逆转录
G;69

均分为每份
1

#

W

#

分别加入
%&)

#

W@#,

P

DB:BDD3>B9C

<

S#N

#和
%&/

#

W

按说明稀

释好的引物#

(2\

孵育
$%C#,

后
(2\$2+

#

)%\0C#,

#进行

$0

个循环后取
$

#

W

预扩增产物稀释后用于
3:7

扩增*

3:7

反应条件!

(0\

预变性
'C#,

#

(2\

变性
$%+

#

)\

退火
'%+

#

)%

个循环*

74.3:7

结果以三磷酸甘油醛脱氢酶$

[93;R

%

为内参照计算基因
C769

相对表达水平*每次反应均设立
'

个复孔*

D&F&S

!

小鼠胃癌组织免疫组织化学
!

采用免疫组织化学
@3

染色法#常规脱蜡)水化#以
%&%$C"D

"

W

柠檬酸高压修复
2

C#,

#

'Y

过氧化氢$

R

1

?

1

%室温孵育
2

&

$%C#,

#正常山羊血清

封闭
$%C#,

后#滴加一抗#孵育过夜#其余步骤严格遵照即用

型
@3

免疫组织化学试剂盒说明书进行#二氨基联苯胺$

;98

%

显色#苏木精复染#中性树胶封片*阳性对照由试剂公司提供#

用
38@

代替一抗作为阴性对照*以细胞膜"细胞质"细胞核中

出现明显的黄色或黄褐色颗粒视为免疫组织化学染色阳性#综

合染色强度及阳性细胞数量进行半定量分析*

D&G

!

统计学处理
!

应用
@3@@$'&%

统计软件进行数据统计分

析#计量资料以
0V=

表示#样本检验方差齐性后#采用单因素

方差分析$

",B.MI

=

96?e9

%进行组间的比较#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E&D

!

0

组
:4:

数目比较
!

0

组小鼠均接种成功#在观察期间#

皮下组的死亡率为
%

#原位组为
'%Y

#腹腔组为
1%Y

#尾静脉

组为
2%Y

*分别在接种成功后
1

)

'

)

0

周采集裸鼠眼眶静脉血

$第
1

周处死
1

只#第
'

周处死
1

只#第
0

周处死
)

只%#计数外

周血中
:4:

数目*结果显示#皮下组在整个实验过程中未发

生血中转移#原位组随着时间推移循环血中
:4:

数目逐渐增

加#并且裸鼠死亡率低#是一种可行的构建
:4:

动物模型的方

法#见图
$

*腹腔组虽然发生转移#但实验过程中#

:4:

数目较

少*尾静脉组虽然
:4:

数目较腹腔组高#但裸鼠死亡率高#可

能与操作技术复杂#裸鼠对尾静脉注射耐受力低有关*

图
$

!!

:4:

计数比较

/$(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



E&E

!

0

种接种方法转移情况比较
!

为了进一步阐明
0

种造模

方式转移情况的比较#对裸鼠转移部位进行分析*由于肿瘤的

迅速增殖#小鼠出现明显的恶病质表现$消瘦)精神萎靡不振)

食欲下降)腹水%#小鼠处死后剖腹观察*

0

组裸鼠移植瘤在体

内的转移情况#见图
1

*皮下组未发生任何转移#原位组发现

了肝脏$

/%Y

%)肺脏$

'%Y

%)肠系膜$

$%%Y

%转移#并且出现了

腹水$

0%Y

%#腹腔组肠系膜转移率高$

$%%Y

%#腹水$

/%Y

%出现

率高#但肝脏$

0%Y

%)肺脏$

$%Y

%转移率低*尾静脉注射组发

生转移率较原位组)腹腔组均低$肝脏转移
'%Y

)肺脏转移

$%Y

)肠系膜转移
2%Y

)腹水
1%Y

%*可能与裸鼠生存期短#在

实验过程中死亡率高相关*

图
1

!!

裸鼠模型转移部位的比较

E&F

!

单细胞
74.]3:7

检测原位组
:4:

及
@[:-(%$

细胞中

转移相关基因表达差异
!

由于原位肿瘤移植裸鼠组动物死亡

率低#转移率高#是一种较好的反映肿瘤转移的动物模型*采

用免疫磁珠法提取原位组外周血中
:4:

行单细胞
74.]3:7

#

与接种细胞
@[:-(%$

行转移相关基因表达变化比较*结果表

明#基质金属蛋白酶
1

$

SS31

%

C769

在
@[:-(%$

细胞表达

水平为$

%&%'/V%&%%-

%#在
:4:

表达水平为$

%&%--V%&%%(

%#

差异有统计学意义$

;̀ )&1-

#

!

$

%&%2

%(血管内皮生长因子

$

e5[h

%

C769

在
@[:-(%$

细胞的表达水平为$

%&%1-V

%&%$'

%#在
:4:

的表达水平为$

%&%/1V%&%%1

%#差异有统计学

意义$

;`0&21

#

!

$

%&%2

%(钙粘素
5

$

5.GI!FB>#,

%

C769

在

@[:-(%$

细胞的表达水平为$

%&%-2V%&%%2

%#在
:4:

的表达

水平为$

%&%1'V%&%%(

%#差异有统计学意义$

;`/&$%

#

!

$

%&%2

%#见图
'

*

! !

9

!

:5WWBGE#",

4S 富集
:4:

(

8

!单细胞挑取
:4:

(

:

!

:4:

与

@[:-(%$

细胞代谢相关基因比较(

"

!

!

$

%&%2

#与
:4:

中表达水平

比较*

图
'

!!

单细胞
74.]3:7

E&G

!

免疫组织化学检测原位瘤与皮下瘤中血管数目改变
!

采

用内皮细胞特异性
:;'0

染色和微血管计数检测皮下移植瘤

与原位胃癌血管生长水平*皮下移植瘤组血管数量明显低于

原位移植肿瘤&$

1&$-V$&0-

%

J=8

$

1/&''V'&('

%#

!

$

%&%$

'#见

图
0

*

!!

"

!

!

$

%&%$

#与原位组比较*

图
0

!!

皮下移植瘤及原位移植瘤血管数目比较

%

@3

染色
_1%%

&

F

!

讨
!!

论

!!

胃癌是全世界范围内常见的恶性肿瘤之一#胃癌的发病率

及病死率均较高*胃癌早期诊断率低#缺乏特异性早期表现#

多数患者确诊时已属中晚期#失去手术根治机会#预后极差#中

位生存期仅为
)

&

$%

个月&

$

'

*目前#大部分胃癌相关死亡事件

是由肿瘤的转移行为所引起的&

2

'

*早期发现远处转移是提高

胃癌治愈率)改善患者预后的有效及关键途径*

肿瘤转移浸润是一个复杂的过程#肿瘤细胞从原位癌中脱

离#随血液分散至身体各部#形成新的癌灶*早在
$(

世纪中

叶#人们已经在肿瘤患者体内发现了一种,异质-细胞#并且认

识到血液是传播它的主要途径#但由于条件所限#一直没有进

行深入研究&

)

'

*直到最近#由于技术手段的发展#才有机会认

识它#更重要的是#将
:4:

用于临床肿瘤的诊断)监测及治

疗&

-

'

*因此#在外周血中检测到
:4:

对解决复发转移监测)肿

瘤分子特征等临床问题有重要的应用价值*

:4:

是肿瘤血行

转移过程中的关键步骤#提供了原发性与转移性肿瘤之间的联

系*如何利用
:4:

控制肿瘤转移侵袭#是一个迫切需要被深

入发掘及研究的重要问题*

:4:

与其他有创手段获取肿瘤标本有不可比拟的优势#

血液来源的
:4:

#标本采集容易)创伤性小)患者依从性较好#

是临床上较为理想的标本来源*目前
:4:

在临床中的应用主

要包括以下几个方面*$

$

%肿瘤的诊断!对于一些隐匿部位的

肿瘤#虽然临床高度怀疑#但在没有病理诊断的情况下#临床的

诊断及治疗相当棘手*所以#如果能在外周血获得
:4:

#并进

行相关的病理学)分子生物学分析#对临床肿瘤的诊断治疗有

极大的帮助#故
:4:

作为无创的实时液体活检标本有重要的

意义&

/

'

*$

1

%指导个体化治疗!在肿瘤靶向治疗中#临床策略的

决定主要根据患者原发肿瘤的基因表型#但在治疗过程中#肿

瘤的基因表型很可能发生改变#

:4:

为整个疗程中的肿瘤基

因表型提供实时监测#为精准的个体化治疗提供了可能&

(

'

*

$

'

%治疗效果及预后的评估!外周血中
:4:

的数目是评估预后

的良好指标#研究表明#在多种肿瘤中#

:4:

的计数是肿瘤预

($(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



后的独立影响因素&

$%

'

*

目前#

:4:

在临床的运用越来越多*

@I+E>B

等&

$$

'采用

:BDD@BI>GF

系统监测结肠癌患者#证实
:4:+

阳性率与原发肿

瘤部位)肿瘤分化程度及癌胚抗原$

:59

%水平升高无关#但与

结肠癌的临床分期相关#且
:4:+

在结肠癌的早期阶段即可检

测到#表明
:4:+

检测有助于早期发现结肠癌及可能出现的微

转移*

:>#+E"OI,#DD#

等&

$1

'在一个多中心)前瞻性和双盲临床试

验中#检测
$--

例转移性乳腺癌患者
-&2CW

外周血中
:4:+

的数量#发现治疗前外周血中
:4:+

'

2

的患者与
:4:+

$

2

的

患者相比#预后较差#因此
:4:+

可作为转移性乳腺癌患者预

后评估的独立预测因素*有研究者运用荧光原位杂交$

hA@R

%

技术发现#

'/Y

的转移性乳腺癌患者原发肿瘤组织呈人表皮生

长因子受体
.1

$

R57.1

%阴性#而分离并富集的外周血
:4:+

能

够扩增到
R57.1

基因#根据
:4:+

的
R57.1

扩增情况适时调

整治疗方案#能够获得更好的治疗效果&

$'

'

*监控
:4:+

的

R57.1

基因表达#进行有针对性的个体化治疗是对乳腺癌患

者传统治疗观念的改进*

@CB>I

P

B

等&

$0

'在
2(2

例转移性乳腺

癌患者外周血中检测
:4:+

#结果表明#

:4:+

是强烈的预后因

子*因此#

:4:+

检测对早期发现肿瘤微转移)评估预后及肿

瘤的个体化治疗等具有重要意义#而且由于检测标本是外周

血#侵袭性小#可重复进行#所以
:4:+

检测技术具有广阔的临

床应用前景*

目前#

:4:+

在胃癌领域的研究较少#尚需通过更多大规

模)多中心的随访研究深入探讨其在评估患者疗效)预后和监

测复发转移方面的应用价值#从而为肿瘤的合理化及个体化治

疗奠定基础*动物模型是探讨
:4:

临床运用的前提#目前迫

切需要找到一个经济)好用#能够反应
:4:

临床特征的动物模

型#但目前还缺乏这方的研究*

在本研究中#作者采用了
0

种常用的胃癌造模手段#包括

皮下移植瘤)原位移植瘤)腹腔移植瘤)尾静脉移植瘤
0

种*采

用免疫磁珠法分离外周血中
:4:

#它是目前比较常用的
:4:

分离和富集技术&

$2

'

*其原理是基于
:4:+

主要表达上皮源性

表面标志#利用抗原抗体方法分离和富集
:4:+

#通过磁珠偶

联上皮细胞黏附分子$

B

<

#EFBD#IDGBDDI!FB+#",C"DBGKDB

#

5

<

.

:9S

%和细胞角蛋白$

G

=

E"LB>IE#,+

#

:a+

%等标志直接富集外周

血中上皮来源的细胞*对于富集的
:4:

#作者采用单细胞

74.]3:7

进一步分析原细胞与
:4:

基因表达差异*

74.

]3:7

不仅高度敏感#而且具有高度特异性*它相比于
74.

3:7

的主要优势是通过
:

j

值的形式#设置截断水平#以减少

基于错误转录的假阳性结果&

$)

'

*目前#已有部分研究采用

74.]3:7

技术分析
:4:

肿瘤预后标志物表达水平#包括

R57.1

&

$-

'

)

4TA@4$

&

$/

'

)

:;$''

&

$(

'

)表皮生长因子受体$

5[.

h7

%

&

1%

'

)间质表皮转化因子$

S54

%

&

1$

'和血管内皮生长因子受

体
1

$

e5[h71

%

&

11

'

*但是#目前大部分研究采用全血细胞进行

74.]3:7

#其主要缺陷是不能排除白细胞的污染#假阳性概率

增高#并且不能区分
$

份样品中多个循环肿瘤细胞基因表达差

异*由于这个缺点#作者采用单细胞
74.]3:7

技术进行
:4:

基因表达分析*将单细胞平台筛选出的
:4:

行
:;02

初筛#

对于
:;02.

的细胞进一步行转移相关基因表达检测*

:;02

在

白细胞中有高表达#而在其他各种来源的细胞中无表达#这样

可以有效去除血液中其他细胞的污染*

本研究结果表明#皮下移植瘤不能形成
:4:

#尾静脉注射

法虽然在前
1

周
:4:

数目多#在接种第
0

周#已有一半裸鼠死

亡#可能与尾静脉注射法技术难度大#操作困难有关*而腹腔

注射组
:4:

数目较少#转移部位较局限#不是构建
:4:

的理

想方案*原位接种裸鼠死亡率低#

:4:

数目多#且转移范围较

广#是一种比较成功的构建
:4:

模型的方法*进一步单细胞

C769

研究表明#与
@[:-(%$

相比#体内单细胞
:4:SS31

)

e5[hC769

表达明显增加#而
5.GI!FB>#,C769

表达明显

减少*原位胃癌的血管数目明显多于皮下移植瘤#可见在体内

环境下#

:4:

转移相关基因表达增强#抑制转移相关基因表达

减弱#肿瘤血管生成增多#导致肿瘤转移能力明显增强*

综上所述#肿瘤复发转移是造成肿瘤致死的主要原因#早

期准确检测
:4:

对肿瘤患者的综合治疗至关重要#并且可能

作为胃癌治疗监测)评估预后)复发转移风险预测的评估指标#

有助于选择个体化治疗方案#从而降低肿瘤复发率#延长患者

生存期*本实验探索性的采用了免疫磁珠法联合单细胞收集

法收集
:4:

#并采用单细胞
74.]3:7

检测
:4:

相关基因表

达#为
:4:

应用于临床奠定了基础*

参考文献

&

$

'

h"GLaS&7BJ#BMI>E#GDB

!

EFBB

<

#!BC#"D"

P=

I,!

<

>BJB,E#",

"O

P

I+E>#GGI,GB>

&

c

'

&9D#CB,E3FI>CIG"D4FB>

#

1%$0

#

0%

$

'

%!

12%.1)%&

&

1

'

W#@

#

W#]&:I,GB>+EBCGBDD+I,!EKC">CBEI+EI+#+

$

7B.

J#BM

%&

c

'

&A,Ec?,G"D

#

1%$0

#

00

$

)

%!

$/%).$/$1&

&

'

'

:FC#BDBM+LIS

#

n"+#BM#GQa

#

@"GFI3

#

BEID&4FBI

<<

D#GI.

E#","OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+!BEBGE#,

P

CBEF"!+#,JBEB>#.

,I>

=

",G"D"

P=

&

c

'

&3"DceBE@G#

#

1%$'

#

$)

$

$

%!

$0$.$2$&

&

0

'

dFI,

P

:

#

9MI+EF#6

#

@GFMI>QS9

#

BEID&5+EIHD#+F#,

P

I

<

B>#E",BID!#++BC#,IE#",NB,"

P

>IOEC"K+BC"!BDO">+K>.

J#JID"KEG"CBI++B++CB,E"OBN

<

B>#CB,EID

P

I+E>#GGI,GB>

&

c

'

&c@K>

P

7B+

#

1%$'

#

$/1

$

1

%!

11-.1'0&

&

2

'

dFI"h

#

:FB,g

#

SB,

P

4

#

BEID&[B,BE#G

<

"D

=

C">

<

F#+C+#,

EFB"+EB"

<

",E#,

<

>"C"EB>#,G>BI+B+EFB>#+L"O!#+EI,GB

CBEI+EI+#+I,!!BIEF#, :F#,B+B

<

IE#B,E+ M#EF

P

I+E>#G

GI,GB>

&

c

'

&8S::I,GB>

#

1%$1

$

$1

%!

0--&

&

)

'

8ID#GS

#

T#DD#IC+9

#

W#,R

#

BEID&:#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+

!

O>"CHB,GFE"HB!+#!B

&

c

'

&9,,K7BJSB!

#

1%$'

$

)0

%!

'$.

00&

&

-

'

9>

=

I@a

#

W#C8

#

7IFCI,97&5,>#GFCB,E

#

!BEBGE#",I,!

GD#,#GID+#

P

,#O#GI,GB"OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+

&

c

'

&WIH

:F#

<

#

1%$'

#

$'

$

$$

%!

$((2.1%1-&

&

/

'

SlGLBDCI,,6

#

WIHI,@

#

3I,EBDa

#

BEID&:#>GKDIE#,

P

EKC">

GBDD+#,FBI!I,!,BGLGI,GB>

!

GD#,#GID#C

<

IGE#,!#I

P

,"+#+I,!

O"DD"M.K

<

&

c

'

&5K>9>GF?E">F#,"DI>

=

,

P

"D

#

1%$0

#

1-$

$

$

%!

$2.

1$&

&

(

'

[">

P

B+4S

#

3I,EBDa&:#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+I+EFB>I

<=

.

>BDIEB!H#"CI>LB>+#,GI,GB>

<

IE#B,E+

&

c

'

&:I,GB>ACCK,"D

ACCK,"EFB>

#

1%$'

#

)1

$

2

%!

('$.('(&

&

$%

'

8>"B>+B,WR

#

eI,3BDE[T

#

4"DDB,II>79

#

BEID&:D#,#GID

I

<<

D#GIE#","OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+#,H>BI+EGI,GB>

&

c

'

&

%1(0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
02

卷第
'2

期



:BDD?,G"D

$

;">!>

%#

1%$0

#

'-

$

$

%!

(.$2&

&

$$

'

@I+E>Bc

#

SIB+E>"SW

#

[oCBQ.5+

<

IpI9

#

BEID&:#>GKDIE#,

P

EKC">GBDDG"K,E#+I

<

>"

P

,"+E#GOIGE">#,CBEI+EIE#GG"D">.

BGEIDGI,GB>

<

IE#B,E+>BGB#J#,

P

O#>+E.D#,BGFBC"EFB>I

<=

<

DK+HBJIG#QKCIH

!

I@

<

I,#+F:""

<

B>IE#JB[>"K

<

O">EFB

4>BIECB,E"O;#

P

B+E#JB4KC">++EK!

=

&

c

'

&?,G"D"

P

#+E

#

1%$1

#

$-

$

-

%!

(0-.(22&

&

$1

'

:>#+E"OI,#DD#S

#

8K!![4

#

5DD#+Sc

#

BEID&:#>GKDIE#,

P

EKC">

GBDD+

#

!#+BI+B

<

>"

P

>B++#",

#

I,!+K>J#JID#,CBEI+EIE#GH>BI+E

GI,GB>

&

c

'

&65,

P

DcSB!

#

1%%0

#

'2$

$

/

%!

-/$.-($&

&

$'

'

:I"@

#

W#b

#

W#c

#

BEID&]KI,E#EIE#JB!BEB>C#,IE#","O

R571BN

<

>B++#",H

=

G",O"GIDC#G>"+G"

<=

I++I

=

#,:4:+

"OH>BI+EGI,GB>

&

c

'

&?,G"D7B

<

#

1%$%

#

1'

$

1

%!

01'.01/&

&

$0

'

@CB>I

P

Bc8

#

8I>D"M T5

#

R">E"HI

P=

#[6

#

BEID&:#>GKDIE.

#,

P

EKC">GBDD+I,!>B+

<

",+BE"GFBC"EFB>I

<=

#,CBEI.

+EIE#GH>BI+EGI,GB>

!

@T?[@%2%%

&

c

'

&c:D#,?,G"D

#

1%$0

#

'1

$

'$

%!

'0/'.'0/(&

&

$2

'

9D",+".9DG",I!IW

#

SK#,BD".7"CI

=

W

#

SI!#++""a

#

BE

ID&S"DBGKDI>

<

>"O#D#,

P

"OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+D#,L+

<

DI+E#G#E

=

E"EFBCBEI+EIE#G

<

>"GB++#,B,!"CBE>#IDGI,GB>

&

c

'

&S"D:I,GB>

#

1%$0

#

$'

$

$

%!

11'&

&

$)

'

7"HB>E+4:

#

RI>Ec7

#

aI#LL",B,Sf

#

BEID&]KI,E#O#GI.

E#","O,I+GB,EE>I,+G>#

<

E#",H

=

H>"C"K>#!#,B#CCK,"GI

<

.

EK>B,KGDBI>>K,.",74.

j

3:7

&

c

'

&6IE3>"E"G

#

1%$2

#

$%

$

/

%!

$$(/.$1$$&

&

$-

'

TI,

P

Rb

#

9F,@

#

a#C@

#

BEID&;BEBGE#","OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD.+

<

BG#O#GCI>LB>+#,H>BI+EGI,GB>

<

IE#B,E+K+#,

P

EFB

j

KI,E#EIE#JB74.3:7I++I

=

&

c

'

&A,Ec:D#, ?,G"D

#

1%$2

#

1%

$

2

%!

/-/./(%&

&

$/

'

SI>L"K9

#

@E>IE#9

#

SIDIC"+6

#

BEID&S"DBGKDI>GFI>IG.

EB>#QIE#","OG#>GKDIE#,

P

EKC">GBDD+#,H>BI+EGI,GB>H

=

I

D#

j

K#!HBI!I>>I

=

F

=

H>#!#QIE#",I++I

=

&

c

'

&:D#, :FBC

#

1%$$

#

2-

$

'

%!

01$.0'%&

&

$(

'

S#;:&:#>GKDIE#,

P

:;$''

!

I

<

>"C#+#,

P

H#"CI>LB>

#

HKE

MFIEI>BMBCBI+K>#,

P

+ &

c

'

&9,,@K>

P

?,G"

#

1%$1

#

$(

$

1

%!

'2$.'21&

&

1%

'

WI,L#BM#GQ@

#

7"EFB>5

#

d#CCB>CI,,@

#

BEID&4KC"K>.

I++"G#IEB!E>I,+G>#

<

E+I,! 5[h7 !BDBE#", JI>#I,E+#,

G"D">BGEIDGI,GB>#,

<

>#CI>

=

EKC"K>

#

CBEI+EI+B+I,!G#>.

GKDIE#,

P

EKC"K>GBDD+

&

c

'

&:BDD?,G"D

#

1%%/

#

'%

$

)

%!

0)'.

0-$&

&

1$

'

fB,bR

#

W#,@7

#

TK:R

#

BEID&:D#,#GID+#

P

,#O#GI,GB"O

Sf:$I,!G.SBE74.3:7!BEBGE#","OG#>GKDIE#,

P

EKC">

GBDD+#,

<

IE#B,E+M#EF

P

I+E>#GGI>G#,"CI

&

c

'

&:D#,#GI:F#C#.

GI9GEI

#

1%%)

#

')-

$

$

"

1

%!

22.)$&

&

11

'

4I

=

D">S

#

7l++DB>c

#

[B"B>

P

B>8

#

BEID&R#

P

FDBJBD+"OG#>.

GKDIE#,

P

e5[h71X 8",B CI>>"M.!B>#JB!

<

>"

P

B,#E">

GBDD+G">>BDIEBM#EFCBEI+EIE#G!#+BI+B#,

<

IE#B,E+M#EF

<

B.

!#IE>#G+"D#!CID#

P

,I,G#B+

&

c

'

&:D#,:I,GB>7B+

#

1%%(

#

$2

$

$0

%!

02)$.02-$&

$收稿日期!

1%$).%2.1$

!

修回日期!

1%$).%/.%(

%

$上接第
0($)

页%

!!

对肿瘤细胞上皮
.

间质转化的诱导机制&

c

'

&1%$2

#

')

$

$

%!

(%.('&

&

(

'

9D#9

#

dFI,

P

3

#

W#I,

P

OI,

P

b

#

BEID&aWh$-BC

<

"MB>+4[h.

$

"

@CI!+#

P

,ID#,

P

H

=

EI>

P

BE#,

P

@CI!'.!B

<

B,!B,E

<

IEFMI

=

E"

+K

<<

>B++EKC">

P

>"MEFI,!CBEI+EI+#+!K>#,

P

GI,GB>

<

>"

P

>B+.

+#",

&

c

'

&:BDD;BIEF;#+

#

1%$2

$

)

%!

B$)/$&

&

$%

'

JI,d#

*

Dh

#

SI#>S

#

:+#+QI>9

#

BEID&RB

<

IE#GEKC">.+E>"CI

G>"++EIDL

P

K#!B+B

<

#EFBD#IDE"CB+B,GF

=

CIDE>I,+#E#",IE

EFBEKC">B!

P

B

&

c

'

&?,G"

P

B,B

#

1%%(

#

1/

$

02

%!

0%11.0%''&

&

$$

'

A+F#!I4

#

R#

*

#"LIR

#

aKCBa

#

BEID&6"EGF+#

P

,ID#,

P

#,.

!KGB+5S4#,?@::GBDDD#,B+#,IF

=<

"N#GB,J#>",CB,E

&

c

'

&?,G"DWBEE

#

1%$'

#

)

$

2

%!

$1%$.$1%)&

&

$1

'

@IFD

P

>B,:

#

[K+EIO++",Se

#

c#,@

#

BEID&6"EGF+#

P

,ID#,

P

CB!#IEB+F

=<

"N#I.#,!KGB!EKC">GBDDC#

P

>IE#",I,!#,JI.

+#",

&

c

'

&3>"G6IED9GI!@G#f@9

#

1%%/

#

$%2

$

$-

%!

)'(1.

)'(-&

&

$'

'

WBBcR

#

@KLc

#

3I>Lc

#

BEID&6"EGF+#

P

,IDIGE#JIEB+F

=<

"N.

#I

<

IEFMI

=

EF>"K

P

F R5@$.!B

<

B,!B,E@7:

"

+#

P

,IDE>I,+.

!KGB>+I,!IGE#JIE">+"OE>I,+G>#

<

E#",'

<

IEFMI

=

&

c

'

&S"D

:I,GB>7B+

#

1%%(

#

-

$

$%

%!

$))'.$)-$&

&

$0

'

W#CcR

#

:FK,b@

#

3I>LcT&R

=<

"N#I.#,!KG#HDBOIGE">.

$ID

<

FI"H+E>KGE+IT,E+#

P

,ID#,

P<

IEFMI

=

H

=

#,F#H#E#,

P

EFB F97;$.CB!#IEB! IGE#JIE#", "O HBEI.GIEB,#,

&

c

'

&

:I,GB>7B+

#

1%%/

#

)/

$

$'

%!

2$--.2$/0&

&

$2

'

dFI,

P

]

#

8I#g

#

:FB, T

#

BEID&T,E

"

$

.GIEB,#,+#

P

,ID#,

P

B,FI,GB+F

=<

"N#I.#,!KGB!B

<

#EFBD#ID.CB+B,GF

=

CIDE>I,+#.

E#",#,FB

<

IE"GBDDKDI>GI>G#,"CIJ#IG>"++EIDLM#EFF#O.$

*

+#

P

,ID#,

P

&

c

'

&:I>G#,"

P

B,B+#+

#

1%$'

#

'0

$

2

%!

()1.(-'&

$收稿日期!

1%$).%2.$/

!

修回日期!

1%$).%/.%)

(((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((

(
(
(
(
(
(
(

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((
(
(
(
(
(
(

)

))

)

%

*重庆医学+对临床研究论文医学伦理学要求

凡投本刊的临床研究论文$主体是以人为研究对象%#作者应说明其遵循的程序是否符合负责人体试验的委员会$单位

性的)地区性的或国家性的%所制订的伦理学标准#并提供$上传%该委员会的批准文件复印件及受试对象或其亲属的知情同

意书复印件*
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