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斾旓旈椇棻棸棶棾椆椂椆棷旉棶旈旙旙旑棶棻棸棸棸灢椆椃椂棸棶棽棸棻棾棶棸棻棶棸棸棿 暏基础医学暏

抑制 斖斖斝椆表达对黑色素瘤细胞生物学的影响灣

张国安棻暋韩暋莎棽暋周暋健棾暋侯暋森棻棳棿暋王学春 曶 暋崔暋文棻曶
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暋暋摘暋要暋目的暋探讨抑制基质金属蛋白酶椆棬斖斖斝椆棭对高转移黑色素瘤细胞系 斪斖棿棻生物学的影响暎方

法暋利用小干扰 斠斘斄棬旙旈斠斘斄棭沉默 斖斖斝椆的表达棳旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测 斖斖斝椆表达降低情况棳利用 斆斆斔灢椄暍黏附

实验暍划痕实验对细胞生物学改变进行观测暎结果暋旙旈斠斘斄 降低了 斖斖斝椆的表达棳伴随 斖斖斝椆表达的降低棳
斪斖棿棻增殖减缓棳黏附能力和运动能力下降暎结论暋黑色素肿瘤细胞系的侵袭潜能与其产生 斖斖斝椆的能力密

切相关暎
关键词暋黑色素瘤椈斖斖斝椆椈肿瘤转移
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旓旀旐斿旍斸旑旓旐斸斻斿旍旍旙棶 暋斪斿旛旙斿斾旙旈斠斘斄旚旓旙旛旔旔旘斿旙旙旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斖斖斝椆棳斸旑斾旚旇斿旑旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚旝斸旙旛旙斿斾
旚旓斻旓旑旀旈旘旐旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斖斖斝椆棶斄旀旚斿旘旚旇斸旚棳斆斆斔灢椄斸旙旙斸旟棳斸斾旇斿旙旈旓旑斸旙旙斸旟棳斸旑斾旝旓旛旑斾旇斿斸旍旈旑旂斸旙旙斸旟旝斿旘斿旛旙斿斾旚旓
旐斿斸旙旛旘斿旚旇斿斺旈旓旍旓旂旈斻斸旍斺斿旇斸旜旈旓旘旓旀斪斖棿棻棶 暋斖斖斝椆斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旝斸旙斾斿斻旘斿斸旙斿斾斺旟旙旈斠斘斄棶斣旇斿斸斺旈旍旈旚旟旓旀
旂旘旓旝旚旇棳斸斾旇斿旙旈旓旑斸旑斾旈旑旜斸旙旈旓旑旝斿旘斿斸旍旙旓旙旛旔旔旘斿旙旙斿斾旝旈旚旇旚旇斿斾旓旝旑灢旘斿旂旛旍斸旚旈旓旑旓旀斖斖斝椆棶 暋斣旇斿旂旘旓旝旚旇
斸旑斾旈旑旜斸旙旈旜斿旔旓旚斿旑旚旈斸旍旓旀旚旇旈旙旐斿旍斸旑旓旐斸斻斿旍旍旍旈旑斿斸旘斿斻旓旘旘斿旍斸旚斿斾旝旈旚旇旚旇斿旈旘斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斖斖斝椆棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇斖斿旍斸旑旓旐斸椈斖斖斝椆椈旐斿旚斸旙旚斸旙旈旙

暋暋金属蛋白酶棬斖斖斝旙棭是一个由多个成员组成

的蛋白水解酶家族棳许多研究提示肿瘤细胞侵袭转

移的能力与其产生或诱导产生 斖斖斝旙的能力密切

相关暎基质金属蛋白酶椆棬斖斸旚旘旈旞斖斿旚斸旍旍旓旔旘旓旚斿旈旑灢
斸旙斿椆棳斖斖斝椆棭是基质金属蛋白酶家族中的重要成

员棳在许多肿瘤的转移及其他生物学行为中起重要

作用椲棻椵暎大多数恶性肿瘤迟早会发生侵袭和转移棳
转移是肿瘤患者死亡的主要原因椲棽椵暎本研究利用

旙旈斠斘斄技术检测了降低 斖斖斝椆的表达对高转移

黑色素瘤生物学行为的影响暎
棻暋材料与方法

棻棶棻暋材料

高转移黑色素瘤细胞系 斪斖棿棻棳由北京大学

医学部病理学系馈赠暎血清为 斎旟斻旍旓旑斿椈斈斖斉斖
培养基棳斚旔旚旈灢旐斿旐棳旚旘斸旑旙旀斿斻旚斸旐旈旑斿棽棸棸棸为旈旑旜旈旚旘旓灢
旂斿旑产品暎兔抗 斺斿旚斸灢斸斻旚旈旑一抗棳羊抗 斖斖斝椆一

抗棳相应的二抗购自北京中杉公司暎斠斏斝斄 裂液为

北京普利莱基因技术公司产品暎斅斆斄蛋白定量试

剂盒购自武汉博士德暎斖斸旚旘旈旂斿旍购自 斅斈 公司暎
斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄及阴性对照棳序列如下椇阴性对照

暞灢斍斣斣斆斣斆斆斍斄斄斆斍斣斍斣斆斄斆斍斣灢棾暞棳斖斖斝椆灢
旙旈斠斘斄 暞灢斆斄斣斆斄斆斆斣斄斣斣斍斍斄斣斍斍斄斣斆灢
斆斄斄斄斆斣斄斆灢棾暞暎序列被连接入旔斍斦斝斦椂棷斍斊斝棷
斘斿旓旙旈斠斘斄 斉旞旔旘斿旙旙旈旓旑斨斿斻旚旓旘中棳由上海吉玛生

物技术有限公司合成暎
棻棶棽暋实验方法

棻灡棽灡棻暋细胞培养暋斪斖棿棻细胞系于含棻棸棩小牛

血清的 斈斖斉斖 培养液中在棾椃曟暍棩斆斚棽暍相对湿

度为椆棸棩的培养箱中培养暎

椄棻
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棻灡棽灡棽暋旙旈斠斘斄转染暋对数生长期的 斪斖棿棻椃灡棸
暳棻棸棷孔铺于椂孔板上培养箱中培养棽棿旇棳待细胞

约椆棸棩 满暎将细胞培养基换成 棻旐旍斚旔旚旈灢旐斿旐暎
用棽棸棸毺旍斚旔旚旈灢旐斿旐 稀释棿毺旂质粒棳轻柔混匀暎用

棽棸棸毺旍斚旔旚旈灢旐斿旐 稀释棻棸毺旍旍旈旔旓旀斿斻旚斸旐旈旑斿棽棸棸棸棳混
匀后加入到稀释的质粒中暎然后将棿棸棸毺旍液体加

入到椂孔板中棳前后晃动混匀暎将培养板放入培养

箱内培养暎棽棿旇后观察荧光棳估计转染效率暎
棻灡棽灡棾暋斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚暋斠斏斝斄裂解液裂解细胞后棳
收集蛋白暎行棻棸棩聚丙烯酰胺凝胶电泳椈转移至

斝斨斈斊膜上棳用 棩脱脂奶粉的 斣斅斢斣 封闭棽旇棳加
一抗棬斺斿旚斸灢斸斻旚旈旑椇棻暶 棸棸棳斖斖斝椆椇棻暶棻棸棸棭棿曟过

夜椈斣斅斢斣洗棾次棳每次棻棸旐旈旑棳分别加羊抗兔与兔

抗羊二抗棬斺斿旚斸灢斸斻旚旈旑椇棻暶 棸棸棸棳斖斖斝椆椇棻暶棾棸棸棸棭棳
室温摇床孵育棽旇椈斣斅斢斣 洗涤同前棳 后经 斉斆斕
曝光显影暎
棻灡棽灡棿暋斆斆斔灢椄实验暋用 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄 载体和阴

性对照载体分别转染细胞棳棽棿旇后胰酶消化棳细胞

计数棳用含棻棸棩小牛血清的 斈斖斉斖 培养液制成

棻灡棸暳棻棸棷旐旍单细胞悬液暎将细胞接种于椆椂孔培

养板棳棻棸棸毺旍棷孔棳置于棾椃曟棳棩 斆斚棽 培养箱中培

养暎铺板后棽棿旇暍棿椄旇暍椃棽旇后分别取出一块板棳加
斆斆斔灢椄溶液棻棸毺旍棷孔棳轻轻混匀暎放入培养箱中继

续培养暎棽旇后取出细胞培养板棳在酶标仪上检测

棿棸旑旐斚斈值暎用下列公式计算 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄实

验组细胞生长抑制率椇细胞生长抑制率椊 棿棸旑旐
吸光度阴性对照组 棴棿棸旑旐 吸光度斖斖斝椆棴旙旈斠斘斄组棷棿棸旑旐
吸光度阴性对照组 暳棻棸棸棩
棻灡棽灡 暋细胞黏附试验 暋斖斸旚旘旈旂斿旍稀释至 棻旐旂棷
旐旍棳以棻棸棸微升棷孔加入棽棿孔板中棳超净台过夜风

干暎取对数生长期细胞棳消化后计数将细胞调整为

棻灡棸暳棻棸棷旐旍棳每 孔 加 细 胞 悬 液 棻旐旍暎棾椃曟棳 棩
斆斚棽 分别孵育棻棸旐旈旑暍棾棸旐旈旑暍棻旇暍棽旇暎在每个时间

点取出一块棽棿孔板棳每孔用 斝斅斢轻柔洗棾次棳以
去掉没有黏附的细胞暎胰酶消化棳收集细胞进行细

胞计数暎试验重复棾次棳取均值棳计算黏附率暎黏

附率棬棩棭椊黏附细胞数量棷棻暳棻棸 暳棻棸棸棩暎
棻灡棽灡椂暋细胞划痕试验暋对数生长期的 斪斖棿棻细

胞椃灡棸暳棻棸棷孔铺于椂孔板上棳培养箱中培养棽棿旇棳
待细胞约椆棸棩满暎用棽棸棸毺旍无菌枪尖小心在孔底

划痕棳斝斅斢轻柔洗棾遍去掉细胞碎片棳加入培养基

后暎取棾个视野倒置显微镜照相测量划痕宽度暎
培养箱内继续培养棽棿旇棳再次倒置显微镜下照相测

量划痕宽度棬旐旐棭暎计算细胞爬行距离暎比较各

组间划痕愈合的差异暎细胞爬行距离椊棸旇划痕宽

度棴棽棿旇划痕宽度暎
棻灡棾暋统计学方法

所有数据均用 暲 表示棳采用斢斝斢斢统计软

件棻棾灡棸分析棳组间均数比较用 检验棳 椉棸灡棸 为

有统计学意义暎
棽暋结果

棽棶棻暋旙旈斠斘斄 降低了 斖斖斝椆的表达

阴性对照组和 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄 组转染后棿椄旇棳
提取蛋白 旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测 斖斖斝椆的表达情况

棬图棻棭暎可见 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄 降低了 斖斖斝椆的表

达暎

图棻暋斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组与阴性对照组的 斖斖斝椆的表达

棽棶棽暋斪斖棿棻细胞增殖能力检测

与阴性对照组比较棳转染 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄 组细

胞生长较为迟缓棳细胞在棽棿旇暍棿椄旇暍椃棽旇各时点生

长抑制率分别为棬棻灡椃棾暲棻灡 棭棩暍棬棻棽灡棻椄暲棿灡棻棭棩暍
棬棻棾灡椃椆暲棾灡棾棭棩棳其中棿椄旇暍椃棽旇细胞生长水平具

有显著性差异棬 棿椄旇椊棸棶棸棸棿棳椃棽旇椊棸棶棸棸棻椉棸棶棸棻棭棳
在棽棿旇时间点棽组细胞增殖水平无显著性差异

棬 棽棿旇椊棸灡棸椄椂椌棸灡棸 棭棬图棽棭暎

图棽暋斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组与阴性对照组的生长曲线

棽棶棾暋黏附能力检测

细胞孵育棻棸旐旈旑暍棾棸旐旈旑后棳斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄 组

黏附于 斖斸旚旘旈旂斿旍的细胞数明显少于阴性对照组

棬图棾棭棳其黏附率分别为棬棽灡棾棾暲棻灡椃棭棩棬 椊
棸灡棸棸椂椉棸灡棸棻棭和 棬棻灡椂暲棽灡棽棭棩 棬 椊棸灡棸棸棾椉
棸灡棸棻棭暎细胞孵育椂棸旐旈旑暍棻棽棸旐旈旑后棳斖斖斝椆灢旙旈斠灢
斘斄组和阴性对照组在 斖斸旚旘旈旂斿旍基底膜上黏附率

没有显著差异棳分别为棬椃灡棾暲棸灡椆 棭棩暍棬椃椄灡 暲
棾灡椃 棭棩和棬椄棿灡棾暲棻灡棿棭棩暍棬椄灡椂暲棽灡棾棭棩暎

椆棻
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图棾暋棽组细胞在各时间点的黏附率

棽棶棿暋划痕实验结果

细胞划痕后棽棿旇棳阴性对照组划痕愈合明显棳
而 斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组划痕愈合缓慢暎棽组间细胞的

迁移距离有差别棬 椊棸棶棸棿棾椉棸棶棸 棭暎结果见图棿
和表棻暎

图棿暋斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组与阴性对照组棽棿旇时的迁移

表棻暋棽组细胞的划痕实验棬旐旐棭
分组 棸旇划痕宽度 棽棿旇划痕宽度 细胞迁移距离

斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组 棾棶棾棸暲棸棶棸椂 棽棶棾椆暲棸棶棻椄 棸棶椄棿暲棸棶棸椂灣

阴性对照组 棽棶椄 暲棸棶椄椄 棻棶棾 暲棸棶棽棾棻 棻棶棸暲棸棶棾椄椂灣

暋暋灣 椊棸棶棸棿棾椉棸棶棸 棳斖斖斝椆灢旙旈斠斘斄组的迁移距离与阴性对照组比较有统计学意义暎

棾暋讨论

研究表明棳侵袭转移是肿瘤进化的 终产物暎
肿瘤细胞和周围微环境之间多种关系的相互作用

使肿瘤细胞不断获得新的生物学行为棳 终导致机

体功能衰竭和死亡暎从分子层面理解侵袭的过程

和参与者是靶向高效预防和治疗转移的关键暎肿

瘤的侵袭及转移是一个多阶段暍多因子调控的复杂

过程棳大致地分为以下几个步骤椇棻棭早期原发癌生

长增殖椈棽棭肿瘤血管生成以支持持续生长并促进血

道转移椈棾棭肿瘤细胞同质性黏附降低与周围同种细

胞脱离并侵入基质椈棿棭进入脉管系统椈棭黏附于远

处的血管内皮细胞椈椂棭穿越血管壁至继发组织器

官椈椃棭转移的肿瘤细胞在新的宿主环境中生长并继

续扩散椲棾灢棿椵暎以上的每一个步骤都有新的分子机制

的参与椲灢椂椵暎侵袭是指癌细胞侵犯和破坏周围正常

组织棳进入循环系统的过程椈转移是指侵袭中癌细

胞迁移到特定组织器官并发展成为继发性癌灶的

过程暎侵袭和转移是同一过程中的两个不同阶段棳
侵袭是转移的前奏棳转移是侵袭的结果棳他们是类

似的过程椲棽椵暎因此棳侵袭能力在一定程度上也能反

映肿瘤的转移能力暎
无限性增殖是肿瘤细胞的基本特征暎随着细

胞的增殖导致肿瘤组织内部生存压力增高棳有利于

清除不能适应环境的细胞并利于转移性细胞的进

化暎这种扩张性的压力有利于癌细胞向压力低的

方向侵袭和转移暎转染正义 斖斖斝椆载体导致的

斖斖斝椆的高表达能促进黑色素瘤的生长椲椃椵棳降低

斖斖斝椆的表达则能够抑制某些细胞的增殖棳如恶

性脑膜瘤椲椄椵暍尤文肉瘤椲椆椵暍非小细胞肺癌椲棻棸椵暍胶质

瘤细胞椲棻棻椵和平滑肌细胞椲棻棽椵等暎
本研究利用旙旈斠斘斄转染的方法降低了高转移

斪斖棿棻细胞系 斖斖斝椆的表达棳同时 斆斆斔灢椄实验

的结果显示细胞的增殖受到了明显的抑制棳在棽棿旇
和棿椄旇旙旈斠斘斄转染组比转染无关序列组增殖降低

棻棽棶棻椄棩和棻棾棶椃椆棩棬图棽棭棳说明 斖斖斝椆在恶性肿

瘤细胞的增殖中起促进作用棳显示了 斖斖斝椆在肿

瘤发展中多方面的作用暎
细胞的黏附可分为同质性黏附棬旇旓旐旓旚旟旔旈斻

斸斾旇斿旙旈旓旑棭和异质性黏附棬旇斿旚斿旘旓旚旟旔旈斻斸斾旇斿旙旈旓旑棭暎
同质性黏附是指同种细胞之间的黏附椈异质性黏附

棸棽
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是指与宿主细胞或细胞外基质成分棬斉斆斖棭黏附暎
相对于正常细胞棳肿瘤细胞黏附能力的改变表现为

同质性黏附的降低和异质性黏附的升高暎这对于

原发肿瘤的侵袭暍穿入和穿出血管棳以及在靶器官

的侵袭中均有重要意义暎黏附对于肿瘤细胞的侵

袭转移具有双重作用椇一方面肿瘤细胞从原发灶脱

离是个去黏附的过程棬同质性黏附降低棭棳另一方

面棳肿瘤细胞又必须借助黏附才能获得移动的牵引

力棬异质性黏附升高棭暎因此棳肿瘤的侵袭首先是黏

附和去黏附的交替过程暎肿瘤细胞同质性黏附的

降低和异质性黏附的增强棳均可促进转移的发生暎
此外棳某些特异性黏附分子在肿瘤细胞的表达

是肿瘤器官特异性转移的原因之一暎本实验利用

旙旈斠斘斄降低 斖斖斝椆的表达后测定 斪斖棿棻的黏

附棳发现在棻棸旐旈旑和棾棸旐旈旑时与阴性对照组比较

棬黏附率为棾棻棶棻棸棩和椂棸棶椂棾棩棭棳转染旙旈斠斘斄 的

斪斖棿棻细胞的在 斖斸旚旘旈旂斿旍上黏附率棬图棾棭明显降

低棬黏 附 率 为 棽 棶棾棾棩 和 棻棶椂棩棭暎这 反 映 了

斖斖斝椆在调整肿瘤的黏附行为中的重要作用暎
同时棳其他文献也得到类似结论棳如非小细

胞肺癌 斄棿椆细胞降低 斖斖斝椆的表达能降低细胞

的异质黏附率椲棻棸椵棳在尤文肉瘤细胞中利用旙旈斠斘斄
降低 斖斖斝椆的表达使尤文肉瘤细胞发生了迁移表

型 到 黏 附 表 型 的 转 化 棬旐旈旂旘斸旚旓旘旟灢斸斾旇斿旙旈旜斿
旙旝旈旚斻旇棭椲椆椵暎斖斖斝椆降低肿瘤细胞异质性黏附的作

用可能与它调节细胞整合素活性或表达水平相关暎
细胞划痕实验是一种经典而且常用的研究体

外细胞迁移能力的方法暎体外培养细胞的这种迁

移行为在一定程度上反应细胞在体内的多种生物

学特性棳包括细胞分化过程中的定向迁移和恶性肿

瘤细胞的侵袭浸润能力暎当单层细胞生长至近融

合时棳采用机械方法进行划痕棳细胞则会对这种损

伤产生反应棳通过增殖和迁移来愈合划痕损伤暎在

使用不含血清或少量血清的培养液的条件下棳细胞

的增殖在很大程度上被抑制棳则实验结果实际上主

要反映了细胞迁移能力的情况暎
本课题划痕实验的结果显示用旙旈斠斘斄 抑制

斖斖斝椆的表达可以抑制细胞的迁移棳转染旙旈斠斘斄
的实验组迁移距离由棻棶棸旐旐减少为棸棶椄棿旐旐棬表
棻棳图棿棭棳证明 斖斖斝椆在细胞体外迁移过程中起重

要作用暎
总之棳本实验首先将载体介导的旙旈斠斘斄 转染

入 斪斖棿棻细胞中棳利用 旝斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚确认旙旈斠斘斄
干扰的效果棳结果证实本实验所用旙旈斠斘斄 序列确

能降低 斖斖斝椆的表达暎在此基础上我们探讨了降

低 斖斖斝椆的表达对 斪斖棿棻增殖棳黏附和侵袭的

影响棳发现 斖斖斝椆的低表达显著抑制了细胞的增

殖棳降低了肿瘤细胞的异质性黏附和侵袭棳进一步

证明 斖斖斝椆在肿瘤发展特别是侵袭中的作用棳为
以 斖斖椆为靶点的特异性肿瘤诊断和治疗提供理
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