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$上皮
!

间质转化"
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$中的作用%方法
!

采用质粒

J
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转染人舌鳞癌细胞"
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F!
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$和波形蛋白"
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和蛋白表达的变化!通过
@K'92N%PP

细胞侵袭及细胞迁移试

验检测转染前&后细胞迁移和侵袭能力的变化%结果
!

用质粒
J
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@6QQ>
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表达的明显降低!

1!7'0

的
I:F>

和蛋白表达水平明显降低!

F!7'0

和
D8I

的
I:F>

和蛋白表达水平明显升高!细胞迁移和侵袭

能力明显提高!差异均有统计学意义"
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的表达参与
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的发生!调节肿瘤的侵袭和转移%
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肿瘤的侵袭转移包含多个信号传导通路#过程复杂#步骤

繁多#其发生和发展受多种因素的调控#上皮
!

间质转化

$

1$@

&被认为是肿瘤细胞侵袭和转移的主要因素之一'有研

究表明#口腔鳞状细胞癌$

a6QQ

&发展过程中发生了
1$@

#多

种
1$@

相关基因在口腔鳞癌组织和细胞系中表达异常+

(!-

,

'

黏附能力下降是
1$@

的重要环节#

1!

钙黏蛋白$

1!7'0

&作为重

要的细胞黏附因子是多种恶性肿瘤发生
1$@

的关键标记

物+

*!,

,

'作者之前的研究表明#

.("+!

连环蛋白$

.("+7&9

&和
1!

7'0

可能通过调节细胞黏附调控了
a6QQ

的浸润和转移+

G

,

#但

其与
1$@

的关系尚未阐明'本研究探索
.("+7&9

在
a6QQ
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中的作用#现报道如下'
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&#鼠

抗人
1!7'0

单克隆抗体$
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&#兔抗人
F!

钙黏蛋白$

F!7'0

&

多克隆抗体$

6'9&'QK/X

&#羊抗人波形蛋白$
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&多克隆抗体
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aP

M

I!

J

/2

&-荧光聚合酶链反应$

.Q:

&仪$

Q4K#%&&

&-

@K'92N%PP

小室

$
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细胞培养
!

人舌鳞癌细胞$

@6QQ>

&舌癌原发灶细胞由

湖北医科大学口腔医学院金辉喜博士建立武汉大学典藏中心

保存#在含
(+Z

胎牛血清青链霉素的
E$1$

培养液内#

,Z

Qa

"

-

-Hc

培养箱内常规传代培养'
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!

基因转染及筛选
!

舌癌原发灶细胞
@6QQ>

接种至
G

孔

板#每孔
"I?-h(+

, 个细胞
E$1$

培养基常规培养
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'

用无血清培养基稀释质粒
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.

?

质粒稀释液#加入无菌管

中#吸取转染试剂
-

.

?

加入其中#轻柔混匀#

(,

#

",c

孵育
-+

I89

'将转染混合液加入每孔中轻轻混匀'

-Hc

孵育
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后

施加筛选压力#改用含
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嘌呤霉素的培养基培养'
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进行
7EF>

合成#反应体系为
aP8

C

40@

J

K8I%K

$

,+

.

I4P

&

(

.

?

#

0F@.$8O!

(

",-"

(

检验医学与临床
"+(H

年
<

月第
(*

卷第
(G

期
!

?'#$%0QP89

!

>/

C

/2&"+(H

!

D4P)(*

!

F4)(G

"

基金项目"厦门医学院自然科学基金资助项目$

f"+(-!+"

&'

!!

作者简介"潘夏薇#女#讲师#主要从事口腔鳞癌基础研究'

!

#

!

通信作者#

1!I'8P

!

-(+,H(=-"

"UU

)74I

'



&/K%(

.

?

#

@4&'P:F>,

.

C

#加入
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#在
.Q:

仪上进行以下条件的反转录反应!

*" c

#

(,

I89

%

bH+c

#
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#

G+I89

#

b"+c

保存'使用荧光
.Q:

仪对

@6QQ>

和
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"

2L.("+7&9

细胞中的
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-

1!7'0

-

F!

7'0

-

D8I

基因进行定量检测#反应条件
=*c

#

,I89

#

=-c

预变

性
-+2

#

,=c

变性
*,2

#

H"c

退火
G+2

#

H"c

延伸
HI89

#

-,

个

循环'
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!
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!

常规收获细胞#提取蛋白上样#加入琼脂

糖凝胶电泳
(+I>"L

#根据
$'KV%K

相对分子质量截取目的

条带#

(++D

衡压
(L

#湿转到聚偏二氟乙烯膜上#

,Z

的脱脂奶

粉封闭后加入一抗
*c

摇动孵育过夜#洗去一抗#辣根过氧化

物酶标记
S

C

g

与滤膜一同温育洗膜曝光'
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细胞侵袭及细胞迁移试验
!

迁移试验采用培

养基和
@K'92N%PP

小室放在
-H c

温育'消化对数生长期的

@6QQ>

和
@6QQ>

"

2L.("+7&9

细胞#加入无血清培养基计数#

调整细胞浓度至
"h(+

,

"

I?

#上室分别加入
"++

.

?

细胞悬液#

下室加入
<++

.

?

含
"+Z

血清的培养液#

*<L

后固定-染色#统

计结果'侵袭试验在
@K'92N%PP

上室底部中央垂直加入
(++

.

?

稀释后的
$'&K8

C

%P

#

-Hc

温育
*

#

,L

使其干成胶状#后续

步骤同迁移试验'

$).

!

统计学处理
!

采用
6.66(=)+

统计软件进行统计处理#

试验数据均以
-

次试验的
L]:

表示#组间差异均采用
>Fa!

D>

进行处理'

/
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结
!!

果
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!

.("+7&92L:F>

转染对
@6QQ>1!7'0I:F>

和蛋白表

达的影响
!

用质粒
J

gY.!D!:6!.("+7&92L:F>

转染
@6QQ>

后发现#随着
.("+7&9

表达的明显降低#

1!7'0

的
I:F>

$图
(

&

和蛋白$图
"

&表达水平也明显降低'

图
(

!!

.("+7&9I:F>

和
1!7'0I:F>

在
@6QQ>

和

@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞中的表达

!!

注!

>

为
3#

图#

B

为统计图

图
"

!!

.("+7&9

和
1!7'0

蛋白在
@6QQ>

和

@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞中的表达

/)/

!

.("+7&92L:F>

转染对
@6QQ>

中其他
1$@

标记物

I:F>

和蛋白表达的影响
!

用质粒
J

gY.!D!:6!.("+7&92L:!

F>

转染
@6QQ>

后发现#除
1!7'0

外#

@6QQ>

中其他
1$@

标

记物
F!7'0

和
D8I

的
I:F>

$图
-

&和蛋白$图
*

&表达水平明

显升高'

图
-

!!

F!7'0I:F>

和
D8II:F>

在
@6QQ>

和

@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞中的表达

!!

注!

>

为
3#

图#

B

为统计图

图
*

!!

F!7'0

和
D8I

蛋白在
@6QQ>

和

@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞中的表达

!!

注!

>

为迁移图%

B

为统计图

图
,

!!

@6QQ>

和
@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞的迁移能力对比

/)'

!

.("+7&92L:F>

转染对
@6QQ>

迁移和侵袭能力的影响

!

利用无基质胶及有基质胶
@K'92N%PP

试验检测
@6QQ>

转染

(

-,-"

(

检验医学与临床
"+(H

年
<

月第
(*

卷第
(G

期
!

?'#$%0QP89

!

>/

C

/2&"+(H

!

D4P)(*

!

F4)(G



.("+7&92L:F>

前-后迁移$图
,

&和侵袭$图
G

&能力的变化#结

果显示细胞穿过
@K'92N%PP

小室微孔的数量较转染前明显增

多#差异有统计学意义$

E

%

+)+,

&#

@6QQ>

转染
.("+7&92L:!

F>

后迁移和侵袭能力明显提高#差异有统计学意义$

E

%

+)+,

&'

!!

注!

>

为侵袭图%

B

为统计图

图
G

!!

@6QQ>

和
@6QQ>

&

2L.("+7&9

细胞的侵袭能力对比

'

!

讨
!!

论

!!

1$@

现象包含一系列复杂的分子和细胞事件#对于多细

胞生物体的胚胎发育等正常生理过程至关重要#这些变化使固

有的上皮细胞发生结构和功能改变#如细胞的极性丧失#上皮

细胞黏附被破坏#细胞获得典型的迁移性间充质细胞的特性#

运动能力提高+

H

,

'近年来#

1$@

被认为在各类肿瘤细胞中促

进了肿瘤的发生和发展#启动了肿瘤转移程序#使肿瘤细胞能

够脱离原发灶发生迁移#但其在
a6QQ

细胞中的发生机制尚需

进一步阐明+

<!(+

,

'

细胞之间黏附能力下降是细胞间连接解体的重要原因#也

是
1$@

的关键步骤'钙黏蛋白是膜转移相关的黏蛋白家族#

它是钙依赖的细胞与细胞之间粘连作用关键的细胞黏附调节

分子#分为三类!

1!7'0

-

F!7'0

-

.!

钙黏蛋白$

.!7'0

&'

1!7'0

-

F!

7'0

和
D8I

是
1$@

的重要标志物#当
1!7'0

表达下降#

F!7'0

和
D8I

表达升高时#肿瘤细胞骨架系统排列发生变化#细胞生

物学形状改变#黏附功能下降#易于脱离原发灶#向周围组织侵

袭和转移+

((!("

,

'

本研究结果发现#

1$@

标记蛋白
1!7'0

的
I:F>

和蛋白

表达水平在
.("+7&92L:F>

转染舌癌原发灶细胞
@6QQ>

后

明显降低'

.("+7&9

是
7&9

家族的新成员#

7&9

是一个有相似结

构的胞内糖蛋白家族#参与细胞黏附和信号传导#家族成员表

达于黏附连接或桥粒'

.("+7&9

通过与
1!7'0

的胞内肽段近膜

端结合形成
7&9!

钙黏蛋白复合体$

QQQ

&#一方面选择性地调节

钙黏蛋白的内吞和稳定性#另一方面在
:L4

家族成员的调控

中发挥重要作用'

:L4

家族是调节细胞骨架动态变化和钙黏

蛋白介导的细胞黏附的关键因子'

.("+7&9

蛋白水平的降低

或
.("+7&9

与
1!7'0

结合能力的丧失使之从
QQQ

脱离#会导致

钙黏蛋白内吞#内吞的钙黏蛋白或者被溶酶体降解#或者通过

.("+7&9

结合和
:'

J

(g@.'2%

被回收到细胞膜#因此#

.("+7&9

对于
1!7'0

这种动静结合的调节是非常重要的'

.("+7&9

与

1!7'0

结合的关键部位也是磷酸化位点#

.("+7&9

上
d""<

位点

的磷酸化与
a6QQ

的发生密切相关+

(-

,

#某些酪氨酸和丝氨酸

位点的磷酸化都与钙黏蛋白的活化和黏附能力相关+

(*

,

'

.("+7&9

可能就是通过磷酸化调节
1!7'0

的结合和稳定性#从

而影响
QQQ

的稳定性#在磷酸化降低时#细胞黏附能力会发生

异常'

此外#本研究还发现#

.("+7&92L:F>

转染
@6QQ>

后#另

外两种
1$@

标记蛋白
F!7'0

和
D8I

的表达水平明显升高#且

@6QQ>

迁移和侵袭的能力明显提高#由此提示
1$@

现象可

能与口腔鳞癌的侵袭和转移有关#这与文献+

"

,报道的结果一

致'有学者在
a6QQ

细胞系中观察到
1!7'0

和基质金属蛋白

酶$

$$.

&

!=

的下调等上皮表型#以及
D8I

和
$$.!"

上调等

间质表型'在多种
a6QQ

患者的组织中或
a6QQ

细胞系中也

都同时发现了
1!7'0

表达下调和
D8I

的高表达#而且二者的表

达异常与
a6QQ

的局部复发-浸润和转移有关+

(,

,

'

1!7'0

可以

与
-

!7&9

结合从而抑制
-

!7&9

在细胞质的聚集#阻碍其进入细胞

核与
@QY

"

?1Y

转录因子结合#从而抑制转录因子形成'反

之#当
1!7'0

表达下调时#下游靶基因的异常转录启动#其中就

包括
D8I

'

D8I

是中间纤维家族的一员#是间质细胞骨架的主

要成分'上皮细胞中异常的
D8I

表达容易导致细胞骨架蛋白

的质量和结构发生根本性改变#上皮细胞由原来的立方型转变

为纺锤纤维型#使细胞更容易发生游走迁移'

在
1$@

过程中
1!7'0

表达下调而
F!7'0

表达上调的.钙

黏蛋白转换/促进了肿瘤细胞的迁移和侵袭#并且与不良预后

有关+

(G!(H

,

'钙黏蛋白转化过程中肿瘤细胞的恶性行为可能与

F!7'0

"血小板衍生生长因子受体的相互作用或
F!7'0

"成纤维

细胞生长因子受体$

YgY:

&的相互作用有关#前者可能诱导了

1$@

过程中的一些重要事件#包括肌动蛋白重组-增殖和迁

移#而后者可能通过与
YgY

结合抑制了
YgY:

的内化#活化了

丝裂原活化蛋白激酶#提高了细胞运动能力#促进了
$$.

分

泌和肿瘤细胞的侵袭'

综上所述#本文推测#在
a6QQ

中
.("+7&9

可能通过调控

1$@

标记物
1!7'0

的表达参与
1$@

的发生#调节肿瘤的侵袭

和转移#但
.("+7&9

对
1!7'0

的调控机制#尤其是如何通过磷

酸化调节
1!7'0

的结合和稳定性#还有待进一步试验研究'
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