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目的
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观察炎症因子干扰素
,
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%和肿瘤坏死因子
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(

#

P>KE
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%诱导间

充质干细胞$
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%对结肠癌细胞化疗抵抗的影响及机制&

方法
!

应用炎症因子
AK>E

,

和
P>KE

(

联

合处理
65L;

#收集条件培养上清#并将其作用于人结肠癌细胞系
YLP##$

及
YP!F

细胞#同时分别给予化疗药物顺铂和
DE

氟

尿嘧啶处理&显微镜下观察各组细胞形态变化#

6PP

法和流式细胞术检测细胞增殖和凋亡情况#

TPE\LT

检测凋亡相关基因

:&.

和
:+6;!

表达情况&

结果
!

经化疗药物处理#与未经条件培养上清培养的细胞比较#经条件培养上清培养的细胞形态学

改变更轻微#细胞增殖率增高$

-
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"<"D

%'凋亡率降低$

-

$

"<"D
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:+6;!,T>'

表达水平上调'

:&.,T>'

表达水平下调&

结论
!

经炎症因子
AK>E

,

和
P>KE

(

诱导的
65L;

能够促进结肠癌细胞化疗抵抗能力&
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肿瘤的发生发展多与炎症密切相关#如乙肝病

毒感染导致的肝脏炎症与肝癌)

#E!

*

'慢性胆囊炎和胆

结石与胆囊癌的发生)

%EH

*

'幽门螺旋杆菌$

Y\

%所导

致的胃溃疡与胃癌等)

DE$

*

&结肠癌$

(/3/2()2(+1

%作

为人类高发的恶性肿瘤之一#其发生发展过程中也

多伴随炎症反应#炎症性肠病$
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诱导间充质干细胞促进结肠癌细胞的化疗抵抗

*-;+);+

#

AZ?

%患者结直肠癌发病率高于正常人

群)

&

*

&

间充 质 干 细 胞 $

,+;+2(M

8

,)3;7+, (+33;

#

65L;

%是来源于中胚层的一类成体干细胞#具有易

于分离培养'免疫源性低及多向分化潜能等特性#同

时还具有向肿瘤局部特异性趋化的特性#目前已有

研究表明
65L;

可以被募集至实质性肿瘤部

位)

BE#"

*

&肿瘤的生长'侵袭和转移是肿瘤细胞与周

围微环境及机体内环境之间相互作用的结果&作为

肿瘤微环境的一部分#

65L;

具有类似,免疫豁免-

效应#可对各主要类型的免疫细胞产生增殖和活化

抑制作用)

##E#H

*

#并通过低免疫表型'分泌抗炎分子等

多种机制形成一个,免疫抑制微环境-#有利于肿瘤

生长和逃逸&

在结肠癌的治疗中#化疗抵抗导致的化疗失败

使得结肠癌的化疗效果有待进一步改进)

#D

*

&

65L;

在炎症微环境下可通过免疫抑制和血管生成促进肿

瘤的生长)

F

*

#但在肿瘤生长的炎症微环境中#

65L;

在结肠癌细胞化疗抵抗中的作用尚不明确#本研究

将探讨炎症微环境中
65L;

对结肠癌细胞化疗抵抗

的影响及其可能的机制&

?
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材料和方法
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!

材料
!

人结肠癌细胞株
YLP##$

细胞'

YP!F

细胞及人骨髓
65L;

均为第二军医大学东方肝胆外

科医院肿瘤免疫与基因治疗实验室保存&流式细胞

仪
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购自美国
Z?

公司#

6(L/

8

/

;D'

培养液'胎

牛血清$

KZ5

%'胰酶购自美国
X-J(/

公司#炎症因子

干扰素
,

$
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,

%'肿瘤坏死因子
(
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(
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国
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%购自齐

鲁制 药 有 限 公 司#

DE

氟 尿 嘧 啶 $

DEK9

#批 号!

?#%"B""F

%购自
5-

O

,)

公司#

'22+G-2

-

EKAPL

"

\A

试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司&

#<!

!

细胞培养及处理
!

YLP##$

'

YP!F

'

65L;

分

别采用
6(L/

8

/

;D'

培养液'

T\6A#$H"

培养液和

?6N6

"

K#!

培养液$

#"SKZ5

%培养#

"<!DS

胰酶溶

液消化后传代&在
%&k

'

DSL@

!

培养箱条件下采

用贴壁细 胞 培 养 法 培 养&取 对 数 生 长 期 的

YLP##$

'

YP!F

'

65L;

#用含
N?P'

的
"<!DS

胰酶

溶 液 消 化#收 集 细 胞#用
\Z5

洗 涤'离 心

$

#"""1

"

,-2

#

D,-2

#

1`#$(,

%

!

次#备用&按

!_#"

H

"孔的标准将
65L;

细胞接种于
$

孔板中#每

孔培养液加至
!,V

#置于细胞培养箱中培养&

65L;

单独培养或分别加炎症因子
AK>E

,

$

!"

2

O

"

,V

%'

P>KE

(

$

!"2

O

"

,V

%刺激
#!M

后换无血无

抗培养液#继续培养
!HM

后收集上清备用&

#<%

!

药物浓度确定及实验分组

#<%<#

!

DEK9

和顺铂浓度确定
!

分别采用不同浓度

的
DEK9

$

"

'

"<"!D

'

!<D

'

!D

'

#""

'

!""

)

O

"

,V

%和顺铂

$

"

'

#

'

D

'

!"

'

D"

'

#""

)

,/3

"

V

%处理
YLP##$

细胞系

和
YP!F

细胞系#采用
6PP

方法检测细胞活性&

当
DEK9

浓度为
!D

)

O

"

,V

'顺铂浓度为
!"

)

,/3

"

V

时#对
YLP##$

和
YP!F

两种结肠癌细胞系的生长

抑制率约为
D"S

#因而本研究选择这两个浓度作为

两种药物处理细胞的最佳浓度&

#<%<!

!

实验分组
!

YLP##$

细胞系分为空白对照

组'

65L;

组'

65L;

$

A

%组'

65L;

$

P

%组'

65L;

$

AP

%

组'顺铂组'顺铂
Q65L;

组'顺铂
Q65L;

$

A

%组'顺

铂
Q65L;

$

P

%组'顺铂
Q65L;

$

AP

%组&

YP!F

细

胞系分为空白对照组'

65L;

组'

65L;

$

A

%组'

65L;

$

P

%组'

65L;

$

AP

%组'

DEK9

组'

DEK9Q65L;

组'

DE

K9Q65L;

$

A

%组'

DEK9Q65L;

$

P

%组'

DEK9Q

65L;

$

AP

%组&空白对照组采用正常培养液培养(

65L;

组采用未经处理的
65L;

的条件培养上清培

养(

65L;

$

A

%组采用经
AK>E

,

处理
65L;

后取得的

条件培养上清培养(

65L;

$

P

%组采用经
P>KE

(

处

理
65L;

后取得的条件培养上清培养(

65L;

$

AP

%组

采用经
AK>E

,

和
P>KE

(

共同处理
65L;

后取得的

条件培养上清培养&顺铂组'顺铂
Q65L;

组'

顺铂
Q65L;

$

A

%组'顺铂
Q65L;

$

P

%组'顺铂
Q

65L;

$

AP

%组和
DEK9

组'

DEK9 Q65L;

组'

DEK9Q

65L;

$

A

%组'

DEK9Q65L;

$

P

%组'

DEK9Q65L;

$

AP

%组分别在空白对照组'

65L;

组'

65L;

$

A

%组'

65L;

$

P

%组'

65L;

$

AP

%组的基础上同时进行顺铂

或
DEK9

处理&作用时间为
!HM

#光镜下观察不同

处理组
YLP##$

细胞的形态学变化&

#<H

!

6PP

法检测细胞增殖
!

分别用
6(L/

8

/

;D'

培养液$

#"SKZ5

%和
T\6A#$H"

培养液将
YLP##$

细胞和
YP!F

细胞配成单个细胞悬液#接种到
F$

孔

板$

#_#"

H

"孔%#每孔加液至
!""

)

V

&按实验分组每

组
%

复孔#用药处理
!HM

后#去除培养液#每孔加入

D

O

"

V

的
6PP

溶液
!"

)

V

#继续孵育
HM

#然后吸弃

+

#H

+
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孔内培养上清液#每孔加
#D"

)

V ?65@

#振荡

#",-2

&待结晶物充分溶解#使用酶标仪在
HF"2,

波长下测定各孔光密度$

G

%值&观察细胞的增殖能

力&细胞生 长 增 殖 率 $

S

%

`

$

G

对照组
EG

实验组 %"

G

对照组
_#""S

&

#<D

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

根据
'22+G-2

-

KAPL

"

\A

试剂盒使用说明#每组细胞消化离心

$

#"""1

"

,-2

#

1̀ #$(,

%

!

次#弃上清#加入
D""

)

V

结合缓冲液和
D

)

V

染料#避光
!",-2

#上机检测&

#<$

!

TPE\LT

检测凋亡相关基因
:&.

和
:+6;!

,T>'

表达水平
!

用
6(L/

8

/

;D'

培养液$

#"S

KZ5

%将
YLP##$

细胞配成单个细胞悬液#接种到
$

孔板$

!_#"

H孔"
,V

%#

#!M

后按照实验分组分别进

行药物处理#药物作用
!HM

后提取各组
T>'

&按

照
TPE\LT

试剂盒说明书#对
:&.

和
:+6;!,T>'

的表达水平进行检测&

:+6;!

引物序列!正义

DoEL'XLPXL'LLPX 'LXLLLPPE%o

#反义

DoEXLLPLLXPP'PLLPXX'PLLE%o

(

:&.

引

物序列!正义
DoEPXLPPL'XXXPPPL'PLL

'XXE%o

#反义
DoEPXXL'''XP'X''''XXX

LX'E%o

&

\LT

反应条件!

FDk

预变性
H,-2

(

FHk%"

;

'

D$k%";

'

&!kF";

#

%"

个循环(

&!k

延伸
&,-2

&

\LT

产物用
!S

琼脂糖凝胶电泳进行鉴定&

#<&

!

统计学处理
!

用
5\55#"<"

软件进行统计学

分析&所有实验数据均以
&

.R(

表示#所得数据经正

态分析和方差齐性检验后#组间数据的差异比较采

用单因素方差分析&检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

炎症因子刺激
65L;

对
YLP##$

细胞形态的

影响
!

在光镜下观察空白对照组'

65L;

组'

65L;

$

A

%组'

65L;

$

P

%组'

65L;

$

AP

%组和顺铂组'顺铂
Q

65L;

组'顺铂
Q65L;

$

A

%组'顺铂
Q65L;

$

P

%组'

顺铂
Q65L;

$

AP

%组的
YLP##$

细胞形态#结果如

图
#

所示&可见未经顺铂处理的
YLP##$

细胞形态

正常(顺铂处理组细胞#细胞形态学发生改变#细胞

皱缩且漂浮死细胞增多#但顺铂
Q65L;

$

AP

%组细胞

形态接近正常&

!<!

!

炎症因子刺激
65L;

对结肠癌细胞增殖的影

响
!

采用
6PP

方法对不同分组的
YLP##$

细胞

系和
YP!F

细胞系的细胞活性进行检测#结果如

图
!

所示&可见未经顺铂处理的
YLP##$

细胞

的增殖能力均较好(经过顺铂处理过的细胞#除

顺铂
Q65L;

$

AP

%组外#其他组的细胞增殖能力

明显下降&未经
DEK9

处理的
YP!F

细胞的增殖

能力均较好(经过
DEK9

处理过的
YP!F

细胞#除

DEK9Q65L;

$

AP

%组外#其他组的细胞增殖能力

明显下降&

!<%

!

炎症因子刺激
65L;

对
YLP##$

和
YP!F

细

胞凋亡的影响
!

采用流式细胞仪检测不同处理组

YLP##$

细胞和
YP!F

细胞的凋亡情况#结果如表

#

所示&可见
YLP##$

细胞系对照组细胞无明显细

胞凋亡(经顺铂处理的各组细胞凋亡明显#但顺铂
Q

65L;

$

AP

%组
YLP##$

细胞未发生明显凋亡#而且

顺铂
Q65L;

$

A

%组和顺铂
Q65L;

$

P

%组细胞凋亡

差异无统计学意义&

YP!F

细胞系对照组细胞无明

显细胞凋亡(经
DEK9

处理的各组细胞凋亡明显#但

DEK9Q65L;

$

AP

%组细胞未发生明显凋亡#而且

DEK9Q65L;

$

A

%组和
DEK9Q65L;

$

P

%组细胞凋亡

差异无统计学意义&

图
?

!

光镜下不同处理组
N=D??[

细胞形态学改变

A'

1

?

!

!,,.()0*,-',,.#.+))#.")/.+)0*+)4./*#

&

4*$*

1%

*,N=D??[(.$$03+-.#$'

1

4)/'(#*0(*

&%

L/271/3

!

>/1,)3,+*-0,

(

65L;

!

PM+;0

I

+12)7)27/4,+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;

$

65L;

%(

65L;

$

A

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

-27+14+1/2E

,

$

AK>E

,

%(

65L;

$

P

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

70,/12+(1/;-;4)(7/1E

(

$

P>KE

(

%(

65L;

$

AP

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

AK>E

,

)2*P>KE

(

<L+33,/1

I

M/3/

O8

]);/J;+1:+*)2*

I

M/7/

O

1)

I

M+*J

8I

M);+(/271);7,-(1/;(/

I8

<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

_H""

+

!H

+
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李
!

蓉#等
<AK>E

,

和
P>KE

(

诱导间充质干细胞促进结肠癌细胞的化疗抵抗

图
@

!

不同处理组
N=D??[

$

8

%和
ND@W

$

K

%细胞的增殖能力

A'

1

@

!

=.$$6'"7'$')

%

*,N=D??[

$

8

%

"+-ND@W

$

K

%

(.$$0#.(.'6'+

1

-',,.#.+))#.")/.+)0

L/271/3

!

>/1,)3,+*-0,

(

65L;

!

PM+;0

I

+12)7)27/4,+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;

$

65L;

%(

65L;

$

A

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

-27+14+1/2E

,

$

AK>E

,

%(

65L;

$

P

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

70,/12+(1/;-;4)(7/1E

(

$

P>KE

(

%(

65L;

$

AP

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;

71+)7+*J

8

AK>E

,

)2*P>KE

(

<DEK9

!

DEK30/1/01)(-3<

"

-

$

"<"D:;]-7M/07(-;

I

3)7-2/1DEK9<,̀ %

#

&

.R(

表
?

!

不同处理组
N=D??[

和
ND@W

细胞的凋亡情况

D"7?

!

!,,.()0*,-',,.#.+))#.")/.+)0*+"

&

*

&

)*0'0*,N=D??["+-ND@W(.$$0

S

#

,̀ %

#

&

.R(

!!!

X1/0

I

L/271/3 65L; 65L;

$

A

%

65L;

$

P

%

65L;

$

AP

%

YLP##$ " D<!"R"<!" H<H"R#<#! D<#"R#<%% H<D"R"<#B

YLP##$Q(-;

I

3)7-2 #B<$"R"<D$

"

!H<%"R"<HH

"

!"<F"R"<DH

"

!!<#"R"<&"

"

##<!"R"<H"

'

YP!F " D<&"R"<!! D<""R"<!# D<%"R"<#D D<#"R"<#F

YP!FQDEK9 %B<!"R"<FF

"

H!<D"R#<!%

"

H"<D"R#<HF

"

%F<$"R"<$%

"

#!<%"R"<%"

'

!!

L/271/3

!

>/1,)3,+*-0,

(

65L;

!

PM+;0

I

+12)7)27/4,+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;

$

65L;

%(

65L;

$

A

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

-27+14+1/2E

,

$

AK>E

,

%(

65L;

$

P

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;71+)7+*J

8

70,/12+(1/;-;4)(7/1E

(

$

P>KE

(

%(

65L;

$

AP

%!

PM+;0

I

+12)7)27/465L;

71+)7+*J

8

AK>E

,

(/,J-2+*]-7MP>KE

(

<DEK9

!

DEK30/1/01)(-3<

"

-

$

"<"D:;YLP##$/1YP!F

O

1/0

I

(

'

-

$

"<"D:;65L;

O

1/0

I

<,̀ %

#

&

.R(

!<H

!

炎症因子刺激
65L;

对
YLP##$

细胞
:&.

和

:+6;!,T>'

表达的影响
!

TPE\LT

检测结果如

图
%

所示#与对照组比较#

65L

$

AP

%条件培养上清可

诱导
YLP##$

细胞中
:+6;!,T>'

表达增加#

:&.

,T>'

表达减少&

图
B

!

不同处理组
N=D??[

细胞
#/0

和

#123@/<M8

的表达情况

A'

1

B

!

!,,.()0*,-',,.#.+))#.")/.+)0*+/<M8

$.6.$0*,#/0"+-#123@'+N=D??[(.$$0

#ED1+

I

1+;+27 YLP##$(+33;

I

1+71+)7+*J

8

2/1,)3,+*-0,

#

7M+

;0

I

+12)7)27/4,+;+2(M

8

,)3;7+,(+33;

$

65L;

%#

7M+;0

I

+12)7)27/4

65L;71+)7+*J

8

-27+14+1/2E

,

$

AK>E

,

%#

7M+;0

I

+12)7)27/465L;

71+)7+*J

8

70,/12+(1/;-;4)(7/1E

(

$

P>KE

(

%#

)2*7M+;0

I

+12)7)27/4

65L;71+)7+*J

8

AK>E

,

(/,J-2+*]-7MP>KE

(

#

1+;

I

+(7-:+3

8

B

!

讨
!

论

65L;

是来源于中胚层的具有多向分化潜能的

干细胞#主要存在于骨髓组织和结缔组织间质中&

在一定的诱导条件下#

65L;

既可以向成骨细胞'脂

肪细胞等中胚层细胞分化)

#$E#&

*

#也可以向外胚层的

神经细胞及内胚层的肝卵圆细胞分化)

#BE!"

*

&

65L;

不但免疫原性很弱#而且还具有免疫抑制作用#其特

殊的免疫学特性越来越引起学者们的关注&本研究

发现#经炎症因子
AK>E

,

和
P>KE

(

联合预处理后的

65L;

条件培养上清较未经炎症因子处理组增强结

肠癌细胞化疗抵抗能力#化疗药物在上述条件培养

上清中抑制结肠癌细胞增殖'促进结肠癌细胞凋亡

的能力降低#提示炎症因子可通过诱导
65L;

分泌

可溶性因子增强结肠癌细胞的化疗抵抗能力&

Z(3E!

被认为是细胞凋亡调控的最后通路之一&

Z(3E!

属于跨膜蛋白#主要分布于核膜'线粒体膜和

内质网膜上#

Z(3E!

高表达的细胞能耐受多种细胞毒

+

%H

+
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性因子的杀伤作用#使细胞凋亡明显延迟'减少#并

且在毒性因子去除后可使细胞迅速恢复增生&

Z(3E!

编码的产物
Z(3E!

蛋白可通过拮抗野生型
I

D%

蛋白的促凋亡作用#将
(E,

8

(

蛋白由促凋亡逆转为

抑制凋亡#稳定线粒体的结构和功能及阻断
L);

I

);+

酶类活化的上游信号传递通路等作用#抑制多种因

素诱发的细胞凋亡#而
Z)G

作为
Z(3E!

的同源体#其

作用是抑制
Z(3E!

作用#其与
Z(3E!

一样在组织广泛

表达&

Z)G

与
Z(3E!

在细胞中的比例决定细胞是否

发生凋亡&

Z)G

过量时#形成
Z)GEZ)G

同二聚体#诱

导细胞凋亡(

Z(3E!

过量时#形成
Z(3E!EZ)G

异二聚

体#抑制细胞凋亡)

!#

*

&本研究中我们发现#经过

AK>E

,

和
P>KE

(

预处理后的
65L;

条件培养上清

可诱导结肠癌细胞
:+6;!

基因表达上调#

:&.

基因

表达下调#提示炎症微环境中
65L;

增强结肠癌细

胞化疗抵抗能力可能与其调控
:&.

和
:+6;!

基因的

表达有关&

65L;

具有向肿瘤组织中特异性趋化的特性#

并在肿瘤的发生发展中起到重要作用&

?

C

/0)*

等)

!!

*在免疫功能正常的小鼠皮下植入异基因
Z#$

黑素瘤细胞#在
65L;

存在的情况下其增殖形成肿

瘤&而在正常情况下#这些异基因肿瘤细胞会被受

者免疫系统排斥&他们还发现不论与肿瘤细胞共同

接种'系统性输注还是在远离肿瘤处皮下注射

65L;

均可引起肿瘤形成&与上述结果相反#

cM)̂//

等)

!%

*在
c)

I

/;-

/

;

肉瘤小鼠模型中观察到#

静脉输注的人骨髓
65L;

可聚集到肿瘤处#并以剂

量依赖的方式抑制肿瘤生长&研究还发现#

65L;

在体内的抑瘤作用与其抑制靶细胞
'̂7

蛋白激酶活

性有关&此外#

65L;

可以作为药物载体运输抗肿

瘤药物到恶性肿瘤内部#

c/,)1/:)

等)

!H

*把转染人

工受体的
65L

与肿瘤标记捆绑在一起#这种转染人

工受体的
65L;

具有更好的肿瘤趋向性#从而增加

肿瘤靶向给药的功效&上述研究提示#

65L;

可能

是肿瘤微环境的重要组成部分#但
65L;

在肿瘤微

环境中对肿瘤发生发展及转归的作用及其内在机制

仍需进一步深入研究&
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