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!摘要"
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目的
!

探讨骨髓间充质干细胞对肾癌细胞系
'CIE

增殖和侵袭能力的影响(

方法
!

将骨髓间充质干细胞及人

成纤维细胞分别与肾癌
'CIE

细胞共培养#利用流式细胞仪测定细胞周期#检测骨髓间充质干细胞及人成纤维细胞对
'CIE

细

胞增殖能力的影响&

U1)2;V+33

侵袭实验分析肾癌
'CIE

细胞体外侵袭能力&

T

XUFDOX

检测共培养后肾癌
'CIE

细胞
;,&09

和

8@+&A!620,

基因的表达(

结果
!

骨髓间充质干细胞可明显抑制
'CIE

细胞的增殖及侵袭能力$

-

$

"="$

%&

T

XUFDOX

结果表

明#与骨髓间充质干细胞共培养后#

'CIE

细胞中
;,&09

基因表达下调$

-

$
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%#而
8@+&A!620,

基因表达上调$

-
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%(成

纤维细胞对
'CIE

细胞所起的作用与骨髓间充质干细胞相反(

结论
!

骨髓间充质干细胞体外可抑制
'CIE

细胞的增殖和

侵袭(
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%发病率居

泌尿系恶性肿瘤的第
%

位#约占成人实体恶性肿瘤

的
!̀

&
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(不同国家或地区肾癌发病率不同#发

达国家肾癌发病率高于发展中国家#我国近年来肾

癌的发病率和死亡率均有上升趋势)

#

*

(提高肾癌的

诊治水平#探讨肾癌的多种治疗手段#延长肾癌患者

的生存期及生活水平#成为泌尿外科医生面对的重

要课题之一(

骨髓间充质干细胞$

K/2+,)11/V,+;+2(P

8

,)3

;7+,(+33;
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a6F65O;

%是目前研究最为广泛的成体

干细胞之一#具有自我更新和多向分化潜能(大量

研究表明#

a6F65O;

与肿瘤的发生和发展具有密

切关系)

!FC

*

#不仅表现为对肿瘤有明显的募集作用#

还表现在干预肿瘤细胞的生物学行为(本研究将
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骨髓间充质干细胞抑制肾癌
'CIE

细胞增殖及侵袭能力

a6F65O;

与
'CIE

细胞共培养#观察
a6F65O;

对

'CIE

增殖和侵袭能力的影响#并对其机制进行初步

探讨(

A

!

材料和方法

#=#

!

主要材料及试剂
!

'CIE

细胞及人成纤维细胞

Y?QF)

$

'UOO

公司%&

XD6A#&C"

培养液'

?6R6

培养液'胎牛血清'胰蛋白酶为
[-K(/

公司产品&

X>'

提取试剂
UXAb/3

为
A2:-71/

S

+2

公司产品(

U1)2;V+33

为
6-33-(+33

公司产品(流式细胞术相关

抗体!

O?!I

抗体$

a?DP)16-2

S

+2

%#

O?B%

'

O?#"$

抗体 $

5)27)O10ba-/7+(P2/3/

S8

%#

O?#C

'

O?%C

'

O?C$

'
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抗体$

>+/6)1W+1

公司%&

QAUO

和
O

8

%

荧光素二抗$

5-

S

,)

公司%(

#=!

!

a6F65O;

采集"分离"培养及鉴定
!

a6F

65O;

采集'分离'培养'鉴定参照本实验室以往流

程)

$

*

#简述如下!无菌抽取健康供者
#",N

骨髓液#

肝素抗凝#

Q-(/33

梯度密度离心法分离#获取单个核细

胞层#用
Da5

洗涤
!

次后计数细胞#按
#c#"

$

"

(,

!

的密度接种于培养瓶#用含
#"̀

$体积分数%胎牛血

清的低糖
?6R6

培养液培养(

%*

后去除非贴壁

细胞#每
%*

更换培养液#当贴壁细胞达
E"̀

融合

时#用
"=!$̀

胰蛋白酶消化#细胞按
$c#"

%

"

(,

!的

密度接种传代(取生长状态良好的第
$

代细胞#用

#,NDa5

洗涤后#与一抗孵育液$一抗按
#d$"

稀

释%室温下孵育
#P

&

Da5

洗涤
!

次后#分别与
QAUO

或
O

8

%

二抗$稀释倍数分别为
#d%!

和
#d$"

%室温

下避光孵育
%",-2

&

Da5

洗涤
!

次后#弃去
Da5

#再

加入
$""

#

NDa5

重悬细胞(利用流式细胞技术鉴

定表面分子标记物$

O?B%

'

O?I"

'

O?#"$

'

O?%C

'

O?C$

'

O?!I

和
O?#C

%(

#=%

!

a6F65O;

与
'CIE

细胞共培养
!

将
a6F

65O;

或
Y?QF)

细胞置于
U1)2;V+33

上室#

'CIE

细

胞置于下室#共培养
CEP

后#常规胰酶消化置于下

室的
'CIE

细胞#

Da5

冲洗
%

次后#进行后续实验(

#=C

!

流式细胞仪检测细胞周期
!

分为实验组'阴性

对照组和阳性对照组#实验组为
a6F65O;

与
'CIE

细胞共培养#阴性对照组为野生型
'CIE

细胞#阳性

对照组为
Y?QF)

与
'CIE

细胞共培养(取对数生长

期的细胞
#c#"

&

"

,N

#胰酶消化#离心收集细胞#弃

上清#用预冷
Da5

洗涤细胞
!

次#加入预冷
B$̀

乙

醇#

Ce

固定过夜(离心收集细胞#以
#,NDa5

洗

细胞
!

次#加入
$""

#

NDa5

)含
$"

#

S

"

,N

溴化乙啶

$

DA

%#

#""

#

S

"

,NX>);+'

#

"=!̀ U1-7/2HF#""

*#

Ce

避光孵育
%",-2

(用流式细胞仪以标准程序检

测#一般计数
!

万
&

%

万个细胞#结果用细胞周期拟

合软件
6/*FQ-7

分析(

#=$

!

细胞侵袭实验
!

实验分为实验组'阴性对照组

和阳性对照组#实验组为
a6F65O;

与
'CIE

细胞

共培养#阴性对照组为野生型
'CIE

细胞#阳性对照

组为
Y?QF)

与
'CIE

细胞共培养(用
$",

S

"

N

6)71-

S

+3#dE

稀释液包被
U1)2;V+33

小室底部膜的

上室面#

Ce

风干(消化共培养后的细胞#用含
a5'

的无 血 清 培 养 基 重 悬(调 整 细 胞 密 度 至

#c#"

$

"

,N

(取细胞悬液
!""

#

N

加入
!C

孔板
U1)2F

;V+33

小室(培养
%!P

后用棉签擦去基质胶和上室

内细胞#加入
C̀

多聚甲醛固定
%",-2

#

"=$̀

结晶

紫染色
#",-2

(使用正置显微镜进行观察和拍照#

采用
%

&

$

个视野进行细胞计数#并求平均值(

#=&

!T

XUFDOX

测定目的基因表达
!

用
UXAb/3

试

剂提取各组
'CIE

细胞的总
X>'

#反转录为
(?>'

#

进行扩增(引物由
A2:-71/

S

+2

生物技术有限公司合

成(

;,&09

引物序列!上游
$_FO'UUO'[[OO'O

OUUOUU UOF%_

#下游
$_FUOO'[U ''OO'O

OOU[OU['F%_

&

8@+&A!620,

引物序列!上游
$_F

[['[[O'['[[O'[UO'['UF%_

#下游
$_F

[[UUU[O'['['O'[[[UUUOF%_

&

"

F)(7-2

作为内参照#其引物序列!上游
$_F'[''''UOU

[[O'OO'O' OOF%_

#下游
$_F'[' [[O [U'

O'[[['U'[ O'F%_

(

DOX

反应条件为!

ICe

$,-2

&

ICe%";

#

$#e%";

#

B!eC$;

#共
%$

个循环&

B!e

延伸
#",-2

后结束反应(定量分析采用
'aA

B$""

软件#各组重复
%

次#取其平均值(

#=B

!

统计学处理
!

采用
5D55#"="

统计软件分析

数据#计量资料以
%

4h(

表示#多样本均数进行单因

素方差分析#组间比较采用
?

检验#检验水准$

!

%

为
"="$

(

&

!

结
!

果

!=#

!

a6F65O;

的鉴定
!

将体外分离纯化并扩增

后的
a6F65O;

利用流式细胞仪进行表面分子鉴

定(其中#

O?B%

'

O?I"

'

O?#"$

'

O?!I

呈阳性反应#

+

IEC

+
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表达细胞比例分别为$

I&=Ih"=%

%

`

'$

I&=Bh

"=%

%

`

'$

IC="h"=C

%

`

'$

IB=Ch"=C

%

`

&

O?%C

'

O?C$

'

O?#C

呈阴性反应#表达细胞比例分别为

$

"=Bh"=!

%

`

'$

#=%h"=!

%

`

'$

"=!h"=#

%

`

(

!=!

!

a6F65O;

对
'CIE

细胞周期的影响
!

流式细

胞术检测结果表明!与
a6F65O;

共培养的
'CIE

细

胞中#处于
[

"

"

[

#

期细胞的比例高于野生型
'CIE

细胞)$

B"=$Bh$=&%

%

`:;

$

&%=!%hC=B#

%

`

#

-

$

"="$

*#且上述两者均高于与
Y?QF)

共培养的
'CIE

细胞)$

$C=!%h%=#B

%

`

#

-

$

"="$

*(结果提示与

a6F65O;

共培养明显抑制了
'CIE

细胞的生长(

!=%

!

a6F65O;

对
'CIE

细胞体外侵袭能力的影

响
!

U1)2;V+33

实验结果$图
#

%表明!与
a6F65O;

共培养的
'CIE

细胞穿过滤膜的数量少于野生型

'CIE

细胞$

B!=""h#B=BE:;##&=&Bh##=%B

#

-

$

"="$

%#且上述两者均少于与
Y?QF)

共培养的
'CIE

细胞$

#$&=&Bh!&=B&

#

-

$

"="$

%(结果提示

a6F65O;

可使
'CIE

细胞侵袭能力降低(

图
A

!

T!$!H>/

抑制
;%'J

细胞的侵袭能力

C"

*

A

!

T!$!H>//+

55

()//)8.9)"06-/"30-7",".

4

31;%'J:),,/

'

!

'CIE(+33;

&

a

!

'CIE(+33;(/F(03701+*V-7PY?QF)(+33;

&

O

!

'CIE(+33;(/F(03701+*V-7Pa6F65O;=a6F65O;

!

a/2+

,)11/V,+;+2(P

8

,)3;7+,(+33;=@1-

S

-2)3,)

S

2-4-()7-/2

!

cC""

!=C

!

a6F65O;

对
'CIE

细胞
;,&09

和
8@+&A!620,

基因表达的影响
!T

XUFDOX

检测结果表明!与
a6F

65O;

共培养的
'CIE

细胞
;,&09,X>'

表达水平

低于单纯
'CIE

细胞和与
Y?QF)

共培养的
'CIE

细

胞$

"=!C"h"=#%B:;#="""h"=#&I

'

#=II"h"=C"E

#

-

$

"="$

%&而
8@+&A!620, ,X>'

在与
a6F65O;

共培养的
'CIE

细胞表达水平高于单纯
'CIE

细胞'

与
Y?QF)

共培养的
'CIE

细胞$

!=&I"h"=!CE:;

#="""h"=#%B

'

"=&E"h"=!&&

#

-

$

"="$

%(结果提示

a6F65O;

可抑制肾癌
'CIE

细胞上皮间充质转化

能力(

I

!

讨
!

论

近年来大量研究报道了间充质干细胞$

65O;

%

能特异地向肿瘤及肿瘤转移部位迁移#这一向肿瘤

募集的现象已经得到共识)

!FC

*

#但
65O;

对肿瘤细胞

的作用存在较多争议#主要表现在
65O;

是促进肿

瘤细胞生长)

&FI

*

#还是抑制肿瘤细胞生长)

#"F#C

*

(

\0

等)

I

*将脂肪组织中提取的
65O;

与肺癌
YC&"

细胞

或神经胶质瘤
9EB6[

细胞一同注入裸鼠体内#发

现
65O;

可促进肿瘤细胞生长(

502

等)

&

*报道

65O;

可通过促进肿瘤血管生成而促进黑素瘤的生

长(同时也有较多文献报道了
65O;

对肿瘤细胞的

抑制作用(

O/0;-2

等)

#%

*通过体外实验发现#脂肪组

织来源的
65O;

可以促进胰腺癌细胞坏死#在体内

实验中证实脂肪组织来源的
65O;

可以表现出持久

的抑瘤作用(

j-)/

等)

##

*证实#

65O;

可通过
]27

信

号通路抑制肝癌细胞的生长及促进肝癌细胞凋亡(

目前尚缺乏
65O;

对肾癌细胞作用的相关研

究(本实验通过将
a6F65O;

与肾癌
'CIE

细胞共

培养#发现
a6F65O;

可以将
'CIE

细胞阻滞于

[

"

"

[

#

期#从而抑制
'CIE

细胞的生长(共培养
%!P

后#即在不影响细胞活性的时间点进行
U1)2;V+33

侵袭实验检测细胞侵袭能力#结果发现与
a6F65O;

共培养的
'CIE

细胞穿过滤膜的细胞数约为对照组

的
$"̀

#提示
a6F65O;

可以抑制
'CIE

细胞的侵

袭能力(同时#以人成纤维细胞
Y?QF)

作为阳性对

照#实验结果表明同为间充质来源的成纤维细胞可

促进肾癌细胞的增殖与侵袭#与
a6F65O;

对肾癌

'CIE

细胞的抑制作用正好相反#起到了很好的佐证

作用(

研究表明#锌指转录因子
52)-3

蛋白可通过转录

+

"IC

+
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第
$

期
=

邓
!

震#等
=

骨髓间充质干细胞抑制肾癌
'CIE

细胞增殖及侵袭能力

抑制
RF()*P+1-2

蛋白的表达诱导上皮间充质转化的

发生#从而增强肿瘤细胞的侵袭性)

#$

*

(王晓彬等)

#&

*

通过免疫组化的方法发现#肾透明细胞癌组织
52)-3

阳性率高于癌旁组织#而
RF()*P+1-2

阳性率低于癌

旁组织#两者的表达均与肾透明细胞癌不同分化程

度'分期'浸润和转移有关(本实验通过
T

XUFDOX

发现#

a6F65O;

可以抑制
'CIE

细胞
;,&09

基因的

表达#增强
8@+&A!620,

基因的表达#从而在机制上

初步阐明了
a6F65O;

抑制
'CIE

细胞生物学行为

的原因(但是#

65O;

如何调控
;,&09

和
8@+&A!620,

基因的表达#以及
65O;

在体内如何调控肾癌细胞

生长尚不清楚#将在今后实验中进一步探索(
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