
!基础研究!

!"#增强!$%&’()*
在非小细胞肺癌细胞中的表达

赵正源!程庆书!李小飞!王小平!刘锟

!摘要"!背景与目的!研究发现血管内皮生长因子"Y5CT#和血管活性肠肽 "YO?#均对肿瘤的生长具

有促进作用$但YO?通过何种方式来促进肿瘤的生长还不清楚%本研究的 目 的 是 观 察 YO?对 非 小 细 胞 肺 癌

"!#:U:#细胞中 Y5CT&9!7表 达 的 影 响%方 法!应 用 反 转 录 聚 合 酶 链 式 反 应 "9>8?:9#技 术 检 测

Y5CT&9!7在!#:U:细胞系和小细胞肺 癌"#:U:#细 胞 系 中 的 表 达 及 YO?对 其 表 达 的 影 响%结 果!在

!#:U:细胞系7@AI&CU:8GJ&31@F&3A2B和#:U:细 胞 系 3AA2中 检 测 到 了 Y5CT&9!7的 表 达%YO?
能促进Y5CT&9!7在7@AI和31@F细胞中的表达$在YO?作用G$和12$时$Y5CT&9!7的表达水平

达到最高$显著高于YO?作用B$时"C%BEB1#%结论!YO?可能通过增强Y5CT&9!7在肺癌细胞中的表

达和分泌$促进肺癌新生血管的生成$参与肿瘤的生长%
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!!同其他实体瘤一样$肺癌的生长和转移也离不开

新生血管的生成%作为促血管生长因子家族主要成员

之 一 的 血 管 内 皮 生 长 因 子 "L’K,%-’*.(=+0$.-"’-
N*+Q0$M’,0+*$Y5CT#$在 促 进 肿 瘤 的 新 生 血 管 生 成

过程中发挥着重要作用+1$J,%许多研究表明肺癌细胞

能产生Y5CT$通过旁分泌机制作用于血管内皮细胞$
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促进肿瘤血管的生成+<$A,%但是Y5CT在肺癌细胞中

的生成受到诸多因素的影响%已知肺内存在许多生物

活性 多 肽$如 在 非 小 细 胞 肺 癌"(+(8K&’--,.---%(N
,’(,.*$!#:U:#组织中存在血管活性肠肽"L’K+’,0"L.

"(0.K0"(’-/./0"=.$YO?#+@,%这 些 多 肽 对 肿 瘤 的 生 长

也起着重要的作用$但是其机制还不清楚%本研究利

用反转录聚合酶链式反应"9>8?:9#技术观察了YO?
对!#:U:细胞中Y5CT&9!7表达的影响$以探讨

YO?和Y5CT在!#:U:形成中的相互作用%
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0!材料与方法

0E0!材 料!!#:U: 细 胞 系 !:O831@F !鳞 癌"和

!:O83A2B!大细胞肺癌"由加州大学洛杉矶分校6*E
:$.(b‘ 惠赠#!#:U:细胞系7@AI!腺癌"$CU:8GJ
!腺癌"和小细胞肺癌 !K&’--,.---%(N,’(,.*##:U:"
细胞系 3AA2为我校解剖学教研室提供%9?ZO812AB
培养基$胎 牛 血 清$>9OR+-试 剂 购 自 美 国 C"),+49U
公司%6>>$9!’K"($+-"N+!6>"1J81@和 Z8ZUY 反 转

录酶为O(L"0*+N.(公 司 产 品%>’S6!7聚 合 酶 为 日

本>’P’*’公司产品%YO?购自美国#"N&’公司%引

物由上海博亚生物技术公司合成%

0EC!方法

0ECE0!细 胞 培 养!将 各 细 胞 系 复 苏 后 分 别 加 入 含

1BH胎牛血 清$1BBV&&-青 霉 素$BE1N&U链 霉 素 和

1EJ&N&U 谷 氨 酰 胺 的 9?ZO812AB培 养 基#在@H
:XJ$<F[恒温箱内培养#A#2天传代一次#进入对数

生长期后#收集细胞#提取细胞总9!7%
其中#!#:U:细胞系7@AI和!:O831@F在达到

对数生长期后#分别接种于<@&&培 养 皿 中#<e1B@

细胞&培养皿#继续培养JA$%向每个培养皿中加入终

浓度为BE1"&+-&U的YO?#分别培养B$J$A$G$12和

JA$后收集细胞#提取总9!7%

0ECEC!细胞系总9!7的提取!利用 >9OR+-试剂裂

解细胞后#加入BEJ&-氯 仿#震 荡 混 匀#以2BBBN离

心1B&"(%取上层水相#加等体积异丙酮混合#室温孵

育1B&"(%于A[以1<BBBN离 心1@&"(#弃 上 清%
沉淀块用FBB&N&U乙醇冲洗后#以JB"-65?:处理

的去离子水溶解#并用分光光度计测量9!7浓度#于

fGB[保存备用%

0ECED!反转录合成,6!7!在@B"-的反应体积中加

入J"N总 9!7$@e反 应 缓 冲 液1B"-$1B&&+-&U
=!>?K@"-$9!’K"( !Ae1B

@ V&U"BE@"-$+-"N+
!6>"1J81@BEJ@"N$Z8ZUY 反 转 录 酶!Je1BA V&U"

J"-$BE1&+-&U6>>BE@"-#置<F[孵育1$#然后在

2@[加热@&"(#储存于fJB[%

0ECEE!引 物 设 计 及 合 成!按 照 已 报 道 的 人 Y5CT
&9!7序 列 设 计 相 应 的 特 异 性 引 物!上 游’@i87::
:7>CC:7C77CC7CC7C8<i(下游’@i87:C:C7
C>:>C>C>>>>>C:8<i"%同 时 合 成)8’,0"(引 物

!上游’@i8>CC>CCC>7 >CCC>:7C77CC7:>
:8<i(下 游’@i8:7> CC:>CCCC>C>>C77CC>
:>:78<i"#作为?:9反应时 的 内 参 照%Y5CT和)8
’,0"(扩增产物的大小分别为A<<)/和J2@)/%

0ECEF!?:9扩增!在J@"-的 反 应 体 积 中 加 入 合 成

的,6!7BE1"N$1Be?:9 缓 冲 液JE@"-$=!>?K
!J&&+-&U"JE@"-$ZN:-J!J@&&+-&U"JE@"-$各引

物 !JB"&+-&U"1"-$>’S6!7聚合酶!@e1B2V&U"

BE@"-%热 循 环 条 件’I<[ 1&"(#@2[ <BK#FJ[
1&"(#进 行 1 个 循 环(I<[ <BK#@2[ <BK#FJ[
1&"(#进行<@个循环(FJ[ 延伸G&"(%

0ECE1!结果分析!取各扩增产物1B"-#经<BN&U琼

脂糖凝胶电泳#溴化乙啶染色后#用 VY?凝胶成像系

统进行检测#并 用U’)Q+*PK软 件 对 各 阳 性 条 带 进 行

光量子强度测定%将 Y5CT阳性条带的密度与)8’,8
0"(条 带 密 度 的 比 值 作 为 Y5CT&9!7的 相 对 表 达

量%对获得的数据进行配对<检验%

C!结果

CE0!Y5CT&9!7 在 肺 癌 细 胞 系 中 的 表 达!9>8
?:9方法在各细胞系中均检测到了大小为A<<)/的

阳性条带#与 从 Y5CT引 物 所 推 导 的?:9产 物 的 大

小一致%但Y5CT&9!7在各细胞系中的表达量存

在差异#在!#:U:细胞系7@AI$31@F和#:U:细胞

系 3AA2中有 较 高 水 平 的 表 达#而 在 !#:U:细 胞 系

CU:8GJ和 3A2B中的表达较弱!图1"%

图0!Y5CT&9!7在不同肺癌细胞系中的表达

H.(0!5D/*.KK"+(+MY5CT&9!7"(="MM.*.(0-%(N,’(,.*,.---"(.K

CEC!YO?对 Y5CT&9!7在 !#:U:细 胞 系 7@AI
和 31@F中表达的影响!向腺癌细胞系7@AI和鳞癌

细胞系 31@F中加入YO?后#Y5CT&9!7在两种细

胞系中的表达水平上调#而且呈现相似的时程依赖性

特点!图 J"%在 YO? 作 用 G$ 和 12$ 时#Y5CT
&9!7的表达水平最高#与YO?作用B$时相比有显

著性差异!C%BEB1"%YO?作用A$和JA$时#Y5CT
&9!7的表达水平也明显高 于B$时!C%BEB@"!图

<"%作为内对 照 的)8’,0"(的 表 达 水 平 在 各 时 间 点 基
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本一致!表明在?:9反应中所加的模板量是相等的"

图C!YO?对Y5CT&9!7在7@AI和 31@F细胞系中表达的影响

H.(C!5MM.,0+MYO?+(.D/*.KK"+(+MY5CT&9!7"(7@AI’(=31@F

,.---"(.K

图D!YO?作用不同时间后Y5CT&9!7在细胞系中的相对表达量

H.(D!9.-’0"L..D/*.KK"+(-.L.-+MY5CT&9!7"(,.---"(.K’0="MM.*8

.(00"&./+"(0K’M0.*YO?0*.’0&.(0

:+&/’*.=0+B$!"#C%BEB@!""#C%BEB1

D!讨论

Y5CT是一种高效多功能的细胞因子!对血管内

皮细胞的增殖$迁移$基膜水解和血管构建具有强的调

控作用"肿瘤 细 胞 的 Y5CT表 达 是 肿 瘤 血 管 生 成 和

血管通透性增加的重要原因"有报道证实!Y5CT在

包括肺癌在内的多种肿瘤中有高表达%1#<&"本研究证

明!Y5CT&9!7在多种!#:U:细胞系和#:U:细

胞系中有表达!表明Y5CT存在于多种组织类型的肺

癌中!在肺癌 的 血 管 生 成 和 转 移 中 发 挥 着 重 要 作 用"

Y5CT&9!7在不同 细 胞 系 中 的 表 达 水 平 也 存 在 着

差异!提示Y5CT在参与不同类型肺癌的新生血管的

形成过程中具有不同的作用"

YO?广泛地存在于人体的多种组织中!如心血管

系统$消化系统和神经系统等"在肺内!YO?受体分布

于肺毛细血管的内皮细胞上%@&"有研究表明!肺癌细

胞能产生YO?!是肺癌细胞的自分泌生长因子%A!2&"给

予YO?受体的拮抗剂能够抑制肺癌细胞的生长!表明

YO?在 肺 癌 的 生 长 中 起 着 重 要 作 用%F&"但 是 YO?通

过怎样的方式来实现其促进肿瘤生长的作用仍不很清

楚"在本研究中观察到!YO?能促进Y5CT&9!7在

!#:U:细胞系7@AI和 31@F中的表达!而且呈时程

依赖性的特点!表明YO?能增强Y5CT在肺癌细胞中

的表达!促进其 分 泌!提 示 YO?能 促 进 肺 癌 的 血 管 生

成!这可能是YO?参与肺癌生长的机制之一"
从本 研 究 结 果 还 可 以 看 到!YO? 既 可 以 促 进

Y5CT&9!7在!#:U:腺癌细胞系7@AI中的上调

表达!也可以增强Y5CT在鳞癌细胞系 31@F中的表

达!提示YO?对Y5CT在多种组织类型的!#:U:细

胞的表达均有作用"因此!有针对性地开发与YO?及

其类似物或特异性的YO?受体拮抗剂相关的药物!用

于!#:U:的 治 疗!可 能 具 有 潜 在 的 临 床 应 用 前 景"
在本研究中!我们没有观察YO?对其他类型的肺癌细

胞如#:U:细胞中Y5CT表达的影响!这部分的工作

有待于进一步开展"另外!YO?通过怎样的信号通路

来调节Y5CT&9!7在!#:U:细胞中的表达!尚需

深入研究"
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