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基金项目#国家科技部重大新药创制专项课题资助项目$
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"
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%&国家自然科学基金面上项目$
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%&国家自然科
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#""":%
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#
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"
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肺瘤平膏含药血清对巨噬细胞共培养条件下
H:I7

细胞

<+)

相关
=J4H

及蛋白表达的影响

陈赐慧#

$李卫东!

$刘$瑞!

$花宝金!

摘要$目的$观察肺瘤平膏含药血清对
H:I7

细胞与巨噬细胞共培养条件下上皮间质转化!

;K>L/;2>,2

#

=;D;B./M=,2 L-,BD>L>1B

"

<+)

# 相关
=J4H

及蛋白表达的影响$ 方法$制备肺瘤平膏含药血清"建立

H:I7

细胞与巨噬细胞的共培养体系"将细胞分为
H:I7

加空白血清组!

H:I7 N 4JO

组#%共培养加空白血

清组!共培养
N4JO

组#及共培养加肺瘤平膏含药血清组!共培养
N PQR

组#$ 采用荧光定量
R&J

%免疫荧

光法比较各组
H:I7

细胞
<+)

相关基因!

O4H(Q#

%

O4H(Q!

%

5<S#

%

&ET#

%

&ET!

%

0(+

%

)'R#

%

&QE4#

%

&)44S#

%

PQJ)#

#及
<

#

.,U/;->B

%

4

#

.,U/;->B

%

5F

#

#

%

0>=;BL>B

蛋白表达水平的影响$ 结果$共培养条件

下"

H:I7

细胞变为间充质细胞样$ 加入肺瘤平膏含药血清后"部分
H:I7

细胞形态恢复为上皮细胞样$ 与

H:I7 N4JO

组比较"共培养
N 4JO

组
H:I7

细胞
O4H(Q#

%

5<S#

%

&)44S#

%

PQJ)#

%

&ET!

%

0(+ =J4H

表达上调"

)'R# =J4H

表达下调!均
R V"

!

":

#&与共培养
N4JO

组比较"共培养
N PQR

组
O4H(Q!

%

)'R#

%

&QE4#

%

&ET#

%

0(+ =J4H

表达上调"

&)44S#

%

PQJ)#

及
&ET! =J4H

表达下调!均
R V"

!

":

#$ 免疫

荧光结果显示"

<

#

.,U/;->B

表达于细胞膜和胞浆内"以细胞膜为主&

4

#

.,U/;->B

表达于细胞膜和胞浆内"以

细胞浆为主&

0>=;BL>B

表达于胞浆内&

5F

#

#

表达于细胞连接处为主"部分细胞膜染色亦呈阳性$ 与
H:I7 N

4JO

组比较"共培养
N4JO

组
H:I7

细胞
<

#

.,U/;->B

蛋白表达下调"

4

#

.,U/;->B

及
0>=;BL>B

蛋白表达上

调!

R V"

!

":

#&肺瘤平膏含药血清可上调
<

#

.,U/;->B

表达"下调
4

#

.,U/;->B

及
0>=;BL>B

蛋白表达!均
R V

"

!

":

#$ 结论$肺瘤平膏可抑制共培养条件下
H:I7

细胞
<+)

的形成$

关键词$肺瘤平膏含药血清&

H:I7

细胞&共培养&上皮间质转化

<WW;.LD 1W P;>2>?K>BX F>BL=;BL &1BL,>B>BX O;-?= 1B <+) J;2,L;U =J4H ,BU R-1L;>B <YK-;DD>1BD

?BU;- &1

#

.?2L?-; &1BU>L>1BD 1W H:I7 &;22D ,BU +,.-1K/,X;

$

&T<4 &>

#

/?>

#

"

Q( *;>

#

U1BX

!

"

Q(Z

J?>

!

"

,BU TZH S,1

#

A>B

!

$

# E;K,-L=;BL 1W FB.121XM

"

5/;A>,BX R-1[>B.>,2 T1DK>L,2 1W )&+

"

T,BX\/1?

$

%#"""8

%&

! E;K,-L=;BL 1W FB.121XM

"

]?,BX

%

,B=;B T1DK>L,2

"

&/>B, H.,U;=M 1W &/>B;D; +;U>.,2 O.>

#

;B.;D

"

S;>A>BX

$

#""":%

%

HSO)JH&)

#

F@A;.L>[;

#

)1 1@D;-[; L/; ;WW;.LD 1W P;>2>?K>BX F>BL=;BL

$

PQR

%

.1BL,>B>BX D;-?= 1B

H:I7 .;22 ;K>L/;2>,2

#

=;D;B./M=,2 L-,BD>L>1B

$

<+)

%

-;2,L;U =J4H ,BU K-1L;>B ;YK-;DD>1BD ?BU;- =,.-1

#

K/,X; .1

#

.?2L?-; .1BU>L>1BD3 +;L/1UD

#

PQR .1BL,>B>BX D;-?= ^,D K-;K,-;U3 H .1

#

.?2L?-; DMDL;= 1W H:I7

.;22D ,BU =,.-1K/,X;D ^,D ;DL,@2>D/;U3 H:I7 .;22D ^;-; U>[>U;U >BL1 % X-1?KD

"

>3;3

"

L/; @2,B_ D;-?= X-1?K

$

H:I7 N4JO

%"

L/; .1

#

.?2L?-; .;22D N @2,B_ D;-?= X-1?K

$

.1

#

.?2L?-; N 4JO

%"

L/; .1

#

.?2L?-; .;22D ^>L/ PQR

.1BL,>B>BX D;-?= X-1?K

$

.1

#

.?2L?-; N PQR

%

3 )/; ;WW;.LD 1W PQR 1B H:I7 .;22 <+) -;2,L;U X;B;

$

O4H(Q#

"

O4H(Q!

"

5<S#

"

&ET#

"

&ET!

"

0(+

"

)'R#

"

&QE4#

"

&)44S#

"

PQJ)#

%

,BU K-1L;>BD

$

<

#

.,U/;->B

"

4

#

.,U/;-

#

>B

"

5F

#

#

"

0>=;BL>B

%

;YK-;DD>1BD ^;-; 1@D;-[;U ?BU;- .1

#

.?2L?-; .1BU>L>1BD @M W2?1-;D.;BL `?,BL>L,L>[;

R&J3 J;D?2LD

#

H:I7 .;22D U;[;21K;U >BL1 =;D;B./M=,2

#

2>_; .;22D >B .1

#

.?2L?-; .1BU>L>1BD

"

^/>./ .1?2U

@;;B @21._;U @M PQR .1BL,>B>BX D;-?= >B K,-L3 &1=K,-;U ^>L/ L/; H:I7 N4JO X-1?K

"

=J4H ;YK-;DD>1BD 1W

O4H(Q#

"

5<S#

"

&)44S#

"

PQJ)#

"

&ET!

"

,BU 0(+ ^;-; ?K

#

-;X?2,L;U

$

R V"

$

":
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@?L L/; ;YK-;DD>1B 1W )'R#
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^,D U1^B

#

-;X?2,L;U >B L/; .1

#

.?2L?-; N 4JO X-1?K

$

,22 R V "

$

":

%

3 &1=K,-;U ^>L/ L/; .1

#

.?2L?-; N 4JO

X-1?K

"

=J4H ;YK-;DD>1BD 1W O4H(Q!

"

)'R#

"

&QE4#

"

&ET#

"

,BU 0(+ ^;-; ?K

#

-;X?2,L;U

"

@?L =J4H ;Y

#

K-;DD>1BD 1W &)44S#

"

PQJ)#

"

,BU &ET! ^;-; U1^B

#

-;X?2,L;U >B L/; .1

#

.?2L?-; N PQR X-1?K

$

,22 R V"

$

":

%

3

(==?B1W2?1-;D.;BL -;D?2LD D/1^;U L/,L <

#

.,U/;->B ;YK-;DD;U 1B .;22 =;=@-,B; ,BU >BD>U; .ML1K2,D=

"

,BU

=1DL ;YK-;DD;U 1B .;22 =;=@-,B;3 4

#

.,U/;->B ;YK-;DD;U 1B .;22 =;=@-,B; ,BU >BD>U; .ML1K2,D=

"

,BU

=1DL ;YK-;DD;U >BD>U; .ML1K2,D=3 0>=;BL>B ;YK-;DD;U ^>L/>B L/; .ML1K2,D=3 5F

#

# ;YK-;DD;U =,>B2M >B .;22

A?B.L>1B3 R,-LD 1W L/; .;22 =;=@-,B; ^;-; K1D>L>[;2M DL,>B;U3 &1=K,-;U ^>L/ L/; H:I7 N4JO X-1?K

"

=J4H

;YK-;DD>1B 1W <

#

.,U/;->B ^,D U1^B

#

-;X?2,L;U >B H:I7 .;22D

"

,BU =J4H ;YK-;DD>1BD 1W 4

#

.,U/;->B ,BU 0>

#

=;BL>B ^;-; ?K

#

-;X?2,L;U >B L/; .1

#

.?2L?-; N4JR X-1?K3 T1^;[;-

"

<

#

.,U/;->B ^,D ?K

#

-;X?2,L;U ,BU K-1L;>B

;YK-;DD>1BD 1W 4

#

.,U/;->B ,BU 0>=;BL>B ^;-; U1^B

#

-;X?2,L;U ,WL;- >BL;-[;BL>1B 1W PQR .1BL,>B>BX D;-?=3

$

,22 R V"

$

":

%

3 &1B.2?D>1B

#

PQR .1?2U >B/>@>L L/; <+) 1W H:I7 .;22D ?BU;- .1

#

.?2L?-; .1BU>L>1BD3

a<b*FJEO

#

P;>2>?K>BX F>BL=;BL .1BL,>B>BX D;-?=

&

H:I7 .;22

&

.1

#

.?2L?-;

&

;K>L/;2>,2

#

=;D;B./M=,2

L-,BD>L>1B

$$肺癌目前仍为恶性肿瘤的头号杀手"近年来治疗

恶性肿瘤的策略从肿瘤细胞本身向肿瘤微环境发展"

炎性微环境在肺癌中的作用受到越来越多的重视"肺

癌的发生'发展在一定程度上与局部持续的炎症状态

有关(

#

)

* 肺瘤平膏是由中国中医科学院广安门医院

朴炳奎教授研制的防治肺癌复发转移的成药"具有益

气养阴'清热解毒'化痰活血的功效(

!

)

* 本课题组前

期研究表明"肺瘤平膏可抑制荷瘤小鼠肿瘤及
H:I7

细胞增殖"抑制炎性条件下
H:I7

细胞的迁移和侵袭

能力"并发现其可明显降低炎性环境
)4P

#

!

水平"抑

制核转录因子
_,KK, S

$

B?.2;,- W,.L1-

#

_,KK, S

"

4P

#

"S

%

K8:

核转位(

%

)

* 本实验通过观察肺瘤平膏含

药血清对与巨噬细胞共培养条件下
H:I7

细胞上皮间

质转化$

;K>L/;2>,2

#

=;D;B./M=,2 L-,BD>L>1B

"

<+)

%

相关
=J4H

及蛋白表达的影响"探讨肺瘤平膏对肿

瘤的干预机制*

材料与方法

#

$动物及细胞株$

!"

只
ORP

级雄性
*>DL,-

大

鼠"

9

周龄"体重$

!""

&

!"

%

X

"由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供"动物生产许可证号#

O&6a

$京%

!"#!

"

"""#

* 人肺腺癌细胞$

H:I7

细胞%及人

急性单核细胞白血病细胞$

)TR

#

#

细胞%购自北京协

和医学院基础医学细胞中心细胞库*

!

$药物$肺瘤平膏为中国中医科学院广安门医

院制 剂 室 提 供 的 院 内 制 剂 $

!:" XG

瓶" 批 号#

!"##"7"9

"药物组成#黄芪'西洋参'沙参'麦冬'拳参'

败酱草'白花蛇舌草'仙鹤草'桔梗'川贝'杏仁'桃仁'

冬虫夏草%"常温储存*

%

$试剂及仪器$主要试剂#

JR+(#8I"

培养基和

胎牛血清购自美国
TM.21B;

公司&佛波酯$

R+H

%购

自美国
O>X=,

公司$批号#

R#:9:

%&

E<R&

水$批号#

J""!!

%'

E4H Q,UU;-

$

S;M1J;U

"批号#

E"#"7

%'

S;M1J;U E4H

上样缓冲液$

8

'" 批号#

E""$!

%'免

疫染色固定液'洗涤液'封闭液'

EHR(

染色液均购自

碧云天生物技术研究所&

Z2L-,R?-; HX,-1D;

$批号#

#8:""#""

%'

)->\12

$批号#

#::78

"

"!8

%'

T>X/ &,

#

K,.>LM J4H

#

L1

#

.E4H a>L

$批号#

I%9$I"8

%'

),`

#

+,B ];B; <YK-;DD>1B +,DL;- +>Y

$ 批 号#

I%87"#8

%'

),`+,B ];B; <YK-;DD>1B HDD,M

$批

号#

I%87"#8

%'

+1?D; ,BL>

#

4

#

&,U/;->B =1B1.21B,2

,BL>@1UM

$批号#

%%

"

%7""

%'

H2;Y, P2?1- I99 U1B_;M

,BL>

#

=1?D; (X]

$

T NQ

%

.1BA?X,L;

$批号#

H!#!"!

%'

H2;Y, P2?1- :7I U1B_;M ,BL>

#

-,@@>L (X]

$

T N Q

%

.1BA?X,L;

$批号#

H!#!"$

%均购自
Q>W; );./B121X>;D

公司&

HBL>

#

<

#

&,U/;->B ,BL>@1UM

$货号#

,@:%"%%

%购

自英国
H@.,=

公司&

0>=;BL>B

$批号#

E!#T%

%'

6R

J,@@>L =H@

$批号#

:$I#R

%'

5F

#

#

$批号#

E$E#!

%

J,@@>L =H@

$

9#7%O

%购自美国
&O)

公司&

)->L1B 6

#

#""

$批号#

O)$7:

%购自碧云天生物技术研究所* 主要

仪器#

)-,BD^;22

小室购自美国
&1-B>BX

公司&

+>.-1

#

H=K FKL>.,2 78

#

*;22 J;,.L>1B R2,L;

'

+>.-1H=K

FKL>.,2 HU/;D>[; P>2= _>L

购自美国
Q>W; );./B121

#

X>;D

公司&

4,B1E-1K !"""

超微量分光光度计由美国

)/;-=1 O.>;BL>W>.

公司生产&

RJF]<4< R&J

扩增仪

由英国
);./;B;

公司生产&

HKK2>;U S>1DMDL;=D

$:"" J;,2

#

)>=; R&J OMDL;=D

"

HS(

公司&

(=,X;6

#

K-;DD +>.-1 *>U;W>;2U T>X/ &1BL;BL O.-;;B>BX

OMDL;=

"美国
+12;.?2,- E;[>.;D

公司*

I

$含药血清制备及样本采集$将
!"

只雄性
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%

*>DL,-

大鼠分为空白血清组$

4JO

%及肺瘤平膏组

$

PQR

%"每组
#"

只* 肺瘤平膏正常成人口服量为

!" X

"折算成大鼠等效剂量为
!

!

# XG_X

*

PQR

组等效剂

量换算后稀释成溶液"按
#" =QG_X

灌胃"

4JO

组灌胃

等量生理盐水"均每天
!

次"连续给药
%

天* 第
I

天给

药
#

次后
# /

腹主动脉取血* 末次给药前
#! /

禁食不

禁水* 所采动脉血室温静置
% /

"

% :"" -G=>B

"离心

#" =>B

"收集血清"过滤除菌* 分装保存于"

9"

(*

:

$细胞培养及共培养体系的建立$

H:I7

细胞

和
)TR

#

#

细胞均在
:c &F

!

"

%$

(条件下传代培养"

取对数生长期细胞用于后续实验* 参照参考文

献(

I

)"取
8

孔板"每孔加入
#

'

#"

8个
)TR

#

#

细胞"并

加入终浓度为
%!" B=12GQ

的
R+H

稀释液"培养
!I /

后诱导成巨噬细胞"以
RSO

洗
!

次"尽量除去
R+H

"

再次加入培养基培养
!I /

*

)TR

#

#

诱导期间取
H:I7

细胞
#

'

#"

:

G=Q

"每孔
% =Q

细胞悬液"稀释培养于

8

孔板* 待
H:I7

细胞贴壁后"换用
!

!

8 =Q

新培养

基"并放入
"

!

I #=

孔径的
)-,BD^;22

小室* 收集

)TR

#

#

细 胞 诱 导 成 的 巨 噬 细 胞" 调 整 浓 度 为

:

'

#"

:

G=Q

"在
)-,BD^;22

上室加入
#

!

: =Q

细胞悬

液* 实验分为
%

组#

H:I7

细胞组$

H:I7 N4JO

组%"即

上室不加巨噬细胞"仅加含空白血清的培养基&

H:I7

细

胞
N

巨噬细胞共培养组$共培养
N 4JO

组%"加用空白

血清&

H:I7

细胞
N

巨噬细胞共培养
N PQR

组$共培

养
NPQR

组%"加用肺瘤平膏含药血清* 共培养
!I /

*

8

$观察指标及检测方法

8

!

#

$

<+)

相关基因
O4H(Q#

'

O4H(Q!

'

5<S#

'

&ET#

'

&ET!

'

0(+

'

)'R#

'

&QE4#

'

&)44S#

及
PQ

#

J)#

表达水平检测$采用荧光定量
R&J

法* 共培养

体系建立及实验分组同前* 共培养
!I /

后按照
)->\12

说明书提取
J4H

"应用
4,B1U-1K

测定
J4H

浓度与纯

度"并进行
J4H

电泳验证
J4H

的完整性* 按照
HS(

$:""

相对定量荧光
R&J

操作手册进行
J4H

逆转录

及荧光定量
R&J

扩增"检测基因采用
),`+,B ];B;

<YK-;DD>1B HDD,M

的预混基因"包括待测基因

O4H(Q#

'

O4H(Q!

'

5<S#

'

&ET#

'

&ET!

'

0(+

'

)'R#

'

&QE4#

'

&)44S#

'

PQJ)#

和内参基因
]HRET

$见

表
#

%*导出相对定量研究数据"统计分析数据结果* 实

验重复
%

次*

8

!

!

$

<+)

相关蛋白
<

#

.,U/;->B

'

4

#

.,U/;->B

'

5F

#

#

及
0>=;BL>B

蛋白表达水平检测$采用免疫荧光

实验法* 共培养体系建立及实验分组同前* 培养
!I /

后"用
RSO

洗
#

次"

Ic

多聚甲醛固定
#" =>B

"封闭液

室温封闭
# /

"一抗
<

#

.,U/;->B

'

4

#

.,U/;->B

'

5F

#

#

'

0>=;BL>B

$浓度为
#

)

!""

%

I

(过夜"荧光二抗
H2;Y,

P2?1- :7I

驴抗兔*

H2;Y, P2?1- I99

驴抗鼠$浓度为

#

)

I""

%室温避光孵育
# /

"

EHR(

室温染色
: =>B

"滴加

适量抗荧光淬灭封片液"

+12;.?2,- E;[>.;D

高内涵筛

选成像系统拍照"应用
+12;.?2,- E;[>.;D +;L,6

#

K-;DD (=,X; H.`?>D>L>1B ,BU HB,2MD>D O1WL^,-;

分

析模块进行数据分析* 实验重复
%

次*

表
#

#

),`+,B

基因

基因
(E

O4H(Q# TD""#7::7#d=#

O4H(Q! TD""7:"%IId=#

5<S# TD""!%!$9%d=#

&ET# TD"#"!%97Id=#

&ET! TD""79%":8d=#

0(+ TD""#9::9Id=#

)'R# TD"#::#98#d=#

&QE4# TD""!!#8!%d=#

&)44S# TD""%::"I7d=#

PQJ)# TD"":%I$$#dD#

]HRET TD"!$:977#dX#

$

$统计学方法$采用
OROO #$

!

"

软件进行数

据分析"计量资料以
Y

&

D

表示"多组间比较采用单因

素方差分析"多组间两两比较采用
)?-_;M

检验* 采用

]-,K/R,U R->D= :

软件绘制统计数据图*

R V"

!

":

为差异有统计学意义*

结$$果

#

$共培养体系的建立$图
#

%$

)TR

#

#

细胞正常状

态下为悬浮生长"形态呈圆形"经
R+H

诱导
I /

后细胞

逐渐黏附成团"贴壁生长"并出现伪足"诱导
!I /

后大

部分悬浮细胞均贴壁生长"呈巨噬细胞形态*

H:I7 N

4JO

组
H:I7

细胞形态以多角形'梭形为主"呈鹅卵石

状上皮细胞形态&共培养
N 4JO

组
H:I7

细胞变成类

纤维样细胞"呈长梭形"并出现拉丝'弯曲状&共培养
N

PQR

组部分
H:I7

细胞形态恢复上皮细胞样*

!

$各组
<+)

相关基因
=J4H

表达水平比较

$表
!

%$荧光定量
R&J

结果显示"与
H:I7 N4JO

组比

较"共培养
N4JO

组
O4H(Q#

'

5<S#

'

&)44S#

'

PQJ)#

'

&ET!

'

0(+ =J4H

表达水平上调"

)'R# =J4H

表达

水平下调$均
R V"

!

":

%&与共培养
N4JO

组比较"共培

养
NPQR

组
&)44S#

'

PQJ)#

'

&ET! =J4H

表达水平

下调"

O4H(Q!

'

)'R#

'

&QE4#

'

&ET#

'

0(+ =J4H

表达

水平上调$均
R V"

!

":

%*

%

$各组
<+)

相关蛋白表达水平比较 $表
%

"

图
! e:

%$免疫荧光结果显示"

<

#

.,U/;->B

表达于细

胞膜和胞浆内"绝大部分以细胞膜为主&

4

#

.,U/;->B

表
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%

!!&(##!

$$注#

H

为
H:I7 N4JO

组&

S

为共培养
N4JO

组&

&

为共培养
N PQR

组

图
#

#各组培养
!I /

后细胞形态观察$$倒置显微镜" '

!""

%

表
!

#各组
<+)

相关基因
=J4H

表达水平比较$$

Y

&

D

%

组别
B O4H(Q# O4H(Q! 5<S# )'R# &QE4#

H:I7 N4JO % #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

"""

共培养
N4JO %

#

+

7!!

&

"

+

!:%

!

"

+

9I9

&

"

+

"%$

!

+

$!#

&

"

+

"8$

!

"

+

%7:

&

"

+

#I:

!

#

+

!7"

&

"

+

%"%

共培养
N PQR % #

+

8!8

&

"

+

!!$

#

+

#!#

&

"

+

##"

"

!

+

9:$

&

"

+

"$#

#

+

!7$

&

"

+

!8!

"

I

+

!99

&

"

+

$:%

"

组别
B &)44S# PQJ)# &ET# &ET! 0(+

H:I7 N4JO % #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

"""

共培养
N4JO %

I

+

"%#

&

#

+

I$!

!

9

+

$I9

&

#

+

I7!

!

"

+

$9!

&

"

+

##!

I

+

":I

&

"

+

":$

!

#

+

8I%

&

"

+

"$#

!

共培养
N PQR %

"

+

7I9

&

"

+

:I

"

#

+

8#$

&

"

+

9:#

"

!

+

II9

&

"

+

%7$

"

!

+

:"$

&

"

+

#9$

"

#

+

7"I

&

"

+

"%%

"

$$注#与
H:I7 N4JO

组比较"

!

R V"

!

":

& 与共培养
N4JO

组比较"

"

R V"

!

":

&下表同

达于细胞膜和胞浆内"绝大部分以细胞浆为主&

0>=

#

;BL>B

表达于胞浆内&

5F

#

#

表达于细胞连接处为主"部

分细胞膜染色亦呈阳性* 与
H:I7 N 4JO

组比较"共

培养
N 4JO

组
4

#

.,U/;->B

'

0>=;BL>B

蛋白表达水平

上调"

<

#

.,U/;->B

蛋白表达水平下调$

R V"

!

":

%* 与

共培养
N 4JO

组比较"共培养
N PQR

组
<

#

.,U/;->B

蛋白表达水平上调"

4

#

.,U/;->B

'

0>=;BL>B

蛋白表达

水平下调$

R V"

!

":

%*

$$注#

H

为
H:I7 N4JO

组&

S

为共培养
N4JO

组&

&

为共培养
N PQR

组&

#

为目标蛋白荧光染

色"

!

为细胞核荧光染色"

%

为合并相&箭头所指为蛋白表达"下图同

图
!

#各组
<

#

.,U/;->B

蛋白表达$$荧光显微镜" '

I""

%
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%

表
%

#各组
<

#

.,U/;->B

'

4

#

.,U/;->B

'

0>=;BL>B

及
5F

#

#

蛋白相对表达量比较$$

Y

&

D

%

组别
B <

#

.,U/;->B 4

#

.,U/;->B 0>=;BL>B 5F

#

#

H:I7 N4JO % #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

""" #

+

"""

&

"

+

"""

共培养
N4JO %

"

+

8$!

&

"

+

#88

!

#

+

II:

&

"

+

#9I

!

#

+

I"#

&

"

+

#:"

!

"

+

9!:

&

"

+

#:"

共培养
N PQR %

"

+

78:

&

"

+

"$7

"

#

+

"9"

&

"

+

##"

"

#

+

!%%

&

"

+

#9I

"

"

+

77$

&

"

+

#$$

图
%

#各组
4

#

.,U/;->B

蛋白表达图$$荧光显微镜" '

I""

%

图
I

#各组
0>=;BL>B

蛋白表达图$$荧光显微镜" '

I""

%
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图
:

#各组
5F

#

#

蛋白表达图$$荧光显微镜" '

I""

%

讨$$论

肺瘤平膏由中国中医科学院广安门医院朴炳奎教

授研制"选用黄芪'西洋参'沙参'麦冬'冬虫夏草等益

气养阴&拳参'败酱草'白花蛇舌草'仙鹤草等清热解

毒"辅以桔梗'川贝'杏仁等化痰止咳"并以桃仁等活血

化瘀"共奏扶正解毒'标本兼治之功"防治肺癌复发

转移*

<+)

是指上皮细胞在胚胎发生及病理状态下"转

化为具有间充质特点的间质样细胞的现象"是肿瘤转

移启动中最重要的机制(

:

)

"

4P

#

"S

入核后可促进
<+)

相关基因的改变* 本实验中笔者发现共培养条件下"

<+)

相关基因的变化与文献报道基本一致(

8

"

9

)

"而肺

瘤平膏可调节相关基因表达水平"使其从
<+)

向间

质+上皮转化$

=;D;B./M=,2

#

;K>L/;2>,2 L-,BD>L>1B

"

+<)

%方向转变*

<+)

过程可出现一系列的基因表

达变化"涉及不同的信号通路* 研究亦发现不同的

细胞因子可通过不同的信号通路进行诱导"且这些

通路之间均存在交互作用(

9

"

7

)

* 而目前尚未见

H:I7

细胞与巨噬细胞共培养发生的基因表达谱变

化的相关研究*

<

#

.,U/;->B

高表达于上皮细胞的表面"主要介导

同源细胞间的黏附作用*

<

#

.,U/;->B

在包括肺癌在

内的上皮来源的肿瘤中表达恒定"但在
<+)

的过程中

表达下降"因此
<

#

.,U/;->B

被视为肿瘤侵袭性的特征

性标志(

#"

)

* 与
<

#

.,U/;->B

相反"

4

#钙黏蛋白 $

4

#

.,U/;->B

%表达在
<+)

中则增加(

##

)

* 波形蛋白$

0>

#

=;BL>B

%又称波形纤维蛋白"主要表达于间充质"如内

皮细胞及成纤维细胞等*

O12L;-=,BB H

(

#!

)认为
0>

#

=;BL>B

与非小细胞肺癌肿瘤大小'分期'鳞癌及预后

不良密切相关*

5F

#

#

亦称为紧密连接相关蛋白"主要

表达于细胞膜与细胞间质"尤其位于细胞连接处"具有

正常上皮细胞标志物的特性*

]1-1^>;. +J

等(

#%

)应

用转化生长因子
$#

诱导
H:I7

细胞发生
<+)

"发现

其
5F

#

#

蛋白的表达明显降低* 本实验中"笔者对

<+)

最主要的标志蛋白
<

#

.,U/;->B

'

4

#

.,U/;->B

'

0>

#

=;BL>B

的观察亦发现符合
<+)

的变化"而肺瘤平膏

可以调节其表达的变化"证实肺瘤平膏可以通过调节

炎性信号通路"从而影响肺癌的侵袭能力*

本课题组既往对于肺瘤平膏的研究主要集中在调

节免疫方面"临床和基础研究均证实"肺瘤平膏能促进

树突细胞的迁移作用"促进自然杀伤细胞增殖"提高机

体免疫功能(

#I

"

#:

)

* 肺瘤平膏组方以益气养阴扶正"以

清热解毒祛邪"扶正体现在调节机体免疫上"而解毒除

抑制肿瘤增殖"也包括防止侵袭转移'血管生成等方

面(

!

"

#8

)

"肺癌患者多有阴虚毒热的症状"类似于炎性

表现"而炎性微环境在肺癌的侵袭转移中具有重要作

用(

#$

)

* 本研究从肿瘤的微环境入手"发现肺瘤平膏对

肿瘤微环境的部分信号通路具有一定的调节作用"可

能是其发挥作用的部分机制* 因此从调节免疫和微环
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%

境的角度进行研究"可能是研究中医药在治疗肿瘤中

的一个方向* 对于肿瘤免疫微环境的研究"将是中医

药防治肿瘤的重要靶点*
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