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摘!要!目的!建立人 AI"""' 结肠癌细胞中稳定过表达 ZkZ)$ 稳定细胞株!分析过表达 ZkZ)$ 基因对人结肠癌 AI"""'

细胞迁移能力的影响" 方法!分离健康人外周血单个核细胞!OURfDE提取总 )F+并反转录为 P\F+!7Z)扩增 ZkZ)$ 的 Z\A 序

列!连接至慢病毒穿梭质粒 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" 多克隆位点!进行 ZkZ)$ 基因的克隆!构建 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkY

Z)$ 重组质粒" 重组质粒与包装质粒通过磷酸钙共转染法包装出慢病毒上清并对人 AI"""' 结肠癌细胞进行感染" U>8EHSR1>

7Z)及 I>@S>UJ QEDS方法分析转染 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkZ)$ 重组质粒的人 AI"""' 结肠癌细胞中 ZkZ)$ 表达情况" OUY

8J@[>EE实验分析过表达 ZkZ)$ 对结肠癌细胞体外迁移的影响" 结果!成功建立稳定表达 ZkZ)$ 基因的 AI"""' 结肠癌细胞

株!并初步阐明 ZkZ)$ 能够促进结肠癌细胞体外迁移" 结论!成功建立过表达 ZkZ)$ 基因的结肠癌细胞并能促进其体外迁

移"

关键词!ZkZ)$!AI"""' 细胞!结肠癌转移
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-HCF7%6F!MHNI6F5?I!OD>@S8QER@M SM>@S8QE>DX>U>bBU>@@RX>MV18J ZkZ)$ 3>J>RJ MV18J PDEDU>PS8EP8JP>UAI"""' P>EE@-OIFP̀

8KC!OM>ZkZ)$ P\F+[8@81BERTR>? [RSM BUR1>U@TUD1SM>SDS8E)F+DTSM>7a=ZDTSM>M>8ESM B>U@DJ 8J? SM>J PEDJ>? SDZ\A @RS>@DT

SM>BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" E>JSRXRUV@@MVSSE>X>PSDU-OM>E>JSRXRUV@@MVSSE>BE8@1R? 8J? B8P683>BE8@1R? [>U>PDJ SU81@T>PS>? RJSD
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!!肿瘤转移是一个多因素多步骤的进程!肿瘤细胞

需要克服一系列的障碍才能到达远端转移部位+主要

包括肿瘤细胞入侵相邻组织#进入血液循环#在全身

血液中生存#在远端转移组织迁移出血管#入侵到周

围组织中并在远端器官中生长#最终形成远端转移

灶" 世界上每年有超过 "## 万人发生结肠癌!其中

%#.的患者死于肿瘤转移
," :*-

" 大量研究发现趋化

因子受体在肿瘤的转移过程扮演着重要的角色!最著

名的就是趋化因子受体 ZkZ)*!在至少 $# 种的肿瘤

转移过程中起着重要的作用
,(!'-

" 但至目前为止!趋

化因子受体 ZkZ)$ 与结肠癌转移的研究未见报道!

ZkZ)$ 在结肠癌细胞迁移上到底扮演什么样的角色

也未完全清楚" 本研究尝试构建 ZkZ)$ 慢病毒穿梭

质粒 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkZ)$ 并包装病毒

使其感染人 AI"""' 结肠癌细胞!并检测感染病毒后

AI"""' 细胞ZkZ)$ 的表达情况及ZkZ)$ 对结肠癌

细胞体外迁移的影响"

材料与方法

"-材料+BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" 慢病毒穿梭质粒以及

B@7+k$ 和 B=\$d包装质粒为浙江省人民医院检验中心保存

质粒!大肠杆菌 \2((菌株为浙江省人民医院检验中心保存菌

种!慢病毒 $%&O包装细胞!人 AI"""' 结肠癌细胞购于中国

科学院上海细胞库!OU8J@[>EE细胞培养板为美国 ZDUJRJ3公司

产品!限制性内切酶 P̂D)

#

和 a812

#

(美国 g>U1>JS8@公

.&(.
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司)/O* 连接酶(美国 g>U1>JS8@公司)/质粒抽提试剂盒(上海

生工生物技术服务有限公司)/7UDg>PSRDJ 磷酸钙转染试剂盒

(7UD1>38公司)/ 胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公

司)/抗人 ZkZ)$ 及
"

H8PSRJ 一抗(+QP81公司)/辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔 e3d(碧云天生物技术研究所)"

$-人 AI"""' 结肠癌细胞的培养+细胞常规培养于含 "#.

胎牛血清的\=̂ =高糖完全培养基中!置于 &,r!(.Z]

$

孵育

箱中贴壁培养!每隔 & 天用 #-$(.胰酶消化传代培养"

&-ZkZ)$ 基因的 Z\A 序列扩增+取健康人外周血!用淋

巴细胞分离液分离单个核细胞并以此为模板提取总 )F+!在

7VQ1>? 上获取 ZkZ)$ 的 Z\A 编码区并设计相应 Z\A 序列

全长克隆引物!并加入 P̂D)

#

和 a812

#

酶切位点!用高保真

聚合酶扩增 ZkZ)$ 的 Z\A 序列"

*-BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkZ)$ 重组质粒构建#包装

与感染+将 7Z)反应电泳回收产物和 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J"

质粒分别经 P̂D)

#

和 a812

#

限制性内切酶 &,r双酶切 *M!

进行电泳后进行凝胶回收!取 (

/

E酶切好的 7Z)片段与 (

/

E

酶切好的质粒 \F+反应液混合并加入 O* 连接酶 *r连接

"9M" 将连接产物转化至 \2((感受态细胞并在 &,r培养箱

中培养过夜" 次日挑取单克隆菌落并摇菌 "'M!抽提菌液质粒

\F+!)OH7Z)行阳性菌落筛选重组质粒" 每个六孔板细胞

培养板接种 9 s"#

(

个 $%&O细胞并使细胞密度达 9#." 使用

磷酸钙共转染法将 "#

/

3B@7+k$#(

/

3B=\$d和 "(

/

3BKCk

He)̂ A HL@dU>>J" 或 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkZ)$ 共同

转染至 $%&O细胞" 转染 %'M 后收集病毒上清并用 #-*(

/

1滤

器过滤!滤液直接感染 AI"""' 细胞并大量培养"

(-慢病毒感染的 AI"""' 细胞 ZkZ)$ 1)F+表达的检

测+根据 d>Ja8J6 的人 ZkZ)$ 基因序列!设计荧光定量 7Z)

引物并由上海生工生物公司合成" 上游引物序列+(lHZZOY

dOZOO+ZOOOOZZd++dd+ZH&l!下游引物序列+(lHOOdZOY

dO+OOdOOdZZZ+OdOH&l!设计并合成内参照
"

H8PSRJ 引

物! 上游引物序列+(lH++dd+dZZZZ+Zd+d+++++OH&l!

下游引物序列+(lH+ZZd++ZOOdZ+OOd+OOZZ+dH&l" 提

取细胞总 )F+!反转录后 P\F+后进行 U>8EHSR1>7Z)" 反应

条件为 %(r"#1RJ/%(r "(@及 '#r((@共 *# 个循环" 各组

1)F+同内参基因相比得到相对表达量"

'-感染慢病毒的 AI"""' 细胞 ZkZ)$ 蛋白检测+)e7+细

胞裂解液裂解细胞提取细胞总蛋白" 蛋白浓度测定试剂盒调

整各组蛋白浓度后进行 7+d̂ 蛋白电泳!并转移至 7C\g膜!

脱脂奶粉封闭 #-(M!分别加入 ZkZ)$ 和
"

H8PSRJ 一抗 *r孵

育 "'M 后用 " s7aA 洗膜 & 次!每次 (1RJ!充分洗涤后加入辣

根过氧化物酶标记的相应种属 e3d二抗室温孵育 #-(M!再用

" s7aA 洗膜 & 次!加入显影液并显影"

,-过表达 ZkZ)$ 对结肠癌 AI"""' 细胞迁移的影响+预

先培养的细胞 ( AI"""' 和 ZkZ)$ HAI"""' )常规消化#离

心#无血清培养基重悬#计数并将细胞密度调整到 "-( s"#

(

0

1E后!取 #-$1E接种到 OU8J@[>EE上室中!并在下室中加入

#5(1E含 "#.gaA 的完全培养基" 置于 &,r#(.Z]

$

的环境

下培养!$*M 后将小室置于另一个 $* 孔板中并加入 "##.甲

醇固定 "#1RJ" 固定完成后用 #-". 结晶紫染色液染色

&#1RJ!再用双蒸水清洗残余染料!最后将薄膜进行分割并进

行拍照"

9-统计学方法+数据采用 A7AA "#-# 统计软件包进行统计

分析!采用 )#&& H37*"&!<I"!E"分析 AI"""' 细胞和 ZkZ)$

HAI"""' 细胞之间 1)F+表达水平以及细胞体外迁移能力

的差异" 以 %/#-#( 为差异有统计学意义"

结!!果

"-ZkZ)$ 基因的提取与鉴定+高包真酶 7Z)扩

增外周血单个核细胞中 ZkZ)$ 基因 Z\A 序列后!

7Z)扩增产物经 "-(.琼脂糖凝胶电泳分离检测!可

见 "#9&QB 的特异条带! 与 7VQ1>? 上公布的 ZkZ)$

的 Z\A 序列一致(图 ")"

图 Q2$!9扩增健康人外周血单个核细胞中

!_!9* 基因("-(.琼脂糖凝胶)

!

$-ZkZ)$ 慢病毒上清感染人 AI"""' 结肠癌细

胞后ZkZ)$ 1)F+表达的检测+ZkZ)$ HAI"""' 结

肠癌细胞组 ZkZ)$ 的 1)F+表达量明显高于人

AI"""' 结肠癌细胞组!差异有统计学意义 (%/

#5#()!见图 $"

图 *27I%@TF54I$!9检测感染慢病毒各组 =aQQQ)

细胞 !_!9* 49:-表达水平(0oE!& 4()

!

&-I>@S>UJ QEDS法 检 测 慢 病 毒 上 清 液 感 染

AI"""' 细胞 ZkZ)$ 蛋白表达+见图 &!在约 ((6\8

(ZkZ)$)#*$6\8(

"

H8PSRJ)处见到特异性条带!ZkY

Z)$ HAI"""' 组条带颜色相比 dg7HAI"""' 组颜

.*(.
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色明显加深" 经过对各条带灰度值进行统计分析!显

示 ZkZ)$ HAI"""' 组 ZkZ)$ 的蛋白表达明显增

强!说明重组 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" HZkZ)$ 质粒

能在 AI"""' 细胞中正确表达及翻译"

图 S2aICFI7AH@8F法检测 !_!9* 过表达 =aQQQ)

细胞及 =aQQQ) 细胞中 !_!9* 蛋白表达水平

!

!!*-过表达 ZkZ)$ 对结肠癌 AI"""' 细胞体外迁

移能力的影响+OU8J@[>EE上室细胞穿过 911膜的下

室!其数量的多少反映了细胞运动迁移能力的大小"

在 OU8J@[>EE趋化小室的下室分别加人 "#.gaA 检测

AI"""' 细胞的迁移能力" 稳定表达 ZkZ)$ 的

AI"""' 细胞在 "#.gaA 的作用下其迁移能力明显

增强(图 * 中 +#a)!各组随机抽取 9 个视野!分别计

数其迁移细胞数并进行统计!统计结果显示过表达

ZkZ)$ 的 AI"""' 细胞体外迁移能力明显增强!%/

#-#((图 *Z)"

图 .2显微镜下观察 =aQQQ)&-'以及 !_!9* T=aQQQ) 细胞&('体外迁移能力& b*//'及

细胞迁移数目统计结果图&!'(& 49)

!

讨!!论

本研究主要采用慢病毒感染系统用以感染难转

染的人 AI"""' 结肠癌细胞! 实现了 ZkZ)$ 在

AI"""' 细胞株的稳定过表达!为研究 ZkZ)$ 在结

肠癌转移的作用机制提供了重要工具" 通过慢病毒

BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" 穿梭载体!将 ZkZ)$ 和绿色

荧光 L@dU>>J 基因构建在一起!这将有利于结肠癌细

胞进行示踪" 另外!通过 BKCkHe)̂ A HL@dU>>J" 穿

梭载体的内部核糖体进入位点序列 (e)̂ A)!达到

dg7和 ZkZ)$ 的分开表达!避免后续 L@dU>>J 蛋白

对 ZkZ)$ 蛋白功能的影响"

已有研究发现趋化因子受体在肿瘤的转移过程

扮演着重要的角色" 其中 ZkZ)* 已经发现它们在至

少 $# 种肿瘤的转移过程中扮演重要作用
,,-

" 另外趋

化因子受体 ZZ), 也和乳腺癌#胃癌#食管癌病人的

生存期强烈相关
,"!9-

" 这些研究都证明了肿瘤细胞

表达趋化因子受体不是偶然的!而是和肿瘤细胞的转

移有着密切的关系!它们在肿瘤的血管形成#肿瘤细

胞的生存以及转移都发挥作用
,' :%-

" 另外!也有研究

提示 ZkZ)$ 与肺癌的转移有相关性!但未见 ZkZ)$

与结肠癌转移的相关报道
,"#-

" 本研究结果提示趋化

因子受体 ZkZ)$ 在结肠癌的转移中扮演重要作用并

建立了稳定过表达 ZkZ)$ 的 AI"""' 结肠癌细胞

株!从而为下一步研究 ZkZ)$ 在结肠癌细胞转移中

的具体机制铺垫了前期基础"
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=Z大鼠三叉神经痛样模型的建立与痛阈测定

秦泗佳!王!福

摘!要!目的!建立原发性三叉神经痛样的 A\大鼠动物模型!研究其对机械刺激的行为反应和疼痛阈值变化" 方法!选

取雄性 A\大鼠 &# 只!随机分为手术组#假手术组和空白对照组" 手术组经口内切口行右侧三叉神经的眶下神经(e]F)结扎术/

假手术组只分离暴露右侧眶下神经不予以结扎/空白对照组未接受手术干预" 记录大鼠术前及术后 " :"$ 周的行为反应和疼痛

阈值" 结果!手术组于术后 $ 周出现痛觉超敏反应!一直持续到术后 ' 周才逐渐恢复!术后 "# :"$ 周左右才恢复到术前水平"

结论!大鼠眶下神经的慢性压迫性损伤(ZZeHe]F)可建立三叉神经痛样的动物模型!该法具有操作简单#存活率高等特点"

关键词!三叉神经痛!动物模型!疼痛阈值
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!!三叉神经痛或称痛性痉挛(抽搐)!是指三叉神

经所支配的区域发生的强烈的阵发性疼痛" 发生率

约 90"# 万
,"-

!多见于中老年人!平均发病年龄 '$-,

o"(-9 岁
,$-

" 随着人口老龄化!其发生率亦有增高

趋势" 尽管研究人员业已进行了大量的临床和动物

模型的研究!相继提出了许多新的观点和治疗手段!

其发病机制尚不清楚
,&-

" 因此!建立一种操作简单

且稳定可靠的动物模型来探究其发病机制就显得十

分必要" 本实验通过结扎 A\大鼠眶下神经建立三

叉神经痛模型!观察大鼠的行为反应和疼痛阈值在不

同时间点的变化!对进一步探究三叉神经痛的病因机

制具有一定的指导意义"

材料与方法

"-实验材料及分组+选择健康成年清洁级雄性 A\大鼠

&# 只!体质量 "9# o$#3" 随机各选取 "# 只作为手术组#假手

术组和空白对照组" 手术组采用经口内右侧眶下神经慢性压

迫性缩窄环技术 (PMUDJRPPDJ@SURPSRDJ RJcVUWSDSM>RJTU8DUQRS8E

J>UX>!ZZeHe]F)建立三叉神经痛样动物模型!假手术组行右

侧眶下神经假手术!手术同前!但只分离暴露右侧眶下神经不

.'(.
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