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ＣＣＲ１０的表达对非小细胞肺癌细胞在增殖、
迁移和侵袭的影响

侯智亮　王文波

摘　要　目的　本研究旨在探讨趋化因子受体 １０（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ１０，ＣＣＲ１０）的表达对 ＮＳＣＬＣ细胞在增殖、迁移和侵袭

方面的影响。方法　应用基因工程技术将 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ导入 ＮＳＣＬＣ细胞中，干扰 ＣＣＲ１０的正常表达，进而研究 ＣＣＲ１０对

ＮＳＣＬＣ细胞在增殖、迁移和侵袭等功能方面的影响。结果　转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞增殖率明显

低于空白对照组和阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），空白对照组与阴性对照组的细胞增殖率比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。与空白对照组及阴性对照组比较，转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞迁移率明显低于空白对

照组及阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），空白对照组和阴性对照组的细胞迁移率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞侵袭率明显低于空白对照组及阴性对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜

００５），空白对照组及阴性对照组的细胞侵袭率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　ＣＣＲ１０促进 ＮＳＣＬＣ细胞的增殖、迁

移和侵袭能力，ＣＣＲ１０可能参与非小细胞肺癌的发生、发展、侵袭及转移过程。
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　　近年来研究证实，肺癌细胞可表达多种趋化因子
和趋化因子受体，趋化因子和趋化因子受体构成的复

杂网络在肺癌的发生、发展过程当中发挥着重要作

用，其共同参与肿瘤细胞的黏附、增殖、抗凋亡及血管

生成等病理生理过程
［１，２］
。然而有关趋化因子受体

ＣＣＲ１０与 ＮＳＣＬＣ之间的关系迄今国内外文献都尚
未见报道。本研究旨在探讨ＣＣＲ１０的表达对 ＮＳＣＬＣ
细胞在增殖、迁移和侵袭方面的影响，探讨 ＣＣＲ１０的

表达与 ＮＳＣＬＣ发生、发展的关系，为探讨 ＮＳＣＬＣ的
发病机制、预后判断等研究提供参考资料，为后续

ＮＳＣＬＣ的临床靶向治疗提供理论依据。

对象与方法

１．对象：实验细胞和主要试剂：ＮＳＣＬＣ腺癌细胞
Ａ５４９购自中国科学院昆明动物研究所；ＭＴＴ购自中
国江苏碧云天生物技术公司；Ｔｒａｎｓｃｅｌｌ小室购自美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公 司；ＧＡＰＤＨ 购 自 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＦＰ２０５购自中国江苏碧云天生物技术公
司；ＰＢＳ粉购自福州迈新生物技术开发有限公司；Ａｎ
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ｎｅｘｉｎ－Ｖ－Ｆｌｕｏｓｓｔａｉｎｉｎｇｋｉｔ购自瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司；二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自中国江苏碧云天生物技术公
司；ＭＴＴ购自中国江苏碧云天生物技术公司；Ｔｒａｎｓ
ｃｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＧＡＰＤＨ购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＦＰ２０５购自中国江苏碧云
天生物技术公司。实验分组：空白对照组即无处理组

（ＭＯＣＫ组）、阴性对照组 （ＮＣ组）以及实验组
（ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组）。

２．方法：（１）ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的合成：ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ
的设计参考已有的文献，并在 ＧｅｎｅＢａｎｋ中检索确认，
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的合成交由美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的序列如下：：ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ：上游引物：
５′－ＧＣＵＧＧＡＵＡＣＵＧＣＣＧＡＵＣＵＡ－３′；下游引物：
５′－ＵＡＧＡＵＣＧＧＣＡＧＵＡＵＣＣＡＧＣ－３′。ＧＡＰＤＨ：上游
引物：５′－ＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴ－３′；下游引
物：５′－ＡＡＡＴＧＡＧＣＣＣＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣ－３′。（２）转染：
取人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９处于对数生长期的细胞，
将细胞用胰酶消化制备成单细胞悬液；用 １０％胎牛
血清、无抗生素培养液调整细胞浓度至 ２×１０４／ｍｌ，
接种于 ６孔板中，每孔 ２．５ｍｌ细胞悬液，每组细胞设
立５个复孔，置于 ３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培养
４８ｈ；４８ｈ后取出细胞培养板，倒去培养液，每孔加入
１０％胎牛血清、无抗生素培养液１５００μｌ；取１．０微升／
孔 ｓｉＲＮＡ，用５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ培养液稀释，轻轻摇匀后
室温孵育５ｍｉｎ；取 １．０微升／孔 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，用
２５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ培养液稀释，轻轻摇匀后室温孵育
５ｍｉｎ；将上述两种混合物混合，室温孵育 ２０ｍｉｎ后加
入６孔板中，轻轻摇晃孔板使其混匀；将 ６孔板置于
３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养，２４ｈ后收集细胞。
（３）ＭＴＴ法测定细胞增殖：取人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞
Ａ５４９对数生长期的细胞，制备单细胞悬液。分别调
整细胞浓度至 ２×１０４个／毫升，分别接种于 ９６孔板
中，每孔１００μｌ细胞悬液，每组细胞设立 ６个复孔，不
含细胞只加培养液的孔作为调零组，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养；分别于 ２４、４８、７２、９６ｈ后取出细
胞培养板，每孔加入 ０．５％ＭＴＴ溶液 １０μｌ，置于
３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中继续培养 ４ｈ；终止培养：
１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，小心吸弃培养液，每孔中加
入 １５０μｌＤＭＳＯ，放于水平摇床上，室温缓慢振荡
２０ｍｉｎ，使形成的结晶充分溶解；于酶标仪 ４９０ｎｍ处
读取各孔的吸光度值 Ａ４９０。记录结果，以时间为横坐
标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。（４）Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ细胞迁移实验：将细胞培养试剂和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

ｃｈａｍｂｅｒ置于３７℃水浴箱中温浴５ｍｉｎ；制备单细胞悬
液：取人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９对数生长期的细胞，
用胰酶将细胞消化制备成单细胞悬液。用 ＰＢＳ和无
血清培养基各洗涤１次；用无血清培养基悬浮细胞计
数，调整细胞浓度至 ２×１０５个／毫升；接种细胞：在下
室（２４孔板底部）加入含 １０％胎牛血清的培养基
６００μｌ，上室加入单个细胞悬液 １５０μｌ，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中继续培养 ６ｈ（注意操作时尽量不要产
生气泡）；６ｈ后取出细胞培养板，倒去培养基，用 ＰＢＳ
洗两次；染色：取出 ｃｈａｍｂｅｒ，吸干上室液体，用湿棉
签擦去上室底模表明未穿过膜的细胞。将 ｃｈａｍｂｅｒ
置于甲醇溶液中，室温固定 ２０ｍｉｎ。取出 ｃｈａｍｂｅｒ，吸
干上室液体，将 ｃｈａｍｂｅｒ置于结晶紫染液中，室温染
色２０ｍｉｎ。自来水冲洗 ５ｍｉｎ×３次；取下底模，室温
晾干，移至载玻片上，中性树胶封片；显微镜下随机选

择５个无交叉重复的视野，计数穿通滤膜的细胞数并
取其平均值。（５）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验：将 Ｍａｒｉｇｅｌ
置于４℃冰箱中过夜。待其完全融化后，用 ４℃的
ＰＢＳ将其稀释呈１ｍｇ／ｍｌ的浓度。在 ｃｈａｍｂｅｒ上室底
部垂直滴入５０μｌ的 Ｍａｒｉｇｅｌ稀释液，３７℃孵育使其成
胶状；将 ｃｈａｍｂｅｒ放入培养板中，在上室加入 ３００μｌ
预温的无血清培养基，室温下静置 ３０ｍｉｎ，使基质胶
水化。再吸去剩余培养液。将细胞培养试剂和 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ置于３７℃水浴箱中温浴５ｍｉｎ；制备单细
胞悬液：取人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９对数生长期的
细胞，用胰酶将细胞消化制备成单细胞悬液。用

ＰＢＳ和无血清培养基各洗涤 １次；用无血清培养基
悬浮细胞计数，调整细胞浓度至 ２×１０５个／毫升；接
种细胞：在下室（２４孔板底部）加入含 １０％胎牛血
清的培养基 ６００μｌ，上室加入单个细胞悬液 １５０μｌ，
置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中继续培养 ２４ｈ；２４ｈ后
取出细胞培养板，倒去培养基，用 ＰＢＳ洗两次；染
色：取出 ｃｈａｍｂｅｒ，吸干上室液体，用湿棉签擦去上
室底模表明未穿过膜的细胞。将 ｃｈａｍｂｅｒ置于甲醇
溶液中，室温固定 ２０ｍｉｎ。取出 ｃｈａｍｂｅｒ，吸干上室
液体，将 ｃｈａｍｂｅｒ置于结晶紫染液中，室温染色
２０ｍｉｎ。自来水冲洗 ５ｍｉｎ×３次；取下底模，室温晾
干，移至载玻片上，中性树胶封片；显微镜下随机选

择 ５个无交叉重复的视野，计数穿通滤膜的细胞数
并取其平均值。

３．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１６．０统计学软件对数
据进行统计分析。计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

·５９·
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结　　果
１．ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９增殖的影

响：转染不同试剂后各组细胞连续 ２４、４８、７２及 ９６ｈ
后所 测 得 的 Ａ 值 见 表 １，ＭＯＣＫ 组、ＮＣ组、
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组９６ｈ后细胞增殖率分别为 ２６５１％ ±

１．６９％、２７．２２％ ±２．２３％、１７．３４％ ±１５１％，转染了
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞增
殖率明显低于 ＭＯＣＫ组及 ＮＣ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ＭＯＣＫ组和 ＮＣ组的细胞增殖率比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表 １　ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９Ａ值的影响

组别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
ＭＯＣＫ组 ０．４８±０．１１ １．０２±０．１１ １．５３±０．３２ １．７８±０．１９
ＮＣ组 ０．４７±０．１３ ０．９８±０．１２ １．５５±０．２４ １．７６±０．２３

ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组 ０．４８±０．１２ ０．６７±０．１３＃ ０．９７±０．２５＃ １．１２±０．３１＃

　　与 ＭＯＣＫ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５

　　２．ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９迁移的
影响：转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞
Ａ５４９的细胞迁移率明显低于 ＭＯＣＫ组及 ＮＣ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＭＯＣＫ组和 ＮＣ组的
细胞迁移率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表
２，图 １）。

表 ２　人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９迁移实验的穿膜细胞数

组别 ２４ｈ

ＭＯＣＫ组 １０５±９

ＮＣ组 ９９±３

ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组 　 ７１±４＃

　　与 ＭＯＣＫ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 １　ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９迁移的影响（结晶紫染色，×２００）
Ａ．ＭＯＣＫ；Ｂ．ＮＣ；Ｃ．ＣＣＲ１０－ｓｉＲＮＡ

　

　　３．ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９侵袭的影
响：ＭＯＣＫ组、ＮＣ组、ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组 ２４ｈ后穿过基
膜的细胞数分别为 ８４±３、８７±５、５２±３个，转染了
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞侵
袭率明显低于 ＭＯＣＫ组及 ＮＣ组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），ＭＯＣＫ组和 ＮＣ组的细胞侵袭率相比较，
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，表３，图２）。

表 ３　人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９侵袭实验的穿膜细胞数

组别 ２４ｈ

ＭＯＣＫ组 ８４±３

ＮＣ组 ８７±５

ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ组 　５２±３＃

　　与 ＭＯＣＫ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

图 ２　ＣＣＲ１０对人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９侵袭的影响（结晶紫染色，×２００）
Ａ．ＭＯＣＫ；Ｂ．ＮＣ；Ｃ．ＣＣＲ１０－ｓｉＲＮＡ

　
·６９·
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讨　　论
趋化因子受体 ＣＣＲ１０，又称孤儿受体 ＧＰＲ２，系

ＣＣ族趋化因子受体成员之一，Ｍａｒｃｈｅｓｅ等于 １９９４年
首次克隆到 ＣＣＲ１０基因的读码区，它编码了人类趋
化因子受体 ＣＣＲ１０的 ３６３个氨基酸，其基因定位于
人类染色体 １７ｑ２１．１～ｑ２１．３。在蛋白质序列上，人
类 ＣＣＲ１０与 ＩＬ－８受体有 ５１％的同源性。人类
ＣＣＲ１０在成年人睾丸和小肠中表达量最高，于胎儿
肺、肾中中等量表达，于成年人脾、胸腺、淋巴结等器

官组织中表达量最低
［３］
。在 细胞水平上，人类

ＣＣＲ１０由唾液腺、小肠、大肠、阑尾及扁桃腺中的 ＩｇＡ
抗体分泌细胞选择性表达

［４］
。ＣＣＲ１０的特异性配体

为 ＣＣＬ２７和 ＣＣＬ２８［５～７］。以往的研究发现 ＣＣＲ１０与
银屑病、过敏性接触性皮炎等炎性反应性疾病有

关
［８，９］
。近年来愈来愈多文献报道 ＣＣＲ１０与肿瘤关

系密切，其在恶性神经胶质瘤、皮肤 Ｔ细胞淋巴瘤、黑
色素瘤、成人 Ｔ细胞淋巴瘤以及皮肤鳞状细胞癌等肿
瘤中均有表达

［１０～１４］
。

然而有关 ＣＣＲ１０与 ＮＳＣＬＣ之间的关系迄今国
内外文献尚未见报道。本研究应用基因工程技术将

ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ导入 ＮＳＣＬＣ细胞中，干扰 ＣＣＲ１０的正
常表达，进而研究 ＣＣＲ１０对 ＮＳＣＬＣ细胞在增殖、迁
移和侵袭等功能方面的影响。ＭＴＴ实验结果显示，
转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的
细胞增殖率明显低于空白对照组和阴性对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），空白对照组与阴性对照组
的细胞增殖率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
以上结果表明，ＣＣＲ１０对 ＮＳＣＬＣ细胞的增殖可能有
促进作用。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细 胞 迁 移 实 验 结 果 显 示，转 染 了
ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的细胞迁
移率明显低于空白对照组及阴性对照组，差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５），空白对照组和阴性对照组的细胞
迁移率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。以上结
果提示，ＣＣＲ１０可能促进 ＮＳＣＬＣ细胞的迁移。Ｃｈｅｎ
等

［１０］
研究 ＣＣＲ１０对神经胶质瘤迁移方面的影响也

得出类似的结果。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验结果显示：
转染了 ＣＣＲ１０ｓｉＲＮＡ的人 ＮＳＣＬＣ腺癌细胞 Ａ５４９的
细胞侵袭率明显低于空白对照组及阴性对照组，差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），空白对照组及性对照组的
细胞侵袭率比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。这
些实验现象表明，ＣＣＲ１０有助于 ＮＳＣＬＣ细胞的侵袭
作用。Ｃｈｅｎ等［１０］

对神经胶质瘤的研究也观察到类

似的现象。

综上所述，ＣＣＲ１０可能促进 ＮＳＣＬＣ细胞的增殖、
迁移和侵袭能力，ＣＣＲ１０可能与非小细胞肺癌的发
生、发展、侵袭及转移有关。ＣＣＲ１０有望成为 ＮＳＣＬＣ
早期诊断和预后判断的重要参考指标，可能成为

ＮＳＣＬＣ的分子治疗靶点。
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２０１１，２０７（１）：４３－４８

（收稿日期：２０１７－０９－１２）

（修回日期：２０１７－０９－１２）

·７９·
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