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分泌
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的分子机制$方法
!

体外培养胃癌细

胞
N(R4'.#"

!利用
UV4"'5

刺激或预先加入信号通路抑制剂孵育后再进行
UV4"'5

刺激$刺激后采用酶联免疫吸附法检测培养上

清
R\RV"$

水平$结果
!

N(R4'.#"

细胞经
UV4"'5

刺激后!

R\RV"$

分泌水平显著增加"
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#!且具有剂量和时间依赖性$

信号转导与转录激活因子
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#抑制剂预孵育!可显著抑制
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R\RV"$
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(丝裂原活化蛋白激酶"

W5*L

#和
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氨基末端激酶
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#抑制剂则无显著抑制作用$结论
!

UV4"'5

可通过
N656$

信号通路诱导胃癌细胞
N(R4'.#"

分泌
R\RV"$

!从而发挥免疫

调节作用$
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白细胞介素
"'5

$

UV4"'5

%是由
6

细胞分泌的一种促炎症

细胞因子#在胃癌'结直肠癌等消化道肿瘤的发生'发展过程中

起着重要作用(

"4%

)

*分泌
UV4"'5

的
RK!

e

6

细胞$

6="'

细胞%

在胃癌组织明显增多#并通过
UV4"'5

直接促进胃癌细胞的生

长和转移#或通过刺激胃癌细胞分泌血管内皮细胞生长因子
4

5

$

TM(Z45

%介导新生血管的形成(

$4/

)

*

UV4"'5

也可诱导正常

上皮细胞以及肿瘤细胞分泌多种趋化因子#募集并趋化具有促

肿瘤活性的髓系来源抑制细胞$

WKNR2

%至肿瘤部位#进而抑

制抗肿瘤
6

细胞的功能&在胃癌组织中#

UV4"'5

水平与
WK4

NR2

数量呈正相关(

&

)

*胃癌组织高表达趋化因子受体
R\4

R̀ /

#而
R\RV"$

作为
R\R̀ /

唯一配体#可由正常上皮细胞和

肿瘤细胞大量分泌(

'

)

*

UV4"'5

是否参与诱导胃癌细胞分泌

R\RV"$

#进而影响
WKNR2

趋化#尚未明确*因此#本研究以

胃癌细胞系
N(R4'.#"

为研究模型#探讨
UV4"'5

是否能够诱

导胃癌细胞分泌
R\RV"$

#以进一步阐明其可能的分子机制*
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材料与方法

B,B

!

材料
!

重组人
UV4"'5

购自美国
*9

D

?7:9B=

公司#信号转

导与转录激活因子
4$

$

N656$

%抑制剂$

ZVVV$%

%'核因子
(
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%抑制剂$
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%'丝裂原活化蛋白激酶"细胞外

调节蛋白激酶
"
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%抑制剂$
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"丝裂原活

化蛋白激酶$

W5*L

%抑制剂$

Na%#$/+#

%和
B4IA3

氨基末端激

酶$

I)L

%抑制剂$

N*&##"%/

%购自上海碧云天生物技术有限公

司#藻红素$

*M

%标记的抗人
UV4"'

受体$

UV4"'̀

%抗体及同型对

照抗体购自美国
a17F9

;

93>

公司#酶联免疫吸附法$

MVUN5

%

R\RV"$

检测试剂盒购自美国
K̀

公司#

*̀UW"&!#

培养基'胎

牛血清及胰酶均购自美国
^

J

BF739

公司#二甲基亚砜$

KWNP

%

购自美国
N1

;

G<

公司#磷酸盐缓冲液$

*aN

%购自北京中杉金桥

生物技术有限公司*人胃癌细胞系
N(R4'.#"

购自中国科

学院*
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!

方法

B,C,B

!

细胞培养
!

采用含
"#-

胎牛血清的
*̀UW"&!#

培养

基#

$'S

'

/- RP%

条件下培养
N(R4'.#"

细胞*

B,C,C

!

UV4"'̀

检测
!

N(R4'.#"

培养细胞经胰酶消化后#采

用无菌
*aN

洗
"

次#加入
*M

标记的抗人
UV4"'̀

抗体及相应

的同型抗体#

!S

孵育
%#G13

&无菌
*aN

洗
%

次#采用流式细胞

仪检测
N(R4'.#"

细胞
UV4"'̀

表达情况*

B,C,D

!

R\RV"$

检测
!

按
%h"#

& 个细胞"孔将
N(R4'.#"

细

胞接种于
&

孔板中#加入不同浓度的
UV4"'5

处理
%!=

&收集培

养液上清#采用
MVUN5

法检测
R\RV"$

水平#明确
UV4"'5

处

理剂量与
R\RV"$

分泌水平的关系*按
%h"#

& 个细胞"孔将

N(R4'.#"

细胞接种于
&

孔板中#加入浓度为
"#3

;

"

GV

的
UV4

"'5

处理
%!=

&在试验起始时及加入
UV4"'5&

'

"%

'

%!=

时#收

集培养液上清#采用
MVUN5

法检测
R\RV"$

水平#明确
UV4

"'5

处 理 时 间 与
R\RV"$

分 泌 水 平 的 关 系*将 抑 制 剂

ZVVV$%

'

a5]""4'#+%

'

_#"%&

'

Na%#$/+#

'

N*&##"%/

按
"#

#

G7F

"

V

的浓度分别加入不同的培养孔中#再按
%h"#

& 个细

胞"孔将
N(R4'.#"

细胞接种于培养孔中#作用
"=

#更换培养

基后加入
UV4"'5

处理
%!=

&对照组设置两组#分别为空白培养

+

%$!$

+

国际检验医学杂志
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年
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基对照和
KWNP

对照&收集培养液上清#采用
MVUN5

法检测

R\RV"$

水平#明确不同抑制剂的作用效应*

B,D

!

统计学处理
!

采用
N*NN"$,#

软件进行数据处理和统计

学分析*计量资料以
5Q?

表示#两组间比较采用独立样本
=

检验#多组间比较采用方差分析*

B

#

#,#/

为比较差异有统计

学意义*
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!

结
!!

果

C,B

!

UV4"'̀

在
N(R4'.#"

细胞中的表达
!

采用
*M

标记的抗

人
UV4"'̀

抗体及同型对照抗体对
N(R4'.#"

细胞进行流式细

胞术染色检测#结果显示#同型对照抗体染色细胞未见峰值改

变#抗
UV4"'̀

阳性抗体染色细胞峰值明显右移#表明胃癌细胞

系
N(R4'.#"

高表达
UV4"'̀

#见图
"

*

!!

注!

5

为
UV4"'̀

同型对照抗体染色&

a

为
UV4"'̀

阳性抗体染色*

图
"

!!

流式细胞术染色检测
UV4"'̀

在
N(R4'.#"

细胞的表达

C,C

!

UV4"'5

诱导
N(R4'.#"

细胞分泌
R\RV"$

的检测
!

MVUN5

检测结果显示#

N(R4'.#"

细胞经浓度为
#

'

"

'

/

'

"#3

;

"

GVUV4"'5

处理
%!=

后#

R\RV"$

分泌水平分别为
$+,/Q

"",/

'

"#+,!Q%$,"

'

%.%,$Q%%,/

'

!"',"Q$",+

D;

"

GV

#提示

N(R4'.#"

细胞经
UV4"'5

刺激后#

R\RV"$

表达水平明显升高

$

B

#

#,#/

%#并且随着
UV4"'5

剂量增加#

R\RV"$

水平也逐渐

增加$

B

#

#,#/

%*以
"#3

;

"

GVUV4"'5

处理
N(R4'.#"

细胞#

在不同时间点收集培养上清进行检测#结果显示#与
#

'

&=

未

刺激组相比#同时间点
UV4"'5

刺激组
R\RV"$

水平明显增加

$

B

#

#,#/

%&随着
UV4"'5

刺激时间延长#

N(R4'.#"

细胞分泌

R\RV"$

水平逐渐增加#见表
"

*

UV4"'5

以剂量和时间依赖的

方式诱导
N(R4'.#"

细胞分泌
R\RV"$

*

表
"

!!

UV4"'5

刺激
N(R4'.#"

细胞不同时间点

!!!

R\RV"$

水平比较$

D;

(

GV

%

时间$

=

% 空白培养基
UV4"'5

$

"#3

;

"

GV

%

# $',#Q%%,/ $/,&Q"$,+

& !.,$Q"+,$ "#/,#Q$#,$

"%

"% /%,&Q%#,. %+.,!Q$!,!

$

%! /',/Q"',. !!&,'Q$/,%

!

!!

注!与空白培养基处理
#=

比较#

"

B

#

#,#/

&与空白培养基处理
&

=

比较#

%

B

#

#,#/

&与
UV4"'5

处理
&=

比较#

$

B

#

#,#/

&与
UV4"'5

处

理
"%=

比较#

!

B

#

#,#/

*

C,D

!

不同抑制剂对
UV4"'5

诱导分泌
R\RV"$

的调控作用
!

在
N(R4'.#"

细胞培养体系中分别加入
"#

#

G7F

"

V

的
N656$

抑制剂
ZVVV$%

'

)Z4

(

a

抑制剂
a5]""4'#+%

'

WML"

"

%

抑制

剂
_#"%&

'

D

$+

"

W5*L

抑 制 剂
Na%#$/+#

和
I)L

抑 制 剂

N*&##"%/

预处理
"=

#再加入
"#3

;

"

GVUV4"'5

作用
%!=

#结

果显示#

ZVVV$%

组
R\RV"$

水平明显低于未加抑制剂组或

KWNP

组$

B

#

#,#/

%#

a5]""4'#+%

组'

_#"%&

组'

Na%#$/+#

组和
N*&##"%/

组与未加抑制剂组或
KWNP

组比较差异无统

计学意义$见图
%

%*

UV4"'5

刺激
N(R4'.#"

细胞分泌
R\RV"$

依赖
N656$

信号通路*

!!

注!

"表示与除未加入
UV4"'5

及抑制剂的空白培养基组以外的其

他研究组比较#

B

#

#,#/

&第
"

个
W9>1AG

表示未加入
UV4"'5

及抑制剂

的空白培养基组&第
%

个
W9>1AG

表示加入
UV4"'5

但未加入抑制剂的

培养基对照组&其他各组为相应的抑制物处理组*

图
%

!!

不同信号通路抑制剂对
UV4"'5

诱导
N(R4

'.#"

细胞分泌
R\RV"$

的影响

D

!

讨
!!

论

!!

6="'

细胞作为不同于
6="

和
6=%

细胞的
6

细胞亚群#在

自身免疫性疾病'感染性疾病和肿瘤中得到了广泛的研

究(

+4"#

)

*

6="'

细胞通过效应因子
UV4"'5

抑制病原菌定植#因

此在感染性疾病中发挥免疫保护作用*但在自身免疫性疾病

中#

6="'

细胞则通过诱导
N"##5+

"

.

等促炎症因子的级联放

大反应#导致组织病理性损伤&在肿瘤中#

UV4"'5

不仅可维持

肿瘤细胞的干细胞特性#而且能够诱导肿瘤细胞的上皮间质转

化#从而加快肿瘤进程*

除影响肿瘤细胞生物学功能外#

UV4"'5

还可诱导肿瘤细

胞释放促瘤细胞因子和趋化因子到胞外发挥作用(

&

#

""

)

*

Z9?4

?9::1

等(

"%

)对淋巴瘤的研究中发现#

UV4"'5

可诱导恶变的
a

细

胞聚集形成淋巴滤泡#此过程依赖于
R\RV"$

和
R\RV"%

的

分泌水平*此外#

VA

等(

"$

)对食管鳞状细胞癌的研究显示#

UV4

"'5

可刺激食管癌细胞分泌趋化因子
R\RV"$

#认为肿瘤组织

中的
UV4"'5

可通过诱导
R\RV"$

的分泌影响肿瘤的进程*

然而#

UV4"'5

是否能够诱导胃癌细胞分泌
R\RV"$

并不

清楚*因此#本研究以胃癌细胞系
N(R4'.#"

作为研究对象#

首先检测到该细胞系高表达
UV4"'5

相应受体#表明
N(R4'.#"

细胞是
UV4"'5

的靶细胞&利用重组细胞因子
UV4"'5

刺激

N(R4'.#"

细胞#对培养上清的检测结果显示#

UV4"'5

刺激可

明显诱导
N(R4'.#"

细胞分泌
R\RV"$

#而且诱导效应随着刺

激浓度升高和刺激时间延长而明显增强*因此#本研究证实

UV4"'5

可刺激胃癌细胞
N(R4'.#"

分泌趋化因子
R\RV"$

*

UV4"'5

结合受体后#必须通过活化下游的级联信号途径#

才能诱导胃癌细胞分泌
R\RV"$

*已有研究证实#

)Z4

(

a

'

N656$

'

WML"

"

%

'

D

$+

"

W5*L

和
I)L

等多个信号途径均参

与调控
UV4"'5

的功能(

"!

)

*因此#本研究采用上述信号通路的

抑制剂对
N(R4'.#"

细胞进行预处理#阻断其胞内信号转导通

路后#再给予
UV4"'5

刺激*研究结果显示#经
N656$

抑制剂

处理后#

N(R4'.#"

细胞培养
R\RV"$

分泌水平显著下降#而

)Z4

(

a

'

WML"

"

%

'

D

$+

"

W5*L

和
I)L

抑制剂处理未对
R\4

RV"$

分泌水平产生显著影响#提示
UV4"'5

刺激
N(R4'.#"

细

胞分泌
R\RV"$

可能依赖于
N656$

信号通路的介导*胃癌

组织中浸润的
WKNR2

高表达
R\RV"$

受体
R\R̀ /

#提示在胃

癌微环境中#

UV4"'5

诱导产生的
R\RV"$

可趋化
R\R̀ /

阳性

WKNR2

进入肿瘤部位#进而促进胃癌的发生'发展(

'

)

*

综上所述#

UV4"'5

可通过
N656$

信号途径诱导胃癌细胞

分泌
R\RV"$

#进而影响肿瘤的进程*全面研究
UV4"'5

在胃

癌中的促肿瘤功能#能够为探索针对
UV4"'5

的胃癌免疫治疗

方案提供新的思路* $下转第
$/#"
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筛不合格(

"#

)或发生献血不良反应(

""

)的风险#又可以让献血者

合理安排时间#有序而快捷地完成单采血小板捐献#同时预约

工作人员可根据献血者预约情况#有针对性的及时进行招募和

控制采集#既主动又灵活*预约岗位根据单采血小板当天及近

期临床血小板使用情况#提前进行电话预约'招募或劝退*$

&

%

通过加强献血者地管理并深入交流#发展一批已多次成功捐献

单采血小板献血者#使他们成为固定献血者#成为应急小组成

员*合理安排紧急小组成员之间的献血时间间隔#确保团队成

员随时响应#应急献血#从而有效地保持团队的应急能力*

H

!

目前预约献血模式的进展

!!

现已统计了重庆地区近半年的单采血小板临床需求状况#

探索临床使用量的规律#初步建立重庆地区单采血小板库存管

理*开展学校及机采成分科献血现场问卷调查#调查重庆地区

市民预约献血模式情况*通过分析调查报告#统计献血者对预

约方式的不同需求#利用中心的血液采集管理系统有针对性的

进行招募和预约#建立符合单采血小板献血者不同需求的多种

预约方式*从
%#"&

年
/

月开始逐渐启动预约献血模式#通过

微信'电话及短信方式预约捐献单采血小板共计
&"!+

人次#

预约献血率从
%',#/-

逐渐上升至
&",&#-

*现已建立微信公

众平台及预约电话三部#可根据重庆地区献血者不同特点和临

床预约情况招募或劝退*预约献血模式刚刚起步#也出现了许

多相应的问题#例如重复招募'预约成功率等一系列问题#还需

进一步摸索和改进*
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