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肿瘤微环境是肿瘤细胞诱导的!肿瘤周围存在的

大量生长因子"趋化因子及基质降解酶等的综合体

系$
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#肿瘤微环境中大量的生长因子"蛋白水解酶

及免疫炎性反应共同作用于肿瘤细胞表面!对肿瘤细

胞的增殖"转移"分化等产生重要影响$
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#肿瘤微环

境中的免疫炎性反应可诱导多种细胞因子和细胞毒

介导物的分泌!其不仅促进早期细胞病变!还可加速
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对肿瘤的生长与转移起促进作用#目前!肿瘤微环境
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417/+GLN3$+=

<

Y

&

#"

!

<

*

FN

'"

417/+GLN3!+=

<

Y

&

#"

!

<

*

FN

'抗体于
(,b

"

*S?R

$

培养箱孵育
#G

+按相

应组别加入
Ve+RO+(

细胞!

(,b*S?R

$

培养箱孵

育
$2G

!收集各组细胞后
#"""6

*

F/1

离心
,F/1

!弃

液!细胞团
M,"b

冻存待进行下一步实验#

$%&%'

!

3L+W?3

!

F/3P;50

I

@/1/e/7

&

g/5

<

;1

公司!

美国'提取
3P4

!

W6/F;V96/

X

73L6;5

<

;17e/7

&

L5e5+

35

公司!日本'逆转录合成
9UP4

!以
VKT3W6;F/̂

]̂ L5

[

L@

,

为荧光染料!

$

+597/1

基因为内参照!进行

前炎症细胞因子
=N+#

$

"

=N+!

"

=N+'

"

LP>+

'

3L+W?3

检测&

4T=,*""

型'#

W?3

反应体系(

$

!

N9UP4

!

#"

!

NVKT3

,

!上下游引物各
#

!

N

!

!

!

N

去离子水+扩

增程序如下(预变性
)*b("0

!

#

个循环+

)*b*0

!

2*

个循环!

!2b

延伸
(20

#本研究所涉及
W?3

引物

序列见表
#

#

表
#

!!

前炎症细胞因子
=N+#

$

'

=N+!

'

=N+'

及
LP>+

'

F3P4

检测中引物序列

引物名称 引物序列 引物长度&

H

X

' 产物大小&

H

X

'

=N+#

$

!

上游
?4?Y4LY?4??LYL4?Y4L?4 $# #$"

!

下游
YLLY?L??4L4L??LYL???L $#

=N+!

!

上游
44??LY44??LL??444Y4LYY $$ '!*

!

下游
L?LYY?LLYLL??L?4?L4?L $#

=N+'

!

上游
Y??LL??LY4LLL?LY?4Y?L $# '!'

!

下游
LY?4?LY4?4L?L44YLL?LLL4Y?4? $,

LP>+

'

!

上游
4LY4Y?4?LY444Y?4LY4L?? $$ '$$

!

下游
Y4YYY?LY4LL4Y4Y4Y4YYL? $$

$

+597/1

!

上游
LYY?4???4Y?4?44LY44 #) #'!

!

下游
?L44YL?4L4YL??Y??L4Y44Y?4 $*

$%&%(

!

免疫印迹法检测
LN3

信号通路蛋白的表

达
!

采用免疫印迹法检测
@

I

U''

"

L34>!

"

L4Pe

"

P>+

+

T

"

W+P>+

+

T

等
LN3

信号通路蛋白的表达!冰浴

裂解
WT@?

!

T?4

法测定蛋白质浓度!

#$S

聚丙烯酰

胺凝胶电泳!转膜"封闭"一抗"二抗孵育后检测相应

蛋白表达量!详细操作参阅课题组前期文章$

'

%

#

$%'

!

统计学处理
!

采用
VWVV#!%"

软件分析#正态

分布的计量资料以
7iF

表示#多组间比较采用单因

素方差分析!进一步两两比较采用
NVU+=

检验!

M

&

"%"*

为差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%%$

!

卵巢癌生长微环境刺激
WT@?

中前炎症细胞因

子表达上调
!

卵巢癌患者
WT@?-Ve+RO+(L651+

0E;::

共培养组
=N+#

$

"

=N+!

"

=N+'F3P4

表达水平明

显高于
WT@?

单独培养组&

>C:Jh#%,2

!

>C:Jh#%)$

!

>C:Jh#%!*

'!差异有统计学意义&

M

&

"%"*

'!

LP>+

'

F3P4

表达水平无明显性改变+而妇科良性疾病患者

和健康对照者
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养

组较
WT@?

单独培养组!

=N+#

$

F3P4

表达水平明显

下调&

>C:Jh"%,#

!

M

&

"%"*

+

>C:Jh"%,$

!

M

&

"%"*

'!

而
=N+!

"

=N+'

及
LP>+

'

F3P4

表达水平无明显改

变!见表
$

"

2

#扩增曲线和熔解曲线!见图
#

"

$

#

图
#

!!

=N+#

$

'

=N+!

'

=N+'

'

LP>+

'

表达水平

V

型扩增曲线

%%%

!

卵巢癌生长微环境刺激
WT@?

中
LN3

信号通

路活化
!

与
WT@?

单独培养组相比!卵巢癌患者
WT+

@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
LN3

信号通路

蛋白
@

I

U''

"

L34>!

"

L4Pe

"

W+P>+

+

T

表达量增加!

见图
(

+妇科良性疾病组和健康对照组
@

I

U''

"

L34>!

"

L4Pe

"

W+P>+

+

T

表达量未见明显改变+卵巢

癌患者
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组"妇科

良性疾病
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组"健

康对照
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
P>+

)

)(*

)
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+

T

表达量均无明显改变#

%%&

!

LN3

信号通路活化介导卵巢癌生长微环境刺激

WT@?

中前炎症细胞因子表达上调
!

517/+LN3#

"

51+

7/+LN3$

"

517/+LN3!

抗体预处理
WT@?

后!卵巢癌患

者
=N+#

$

F3P4

表达水平较
WT@?-Ve+RO+(L6+

510E;::

共培养组明显降低&

>C:Jh"%#!

!

M

&

"%"*

+

>C:Jh"%(#

!

M

&

"%"*

+

>C:Jh"%$)

!

M

&

"%"*

'#

=N+!

F3P4

表达水平具有相同变化趋势!即加入
517/+

LN3#

"

517/+LN3$

"

517/+LN3!

抗体组的
=N+!F3P4

表达水平较
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组

明显下调&

>C:Jh"%#2

!

M

&

"%"*

+

>C:Jh"%$"

!

M

&

"%"*

+

>C:Jh"%$'

!

M

&

"%"*

'!见表
*

#

=N+'

"

LP>+

'

F3P4

表达水平在
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共

培养组"

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3#+=

<

YL651+

0E;::

共培养组"

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3$+

=

<

YL6510E;::

共培养组"

WT@?-Ve+RO+(-417/+

GLN3!+=

<

YL6510E;::

共培养组间无明显差异#

WT+

@?-Ve+RO+(-417/+GLN3#+=

<

YL6510E;::

共培养

组"

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3$+=

<

Y L6510E;::

共培养组"

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3!+=

<

YL6+

510E;::

共 培 养 组
LN3

信 号 通 路 蛋 白
@

I

U''

L34>!

"

L4Pe

"

P>+

+

T

"

W+P>+

+

T

表达水平亦低于

WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组!见图
2

#

图
$

!!

=N+#

$

'

=N+!

'

=N+'

'

LP>+

'

F3P4

表达

水平熔解曲线

表
$

!!

L6510E;::

共培养体系卵巢癌组各项指标
F3P4

表达水平$

7iF

%

-

?7

&

组别
, =N+#

$

=N+! =N+' LP>+

'

WT@?

单独培养组
* M#%(!i"%)' #%()i"%)) M#%))i#%$$ )%22i(%)$

WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
* M$%#"i#%#, "%*'i"%2) M$%!'i#%#* ,%*2i$%""

= M2%)") M(%#2 M(%)$$ M#%#2(

M "%""$ "%"#$ "%"#, "%$),

表
(

!!

L6510E;::

共培养体系良性疾病组各项指标
F3P4

表达水平$

7iF

%

-

?7

&

组别
, =N+#

$

=N+! =N+' LP>+

'

WT@?

单独培养组
* M"%*#i#%(" $%'"i#%(# M"%)!i"%)! !%')i#%$$

WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
* "%"*i#%!( (%*$i#%)! M"%!(i#%"' ,%#$i#%((

= $%'!* #%,$! $%2*2 "%)*$

M "%"$) "%#(* "%"*" "%(,'

表
2

!!

L6510E;::

共培养体系健康对照组各项指标
F3P4

表达水平$

7iF

%

-

?7

&

组别
, =N+#

$

=N+! =N+' LP>+

'

WT@?

单独培养组
* #%"'i#%(" 2%$)i$%!! "%#!i#%(, ,%#2i$%""

WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
* #%,$i#%$' 2%'"i$%#2 "%("i#%$# ,%2*i#%!)

= $%!!2 #%22# "%)(# "%'$$

M "%"($ "%#)( "%('( "%2('

表
*

!!

抗体中和实验中卵巢癌患者
WT@?

中各项指标
F3P4

表达水平$

7iF

%

-

?7

&

组别
, =N+#

$

=N+! =N+' LP>+

'

WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
* "%"!i"%)! (%#'i"%,' M#%"*i#%(( !%!*i#%"*

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3#+=

<

YL6510E;::

共培养组
* $%)$i"%2$ !%)"i#%($ #%#*i#%22 ,%'!i"%)"

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3$+=

<

YL6510E;::

共培养组
* $%((i#%#' !%#'i#%*' "%$,i#%#2 ,%",i#%2(

WT@?-Ve+RO+(-417/+GLN3!+=

<

YL6510E;::

共培养组
* #%),i"%'* *%(#i"%)" "%"(i$%#) !%'(i#%'*

N !%''* !%!'' #%!2* #%"(2

M "%""( "%""2 "%$#) "%2"2

)

"2*

)
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!!

注(

R?

为卵巢癌组!

T?

为良性疾病组!

P?

为健康对照组

图
(

!!

免疫印迹试验检测
L6510E;::

共培养体系

各组
LN3

信号通路蛋白的表达水平

图
2

!!

免疫印迹试验检测抗体中和实验中
LN3

信号通路蛋白的表达水平

&

!

讨
!!

论

!!

肿瘤炎症微环境"

LN3

"肿瘤的发生发展三者间

的关系已受到越来越多的关注$

)+##

%

#

e=@

等$

#$

%发现

肿瘤细胞分泌的物质可作为
LN3

的天然配体!活化

肿瘤浸润巨噬细胞上
LN3

!诱导其分泌相关炎症细胞

因子!促进肺癌的转移#

本研究利用
WT@?

与
Ve+RO+(L6510E;::

共培

养体系!模拟
WT@?

与卵巢癌细胞共生长的体外微环

境!对
WT@?

中前炎症细胞因子表达水平及
LN3

信

号通路蛋白表达水平进行检测!并通过
LN3#

"

LN3$

"

LN3!

抗体中和实验初步探讨
LN3#

"

LN3$

"

LN3!

的功能及其作用机制#

采用
3L+W?3

分析卵巢癌患者"妇科良性疾病患

者"健康对照者
WT@?

单独培养组及
WT@?-Ve+

RO+(L6510E;::

共培养组中
=N+#

$

"

=N+!

"

=N+'

"

LP>+

'

F3P4

水平!发现卵巢癌患者
WT@?-Ve+RO+(L6+

510E;::

共培养组
=N+#

$

"

=N+!

"

=N+'F3P4

表达水平

明显高于
WT@?

单独培养组!

LP>+

'

则无明显性改

变+良性疾病患者和健康对照者
WT@?-Ve+RO+(

L6510E;::

共培养组
=N+#

$

F3P4

表达水平较
WT@?

单独培养组明显降低+而妇科良性患者和健康对照者

WT@?

单独培养组与
WT@?-Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
=N+!

"

=N+'

"

LP>+

'

F3P4

表达水平无明显

性改变#

=N+#

$

"

=N+!

"

=N+'

作为前炎症细胞因子!在肿

瘤微环境中对肿瘤细胞的增殖和存活具有至关重要

的作用$

#(+#2

%

#

LN3

作为固有免疫系统识别病原相关分子模式

&

W4@W

'的主要受体!需通过一系列接头蛋白介导信

号转导!

@

I

U''

是
LN3

信号通路上最重要的接头蛋

白!多 数
LN3

均 可 通 过
@

I

U''

激 活
L34>!

!

L34>!

被磷酸纤维素化后!诱导
L4e#

激活下游的

P>+

+

T

信号通路!诱导前炎症细胞因子如
=N+#

"

=N+!

"

LP>+

'

等基因的表达$

#*+#!

%

#研究表明
=N+#

$

的过量

表达与慢性炎症"肿瘤的进展相关!其还可抑制抗肿

瘤免疫!另外通过参与血管生成也可促进肿瘤形

成$

#,+#)

%

#研究已证实
=N+!

可促进卵巢癌细胞增殖"侵

袭"转移$

$"

%

#但卵巢癌患者前炎症细胞因子的过量表

达是否是
LN3

激活的结果尚未被探讨#

本研究利用免疫印迹试验检测了
WT@?

单独培

养组及
WT@?- Ve+RO+(L6510E;::

共培养组
WT+

@?

中
@

I

U''

"

L34>!

"

L4Pe

"

P>+

+

T

及
W+P>+

+

T

的蛋白表达水平!发现卵巢癌患者
WT@?-Ve+RO+(

L6510E;::

共培养组
@

I

U''L34>!

"

L4Pe

及
W+

P>+

+

T

的表达水平较
WT@?

单独培养组明显增加!提

示
Ve+RO+(

生长环境中的存在某种小分子物质可活

化
LN3

信号通路!促进相关炎症细胞因子表达上调#

卵巢癌患者
WT@?

中高表达的
LN3#

"

LN3$

"

LN3!

到底发挥什么作用/ 这些小分子物质是否通过

LN3#

*

LN3$

*

LN3!

发挥作用仍需进一步探讨#通

过抗体中和实验发现!

LN3#

*

LN3$

*

LN3!

被中和

后!卵巢癌患者
WT@?

中
=N+#

$

"

=N+!F3P4

表达水

平较未加抗体组明显降低+

@

I

U''

"

L34>!

"

L4Pe

"

P>+

+

T

及
W+P>+

+

T

等
LN3

信号通路蛋白表达量亦明

显低于未加抗体组#结果提示在卵巢癌生长微环境

中!

LN3#

*

LN3$

*

LN3!

介导的信号通路活化是诱导

卵巢癌患者
WT@?

中前炎症细胞因子表达上调的主

要途径!卵巢癌细胞生长环境中存在某种小分子物质

通过作用于卵巢癌患者
WT@?

中高表达的
LN3#

*

LN3$

*

LN3!

!活化
LN3

信号通路!诱导
=N+#

$

"

=N+!

F3P4

表达水平上调!促进卵巢癌炎症微环境的形成

和维持#在此实验中
=N+'

表达水平未发生改变!可能

与没有同时阻断
LN3#

*

LN3$

*

LN3!

途径有关!也可

能存在其他
LN3

信号通路在此过程中发挥一定作

用!这些问题有待进一步探讨#

综上 所 述!卵巢 癌患者
WT@?

中 高 表 达 的

LN3#

"

LN3$

"

LN3!

可能参与了卵巢癌炎症微环境

的形成和维持!在卵巢癌的发生"发展中发挥一定作

)

#2*

)
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用#但本研究中
Ve+RO+(

细胞生长环境中所存在的

作为天然
LN3

配体的小分子物质仍未知!需进一步

探讨研究#
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