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通过重编程侧群细胞和影响鼻咽癌进展的分子机制%方法
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利用超高速细胞分选平台!鉴定&分

选鼻咽癌细胞系
VW

侧群细胞%从蛋白质水平研究鼻咽癌细胞&

VW

侧群细胞生物学特性及其影响鼻咽癌进展的分子机制%
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鼻咽癌通常是指鼻咽部上皮细胞出现病变而导致的一种

恶性肿瘤#常见于我国南方地区#其致病因素包括化学及物理

致癌'病毒感染'原癌和抑癌基因突变#以及染色体异常等#然

而目前临床尚未完全清楚鼻咽癌的发病机制*肿瘤干细胞

$

NVN2

&作为一种可以无限自我更新并能多向分化的细胞#可

以利用对称'不对称的分裂方式进行增殖#在肿瘤的发生'转移

过程中起关键作用*而
VW

侧群细胞的增殖'迁移及自我更新

能力较强#具有和肿瘤干细胞细胞周期相似的生物学特性(

!.%

)

*

最新研究发现
VW

侧群细胞特性可以很好地为研究
NVN2

提供

新的思路(

/.+

)

*现通过研究
NF//

重编程
VW

侧群细胞影响鼻

咽癌的进展#为鼻咽癌诊疗提供理论支持*

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

鼻咽癌细胞系!未分化
UWN

细胞系$

N'''.

!

&#高分化
UWN

细胞系$

J\.!

&#由香港中文大学建株%低分化

鼻咽癌细胞系$

JU].!

'

JU]."

&#由本研究团队建株%所有细

胞均采用
!$,

胎牛血清的
ŴRO.!'/$

培养基进行贴壁培养*

$#/

!

研究方法

$#/#$

!

VW

侧群细胞的培养增殖
!

$

!

&细胞传代!采用
!,

的

胰蛋白酶消化鼻咽癌细胞
!BA;

#加培养基终止消化后离心#

弃上清液#分装细胞于预热
!$,

血清的培养基中*$

"

&细胞染

色!在黑暗环境中对细胞进行染色#染色分实验组和对照组#实

验组采用细胞悬浮液中加入终浓度%对照组在实验组的基础上

加阻断剂维拉帕米*$

%

&细胞孵育!全程避光将细胞悬液均匀

混合后立刻放入恒温水浴*孵育结束后离心#弃上清液#使用

预冷的
WMV

清洗细胞#然后离心#倒掉上清液#并充分吸干#重

悬细胞*细胞在冰上保存#用于控制染料的外排*

$#/#/

!

R00

细胞的培养增殖
!

流程同上*

$#/#'

!

肿瘤微球形成实验
!

按照每孔个细胞将新鲜纯化的细

胞接种在超低黏附型孔板中#设置个复孔*在培养箱中采用选

择性培养基培养
!$)

#观察肿瘤微球的形成情况#并在显微镜

下统计出现明显的肿瘤微球的个数*

$#/#1

!

使用
]QOV-

法
!

检测
NF//

分子作用网络中
NPN̂ /

'

NF%!

'

RRW.*

在
VW

细胞中的表达情况*

$#/#2

!

使用
]QOV-

法
!

检测
NF//

的下游调控分子
e-W($

蛋白在
VW

细胞中的表达情况*

$#'

!

统计学处理
!

采用
VWVV"$#$

统计软件进行数据分析#

计数资料以例数或百分率表示#使用
!

" 检验#计量资料以
DH:

表示#应用
5

检验#

!

#

$#$+

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果
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!

NPN̂ /
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的表达结果
!

NF//

分子作用网
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检验医学与临床
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细胞中的表达上调$
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NF//

及其下游调控分子
e-W($

蛋白在
VW

细胞中的表

达增高$

!
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R00

细胞加入
VW

细胞中肿瘤微球的数

目显著增加($
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&'$
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&个"视野)$
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细胞

!!!

中的表达结果$
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细胞 $

R00cVW
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蛋白的表达结果
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蛋白在
VW

细

胞中的表达与肿瘤微球的数目呈正比$

!
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&*见表
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表
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NPN̂ /

(

NF%!

(

RRW.*

(

e-W($

蛋白与

!!!

肿瘤微球的相关性

指标
NPN̂/ NF%! RRW.* WN

%
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讨
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论

鼻咽癌是我国南方特别高发的一种恶性肿瘤#目前对其发

病机制仍未完全明确*鼻咽癌治疗面临的最大挑战是肿瘤细

胞的转移和复发#临床对肿瘤细胞的转移和复发机制及原因并

不明确*近年来#

NVN2

理论认为#肿瘤复发'转移#以及对治疗

的耐受等均与
NVN2

相关*

NVN2

理论为肿瘤治疗提供的新思

路#并逐步成为肿瘤研究的热点#被研究者接受*

VW

侧群细胞

是通过流式细胞仪观察染色后的小鼠骨髓细胞时发现的一类

染色程度普遍较低的细胞#由于其偏离主群细胞而被称作
VW

侧群细胞(

'.&

)

*侧群细胞在体内具有强致瘤性#对放化疗具有

抵抗性#其与
NVN2

有较多共性*

VW

侧群细胞具有和
NVN2

类

似的特性#包括自我更新速度快'耐药性强'多向分化及高致瘤

性等#因此将其作为
NVN2

研究的切入点#为
NVN2

分子机制及

生物学功能研究奠定基础*

VW

侧群细胞具有造血干细胞的表

面标志#通过极少量细胞就可重新建立骨髓造血系统#而这种

表型和细胞表面蛋白成员转运蛋白家族密切相关(

*.!!

)

*通过

细胞分析法从众多肿瘤组织'细胞中鉴定并分离出细胞*进一

步研究发现#

VW

侧群细胞的多向分化'自我更新'周期静止'高

致瘤性'放化疗抵抗等方面与
NVN2

有相似的特点(

!"

)

*大量实

验证明#

NVN2

启动并参与肿瘤的形成和转移过程#因此缺乏特

定
NVN2

标志物的前提下#细胞分析法可作为鉴定'分离肿瘤

细胞的有效方法之一*另有研究报道#其通过透明质酸与非基

质配体相互作用#调节细胞之间'细胞与细胞外基质之间的连

接#引发多种恶性肿瘤的
"

移'侵袭等应答反应#这种复杂的复

合物共同激活下游信号通路#从而调节肿瘤细胞的趋药性'增

殖等生物活性*

本研究结果表明#黏附因子'基质金属蛋白酶水平在细胞

中的表达升高#其原因可能是
VW

侧群细胞通过募集协同复合

物而激活下游信号通路#从而改变细胞的侵袭潜能*

NF//

是

一种跨膜受体蛋白#属于黏附分子家族#可与透明质酸等配体

结合#介导细胞与细胞'细胞与基质之间的黏附#已在鼻咽癌中

的表达得到证实#其高表达与鼻咽癌颈部淋巴结转移及远处转

移高度相关#同时又是
L;3

"

'

.9:37;A;

信号通路下游区的靶基

因#具有抗凋亡'增殖能力强'稳定传代等一系列干细胞特性#

提示
NF//

为
NVN2

标志物#为分子靶向治疗提供新的靶点*

本研究仅证明该假设的部分内容#后期仍需研究这些通路

影响
NVN2

导致其增殖'迁移的可能机制*

NVN2

样细胞的差

异表达及其一系列信号级联反应#有待深入探索#为鼻咽癌及

其他实体瘤诊疗提供新的方法*

综上所述#

NF//

分子作用网络中
NPN̂ /

'

e-W($

'

NF%!

'

RRW.*

在
VW

细胞中表达上调%

NF//

及其下游调控分子

e-W($

蛋白在
VW

细胞中表达增高*表明
NF//

通过重编程

VW

侧群细胞影响鼻咽癌的进展*
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