
书书书

第 !" 卷第 # 期

$%!# 年 & 月

中国耳鼻咽喉颅底外科杂志
'()*+,+-./0*12.345.0()*.2106*7.2.7689:/22;1,+9/07+06

<.2=!" >.=#

-/*=$%!#

??@4A!!%=!!B"CDE=),,*=!%%BF!G$%=$%!#%#%%!

"论著"

HIJF! 介导上皮 8间质转化调控头颈部

鳞状细胞癌的侵袭转移

基金项目!国家自然科学基金项目 # C!%B!BGB$ C!$B$"BK$

C!$%$!$C%$教育部博士点基金项目#$%!%%!&$!%$湖南省博士研

究生科研创新项目 #'L$%!!;%G"%$湖南省科技厅重点项目

#$%!%MNK%!$ 8!%$高等学校博士点专项科研基金新教师类

#$%!$%!&$!$%%K"%$中南大学青年助推基金#$%!$O>PM%""%&

作者简介!余长云$女$博士研究生&

通讯作者!张?欣$IFQ1)2! R)*S(""T!&#=U.Q=

余长云!刘?勇!谭浩蕾!朱刚才!李?果!粟忠武!田勇泉!邱元正!张?欣

!中南大学湘雅医院 耳鼻咽喉头颈外科"耳鼻咽喉科重大疾病研究湖南省重点实验室"湖南 长沙?K!%%%C#

??摘?要!?目的?分析星形胶质细胞上调基因F! #1,50.U65++2+V15+W 7+*+F! $HIJF! %可介导上皮8间

质转化#+X)5(+2)12FQ+,+*U(6Q12501*,)5).*$ IYM%调控头颈鳞癌侵袭转移的分子机制& 方法? 采用慢病毒

介导 HIJF! 的上调载体上调 HIJF! 在头颈鳞癌 M/&C& 细胞中的表达$划痕愈合实验'M01*,Z+22侵袭小

室实验检测其体外迁移侵袭能力的改变$同时 [+,5+0* \2.5检测 IYM分子标志物 IFU1W(+0)* 及 <)Q+*5)*

的表达情况& 结果?M/&C& 细胞中 HIJF! 表达上调后$细胞划痕愈合率增加$穿过 M01*,Z+22聚碳酸酯膜

的细胞明显增多$且 M/&C& 细胞上皮细胞标志物 IFU1W(+0)* 的表达量显著下调$间质细胞标志物 <)Q+*F

5)* 表达显著上调& 结论?HIJF! 表达上调可显著提高头颈部鳞癌细胞的体外侵袭能力$且该侵袭能力

的增强可能与 HIJF! 介导的 IYM改变密切相关&

关?键?词!头颈部肿瘤(癌$鳞状细胞(星形胶质细胞上调基因F! (上皮8间质转化(转移
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??头颈部鳞状细胞癌的侵袭转移严重影响 着其治疗方案的决定及预后& 星形胶质细胞

上调基因F! #1,50.U65++2+V15+W 7+*+F! $HIJF! (又

名 Y+51W(+0)*%为新近发现的肿瘤癌基因$现有

研究显示 HIJF! 在恶性肿瘤的侵袭转移中发

挥了重要作用)!F$*

& 笔者前期在头颈鳞癌组织

中发现 HIJF! 的表达显著升高$且与头颈鳞癌

的颈部淋巴结转移密切相关$与头颈鳞癌的预

后呈负相关$为影响预后的独立影响因子)#*

&
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然而$HIJF! 调控肿瘤侵袭转移的具体分子机

制尚不明确& 上皮 8间质转化#+X)5(+2)12FQ+,+*F

U(6Q12501*,)5).*$IYM%目前为肿瘤转移分子机制

研究中的热点$大量研究表明肿瘤细胞发生

IYM改变后$侵袭转移能力显著增强)K*

& 因此$

本研究则在体外实验中探讨 HIJF! 对头颈鳞癌

细胞侵袭转移能力及 IYM改变的调控作用&

BC材料与方法

B=BC实验材料

@YIYDc!$#!d! %培养基 #a6U2.*+$美国% $

特级胎牛血清 #杭州四季青生物工程材料有限

公司% $%=$Ge胰蛋白酶消化液#含乙二胺四乙

酸% $双抗 #青霉素 8链霉素$ J)\U.$美国 % $

HIJF!过表达慢病毒颗粒及对照慢病毒颗粒#广

州复能基因有限公司% $兔抗人 HIJF! 多克隆抗

体 #美国 N0.5+)*5+U( 70./X 公司 % $小鼠抗人 IF

U1W(+0)* 单克隆抗体'小鼠抗人 <)Q+*5)* 单克隆抗

体# 91*51'0/S$美国% $小鼠抗人
!

F1U5)* 单克隆抗

体#上海碧云天% $铺有 Y150)7+2基质胶的 M01*,Z+22

小室#C

"

Q规格$'(+Q)U.* 公司$美国% &

B=DC实验方法

!=$=!?头颈鳞癌 M/&C& 细胞培养?本研究所

采用的 M/&C& 细胞为口咽部头颈鳞癌细胞$由

美国 IQ.06大学 J0.07)1'(+* 赠送& 该细胞株在

#Bf'Ge '4

$

及饱和湿度条件下$用含有 !%e

特级胎牛血清'!%% _DQ2青霉素和!%% _DQ2链

霉素的 @YIYDc!$ # ! d! %培养基进行培养$常

规 %=$Ge胰蛋白酶消化传代& 所有试验均选

用处于对数生长期的细胞&

!=$=$?M/&C& 细胞慢病毒感染?M/&C& 细胞

胰酶消化后$经胎盼蓝染色计数$确保活细胞比

率在 "Ce以上& 再将 M/&C& 细胞接种于 $K 孔

板$每孔约 $ g!%

K 细胞$培养过夜#感染时细胞

融合率在 K%e hG%e为宜% & 分别加入 HIJF!

过表达慢病毒颗粒及对照慢病毒颗粒 #携带

JcN绿色荧光蛋白 % $另加培基及感染增强剂

N.26\0+*+

#

#终浓度为G

"

7DQ2% & 感染后 !& ($更

换新鲜完全培养基继续培养B$ (& 一方面$荧光

显微镜下观察该慢病毒载体对 M/&C& 细胞的体

外感染效率 #JcN绿色荧光蛋白表达的细胞数

占总细胞数的比率% (另一方面$[+,5+0* \2.5验

证感染后 M/&C& 细胞 HIJF! 蛋白过表达效果&

实验细胞共分为 # 组!

$

亲本细胞组 #未进行

病毒感染的 M/&C& 细胞% (

%

对照组#感染携带

空白载体慢病毒颗粒的 M/&C& 细胞 % (

&

实验

组 # 感染携带 HIJF! 过表达慢病毒颗粒的

M/&C& 细胞% &

!=$=#?蛋白印迹法 ![+,5+0* \2.5#?提取细胞

总蛋白$二喹啉甲酸# \)U)*U(.*)*)U1U)W$;'H%法

测定细胞总蛋白浓度& G%

"

7总蛋白变性处理

后$进行 !%e十二烷基硫酸钠8聚丙烯酰胺凝

胶# 9@9FNHJI%电泳& 蛋白电泳分离后转膜至

N<@c膜$Ge脱脂牛奶封闭 ! (& 兔抗人HIJF!

多克隆抗体 # ! dC%% % $小鼠抗人 IFU1W(+0)* 单

克隆抗体 # ! dK%% % '小鼠抗人 <)Q+*5)* 单克隆

抗体 # ! d$%% %于 K f冰箱下孵育过夜或室温

下孵育 ! (& 洗膜后$辣根过氧化物酶标记的

二抗# !d#%%% %室温下孵育 ! (& 经化学发光

剂显影曝光摄片& 以小鼠抗人
!

F1U5)* 抗体

# !d$%%% %检测
!

F1U5)* 含量作为内参照& 实验

均重复 # 次&

!=$=K?划痕愈合实验?对数生长期细胞用

%=$Ge胰蛋白酶消化后$吹打成单细胞悬液$

调整细胞浓度$按 # g!%

G 个细胞D孔接种于

& 孔细胞培养板$使细胞第 $ 天能达到单层贴

壁生长状态并将近 !%%e融合度& 细胞贴壁完

好后换无血清细胞培养基$过夜& 用 $%%

"

2无

菌 M)X 在 & 孔板中央划痕$用 N;9 将漂浮的细

胞洗净$继续在无血清培养基$ #Bf' Ge'4

$

及饱和湿度条件下培养& 分别于划痕后 % '

KC (在倒置相差显微镜下拍照$观察细胞划痕

愈合情况$比较各组细胞划痕愈合率& 每组细

胞做# 个平行孔$实验重复 # 次$实验结果用

)XX &=%软件进行分析$分别随机取 G 处测量划

痕距离$计算划痕愈合率&

!=$=G?M01*,Z+22小室侵袭实验?将铺有 Y1F

50)7+2胶的 M01*,Z+22小室用紫外线照射 $ Q)*$

使用前加入少量的灭菌无血清 @YIYDc!$ 培

基让其充分水化& 将各组细胞胰蛋白酶消化

后$用无血清的 @YIYDc!$ 培基制成细胞悬

液$按 $ g!%

K 细胞数加入每个小室 # !%%

"

2% $

放置于配套的 $K 孔板上& 下室加入条件培养

基 &%%

"

2#@YIY培基 i!$ec;9 %后$继续培

养 KC (& 取出 M01*,Z+22小室$用棉签擦尽上室

面的 Y150)7+2胶和未穿通膜的细胞$下室面用

甲醇固定 !% Q)* 后$行常规 aI染色 # hG Q)*$

"KC!"
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置于光镜下观察拍照& 随机取上下左右中G 个

高倍镜视野$计数小室下室面细胞数& 实验重

复 # 次$取平均数作为实验结果&

B=EC统计学方法

用 9N99 !B=% 统计软件进行分析$实验数

据呈正态分布$计量资料以
!

Ej:表示& 采用多

样本均数的方差分析进行组间样本均数的比

较& 所有检验均为双侧检验$Dk%=%G 为差异

具有统计学意义&

DC结果

D=BC上调 HIJF! 在头颈鳞癌细胞 M/&C& 中的

表达

为探讨 HIJF! 对头颈鳞癌侵袭转移的影

响$笔者首先采用慢病毒介导的 HIJF! 过表达

质粒上调 HIJF! 在头颈鳞癌 M/&C& 细胞中的

表达& 慢 病 毒 感 染 后 B$ ( $ 分 别 于 明 视 野

#图 !H%和荧光显微镜 #图 !;%下观察细胞以

确定慢病毒感染效率 $结果显示 M/&C& 细胞

的慢病毒感染率达 "Ge以上 $[+,5+0* \2.5结

果表明转染了目的基因的实验组细胞 HIJF!

的表达量较对照组和亲本细胞组显著升高

#图 $ % &

!"#$%&'

()#

!"#$%

!$&'()*

图 BC荧光显微镜下观察慢性病毒载体对 M/&C& 细胞

的转染效率 & H!明视野下 M/&C& 细胞 (;!荧光显微镜

下 M/&C& 细胞荧光表达情况

?图 DC[+,5+0* \2.5检测转染 HIJlF! 过表达质粒后

?M/&C& 细胞 HIJF! 蛋白的表达情况 &

D=DCHIJF! 蛋白过表达对头颈鳞癌 M/&C& 细

胞体外迁移能力的影响

HIJF! 蛋白上调成功后$笔者采用划痕愈

合实验检测 M/&C& 细胞体外迁移能力的改变&

结果显示 KC ( 后亲本细胞组'对照组'实验组细

胞的划痕愈合率分别为#!B j!K %e$#!C jC %e

及# C% j!G %e$见图 # & 采用多样本均数的方

差分析表明$对照组和亲本细胞组划痕愈合率

无明显差异 #Fm%=!GG $Dm%=B%K % (而实验

组较对照组和亲本细胞组的划痕愈合率明显

增加#FmGBGCK% $Dm%=%%% (FmBCGBK# $Dm

%=%%% % &

!"#$% &'% ()%

!""

#"

$"

%"

&"

"

*
+

,
-

.
!

'

"

(

!"#$% &'% ()%

")

%#)

* +

图 EC细胞划痕愈合实验检测细胞迁移能力 # g!%% % (KC ( 后实验组 M/&C& 细胞的迁移能力明显增强

"GC!"
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D=ECHIJF! 蛋白过表达对头颈鳞癌 M/&C& 细

胞体外侵袭能力的影响

笔者进一步采用 M01*,Z+22侵袭小室实验检

测 M/&C& 细胞体外侵袭能力的改变& 结果显

示实验组中穿过 M01*,Z+22聚碳酸酯膜的 M/&C&

细胞为 $C% j!& $而对照组和亲本细胞组分别

为 !G# j!G 和 !&! j!$ #图 K % & 采用多样本

均数的方差分析表明$对照组和亲本细胞组之

间穿过聚碳酸酯膜的 M/&C& 细胞数无明显差

异#Fm%=C%C $Dm%=K!" % (而实验组较对照

组和亲本细胞组的穿过聚碳酸酯膜的 M/&C&

细胞数明显增加#FmGB="&! $Dm%=%%$ (Fm

$KB=&C% $Dm%=%%% % &

D=FCHIJF! 蛋白过表达对头颈鳞癌 M/&C& 细

胞 IYM分子标志物的影响

鉴于 IYM改变在恶性肿瘤侵袭转移中的

重要作用$实验观察了 HIJF! 过表达对 M/&C&

细胞 IYM分子标志物 IFU1W(+0)* 及 <)Q+*5)* 表

达的影响& [+,5+0* \2.5结果显示实验组中上

皮细胞标志物 IFU1W(+0)* 的表达较对照组和亲

本细胞组显著下降$而间质细胞标志物 <)Q+*F

5)* 的表达则显著上调#图 G % &

!

" #

!"#$% &'% ()%

!"#$% &'% ()%

$%&

'&&

(%%

%

#
$

*

图 FCM01*,Z+22侵袭小室实验检测细胞的侵袭能力 #aIg!%% % (实验组 M/ &C& 细胞的侵袭能力明显增强

!"#$% &'% ()%

!"#$%&'%

()*+,-$."%

!)+*&"%

图 GC[+,5+0* \2.5检测 HIJF! 过表达后 IYM分子标

志物改变

EC讨论

头颈鳞癌转移是一个复杂且有多步骤参与

的过程& 其中$肿瘤细胞从原发部位游离是转

移最初始步骤$也是转移发生的先决条件& 因

此$如果能阻止这一过程的发生$将有可能从

源头上控制肿瘤的转移& 头颈鳞癌是一种上皮

源性的肿瘤$细胞之间存在着广泛的紧密连

接& 众多分子$如 IF钙粘蛋白在维持上皮源性

肿瘤特性以及细胞间连接中发挥着十分重要的

作用& 肿瘤细胞如何打破这种连接方式$从原

发部位游离出来$从而启动肿瘤的侵袭转移$

其机制尚不清楚&

近年来$IYM在上皮源性肿瘤转移中的作

用日益成为人们关注的热点& IYM是细胞的

一类基本形态和基因表型转化$最先主要用于

对胚胎发育的研究$它的显著特征表现为细胞

失去上皮形态学表现$如细胞极性及紧密连接

消失$向间质细胞形态学转化$如细胞失去相

互连接及形成成纤维细胞样外观等(与此同

时$典型的上皮细胞标志物$如 IF'1W(+0)* 和其

他与分化相关的角蛋白等表达显著性下调或缺

失$而间质细胞的分子标志物 <)Q+*5)* 等的表

达则显著上调)G*

& 在多数上皮源性肿瘤中$

IYM变化已被认定是导致肿瘤侵袭转移非常

重要的原因)K$ &*

& 这一点在近期头颈鳞癌中得

到证实)B*

&

HIJF! 是 $%%$ 年新发现的一个癌基因$其

在乳腺癌'脑胶质瘤等肿瘤中高表达$与肿瘤

转移及预后密切相关)CF"*

& 现有研究发现HIJF!

蛋白可通过细胞增殖'促进迁移侵袭'血管增

生'抗凋亡等促进肿瘤进展)!$ !%F!!*

& 笔者前期

在大样本头颈鳞癌组织标本中亦发现 HIJF!

"&C!"
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蛋白在转移性头颈鳞癌组织中的表达显著上

调$在组织学上与头颈鳞癌的颈部淋巴结转移

密切相关)#*

& 本研究通过体外细胞实验发现

HIJF! 过表达后能显著增强头颈鳞癌 M/&C&

细胞的体外迁移侵袭能力$该研究结果表明

HIJF! 能对头颈鳞癌的侵袭转移发挥调控作

用&

目前$HIJF! 在头颈鳞癌转移中的作用机

制并不清楚& 鉴于 IYM在头颈鳞癌等人类恶

性肿瘤转移中扮演了重要角色& 本研究进一步

通过在头颈鳞癌 M/&C& 细胞中过表达 HIJF!

蛋白$发现其发生了 IYM典型的分子标志物改

变$阐明了 HIJF! 能够介导头颈鳞癌的 IYM改

变& 该研究结果与 )̀等)!$* 最近在乳腺癌的研

究结果吻合$HIJF! 可通过促进乳腺癌细胞发

生 IYM改变进而增强其侵袭转移能力& 上述

研究结果初步提示 HIJF! 可能通过影响头颈

鳞癌 IYM改变调控头颈鳞癌的侵袭转移&

总而言之$本研究证实 HIJF! 表达上调可

显著提高头颈鳞癌 M/&C& 细胞的体外侵袭能

力$且该侵袭能力的增加可能与 HIJF! 介导的

上皮 8间质转化密切相关& 上述结果表明

HIJF! 有可能成为今后控制头颈鳞癌侵袭转移

的潜在干预靶点& 本文通过体外细胞实验发现

HIJF! 表达上调可显著提高头颈鳞癌 M/&C&

细胞的体外迁移侵袭能力$且该迁移侵袭能力

的增加可能与 HIJF! 介导的上皮 8间质转化

密切相关&

参考文献 !

) ! * ?IQW1W $̀ 910:10@$ 9/ PP$ +512=H,50.U65++2+V15+W 7+*+F

! ! 0+U+*5)*,)7(5,)*5.1*.V+27+*+)*V.2V+W )* 5/Q.0X0.70+,F

,).* $ Q+51,51,),1*W *+/0.W+7+*+015).* ) -* =N(10Q1U.2M(+0$

$%%B $! !K # $ % !! GG 8!B%=

) $ * ? .̂.;l$ IQW1W $̀ 9/ PP$ +512=H,50.U65++2+V15+W 7+*+F

! 0+7/215+,(+X15.U+22/210U10U)*.Q1W+V+2.XQ+*51*W X0.70+,F

,).* ) -* =-'2)* A*V+,5$$% %" $!!" # # % !K&G 8KBB=

) # * ? )̀/ $̂ 9/ P$ )̀J$ +512=A*U0+1,+W +RX0+,,).* .3Q+51WF

(+0)* X0.5+)* X0+W)U5,Z.0,+W),+1,+F30++1*W .V+0122,/0V)V12

)* 2106*7+12,b/1Q./,U+22U10U)*.Q1) -* =A*5-'1*U+0$

$%! # $ !## # # % !&B! 8&B"=

) K * ?9U1*2.* '9 $ <1* M/\+07+* IH$ A*72+(105]'$ +512=;).F

Q10:+0,.3+X)5(+2)12FQ+,+*U(6Q12501*,)5).* )* ,b/1Q./,U+22

U10U)*.Q1) -* =-@+*5]+,$$% !# $"$ # $ % !!!K 8!$!=

) G * ?M()+06-N=IX)5(+2)12FQ+,+*U(6Q12501*,)5).*,)* W+V+2.XQ+*5

1*W X15(.2.7)+,) -* ='/004X)* '+22;).2$$ %%# $!G # & % !

BK% 8BK&=

) & * ? )̀Q -$ M()+06-N=IX)5(+2)12FQ+,+*U(6Q12501*,)5).*,! )*F

,)7(5,30.Q W+V+2.XQ+*5) -* = @+V+2.XQ+*5$ $%!$ $ !#"

# !" % !#KB! 8#KC&=

) B * ? /̂ '$ )̀/ $̂ a/1*7@$ +512=MJcF\+51! Q+W)15+,+X)F

5(+2)125. Q+,+*U(6Q12501*,)5).* V)1 5(+ MJcF\+51D9Q1W

X15(Z16)* ,b/1Q./,U+22U10U)*.Q1.35(+(+1W 1*W *+U:

) -* =4*U.2]+X $$%! ! $$G # & % !!GC! 8!GCB=

) C * ? )̀-$ P(1*7>$ 9.*7 ;̀$ +512=H,50.U65++2+V15+W 7+*+F!

),1*.V+2X0.7*.,5)UQ10:+03.0\0+1,5U1*U+0X0.70+,,).* 1*W

.V+0122X15)+*5,/0V)V12) -* ='2)* '1*U+0]+,$ $ %%C $ !K

# !! % !##!" 8##$&=

) " * ? )̀/ $̀ [/ -$ )̂*7P$ +512=H,50.U65++2+V15+W 7+*+F! /XF

0+7/215+,Q150)RQ+5122.X0.5+)*1,+F" 1*W )*W/U+,(/Q1* 72).Q1

)*V1,).* ) -* ='1*U+0]+,$$%!% $B% # " % !#BG% 8#BG"=

) !% * 910:10@$ IQW1W $̀ +̀+9J$ +512=H,50.U65++2+V15+W

7+*+F! ! 310Q.0+5(1* E/,517+*+0+7/215+W )* 1,50.U65+,

) -* ='1*U+0]+,$$%%" $&" # $$ % !CG$" 8CG#G=

) !! * )̀'$ )̀]$ 9.*7a$ +512=9)7*)3)U1*U+.3HIJF! +RX0+,F

,).* )* U.00+215).* Z)5( <IJc$ Q)U0.V+,,+2W+*,)561*W U2)*)F

U.X15(.2.7)U12U(101U5+0),5)U,)* 50)X2+F*+715)V+\0+1,5U1*U+0

) -* =-9/074*U.2$$% !! $!%# # $ % !!CK 8!"$=

) !$ * )̀L$ l.*7L$ a/.O$ +512=Y+51W(+0)* +*(1*U+,5(+)*F

V1,)V+*+,,.3\0+1,5U1*U+0U+22,\6)*W/U)*7+X)5(+2)125.Q+,F

+*U(6Q12501*,)5).* ) -* = '1*U+09U)$ $%!! $ !%$ # & % !

!!G ! 8!!GB=

#修回日期 !$% !# 8%G 8%" %

"BC!"


