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要"目的
!

探讨前列腺素
Z'

"

#!Z'

%在前列腺间质活化过程中的作用&方法
!

体外培养人前列腺间质细胞人正常前列

腺基质永生化细胞"

a#WgA&

%!用二甲基亚砜"

TW*U

%和
&)

<:

-BD

(

"

前列腺素
Z'

"

#!Z'

%处理后进行免疫荧光染色!检测肌成纤

维细胞表型的变化&实时定量聚合酶链反应"

#0\

%检测细胞中炎性因子白细胞介素
A;

"

5"A;

%的表达!并测定
5"A;

的浓度&

结果
!

#!Z'

显著增加
a#WgA&

细胞中
*

平滑肌肌动蛋白"

*

A*W1

%和波形蛋白共定位的细胞比例&

#!Z'

促进
a#WgA&

细胞中

5"A;

的表达&结论
!

#!Z'

能增加体外培养的
a#WgA&

肌成纤维细胞表型!促进
5"A;

的表达!在前列腺癌发生'发展中具有重要

的作用&

关键词"间质细胞活化$
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上皮细胞转变成活化的间质细胞(

&

)

#活化间质在前列腺上

皮内瘤$

#5Y

&组织中出现#表现出波形蛋白和
*

平滑肌肌动蛋

白$

*

A*W1

&共定位的肌成纤维细胞表型(

'

)

*从前列腺癌组织

中分离出的活化间质细胞与良性前列腺增生的上皮细胞系

6#̂ A&

在裸鼠体内重构能够诱导出前列腺癌#而从正常前列

腺组织中分离的间质细胞没有这个作用#表明活化的间质细胞

能促进前列腺癌发生(

$

)

*活化的间质细胞能够分泌胰岛素样

生长因子
A&

$

5!4A&

&和肝细胞生长因子$

^!4

&促进癌细胞增殖

和侵袭(

7

)

#分泌
0h0"&'

促进血管生成和癌细胞迁移(

9

)

#分泌

白细胞介素$

5"

&

A=

促进上皮细胞增殖(

=

)

*

与正常组织相比#前列腺癌和
#5Y

组织中环氧合酶
A'

$

0UhA'

&的表达升高(

2

)

#其产物
#!Z'

在前列腺癌组织中的表

达显著升高(

;

)

*

#!Z'

能够促进
#5Y

细胞和癌细胞的增殖以

及血管形成(

:A&&

)

#也通过
#5$_

"

1SF

"

-3U\

信号通路介导癌细

胞的迁移和侵袭(

&'

)

*研究发现
#!Z'

能够通过诱导前列腺间

质细胞旁分泌基质衍生因子
A&

$

*T4A&

&从而促进癌细胞的迁

移(

&$

)

#提示
#!Z'

可能诱导间质细胞活化*文献报道#

5"A;

能

够促进前列腺间质细胞的活化#增加
*

A*W1

和波形蛋白共定

位的肌成纤维细胞的表型(

&7

)

*本研究检测了
#!Z'

对人正常

前列腺基质永生化细胞$

a#WgA&

&中
5"A;

表达和肌成纤维细

胞表型的调节#结果表明#

#!Z'

能够促进
5"A;

的
-\Y1

和蛋

白表达#同时发现
#!Z'

能够显著增加共表达
*

A*W1

和波形

蛋白的细胞比例*

A

!

材料与方法

A(A

!

材料
!

人前列腺间质细胞
a#WgA&

购自美国模式菌种

收集中心$

1300

&*

A(B

!

试剂
!

改良杜氏伊格尔$

TWZW

&培养液#购于美国
*?

O

A

-M

公司%

98

胎牛血清#购于美国
5@L?EB

O

.@

公司%

#!Z'

#购于

美国
0M

+

-M@0G.-?HMD

公司%

*

A*W1

抗体#购于北京博奥森公

司%

X?-.@F?@

#购于武汉博士德公司%荧光二抗
1D./M4DJBE

-

7;;

驴抗兔
5

O

!

$

^i"

&及
1D./M4DJBE

-

9:7

驴抗小鼠
5

O

!

$

^i"

&#购于美国
5@L?FEB

O

.@

公司%

WAW"X

反转录试剂盒#购

于美国
#EB-.

O

M

公司%

eDFEM*g6\W?/FJE.

#购于北京康为世纪

公司%人
5"A;

引物#购于生工生物工程$上海&股份有限公司%

+

))$$

+

国际检验医学杂志
')&=

年
&'

月第
$2

卷第
'$

期
!

5@FV"MNW.I

!

T.H.-N.E(')&=

!

XBD($2

!

YB('$



酶联免疫吸附试验$

Z"5*1

&试剂盒#购于武汉博士德公司*

A(C

!

实验设备
!

荧光实时定量聚合酶链反应$

#0\

&仪#购于

美国
WV\.,.MEHG

公司%倒置荧光显微镜#购于
Y?SB@

公司%紫

外光可见光分光光度计#购于
#GME-MH?M

公司*

A(D

!

方法

A(D(A

!

细胞培养人前列腺间质细胞
a#WgA&

使用含有
98

胎牛血清的
TWZW

培养液置于
$2 f

'

98 0U

'

培养箱中

培养*

A(D(B

!

免疫荧光染色将体外培养的
a#WgA&

细胞种植在直

径为
&(9H-

的圆玻璃片上#细胞贴壁后#换成含有
&8

活性炭

处理血清继续培养
$=G

#分别使用
TW*U

和
&)

<:

-BD

"

"#!Z'

处理细胞
:=G

*预冷的丙酮固定细胞后使用
)()&-BD

"

"

磷酸

盐缓冲液$

#6*

&洗涤#再用含有
&)8

胎牛血清的
#6*

封闭*

*

A

*W1

抗体和
X?-.@F?@

用来孵育细胞玻片#荧光二抗为
1D./M

4DJBE

-

7;;

驴抗兔
5

O

!

$

^i"

&及
1D./M4DJBE

-

9:7

驴抗小鼠

5

O

!

$

^i"

&*

A(D(C

!

实时定量
#0\

检测细胞中
5"A;

的表达将体外培养的

a#WgA&

种植在
=

孔板中#细胞贴壁后#换成含有
&8

活性炭

处理血清继续培养
$=G

#分别使用二甲基亚砜$

TW*U

&和
&)

<:

-BD

"

"#!Z'

处理细胞
'7G

*

3E?PBD

法提取细胞总
\Y1

#对

\Y1

进行反转录#进行实时定量聚合酶链反应$

#0\

&检测*

人
5"A;

引物上游序列!

9bA030 3!! 01! 003 300 3!1

33A$b

%下游序列!

9bA313 !0103! 101 303 11! 330

3331!0A$b

*

A(D(D

!

条件培养液中
5"A;

浓度的测定将体外培养的
a#WgA

&

种植在
=

孔板中#细胞贴壁后#换成含有
&8

活性炭处理血清

继续培养
$=G

#分别使用
TW*U

和
&)

<:

-BD

"

"#!Z'

处理细

胞
7;G

*收集各孔细胞的条件培养液#并对每孔细胞进行计

数*检测条件培养液中
5"A;

的浓度#并根据细胞数计算同等

细胞数
5"A;

分泌的差别*

A(E

!

统计学处理
!

采用
*#**&2()

软件进行统计分析#计量

资料以
M]C

表示#两样本均数比较采用
:

检验#以
H

&

)()9

为

差异有统计学意义*

B

!

结
!!

果

B(A

!

#!Z'

增加体外培养的
a#WgA&

肌成纤维细胞表型
!

体外培养的
a#WgA&

#分别种植在
=

张圆玻璃片上#

&8

活性

炭血清处理
$=G

后#分别用
TW*U

和
&)

<:

-BD

"

"#!Z'

处理

a#WgA&:=G

#通过
*

A*W1

$绿色荧光&和
X?-.@F?@

$红色荧

光&的表达检测细胞表型的变化#该实验重复
$

次#每张圆片随

机选取
9

个视野#使用荧光显微镜进行拍照分析*结果表明#

#!Z'

显著增加
a#WgA&

中
*

A*W1

和
X?-.@F?@

共定位的细

胞比例*

B(B

!

#!Z'

促进
a#WgA&

细胞中
5"A;

的表达
!

将体外培养

的
a#WgA&

细胞分别种植在两个
=

孔板中#

&8

活性炭血清培

养
$=G

后#每板中
$

个孔作为对照组#

$

个孔用
&)

<:

-BD

"

"

#!Z'

处理#

'7G

后提取总
\Y1

#在
7;G

后收集两组细胞的条

件培养液并细胞计数*通过实时定量
#0\

检测两组细胞中

5"A;-\Y1

相对持家基因
^

C

\3

的表达量#用
'

A

,,

03方法进

行计算#结果表明
#!Z'

能够上调
a#WgA&

细胞中
5"A;

的表

达*同时#

Z"5*1

分析显示
#!Z'

处理的
a#WgA&

细胞的条

件培养液中
5"A;

蛋白的浓度显著高于
TW*U

处理组*见

图
&

*

!!

注!

1

为
#!Z'

处理
a#WgA&

细胞
'7G

后%

6

为
#!Z'

处理

a#WgA&

细胞
7;G

后*与对照组比较#

"

H

&

)()9

%

""

H

&

)()&

*

图
&

!!

a#WgA&

细胞中
5"A;-\Y1

的表达和

5"A;

蛋白的浓度

C

!

讨
!!

论

!!

肿瘤微环境是近十年来发展最快的研究领域之一#越来越

多的证据表明前列腺癌的发展很大程度上依赖于其所处的微

环境*前列腺间质细胞在前列腺癌发生'发展的过程中转变为

类似于损伤修复过程中出现的肌成纤维细胞表型#因此也有学

者将癌症称为永不愈合的损伤*癌间质中的肌成纤维细胞也

被称为癌相关成纤维细胞$

014

&#通过旁分泌细胞因子和炎症

因子构建适合癌细胞生长和有利于免疫逃逸的微环境#因此可

作为癌症治疗中的有效靶标*活化间质细胞的确切来源目前

还不是十分清楚#其主要来源被认为是由病灶周围正常的成纤

维细胞通过间质
A

间质转化$

WW3

&转变为具有肌成纤维细胞

表型的活化间质细胞(

&9

)

*间质细胞活化的机制还不完全清

楚#文献表明转化生长因子
%

$

3!4A

%

&'

5"A=

和
5"A;

是介导前

列腺间质细胞活化的关键因子(

&7

#

&=A&2

)

*

#!Z'

是
0UhA'

催化花生四烯酸产生的一种重要物质#能

够通过与细胞膜受体的结合激活下游信号通路#引起细胞生理

改变#

0UhA'

"

#!Z'

信号通路在介导炎性反应和癌症进程中

起到关键作用*然而#

0UhA'

"

#!Z'

信号通路与
014

的关系

仍不清楚#研究表明#

#!Z'

能够诱导体外培养的前列腺间质

细胞
a#WgA&

中
5"A;

的表达#并且能够诱导
a#WgA&

细胞

转变为肌成纤维细胞*这一结果表明#前列腺癌中高表达的

0UhA'

#可以通过局部
#!Z'

浓度的升高诱导前列腺间质细胞

的活化#并且
5"A;

可能参与介导了这一过程*
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#

_?E,HG.@NMJ- 1

#

"JW

#

.FMD(#EB,FM

O

DM@I?@Z

$

'

&

,F?-JDMF.,

C

EB,FMF?H?@FEM.

C

?FG.D?MD@.B

C

DM,?M H.DD

O

EBQFGFGEBJ

O

GMHF?LMF?B@BKFG.?@F.ED.JS?@A=

"

!#&$)

"

*313A$,?

O

@MD?@

OC

MFGQM

+

(

V

)

(6?BHG.- 6?B

C

G

+

, \.,

0B--J@

#

'))'

#

':)

$

&

&!

'7:A'99(

(

&)

)

\JM@T

#

*B*#(#EB,FM

O

DM@I?@Z'

C

EBIJH.IN

+

?@IJH?ND.

0UhA'M@I-#!Z*A&

C

EB-BF?@

O

HM@H.EH.DD

C

EBD?K.EMF?B@

?@L?FEBM@I?@L?LB

(

V

)

("?K.*H?

#

')&7

#

&&=

$

&

&!

7$A9)(

(

&&

)

VM?@*

#

0GMSEMNBEF

+

!

#

\M

>

M\

#

.FMD(#EB,FM

O

DM@I?@Z'

E.

O

JDMF.,FJ-BEM@

O

?B

O

.@.,?,?@

C

EB,FMF.HM@H.E

(

V

)

(0M@HA

.E\.,

#

'));

#

=;

$

&:

&!

229)A229:(

(

&'

)

XB63

#

WBEFB@T

#

_B-MEM

O

?E?*

#

.FMD(3!4A

%

.KK.HF,B@

C

EB,FMF.HM@H.EH.DD-?

O

EMF?B@M@I?@LM,?B@ME.-.I?MF.I

N

+

#!Z'FGEBJ

O

GMHF?LMF?B@BK#5$_

"

1_3

"

-3U\

C

MFGA

QM

+

(

V

)

(Z@IBHE?@BDB

O+

#

')&$

#

&97

$

9

&!

&2=;A&22:(

(

&$

)

#.@

O

g

#

*G?V

#

TJh

#

.FMD(#EB,FM

O

DM@I?@Z'?@IJH.,,FEBA

-MDH.DDI.E?L.IKMHFBEA&./

C

E.,,?B@?@

C

EB,FMF.,FEB-MD

H.DD,N

+

MHF?LMF?@

OC

EBF.?@S?@M,.1M@IFEM@,HE?

C

F?B@KMHA

FBE*

C

&

(

V

)

(5@FV6?BHG.-0.DD6?BD

#

')&$

#

79

$

$

&!

9'&A$)(

(

&7

)

*HGMJ.E5!

#

\.,,D.E*V

#

3J/GBE@V1

#

.FMD(ZD.LMF.I.

C

?A

FG.D?MD./

C

E.,,?B@BK?@F.ED.JS?@A;HBEE.DMF.,Q?FG-

+

BK?A

NEBNDM,FE.MHF?L.,FEB-M?@N.@?

O

@

C

EB,FMF?HG

+C

.E

C

DM,?M

(

V

)

(eEBDB

O+

#

'));

#

2'

$

&

&!

')9A'&$(

(

&9

)

0MF6

#

*FJGD-M@@T

#

*F.?@NE.@@.E^

#

.FMD(Z@GM@H.-.@F

BKFJ-BE?@LM,?B@I.

C

.@I,B@FEM@,I?KK.E.@F?MF?B@BK,S?@

K?NEBNDM,F,-.I?MF.IN

+

E.MHF?L.U/

+O

.@,

C

.H?.,

(

V

)

(V0.DD

*H?

#

'))=

#

&&:

$

&$

&!

'2'2A'2$;(

(

&=

)

*M-

C

,B@Y

#

_BP?.D\

#

c.@P-M?.E0

#

.FMD(\U*,?

O

@MD?@

O

N

+

YUh7IE?L.,K?NEBNDM,FAFBA-

+

BK?NEBNDM,FI?KK.E.@F?MA

F?B@?@FG.I?,.M,.I

C

EB,FMF?H,FEB-M

(

V

)

(WBDZ@IBHE?@BD

#

')&&

#

'9

$

$

&!

9)$A9&9(

(

&2

)

!?M@@B@?Z

#

6?M@HG?@?4

#

WM,?.E?"

#

.FMD(\.H?

C

EBHMDMHF?A

LMF?B@BK

C

EB,FMF.HM@H.EH.DD,M@IHM@H.EAM,,BH?MF.IK?NEBA

NDM,F,,F?-JDMF.,.

C

?FG.D?MDA-.,.@HG

+

-MDFEM@,?F?B@M@I

HM@H.E,F.-@.,,

(

V

)

(0M@H.E\.,

#

')&)

#

2)

$

&2

&!

=:79A

=:9=(

$收稿日期!

')&=A)7A';

!

修回日期!

')&=A)2A&'

&

$上接第
$'::

页&

#!

与
01&::

和
019)

有关#与相关的研究报道相一致(

&)

)

*由

于肿瘤标志物存在灵敏度和特异性的局限性#在健康体检人群

中将
^

C

'

#!

和肿瘤标志物等联合检测#可以作为健康体检人

群中筛查良'恶性胃病的方法之一#对于预防和干预良'恶性胃

病的发生'发展有较为重要的价值*

参考文献

(

&

)

4.EE.HH?B0

#

\BDDM@1

#

M̂EE?,#\

#

.FMD(!M,FE?HHM@H.E?,

E.DMF.IFB.MED

+

.̂D?HBNMHF.E

C+

DBE??@K.HF?B@?@MG?

O

GA

C

E.LMD.@H.HBJ@F

(

V

)

(0M@H.EZ

C

?I.-?BD6?B-MES.E,#E.L

#

'))2

#

&=

$

7

&!

=='A==2(

(

'

)

T?W4

#

0MLMDDMEB"!

#

WBJ,,M1W

#

.FMD(e,.KJD@.,,BK

,.EJ-

C

.

C

,?@B

O

.@,?@ .̂D?HBNMHF.E#

+

DBE?0GEB@?H

O

M,FE?A

F?,

!

E.DMF?B@,G?

C

?

O

Q?FG?@KDM--MF?B@

#

MHF?L?F

+

#

M@II.@,?F

+

BKFG.NMHF.E?J-

(

V

)

(T?

O

T?,*H?

#

'))=

#

9&

$

&)

&!

&2:&A

&2:9(

(

$

)

4E.II

+

*?FM,(3Q.@F

+

K?L.

+

.ME,,?@H.FG.K?E,F

C

EB,

C

.HF?H.

,FJI

+

N

+

4BE-M@.FMD(

$

&::&

&

B@ .̂D?HBNMHF.E

C+

DBE?M@I

,FB-MHGHM@H.EE?,S

(

V

)

(0M@H.EZ

C

?I.-?BD

#

')&=

#

7&

$

'

&!

&9:A&=7(

(

7

) 黄荣根#宋晓华#王春敏#等
(

健康体检人群幽门螺杆菌感

染程度与血清胃蛋白酶原水平的关系(

V

)

(

标记免疫分析

与临床#

')&$

#

')

$

7

&!

')$A')7(

(

9

) 吴伟晴#廖淑萍#孙岩#等
(

胃蛋白酶原在体检胃病及胃癌

筛查中的应用(

V

)

(

医药前沿#

')&9

#

9

$

''

&!

'$2A'$:(

(

=

) 张玲霞#张沥
(

胃蛋白酶原与
^

C

相关性胃疾病的关系

(

V

)

(

陕西医学杂志#

'));

#

$2

$

&'

&!

&=;)A&=;'(

(

2

) 何思春#庞红全#焦鑫#等
(

胃癌患者血清
012'7

#

01&::

#

0Z1

检测的临床意义(

V

)

(

检验医学与临床#

')&)

#

2

$

&:

&!

')9;A')9:(

(

;

)

6?M@V

#

"?6

#

_BJhV

#

.FMD(0D?@?HMDM

CC

D?HMN?D?F

+

BK-JDF?A

FJ-BE-MES.E

C

EBF.?@HG?

C

,KBEI?M

O

@B,?@

O

BLME?M@HM@H.E

(

V

)

(1,?M@#MHV0M@H.E#E.L

#

')&7

#

&9

$

&:

&!

;7):A;)&&(

(

:

) 张金锋
(

血清胃蛋白酶原'

0Z1

'

01&:A:

及
012'A7

检测

对胃癌的诊断价值探讨(

V

)

(

检验医学#

')&7

#

':

$

;

&!

;$&A

;$$(

(

&)

)杜娟#杨磊#席妍#等
(

血清胃蛋白酶原及肿瘤标志物联合

检测在老年胃癌诊断中的意义(

V

)

(

中国医药导报#

')&9

#

&'

$

$'

&!

:=A:;(

$收稿日期!

')&=A)$A&'

!

修回日期!

')&=A)9A$)

&

+

')$$

+

国际检验医学杂志
')&=

年
&'

月第
$2

卷第
'$

期
!

5@FV"MNW.I

!

T.H.-N.E(')&=

!

XBD($2

!

YB('$


