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探索二甲双胍对人绒癌
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细胞株上皮
-

间质转化!侵袭和迁移能力的影响&方法
!

使用

浓度为
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的二甲双胍处理人绒癌
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细胞株!随后分别使用基于
NT<43Z?BB

小室的实时荧光照相技

术和划痕实验分别检测二甲双胍处理前后
%5$

细胞的侵袭和迁移变化#使用实时荧光定量聚合酶链反应和免

疫蛋白印记法检测可能调控上述现象的分子%腺苷酸活化蛋白激酶"
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$)磷酸化腺苷酸活化蛋白激酶
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$)神经型钙黏蛋白"
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$)波形蛋白"

D2O?4:24

$的
O$75

及

蛋白变化趋势&结果
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二甲双胍处理人绒癌
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细胞株
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后
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的
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表达增加!
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总蛋白

无明显变化而
S

-5>"M

蛋白表达上调&细胞的迁移和侵袭能力减弱!同时上皮
-

间质转化分子标志物
K-H<@-

U?T24

上调!

7-H<@U?T24

和
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下调!提示上皮
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间质转化能力降低&结论
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二甲双胍可以通过磷酸化激活
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抑制人绒癌
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细胞株的上皮
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间质转化!侵袭和迁移能力&
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人胎盘绒毛癌简称绒癌"由滋养层细胞癌变而

来"具有高度的增殖和侵袭能力的妇科恶性肿瘤$

(

%

#

在前期研究中发现"使用
*'OOEB

(

;

二甲双胍可以通

过腺苷酸活化蛋白激酶&

5>"M

'(雷帕霉素靶蛋白

&

ONX$

'信号通路调控凋亡相关基因
#<3

S

<3?-.

*

JHB-

&

和
J<\

的表达"促进绒癌细胞凋亡$

&

%

#既往研究表

明"

5>"M

(

ONX$

信号通路也参与调控了肿瘤细胞

的上皮间质转化过程&

K>N

'"而
K>N

是导致上皮来

源的肿瘤细胞向身体其他器官转移的重要原因"抑制

K>N

能够显著降低肿瘤细胞的转移能力"提高患者
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的远期生存率$

.-+

%

#人绒癌为滋养层来源的肿瘤"具

有高度的侵袭性"因此如何有效抑制其转移过程是绒

癌患者治疗的关键点#本研究以人绒癌细胞
%5$

为

实验对象"旨在探讨二甲双胍对绒癌细胞侵袭和迁移

能力的影响"并明确
K>N

通路中上皮细胞钙黏蛋白

&

K-H<@U?T24

'*神经型钙黏蛋白&

7-H<@U?T24

'*波形蛋

白&

D2O?4:24

'等蛋白的变化趋势和效应方式"为二甲

双胍治疗绒癌并抑制其转移提供实验依据#

$

!

材料与方法

$!$

!

材料
!

人胎盘绒毛癌细胞系
%5$

购置于中国

科学院细胞库#胎牛血清&

LJF

'购于以色列
J9

公司+

(+*'

培养基购于美国
G2=HE

公司+

5>"M

*磷酸化腺

苷酸活化蛋白激酶&

S

-5>"M

'*

K-H<@U?T24

*

7-H<@-

U?T24

*

D2O?4:24

等蛋白抗体购于美国
<=H<O

公司"

,

-

肌动蛋白购于中杉金桥公司#

LBEATEJBÈ H?BBHAB-

:AT?:T<43Z?BB

小室购于美国
#ET424

R

公司+

><:T2

R

?B

胶购于美国
J6

公司#蛋白提取试剂盒及
J#5

蛋白

浓度测定试剂盒购于碧云天公司#荧光定量聚合酶

链反应&

"#$

'仪
#Lc)+

购于美国
J2E-$<@

公司+倒置

相差显微镜
NF-(''L

购于日本
72̀E4

公司+活细胞工

作站
#

C

:<:2E4,

购于美国
J2E-N?̀

公司+化学发光成

像仪
G

!

=E\

购于美国
G?4?

公司#
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细胞培养
!

绒癌细胞系
%5$

使用含
('8

胎牛

血清和
(''W

(

O;

青霉素和链霉素的
(+*'

培养基培

养"放置于
,8

二氧化碳浓度的饱和湿度培养箱"

&

$

.

@

换液"待细胞密度为
0'8

左右时使用
'!&,8

的胰酶

消化传代#二甲双胍使用前期研究中筛选的最适浓

度
*'OOEB

(

;

处理细胞
&*U

"随后进行各项检测"以

添加二甲双胍做处理的细胞为实验组"未做任何处理

的细胞为对照组#

$!&

!

划痕实验检测细胞迁移
!

将
%5$

细胞接种于
+

孔板中"待细胞融合度大于
0'8

时使用
&''

#

;

枪头

垂直于细胞生长面划出等宽度整齐无细胞带"磷酸盐

缓冲液&

"JF

'清洗
.

次以去除细胞碎片#随后加入终

浓度
*'OOEB

(

;

的二甲双胍到处理细胞"使用倒置显

微镜采集培养
'

*

+

*

(&

*

&*U

时图像#观察各细胞迁移

情况"随机测量
,

点垂直于划痕方向的宽度"计算
,

点的均值作为实验的初始划痕宽度值并计算细胞迁

移速率#细胞迁移速率&

8

'

i

&初始划痕宽度值
h

相

应点划痕宽度值'(初始划痕宽度值
d(''8

#

$!'

!

NT<43Z?BB

实验检测细胞迁移和侵袭能力
!

使

用
LBEATEJBÈ H?BBHAB:AT?:T<43Z?BB

小室"在上室的

膜上铺
,'

#

;

的基质胶并待其凝固#使用
IEHU?-

?3:..&*&

染色贴壁
%5$

细胞"然后使用胰酶消化并用

无血清培养基重悬调整细胞浓度为
(d('

, 个(
O;

#

取
&''

#

;

接种于上室中并加入终浓度为
*'OOEB

(

;

的二甲双胍"下室中加入
/''

#

;

含
('8LJF

的
(+*'

培养基持续培养
&*U

#使用
J2EN?̀ #

C

:<:2E4,

活细

胞工作站拍摄
&*U

时穿过聚对苯二甲酸乙二酯

&

"KN

'膜的细胞图片"选择
.

个复孔计数细胞并计算

均值和标准差#细胞迁移实验不铺设基质胶"其余步

骤和侵袭实验相同#

$!(

!

实时荧光定量聚合酶链反应检测
O$75

表达

变化
!

二甲双胍处理
%5$

细胞
&*U

后"提取各组细

胞
$75

并逆转录为
H675

备用#

"#$

引物使用

7#J9

网站上
"T2O?T-J;5FN

进行设计"引物序列见

表
(

"使用
F

C

=?T-

R

T??4

法检测的
K-H<@U?T24

*

7-H<@-

U?T24

*

D2O?4:24

和
5>"M

的
O$75

表达水平"并用

甘油醛
-.-

磷酸脱氢酶&

G5"6I

'为内参#把对照组

O$75

的表达量设为
(

"根据
&

-

--

#:计算实验组
O$-

75

相对表达量的变化#

表
(

!!

基因引物信息

基因 引物序列
产物长度

&

=

S

'

K-H<@U?T24

上游!

###5GG5G##5G5#5#5NNN (+,

下游!

NN5GGG#NGNGN5#GNG#NG

7-H<@U?T24

上游!

NNG##5G5555#N##5GGGG ))

下游!

NGG###5GNN5#5#GN5N##

D2O?4:24

上游!

GGNG#55N#GNG5N#NGGG5 ),

下游!

GN#NNNG#N#G55NGNG#GG

5>"M

上游!

5#5G##G5G55G#5G555#5 ).

下游!

#NN#5#NNNG##G55GGNG#

G5"6I

上游!

#5GG5GG#5NNG#NG5NG5N (.0

下游!

G55GG#NGGGG#N#5NNN

$!E

!

免疫蛋白印记法检测蛋白变化
!

提取细胞总蛋

白后使用二喹啉甲酸&

J#5

'法对其定量"等量蛋白
*'

#

R

上样进行聚丙烯酰胺凝胶电泳"湿转法将蛋白转移

到聚偏二氟乙烯膜&

"D6L

'膜上#

5>"M

*

S

-5>"M

*

K-H<@U?T24

*

7-H<@U?T24

和
D2O?4:24

等蛋白抗体浓度

均为
(g('''

"

G5"6I

浓度为
(g&'''

#一抗
*f

过夜后二抗&

(

!

,'''

'室温孵育
(U

后采用化学发光

法系统显色"使用
J2E-T<@

软件分析各条带的灰度值#

$!F

!

统计学处理
!

采用
F"FF(.!'

统计软件分析数

据"符合正态分布的计量资料以
PnB

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
F7M-

J

检验#计数资料以百分率&

8

'表示"组间比较用
!

&

分析#

G

$

'!',

表示差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%!$

!

二甲双胍抑制
%5$

细胞迁移
!

使用前期实验

筛选的最佳作用浓度
*'OOEB

(

;

的二甲双胍处理"发

现对照组随着时间的推移"细胞间的划痕逐渐愈合+

+

$

(&U

的二甲双胍处理对
%5$

细胞迁移率无明显

)
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影响和对照组比较差异无统计学意义&

G

%

'!',

'+

&*

U

的二甲双胍能够有效抑制
%5$

细胞的迁移速率"实

验组和对照组比较差异有统计学意义&

G

$

'!',

'"见

图
(

*

&

#

图
(

!!

划痕实验检测对照组和实验组的迁移能力

!!

注!

""

G

$

'!',

"与对照组比较

图
&

!!

二甲双胍对细胞迁移能力的影响

%!%

!

二甲双胍处理对细胞侵袭和迁移能力的影

响
!

使用
*'OOEB

(

;

的二甲双胍处理荧光标记细胞

核并采集穿过
"KN

膜的细胞图像"进行整板扫描并

拼接每个视野以便得到整张
"KN

膜的图像"使用软

件自动计数分析每张膜上的细胞数#发现侵袭实验

中对照组细胞数为&

&+.0n../

'个"二甲双胍处理可

以减少穿膜细胞数为&

(&,(n&'(

'个"差异有统计学

意义 &

G

$

'!',

'+迁移实验中对照组细胞数为

&

..*(n*&0

'个"二甲双胍处理能够显著抑制迁移过

"KN

膜的细胞数量"对照组穿膜细胞数为&

(0,&n

.&*

'个"差异有统计学意义&

G

$

'!',

'#见图
.

*

*

#

!!

注!

5!

对照组迁移+

J!

对照组侵袭+

#!

实验组迁移+

6!

实验组侵袭

图
.

!!

NT<43Z?BB

小室检测对照组和实验组侵袭和迁移能力

%!&

!

二甲双胍调控侵袭迁移相关基因表达
!

使用荧

光定量
"#$

检测二甲双胍处理前后可能参与肿瘤细

胞侵袭和迁移能力的相关基因
O$75

的表达#发现

二甲双胍能够增加
5>"M

的
O$75

表达&

G

$

'!',

'"同时显著上调
K>N

相关基因
K-H<@U?T24

&

G

$

'!',

'+下调
7-H<@U?T24

&

G

$

'!',

'和
D2O?4:24

&

G

$

'!',

'的表达"提示二甲双胍能够调控
K>N

相关基因

O$75

表达#见图
,

#

!!

注!

"

G

$

'!',

"与对照组比较+

""

G

$

'!',

"与对照组比较

图
*

!!

二甲双胍处理对细胞侵袭和迁移能力的影响

!!

注!

""

G

$

'!',

"与对照组比较

图
,

!!

二甲双胍对
5>"M

和
K>N

相关基因
O$75

表达的影响

图
+

!!

实验组和对照组的蛋白表达变化

!!

注!

"

G

$

'!',

"与对照组比较+

""

G

$

'!',

"与对照组比较

图
/

!!

二甲双胍对
5>"M

和
K>N

相关蛋白表达的影响

)

)/+(

)
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!

二甲双胍调控侵袭迁移相关蛋白表达
!

使用免

疫蛋白印记法技术检测二甲双胍处理前后参与肿瘤

细胞侵袭和迁移能力的相关蛋白的变化情况#发现

其
5>"M

总蛋白水平没有明显变化"促进
5>"M

NUT(/&

位点的磷酸化&

G

$

'!',

'+同时上调
K>N

相

关蛋白
K-H<@U?T24

&

G

$

'!',

'"下调
7-H<@U?T24

&

G

$

'!',

'*

D2O?4:24

&

G

$

'!',

'的表达"从而抑制上皮间

质转化的过程#见图
+

*

/

#

&

!

讨
!!

论

!!

人绒癌细胞系
%5$

是一种胚胎滋养层上皮来源

并且具有高度的侵袭能力恶性肿瘤细胞"其患者最终

往往死于肿瘤细胞的脑转移"有报道指出
K>N

可能

是主导绒癌细胞侵袭和转移的主要因素$

/

%

#在前期

研究中发现二甲双胍可以促进绒癌细胞凋亡的发

生$

&

"

0

%

"并初步阐明其通过
5>"M

(

ONX$

信号通路

调控绒癌细胞凋亡的分子机制#进一步分析文献发

现"

5>"M

可以抑制
K>N

过程并逆转肿瘤细胞的间

质表型$

)-('

%

"从而抑制肿瘤细胞的转移#因此"本研究

拟探索二甲双胍对绒癌细胞
K>N

"迁移和侵袭能力

的影响及可能的分子机制"以期为二甲双胍的抗肿瘤

治疗提供新的思路和方法#

侵袭和转移的能力是肿瘤细胞典型特征之一$

((

%

"

也是恶性肿瘤难以根治的原因"在此过程中
K>N

扮

演着十分重要的角色#有研究表明"

K-H<@U?T24

向
7-

H<@U?T24

转化是
K>N

发生的重要机制"

K-H<@U?T24

下调或缺失会导致上皮细胞极性消失*细胞间的黏附

能力减弱"从而获得间质细胞表型$

(&-(.

%

#

K-H<@U?T24

和
7-H<@U?T24

这种此消彼长的关系随着肿瘤病理分

级的增高非常明显$

(*

%

#

D2O?4:24

也是
K>N

的重要

标志物"

D2O?4:24

只在间质细胞中特异表达"因此肿

瘤细胞表达
D2O?4:24

则提示其为间质细胞肿瘤#本

研究发现"二甲双胍能够上调
K-H<@U?T24

"同时下调

7-H<@U?T24

和
D2O?4:24

蛋白的表达"抑制绒癌
%5$

细胞迁移和侵袭能力#提示二甲双胍可以通过逆转

绒癌
%5$

细胞
K>N

的表型从而抑制其转移的发生#

二甲双胍是一种临床上常用的
5>"M

激活剂"

本研究发现"其在抑制绒癌
%5$

细胞
K>N

的过程

中"促进了
S

-5>"MNUT(/&

的磷酸化#

5>"M

是一

种丝氨酸(苏氨酸蛋白激酶"能够增加细胞的分解代

谢从而产生大量
5N"

"因此
5>"M

信号通路是非常

经典的细胞代谢调控通路$

(,

%

#目前"多项研究表明二

甲双胍激活
5>"M

后能够通过多种下游调节因子影

响肿瘤细胞的
K>N

过程!在甲状腺癌中
ONX$

处于

活化状态"经过二甲双胍处理能够抑制
ONX$

及其

下游
S

/'3+̀

和
*K-J"(

的磷酸化"从而抑制
K>N

过

程$

(+

%

#此外二甲双胍也通过
ONX$

下调肾癌细胞自

噬而达到抑制
K>N

的作用$

(/

%

+另一方面"二甲双胍

激活
5>"M

后可以抑制
K$M

信号通路的活化"影响

F759

家族成员
34<2B

和
3BA

R

的表达从而上调
K-H<@-

U?T24

进而抑制
K>N

的发生$

(0

%

+二甲双胍还能够激

活
5>"M

并影响细胞内部活性氧及还原型烟酰胺腺

嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶
*

&

756"IE\2@<3?*

'"从

而抑制细胞
K>N

的进程"活化后的
5>"M

还能够抑

制
NGL-

,

*血管收缩素
&

*醛固酮及清蛋白等诱导的

K>N

$

()

%

#

'

!

结
!!

论

!!

本研究发现"二甲双胍能够抑制绒癌
%5$

细胞

株侵袭和迁移的能力#其可能涉及的分子是二甲双

胍使
5>"M

磷酸化激活"上调
K-H<@U?T24

并下调
7-

H<@U?T24

和
D2O?4:24

"以实现逆转
K>N

的发生#结

合前期研究中二甲双胍通过
5>"M

(

ONX$

通路促

进绒癌细胞凋亡"提示二甲双胍促进绒癌细胞凋亡*

抑制侵袭和转移"为下一步临床试验提供了理论和实

验基础#
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:U?5O?T2H<4#EBB?

R
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