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[摘要] 目的:探讨人脐带间充质干细胞(human
 

umbilical
 

cord
 

blood
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,HUC-MSCs)对舌

鳞状细胞癌Cal-27细胞侵袭和迁移能力的影响。方法:细胞划痕实验检测 HUC-MSCs分泌的细胞因子对Cal-27
细胞迁移能力的影响;Transwell小室比较共培养前后Cal-27细胞的侵袭和迁移能力;逆转录-聚合酶链反应(re-
verse

 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR)检测共培养前后Cal-27细胞的侵袭、迁移相关基因的表达

水平;Western
 

blot技术检测肿瘤侵袭转移相关蛋白分子基质金属蛋白酶(matrix
 

metalloproteinase,MMP)-2和

MMP-9的蛋白表达的情况。结果:条件培养基培养的Cal-27细胞的迁移距离短于对照组;共培养后Cal-27细胞的

侵袭和迁移细胞数目减少;侵袭迁移相关基因、蛋白的表达水平下调。结论:HUC-MSCs与Cal-27细胞共培养可

以抑制Cal-27细胞的侵袭和迁移。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

human
 

umbilical
 

cord
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(HUC-MSCs)
 

on
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

in
 

tongue
 

squamous
 

cell
 

carcinoma.
  

Methods:
 

HUC-MSCs
 

conditioned
 

medium
 

was
 

prepared.
 

Cal-27
 

cells
 

were
 

cultured
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

HUC-MSCs
 

secreted
 

factors
 

on
 

Cal-27
 

cell
 

migra-
tion

 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

scratch
 

test.
 

The
 

invasiveness
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

co-culture
 

were
 

compared
 

in
 

Transwell
 

cells.
 

Expression
 

levels
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

were
 

detec-
ted

 

by
 

RT-PCR
 

before
 

and
 

after
 

co-culture.
 

The
 

changes
 

of
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

protein
 

expression
 

in
 

tumor
 

invasion
 

and
 

metastasis-related
 

protein
 

molecules
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blot.
  

Results:
 

The
 

migration
 

distance
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

was
 

shorter
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group.
 

After
 

co-culture,
 

the
 

number
 

of
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

decreased.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

aggression-related
 

genes
 

and
 

proteins
 

were
 

down-regulated.
  

Conclusion:
 

The
 

co-culture
 

of
 

HUC-MSCs
 

and
 

Cal-27
 

cells
 

can
 

inhibit
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells.
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  舌鳞状细胞癌(tongue
 

squamous
 

cell
 

carcino-
ma,TSCC)是口腔最常见的恶性肿瘤之一,恶性程

度高、易发生局部侵袭及颈部淋巴结转移,严重影响

患者预后[1]。目前治疗方面以手术为主,辅助放疗、
化疗。但是由于舌鳞状细胞癌局部侵袭力强,淋巴

转移率高,患者5年生存率仅为50%[2-4]。因此,寻
找抑制TSCC侵袭和转移的治疗方法尤为重要。
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  间 充 质 干 细 胞 (mesenchymal
 

stem
 

cells,

MSCs)具有分化为不同来源间充质组织的能力[5]。
随着免疫学和细胞生物学的发展,基因治疗及细胞

因子治疗等靶向生物治疗手段得到越来越多的重

视[6]。人脐带间充质干细胞(human
 

umbilical
 

cord
 

blood
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,HUC-MSCs)是具

有吸引力的癌症靶向治疗工具,并具有迁移到肿瘤

的能力,可作为肿瘤治疗的靶向载体[7]。本实验将

HUC-MSCs与Cal-27细胞共培养,比较共培养前

后Cal-27细胞侵袭和迁移能力的变化,并对其发生

机制进行初步探索。

1 材料与方法

1.1 材料 HUC-MSCs(美国Sciencel公司);培
养液 成 分 包 括 MSCS(Mesenchymal

 

stem
 

cells,

MSCS)培养基、5%胎牛血清、1%干细胞生长因子、

1%青 霉 素/链 霉 素。本 实 验 使 用 第 4~7 代

HUC-MSCs。舌鳞癌细胞Cal-27(中国科学院上海

生命科学研究院细胞资源中心)。其培养液成分包

括RPMI1640培养基、10%胎牛血清、1%青霉素/
链霉素溶液;SYBR

 

Premix
 

Ex
 

Taq试剂盒(TaKa-
Ra公司,日本);小鼠单抗β-激动蛋白(β-actin)、辣
根过氧化物酶(horse

 

radish
 

peroxidase,HRP)标记

羊抗小鼠二抗、HRP标记羊抗兔二抗(武汉博士德

生物工程有限公司);RIPA 裂解液、二喹啉甲酸

(BCA)蛋白浓度测定试剂盒(碧云天公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 37
 

℃、5%CO2 的恒温培养箱中

用含10%胎牛血清及青/链霉素双抗的RPMI
 

1640
培养基传代培养Cal-27细胞;用含5%胎牛血清及

青/链霉 素 双 抗 的 MSCM 培 养 基 传 代 培 养

HUC-MSCs。

1.2.2 条件培养基的配置 用含有5%胎牛血清

的 MSCM培养HUC-MSCs,待细胞达到80%以上

融合时,将培养液换成不含血清的单纯MSCM培养

基继续培养,24
 

h之后将培养瓶中上层培养基吸出

至离心管中,1500
 

r/min,离心5
 

min,取离心后上清

液,经0.22
 

μm的无菌滤器过滤,-80
 

℃保存备用。
 

1.2.3 细胞划痕实验 取两组Cal-27细胞接种于

6孔板中培养,待细胞铺满瓶底90%时用10
 

μL枪

头在孔中垂直划线,吸掉培养基,用磷酸缓冲液

(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)冲洗;实验组 A:加
入60%条件培养基;对照组B:加入等量的 MSCM
培养基;两组培养基均含有5%胎 牛 血 清,放 入

37
 

℃、5%CO2 培养箱中培养,分别于0、24、48
 

h取

样拍照。实验重复3次。

1.2.4 体外细胞迁移实验 实验分3组,每组设3
个复孔,将等量的Cal-27细胞接种于不含血清Tr-
answell小室的上室中,A组、B组、C组的下室中分

别接种HUC-MSCs细胞悬液、Cal-27细胞悬液、无
细胞,下室均含有5%胎牛血清;将24孔板放置于

37
 

℃、5%CO2 培养箱中培养;24
 

h后取出 Tran-
swell小室,吸弃并洗涤小室,棉棒轻轻擦掉小室内

的细胞;甲醇固定30
 

min,PBS冲洗;0.1%结晶紫

染色20
 

min;PBS冲洗,显微镜下随机选5个视野,
拍照,计数。实验重复3次。

1.2.5 体外细胞侵袭实验 基质胶准备:将冻存于

-20
 

℃的matrigel基质胶放于4
 

℃冰箱中过夜,变
成液态;根据使用说明书进行铺胶,放入37

 

℃培养

箱中6~8
 

h,当出现“白色层”时,说明已经变为固

态;其余实验步骤与Transwell迁移实验一致。

1.2.6 逆转录-聚合酶链反应(reverse
 

transcrip-
tion-polymerase

 

chain
 

reaction,RT-PCR)检测各组

相关 基 因 mRNA 的 表 达  按 照 TaKaRa公 司

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq试剂盒说明提取实验组(经
条件培养基培养的Cal-27细胞)和对照组(正常培

养的Cal-27细胞)细胞的总RNA,紫外分光光度计

测定RNA含量,在逆转录酶作用下合成cDNA,再
进行PCR扩增反应,以β-actin为内参。引物序列

如 下:MMP-9:F:5’-GTACCACGGCCAAC-
TACGAC-3’,R:5’-GCCTTGGAAGATGAATG-
GAA-3’;MMP-2:F:5’-AAGTCTGGAGCGAT-
GTGACC-3’,R:5’-GAGTCCGTCCTTACCGT-
CAA-3’;β-actin:F:5’-TCGTGCGTGACATTA-
AGGAG-3’,R:5’-ATGCCAGGGTACATGGTA-
AT-3’。PCR反应条件:95

 

℃
 

30
 

s,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

34
 

s,40个循环。荧光信号实时监测和数据分析由

荧光定量PCR仪自动完成,采用2-△△Ct 公式计算

mRNA的相对表达水平。

1.2.7 Western
 

blot法检测目的蛋白的表达 使

用细胞裂解液分别提取对数期的实验组(经条件培

养基培养的 Cal-27细胞)和对照组(正常培养的

Cal-27细胞)细胞蛋白,BCA 法测定蛋白浓度,电
泳,蛋白转置硝酸纤维膜(nitrocellulose,NC膜),用
含5%的脱脂牛奶室温下封闭2

 

h,一抗β-actin
(1∶200)、MMP-9(1∶1000)、MMP-2(1∶500)孵
育4

 

℃过夜,TBST缓冲液洗涤,二抗(1∶50000)室
温避光孵育2

 

h。PBS洗涤,加入电化学发光溶液

显色曝光。β-actin作为内参,采集图像。
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图1 划痕实验结果(×200)

Fig.
 

1 Results
 

of
 

scratch
 

test
 

(×200).

图2 细胞迁移和侵袭实验结果(×100)

Fig.
 

2 Migration
 

and
 

invasion
 

of
 

Cal-27
 

cells
 

(×200).

1.3 统计学分析 应用SPSS
 

20.0统计软件进行

分析。计量资料采用x±s表示,结果进行t检验及

方差分析。Western
 

blot结果使用BandScan分析

胶片灰度值进行灰度分析得到的相对表达量结果。

2 结果

2.1 细胞划痕实验 实验组中在24
 

h、48
 

h划痕

之间的距离明显大于对照组中相应时间段的距离

(图1)。一 定 程 度 上 说 明 HUC-MSCs能 抑 制

Cal-27细胞的迁移。

2.2 Cal-27 细 胞 迁 移 和 侵 袭 实 验  未 与

HUC-MSCs共培养的Cal-27细胞迁移数目约是共

培养后的2倍,侵袭细胞数目约为2倍(图2,表1),
说明HUC-MSCs能抑制 Cal-27细胞的迁移和侵

袭。

2.3 RT-PCR检测各组相关基因mRNA的表达结

果 实验组中各基因的 mRNA表达量与对照组相

比显著降低,差异有统计学意义(P<0.05,表2)。

2.4 Western
 

blot检测 MMP-2和 MMP-9蛋白的

表1 共培养对Cal-27细胞侵袭和迁移的影响

Tab.
 

1 Statistical
 

unit
 

for
 

the
 

effect
 

of
 

co-culture
 

on
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

Cal-27
 

cells x±s

组别 细胞迁移实验 细胞侵袭实验

A组 44.80±3.70 18.60±2.41 
B组 90.60±2.61* 43.60±3.91*

C组 86.00±5.10* 40.80±2.39*

 注:A组:HUC-MSCs与Cal-27共培养的实验组;B组:Cal-27细

胞与Cal-27细胞共培养的对照组;C组:只加等量培养基的空

白对照组。与A组比较,*
 

P<0.05

表2 各组相关基因的mRNA表达水平比较

 Tab.
 

2 mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

each
 

gene x±s

组别 MMP-2 MMP-9

实验组 0.0016±0.0003 0.0019±0.0004
对照组 1.3686±0.3435 0.9222±0.2639
t值 6.893 6.040
P 值 0.002 0.004

表达结果 经60%条件培养基作用的Cal-27细胞

培养24
 

h后,侵 袭 和 迁 移 相 关 蛋 白 MMP-2和
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MMP-9的相对表达量均下调,差异有统计学意义

(P<0.05),见图3,表3。

表3 条件培养基对Cal-27细胞相关蛋白表达的数据单位

Tab.
 

3 Statistical
 

comparison
 

of
 

expression
 

of
 

Cal-27
 

related
 

pro-

teins
 

in
 

conditioned
 

medium x±s

组别 MMP-2 MMP-9

A组 0.0997±0.0032 0.3003±0.0127
B组 0.2370±0.0050 0.4147±0.0180
t值 40.017 8.995
P 值 0.000 0.001

1:经 HUC-MSCs条件培养基作用的实验组;2:无 HUC-MSCs条件

培养基作用的对照组

图3 MMP-2、MMP-9的蛋白表达

Fig.
 

3 Protein
 

expression
 

of
 

MMP-2
 

and
 

MMP-9.

3 讨论

  肿瘤的侵袭、转移是由多种因子相互作用发生

的结果,本研究将 HUC-MSCs与Cal-27细胞体外

间接共培养,观察其对Cal-27细胞迁移和侵袭的影

响。实验方法包括细胞划痕实验、Transwell迁移

实验和侵袭实验、RT-PCR、Western
 

blot法。结果

表明HUC-MSCs能抑制 Cal-27细胞的迁移和侵

袭。

  越来越多的证据表明,成体干细胞可能是治疗

癌症的重要工具[8,9]。MSCs不仅通过细胞分化,而
且通过旁分泌效应分泌多种因子,如趋化因子、生长

因子和细胞因子,在修复受伤组织中发挥着重要作

用[10]。已经证实,MSCs可以将分泌的各种因子转

入培 养 基 中[11],由 此 推 测 间 接 共 培 养 过 程 中

HUC-MSCs分泌的各种因子对Cal-27细胞的迁移

和侵袭产生抑制作用,具体作用因子及作用机制有

待研究。

  为了进一步验证这一抑制作用,本文从基因和

蛋白两个方面进行研究。口腔舌癌浸润和转移的一

个关键步骤是上皮与固有层之间基底膜的降解,癌
巢周围及周围血管结构的降解[12]。高水平的蛋白

酶甚至延伸到基底膜,是肿瘤侵袭的一个关键阶

段[13]。高水平的蛋白酶促进基底膜和细胞外基质

的降解,从而提供使肿瘤细胞迁移和转移到血管和

淋巴系统的通道[14]。MMPs在肿瘤的生长、侵袭、
转移和血管生成过程中均有表达[15],其中 MMP-2
和 MMP-9也称Ⅳ型胶原酶[16],是基质溶解的重要

调节因子,在肿瘤的转移过程中起重要的作用[17]。

MMP-2与肿瘤的侵袭和淋巴转移有关,而 MMP-9
则通过激活特定的生长因子形成的,是新生血管的

调控者[18]。

  研究报道,MMP-2和 MMP-9在肿瘤细胞迁

移、逃避宿主免疫监视和肿瘤生长中起着重要的作

用,其表达与局部复发和转移性复发的发生以及患

者的生存有一定的相关性。本研究结果发现实验组

中 MMP-2和 MMP-9
 

mRNA和蛋白的表达量均下

调。表明实验组中Cal-27细胞的迁移和侵袭受到

抑制,MMP-2基因和 MMP-9基因参与了这一过

程,HUC-MSCs对Cal-27细胞的迁移和侵袭具有

一定程度的抑制作用。

  综上所述,本研究结果表明 HUC-MSCs对

Cal-27细胞的侵袭和迁移产生抑制作用,可能成为

新的抗舌癌浸润转移的治疗靶点,其具体途径和机

制需要进一步研究,为我们进一步的研究提供新的

思路。
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