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肝癌细胞与内皮细胞的粘附力学特性研究
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摘要 采 用 细 胞 同步技术和微管吸吮技术
,

从细胞周期 的 角度研究不 同细胞周期肝癌 细胞

毗
,

与脐静脉内皮细胞 卫 的粘附力学特性
。

结果表明
,

未同步化肝痛细胞各周期 时相的

细胞百分比为 了
, 期

,

了 期
,

期
, 。

采用胸腺喻吮脱氧核普
、

秋水仙碱顺序 阻断

和胸腺嗦吮脱孰核普双 阻断后释放培养的方法可分别获得 期和 期的肝癌细胞
,

其平均 同步率分别 为

和
。 , 期肝癌细胞与人脐静脉 内皮细胞的粘附力 比 期相应值明显降低 口

,

与未同步化肝疮细胞

组比较也得到同样结果
,

而 期与未同步化肝癌细胞组的拈附力值无明显差别
。

肝痛细胞与脐静脉 内皮细胞的拈

附力随着粘 附 时间的 变化 而 变化
,

在 内迅速增长
,

之后 维持在较德定的水平
,

即
一

左右
。

提示 在肝痛细胞与 内皮细胞的拈附过程中
,

期细胞可能起的作用更大 肝疮细胞和 内皮细胞上粘 附分

子表达呈现时间效应
,

从而体现 出拈 附和去粘附的行为特征
。
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肿瘤细胞的血道转移是一个多环节
、

多步骤的

复杂过程
,

其中肿瘤细胞与血管内皮细胞的粘附是

肿瘤转移的决定性步骤之一
,

而粘附分子的表达则

是决定细胞间粘附行为的重要因素
。

另一方面
,

肿瘤的本质实际上是细胞周期紊乱
、

细胞失控性生

长所致的一类疾病
。

但肝癌细胞与内皮细胞的粘

附特性及其与细胞周期的关系
,

尚未见详细文献报

道
。

为此
,

本文将细胞力学与细胞生物学有机结

合
,

利用微管吸吮技术从周期的角度定量测量不同

细胞周期肝癌细胞与内皮细胞间的粘附力学行为特

征
,

为进一步阐明肝癌的血道转移机理和肝癌的临

床预防和治疗提供定量的参考依据
。

材料和方法

细胞及试剂

人肝癌细胞株
一 ,

购于上海第二军

医大学
,

在本院细胞培养室以 加

小牛血清按常规方法传代培养
。

人脐静脉内皮细胞

由中国科学院上海细胞生物学研究所提供
,

于含

巧 胎牛血清的 培养液内培养传代
,

经形态

学和 因子相关抗原鉴定证实为内皮细胞
。

细胞培养试剂购自德国 公司
,

秋水仙

碱 为 公司进 口分装
,

胸腺喀咤

脱氧核昔 抑 购自重庆化学试剂公司
。

方法

肝癌细胞的同步化
,

期细胞采取胸腺喀咤脱氧核昔和秋水仙碱

顺序阻断后释放培养的方法获得
,

其简要步骤如

下 取对数生长期的细胞两瓶
,

加入胸腺啥陡脱氧

核昔至其终浓度 比
,

在 ℃
、

潮

湿空气中培养
,

弃培养液清洗后加入新鲜培养

液和 秋水仙碱至其终浓度 协留角
,

继续培养
,

横向轻摇培养瓶收集中期细胞
,

印 离

心
,

收集细胞继续培养 和
,

以
十 胰酶消化收集细胞

,

用 冷

乙醇固定
。

期肝癌细胞采用胸腺嗜咤脱氧核昔双阻断后

释放培养获得
,

其简要操作步骤如下 取对数生

长期的细胞两瓶
,

加入胸腺嚓咤脱氧核普至其终浓

度
,

在 ℃
、

潮湿空气中培养
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,

弃培养液清洗后加入新鲜培养液培养
,

再次加入胸腺嚓吮脱氧核昔至其终浓度
,

培养 弃培养液
,

加入新鲜培养液培养 和
,

同上消化收集
、

固定
。

同步率检测

将收集固定的细胞分别以 液清洗
,

碘化丙陡
,

染色
,

根据周期时相细胞 含量不同
,

利用流式细胞

仪 美国 公司 检测
,

进行细胞周期性分析
。

肝癌细胞与内皮细胞粘附力测量

采用微管吸吮实验技术 ,
,

先在一特制的圆形

小室 中培养单层内皮细胞
,

然后加入

适量的肝癌细胞
,

相互作用 而 后开始实验
。

在显微镜下确定待测细胞后
,

调节压力系统使此时

的压力为零 零压状态
,

控制显微操作手将微管管

口轻轻接触到待测细胞
,

通过压力控制系统对微管

施加一阶跃负压
,

细胞会发生变形而有部份细胞膜

被吸入微管内
,

通过显微操作手水平向右方向缓慢

移动微管
,

调节负压的大小
,

直至将待测细胞刚好

拉掉为止
,

此时的负压值即为将待测细胞拉掉的临

界压力值
。

实验数据处理

实验所测细胞粘 附力 乃计算公式为 二

了‘么八
,

式中
, 为微管内半径 本实验微管

内半径在 一 林 之间
,

△尸为吸吮负压
,

为

微管与平面夹角
。

在实验过程中
,

尽量控制微管与

水平 面 的夹角 在 左右
,

则 、

”
,

这样粘附力 的计算公式可简化为

二 舒留
。

实验所测各组细胞粘附力值以社 表示
,

进

行两样本均值的 检验
。

结 果

肝癌细胞的同步化

图 为未同步处理的
一

肝癌细胞的

流式细胞仪检测结果
,

细胞周期各时相的百分 比

为 了 期
,

了 期
,

期
,

毖

套
, “

⋯ ,

⋯
·

七二日。

,

公力日弓之

,一
▲

八

▲▲
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。

图 中
、

分别为同步肝癌细胞于
,

期后释放培养 和 的流式细胞仪检测结果
,

同步率分别为 和
,

平均为

图 中
、

为同步肝癌细胞于 期后释放培养

和 的流式细胞仪检测结果
,

其同步率分别

为 和
,

平均为
。

同步率在

内基本稳定维持
,

能满足利用微管技术从周期

角度研究肝癌细胞与内皮细胞粘附的实验要求
。

肝癌细胞与内皮细胞粘附的时间依赖性

肝癌细胞与内皮细胞粘附的时间依赖性是在连

续地测量肝癌细胞与内皮细胞粘附力过程中
,

以不

同的时间段来划分的
,

结果见表
。

叩 翻
成

一

均
一

一

士

土

一

一

土

土

肝癌细胞与内皮细胞粘附的周期依赖性

测定未同步化
、

期和 期肝癌细胞与内皮

细胞的粘附力
,

结果见表
。

期肝癌细胞与内皮

细胞的粘附力比 期相应值明显降低 作
,

与

未同步化实验组比较也明显降低俨叱。
。

只
‘

,

功
一 士

一 一

一

土 刀

土

, 罗
,

凡
,

六

讨 论

肿瘤细胞与血管内皮细胞的粘附是肿瘤转移的

决定性步骤之一
。

己经证明
,

肿瘤细胞与不同部位

血管的内皮细胞在粘附性上存在着差异
,

这就意味

着肿瘤细胞与不同血管内皮粘附程度不完全一致
,

从而出现器官的特异性转移
,

但肿瘤细胞与不同

内皮细胞相互作用时总有很多共通性
。

由于人脐静

脉内皮细胞易于分离和培养
,

因此人们把人脐静脉

内皮细胞与肿瘤细胞的粘附作为研究肿瘤细胞与内

皮细胞相互作用的
“黄金

”

模型
,

并且这一模型早

己得到国内外学术界的认可
。

本实验即从周期角度

研究人肝癌细胞与人脐静脉内皮细胞的粘附力学行

为特征
,

因此实验方法和实验模型是成立的
。

实验发现
,

肝癌细胞与脐静脉内皮细胞的粘附

力 随着 粘 附 时 间 的变化 而 变 化
,

粘 附 力 在
一 内迅速增长

,

之后维持在较稳

定的水平
,

即
一

叹 左右
。

这可能是由于肝癌

细胞和内皮细胞上粘附分子表达呈现时间效应
,

从

而体现出粘附和去粘附的行为特征
。

实验还发现
,

不同细胞周期肝癌细胞与内皮细

胞的粘附力存在差别
,

同步化于 期的肝癌细胞

与 内皮细胞 的粘 附力 比 期相 应值 明显 降低

称
,

与未同步化的肝癌细胞组比较也得到同

样结果
。

这一结果提示
,

在肝癌细胞与内皮细胞的

粘附过程中
,

期细胞可能起的作用更大
。

再与我

们以前研究肝癌细胞与 型胶原的粘附力结果结合

起来 ,
,

可推测 在肝癌细胞经血道转移过程中
,

期细胞可能在肝癌细胞与基底膜粘附时起主要

作用
,

期细胞则可能在肝癌细胞与内皮细胞粘附

时起主要作用
。

本实验中 期与未同步化肝癌细

胞组的粘附力值无明显差别
,

我们估计这也与细胞

上不同粘附分子的表达差异有关
,

但这些推测还需

要大量的实验进一步加以验证
。
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