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TGF-β1在肺鳞癌细胞中的表达

张晓军
1
, 路作新

2

　　(第三军医大学:1 附属西南医院急救部 , 重庆 400038 , 2 附属新桥医院胸外科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　探讨 TGF-β1 在肺鳞癌细胞中的表达。方法　以原代培养的人肺鳞癌细胞为对象 , 采用 ELISA法检测

不同分化程度肺鳞癌细胞无血清培养液中 TGF-β1 蛋白含量。结果　肺鳞癌各组细胞中 TGF-β1 蛋白含量均显著高于正常

支气管上皮细胞(P<0.01),低分化组分别高于中分化组和高分化组(P<0.05),中分化组虽高于高分化组 ,但无显著差异

(P>0.05)。结论　TGF-β1 蛋白在人肺鳞癌组织中表达增高 , 且与其分化程度基本呈正相关 ,提示 TGF-β1 对人肺鳞癌细胞

生长的抑制作用丧失或下降。

　　关键词:转化生长因子 β1;肺鳞癌;原代培养

　　中图法分类号:R392.2;R730.2;R734.2　　　 文献标识码:A

Expression of TGF-β1 in human pulmonary squamous cell carcinoma

ZHANG Xiao-jun , LU Zuo-xin (Department of Emergency , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the expression of TGF-β1 in human pulmonary squamous cell carcinoma.

Methods　TGF-β1 in serum-free conditioned medium of different differentiated degree primary cells in culture from

human pulmonary squamous cell carcinoma were detected by ELISA.Results　TGF-β1 in serum-free conditioned

medium from all tumor cell groups is significantly higher than from normal bronchial epithelial cell groups (P <

0.01), and poorly-differentiated tumor cell group is significantly higher than well or moderately-differentiated tumor
cell groups respectively (P<0.05), but the difference between well and moderately-differentiated tumor cell groups

is not significant(P>0.05).Conclusion　Inhibition effect by TGF-β1 on cell growth of human pulmonary squa-

mous cell carcinoma is weakened.

　　Key words:TGF-β1;pulmnary squamous cell carcinoma;primary cell culture

　　近年的研究表明 ,作为一种具有多种生物学功能

的细胞生长因子 ,转化生长因子 β1(TGF-β1)在肿瘤的

发生发展过程中起着非常重要的作用。有关 TGF-β1

在肺癌中的表达 ,以往多以细胞株为实验对象 ,而以癌

细胞原代培养进行研究较少。本实验以人肺鳞癌原代

培养细胞为研究对象 ,通过检测不同分化程度肺鳞癌

细胞无血清培养液中 TGF-β1蛋白含量 ,旨在了解人肺

鳞癌TGF-β1 蛋白表达状况 ,初步探求TGF-β1 在人肺鳞

癌细胞生长过程中的作用 。

1　材料与方法

1.1　材料
1.1.1　一般资料　　原代培养的肺鳞癌细胞均取自肺鳞癌患

者手术切除的癌组织 ,共 18 例 , 男性 14 例 , 女性 4例。 年龄 33

～ 71 岁 ,平均为 52.4岁。其中低分化鳞癌 7 例 , 中分化鳞癌 6

例 ,高分化鳞癌 5 例。原代培养的正常支气管上皮细胞均取自
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肺良性病变肺叶切除组织中的正常支气管 , 共 6 例 , 男性 4 例 ,

女性 2 例 , 年龄 28 ～ 69 岁 , 平均为 48.6 岁。 其中炎性假瘤 2

例 ,结核球 2 例 ,错构瘤 1 例 ,肺大泡 1 例。所有病例均经术后

病理组织切片证实。

1.1.2　主要试剂　　IV 型胶原酶(Sigma 北京邦定公司分装),

胰蛋白酶(北京中山公司 进口分装), RPMI-1640培养基(GIBCO

美国), TGF-β1ELISA 试剂盒(Genzyme公司 美国)。

1.2　方法
1.2.1　肺鳞癌细胞的分离及培养[1 ～ 3] 　　无菌条件下切取新

鲜无坏死的肺癌组织块 ,立即浸入含 5%小牛血清的 1640 培养

液 ,室温下 2 h 内进行如下处理:将肿瘤组织剪成 1 mm×1 mm

×1 mm 的组织块 ,加入 0.1%IV胶原酶溶液 , 置 37℃, 5% CO2

的培养箱中消化 2～ 4 h。消化后的单细胞悬液经 100 目钢网过

滤 、不连接密度梯度离心后 , 重悬于含 20%小牛血清的 1640 培

养液 ,调整细胞浓度 105 ～ 106 ml ,移入预先用 1%醋酸鼠尾胶原

被覆后的无菌培养瓶中 , 置 37℃、5%CO2 的培养箱中培养 6 ～

10 d 后 , 将培养细胞制成涂片 , MGG(may-Griunwald-Giemsa)染

色 ,显微镜下观察杂细胞<5%时 ,培养的原代细胞为纯化的肺

鳞癌细胞。 肺鳞癌培养细胞的鉴定:所培养细胞均送样本 HE

染色 ,并与手术标本的病理切片对照进行细胞鉴定及分级。
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1.2.2　正常支气管上皮细胞分离及培养[4 ,5] 　　无菌条件下

取肺良性病变切除之肺叶 , 选取正常支气管一段(约 2 ～ 3 cm)

立即浸入含 5%小牛血清的 1640 培养液中 , 室温下 2 h 内进行

如下处理:将支气管一端用止血钳夹住 ,从另一端注入 0.1%IV

胶原酶溶液并结扎此端 ,室温下消化 15 ～ 30 min。消化后的单

细胞悬液经 100目钢网过滤 、离心 , 调整细胞数为 105 ～ 106 ml ,

移入另一预先被覆 1%醋酸鼠尾胶原溶液的培养瓶中 , 置

37℃、5%CO2 培养箱中培养6 ～ 10 d 后 ,用培养细胞制成细胞涂

片 ,MGG 染色 ,显微镜下杂细胞<5%, 培养的原代细胞则为正

常支气管上皮细胞。培养细胞的鉴定:所有培养细胞均制成涂

片HE染色后进行鉴定。

1.2.3　无血清培养液的收集与处理[ 6] 　　选用贴壁生长良好 、

细胞纯度>95%的原代培养细胞 ,依次用含 10%、5%小牛血清

及无血清 1640培养液分别培养48 h。经消化 、分离后 , 0.2%台

盼蓝染色 ,镜下观察细胞活力>90%, 并调整细胞数为 105 ml ,

然后用无血清 1640 培养液培养 24 h。收集无血清培养液经酸-

乙醇抽提 、激活 、浓缩后 ,真空干燥 , 样品贮存-20℃备用(保存

时间<2 周)。

1.2.4　无血清培养液中 TGF-β1 蛋白含量检测　　采用 ELISA

法 ,根据试剂盒中的步骤进行实验操作。用酶联仪测 A492值。

每份样品或标准品均设三复孔取均值 , 每板均设空白孔 、阴性

对照及标准品对照孔。以空白孔调零 , 以所测标准品的 A492值

为纵坐标 ,浓度为横坐标 , 绘制标准曲线 , 再将样品 A492值在标

准曲线上找出相应的 TGF-β1 含量。

1.3　统计学处理
　　所测数据以 x±s表示 , 采用 SPLM 软件进行χ2 检验。

2　结果

　　无血清培养液中 TGF-β1 蛋白含量 ,见表 1。肺鳞癌各组细

胞中TGF-β1 蛋白含量均显著高于正常支气管上皮细胞 , 且与其

分化程度基本呈正相关。

表 1　无血清培养液中 TGF-β1 蛋白含量( x±s)

Tab 1　TGF-β 1 in serum-free conditioned medium( x±s)

Group n TGF-β1(ng ml)

Normal 6 0.458±0.149

Well-differentiated 5 4.361±0.185■

Moderately-differentiated 6 4.461±0.213■

Poorly-differentiated 7 4.722±0.237■＊

■:P<0.01 vs Normal;＊:P<0.05 vs Well-differentiated and moder-

ately-differentiated

3　讨论

　　TGF-β1 是一种多功能细胞因子 ,广泛参与胚胎的形

成和发育 、免疫系统的调节 、组织的损伤与修复等多种

生理病理过程
[ 7]
。近年的研究显示 ,TGF-β1 在肿瘤的发

生发展过程中起着非常重要的作用。在许多肿瘤组织

和细胞中 ,TGF-β1 表达高于正常组织和细胞 ,并且与肿

瘤的恶性程度和预后相关 ,因此也有人认为 ,TGF-β1 可

以作为判断某些肿瘤恶性程度及预后的指标
[ 8 ,9]
。

　　我们实验的结果显示:TGF-β1 蛋白在人肺鳞癌细

胞中表达增高 ,并且与其分化程度相关 ,其机制尚需深

入研究。这表明 TGF-β1 有可能作为判断人肺鳞癌细

胞恶性程度的指标之一。

　　目前研究表明 , TGF-β1 通过以下通路调控细胞的

生长与分化
[ 10 , 11]

:TGF-β1 在胞浆中合成后 ,与潜活蛋白

结合 ,以无生物活性的潜活形式被分泌到细胞外 ,当某

种因素使TGF-β1 与潜活蛋白分离 ,被激活的TGF-β1 则

通过自分泌或旁分泌的形式 ,与靶细胞膜上特异的

TGF-β受体结合形成复合物 ,受体因此被激活 ,其细胞

内GS区磷酸化 ,结合并激活细胞内 SMAD族蛋白 ,将

信号传递至细胞核内 ,启动靶基因转录 ,调控靶细胞的

生长 、分化 、凋亡等 ,发挥其生物学功能 。

　　尽管在体外实验中 ,外源性 TGF-β1 对多种类型上

皮细胞及其所发生的肿瘤培养细胞的生长有抑制作

用
[ 12]
,但TGF-β1 在肿瘤细胞中的表达高于正常组织和

细胞 , 这表明由于生物学特性的改变 , 肿瘤细胞对

TGF-β1 生长抑制作用的反应丧失或减弱 。这可能与

以下因素有关:①肿瘤细胞在分泌 TGF-β1 的同时 ,也

分泌一些对细胞生长有促进作用的细胞因子(如 TGF-

α等),以抵消TGF-β1 对肿瘤细胞生长的抑制作用。研

究发现
[ 13]
,在膀胱癌细胞中 ,TGF-β1 和 TGF-α同时表

达 ,因此肿瘤细胞的生长不受抑制。 ②潜活的 TGF-β1

未激活 。Sporn等
[ 14]
发现人肺癌细胞株 A549 分泌大

量潜活的TGF-β1 ,但不能被激活 ,肿瘤细胞仍可不受抑

制而生长 。③肿瘤细胞表面 TGF-β受体数目或活性改

变。有研究发现
[ 15]
,胃癌细胞 TGF-β Ⅱ型受体表达缺

失 ,因而 TGF-β1 对癌细胞的生长抑制作用消失。 ④

TGF-β1 在细胞内的信号转导通路中 , 某些控件(如

SMAD族蛋白)表达异常 ,靶基因转录受阻。在对胰腺

癌的研究中发现
[ 16]
,Smad 4表达缺失 ,导致 TGF-β1 对

肿瘤细胞的生长抑制的作用丧失。

　　肿瘤的发生发展是一个极其复杂的过程 ,涉及诸

多因素 ,但可以看出 , TGF-β1 在其中起着非常重要的

作用 。虽然TGF-β1在肿瘤细胞中的表达增高 ,但肿瘤

细胞的生长却没有受到抑制 ,更为重要的是 , TGF-β1

仍以旁分泌的形式 ,不仅抑制机体免疫系统对肿瘤细

胞的识别和杀伤 ,使之能够逃避机体免疫监视
[ 17]
;同

时通过促进肿瘤微血管的生长及调节基质性质 ,促进

肿瘤浸润和转移
[ 18]
,为肿瘤细胞的生长提供有利的局

部环境 。因此 ,在肿瘤的生长过程中 , TGF-β1 间接地

发挥了促进肿瘤细胞生长的作用。
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线粒体肌病 1例

A case of mitochondrial myopathy
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1
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2
　　(1 解放军第324医院神经内科 , 重庆 400020;2 第三军医大学附属西南医院神经内科 ,重庆 400038)

　　患者 ,女 , 21 岁 , 因双下肢无力 2 年于 2001 年 5 月 10 日入

院。入院前 2 年无明显诱因出现双下肢轻度无力 、酸胀 , 以爬
楼梯及下蹲后明显 ,休息后减轻。病后怕热 , 冬天亦穿凉鞋 , 精

神饮食均正常 ,无肢体麻木 , 无大小便功能障碍 , 无复视及视力

减退 ,无吞咽呛咳 , 无声音嘶哑 , 无双上肢无力 , 无眼睑下垂。

发病初期 ,患者在上 3 楼后才需休息 ,半年后有所加重 , 1 层后

楼即需休息。入院前半年 ,患者自觉双侧小腿变粗。病后体重

共下降 2.5、3 kg 左右。 患者发病前在某鞋厂从事生产劳动 1

年 ,接触有苯类物质。病后半年未再工作 , 回到家乡。过去史 ,
个人史 ,月经史均无特殊 , 家族中无类似疾病患者。

　　神经系统查体:四肢肌肉无萎缩 , 无肌跳及压痛 , 双下肢腓

肠肌增粗 ,周长约 32 cm , 双上肢肌张力 、肌力正常 , 双下肢肌张

力稍有减低 ,肌力Ⅴ-级 , 12对颅神经 、感觉系统 、反射系统 、共

济运动 ,植物神经无阳性发现。

　　辅助检查:新斯的明试验为阴性 , 三大常规 、肝功 、肾功正
常 ,肌电图提示左股二头肌运动单位时限短 , 电压正常 , 提示肌

　　作者简介:冉　鸿(1972-),女 ,重庆市人 ,医师 ,主要从事神经内科专业方面

的研究。电话:(023)68752057

　　收稿日期:2002-10-06;修回日期:2002-12-13

源性改变。肌酶谱示乳酸脱氢酶 、肌酸磷酸激酶轻度增高。 甲
状腺功能测试正常。患者于 2001年 5 月 15 日在局麻下行左腓

肠肌活检 , 标本放入甲醛液及戊二醛中固定 , 送光镜及电镜检

查。光镜检查提示肌纤维肥大 , 变性 , 符合肌病改变。 电镜结

果显示肌膜下大量嵴排列异常及嵴内包涵体增多的线粒体 , 患
者线粒体肌病诊断明确 ,予三磷酸腺苷 ,肌苷等治疗 , 患者病情

稳定后出院。

讨论

　　通过以上的临床资料 , 我们可得出患者的以下临床特征:

①好发于青少年 , 病情发展缓慢;②临床主要表现为运动后的

肌无力加重 ,肌无力以肢体近端为主 , 如患者多在爬梯 , 久蹲等
活动后明显 ,休息后可缓解 , 伴有一定程度的高代谢征象 ,该患

者表现为发热 、体重减轻;③神经系统查体可见受累肌肉的假

性肥大 , 肌张力 、肌力轻度减低;④肌电图提示肌源性改变 , 肌
酶谱轻度增高 ,病理活检提示肌肉肥大变性 , 电镜检查提示线

粒体的改变 。可见 , 线粒体肌病除具有肌病的一般特点 , 如以

近端为主的肌无力 ,可有肌肉的假性肥大 , 肌酶谱的增高 , 肌电
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