
的疾病特征之一[４].
本研究模型组雌鼠自孕期第２天给予尾静脉注

射 NOS抑制剂LＧNAME,直至新生鼠出生后第２１
天.本研究关注了 NGF下游的两个受体———TrkA
与p７５NTR,并发现两者表达在CHPS幽门组织中

显著下降,提示存在一种可致幽门部肠神经系统发

育异常的致病机制,NGF及其受体下调可能起到

关键作用.需要注意的是,幽门肌细胞的来源并不

完全清楚[５],可能主要来源于间充质细胞,其与肌

细胞交叉分布,发挥过程中受到多种因素的影响.
离体研究也发现,肌间神经节细胞能够调节促进细

胞轴突生长,神经控制异常会导致肌肉无法松弛,
再通过过多的生长因子,导致肌细胞增殖、肥大.
其与CHPS的因果关系也不明确.有研究认为婴儿

使用红霉素、妊娠期间母亲使用红霉素都可能增加

CHPS发生风险,但缺乏足够的循证证据.最后,

CHPS有明显的家族遗传倾向,越来越多的证据显

示,遗传基因多态性可能与CHPS发病有关,且不

仅仅 存 在 一 个 致 病 基 因[６],这 些 基 因 是 否 参 与

NGF及其受体表达调节有待商榷.
本研究显示,CHPS幽门组织的 NGF及其受

体表达异常,TrkA 与p７５NTR 的降低及 NGF表

达减少,这种改变可能与CHPS的发病有关.关于

CHPS发生机制主要为幽门肌改变、卡哈尔间质细

胞发育异常、染色体及基因异常等[７].常见的病理

表现为幽门环形肌增生肥厚,可合并多种畸形,提

示CHPS可能是一种多因性病变,如其他畸形病因

存在共性,也存在特异性.幽门肌中多种生长因子

及其受体表达明显增加,肌肉中的神经末梢、肽能

神经纤维等显著减少.神经胶质细胞有神经营养因

子作用,而 NGF及其受体在消化道的生理及病理

过程中起到促进作用.无法发挥作用从而导致相关

肌肉中的神经系统、肽能神经纤维发育不良,平滑

肌细胞增殖增生,最终导致CHPS发生.
本研究为动物实验,样本量有限,影响一些评

价指标,将来拟扩大样本再进一步分析;后续计划

开展CHPS患儿的病理、分子生物学研究,以进一

步分析 NGF与CHPS的关系.
综上所述,NGF与 CHPS具有因果关系,而

二者的结合点是CHPS引发的 NGF受体表达降低,
具体表现为 TrkA与p７５NTR的表达降低,这为深

化CHPS机制研究提供了实验证据.
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􀅰基础研究􀅰

肿瘤相关成纤维细胞经FGF１９/FGFR４信号轴调控结肠癌细胞
生长的实验研究

福建医科大学省立临床学院 福建省立金山医院普外科 (福州３５０００７) 　杨国华　郑圣斌　林彩锋　黄若磊

【摘　要】　目的　探讨肿瘤相关成纤维细胞 (CAF)通过FGFR４/FGF１９信号轴调控结直肠癌生长可能机制.方法　
将研究对象分为３组,分别是细胞组、细胞＋NF组、细胞＋CAF组.绘制各组癌细胞生长曲线,采用 ELISA 法检测细胞

外FGF１９因子浓度变化.结果　癌细胞与CAF共培养后,癌细胞生长率明显提高,与其他组比较,差异有统计学意义 (P

＜０􀆰０５);细胞外FGF１９因子浓度明显提高,与其他组比较,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５).结论　CAF通过促进结肠癌

细胞自分泌FGF１９因子,促进癌细胞分裂生长.
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ExperimentalstudyonCAFregulatingthegrowthofcolorectalcancerthroughthesignalaxisoffibroblast
growthfactor４/fibroblastgrowthfactor１９　　YANGGuohua,ZHENGShengbin,LINCaifeng,HUANGRuolei．
DepartmentofGeneralSurgery,ProvincialJinshanHospital,ProvincialClinicalCollegeofFujianMedicalUniversity,

Fuzhou,Fujian３５０００７,China
【Abstract】　Objective　Toexplorethepossiblemechanismofcancerassociatedfibroblast(CAF)regulatingthegrowthof

colorectalcancerthroughthesignalaxisoffibroblastgrowthfactor４/fibroblastgrowthfactor１９．Methods　Theexperimentwas
dividedintothreegroups,includingcancercellgroup,cancercell＋NFgroup,cancercell＋CAFgroup．Thegrowthcurveof
eachgroupwasdrawn．Thechangesofextracellularfibroblastgrowthfactor１９weredetectedbyELISA．Results　AftercoＧculＧ
tureofcancercellswithCAF,thegrowthrateofcancercellswassignificantlyincreased,comparedwithothergroups(P＜
０􀆰０５);theconcentrationofextracellularfibroblastgrowthfactor１９wassignificantlyincreased,comparedwithothergroups(P＜
０􀆰０５)．Conclusion　CAFcanpromotetheautocrineoffibroblastgrowthfactor１９andpromotethegrowthofcancercells．

【Keywords】CAF;FGF１９;FGFR４;colorectalcancer;growth

　　结直肠癌是我国常见的消化道恶性肿瘤之一,
结直肠癌发生、发展与其肿瘤微环境有关,即癌细

胞本身、肿瘤相关成纤维细胞 (cancerassociated
fibroblasts,CAF)、免疫细胞、血管内皮细胞以及

细胞外基质等共同构成的内环境,很多体外和体内

研究表明 CAF以及肿瘤基质对于癌症进展非常重

要.近年来研究发现,成纤维细胞生长因子受体４
(fibroblastgrowthfactorreceptor５,FGFR４)表

达于乳腺癌、胃癌、胰腺癌、肝细胞癌和结直肠癌

等肿瘤组织中,它与胃癌、肺癌、乳腺腺癌和横纹

肌肉瘤的生存率低有关[１Ｇ２].FGFR对促进结直肠癌

的发生、侵袭和存活具有重要作用,但其机制目前

尚不明确,FGFR４是纤维生长因子１９ (fibroblast
growthfactor,FGF１９)特异受体,本研究拟通过

结直 肠 癌 细 胞 系 体 外 实 验 研 究,探 讨 CAF 经

FGF１９/FGFR４信号轴调控结直肠癌生长的可能

机制.

１　材料与方法

１􀆰１　 材 料:１) 实 验 细 胞:人 结 肠 癌 SW４８０、

HCT１１６和LoVo细胞株 (购自上海生命科学院细

胞生物学研究所细胞库).２)FGF１９ELISA 检测

试剂盒 (购自美国 BD 生物公司),vimentin、αＧ
smoothmuscleactin (αＧSMA)抗体 (购自 Sigma
公司),总RNA提取试剂盒、cDNA 第一链合成试

剂 盒 (购 自 Invitrogen 公 司),HBSS 消 化 液、

Eagle̓s培养基及 DMEM 培养基 (GIBCO 公司),
抗 pSTAT３、pERK、STAT３、ERK (购 自 InＧ
vitrogen公司),RNAeasyMini试剂盒 (购自德国

QIAGEN 公司),FGF１９siRNA (购自 Sigma公

司),Jetprime转染试剂 (购自Sigma公司).

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　 CAF 及 正 常 成 纤 维 细 胞 (natuer
fibroblasts,NF)分离与培养:从新鲜的组织标本

中分离CAF细胞及 NF,分别来自结肠癌和癌旁正

常组织,后者距离肿瘤病灶边缘至少２cm 并且在

组织学上证实不含腺癌细胞.过程如下:组织块用

PBS缓冲液反复冲洗后分成小块１mm×１mm×１
mm组织块,组织块置入含有１mg/L胶原酶,２􀆰５
mg/L胰蛋白酶,３０μg/mLDNAseI酶的汉克斯

缓冲盐溶液 (Hank̓sbufferedsalinesolution,HBＧ
SS)溶解消化,３７ ℃水浴中振荡溶解３０min,反

复３次.加入 Vimentin及αＧSMA抗体进行细胞免

疫组化分选CAF或NF,收集的细胞在含１０％胎牛

血清、１００ U/mL 青 霉 素、１００ U/mL 链 霉 素 的

DMEM/F１２培养液中培养,在细胞融合 ７０％ ~
８０％时,使用０􀆰１％ (wt/vol)胰蛋白酶及０􀆰２％
(wt/vol)EDTA消化细胞１∶３进行传代分流.到

第３代时,细胞在形态上形成均一的单层细胞.

１􀆰２􀆰２　细胞培养及实验分组:SW４８０、HCT１１６
和LoVo细胞接种于含有１０％胎牛血清、１００U/

mL青霉素、１００U/mL 链霉素的 DMEM/F１２培

养液中.置入３７ ℃和５％CO２ 饱和湿度的细胞培

养箱中培养,３个细胞株分别与 CAF/NF 共培养

１４d.每周以１∶３消化传代分流.实验分为细胞

组、CAF＋细胞组、NF＋细胞组.

１􀆰２􀆰３　MTT 法分析细胞生长:用含１０％胎小牛

血清DMEM/F１２培养液配成单个细胞悬液,以每

孔１０５ 个细胞接种到９６孔板,每孔体积２００μL,
培养５d后,每孔加 MTT溶液 (５mg/mL用PBS
配)２０μL继续孵育４h,终止培养,小心吸弃孔内
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培养上清液,每孔加１５０μLDMSO,振荡１０min,
使结晶物充分融解.选择４９０nm 波长,在酶联免

疫监测仪上测定各孔光吸收值,记录结果,以时间

为横坐标,吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线.

１􀆰２􀆰４　ELISA 法 检 测 FGF１９ 因 子 浓 度:采 用

ELISA法检测各组 FGF１９蛋白表达,按照试剂盒

产家说明书进行操作,绘制标准曲线,每组设置３
次重复,于酶标仪上分别读取各组细胞培养液上清

液在４５０nm 处的吸光值,根据公式计算FGF１９的

浓度值.

１􀆰３　统计学分析:采用SPSS１６􀆰０统计软件进行

分析.计 量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差 表 示,采 用

EXCELL软件进行绘图,组间比较采用 Student̓s
进行统计分析.P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　CAF表达标识物情况:从结肠癌组织及癌旁

组织中可分离出 CAF细胞及 NF细胞,两者细胞

表面均表达vimentin蛋白及αＧSMA 蛋白,与 NF
细胞比较,CAF表达αＧSMA蛋白更粗大.见图１.

图１　CAF及NF细胞免疫组化图

２􀆰２　３组细胞生长情况:SW４８０细胞、HCT１１６
细胞、LoVo细胞与CAF共培养,其生长速度明显

高于对照组及 NF组,且差异有统计学意义 (P＜
０􀆰０５),但３个细胞系与 NF共培养,其生长速度

无明显变化,差异无统统计学意义 (P＞０􀆰０５).
见图２.

２􀆰３　 细胞培养中 FGF１９蛋白量:SW４８０ 细胞、

HCT１１６细胞、LoVo细胞与CAF共培养后,癌细

胞分泌FGF１９因子明显增多,明显高于NF细胞组

及细胞组,差异有统计学意义 (P＜０􀆰０５);NF细

胞组与单纯细胞组之间比较,差异无统统计学意义

(P＞０􀆰０５);NF细胞组与对照组比较,差异无统

图２　结肠癌细胞生长曲线图

统计学意义 (P＞０􀆰０５).见图３.

图３　结肠癌细胞与 CAF及 NF细胞共培养后分泌

FGF１９因子柱状图

３　讨论

复发及转移是结直肠癌患者死亡主要原因,近

年来研究发现肿瘤复发及转移是肿瘤微环境中肿瘤

细胞和细胞外基质相互作用产物,CAF作为肿瘤微

环境的关键因素,它可分泌多种因子,如细胞因

子、趋化因子 (如ILＧ６、CXCL１２)、生长因子 (如
HGF、转化因子)、生长因子β、纤维蛋白最后生

长因子)和受体 (例如血小板衍生生长因子受体),
这些生长因子通过激活有丝分裂原激活蛋白激酶

(MAPK)和磷脂酰肌醇３激酶 (PI３K)/AKT 途

径发挥作用,这些途径介导细胞增殖和细胞存活

(抗凋亡信号)、蛋白质合成、细胞骨架重排和侵

袭,它们是维持肿瘤增殖信号传导并支持癌细胞逃

避死亡和生长抑制的重要机制,促进肿瘤生长及侵

袭转移[３].研究发现 FGFR４受体在癌细胞侵袭与

转移具有重要作用[４],FGFR４ 是 FGF１９ 唯一受

体,具有促进肿瘤侵袭及转移作用.研究发现,含

有FGF１９的染色体１１q．１３基因,在所有肝癌的中

被扩增５％~１０％,提示 FGF１９是肝癌致病因素.
有研究发现FGF１９通过FGFR４激活的连环蛋白信
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号级联反应,调节 GSK３/βＧcatenin促进肝细胞癌

细胞上皮Ｇ间质转化,促进肝癌转移[５].有研究表

明高水平FGF１９与 HCC肿瘤大小、病理分期呈正

相关,是 HCC预后不良因素,FGF１９水平与前列

腺癌、乳腺癌和儿童肝母细胞瘤预后不良有关[６Ｇ７].
结合本文,结肠癌细胞与 CAF共培养,其结

肠癌细胞分泌 FGF１９蛋白水平明显升高,且癌细

胞生长速度明显高于对照组,提示 CAF可促进结

肠 癌 细 胞 自 分 泌 FGF１９ 因 子,并 与 细 胞 表 面

FGFR４受体结合,促进癌细胞生长.因此,CAF
通过肿瘤微环境促进结肠癌细胞自分泌 FGF１９因

子,激活癌细胞表面 FGFR４受体,促进肿瘤细胞

生长.
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本刊对撰写医药学论文主体部分的一些要求

１　前言

概述研究背景、目的、思路、理论依据、方法、预期结果和意义等.可提供与主题相关的参考文献,切忌写成文献综

述.不涉及本研究数据或结论.一般以２００~３００个汉字为宜.

２　方法

描述研究对象 (人或实验动物,包括对照组)的选择及其基本情况,以及研究所采用的方法 (包括分组方法).实验研

究的论文常写成 “材料与方法”,临床研究论文常写成 “资料与方法”.临床试验研究还应说明试验程序是否经所在单位或地

区伦理学相关机构的批准,研究对象是否知情同意并签署知情同意书.

２􀆰１　观察对象:观察对象为患者,需注明病例和对照者来源、选择标准、一般情况、观察指标和疗效判断标准等.研究对

象为实验动物,需注明动物的名称、种系、等级、数量、来源、性别、年龄、体质量、饲养条件和健康状况及许可证号、合

格证号等.

２􀆰２　研究方法:详述新创的方法及改良方法的改进之处,以备他人重复.采用他人方法,应引用文献,无需详细描述.

２􀆰３　药品与试剂:药品及化学试剂使用通用名称,并注明剂量、单位、纯度、批号、生产单位、生产时间及给药途径.

２􀆰４　仪器、设备:应注明名称、型号、规格、生产单位、精密度或误差范围.无需描述工作原理.

２􀆰５　统计学分析:描述统计学方法及其选择依据,并说明所使用的统计学软件.

３　结果
“结果”是指实验所得数据、观察记录,经过综合分析和统计学处理的结果.按逻辑顺序在正文的文字、表格和图中描

述.结果叙述应求实、简明、准确、清楚、严谨,不与讨论内容混淆.一般应对所得数据作统计学分析,如P 值前应给出

具体检验值,如t值、χ２ 值、q值等.

４　讨论
“讨论”是对结果的科学解释与评价,是研究所形成的科学理论.着重讨论研究结果的创新之处及从中导出的结论,包

括理论意义、实际应用价值、局限性,及其对进一步研究工作的启示.若不能导出结论,也可提出建议、设想、改进意见或

待解决的问题等.应将研究结果与其他有关的研究相比较,并将结论与目的联系起来讨论,并列出相关参考文献.不必重述

已在前言和结果部分详述过的数据或资料.
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