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摘要　 目的　 探究神经生长因子（ＮＧＦ）中和抗体、γ⁃分泌酶

抑制剂 ３，５⁃二氟苯乙酰⁃Ｌ⁃丙氨酰⁃Ｓ⁃苯基甘氨酸⁃ｔ⁃丁酯

（ＤＡＰＴ） 对食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞 ｐ７５ 神经营养因子受体

（ｐ７５ＮＴＲ）核表达及细胞增殖、侵袭能力的影响。 方法　 采用

免疫荧光细胞化学技术，检测 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理

Ｅｃａ１０９ 细胞前后 ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７ 的表达变化；分别采用 ＣＣＫ⁃８
法和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验，检测 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 单

独或联合处理 Ｅｃａ１０９ 细胞前后其增殖能力及侵袭能力的变

化。 结果　 免疫荧光细胞化学技术检测结果显示 ＮＧＦ 中和

抗体、ＤＡＰＴ 处理细胞后，ｐ７５ＮＴＲ核表达的细胞数量均减少，
且 ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ 联合处理细胞后，ｐ７５ＮＴＲ核表达的

细胞数量最少，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＣＣＫ⁃８ 法及

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验结果显示 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理

细胞后，细胞增殖、侵袭能力较处理前均相应减弱，差异有统

计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 抑制

ｐ７５ＮＴＲ的核转移，降低 ｐ７５ＮＴＲ的核表达率，减弱细胞增殖、侵
袭能力。
关键词　 食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞；ＮＧＦ 中和抗体；γ⁃分泌酶抑制

剂 ＤＡＰＴ；ｐ７５ＮＴＲ
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　 　 食管癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）一直以来都因

其高发病率和死亡率而备受关注，据 ２０２０ 年统计数

据显示，其发病率居全球癌症发病的第 ７ 位，死亡率

居第 ６ 位［１］。 肿瘤干细胞理论的提出以及近年来的

研究进展为食管癌的靶向治疗提供了新途径。
　 　 ｐ７５ 神经营养因子受体（ｐ７５ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ ｒｅｃｅｐ⁃
ｔｏｒ，ｐ７５ＮＴＲ）可作为食管癌的肿瘤标志物，同时也是

神经生长因子（ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ） 的受体。

本课题组李秋霞 等［２］发现食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞不仅

表达且自分泌 ＮＧＦ，并通过对比 ＮＧＦ 处理前后

ｐ７５ＮＴＲ在 Ｅｃａ１０９ 细胞及细胞球中的核表达变化，推
断 ＮＧＦ 促进了 ｐ７５ＮＴＲ向细胞核转移。 本研究将继

续探讨 ＮＧＦ 中和抗体、γ⁃分泌酶抑制剂 ３，５⁃二氟苯

乙酰⁃Ｌ⁃丙氨酰⁃Ｓ⁃苯基甘氨酸⁃ｔ⁃丁酯（３，５⁃ｄｉｆｌｕｏｒｏ⁃
ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ａｌａｎｙｌ⁃Ｓ⁃ｐｈ ⁃ｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ⁃ｔ⁃ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ，
ＤＡＰＴ）对 Ｅｃａ１０９ 细胞 ｐ７５ＮＴＲ核表达的影响，用 ＮＧＦ
处理所有 Ｅｃａ１０９ 细胞，同时单独或联合使用 ＮＧＦ
中和抗体、ＤＡＰＴ 处理，通过分析 ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７ 的表

达变化，进一步证实 ＮＧＦ 和 γ⁃分泌酶对 ｐ７５ＮＴＲ向细

胞核转移的促进作用，并探究 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ
对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能力和侵袭能力的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 人食管鳞癌 Ｅｃａ１０９ 细胞（中国科学院

上海细胞库）；高糖 ＤＭＥＭ 培养液、胎牛血清（ ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｍ，ＦＢＳ）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、含乙二胺

四乙酸（ＥＤＴＡ）的胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；青
链霉素混合液（双抗）（上海索莱宝生物科技有限公

司）；４′，６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚 （ ＤＡＰＩ） 核染色液、
ＤＡＰＴ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；外源性重组人 ＮＧＦ、小鼠

抗人 Ｋｉ６７ 单克隆抗体、兔抗人 ＮＧＦ 单克隆抗体、兔
抗人 ｐ７５ＮＴＲ单克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；山羊抗

兔 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ 二抗、山羊抗鼠 ＩｇＧ⁃ＴＲＩＴＣ 二抗（北京

中杉金桥生物技术有限公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（日本

同仁化学研究所）；１. ２ μｍ 孔径 Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质

胶（美国 ＢＤ 公司）；２４ 孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞准备　 Ｅｃａ１０９ 细胞接种于含 １０％ ＦＢＳ
和 １％双抗的 ＤＭＥＭ 高糖培养基，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱内培养。 培养 ２４ ～ ４８ ｈ 期间，用普通光学显

微镜观察细胞生长状态，选取对数生长期的细胞用

于实验。
１． ２． ２　 免疫荧光细胞化学检测　 取对数生长期的

细胞，以外源性重组人 ＮＧＦ（１００ ｎｇ ／ ｍｌ）处理细胞 ６
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ｈ，对于使用 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 单独或联合处理

细胞，则是在加入外源性重组人 ＮＧＦ（１００ ｎｇ ／ ｍｌ）的
基础上分别加入 ＮＧＦ 中和抗体（兔抗人 ＮＧＦ 单克

隆抗体，１ ∶ ２ ５００）、ＤＡＰＴ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）以及联合加

入 ＮＧＦ 中和抗体（１ ∶ ２ ５００）和 ＤＡＰＴ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），
均处理 ２４ ｈ。 用含 ＥＤＴＡ 的胰蛋白酶消化，１ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，再用含 １０％ ＦＢＳ 和 １％ 双抗的

ＤＭＥＭ 高糖培养基重悬细胞后进行细胞计数，细胞

以 ８ × １０３ 个 ／ ｍｌ 浓度滴加在放有盖玻片的 ６ 孔板

中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中进行细胞爬片，２４
ｈ 后取出盖玻片进行固定以及封闭。 用稀释好的一

抗（兔抗人 ｐ７５ＮＴＲ单克隆抗体、小鼠抗人 Ｋｉ６７ 单克

隆抗体，均为 １ ∶ １００）充分覆盖进行孵育，４ ℃过夜。
次日复温后用 ＰＢＳ 泡洗（泡洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ），滴
加稀释好的荧光二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＦＩＴＣ、山羊抗

鼠 ＩｇＧ⁃ＴＲＩＴＣ，均为 １ ∶ １００），室温孵育 ２ ｈ 后再用

ＰＢＳ 泡洗（泡洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ），ＤＡＰＩ 染色 １０
ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 泡洗（泡洗 ３ 次，每次 ３ ｍｉｎ），封片后在

激光共聚焦显微镜下观察着色部位及荧光强度。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖情况 　 按照 ＣＣＫ⁃８
试剂盒说明书进行操作，将细胞用含 ＥＤＴＡ 的胰蛋

白酶消化，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，稀释成 １ × １０５

个 ／ ｍｌ 浓度，按每孔 １００ μｌ 接种至 ９６ 孔板，单独或

联合加入 ＮＧＦ、ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ，并设空白组

（未作任何处理），置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中，分
别于 ２４、４８、７２ ｈ 滴加 ＣＣＫ⁃８ 工作液（每孔 １０ μｌ），
孵育 ２ ｈ。 酶标仪 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光度（ｏｐｔｉ⁃
ｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，对结果进行记录、统计，并描绘

细胞增殖曲线。
１． ２． ４ 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验 　 用无血清的

ＤＭＥＭ 高糖培养基稀释基质胶（基质胶 ∶ 培养基 ＝
１ ∶ ８），稀释后的工作液加入上室面，４ ℃条件下晾

干。 吸弃残余培养基，各孔均加入 ６０ μｌ 含有 １０
ｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的无血清培养基，３７℃作用 ３０ ｍｉｎ。 用无

血清培养基将细胞密度调为 １ × １０５ ／ ｍｌ，取 １００ μｌ
加入上室，下室加入 ６００ μｌ 含有 ２０％ ＦＢＳ 的培养

基，去除气泡，放入培养箱，４８ ｈ 后取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室，弃去上室内的培养基和基质胶，用棉签拭去上室

残留的细胞，特别是边缘，将棉签弄尖沿壁转一圈，
４％多聚甲醛固定 ２０ ｍｉｎ。 ０. １％ 结晶紫染色后用

ＰＢＳ 洗去残留染液，每个小室在显微镜下选取上、
下、左、右、中 ５ 个 ２００ × 视野的细胞，对显色细胞进

行计数。 对于单独或联合应用 ＮＧＦ、ＮＧＦ 中和抗体

和 ＤＡＰＴ 处理的细胞，则是预先加入处理剂培养 ２４
ｈ，再进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计软件进行

统计分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示，采用单因素方差分析。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＮＧＦ、ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细

胞 ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７ 表达的影响　 结果显示，两种蛋白

在细胞上均有表达，其中 Ｋｉ６７ 荧光在 ＮＧＦ 处理前

后均位于细胞核；ｐ７５ＮＴＲ荧光在 ＮＧＦ 处理前，位于细

胞核的数量很少，主要位于细胞质，在 ＮＧＦ 处理后，
ｐ７５ＮＴＲ荧光位于细胞核的数量增多，见图 １。
　 　 此外，为了进一步观察 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对

ｐ７５ＮＴＲ核表达的影响，课题组在用 ＮＧＦ 处理所有

Ｅｃａ１０９ 细胞的同时，单独或联合加入 ＮＧＦ 中和抗

体 、γ⁃分泌酶抑制剂ＤＡＰＴ处理后检测ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７

图 １　 ＮＧＦ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞 ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７、ＤＡＰＩ表达的影响 × ２００
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的表达定位。 结果显示，ＮＧＦ 中和抗体、γ⁃分泌酶抑

制剂 ＤＡＰＴ 处理后，ｐ７５ＮＴＲ和 Ｋｉ６７ 在细胞中均有表

达，与 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理前相比，Ｋｉ６７ 荧光

在 Ｅｃａ１０９ 细胞中仍全都位于细胞核，ｐ７５ＮＴＲ荧光位

于细胞核的数量均减少，且 ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ
联合使用后，ｐ７５ＮＴＲ荧光位于细胞核的数量最少，差
异有统计学意义 （ Ｆ ＝ １０６. ０７４，Ｐ ＜ ０. ００１），见图

２、３。
２． ２　 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能

力的影响 　 ＣＣＫ⁃８ 法检测结果显示，ＮＧＦ 中和抗

体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞的增殖能力均有抑制作

用，且使用 ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ 联合处理细胞，
其抑制作用较单独使用更强，差异有统计学意义（Ｆ
＝ ５２. ２６１，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ４。
　 　 此外，为了进一步观察在 ＮＧＦ 作用下，ＮＧＦ 中

和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能力的影响，用
ＮＧＦ 处理所有 Ｅｃａ１０９ 细胞，同时单独或联合使用

ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理细胞，结果显示，Ｅｃａ１０９

细胞的增殖能力同样被抑制，且 ＮＧＦ 中和抗体和

ＤＡＰＴ 联合处理的抑制作用较单独使用也更强，差
异有统计学意义（Ｆ ＝ １４８. ０８６，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ５。
２． ３　 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞侵袭能

力的影响 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 细胞侵袭实验结果显示，经
ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理后，穿膜细胞数量明显减

少，因细胞侵袭能力的大小与穿膜细胞数量呈正相

关，即经 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理后，Ｅｃａ１０９ 细胞

的侵袭能力降低，且使用 ＮＧＦ 中和抗体和 ＤＡＰＴ 联

合处理细胞，其抑制作用较单独使用更强，差异有统

计学意义（Ｆ ＝ ６３. １３，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ６。
　 　 同样地，用 ＮＧＦ 处理所有 Ｅｃａ１０９ 细胞，同时单

独或联合使用 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理细胞，结果

显示，Ｅｃａ１０９ 细胞的侵袭能力同样降低，且 ＮＧＦ 中

和抗体和 ＤＡＰＴ 联合使用的抑制作用较单独使用也

更强，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ５２. １９１，Ｐ ＜ ０. ００１），
见图 ７。

图 ２　 ＮＧＦ 联合 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞 ｐ７５ＮＴＲ、Ｋｉ６７、ＤＡＰＩ表达的影响 × ２００
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图 ３　 ｐ７５ＮＴＲ核定位表达统计结果

　 　 Ａ：ＮＧＦ 组；Ｂ：ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体组；Ｃ：ＮＧＦ ＋ ＤＡＰＴ 组；Ｄ：
ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中 和 抗 体 ＋ ＤＡＰＴ 组； 与 ＮＧＦ 组 比 较：∗∗∗ Ｐ ＜
０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ 组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能力的影响

　 　 与空白组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ 组比

较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 ＮＧＦ 作用下 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ
对 Ｅｃａ１０９ 细胞增殖能力的影响

　 　 与 ＮＧＦ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ

组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ６　 ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞侵袭能力的影响 × ２００

　 　 Ａ：空白组；Ｂ：ＮＧＦ 中和抗体组；Ｃ：ＤＡＰＴ 组；Ｄ：ＮＧＦ 中和抗体 ＋

ＤＡＰＴ 组；与空白组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜

０. ０００ １；与 ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 ＮＧＦ 发挥作用的途径是与其两种受体结合，分
别是酪氨酸激酶 （ ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ＴｒｋＡ） 受体和

ｐ７５ＮＴＲ ［３］。 其中，ＮＧＦ 能诱导 ｐ７５ＮＴＲ的裂解，伴随 γ⁃
分泌酶调控的膜内部裂解而释放 ｐ７５ＮＴＲ的胞内结构

域，并以 γ⁃分泌酶依赖的方式促进其胞内结构域的

核转移［４］。 ｐ７５ＮＴＲ目前已被鉴定为食管癌干细胞的

标志物，在食管癌中，与不表达 ｐ７５ＮＴＲ 的癌细胞相

比，表达 ｐ７５ＮＴＲ的癌细胞具有较高的自我更新和增

殖能力，且癌症的存活和维持依赖于 ｐ７５ＮＴＲ的表达。
表达 ｐ７５ＮＴＲ的癌细胞显示出干细胞相关基因表达量

的增加［５］。 本课题组前期研究［６ － ７］ 中，以无血清成

球培养法富集食管癌 Ｅｃａ１０９ 干细胞样细胞，发现

ｐ７５ＮＴＲ核阳性表达的 Ｅｃａ１０９ 细胞球表现出食管癌

干细胞的某些特性，且随着细胞球 ｐ７５ＮＴＲ核阳性表

达率的增加，其表现的干细胞特性增强，由此建立

了ｐ７５ＮＴＲ的核表达情况与食管癌干细胞的联系，即
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图 ７　 ＮＧＦ 作用下 ＮＧＦ 中和抗体、
ＤＡＰＴ 对 Ｅｃａ１０９ 细胞侵袭能力的影响 × ２００

　 　 Ａ：ＮＧＦ 组；Ｂ：ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体组；Ｃ：ＮＧＦ ＋ ＤＡＰＴ 组；Ｄ：

ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ；与 ＮＧＦ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗∗Ｐ

＜ ０. ０００ １；与 ＮＧＦ ＋ ＮＧＦ 中和抗体 ＋ ＤＡＰＴ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

ｐ７５ＮＴＲ核表达阳性的食管癌细胞可能为食管癌干细

胞。
　 　 近年来，ＮＧＦ 在肿瘤领域所发挥的作用受到越

来越多的关注。 在人神经胶质瘤中，ＮＧＦ 可以促进

脑肿瘤起始细胞增殖，并且 ＮＧＦ 中和抗体可以抑制

脑肿瘤起始细胞的增殖［８］；在乳腺癌组织中，ＮＧＦ
及其受体 ＴｒｋＡ 出现异常的高表达［９］；在胰腺癌组

织中，ＮＧＦ 的表达水平远高于正常组织，且 ＮＧＦ 对

胰腺癌细胞的生长作用取决于 ＴｒｋＡ 和 ｐ７５ＮＴＲ表达

量的水平以及它们之间的比率［１０］。 肿瘤细胞是通

过自分泌和旁分泌 ＮＧＦ，促进自身细胞增殖，在乳

腺癌、胰腺癌中已经研究确切。 本课题组前期已发

现食管癌 Ｅｃａ１０９ 细胞表达且自分泌 ＮＧＦ，在使用

ＮＧＦ 处理细胞后检测 ｐ７５ＮＴＲ的表达变化，发现 ＮＧＦ
促进了 ｐ７５ＮＴＲ的核转移［２］。 本研究继续探讨 ＮＧＦ
中和抗体对 ｐ７５ＮＴＲ核转移的影响，进一步证实了课

题组前期的发现。
　 　 本研究基于前期实验结果，应用 ＮＧＦ 处理食管

癌 Ｅｃａ１０９ 细胞，同时单独或联合使用 ＮＧＦ 中和抗

体、ＤＡＰＴ 处理细胞， 结果显示， ＮＧＦ 可以促进

ｐ７５ＮＴＲ的核转移，ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 处理 Ｅｃａ１０９
细胞后，Ｅｃａ１０９ 细胞中 ｐ７５ＮＴＲ核阳性率明显降低，
其增殖、侵袭能力也相应被抑制，且 ＮＧＦ 中和抗体

与 ＤＡＰＴ 联合使用较单独使用的抑制作用更强。 总

之，ＮＧＦ 中和抗体、ＤＡＰＴ 均可抑制 ｐ７５ＮＴＲ 的核转

移，降低 Ｅｃａ１０９ 细胞的增殖、侵袭能力。
　 　 ＤＡＰＴ，γ⁃分泌酶的小分子抑制剂，因其有效的

抗癌作用获得广泛关注。 包括 ＤＡＰＴ 能有效减少乳

腺导管内原位癌（ｄｕｃｔａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ ｓｉｔｕ，ＤＣＩＳ）诱

导的细胞球形成［１１］；ＤＡＰＴ 可阻断 ＮＧＦ 介导的脑肿

瘤起始细胞的增殖［８］。 Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ［１２］ 发现，侵袭性

脑胶质瘤中，ｐ７５ＮＴＲ发生可调控的膜内蛋白水解，促
进肿瘤的迁移和侵袭，而 γ⁃分泌酶抑制剂的使用可

明显抑制该作用。 同样地，在结肠癌、子宫颈癌中也

有相关报道［１３ － １４］。 因此，γ⁃分泌酶可能是癌症中潜

在的广泛治疗靶标。 然而，目前 γ⁃分泌酶抑制剂对

食管癌的影响的相关报道仍较少。
　 　 基于肿瘤干细胞理论，现已初步明确 ＮＧＦ 在维

持肿瘤干细胞未分化状态方面发挥着关键作用。
Ｔｏｍｅｌｌｉｎｉ ｅｔ ａｌ［１５］在探究 ＮＧＦ 及其前体 ｐｒｏＮＧＦ 对乳

腺癌干细胞的影响中，发现 ＮＧＦ 或 ｐｒｏＮＧＦ 是以增

加静止 ／慢增殖的肿瘤干细胞对称分裂的数量来富

集乳腺癌干细胞，其受体 ｐ７５ＮＴＲ通过调控多能性转

录因子，介导乳腺癌干细胞的自我更新，证实 ＮＧＦ ／
ｐｒｏＮＧＦ⁃ｐ７５ＮＴＲ轴在调控乳腺癌干细胞的自我更新

方面起着关键作用。 本实验证实，在食管癌中，
ＮＧＦ⁃ｐ７５ＮＴＲ轴同样参与调控食管癌干细胞的自我更

新，但具体 ＮＧＦ⁃ｐ７５ＮＴＲ轴发挥作用的机制及 ｐ７５ＮＴＲ

核转移的方式尚不清楚，有待进一步研究。
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ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｇｌｉｏｍａ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ
ｔｈｅ ｐ７５ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｂｉｏｌ， ２００８，６ （ １１ ）：
ｅ２８９．

［１３］ Ａｋｉｙｏｓｈｉ Ｔ， Ｎａｋａｍｕｒａ Ｍ， Ｙａｎａｉ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｇａｍｍａ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｔａｘａｎｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｉｔｏｔｉｃ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｃｏ⁃
ｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ， ２００８，１３４（１）： １３１ － ４４．

［１４］ Ｌｉｕ Ｊ， Ｙｅ Ｆ， Ｃｈｅｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｓｓｏｃｉａｔ⁃
ｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｈｅｓ１ ａｎｄ Ｈｅｓ５ ｉｎ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｄ ｉｔｓ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｃａｎｃｅｒ， ２００７，１７（６）： １２９３ － ９．

［１５］ Ｔｏｍｅｌｌｉｎｉ Ｅ， Ｔｏｕｉｌ Ｙ， Ｌａｇａｄｅｃ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｎｄ
ｐｒｏＮＧＦ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｓｅｌｆ⁃ｒｅｎｅｗａｌ， ｑｕｉｅｓ⁃
ｃｅｎｃｅ， ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｔｏ ｅｎｌａｒｇｅ ｔｈｅ
ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｏｍｐａｒｔｍｅｎｔ ［ Ｊ］ ． Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ， ２０１５，３３
（２）： ３４２ － ５３．

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ ＤＡＰＴ ｏｎ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ７５ＮＴＲ

ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ
Ｄｅｎｇ Ｊｉａｎｇｈｕａ，Ｌｉ Ｑｉｕｓｈｉ，Ｚｈｕ Ｂｉｎｇｂｉｎｇ，Ｃｈｅｎ Ｊｉｎｇｊｉｎｇ，Ｍｕ Ｘｉａｏｌｉｎｇ

（Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈｉｈｅｚｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｅｎｄｅｍｉｃ ａｎｄ Ｅｔｈｎｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅｓ，Ｓｈｉｈｅｚｉ　 ８３２０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｒｖｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ （ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ） ａｎｄ γ⁃
ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ３，５⁃ｄｉｆｌｕｏｒｏｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｙｌ⁃Ｌ⁃ａｌａｎｙｌ⁃Ｓ⁃ｐｈ ⁃ｅｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ⁃ｔ⁃ｂｕｔｙｌ ｅｓｔｅｒ （ＤＡＰＴ） ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｐ７５ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ｐ７５ＮＴＲ） ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａ⁃
ｓｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐ７５ＮＴＲ ａｎｄ Ｋｉ６７
ｉｎ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ； ＣＣＫ⁃８ ｋｉｔ ａｎｄ Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆ⁃
ｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ ａｌｏｎｅ ｏｒ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＤＡＰＴ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐ７５ＮＴＲ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ， ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ， ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐ７５ＮＴＲ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｗａｓ ｔｈｅ
ｌｅａｓｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０. ０５）； ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒ⁃
ｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ， ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｌｙ ｗｅａｋｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｂｅｆｏｒｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ ａｎｄ γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｏｆ ｐ７５ＮＴＲ， ｂｕｔ ａｌｓｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｐ７５ＮＴＲ ａｎｄ ｗｅａｋｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉ⁃
ｔｙ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ Ｅｃａ１０９ ｃｅｌｌｓ； ａｎｔｉ⁃ＮＧＦ； γ⁃ｓｅｃｒｅｔａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＤＡＰＴ； ｐ７５ＮＴＲ

·１４５１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｏｃｔ；５７（１０）


