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摘要
目的:通过培养、分离、纯化、鉴定眼睑基底细胞癌相关成
纤维细胞(ＣＡＦｓ)及正常眼睑皮肤成纤维细胞(ＮＦｓ)ꎬ将
两种成纤维细胞的生物学特性和成纤维活化蛋白(ＦＡＰ)
表达情况进行对比研究ꎬ以进一步探究 ＦＡＰ 以及 ＣＡＦｓ 在
眼睑基底细胞癌发病及其发展中的作用及意义ꎮ
方法:将眼睑基底细胞癌及眼睑正常皮肤组织块贴壁培养
获得原代 ＣＡＦｓ 及 ＮＦｓꎬ于倒置相差显微镜下观察纯化的
两种细胞第 ３ 代的细胞形态并用细胞免疫化学染色( ＳＰ
法)鉴定两种细胞ꎻＭＴＴ 法检测细胞生长增殖活力ꎻ通过
ＲＴ－ｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分别检测其 ＦＡＰ ｍＲＮＡ、蛋白在两
种细胞中的表达差异ꎮ
结果:眼睑 ＣＡＦｓ 呈长梭形或纺锤形ꎬ胞质突明显减少ꎬ而
胞浆内具有较多颗粒ꎬ细胞体积差异明显ꎬ排列紊乱且密
集ꎬ丧失接触抑制ꎬ存在明显的重叠生长现象ꎻＮＦｓ 呈长梭
形ꎬ但胞浆内颗粒少见ꎬ细胞体积较均一ꎬ放射状排列ꎬ存
在接触抑制ꎬ未见重叠生长ꎮ 眼睑 ＣＡＦｓ 的增殖速度明显
快于 ＮＦｓꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 法检测眼睑 ＣＡＦｓ 中 ＦＡＰ ｍＲＮＡ 相
对于内参的表达量为 ３.６７２±０.２２１ꎬ明显高于眼睑 ＮＦｓ 中
的含量 １.０３４±０.０２４(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 法检测两种
细胞中 ＦＡＰ 蛋白表达水平发现ꎬＦＡＰ 在眼睑 ＣＡＦｓ 中高表
达ꎬ而眼睑 ＮＦｓ 中几乎不表达(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:眼睑 ＣＡＦｓ 与眼睑 ＮＦｓ 在形态结构、生长增殖、生长
因子表达等生物学特征方面发生了显著改变ꎬ提示肿瘤微
环境随眼睑基底细胞癌的发生发展相应地发生了一些变
化ꎬ进而诱导 ＮＦｓ 生物学特性和功能发生改变ꎬ最终转变
为 ＣＡＦｓꎮ 此外ꎬ眼睑 ＣＡＦｓ 较 ＮＦｓ 高表达分泌 ＦＡＰꎬ表明
肿瘤细胞微环境中 ＦＡＰ 可能参与肿瘤的发生发展ꎬ与眼
睑基底细胞癌浸润性生长有一定关系ꎮ
关键词:成纤维活化蛋白ꎻ眼睑基底细胞癌ꎻ癌相关成纤维
细胞ꎻ正常成纤维细胞
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ｅｙｅｌｉｄ ＢＣＣ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｅｙｅｌｉｄ ｓｋｉｎ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ( ｎｏｒｍａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＮＦｓ) .
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ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｆｏｒ ＣＫꎬ ＶＩＭꎬ α －
ＳＭＡ ａｎｄ ＦＡＰ. Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦＡＰ ｍＲＮＡ
ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ － ｑＰＣＲ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ＣＡＦｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｙｅｌｉｄ ｗａｓ ｌｏｎｇ ｆｕｓｉｆｏｒｍ ｏｒ
ｓｐｉｎｄｌｅ － ｓｈａｐｅｄꎬ ｗｉｔｈ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓꎬ
ｍｏｒｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｇｒａｎｕｌｅｓꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｓｉｚｅｓꎬ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔꎬ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈꎬ ａｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ
ｃｏｎｔａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ. ＮＦｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍ ｏｆ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ
ｓｈｕｔｔｌｅꎬ ｒａｄｉａｌ ａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｒａｒｅꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎꎬ ａｎｄ ｎｏ ｃｏｎｔａｃｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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ｆｉｎａｌｌｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｉｎｔｏ ＣＡＦｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｅｙｅｌｉｄ ＣＡＦｓ
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ｎｏｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｚｈｏｕ ＪＨꎬ Ｗａｎｇ Ｎꎬ Ｍｕ ＱＹꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｅｙｅｌｉｄ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(８):１３４５－１３５０

０引言
基底细胞癌(ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＢＣＣ)是人类最常

见的恶性肿瘤之一[１]ꎬ也是眼睑部位最常见的恶性上皮源
性肿瘤ꎬ约占眼睑恶性肿瘤的 ９０％ꎬ多见于 ６０~ ８０ 岁老年
人ꎬ好发于下睑(５０％) [２－６]ꎮ 眼睑 ＢＣＣ 易出现倒睫、睑内
翻等并发症ꎬ因而属于高危型 ＢＣＣꎮ 大量研究证实ꎬ紫外
线、放射线及遗传因素等均是导致眼睑 ＢＣＣ 发生的危险
因素[７－８]ꎮ 原癌基因异常激活或抑癌基因失活ꎬ多种相关
蛋白、细胞因子等发生改变ꎬ均可导致细胞过度增殖、分
化ꎬ 凋亡受阻ꎬ 最终引发肿瘤[９]ꎬ但其确切发病机制尚不
清楚ꎮ

正常情况下ꎬ细胞外基质是抗肿瘤形成的屏障ꎮ 但当
细胞发生癌变时ꎬ其周围邻近的细胞外基质( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ) 也会发生相应的变化以支持癌症的发
展[１０－１１]ꎬ 从 而 被 称 之 为 肿 瘤 微 环 境 ( ｔｕｍｏｒ
ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ ＴＭＥ) [１２]ꎮ 肿瘤的发生、发展与其微环
境改变的相关性在众多研究中得到了验证[１２－１４]ꎬ其中癌
相关成纤维细胞( ｃａｒｃｉｎｏｍａ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬ ＣＡＦｓ)
是存在于肿瘤微环境中最丰富的细胞类型之一ꎬ其主要功
能是提供并维持良好的肿瘤细胞生长和增殖的微环境ꎬ从
而在肿瘤的增殖、侵袭、转移及血管生成过程中起关键
作用[１０ꎬ１３－１５]ꎮ

成纤维活化蛋白( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＦＡＰ)是
ＣＡＦｓ 最具代表性的分泌产物之一ꎬ在 ９０％以上的上皮细
胞癌 ＣＡＦｓ 和部分肿瘤细胞中高水平表达ꎬ而在人类正常
组织中几乎不表达ꎬ已有研究表明 ＦＡＰ 的高表达与大部
分肿瘤的侵袭转移具有一定的相关性[１２ꎬ１６]ꎮ 眼睑 ＢＣＣ 发
病率高ꎬ具有侵袭性生长的特点ꎬ但其恶性程度和转移性
较低[１７]ꎬ其微环境中 ＣＡＦｓ 表达 ＦＡＰ 的情况以及 ＦＡＰ 在
其侵袭性生长中的作用尚不明确ꎮ 因此ꎬ为了回答上述问
题ꎬ本研究经原代细胞培养获得眼睑基底细胞癌 ＣＡＦｓ 及

正常成纤维细胞(ｎｏｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓꎬＮＦｓ)ꎬ然后检测 ＦＡＰ
在两种细胞中的表达情况ꎬ以期进一步探讨 ＦＡＰ 在人眼
睑基底细胞癌 ＣＡＦｓ 中的作用ꎬ探索影响眼睑 ＢＣＣ 发生、
发展的关键因素ꎬ为 ＢＣＣ 的预防、早期诊断及治疗提供理
论依据及新思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料

１.１.１ 标本来源 　 选取川北医学院附属医院眼科 ２０１６－
１０ / ２０１７－０５ 期间收治的拟行眼睑基底细胞癌切除术和老
年性眼睑皮肤松弛症矫正术共 ６ 例 ６ 眼患者的组织标本
作为研究对象ꎮ 其中 ３ 例 ３ 眼眼睑 ＢＣＣ 患者(图 １Ａ)为
ＣＡＦｓ 标本来源ꎻ３ 例 ３ 眼老年性眼睑皮肤松弛症患者
(图 １Ｂ)为 ＮＦｓ 标本来源ꎬ组织标本均经术后病理证实ꎮ
６ 例患者均无创伤及其他部位肿瘤等疾患ꎬ年龄为 ４７ ~ ８０
岁ꎬ男女比例为 １∶ ２ꎬ符合标本来源均衡性(Ｐ<０.０５)ꎮ 本
研究经本院伦理委员会审批通过ꎬ组织标本的收取均获得
患者的知情同意并签署知情同意书ꎮ
１.１.２主要实验材料　 主要试剂:高糖 ＤＭＥＭ 培养基(Ｈ－
ＤＭＥＭ)、０.２５％胰蛋白酶(美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎬ 胎牛血清
(ＦＢＳꎬ美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬＲＮＡ 提取试剂( ＴＲＩｚｏｌ) (北京

Ｌｅａｇｅｎｅ 生物有限公司)ꎬ逆转录试剂盒、ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒
(Ｔｈｅｒｍｏ)ꎬ兔抗人波形蛋白( ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬＶＩＭ)单克隆抗体、
鼠抗人细胞角蛋白( ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎꎬＣＫ) (广谱)单克隆抗体
(北京中杉金桥生物技术有限公司)ꎬ鼠抗人 α－平滑肌肌
动蛋白(α－ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα－ＳＭＡ)单克隆抗体、兔抗
人成纤维细胞活化蛋白( ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＦＡＰ)
多克隆抗体(英国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬ鼠抗人 β－ａｃｔｉｎ 抗体、山
羊抗兔 / 小鼠 ＩｇＧ / ＨＲＰ 聚合物(杭州华安生物科技公司)ꎮ
主要仪器设备:生物安全柜(ＢＳＣ－１０００ ＩＩ Ａ２ꎬ苏净安泰公
司ꎬ中国)、二氧化碳细胞培养箱(ＣＣＬ－１７０Ｂ－８ꎬＥＳＣＯꎬ印
尼)、倒置相差显微镜(ＤＭ１ＬꎬＬｅｉｃａꎬ德国)、实时定量 ＰＣＲ
仪( １１４９１ꎬＲｏｃｈｅꎬ瑞士)、酶标仪 ( ｉＭａｒｋꎬ ＢＩＯ － ＲＡＤꎬ日

本)、电泳仪(ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭＨＣꎬＢＩＯ－ＲＡＤꎬ新加坡)、电转仪

(Ｔｒａｎｓ－Ｂｌｏｔ ＳＤ Ｃｅｌｌꎬ ＢＩＯ － ＲＡＤꎬ美国)、 Ｆｕｓｉｏｎ 曝光仪
(Ｖｉｌｂｅｒ Ｆｕｓｉｏｎ ｓｏｌｏ４ꎬＶｉｌｂｅｒꎬ法国)ꎮ
１.２方法
１.２.１标本的收集和处理　 从川北医学院附属医院眼科手

术室在无菌条件下完整切取新鲜基底细胞癌组织和正常
眼睑皮肤组织ꎬ尽可能不破坏组织完整性ꎬ将其放置于预
先加入少许合成培养基的无菌 １.５ｍＬ 离心管中ꎬ用含冰袋
的保温箱低温迅速转移至实验室超净工作台ꎮ 所有标本
取材均由同一位有经验的术者操作ꎮ
１.２.２ ＣＡＦｓ 及 ＮＦｓ 细胞原代培养及细胞处理 　 用含
０.１％双抗的 ＰＢＳ 溶液反复清洗标本 ３ 次ꎬ置于细胞培养

皿中剪去除多余上皮和脂肪组织ꎬ将剩余的组织分成大小

约 １ｍｍ３的小块后播种于含 ４ｍＬ 合成培养基的培养瓶中ꎬ
平放在含 ５％ ＣＯ２的 ３７℃ 恒温细胞孵育箱中培养原代细
胞ꎮ 早期每天用倒置相差显微镜观察培养情况ꎬ每 ２ ~ ３ｄ
换液ꎮ 当细胞生长铺满瓶底时ꎬ采用胰酶差速消化法进行
细胞传代和纯化ꎬ使用第 ３~６ 代纯化细胞进行实验研究ꎮ
１.２.３观察细胞并鉴定细胞　 倒置相差显微镜下ꎬ观察第
３ 代纯化的眼睑 ＣＡＦｓ 和 ＮＦｓ 细胞形态ꎬ拍摄图片ꎮ 细胞
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图 １　 标本来源　 Ａ:ＣＡＦｓ 标本来源ꎻＢ:ＮＦｓ 标本来源ꎮ

免疫化学染色(ＳＰ 法)鉴定两种细胞ꎬ步骤如下:爬片:将
５.０×１０３个 ＣＡＦｓ 和 ＮＦｓ 接种于酸预处理置于 ６ 孔板中的
无菌载玻片上ꎻ固定:载玻片浸入 ４％多聚甲醛中室温固
定 ３０ｍｉｎꎻ破膜:０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 溶液处理 １５ｍｉｎꎻ灭活:
３％ Ｈ２Ｏ２灭活内源性过氧化物酶室温处理 ３０ｍｉｎꎻ封闭:正
常山羊血清封闭液室温孵育 ３０ｍｉｎꎻ一抗孵育:滴加用 ＰＢＳ
液稀释的一抗(稀释比例均为 １ ∶ １００)ꎬ湿盒ꎬ４℃ 过夜孵
育ꎻ二抗孵育:滴加山羊抗兔 / 小鼠 ＩｇＧ / ＨＲＰ 聚合物(稀
释比例均为 １ ∶ １００)ꎬ３７℃ 避光孵育 ３０ｍｉｎꎻ显色:滴加
ＤＡＢ 显色液(按 ＤＡＢ 试剂盒说明临时配制使用ꎬ原液与
稀释液比例为 １ ∶ ５０)ꎬ３ ~ ５ｍｉｎꎬ自来水洗涤终止ꎻ复染:
苏木素染核ꎻ脱水、透明、封片ꎬ显微镜观察并拍照记录
结果ꎮ
１.２.４细胞生长增殖活力测定　 将眼睑 ＣＡＦｓ 和 ＮＦｓ 分别
接种于 ９６ 孔板中(４.０×１０３个 / 孔)ꎬ每例细胞设置 ６ 个复
孔ꎬ置于 ３７℃ 含 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中继续培养ꎮ 每隔
２４ｈꎬ取出一块 ９６ 孔板ꎬ向每孔加入 ２０μＬ ０.５％ ＭＴＴ 溶
液ꎬ作用 ４ｈ 后吸除含 ＭＴＴ 溶液的上清液ꎬ加入 １５０μＬ
ＤＭＳＯ 后置于酶联免疫检测仪上ꎬ避光震荡 １０ｍｉｎ 使紫色
结晶物充分溶解ꎬ选择 ４９０ｎｍ 波长ꎬ检测其吸光光度值
(ＯＤ 值)ꎻ按以上步骤连续进行 ７ｄꎬ记录数据ꎬ并进行统计
学分析ꎬ绘制生长曲线ꎮ
１.２.５实时定量聚合酶反应 　 用 ＴＲＩｚｏｌ 处理细胞提取总
ＲＮＡ 后逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 循环条件为:初始
变性(９５℃下 １０ｍｉｎ)、４０ 次变性(９５℃下 １５ｓ)、退火(６０℃
下 ６０ｓ)、延伸(６０℃ 下 ６０ｓ)ꎮ 引物序列如下:ＦＡＰ ｍＲＮＡ
引物序列:上游引物:５ － ＴＡＧ ＡＡＣ ＣＡＴ ＧＣＴ ＴＴＧ ＧＡＧ
ＡＴＡ ＣＴ－ ３ꎻ下游引物:５－ＣＡＡ ＣＡＧ ＧＣＧ ＡＣＣ ＡＧＣ ＡＴＡ
ＡＡ－ ３ꎮ β－ａｃｔｉｎ 引物序列:上游引物:５－ＡＣＡ ＧＡＧ ＣＣＴ
ＣＧＣ ＣＴＴ ＴＧＣ Ｃ－ ３ꎻ下游引物:５ －ＧＡＴ ＡＴＣ ＡＴＣ ＡＴＣ
ＣＡＴ ＧＧＴ ＧＡＧ ＣＴＧ Ｇ－ ３ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参对照标准
进行定量分析ꎮ 使用公式 ２－△△Ｃｔ获得实验组样本基因的
相对表达量ꎮ
１.２.６蛋白免疫印迹分析 　 用 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液提取蛋
白ꎬ使用 ＢＣＡ 蛋白分析试剂盒测定总蛋白含量ꎮ 用 １０％
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离等量蛋白质ꎬ然后将蛋白带转移到膜上ꎮ
在 ４℃条件下ꎬ与一抗抗体(稀释比例:ＦＡＰ １ ∶ ３０００ꎬβ－
ａｃｔｉｎ １∶ １０００)轻轻摇匀共同孵育一夜ꎮ 添加二抗抗体(稀
释比例:羊抗兔二抗 １∶ １００００ꎬ羊抗鼠二抗 １∶ ２０００)ꎬ在室

温下孵育 １ｈꎮ 采用 Ｆｕｓｉｏｎ ＦＸ５ 程序曝光显影对其免疫反
应进行检测和分析ꎬ引入 β－ａｃｔｉｎ 作为内参对照ꎮ 应用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对所获得的条带灰度值进行统计分析ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ １９.０ 进行分析ꎬ计量资料使用

均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组重复测量资料比较采用重
复测量数据方差分析ꎬ两组间比较采用独立样本 ｔ 检验ꎬ
组内两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统
计学意义ꎮ
２结果
２.１眼睑 ＣＡＦｓ 和 ＮＦｓ 的细胞培养和分离及纯化结果 　
在原代培养第 ３ｄ 可见上皮细胞和 ＣＡＦｓ 从癌组织块边缘
爬出ꎬ癌上皮细胞呈团状生长ꎬＣＡＦｓ 排列紧密ꎬ呈放射状
生长ꎬ约 ７ｄ 铺满瓶底ꎻＮＦｓ 组细胞生长相对缓慢ꎬ原代培
养第 ５~７ｄ 组织块边缘可见少量的上皮细胞和 ＮＦｓꎬＮＦｓ
形态规则ꎬ排列稀疏ꎬ约 １１ ~ １３ｄ 铺满瓶底ꎮ 待细胞铺满
瓶底经胰酶差速消化法传代与纯化后ꎬＣＡＦｓ 和 ＮＦｓ 在形
态上均未发生明显改变ꎬ上皮细胞消失ꎬ原代 ＣＡＦｓ 生长
速度明显快于 ＮＦｓꎮ
２.２眼睑 ＣＡＦｓ 及 ＮＦｓ 的初步鉴定结果
２.２.１ 细胞形态学观察结果 　 倒置显微镜下可见ꎬ眼睑
ＣＡＦｓ 体积较大ꎬ呈长梭形或纺锤形ꎬ胞质突明显减少ꎬ而
胞浆内具有较多颗粒ꎬ细胞大小差异明显ꎬ生长较快ꎬ排列
紊乱且密集ꎬ丧失接触抑制和密度抑制ꎬ存在明显的重叠
生长现象(图 ２Ａ)ꎻＮＦｓ 呈扁平长梭形ꎬ胞浆内颗粒较少ꎬ
细胞大小相对均一ꎬ分散排列ꎬ存在接触抑制和密度抑制
现象(图 ２Ｂ)ꎮ
２.２.２免疫细胞化学检测结果　 ＦＡＰ、ＶＩＭ、α－ＳＭＡ、ＣＫ 在
细胞中阳性表达主要表现为胞质中出现淡棕色或棕黄色
颗粒ꎮ 免疫化学染色结果示:ＣＡＦｓ 组: ＦＡＰ、ＶＩＭ、α－ＳＭＡ
呈阳性ꎬＣＫ 呈阴性(图 ３Ａ ~ Ｄ)ꎻＮＦｓ 组:除了阳性表达
ＶＩＭ 外ꎬ其余均为阴性表达(图 ３Ｅ~Ｈ)ꎮ
２.３细胞生长增殖活力检测结果　 两组间 ＯＤ 值比较差异
有统计学意义(Ｆ组间 ＝ １８８２ꎬＰ组间<０.０００１ꎻＦ时间 ＝ １４６４ꎬＰ时间 <
０.０００１ꎻＦ组间×时间 ＝ ３２３.５ꎬＰ组间×时间<０.０００１)ꎬ见表 １ꎮ 绘制细
胞生长曲线ꎬ并在细胞对数生长期以 ｙ 分别为 ０.２７、０.５４
划线ꎬ其与细胞生长曲线交叉点 ｘ 的差值分别表示 ＣＡＦｓ
和 ＮＦｓ 的群体倍增时间ꎬ即 Ｔｃ ＝ ４.３９－１.０１ ＝ ３.３８ｄ、Ｔｎ ＝
５.０６－１.０１＝ ４.０５ｄꎮ 通过绘制细胞生长曲线及倍增时间比
较可见 ＣＡＦｓ 增殖速度相对更快ꎬ且呈持续增长状态ꎬ但
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图 ２　 细胞培养　 Ａ:ＣＡＦｓ 从组织块边缘呈放射状爬出ꎬ细胞较紧密ꎬ出现重叠现象ꎻＢ:ＮＦｓ 从组织块边缘散在爬出ꎬ细胞较松散ꎬ未
见紧密接触ꎮ

图 ３　 免疫细胞化学染色　 ＣＡＦｓ:Ａ:ＣＫ 呈阴性表达ꎬ Ｂ:ＶＩＭ 呈阳性表达ꎬＣ:α－ＳＭＡ 呈阳性表达ꎬＤ: ＦＡＰ 呈阳性表达ꎻＮＦｓ:Ｅ:ＣＫ 呈

阴性表达ꎬＦ:ＶＩＭ 呈阳性表达ꎬＧ:α－ＳＭＡ 呈阴性表达ꎬＨ:ＦＡＰ 呈阴性表达ꎮ

表 １　 细胞生长增殖活力 ＭＴＴ法检测结果 ｘ±ｓ
组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ
ＮＦｓ ０.２７２±０.００３ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉꎬｋ ０.３２６±０.００１ｇꎬｉ ０.３６９±０.００６ｅꎬｇꎬｉ ０.４７０±０.００８ ０.５３６±０.００５ｉꎬｋ ０.４９３±０.００４ｋ ０.３３９±０.００１
ＣＡＦｓ ０.２７４±０.００２ａꎬｃꎬｅꎬｇꎬｉꎬｋ ０.３６４±０.００２ｃꎬｅꎬｇꎬｉꎬｋ ０.４３９±０.００４ｇꎬｉꎬｋ ０.５１９±０.００７ ０.５７２±０.００３ ０.６０８±０.００５ ０.６４１±０.０１３

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
ｔ －０.８８３ －２９.５９７ －１３.４２５ －６.２６５ －７.８９２ －２６.２５５ －３３.２４２
Ｐ ０.４２７ <０.０１ <０.０１ ０.００３ ０.００１ <０.０１ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ２ｄꎬｃＰ<０.０５ ｖｓ ３ｄꎬｅＰ<０.０５ ｖｓ ４ｄꎬｇＰ<０.０５ ｖｓ ５ｄꎬｉＰ<０.０５ ｖｓ ６ｄꎬｋＰ<０.０５ ｖｓ ７ｄꎮ

图 ４　 ＣＡＦｓ与 ＮＦｓ生长曲线比较图ꎮ 　

其在第 ４ｄ 后增速逐渐减缓ꎻ而 ＮＦｓ 于第 ５ｄ 细胞数达峰值

后开始逐渐减少ꎬ见图 ４ꎮ 在第 ２~７ｄ 的增殖活力测定中ꎬ

ＣＡＦｓ 及 ＮＦｓ 两者之间同一天内的增殖能力比较差异有统
计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.４ ＲＴ－ｑＰＣＲ 法检测两种细胞中 ＦＡＰ ｍＲＮＡ 含量　 统
计分析结果显示眼睑 ＣＡＦｓ 中 ＦＡＰ ｍＲＮＡ 扩增含量
(３.６７２±０.２２１)明显高于眼睑 ＮＦｓ 含量(１.０３４±０.０２４)ꎬ差
异具有统计学意义( ｔ＝ ２１.５８ꎬ Ｐ＝ ０.００２)ꎬ见图 ５ꎮ
２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＦＡＰ 蛋白表达结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
法检测两种细胞中 ＦＡＰ 蛋白的表达结果示 ＣＡＦｓ 表达较
高水平的 ＦＡＰꎬ而 ＮＦｓ 几乎不表达 ＦＡＰ(图 ６Ａ)ꎮ 统计分
析结果示ꎬＦＡＰ 在 ＣＡＦｓ 中的表达量明显高于 ＮＦｓꎬ两者之
间的差异具有统计学意义 ( ｔ ＝ １１. ７２０ꎬ Ｐ ＝ ０. ００７)ꎬ见
图 ６Ｂꎮ
３讨论

肿瘤或癌的发生、发展是多种因素共同作用的结果ꎬ
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图 ５　 ＦＡＰ ｍＲＮＡ相对表达水平比较ꎮ 　

图 ６　 ＦＡＰ蛋白表达水平　 Ａ:具有代表性的 ＦＡＰ 蛋白水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 图像ꎻＢ:用三个独立实验的总结数据对免疫印迹进行定量

分析ꎮ

许多证据表明ꎬ肿瘤的发生、发展与肿瘤微环境变化紧密
相关[１８－１９]ꎮ 大量研究表明ꎬＣＡＦｓ 是肿瘤微环境中最重
要、最丰富的间质细胞之一ꎬ其存在有利于合成更多的细
胞外基质蛋白质ꎬ为肿瘤的生长、侵袭等提供更有利的物
质条件ꎬ故而也被认为是肿瘤发生、发展、转移和侵袭的关
键调节因素之一[２０]ꎮ ＦＡＰ 是Ⅱ型跨膜丝氨酸蛋白酶ꎬ属
于二肽基肽酶家族一员ꎬ具有二肽基肽酶和内肽酶双重蛋
白水解酶活性ꎬ其内肽酶活性可降解肿瘤组织细胞外基
质ꎬ参与细胞外基质的重塑ꎬ在多种人类恶性上皮肿瘤
ＣＡＦｓ 中高表达ꎬ也在部分肿瘤细胞中表达[８]ꎬ通过不断释

放促肿瘤生长和促血管生成介质ꎬ介导上皮间质转化并抑
制免疫应答ꎬ参与肿瘤的生长、侵袭、转移ꎬ并与部分患者
的不良预后密切相关[１１－１２ꎬ １６]ꎮ 眼睑 ＢＣＣ 以局部侵袭性生

长为特征ꎬ但恶性程度和转移性均较低ꎬ所以本次我们探
讨了其微环境中 ＣＡＦｓ 表达 ＦＡＰ 的情况以及 ＦＡＰ 在其侵
袭性生长中的作用ꎮ

本实验采用组织块贴壁法ꎬ成功获得了纯化的原代眼
睑 ＣＡＦｓ 与 ＮＦｓꎬ并对 ＣＡＦｓ 的生物学特性进行了初步鉴
定ꎬ发现 ＣＡＦｓ 呈纺锤形或长梭形ꎬ胞质突减少ꎬ增殖速率
更快ꎬ存活能力更强ꎬ排列紧密ꎬ可重叠生长ꎬ丧失了接触
抑制现象ꎬ分泌更多骨膜蛋白、生长因子等ꎬ与 ＮＦｓ 存在明
显的不同ꎬ这些差异与国内外文献报道相似[２１－２２]ꎮ 除了

形态学特征改变之外ꎬ还需要使用细胞的特异性蛋白进行
免疫细胞化学染色来鉴定两种细胞ꎮ 因为 ＣＡＦｓ 是肿瘤
间质中活化的成纤维细胞ꎬ具备平滑肌细胞和成纤维细胞
双重特征ꎬ所以它们既表达肌纤维母细胞特异标记
α－ＳＭＡ、 ＦＡＰ 等[１９ꎬ２３－２５]ꎬ 又 表 达 成 纤 维 细 胞 标 志 物

ＶＩＭ[２６]ꎬ但上皮细胞标志物 ＣＫ 为阴性表达[２７－２８]ꎮ 因此ꎬ
我们选用既往研究中常见的 α－ＳＭＡ、ＦＡＰ、ＶＩＭ 及 ＣＫ 作
为 ＣＡＦｓ 检测指标ꎬ运用免疫细胞化学方法对眼睑 ＣＡＦｓ
及 ＮＦｓ 进行了鉴定ꎮ 实验结果显示:眼睑 ＣＡＦｓ 表达
α－ＳＭＡ、ＦＡＰ 及 ＶＩＭ 均阳性ꎬＣＫ 为阴性ꎻＮＦｓ 除表达 ＶＩＭ
阳性外ꎬ其余均阴性ꎮ 其中 α－ＳＭＡ 和 ＦＡＰ 已被证实在体
外培养的 ＮＦｓ 中无表达或极低表达ꎬ免疫细胞化学染色技

术不能发现ꎬ但 ＲＴ－ｑＰＣＲ 方法可能检出[２９]ꎬ本实验的结

果与国内外研究结果一致[３０]ꎮ
我们通过 ＭＴＴ 实验检测发现ꎬＣＡＦｓ 较 ＮＦｓ 具有更强

的生长增殖及存活能力(Ｐ<０.０５)ꎬ其群体倍增时间明显
较 ＮＦｓ 缩短ꎬ表明肿瘤组织中 ＣＡＦｓ 呈激活状态ꎬ与 ＮＦｓ
正常表型存在明显差异ꎬ本实验的结果与我们前期的研究
结果一致[２２]ꎮ 然后ꎬ我们进一步通过 ＲＴ－ｑＰＣＲ 实验发
现ꎬ眼睑基底细胞癌 ＣＡＦｓ 中 ＦＡＰ ｍＲＮＡ 扩增水平明显高
于 ＮＦｓ(Ｐ<０.０５)ꎻ且 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验发现眼睑 ＣＡＦｓ 高
表达 ＦＡＰꎬ而 ＮＦｓ 不表达 ＦＡＰ(Ｐ<０.０５)ꎬ与国内外许多相
关研究结果一致[１１ꎬ２３ꎬ３１－３３]ꎬ提示眼睑基底细胞癌肿瘤微环
境发生了变化ꎬ进一步诱导 ＮＦｓ 生物学特性和功能发生变
化ꎬ最终转变为 ＣＡＦｓꎮ 以上分析结果表明ꎬ眼睑基底细胞
癌 ＣＡＦｓ 中 ＦＡＰ 表达增强可能与其生长增殖特性改变以
及浸润性生长有关ꎮ

目前关于 ＦＡＰ 与 ＣＡＦｓ 相关的研究结果大多来源于
一些恶性程度高、转移性强且范围广的肿瘤类型ꎬ如乳腺
癌[３２]、胃癌[３４]、结直肠癌[３５] 等ꎮ 不同来源的肿瘤和不同

区域肿瘤的 ＣＡＦｓ 的表型组成不同ꎬ因此其形态、功能具
有异质性[３３]ꎮ 多数研究认为 ＦＡＰ 促进肿瘤生长、转移、侵
袭ꎬ但也有研究发现 ＦＡＰ－ａ 除了发挥其酶的活性外ꎬ还具
有非酶功能ꎬ认为其在肿瘤发生发展过程中可能具有抑制
作用[３３]ꎮ 有研究发现 ＦＡＰ 可能参与 ＦＡＫ、ＰＴＥＮ / ＰＩ３Ｋ /
Ａｋｔ 和 Ｒａｓ－ＥＲＫ 信号通路调控细胞增殖、迁移、侵袭及
转移[３２－３３]ꎮ

本实验通过对比研究发现眼睑 ＢＣＣ 与正常眼睑皮肤
组织中相关成纤维细胞生物学特性以及 ＦＡＰ 的表达存在
明显差异ꎬ这说明肿瘤微环境中成纤维细胞已经发生生物
学特性和分泌功能的变化ꎬ并参与基底细胞癌的发生发
展ꎮ ＦＡＰ 作为 ＣＡＦｓ 特异性的标记蛋白ꎬ其在眼睑基底细
胞癌表达明显增高ꎬ推测其可能与 ＣＡＦｓ 的生长增殖特性
改变以及眼睑基底细胞癌的浸润性生长有密切联系ꎬ可能
是眼睑基底细胞癌病因及防治的新靶标ꎬ但其具体作用机
制有待进一步深入研究ꎮ

９４３１

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.８ Ａｕｇ. ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



参考文献

１ Ｄｅ Ｖｒｉｅｓ Ｅꎬ ｖａｎ ｄｅ Ｐｏｌｌ－Ｆｒａｎｓｅ ＬＶꎬ Ｌｏｕｗｍａｎ ＷＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｓｋｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ ｕｐ ｔｏ ２０１５. Ｂｒ Ｊ Ｄｅｒｍａｔｏｌ
２００５ꎻ１５２(３):４８１－４８８
２ Ｓａｌｅｈ ＧＭꎬ Ｄｅｓａｉ Ｐꎬ Ｃｏｌｌｉｎ ＪＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ ｅｙｅｌｉｄ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｉｎ Ｅｎｇｌａｎｄ: ２０００ － ２０１０. Ｂｒ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１７ꎻ１０１ ( ２):
２０９－２１２
３ Ｆｕｒｄｏｖá Ａꎬ Ｈｏｒｋｏｖｉｃ̌ｏｖá Ｋꎬ Ｂａｂáｌ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｎ－Ｍ ｅｌａｎ ｏｔｉｃ ｔｕｍｏｒｓ
ｏｆｔｈｅ ｅｙｅｌｉｄｓ ｓｋｉｎ ａｎｄ ｉｎｎｅｒ ｃｏｒｎｅｒ － Ｂａｓｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｃｅｓｋ Ｓｌｏｖ
Ｏｆｔａｌｍｏｌ ２０１５ꎻ７１(６):２９３－３０１
４ Ｙｕ ＳＳꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｚｈａｏ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｅｔｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ２２２８ ｃａｓｅｓ
ｗｉｔｈ ｅｙｅｌｉｄ ｔｕｍｏｒｓ. Ｉｎｔ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ１１(１１):１８３５－１８４１
５ Ｉｌｊｉｎ Ａꎬ Ｚｉｅｌｉńｓｋｉ Ｔꎬ Ａｎｔｏｓｚｅｗｓｋｉ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｆ ｔｈｅ ｅｙｅｌｉｄ. Ｐｏｓｔｅｐｙ Ｄｅｒｍａｔｏｌ Ａｌｅｒｇｏｌ
２０１６ꎻ３３(１):４２－４６
６ Ｂｅｎ Ｓｉｍｏｎ ＧＪꎬ Ｌｕｋｏｖｅｔｓｋｙ Ｓꎬ Ｌａｖｉｎｓｋｙ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｃｕｌａｒ Ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ.
ＩＳＲＮ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１２ꎻ２０１２:３５４８２９
７ Ｍｏｒｒｉｓ Ｓꎬ Ｃｏｘ Ｂꎬ Ｂｏｓａｎｑｕｅｔ Ｎ. Ｃｏｓｔ ｏｆ ｓｋｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ Ｅｎｇｌａｎｄ. Ｅｕｒ Ｊ
Ｈｅａｌｔｈ Ｅｃｏｎ ２００９ꎻ１０(３):２６７－２７３
８ Ｓｕｎ ＭＴꎬ Ｗｕ Ａꎬ Ｈｕｉｌｇｏｌ ＳＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｂｉｏｐｓｙ ｉｎ ｓｕｂｔｙｐｉｎｇ
ｐｅｒｉｏｃｕｌａｒ ｂａｓａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｏｐｈｔｈａｌｍｉｃ Ｐｌａｓｔ Ｒｅｃｏｎｓｔｒ Ｓｕｒｇ ２０１５ꎻ３１
(６):４４９－４５１
９ Ｃｅｌｅｂｉ ＡＲꎬ Ｋｉｒａｔｌｉ Ｈꎬ Ｓｏｙｌｅｍｅｚｏｇｌｕ Ｆ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ‘Ｈｅｄｇｅｈｏｇ’
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ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｂｉｏｌｏｇｙ: ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ａｎｄ ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓ. ＢＭＣ Ｍｅｄ ２０１５ꎻ
１３:４５
１１ Ｓｉｎｇｈ ＳＲꎬ Ｒａｍｅｓｈｗａｒ Ｐꎬ Ｓｉｅｇｅｌ Ｐ. Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ ２０１６ꎻ３８０(１):２０３－２０４
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２０ Ｗａｎｇ ＲＦꎬ Ｓｕｎ ＹＱꎬ Ｙｕ ＷＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ－２１４
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