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【摘要】　目的 　探讨 nm232H1 基因转染靶向阻断人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 Wnt 信号传导通路

的可行性 ,为阐明 nm232H1 基因调控肺癌转移抑制的分子机制和靶向治疗提供实验依据。方法 　以转染

nm232H1 基因的 L99812nm232H1 、原代 L9981、空载 L99812pL XSN 三株人高转移大细胞肺癌细胞为研究对象 ,

应用 Western blot 检测比较各株肺癌细胞胞浆、胞核中 Wnt 信号传导通路关键激酶 GSK23β和β2连环蛋白表

达的变化。结果 　①GSK23β在 L99812nm232H1 肺癌细胞胞浆中表达量 IOD (6 341 ±541) 显著高于 L9981 (3

736 ±298)和 L99812pL XSN (3 613 ±383) ( P < 0. 001) ; ②GSK23β在 L99812nm232H1 肺癌细胞胞核中表达量

IOD (4 356 ±490)显著高于 L9981 (657 ±57)和 L99812pL XSN (705 ±75) ( P < 0. 001) ; ③β2连环蛋白在 L99812
nm232H1 肺癌细胞胞浆中表达量 IOD (3 649 ±118)显著高于 L9981 (1 401 ±31)和 L99812pL XSN (1 350 ±55)

( P < 0. 001) ; ④β2连环蛋白在 L99812nm232H1 肺癌细胞胞核中表达量 IOD (2 945 ±68) 与 L9981 (2 604 ±23)

和 L99812pL XSN (2 652 ±53)比较无显著性差异 ( P > 0. 05) ; ⑤L9981 与L99812pL XSN 两者间 GSK23β和β2连
环蛋白在肺癌细胞胞浆和胞核的表达量均无显著性差异 ( P > 0. 05) 。结论 　①nm232H1 基因能够显著上调

人高转移大细胞肺癌细胞 L9981 胞浆和胞核中 GSK23β表达以及胞浆中的β2连环蛋白表达 ,但并未引起胞核

内β2连环蛋白聚积。②调控 GSK23β和β2连环蛋白表达和靶向性阻断 Wnt 信号传导 ,可能是 nm232H1 基因抑

制肺癌转移的分子机制和信号调节机制之一。
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【Abstract】　Objective 　To explore the possibility of targeting blockage of Wnt signal transduction pathway of

nm232H1 gene transfection in human high2metastatic large cell lung cancer cell line L9981 , and to provide evidence

to elucidate the signal conductive mechanism of nm232H1 mediated tumor metastasis suppression. Methods 　The

expression of GSK23βandβ2catenin of Wnt signal pathway was detected in cytoplasm and nucleus in L9981 cell line

with nm232H1 deletion , L99812pL XSN cell line transfected with vector and L99812nm232H1 cell line transfected

with nm232H1 gene by Western blot . Results 　①GSK23βexpression in L99812nm232H1 cytoplasm (6 341 ±541)

was significantly higher than those in L9981 (3 736 ±298) and L99812pL XSN (3 613 ±383) cell lines ( P < 0.

001) ; ②GSK23βexpression in L99812nm232H1 nucleus (4 356 ±490) was significantly higher than those in L9981

(657 ±57) and L99812pL XSN (705 ±75) cell lines ( P < 0. 001) ; ③β2catenin expression in L99812nm232H1 cyto2
plasm (3 649 ±118) was significantly higher than those in L9981 (1 401 ±31) and L99812pL XSN (1 350 ±55)

cell lines ( P < 0. 001) ; ④No statistical difference of theβ2catenin expression in nucleus was observed among L99812
nm232H1 (2 945 ±68) , L9981 (2 604 ±23) and L99812pL XSN (2 652 ±53) ( P > 0. 05) ; ⑤No significant
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difference of GSK23βorβ2catenin expression in cytoplasm and nucleus was observed between L9981 and L99812
pL XSN ( P > 0. 05) . Conclusion 　①nm232H1 gene can remarkably upregulate the expression of GSK23β in cyto2
plasm and nucleus , andβ2catenin expression in cytoplasm in L99812nm232H1 cell , but can not induce the nucleus

accumulation ofβ2catenin. ②Regulation of GSK23βandβ2catenin expression , and targeting blockage of Wnt signal2
ing pathway may be one of molecular mechanisms that nm232H1 contributes to play a vital role in the“Lung Cancer

Metastasis Suppressive Cascade”.
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　　肺癌的侵袭转移是一个多基因参与和多步骤发展

的过程 ,其中一些关键基因和细胞信号传导通路的异

常 ,导致了肺癌侵袭和转移表型的表达。nm232H1 基

因是重要的肺癌转移抑制基因[1 ] 。研究发现在 nm232
H1 基因缺失的肺癌细胞株 L9981 中 ,转染野生型的

nm232H1 基因 ,不仅能逆转肺癌的转移表型 ,而且对肺

癌细胞中β2连环蛋白 (β2catenin) 等转移相关基因表达

具有显著调节作用[1 ] 。β2连环蛋白是 Wnt 信号通路

中的重要信号分子[2 ] ,nm232H1 基因是否通过 Wnt 信

号通路实现其在“肺癌转移抑制级联”中的转移抑制作

用 ,国内外尚未见报道。因此 ,本研究在前期工作的基

础上 ,以人高转移大细胞肺癌细胞株 L9981 ( nm232H1

杂合性缺失) 、L99812nm232H1 (转染 nm232H1 基因的

L9981) 细胞株以及 L99812pL XSN (转染空载体的

L9981)细胞株为对象 [3 ] ,研究 nm232H1 转染是否能靶

向阻断人肺癌细胞中 Wnt 信号通路 ,以揭示 nm232H1

和 Wnt 信号通路间的作用关系和分子机制。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　实验细胞系 　人高转移大细胞肺癌细胞株

L9981(缺失 nm232H1 基因的原代人高转移大细胞肺

癌细胞株 ) 、L99812nm232H1 (转染 nm232H1 基因的

L9981)和 L99812pL XSN (转染空载体的 L9981) 均为

本实验室筛选构建[2 ,3 ] 。

1 . 1 . 2 　主要试剂 　β2连环蛋白抗体、GSK23β抗体、

Biotinylated Protein Ladder、ECL (Lumi GLO Reagent

and Peroxide)均购自美国 Cell Signaling。

1 . 1 . 3 　主要仪器 　mini2PRO TEAN 3 电泳及电转仪、

高速冷冻离心机 (Beckman J2221) 、PVDF 膜购自美国

Bio2Rad 公司 ,X2线胶片购自 Kodak 公司。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　细胞培养及处理 　L9981、L99812nm232H1 及

L99812pL XSN 三组细胞株分别在 RPM I1640 培养液

中加入 15 %胎牛血清 ,于 5 %CO2 孵箱 37 ℃传代培

养。

1 . 2 . 2 　细胞胞浆和胞核蛋白提取 　培养瓶中细胞约

生长至 80 %密度时 ,用冷 PBS 液洗涤两次 ,加裂解缓

冲液 ( 10 mmol/ L Tris , p H 7. 5 , 10 mmol/ L NaCl ,

3 mmol/ L MgCl2 ,0. 05 %Nonidet P240 ,1 mmol/ L EG2
TA , 1 mmol/ L soudium orthovanadate , 50 mmol/ L

soudium fluoride ,100μmol/ L phenylmethylsulfonyl flu2
oride , 10 mg/ L leupeptin , 10 mg/ L aprotinin , 5 mg/ L

pepstain A)冰上孵育 5 min ,细胞刮刀从瓶壁轻轻刮下

细胞。裂解细胞液收集到微量离心管 ,18 000 ×g 4 ℃

离心 20 min ,上清液即为胞浆提取液。收集于离心管

- 80 ℃保存。取以上离心沉淀加入核提取液 ( 20

mmol/ L HEPES , p H 7. 9 , 300 mmol/ L NaCl ,

1. 5 mmol/ L MgCl2 ,0. 2 mmol/ L ED TA ,0. 1 mmol/ L

β2glycerophosphate ,1 mmol/ L soudium orthovanadate ,

50 mmol/ L oudium fluoride , 100μmol/ L phenyl2
methylsulfonyl fluoride , 10 mg/ L leupeptin , 10 mg/ L

aprotinin ,5 mg/ L pepstain A)冰上孵育 30 min ,18 000

×g 4 ℃离心 15 min ,收集于离心管 - 80 ℃保存。采用

Brandford 法测定蛋白质浓度。

1 . 2 . 3 　细胞胞浆胞核中 GSK23β和β2连环蛋白表达

的检测 　应用 Western blot 法 : 40μg 蛋白质样品上

样 ,10 %的 SDS2PA GE 凝胶电泳后 ,电转到 PVDF 膜 ,

分别与抗 GSK23β、抗β2连环蛋白抗体 (1∶1 000) 4 ℃孵

育过夜 ,加入偶联 HRP 的二抗及偶联 HRP 的抗生物

素抗体 (1∶2 000)室温孵育 1 h ,洗膜后加入 ECL 化学

发光试剂 ,X线胶片显影检测阳性信号。

1 . 2 . 4 　GSK23β和β2连环蛋白表达信号的检测 　应用

Bio2Rad2000 图像分析软件将 X 线胶片上的 Wes2tern

blot 阳性信号条带进行灰度扫描 ,以其积分吸光值

IOD 大小反映信号的相对强弱。

1 . 3 　统计学处理 　实验数据为计量资料 ,应用 F 检

验 ,用美国 SSPS11. 0 统计软件 ,以 P < 0. 05 为有显著
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性差异。

2 　结果

2 . 1 　不同肺癌细胞株胞浆与胞核中 GSK23β表达量

的比较

2 . 1 . 1 　不同肺癌细胞株胞浆中 GSK23β表达量的比

较　L9981、L99812pL XSN 和 L99812nm232H1 细胞株

胞浆 GSK23β表达量分别为 3 736 ±298、3 613 ±383

和6 341 ±541。经 F 检验三株细胞间胞浆中 GSK23β

表达量有非常显著性差异 ( P < 0. 001) ;两两比较 :

L99812nm232H1 胞浆 GSK23β表达量显著高于 L9981

和 L99812pL XSN ,而 L9981 与 L99812pL XSN 间比较

则无显著性差异 (图 1、2) 。

2 . 1 . 2 　不同肺癌细胞株胞核中 GSK23β表达量的比

较　L9981、L99812pL XSN 和 L99812nm232H1 胞核中

GSK23β的表达量分别为 657 ±57、705 ±75 和4 356

±490。经 F 检验三株细胞间胞核中 GSK23β表达量

有非常显著性差异 ( P < 0. 001) ;两两比较 : L99812
nm232H1 胞核 GSK23β表达量显著高于 L9981 和

L99812pL XSN ,而 L9981 与 L99812pL XSN 间比较则

无显著性差异 (图 1、2) 。

2 . 2 　不同肺癌细胞株胞浆与胞核中β2连环蛋白表达

量的比较

2 . 2 . 1 　不同肺癌细胞株胞浆中β2连环蛋白表达量的

比较 　L9981、L99812pL XSN 和 L99812nm232H1 胞浆

中β2连环蛋白的表达量分别为 1 401 ±31、1 350 ±55

和 3 649 ±118。经 F 检验三株细胞间胞浆中β2连环

蛋白表达量有非常显著性差异 ( P < 0. 001) ;两两比

较 :L99812nm232H1 胞浆β2连环蛋白表达量显著高于

L9981 和 L99812pL XSN ,而 L9981 与 L99812pL XSN

间比较则无显著性差异 (图 1、3) 。

2 . 2 . 2 　不同肺癌细胞株胞核中β2连环蛋白表达量的

比较 　L9981、L99812pL XSN 和 L99812nm232H1 胞核

中β2连环蛋白的表达量分别为 2 604 ±23、2 652 ±53

和 2 945 ±68。经 F 检验三株细胞间胞核中β2连环蛋

白表达量无显著性差异 ( P > 0. 05) (图 1、3) 。

3 　讨论

nm232H1 是一个重要的肿瘤转移抑制基因 ,研究

证实其在“肺癌的转移抑制级联”中起上游关键基因的

作用[1 ] 。然而 ,nm232H1 调控肺癌细胞信号传导的分

子机制仍未阐明。

Wnt 信号通路不仅与恶性肿瘤的发生有关 ,也在

肿瘤的侵袭转移中发挥着重要的调节作用。在 Wnt

图 1 　GSK23β和β2连环蛋白在 L99812nm232H1、L9981 和 L99812

pL XSN肺癌细胞株胞浆和胞核中的蛋白表达

Fig 1 　The expression of GSK23βandβ2catenin in cytoplasm and nucleus a2

mong L99812nm232H1 , L9981 and L99812pL XSN lung cancer cell

lines

1 : L99812nm232H1 cytoplasm ; 2 : L99812nm232H1 nucleus ; 3 : L9981

cytoplasm; 4 : L9981 nucleus ; 5 : L99812pL XSN cytoplasm ; 6 : L99812

pL XSN nucleus

图 2 　L99812nm232H1、L9981 和 L99812pL XSN 肺癌细胞株胞浆和胞核

GSK23β蛋白表达量 ( IOD)的比较

Fig 2 　Comparison of expression of GSK23β in cytoplasm and nucleus a2

mong L99812nm232H1 , L9981 and L99812pL XSN lung cancer cell

lines

图 3 　L99812nm232H1、L9981 和 L99812pL XSN 肺癌细胞株胞浆和胞核

中β2连环蛋白表达量 ( IOD)的比较

Fig 3 　Comparison of expression ofβ2catenin in cytoplasm and nucleus a2

mong L99812nm232H1 , L9981 and L99812pL XSN lung cancer cell

lines
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信号通路中 , GSK23β是决定β2连环蛋白/ Axin/ APC

复合物中β2连环蛋白磷酸化的关键激酶。Wnt 通路

激活时 ,细胞内的 Dvl 抑制 GSK23β的活性 ,使β2连环

蛋白氨基末端的 Ser、Thr 四个位点不被磷酸化而降

解 ,从而发生β2连环蛋白核聚集 ,激活转录 T 细胞因

子 ( TCF/ L EF) ,促进细胞增殖分化[2 ] 。Uematsu 等[4 ]

研究发现 ,与正常肺组织相比 ,75 %的非小细胞肺癌组

织标本 (3/ 4 鳞癌和 3/ 4 腺癌)中存在 Dvl23 过度表达 ;

另外 ,在 6 例 Dvl23 过度表达的肺癌组织中有 5 例出

现 Wnt21 或 Wnt22 的过度表达 ,过度表达的 Dvl 蛋白

可以引起β2连环蛋白聚集和β2连环蛋白/ TCF 转录活

性的增加 ,证实肺癌细胞中存在着 Wnt 信号通路的异

常活化。本研究发现转染 nm232H1 基因后 ,人高转移

大细胞肺癌细胞株 L99812nm232H1 胞浆和胞核中

GSK23β的表达量显著增高 , 表明 nm232H1 基因上调

了 GSK23β的蛋白表达水平。同时 ,L99812nm232H1

胞浆中的β2连环蛋白显著增高 ,而胞核内β2连环蛋白

未出现积聚。

β2连环蛋白不仅在胞膜与 E2钙粘素结合构成粘附

复合体 ,参与调节细胞间的粘附和迁徙 ,而且是 Wnt

信号传导通路中的重要传递子[5 ] 。β2连环蛋白的突变

和异常表达在结肠癌、食管癌、肝癌等许多肿瘤中很常

见 ,其高表达与肿瘤转移和不良预后密切相关[6 ] 。然

而在肺癌中 ,β2连环蛋白的突变率很低 ,常见的是β2连
环蛋白的异常表达。但对于β2连环蛋白的表达与肺癌

转移间关系的研究尚存在分歧 ,多数研究报道 ,在肺癌

中β2连环蛋白的高表达与临床分期早和预后良好有

关[7～9 ] ; Hommura 等[9 ]研究发现β2连环蛋白的高、中

及低表达水平率分别为 17. 1 %、66. 8 %以及16. 1 % ,

β2连环蛋白高表达患者的 5 年生存率 (84 %) 显著高于

中和低表达者 (55 %与 32 %) ,从而认为β2连环蛋白是

非小细胞肺癌的一个独立预后因素。而杨秀等[10 ]发

现 ,β2连环蛋白表达正常的肺癌患者中 ,淋巴结转移率

为 9. 1 % ,明显低于β2连环蛋白表达异常者的淋巴结

转移率 46. 2 % ,淋巴结转移与β2连环蛋白的表达呈正

相关。究其原因可能是不同组织类型细胞β2连环蛋白

的调节机制不同 ,也可能是细胞中β2连环蛋白存在不

同的“池”[11 ] 。本研究同样发现 ,在转染 nm232H1 基

因的 L99812nm232H1 细胞中胞浆β2连环蛋白表达显

著增加 ,但胞核β2连环蛋白表达量并无显著改变。

nm232H1 调节细胞信号传导与 G 蛋白活性和其

基因中的 R GS 序列有关 ,而 R GS 是 Wnt 信号通路蛋

白 Axin 的重要功能域。在 Wnt 通路中 ,Axin 在β2连
环蛋白降解复合体 GSK23β/ Axin/ APC 中起支架蛋白

作用。本研究结果显示 ,转染 nm232H1 基因可以调节

人高转移大细胞肺癌细胞株中 GSK23β和β2连环蛋白

的蛋白表达水平 ,并逆转人高转移大细胞肺癌细胞株

L9981 的侵袭转移能力 (将另文发表) ,其作用机制可

能与 nm232H1 基因直接或间接地靶向抑制 Wnt 信号

通路有关。

综上所述 ,nm232H1 基因调控肺癌细胞信号传导

的机制十分复杂 ,除可能直接或间接抑制 Wnt 信号通

路外 ,还可能通过其它途径调节β2连环蛋白的表达和

分布。nm232H1 基因实现肺癌转移抑制的细胞信号机

制还需进一步深入研究探索。
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