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!"#$"对人肺腺癌细胞系侵袭转移作用的研究

王春梅 李钰 高凌寒 刘芳莉 傅松滨 李璞

【摘要】 目的 探讨 !"#$"基因在人肺腺癌细胞系侵袭和转移中的作用。方法 采用体外重建基底膜
侵袭实验和癌细胞粘附能力、癌细胞趋化性运动能力、癌细胞分泌明胶酶的能力及活性的测定，分析 !"#$"
正义真核表达载体转染后的 "%&’()*+和反义 !,"转染后的 "-./01)细胞的侵袭、转移能力的改变。结果
!"#$"正义表达载体 234,")56*!"#$"转染的 "%&’()*+重建基底膜侵袭能力明显增强，统计学意义显著（!
7 85888 $），细胞趋化性运动能力显著增高（! 7 85888 $），对基底膜成分的粘附能力增大（! 7 858$），以及明胶
酶分泌及活性增强等一系列趋向 "-./01)的变化。234,")*"-9.!"#$"反义 !,"表达载体对 "-./01)重建基
底膜侵袭力明显下降（! 7 8588: $），趋化性运动能力显著降低（! 7 8588$），对基底膜成分粘附能力降低（! 7
858$），以及明胶酶分泌减少等一系列趋向 "%&’()*+的变化。结论 !"#$"在肺腺癌侵袭转移表型形成中发
挥重要的作用。反义 !,"可阻断 !"#$"基因的翻译过程。
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!"#$蛋白为 !"S超家族中 !"#家庭成员之一，
属小 %N2 结合蛋白类，其功能为细胞内囊泡运输
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的调控因子，能够结合 %N2并表现出 %N2酶的活性。
李钰等研究发现 !"#$"在具有高转移潜能的人肺腺
癌细胞系 "-./01) 中高表达，在低转移潜能的母系
"%&’()*+中低表达。通过构建重组 !"#$"正义真核
表达载体［:］和反义 !,"，采用细胞转染的方法，将构
建重组体转入"%&’()*+及 "-./01) 细胞中，发现细胞
形态和表型明显改变。本研究观察了 !"#$"对人肺

·>:)·

DOI: 10.3779/j.issn.1009-3419.2002.05.02

 中国肺癌杂志 
www.lungca.org



腺癌细胞系的转移表型影响的体外实验，现将结果报

告如下。

! 材料与方法
! ! ! 细胞系标本 低转移性人肺腺癌细胞系
"#$%&’()及由 "#$%&’() 衍生的高转移性亚系 "(
*+,-.’，由哈尔滨医科大学病理学教研室王吾如教授
提供。

/"01"正义表达载体 2345"’! 6(/"01" 转染的
"#$%&’()（/"01" "#$%&’()）及反义重组体 2345"’(
"*7+/"01" 转 染 的 "*+,-.’ 细 胞 系（ "*7+/"01"
"*+,-.’）。
! !" ! 主要仪器和试剂 !89)*:;<== 细胞培养小室
（美国 >9)*?< :3+<*7+3）；"6@孔培养板（>9)*?< :3+<*7+3）；

#2A2B（2C=DE+*D= 2D99C=+FC*<(B9<<）孔径& !G$H，直径 6’
HH（美国 IJK 0I>LM,9<::）；%2A2B孔径 6@ ! G HH，直径
6’ HH（IJK 0I>LM,9<::）；&-N 孔平底细胞培养板（>9(
)*?< :3+<*7+3）；’OPH)*(B+Q9C*<37+*（B5）（北京医科大
学）；(R)79+?<=（北京医科大学）；)S)H+*+*（S5）（北京
医科大学）。

! !# 方法
! !# !! 重建基底膜侵袭实验 2A2B膜用 H)*+3P9<贴
在 89)*:;<== 细胞培养小室上，风干。膜外表面涂 B5
1$?，膜内面涂 R)79+?<= 1$?，干燥，形成一个基质屏障
层。6@ 孔培养板内加入 G ! 6T 0J"(/2RI6NUG。用
6 HHC= V S L48" 消化收集细胞，悬浮于 G ! 6T 0J"(
/2RI6NUG培养基中，细胞密度为 @ W 6GN V H=。将细胞悬
液加到 89)*:;<==小室中，每小室 6GG$=，将小室浸于 6@
孔板的条件培养基上。于 ’.X 1T K>@ 温箱内孵育

U Y。取出 89)*:;<== 小室，滤膜用甲醇固定 6 H+*，OL
常规染色，用棉签将未穿过膜的细胞擦掉，将擦过的

2A2B膜置于 UGG 倍光镜下计数穿透人工基底膜细胞
数，每组平行设 ’个滤膜。
! !# !" 癌细胞趋化性运动能力的测定 涂趋化剂 B5
6G$?于膜的下室面，风干。将膜用 H)*+3P9< 固定于
89)*:;<==小室上，风干。上室腔内加入 @ W 6G1 个癌细
胞，悬于 G ! 6T0J"(/2RI6NUG 培养液中。将小室浸于
6@孔板的条件培养基上，’.X 1T K>@ 温箱内孵育 U
Y。用棉签擦尽上室膜面的细胞，滤膜用甲醇固定 6
H+*，OL常规染色，封片。每张滤膜于 UGG倍光镜下计
数 &个视野的癌细胞数，取均值，每组平行设 ’ 个滤
膜。

! !# !# 癌细胞与基底膜成分粘附能力的测定 $%孔
板每孔分别铺上 S5、B5、R)79+?<=各 @$?干燥。每孔加

入 @T0J" @G$=，置 ’.X细胞培养箱中，孵育6 Y，20J
冲洗并弃去。用 G ! 6T 0J"(/2RI6NUG 培养液中悬浮
细胞，每孔加入 & W 6GU 个细胞。每种成分做 1 Z . 个
复孔，孵箱内孵育 6 Y。弃去培养基，每孔加入 @GG$=
20J，抽吸吹打 6G次，共冲洗 ’遍，以去除未粘附的细
胞。弃去 20J，每孔加入 R88 UG$?，孵箱孵育 U Y。弃
去 R88，纸巾吸尽痕量残留。加入 @GG$= 4RJ>。酶标
定量仪 R/(.GG在 NGG *H测定吸光值。
! !# !& 明胶酶分泌能力及活性的测定 "&孔培养板
每孔接种 !’1 个细胞培养过夜。次日去培养上清，20J
洗 @次，换无血清培养基（/2RI6NUG）G ! @ Z G !’ H=培养
@G Y。收集培养细胞的无血清培养上清，低速离心
（@GG 9 V H+*）6G H+*去细胞碎片，上清液于 [ @GX贮存，
备用。将此培养板中细胞进行活细胞计数，按照活细

胞数换算成无血清培养上清的体积。配制 6GT分离
胶和 1T浓缩胶，分离胶中加以终浓度为G !6T明胶，
灌胶及电泳操作同普通 J4J(2"#L电泳。按等细胞数
取相应四种细胞系的培养上清与 6 V @体积样品缓冲液
混合均匀，上样后以 6@G A电泳至溴酚蓝前沿进入分
离胶，换 ’GG A 电泳至溴酚蓝距凝胶前沿 @ 3H 处停
止。取出凝胶，加入 6GG H= @ ! 1T 89+7C* \(6GG 洗脱 6
Y。漂洗后，加入 6GG H=明胶酶缓冲液，在 ’.X恒温培
养中温育过夜。漂洗，加新配制的染色液染色过夜。

漂洗，脱色 6 Y，至出现明显清晰的负染带，在光密度扫
描下扫描摄影。

! !# !( 数据处理方法

对比率 ]（实验组侵袭细胞数 [对照组侵袭细胞数）
对照组侵袭细胞数

W 6GGT

实验所得数据应用 ! 检验计算 ! ] 6! &-1，" ^
G!G1；对比率 _ ’GT，" ^ G!G1有显著性意义［’］。

" 结果

" !! 重建基底膜侵袭实验 镜下观察全膜并计数（表
6），数据经 ! 检验处理后显示 "*+,-.’ 细胞对基底膜
的侵袭能力明显高于 "#$%&’() 细胞，穿过基底膜的
细胞数显著高于 "#$%&’() 细胞（ ! ] @U! ’N，" ^
G!GGG 1）。2345"’!6(/"01" 转染后的 "#$%&’()穿过
基底膜的细胞数高于母系 "#$%&’()，侵袭能力明显高
于母系（ ! ] 6N! 16G U，" ^ G! GG@ 1）。2345"’("*(
7+/"01"转染后的 "*+,-.’ 对基底膜的侵袭能力明显
低于母系 "*+,-.’，侵袭穿过基底膜细胞数仅为 "(
*+,-.’的 1N !@T（ ! ] 6G!6&1，" ^ G!GG6）。
" !" 癌细胞趋化性运动能力的测定 镜下观察趋化
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运动过膜的细胞数（表 !），对每膜进行分区，取相同区
域进行细胞计数，数据经 ! 检验处理后显示 "#$%&’(
细胞趋化性运动能力明显增高，趋化过膜的细胞数显

著地高于 ")*+,(-.（ ! / 012 0,，" 3 42 444 5）。
6789"(20-:";5" 转染后的 ")*+,(-. 趋化性运动能
力明显高于母系 ")*+,(-.，趋化过膜的细胞数高于
")*+,(-.（ ! / <2 4<!，" 3 42 445）。6789"(-"#=$:";5"
转染后的 "#$%&’(趋化性运动能力低于母系 "#$%&’(，
趋化过膜的细胞数仅为 "#$%&’(的 !’ 2 5>（ ! / 002 <1，
" 3 42440）。

表 ! 转染前后细胞对重组基底膜侵袭能力的比较
"#$ ! ?@A 7BC%.D$EB# BF 7.%.G$H$=I BF $#J.E$B#

BF =D.#EFA7=AK 7AHH H$#AE .#K $=E %.DA#=E

LAHH H$#AE
?@A #MCGAD BF 7AHHE =@DBMN@ =@A G.EACA#= CACGD.#A

OAGD.#A 0 OAGD.#A ! OAGD.#A (
")*+,(-. 04( 00! 000
:";5" ")*+,(-. 1&0 505 1,5
"#=$-:";5" "#$%&’( 1,( 5<< 5(4
"#$%&’( &&5 ,,1 &(4

表 % 转染前后细胞趋化运动能力的比较
"#$ % ?@A 7BC%.D$EB# BF 7.%.G$H$=I BF 7@ACB=.7=$7 C$ND.=$B#

BF =D.#EFA7=AK 7AHH H$#AE .#K $=E %.DA#=E

LAHH H$#AE
?@A #MCGAD BF 7@ACB=.7=$7 C$ND.=$B# 7AHHE
OAGD.#A 0 OAGD.#A ! OAGD.#A (

")*+,(-. 0, 0( 0&
:";5" ")*+,(-. 1( (( 14
"#=$-:";5" "#$%&’( 0, !’ !<
"#$%&’( ,! &5 ,0

% 2& 癌细胞粘附能力的测定 对 ")*+,(-.、"#$%&’(
及其转染后的两种细胞系粘附能力实验测得的吸光

值，经 ! 检验处理，显示转染前后的瘤细胞对基底膜成
分粘附能力有明显改变（图 0）。

图 ! 转染前后细胞粘附能力结果分析

’() ! ?@A 7BC%.D$EB# BF 7.%.G$H$=I BF .K@AE$B#

BF =D.#EFA7=AK 7AHH H$#AE .#K $=E %.DA#=E

")*+,(-.和 "#$%&’(对 P9、Q9、O.=D$NAH粘附能力
均有差异，其中对 P9、Q9的差异显著（ ! / 520!0，" 3
4244! 5；! / !2 1’(，" 3 42 45）；对 O.=D$NAH 粘附能力的
差异无显著性（ ! / 02 !50，" R 42 45）。6789"(2 0-
:";5" 转染后的 ")*+,(-.对 P9、Q9、O.=D$NAH粘附能
力均高于母系，其中对 P9、Q9的差异显著（ ! / (2 <’’，
" 3 4240；! / (2 ,11，" 3 42 445）；对 O.=D$NAH 粘附能力
的差异无显著性（ ! / 02 (44，" R 4245）。6789" (2 0-
"#=$:";5"转染后的 "#$%&’( 对 P9、Q9、O.=D$NAH 粘附
能力均高于母系，其中对 P9、Q9 的差异显著（ ! / 52
0!0，" 3 4244! 5；! / 025!&，"!4 2 45）；对 O.=D$NAH粘附
能力的差异无显著性（ ! / 42,<5 <，" R 4245）。
% 2* 癌细胞分泌明胶酶能力及活性的测定 经考马
斯亮蓝染色后发现在对照组 ")*+,(-. 和 "#$%&’( 细
胞两个泳道中，在近 <’ ST处可见因明胶酶降解明胶
而产生的负染带区，其中 "#$%&’(的负染带明显清晰，
而")*+,(-.的负染带极弱（图 !）。转染后的")*+,(-.
明胶酶分泌量及活性明显增强，其负染带接近于 "-
#$%&’(；经 6789"(-"#=$:";5" 质粒转染后的 "#$%&’(
明胶酶分泌量及活性明显降低，其负染带接近于

")*+,(-.。

图 % 转染前后细胞明胶酶谱分析

’() % ?@A .#.HIE$E BF .7=$J$=I BF NAH.=$#.EAE FBD =D.#EFA7=AK H$#AE .#K $=E %.DA#=E

0：")*+,(-.；!：:";5" ")*+,(-.；

(："#=$-:";5" "#$%&’(；1："#$%&’(

& 讨论

李钰等采用 C:9"差异显示技术分析了一对细胞
来源相同而转移能力不同的人肺腺癌细胞系

")"*+,(-.和 "#$%&’(，发现 :";5"基因在具有高转移
潜能 的 "#$%&’( 中 高 表 达［0，1 U <］。本 研 究 构 建
6789"(20-:";5"的正义表达载体转染 ")*+,(-.［5］，
构建 :";5" 反义 :9" 转染 "#$%&’(。对转染前后的
细胞进行重组基底膜试验，其结果表明 :";5"转染后
的侵袭基底膜能力比 ")*+,(-. 显著增强，提示
:";5"的表达增高显著提高瘤细胞侵袭基底膜的能
力；转染细胞趋化运动能力也明显增加，提示 :";5"
诱导细胞运动能力提高。转染后的细胞分泌溶解细胞

外基质的明胶酶活力也呈现增强趋势，提示转染后的
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细胞降解细胞外基质的能力有了明显的增强，但与 !"
#$%&’(比其分泌量还较弱。瘤细胞粘附能力也有明显
改变，其中转染后细胞对 )*、+* 的粘附能力显著增
强。,!-.!转染后的细胞对 /012$345的粘附能力也稍
高于 !6789("0，但统计学意义不显著。以上试验结果
充分说明 ,!-.!在肿瘤侵袭转移表型形成中发挥着
重要的作用。,!-.!被认为是原癌基因，其功能为主
要参与调控蛋白的转运，综合前面的分析，推测

,!-.!可能影响了某些包括!明胶酶在内的细胞外
基质蛋白水解酶的活化或高表达。已有研究提示

,!-.!与细胞粘附因子相关联，可以推论 ,!-.! 高
表达与转移的发生和表型形成有直接关系，很可能反

映了跨膜信号系统在转移调控改变中的一个侧面。

转染后的 !#$%&’(细胞对基底膜侵袭能力显著降
低，细胞的趋化性运动能力明显减弱；对基底膜成分的

粘附能力降低；细胞的明胶酶分泌量及活性明显降低

一系列趋向 !#$%&’(变化。体外试验结果充分表明了
,!-.!的反义分子能够有效地阻断 ,!-.!基因的翻
译过程。就其所构建的反义表达载体本身，其可在细

胞内发挥预期作用，为进一步进行体内试验奠定了实

验室基础，同时也提示了 ,!-.!的反义分子可能成为
一种有效的临床抗转移药物。
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