
中华临床医师杂志(电子版)2013 年 7 月第 7 卷第 14 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),July 15,2013,Vol.7,No.14 

 

·6452· 

·基础论著· 

上调 NDRG1 基因表达对人胰腺癌细胞 
MMP-9、VEGF 表达及侵袭 
和迁移的影响 
刘庆宏 姜琳 孙灿林 焦霞 朱晓蔚 林梅 姚娟 于鸿 黄俊星 

【摘要】 目的  建立稳定转染含 N-myc 下游调节基因-1（NDRG1）的 SW1990 细胞株，探讨 NDRG1
对 SW1990 细胞侵袭与迁移能力的影响及其可能的分子机制。方法  经脂质体介导将含有 NDRG1 重组表

达质粒转染人胰腺癌细胞株 SW1990，用 G418 筛选阳性细胞克隆，逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）和

Western blot 鉴定阳性细胞克隆；采用 RT-PCR 及 Western blot 检测阳性细胞克隆 MMP-9 及 VEGF mRNA
与蛋白表达；采用 Transwell 小室侵袭实验与划痕实验分别检测细胞侵袭及迁移能力。结果  N17 克隆组、

转空载体组及未转染组 NDRG1 mRNA 表达量分别为 0.53±0.25、0.26±0.11、0.25±0.13；相应的 MMP-9 mRNA
表达量分别为 0.33±0.18、0.71±0.45、0.76±0.42；相应的 VEGF mRNA 表达量分别为 0.27±0.16、0.68±0.36、
0.69±0.38；相应的 NDRG1 蛋白表达量分别为 0.27±0.13、0.11±0.04、0.12±0.06；相应的 MMP-9 蛋白表达

量分别为 0.12±0.04、0.38±0.15、0.36±0.14；相应的 VEGF 蛋白表达量分别为 0.15±0.08、0.39±0.21、0.40±0.25。
较其他组，N17 克隆组 NDRG1 mRNA 及蛋白表达量显著增加（P<0.01），而 MMP-9、VEGF mRNA 及蛋白

表达量显著降低（P<0.01）。N17 克隆组、转空载体组及未转染组微孔滤膜外侧细胞数分别为 31.27±11.54、
58.93±17.23、60.26±19.38，N17 克隆组较其他组微孔滤膜外侧细胞数显著减少（P<0.01）。N17 克隆组、转

空载体组及未转染组细胞迁移距离分别为 51.35±18.24、120.68±42.97、124.54±51.66，N17 克隆组较其他组

细胞迁移距离显著减少（P<0.01）。结论  SW1990 细胞 NDRG1 表达上调后，细胞侵袭和迁移能力受到显

著抑制，其作用机制可能与 MMP-9 及 VEGF 表达降低有关。 
【关键词】 基质金属蛋白酶9； 血管内皮生长因子类； 细胞运动； N-myc下游调节基因-1； 细胞侵袭  
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 【Abstract】 Objective  To evaluate the effect and mechanism of N-Myc downstream-regulated gene 1 
(NDRG1) on invasion and migration of pancreatic cancer cells. Methods  pcDNA3.0-NDRG1 and pcDNA3.0 
were transfected into SW1990 cells through lipofectamine and positive clones were screened by G418. RT-PCR 
and Western blot were performed to identify mRNA and protein expressions of NDRG1 in SW1990 cells 
respectively. The expressions of MMP-9 and VEGF in positive clones were detected by RT-PCR and Western blot. 
The cell invasion and migrating ability were detected by transwell migration assay and wound healing assay. 
Results  The mRNA levels of NDRG1, MMP-9 and VEGF in N17 clone , pcDNA3.0 transfected and empty 
nutrient fluid groups were: NDRG1 0.53±0.25, 0.26±0.11, 0.25±0.13; MMP-9 0.33±0.18, 0.71±0.45, 0.76±

0.42; VEGF 0.27±0.16, 0.68±0.36, 0.69±0.38, respectively. Accordingly, protein levels were: NDRG1 0.27±

0.13, 0.11±0.04, 0.12±0.06；MMP-9 0.12±0.04, 0.38±0.15, 0.36±0.14；VEGF 0.15±0.08, 0.39±0.21, 0.40
±0.25, respectively. Results showed that both mRNA and protein levels of NDRG1 were significantly increased in 

positive clone of N17, however the expressions of mRNA and protein of MMP-9 and VEGF were significantly 
decreased in N17 clone group, compared with the other two groups(P<0.01). The cells that invaded through the 
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basement membrane filter in N17 clone, pcDNA3.0 transfected and control groups were 31.27±11.54, 58.93±

17.23, 60.26±19.38. Cell migration was significantly decreased in N17 clone group, compared with other two 

groups(P < 0.01). Distance of cell migrating in N17 clone , pcDNA3.0 transfected and control groups were 51.35
±18.24, 120.68±42.97, 124.54±51.66. The distance of cell migrating was significantly decreased in N17 clone 

group, compared with the other two groups(P<0.01). Conclusion  Upregulation of NDRG1 expression significant 
reduced invasion and migrating ability of SW1990 cells, which might be due to the downregulation of the MMP-9 
and VEGF expressions in the SW1990 cells. 

【Key words】 Matrix metalloproteinase 9； Vascular endothelial growth factors； Cell movement； N-Myc 
downstream-regulated gene 1； Cell invasion 

N-myc 下游调节基因-1（N-myc downstream regulated 
gene-1，NDRG-1）是 NDRG 基因家族成员，目前已克

隆的人源 NDRG 基因包括 NDRG1、NDRG2、NDRG3
和 NDRG4，它们在人体内的组织分布各不相同[1]。

NDRG1 是该家族中最先被克隆并命名的基因，与细胞

增殖、细胞分化、组织器官发育及机体应激反应密切

相关，参与多种肿瘤的发生、发展、转移和血管形成，

多种生理或病理因素可诱导调控 NDRG1 的表达[2]，但

对于 NDRG1 在肿瘤进展过程中的确切功能及其具体

机制，迄今尚不甚明了。为此，本研究采用脂质体介

导的稳定转染，将 NDRG1 导入人胰腺癌 SW1990 细

胞，获得稳定高表达 NDRG1 的细胞克隆，观察该转

基因细胞克隆侵袭和迁移能力的改变，并探讨 NDRG1
对 SW1990 细胞生物学特征影响的可能分子机制。 

材料和方法 

一、主要材料 
pcDNA3.0-NDRG1 重组真核表达质粒由日本久留

米大学医学部 Maruyama 博士馈赠；人胰腺癌细胞株

SW1990 由复旦大学附属肿瘤医院中西医结合科刘鲁

明教授馈赠；RPMI-1640、无血清培养液 OPTIMEN、

胎牛血清、G418、RT-PCR 试剂盒购于美国 Gibco 公

司；Trizol 试剂、Lipofectamine 2000 转染试剂盒、Qiagen
试剂盒购自德国 Roche 公司；二辛可宁酸（BCA）蛋

白检测试剂盒及 Transwell 小室购于美国 Invitrogen 公

司；鼠抗人 NDRG1、鼠抗人 MMP-9、鼠抗人 VEGF
单克隆抗体及 ECL 化学发光试剂盒购于美国 Santa 
Cruz 公司；PCR 引物由上海生工生物有限公司合成；

基因测序由上海芯超生物科技有限公司进行。 
二、细胞转染及阳性细胞克隆筛选 
pcDNA3.0-NDRG1 重组真核表达质粒经常规酶切

鉴定[3]，测序后大量扩增，Qiagen 试剂盒纯化，-20 ℃
保存备用。SW1990 细胞于 37 ℃、5% CO2、饱和湿

度培养箱及含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基中

培养，0.25%胰蛋白酶消化传代。基因转染采用

Lipofectamine 介导，阳性克隆用 G418（500 μg/ml）筛

选，具体流程参照文献[4]。以未转染（仅加入 RPMI-1640

培养液）SW1990 细胞及转空载体 pcDNA3.0 SW1990
细胞作为对照。 

三、RT-PCR 法及 Western blot 法鉴定稳定高表达

NDRG1 的阳性细胞克隆 
RT-PCR 法：各组细胞生长至亚融合时，弃完全培

养液，TBS 洗 2 次，Trizol 试剂抽提总 RNA，分光光

度计检测 RNA 浓度及纯度，逆转录成 cDNA，等量

cDNA 在 PCR 仪上进行扩增反应。其引物序列如下：

内参照 β-actin 上游 5'-GGTCTAGTACAAACTCTGG 
AAGTTGTG-3'；下游 5'-TGAGAAGGTCGGAAGGAA 
GGACCCGTA-3'，产物 420 bp。NDRG1上游 5'-ACTCA 
AAATTGGACCCAACAAAG-3'；下游 5'-CTGCTGG 
GAACAGCGCCGGGCCCA-3'，产物 326 bp。PCR 反

应条件为 94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，60 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 32 个循环。取 5 μl 扩
增产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统扫描条

带，以目的条带与内参 β-actin 条带灰度比值表示

mRNA 相对表达量。每一样本的最后结果为三次独立

电泳实验的平均值。 
Western blot 法：各组细胞生长至亚融合时，弃完

全培养液，TBS 洗 2 次，按本实验室常规方法提取总

蛋白[5]，BCA 蛋白检测试剂盒定量，-70 ℃保存。取

20 μl 蛋白行 12%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）变性电泳，恒定电压 100 mV，电泳 2.5 h，
恒定电流 300 mA 转至硝酸纤维素膜 2.5 h，5%脱脂奶

粉室温封闭 1 h 后 TBST 漂洗，鼠抗人 NDRG1 单克隆

抗体（1∶200）4 ℃孵育过夜，含 0.05%吐温 20 的 TBST
漂洗 3 次，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠二抗

（1∶5000），37 ℃摇床孵育 1 h，按 ECL 化学发光试

剂盒说明书进行曝光显影。以目的条带与内参 β-actin
条带灰度比值表示蛋白相对表达量。每一样本的最

后结果为三次独立电泳实验的平均值。 
四、RT-PCR 法与 Western blot 法检测各组细胞

MMP-9 及 VEGF 表达 
RT-PCR 法：取各组细胞，同上述抽提总 RNA，

进行逆转录及 PCR 反应。PCR 引物如下：MMP-9 上

游 5'-GCCGGCAGGATGGCAAGCTCTGGTGTG-3'；
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下 游 5'-ACCTCCACCACTGAGGAGGAGGAGGAG- 
3'，产物 347 bp。VEGF上游 5'-ATCTGCGGTGCTTCCC 
TCATCTCTC-3'，下游 5'-GCCTCCCATGTCTTCCCTG 
CCGGCA-3'，产物 278 bp。内参照 β-actin 同上。每一

样本的最后结果为三次独立电泳实验的平均值。 
Western blot 法：取各组细胞，具体过程同上述。

一抗为鼠抗人 MMP-9 单克隆抗体（1∶200）及鼠抗人

VEGF 单克隆抗体（1∶200），二抗为辣根过氧化物

酶标记的山羊抗鼠二抗（1∶5000）。每一样本的最后

结果为三次独立电泳实验的平均值。 
五、细胞侵袭实验 
取各组细胞，用无血清培养液培养 12 h，调整细

胞浓度为 5×10
4
细胞/ml。在 24 孔板培养孔中加入

Transwell 小室，小室底部由孔径 8 μm 的微孔滤膜封

闭，滤膜上浮铺 1∶5 稀释的人工基底膜。下层培养孔

内加含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养液，上层小室

内加 100 μl（含 0.5×10
4
细胞数）的各组细胞悬液，

继续培养 24 h，取出上层小室，90%乙醇固定，0.1%
结晶紫溶液染色，置于倒置显微镜下观察拍照，随机

选取 10 个无重叠低倍视野（×100）对微孔滤膜外侧

细胞进行计数，结果取平均值。 
六、细胞迁移能力检测（划痕实验） 
将各组细胞以 1×10

4
细胞/ml 的密度接种于 6 孔

板内，待细胞生长至 80%融合左右，换为无血清培养

液培养 24 h，用 200 μl 的枪头在单层细胞上划痕，用

PBS 洗一遍，继续用无血清培养液培养 24 h，倒置显

微镜下，同一视野内观察并测量 0 h 和 24 h 划痕两侧

边缘的距离。实验重复三次，结果取平均值。 
七、统计学分析 
所有数据以均数±标准差（ x s± ）表示，应用SPSS 

13.0 软件进行统计分析，采用 One-Way ANOVA 作方

差分析后，组间两两比较使用 Bonferroni's post-hoc 检

验。P<0.05 表示差异具有统计学意义。 

结    果 

一、阳性细胞克隆鉴定 
pcDNA3.0-NDRG1 重组真核表达质粒，经 EcoR

Ⅰ和XhoⅠ双酶切及EcoRⅠ单酶切鉴定，证明NDRG1
基因已被正确地重组至 pcDNA3.0 载体中（图 1）。测

序结果显示,与基因库（GI:207028746）NDRG1 cDNA
序列一致。转染 pcDNA3.0-NDRG1 的 SW1990 细胞经

G418 筛选 2 周后，共获得 28 个克隆（命名为 N1～
N28），RT-PCR 和 Western blot 检测结果显示，与转

空载体组及未转染组比较，其中 N17 克隆稳定高表达

NDRG1 mRNA 及蛋白（P<0.01），见图 2，3，表 1。
以下实验中仅选择 N17 克隆作为实验对象。 

表 1  各组细胞 NDRG1 mRNA 及蛋白表达( x s± ，n=3) 

组别 NDRG1 mRNA NDRG1 蛋白 

N17 克隆组 0.53±0.25 0.27±0.13 

转空载体组 0.26±0.11a 0.11±0.04a 

未转染组 0.25±0.13a 0.12±0.06a 

注：与 N17 克隆组比较，aP <0.01 

二、各组细胞 MMP-9 与 VEGF mRNA 及蛋白的表

达 
RT-PCR 结果显示，N17 克隆组 MMP-9 mRNA 表

达较转空载体组显著降低（P<0.01），转空载体组与

未转染组间差异无统计学意义（P>0.05）；N17 克隆

组 VEGF mRNA 表达较转空载体组显著降低

（P<0.01），转空载体组与未转染组间差异无统计学意

义（P>0.05）。见图 2，表 2。 

表 2  各组细胞 MMP-9 及 VEGF mRNA 表达( x s± ，n=3) 

组别 MMP-9 VEGF 

N17 克隆组 0.33±0.18 0.27±0.16 

转空载体组 0.71±0.45a 0.68±0.36a 

未转染组 0.76±0.42a 0.69±0.38a 

注：与 N17 克隆组比较，aP <0.01 

Western blot 结果显示，N17 克隆组 MMP-9 蛋白

表达较转空载体组显著降低（P<0.01），转空载体组

与未转染组间差异无统计学意义（P>0.05）；N17 克

隆组 VEGF 蛋白表达较转空载体组显著降低

（P<0.01），转空载体组与未转染组间差异无统计学意

义（P>0.05）。见图 3，表 3。 

表 3  各组细胞 MMP-9 及 VEGF 蛋白表达( x s± ，n=3) 

组别 MMP-9 VEGF 

N17 克隆组 0.12±0.04 0.15±0.08 

转空载体组 0.38±0.15a 0.39±0.21a 

未转染组 0.36±0.14a 0.40±0.25a 

注：与 N17 克隆组比较，aP <0.01 

三、细胞侵袭实验及细胞迁移能力检测结果 
对Transwell小室微孔滤膜外侧细胞进行计数后结

果显示，与转空载体组比较，N17 克隆组微孔滤膜外

侧细胞数显著减少（P<0.01），转空载体组与未转染

组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 4，表 4。 

表 4  各组细胞计数结果( x s± ，n=10) 

组别 细胞数 

N17 克隆组 31.27±11.54 

转空载体组 58.93±17.23a 

未转染组 60.26±19.38a 

注：与 N17 克隆组比较，aP <0.01 



中华临床医师杂志(电子版)2013 年 7 月第 7 卷第 14 期  Chin J Clinicians(Electronic Edition),July 15,2013,Vol.7,No.14 

 

·6455· 

 
 
划痕实验结果显示，与转空载体组比较，N17 克

隆组细胞迁移距离显著减少（P<0.01），转空载体组

与未转染组间差异无统计学意义（P>0.05）。见图 5，
表 5。 

表 5  各组细胞划痕实验迁移距离( x s± ，n=3) 

组别 迁移距离(μm) 

N17 克隆组 51.35±18.24 

转空载体组 120.68±42.97a 

未转染组 124.54±51.66a 

注：与 N17 克隆组比较，P<0.01 

讨    论 

研究发现 NDRG1 在多种肿瘤组织及肿瘤细胞株

中表达显著降低，NDRG1 基因有望成为一个候选的抑

癌基因。Kovacevic 等[6]报道，上调体外培养的乳腺癌、

前列腺癌和膀胱癌细胞内 NDRG1 的表达后，癌细胞

的生长受到显著抑制；动物实验结果也显示，将高表

达或低表达 NDRG1 的膀胱癌细胞分别种植裸鼠皮下，

前者在裸鼠皮下成瘤能力及肝转移发生率较后者明显

降低。本实验为探讨 NDRG1 对胰腺癌细胞生物学特
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征影响的作用机制，采用脂质体介导将 NDRG1 基因

转染 SW1990 细胞，通过 G418 筛选，RT-PCR 和

Western blot 检测结果显示，N17 阳性克隆 NDRG1 
mRNA 及蛋白表达均显著高于对照组，该结果证实成

功获得稳定高表达 NDRG1 的 N17 阳性细胞克隆。本

实验结果还显示，与对照组相比，N17 克隆细胞侵袭

和迁移能力显著降低。 
大量实验研究证实，基质溶解酶对细胞外基质

（ECM）和基底膜的降解和破坏是肿瘤发生侵袭、转移

的关键环节之一。MMP-9 作为基质金属蛋白酶系统重

要成员，通过降解和破坏细胞外基质中的胶原和蛋白

多糖，促进肿瘤内血管的生长及肿瘤的侵袭和转移[7]。

VEGF 是目前已知的血管生成过程中最重要的正向调

控因子，促进新生毛细血管的形成，抑制新生血管内

皮细胞的凋亡，与多种恶性肿瘤的生长、转移和预后

密切相关[8]。本实验结果显示，与对照组相比，N17
克隆 MMP-9 及 VEGF mRNA 及蛋白表达均显著降

低，该结果不仅表明NDRG1参与SW1990细胞MMP-9
及 VEGF 的代谢过程，而且提示 NDRG1 抑制胰腺癌

细胞侵袭与迁移能力是通过下调 MMP-9 与 VEGF 的

表达来实现的。然而，NDRG1 作为一种新的候选抑癌

基因，目前对于其抑制胰腺癌的生长、侵袭及转移的

作用机制还远未阐明。近几年，研究发现 NDRG1 除

了可通过 P53 信号通路抑制肿瘤细胞增殖并促进细胞

凋亡，甲基化抑制剂 5-氮杂胞嘧啶核苷、缺氧诱导因

子 1 及多种分化调节剂如维甲酸、维生素 D 等也可上

调胰腺癌细胞 NDRG1 的表达[9]。N-myc /NDRG1 信号

通路与 ERK、JNK、PKC、MAPK、RAS、AP-1、NF/kappaB
信号通路之间也存在着复杂的交叉及串联[10]。这些实验

结果提示，今后还必须进一步加强研究 N-myc/NDRG1

信号通路与其他信号通路及相关调控因子的相互关

系，才可能从本质上阐明 NDRG1 抑制胰腺癌进展的

作用机制及其相关调控机制，从而探索出更具有针对

性和有效的治疗胰腺癌的方法。 
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