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Abstract:Objective　Tostud ytheeffectofurinar ytr ypsininhibitor ( UTI ) ontheex pressionofurokinase 2
type plasminogenactivator (uPA) inhumantransitionalcellbladdercancercellT24invitroandinvesti gatethe

mechanismofUTIinhibitin gbladdertumormetastasisandinvasion. Methods　Semi2quantitiesRT 2PCRand

immunohistochemicaltechni queswereusedtoexaminetheex pressionofuPAinT24cellafterdifferentdoseof

UTIwereaddedtoT24cellculturedinvitro. Results　Theex pressionofuPAwassu ppressedb yUTIwitha

negativedose 2effectcorrelation. Conclusion　UTIcansi gnificantlyinhibittheex pressionofuPAinhuman

bladderT24cell,andtheeffect providestheex perimentalevidenceforthemechanismofUTIinhibitin gblad 2
dertumormetastasisandinvasion.
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摘 　要 :目的 　体外研究尿胰蛋白酶抑制物对人膀胱癌 T24 细胞尿激酶型纤溶酶原激活剂表达的影响 ,

探讨 UTI 抑制膀胱肿瘤侵袭和转移的机制。方法 　采用免疫组化和半定量逆转录聚合酶链式反应

(RT2PCR)检测不同量的 UTI 对体外培养的人移行细胞膀胱癌 T24 细胞 uPA 表达的影响。结果 　免疫

组化和 RT2PCR 结果均表明 ,UTI 能拮抗 uPA 的表达并呈负的剂量效应关系。结论 　UTI 能有效抑制

人膀胱癌 T24 细胞 uPA 的表达 ,为 UTI 抑制膀胱肿瘤侵袭和转移提供了实验依据。
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0 　引言

近年的研究表明尿胰蛋白酶抑制物 ( urinar y

tr ypsininhibitor,UTI ) 能抑制肿瘤的侵袭和转

移[1] ,而尿激酶型纤溶酶原激活剂 ( urokinase2type

plasminogenactivator,uPA )在肿瘤的侵袭和转移过

程中起着重要的作用[2] 。为了探讨 UTI 抑制肿瘤

侵袭和转移的机制 ,我们分别采用免疫组化和半定

量逆转录聚合酶链式反应 ( RT2PCR) 技术检测不同

剂量的 UTI 对体外培养的人移行细胞膀胱癌 T24

细胞 uPA 的表达影响 , 现报告如下。

1 　材料与方法

1.1 　实验材料 　UTI 由美国 Sigma 公司生产 ,胎

牛血清、RPMI1640 培养基和 Trizol 试剂由美国

GIBCO公司生产 ,RT 2PCRRNAPCRKit (AMV )

Ver.2.1 试剂盒由日本 TaKaRa 公司生产 ,抗 uPA

多克隆抗体、琼脂糖、免疫组化 SP 试剂盒和 AEC 显

色试剂盒由武汉博士德公司提供。其余试剂均为分

析纯。

1.2 　细胞株、细胞培养和实验分组 　人移行细胞膀

胱癌 T24 细胞由武汉大学生命科学院典藏中心提

供。将 T24 细胞置于含 10% 灭活胎牛血清的 RP2
MI1640 培养液中 ,37 ℃,5%CO 2 孵箱内培养至

T24 细胞处于对数生长期时 ,用0.25% 胰蛋白酶常

规消化后传代至对数生长期 ,将 T24 细胞分为 5

组 ,除对照组加 PBS100μl (A 组) 外 ,其余 4 个试验

组分别加 10μl (B 组) 、20μl ( C 组) 、50μl ( D 组 ) 、

100μl ( E 组) 的 UTI, 并继续置入 CO2 孵育箱培养

48h 后进行以下操作。

1.3 　UTI 对 uPA 表达的免疫组化和 RT2PCR 检测

1.3.1 　细胞的免疫组化染色 　将各试验和对照组

细胞用0.25% 胰蛋白酶消化制成 1 ×105/ml 细胞浓

度的悬液 ,800r·min -1 离心 8min 后 ,每张载片用0.2

ml 涂片 ,用 4% 多聚甲醛固定 15min,PBS 冲洗 ,免
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疫组织化学染色按照 SP 试剂盒和 AEC 显色试剂盒

说明书中的步骤进行。抗 uPA 多克隆抗体以 1∶100

稀释 ,甘油封片。以胞浆或胞核染为红色为阳性细

胞。

1.3.2 　半定量 RT2PCR 检测 　T24 细胞总 RNA

的提取参照 Trizol 试剂的说明书进行。提取的总

RNA 经紫外分光光度计测定 ,OD260/OD280 值在

1.8 ～2.0 之间。RT2PCR 按 TaKaRaRNAPCR 试

剂盒的说明书进行。逆转录反应体系为 20μl, 总

RNA 为 2μl。逆转录反应结束后 , 取 10μl 逆转录反

应产物 , 加入 MgCl2 (25mM ) 3μl,10 ×RNAPCR

Buffer4μl,TaKaRaTa q TM (5U/μl) 0.25μl,uPA 和

β2actin 的上、下游引物 (大连宝生物工程有限公司)

各 1μl,PCR 的反应体系为 50μl。UPA 的上游引物

序列 :5 ’2GCCGAGATTCTGAACATA 23’, 下游引

物序列 :5 ’2TCTGAGGCAGTCAAGGAG 23’, 预计

扩增产物为 367bp。β2actin 的上游引物序列 :5 ’2
CCCAGAGCAAGAGAGGCTC23’, 下游引物序列 :

5’2AGCACAGCCTGGATAGCAAC 23’, 预计扩增产

物为 250bp。PCR 反应条件 :94 ℃预变性 2min,

94 ℃30 秒 ;60 ℃30 秒 ;72 ℃1.5 min。循环 30 次。

PCR 反应结束后取 3μlPCR 产物在 1% 的琼脂糖凝

胶上进行电泳 , 应用 UVP 凝胶成像系统扫描 , 测

定标本的灰度值 , 以β2actin 作为内参照 , 计算出每

个标本 uPA 与β2actin 表达量的比值。

1.4 　统计学分析 　所有检验结果用 �x ±s 表示 ,组

间差异用 t 检验进行显著性检验 ,以 SAS 6.12 统计

软件进行分析。

2 　结果

2.1 　免疫组化检测结果 　正常情况下 , 对照组 (A

组)人移行细胞膀胱癌 T24 细胞分泌的尿激酶型纤

溶酶原激活剂在胞浆中染成红色。滴加不同量尿胰

蛋白酶抑制物的各实验组中 T24 细胞分泌的 uPA

在胞浆中的染色明显变淡 , 而且 uPA 在胞浆中的

染色程度与 UTI 的量呈明显的负相关效应。

2.2 　半定量 RT2PCR 检测结果 　各组 T24 细胞中

uPA 的 PCR 扩增产物电泳结果 ,见图 1。UPAmR 2
NA 在对照组和各实验组 T24 细胞中的相对表达

量 , 见表 1。

　　如图 1 所示 ,1、2、3、4、5 泳道分别是 A、B、C、D、

E5 组的 uPA 和对应的β2actin 条带 ,其中 uPA 大小

约为 367b p,β2actin 大小约为 250b p。

　　如表 1 所示 , 与正常对照组相比 , 经过不同量

UTI 处理后的各实验组 T24 细胞中 uPAmRNA 的

表达明显降低 , 差异有显著性意义 ( P < 0.01 ) 。

图 1 　各组 uPA的 PCR扩增产物电泳结果

表 1 　uPAmRNA 在 T24细胞中的相对表达量

组别 滴加 UTI 的量 (μl) uPAmRNA 的相对量

A 0 0.952 ±0.015

B 10 0.623 ±0.010 3 3

C 20 0.545 ±0.008 3 3

D 50 0.483 ±0.012 3 3

E 100 0.420 ±0.007 3 3

　　与 A 组相比 , 3 P < 0.05 , 3 3 P < 0.01

3 　讨论

肿瘤细胞降解细胞外基质、基底膜的过程是肿

瘤浸润和转移的前提。在这个过程中 ,有一系列的

蛋白酶参与 ,其中最重要的就是尿激酶型纤溶酶原

激活剂 (uPA) 。肿瘤细胞首先分泌的是无活性的单

链原酶 Pro2uPA, 后者与细胞表面的特异性 uPA 受

体相结合后被血浆中的某些组织蛋白酶激活成活性

双链 uPA。活性 uPA 一方面激活纤溶酶系统直接

降解细胞外基质、基底膜 ,另一方面还激活金属蛋白

酶间接参与细胞外基质成分的降解 ,从而引起肿瘤

细胞的侵袭和转移。同时被 uPA 激活的纤溶酶原

又反馈激活 Pro2uPA 变成双链 uPA, 继而再激活纤

溶酶原形成更多的纤溶酶 ,以适应肿瘤细胞侵袭和

转移的需要。由于 uPA 含量的高低与肿瘤的体积、

组织学类型及淋巴结转移等情况密切相关 ,因而常

常作为临床判断膀胱肿瘤恶性程度和预后的指

标[3] 。UTI 是近年来发现的一种存在于血浆和尿

液中含有 Ⅱ型 Kunitz 第二结构域的蛋白多糖 ,具有

抑制多种丝氨酸蛋白酶活性和广泛的抗炎、抗肿瘤

等作用。到目前为止国内还没有关于 UTI 抑制肿

瘤侵袭和转移机制的报告。过去认为 UTI 主要是

通过与肿瘤细胞表面的 UTI 受体结合 ,改变细胞表

面的环境、调节一些血浆酶的活性来抑制肿瘤细胞

的浸润和转移[4] 。新的研究发现 ,UTI 不能抑制肿

瘤细胞的增生 ,其抑制肿瘤的浸润和转移也不是

UTI 直接作用于肿瘤细胞的结果 ,而是通过抑制与

肿瘤细胞受体相关的纤溶酶系统而发挥作用 ,而这

个过程与 UTI 抑制 uPA 密切相关。
(下转第 761 页)
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文献报道[628] ,多数恶性肿瘤细胞中不仅能检

测到高水平的血管内皮生长因子 VEGF, 而且抑制

VEGF 的表达后能显著抑制肿瘤细胞的生长 ,

VEGF 不仅通过调节血管形成促进肿瘤生长 ,还可

能通过自分泌促进肿瘤细胞自身的生长。本实验观

察到肠复康可明显降低 VEGF 的含量 ,提示肠复康

抑制移植瘤增殖的机制之一可能也通过减少癌细胞

VEGF 的生成而发挥作用。

综上 ,肠复康具有抑制人大肠癌 HT229 裸鼠移

植瘤细胞增殖的作用 ,其机制可能与抑制细胞增殖

相关 Ki267 基因表达 ,及抑制癌细胞 VEGF 的表达

有关。

(本文图见封 3)
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　　本研究的免疫组化结果显示 ,所有的 T24 细胞

胞浆中均呈现不同程度的染色 ,而且随着 UTI 量的

增多 ,T24 细胞胞浆染色明显减弱 ,说明 UTI 能抑

制 T24 细胞 uPA 蛋白的分泌。同时半定量 RT2
PCR 的检测结果也表明 ,T24 细胞中 uPAmRNA

的水平在经过 UTI 处理后有显著的降低 ,进一步表

明 UTI 能拮抗人移行细胞膀胱癌 T24 细胞 uPA 的

表达并呈负的剂量效应关系 ,这与其他学者的研究

结果是相符的[5] 。Kobayashi 等[6] 研究了 UTI 对人

卵巢癌细胞 uPAmRNA 表达的影响 ,他发现 UTI

是通过阻断人卵巢癌细胞 PKC 及 MEK/ERK/c 2
Jun 依赖性信号传导途径从而达到抑制人卵巢癌细

胞 uPAmRNA 表达的作用。这些研究都说明 UTI

在抑制肿瘤侵袭和转移过程起着重要的作用 ,同时

也为膀胱肿瘤的治疗提供了新的参考方法和途径。

当然 ,对 UTI 抑制膀胱肿瘤 uPA 表达的具体机制

还有待于进一步研究。
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