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基质金属蛋白酶２６能促进人低转移肺癌９５Ｃ细胞浸润能力
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　　［摘要］　目的　探讨基质金属蛋白酶２６（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２６，ＭＭＰ２６）对低转移肺癌９５Ｃ细胞浸润能力的影
响及机制。方法　 构建含ＭＭＰ２６ｃＤＮＡ的表达质粒ＰＵＣ５７ＭＭＰ２６，转染到ＭＭＰ２６低表达的９５Ｃ细胞，并筛选稳定表
达的含ＭＭＰ２６ｃＤＮＡ的细胞，ＲＴＰＣＲ检测ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达，明胶酶谱分析检测过表达ＭＭＰ２６对９５Ｃ细胞
分泌ＭＭＰ９的影响，侵袭试验检测细胞体外侵袭力，双荧光免疫细胞化学染色检测 ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９蛋白在细胞内的定
位。结果　转染含ＭＭＰ２６ｃＤＮＡ表达质粒的９５Ｃ细胞ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５）。明胶酶谱分析显示
过表达ＭＭＰ２６的９５Ｃ细胞分泌ＭＭＰ９能力、体外侵袭力明显增强（Ｐ＜０．０５）。双荧光免疫细胞化学染色发现ＭＭＰ２６、
ＭＭＰ９在细胞内共定位。结论　 ＭＭＰ２６可以促进肺癌９５Ｃ细胞的侵袭力，ＭＭＰ２６促进侵袭的作用至少部分是通过调
节ＭＭＰ９表达实现的。
　　［关键词］　 基质金属蛋白酶类；９５Ｃ细胞；细胞浸润
　　［中图法分类号］　Ｒ３４５；Ｒ７３３７；Ｒ７３４．２　　 ［文献标志码］　Ａ
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　　目前研究证实基质金属蛋白酶２６（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２６，ＭＭＰ２６）在卵巢癌、食道癌、子宫内膜
癌、前列腺癌等［１－６］发生和转移中起着重要作用，

ＭＭＰ２６可促进肿瘤的侵袭转移。我们前期研究发现
ＭＭＰ２６在非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）表达远高于正常肺组织和非典型增生，与淋巴
转移相关［７］。本研究以低转移肺癌９５Ｃ细胞为模型，
通过基因转染方法，研究 ＭＭＰ２６对细胞浸润行为的
影响及其作用的途径，以期探讨 ＭＭＰ２６在 ＮＳＣＬＣ浸
润中的作用及其调控机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　兔抗人ＭＭＰ２６多克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司，鼠抗人ＭＭＰ９
多克隆抗体、Ａｃｔｉｎ抗体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＬｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅＴＭ

２０００和 ＲＮＡ提取试剂 ＴＲＩｚｏｌ购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｇ４１８
购于Ｇｉｂｃｏ公司，质粒 ＰＵＣ５７购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＴａＫａＲａＯｎ
ｓｔｅｐＲＮＡＰＣＲｋｉｔ（ＡＭＶ）购自宝生物工程（大连）有限公司，９５
Ｃ肺癌细胞株购自北京肿瘤研究所，大肠杆菌 ＤＨ５ａ由重庆医
科大学基础医学研究所提供，限制性内切酶及细胞培养试剂均

购自福建迈新公司。

１．２　人低转移肺癌９５Ｃ细胞的培养
　　９５Ｃ购于北京肿瘤医院细胞库。冻存于液氮的９５Ｃ细胞
经复苏后，于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养于含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养液中，经过３次传代稳定后，进行基因转染。
１．３　构建ＭＭＰ２６表达质粒并转染细胞
　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ的人ＭＭＰ２６ｃＤＮＡ序列，设计上游引物５′
ＡＣＡＴＡＴＧＡＣＣＴＣＣＡＴＣＴＣＧＣＣＡＧ３′和下游引物 ５′ＴＧＡＡＴＴＣＴ
ＴＡＴＣＣＡＴＡＣＡＡＡＴＧＣＴＧＧ３′由上海生工合成。参照 ＴＲＩｚｏｌ法
从Ａ５４９细胞提取总 ＲＮＡ，取３μＬ总 ＲＮＡ，按照 ＴａＫａＲａ试剂
盒步骤做ＲＴＰＣＲ，反应体系５０μＬ，然后取ＲＴＰＣＲ产物５μＬ，
按照 ＰＵＣ５７ＥａｓｙＶｅｃｔｏｒＳｙｓｔｅｍｓ说明书构建重组载体，转化
ＤＨ５ａ感受态大肠杆菌，挑选转化子，提取质粒，经酶切和测序
鉴定ＰＵＣ５７ＭＭＰ２６构建成功。采用ＬｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅＴＭ２０００系统将
ＰＵＣ５７ＭＭＰ２６质粒转染到９５Ｃ细胞２４ｈ后，加入２５０μｇ／ｍＬ
Ｇ４１８筛选１周，将存活细胞克隆并逐代扩增，获得稳定转染的
细胞株。同时用ＰＵＣ５７空质粒转染９５Ｃ细胞，并筛选稳定细
胞株作为阴性对照。

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞浸润实验
　　将有８μｍ小孔聚碳酸酯滤膜的培养小室上铺０．０５ｇ／Ｌ
Ⅰ型胶原后，接种１００μＬ９５Ｃ细胞（１×１０５／ｍＬ），培养小室及
其下层培养皿中均加入含 １０％血清的 ＤＭＥＭ培养液。２４ｈ
后，取出培养小室，用 ２．５％戊二醛固定 １５ｍｉｎ，并以 ０．５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理３ｍｉｎ，苏木精染核１５ｍｉｎ，将培养小室倒置，
在光学显微镜下观察、照相，并计数滤膜底面的细胞数，以转染

ＰＵＣ５７ＭＭＰ２６的９５Ｃ浸润细胞数为１００％，计算其他细胞浸
润的百分率。

１．５　细胞总ＲＮＡ的提取和半定量ＲＴＰＣＲ
　　根据ＴＲＩｚｏｌ试剂的说明提取培养细胞的总ＲＮＡ，紫外分光

光度计定量后，冻存于－８０℃。取１μｇ总ＲＮＡ，在２０μＬ体系
中用ｏｌｉｇｏ（ｄ）Ｔ引物和 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶进行逆转录反
应，随后取出１μＬ产物进行 ＰＣＲ反应。根据 ＮＣＢＩ数据库提
供的人ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９ｃＤＮＡ序列设计特异 ＰＣＲ引物（引物
序列等信息见表１）。经预实验确定 ＰＣＲ反应的“指数期”，选
取在“指数期”内，且经凝胶电泳能检测到反应产物的最小扩增

循环数，进行半定量 ＰＣＲ反应。结果以相同起始模板量的管
家基因ＧＡＰＤＨ扩增产物进行校正。反应产物经２％琼脂糖凝
胶电泳，紫外光下凝胶成像，经 ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件进行灰度
定量分析。

表１　ＲＴＰＣＲ所用引物序列和反应条件

基因 　　　　引物序列
片段大小

（ｂｐ）

温度

（℃）

循环

次数

ＭＭＰ２６ 正义链：５′ＡＣＡＴＧＡＴＡＴＧＡＡＧＣＣＡＴＣＣＧＣ３′ ３１０ ５４ ３０

反义链：５′ＧＣＣＣＡＡＡＧＡＡＴＧＣＣＣＡＡＴＣＴＣ３′

ＭＭＰ９ 正义链：５′ＧＴＧＣＴＧＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＴＧＣＴ３′ ３０３ ６８ ３０

反义链：５′ＧＴＣＧＣＣＣＴＣＡＡＡＧＧＴＴＴＧＧＡＡ３′

ＧＡＰＤＨ 正义链：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′ ４５２ ５５ ２２

反义链：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′

１．６　双荧光免疫细胞化学
　　细胞爬片在４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ后，以０．５％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００处理１０ｍｉｎ，１％ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ，吸去封闭液；加入
１∶１００稀释的兔抗人ＭＭＰ２６抗体和１∶５０稀释的鼠抗人ＭＭＰ９
抗体混合液，在湿盒内４℃过夜；ＰＢＳ清洗３次，加入１∶１００稀
释的ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体和 ＴＲＩＡＴ标记的兔抗鼠 ＩｇＧ
抗体，湿盒内３７℃避光孵育３０ｍｉｎ。ＩｇＧ和 ＢＳＡ作为阴性对
照，于激光共聚焦扫描显微镜下观察分析照相。

１．７　明胶酶谱分析
　　取适量细胞培养液，以１∶１与样品缓冲液混合，３７℃放置
３０ｍｉｎ，样品于含１ｇ／Ｌ明胶的１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳
２ｈ，将凝胶在含 ２．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 Ｔｒｉｓ缓冲液中室温洗
１ｈ，于孵育液中３７℃孵育过夜。０．１％考马斯亮蓝Ｒ２５０染色
６０ｍｉｎ，用脱色液脱色。凝胶扫描后，ＧｅｌＰｒｏＡｎａｌｙｚｅｒ软件进行
灰度定量分析。

１．８　统计学分析
　　每组实验均用不同批次的细胞重复至少３次，半定量 ＲＴ
ＰＣＲ结果以ＧＡＰＤＨ作为内参照，计算出相对灰度值，将至少
３次的实验结果进行统计分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异分
析采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　过表达ＭＭＰ２６的９５Ｃ细胞中ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达的变化

　　ＲＴＰＣＲ结果显示，转染 ＭＭＰ２６的质粒的 ９５Ｃ细胞
ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ水平明显增高（图１）。

２．２　过表达ＭＭＰ２６的９５Ｃ细胞浸润能力明显增强
　　细胞浸润实验显示，９５Ｃ、加脂质体９５Ｃ和转染空质粒的
９５Ｃ细胞ＰＵＣ５７细胞浸润能力均较弱，而ＰＵＣ５７转染９５Ｃ细
胞浸润能力明显增强（Ｐ＜０．０５，图２）。
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１：９５Ｃ细胞；２：脂质体对照９５Ｃ细胞；３：转染空质粒的 ９５Ｃ细
胞；４：转染ＭＭＰ２６质粒的９５Ｃ细胞；ａ：Ｐ＜０．０５，与转染 ＭＭＰ２６
质粒的９５Ｃ细胞比较
图１　各组９５Ｃ细胞中ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９的ｍＲＮＡ表达
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Ａ：９５Ｃ细胞；Ｂ：脂质体对照９５Ｃ细胞；Ｃ：转染空质粒的９５Ｃ细

胞；Ｄ：转染 ＭＭＰ２６质粒的 ９５Ｃ细胞；Ａ～Ｄ：×２００；Ｅ：浸润到

ｉｎｓｅｒｔ膜下层细胞计数　１：９５Ｃ细胞；２：脂质体对照９５Ｃ细胞；３：

转染空质粒的９５Ｃ细胞；４：转染 ＭＭＰ２６质粒的９５Ｃ细胞；ａ：Ｐ

＜０．０５，与转染ＭＭＰ２６质粒的９５Ｃ细胞比较

图２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞浸润实验检测各组９５Ｃ细胞的浸润能力

２．３　过表达ＭＭＰ２６对９５Ｃ细胞分泌ＭＭＰ９的影响
　　明胶酶谱分析结果表明正常９５Ｃ细胞分泌ＭＭＰ９的水平
低，而转染ＭＭＰ２６质粒２４ｈ后的９５Ｃ细胞分泌 ＭＭＰ９的能
力明显增强（Ｐ＜０．０５，图３）。
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１：９５Ｃ细胞；２：脂质体对照９５Ｃ细胞；３：转染空质粒的９５Ｃ细
胞；４：转染ＭＭＰ２６质粒的９５Ｃ细胞；ａ：Ｐ＜０．０５，与转染ＭＭＰ２６
质粒的９５Ｃ细胞比较
图３　明胶酶谱分析检测过表达ＭＭＰ２６对９５Ｃ细胞分泌

ＭＭＰ９的影响

２．４　ＭＭＰ２６和ＭＭＰ２６在细胞内共定位
　　双荧光免疫细胞化学结果显示，转染ＭＭＰ２６质粒的９５Ｃ
中，ＭＭＰ２６和ＭＭＰ９主要定位于细胞质，激光共聚焦扫描显
微图像分析显示，ＭＭＰ２６和 ＭＭＰ９的大部分信号重叠，表明
这两种分子在细胞内表达存在共定位现象（图４）。
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Ａ：ＭＭＰ２６在９５Ｃ细胞中的表达；Ｂ：ＭＭＰ９在９５Ｃ细胞中的表
达；Ｃ：ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９在９５Ｃ细胞中共定位；Ｄ：阴性对照
图４　双荧光免疫细胞化学观察ＭＭＰ２６、ＭＭＰ９在９５Ｃ细胞

中的表达　（×１００）

３　讨论

　　ＭＭＰ２６高表达增强肿瘤转移与侵袭能力的机制
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目前尚不清楚。Ｚｈａｏ等［８］研究发现 ＡＲＣａＰ同时表达
ＭＭＰ２６和ＭＭＰ９，特异性抗 ＭＭＰ２６和 ＭＭＰ９的抗
体能减弱ＡＲＣａＰ细胞通过纤维连接蛋白或Ⅳ型胶原
的侵袭能力。而且转染ＭＭＰ２６反义 ｃＤＮＡ的ＡＲＣａＰ
细胞 ＭＭＰ２６的表达水平明显减少，ＡＲＣａＰ细胞的侵
袭力急剧下降，ＭＭＰ９活性也下降。双荧光免疫细胞
化学染色和共聚焦激光扫描显微镜成像显示 ＭＭＰ２６
和ＭＭＰ９共存于亲代和转染了ＭＭＰ２６的ＡＲＣａＰ细胞
质中，存在共定位现象。吴晓秋等［９］将含有ＭＭＰ２６全
长ｃＤＮＡ的质粒转染到人绒毛膜上皮癌细胞系（ＪＥＧ３）
中，细胞浸润分析表明 ＪＥＧ／ＭＭＰ２６细胞的浸润能力
较母本细胞明显增强；ＲＴＰＣＲ和明胶酶谱分析显示
ＪＥＧ３／ＭＭＰ２６细胞中 ＭＭＰ９的表达和分泌水平提
高；双荧光免疫细胞化学显示 ＭＭＰ２６和 ＭＭＰ９蛋白
在细胞中有共定位现象。Ｙａｎｇ等［４］对乳腺癌细胞的研

究亦有类似发现。上述结果表明 ＭＭＰ２６能有效促进
癌细胞浸润，其作用可能是通过与其他 ＭＭＰ分子（如
ＭＭＰ９）的协调来实现的。
　　我们通过蛋白免疫印迹实验，发现低转移性肺癌
细胞株９５ＣＭＭＰ２６蛋白表达很弱，构建含 ＭＭＰ２６
基因的表达质粒 ＰＵＣ５７ＭＭＰ２６，转染９５Ｃ细胞后发
现，内源性 ＭＭＰ２６蛋白和 ｍＲＮＡ表达明显升高，
ＭＭＰ９蛋白和ｍＲＮＡ表达明显升高，明胶酶谱分析发
现，过表达 ＭＭＰ２６的９５Ｃ细胞分泌 ＭＭＰ９蛋白明
显升高，体外侵袭实验表明，过表达 ＭＭＰ２６的 ９５Ｃ
细胞侵袭能力明显增强。以往大量的研究发现，肺癌

的浸润需要多种ＭＭＰｓ分子的参与，ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
是其中非常重要的两个分子［１０］，有研究者在体外培养

的肺癌细胞中证实 ＭＭＰ９参与降解细胞外基质以促
进肺癌细胞的浸润。上述这些结果提示，在肺癌细胞

中，ＭＭＰ２６能有效促进细胞浸润，除了 ＭＭＰ２６的直
接作用外，也可能是通过与 ＭＭＰ９等分子的协调而
发挥。

　　有关ＭＭＰ２６激活 ＭＭＰ９表达的机制是值得探
讨的问题。其他肿瘤细胞的研究中发现，ＭＭＰ２６可
以激活酶原型 ＭＭＰ９，产生活性 ＭＭＰ９，我们发现过
表达ＭＭＰ２６的９５Ｃ分泌活性 ＭＭＰ９量明显增加。
已有的研究表明，多种 ＭＭＰ分子可以通过降解 ＥＣＭ
成分产生ＥＣＭ生物活性片段或释放结合在ＥＣＭ上的
生长因子和细胞因子，从而调节细胞行为［１１－１２］。

ＭＭＰ２６也可以有效降解纤维蛋白原和纤粘连蛋白等
多种ＥＣＭ，推测９５Ｃ细胞中过量表达的ＭＭＰ２６有可
能通过上述方式改变细胞所处的微环境，从而使

ＭＭＰ９的表达上调，这一推测还需要更多的实验证据
加以支持。

　　本研究利用９５Ｃ细胞研究了 ＭＭＰ２６对细胞浸
润的影响及其可能的作用途径，结果表明，ＭＭＰ２６能
够显著提高９５Ｃ细胞的浸润能力，其作用可能通过上
调ＭＭＰ９的表达实现，有助于深入理解 ＭＭＰ２６在肺
癌侵袭转移作用的机制。但由于本试验采用的９５Ｃ
细胞只是肺癌细胞中的一种，今后尚需更多种细胞的

试验来深入研究。
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