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!"#!$ 对肺腺癌细胞株 %&’( 迁移和侵袭能力的影响

余祖滨!，白) 莉&，姚) 珂!，张国强!，闵家新!，肖颖彬* ) ) （第三军医大学新桥医院：!胸外科，&全军呼吸内科研究所，全军
呼吸病研究重点实验室，*全军心血管外科中心，重庆 %"""*(）

) ) 摘) 要：目的) 观察细胞因子信号负调控因子 *（+,--./++0.+ 01 2340567/ +6879:678，;<=;*）对人肺腺癌细胞株 >$%? 迁
移和侵袭能力的影响，并初步探讨其机制。方法) 建立 ;<=;* 稳定表达细胞株；@03A/7 =B9CD/. 分析法测定细胞的迁移
和侵袭能力；半定量 EF#G=E检测细胞基质金属蛋白酶（C94.6H C/49::0-.04/679+/+，IIG+）&，? CEJ>表达；明胶酶谱分析法
测定 IIG&，? 蛋白活性水平。结果) ;<=;* 稳定表达株细胞迁移和侵袭能力显著下降（! K "L "$）；半定量 EF#G=E和明
胶酶谱分析结果显示 ;<=;* 可显著抑制 IIG&，? 表达和活性（! K "L "$）。结论) ;<=;* 能通过抑制 IIG&，? 表达和活
性明显降低 >$%? 的体外迁移和侵袭能力。
) ) 关键词：肺腺癌；侵袭；转移；;<=;
) ) 中图法分类号：E*?%L &；E(*"L &*；E(*%L & ) ) ) 文献标识码：>
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) ) 细胞因子信号转导负调控因子（ +,--./++0.+ 01 23#
40567/ +6879:678，;<=;）通过负性调控以 V>R \ ;F>F 为
主的多条细胞内信号通路，维持着细胞因子网络的平

衡和细胞正常生物学功能［!］。由于多种信号分子的

持续活化是导致肿瘤发生和转移的重要事件，因此负

性调控细胞内信号通路的 ;<=; 基因功能缺失极有可
能与肿瘤的发生、发展密切相关［&］。有研究表明，肺

癌组织中 ;<=;* 基因启动子区 =-T 岛甲基化是导致
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;<=;* 基因功能缺失的主要原因，那么恢复 ;<=;* 表
达或高表达是否可能抑制或逆转肿瘤的发生和转移

呢？S/等［*］及我们前期研究中均发现外源性 ;<=;*
蛋白可显著抑制肺癌细胞增殖［%］。为进一步揭示

;<=;* 在肺癌发生、发展中的作用，本研究将重点观察
;<=;* 对肺癌细胞株迁移和侵袭能力的影响，并初步
探讨其机制。

>? 材料与方法

!L !) 主要试剂
) ) -_];<=;* 真核表达载体和 -_] 载体由澳大利亚 I/:#
D0,.7/大学 X.L S6:407 惠赠。-;a&7/0 筛选质粒由美国 J/Z
I/H620 大学 X.L J6250:011 惠赠。Q6-01/249C67/ &""" 脂质体为
P7Y64.08/7公司产品。F.6-,./ 为德国 @L I 公司产品。I6::62/::
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第 ! 期" 余祖滨，等# $%&$’ 对肺腺癌细胞株 ()*+ 迁移和侵袭能力的影响"

小室购自美国 ,-..-/012 公司。,341-52. 胶购自美国 67 公司。
其余试剂为国产分析纯。

8# 9" 基因转染和实验分组
" " $%&$’ 稳定表达株通过共转染 /:;$%&$’ 表达质粒和
/$<9=20筛选质粒建立，转染、筛选和鉴定均参照文献［*］进
行。实验分为 ’ 组：未转染组、空载体组和 $%&$’ 稳定表达组
（简称 $%&$’ 组）。

8# ’" 细胞迁移和侵袭能力测定
8# ’# 8" 迁移能力测定" " 采用 60>?2=@&A3BC21分析法。将具
有孔径为 D !B E:F 膜的 ,-..-G2..小室放入 9* 孔培养板中，各
孔中加入 HII !.含 8J血清的培养液，在 ,-..-G2.. 内加入各组
细胞，细胞数为 ) K 8I* L孔，每组各时点均设立 ’ 个重复孔，置
入细胞培养箱中继续培养 H、89、8D A，终止培养。取出 ,-..-@
G2..，用棉签小心擦去微孔滤膜上层的细胞，E6$ 漂洗，*J中性
多聚甲醛固定 8I B-=，吉姆萨染色 8I B-=。光镜下（ K *II）取
上、下、左、右、中心 ) 个视野，计数已穿透小室滤膜的细胞数，
计算平均值。

8# ’# 9" 侵袭能力测定 " " * M环境中于 ,-..-G2.. 内的微孔膜
上加基质胶 ,341-52.（)I !. L孔），并均匀铺满滤膜，’! M过夜
固化。其他步骤同迁移能力测定 8# ’# 8 相似。细胞培养 89、
9*、*D A后，终止培养，按上述方法计数。

8# *" 半定量 NF@E&N法检测 ,,E9，,,E+ BNO(表达
" " F1-/P12试剂盒提取总 NO(，凝胶电泳判断无降解，紫外分
光光度计测定纯度并定量，吸光度 !（9HI）L !（9DI）比值均在
8# DI 左右。取 9 !5总 NO(进行逆转录后各取 ) !.行 E&N反
应，Q(E7R 为内参照。,,E9 引物：上游：)S@FQ(&QQF((Q@
Q(&QQ(&F&@’S；下游：)S@FQQ((Q&QQ((FQQ(((&@’S；产物
长度为 ’*9 C/，退火温度：)) M。,,E+ 引物：上游：)S@(Q@
Q(&QQ&((FQ&FQ(FQ@’S；下游：)S@&&Q&&(&Q(QQ((&(((&@
’S；产物长度为 ’H’ C/，退火温度：)D M。Q(E7R 引物：上游：
)S@&&((QQ&&((&&Q&Q(Q((Q(FQ(&@’S；下游：)S@(QQQF(@
&(FQQFQQFQQ&Q&&(Q(&@’S；产物长度为 HI) C/，退火温度
)) T HI M。循环完成后，取 8I !. E&N 产物 8# )J琼脂糖凝胶
进行电泳、照相。凝胶分析系统测定各条带积分光密度值

［!（)!I）］。

8# )" 明胶酶谱法测定明胶酶活性
" " 取等量各组细胞接种在 H 孔板上，用含 8IJ小牛血清的
8H*I 培养基培养至 DIJ汇合，换含 I# 8J小牛血清的 8H*I 培
养基继续培养 *D A，收集上清液。牛血清白蛋白（6$(）法测定
上清液总蛋白含量，取含 )I !5总蛋白的上清液与非还原性上
样缓冲液混合后，在含 I# 8J明胶的 8IJ $7$@E(Q: 凝胶电泳
分离，恒压电泳 ’ T * A（浓缩胶 DI <，分离胶 89I <）。电泳结
束后，凝胶移入 9# )J F1-40=U@8II 溶液中洗脱 * 次，每次
8) B-=；洗涤液洗涤 ’ 次，每次 ) B-=。加入明胶酶底物缓冲液
在 ’!M孵育 8D A。考马斯亮蓝染色液染色 * A，脱色 * T D A，直
至出现明显清晰的负染条带。凝胶成像并使用 (./A3 VB3521图
像分析软件进行定量分析。

8# H" 统计学处理
" " 数据以 !" W #表示，采用 $E$$ 8I# I 软件进行方差分析和 $
检验。

!" 结果

9# 8" $%&$’ 对 ()*+ 细胞迁移和侵袭能力的影响
9# 8# 8" $%&$’ 对 ()*+ 细胞迁移的影响" " 结果显示（表 8），
$%&$’ 稳定表达细胞在培养 89、8D A穿过滤膜的细胞显著低于
未转染组（% X I# I8），而空载体组在各个时相点与未转染组无
显著差异（% Y I# I)）。

表 #" $%&$’ 对 ()*+ 细胞迁移能力的影响（个 L视野，& Z ’，!" W #）

培养时间
组别

H A 89 A 8D A
未转染组 !# I W 8# I 8H# ’ W 9# ) *8# ! W ’# )
空载体组 H# ! W 8# ) 8*# I W 9# I ’!# ! W *# 9
$%&$’ 组 H# ’ W I# H !# ! W 8# 93 8+# ’ W 9# 83

3：% X I# I8，与未转染组比较

9# 8# 9" $%&$’ 对 ()*+ 细胞侵袭能力的影响" " 结果显示（表
9），细胞培养 89、9* A，穿过含 ,341-52. 胶滤膜的各组细胞数无
明显差异。细胞培养 *D A后，穿过含 ,341-52. 胶滤膜的 $%&$’
稳定表达组细胞明显低于未转染组胞（% X I# I)），而空载体组
在各个时相点与未转染组之间无明显差异（% Y I# I)）。

表 !" $%&$’ 对 ()*+ 细胞侵袭能力的影响（个 L视野，& Z ’，!" W #）

培养时间
组别

89 A 9* A *D A
未转染组 H# ’ W I# H 8I# ’ W ’# I 9’# I W *# I
空载体组 H# ’ W 8# ) 88# I W 8# ! 98# ! W ’# 8
$%&$’ 组 )# I W 8# I D# ’ W 8# ) 89# ’ W 9# )3

3：% X I# I)，与未转染组比较

9# 9" $%&$’ 对 ()*+ 细胞 ,,E9、,,E+ BNO( 表达
的影响

" " 半定量 NF@E&N 法结果显示（表 ’，图 8），与未转染组相
比，空载体组细胞 ,,E9、,,E+ 表达水平无显著差异（% Y
I[ I)）；而 $%&$’ 稳定表达细胞 ,,E9、,,E+ 表达水平显著低
于对照组（% X I# I8）。

表’" $%&$’对()*+细胞,,-!、,,-+ ./0(表达的影响（& Z’，!"W #）

穿过滤膜细胞数
组别

,,E9 BNO(（! ,,E9 L !Q(E7R） ,,E+ BNO(（! ,,E+ L !Q(E7R）

未转染组 I# !+ W I# I! I# +* W I# IH
空载体组 I# D’ W I# 8I I# +H W I# 88
$%&$’ 组 I# *+ W I# IH3 I# H9 W I# I!3

3：% X I# I)，与未转染组比较

! " # $ % & ’

!’(( )*
!&(( )*
!%(( )*
!$(( )*
!#(( )*
!"(( )*

+,-./"

8 \ ’：,,E9；*：标准；) \ !：,,E+；8，)：未转染组；9，H 空载体
组；’，!：$%&$’ 组
图 #" /12-&/检测 ()*+ 细胞中,,-!、,,-+ ./0(表达

+D)



!" #$ %&’%# 对 (()!、(()* 活性的影响
$ $ 肿瘤细胞培养上清中通常含有 (()!，(()* 酶原（+,-）和
活性（./0123）形式，其中 +,-4(()! 和 ./01234(()! 相对分子质
量约为 5! 6 78#和 99 6 78#，+,-4(()* 和 ./01234(()! 约为 *!
6 78#和 :9 6 78#。电泳后负染酶带亮度的强弱和面积大小可

以半定量地反映明胶酶活性大小。明胶酶谱分析结果显示（图

!、表 ;）：%&’%# 组细胞培养液上清中 (()* 明胶酶活性（+,-
和 ./0123形式）显著低于未转染组（! < 8" 87），+,-4(()!（5! 6
78#）活性降低（! < 8" 8=），而各组中均未检测到 ./01234(()!
（99 6 78#）。未转染组和空载体组酶谱分析结果无显著差异

（! > 8? 8=）。

! " #

!$"%!&#
!’(%!&#

!)"%!&#

**+$"

**+""

7：未转染组；!：空载体组；#：%&’%# 组
图 !" 明胶酶谱分析检测 #$%& 细胞中’’(!、’’(& 的活性

表 %" )*+), 基因对 #$%& 细胞’’(!、’’(& 活性
的影响（" @ #，!# A $）

相对分子质量
组别

*! 6 78# :9 6 78# 5! 6 78#

未转染组 # :#= A #8= 975 A #* 7 ==; A 78;
空载体组 # =*# A ;77 9#= A == 7 =9# A 7**
%&’%# 组 7 :8: A 7=*B 7=9 A !7B 7 77* A =5.

.：! < 8" 8=，B：! < 8" 87，与未转染组比较

," 讨论

$ $ %&’% 家族是 7**5 年以来被发现的 CDE F %GDGH
途径负性调节因子，包括 ’I% 和 %&’%7 J 5 共 : 个成
员，结构相似，由 K 区、中央区 %L! 结构域和 ’ 端
%&’% B-M盒组成。细胞因子通过 %GDG信号途径诱导
%&’% 基因表达，其表达产物 %&’% 蛋白最终抑制
%GDG酪氨酸磷酸化过程从而负性调控 %GDG 介导的
信号通路［7，!］。近来研究表明 %&’% 除参与负性调控
CDE F %GDG 通路外，还可能参与其他细胞内信号分子
如 N.H F (D)E、)I#E F DEG、%,/ 激酶、ODE 激酶等的调
控，因此，%&’%基因与多条细胞内信号通路构成细胞
内信号转导的负反馈环路，维持着细胞因子网络的平

衡，并参与调控多种细胞生物学功能如细胞存活、增

殖、迁移、凋亡等［=，9］。

$ $ 控制细胞生物学基本行为的细胞内信号分子的过
度激活是细胞恶性转化、肿瘤发生和演进的关键环节，

因此有理由推测作为细胞内信号通路的负调控因子4
%&’%基因极有可能在肿瘤发生和转移过程中部分或
者完全丧失其功能。现有研究已经证实了这一设想，

其中 %&’%# 基因与肿瘤发生的关系尤为密切［5］。研
究发现部分肺癌、头颈部癌、肝癌、宫颈癌、黑色素瘤等

肿瘤组织中 %&’%# 基因启动子区 ’+P 岛存在高度甲
基化，而基因启动子区失活是导致抑癌基因失活的主

要机制，提示 %&’%# 基因可能作为一个抑癌基因发挥
作用［5 Q 78］。我们在前期工作中发现外源性 %&’%# 基
因可显著下调肺腺癌细胞株 D=;* 中 %GDG# 酪氨酸磷
酸化水平，体内外实验均已证实其能有效抑制肺腺癌

细胞的生长［;］。近来有研究报道 %&’%# 基因除与细
胞生长密切相关外，还参与调控细胞运动和迁移。G-4
RST.,S等［77］报道 %&’%# 通过下调 %GDG# 酪氨酸磷酸
化水平抑制角质细胞的迁移能力，从而影响伤口的愈

合。K1U. 等［9］报道 %&’%#’ 端与 ODE 酪氨酸位点结
合，通过蛋白酶解途径下调 ODE激酶活性，抑制肝癌细
胞的侵袭和迁移。本研究通过建立 %&’%# 稳定表达的
细胞株，利用 B-VW3X4/Y.TB3, 分析测定了 %&’%# 对
D=;*细胞迁移和侵袭能力的影响。结果显示，%&’%#
高表达的 D=;*细胞迁移和侵袭能力显著下降。
$ $ %&’%# 通过何种机制抑制细胞的迁移和侵袭呢？
基质金属蛋白酶（(()!、(()*）与肿瘤侵袭和转移的
关系十分密切，不同肿瘤细胞系产生 (()! 和 (()*
的能力与其侵袭转移潜能呈正相关。而 (()!、(()*
基因的启动子区有核转录因子 %GDG# 的结合位
点［7!，7#］，其表达受 %GDG# 调控，由于 %&’%# 蛋白可以
显著降低 D=;* 细胞中 %GDG# 活性水平，因此我们推
测 %&’%# 可能通过负性调控 %GDG# 活性水平而下调
(()!、(()* 表达和活性。本研究对转染前后 D=;*
细胞中 (()!、(()* 表达和活性进行了检测，半定量
NG4)’N结果显示 %&’%# 基因转染组细胞中 (()!、
(()* TNKD水平显著降低。明胶酶谱试验结果显示
对照组中均可检测到 (()!、(()* 酶原（+,-）和活性
（./0123）形式；而在 %&’%# 稳定表达组细胞中发现 +,-4
(()!、+,-4(()*、./01234(()* 活性显著下降。结果
提示 %&’%# 对 (()!、(()* 表达和活性的下调可能
是其抑制 D=;* 细胞侵袭和迁移的主要机制之一。
$ $ 上述研究结果结合我们以往工作［;］，表明 %&’%#
除抑制肺癌细胞增殖外，还参与调控其迁移和侵袭能

力，提示我们 %&’%# 基因可能作为一个抑癌基因在肺
癌的发生发展中起关键作用，深入研究其在肺癌发生

和转移中的作用及机制，有可能为肺癌发生机制的阐

明及防治提供新的思路和线索。
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文章编号：1///F82/2（.//4）/>F/891F/1 个案与短篇

巨大盆腹膜后淋巴管平滑肌瘤 ! 例

温^ 全，张^ 勇，皮^ 健，宁^ 平，古建辉^ ^ （成都市第九人民医院外三科，成都 =1//18）

^ ^ 患者，女，8= 岁，已退休。因发现盆腔包块 . 年，腹痛 0 个
月，加重 0 *入院。入院查体：体温 0=5 > _ 、脉搏 >. 次 U :,?、
呼吸 ./ 次 U :,?、血压 11/ U >/ ::PS。心肺未见异常，腹平坦，
无压痛、反跳痛及肌紧张，未扪及明显包块结节，肝脾未触及，

肝肾无叩痛。妇科检查：右附件区扪及直径约 1/ $: 大小包
块，质硬，边界清，欠活动，无压痛。彩超提示：盆腔右侧见不规

则分叶状低回声团块，大小约 1/5 / $: ‘ 95 8 $:，后壁回声增
强，团块内见丰富的彩色血流信号和高舒张期的频谱。术中

见：包块呈分叶状，大小约 1. $: ‘ 1/ $:，质中偏硬，位于盆腹
膜后骶前与左髂总动静脉，髂内、髂外动静脉紧密相邻，并左输

尿管盆内段粘连，活动度差。盆腔及腹膜后未见肿大淋巴结。

患者手术情况：逐层分离包块周围组织，游离出包块，但因包块

与盆腹膜后骶前静脉丛及左髂总动静脉，髂内、髂外动静脉紧

密相邻，术中出血约 > /// :(，经积极输血、扩容及纱垫压迫处
理后，患者术中生命体征一直平稳，术后严密监测，术后 1/ *逐
步拔出纱垫，伤口痊愈出院。术后病理诊断：（盆腔腹膜后包

块）淋巴管平滑肌肿瘤，部分区域生长活跃，低度恶性。

讨论

^ ^ 淋巴管平滑肌瘤（ (E:GB&?S,#(@,#:E#:&’#,C,C，X)R）是一种
少见但可危及生命的疾病，多累及肺组织、淋巴系统和肾脏［1］。

^ ^ 作者简介：温^ 全，男，四川省成都市人，副主任医师，主要从事普通外科疾病
临床诊治方面的研究，发表论文 0/ 余篇。WF:&,(：I,$@?’ a *"b
B#’:&,(5 $#:

^ ^ 收稿日期：.//4F/1F/4；修回日期：.//4F/0F/1

累及肺组织时，以淋巴管、血管以及细小支气管管壁的平滑肌

细胞和其他部位的平滑肌细胞不典型非瘤样增生为特征，肺部

影像学表现为弥漫性囊状改变［.］；累及盆腹膜后骶前时，瘤体

固定，周围血管丰富，可与输尿管粘连，给手术带来很大的风

险。英国和法国统计发现 X)R 人群发病率约 1 U 1// 万，而绝
大多数患者为育龄期女性，平均年龄 .2 岁。绝经后女性发病
较为少见。发病者多有接受雌激素替代疗法治疗史。男性发

病极为罕见，国外偶见个案报道［0］。

^ ^ 目前尚未明确导致该病的具体因素，但由于绝大多数患者
为育龄期妇女，妊娠及应用雌激素或口服避孕药能导致病情恶

化，在一些 X)R患者的平滑肌组织中发现雌激素受体（W;）表
达异常增高，因此，多数学者认为该病可能与雌激素水平异常

有关。本例患者为绝经经期妇女，其病因有待进一步研究。

^ ^ 关键词：盆腹膜后；淋巴管平滑肌瘤
^ ^ 中图法分类号：;>085 8^ ^ ^ 文献标识码：L
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