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!"#!抑制剂 $%"&’对 ()*+ 细胞侵袭及转移的影响

黎* 明，蔡* 莉，王娅兰* * （重庆医科大学基础医学院病理学教研室，重庆 %"""!+）

* * 摘* 要：目的* 探讨多聚（腺苷二磷酸核糖）聚合酶［,-./（01,#234-56）7-./8629565，,0:,5］抑制剂 $#氨基异喹啉酮
［$#083;-35-<=3;-.3;-;6·>?.，$#0@A］对小鼠结肠腺癌 ?B&+ 细胞基质黏附、运动、侵袭能力的影响。方法 * 应用 C65D62;
4.-D检测 $#0@A对 ,0:,表达的影响，细胞#基质黏附实验、细胞运动及侵袭实验观察 $#0@A抑制 ?B&+ 细胞 ,0:,后，其基
质黏附、运动及侵袭能力的变化。结果* $#0@A处理组 ,0:, 表达明显弱于未处理组（! E "F "$）；黏附实验结果显示，与
$#0@A未处理组比较，$#0@A !""、$"" !8-. G H 处理组的吸光度值明显降低（! E "F "!），其黏附抑制率分别是 !%F $%I、
&!J +KI；运动及侵袭实验中，$#0@A $"" !8-. G H处理组与未处理组的细胞数差别显著（! E "F "$），其运动及侵袭抑制率分
别是 ("F "KI、()F %)I。结论* $#0@A可抑制 ?B&+ 细胞 ,0:, 的表达，并可降低 ?B&+ 细胞基质黏附、运动及侵袭能力，
$#0@A 在抗肿瘤侵袭转移中可能发挥作用。
* * 关键词：,0:,；$#0@A；大肠癌；肿瘤侵袭转移
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* * ,0:, 是一种核蛋白酶，由 1N0 的断链激活，参
与 1N0的修复、复制、基因调控、信号转导等。文献
［! [ (］报道，在大肠癌、前列腺癌等多种恶性肿瘤中
,0:,的表达增强，且 ,0:,抑制剂有抗血管发生的作
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用，推测 ,0:,可能在肿瘤转移中发挥重要作用。我
们先前的研究表明［%］，在大肠癌组织中，聚（腺苷二磷

酸核糖）［7-./（01,#234-56），,0:］（,0:, 活化的产
物）在伴癌转移组织内的表达明显高于未伴癌转移的

组织，且与 ,#选择素和 @?0L#! 的表达呈正相关，提示
,0:,活性增强与大肠癌侵袭转移有关。
* * $#氨基异喹啉酮［$#083;-35-<=3;-.3;-;6·>?.，
$#0@A］是近几年合成的一种 ,0:,的强效水溶性抑制
剂。有文献报道，$#0@A 能通过抑制 ,0:, 降低黏附
分子如 ,#选择素、@?0L#! 等的表达而影响白细胞与
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血管上皮细胞的黏附［!］。但 !"#$%在肿瘤中的作用尚
少见相关文献报道。我们前期研究表明，&#’& 抑制
剂!"#$% 可抑制小鼠结肠腺癌 ()*+ 细胞与人脐静脉
血管内皮细胞的黏附。本研究则应用 ,-./-01 234/、基
质黏附实验、)051.6-33 小室模型，采用 !"#$% 抑制
&#’&，在体外直接观察 &#’& 改变对小鼠结肠腺癌
()*+ 细胞的黏附、侵袭、运动能力的影响，初步探讨
&#’&抑制剂 !"#$%在肿瘤侵袭转移中可能的作用。

!" 材料与方法

78 79 实验材料
9 9 ()*+ 为小鼠结肠腺癌细胞系由四川大学魏于全教授惠
赠，!"#$%由英国 :5/;大学 );0-5<=>33教授惠赠，纤维连接蛋白
（ ?>2041-@/>1，AB）、抗 &#’&、!"5@/>1 抗体、C(D 试剂盒均购自
E51/5 (0FG公司，H5/0>=-3购自 :I公司，辣根过氧化物酶标记的
羊抗兔 $=J抗体购自北京中杉生物技术公司，K+ 孔培养板、*L
,-33 )051.6-33! &-0M-523- EFNN40/. 购自 (401>1= 公司，核蛋白
裂解液购自 &>-0@-公司。

78 *9 实验方法
78 *8 79 细胞培养9 9 将小鼠结肠腺癌细胞 ()*+ 置入含 7OP
小牛血清的 ’&H$7+LO 培养液中，QR S、!P(T*培养箱培养。

78 *8 * 9 ,-./-01 234/ 检测 9 9 参照 D>1?40 等［+］的方法稍加修
改，()*+ 细胞按 7OO "M43 U D加入 !"#$% 培养 7+ ;，未加 !"#$%
为对照组（未处理组）。收集细胞离心沉淀后，按 BC"&C’)H

BF@3-50 51< (V/4N35.M>@ CW/05@/>41 ’-5=-1/. 说明提取细胞核蛋
白，并用 :(#法测定蛋白浓度。XP变性聚丙烯酰胺凝胶垂直
电泳，将蛋白质转移至硝酸纤维素膜上，!P脱脂奶粉封闭，加
入 &#’&一抗、!"5@/>1 一抗，L S过夜，加辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔 $=J室温孵育 7 ;，采用 C(D 试剂盒进行化学发光显
影。凝胶成像仪照相，目的条带用图像分析软件（%F51/>/V
T1-）进行光密度积分值分析，以 &#’& 与 !"5@/>1 光密度积分
值的比值作为蛋白表达相对含量。

78 *8 Q 9 细胞"基质黏附试验 9 9 参照 ,F 等［R］的方法稍加修
改，AB QO "= U M3，包被于 K+ 孔板中，L S过夜。:E# 7O M= U M3，
封闭 * ;。按 7OO、!OO "M43 U D分别加入 !"#$%培养 ()*+ 细胞
7+ ;处理组，未加 !"#$%为对照组。取细胞悬液，按细胞数 *8 !
Y 7O! M3 Z7 接种于 K+ 孔板，*OO "3 U孔，每组设 ! 个复孔。
QR S，!P(T*孵育 7 ;，弃培养液，&:E 洗去未黏附的细胞，加
入 H)) * M= U M3，!O "3 U孔，QR S孵育 L ;。弃 H))，加入二甲
基亚砜 7!O "3 U孔，振荡 7O M>1显色。用酶标仪测 +QO 1M吸光
度值［!（+QO）］。实验重复 Q 次。
9 9 细胞黏附抑制率 [［对照组平均 !（+QO）Z 处理组平均
!（+QO）］U对照组平均 !（+QO）Y 7OOP
78 *8 L9 运动实验9 9 参照 ,F 等［R］的方法稍加修改，在膜的
下表面包被 AB，! "= U室，QR S孵育 * ;，在下室中加入含 7OP
小牛血清的培养基 +OO "3。()*+ 细胞按 !OO "M43 U D 加入
!"#$%培养 7+ ;（处理组），未加 !"#$% 为对照组（未处理组）。
取细胞悬液（7O+ M3 Z7），7OO "3 U室，加入上室。每组设 Q 个复

室。QR S，!P(T*孵育，*L ;后，固定、染色。用棉签擦去上室
的细胞，风干，倒置显微镜下观察。高倍镜下（ Y LOO）观察 ! 个
视野，计数细胞。细胞运动抑制率 [（对照组平均侵袭细胞数 Z
处理组平均侵袭细胞数）U对照组平均侵袭细胞数 Y 7OOP。
78 *8 !9 侵袭实验9 9 基本步骤同运动实验，仅在上室包被时
采用稀释的 H5/0>=-3（用无血清的 ’&H$7+LO 培养液按 7 \ !稀
释），QO "3 U室。

78 Q9 统计学处理
9 9 采用 E#E X8 O 统计软件对 !"#$% 处理前后 ()*+ 细胞的
&#’&蛋白表达、细胞"基质黏附能力、运动侵袭能力进行 " 检
验。

#" 结果

*8 79 ,-./-01 234/检测结果
9 9 ()*+ 细胞加入 7OO "M43 U D 的 !"#$% 孵育后，其 &#’& 的
蛋白表达明显弱于未处理的 ()*+ 细胞（图 7）。统计学结果表
明，对照组的 ()*+ 细胞其 &#’& 的表达较 !"#$% 处理组的
()*+ 细胞 &#’&的表达强［分别为（O8 RKQ ] O^ 7!L）、（O8 !O7 ]
O8 OX+），# _ O8 O!］。

! "

!#$%#

!!#&’()*

!!+,!-."

/.,!-."

7：!"#$%未处理组；*：!"#$%（7OO "M43 U D）处理组
图 !" $%&’(处理前后 )&*)的表达

*8 *9 细胞"基质黏附试验
9 9 ()*+ 细胞用 7OO、!OO "M43 U D的 !"#$%处理后，其与 AB的
黏附能力较 !"#$%对照组都有明显下降，且随剂量增加而下降
更明显（表 7）。

表 !" $%&’(处理前后 +,#- 黏附的变化（! .$，"" / #）

组别 !（+QO） 抑制率（P）
!"#$%对照组 O8 QL7 ] O8 O7! Z

!"#$% 7OO "M43 U D处理组 O8 *K* ] O8 O7*5 7L8 !L
!"#$% !OO "M43 U D处理组 O8 *+R ] O8 OOK52 *78 +K

5：# _O8 O!，与 !"#$%对照组比较；2：# _ O8 O7，与 !"#$% 7OO "M43 U D
处理组比较

*8 Q9 运动实验
9 9 运动实验的结果表明，()*+ 细胞用 !"#$% !OO "M43 U D处理
后，其运动穿过微孔膜的能力较对照组有明显下降（图 *）。统
计学结果表明，!"#$%处理组的 ()*+ 细胞穿过微孔膜的细胞数
（RK ]X）较 !"#$%未处理组（对照组）的 ()*+细胞穿过微孔膜的
细胞数（77Q ]X）明显减少（# _O8 O!），其迁移抑制率为 QO8 OKP。

*8 L9 侵袭实验
9 9 侵袭实验的结果表明，()*+ 细胞用 !"#$% !OO "M43 U D 处
理后，其侵袭基质胶的能力较对照组有明显下降（图 Q）。统计
学结果表明，!"#$%处理组的 ()*+ 细胞侵袭 H5/0>=-3胶穿过微
孔膜的细胞数（!L ] X）较 !"#$%未处理组（对照组）的 ()*+ 细
胞数（X+ ] K）明显减少（# _ O8 O!），其侵袭抑制率为 QR8 LRP。
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!! !"
%：’(%)*未处理组；/：’(%)* ’00 !123 4 5处理组

图 !" 迁移到微孔膜下表面的 #$!% 细胞 "（倒置显微镜 6 700）

!! !"

%：’(%)*未处理组；/：’(%)* ’00 !123 4 5处理组
图 &" 侵袭’()*+,-.到微孔膜下表面的 #$!% 细胞"（倒置显微镜 6 700）

&" 讨论

" " $%&$普遍存在于真核细胞的细胞核内，其通过
对细胞内众多蛋白质和酶类进行翻译后修饰，从而调

节细胞内一系列的分子事件。目前的研究表明，$%&$
抑制可以减少多种病理生理现象的危害，如内毒素性

休克、糖尿病性神经病、糖尿病视网膜内皮细胞死亡、

多种器官的缺血再灌注损伤、系统性红斑狼疮及多种

炎症。在 $%&$与肿瘤的关系研究中，我们先前的实
验表明［7］，人大肠癌组织肿瘤细胞，$%&（$%&$ 活化
的产物）的表达与淋巴结转移和远处转移具相关性，

且肿瘤细胞 $%& 的表达与 $(选择素和 )+%8(9 的表
达呈正相关。

" " ’(%)*作为 $%&$的有效抑制剂，可通过对 $%&$
的抑制，减少心肌梗死的面积，也有利于肝脏的缺血再

灌注损伤和失血性休克。在脊髓损伤模型［: ; 99］和肺

损伤模型［’］中 ’(%)*能减少炎症和组织损伤及白细胞
的浸润，并能下调血管内皮细胞 $(选择素和 )+%8(9
的表达，从而抑制白细胞与血管内皮细胞的黏附。

&<=>?@等［!］研究也表明，’(%)* 及其他的 $%&$ 抑制
剂对血管内皮生长因子（ A<?BC3<D >EF2G@>3H<3 ID2JG@
K<BG2D，LMNO）诱导的人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移

及血管形成等均有抑制作用。但抑制肿瘤细胞的

$%&$是否能减弱其侵袭转移能力，尚少见文献报道。
" " 本研究以小鼠结肠腺癌 +,-. 细胞为研究对象，
观察了 ’(%)*抑制 $%&$后，+,-. 细胞黏附、运动、侵
袭能力的改变。结果表明：’(%)* 可抑制 +,-. 细胞
$%&$的蛋白表达，并可抑制 +,-. 细胞与 OP 的黏附
率、迁移率和侵袭微孔膜的能力，提示 $%&$ 与 +,-.
细胞的基质黏附、迁移和侵袭能力有关；’(%)* 作为
$%&$的抑制剂可以通过抑制 $%&$ 降低肿瘤细胞与
细胞外基质的黏附、肿瘤细胞的运动及侵袭能力。

" " 有文献报道，$%&$ 一方面可通过调节白细胞
$)!(QHE<?> 4 %QG信号转导途径和促分裂原活化蛋白激
酶［1HG2I>E(<BGHA<G>F RD2G>HE QHE<?>，8%$S］级联反应，
调节其核转录因子 "/（ECB3><D GD<E?BDHRGH2E K<BG2D "/，
PO("/）的转录活性［9-］；另一方面，$%&$ 的自动修饰
可促进 PO("/·TP%复合物的形成，增强 PO("/ 的转
录活性［9!］。$%&$抑制则可降低 PO("/ 的转录活性，
从而下调 PO("/依赖性基因的表达。
" " 在癌细胞与基底膜的黏着过程中，整合素（ HEG>(
IDHE）发挥着重要作用。文献［97］报道，+,-. 与 OP 的
黏附主要由整合素 #’、$9 亚基介导。在肿瘤细胞降
解细胞外基质的过程中，基质金属蛋白酶（1<GDHU 1>G(

V!-



!""#$%#&’()!*’*，++,*）则发挥着关键作用，尤其是
++,-. 和 ++,-/。文献［01］也报道，23-!4 可以转
录调节整合素 "0 亚基的表达，且 23-!4 的激活、#1、
"0 亚基表达增加都会使 ++, 增加，而 23-!4 活性的
抑制则使 ++,-/ 表达大幅度的下降。而 ++,-. 的表
达与 23-!4的调节也有关系［05］。
6 6 而本研究中，我们应用 7’*&’%) 8"#& 方法，表明
1-9:; 作为 ,9<, 的抑制剂，能够抑制小鼠结肠癌
=>.5 细胞 ,9<, 的表达。而目前认为，在炎症过程
中，,9<, 可以调节 23-!4 依赖性基因的表达，23-!4
依赖性基因如整合素、++,-.、++,-/ 等在介导肿瘤
细胞与细胞外基质黏附、降解细胞外基质蛋白中具有

重要作用。因此我们推测，肿瘤 =>.5 细胞 ,9<,的抑
制也与炎症时相似，可以下调 23-!4 依赖性基因如整
合素、++,-.、++,-/ 等的表达。
6 6 因此，本实验中 1-9:; 可以抑制 =>.5 细胞黏附、
运动和侵袭 +!&%(?’"膜的能力，可能与 1-9:; 对 ,9<,
的抑制，进而抑制了 23-!4 的活化，下调了 23-!4 调
控的整合素、++,-.、++,-/ 等相关基因的表达有关。
这一推论有待进一步实验的证实。
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