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双歧杆菌脂磷壁酸对不同大肠癌细胞株转移能力及 !"#$表达的影响

彭艳华!，刘健龙!，王* 跃&，刘明方&，陈淑惠! * * （重庆医科大学：!临床检验诊断实验室，&病原生物学教研室，重庆 %"""!)）

* * 摘* 要：目的* 研究双歧杆菌脂磷壁酸（ +,-./0,12.,1 31,4，567）对血管内皮细胞生长因子（ 8391:+3; 0<4./20+,3+ =;.>/2
?31/.;，@ABC）表达及其对大肠癌细胞株侵袭、转移能力的影响。方法* 采用噻唑蓝比色（D66）法检测经双歧杆菌 567 处
理前后大肠癌细胞株 5.@.和 E6#&F 对人工基底膜（D3/;,=0+）的黏附能力变化；6;3<9>0++ 小室体外侵袭迁移实验检测经
567处理前后两株细胞侵袭、迁移能力的改变。G6#HIG 和 J09/0;< K+./ 检测经 567 作用前后，@ABC 在两株细胞中的表
达差异。结果* 经 &"、$"、’" != L M+双歧杆菌 567处理后，5.@.细胞和 E6#&F 细胞在 ("、)"、F"、!&" M,<时的黏附率明显
低于对照组（! N "O "!）；经 $" != L M+双歧杆菌 567处理 &% 2后，5.@.细胞和 E6#&F 细胞的侵袭能力及 @ABC 的 MGP7
和蛋白质的表达，与对照组比较有显著性差异（! N "O "!）。结论* 双歧杆菌 567能抑制大肠癌细胞黏附、侵袭、迁移的能
力，下调其 @ABC的 MGP7和蛋白质的表达。
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"# $"%&’ >0;0 0\3M,<04 KX D66 1.+.;,M0/;,1 3<4 /;3<9>0++ 123MK0;O 620 MGP7 3<4 -;./0,< 0\-;099,.<9 .?
@ABC ,< /20 />. 1.+.< 13;1,<.M3 10++9 /;03/04 >,/2 567 >0;0 40/01/04 KX G6#HIG 3<4 J09/0;< K+./O /$.01&.
* 620 34209,.< 3K,+,/X 401;03904 ,< 5.@. 10++9 3<4 E6#&F 10++9 3?/0; /20 /;03/M0</ .? 567（&"，$"，’" != L
M+）?.; ("，)"，F"，!&" M,<（! N "O "!）；620 ,<839,.< 3K,+,/X 39 >0++ 39 @ABC MGP7 3<4 -;./0,< 0\-;09#
9,.<9 401;03904 3?/0; $" != L M+ 567 /;03/M0</ ,< /20 />. 13;1,<.M3 10++9（! N "O "!）O 2,3%10.’,3* 567 .?
Z,?,4.K31/0;,:M 13< ,<2,K,/ /20 3K,+,/X .? 3420;9,.<，,<839,.< 3<4 M0/39/39,9 .? 1.+.< 13;1,<.M3 10++ +,<09 3<4
4.><#;0=:+3/0 /20 0\-;099,.<9 .? @ABCO
* * =*> 5(2.:：1.+.< 13;1,<.M3 +,<0；+,-./0,12.,1 31,4；(")"*’(+,%-&"./；M0/39/39,9；8391:+3; 0<4./20+,3+

=;.>/2 ?31/.;

* * 双歧杆菌（ (")"*’(+,%-&"./）的表面分子脂磷壁酸
（ +,-./0,12.,1 31,4，567）已经被证明是其抗肿瘤作用
的主要有效成分，对多种体外培养的肿瘤细胞都具有

直接的生长抑制作用，并能诱导肿瘤细胞凋亡和分

化［!，&］。但双歧杆菌 567对肿瘤细胞侵袭转移的影响
报道甚少。本研究采用 6;3<9>0++ 小室人工重组基底
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膜侵袭迁移实验观察了 567 对体外生长的大肠癌细
胞转移的抑制作用，并用 G6#HIG和 J09/0;< K+./技术
探讨了 567 对与肿瘤细胞转移密切相关的血管内皮
细胞生长因子（ 8391:+3; 0<4./20+,3+ =;.>/2 ?31/.;，
@ABC）表达的影响。

?@ 材料与方法

!O !* 实验材料
* * 双歧杆菌 567 的提取纯化：按 W:/1+,??0 等［(］的方法提取，
用非离子型去垢剂 6;,/.<\#!!%（购自 W,=M3公司）处理两歧双歧
杆菌，经 YA7A#W0-2310+（购自 W,=M3 公司）纯化。大肠癌细胞
株：5.@.和 E6#&F（购于第四军医大学实验动物中心）；小鼠成
纤维细胞株：PTE(6(（重庆医科大学病理生理学教研室惠赠）。
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第 !" 期# 彭艳华，等$双歧杆菌脂磷壁酸对不同大肠癌细胞株转移能力及 %&’(表达的影响#

提取 )*+用的 ,-./01试剂盒购于上海生工生物有限公司；),2
34)试剂盒购于 567.8-09:6公司；%&’( 和 ’+3;< 引物序列由
567.8-09:6公司合成；用于 =:>8:-6 ?108 的鼠抗人 %&’( 单克隆
抗体（一抗）、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 59’（二抗）购自北
京中山公司；;+@显色试剂盒购自武汉博士得公司；重组人工
基底膜（AB8-.9:1）购自美国 @; 公司；,-B6>C:11 小室（D !E 孔
径）购自美国 40>8B- 公司；)3A5!FGH 培养基购自美国 ’.?I0 公
司；小牛血清购自天津 ,@;公司。
!$ J# 实验方法
!$ J$ ! # 黏附实验 # # 将 K0%0 和 <,2JL 细胞分别接种于含
!HM小牛血清，N< 值为 O$ G 的 )3A5!FGH 培养基中，置 "O P，
QM4RJ条件下培养至对数生长期，换液，分别用含 JH、QH、DH
!9 S E1双歧杆菌 K,+培养液继续培养 JG T 后用于实验。对照
组用不含 K,+的 )3A5!FGH 培养液。取对照组和实验组细胞
各 J$ H U !HQ个（JHH !1）加入经AB8-.9:1 Q !9包被、JM@V+封板
处理后的 LF 孔板；置 "O P，QM 4RJ培养箱，分别孵育 "H、FH、
LH、!JH E.6后，弃去培养液，3@V 冲洗 " 次，除去未黏附的肿瘤
细胞；弃 3@V后加 A,, JH !1，以及无血清 )3A5!FGH JHH !1，继
续孵 " T；吸弃培养上清溶液，加 ;AVR JHH !1 溶解，噻唑蓝显
色，酶联免疫检测仪 QOH 6E 测各孔吸光度值［!（QOH）］，计算
细胞黏附率。

# # 细胞黏附率（M）W实验组 !（QOH）
对照组 !（QOH）U !HHM

!$ J$ J# 侵袭实验 # # K0%0 和 <,2JL 细胞培养方法同黏附实
验。

!$ J$ J$ !# 制备趋化因子# # 用含 !HM小牛血清的 )3A5!FGH
液培养 *5<"," 细胞，"O P，QM4RJ，当细胞达 DHM饱和度时用
生理盐水洗 " 次，然后加无血清 )3A5!FGH 液 " E1培养 JG T后
收集上清液，离心。 X JH P保存备用。
!$ J$ J$ J # 侵袭实验 # # 将 AB8-.9:1 按 GH !1 S孔均匀铺在
,-B6>C:11小室膜上，成胶 "H E.6 后置紫外灯下照射过夜，实验
前 "H E.6再次成胶。取对照组和实验组细胞各 J$ H U !HQ个

（H$ F E1）分别接种到成胶的 ,-B6>C:11 小室，并将 ,-B6>C:11 小
室置于 JG 孔板内，同时在 JG 孔板内加入 *5<"," 细胞上清液
（趋化因子），每孔 H$ F E1，培养 JG T 后取出 ,-B6>C:11 小室，用
棉签头擦掉 AB8-.9:1，3@V 液洗 " 次，LQM乙醇固定 !Q E.6，<&
染色，揭下 ,-B6>C:11小室膜反贴在载玻片上，置光镜下观察，计
数穿膜细胞数。结果判定：JHH 倍光镜下计数 Q 个视野的穿膜
细胞数，取均值。

!$ J$ "# 迁移实验# # 用 *5<"," 细胞上清液为趋化剂，诱导肿
瘤细胞穿过 ,-B6>C:11小室内聚碳酯膜，其表面不铺 AB8-.9:1，其
余步骤与侵袭实验相同。通过计数穿过膜的细胞数即可反映

细胞的迁移能力。

!$ J$ G# ),234)# # ’+3;< 为内参，引物序列：（正义链）QY2
+44+4+’,44+,’44+,4+42"Y，（反义链）QY2,44+44+444,2
’,,’4,’,+2"Y，扩增片段长度为 GJQ ?N；%&’( 引物序列：（正
义链）QY2444+4,’+’’+’,44++4+,2"Y，（反义链）QY2,4,2
’,4’+,’’,’+,’’,’,2"Y，扩增片段长度为 JD" ?N。离心收
集经 QH !9 S E1 双歧杆菌 K,+ 处理 JG T 前后的 K0%0 细胞和
<,2JL细胞 ! U !HF S E1，参考 ,-./01说明书提取总 )*+。反转录
反应体系为：J !9 )*+ Z H$ Q !9 01.9（[,）Z无 )*+B>: 水，终

体积!!Q !1，OH P变性，冷却，随后在上述体系中加入 A2AK%
! !1，[*,3 !$ JQ !1，)*+>: H$ F !1，A2AK% Q U @\]]:- Q !1，加水
至 JQ !1。GJ P FH E.6，LQ P Q E.6，冰浴 Q E.6。34)的反应
体系：!H U 34) @\]]:- Q !1，A941J!$ D !1，灭菌水 !O$ G !1，3-02
E:9B公司的 "#$酶 H$ J !1，上游引物 !$ Q !1，下游引物 !$ Q !1，
[*,3 H^ F !1，I;*+ J !1，共 "H !1。反应条件为：LG P Q E.6预
变性；LG P "H >，F! P "H >，OJ P GQ >，"J 个循环；OJ P Q E.6。
取 34)扩增产物 Q !1上样于 !M琼脂糖凝胶（含 H$ Q E9 S E1的
溴乙啶）。!JH %电压电泳 JH E.6，然后将凝胶放入凝胶电泳成
像仪，在紫外光下自显影，经计算机扫描成像。在 @.02)B[凝胶
成像仪上观察并保存结果，光密度分析。

!$ J$ Q # =:>8:-6 ?108 检测 %&’( 蛋白表达 # # 离心收集经
QH !9 S E1双歧杆菌 K,+ 处理 JG T 前后的 K0%0 细胞和 <,2JL
细胞，用裂解液提取蛋白，以蛋白提取液样品作 V;V23+’& 电
泳后转膜、封闭、转至 3%;(膜、鼠抗人 %&’( 单克隆抗体及小
鼠抗人 "2BI8.6抗体，G P冰箱过夜；H$ H! E01 S K 3@V, 洗涤 "
次，每次 Q E.6；用辣根过氧化物酶（<)3）标记的抗小鼠二抗室
温孵育 ! T，H$ H! E01 S K 3@V,洗涤 G 次，每次 Q E.6，;+@显色。
在 @.02)B[凝胶成像仪上观察并保存结果，光密度分析。
# # 上述实验重复 " 次。
!$ "# 统计学处理
# # 结果以 "% _ &表示，所得数据用 V+V统计软件进行分析，组
间比较用 ’检验。

!" 结果

J$ !# 双歧杆菌 K,+对大肠癌细胞黏附人工基底膜能
力的影响

# # 在正常情况下，随着培养时间的延长，K0%0 细胞和 <,2JL
细胞黏附 AB8-.9:1的能力增强。经双歧杆菌 K,+处理后，K0%0
细胞和 <,2JL 细胞黏附 AB8-.9:1 的能力下降，且随着双歧杆菌
K,+剂量的增加和处理时间的延长，其作用更加明显，QH !9 S
E1和 DH !9 S E1作用组的黏附能力明显低于对照组，差异有显
著性意义（( ‘ H$ H!），见表 !、J。

表 #" $%&对 $’(’细胞黏附率的影响（"% _ &）

组别 "H E.6 FH E.6 LH E.6 !JH E.6

对照组 H$ G"D _H$ HFD H$ GGO _H$ H"L H$ GLJ _H$ HFD H$ DLD _H$ HFO

JH !9 S E1 K,+ H$ G"L _H$ HGG H$ GFL _H$ H"G H$ Q"Q _H$ HFF H$ D"! _H$ HFQ

QH !9 S E1 K,+ H$ JDO _H$ HJDB H$ "!L _H$ HJ"B H$ "OH _H$ H!JB H$ GF! _H$ HFDB

DH !9 S E1 K,+ H$ JGL _H$ HQ!B H$ "H" _H$ HFLB H$ "QQ _H$ H!FB H$ GFF _H$ HOQB

B：( ‘ H$ H!，与对照组比较

表 !" $%&对 )%*!+ 细胞黏附率的影响（"% _ &）

组别 "H E.6 FH E.6 LH E.6 !JH E.6

对照组 H$ GHL _H$ HD! H$ G"L _H$ H!F H$ FLJ _H$ HJ" H$ OLD _H$ H"D

JH !9 S E1 K,+ H$ "DQ _H$ H"O H$ GJF _H$ HLO H$ F!Q _H$ H"! H$ FD! _H$ H"F

QH !9 S E1 K,+ H$ JFO _H$ H!HB H$ "HH _H$ H"FB H$ G!! _H$ H!DB H$ QGL _H$ HJ!B

DH !9 S E1 K,+ H$ JGD _H$ H"FB H$ "HD _H$ H!LB H$ "LH _H$ HGOB H$ GOQ _H$ HGQB

B：( ‘ H$ H!，与对照组比较

J$ J# 双歧杆菌 K,+ 对大肠癌细胞侵袭迁移能力的
影响

# # 经 QH !9 S E1 双歧杆菌 K,+ 处理 JG T 后，K0%0 细胞和

OQJ!



!"#$%细胞的侵袭迁移能力均明显下降，与对照组比较有显著
性差异（! & ’( ’)）（图 )，表 *）。

!! !"

!# !$
+：未处理的 ,-.-细胞；/：0’ !1 2 34 ,"+ 处理的 ,-.-细胞；5：未
处理的 !"#$% 细胞；6：0’ !1 2 34 ,"+ 处理的 !"#$% 细胞
图 !" #$%对 #&’&细胞和 ($)*+ 细胞侵袭迁移能力
的影响"（!7 8$’’）

表 ," #$%对 #&’&细胞和 ($)*+ 细胞侵袭迁移能力的影响（"" 9 #）

组别
未处理的

,-.-细胞
,"+ 处理的
,-.-细胞

未处理的

!"#$% 细胞
,"+处理的
!"#$% 细胞

侵袭的细胞数量 $:$( $ 9 :( ; ;:( < 9 <( %= **$( < 9 0( ; )):( ’ 9 <( )=

迁移的细胞数量 $>’( ’ 9 <( ; >;( $ 9 *( := *0)( $ 9 ;( 0 )$:( < 9 <( ’=

=：! & ’( ’)，与未处理组比较

$( *? 双歧杆菌 ,"+对大肠癌细胞株 .7@A 3BC+ 表
达的影响

? ? 实验结果表明，经 0’ !1 2 34 双歧杆菌 ,"+ 处理 $< D 后，
,-.-细胞和 !"#$% 细胞中 .7@A 的 3BC+ 的灰度值由（’( %:
9 ’( ’<）下降至（’( :’ 9 ’( ’*）和（’( %0 9 ’( ’$）下降至（’( 0% 9
’( ’*）（! & ’( ’)）。见图 $。

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

#*& ’(!
"&& ’(!

"+,-./（%#* ’(）
"01+2 345,（#6$ ’(）

E：6C+标准（6, $’’’）；)：未处理的 ,-.- 细胞；$：0’ !1 2 34 ,"+
处理的 ,-.-细胞；*：未处理的 !"#$% 细胞；<：0’ !1 2 34 ,"+ 处理
的 !"#$% 细胞
图 *" 双歧杆菌 #$%对 #&’&细胞和 ($)*+ 细胞 ’-./ 012%
表达的影响

$( <? 双歧杆菌 ,"+对大肠癌细胞株 .7@A 蛋白表达
的影响

? ? 实验结果表明，经 0’ !1 2 34 双歧杆菌 ,"+ 处理 $< D 后，
,-.-细胞和 !"#$% 细胞中 .7@A 的蛋白质的灰度值由（’( %0

9 ’( ’<）下降至（’( ;$ 9 ’( ’)）和（’( %) 9 ’( ’*）下降至（’( 0: 9
’( ’*）（! & ’( ’)）。见图 *。

! " # $

!"#%&’()
!*+,-

)：未处理的 ,-.-细胞；$：0’!1 2 34 ,"+ 处理的 ,-.- 细胞；*：未处
理的 !"#$% 细胞；<：0’!1 2 34 ,"+处理的 !"#$% 细胞
图 ," 双歧杆菌 #$%对 #&’&细胞和 ($)*+ 细胞 ’-./蛋白
表达的影响

," 讨论

? ? 双歧杆菌在体内具有生物学屏障、抗感染、控制内
毒素血症、免疫赋活、延缓衰老以及抗肿瘤等多种重要

生理功能。,"+ 是双歧杆菌细胞壁中的一种与黏附
有关的两性线性磷酸甘油多聚体，它保持了全菌的一

些重要生物学特性。)%>0 年 FGHIJG 发现了双歧杆菌
的表面分子 KL@ 和 ,"+ 有单独的抗肿瘤作用，从而
确定了双歧杆菌抗肿瘤的有效成分。国内的研究表

明，双歧杆菌 ,"+能够体外诱导胃癌细胞 /@5>$* 凋
亡；双歧杆菌 ,"+诱导肿瘤细胞凋亡的信号转导途径
可能由 ",B 启动［<，0］。但 ,"+ 对肿瘤细胞侵袭转移
的影响报道甚少，本研究以转移能力较高的大肠癌细

胞株 ,-.-细胞和 !"#$% 细胞为实验对象，利用 "M=J#
NOG44小室人工重组基底膜侵袭、迁移实验探讨 ,"+在
抑制大肠癌转移方面的影响。本研究中黏附、侵袭和

迁移体外实验选用 E=PMI1G4 为黏附基质，其成分与组
织基底膜相似。在 *;Q时呈胶冻样，可较好的模拟组
织基底膜，用作观察细胞同细胞外基质的相互作用，用

于 "M=JNOG44小室联合培养系统反映肿瘤细胞的侵袭
运动能力。

? ? 本研究测定经不同剂量双歧杆菌 ,"+ 处理后，大
肠癌细胞株黏附能力的变化，结果显示：经过低剂量

,"+（$’ !1 2 34）处理后的两株细胞，其黏附能力没有
明显改变；而经较高剂量（0’、>’ !1 2 34）处理后的两
株细胞，其黏附能力受到明显抑制。提示 ,"+ 抑制大
肠癌细胞株的黏附能力需要达到一定的阈值浓度。并

且发现，经过适当剂量 ,"+ 处理后的大肠癌细胞，其
黏附、侵袭、转移能力受到了明显抑制。

? ? 恶性肿瘤的生长和转移必须依赖丰富的营养供
给，组织中血管的生成为营养物质和氧气进入肿瘤组

织、代谢产物运出组织细胞外和肿瘤细胞迁移至靶器

官奠定了重要的基础条件。因此，血管生成是肿瘤生

长和转移的必备条件，与肿瘤的发生、发展和转移有着

密切关系。.7@A是血管生存过程中最重要的血管内
皮刺激生长因子，直接作用于血管内皮细胞膜上的两

种$型酪氨酸激酶受体，能增加微血管特别是毛细血
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管和小静脉的通透性，从而有利于肿瘤细胞的微转

移［)］。研究表明，在大肠癌中 %&’( 表达明显增高，
%&’(表达与大肠癌生长、转移及肿瘤血管密度密切
相关，并可作为判断预后的指标［*］。+,, 等［-］发现
%&’(在结肠息肉、无转移和有转移大肠癌中的表达
率依次升高，提示 %&’( 表达增加与大肠肿瘤的进展
有潜在联系。彭亦良等［.］发现，结肠癌组织中肿瘤细

胞可表达 %&’(/0，并且伴有淋巴结转移的结肠癌，其
%&’(/0阳性表达显著高于无淋巴结转移者，提示
%&’(/0阳性表达与结肠癌细胞的淋巴结转移关系密
切。&1123等［!4］通过在小鼠大肠癌肝转移模型中注射
小分子药物 5678!) 和 56)))-，此类药物可以特异性
的抑制 %&’(的某些受体如 %&’(9/: 等，发现能够明
显抑制肿瘤血管生成、增殖及大肠癌肝转移的进一步

发展，提示以 %&’( 为治疗靶点是一种理性的治疗肿
瘤的方法，甚至有益于抑制临床上大肠癌肝转移患者

的进一步恶化。本研究显示，经过双歧杆菌 +;< 作用
后，两株大肠癌细胞中 %&’(的表达均下降，说明 +;<
能够下调大肠癌细胞 %&’( 的表达，但它是否通过影
响 %&’(与其受体的结合或者是通过抑制 %&’(的某
些受体的表达，进而来抑制肿瘤血管生成、增殖及大肠

癌细胞的侵袭转移能力，还有待进一步的实验来论证。

# # 本研究利用 9;/=09 和 >,3?,@A B1C? 技术检测了
两株细胞中 %&’( 表达的差异。研究结果显示：经过
双歧杆菌 +;<处理后的两株细胞，%&’( 的表达明显
减少。由此说明，+;<抑制大肠癌细胞的转移的可能
机制之一是 +;< 通过下调大肠癌细胞 %&’( 的产生
来抑制其转移。
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全国消化外科新技术、新进展研讨会征文通知

# # 由《中华消化外科杂志》编辑委员会主办，第三军医大学西南医院全军肝胆外科研究所、《中华消化外科杂
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科同仁踊跃投稿参会。

# # 征稿内容：消化外科领域，包括肝脏肿瘤、胆道肿瘤、肝胆管结石、胰腺肿瘤、肝移植、食管疾病、胃肠疾病、胃
肠肿瘤等相关学科最新临床新技术、新方法；消化外科领域相关实验研究新成果；消化外科疾病的诊治经验。
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7 号宋体，!$ 7 倍行距。"文内务必注明“会议征文”字样、作者的联系地址、电话、&/NH21。#请尽量使用电子邮
件投稿，投稿请发《中华消化外科杂志》专用邮箱：Q2W3M@W‘ :)"$ A,?，邮件主题注明“会议征文”。$纸版投稿请用
<8 纸打印，请寄：重庆市第三军医大学西南医院《中华消化外科杂志》编辑部 邮编：8444"-。%截稿日期：:44-
年 !4 月 "4 日。优秀论文将在《中华消化外科杂志》优先发表，参会者可获得国家继续教育&类学分 !4 分。

# # 地# 址：重庆市第三军医大学西南医院《中华消化外科杂志》编辑部# # 邮# 编：8444"-
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