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!"#$% 基因过表达对乳腺癌细胞迁移能力和血管生成能力及增殖的影响

苏新良，任国胜，王小毅，谭金祥* * （重庆医科大学附属第一医院内分泌外科，重庆 %"""!+）

* * 摘* 要：目的* 探讨透明质酸酶 ,-./! 基因过表达对人乳腺癌细胞株 012#( 和 34#($#)" 的迁移能力和血管生成能
力以及增殖的影响。方法* 应用双室联合培养技术，建立体外肿瘤侵袭和血管生成模型，观察过表达 ,-./! 基因对乳腺
癌细胞穿透 510 678和诱导血管内皮细胞形成血管能力的影响；应用 099 和流式细胞术检测细胞的增殖能力变化。结
果* 过表达 ,-./! 基因的乳腺癌细胞 012#( 和 34#($#)"（实验组）穿透 510的能力以及诱导血管生成的能力均强于对
照组（! : "; "$）；但是，过表达 ,-./! 基因的乳腺癌细胞增殖能力与对照组比较没有明显差异（! < "; "$）。结论* 过表达
,-./! 基因能促进人乳腺癌细胞在体外侵袭和诱导血管生成，但是对乳腺癌细胞的增殖没有影响。
* * 关键词：乳腺癌；透明质酸酶；侵袭；血管生成；增殖
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* * #7+*04)*：!"#$%&’($ * 9H IRGUL RJ7 7TT7WRI HT ,-./! 67C7 HX7Q7NPQ7IIBHC HC BCXDIBX7，DC6BH67CBW DCU
PQH8BT7QDRBX7 DYB8BRL HT YQ7DIR WDCW7Q W788 8BC7I 012#( DCU 34#($#)"= )$&*+,- * OHGY87#WJDSY7Q WH#WG8RGQ7
R7WJCBVG7 ZDI DPP8B7U RH WHCIRQGWR RJ7 BCXDIBX7 SHU78 DCU DC6BH67CBW SHU78 "# $"%&’，ZJBWJ ZDI GI7U RH U7R7WR
RJ7 BCXDIBX7 DCU DC6BH67CBW PHR7CRBD8 HT YQ7DIR WDCW7Q W788；099 DCU T8HZ WLRHS7RQL Z7Q7 GI7U RH U7R7WR RJ7 PQH#
8BT7QDRBHC HT YQ7DIR WDCW7Q W788I= .$-/0&-* [Q7DIR WDCW7Q W788I HX7Q7NPQ7IIBC6 ,-./! 67C7 IJHZ7U IRQHC67Q BC#
XDIBX7 PHR7CRBD8 DCU DC6BH67CBW PHR7CRBD8 RJDC WHCRQH8 W788I，YGR JDU CH IB6CBTBWDCR UBTT7Q7CW7 HC PQH8BT7QDRBX7 PH#
R7CRBD8= 1+2%0/-’+2* \X7Q7NPQ7IIBHC HT ,-./! 67C7 WDC PQHSHR7 RJ7 BCXDIBHC DCU DC6BH67C7IBI HT YQ7DIR WDCW#
7Q W788I "# $"%&’，YGR CHR DTT7WR RJ7 PQH8BT7QDRBHC=
* * 9(8 :,05+：YQ7DIR WDCW7Q；JLD8GQHCBUDI7；BCXDIBHC；DC6BH67C7IBI；PQH8BT7QDRBHC

* * 透明质酸酶（JLD8GQHCBUDI7，,LDI7）又称“扩散因
子”，与透明质酸（JLD8GQHCBW DWBU，,.）均是细胞外基
质（7NRQDW788G8DQ SDRQBN，510）的重要成分，主要包括 +
种亚型，其中以 ,-./!、,-./& 和 ],#&" 最为重要。
透明质酸酶降解透明质酸（JLD8GQHCBW DWBU，,.），调节
细胞黏附，促进细胞迁移和增殖 ，从而促进肿瘤的迁

移［!，&］。我们在前期工作中发现表达 ,-./! 较高的
人乳腺癌细胞株，其迁移能力也较强［)，%］。为了进一

步探讨透明质酸酶 ,-./! 基因的表达与乳腺癌细胞
的侵袭、诱导血管生成能力和增殖的关系，本研究将

,-./! 基因导入透明质酸酶低表达的乳腺癌细胞株
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012#( 和 34#($#)" 中，观察 ,.-/! 基因过表达对乳
腺癌细胞侵袭、诱导血管生成能力和增殖的影响。

%; 材料与方法

!= !* 材料
* * 稳定转染了 ,-./!基因的乳腺癌细胞株 012#(和 34#($#)"
（实验组）以及转染空质粒的乳腺癌细胞株 012#( 和 34#($#)"
（对照组）由本实验室筛选和培养；E^,)9) 细胞和人脐静脉内
皮细胞 51_#)"% 为本实验室保存；510 678 购自 ?B6SD 公司；
9QDCIZ788小室购自 0B88BPHQ7 公司；4]0^!+%" 培养基和小牛血
清购自 ,L18HC7公司。
!= &* 侵袭实验
* * 实验观察稳定转染了 ,-./! 基因以及空质粒的乳腺癌细
胞株 012#( 和 34#($#)" 穿过 510 678 迁移到 9QDCIZ788小室的
膜上的细胞数［%］。

!= )* 体外血管生成实验
* * 稳定转染了 ,-./! 基因以及空质粒的乳腺癌细胞株
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)*+,- 和 ./,-",01 用含 !12小牛血清的 !341 培养基，0- 5，
"2*67培养。取对数生长期的细胞按 7$ 1 8 !1" 9孔接种到 3 孔
板中。将 :*) ;<=均匀地铺在 >?@ABC<==小室的膜上，41 != 9孔，
0- 5成胶 01 DEA。血管内皮细胞 :*F,014 用含 !12小牛血清
的 !341 培养基，0-5、"2*67培养致对数期，取 7$ 1 8 !1"接种

到成胶的 >?@ABC<==小室中，将小室放置于已经接种乳腺癌细胞
的 3 孔板中，培养 -7 G后用光学显微镜观察血管形成情况，并
计数 !11 倍光镜下管腔数目。

!$ 4# )>>检测细胞增殖
# # 稳定转染了 %&’(! 基因以及空质粒的乳腺癌细胞株
)*+,- 和 ./,-",01 用含 !12小牛血清的 !341 培养基，0- 5、
"2*67培养。取对数生长期的细胞制成 ! 8 !1"D= H!的细胞悬
液，接种到 I3 孔板中，711 != 9孔。培养 74 G 后，每孔加入
" D; 9 D=的)>> 71 !=，继续孵育 4 G。加入二甲亚砜 711 != 9孔，振
荡混匀后在 4I1 AD处测定吸光度值［!（4I1）］。

!$ "# 流式细胞术检测细胞周期
# # 稳定转染了 %&’(!基因以及空质粒的乳腺癌细胞株 )*+,-
和 ./,-",01 培养至对数生长期，离心收集细胞，细胞经 JKL 洗
涤后，用 -12冰乙醇固定，经 JM染色后用流式细胞仪分析细胞
周期。

!$ 3# 统计学处理
# # 采用 LJLL !1$ 1 统计软件，两样本均数比较采用 "检验。

!" 结果

7$ !# %&’(! 基因过表达对乳腺癌细胞诱导血管生成
能力的影响

# # 受到肿瘤细胞的诱导，:*F,014 细胞逐渐伸长，彼此连接成
条索状和网状结构，形成不同大小和形状的管腔样结构（图 !）。
管腔计数结果显示过表达 %&’(! 基因的 )*+,- 细胞（实验组）
的管腔数（4N$ 7 O4$ 3）明显高于 )*+,-细胞对照组（74P 4 O 0$ 1）

（# Q1P 1"）；同样，过表达 %&’(! 基因的 ./,-",01 细胞（实验
组）的管腔数（47$ 3 O 0$ 3）明显高于 ./,-",01 细胞对照组
（77P 3 O 7$ 3）（# Q 1P 1"）。
7$ 7# %&’(! 基因过表达对乳腺癌细胞增殖和细胞周
期的影响

# # )>>结果显示：过表达 %&’(! 基因的 )*+,- 和 ./,-",01
细胞（实验组）的 !（4I1）值［分别为（!$ N0 O 1$ 70）、（!$ 3N O
1P 10）］与转染空载的 )*+,- 和 ./,-",01 细胞（对照组）的
!（4I1）值［分别为（!P 33 O 1$ 71）、（!$ "4 O 1$ 7N）］均无统计学
差异（# R 1$ 1"）。流式细胞术检测细胞周期的结果显示：与
)*+,-和 ./,-",01 细胞对照组相比，)*+,- 和 ./,-",01 实验组
的细胞周期均没有明显差异（# R 1P 1"），见图 7。

#" 讨论

# # 肿瘤细胞的侵袭和转移涉及肿瘤细胞与基膜和
:*)的黏附、降解和穿透移行等 0 个基本过程。
%S@B<和 %’ 是 :*) 的 7 种重要成分，在肿瘤侵袭及
转移过程中起着重要作用，其中透明质酸 %&’(! 的作
用尤为重要。众多研究表明，前列腺癌、膀胱癌、结肠

癌、乳腺癌等恶性肿瘤的发生和恶化均伴随着 %&’(!
的升高［" H -］。谭金祥等［N］研究发现，利用 BE/T’ 沉默
%&’(! 基因的表达后，乳腺癌细胞的迁移能力明显下
降［N］。

# # 本课题组前期研究表明，乳腺癌细胞株 )*+,- 和
./,-",01 的 %&’(! 基因呈低表达，同时其迁移能力
和诱导血管生成能力也较其他细胞弱。由此我们初步

认为 %&’(! 基因表达与乳腺癌细胞的迁移能力和诱
导血管生成能力有着密切关系［4］。为了进一步证明这

!! !" !# !$
’：)*+,- 对照组；K：)*+,- 实验组；*：./,-",01 对照组；U：./,-",01 实验组
图 $" 乳腺癌细胞%&’() 和 *+(),(#- 诱导血管生成能力变化"（瑞氏染色 8 !11）
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图 !" ./01$ 基因过表达对乳腺癌细胞%&’() 和 *+(),(#- 细胞周期的影响
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一点，我们将携有!"#$% 基因的真核表达载体转染到
乳腺癌细胞株&’()* 和 +,)*-)./ 中，筛选出了过表达
!"#$% 基因的乳腺癌细胞 &’()* 和 +,)*-)./ 细胞。
然后观察其迁移能力和诱导血管生成能力的变化。实

验结果表明，与转染空载体的 &’()* 和 +,)*-)./ 细
胞相比，过表达 !"#$% 基因（转染重组载体）的&’()*
和 +,)*-)./ 细胞的迁移能力和诱导血管生成潜力明
显增强。我们的实验进一步证明了 !"#$% 基因与乳
腺癌的侵袭和诱导血管生成有着密切关系，!"#$% 基
因高表达能够促进乳腺癌细胞侵袭和诱导血管生成，

增加其恶性程度。

0 0 目前，透明质酸酶与肿瘤侵袭和转移的关系已经
比较明确。但是关于透明质酸酶与肿瘤细胞增殖的关

系的研究结果尚存在不同观点［1］。一方面，很多研究

表明在一些乳腺癌、结肠癌、前列腺癌、膀胱癌中可以

检测的透明质酸酶的高表达［- 2 3，%/］；另一方面，!"#$%
基因缺失在一些上皮细胞肿瘤中的频繁出现暗示着

!"#$% 基因可能是一种抑癌基因［%%］，而且，!"#$% 基
因在某些结肠癌、乳腺癌和成纤维细胞中的高表达反

而抑制了肿瘤细胞的生长和增殖［%4 2 %5］。本研究中，过

表达 !"#$% 基因对乳腺癌细胞株 &’()* 和 +,)*-)./
的增殖和细胞周期没有明显的改变，可能有以下几个

原因：一方面，可能是由于 !"#$% 基因对肿瘤细胞增
殖存在多方面的影响，各种影响相互牵制；另一方面，

本实验中过表达的 !"#$% 基因可能对这 4 株乳腺癌
细胞的增殖没有产生影响。这需要我们在以后的实验

中进一步研究。
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5///.3；地址：重庆市高滩岩《第三军医大学学报》编辑部。
0 0 期待您的参与！感谢您的支持！

本刊编辑部

4//3 年 * 月 . 日

4*5% 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 第 0 三 0 军 0 医 0 大 0 学 0 学 0 报 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 第 ./卷


