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x射线对肺腺癌细胞粘附分子及其相关生物学特性的影响 

刘 晓 m，蒋幼凡 ，岳 秀1．2，雷淑慧 

(1．重庆医科大学附属第二医院呼吸内科，重庆 400010；2．重庆医科大学基础医学研究所，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 X射线对肺腺癌细胞粘附分子及其相关生物学特性的影响。方法：不同剂量x射线照射肺腺癌细胞 A549， 

M1Tr法检测细胞增殖抑制；免疫细胞化学法蛋白水平检测细胞中E—cadherin及其连环蛋白 13一catenin的表达 ；Transwell小室 

检测细胞的侵袭力。结果：x射线对 A549细胞的增殖抑制作用呈剂量依赖性；照射后E—cadherin和 13一catenin蛋白的表达均 

显著高于对照组(P<0．05)，其变化趋势是随照射剂量增加表达逐渐增加；Transwell小室结果表明随着照射剂量的增加，细胞侵 

袭力逐渐降低(P<0．05)。结论：x射线上调 A549细胞上粘附分子 E—cadherin和 13一catenin在细胞中的表达，增加细胞间的粘 

附力，降低肿瘤细胞的侵袭力，这可能是 x射线抑制肺腺癌细胞转移的作用机制之一。 
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The effect of X-irradiation on adhesion molecules and their telated 

biological characteristics of A549 human lung adenocarcinoma cell line 

LIU Xiao．et al 

(Department of Respiratory Medicine，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of X—irradiation on Adhesion molecules and their related biological characteristics 

of Human Lung．M ethods：A549 cells were irradiated with varying doses of X—rays．M1Tr assay Was employed to evaluate the 

effects of X——irradiation on the proliferative inhibition of A549 cells．The immunocytochemical method Was employed to analyze 

the protein expression levels of E——cadherin and 13-catenin．The transwell chambers were employed to evaluate the invasion of 

A549 cells．Results：X—irradiation could inhibit the proliferation of A549 cells in a dose-dependent manner．Th e protein 

expression of E—cadherin and 13一catenin in A549 were higher than that in control group(P<0．05)．And the cell invasions were 

lower than that in control group (P<0．05)．The expression of E—cadherin，13一catenin and cell invasions showed a direct 

correlation with the dose．Conclusion：Up—regulating the expression of E—cadherin and 13一catenin on A549 cells，which 

enhan ced the adhesion between cells and depressed the invasion．Th at may be the mechanism of X-irradiation inhibiting the 

metastasis of Human Lung Adenocarcinoma Cell line． 
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肿瘤的侵袭和转移是多种基因调控的复杂过 

程，细胞间的粘附降低可导致接触抑制生长的信号 

缺乏，易使肿瘤细胞从原位向远处侵袭，是肿瘤细 

胞转移的关键步骤。上皮型钙粘蛋白(E—cadherin) 

及其连环蛋白 B—catenin主要参与介导细胞间的粘 

附，如果该复合物的表达、分布等出现异常将会影 

响到细胞的粘附，对于癌细胞而言，可促进其发生 
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侵袭和转移【1' 1。本研究从粘附分子 E—cadherin／B— 

catenin人手，探讨 x射线抑制肺腺癌细胞转移的作 

用机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

肺 腺癌细胞株 A549，购 自中科 院上海细胞 库 ；RP— 

MI 1640培养基 、小牛血清购 自美 国 Hyclone公 司 ；PBS、 

0．25％胰酶等由重庆医科大学基础研究所提供 ；细胞裂解液 

购 自上海申能博彩生物公司；一抗兔抗人 E—cadherin、鼠抗 
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人 13一catenin、兔抗人 B—actin均购自Santa Cruz公司；辣根 

羊抗小鼠IgG、羊抗兔 IgG、S-P免疫组化染色试剂盒购自北 

京中杉金桥生物公 司；M Irr、DMSO购 自美 国 Sigma公 司； 

Matrigel、Transwell小室 购 自 BD Biosciences公 司。Varian 

2300C／D直线加速器由重庆医科大学附属第一医院肿瘤科 

提供。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 肺腺癌细胞株 A549培养于含 1 0％的小牛 

血清，100U／ml青霉素、100 g／ml链霉素的 RPMI 1640培养 

液中，37％，5％CO 孵箱，传代培养。待细胞生长至指数生长 

期进行 x射线照射。 

1．2．2 实验分组及照射条件 取指数生长期细胞，用 0．25％ 

胰酶消化成单细胞悬液，调整细胞浓度为 1 x 10 个 ／ml，将 

其接种于培养瓶，放入孵箱至细胞完全贴壁。照射源为 6mV 

x直线加速器 ，剂量率为 200cGy／min，培养瓶放置于照射野 

中心，照射前对培养瓶进行衰减校正。按射线照射剂量不同 

分为 0Gy(对照组 )、2Gy、5Gy、10Gy 4组 ，照射后 CO 孵箱继 

续培养 24h，分别于照射后 1h、3h、6h、12h、24h观察细胞形 

态 ，照射后 24h终止培养，分别检测各个剂量 x射线照射后 

24h细胞增殖抑制率 、E—cadherin及 B—catenin蛋白表达情 

况和细胞侵袭力。 

1．2．3 M1Tr法检测照射前后细胞增殖抑制率 用 0．1％胰蛋 

白酶消化射线处理后的 A549细胞，用含 10％dx牛血清的 

RPMI1640培养液制成单细胞悬液，以每孔 1 x 104个细胞接 

种于 96孔板中，每孔 200 l，每组设 5个复孔。将培养板放 

入 CO：孵箱 ，在 37℃、5％CO：及饱和湿度条件下 ，培养 24h， 

待细胞完全贴壁。每孔加入 M1Tr溶液(5mglm1)20I．Ll，37％继 

续孵育 4h，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液。每孔加入 

180 l DMSO，振荡 10min，570nm波长 ，在酶联免疫检测仪 

上测定各孔光吸收值，记录结果并绘制细胞生长抑制曲线。 

细胞增殖抑制率 =(A 对照组一A 实验组 )／A 对照 

组 ×100％ 

1．2．4 免疫 细胞化学法检测射线照射前后 E—cadherin和 

B—catenin蛋白表达变化 射线处理后的细胞接种在放有盖 

玻片的24孔板中，制成细胞爬片，继续培养 24h备用。4％多 

聚甲醛固定后，按 sP免疫组化试剂盒步骤处理 ，DAB显色， 

苏木精复染 ，中性塑胶封片，自动图像分析仪随机计数 200 

个细胞，得到平均光密度值(MOD)。E—cadherin和 B—catenin 

阳性细胞均呈细胞膜棕黄色染色，胞浆少量染色。以pHT．40， 

0．01mol／L的PBS代替一抗作阴性对照。 

1．2．5 细胞侵袭实验H 采用 Transwell小室体外侵袭实验， 

8 m孔径聚碳酸酯微孔滤膜上均匀涂布 1层 1：5稀释的 

人工基底膜 Matrigel(约 40 l／室)，上室分别加入各组细胞 

悬液 100 l，细胞浓度均为 1 x 106个 ／ml，每组细胞设 3个 

复孔 ，测 定各组细胞的侵袭力。每孔随机计数 5个视野 

(400x)，取平均值，以穿膜的肿瘤细胞数目多少作为评价侵 

袭力的指标。 

1．2．6 统计方法 所有数据均以互±s表示，应用 SAS8．2统 

计软件进行完全随机设计方差分析和组间 SNK检验 ，P< 

0．05有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 A549生长性状观察 

对照组(0Gy)细胞贴壁生长，几乎无脱落，胞质 

饱满，生长舒展，相邻细胞生长融合成片。射线照射 

后 1h，各剂量组细胞形态与对照组没有明显变化。 

照射后 3h，各剂量组细胞均可见部分细胞由贴壁脱 

落，悬浮于培养液中，细胞变圆，体积缩小 ，核固缩 

出现，核颜色加深，折光性增强，随着照射剂量的增 

加，上述形态表现越明显。随着时间推移，脱落细胞 

和出现核固缩的细胞明显增加，照射后 24h达到顶 

峰。 

2．2 射线对 A549细胞的增殖抑制效应 

不同剂量射线对 A549作用后 24h的生长抑制 

曲线显示 0Gy(对照组)、2Gy、5Gy、10Gy对 A549细 

胞的生长抑制率分别为 0、1 8．44％、28．42％、37．89％， 

可以看出 X射线对 A549细胞增殖的抑制作用是随 

着照射剂量的增加而增加的(P<0．05)。见图 1。 

直线回归方程 y=0．04325x(横坐标 x代表照射剂量，纵 

坐标 Y代表增殖抑制率) 

图 1 不同剂量 x射线对 A549细胞的增殖抑制作用 

2．3 免疫细胞化学法检测射线照射前后 E-cad— 

herin和 B—catenin蛋白表达变化 

X照射照射前 A549细胞膜上有 较微弱 的 

E—cadherin和 13一catenin表达 ，两者的平均光密度 

值分别为 0．230±0．012和0．460±0．015。胞浆中偶 

有表达，E—cadherin和 B—catenin表达的平均光密 

度值分别为 0．020±0．007和0．060±0．004。照射后 

胞膜和胞浆 E—cadherin和 B—catenin均有不同程 
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度 增 jJn 随 着 照 身J
‘

齐0 量 的 增 』I II ， E —

c a d h e l
� i n f 【1

13 _ r a l e n i n 的平 均 此 密 度 ( M O D )值增 加 越 f1JJ l{I【j．：、 较

对 照 组 比 较 ， 差 异 有 移 著性 ( P < O ， 0 5 ) 具 体 数 值 见

表 l 一

表 1 不 同 剂 量 x 射 线 对 A 5 4 9 上 E -

c a d t一
- _11 和

B — t j t “ �f 『1 蛋 白表 达 的 影 响

2 ． 4 细 胞 侵 袭 实验

A 5 4 9 细 胞 具 有 � 定 的体 外 侵 袭 能 力 ， x 射线 照

射 后 其 侵 袭 能 力 有 不 同群 度 的 减 弱 ， 2 4 h 浸 润 细 胞

数 目随 着 照 射剂 量 的增 JJII逐 渐 减 少 ， 与 对 照 组 相 比 ．

差 异 有 显 著性 ( P < O ． 0 5 ) i 见 【殳12 、 表 2

表 2 不 同 剂 量 x 射线 照 射 后 2 4 1� A 5 4 9 细 胞 侵 袭

实 验 结 果 ( 侵 袭 细 胞 数／视 野 )

3 讨 论

据 统 汁 ， 近 印 术有 9 0 ％ 以 f ：的肿 瘤 病 人 夕匕了 肿

瘤 转 干{；， 冈 此 时t 瘤 转 移 已 成 为肿 瘤 防 治 的 重 要 靶 环

节 ． 放 射 治 疗 是 抑 制肿 瘤 浸 润 和 转 移 的 事 要 于段 ．

、

T ；t k a h a s h i Y 等 I‘

研 究 发 现 ， 在 高 传 能 线 密 度 射线 卜，

A ． 照 射 胁

体 外 培 养 的 E C V 3 0 4 及 人 脐 静 脉 内 嫂 细 胞 ( H 1 1一

V E C ) 粘 附 和 迁 移 剑 玻 璃 粘 环 蛋 I
’

{ ( V i h
，

o n e l i t 、 ) 及 骨

桥 蛋 I
’

I ( O s t e o t m n l i n ) 的 能 力 受 到 抑 制 ， 毛 细 m 管 样

结 构遭 到 破 坏 ， 同 mt f
、

F 随 荷 M M P 一 2 活 竹! 抑 圳 ， d v B

3 一 i n l e g r i n 表达 F I洚， 基质金属 篮 r l胁绀织 抑 ；li ll ~lj 一 2 1_l!_

著 升高 ．

、 ‰ l s s k i M H 、 D A B 渺 包 试 剂 等I“1对 卟 煽 及 乳

腺癌 患 者 放 疗 前后 同健 埭 人 进 行 埘 比 研 究 发 现 ． 这

些 患 杵 放 疗 前 m 清 M M P 一 9 及 挂 质 金属 篮 白酶 川 织

抑制 剂 一 l 水 甲 明 娘 高 ]
：

健 康 人 ， 放疗 后 2 周 M M P 一 9

存 m 清 I l I白勺表 达 急 剧 下 降 _}1此 l IJ
。

见 ， 电 离 辐 射 后

J L 常 组 织 和 肿 瘤 组 织 粘 附 利 浸 润 的 卡开火 『大l 子 的 表

达 将 发 生 改 变 ， 许 H_这 些 改 变 n 仃 良好 的 照 后 时 问

l干ll剂 量 生 物 学 效 应 i 这 就 为探 了． HI{1瘤 放 射 治 疗 的 作

刖 机 制 打 开 了 一 扇大 门

E —

c a d h e l
- i n 是 钙 粘 蛋 ㈠ 的 1 种 ， 作 为 肿 瘤 抑 制

分 了 ，
【I丁通 过 介 导 细 胞 问 接 制{ 粘 附 ， 从 Ⅲ 抑 制 肿 瘤

细 胞 的 远 处 转 移 ； 13 _ t
，

a t e n i n 是 迮 环 货 r I 家 族 的 1

种 ， 是 1 种 原 癌 基 ⋯ 、 佯 I I! 常组 织 ~tl f ttl Jl~2 巾 ， E 一 钙 柑

蛋 I
’

【_与 B 叫 a ㈨ 、-f1 肜 成 复 合物 ， 其 『H] 维 持 }? 戍 撇 性

和 完 帑 性 ： 细 胞 内 13 一 a t e n h ， 的
“

胞 I～库
’

m 游 离

B — e a t e n i n 部 分 和
‘

j Ii _ | r a d h e l
� i n 、 A P C 蛋 I

’

I 等结 合

形 成 复 合体 的 部 ／D- J t~ 州 构 成 ， 其 巾 胞 膜 部 分
‘

j 卜一

钙 粘 篮 f
'

t 结 合 ， 维 持 细 胞 f ：皮 的 完 整 性 ；而 胞 浆 游

离 部 分 则 与 胞 1人J 其 他 赁 白结 合 许籍 此 州 常细 胞 的

增 聃 与分 化 两 部 分 互 卡H
、

卜衡 ， 共 同维 持 符细 lJ[g, ~,
l
／

附 、 增 殖 、 分 化 等 细 胞 的 基 本 活 功 ， 平 衡 一 n
． 破 坏 ，

则可 能 导 致 肿瘤 发 生 、 浸 涧 , PitJ／~移⋯ 有 研 究 i 止实 ，

I一】t忖恢 复 13 叫 ：l l e n i i � 和 卜_ I 州 l h e l
�

i n 的 表 达 i l I
‘

降 低

细 胞 的运 动 能 ／J 干丌侵袭 力 ， ⋯ I『以 抑 制细 胞 的 生 K ，

促 进 细 胞 发 ，t 凋 广 ， 从 ⋯抑 制 『】ll，瘤 的浸 润 干lI转移 I? , I l l I

肺 腺 癌 卸1胞 A 5 4 9 细 胞 膜 ． I ：仃 较 巧q 的 E —

r a t I—

h e i
- i l 、 与 13 一 c a t e n i n 的 表 达 ． J i：具 有 较 灶 的 体 外 侵 袋

I{ _照 射 后

图 2 射 线 照 射 后 肺 癌 细 胞 A 5 4 9 体 外 侵 袭 力 的变化 ( 苔 盼 蓝 染 色 x 4 0 0 )
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力，从而易于发生浸润、转移[1l1。本研究用直线加速 

器产生的x射线照射 A549细胞，试图增加细胞膜 

上 E—cadherin与 B—catenin的表达 ，进而减弱其体 

外侵袭力，从根本上抑制 A549细胞的远处转移。实 

验结果显示，射线照射后，贴壁细胞脱落增加，细胞 

变圆，体积缩小，核固缩出现，核颜色加深，折光性增 

强，随着照射剂量增加和照射后时间的推移，上述形 

态表现越明显。x射线对 A549细胞增殖的抑制作用 

是随着照射剂量的增加而增加的。x射线照射后，胞 

膜和胞质上的 E—cadherin和 B—catenin的表达均有 

不同程度的增加，并随着照射剂量的增加而增加，说 

明x射线影响了 E—cadherin／B—catenin在细胞中的 

分布，这可能是因为 B—catenin的“胞内库”由2部 

分构成，射线照射后与 E一钙粘蛋白结合的胞膜部分 

增加，而胞核中参与细胞增殖、分化的部分减少。x 

射线照射后，抑制了 A549细胞的生长，并通过上调 

胞膜上 E一钙粘蛋白与 B—catenin的表达，降低其体 

外侵袭力，最终有效抑制 A549细胞的远处转移。本 

研究从粘附分子角度探寻了放疗抑制肿瘤转移的机 

制，并证实放射对于肺腺癌治疗是有效的，它可以通 

过上调 E一钙粘蛋白和 B—catenin在细胞中的表达， 

增加细胞间的粘附力，降低肿瘤细胞的侵袭力，最终 

抑制肿瘤细胞的侵袭和转移。这为临床运用放射治 

疗抑制肿瘤转移提供了重要的实验依据。 
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