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卡介菌多糖核酸对肺癌细胞粘附及骨架结构的影响
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　　提　要:目的　研究卡介苗多糖核酸(BCG-PSN)对肺癌细胞上粘附分子配体(slex)表达及肺癌细胞质内骨架的表现

特征的影响。方法　采用流式细胞仪及透射电镜观察 BCG-PSN对高转移人肺巨细胞癌(PG)细胞和低转移人肺腺癌(PAa)

细胞上 slex 表达的影响及胞质内骨架结构的变化。结果　①流式细胞仪分析提示 PAa细胞 slex 表达高(66.8%), PG细胞

表达低(5.72%)。经 BCG-PSN 处理后 , PAa细胞 slex 表达呈浓度依赖下降。 ②超微结构观察:PAa细胞微丝稀疏 , PG细胞

微管微丝减缺。 BCG-PSN 处理后 , PG 细胞微丝较前丰富 、完整 , 树样分布 , PAa细胞仅见少量的微丝。 结论　细胞内微管 、

微丝等细胞骨架成分的改变与癌细胞运动迁徙能力有关 , BCG-PSN 对肺癌细胞粘附性的抑制环节不是细胞骨架介导的粘

附强化 ,可能是粘附分子表达下降所致的粘附强化启动过程。
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　　Abstract:Objective　To study the effects of BCG-PSN on the expression of the receptor of selectins———one of

the important cell adhesionmolecules , and the characteristics of cytoskeleton structure in lung cancer cells.Methods

　The effects of BCG-PSN on the expression of sialyl Lewis X(sle
x
)and the cytoskeleton structure of highly meta-

static human pulmonary giant cell carcinoma (PG)cells and lowly metastatic human pulmonary adenocarcinoma

(PAa)cells were observed by flow cytometry and transmission electron microscopy.Results　Flow cytometric results

showed that the expression of sle
x
on the surface of PAa cells(66.8%)was higher than that on PG cells(5.72%).

After treatment with BCG-PSN , the expression of sle
x
on PAa cells decreased in a dose-dependent manner.Transmis-

sion electron microscopy showed that the microtubules and microfilaments were sparse in the PAa cells and diminished

in PG cells.After treatment with BCG-PSN , the microfilaments were more abundant than before in PG cells and

showed a branch-like appearance , but still remained sparse in PAa cells.Conclusion　Changes in the components

of the cytoskeleton structure are associated with the ability of the migration and movement of the tumor cells.The in-

hibitory effect of BCG-PSN on the adhesiveness of lung cancer cells may not be the cytoskeleton-mediated enhance-

ment of adhesion , but the start-up process resulted from the down-regulation of cell adhesion molecules on the surface

of lung cancer cells.
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　　肺癌是目前临床上常见的恶性肿瘤之一 ,国内外

统计资料表明肺癌死亡率高于其它恶性肿瘤而居首

位。然而 ,肺癌转移的确切机制至今尚未阐明 。目前

研究显示恶性肿瘤的浸润 、转移是一个多环节的复杂
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的病理过程。细胞骨架结构的改变与细胞间粘附是其

中的一个重要环节
[ 1]
。卡介菌多糖核酸(bacillus of

calmette and guerin-polysaccharide nucleic acid , BCG-PSN)

是一种卡介苗的酚提取物 ,研究表明 BCG-PSN 有抗肿

瘤活性 。本研究通过流式细胞仪分析及超微结构观

察 ,探讨在 BCG-PSN 作用下 ,肺癌细胞上粘附分子配

体(sle
x
)表达及肺癌细胞胞质内骨架结构变化 ,以进一

步阐明肺癌转移及 BCG-PSN的抗肿瘤机制。
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1　材料和方法

1.1　材料
　　高转移人肺巨细胞癌细胞(highly metastatic human pulmonary

giant cell carcinoma , PG)及低转移人肺腺癌细胞(lowly metastatic

human pulmonary adenocarcinoma , PAa)购于北京医科大学病理学

教研室。卡介菌多糖核酸(BCG-PSN , 又名斯奇康注射液 , 批号

000724-5 , 000724-2)及其无菌生理氯化钠溶液由湖南九芝堂股

份有限公司提供。FITC-sleX(CD15S)单抗及 FITC-IgM 购于法国

Immunotech 公司。 RPMI-1640、DME F12 为 Gibo 公司产品 , 小牛

血清为Hyclono公司产品。

1.2　方法
1.2.1　肺癌细胞培养及分组　　PG 和PAa在含 10%小牛血清

的 RPMI1640培养液内常规传代培养后。接种于 12 孔板内 , 加

BCG-PSN , 浓度分别为 25、50、100 、200、400μg ml。对照组以无菌

氯化钠溶液代替 ,在 37 ℃ 5%CO2 培养箱内培养 48 h 后 , 制成

浓度为 1×105 ml的细胞悬液备用。

1.2.2　肺癌细胞上 slex(CD15s)的表达　　将 BCG-PSN 各浓度

组的肺癌细胞经胰酶消化后 , 制成 1×105 ml细胞悬液。 1 000

r min , 离心 10 min ,在 4 ℃条件下 , 用 FITC-slex 标记 30 min , 阴

性对照以 FITC-IgM 标记 30 min , PBS 洗涤两次。 FACS-420 型流

式细胞仪(FACS Calibar , 美国)分析 , 样品中阳性细胞率由 lysis

Ⅱ软件处理 ,减去阴性对照的非特异性阳性细胞率 , 得出肺癌

细胞上 slex 表达的阳性百分率。

1.2.3　肺癌细胞胞质内骨架结构观察　　经胰酶消化分离的

肺癌细胞 , 1 000 r min , 离心10 min 后 ,用 4%戊二醛原位固定40

min , 1%OsO4 固定 1 h , 乙醇和丙酮梯度脱水 , 环氧树脂 618 包

埋 ,超薄切片 , 透射电镜下观察。

1.3　统计学分析
　　两样本率的比较采用χ2 分析。

2　结果

2.1　BCG-PSN对肺癌细胞上 sle
X
表达的影响

　　流式细胞仪研究显示 , 用 BCG-PSN 处理前 , PAa 细胞表达

sleX的百分率为 66.8%, 明显高于 PG 细胞(5.72%), 有统计学

意义(P<0.001)。经 BCG-PSN处理后 , PAa 细胞 sleX 表达呈浓

度依赖性下降 , 100 μg L 浓度时为 32.5%, 200 μg ml浓度组下

降最为明显5.2%(P<0.001 与处理前对照组比较)。在PG 细

胞 , sleX 表达无显著差异 , 100 μg L浓度为 3.5%, 200 μg ml浓度

组为 3.51%(P>0.05 与处理前对照组比较)。

2.2　BCG-PSN对人肺癌细胞骨架的影响
　　在透射电镜下 , 肺癌细胞核畸形 , 核仁肥大并可见双核或

多核。PAa细胞可见少量微管 、微丝 , PG细胞微管 、微丝明显减

少 ,细胞膜绒毛较多。经 BCG-PSN(200 μg ml)处理后 , PG细胞

微丝较前丰富 、完整 , 树枝样分布;胞浆内线粒体 、粗面内质网

较为丰富。PAa 细胞核呈不规则状 , 线粒体 、高尔基体不发达 ,

仅见少量微丝 ,见图 1 ～ 4。

图 1　未经 BCG-PSN处理的 PAa细胞核畸形 ,核旁少量微丝　(TEM×17 000)

Fig 1　PAa cell not treated with BCG-PSN is aberration and little microfilament nearby　(TEM×17 000)

图 2　经 BCG-PSN 200μg ml 处理后的 PAa细胞核大 ,核畸形 ,核周仅见少量微丝　(TEM×8 000)

Fig 2　The PAa cell nucleus is aberration but bigger after treatment with BCG-PSN(200μg ml)　(TEM×8 000)

图 3　未经 BCG-PSN处理的 PG细胞大 ,多核仁 ,胞质内微丝减缺　(TEM×8 000)

Fig 3　The PG cell without treatment with BCG-PSN is big with many nuclei and microfilament diminishes in it　(TEM×8 000)

图 4　经 BCG-PSN 200μg ml处理后的 PG细胞胞质内微丝丰富 ,交织成网状　(TEM×40 000)

Fig 4　Upon treatment with BCG-PSN(200μg ml), the microfilament is more abundant than before in PG cell and

showes a net-like appearance　(TEM×40 000)

3　讨论

　　经血道转移是肿瘤细胞转移的主要途径之一 。肿

瘤细胞在血管内膜上缓慢运动 ,继而变形 ,与内膜粘

附 ,迁移到血管外组织形成转移。因此 ,肿瘤细胞与内

皮细胞的粘附是肿瘤转移的重要环节
[ 2]
。肿瘤细胞与
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内皮细胞粘附是由选择素介导的。包括 E-选择素(分

布于内皮细胞上)、P-选择素(分布于血小板及内皮细

胞上)、L-选择素(分布于淋巴细胞上)
[ 3]
。唾液酸化的

sle
X
、sle

a
是选择素配体 , 与肿瘤细胞的粘附有关。

Takada等
[ 4]
研究 18 例表达 sle

X
或 sle

a
的癌细胞系 ,发

现肿瘤细胞与内皮细胞的粘附与 sle
X
、sle

a
表达程度有

关 ,这种粘附能被抗 sle
X
、sle

a
及 E-选择素单克隆抗体

阻断。BCG-PSN是一种卡介苗的酚提取物 ,其主要作

用是增强机体内 NK 细胞活性 、白细胞介素-2(IL-2)、

白细胞介素受体(IL-2R)表达 ,并通过诱导细胞因子如

白细胞介素-8 、α-肿瘤坏死因子的表达 ,促进效应细胞

与肿瘤细胞相互作用
[ 5]
。本实验研究显示 , PAa细胞

sle
X
表达阳性率为 66.6%,经 BCG-PSN干预后 ,PAa细

胞表达 sle
X
率呈浓度依赖性下降(P <0.001)。提示

BCG-PSN有阻断 PAa细胞膜上 sle
X
表达的作用。有研

究发现 sle
X
的生物合成过程首先需要唾液酸转移酶将

唾液酸加至N-乙酰葡萄糖胺基上 ,再由岩藻糖转移酶

FucT将岩藻糖加至唾液酸-N-乙酰葡萄糖胺基 。sle
X
染

色程度与 FUC-T Ⅶ 基因扩增频率相关 ,原因可能在于

FUC-T Ⅶ 能通过 α-2 、3-唾液酸葡萄糖胺有效地催化

sle
X
形成

[ 6]
。BCG-PSN可能是通过抑制 FUc-T 活性下

调 sle
X
的表达 , 进一步机制有待深入研究 。实验中

PG 细胞 sle
X
表达阳性率仅 5.72%, 呈低水平 。经

BCG-PSN干预后 ,PG上 sle
X
表达无明显变化。其原因

可能 PG细胞上存在其他能介导与血管内皮细胞上 E-

选择素结合的抗原。这与 Kunzendorf等
[ 7]
报道的黑色

素瘤细胞系 HK-14不表达 sle
X
,但能与 E-选择素结合

有相似之处 。陈继化等
[ 8]
发现肺癌组织中除了 sle

X
抗

原外 ,还存在有 LewisX(Le
X
)及唾液酸化的双岩藻糖

LewisX(SDLe
X
)。其中 , SDLe

X
与肿瘤转移的关系要比

sle
X
及 Le

X
更密切 。因此 ,推测 PG细胞上可能存在有

类似于 SDLe
X
的抗原 ,虽然肿瘤细胞与内皮细胞的粘

附与肿瘤细胞上粘附分子配体的表达有关 ,但除了

sle
X
以外 ,癌细胞上还存在其他能介导与内皮细胞粘

附的配体 ,导致 PG细胞 sle
X
低表达 。

　　细胞内骨架结构的变化也与肿瘤的转移及肿瘤细

胞的粘附性有关 。微管微丝是真核细胞的骨架成分 ,

和细胞膜的大分子有着直接或间接的关系 ,并参与多

种与膜有关的功能调节 ,如保持细胞形态 、细胞的伸展

和粘附 、接触抑制等 。其中微丝重排是细胞运动的主

要动力及细胞粘着的重要物质 ,效靶细胞内微丝数量

减少 ,细胞运动及与血管内皮的粘附能力减弱 ,效靶细

胞粘着及结合减少。不同组织类型的肺癌细胞由于微

环境的变化 ,可形成多能分化和异质性 ,因而具有不同

的细胞骨架结构
[ 9]
。本研究中 PG和 PAa 细胞超微结

构的差异也证明了这一点 。低转移的PAa细胞微丝微

管明显减少 ,呈稀疏型 ,高转移的 PG 细胞微丝微管呈

减缺型 。其原因与肿瘤细胞中钙调蛋白含量增高 ,钙

调蛋白促使微管解聚有关。此外 ,肿瘤细胞的微管组

织中心在装配胞质微管复合体的过程中 ,可受到多种

调节因子作用而功能异常 ,导致胞质微管复合体组装

减少
[ 10]
。经 BCG-PSN 200 μg ml处理后 ,PAa 细胞微丝

微管与用药前比较无明显改变 ,而 PG 细胞用药后微

丝微管明显增多丰富 。即实验条件下 ,PG细胞的微管

微丝能重新发育 ,可能提示 BCG-PSN 对肺癌细胞粘附

性的抑制可能与肺癌细胞上粘附分子的表达减少有

关 ,但这种抑制作用将被肺癌细胞骨架结构的重新发

育所打破 ,肿瘤细胞骨架的变化 ,将对肿瘤细胞浸润迁

移能力产生影响 。今后 ,进一步深入研究 BCG-PSN作

用下肺癌细胞粘附力和粘附应力的变化 ,将有助于探

明 BCG-PSN的抗肿瘤机制及肿瘤细胞转移的机制 。
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