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3种干扰因子对人肺癌细胞株 A549体外增殖、侵袭力及 ICAM-1表达的调
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周人杰
1
,肖颖彬

1
,张国强

1
,王志新

2
,周德昌

1
　　 (第三军医大学: 1附属新桥医院胸外科 ; 2附属新桥医院全军肿瘤治疗中

心 ;重庆 400037)

　　【提要】　目的: 研究全反维甲酸 ( ATRA)等干扰因子对肺癌细胞株 A549侵袭、增殖及 ICAM-1分子表

达的调节作用。方法: 根据细胞穿过铺有 Matrig el胶多孔膜数量检测细胞侵袭力 ,用改良龙胆紫吸收比色计

数法检测细胞增殖 ,以流式细胞分析和酶联免疫吸附试验检测 ICAM-1、 sICAM-1表达水平。 结果: A549经

ATRA处理后 ,细胞表面 ICAM-1表达降低 ,体外侵袭力明显降低 ,体外增殖明显抑制 ; IFNα不增加细胞

ICAM-1表达 ,但抑制体外增殖及体外侵袭力 ; IL-1明显增强细胞表面 ICAM-1表达及培养上清 s ICAM-1

含量 ,体外侵袭力有增高趋势。 结论: ATRA、 IFNα、 IL-1对 A549细胞体外增殖及 ICAM-1、 sIC AM-1表达

有不同的调节作用 ,而对其转移潜能具有不同调变作用。
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　　恶性肿瘤的侵袭与转移是受多因素调控的复杂过
程 ,涉及肿瘤细胞恶性增殖、肿瘤组织新生血管形成、

肿瘤细胞粘附、分泌蛋白酶降解基质及肿瘤细胞迁移

运动等一系列过程。其中介导细胞粘附作用的细胞表
面粘附分子的表达及其在肿瘤中的作用 ,是目前肿瘤

研究中的一个热点
[1 ]
。 ICAM-1高表达的肿瘤细胞易

于脱离母体 ,随淋巴细胞游走 ,而发生转移
[2 ]
。 在人类

流行病学、动物实验及临床研究均已证实维甲酸

( Retinoic acid, RA)类可用于肺癌的化学预防及治

疗
[3 ]
。我们研究了全反维甲酸 ( All-t rans retinoic acid,

A TRA)等干扰因子对肺癌细胞株 A549体外增殖、侵

袭力及 ICAM-1、 sICAM-1表达水平的影响 ,旨在探

讨 AT RA等干扰因子对肿瘤转移潜能的影响及

ICAM-1分子在肿瘤侵袭中的作用。

1　材料与方法

1. 1　细胞及其处理方法
　　 A549细胞用含 10%小牛血清的 DM EM培养基培养 ,适

时更换培养液及传代 ,逐渐降低培养液中小牛血清浓度直至无

血清培养。细胞分别加入 5μmo l /L ATRA、 1 000 U /ml IFNα、

200 U /ml IL-1(购于北京中山公司 )终浓度的培养液 ,对照组

为相应的培养液 , 37°C孵育 24 h ,用于实验。

1. 2　体外侵袭实验
　　将 200μl N IH 3T3细胞培养上清液作为趋化物加入 Boy-

den小室 (美国 Millipor e公司 )的下室 ,上下室之间由直径 12

mm、孔径 12μm的多孔聚碳膜分隔 ,在膜上铺 50μl( 50μg蛋
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白 , DM EM稀释 )基质胶 Matrig el(北京医科大学提供 ) ,胶干

后 ,将不同处理的 400μl( 2× 105个细胞 )分别加入上室。 37°C

5% CO2孵育 6 h后取出膜 ,擦去膜上面未穿过的细胞及基质

胶 ,用甲醇固定 , HE染色后 ,在显微镜下将多聚碳膜分成 9等

格 ,分别计数 9格内的细胞数 ,取其平均值 ,即为每格内侵袭的

细胞数。 每组设 2个样本 ,重复 3次。

1. 3　体外增殖检测
　　采用 Gillies等 [4 ]建立的改良龙胆紫吸收比色计数法。将待

计数的细胞接种于 24孔细胞培养板中 ,置 37°C 5% CO2孵育 7

h,使细胞充分贴壁 ,以 1%戊二醛 -Hank 's液固定 15 min后 ,以

0. 1%无离子龙胆紫溶液 1 ml染色 30 min;将培养板置于 1 L

的大烧杯中 ,在其底部以连续缓流的无离子水 ( 0. 5 ml /min)脱

染 15 min,于空气中自然干燥 ,以 0. 2% TritonX-100溶液溶解

细胞 ,在室温 25°C左右 ,波长为 590 nm分光光度仪上检测光

密度 ( OD)值。 以已计数的 A549细胞 0. 75、 1. 5、 3. 0、 4. 5、 6. 0、

7. 5、 10. 0、 12. 5× 104 /m l接种于 24孔培养板 ,按上法操作 ,建

立细胞数与光密度关系的标准曲线。以 4. 0× 104 /ml细胞接种

于 24孔培养板中 ,分别加入 5 μmo l /L AT RA、 1 000 U /ml

IFNα、 200 U /m l IL-1的培养液 ,对照为相应培养液 , 37°C孵育

48 h,按上法检测各孔 OD值 ,根据标准曲线求出细胞数 ,每例

设 6个复孔。

1. 4　细胞表面 ICAM-1表达水平的检测

　　取不同处理的 A549细胞 ,加入鼠抗人 ICAM-1( CD54)单

抗 (美国 ZYMED公司产品 ) ,阴性对照以 PBS代替一抗 , 4°C

孵育 30 min, PBS洗 3遍 ,加入 FITC标记的羊抗鼠 IgG(购于

北京中山公司 ) , 4°C孵育 30 min, PBS洗 3遍后 ,用 FACsta r

流式细胞仪 ( Bec ton Dickinson)检测荧光强度 ,每个标本检测

10 000个细胞。

1. 5　细胞培养上清液 sICAM-1含量检测

　　取不同处理的 A549细胞培养上清液 ,以人 s ICAM-1

ELISA试剂盒 (美国 Ancell公司 )进行检测 ,操作步骤按说明
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书进行。

2　结果

2. 1　 ATRA等对 A549细胞体外增殖能力的影响

　　 IFNα( 1 000 U /ml) IL-1( 200 U /ml)对 A549细胞体外增

殖无明显影响 (P> 0. 05) ,而 ATRA( 5μmol / L)处理后 ,较对

照组细胞增殖明显受抑制 [( 8. 11± 0. 22)× 104 /ml v s ( 10. 15±

0. 56)× 104 /ml, P < 0. 01]。

2. 2　 ATRA等对 A549细胞 ICAM-1、 sICAM-1表达

水平的影响
　　 A549细胞 IC AM-1阳性率为 36. 5% ,经 IL-1处理后表达

水平明显增强 (阳性率 63. 5% , P < 0. 05) ,而经 ATRA处理后

下降 (阳性率 28. 2% , P < 0. 05) , IFNα处理后无明显变化 (阳

性率 38. 1% , P> 0. 05)。 A549细胞培养上清液无法检测出

sIC AM-1表达 ( < 0. 625 ng /ml) ,经 IFNα、 AT RA处理后亦不

增加 s ICAM-1 水平 ( < 0. 625 ng /ml ) ,但经 IL-1处理后 ,

sIC AM-1含量明显增高 [ ( 3. 01± 0. 75) ng /ml, P < 0. 05 ]。

2. 3　 ATRA等对 A549细胞体外侵袭力的影响
　　根据细胞穿过 Matrig el胶的能力 ,检测不同处理的 A549

细胞体外侵袭力的变化。 结果显示 , IFNα或 ATRA处理组细

胞侵袭力低于对照组细胞 (P < 0. 05) ,而 IL-1处理组细胞侵袭

力与对照组比较 ,差异不显著 (P> 0. 05) ,见图 1～ 4。

图 1　未经处理的 A549细胞体外侵袭力测定　　 (每格细胞数 185. 1± 28. 1　 HE× 200)

Fig 1　 The assesement of the invasiveness of untreated A549 cells in vitro　　 ( 185. 1± 28. 1 cells per lat tice　 HE× 200)

图 2　经 IL-1( 200 U /ml)处理 24 h, A549细胞侵袭力有增强趋势 ,但差异不显著　　 (每格细胞数 272. 6± 72. 3　 HE× 200)

Fig 2　 IL-1 ( 200 U /ml) treatment for 24 h increased the invasiveness of A549 cells, but no statist ical

signif icance　　 ( 272. 6± 72. 3 cells per la ttice　 HE× 200)

图 3　经 IFNα( 1 000 U /ml)处理 24 h,A549细胞侵袭力降低　　 (每格细胞数 111. 4± 21. 1　 HE× 200)

Fig 3　 IFNα ( 1 000 U /ml) treatment for 24 h decreased the invasiveness of A549 cells

( 111. 4± 21. 1 cells per lat tice　 HE× 200)

图 4　经 ATRA( 5μmol /L)处理 24 h,A549侵袭力降低　

　 (每格细胞数 101. 2± 27. 9　 HE× 200)

Fig 4　 ATRA ( 5μmol /L) treatment for 24 h decreased

the invasiveness of A549 cells ( 101. 2± 27. 9 cells

per la ttice　 HE× 200)

3　讨论

　　全反维甲酸 ( AT RA)是体内具有重要生理活性的

Vit A代谢产物之一 ,国内外一些报道表明: RA类化

合物具有抑制细胞增殖、诱导肿瘤细胞分化及程序性
死亡、抗肿瘤血管生成等特性 [ 3]。我们检测了 AT RA、

IL-1、 IFNα处理的 A549细胞体外增殖能力 ,结果显

示: AT RA处理的 A549细胞体外增殖明显受抑制 ,而

IFNα、 IL-1处理细胞体外增殖无明显变化 ,与其它报

道基本一致。

　　粘附是肿瘤细胞侵袭转移过程中的重要环节。 粘
附因子介导肿瘤细胞与细胞外基质、血管内皮细胞、靶

器官细胞之间的相互作用 ,因此与肿瘤侵袭转移行为

密切相关 [1 ]。 ICAM-1是一种细胞粘附分子 , Nata li

等 [5 ]研究发现 ICAM-1表达水平与黑色素瘤瘤体厚度

及临床病程有很高的相关性 , ICAM-1高表达的肿瘤
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细胞侵袭转移能力高。 我们的实验结果显示: AT RA

处理 A549细胞后 ,细胞表面 ICAM-1下降 ,而 IL-1

处理组 ICAM-1表达增强 , IFNα处理组 ICAM-1表

达无明显变化。其他学者 [6, 7 ]对黑色素瘤、乳腺癌等的
研究 ,亦发现了相似的结果。这一结果显示 ,由于 IFN

α、 IL-1和 ATRA对肿瘤细胞 ICAM-1表达的不同作

用可能导致肿瘤细胞侵袭转移行为有所不同 , IL-1由

于上调肿瘤细胞 ICAM-1的表达而增加其侵袭转移

的潜能 , A TRA下调 ICAM-1的表达而抑制其侵袭转

移潜能。
　　近年来 ,发现了另一类型的 ICAM-1分子 ,即存

在于肿瘤宿主血清或细胞培养上清液中的可溶性

ICAM-1 ( sICAM-1)。 sICAM-1的存在 ,可以阻断

LFA-1 /ICAM-1介导的淋巴细胞对肿瘤细胞识别 ,从

而抑制机体抗肿瘤免疫 ,促进转移发生 [8 ]。 Parhar等 [9 ]

认为 nm23基因抗转移能力可能是通过降低肿瘤细胞

产生 sICAM-1来介导的。 从实验结果看: IFNα或

A TRA处理 A549细胞 sICAM-1含量不增高 ,而 IL-1

处理细胞后 , sICAM-1含量明显增高 ,由此看 AT RA

处理细胞使 ICAM-1表达降低和 sICAM-1含量不增

高对抑制肿瘤侵袭转移潜能的作用是一致的。 因此 ,

A TRA、 IFN α、 IL-1对 A549细 胞体 外增 殖 及

ICAM-1、 sICAM-1表达有不同的调节作用 ,而对其转

移潜能具有不同调变作用。 ATRA对肿瘤的化学预防

作用可能是通过抑制细胞增殖、调节 2种形式 ICAM-

1表达进而抑制其转移潜能实现的。
　　 (致谢: 感谢附属大坪医院野战外科研究所创伤科简华刚

副教授及第二研究室江其生博士对本实验提供的大力协助。)
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Regulative effects of three interfering factors on invasiveness,

prol iferation and expression of intercellular adhesion molecule-1 of
human pulmonary carcinoma cell line A549 in vitro
ZHOU Ren-jie, XIAO Ying-bin, ZHANG Guo-qiang , WANG Zhi-xin, ZHO U De-chang ( Depar tment of

Onco lo gy , Xinqiao Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing 400037)

　　 Abstract　Objective: T o investig ate the effects of AT RA, IL-1 and IFN α on th e invasiv eness,

pro lifera tion and the expr ession o f inter cellular adh esion mo lecule-1 ( ICAM-1) of h uman pulmonar y

carcinoma cell line A549 in vitro. Methods: Th e invasiv eness w as a ssessed by penetr ation through a

mat rig el-coated filter, the pr olifer ation w as determined by the method repor ted by Gillies and cell surface

ICAM-1 and s ICAM-1 ana ly zed by flow cytometr y and ELISA. Resul ts: Pretr ea tment with ATRA and IFN

αstr ong decr ea sed the invasiv eness o f the cell line. ICAM-1 was st rong decr eased by ATRA but incr eased

by IL-1. However , IFNαhad little o r no effects on ICAM-1 expression. SICAM-1 was no t found on the

A549 cells ev en a fter the treatment with ATRA and IFN α. IL-1 significantly incr eased the s ICAM-1

content in the supernatant. T rea tment with IFNαand IL-1 had little o r no effects on the pro lifera tion of the

cells. Conclusion: AT RA can exe rt inhibitor y effects on pro lifera tion, inv asiv eness and ICAM-1 expression

of A549 cells. Comparing with IFNαand IL-1, its effects are mo re powe rful.

　　 Key words　 ATRA; lung cancer; inv asiv eness; pro lifera tion; intercellular adhesion molecule-1
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