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卵巢癌细胞体外粘附腹膜模型的建立及 CD44表达对粘附能力影响的研究

程　湘 ,程天民　　(第三军医大学预防医学系防原医学教研室 、全军复合伤研究所 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究卵巢癌细胞表达 CD44 与其粘附腹膜能力的关系。方法　建立卵巢癌细胞体外粘

附腹膜模型 ,比较 3AO 细胞和M951 细胞的粘附性差异 , 并用抗 CD44单抗和透明质酸酶进行阻断实验 。结

果　腹膜上的透明质酸和卵巢癌细胞上的 CD44分子与癌细胞的粘附能力密切相关。结论　卵巢癌细胞上

的 CD44 分子参与了其粘附腹膜的过程。

　　关键词:卵巢癌;粘附;CD44

　　中图法分类号:R392.11;R737.31 文献标识码:A

Model of ovarian cancer cells adhesion to peritoneal mesothelium in vitro and

effect of CD44 on the adhesion
CHENG Xiang , CHENG Tian-min (Department of Radiation Medicine , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the expression of CD44 in ovarian cancer cells and its effect on the

adhesion of the cancer cells to the peritoneal mesothelium.Methods　Ovarian cancer cell line 3AO and

its subline M951 were employed to establish the model of ovarian cancer cells adhesion to peritoneal

mesothelium in Wistar rats and their adhesive rates were measured and compared with microculture tetra-

zolium test.Effects of monoclonal antibodies against CD44 and the hyaluronic acid enzyme (HAE)to

block the adhesion of the cancer cells to peritoneal mesothelium were observed.Results　Hyaluronic

acid on the peritoneum and the adhesion molecule CD44 of the ovarian cells were significantly related with

the adhesion of ovarian cancer cells.Conclusion　CD44 of ovarian cells takes part in the process of o-

varian cancer cells adhering to peritoneal mesothelium.

　　Key words:ovarian cancer;adhesion;CD44

　　近年来的研究发现 ,粘附分子 CD44与多种肿瘤

的生长和转移有关。本研究拟建立卵巢癌细胞粘附腹

膜模型 ,初步研究癌细胞 CD44 分子表达与粘附腹膜

能力的相关性 ,为进一步研究卵巢癌腹腔播散机制 、分

析影响播散和转移能力的因素 ,提供研究模型和线索。

1　材料与方法

1.1　实验材料
1.1.1　细胞系　　3AO细胞系 , 为人卵巢上皮性癌。M951 细

胞系 ,为本室从 3AO 细胞系中建立的亚系。
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1.1.2　腹膜组织　　来自大鼠 ,为连同腹壁组织在内的完整

壁层腹膜组织。

1.1.3　主要试剂　　抗 CD44 抗体 F10-44-2(宝灵曼公司);噻

唑蓝(华美公司);胰蛋白酶(上海生化试剂所)。

1.2　卵巢癌细胞粘附腹膜模型的方法
1.2.1　制备大鼠腹膜　　Wistar大鼠颈脱臼处死 , 75%酒精消

毒腹部皮肤 ,开腹后剪下腹壁组织 ,直径约 3.5 cm ,置 1640 液中

备用。

1.2.2　粘附管制备　　将腹壁组织间皮面向上 , 丝线固定于

直径3 cm的塑料管上 ,置于培养皿底 , 内加1 ml的 1640 液浸于

腹膜面上。

1.2.3　肿瘤细胞悬液制备与粘附　　胰酶消化后用 1640液调

肿瘤细胞脓度 ,加入培养皿上的塑料管中 , 常温下孵育 1.5 h。

1.2.4　MTT 法(Microculture tetrazolium test ,MTT)测细胞粘附率

1.2.4.1　加细胞悬液　　于 0 、30、60和 90 min各时相点 ,每管
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中取 0.6 ml细胞悬液 , 分别加入 96 孔板的 3 个孔内 , 每孔 0.2

ml。每个实验均重复 3 次。

1.2.4.2　加噻唑蓝(Tetrazolium)液　　每孔加 20 μl噻唑蓝液

(5 mg/ml), 37°C , CO2孵箱内培养 4～ 5 h。

1.2.4.3　加 DMSO 液　　小心吸去上清液 , 每孔加 DMSO 液

0.2 ml , 10～ 20 min。

1.2.4.4　Dλ值测定　　于 3550 型自动酶标仪上测 Dλ值 , 波

长 595 nm。根据公式计算粘附率。

粘附率=(1-各时相点 D595值/ 0点 D595值)×100%

1.2.5　扫描电镜观察　　在肿瘤细胞粘附腹膜 90 min 后 , 取

大鼠腹膜组织小块 ,置于 2.5%戊二醛内固定 , 常规方法制备扫

描电镜标本。

1.3　3AO细胞和M951细胞的粘附特性

1.3.1　CD44 含量测定　　用抗 CD44 单抗 ,以间接荧光法染色

后在FACS-400 型流式细胞仪上测定阳性细胞百分比。

1.3.2　粘附腹膜和透明质酸特性　　癌细胞对腹膜的粘附

率:癌细胞粘附腹膜模型同前。加入 4 ml共 1×105 个癌细胞

后 ,于 0、30、60 和 90 min 取细胞悬液测 Dλ值 ,计算粘附率。

1.3.3　癌细胞对透明质酸的粘附率　　于 12 孔板内每孔加透

明质酸液 0.5 ml(5 mg/ ml)制备透明质酸板 , 对照孔内每孔加

PBS 液 0.5 ml , 37°C , CO2孵箱内过夜 , PBS 洗 3遍后备用。加入

癌细胞后 ,于 0、30、60 和 90 min 各时相点取细胞悬液测 Dλ值 ,

计算粘附率。

1.4　抗CD44单抗和透明质酸酶对癌细胞粘附特性的影响

1.4.1　抗 CD44 单抗对癌细胞粘附特性的影响　　制备细胞

悬液后调细胞浓度为 105/ml , 每种癌细胞各取 2 ml细胞悬液 ,

离心去上清 ,加入抗 CD44单抗 200 μl(1∶50), 室温下作用 30 ～

60 min。将含抗体的细胞悬液分别加入有透明质酸的 12 孔板

内或腹膜粘附模型的粘附管内 ,测定粘附率。

1.4.2　透明质酸酶对癌细胞粘附特性的影响　　腹膜模型制

备好后 ,于粘附管内加入透明质酸酶(Sigma公司)液 2 ml(5 mg/

ml), 作用 1 h 后倒掉 , 生理盐水洗 3 遍。 加入癌细胞悬液 2 ml

(105/ml), 测定粘附率。

1.5　统计学处理
　　采用回归分析和 t检验。

2　结果

2.1　卵巢癌细胞粘附腹膜模型的建立
　　在细胞悬液量相同 , 加入粘附管内的癌细胞浓度分别为

20 、10、2 和 1(单位均为×103/ ml)时 , 癌细胞的粘附率依次为

39.1%、33.5%、21.8%和 14.7%与加入的细胞浓度呈正相关(r

=0.9421 , P <0.05)。在细胞浓度相同 , 加入粘附管内的癌细

胞悬液量分别为 1.5 ml、2.5 ml和 3.5 ml时 ,癌细胞的粘附率依

次为35%、50%和 35%,与加入的细胞悬液量相关不显著(r =

0 , P =1)。扫描电镜下观察 , 大鼠腹膜间皮细胞呈鹅卵石样紧

密排列。癌细胞紧密附着于间皮细胞 , 并伸出较多的突起 , 少

数细长的突起与间皮细胞表面的糖外衣相连 , 见图 1、2。

图 1　大鼠膜腹间皮细胞 , 呈鹅卵石样排列　(SEM×1 500)

Fig 1　Mesothelium cells of rat peritoneum with cobble stone

arrangement　(SEM×1 500)

图 2　卵巢癌细胞粘附大鼠腹膜间皮细胞　(SEM×3 000)

Fig 2　Adhesion of ovarian carcinoma cells to the

peritoneal mesothelium　(SEM×3 000)

2.2　M951细胞和 3AO细胞的粘附特性及抗 CD44单

抗和透明质酸酶的影响

　　流式细胞仪检测结果 ,M951 细胞的 CD44 含量为 58.66%,

高于 3AO细胞的 18.3%。当在培养板上加透明质酸作为粘附

基质时 ,M951细胞和 3AO细胞的粘附率均高于无粘附基质时 ,

但在上述两种条件下 ,M951 细胞的粘附率均高于 3AO 细胞。

应用腹膜粘附模型 ,可见到 M951 细胞的粘附率高于 3AO细胞 ,

且2 种细胞对腹膜的粘附率均高于对透明质酸板和培养板的

粘附率。加入抗 CD44 单抗后 ,M951 细胞对透明质酸和腹膜的

粘附率均降至接近 3AO细胞水平 , 作用 90 min时抗体抑制率分

别为 32.11%和 48.21%。用透明质酸酶预先处理腹膜后 ,M951

细胞的粘附率下降至接近 3AO细胞水平 , 作用 90 min 时抗体抑

制率为 32.52%。抗 CD44 单抗和透明质酸酶对 3AO 细胞的粘

附率无明显影响 ,见表 1。
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表 1　卵巢癌细胞的粘附率比较及抗 CD44 单抗和透明质酸酶的影响(%)

Tab 1　Comparison of the adhesive rate of 3AO and M951 cells , and the effects of monoclonal

antibodies to CD44(CD44 MAb)and hyaluronic acid enzyme(HAE)(%)

t/min
Cell Lines Adhesive substrates Treatment agents

30 60 90

3AO PBS NO 3.06 9.26 16.30

Hyaluronic acid# NO 9.93 21.18 24.76

Hyaluronic acid CD44 MAb 6.38 27.72 27.72

Peritoneum## NO 41.87 45.12 48.78

Peritoneum CD44 MAb 31.10 35.57 35.57

Peritoneum HAE 37.63 45.88 43.13

M951 PBS＊ NO 13.58 18.52 25.11

Hyaluronic acid＊# NO 8.54 32.52 38.61

Hyaluronic acid CD44 MAb 7.29 26.21 26.21

Peritoneum＊## NO 46.13 45.36 65.56

Peritoneum CD44 MAb 34.99 33.75 33.95

Peritoneum HAE 30.69 50.42 44.24

＊:P <0.05 vs 3AO cell;#:P <0.05 vs PBS , ##:P <0.05 vs PBS and Hyaluronic acid , respectively

3　讨论

3.1　关于卵巢癌细胞体外粘附腹膜模型的建立

　　进行卵巢癌细胞粘附腹膜的机制研究需合适的体

外模型 ,以往的文献报道极少。有作者采用卵巢癌细

胞与体外培养的间皮细胞的粘附模型 ,他们所培养的

间皮细胞是来源于卵巢癌患者的癌性腹水中的游离间

皮细胞 ,已失去了间皮细胞紧密排列在基底膜上的正

常结构[ 1] 。另有作者报告将小鼠腹膜覆盖于 96孔板

上 ,一定时间后取下腹膜 ,计算癌细胞的粘附率[ 2] 。这

种模型较好地模拟了癌细胞在体内的粘附过程 ,但无

法进行时效关系和影响因素的研究 ,即不能观察到不

同时间和不同的干预因素对癌细胞粘附率的影响 。

　　我们采用的体外粘附腹膜(接近在体条件)的模

型 ,具有如下优点:①作为粘附底物的腹膜具有正常结

构 ,较好地模拟了癌细胞在体内的粘附过程;②粘附体

系是开放的 ,可进行时效关系和影响因素的直接观察

研究;③采用 MTT 法进行细胞计数 ,避免了人工计数

的主观性 ,提高了准确度 。我们采用此模型进行卵巢

癌细胞表达 CD44 分子与其粘附腹膜能力的研究 ,获

得较好的结果 。因此卵巢癌细胞粘附腹膜模型的建

立 ,为进一步研究卵巢癌腹腔播散过程的粘附机制奠

定了良好的基础 。

3.2　卵巢癌细胞表达CD44分子与其粘附腹膜能力的

相关性

　　对癌转移机制的深入研究 ,发现细胞表面的粘附

分子受体在转移过程中发挥着非常重要的作用。

CD44是由单基因编码的糖蛋白家族 , 有 CD44s 和

CD44v两大类。已知 CD44s参与多种生物学功能 ,包

括介导同型和异型细胞间的粘附 ,研究资料表明 CD44

还参与肿瘤发生发展过程[ 3～ 9] ,并与肿瘤的转移密切

相关[ 10] 。

　　卵巢癌腹腔播散过程中 ,最关键的环节是卵巢癌

细胞粘附腹腔间皮细胞。推测有粘附分子参与这一过

程 ,但对卵巢癌中粘附分子的表达和功能研究报道很

少。1993年 Cannistra等[ 1]开始了这方面的工作 ,他们

采用卵巢癌细胞粘附体外培养的间皮细胞的模型 ,用

多种粘附分子的单抗进行阻断试验 ,发现仅抗 CD44

单抗可部分降低卵巢癌细胞对间皮细胞的粘附率 ,认

为CD44分子部分介导卵巢癌细胞粘附间皮细胞。我

们采用腹膜粘附模型 ,观察到卵巢癌 M951亚系细胞

CD44含量高 ,对透明质酸和腹膜的粘附率均高于 3AO

母系 ,用抗 CD44单抗和透明质酸酶作用后 ,可使 M951

细胞的粘附率降低至接近 3AO 细胞的水平 。而 3AO

细胞的 CD44含量低 ,粘附率亦低 ,抗 CD44单抗对其

粘附率无明显影响。上述结果说明了CD44分子在卵巢

癌细胞中的表达与其粘附性密切相关 ,并证实 CD44分子

参与了卵巢癌细胞粘附腹膜和腹腔播散的过程。
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文章编号:1000-5404(2000)06-0515-01　 经验与短篇

烧冲复合伤早期肺微血管内皮细胞与 PMN粘附的变化

The early adhesive changes between pulmonary microvascular endothelial

cells and polymorphonuclear neutrophils after burn-blast combined injury

金榕兵 ,朱佩芳 ,王正国 ,石　林　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所第四研究室 , 重庆 400042)

　　烧冲复合伤早期肺微血管通透性损伤与肺内白细胞尤其

是多形核白细胞(PMN)的聚集有关 , 而此时肺 ICAM-1 、外周血
PMN的 CD11b 表达明显上调并与 PMN在肺内聚集有关[ 1] 。

1　材料与方法

1.1　动物分组及致伤 、处理
　　Wistar大鼠 20 只 , 分为正常对照及烧冲复合伤组 , 各 10

只 ,每组各 5 只用于分离培养肺微血管内皮细胞(MVEC),另一

半用于分离外周血 PMN。烧冲复合伤为 25%体表面积 Ⅲ度烫

伤复合中度冲击伤 ,于伤后 12 h取标本。

1.2　肺MVEC的分离及培养

　　参照文献[ 2] 方法稍加改进 , 培养的 MVEC 的鉴定以 vWF

单抗进行免疫组化染色。

1.3　培养 MVEC 的 ICAM-1 测定及其与 PMN粘附率

的测定

　　ICAM-1 测定参照刘勇等[ 3]的方法以 ELISA法进行;

　　分离大鼠PMN 用DMEM悬浮 , 将细胞数调整至(0.5～ 1)×

105/ml。分别进行:①PMN 悬液中加 CD11b抗体于37°C孵育 30
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min后加入MVEC 培养孔。 ②取在 96 孔培养板已融合为单层

的MVEC ,加入 ICAM-1 单抗后 37°C 孵育 30 min , 用 PBS 洗净未

结合抗体后加入 PMN 悬液 50μl , 37°C 孵育 30 min , 用 PBS 液小

心洗出未结合的 PMN。加入 50 μl含 0.5%HTAB的 0.05 M-PB
至培养板 ,室温放置 30 min以溶解粘附的 PMN。
　　取 PMN 悬液 50μl加入 Eppendorf管 ,离心弃上清后加入 50

μl含 0.5%HTAB 的0.05M-PB , 室温放置30 min 以裂解PMN , 将

其加至培养板无MVEC的空白孔(反映总活性)。

　　以上样品准备妥当 , 均加入 37°C 预热的反应液(含

0.0167%邻联茴香胺及 0.0005%过氧化氢的 0.05 M-PB), 250

μl/孔 ,孵育 2 min ,立即在酶标仪上测定 D460光密度值 , 计算出

MPO活性。

MPO活性=■D460/min÷(11.3×所加标本量×反应液量)

　　用结合 PMN 的 MPO活性占总活性的百分比来表示 PMN

与MVEC 的相对粘附率(%)。

2　结果

2.1　培养肺MVEC的 ICAM-1表达
　　致伤组肺MVEC 的 ICAM-1 表达显著高于正常组值(P <

0.01);对照组 MVEC 经TNFα刺激后 , 表达 ICAM-1 显著增加 , 且

高浓度 TNFα处理 MVEC 导致的 ICAM-1 增加较低浓度 TNFα处

理更明显(P <0.05),而伤鼠 MVEC 经同样处理变化不明显。
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