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层粘素在胆管癌细胞浸润过程中的作用
`

王呀光 韩本立 陈意生“ 段恒春 彭志明 (第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 ) 重庆
,
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提 要 通过观察外源性层粘素 (L N )对一株新近建立的胆管癌细胞系 Q B C ” 。

分泌 W 型胶原酶及体

外浸润能力的影响
,

旨在探讨胆管癌细胞浸润过程中的生物学机理
,

特别是 L N 及 w 型胶原酶在浸润中的作

用和意义
。

结果表明
,

不同剂量的 L N 均明显刺激 Q BC
” 。
细胞分泌 W 型胶原酶

,

且 5 陀 /ml 剂量的 L N 即能显

著增强 Q B C
. ” 细胞的体外浸润能力

。

与 L N 同时加入 L N 抗体
,

显示不同剂量的 L N 抗体能不同程度地抑制

L N 对 Q BC 93, 细胞 W型胶原酶分泌的刺激效应
,

并抑制 L N 增加 QB C
, 3 ,
细胞体外浸润能力的作用

。

研究结果

显示
,

L N 通过刺激癌细胞分泌 W 型胶原酶
,

增强癌细胞浸润能力
,

在介导肿瘤细胞的浸润过程中发挥重要作

用
.

W型胶原醉在胆管癌浸润过程中起重要作用
,

其活性高低与癌细胞浸润能力相关
,

是分解细胞外基质的

主要蛋白水解酶之一
。

研究结果不仅有助于癌浸润和转移机制的研究
,

同时也提示在未来抗肿瘤治疗中
,

干

扰 L N 介导过程或抑制 N 型胶原酶活性
,

有可能获得显著效果
。

关键词 层粘紊 ,胶原酶 .肿瘤浸润

中图法分类号 R 7 3 5
、

8

胆管癌术后复发率高 .1[
’ 〕 ,

其原因与癌细胞沿胆管

壁
、

周围血管
、

淋 巴管和神经周 围间隙浸润和转移有

关
。

研究胆管癌浸润和转移的生物学机制并在此基础

上发展有效治疗手段
,

将从根本上提高胆管癌的治疗

效果
。

肿瘤细胞必须突破基底膜屏障方能实现浸润和转

移
,

故涉及到一系列相互联系的蛋白酶和基底膜成份

的相互 作用 .3[ 们二研 究表 明
,

基底 膜成份 层 粘 素

( L
a m in in

,

L N )对肿瘤细胞的浸润能力有重要影响
〔 s〕 ,

而许多恶性肿瘤有 N 型胶原酶 ( T y p e N e o l l a g e n a s e )

表达
,

且其程度与肿瘤浸润能力呈正相关 .a[
` 〕 。

本实验

旨在通过观察外源性 L N 对胆管癌细胞分泌 VI 型胶原

酶及体外浸润能力的作用
、

及 L N 被 L N 抗体阻断后

对胆管癌细胞浸润能力的影响
,

探讨胆管癌细胞浸润

过程的生物学机制
,

特别是 L N 及 N 型胶原酶在浸润

中的作用和意义
。

1 材料与方法

1
.

1 细胞系

Q B C ”
.

胆管癌 细胞系由本中心建立 7[]
,

以含 10 %小牛血

清的 DM EM 培养液进行细胞培养和传代
。

1
.

2 实验分组

对照组
:

Q BC
” 。
细胞悬液接种于培养瓶中

,

准确计数细胞

浓度并以含 10 %小牛血清的 D M E M 培养液培养 48 h
,

换液并

继续培养 24 卜后换成无血清培养液
,

再培养 24 h
,

留取 上清

液
,
2 6 0 0 0 义 g 离心 5 m i n

,

留取上清
,

一 2 0 ,C保存
,

供 W 型胶原

酶测定
。

另将同一浓度的细胞悬液接种于人羊膜浸润培养系

统
,

观察癌细胞体外浸润能力
.

L N 组
:

培养方法同对照组
,

另在无血清培养液中分别加入

1 拜g / m l
,
6 拜g /m l

,
1 0 拜g / m l 三个不同剂量的外源性 L N ( IC N

nI c ,

美国 )
,

观察对癌细胞分 泌 vI 型胶原酶的影响
。

另选择 5

拌g / m l剂量外源性 L N 加人人羊膜浸润培养系统
,

观察对浸润

能力的影响
。

L N + L N 抗体组
:

培养方法 同对照组
,

选择 5 拌g /m l 的

L N 加入无血清培养液中的同时
,

分别加入 1 : 100 0
,
1 : Zon

,

1 ,

10 。三个不同剂量的 L N 抗体 ( iS g m a ,

美国 )
,

观察对癌细胞

分泌 w 型胶原酶的影响
。

同时
,

在人羊膜浸润培养系统内加入

L N ( 5 拌g /m l )及 L N 抗体 ( i : 1 0 0 )
,

观察对癌细胞浸润能力的

影响
。

w 型胶原酶含量分析用底物捕获免疫方析法 81[
。

人羊膜浸

润培养系统的制作按文献方法91[
.

浸润能力观察方法
:

指数生长期 Q B C ” ,

细胞制成 1 x l 护 /

L 细胞悬液
,

接种于羊膜浸润培养系统的上室内
。

根据分组不

同
,

加入 L N
、
L N 抗体

。

37 ℃
,
5写 C O

:

温箱中培养 72 h 后
,

取出

上室
,

P B 6 浸洗后用 10 %福尔马林溶液固定
,

吉姆萨染色
,

在羊

膜底面对穿过羊膜的细胞光镜下计数每 1 00 倍视野
。

统计学处理
:

结果以均数士标准误 ( 历 士 s , )表示
。

采用计

算机医用统计程序 (M O S P
,

上海科技出版社
,

版本 2
.

0) 对数据

全军
“
八五

”

青年科研基金资助项 目

基础部病理学教研室 重庆
,
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进行方差分析和 t检验
,

P < 0
.

05 为差异显著
。

2 结果

2
.

1 Q B C 。 。

细胞 VI 型胶原酶分泌量及体外浸润能力

l x l o
, 、

s x i o ,

及 l x l o B /L 指数生长期 Q BC
o 3 ,

细胞 VI 型

胶原酶分泌量及穿过羊膜的细胞数的增加与细胞密度增加呈

平行关系 (图 1
,

2 )
,

表明 Q B C ” ,

细胞能够分泌 W型胶原酶并且

具有体外浸润羊膜的能力
。
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图 1 不同浓度的 QB C, ” 细胞 w型胶原酶分泌量

F i g 1 VI c o l l a g e n à e s e c r e t de b y Q B C。
, e e l l li n e a t d i

-

f e r e n t Ce l l Co n Ce n t r 自 t i o朋

图 2 不同浓度的 QB C,
” 细胞穿过羊膜的细胞数

F i g 2 I n v a s i v e a b i l i t y o f Q B C
, , e e l l l i ne

a t d i f f e r e n t e e l l

Co n Ce ll t r皿 t io n s

2
.

2 L N 对 Q B C 93
,

细 胞 N
一

型胶原晦分泌量和浸润能

力的影响

1拜g / m l
、
5 拜g /m l及 1 0 产 g /m l 的外源性 L N 均不同程度地

刺激 Q B C 。 。
细胞分泌 W型胶原酶

,

与对照组及牛血清白蛋 白对

照 (13S A
,
5 拜 g / m l )差异显著 (图 3 )

。
l x 1 0 日 / L Q B C

o 3。
细胞悬液

s ml 接种于人羊膜浸润 培养系统上 室内并加人 L N (5 陀 / m l )
,

培养 72 h
,

结果显示该剂量的层粘素显著增强 Q B C
,” 细胞的体

外浸润能力 (图 4)
。

2
.

3 L N 杭休对 L N 增强 Q B C
93 ,
细 胞 w

一

型胶原晦分

泌量和浸润能力 的抑制作用

1 0 拜 l ( l
:
1 0 0 0 )

,
5 0 产 l ( l : 2 0 0 )

,
1 0 0 拜l ( l : 1 0 0 ) L N 抗体

与外源性 L N ( 5 拜 g / m l )一同加入 Q B C
, 3 ,

细胞中共同培养 2 4 h

后
,

结果表明
,

不同剂量的 L N 抗体均能显著地抑制 L N 刺激

Q B C
, 3。
细胞 分泌 N 型胶 原酶 的作 用 (图 5 )

。
一火 1 0 9 /m l 的

Q B C ” 。

细胞悬液 5 m l接种于人羊膜浸润培养系统上室内并加

入 L N ( 5 拜 g /m l )
、
L N 抗体 5 0 拜 l

,

培养 7 2 h
,

结果该剂量的 L N

洲本能明显抑制 L N增加Q玖二g3
。

细胞体外浸润能力的作用 (图 4)
.

图 3 L N 对 QB C, ” 细胞 w型胶原酶分泌盆的影响

F i g 3 E f f ce t s o f L N o n s et
r e ti o n o f W e o l l ag e n as e 勿

Q B C”
, e e ll Ii n e
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图 4

F i g

L N
、
L N 抗体对 Q BC,

” 细胞浸润能力的影响

E f f ce t o f L N a n d A n ti
一

L N o n th e i n v as i
v e Po t e n

-

ti a l fO QB C
, , , e e l l l in e

图 5 L N 抗体对 L N 刺激 Q BC,
3,
细胞分泌 vI 型胶原酶的

抑制作用

F ig 5 E f f e e st o f AN it
一
L N o n W c o ll a g e n as e s e e r e t io n o f

Q B C
, ” e e l l s t i m u l a et d b y L N

3 讨论

在基底膜成份的酶促降解过程中
,

存在着许多对

蛋白酶水解反应的调节
。

肿瘤细胞蛋白水解酶在降解

基底膜成份 N 型胶原时
,

既受肿瘤细胞本身的因素影

响
,

也受宿主方面的因素作用
。

这些因素包括蛋白酶抑

制剂
、

细胞外基质成份
、

激素及生长因子等川
。

由于

L N 是细胞外基质的主要成份且在肿瘤细胞附着于基

底膜过程中发挥重要的作用
,

我们在本实验 中探讨了

L N 对 Q B C 939 细胞系分泌 N 型胶原酶及其浸润能力是

否有影响
。

研究结果表明
,

L N 能显著增加 Q B C 93
,

细胞

N 型胶原酶分泌
,

同时
,

浸润能力也明显增强
。

这与

T u r p e e n n ie m i
一

H u ia n e n 等人的报告是一致的
〔 s〕

。

L N 是基底膜 中主要的非胶原成份
,

其主要功能

是作为内皮细胞和上皮细胞附着的 结构
。

L N 具有与

间质胶原或 N 型胶原
、

硫酸肝素以及一种或多种细胞

表面受体相结合的特殊结合位点
〔 , 。」 。

因此
,

L N 通过结

合细胞外基质成份并调节其结细胞的吸附而参与细胞

外基质的分子构成
,

并影响细胞的形态
、

分化
、

分裂以

及细胞运动等
〔 , “」。

L N 参与肿瘤浸润转移过程在一些

实验研究中已得到证实
〔 5了。

研究者们已提出肿瘤细胞

浸润基底膜过程大致有三个步骤 [川
,

即首先肿瘤细胞

附着于基底膜
,

然后分泌蛋白水解酶
,

最后在降解的基

质中移动
。

本实验的 目的正是要了解这三步之间是否

存在一定的关系
。

我们发现
,

当 L N 与 Q B C
, 3 ,

细胞共同

培养时
,

L N 能够刺激细胞分泌 VI 型胶原酶
,

并显著提

高了 Q B C
g 3 ,

细胞的体外浸润能 力
,

而且随着 L N 剂量

的加大
,

这种反应更强烈
。

为进一步证实层粘素的作

用
,

我们利用 L N 抗体与 L N 一同加入培养液中
,

结果

L N 的作用大部分被阻断
。

这些结果有力说明 L N 介

导了胆管癌细胞的浸润过程
。

本研究结果显示
,

胆管癌细胞系 Q B C
o 3。

具有分泌

VI 型胶原酶的能力
,

而且分泌 vI 型胶原酶的水平与穿

透羊膜基底膜的细胞数呈平行关系
,

提示 vI 型胶原酶

参与胆管癌细胞的浸润和转移过程
。

W 型胶原酶是基

质金属蛋白酶家族 中的成员之一
,

除分解 vI 型胶原的

螺旋部分外
,

刃 型胶原酶还有很强的明胶水解活性
,

能

分解 V
、

VII
、

XI
、

X 型胶原和纤维连接蛋白及弹性蛋白
。

不少实验结果显示
,

N 型胶原酶与恶性肿瘤细胞的浸

润和转移能力有关
。

有人将转移性肿瘤细胞与非转移

性肿瘤细胞融合
,

产生的子代细胞有明显的转移性
,

同

时也具有较强的分泌 w 型胶原酶的能力
〔`三。

相反
,

如将

转移性肿瘤细胞与正常细胞融合则显著抑制转移倾向

和 W型胶原酶表达 8j[
。

另外
,

用 : a s
癌基因导入的恶性

肿瘤细胞表型显示 vI 型胶原酶活性表达增强
l[ 2卫,

提示

W型胶原酶的表达与细胞的恶性生物学特性相关
。

在

本实验 中
,

当 L N 增强 Q B C
” 。
细胞浸润能力的作用被

L N 抗体抑制时
,

VI 型胶原酶的分泌量也无明显增加
,

故以往的研究及本实验结果均说明在胆管癌浸润过程

中
, N 型胶原酶是参 与降解细胞外基 质的重要蛋 白水

解酶之一
。

同时也提示
,

在未来肿瘤浸润和转移防治中

通过抑制 W 型胶原酶
,

有可能由此途径获得进展
。
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总之
,

本实验结果证明
, L N 能够刺激 Q B C

93 ,

细胞

分泌 N 型胶原酶并提高其浸润能力
,

而利用 L N 抗体

结合 L N 可抑制 L N 的作用
,

提示 L N 在介导肿瘤细

胞的浸润过程中发挥重要作用
。

W型胶原酶是参与胆

管癌细胞浸润和转移过程的重要蛋白水解酶之一
,

其

活性高低可能与癌细胞的浸润和转移能力有关
。

本实

验结果不但有助于了解胆管癌浸润
、

转移机制
,

同时提

示阻断 L N 的介导作用或抑制 VI 型胶原酶在未来肿瘤

临床治疗中可能具有光明的前景
。
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