
细胞表面唾液酸及其连接方式对乳腺癌细胞黏附的影响  

    唾液酸是蛋白质或脂质糖基化过程中最后添加到寡糖链末端的9碳单糖，与次末端的半乳糖(Gal)、N-乙

酰半乳糖胺(N-GalNAc)或糖链上的其他唾液酸以α2，3-、α2，6-或α2，8-方式连接。除了带硫酸基的单糖

外，唾液酸是糖蛋白在生理pH环境下携带的唯一的带负电荷的单糖。由于他位于糖链末端并携带负电荷，唾

液酸对分子间甚至细胞间的相互作用都有潜在的抑制作用[1]。α2，6-唾液酸转移酶(ST6Gal I)催化唾液酸

以α2，6方式连接到N-连接的糖蛋白糖链末端的Galβ1, 4GlcNAc上，蛋白质和脂质寡糖链的α2，6-唾液酸化

与α2，6-唾液酸转移酶的活性密切相关[2][3]。肿瘤细胞和细胞外基质的黏附作用是肿瘤细胞转移的一个重

要步骤，唾液酸在其中起了什么作用，文献报道很不一致。为了探索细胞总唾液酸以及唾液酸连接方式对肿瘤

细胞黏附性的影响，我们以顺义或反义α2，6-唾液酸转移酶(ST6Gal I)cDNA转染细胞，筛选高、低表达α2，

6唾液酸的细胞克隆，检测各转染细胞的同源凝集作用，并比较唾液酸酶处理前后肿瘤细胞对胶原IV黏附力的

变化。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    主要试剂和材料参见文献[4][5]。乳腺癌细胞MDA-MB-435购自ATCC公司，人类全长α2, 6唾液酸转移酶

cDNA(ST6Gal I-cDNA，2188 bp)由美国哈佛大学医学院Ivan Stamenkovic博士馈赠。纤维连接蛋白(FN)、

胶原IV(Col-IV)以及层粘连蛋白(LN)购自BD公司，蛋白质检测染料浓缩液购自Bio-Rad公司，Calcein-AM购

自Molecular Probes公司，FITC－标记的黑接骨木凝集素(FITC-SNA)购自Vector公司，霍乱弧菌唾液酸酶

(Vibrio cholerae)购自Dade-Behring公司。 

    1.2  方法 

    1.2.1  细胞培养  乳腺癌细胞MDA-MB-435用DMEM培养基(Gibco公司，UK)稀释传代，培养基含10%小牛

血清、2 mmol/L谷胺酰胺、100 U青霉素和0.1 mg/ml链霉素。细胞置于37 ℃、5% CO
2
 孵箱内传代培养，取

对数生长期的细胞进行实验。用0.05%胰蛋白酶/0.02%EDTA消化，再以自身培养基上清液复苏细胞，PBS洗

涤。以台盼蓝染色鉴定细胞活力，实验用细胞活力需保持在95%以上。 

    1.2.2  转染  乳腺癌细胞MDA-MB-435的转染、细胞的亚克隆、ST6Gal I mRNA的表达(RT-PCR)及细胞

表面膜连α2,6-唾液酸含量检测(FITC-SNA标记，流式细胞仪)等参照文献说明[4][5]。 

    1.2.3  乳腺癌细胞在培养皿中的形态学观察  取对数生长期的细胞，用移液管吸去上清液，PBS洗涤2

次，0.05%胰蛋白酶/0.02%EDTA 100 μl消化，1 ml自身培养基上清液复苏细胞，PBS洗涤。含10%小牛血清

的DMEN培养基1∶10稀释传代。转染细胞培养基中含600 μg/ml G-418以保持选择压力，在37 ℃、5%CO
2
培养

箱中孵育4和48 h后，在倒置显微镜下观察转染细胞在培养瓶中的形态特征。 

    1.2.4  乳腺癌细胞-细胞之间的同源凝集试验  肿瘤细胞的细胞-细胞同源凝集试验参照文献[4]所述的

方法进行。基本步骤：顺义、反义ST6Gal I cDNA以及空载体转染细胞在DMEM培养基中培养至对数生长期(约
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80%平铺)，将细胞培养基转移至15 ml的Falcon离心管内，×450 g 离心5 min，备用；PBS洗涤细胞2次，

0.2%胰蛋白酶消化1 min，再用上述培养基上清液洗脱并收获细胞，以达到灭活胰蛋白酶和复活细胞目的；×

450 g离心5 min，弃上清，收集细胞。将细胞用含钙和镁离子的Heng's液悬浮，为使细胞成为单细胞悬液，

用巴士德吸管反复吹打数次，再将细胞悬液通过22号注射器针头，台盼蓝染色，镜检，记数，细胞活力须保

持在95%以上。将细胞用Heng's液稀释成2×106/ml，取1 ml细胞悬液在封闭的巴士德吸管内25 ℃静置1 h，

使细胞发生自发凝集作用，然后将细胞悬液小心注入内置不同孔径尼龙滤网的空柱内(上下两层拦截滤网的孔

径分别为40 μm和10 μm)，柱子与一收集导管相连，由一低压泵产生负压引导细胞悬液缓慢通过柱子和滤膜

(速率为1 ml/min)。在巴士德吸管内形成的大小不一的细胞凝集块将分别被40 μm和10 μm孔径滤膜所滞留，

未凝集的单个细胞将通过滤膜并被收集到试管中，离心，弃上清，取细胞沉淀物。小心将40 μm滤膜以及10 μ

m滤膜连同所拦截的细胞分别收集到1.5 ml试管中，从而得到3组具有不同凝集倾向的细胞群(凝集直径分别为

>40 μm、<40 μm和>10 μm、<10 μm)。用0.5 ml 0.1 N的稀硫酸溶液在96 ℃裂解细胞1 h，然后用Bio-Rad

蛋白定量检测法测定各部分细胞的总蛋白含量，同时以不同浓度的小牛血清白蛋白(BSA)为标准参照物作一标

准曲线，计算出各部分细胞的蛋白含量，并以该部分细胞的蛋白含量代表相应细胞数量。为了便于比较，我们

以凝集因子(AF)来评价各转染细胞的凝集倾向，并设定AF=(4×P
40
+2×P

10
)/P

0
(P

40
为40 μm滤膜拦截的细胞

总蛋白含量，P
10
为10 μm滤膜拦截的细胞总蛋白含量，P

0
为通过滤膜的细胞总蛋白含量)。同源凝集实验每个

转染克隆(顺义、反义及空载体)同时做双份样品，重复5次实验，取平均值。 

    1.2.5  乳腺癌细胞对胶原IV的黏附实验  96孔微滴板分别用1 μg/孔的FN、1 μg/孔的LN和1 μg/孔IV

型胶原蛋白包被，在通风橱内25 ℃过夜自然干燥，随后每孔加入2 μg的小牛血清白蛋白(BSA)封闭1 h。将

96孔板倒转轻拍，备用。细胞如上述方法洗脱收集离心后，2×106细胞用5 μg/ml的Calcein- AM(一种绿色

荧光标记物，进入胞内后可被内源性酯酶水解成绿色荧光物质－钙黄绿素Calcein，并保留在胞质中)于37 ℃

处理15 min。细胞经HBSS洗涤后，一部分细胞用50 mU的唾液酸酶处理(500 μl Imidazole缓冲液，pH 

6.8，37 ℃作用30 min)，另一部分仅用Imidazole缓冲液处理作为对照。然后，每孔加入1×104细胞/100 

μl并在4 ℃孵育60 min。用PBS洗涤2次后，黏附到微滴板上的细胞以Tecan酶标仪上选择激发光波长485 

nm、散射光波长530 nm读取荧光强度代表相对细胞数；未黏附的细胞也一并收集并检测荧光强度作为对照。

黏附率(%)=黏附细胞荧光强度/总体细胞荧光强度×100%。 

    1.3  统计学处理 

    采用SPSS统计软件行方差分析，率的比较采用χ2检验。 

    

2  结果 

    2.1  乳腺癌细胞MDA-MB-435在培养皿中的形态学特征 

    如图1所示，转染顺义ST6Gal I cDNA的乳腺癌细胞MDA-MB-435在传代4 h后的贴壁率为  (68.1±

3.5)%，贴壁细胞展开完全(图1A)，继续培养48 h后细胞呈长梭形、单层生长，伸出细长“伪足”，在贴壁的

同时显示具有动力移行倾向，细胞与细胞之间的连接比较松散(图1B)；相比之下，转染反义ST6Gal I cDNA

的肿瘤细胞在传代4 h后细胞大部仍呈圆形，贴壁率仅为(21.1±3.2)%(图1C)，与顺义转染和空载体转染相

比贴壁率显著降低，连续培养48 h后细胞多呈卵圆形，成簇群落样生长(图1D)。而空载体转染克隆在传代4 h

后(图1E)贴壁率为       (71.5±2.9)%，与顺义转染相比无明显差异，但细胞铺开程度不如顺义转染细胞

充分；培养48 h后细胞扁平并完全贴壁，呈单层生长(图1F)。 



    图1 乳腺癌细胞MDA-MB-435转染顺义或反义ST6Gal I cDNA后的贴壁速率和贴壁生长的形态学特征 
    Fig.1 Attachment rate of MDA-MB-435 cells transfected with ST6Gal I cDNA in sense or 
antisense direction in cell culture flask and cell morphology of transfectants growing in 

culture medium (Original magnification: ×100) 
    Transfectants were selected with G418 and observed at 4 and 48 h of cell culture under 

contrast phase microscope. A and B represent the cell morphology of sense-transfected 
cells attached to the wall of the culture flask at 4 h and 48 h of cultivation; C and D 

represent the cell morphology of antisense-transfectants at 4 h and 48 h of cultivation; E 
and F are mock transfectants of MDA-MB-435 cells at 4 and 48 h of culture.

    2.2  乳腺癌细胞的黏附性检测 

    2.2.1  乳腺癌细胞的同源凝集实验   与空载体转染相比，ST6Gal I cDNA反义转染、顺义转染细胞的

凝集系数分别为空载体转染细胞的175%和81%，提示反义转染细胞的细胞-细胞黏附力呈显著增强的倾向

(P=0.005)，顺义转染细胞的细胞-细胞黏附能力则明显减弱(P=0.03)。这种方法所检测的细胞-细胞黏附力

的变化与转染细胞在培养皿中的形态学变化相一致，即顺义转染克隆细胞与细胞之间的连接较为松散，而反义

转染克隆细胞与细胞之间的连接则较为紧密，更易相互凝集，成群落样生长。 

    2.2.2  乳腺癌细胞与胶原IV的黏附作用 

    2.2.2.1  细胞表面总唾液酸对肿瘤细胞和胶原IV黏附的影响   乳腺癌细胞MDA-MB-435母代细胞以及转

染细胞用唾液酸酶处理后对细胞外基质(胶原IV)的黏附率均显著降低，黏附率下降至唾液酸酶处理前的31%～

57%，表明细胞表面唾液酸水平直接影响乳腺癌细胞MDA-MB-435与胶原IV的黏附。 

    2.2.2.2  α2，6-唾液酸水平对瘤细胞和细胞外基质(胶原IV)黏附的影响  与空载体转染比较，顺义转

染克隆细胞表面与胶原IV的黏附增强(为空载体转染的145%，P<0.05)，而反义转染克隆细胞与胶原IV的黏附

降低(为空载体转染的63%，P<0.05)，提示细胞膜表面蛋白质和脂质的α2，6-唾液酸化与细胞和胶原IV的黏

附相关。 

    

3  讨论 

    肿瘤细胞体外培养的形态学改变与细胞的动性、对细胞外基质的黏附性和侵袭性变化有关[6][7][8]

[9]。虽然人们对细胞表面的唾液酸化与细胞的转移潜力的关系作过多种实验与分析，但并没有形成一致的结

论。Yogeeswaran[10]报告细胞表面的总唾液酸与多种鼠类肿瘤细胞株的转移潜力呈正相关；一种淋巴细胞杂

交瘤去除细胞表面唾液酸后其侵袭和转移潜力均降低，高唾液酸化结肠癌细胞HCT-116a和HT-29和胶原IV的黏



附与肿瘤细胞在体内的侵袭力相关，与FN和LN无关[11]；唾液酸酶处理降低结肠癌细胞LS174T对细胞外基质

Matrigel的黏附，SNA抑制肿瘤细胞和细胞外基质的结合[12]。也有相反的报道，如淋巴瘤MDAY-D2细胞株其

转移性表型细胞表面呈高唾液酸化，唾液酸酶的处理增强它们与细胞外基质的黏附，而低转移力的突变株

MDW40(WGAR)与胶原IV和FN的黏附增强，但与LN无关[13][14]。造成这些差异的原因可能来自不同的实验方

法和不同的肿瘤细胞类型，如多采用细胞突变株作为研究对象，但肿瘤细胞的转化常常伴随多基因突变，在这

些细胞体系中可能存在更重要的影响肿瘤转移的其他因素，而不仅是细胞表面的唾液酸化情况。我们以基因转

染方式造成细胞的单一分子表型的变化(当然也可能仍然不是唯一的变化)，可能是研究细胞表面α2，6唾液酸

化对细胞黏附功能影响的较为理想的模式。 

    本实验中乳腺癌细胞MDA-MB-435转染顺义或反义α2，6唾液酸转移酶ST6Gal IcDNA后在体外培养状态下

细胞形态发生了较为明显的变化。顺义转染细胞形态变得细长，显示出一定程度的动力活性(伸出“伪

足”)，细胞呈“松弛型”，细胞与细胞之间的连接显得更为疏松，而贴壁速度则加快，这种变化与Le Marer

等[7]报道的鼠成纤维细胞FRras-转化突变株的过度α2,6唾液酸化的形态学变化颇为相似，该细胞型显示出更

强的侵袭力。另一方面，反义转染细胞则呈圆形或卵圆型，细胞呈“紧凑型”，细胞与细胞的连接更为紧密，

细胞易聚集并呈集落样生长，贴壁速度下降。“松弛型”黑色素瘤细胞比“紧凑型”具有更强的动力活性，在

培养瓶上更快地形成单层，更容易被胰蛋白酶从培养瓶上洗脱下来[6]。而原本悬浮生长的腹水瘤EAT细胞的

变异株表达高活性的α2，6唾液酸转移酶活性后呈贴壁生长[15]，肿瘤细胞高表达α2，6唾液酸后赋予细胞更

高的动力活性和贴壁生长能力[16]；对B淋巴细胞而言，α2，6唾液酸化增强有利于B细胞从骨髓中逸出并进入

血循环，调节体液免疫功能[17]。 

    顺义转染的MDA-MB-435细胞表面α2，6唾液酸化程度升高，细胞-细胞之间的同源凝集作用下降，而反义

转染的乳腺癌细胞表面α2，6唾液酸化程度降低，细胞-细胞之间的同源凝集作用增强。看来细胞表面高α2，6

唾液酸化有两方面的作用，一方面，它降低了细胞与细胞之间的黏附，另一方面，则促进细胞与基质的黏附。

这种相反的效应可能源自黏附过程中不同的受体-配体系统的相互作用。同源凝集也许对唾液酸的残基聚集产

生的分子空间构像变化以及静电的干扰作用更为敏感。譬如，神经细胞黏附分子(NCAM)上的多聚唾液酸负性

调节NCAM依赖的细胞-细胞黏附[18]。本实验结果与之前报告的从原发结肠癌组织分离出来的结肠癌细胞唾液

酸化升高者细胞凝集性降低相一致[19]，但也有文献报道细胞表面唾液酸与乳腺癌细胞MCF-7的凝集作用无关

[20]，可能由于不同的细胞类型黏附分子表达特征不同，其黏附作用并非都呈唾液酸依赖。 

    细胞-基质间的黏附作用主要由整合素家族介导，整合素由α和β亚单位异二聚体组成。整合素和它们的配

基(胶原、纤维结合蛋白、层粘连蛋白等)之间的亲合力取决于不同的细胞类型，整合素的糖基化或唾液酸化

可能对它们之间的亲合力起调制作用。已经证实，整合素α1β1和α2β1是细胞表面的胶原IV和胶原I的结合受体

[21]，但β1同时也是LN的受体，B16-F10黑色素瘤细胞β1整合素的唾液酸化与胶原IV和FN的结合有关，但与

LN无关[22]；Iwabuchi等[23]发现，唾液酸酶处理可完全消除胶原IV结合蛋白对胶原IV的黏附以及中性粒细

胞对胶原IV包被的微孔板的黏附，提示唾液酸对中性粒细胞和胶原 IV的黏附同样重要。最近的报告表明，结

肠癌组织中整合素β1亚单位呈过度α2,6唾液酸化，结肠癌细胞株SW48转染ST6Gal I cDNA后β1整合素的过度α

2,6唾液酸化增强了结肠腺癌细胞对胶原I的黏附和侵袭作用，但与层粘连蛋白无关[16]。另外也有报告黑色

素瘤A373细胞株α3β1 的去唾液酸化增强其与FN以及LN的黏附，但与胶原IV无关[24]。由于对整合素家族的

多种异二聚体的唾液酸化特别是α2，6唾液酸化的研究还不多，进一步了解唾液酸在整合素和基质的黏附中所

起的作用将有助于寻找防止肿瘤转移的新策略。 
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