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【摘要】背景与目的：透明质酸广泛存在于结肠癌间质中，本研究旨在探讨透明质酸 3 BX$(CI’%$%，MT7 对体外培养的人结肠癌

VS<5. 细胞增殖、粘附和侵袭能力的影响。 材料与方法：体外培养的 VS<5. 细胞被随机分为 4 组：对照组 3无血清培养基培养 7、MT*

3MT 为 *.!O W >( 7 和 MT-3MT 为 -.!O W >( 7 组，经培养不同时间后，以 Y:: 实验和软琼脂细胞集落形成实验 3 J’ZG $O$I F(’%; Z’I>$G?’%
$JJ$X 7 比较 VS<5. 细胞增殖能力，用平板粘附模型和 [’XL;% FB$>\;I 小室模型比较 VS<5. 细胞粘附和侵袭能力。 结果：MT* 和 MT-

组与对照组相比，细胞增殖数量、软琼脂细胞集落、粘附于平板和穿过 [’XL;% FB$>\;I 隔膜的细胞数皆显著增加 3 K ] .) ./7，且呈剂量

依赖性。 结论：MT 能增强 VS<5. 细胞体外增殖、粘附和侵袭能力。

【关键词】透明质酸；增殖；粘附；侵袭；+,-./细胞
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;‘G;%J?a;(X ?% GB; >;J;%FBX>; ’Z F’(’% F$IF?%’>$) :B; ’\b;FG?a; ’Z GB?J JGCLX D$J G’ ?%a;JG?O$G; GB; ;ZZ;FGJ ’Z MT ’%
KI’(?Z;I$G?’% ! $LB;J?’% $%L ?%a$J?’% $\?(?G?;J ’Z BC>$% F’(’% F$IF?%’>$ F;(( VS<5. 6+ A62.3 ) )"’(#$"6+ "%3 )(’7&3+5

FC(GCI;L VS<5. F;((J D;I; L?a?L;L ?%G’ GBI;; OI’CKJ @ F’%GI’( OI’CK 3H7 @ FC(GCI;L D?GB J;IC>PZI;; >;L?C>3VcY7 2 MT*

$%L MT- GI;$G>;%G OI’CKJ @ FC(GCI;L D?GB VcY F’%G$?%?%O L?ZZ;I;%G F’%F;%GI$G?’%J ’Z MT 3MT*@ *. !O W >( ! MT-@
-. !O W >( 7 ) TZG;I J’>; G?>; ! KI’(?Z;I$G?’% $\?(?GX D$J ;‘$>?%;L \X Y:: $JJ$X $%L J’ZG $O$I F(’%; Z’I>$G?’% $JJ$X !
DB?(; $LB;J?a; $%L ?%a$J?a; $\?(?G?;J D;I; $JJ;JJ;L \X K($G; $LB;J?’% >’L;( $%L [’XL;% FB$>\;I GI$%JD;(( $JJ$X )
#(+*6’+5 H’>K$I;L D?GB GB$G ?% H OI’CK，?% MT* $%L MT- GI;$G>;%G OI’CKJ ! GB; %C>\;I ’Z KI’(?Z;I$G?a; F;((J，J’ZG $O$I
F;(( F(’%; Z’I>$G?’% ! F;(( $LB;J?’% ’% K($G; $%L J;KGC> K;I>;$G?’% ’Z [’XL;% FB$>\;I ?%FI;$J;L J?O%?Z?F$%G(X ?% MT* $%L
MT- GI;$G>;%G OI’CKJ ?% $ MT L’J;PL;K;%L;%G >$%%;I3 K ] .) ./7 ) !&%!6*+$&%5 MT F’C(L ;%B$%F; GB; KI’(?Z;I$G?’% !
$LB;J?’% $%L ?%a$J?’% $\?(?G?;J ’Z BC>$% F’(’% F$IF?%’>$ F;(( VS<5. 6+ A62.3 )

【 ’() *+%,#】 BX$(CI’%$% 2 KI’(?Z;I$G?’% 2 $LB;J?’% 2 ?%a$J?’% 2 VS<5. F;(( (?%;

透明质酸 3 BX$(CI’%?F $F?L ! MT7 是一类链状高分子

酸性粘多糖。一般认为，它是细胞内的一种结构性分

子，能保持组织内的水分，并维持组织细胞的弹性，同

时也作为细胞外基质的一种构成“框架”d* e。近年来国

内外研究发现它大量存在于某些肿瘤组织中，可能参

与了某些肿瘤恶性增殖、转移、耐药等机制的形月日

成 d- 0 4 e。本研究观察了透明质酸对结肠癌 VS<5. 细胞

株体外增殖、粘附和侵袭能力的影响，以探讨透明质

酸在结肠癌进展中的作用。
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图 + ,-./0 细胞形成软琼脂细胞集落 1 .00
234567 + ,89: ;4;6 <=8>7 89 ,-./0 <7==?@ 1 .00A

! 材料与方法

!" ! 材料

透明质酸购于 %&’() 公司，!*+, 培养基购于 -./0123
公司，胎牛血清 4536)0 718&23 93:;(，5<%= 购于天津 ><?
公司，噻唑蓝 4@36A.06A&1 636:)B103 # @>>= 购于北京鼎国

生物公司，被覆 ()6:&’30 的 6:)29C300 购于 <? 公司。其它

试剂为国产分析纯。结肠癌 %D+E, 细胞株由本研究中

心保存，含 !,F 5<% 的 !*+, 培养基常规传代培养于

GH I，JF KLM 条件下。

!" # 方法

!" #" ! $%&’( 细胞的分组 取对数生长期 4 *,F
N H,F融合状态 = 的 %D+E, 细胞，经无血清培养基 45:33
93:;( (3O&;(# 5%@=同步 M+ A 后，根据处理细胞的不同

培养液，分为 G 组。正常对照组：用 5%@ 培养细胞；

-P!组：用含 -P !,!’ Q(0 的 5%@ 培养细胞；-PM 组：用

含-P M,!’ Q(0 的 5%@ 培养细胞，每组 J 个平行样。

!" #" # )** 实验 %D+E, 细胞以 !R , S !,J Q (0
接种于 "* 孔细胞培养板，每孔 ,R ! (0。!M A 后完全贴

壁，根据以上分组，分别换不同的培养液常规培养。"* A
后，按以下过程进行 @>> 比色实验："结晶：每孔加入

M,!0 @>> 溶液 4 J (’ Q (0 =，继续培养 + A 后终止培养，

在光镜下观察，可见细胞内形成蓝紫色结晶物。#溶解：

弃孔内上清液，加 !J,!0 二甲基亚砜 4?@%L=，振荡 !,
(&2，使蓝紫色结晶物溶解。$比色：选择 +", 2( 波长，

用酶标仪测定各孔的光吸收值 4P 值 =。
!" #" + 软琼脂细胞集落实验 用 M 倍浓度的

!*+, 培养基 4含 5<% M,F = 和 !R MF浓度的琼脂 4已灭

菌 =，按 ! T ! 比例混合，配制成含 ,R *F琼脂及 !,F
5<% 的 !*+, 培养基，以 !(0 Q 孔灌注 * 孔培养板，室温下

冷却凝固形成培养底板。根据 !R MR ! 分组，分别用上述

不同培养液把 %D+E, 细胞制成悬液 4 M S !,G Q (0 =，再用

含 ,R *F琼脂的 !*+, 培养基按 ! T ! 比例混合后，琼脂

终浓度为 ,R GF，细胞密度为 ! S !,G Q(0，然后以 ,R J (0 Q
孔浇灌于培养底板上，凝固后培养，每天观察细胞集落

生长。M 周后镜下计数含 J, 个细胞以上的克隆数量

4 2;(73:9 1U /300 /1012.，VKK=。
!" #" & 平板粘附实验 根据以上分组，"* 孔培

养板分别加入不同的培养液 !,!0。涂布均匀，+ I过

夜，超净工作台风干。分别加入 5%@ 稀释的 %D+E, 细胞

各 !,,!0 4 ,R + S !,J=，继续常规培养 *, (&2 后，GH I
W<% 洗去未粘附的细胞，进行 @>> 比色：测各孔 +", 2(
波长光吸收值 4P 值 =。用 P 值大小表示粘附活细胞的相

对数。

!" #" , -./012 3456718 实验 6:)29C300 上下室之

间为直径 E!( 的 WX> 微孔滤膜 4多聚乙烯四苯二甲酸

盐膜 =，膜上铺 @)6:&’30 G,!’。根据以上分组，间隔下室

分别加入不同的培养液，上室接种 %D+E, 细胞各 ,R + S
!,J，继续常规培养 M+ A 后，取出滤膜，甲醛固定 G, (&2，

常规 -X 染色。每个滤膜随机选取 J 个 M,, 倍视野，计数

穿膜细胞数 4间隔下室侧表面细胞数 =。以穿膜细胞的相

对数目来表示肿瘤细胞的侵袭能力。

!" + 统计学分析

数据用 &’ Y ( 表示，以 %W%% !!R , 软件进行单因素

方差分析，以%Z ,R ,J 为检验水准。

# 结 果

#" ! 增殖能力变化 如表 ! 所示，对照组、-P!、

-PM组 G 组相比较，@>> 实验 4增殖实验 = 所测 P 值，以

及软琼脂细胞集落实验 4 91U6 )’): /0123 U1:()6&12 )99).，
%PK5= 所观察到的细胞集落数目皆依次增高，而且各组

间的差异均具有统计学意义 4 ) [ ,R ,J=，提示 -P 能呈

剂量依赖性增强 %D+E, 细胞的体外增殖能力。图 ! 示

%D+E, 细胞所形成软琼脂细胞集落。

#" # 粘附力及侵袭力变化 如表 M 所示，对照

组、-P!、-PM 三组相比较，@>> 实验 4粘附实验 = 所测 P
值，以及 <1.O32 /A)(73: 实验所观察到的穿膜细胞数目

皆 依 次 增 高 ， 且 各 组 间 的 差 异 具 有 统 计 学 意 义

4 ) [ ,R ,J=，提示 -P 能增强 %D+E, 细胞的体外粘附及

侵袭能力。图 M) 示 %D+E, 细胞粘附于培养板底，图 M7
示 %D+E, 细胞侵袭穿过 <1.O32 /A)(73: 的微孔滤膜。

K:1;\ @>> 4P 8)0;3= %PK54/300 /1012.=
K126:10
-P!

-PM

,R ,** Y ,R ,,H
,R !*! Y ,R ,!!

,R !!E Y ,R ,!,! #&

J"R E Y JR J
!,"R , Y ER "!

!JMR M Y "R +! #&

表 + B"对,-./0细胞增殖能力的影响 @ !" C #，$ D EA
’;F=7 + G68=3976;:38> ;F3=3:H 89 ,-./0 <7== 7997<:7I FH B"@ !" C #，$ D EA

K1(\):3OC&6A /126:10 # !) [ ,R ,J；K1(\):3OC&6A-P! # &) [ ,R ,JR

论 著
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-.’/0 12234 5$(/67 8’9:6% ;<$=>6. $??$9
3 ;6(( 06.=6$@A%B ?60@/=7

-’%@.’(
C4*

C4D

E) EFG H E) EEI
E) **E H E) E*D!

E) *JE H E) E*E! !!

DK) I H J) F
LG) D H K) *!

KK) I H +) D! !!

表 + ,"对-./01细胞粘附力及侵袭力的影响 2 !" 3 #，$ 4 56
’789: + ";<:=>?: 7@; >@?7=>?: 78>9>AB CD -./01 E:99= :DD:EA:; 8B ,"
2 !" 3 #，$ 4 56

-’=0$.6: MA@< ;’%@.’( ! !& N E) EJO ;’=0$.6: MA@< C4* ’!& N E) EJ)

! 讨 论

C4 能诱导多种细胞增殖、运动和迁移 PL QF R。人结肠

癌具有增殖快、易于向周围组织浸润及经淋巴道早期转

移的特点，这也是结肠癌患者死亡的重要原因，在临床

上治疗极为棘手。近来有学者发现，在人结肠癌组织中，

存在较多的 C4 堆集 PI R，但 C4 能否直接诱导结肠癌细

胞增殖和侵袭，目前尚未见相关报道。为此，本研究中，

我们用不同浓度的 C4 处理结肠癌 STLIE 细胞的基础

上，设计了 122 实验和软琼脂细胞集落实验比较各组

STLIE 细胞增殖能力的变化，以及反映细胞在贴壁和悬

浮状态下的增殖情况。实验显示，C4 能加强 STLIE 细

胞的增殖能力。另一方面，我们进行平板粘附实验和

8’9:6% ;<$=>6. 实验，结果提示，STLIE 细胞和 C4 之间

能发生较强的粘附作用，当提高 C4 浓度时，粘附作用

亦随之增强；而且 8’9:6% ;<$=>6. 实验显示，在 C4 诱导

下，趋化穿过两室间隔膜的 STLIE 细胞明显增多，提示

C4 能促进 STLIE 的体外侵袭能力。

C4 的多种生物学功能是通过其受体的介导完成

的 P+ R。在人纤维肉瘤，C$/0@?;<6A% 发现 P*E RC4 能通过 C4
受体 -ULL 影响线粒体内的抗凋亡蛋白及凋亡蛋白的比

例而抑制凋亡，从而促进其恶性增殖。在子宫内膜癌，

V6A% 认 为 P** RC4 能 通 过 C4 的 另 一 种 受 体 VC411

3V6;60@’. W’. C4 16:A$@6: 1’@A(A@97影响细胞骨架的重构

而促进其侵袭。我们在过去的工作中还发现，除了

-ULL和 VC411 外，STLIE 细胞株还能表达 ($9A(A% 这种

新发现的 C4 受体。但是，是否上述受体在 C4 诱导

STLIE 细胞增殖和侵袭转移的过程也具有重要地位？C4
具体是通过哪一些分子生物学机制影响 STLIE 细胞的

增殖和侵袭转移行为？此过程中是否能找到可以干预的

治疗靶点，目前尚存在许多未知领域，有待进一步

研究。
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