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PKCα在不同转移潜能的人肺癌细胞株中的
分布和激活转位变化

 聂强  朱文  刘伦旭  付军科  李定彪  李印  陈军 
 
吴志浩 周清华

【摘要】 背景与目的  PKC是信号转导通路中发挥关键作用的蛋白激酶之一，继往对其在细胞增殖方面的作用

研究较多，而对PKC在影响肿瘤的侵袭与转移方面的研究相对较少，这方面的作用机理也不清楚。本研究通过检测

不同转移潜能的人高转移大细胞肺癌细胞株中PKCα亚型在胞内的分布和激活转位情况，以探讨PKC在肺癌侵袭转

移中的分子机制。 方法  应用Western blot方法、激光扫描共聚焦显微镜观察PKC抑制剂Calphostin C 处理前后具有不

同转移潜能的人高转移大细胞肺癌细胞株L9981（原代细胞株）、L9981-PLXSN（空载体细胞株）和L9981-nm23-H1

（转基因细胞株）中PKCα在不同的亚细胞区域的分布、定位和激活转位变化。结果  L9981和L9981-PLXSN中PKCα

主要分布在胞膜，其胞浆蛋白含量明显较L9981-nm23-H1细胞株低（P<0.001）；L9981-nm23-H1细胞中PKCα主要

分布在胞浆，其胞膜蛋白含量明显较L9981和L9981-PLXSN细胞低（P=0.001）；激光扫描共聚焦显微镜观察L9981和

L9981-PLXSN细胞中PKCα主要定位于胞核及核周，处于活性状态；L9981-nm23-H1细胞中PKCα主要定位于胞浆，

处于激活转位前状态； PKC特异抑制剂Calphostin C作用后所有细胞中的PKCα均主要位于胞浆中，处于未激活状

态。结论  PKC亚型的胞内分布和激活转位变化同肺癌细胞的侵袭和转移潜能密切相关。
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       【Abstract】 Background and objective  Protein Kinase C (PKC) is one of the key kinases in the cell signal 

transduction passway. There are more reports about it's ability on cell proliferation, but fewer on invasion and metastasis 

in the past; and it's mechanisms are unclear. The aim of this study is to analyze the variation of intracellular distribution 

and translocation of the protein kinase Cαamong human high-metastatic large cell lung cancer cell line with different 

metastasis potential，in order to investigate the correlation between the lung carcinoma invasion and metastasis and the 

PKC isoforms. Methods  Using Western blot and laser scanning confocal microscope (LSCM) method. The distribution 

of PKCαin cytosol and plasma membrane and translocation were detected among different metastatic potential human 

pulmonary carcinoma cells L9981, L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 before and after treatment with PKC inhibitor 

Calphostin C, by Western blot and LSCM.  Results  PKCαin L9981 and L9981- pLXSN was mainly expressed on 

membrane, which was remarkably higher than those in L9981-nm23-H1 cell line (P=0.001); while expression of 

PKCαin cytoslol in L9981 and L9981-pLXSN cell lines, was lower than those in L9981-nm23-H1 cell line (P<0.001). 

The expression of PKCαin cytosol in L9981-nm23-H1 cell line was remarkably higher than those in L9981 and 

L9981-pLXSN cell lines (P<0.001), while expression of PKCαin plasma membrane in L9981-nm23-H1 cell line, was 

significantly lower than those in L9981 and L9981- pLXSN cell lines (P=0.001). PKCα is mainly located in nucleus 

· 基 础 研 究 ·

� 
本研究受国家自然科学基金重点项目（No.30430300), 天津市科技支撑计划重点项目（No.06YFSZSF05300）资助

作者单位：300052 天津，天津市肺癌转移与肿瘤微环境重点实验室, 天津医市肺癌研究所，天津医科大学总医院（聂强, 朱文, 刘伦旭, 付军科, 李定

彪, 李印, 陈军, 吴志浩, 周清华）； 510080 广州，广东省人民医院肿瘤中心肿瘤综合科（聂强） （通讯作者：周清华,  E-mail: zhouqh1016@yahoo.

com.cn）



中国肺癌杂志 
www.lungca.org

中国肺癌杂志2008年6月第11卷第3期 Chin J Lung Cancer, June 2008, Vol.11, No.3·364·

and perinucleus in L9981 and L9981-pLXSN cells, which was in active status, In L9981-nm23-H1 cell line, PKCαis 

mainly located in soluble cytosolic section, which was in inactive status. After treated with PKC inhibitor Calphostin C, the 

expression of PKCαin membrane in L9981, L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 was downregulated, and PKCαwere 

observed mainly located in cytosolic site in all the three cell lines, which was mainly in inactive status.  Conclusion  The 

study suggests that PKC isoforms is closely correlated with human lung cancer invasion and metastasis.           

        【Key words】 Protein Kinase C    Lung neoplasms    Protein translocation    Cell line

       This work was supported by a key project of the National Natural Science Fundation of China (No. 30430300) (to ZHOU 
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蛋白激酶（protein kinase C，PKC）是一族Ca2+、磷

脂和二酰甘油依赖的丝/苏氨酸蛋白激酶家族，它是细

胞活化包括肿瘤细胞转化的重要信号分子，在介导细胞

的生长、分化和死亡等信号传导中发挥重要作用，并与

肿瘤的发生、发展和侵袭转移等过程密切相关。但有关

PKC影响肿瘤细胞侵袭转移的分子机理，报道较少。本

研究比较了不同转移潜能的人肺癌细胞株中PKCα胞内

分布变化和激活转位情况，以探讨PKC在肺癌侵袭转移

中的作用机制。

1  材料和方法

1.1  实验材料

1.1.1  主要试剂及仪器  兔源多克隆PKCα抗体及PKC特

异抑制剂Calphostin C（Sigma公司），RPMI1640培养基

（GIBICO产品），新生小牛血清（成都哈里生物有限

公司）， PVDF膜购自Millipore 公司，免疫化学发光的

ECL试剂购自Santa Cruz公司，余试剂均为国产分析纯。

细胞培养超净工作台(AIR TECH, 苏净集团)，细胞培养

孵箱（JOUAN），多光子激光共聚焦显微镜（美国Bio-

rad公司，MRC-1024型），低温超速冷冻离心机（美国

Beckman），电泳仪及电转仪（美国 BioRad产品）。

1.1.2  细胞株  人高转移大细胞肺癌细胞株L9981 (nm23-

H1基因缺失）， 人高转移大细胞肺癌细胞株L9981-

pLXSN（转染空载体）， 人高转移大细胞肺癌细胞株

L9981-nm23-H1-EGFP（转染nm23-H1基因），均由天

津市肺癌转移与肿瘤微环境重点实验室提供。经实验证

实，前两株细胞的侵袭和转移潜能明显高于后者[1]。

1.2   实验方法

1.2.1  细胞培养  将上述三株细胞在无菌条件下，使用

RPMI1640培养基， 含有10%的新生小牛血清，以及链霉

素100 μg/mL和青霉素100 U/mL, 在37 ℃、5%CO2的孵箱

培养，并用0.25%胰酶消化，进行常规的传代。

1.2.2  细胞分组  三株肺癌细胞株分为两个组。对照组：

三株肺癌细胞株不施加任何处理因素；Calphostin C处理

组：三株肺癌细胞株分别加入浓度为1.0 μM的PKC特异

抑制剂Calphostin C作用24 h。

1.2.3  胞浆、胞膜蛋白的提取  上述三种细胞生长至对

数期并铺满培养皿瓶底后（细胞数约1×107），倾去培

养液，用冰预冷的磷酸盐缓冲液（PBS）将细胞淋洗三

遍，然后加入1 mL预冷的细胞裂解液Ⅰ(25 mmol/L Tris 

PH7.5，2 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L EGTA, 1 mmol/L DTT，

0.2 g/L Triton X-100，5 mg/L Aprotinin，5 mg/L Leupeptin，

1 mmol/L PMSF)，冰上放置30 min后，将细胞刮入匀浆器

匀浆30次，100 000g 超离心30 min，所得上清即为胞液组

分。吸去上清，将沉淀用0.5 mL裂解液Ⅱ（25 mmol/L Tris 

PH7.5, 2 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L EGTA，1 mmol/L DTT，

10 g/L Triton X-100，5 mg/L Aprotinin，5 mg/L Leupeptin，

1 mmol/L PMSF）悬浮，超声波增溶10 s，冰上放置30 

min，再次用100 000 g超离心30 min，所得上清即为膜组

分。各组分蛋白质浓度用Brandford方法测定并使其标准

化。

1.2.4  Western blot方法测定PKC  将2×SDS凝胶加样缓

冲液（0.1 mMol Tris-Cl, PH6.8, 2M DTT, 4%SDS, 0.2%溴

酚兰，20%甘油）与蛋白质样品等体积混合均匀，然后

将混合好的样品置于沸水中煮沸5 min，离心后上样。浓

缩胶电压为60 V，电泳20 min。分离胶电压为90 V，电

泳100 min。将电泳后凝胶取下，置于电转液在恒压60 V

下电转100 min。电转完后，取出PVDF膜，加入封闭液

（5%脱脂奶粉，TBS，0.05% Tween-20），置于4 ℃冰

箱过夜。然后用含0.05% Tween-20的TBS（TBS-T）洗

涤。加入稀释的一抗（1:100，溶于TBS-T中），常温下

摇动温育2 h，TBS-T洗。加入稀释的二抗（1:8000溶于

TBS-T中），常温下摇动温育2 h， TBS-T洗涤。在暗室

中，将ECL混合液倒入PVDF膜上，行底片显影、暴光。

应用Bio-rad2000凝胶成像仪将X线胶片上的Western blot

阳性信号条带进行灰度扫描，以其积分吸光值IOD大小

反映信号的相对强弱。

1.2.5  激光扫描共聚焦显微镜观察三株癌细胞中PKC激
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活转位情况  三株细胞在盖玻片上正常生长48 h后，经

10%甲醛固定，100%甲醇打孔，0.1%BSA作用1 h后加

入兔源多抗（稀释度为1:100）PKCα，4 ℃过夜，PBS

洗3次，加入FITC标记的二抗IgG（1:50稀释），37 ℃暗

处1 h，90%甘油封片，镜检，以PBS代替一抗作为阴性

对照。多光子激光共聚焦显微镜下观察PKCα的转位情

况。共聚焦显微镜扫描参数为：激发波长488 nm，发射

波长522 nm，Iris 6.5, Pixel Size 1.29/μm，Power 30%，

Gain 1300。实验均重复三次。

1.3  统计学处理  本实验数据为计量资料，应用方差分析

或t检验，P<0.05为有统计学差异。

2  结 果

2.1  三株细胞中胞膜、胞浆PKC的表达  Western blot结果

显示：原代细胞株L9981和空载体细胞株L9981-PLXSN

中PKCα主要分布在胞膜，其胞浆PKCα含量明显较

转染nm23-H1基因的人肺癌细胞株L9981-nm23-H1低

（F=47.026，P<0.001）；L9981-nm23-H1细胞中PKCα

主要分布在胞浆，其胞膜PKCα含量明显较L9981和

L9981-PLXSN细胞低（F=12.178，P=0.001），而L9981

和L9981-PLXSN间胞膜、胞浆PKCα含量差异无统计学

意义（P=0.192；P=0.547）（图1、图2）。

2.2  三株细胞中PKC转位情况  激光扫描共聚焦显微镜观

察L9981和L9981-PLXSN细胞中PKCα主要定位于胞核及

核周，尤以胞核明显，处于活性状态（图3A）； L9981-

nm23-H1细胞中PKCα主要定位于胞浆，在胞浆中呈

弥漫分布，核周表达极少，处于激活转位前状态（图

3A）。

2.3  Calphostin C作用后，三株细胞中胞膜，胞浆PKC

表达变化  加入PKC特异抑制剂Calphostin C作用后，

L9981和L9981-PLXSN两株细胞中胞膜PKCα较作用前

明显减少（t =10.775，P =0.009；t =6.223，P =0.025），

而胞浆PKCα较作用前明显增加（t=17.530，P=0.003； 

t =19.235，P =0.028）；L9981-nm23-H1细胞中胞膜

PKCα的减少和胞浆PKCα的增加较作用前比较变化无

统计学意义（t =2.090，P =0.172；t =3.237，P =0.351）

（图4，图5，表1）；激光扫描共聚焦显微镜观察PKC特

异抑制剂Calphostin C作用后三株细胞中的PKCα 均主要

图 1  L9981、L9981-pLXSN和L9981-nm23-H1肺癌细胞株胞浆、胞膜

         PKCα蛋白表达

Fig 1  Expression of PKCα in cytosol and cytoplasm among  L9981, 

           L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 lung cancer cell lines 

1: L9981-cytoplasm; 2: L9981-cytosol; 3: L9981-pLXSN- cytoplasm;

4: L9981-pLXSN- cytosol; 5: L9981-nm23-H1-cytoplasm; 

6: L9981-nm23-H1-cytosol

图 2  人高转移大细胞肺癌细胞株L9981、L9981-pLXSN和L9981-

         nm23-H1胞浆、胞膜PKCα 蛋白表达量（IOD值）的比较

Fig 2  Comparison of PKCαexpression in cytosol and cytoplasm among  

           L9981、L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 lung cancer cell lines

图 4  1.0 μM Calphostin C处理人肺癌细胞株L9981 、L9981-pLXSN和 

         L9981-nm23-H1 24 h后PKCα蛋白表达

Fig 4  Expression of PKCα in cytosol and cytoplasm among  L9981, 

           L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1lung cancer cell lines after  

           treated with 1.0 μM Calphostin C  for 24 h

1: L9981-cytosol; 2: L9981-cytoplasm; 3: L9981-pLXSN- cytosol;

4: L9981-pLXSN- cytoplasm; 5: L9981-nm23-H1-cytosol; 

6: L9981-nm23-H1-cytoplasm

图5  1.0 μM Calphostin C处理人肺癌细胞株L9981 、L9981-pLXSN和

       L9981-nm23-H1 24 h后胞浆、胞膜PKCα蛋白表达量(IOD值)的变化

Fig 5  The change of PKCαlocated in cytosol and cytoplasm among L9981,  

           L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 lung cancer cell lines after  

           treated with 1.0 μM Calphostin C  for 24 h

 cytosol                         cytoplasm  cytosol                          cytoplasm

in
te

gr
at

ed
 o

pt
ic

al
 d

en
si

ty
 (I

O
D

)

in
te

gr
at

ed
 o

pt
ic

al
 d

en
si

ty
 (I

O
D

)



中国肺癌杂志 
www.lungca.org

中国肺癌杂志2008年6月第11卷第3期 Chin J Lung Cancer, June 2008, Vol.11, No.3·366·

位于胞浆中，处于未激活状态（图3B）。 

3  讨 论

侵袭、转移是恶性肿瘤基本特征之一，现在已

明确PKC在这一过程中起关键性作用。Takuwa 等[2]

发现PKC的活化可增加SCLC细胞对细胞外基质蛋白

（ECM）的粘附，增加β-整合素的结合活性，导致

SCLC细胞粘附于ECM蛋白，提示PKC与肿瘤的起源发

生和转移有关。但PKC调节肺癌细胞侵袭转移的详细机

图 3  PKC抑制剂Calphostin C处理前后L9981、L9981-pLXSN和L9981- 

         nm23-H1人肺癌细胞株细胞中PKC α的表达变化

          A: 对照组; B: 处理组

Fig 3  The change of PKCαlocated in cytosol and cytoplasm among L9981,  

           L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 lung cancer cell lines before 

           and after treated with 1.0 μM Calphostin C  for 24 h (FITC－   

           mouse anti rabbit second antibody; ×200)

           A: untreated; B: treated

表 1  1.0 μM Calphostin C处理前后人肺癌细胞株L9981、L9981- 

         pLXSN和L9981-nm23-H1胞膜PKCα蛋白表达量(IOD值)的百 

         分比值比较

Tab 1  Comparison of  the ratio of PKCαexpression in cytoplasm among   

            L9981, L9981-pLXSN and L9981-nm23-H1 lung cancer cell 

            lines before and after treated with 1.0 μM Calphostin C

	                  Ratio of PKCαexpression	    

Cell lines          (cytoplasm／cytosol+cytoplasm, %)	     t 	   P

                               untreated 	       treated		

L9981	                  17.5	         11.5	                  10.775	 0.009

L9981-pLXSN	 16.3	         11.3	                    6.223	 0.025

L9981-nm23-H1	   3.9	           3.5	                    2.090	 0.172

制尚不清楚。

研究表明[3,4]：PKC某些亚型的活性、含量及细胞

内的分布改变是跨膜信息传递中异常调控信息的一种表

征。LaPorta等[5]研究了PKC亚型在亚细胞结构的分布和

表达在肝癌细胞肺转移灶中的作用，发现在肿瘤细胞和

肺癌淋巴结转移病灶中PKCα表达明显增加，肿瘤细胞

核PKCβ的活性增加且在转移淋巴结中表达明显增加，

这一结果表明：胞核PKCβ可能在继发性肿瘤的发展

中起一定作用。赵冬梅等[6]分析比较了肺恶性肿瘤及正

常肺组织中PKC亚型的分布变化，发现PKCα、PKCβ

在恶性肿瘤中的含量较正常有不同程度的增加，而且

PKCα 在膜上的表达明显较正常肺组织高。说明了PKC

亚型的分布变化是PKC调控肺癌发生的分子机制之一。

那么，在对肺癌的侵袭转移的调控过程中，PKC是否也

存在着同样的变化呢？

本研究经Western blot检测，发现高侵袭转移性能

的人高转移大细胞肺癌细胞株L9981和L9981-pLXSN胞

膜中PKCα蛋白的表达量显著高于低侵袭转移性能的人

大细胞肺癌细胞株L9981-nm23-H1 PKCα蛋白的表达

量；L9981-nm23-H1胞浆中PKCα蛋白表达量显著高于

L9981和L9981-pLXSN肺癌细胞株，而L9981与L9981-

pLXSN胞浆、胞膜中中PKCα蛋白表达量比较无统计学

差异；用PKC的抑制剂Calphostin C处理L9981、L9981-

pLXSN和 L9981-nm23-H1肺癌细胞株细胞后， PKCα

在胞浆、胞膜的蛋白表达量均显著下降，其中胞膜的蛋

白表达量下降尤其明显。上述结果表明PKC亚型在亚细

胞区域的分布变化可能是PKC调控肺癌侵袭转移的分子

机制之一。

研究发现，只有膜转位的PKC同功酶，才与肿瘤

侵袭与转移能力有关[7]。因为静息状态下，细胞中PKC

几乎是以无活性的形式存在于胞浆中，而只有处于活

性状态的PKC，才能发挥其相应功能。Rayadu[7]报道：

当促癌剂TPA处理B16黑色素瘤细胞株，则引起PKC膜

转移，同时证明发生膜转移的PKC能够促进肿瘤细胞的

血行转移。膜PKC活性涉及诱导肿瘤转移表型，而且高

转移细胞膜PKC活性明显高于低转移细胞[8,9]。本实验发

现：高侵袭和转移能力的人肺癌细胞株L9981和L9981-

pLXSN细胞中膜PKCα蛋白表达量明显较低侵袭和转移

能力的人肺癌细胞株L9981-nm23-H1胞膜PKCα蛋白表

达量高，说明在L9981和L9981-pLXSN细胞中PKCα的

活性明显高于L9981-nm23-H1细胞中PKCα的活性；

激光扫描共聚焦显微镜观察见L9981和L9981-PLXSN
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细胞中PKCα主要定位于胞核及核周，处于活性状态；

L9981-nm23-H1细胞中PKCα主要定位于胞浆，处于

激活转位前状态；PKC特异抑制剂Calphostin C作用后，

三株肺癌细胞株中膜PKCα含量均较处理前明显下降，

所有细胞中的PKCα均主要位于胞浆中，处于未激活

状态。随后的实验也证实抑制剂处理后L9981和L9981-

PLXSN的侵袭转移能力明显降低。这进一步表明肺癌侵

袭转移主要同其膜PKCα活性相关；不同侵袭转移潜能

的肺癌细胞PKCα的激活转位情况不同。因此，PKC亚

型的激活转位变化也是PKC调控肺癌侵袭转移的分子机

制之一。
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