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!基础研究!

!"#$%&’ 基因转染逆转人高转移大细胞肺癌

恶性表型分子机制的实验研究

李印!周清华!孙芝琳!孙泽芳!王艳萍!覃扬!朱文!陈晓禾

!摘要"!背景与目的!!"#$%&’ 是公认的肿瘤转移抑制基因"我们的前期研究结果发现!"#$%&’ 基因

可明显抑制人高转移大细胞肺癌细胞株())*’中细胞外信号调节激酶+,-’##的活性"本研究旨在探讨肿

瘤转移抑制基因!"#$%&’ 及 外 源 性+,-’##通 路 抑 制 剂 ./’#0对 人 高 转 移 大 细 胞 肺 癌 细 胞 株())*’中

+,-’##及其细胞恶性生物学行为的影响$为 阐 明!"#$%&’ 基 因 调 控 肺 癌 转 移 相 关 信 号 传 导 通 路 的 分 子 机

制提供实验依据"方法!将稳定转染!"#$%&’ 基因的人高 转 移 大 细 胞 肺 癌 细 胞 株())*’%!"#$%&’%原 代 细

胞株())*’&!"#$%&’ 基 因 杂 合 性 缺 失’和 转 染 空 载 体 细 胞 株 ())*’%1(234培 养 传 代$应 用 蛋 白 印 迹 法

&567869!:;<8’和免疫 沉 淀 法$检 测 应 用 ./’#0&=/!"<;#($处 理 细 胞#/">!’处 理 后 三 个 肺 癌 细 胞 株 中 总

+,-’##和双磷酸化+,-’##表达水平的变 化(应 用 ?@@法 及 改 良A<BC6!小 室 法 分 别 检 测 三 个 肺 癌 细 胞

株应用./’#0处理后细胞体外增殖活性及侵袭能力的变化"结果!())*’%!"#$%&’ 细胞株磷酸化+,-’##
表达水平%+,-’##相对 活 性 经 ./’#0处 理 后 均 显 著 低 于())*’和())*’%1(234细 胞 株&!"/D/’’$而

())*’和())*’%1(234细 胞 株 间 磷 酸 化+,-’##表 达 水 平%+,-’##相 对 活 性 比 较 均 无 显 著 性 差 异&!#
/D/E’(三个肺癌细胞株总+,-’##水平处理后比较均无明显变化$差异均无显著性&!#/D/E’(())*’%!"#$%

&’ 细胞株体外增殖能力及侵袭力均显著低于())*’细胞株和())*’%1(234细胞株&!"/D/’’(./’#0能显

著下调())*’细胞株体外增殖活性及侵袭能力&!"/D/’’"结论!阻 断())*’细 胞 株 中+,-’##的 激 活 后

可发生与转染!"#$%&’ 基因相似的细胞生物学行为的变化$即细胞的体外增殖能力及侵袭力均显著降低$提

示!"#$%&’ 基因转染逆转人高转移大细胞肺癌恶性表型的分子机制可能与其下调+,-’##信号转导通路中

关键激酶+,-’##的活性有关"
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!!!"#$%&’ 基因作为公认的肿瘤转移抑制基因$其

功能和作用机制正被深入研究$已有的研究结果证实$

!"#$%&’ 基因具有酶的活性$主要包括核苷二磷酸激

酶活性"4̂ 1-#(组氨酸 激 酶 活 性 和 一 系 列 其 它 的 蛋

白激酶活性)’*$推测!"#$%&’ 的磷酸化参与细胞对信

号反应的调节$直接或间接影响细胞内的信号传递$从
而发挥其 肿 瘤 转 移 抑 制 作 用+我 们 前 期 工 作 已 证 实

!"#$%&’ 基因可以抑制细胞外信号调节激酶+,-’!#
的活性$推测!"#$%&’ 基因可能与?W1-!+,-细胞

信号转导通路有关)#*+本实验在此研究基础上$进一

步研究利用外源性+,-通路特异性阻断剂阻断细胞

?W1-!+,-通路 后 所 发 生 的 细 胞 生 物 学 行 为 的 变

化$深入讨论!"#$%&’ 基因对?W1-!+,-通路的影

响$从而揭示!"#$%&’ 基因作为肿瘤转移抑制基因发

挥其作用的相关信号传导通路的分子调节机制+

8!材料和方法

8D8!实验用细胞系及其培养!())*’"缺失!"#$%&’
基因的 原 代 肺 癌 细 胞 株#(())*’%!"#$%&’"())*’转

染 了 !"#$%&’ 基 因 后 的 细 胞 株#(())*’%1(234
"())*’转染了空载体后的细胞株#均为本实验室构建

和筛选的人高转移大细胞肺癌细胞株)#*$用含’/_小

牛血清的,1?Y’0=/培 养 基 于$F‘(E_UM# 孵 箱 中

培养+

8D4!主要试剂!L==!=#?W1J>!H76H!8>:<CBJ>8购

自新 英 格 兰 A><;H:公 司%?+-’!#特 异 性 抑 制 剂

./’#0购 自 19<"6GH公 司%A<BC6!小 室 购 自 美 国

?>;;>L<96公司%+U?购自3>G"H公司%1X̂ [购自美

国 ?>;;>L<96公司+

8D5!细胞裂解物的制备!细胞接种于中方瓶$生长至

F/_#*/_时"对数生长期#$经血清饥饿#=O使其生

长同步化$加入=/!"<;!(的./’#0$处理细胞#/">!
后弃培养基"对 照 组 加 入 等 体 积 的 溶 剂^?3M$同 步

处理#$用冰预冷的磷酸盐缓冲液冲洗三次$加入冰预

冷的细胞 裂 解 缓 冲 液"#/""<;!(@9>7%&U;L&FDE$

’E/ ""<;!( 4HU;$’ ""<;!( +̂ @W$’ ""<;!(
+a@W$’_ @9>8<!$#DE""<;!(7<C>K"LB9<LO<7LOH86$

’""<;!($%G;BQ69<;LO<7LOH86$’""<;!( 4H$XM=$

’"G!(;6KL6L8>!#和’!"<;!(的 1?3[$充 分 作 用

E">!后 刮 取 收 集 细 胞$超 声 破 碎= 次$每 次 E7$

’////9!">!冷冻离心’/">!$取上清分装$b*/‘贮

存备用+A9HCP<9C法测定细胞提取物的蛋白浓度+

8DE!567869!:;<8法 检 测 磷 酸 化 的 +,-’!#及 总

+,-’!#表达水平!+,-’!#存在磷酸化"有活性#与

非磷酸化"无活性#两种状态$以特异性识别双磷酸化

+,-’!#"LO<7LOB%L==!=#?W1-#的抗体检测磷酸化

的+,-’!#的 量%以 抗 总 +,-’!#"L==!=# ?W1-%
LO<7LO<9B;H8><! 78H86>!C6L6!C6!8#抗 体 检 测 总

+,-’!#的量为 内 对 照+细 胞 裂 解 物 于’/_十 二 烷

基硫酸钠3̂ 3聚丙烯酰胺凝胶中电泳后$垂直电泳转

移槽中转移至1X̂ [膜上$@A3洗后室温下封闭液中

封闭’O$@A3@洗 后 与 抗 磷 酸 化+,-’!#抗 体"’c
’///稀释液#=‘下 反 应 过 夜$@A3@洗$次$加 入 抗

免YGa%&,1二 抗 耦 联 &,1的 抗 生 物 素 抗 体"’c
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E//!室温下孵育’O"洗膜后加+U(发光试剂检测阳

性信号#检测 完 磷 酸 化+,-’$#的 膜 以 免 疫 印 迹 清

除缓 冲 液%E/""<;$( @̂@"#_3̂ 3"0#DE""<;$(
@9>7%&U;!于E/‘洗 膜$/">!"随 后 用 抗 总+,-’$#
抗体重复上 述 步 骤"检 测 阳 性 信 号 作 为 内 对 照"应 用

A><%9HC#///凝胶图像采集系统对2线胶片上的条带

进行灰度扫描"以其积分光密度值YM̂ 大小反应信号

的相对强弱"即相对的表达量大小#每组实验独立重

复$次#

8DF!非放射性免疫沉淀法作+,-’$#活性分析!取

=//!(细胞裂解 物"加 入’E!(重 悬 的 固 定 化1O<7%
LO<%L=#$==?W1-单可隆抗体"=‘下轻摇孵育过夜#

=‘’#///9$">!离心$/7#先后用E//!(’d裂解

缓冲液和E//!(’d激酶缓冲液各冲洗两次"为保持

酶的活性"以上操作均在冰上进行#加入E/!(’d激

酶缓冲 液 和#//!"<;$(W@1及#!G+;J%’融 合 蛋

白"$/‘孵育$/">!"加入#E!($d3̂ 3样品缓冲液

终止反应"’//‘煮E">!"离心#">!后3̂ 3胶上样电

泳#电 泳"转 膜"杂 交 及 +U( 化 学 发 光 法 同 上"抗

+;J%’一抗体稀释度为’c’///#每组独立实验重复$
次#分析方法同上#

8DG!四唑盐比色法%?@@!细胞体外增殖活性!对数

生长 期 的 细 胞 在 无 血 清 培 养 基 中 饥 饿#=O后 以 每

#//!(Ed’/
$ 个细胞的浓度接种于)0孔板中"在含

’/_小牛血清,1?Y’0=/培养基中培养#=O"待细胞

贴壁 后"弃 培 养 基"加 入 相 应 处 理 因 素"终 体 积 为

#//!("每日更换培养基#标准条件下培养F#O后加

入 ?@@%EG$(溶于生理盐水中!"每孔#/!("$F‘培

养=O后 弃 上 清"加 入^?3M’E/!($F‘避 光 振 荡

’/">!"$/">!内上酶标仪"选择EF/!"测光密度值

%M̂ 值!"M̂ 值表示细胞体外增殖活性大小#实验共

分E组&())*’组’())*’%!"#$%&’ 组’())*’%1(234
组’())*’./’#0%0/!"<;$(!处 理 组’())*’溶 剂 对

照组#每组设=个复孔#

8DH!改良A<BC6!小 室 法 测 定 细 胞 体 外 侵 袭 能 力!
实验 分 组 同 上#采 用 改 良 的A<BC6!小 室 法"将##
*‘下过夜融化的+U? 胶稀释 后"每 个A<BC6!小 室

底膜上加入)/!(的+U?%为使胶完全均匀铺设于小

室底从而形成均匀一致的膜"可分三次加入!"常温下

紫外灯消毒#O#于A<BC6!小 室 下 层 小 室 每 孔 加 入

过滤的4Y&%$@$无血清培养液$//!(及/D#_A3W
’0=/$//!(混合液(选择对数生长期的细胞用无血清

’0=/培养基于$F‘’E_UM# 饱和湿度的孵箱中培养

’0O(弃培养基"加入适量/D#E_的胰蛋白酶消化后用

/D#_A3W,1?Y’0=/培养液充分吹打成单个细胞悬

液"计数(于A<BC6!小 室 上 层 小 室 内 每 室 分 别 加 入’
d’/E 个细胞%#//!(细胞悬液!"同 时 每 室 分 别 加 入

不同浓 度 的 ./’#0和 ^?3M溶 液 各#//!(($F‘’

E_UM# 孵箱中培养#/O后 取 出 小 室"用 棉 签 拭 纸 仔

细擦掉小室内的细胞和人工基底膜"中性福尔马林固

定后"常规 &+染色"’//d光镜下每室随机选取E个

视野计数穿过小室底膜的细胞数"表示细胞侵袭能力

的大小#每组设$个复孔#

8DI!统计学处理!采用3313’’D/对所得数据 进 行

处理"计量资料用$STL表示"对服从正态分布的资料

分别进行U或+ 检验"否则采用秩和 检 验(记 数 资 料

用"
# 检验#以!"/D/E为有显著性差异#

4!结果

4D8!./’#0对三个 人 肺 癌 细 胞 株 中 磷 酸 化+,-’$#
表达水平’总+,-’$#表达水平影响的比较!与^?%
3M处 理 组 相 比 较"经 ./’#0处 理 的 ())*’’())*’%
1(234和())*’%!"#$%&’ 细胞株中+,-’$#表达水

平均明显降低%!e/D///!(而总+,-’$#表达水平无

论是^?3M处 理 还 是 ./’#0处 理"三 个 细 胞 株 间 比

较均无明显变化"差异无显著性%!e/D=*E!%图’!#

图8!./’#0对不同人高转移大细胞肺癌细胞株中 磷 酸 化+,-’$#和

总+,-’$#表达水平的影响

J&98!U<"LH9>7<!<PLO<7LO<%+,-’$#H!C8<8H;%+,-’$#6RL9677><!

;6N6;7>!OK"H!O>GO%"68H78H8>Q;H9G6Q6;;;K!GQH!Q69Q6;;;>!67

896H86CI>8O./’#0

^?3M896H86CG9<KL7&’D())*’%1(234(#D())*’($D())*’%!"#$%

&’(./’#0896H86CG9<KL7&=D())*’%1(234(ED())*’(0D())*’%

!"#$%&’

无论 是 ^?3M 处 理 还 是 ./’#0 处 理"())*’%
!"#$%&’ 细 胞 株 磷 酸 化+,-’$#表 达 水 平 均 显 著 低

于())*’和 ())*’%1(234 细 胞 株%!e/D///!"而

())*’和())*’%1(234细胞株间磷酸化+,-’$#表

达水平比较均无显著性差异%!#/D/E!#

4D4!./’#0对三个人肺癌细胞株中+,-’$#相对活

性的影响!与^?3M处 理 组 相 比 较"经 ./’#0处 理

的())*’’())*’%1(234 和 ())*’%!"#$%&’ 细 胞 株

中+,-’$#相对 活 性 显 著 降 低%!e/D///!(两 两 比
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较!())*’%!"#$%&’ 细胞株+,-’"#相对活性均显著

低于())*’和())*’%1(234细胞株#!e/D///$%而

())*’和())*’%L(234细胞株间+,-’"#相对活性

比较均无显著性差异#!#/D/E$#图#$&

图4!./’#0对不 同 人 高 转 移 大 细 胞 肺 癌 细 胞 株 中LO<7LO<%+;J%’表

达水平的影响

J&94!U<"LH9>7<!<PLO<7LO<%+;J%’6RL9677><!;6N6;>!OK"H!O>GO%

"68H78H8>Q;H9G6Q6;;;K!GQH!Q69Q6;;;>!67896H86CI>8O./’#0

^?3M896H86CG9<KL7!’D())*’%1(234%#D())*’%$D())*’%!"#$%

&’%./’#0896H86CG9<KL7!=D())*’%1(234%ED())*’%0D())*’%

!"#$%&’

4D5!./’#0对三个人肺癌细胞株体外增殖活性的影

响!将./’#0#0/!"<;"($和转染!"#$%&’ 基因作为

两个独立因素分别作用于人高转移大细胞肺癌原代细

胞株())*’后’其细胞体外增殖活性均较处理前显著

降低#!e/D///$&U检验结果显示’三个细胞株间体

外增殖活性处理前或处理后比较均有非常显著性差异

#!e/D///$%两 两 比 较!())*’%!"#$%&’ 细 胞 株 体 外

增 殖 活 性 处 理 前 或 处 理 后 均 显 著 低 于 ())*’ 和

())*’%1(234 细 胞 株 #!e/D///$’而 ())*’ 和

())*’%1(234细胞株间细胞体外增殖活性 处 理 前 或

处理后比较均无显著性差异#!#/D/E$#图$$&

图5!./’#0对不同人高转移大细胞肺癌细胞株细 胞 体 外 增 殖 活 性 的

影响

J&95!U<"LH9>7<!<P%&G%BA<Q6;;L9<;>P69H8>!<POK"H!O>GO%"68H78H8>Q

;H9G6Q6;;;K!GQH!Q69Q6;;;>!67896H86CI>8O./’#0

4DE!./’#0对三个人肺癌细胞株细胞体外侵袭能力

的影响!与 ?̂3M处理组比较’经./’#0#0/!"<;"($
处理 的())*’(())*’%1(234和())*’%!"#$%&’ 细 胞

株的体外侵 袭 能 力 均 显 著 降 低#!e/D///$&两 两 比

较!())*’%!"#$%&’ 细胞株体外侵袭能力均显著低于

())*’和 ())*’%1(234 细 胞 株 #!e/D///$’而

())*’和())*’%1(234细胞株间细胞体外侵袭能力

比较无显著性差异#!#/D/E$#表’$&

表8!./’#0对不同人高转移大细胞

肺癌细胞株体外侵袭能力的影响

K*<8!U<"LH9>7<!<P%&G%BA<>!NH7><!>!C>PP696!8OK"H!

O>GO%"68H78H8>Q;H9G6Q6;;;K!GQH!Q69Q6;;;>!67896H86CI>8O./’#0

U6;;;>!6
4K":697<P>!NH7>N6Q6;;7#$STL$

U<!89<;#/!"<;"($@678#0/!"<;"($
!NH;K6

())*’ ’F/D/fFD#* F/D0f’#DEE /D///
())*’%1(234 ’0)D0fFD’0 0FD/f)DEF /D///
())*’%!"#$%&’ E)D*f*D$E ’=D0fEDE) /D///

!NH;K6 /D/// /D///

5!讨论

!"#$%&’ 基因是 近 年 来 分 离 鉴 定 的 一 种 肿 瘤 转

移抑制基因’与人类多种肿瘤的浸润和转移有关’被认

为是最有 前 途 的 肿 瘤 转 移 抑 制 基 因&周 清 华 等 从 蛋

白(",4W和 4̂W水平’对!"#$%&’ 基 因 在 肺 癌 中

的表达(突变(等位基因缺失与肺癌转移相关性等进行

了全面(系统和深 入 的 研 究’证 明 了!"#$%&’ 基 因 低

表达和杂合性缺失与肺癌的高转移性和预后不良有密

切关系%伴有!"#$%&’ 基因缺失的肺癌常伴有一些肿

瘤侵袭转移相关分子的表达异常’!"#$%&’ 基因可能

为转移相关的上游调节基因’它对肿瘤转移潜能的抑

制作用是通过下游基因实现的’转染野生型!"#$%&’
基因 可 以 逆 转 肿 瘤 转 移 表 型&周 清 华 等)$*将 这 种

!"#$%&’ 基因参与调控下游基因(共同抑制肺癌转移

表型的作用称为+肺癌转移抑制级联,&在此工作基础

上’作者建立并筛选出了!"#$%&’ 基因缺失的人高转

移大细胞肺癌细胞株())*’’并利 用 构 建 的 逆 转 录 病

毒 表 达 载 体 1(234%!"#$%&’%+a[1 筛 选(建 立 了

())*’%!"#$%&’ 细胞株和())*’%1(234空载体细胞

株&体内外实验均 证 实 了!"#$%&’ 基 因 对 肺 癌 转 移

表型的逆转是通过调控其下游转移相关基因实现的’

!"#$%&’ 基因是+肺 癌 转 移 抑 制 级 联,中 参 与 正 向 调

控的关键基因和上 游 基 因’转 染 野 生 型!"#$%&’Q̂%
4W可以 逆 转 肺 癌 细 胞 的 转 移 表 型)=*&但 到 目 前 为

止’!"#$%&’ 基因及其表达蛋白发挥作用的生化机制

和信号传 导 通 路 远 未 阐 明&研 究 结 果 证 明)E*!!"#$%
&’ 基 因 具 有 组 氨 酸 蛋 白 激 酶 的 活 性%!"#$%&’ 基 因

突变体---!"#$%&’1)03抑制细胞运动的能力降低’而
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!"#$%&’3’#/a自 磷 酸 化 能 力 降 低!两 者 对 应 的 突 变 体

重组蛋白组氨酸蛋白激酶活性均下降!!"#$%&’ 基因

抑制细胞运动和侵袭的能力与其组氨酸蛋白激酶活性

有关"3866G等的 研 究 证 实!在#)$@细 胞 和 人 乳 腺 癌

细胞 ? Ŵ%?A%=$E中!抗!"#$的 抗 体 与 -3,发 生

了免 疫 共 沉 淀"自 磷 酸 化 的 重 组 !"#$%&’ 对 全 长

-3,和4末端-3,产生了磷酸化作用!而对U末端

-3,或,H7%’则未发生磷酸化作用!!"#$%&’ 基因通

过其组氨酸蛋白激酶活性磷酸化-3,而下调了-3,
的活性"而-3,为,HP#?+-#+,-级 联 反 应 的 支 架

蛋白!-3,对 ?W1-信号通路的精细调节及 ?W1-
信号通路的特异性具有重要作用!对于-3,的研究是

目前信号传 导 领 域 的 热 门 课 题$0%&那 么!"#$%&’ 基

因是否通过-3,%+,-信号通路发挥作用呢？

丝裂原活 化 蛋 白 激 酶’?W1-(级 联 是 真 核 细 胞

介导细胞外信号到细胞内反应的重要信号传导系统!
调节机体细胞的生长#分化#分裂#死亡及细胞间功能

同步化等多种过程&在人类已鉴定出=条 ?W1-通

路细胞外信号调节激酶’+,-(通路!其中+,-’)#通

路是?W1-系统经典的通路!主要传递细胞丝裂原信

号!参与调节细胞周期及促进细胞增殖分化$F%&近年

来研究发现 ?W1-在细胞恶变和肿瘤浸润转移过程

中起重要作用$F!*%&

./’#0为%’!=%二 氨 基%#!$%氰 基%’!=%双$乙 氨 基

苯基硫代%丁二烯小分子有机化合物!可直接穿过胞膜

进入胞浆发挥作用!与 ?+-非竞争结合!抑制其催化

活力!阻 止+,-的 磷 酸 化&无 论 ?+-活 化 状 态 如

何!./’#0均会 抑 制+,-’)#的 活 化!具 有 较 高 的 活

性和特异性$)!’/%&迄今!有关+,-信号传导通路特异

性抑制剂./’#0对人肺癌细胞 ?W1-信号传导通路

有何作用的研究国内外均未见报道&
本研究在前期有关!"#$%&’ 基因研究的基础上!

以!"#$%&’ 基因缺失的人高转移 大 细 胞 肺 癌 细 胞 株

())*’!转染!"#$%&’ 基因的人高转移大细胞肺癌细

胞株())*’%!"#$%&’ 和转染空载体的细胞株())*’%
1(234为研究对 象!研 究 了 ./’#0对 人 高 转 移 大 细

胞肺癌细胞株中+,-’)#信号传导通路的影响!结果

表明+,-信号传导通路特异性抑制剂抑制了人高转

移大细胞肺癌细胞株中+,-’)#信号传导通路后!细

胞可发生与转染!"#$%&’ 基因相 似 的 细 胞 生 物 学 行

为的改变***即细胞体外增殖活性和侵袭能力均显著

降低!结合以往发现的转染!"#$%&’ 基因可以明显下

调+,-’)#信号传导通路关键激酶+,-’)#活性!从

而抑制人高 转 移 大 细 胞 肺 癌 细 胞 株 中+,-’)#信 号

传导通路这一结论!推测!"#$%&’ 基因转染逆转人高

转移大细胞 肺 癌 恶 性 表 型 的 分 子 机 制 可 能 与 其 抑 制

+,-’)#信号传导通路有关&
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