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!"#$%&’ 基因转染前后

人肺癌细胞中()* 转位的研究
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【摘要】! 目的! 探讨 "#$%&’( 转染和蛋白激酶 )（*+)）特异抑制剂 ),-./0123" ) 对人高转移大细胞肺

癌细胞株 4556( 细胞 *+) 信号转导通路的作用，以及 "#$%&’( 基因对 *+) 激活转位的影响。方法! 应用激

光扫描共聚焦显微镜观察 "#$%&’( 基因转染前后和 ),-./0123" ) 处理转基因细胞株 4556(&"#$%&’( 前后 *+)
在不同的亚细胞区域的定位情况。结果! （(）原代细胞株 4556( 和空载体细胞株 4556(&.4789 中 *+)&!、

*+)&"#主要位于胞核及核周，处于激活状态；转染 "#$%&’( 基因后的人肺癌细胞株 4556(&"#$%&’( 中 *+)&
!、*+)&"#主要位于胞浆，处于未激活状态。（$）),-./0123" ) 作用后所有细胞中的 *+) 均主要位于胞浆中，

处于未激活状态。结论! （(）"#$%&’( 基因可使 4556( 细胞株中 *+) 从胞核向胞浆转位，从而抑制 *+) 信号

转导。（$）),-./0123" ) 可使 4556(、4556(&.4789 细胞株中 *+) 从胞核向胞浆转位，从而抑制 *+) 信号转导。

【关键词】! "#$%&’(基因! ! 激光共聚焦显微镜! ! *+) 转位! ! 人大细胞肺癌细胞株 4556(
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! ! "#$% 基因是 &’(() 等在 *+,, 年首先发现并分离

出的肿瘤转移抑制基因，编码 *- ./ 蛋白质，有 0* 和

0$ 两个主要亚型。目前已知 "#$% 基因与肿瘤侵袭

和转移呈负相关，但其详细的作用机制还不清楚。蛋

白激酶 1（234’(5" .5"67( 1，891）属于丝 : 苏氨酸激酶

家族成员，在细胞增殖、分化、凋亡，基因表达、肿瘤促

进、癌基因激活、膜转运和信号转导等过程中起重要调

节作用［* ; %］。已有研究报道 891 在恶性肿瘤的侵袭

和转移过程中起关键作用［<、=］，但有关 "#$% 基因同

891 在细胞信号传导通路中的相互作用关系却鲜见

报道 。为了探讨 "#$%>0* 基因转染和 891 抑制剂

16?2@47’54" 1 对人肺癌细胞株中 891 信号传导通路的

作用，本研究应用多光子激光共聚焦显微镜观察了转

染 "#$%>0* 基因前后 891>!、891>"#在人高转移大

细胞肺癌细胞株 A++,* 中转位的变化，以探讨 "#$%>
0* 基因功能与 891 细胞信号通路之间的联系。

!! 材料和方法

!B !! 细胞株! 人高转移大细胞肺癌细胞株 A++,*，人

高转移大细胞肺癌空载体转染细胞株 A++,*>2AC&D，

人高转移大细胞肺癌 "#$%>0* 转基因细胞株 A++,*>
"#$%>0*，均由四川大学华西医院四川省肺癌分子重

点实验室提供［E］。

!B "! 实验材料

!B "B !! 抗体! 兔源多克隆 891>!、891>"#抗体购自

美国 &5)#6 公司。FGH1 标记荧光抗体（ G)I）购自 J4>
?(KL?63 834M( 公司。

!B "B " ! 891 抑制剂 ! 891 特异抑制剂 16?2@47’5" 1
购自美国 &5)#6 公司。

!B "B #! 实验仪器! 多光子激光共聚焦显微镜为美国

N54O6P 公司生产，型号为 JO1>*Q$< 型。

!B "B $! 实验试剂! 新生小牛血清由成都哈里生物有

限公司生产；O8JG*E<Q 培养基为 I5M5K4 公司产品。

!B #! 实验方法

!B #B !! 细胞培养 ! 在无菌条件下使用 O8JG*E<Q 培

养基，含 *QR 的新生小牛血清、链霉素 *QQ #) : A 和青

霉素 *QQ / : #A，在 %-S、1T$ 浓度为 =R 的孵箱中培

养，并用 QB $=R 胰酶消化，将三株细胞株进行常规的

传代。

!B #B "! 细胞分组! 让每个细胞株的细胞在盖玻片上

正常生长 <, @，并分成两组：对照组，不施加任何处理

因素；处理组，加入浓度为 *B Q $#4? : A 的 16?2@47’5"
1，%-S培养 $< @。

!B #B #! 891 亚型的间接免疫荧光染色! 每组细胞经

*QR甲醛固定，*QQR甲醇打孔，QB *R N&U 作用 * @ 后

加入兔源多抗（ 稀释度为*V *QQ）891>!、891>"#，

<S过夜，8N& 洗 % 次，加入 FGH1 标记的二抗 G)I（*V
=Q 稀释），%-S 暗室中安置 * @，+QR 甘油封片，镜检，

以 8N& 代替一抗作为阴性对照。实验均重复三次。

!B #B $! 891 亚型的共聚焦显微镜检测 ! 激发波长

<,, "#，发射波长 =$$ "#，G357EB Q，85W(? 75X( *B $+* $#，

84Y(3 %QR，I65" *=QQ，观察荧光在细胞内亚细胞区域

的分布变化。

"! 结果

"B !! 891>!、891>"#在细胞株中的表达和定位! 在

原代细胞株 A++,* 和空载体细胞株 A++,*>2AC&D 中，

891>! 主要位于胞核和核周，尤以胞核明显，891>"#
亦主要位于核膜，两者均处于激活状态（图 *）。

在转基因细胞株 A++,*>"#$%>0* 细胞中，891>!
主要位于胞浆，呈弥漫分布，核周表达极少，891>"#
亦位于胞浆，两者处于未激活状态（图 *）。

"B "! 16?2@47’5" 1 处理后 891>!、891>"#在细胞中

的分布变化! 与未用 16?2@47’5" 1 处理的细胞株比较，

抑制剂处理 A++,* 及 A++,*>2AC&D 后细胞株中 891>
! 主要位于胞浆，核周荧光表达极少，891>"#亦主要

位于胞浆内，两者处于未激活状态（图 $）。

经 16?2@47’5" 1 处理后，A++,*>"#$%>0* 细胞株中

的 891>! 及 891>"#亦均位于胞浆内，在核内和核膜

处几乎无表达，两者处于未激活状态（图 $）。

#! 讨论

"#$% 基因作为肿瘤转移抑制基因早已成为共识，

在肺癌方面，周清华等［- ; +］从 $Q 世纪 +Q 年代初开始

研究 "#$%>0* 基因，并从 ZDU、#ODU 和蛋白水平均

证实了 "#$%>0* 基因的低表达、等位基因缺失与肺癌

的高恶性、高转移率等有密切关系，存在 "#$%>0* 基

因低表达和等位基因缺失的肺癌常常伴有其它转移相

关基因表达异常，并由此提出了肺癌中存在“ 肺癌转

移抑制级联”和 "#$%>0* 基因是“肺癌转移抑制级联”

中的上游基因和关键基因的假说。但 "#$% 基因发挥

作用的机理一直未被阐明。"#$% 蛋白表达产物是二

磷酸核苷激酶（ "LK?(475P( P52@472@6’( 234’(5" .5"67(，

DZ89），而 DZ89 又是跨膜信息传递中 I 蛋白的功能

调节者之一［*Q］。研究证明：肿瘤侵袭和转移的各个阶

段，都与肿瘤细胞的跨膜机制密切相关。因

·-,·中国肺癌杂志 $QQ< 年 < 月第 - 卷第 $ 期! 1@5" [ AL") 16"K(3，U235? $QQ<，\4?B -，D4B $

 中国肺癌杂志 
www.lungca.org



图 !! "#$%!、"#$%"#在人大细胞肺癌细胞株中的表达和定位

"#$ !% &’()*++,-. /.0 1-2/3,-. -4 "#$%! /.0 "#$%"# ,. 567/. 1/)8* 2*11 16.8 2/.2*) 2*11 1,.*+

图 &! "#$ 抑制剂 $/1(5-+3,. $ 作用后 "#$%!、"#$%"#在人大细胞肺癌细胞株中的分布变化

"#$ &% 95* 0,+3),:63,-. 25/.8*+ -4 "#$%! /.0 "#$%"# ,. 567/. 1/)8* 2*11 16.8 2/.2*) 2*11 1,.*+ /43*) 3)*/37*.3 ;,35 "#$ ,.5,:,3-)，$/1(5-+3,.

$
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此推测 !"#$ % &’() 对瘤细胞转移行为中的跨膜信息

传递机理可能存在着某些调节作用。但是，关于该基

因作用机理同细胞信号转导通路之间的关系却鲜见报

道。

为进一步对 !"#$*+, 基因进行深入研究，以周清

华教 授 为 首 的 课 题 组 应 用 -./0123! 45.0、67*(86、

92:023! ;5.0、(86*--8( 和 ’&< -2=/2!>2 技术从 ? 株

人肺癌细胞株中筛选鉴定出缺失 !"#$*+, 基因的人

高转移肺癌细胞株 @??A,；并且应用质粒 ’&< 的转

化、酶切、连接技术成功构建了逆转录病毒真核表达载

体 B@C-&*!"#$*+,*DEF(，将 质 粒 B@C-&*!"#$*+,*
DEF( 转染 @??A, 细胞株后 !"#$*+,*DEF( 融合蛋白

能够在受染细胞内持续、稳定和高效地表达［G］。三株

细胞株（@??A,、@??A,*B@C-& 和 @??A,*!"#$*+,）的建

立，为研究 !"#$*+, 基因在“肺癌转移抑制级联”中的

作用分子机理，以及相关细胞信号传导通路奠定了基

础。

()8 是细胞信号转导系统的关键酶，它处于第二

信使 的 下 游，是 第 二 信 使 8H# I 和 二 酰 基 甘 油（ JKH*
>L5ML>23.5，’<E）的靶蛋白［,,、,#］。已有的研究表明：在

细胞中，未被激活的 ()8 不同亚型在细胞内各自定位

于特定亚细胞区 域。当 使 用 去 甲 肾 上 腺 素 和 (N<
（B1.3;.5 ,#*"L3K:0H02 ,$*H>20H02）刺激后，()8 在胞内

发生转位，各自重新分布到新的亚细胞区域。因此认

为 ()8 在 细 胞 中 的 重 新 分 布 同 其 激 活 相 关［,$、,O］。

()8 的激活需要 ()8 与膜的连接。细胞受到刺激后，

()8 从胞液转位到质膜及其他细胞器膜上，这已被作

为体内 ()8 活化的一个标志［,P、,G］。研究表明，()8
在肿瘤转移的某些过程中起重要的调节作用，肿瘤细

胞的 ()8 活性高，而且细胞核膜 ()8 活性与肿瘤转

移能力有关，高转移肿瘤细胞核膜 ()8 活性明显高于

低转移肿瘤细胞，()8 膜转位的肿瘤细胞容易发生血

行转移［,Q R ,?］。@H (.30H 等［O］发现在肺癌细胞和肺癌

淋巴结转移病灶中 ()8 表达明显增加，肿瘤细胞核

()8 的活性增加且在转移淋巴结中表达明显增加。

在肿瘤侵袭方面，<S5H5. 等［#T］发现 ()8 表达水平高的

白血病细胞 4-*#O*, 的侵袭能力远强于 ()8 表达水平

低的 6U#7 细胞。因此，人们推测 ()8 可能在恶性肿

瘤细胞浸润、转移过程中起关键作用。同时国外研究

发现，阿糖胞苷、桑酶素、顺铂等化疗药物就是通过作

用于 ()8 发 挥 抗 肿 瘤 作 用 的，而 某 些 抗 癌 药 物 如

7H".VKS2! 便是 ()8 的抑制剂。因此，()8 作为抗肿

瘤药物的靶点已受到人们的重视［#, R #$］。但是关于

()8 激活转位同肺癌侵袭与转移之间的关系，以及肿

瘤转移抑制基因 !"#$*+, 对 ()8 激活转位的影响的

研究国内外均未见报道。

在 ()8 的研究中，其调节剂（ 激动剂、抑制剂）作

为研究 ()8 功能的常用工具药被广泛应用于科学实

验中。体外研究证实 ()8 抑制剂可诱导多种肿瘤细

胞凋亡和抑制瘤细胞的侵袭与转移。为了探讨 !"#$*
+, 基因同 ()8 激活转位之间的关系，本研究应用了

()8 特异抑制剂 8H5B1.:0K! 8，该抑制剂对 ()8 活性

抑制的 W8PT 值为 TX TP !".5 % @［#O］。本研究室发现以

,X T !".5 % @ 8H5B1.:0K! 8 处理三株癌细胞并作用 #O 1
后，其抑制 ()8 转位激活的效果最明显（相关数据及

文章尚未发表），因此在激光共聚焦显微镜的实验中

均使用该恒定浓度。本实验结果表明 8H5B1.:0K! 8 能

使 !"#$*+, 基因缺失的人肺癌细胞株 @??A, 细胞中

处于激活转位状态的 ()8 回到激活前状态，同转染了

!"#$*+, 基因的 @??A,*!"#$*+, 细胞株中的 ()8 状

态相似，这可能是 8H5B1.:0K! 8 抑制 ()8 活性的又一

生化 机 理。同 时，本 研 究 观 察 到 人 肺 大 细 胞 癌 株

@??A, 及人肺大细胞癌空载体转染细胞株 @??A,*B@C*
-& 中的 ()8 主要位于胞核和核周以及质膜，明显处

于活化状态，而转基因细胞株 @??A,*!"#$*+, 细胞中

的 ()8 主要位于胞浆内，处于激活转位前的状态。经

8H5B1.:0K! 8 处理后，三株细胞中 ()8 均主要位于胞

浆中，处于未活化状态。上述结果充分表明 !"#$*+,

基因可发挥类似 ()8 抑制剂的作用，使人大细胞肺癌

细胞株中已处于转位激活状态的 ()8 重新回到胞浆，

处于激活前状态，不能对相应底物相关作用，由此抑制

了癌细胞的增殖、侵袭及转移等。

总之，我们推测 !"#$*+, 基因可能是通过影响细

胞内 ()8 的激活转位从而抑制 ()8 活性的，通过此

方式调节细胞信号转导中 ()8 通路来发挥其相关作

用的。但是关于 !"#$*+, 基因是通过何种方式来调

控 ()8 的激活转位的详细机理，有待进行更深入的研

究加以阐明。
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·启事·

致作者

为报道我国肺癌领域的新进展以及与肺癌临床密切结合的基础理论研究，我刊从本期起新开设了研究生论

文专栏，欢迎广大医学院校、研究机构在读研究生踊跃投稿。我们将组织专家对稿件进行审阅，对科学性高、学术

性强的稿件予以优先发表。投稿时需附研究生所在单位研究生处或研究生院的证明材料。
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