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要!目的
!

探讨尿激酶型纤溶酶原激活剂受体$

8ZIK

%的表达对肝癌细胞株
7GG:(%%(!

体外和体

内侵袭和转移能力的影响(方法
!

利用流式细胞荧光激活分选$

6I:7

%技术从
7GG:(%%(!

中分选出

8ZIK

阳性$

8ZIK+

%细胞株和
8ZIK

阴性$

8ZIK(

%细胞株&再用
W"

/

!?'

小室肿瘤细胞体外侵袭实验

以及裸鼠体内转移实验&来比较两组肝癌细胞株的体外及体内侵袭和转移能力的差别(结果
!

从

7GG:(%%(!

分选出的
8ZIK+

组和
8ZIK(

组的纯度分别为
$"R

和
$%R

&两组体外侵袭实验显示&

8ZIK+

组透过基膜的细胞数较
8ZIK(

组明显增多$

@

"

"$"'

%&两组在裸鼠肝内转移实验显示&

8ZIK+

组发生肝内转移'胆管及门脉癌栓较
8ZIK(

组明显增加$

@

"

"$"'

%(结论
!

8ZIK

的表达和
7GG:(

%%(!

的体外及体内侵袭转移能力密切相关&

8ZIK

的表达可能赋予了肝癌细胞株强大的侵袭转移能力(

关键词!尿激酶型纤溶酶原激活剂受体#肝细胞癌#细胞株#侵袭#转移

中图分类号!
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文献标识码!
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文章编号!
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引言

尿激酶型纤溶酶原激活剂$
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8ZIK

%在很多肿瘤中

高表达&其高表达与肿瘤增殖'侵袭'转移有关)

!

*

(

8ZIK

在人肝癌中高表达并和肝癌的侵袭转移密切

相关)

(

*

(为进一步证明
8ZIK

的表达对肝细胞性肝

癌侵袭转移能力的影响&我们利用流式细胞分选技术

从肝癌细胞株
7GG:(%%(!

中分选出
8ZIK

阳性

$

8ZIK+

%细胞株和
8ZIK

阴性$

8ZIK(

%细胞株&再

用
W"

/

!?'

小室肿瘤细胞体外侵袭实验以及裸鼠体内

成瘤和转移实验&来了解
8ZIK

的表达对肝癌细胞体

外和体内侵袭和转移能力的影响(

"

!

材料与方法

!$!

!

细胞系

人肝癌细胞系
7GG:(%%(!

由第二军医大学惠

赠&用含
!"R

胎牛血清的
LG*G

培养液培养&在

#%S

恒温'

'R:T

(

条件下培养(

!$(

!

实验动物

本实验采用的
(&

只
)

$

,

周龄雄性裸小鼠购自

上海斯莱克实验动物中心(在
7Z6

级环境下饲养(

!$#

!

主要试剂及材料

鼠抗人
8ZIK

单克隆抗体$

:L&%

%#

6X4:(

鼠抗人

8ZIK

单克隆抗体$

:L&%

%#

6X4:(

鼠
X

A
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均购自美国

L#,
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公司#胎牛血清购自美国
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公司#
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购自美国
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$二甲亚砜%购自
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"$'R

胰蛋白酶
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原液购自
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良
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小室购自江苏海门麒麟医用仪器厂(
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!

实验方法
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流式细胞检测和分选$

6:G

%

!

细胞胰酶消

化&

)S

离心后&

!""

#

-

预冷
ZW7

重悬#加入
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#

-

6X4:(8ZIK

单克隆抗体&

)S

或冰上孵育
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6X4:(
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作同型对照#

(+-ZW7

洗
(

次#
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预冷
ZW7

重悬#流式细胞仪进行检测
8ZIK

的表达#

并同时将
7GG:(%%(!

中
8ZIK+

细胞和
8ZIK.

细

胞分选出来(

!$)$(
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小室侵袭实验$体外侵袭实验%
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#
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溶液铺于上层小室内&

#%S

放

置
)

$
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&吸去上层析出液体#细胞胰酶消化&计

数&离心#取
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'细胞重悬于
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#

-

无血清

LG*G

&加入每个小室上层&下层加入含
!"R

胎牛

血清
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&
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#%S
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#棉签轻轻擦

去小室上层细胞&
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)R

多聚甲醛固定
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清洗#
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甲醇固定
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ZW7

清洗#结

晶紫染色
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ZW7

清洗#

#%S

烘箱烘干&摄片(

高倍镜下随机取
'

个视野&计数(
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!

裸鼠体内成瘤及转移模型
!

细胞消化'计

数'离心&按每
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#

-

无血清

LG*G

#裸鼠用
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水合氯醛腹腔注射麻醉#取左

肋缘下切口进腹&暴露肝左叶#

("

#

-

细胞悬液注射

于肝左叶包膜下&消毒棉签压迫止血$其中
!)

只

接种
7GG:(%%(!8ZIK+

细 胞&另
!)

只 接 种

8ZIK(

细胞%#间断缝合切口(

7Z6

洁净环境饲养#

分别于
)

周'

&

周处死接种了
7GG:(%%(!8ZIK+

细胞及
8ZIK.

细胞的裸鼠各
%

只&观察肿瘤肝内

转移情况$除肝左叶外&其余肝叶有转移灶视为肝内

转移%#取肝脏及肿瘤组织作连续冰冻切片&

@*

染

色镜检(

!$'

!

统计学方法

用
7Z77!#$"

统计软件进行分析(

8ZIK+

组和

8ZIK.

组体外侵袭能力统计结果的比较采用
8

检

验&两组在裸鼠体内成瘤及肝内转移结果的比较采

用
!

(

检验(

@
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"$"'

为差异有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

7GG:(%%(!

中
8ZIK+

组与
8ZIK.

组体外

侵袭迁移能力的差别

通过流式细胞技术从肝癌细胞株
7GG:(%%(!

进行
8ZIK

蛋白分选&分选出的
8ZIK+

组和
8ZIK(

组的纯度分别为
$"R

和
$%R

&见图
!

(随后两组进行

体外
W"

/

!?'

小室侵袭实验&

!(0

后的结果显示&

8ZIK+

组透过基膜的细胞数较
8ZIK(

组明显增多&

两组相比差异有统计学意义$
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%&见图
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组体内侵袭转移能

力的比较$接种
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侵袭转移能力的差别

裸鼠肝内成瘤和转移实验显示&两组在肝内均

能成瘤(虽然两组肝癌细胞接种后
)

周时发生肝内

转移的差别不大&

8ZIK+

组
%

只裸鼠有
!

只发生

肝内转移&

8ZIK(

组
%

只中均未发生肝内转移#但
&

周后&

8ZIK+

组发生肝内转移非常严重&且
8ZIK+

组发生肝内转移的裸鼠数量较
8ZIK(

组多&

8ZIK+

组
%

只裸鼠有
,

只发生肝内转移&转移数目为
'$(-

#$)

个&部分转移癌融合成团&

8ZIK(

组
%

只中均未

发生肝内转移&两组相比差异有统计学意义$

@

"

"*"'

%&见图
#

&表
!

(肝脏接种部位形成的肿瘤及转

移瘤均通过病理学检查证实为
7GG:(%%(!

形成的

肝癌&其中
8ZIK+

组有
(

只出现胆管癌栓'

)

只出现

门脉癌栓&而
8ZIK(

组均无胆管或门脉癌栓&两组相

比差异有统计学意义$
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D"8
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讨论

肿瘤的侵袭转移机制非常复杂&其中肿瘤通过

对细胞外基质的降解&使肿瘤细胞脱离原发生长部

位&再经过各种途径的转运&向血液循环输入大量恶

性细胞&导致肿瘤不断侵袭生长和转移&

8ZI

及

8ZIK

在这一侵袭转移过程中起了重要作用)

#

*

(瘤

细胞高表达
8ZIK

可增强瘤细胞对转移部位微环

境的耐受性&有助于肿瘤进展)

)

*

(

术后复发和转移是一直影响肝细胞癌疗效的主

要障碍)

'

*

(虽然肝癌复发与肿瘤数目'血管侵犯'肿

瘤大小'肿瘤分化'

I6Z

'性别'肝硬变程度等多种因

素相关)

,

*

&但肝癌的生物学特征才是真正决定肝癌复

发和转移的关键因素)

%(&

*

(而
8ZIK

的表达与肝癌的

分化程度'包膜侵犯'血管侵犯'肝内与淋巴结转移等

恶性生物学行为密切相关)

(

&

$

*

(通过
8ZIK

表达对肝

癌细胞株体外及体内侵袭转移能力影响的研究能更

直接了解
8ZIK

在肝癌侵袭转移中的作用(

本研究
W"

/

!?'

小室侵袭实验采用的
G,BD#

A

?-

胶是一种可溶性的基底膜基质&与哺乳动物的细胞

外基质相似(通过对穿过
G,BD#

A

?-

胶及滤膜的细

胞进行计数来评价肿瘤细胞的侵袭迁移能力&能间

接反映肿瘤细胞在体内的侵袭转移能力(

我们先通过流式细胞分选技术从肝癌细胞株

7GG:(%%(!

中分选出
8ZIK+

组和
8ZIK(

组&其纯度

分别达
$"R

和
$%R

&说明分选的纯度很高(随后两组

进行
W"

/

!?'

小室侵袭实验显示&

8ZIK+

组较
8ZIK(

组表现出更强的体外侵袭迁移能力$

@

"

"*"!

%&说明

8ZIK+

组较
8ZIK(

组在细胞外基质中的水解'穿透基

质的能力及迁移扩散能力更强&更易浸润转移(

为了进一步印证
8ZIK

的表达对肝癌细胞体

内侵袭转移能力的影响&我们将
8ZIK+

肝癌细胞

株组和
8ZIK.

肝癌细胞株组在裸鼠体内进行成瘤

及转移实验&

&

周后发现肝癌细胞株
7GG:(%%(!

中的
8ZIK+

组较
8ZIK(

组有着更强的肝内转移能

力'并易发生门脉及胆管癌栓$

@

"

"$"!

%&说明

8ZIK

的表达增强了肝癌细胞在体内的侵袭转移能

力&这一结果与体外试验是一致的(肝癌细胞株本

身分泌的
8ZI

和
8ZIK

结合发生的作用可能是肝

癌细胞株体外侵袭能力增强的重要原因(

上述体外及体内试验直接证明了
8ZIK

的表达

在肝癌细胞体外及体内侵袭转移能力方面有着重要

作用&

8ZIK

的表达赋予了肝癌细胞株强大的侵袭转

移能力(有研究发现通过
1(G

/

1

下调上皮细胞株

8ZIK

的表达后&其迁移侵袭能力会下降)

!"

*

(

还有研究发现
8ZIK

单克隆抗体不但在体外可

抑制结肠癌细胞增殖&使迁移癌细胞数量明显减少&

而且可抑制结肠癌动物肝脏移植癌的生长)

!!

*

(通过

拮抗
8ZIK

来治疗肿瘤的复发和转移已是当前肿瘤

治疗研究的热点之一)

!((!#

*

(

8ZIK

的表达对肝癌细

胞体外侵袭转移能力的重要影响表明&拮抗
8ZIK

可

能将成为拮抗肝癌侵袭与转移的重要标靶之一(

参考文献!

)

!

*

!

6?'

A

G<

&

2#,"\)

&

78\$I!3,'1?#'D?&?,D10"'8ZIK,'!

B8+"D

)

)

*

$58")#W#'

A

2#U?Y8?<82#':08,'

A

9,90#

&

("!!

&

#!

$

!

%!

)$('#$

)冯梅燕&廖前进&苏琦
$8ZIK

与肿瘤的研

究新进展)

)

*

$

国际病理科学与临床杂志&

("!!

&

#!

$

!

%!

)$('#$

*

)

(

*

!

L8.8#&&"'2

&

G"'3"#&#'I

&

V#?-&?'W7

&

?B,-$*;

=

D?&&#"','!

1?--8-,D-"1,-#E,B#"'"CB0?8D"J#',&?(B

/=

?

=

-,&+#'"

A

?',1B#3,(

B"D,'!#B&D?1?

=

B"D#'08+,'0?

=

,B"1?--8-,D1,D1#'"+,

)

)

*

$)

Z,B0"-

&

("""

&

!$"

$

(

%!

!$"('$

)

#

*

!

6,'>U$68'!,+?'B,-&"C+"'!?D'"'1"-"

A/

)

G

*

$W?#

%

#'

A

!

Z?"(

=

-?F&G?!#1,-Z8.-#&0#'

A

@"8&?

&

(""'

!

'!(!,!$

)范维珂
$

现代

肿瘤学基础)

G

*

$

北京!人民卫生出版社&

(""'

!

'!(!,!$

*

)

)

*

!

LF+?--"[

&

7#'

A

07

&

>8<

&

?B,-$40?8D"J#',&?

=

-,&+#'"

A

?'

,1B#3,B"DD?1?

=

B"D

=

D"+"B?&?CC?D"1

/

B"&#&"C,

=

"

=

B"B#11?--&

)

)

*

$

)W#"-:0?+

&

(""$

&

(&)

$

('

%!

!%"#"(&$

)

'

*

!

6,')

&

>,'

A

9$I!3,'1?+?'B&#'B0?&8D

A

#1,-BD?,B+?'B"C0?

=

(

,B"1?--8-,D1,D1#'"+,

)

)

*

$70#<"'

A

<#<8,'2#':08,'

A

9,

90#

&

("!!

&

&

$

!

%!

!,($$

)樊嘉&王征
$

肝癌外科治疗的进展)

)

*

$

实用医院临床杂志&

("!!

&

&

$

!

%!

!,($$

*

)

,

*

!

:,#K<

&

@8,'

A

9<

&

2#,'

A

W<

&

?B,-$X'C-8?'1#'

A

C,1B"D&,'!

=

D"

A

'"&#&"CB"+"DD?18DD?'1?,CB?DD,!#1,-D?&?1B#"'"C

=

D#+,D

/

0?

=

,B"1?--8,D1,D1#'"+,

)

)

*

$90"'

A

08,Y#,"@8, >,#U?9,

90#

&

("!!

&

!"

$

)

%!

(,#(,$

)蔡荣耀&黄志勇&梁宾勇&等
$

原发性

肝细胞癌根治术后肿瘤复发的影响因素及预后)

)

*

$

中华消化

外科杂志&

("!!

&

!"

$

)

%!

(,#(,$

*

)

%

*

!

6,')

&

70#<@$V?H

=

?D&

=

?1B#3?&"'D?18DD?'1?,'!+?B,&B,&#&

"C-#3?D1,'1?D

)

)

*

$90"'

A

08,Y#,"@8,>,#U?9,90#

&

("!"

&

$

$

!

%!

!"(!$

)樊嘉&史颖弘
$

肝癌复发和转移的新理念)

)

*

$

中华

消化外科杂志&

("!"

&

$

$

!

%!

!"(!$

*

)

&

*

!

4,'

A

9<

&

<?72

&

2#8<U

&

?B,-$I!?1,!?F&&B8!#?&"'+?B,&B,(

&#&"C0?

=

,B"1?--8-,D1,D1#'"+,

)

)

*

$):,'1?DK?&:-#'T'1"-

&

("")

&

!#"

$

)

%!

!&%($,$

)

$

*

!

2#87@

&

2#L:$*;

=

D?&&#"'"C8ZIK#'@::,'!B0?D?-,B#"'(

&0#

=

.?BH??'8ZIK,'!B0?1-#'#1,-

=

,B0"-"

A

#1,-C,1B"D&"C

@::

)

)

*

$90"'

AA

8"Y#,'L,#<#Y8?9,90#

&

("!(

&

((

$

#

%!

)%(

'"$

)刘双海&李德春
$8ZIK

在肝癌中的表达及其与肝癌临床

病理因素的关系)

)

*

$

中国现代医学杂志&

("!(

&

((

$

#

%!

)%('"$

*

)

!"

*

I-C,'"L

&

["BB,5

&

7108-E?I

&

?B,-$G"!8-,B#"'"C1?--8-,D+#(

A

D,B#"','!&8D3#3,-.

/

1(G

/

1B0D"8

A

0B0?!"H'D?

A

8-,B#"'"C

8D"J#',&?

$

8ZI

%

,'!8ZID?1?

=

B"D

)

)

*

$G"-:?--W#"-

&

("!"

&

#"

$

%

%!

!&#&('!$

)

!!

*

[,'W8D?'5

&

5D,

/

G)

&

L,--,&VI

&

?B,-$4,D

A

?B#'

A

B0?8D"J#(

',&?

=

-,&+#'"

A

?',1B#3,B"DD?1?

=

B"DH#B0,+"'"1-"',-,'B#(

."!

/

#+

=

,#D&B0?

A

D"HB0"C08+,'1"-"D?1B,-1,'1?D#'B0?-#3?D

)

)

*

$:,'1?D

&

(""$

&

!!'

$

!)

%!

##,"(&$

)

!(

*

@#-!?'.D,'!K

&

I--

A

,

/

?D@

&

G,D;I

&

?B,-$G"!8-,B"D&"CB0?

8D"J#',&?(B

/=

?

=

-,&+#'"

A

?',1B#3,B#"'&

/

&B?+C"D1,'1?D

)

)

*

$

*;

=

?DBT

=

#'X'3?&B#

A

LD8

A

&

&

("!"

&

!$

$

'

%!

,)!('($

)

!#

*

7+#B0@>

&

G,&0,--:)$K?

A

8-,B#"'"C1?--&#

A

',--#'

A

.

/

8ZIK

)

)

*

$V,BK?3G"-:?--W#"-

&

("!"

&

!!

$

!

%!

(#(#,$

)编辑!刘红武#校对!邱颖慧*

+

&%!!

+

肿瘤防治研究
("!(

年第
#$

卷第
!"

期


