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Abstract :Objective　To study the effect of 92cis2retinoic acid (92cis2RA) on the expression of both CD44

and CD54 in lung cancer cells. Methods　92cis2RA (1umol/ L) was used to treat lung cancer cells ; Flow

cytometry ( FCM) was used to detect the positive marked rate of both CD44 and CD54 of three groups in2
cluding blank control , DMSO control and 92cis2RA groups. Results 　In P G cells , the marked rate of

CD44 was significantly lower and the marked rate of CD54 was higher than that of the control group s ; In

A549 cells , similar effect on CD54 was seen. However , 92cis2RA had no effect on the marked rate of

CD44 . Conclusion　These findings suggest s that 92cis2RA exert it s anti2metastatic function by virtue of

either the induction of CD54 expression or the suppression of CD44 expression
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摘　要 :目的　探讨 92顺式维甲酸对肺癌细胞中粘附分子 CD44、CD54表达的影响。方法　应用流式细

胞仪检测 1umol/ L 92cis2RA作用于肺癌细胞 24、48、72 h后 CD44、CD54 阳性标记率的变化。结果 　

P G细胞株中 CD44阳性标记率显著下降 ,CD54显著上升 ,这种影响 92cis2RA作用 24小时后即显现 ,72

小时仍存在。A549细胞株中 CD54变化与 P G细胞株类似 ,但 CD44阳性标记率在各时相无明显变化。

结论　92cis2RA可显著诱导肺癌细胞 CD54或抑制 CD44的表达。但在不同细胞 ,作用机制可能不尽相

同。
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0　引言

近年来 ,维甲酸 ( RA)类化合物用于预防和治疗

实体肿瘤的转移 ,日益受到重视。92顺2维甲酸 (92
cis2RA)是 20世纪 90 年代新合成的一种 RA 类化

合物。动物实验和临床实践均表明 ,它具有抑制肿

瘤转移和扩散的作用[ 1 ,2 ] ,但作用机制尚不清楚。

CD44 和 CD54 是与肿瘤转移密切相关的两种

粘附分子。本实验以人肺癌两种细胞株 ( P G 和

A549)为研究对象 ,应用流式细胞仪观察 92cis2RA

处理后这两种粘附分子阳性标记率的变化 ,以进一

步阐明 92cis2RA抗肿瘤转移的作用机制。

1 　材料和方法

1 . 1　药品与试剂

92cis2RA购自 Sigma 公司 ,用 0 . 1 %二甲基双

砜 (DMSO)溶解至 5 ×1023 mol/ L ,储存在液氮中。

处理细胞时 ,调节终浓度为 1umol/ L ;异硫氰酸荧光

素 ( FITC)标记的鼠单克隆抗体 CD442FITC、CD542
FITC由美国 B. D 公司生产 ;胎牛血清购自大连生

物制品厂 ; RPMI1640 培养基购自 GIBCO BRL 公

司 ;其他试剂为进口分装或国产分析纯。流式细胞

仪属济南军区总医院 ,为美国 B. D 公司生产的

FACScan型。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1　细胞株的培养与处理　P G、A549 细胞株引

自北京中日友好临床医学研究所生化与分子生物学

研究室 ,生长特性为贴壁生长。细胞培养于 10 %的

胎牛血清的 RPMI1640 培养液中。培养条件为

37 ℃,5 % CO2饱和湿度 ,每隔 2～3d 用0 . 25 %胰
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酶/ 0 . 02 %ED TA消化 ,以 1∶2传代一次。

1 . 2 . 2 　细胞实验与分组 　实验时取对数生长期细

胞 (5 . 4×105 / 5ml) ,常规接种。培养 24h后 ,随机分

为 3 组 :空白对照组 (不加 92cis2RA 和 DMSO) 、阴

性对照组 (加 DMSO ,终浓度 0 . 1 %) 、用药组 (加 92
cis2RA ,终浓度 1umol/ L) 。继续培养。每组均设 3

个平行培养瓶。

1 . 2 . 3 　细胞收集　分别收集各组在 0时相 (加药时

刻) 、加药后 24、48、72h的细胞 ,经 PBS缓冲液洗两

次后 ,均制成 1 ×106 / ml的细胞悬液。

1 . 2 . 4　流式细胞仪检测　各取 100μl细胞悬液 ,置

于预先已加入 10μl CD442FITC 或 10μl CD542
FITC的 12mm×75mm的塑料管中 ,混匀并在室温

下避光反应 30min ,加 PBS震荡清洗 ,离心弃上清 ,

每管加 0 . 2ml 1 %的付甲醛固定 ,上机检测标本。

并用随机软件定量分析各管中 CD44、CD54 阳性标

记率 ,以百分率表示。每组在各时相的阳性标记率

均重复测定 3次 ,取平均值。

1 . 2 . 5　统计学处理　采用χ2检验作为显著性检验

方法。

2　结果

2 . 1　92cis2RA对 P G细胞株 CD44、CD54表达的影

响

与对照组相比 ,用药组在 24、48、72h 的 CD44

阳性标记率均明显降低 , P < 0 . 01 ,其中以 48h作用

最为显著。CD54 阳性标记率则有明显升高 , P <

0 . 01 ,也以 48h作用最为显著 ,见图 1、2。

2 . 2　92cis2RA对 A549细胞株 CD44、CD54表达的

影响

与对照组相比 ,用药组在 24、48、72h 对 CD54

阳性标记率均有升高 , P < 0 . 01 ,有统计学意义 ,其

中以 48h作用最为显著。CD44 阳性标记率在各时

相无差异性变化 , P > 0 . 05 ,见图 3、4。

图 1　92cis2RA对 PG细胞株 CD44的作用　图 3　92cis2RA对 A549细胞株 CD54的作用

图 2　92cis2RA对 PG细胞株 CD54的作用　图 4　92cis2RA对 A549细胞株 CD44的作用

2 . 3　空白对照组与阴性对照组之间 , 阳性标记率

变化均无差异性变化 , P > 0 . 05。

3　讨论

RA 类化合物防癌抗癌的研究已有数十年历

史。它与传统化疗药物不同之处在于 ,它并不直接

杀死癌细胞 ,而是在一定程度上降低或逆转细胞的

恶性表型 ,使其成为正常或接近正常的细胞。因此 ,

它比传统化疗药物具有更大的优越性。目前 RA 类

化合物用于临床试验 ,在辅助化疗药物治疗进展期

和播散性肿瘤 (如 :肺癌、肾癌、卵巢癌)方面 ,疗效令

人满意[ 224 ]。而 RA 类化合物遏制恶性肿瘤侵袭和

转移机制的研究正引起人们极大的关注。

CD44和 CD54作为细胞表面的粘附分子 ,均能

介导肿瘤细胞与胞外介质或周围细胞的结合 ,但它

们在肿瘤转移过程中的作用明显。近年来研究表

明 ,CD44分子肿瘤发展过程中的作用主要有如下

方面 :与透明质酸、粘连蛋白等配体结合 ,促进肿瘤

细胞迁移 ;结合并激活基质金属蛋白酶 ,加速周围基

质的降解 ;激活邻近的生长因子受体 C2Met ,促进转

移细胞在宿主组织中的生长和存活 ;上调抗凋亡基

因 bcl22的表达 ,抑制转移细胞发生调亡[ 5 ,6 ]。CD44

分子已是反映多种肿瘤转移潜能的重要标志。众所

周知 ,逃脱宿主的免疫监测 ,是肿瘤转移的必要条件

之一。而 CD54 分子通过与淋巴细胞胞膜上的

L FA21相结合 ,介导机体对肿瘤细胞的免疫杀伤 ,

从而增加了转移细胞的免疫原性[ 7 ,8 ]。故 CD54 分

子在肿瘤转移中发挥了重要的负向调控作用。

我们在以前工作中 ,已观察到浓度为 1umol/ L

的 92cis2RA在作用 24～48h 后 ,对 P G和 A549 细

胞株具有抑制增殖和诱导调亡的作用[ 9 ]。所以 ,本

实验选用 1umol/ L 92cis2RA 作用的细胞为实验对

象。实验显示 ,92cis2RA 对两种粘附分子阳性标记

率的影响均以 48h最为显著 ,72h作用已减弱 ,这可

能与长时间后药物药效下降有关。

本实验发现 ,92cis2RA 对 P G细胞株中 CD44、

CD54表达的影响截然相反 :诱导 CD54 的表达 ,而

降低 CD44的表达。这提示 92cis2RA可以从多方面

来逆转肿瘤细胞的转移表型 :既降低肿瘤细胞的转

移潜能 ,又增加其免疫原性。而在 A549 细胞株中 ,
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92cis2RA只诱导 CD54 的表达 ,对 CD44 表达无明

显影响。这提示 92cis2RA 对不同细胞株的作用机

制可能存在差异。

一般认为 ,维甲类化合物发挥生物学作用是通

过激活维甲酸受体 ( RARs) 、维甲类受体 ( RXRs)形

成 RAR/ RXR异二聚体或 RXR/ RXR同二聚体 ,二

聚体再与靶基因启动子区域的应答元件———

RAREs相结合 ,从而调节靶基因的转录表达。目前

已证实 ,在 CD54基因相应区域存在 RAREs序列。

这可能是 92cis2RA诱导 CD54的表达分子生物学基

础。在 CD44基因启动子区域尚未发现 RAREs序

列 ,但存在反式作用因子 A P21 结合位点 ,而 RAR

与 A P21存在相互拮抗作用。我们在前期工作中已

发现 ,92cis2RA 有激活 RAR 基因转录的作用[ 10 ]。

故 92cis2RA有可能通过 RAR间接抑制 CD44 的表

达。

目前 ,92cis2RA对其他相关细胞粘附分子 (如钙

依赖粘附素、整合素、选择素等)表达的影响尚不清

楚。我们认为 ,研究 92cis2RA 对细胞粘附分子表达

的影响 ,不仅有助于揭示 92cis2RA 抗肿瘤转移的作

用机制 ,而且还会为将来的基因治疗提供确实有效

的靶点。
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