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ＣＣＬ１８通过整合素聚集促进乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞浸润和迁移


陈静琦，朱必胜，侯开连

（广州医科大学附属第二医院肿瘤科，广东广州５１０２６０）

　　摘　要：目的　探讨整合素在ＣＣＬ１８促进乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞浸润和迁移过程中的作用，以阐明ＣＣＬ１８促进乳腺癌细胞浸润

和迁移的分子机制。方法　用流式细胞检测技术检测ＣＣＬ１８作用下乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞表面整合素的聚集；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检

测黏着斑激酶（ＦＡＫ）的激活；用浸润迁移实验检测乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞的浸润迁移。用ｓｉＲＮＡ转染检测沉默ＳＫ３ｒｄ细胞整合素β１

的表达。结果　ＣＣＬ１８促进乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞表面整合素的聚集；从而促进整合素介导的ＦＡＫ磷酸化激活。在ＣＣＬ１８作用下，

乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞浸润和迁移的细胞数增多１０倍（犘＜０．０１）；用ｓｉＲＮＡ转染检测沉默ＳＫ３ｒｄ细胞整合素β１的表达，可以使

ＣＣＬ１８作用下的ＳＫ３ｒｄ细胞浸润和迁移数量明显减少。结论　ＣＣＬ１８通过整合素聚集可促进乳腺癌细胞浸润和迁移。
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　　整合素是介导细胞与细胞外基质相互作用的主要分子，其

中整合素β１主要介导细胞与纤维粘连蛋白（ＦＮ）的黏附
［１］。

以前认为细胞与细胞外基质的黏附抑制细胞的迁移，但现在研

究认为，肿瘤细胞只有黏附于细胞外基质，才可以抵抗失巢性

凋亡，而迁移就是细胞在细胞外基质上伸出伪足，在伪足的前

缘依靠整合素形成黏附，而细胞体的后缘则去黏附，使得整个

细胞体前移，整个细胞在细胞外基质上爬行，从而实现肿瘤的

浸润和迁移［２］。但是，什么样的机制调控了肿瘤细胞这个黏附

与去黏附的过程，目前还不清楚。

趋化因子分为ＣＸＣ、ＣＣ、Ｃ等几种类型，大量研究已经证

明趋化因子及其受体在肿瘤的浸润和迁移中起关键的作用，例

如ＳＤＦ１作用于受体ＣＸＣＲ４促进肿瘤迁移，ＣＣＬ５、ＣＣＬ２在

肿瘤转移中均起关键的作用［３］。但在趋化因子促进肿瘤趋化

的过程中，发挥黏附功能的整合素起什么样的作用，还没有充

分证明。ＣＣＬ１８是一种ＣＣ型的趋化因子
［４］，本研究前期已经

证明乳腺癌细胞表达ＣＣＬ１８的受体ＰＩＴＰＮＭ３，ＣＣＬ１８通过

作用于ＰＩＴＰＮＭ３产生乳腺癌细胞的趋化作用，从而促进乳腺

癌浸润和迁移［５］，本文将进一步研究ＣＣＬ１８促进乳腺癌ＳＫ

３ｒｄ细胞浸润和迁移的分子机制，探讨整合素在ＣＣＬ１８促迁移

过程中的作用，为靶向肿瘤微环境的治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　利用从ＡＴＣＣ购买的乳腺癌ＳＫＢＲ３细胞系构建

ＳＫ３ｒｄ细胞系；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板购自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，微孔直径

为０．４μｍ；ＦＮ购自美国Ｒｏｃｈｅ公司。细胞培养板购自Ｃｏｒ

ｎｉｎｇ公司；ＣＣＬ１８蛋白购自Ｒ＆Ｄ公司；整合素α５β１抗体购自

美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　在完全培养基（含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ）中培养ＳＫ３ｒｄ细胞。

１．２．２　流式细胞检测　用ＣＣＬ１８（２０ｎｇ／ｍＬ）处理ＳＫ３
ｒｄ乳

腺癌细胞１ｈ，然后用ＰＢＳ洗涤细胞，再用鼠抗人整合素α５β１

抗体４℃孵育细胞１５ｍｉｎ，用同型抗体作为对照，ＰＢＳ洗涤后，

再加入ＰＥ标记的荧光二抗（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ），避光情况下室温

孵育２０ｍｉｎ，然后用流式细胞仪（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）检测乳腺癌
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图１　　ＣＣＬ１８促进乳腺癌ＳＫ３
ｒｄ细胞表面整合素α５β１的聚集

细胞整合素α５β１的聚集情况。以非相关蛋白人血清蛋白

（ＡＬＢ）处理组和未处理组（ＰＢＳ）为对照。独立重复实验３次。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集培养、诱导成功的细胞，加入

混有蛋白酶抑制剂（Ｍｅｒｋ）的ＲＩＰＡ 裂解液（１５０ｎｍｏｌＮａＣＬ，

１％ ＮＰ４０，０．５％去氢醋酸钠，０．１％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），

５０ｍｍｏｌ三羟甲基氨基甲烷，ｐＨ８．０），提取细胞总蛋白，作蛋

白定量。制备电泳ＳＤＳ凝胶后，每个泳道加入１０～５０μｇ提取

蛋白电泳，蛋白转移至ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），洗膜，孵育针对

Ｔｙｒ３９７黏着斑激酶（ＦＡＫ）和βａｃｔｉｎ的一抗（美国ＣＳＴ公司），

洗膜，用标记辣根过氧化酶的对应的ＩｇＧ二抗（美国ＣＳＴ公

司）孵育。抗原抗体结合用化学发光剂（Ｔｈｅｒｍｏ）观测。在培

养板包被或不包被ＦＮ的条件下，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的方法检测

ＣＣＬ１８对乳腺癌 ＳＫ３ｒｄ细胞 ＦＡＫ 的影响。独立重复实验

３次。

１．２．４　靶向整合素β１的ｓｉＲＮＡ转染　胰酶消化ＳＫ３
ｒｄ细

胞，用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）悬浮细胞，３７℃放

置。使ｓｉＰｏＲＴＮｅｏＦＸ转染试剂（Ａｍｂｉｏｎ）和 ＯＰＴＩＭＥＭ Ⅰ

培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）恢复至室温。根据说明书溶解ｓｉＰＯＲＴ

ＮｅｏＦＸ在ＯＰＴＩＭＥＭ Ⅰ培养基中，常温下孵育１０ｍｉｎ。把

ｓｉＲＮＡ按所需的终浓度（３０ｎｍｏｌ）溶解在ＯＰＴＩＭＥＭ Ⅰ培养

基中。混合溶解的ｓｉＲＮＡ和转染试剂，常温下孵育１０ｍｉｎ，把

混合液加入培养板，再把细胞悬液加到转染混合物上面，轻摇

培养板。转染细胞在正常培养条件下培养４８ｈ，然后用于黏附

实验。整合素β１的ｓｉＲＮＡ１上游引物：５′ＧＧＡＡＡＵＧＧＵ

ＧＵＵＵＧＣＡＡＧ Ｕ３′，下游引物：５′ＡＣＵ ＵＧＣＡＡＡＣＡＣ

ＣＡＵＵＵＣＣ３′；整合素β１的ｓｉＲＮＡ２上游引物：５′ＡＡＵ

ＧＵＡＡＣＣＡＡＣＣＧＵＡＧＣＡＴＴ３′，下游引物：５′ＡＣＵＵＧＣ

ＡＡＡＣＡＣＣＡＵＵＵＣＣ３′。

１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验　在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上层小室（２４

ｗｅｌｌｓ，８μｍ，Ｃｏｒｎｉｎｇ）底部膜的下表面铺１０μＬＦＮ（４０μｇ／

ｍＬ，Ｒｏｃｈｅ），４℃放置４８ｈ；把５０μＬＭａｔｒｉｇｅｌ（用无血清培养

基１∶３稀释，Ｒ＆Ｄ）加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的嵌套内，３７℃孵育３０

ｍｉｎ。消化收集ＳＫ３ｒｄ乳腺癌细胞，用无血清培养基（ＤＭＥＭ

Ｆ１２加入２％Ｂ２７、胰岛素１４０ＩＵ和０．４％ＢＳＡ）制细胞悬液，

把乳腺癌细胞加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室（１０５ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ），下层小室

加２０％的胎牛血清和ＣＣＬ１８蛋白。培养８ｈ后，用棉签去除

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上层小室内的基质胶，用多聚甲醛固定黏附在 Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ小室膜下表面的侵袭细胞，用结晶紫（０．００５％，ｓｉｇｍａ）

染色，在４００倍的光学显微镜下，随机选取１０个视野计数，同

时拍摄图片，独立重复实验３次。在ＣＣＬ１８存在（ｕｎ组）或

ＣＣＬ１８不存在（ｃｏｎ组）的条件下，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板中，检测

转染整合素β１ｓｉＲＮＡ（ｓｉｉｎｔ１组、ｓｉｉｎｔ２组）的乳腺癌ＳＫ３
ｒｄ

细胞浸润迁移功能（狀＝３），以单用转染试剂（ｍｏｃｋ组）、转染绿

色荧光蛋白（ＧＦＰ）的ｓｉＲＮＡ（ｓｉＧＦＰ组）为对照。

２　结　　果

２．１　ＣＣＬ１８促进ＳＫ３
ｒｄ乳腺癌细胞表面整合素α５β１的聚集

　乳腺癌细胞与细胞外基质的黏附在乳腺癌的浸润和迁移过

程中起关键的作用，整合素是乳腺癌细胞表面的黏附分子，故

在乳腺癌细胞黏附和浸润迁移中起关键的作用，本结果表明

ＣＣＬ１８作用于乳腺癌细胞，引起ＳＫ３ｒｄ细胞表面整合素α５β１

的聚集（图１），从而启动了乳腺癌细胞黏附于细胞外基质的

过程。

２．２　ＣＣＬ１８促进ＳＫ３
ｒｄ乳腺癌细胞中ＦＡＫ的磷酸化激活　

本研究用ＣＣＬ１８和细胞外基质ＦＮ处理乳腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞，

用 Ｗｅｓｔｅｒｂｌｏｔ检测ＦＡＫ的磷酸化激活，结果观察到ＣＣＬ１８

可以使ＳＫ３ｒｄ细胞中在Ｔｙｒ３９７位点磷酸化ＦＡＫ蛋白量升高，

表明ＣＣＬ１８可以磷酸化激活ＦＡＫ，见图２。

　　＋：阳性；－：阴性。

图２　　ＣＣＬ１８引起乳腺癌ＳＫ３
ｒｄ细胞中ＦＡＫ的激活

　　ａ：犘＜０．０１，与ｃｏｎ组比较。

图３　　各组ＳＫ３
ｒｄ乳腺癌细胞浸润和迁移比较

２．３　ＣＣＬ１８通过整合素促进ＳＫ３
ｒｄ乳腺癌细胞浸润和迁移

　在证明ＣＣＬ１８可以引起整合素在乳腺癌细胞表面聚集的基

础上，进一步把针对整合素β１的ｓｉＲＮＡ通过脂质体转染入乳

腺癌细胞，经过４８ｈ沉默整合素β１的表达，检测ＣＣＬ１８对乳

腺癌ＳＫ３ｒｄ细胞浸润和迁移的影响，结果发现，在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

侵袭实验中，与没有ＣＣＬ１８处理组比较，ＣＣＬ１８使乳腺癌ＳＫ

３ｒｄ细胞浸润迁移数量增加１０倍（犘＜０．０１，图３），转染 ＧＦＰ

ｓｉＲＮＡ或单纯加入脂质体（ｍｏｃｋ）没有影响ＣＣＬ１８促乳腺癌

细胞浸润和迁移的作用，转染靶向整合素β１的ｓｉＲＮＡ１和ｓｉ

ＲＮＡ２可以抑制ＣＣＬ１８促进乳腺癌细胞浸润和迁移的作用，
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使浸润和迁移细胞数恢复到没有 ＣＣＬ１８作用的水平（犘＞

０．０５，图３），证明ＣＣＬ１８通过促进整合素的聚集可促进乳腺癌

细胞浸润和迁移。

３　讨　　论

以前的研究认为细胞的黏附抑制肿瘤细胞的浸润和迁移，

但细胞黏附功能的系统研究认为，细胞的黏附分为细胞与细胞

外基质的黏附和细胞与细胞之间的黏附［６］，如果没有细胞与周

围细胞或细胞外基质的黏附，细胞就会出现失巢性凋亡，就不

能维持增殖、迁移的生物学功能［７］。肿瘤细胞在周围环境的支

撑下，在微环境中生物活性因子的诱导下，运动能力增强，浸润

和迁移的能力增强［８］，实质上肿瘤细胞的迁移是细胞在细胞外

基质上的一种滚动样的爬行。整合素是肿瘤细胞表面的黏附

分子，是细胞外基质成分的受体［９］，介导肿瘤细胞与细胞外基

质的黏附［１０］。整合素发挥黏附功能，首先表现为聚集［１１］，而

且肿瘤细胞周围的生物活性因子可以作用于肿瘤细胞，诱导整

合素的聚集，从而促进肿瘤细胞的黏附功能。

趋化因子促进肿瘤细胞的趋化［１１１２］。ＣＣＬ１８在乳腺癌微

环境中，是一种来源于肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＴＡＭ）的ＣＣ型趋化因子
［１３］，在本研究前，关于

ＣＣＬ１８的研究主要集中在ＣＣＬ１８对树突状细胞、淋巴细胞的

趋化作用［１４］，还少有研究ＣＣＬ１８对肿瘤细胞的作用，严重影

响了这种趋化因子功能的阐明。本课题的前期研究证明

ＣＣＬ１８与乳腺癌细胞表面受体ＰＩＴＰＮＭ３结合，促进乳腺癌浸

润和迁移，ＣＣＬ１８可促进乳腺癌细胞黏附于细胞外基质
［５］。

在本研究证明 ＴＡＭ 来源的ＣＣＬ１８作用于乳腺癌细胞，

促进乳腺癌细胞表面整合素α５β１的聚集，整合素的聚集引起

黏着斑形成，从而促进乳腺癌细胞黏附。整合素α５β１的配体

是细胞外基质中的ＦＮ，ＣＣＬ１８引起整合素α５β１聚集的同时，

引起乳腺癌细胞内ＦＡＫ的磷酸化激活，从而进一步激活细胞

内的信号传导通路，同时也证明沉默整合素β１，抑制ＣＣＬ１８促

进乳腺癌细胞黏附的功能，可以抑制ＣＣＬ１８促进乳腺癌浸润

和迁移的作用。说明整合素介导的乳腺癌细胞黏附于细胞外

基质是乳腺癌浸润和迁移的关键步骤，初步阐明了ＣＣＬ１８促

进乳腺癌浸润和迁移的机制，为抑制ＣＣＬ１８促乳腺癌浸润迁

移提供了实验依据。
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