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"摘要#
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目的
!

研究
Q3̀ ;)$

对人肺癌细胞
Z$-%'

和
380(

的上皮
.

间质转化"

Va;

$的影响!并初步探讨其作用机制%

方法
!

以二甲基亚砜"

2a5e

$作为对照"

2a5e

组$!用
Q3̀ ;)$

处理
Z$-%'

和
380(

细胞
10A

后!采用实时荧光定量
X7:

法检

测
Q@#.$

&

Q@#.1
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V.J>!A<C#,

和
c#H<,=#,

基因变化'蛋白质印迹法"

P<+=<C,?@"==#,

D

$观察
Q3̀ ;)$

作用于
Z$-%'

和
380(

细胞后

对
V.J>!A<C#,

和
c#H<,=#,

蛋白表达的影响!划痕愈合实验观察
Q3̀ ;)$

作用于
Z$-%'

和
380(

细胞后对肿瘤细胞侵袭能力的影

响%结果
!

与
2a5e

组比较!实时荧光定量
X7:

结果显示
Q3̀ ;)$

可下调
Z$-%'

和
380(

细胞
Q@#.$

&

Q@#.1

及
c#H<,=#,H:̀ 3

的表达!升高
V.J>!A<C#,H:̀ 3

的表达"
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显示!

Q3̀ ;)$

可以下调
Z$-%'

和
380(

细胞
c#H<,=#,

蛋白

表达!升高
V.J>!A<C#,

蛋白表达"

!

$

%&%$

$'划痕愈合实验显示!

Q3̀ ;)$

处理组
Z$-%'

和
380(

细胞的侵袭能力明显下降"
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$
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$%结论
!

肺癌的
Va;

与
Z<!

D

<A"

D

信号转导通路中
Q@#.$

和
Q@#.1

的异常激活有关!

Q3̀ ;)$

通过下调
Q@#.$

和
Q@#.1

的表

达影响肺癌细胞的
Va;

能力!

Q@#

可能成为抑制肺癌细胞转移的新的分子靶点%

"关键词#
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肺癌'
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信号通路'
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蛋白'上皮
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间质转化
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每年全球肺癌发病率和病死率高居各种恶性肿瘤之首#肺

癌是我国增长速度最快的恶性肿瘤之一*肺癌病理学分型主

要为非小细胞肺癌和小细胞肺癌#其中鳞癌和腺癌为最常见的

非小细胞肺癌类型#患者确诊时多为中晚期#传统放疗)化疗效

果欠佳*近年来如酪胺酸激酶抑制剂$

=

G

C"+#,<O#,>+<#,A#?#.

="C+

#

;d4

%等靶向治疗已经使部分腺癌患者受益#但多数非小

细胞肺癌患者仍然没有找到更合适的治疗靶点*近年来研究

发现#异常活化
Z<!

D

<A"

D

$

ZA

%信号通路在多种肿瘤的发生)

发展中起着关键作用&

$.8

'

*经典的
ZA

信号传导通路主要包括

ZA

配体)

X>=JA<!

受体)

5H""=A<,<!

蛋白)核转录因子
Q@#

及

下游目的基因&

)

'

*

Q3̀ ;)$

是近年研制的特异性针对
Q@#

靶

点的
ZA

通路抑制剂#具有较好的抗肿瘤活性*上皮
.

间质转

化$

<

L

#=A<@#>@.H<+<,JA

G

H>@=C>,+#=#",

#

Va;

%是指上皮细胞通

过特定程序转化为具有间质表型细胞的生物学过程#这种过程

使上皮细胞来源的恶性肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力#并且与

肿瘤的复发和转移密切相关&

-

'

*目前#关于
ZA

通路与肺癌

Va;

关系的研究较少#本研究通过探讨
Q3̀ ;)$

特异性阻断

人肺癌细胞系
Z$-%'

和
380(

中
Q@#.$

和
Q@#.1

的表达#观察其

对肺癌细胞
Va;

的影响#初步探讨
ZA

通路与肺癌
Va;

的关

系#以及
Q3̀ ;)$

的作用机制#为肺癌靶向治疗提供新思路*
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材料与方法

>&>

!

细胞来源
!

人肺鳞癌细胞系
Z$-%'

和腺癌细胞系

380(

#由河北医科大学第四医院河北省肿瘤研究所分子生物

室提供*
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仪器与试剂
!

Q3̀ ;)$

$美国
5<@@<JOJA<H

公司%#

Q@#.$

引物和探针$
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#美国
S#B<=<JA,"@"

D

#<+

公司%#
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卷第
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引物和探针$

Z+%$$$((-0

/

H$

#美国
S#B<=<JA,"@"

D

#<+

公司%#

V.

J>!A<C#,

引物和探针$

Z+%$%1'/(0

/

H$

#美国
S#B<=<JA,"@"

D

#<+

公司%#

c#H<,=#,

引物和探针$

Z+%%18-(--

/

H$

#美国
S#B<=<JA.

,"@"

D

#<+

公司%#

'.

磷酸甘油醛脱氢酶$

Q3X2Z

%引物和探针

$

Z+%1-8/(($

/

D

$

#美国
S#B<=<JA,"@"

D

#<+

公司%#上皮细胞钙黏

蛋白$

V.J>!A<C#,

%鼠抗人单克隆抗体$

>?$0$)

#美国
3?J>H

公

司%#波形蛋白$

c#H<,=#,

%兔抗人单克隆抗体$

>?(180-

#美国

3?J>H

公司%#

Q3X2Z

鼠抗人单克隆抗体$

+J'11''

#美国
5>,.

=>7CEN

公司%#二喹啉甲酸$

673

%蛋白分析试剂盒$美国
;A<C.

H"5J#<,=#B#J

公司%#

a.XV:

培养细胞总蛋白提取试剂$美国

;A<CH"5J#<,=#B#J

公司%#蛋白酶抑制剂$德国
C"JA<

公司%#

J2.

3̀

合成试剂盒$美国
6#".:>!

公司%#总
:̀ 3

提取试剂盒$德

国
f#>

D

<,

公司%#

;>

W

H>,

基因表达预混液$美国应用生物系

统公司%#

a#,#.X:e;V3̀ ;QT

预制胶$美国
6#".:>!

公司%#

;C#+

"甘氨酸"电泳缓冲液$美国
6#".:>!

公司%#

;C#+

"甘氨酸缓

冲液$美国
6#".:>!

公司%#

5E

L

<C5#

D

,>@P<+=]<H="

最高灵敏

度底物$美国
;A<CH".X#<CJ<

公司%*

>̀,"2C"

L

/%%%

全光谱紫

外
.

可见光分光光度计$美国
;A<CH"5J#<,=#B#J

公司%#

c<C#=#

4

().P<@@;A<CH>@7

G

J@<C

$美 国 应 用 生 物 系 统 公 司%#

364

-(%%Z;

高通量荧光定量
X7:

仪$美国应用生物系统公司%*

>&@
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方法

>&@&>

!

细胞培养
!

将人肺癌细胞系
Z$-%'

和
380(

细胞培养

于
:Xa4.$)0%

培养液)

$%9

胎牛血清)青链霉素各
$%%h

"

HS

的培养基中#

'-Y897e

1

培养箱中孵育#取对数生长期细胞

计数后接种到
)

孔和
$1

孔板进行实验*

>&@&?

!

实时荧光定量
X7:

$

C<>@=#H<B@E"C<+J<,J<

W

E>,=#=>=#I<

X7:

%法
!

于
$1

孔板内呈
-%9

!

/%9

融合生长的
Z$-%'

和

380(

细胞中加入浓度为
$%

#

H"@

"

S

的
Q3̀ ;)$

#并同时更换

无血清培养基#继续处理
10A

#对照组为二甲基亚砜$

2a5e

%

组*$

$

%

10A

后用磷酸盐缓冲液$

X65

%洗涤细胞#按照总
:̀ 3

提取试剂盒说明书提取
:̀ 3

#每孔加总
:̀ 3

提取试剂盒中

提供的裂解缓冲液
:S;'8%

#

S

和
-%9

无水乙醇
'8%

#

S

(接

着将裂解液上样到带有
:̀ <>+

G

硅胶膜的柱子中#

$1%%%C

"

H#,

离心
$8+

后倒掉废液#加入去蛋白液
:P$-%%

#

S$1%%%

C

"

H#,

离心
$8+

倒掉废液#再加入缓冲液
:XV8%%

#

S

有效洗

涤去除其他各种污染物*最后将浓缩的纯
:̀ 3

洗脱到无

:̀ 3

酶的水中*$

1

%将经
:̀ <>+

G

技术纯化得到的
:̀ 3

在

>̀,"2C"

L

/%%%

全光谱紫外
.

可见光分光光度计仪器中检测

:̀ 3

浓度#采用美国
6#".:>!

公司的反转录
J2̀ 3

合成试剂

盒$

#5JC#

L

=J2̀ 35

G

,=A<+#+d#=

%和
c<C#=#

4

().P<@@;A<CH>@

7

G

J@<C

仪器进行
J2̀ 3

的反转录#方法参照试剂盒说明书#反

转录条件!

18Y8H#,

#

01Y'%H#,

和
/8Y 8H#,

*$

'

%将

J2̀ 3

稀释
$%

倍后加
J2̀ 3

)

;>

W

H>,

基因表达预混液#以及

Q@#.$

)

Q@#.1

)

V.J>!A<C#,

)

c#H<,=#,

和
Q3X2Z

引物和探针到

'/0

孔板进行实时荧光定量
X7:

检测#反应体系每孔
$%

#

S

$

J2̀ 30&8

#

S

#引物和探针
%&8

#

S

#

;>

W

H>,

基因表达预混液

8

#

S

%#

X7:

反应条件为
(8Y$%+

#

)%Y$%+

#

-1Y$%+

#共

0%

个循环*读取
7=

值后采用
1.

##

7=

法进行数据分析*

>&@&@

!

蛋白质印迹法$

P<+=<C,?@"==#,

D

%

!

设对照组为
2a.

5e

#于
)

孔板内呈对数生长期的
Z$-%'

和
380(

细胞加浓度

为
$%

#

H"@

"

S

的
Q3̀ ;)$

#并同时更换无血清培养基处理

10A

#用
X65

洗涤细胞后加细胞蛋白提取液和蛋白酶抑制剂#

收集提取液后用
673

法测定蛋白浓度*于
a#,#.X:e;V3̀

;QT

预制胶中行蛋白上样#每泳道上样
$%

#

D

蛋白#在电泳槽

中经
;C#+

"甘氨酸"电泳缓冲液十二烷基硫酸钠$

525

%进行电

泳后在
;C#+.

甘氨酸缓冲液中将蛋白电转移印迹到聚偏氟乙烯

$

Xc2]

%膜上#再用
89

脱脂奶粉"含吐温
1%

的
;C#+

缓冲液

$

;65;

%封闭
Xc2]

膜
$A

#

V.J>!A<C#,

工作浓度为
$i8%%%

)

c#H<,=#,

工作浓度为
$i$%%%%

#

Q3X2Z

工作液浓度为

$i$%%%%

#

0Y

过夜#二抗工作浓度为
$i1%%%%

孵育
$A

后用

;65;

洗膜#再用
5E

L

<C5#

D

,>@P<+=]<H="

最高灵敏度底物试

剂发光后于暗室曝光显影*

>&@&A
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划痕愈合实验
!

取对数生长期细胞接种于
)

孔板#置

'-Y

细胞培养箱中过夜*第
1

天培养至细胞呈
-%9

!

/%9

融

合时加入浓度为
$%

#

H"@

"

S

的
Q3̀ ;)$

处理
10A

#对照组为

2a5e

组#分别在
Q3̀ ;)$

处理组和对照组的单细胞层上划

痕#继续培养以使划痕愈合*于划痕后
10A

每组取
0

个视野

拍照#在倒置显微镜下观察细胞的划痕愈合能力#用愈合率代

表愈合能力*闭合率$

9

%

M

$

%A

划痕宽度
U10A

划痕宽度%"

%A

划痕宽度
$̂%%9

*

>&A

!

统计学处理
!

应用
5X55$-&%

统计软件进行数据分析#

计数资料采用
!

1检验进行比较#以
!

$

%&%8

为差异有统计学

意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

实时荧光定量
X7:

检测结果
!

检测
Q3̀ ;)$

作用
10A

对
Z$-%'

和
380(

细胞
Q@#.$

)

Q@#.1

)

V.J>!A<C#,

及
c#H<,=#,

基

因的影响#结果表明!

Z$-%'

细胞株中
Q3̀ ;)$

处理组
Q@#.$

)

Q@#.1

和
c#H<,=#,H:̀ 3

的表达水平低于对照组#

V.J>!A<C#,

H:̀ 3

表达水平较对照组上调#差异均有统计学意义$

!

值分

别为
%&%%'

)

%&%%$

)

%&%%0

)

%&%%$

%(经
Q3̀ ;)$

处理的
380(

细胞
Q@#.$

)

Q@#.1

和
c#H<,=#,H:̀ 3

的表达水平低于对照组#

V.J>!A<C#,H:̀ 3

的表达水平较对照组上调#差异均有统计学

意义$

!

值分别为
%&%%(

)

%&%%1

)

%&%%$

)

%&%%%

%#见图
$

*

!!

3

)

7

!

Z$-%'

细胞(

6

)

2

!

380(

细胞*

"

!

!

$

%&%$

#与
2a5e

组

比较*

图
$

!!

实时荧光定量
X7:

检测结果

?&?

!

P<+=<C,?@"==#,

D

检测结果
!

应用
Q3̀ ;)$

处理
Z$-%'

后#

V.J>!A<C#,

蛋白表达高于对照组#

c#H<,=#,

表达低于对照

组#而内参
Q3X2Z

蛋白表达无明显变化(

380(

细胞处理组

V.J>!A<C#,

蛋白表达高于对照组#而
c#H<,=#,

蛋白表达低于对

照组#内参
Q3X2Z

蛋白表达无明显变化#差异均有统计学意

义$

!

$

%&%$

%*见图
1

)

'

*

!!

"

!

!

$

%&%$

#与
2a5e

组比较*

图
1

!!

P<+=<C,?@"=#,

D

检测结果
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!

划痕愈合试验
!

Q3̀ ;)$

处理
$/A

后#

Z$-%'

的侵袭能

力明显受到抑制#闭合率为
2a5e

组的
-19

#与
2a5e

组相

比#差异有统计学意义$

!M%&%%%

%*

380(

细胞
Q3̀ ;)$

处理

组闭合率仅为
2a5e

组的
08&09

#与
2a5e

组相比#差异有

统计学意义$

!M%&%%%

%*见图
0

*

!!

"

!

!

$

%&%$

#与
2a5e

组比较*

图
'

!!

P<+=<C,?@"===#,

D

检测结果

!!

"

!

!

$

%&%$

#与
2a5e

组比较*

图
0

!!

划痕愈合实验

@

!

讨
!!

论

!!

经典的
ZA

通路包括两部分!$

$

%活化的
ZA

信号从质膜

到胞内的过程#该过程涉及
5H"

的调控($

1

%信号从胞内到核

内的过程#该过程涉及转录因子家族
Q@#

的调控*

Q@#

蛋白家

族包括
'

种形式!

Q@#.$

)

Q@#.1

和
Q@#.'

*

Q@#.'

被认为是转录抑

制因子*

Q@#.$

上调是
ZA

通路激活的重要标志#

Q@#.1

是
ZA

信号调节的主要转录激活子#

Q@#.$

和
Q@#.1

在活化的
ZA

通路

中起到承上启下的核心作用#可以促进靶基因的异常表达#从

而造成细胞过度增殖并最终癌变和转移*

S#

等&

/

'在对间皮瘤

的研究中发现#

Q@#

靶点的抑制剂比针对
5H"

靶点的小干扰

:̀ 3

$

+H>@@#,=<CB<C<,J<:̀ 3

#

+#:̀ 3

%#以及小分子药物维莫

德吉$

I#+H"!<

D

#?

%)环巴胺$

J

G

J@"

L

>H#,<

%等具有更好的抗肿瘤

效应#以
Q@#.$

和
Q@#.1

为靶点对
ZA

信号通路进行调控可以起

到精确高效的作用*因此#本研究选择
Q@#

特异性抑制剂

Q3̀ ;)$

进行抗肿瘤研究#结果显示
Q3̀ ;)$

可以明显下调

Z$-%'

和
380(

细胞
Q@#.$

)

Q@#.1

基因的表达#表明肺癌细胞中

存在
Q@#

的异常激活#

Q3̀ ;)$

可以明显抑制
Q@#

的表达*

Va;

是近年来抗肿瘤领域的研究热点之一#

Va;

可以参

与肿瘤的发生)发展#与肿瘤的侵袭转移及耐药等恶性生物学

行为密切相关#其中
V.J>!A<C#,

是
Va;

特异性标记物之一#

其表达水平降低可导致肿瘤细胞间黏附能力减低#迁移能力增

强#从而导致肿瘤转移&

(

'

*

c#H<,=#,

是间质细胞的重要标记

物之一#可使细胞黏着斑的空间结构发生改变而影响肿瘤细胞

的黏附与迁移能力#抑制
c#H<,=#,

的表达可以减弱肿瘤细胞

黏附)迁移能力&

$%

'

*本研究显示#应用
Q3̀ ;)$

处理肺癌细

胞
10A

后可以下调
c#H<,=#,H:̀ 3

和蛋白表达#上调
V.J>!.

A<C#,H:̀ 3

和蛋白表达*分析其原因可能是
Q@#.$

和
Q@#.1

作为
ZA

信号调节的主要转录激活子#可将异常激活的
ZA

"

Q@#

信号传导至细胞核内对多种靶基因起转录激活作用*因为

Va;

的发生涉及多种信号转导通路参与其中#与诱导因子)转

录因子及微环境等因素有关*有研究显示#转录因子
Q@#

可以

通过调控
Va;

促进癌细胞的侵袭转移&

$$.$1

'

*本研究表明#

Q3̀ ;)$

可以通过靶向性抑制
Q@#.$

和
Q@#.1

的表达来上调
V.

J>!A<C#,

#下调
c#H<,=#,

#从而最终调控肺癌细胞的
Va;

进

程*本研究的划痕实验也进一步证实了
Q3̀ ;)$

处理组肿瘤

细胞的侵袭能力可以明显下降*

综上所述#由于过度活化的
ZA

信号通路在肺癌生长转移

中起着关键作用#以及
Q@#

在
ZA

信号传导通路中的核心作用#

针对
Q@#

靶点的治疗可能成为肺癌治疗的新策略之一*
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