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目的
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自分泌在钙黏蛋白
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$调节胃癌细胞侵袭性中的作用及可能机制%方

法
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并转染入胃癌细胞系
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!沉默其表达%通过免疫荧光染色&
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检测
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默前后细胞
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表达及培养上清液中
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水平变化!观察
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信号通路活化情况!并通过
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侵袭实验观察在给予信号通路抑制剂后!胃癌细胞侵袭力的变化!评价
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泌及相关信号通路活化在
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调节胃癌细胞侵袭性中的作用%结果
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沉默
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表达
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信号通路抑制剂
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目前研究发现钙黏蛋白
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$

>8;$-

&是参与调节胃癌细胞

侵袭及淋巴转移的重要分子'

$

(

#然而目前其确切调控机制仍不

明确#笔者前期研究发现
>8;$-

可通过诱导胃癌细胞向间质

表型转换促进胃癌细胞侵袭#提示上皮间质转化可能是

>8;$-

调控胃癌细胞侵袭性的可能机制之一*转化生长因子

$
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及相关信号通路是参与调节上皮间质转化的重要分

子信号'
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*目前报道多种肿瘤可通过自分泌
:]5

参与调节自

身的增殖)侵袭)转移等生物学行为'

'.0
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*因此推测
:]5.

(

自

分泌也可能在
>8;$-

诱导的胃癌细胞侵袭中发挥作用*本

实验通过比较胃癌细胞
>8;$-

沉默前后#

:]5.

(

的表达及分

泌变化和相关信号通路活化情况#观察其对胃癌细胞侵袭性的

影响#探讨
:]5.
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自分泌在
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调节胃癌细胞侵袭力中的

作用及其可能机制*
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科技大学同济医学院附属协和医院普通外科实验室保存提供*
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传代一次*实验共分为
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用全式金脂质体转染试剂盒$北京全式金生物技术有

限公司&根据说明书转染入
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细胞*经实时定量
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鉴定#

+#@4I.>8;$-

序列正义链!
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用上述方法和试

剂盒分别转染入
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细胞*细胞转染
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后用于实验#

细胞活性由台盼蓝染色鉴定*

C&D&E
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细胞免疫荧光染色
!

分别将转染与非转染
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细胞接种于盖玻片上#以
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法进行免疫荧光染色*
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多

聚甲醛固定后#以
%&$̀ :D#C",.W.$%%

对细胞膜打孔
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#
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过氧化氢与甲醇混合浸泡
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&标记

的
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#脱水#透明#封片#荧光

显微镜观察*
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收集上述各组细胞培养上清液#按
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试剂盒说明测定标准曲线后加样#每孔终体积
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*

用封板膜封板后置
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温育
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后甩干)洗涤#重复
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次#

拍干*每孔加入酶标试剂
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光度*
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&孵育
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#然后同上述转染和未转染细胞洗

涤加入蛋白裂解液提取总蛋白*蛋白定量后#煮沸变性后按每

孔
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上样#经
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十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳
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&凝胶电泳后转移至
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闭
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&一抗
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抗室温孵育
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后#采用
=>3

#以
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荧光成像系统显影*

目的蛋白表达以
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.NHC#,

作为参照相对定量*
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!

:DN,+UBFF

侵袭实验
!

将上述经
Y2Y'

孵育的细胞及转

染和未转染细胞按
$b$%

7

"孔接种于铺有去细胞因子基质胶

的
10

孔
:DN,+UBFF

嵌套$滤膜孔径为
/

&

R

&中#上室加入不含

血清的高糖
8X=X

培养基#下室均加入含
$%̀

胎牛血清的完

全培养基#孵育
/O

后#苏木素染色#显微镜下计数穿膜细胞*
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统计学处理
!

应用
Y?YY$$&%

统计软件进行数据分析#

数据以
Ff:

表示#采用方差分析和
5

检验*以
!

$
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为差

异有统计学意义*
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结
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果
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表达的影响
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光显示转染
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后#
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细胞
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及
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表达明显下降#

AB+CBD,EF"C

也显示沉默
>8;$-

表达后#

:]5.
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表达也明显减少*转染
+#@4I.GBHC"D

$空载体&组与未

转染对照组
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(

呈现相对高表达#二者间表达水平比较差

异无统计学意义$图
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+#@4I.>8;$-

转染对
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表达的影响

D&D

!

+#@4I.>8;$-

转染对
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分泌的影响
!
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检测

显示#转染
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#沉默
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细胞
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表达

后#其培养上清液中
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水平明显降低'$
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学意义'$

7$%f77

&

JM

"

R3@:&

$

0/7f'/

&

JM

"

R3

#

!

%

%&%7

(*

D&E

!

+#@4I.>8;$-
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信号通路活化的

影响
!

转染
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#沉默
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高#两组比较差异无统计学意义$
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AB+CBD,EF"C

%

6

!

AB+CBD,EF"C

相对定量*

N

!

!

$

%&%7

图
1

!!

+#@4I.>8;$-

转染对
:]5.

(

(

YRN!'

信号通路活化的影响

D&F

!

:]5.

(

"

YRN!'

信号通路对
Xg4.07

细胞侵袭性的影响

:DN,+UBFF

侵袭实验检测显示#较未转染组$

(717f$%%%

&及

+#@4I.GBHC"D

组$

(717f$%%%

&#

+#@4I.>8;$-

转染$

1)7%f

0$%

&及应用
Y2Y'

处理$

'/%%f717

&均可明显减少胃癌
Xg4.

07

细胞的侵袭数#差异有统计学意义$

!

$

%&%7

&*

E

!

讨
!!

论

!!

前期研究发现
>8;$-

表达可诱导胃癌细胞向间质细胞

表型转化#提示上皮间质转化可能在
>8;$-

调控胃癌细胞转

移)侵袭中发挥作用*因此探讨上皮间质转化相关信号机制与

>8;$-

侵袭调控间的关系#有助于进一步阐明胃癌侵袭调控

的信号生物学机制*本实验通过检测
>8;$-

对胃癌细胞

:]5.

(

产生和
:]5.

(

"

YRN!'

信号通路活化的影响#以及

:]5.

(

"

YRN!'

信号活化在胃癌细胞侵袭中的作用#探讨
:]5.

(

及其相关信号通路在
>8;$-

调控胃癌细胞侵袭性中的可能

11''
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1%$-

年
/

月第
0)

卷第
10

期



作用及机制*

本研究发现在胃癌细胞高表达
>8;$-

时#细胞
:]5.

(

的

表达及分泌均较高#而抑制
>8;$-

表达后#

:]5.

(

的表达及

分泌均明显减少#提示
>8;$-

可能对胃癌细胞
:]5.

(

的自分

泌发挥作用*尽管
>8;$-

是钙黏蛋白家族成员#通常被作为

下游蛋白受上游分子信号调节*但近来研究表明#采用
+#@.

4I

干扰技术#抑制
>8;$-

的基因表达#可抑制上游
(

.HNCB.

,#,

"

A,C

和
@N+

"

X=g

信号通路活化#进而影响胃癌细胞的侵

袭'

7.)

(

*本研究则发现#

>8;$-

高表达伴随的
:]5.

(

高表达

可增加
YRN!'

磷酸化水平#而沉默
>8;$-

表达后#在
:]5.

(

产生减少的同时#

YRN!'

磷酸化水平也显著下降#表明
>8;$-

也可介导上游
:]5.

(

"

YRN!'

信号通路活化#进而促进胃癌细

胞侵袭*

:]5.

(

"

YRN!'

信号通路在介导上皮间质转化$

B

J

#COBF#NF.

RB+B,HO

S

RNFCDN,+#C#",

#

=X:

&中发挥最重要功能'

-

(

*而
=X:

通过细胞表型向间质转化#使细胞高表达基质金属蛋白酶#从

而易于分解细胞外基质#利于细胞迁移%同时通过间质转化本

身#细胞内骨架重排#迁移能力增强也有利于细胞迁移力及侵

袭性增强'

/

(

*前期研究证实#

>8;$-

可通过诱导胃癌细胞

=X:

促进其侵袭*本研究也发现#

YRN!'

磷酸化水平与胃癌

细胞侵袭性相关#无论抑制
>8;$-

表达或直接抑制
YRN!'

活

化均可显著减少胃癌细胞侵袭*进一步证实
:]5.

(

"

YRN!'

信

号通路可能通过诱导
=X:

在介导胃癌细胞侵袭性中发挥重

要作用*

本研究发现为
>8;$-

在调节胃癌细胞侵袭性中的作用

提供了又一新的分子细胞生物学机制#较以往的研究不仅关注

分子信号机制本身#结合前期研究更进一步揭示分子信号与侵

袭终效应间的细胞生物学行为联系*但由于
(

.HNCB,#,

"

A,C

和

@N+

"

X=g

等信号通路也在
>8;$-

介导的胃癌细胞侵袭中发

挥重要作用#且细胞信号本身存在多种信号交联机制*因此进

一步深入探寻信号交联分子在其中的作用#更有助于进一步阐

明胃癌细胞侵袭转移机制*同时
>8;$-

介导上游信号通路

的活化调节是直接作用还是需要中间分子机制参与是下一个

研究目标*
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