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#摘要$

!

目的
!

探讨乌司他丁#

X&N

&对高转移人卵巢癌细胞
LK,FWCB*(

转移和侵袭能力的影响及其作

用机制'方法
!

培养
LK,FWCB*(

细胞!根据
X&N

剂量不同分为对照组及
X&N

低剂量组#

UBBX

$

P'X&N

&(中

剂量组#

FBBX

$

P'X&N

&(高剂量组#

CDBBX

$

P'X&N

&!通过划痕实验(

&5-79Y2:

侵袭实验比较
U

组
LK,

FWCB*(

细胞侵袭和转移能力%半定量
G&,*?G

结合
M29/257Q:6/

法检测
U

组
LK,FWCB*(

细胞中尿激酶型纤

溶酶原激活物#

S*#

&的表达水平'结果
!

U

组
LK,FWCB*(

细胞迁移和侵袭能力比较!差异均有统计学意义

#

!

$

B)BO

&'随着
X&N

剂量增加!

LK,FWCB*(

细胞迁移距离和穿膜细胞数均呈明显减少趋势#

!

$

B)BO

&%

S*#PGZ#

和蛋白表达水平呈明显降低趋势#

!

$

B)BO

&'结论
!

X&N

能够有效抑制人卵巢癌细胞
LK,

FWCB*(

的侵袭和转移!且抑制作用存在剂量依赖性!其机制可能与
X&N

下调
S*#

的表达有关'
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卵巢癌是发病率位居第三而死亡率最高的妇科

肿瘤&由于其早期症状不明显&早期诊断方法不成熟&

因而早期即可发生广泛转移&发现时超过
VBd

的患者

已属晚期&由于广泛的腹腔转移而无法手术根治!

C

"

*

肿瘤细胞的迁移+侵袭和对基质的降解是卵巢癌发生

转移的三大步骤!

!

"

*其中&在肿瘤细胞穿透基底膜并

降解细胞外基质的这个关键步骤中&多种蛋白酶发挥

着至关重要的作用&尿激酶型纤溶酶原激活物#

S5680,
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S*#

$就 是 其 中

之一!
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"
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乌司他丁#

S:07-9/-/07

&

X&N

$作为尿激酶抑制剂&

是一种从人类尿液中提取纯化的糖蛋白&能有效抑制

多种蛋白酶的活性&因而被广泛应用于弥散性血管内

凝血+休克和胰腺炎等疾病的治疗!

U

"

*

X&N

还具有抗

肿瘤的作用&已有研究证实其对乳腺癌+人口腔表皮

样癌+结肠癌等多种肿瘤细胞具有明显的抑制迁移和

侵袭的能力&且其机制与
X&N

抑制肿瘤细胞中
S*#

的表达有关*目前国内对于
X&N

在人卵巢癌治疗方

面的研究鲜有报道&为了研究证实
X&N

是否对人卵

巢癌细胞的迁移和侵袭有抑制作用及其机制是否与
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S*#

有关&本实验探讨了
X&N

对人卵巢癌细胞迁移

和侵袭能力的影响&以及对
S*#

表达水平的影响&为

进一步研究
X&N

对人卵巢癌的临床辅助治疗提供理

论基础*
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材料与方法

@)@

!

材料

@)@)@

!

细胞及主要试剂
!

人卵巢癌细胞系
LK,

FWCB*(

购买于中科院上海细胞库)胎牛血清和

G*N(,CDUB

购自杭州四季青生物工程材料有限公司)

B)!Od

的胰酶购于美国
"AN?K

公司)

(-/50

;

2:

购自

美国
A@

公司)

X&N

购于广东天普生化医药股份有限

公司)

#(J G212592&5-79.50

4

/-92

购自美国
*56,

P2

;

-

公司)

@52-P&-

]

&(

"5227*?G (-9/25(0\

购

自
>25P27/-9

公司)

@Z# (-5825

%

购自日本
&-+-,

G-

公司)

"

,-./07

单克隆抗体购自美国
%0

;

P-

公司)

L-:/

&(

*56/2-92N7<0Q0/65?6.8/-0:

蛋白酶抑制剂+

(,

*$G

,

(-PP-:0-7 *56/207 $\/5-./067 G2-

;

27/

和

S*#

抗体购自美国
&<25P6

公司&

LG*

偶联二抗购

自美国
(0::0

4

652

公司)

A?##99-

R

G2-

;

27/+0/

+化学

发光#

$?'

$试剂盒购自美国
*025.2?<2P0.-:

公司)其

他常用试剂均为国产分析纯试剂*

@)@)A

!

引物
!

引物用
*50P25*52P025O)B

软件设计

并经
A'#%&

比对以后委托北京华大公司合成*

S*#

上游引物%

Oh,#?&??# ##""?#"?# #&" ##,

Eh

&下游引物为%

Oh,#"#"&?&&&&""??#?#?

&",Eh

&产物长度
UDWQ

4

*

"#*@L

上游引物为%

Oh,

&#&### &&" #"???"?#"??,Eh

&下游引物

为%

Oh,#?#&"&###??#&"&#"&&"#""&,

Eh

&产物长度
!UUQ

4

*
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方法
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细胞培养
!

LK,FWCB*(

细胞接种于含
CBd

胎牛血清的
G*N(,CDUB

细胞培养液中&

EV c

恒温+

Od ?K

!

+饱和湿度的培养箱中培养&每
!

)

E

天换液*

实验所用的细胞均为处于对数生长期的细胞*

@)A)A

!

实验分组及给药
!

将处于对数生长期的
LK,

FWCB*(

细胞分为对照组和
X&N

低+中+高剂量组&对

照组加入
CBB

(

'

磷酸盐缓冲液#

*A%

$&

X&N

低+中+

高剂量组分别加入终浓度为
UBB

+

FBB

+

CDBBX

'

P'

X&N

进行处理&处理后培养
UF<

再进行后续实验*

@)A)B

!

划痕实验
!

细胞按照前述分组及各组处理方

式处理
UF<

后经
B)!Od

胰酶消化&制成
OgCB

O 个'

P'

的细胞悬液&向
D

孔板每孔中加入
!P'

细胞后放

置于
EVc

含
Od?K

!

+饱和湿度培养箱中过夜&次日

取出后用
!BB

(

'

的黄色枪头于
D

孔板中划痕&用无

血清的
G*N(,CDUB

培养液冲洗后&于显微镜下观察

并拍照*培养
UF<

后&再次于显微镜下观察并拍照&

用
NP-

;

2=

软件来测量划痕区域的细胞迁移距离*

@)A)C

!

&5-79Y2::

侵袭实验
!

(-/50

;

2:

先用冰预冷

的
G*N(,CDUB

培养基稀释成为
!)OP

;

'

P'

&按每孔

!O

(

'

加入
!U

孔板的
&5-79Y2::

小室上腔&置于
Uc

冰箱过夜&使
(-/50

;

2:

聚合成胶*次日取对数生长期

的对照组及各处理组细胞&经
B)!Od

胰酶消化后&离

心并用
G*N(,CDUB

培养基调整细胞密度至
!gCB

D

个'
P'

*上室接种
CBB

(

'

不含血清的细胞悬液&下

室加入
OBB

(

'

含
CBd

胎牛血清的
CDUB

完全培养基

起趋化作用*每组设
E

个复孔&放置
EVc

恒温+

Od

?K

!

+饱和湿度的培养箱中培养
!U<

后&弃上室液体&

擦净膜上未侵袭的细胞及
(-/50

;

2:

&经
Ud

甲醛固定

并用含
!d

结晶紫的
!d

乙醇染色&

!BB

倍光学显微镜

下选择滤膜上下左右中
O

个不同视野&计数每个视野

侵袭细胞数*

@)A)D

!

反转录
*?G

#

G&,*?G

$检测细胞中
S*#PG,

Z#

的表达
!

LK,FWCB*(

细胞按照前述分组及各组

处理方式加药处理
UF<

后&按照
&50b6:

&(

G2-

;

27/

说

明书进行总
GZ#

抽提&

`!Bc

保存备用*

Cd

琼脂

糖凝胶#含溴化乙锭$

CBBJ

电泳
COP07

后凝胶成像

系统检测
GZ#

质量&紫外分光光度计测定
GZ#

浓

度和纯度*根据
*56P2

;

-

公司反转录试剂盒说明书

反转录合成
.@Z#

&

*?G

反应体系为
!B

(

'

&包括
!g

@52-P&-

]

&(

"5227*?G (-9/25(0\CB

(

'

&

.@Z#

C)B

(

'

&上游引物#

CB

(

P6:

'

'

$

B)O

(

'

&下游引物#

CB

(

P6:

'

'

$

B)O

(

'

&添加去离子水使总体积达到
!B

(

'

*

反应条件%

WOc

预变性
CBP07

)

WOc

变性
EB9

&

OFc

退

火
EB9

&

V!c

延伸
DB9

&

E!

个循环)

V!c

最终延伸
CB

P07

*

"#*@L

作为内参*取适量
*?G

产物在
C)Od

琼

脂糖凝胶中电泳&凝胶成像系统扫描拍照&

NP-

;

2=

软件

分析并计算目的基因
S*#

'

"#*@L

的灰度比值*

@)A)E

!

M29/257Q:6/

检测细胞
S*#

的表达
!

LK,

FWCB*(

细胞按照前述分组及各组处理方式加药处理

UF<

后&迅速吸去培养液&并用冰预冷的
*A%

洗
U

次&

每孔加入
CBB

(

'

已加入
L-:/

&(

*56/2-92N7<0Q0/65

?6.8/-0:

蛋白酶抑制剂的
(,*$G

,

(-PP-:0-7*56,

/207$\/5-./067G2-

;

27/

&冰上放置
EBP07

&间隔摇晃

几次)用乙醇处理过的细胞刮子将裂解的细胞刮下

来&转移至
C)OP'

离心管*冰上超声裂解细胞
DB9

&

冰上放置
COP07

)

CEBB5

'

P07

+

Uc

离心
EBP07

&吸取

上清至另一洁净离心管中&分装后保存于
F̀Bc

*提

取的蛋白采用
*025.2

公司的
A?#*56/207#99-

R

G2-,

;

27/+0/

进行定量*蛋白变性后取
UB

(

;

于
C!d

十二

烷基硫酸钠
,

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

%@%,*#"$

$上先

FBJ

电泳
C<

&再
C!BJ

电泳
U<

&电泳结束后&用湿转

法将蛋白质转移到以聚偏氟乙烯#

*J@>

$膜上)取下

*J@>

膜用丽春红
%

染色&观察转膜效率*用含
Od

脱

脂牛奶的
,

三乙醇胺缓冲盐水#

&A%&

$室温封闭
!<

)加
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年
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月第
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卷第
W

期
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#

%显微镜下各组
LK,FWCB*(

细胞转移能力#

gCBB

$)

A

%

U

组细胞迁移能力柱形图-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与低剂量组比较)

.

%

!

$

B)BO

&与中剂量组比较

图
C

!!

各组
LK,FWCB*(

细胞转移能力比较

!!

#

%显微镜下各组
LK,FWCB*(

细胞侵袭能力#

g!BB

$)

A

%

U

组细胞侵袭能力柱形图)

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与低剂量组比较)

.

%

!

$

B)BO

&与中剂量组比较

图
!

!!

各组
LK,FWCB*(

细胞侵袭能力比较

入稀释的一抗&

Uc

冷室中轻摇过夜&次日
&A%&

洗
E

次&每次
CBP07

)加入
&A%&

稀释的二抗&室温孵育
!<

&

&A%&

洗
E

次&每次
CBP07

)增强型
$?'

试剂盒进行

$?'

检测&

[

光片压片+显影+定影*

@)B

!

统计学处理
!

采用
%*%%CD)B

统计软件进行分

析&计量资料以
:eG

表示&组间比较采用
6

检验)相关

性采用
%

4

2-5P-7

相关分析&以
!

$

B)BO

为差异有统

计学意义*

A

!

结
!!

果

A)@

!

X&N

对人卵巢癌细胞
LK,FWCB*(

转移能力的

影响
!

划痕实验结果显示%与对照组相比&随着
X&N

浓度增加&细胞迁移能力呈明显减弱趋势&各组间比

较差异有统计学意义#

!

$

B)BO

$&见图
C

*

A)A

!

X&N

对人卵巢癌细胞
LK,FWCB*(

侵袭能力的

影响
!

LK,FWCB*(

细胞经不同浓度
X&N

处理后行

&5-79Y2::

实验&结果显示%细胞经
X&N

处理后&穿过

人工基底膜的细胞数明显减少&侵袭能力受到明显抑

制&且呈浓度依赖&各组间比较差异有统计学意义

#

!

$

B)BO

$&见图
!

*

A)B

!

X&N

对
S*# PGZ#

表达水平的影响
!

G&,

*?G

结果显示%随着
X&N

浓度的升高&

S*# PGZ#

的相对表达水平逐渐降低&各组间比较差异均有统计

学意义#

!

$

B)BO

$&见图
E

*

A)C

!

X&N

对
S*#

蛋白表达水平的影响
!

各处理组

细胞
S*#

的蛋白表达水平较对照组明显降低&随着

X&N

浓度的升高&表达水平逐渐降低&差异均有统计

学意义#

!

$

B)BO

$&见图
U

*

!!

C

%对照组)

!

%低剂量组)

E

%中剂量组)

U

%高剂量组)

#

%

*?G

产物琼

脂糖电泳条带)

A

%各组细胞
S*#

灰度值与
"#*@L

灰度值的比值柱形

图)

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与低剂量组比较)

.

%

!

$

B)BO

&与中剂量组比较

图
E

!!

各组
LK,FWCB*(

细胞
S*#PGZ#

表达水平比较

!!

C

%对照组)

!

%低剂量组)

E

%中剂量组)

U

%高剂量组)

#

%

M29/257Q:6/

蛋白条带)

A

%各组细胞
S*#

灰度值与
"

,-./07

灰度值的比值柱形图)

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与低剂量组比较)

.

%

!

$

B)BO

&与

中剂量组比较

图
U

!!

各组
LK,FWCB*(

细胞
S*#

蛋白表达水平比较

B

!

讨
!!

论

!!

卵巢癌之所以是死亡率最高的妇科肿瘤&其最主

要的原因就是其转移和复发率高*目前&传统的根治
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年
O

月第
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卷第
W

期



性手术联合辅助性化疗仍是临床上治疗卵巢癌的基

本方法!

O

"

*但由于高转移率及化疗的毒副反应&患者

的生存率并没有提高*因此&探索卵巢癌侵袭转移的

机制&从而有效地控制卵巢癌细胞转移&找到一种既

能抑制卵巢癌细胞转移&又安全有效的药物&对改善

卵巢癌患者的预后&提高其生存率具有重要的临床

意义!

D

"

*

近年来&

S*#

系统在肿瘤转移中的作用成为科学

家们研究的热点&已有大量实验证实在乳腺癌+宫颈

癌+卵巢癌+肺癌+口腔癌+结肠癌和前列腺癌等恶性

肿瘤及其转移瘤中
S*#

的表达水平均比正常组织和

良性肿瘤细胞要高!

V

"

*

S*#

在卵巢癌的转移中也发

挥着至关重要的作用&邹存华等!

F

"对卵巢癌
LK,

FWCB*(

细胞的研究结果显示
S*#

所激活的纤溶系

统在卵巢癌发生+发展过程中起重要作用*

HL#Z"

等!

W

"的研究结果发现&卵巢癌中
S*#

的阳性率和血

清学浓度均明显高于卵巢良性肿瘤和正常卵巢组织&

S*#

的表达和卵巢癌的病理分期和远处转移具有相

关性*

+KZ$?ZI

等!

CB

"对卵巢癌的研究表明&

S*#

的表达水平可以作为判断卵巢癌预后的独立因子&

S*#

低表达患者的肿瘤无进展生存期和
O

年生存率

高于高表达患者*本研究中检测到
LK,FWCB*(

细

胞侵袭能力与细胞中
S*# PGZ#

表达水平和
S*#

蛋白表达水平呈正相关&通过抑制细胞中
S*# PG,

Z#

和
S*#

蛋白表达水平可以明显抑制细胞的侵袭

转移能力&这进一步证实
S*#

在卵巢癌的侵袭转移

中发挥着重要作用*

在深入探讨
S*#

对卵巢癌侵袭转移作用的同

时&课题组也在思考能否通过抑制
S*#

表达从而达

到抑制卵巢癌转移的目的*本实验中用到的
X&N

就

是一种新型的
S*#

抑制剂*

X&N

一种从人类尿液中

分离纯化的尿胰蛋白酶抑制剂&能有效地抑制多种蛋

白酶的活化&已被广泛应用于弥散性血管内凝血+休

克和和胰腺炎等炎症性疾病的治疗*

X&N

还具有抗

肿瘤的作用&已有研究证实其对乳腺癌+人口腔表皮

样癌+结肠癌等多种肿瘤细胞具有明显的抑制迁移和

侵袭的能力*目前国内外多个课题组认为其机制与

X&N

抑制肿瘤细胞中
S*#

的表达有关*杨超文等!

CC

"

对体外肝癌细胞的研究中发现&当
X&N

的浓度达到

DBBX

'

P'

时&肝癌细胞
%+,L$*,C

细胞中
S*#

的

PGZ#

和蛋白表达均减少&且随
X&N

浓度增加到
WBB

X

'

P'

时&

S*#

可能即是
X&N

作用的直接靶点或其

下游靶点&从而发挥抑制肝癌细胞迁移和转移的作

用*本文作者曾对高转移性绒毛膜癌细胞体外研究

也显示
S*#

的表达水平与绒毛膜癌细胞的体外侵袭

转移密切相关&且
X&N

可以通过降低
S*#

的表达水

平从而有效抑制绒毛膜癌细胞的转移!

C!

"

*

+KA#,

I#%LN

等!

CE

"对卵巢癌的研究中发现
X&N

的
Z,

末端

是
X&N

与肿瘤细胞结合位点&其
?,

末端则是抑制肿

瘤转移的部位*然而&

X&N

抑制肿瘤细胞转移和侵袭

的机制及
X&N

作用的靶点却仍不明确*鉴于国内对

于
X&N

在人卵巢癌治疗方面的研究鲜有报道&本实

验以高转移人卵巢癌细胞
LK,FWCB*(

为研究对象&

以证实
X&N

是否对人卵巢癌细胞的侵袭转移有抑制

作用及其机制是否与
S*#

有关*

本实验中&划痕实验结果显示
X&N

能够有效地

抑制
LK,FWCB*(

细胞的转移&且与
X&N

的浓度相

关)预铺
(-/50

;

2:

的
&5-79Y2::

小室充分模拟了天然

基底膜结构&侵袭实验结果显示
X&N

能明显抑制

LK,FWCB*(

细胞的侵袭性&且抑制作用与
X&N

的浓

度相关*为了进一步探讨其转移和侵袭的机制&本研

究用
G&,*?G

和
M29/257Q:6/

方法检测了
S*#

的表

达情况&随着
X&N

浓度的逐渐增加&

S*#

的
PGZ#

和蛋白表达水平均逐渐降低&呈剂量依赖性&说明

X&N

抑制卵巢癌细胞侵袭转移可能是通过抑制细胞

中
S*#

的
PGZ#

和蛋白表达来实现的*

由于
X&N

来源于人体&抗原性小&对机体毒副反

应小&不同于常规化疗药物&有开发为安全有效的抗

肿瘤药物的潜力&

X&N

有望通过下调卵巢癌细胞
S*#

的表达抑制卵巢癌的转移&减少常规化疗药物的用

量&缓解化疗的毒副反应&改善预后*

%KZ"

等!

CU

"对

肝癌细胞的研究已经表明抗肿瘤药物表柔比星联合

X&N

应用可以明显改善肝癌预后*而本研究应用
X&N

干预
LK,FWCB*(

细胞后&细胞中
S*#

的表达水平下

降&且与
X&N

剂量负相关&同时其迁移和侵袭能力也呈

下降趋势&由此推测其作用机制可能与
X&N

下调了与

卵巢癌侵袭转移密切相关的
S*#

基因表达有关&为

X&N

用于卵巢癌辅助治疗用药提供了理论依据和可能

性&但具体作用机制还需进一步研究*
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