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对骨肉瘤细胞黏附和迁移的作用
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摘 要!%目的& 研究溶血磷脂酸!

-73(E0(3E0,F1G15 ,51G

"

H=B

'在骨肉瘤细胞黏附和迁移中的
作用及其相关分子机制( %方法& 通过黏附和划痕实验观察细胞黏附和迁移能力#

I!=/J

和
K23F2*+ L-(F

检测骨肉瘤细胞系
MN6!O?

"

P,4P!!

"

Q4P!ROD?S

中溶血磷脂酸受体)

-73(E0(3E0,!

F1G15 ,51G *252EF(*

"

H=BJ

'的表达"分析
H=BJ

的表达与肿瘤细胞迁移侵袭之间的关系#黏附
和划痕实验检测

H=B

处理后对骨肉瘤细胞黏附和迁移的影响#

K23F2*+ T-(F

检测
H=B

对骨
肉瘤细胞黏附和迁移相关信号通路蛋白的影响( %结果& 细胞黏附和迁移能力检测结果显示
N6!O?

细胞的黏附和迁移能力最强"

P,4P!!

细胞黏附和迁移能力最弱( 细胞中
H=BJ

检测结
果显示

N6!O?

*

P,4P!!

*

Q4P!ROD?

三株细胞中
H=BJ9

*

H=BJ!

*

H=BJ?

均有不同程度的表达"

其中
N6!O?

细胞中
H=BJ9

*

H=BJ!

*

H=BJ?

表达均为最高(

H=B

处理
P,4P!!

细胞后"其黏附
和迁移能力均明显下降#

K23F2*+ T-(F

结果显示
H=B

处理后 "

P,4P!!

细胞中
=>?@

*

E!B@C

*

/U&&

表达均明显上调( %结论&

H=B

可能主要通过
=>?@AB@C

通路促进骨肉瘤细胞黏附和迁移(
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骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤之一"是 一种起源于间叶组织的恶性肿瘤" 以能产生骨样组

织的梭形基质细胞为主要特征"多发于
9"g!"

岁的

青少年人群"其具有发病率高"转移率较高"且发展

迅速"预后差等特点%

9

"

!

&

( 目前骨肉瘤治疗多采用手

术联合化疗方案"但是预后较差"患者
%

年生存率仅

?!"
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溶血磷脂酸%

+,-./0.-/0123435 1534

"

678

&是细胞

内磷脂类生物合成的关键性前体" 溶血磷脂的活性

成分之一"是迄今为止发现的一种最小'结构最简单

的磷脂!

%

"

(

#

$

678

作为一种重要的细胞间的磷脂类信

使" 在正常生理状态下可以激活
"

蛋白耦联受体"

促进细胞有丝分裂'影响细胞形态等作用!

9

#

$ 近年来

多项研究发现癌变组织中
678

的表达远高于正常

组织"

678

在血清中的含量可作为卵巢癌' 骨癌'子

宫内膜癌以及宫颈癌等肿瘤诊断的早期标志或预后

指标"也有报道称
678

参与了肿瘤发生的多个过程"

而且能够直接影响肿瘤细胞的侵袭和转移能力!

):;"

#

$

目前"

678

在骨肉瘤侵袭和转移过程中作用的相关

研究仍少见报道"本文通过研究
678

与骨肉瘤黏附

迁移的关系"揭示
678

在骨肉瘤侵袭和转移过程中

的作用以及内在的分子机制" 为骨肉瘤的早期诊断

和分子治疗提供一定的指导意义$

;

材料与方法

!"!

试 剂

骨肉瘤
<=#(*

'

>1?>#!

'

@?>#)(A*

细胞株"购自

中科院上海细胞所(

678

购自北京基尼亚生物技术

有限公司(

B<C<

培养基 '

DE>

'

"F!%'GH,/-3I

购自

美国
@,5+.IJ

公司(

KGLM7NK

试剂盒购自
21O1H1

公

司(

678K;

'

678K!

'

678K*

单抗购自美国
8P51Q

公

司(

7R*S

多抗'

8SG

多抗'

/#8SG

多抗'

NB&&

多抗'

鼠抗
!#1523I

单抗购自美国
7H.2J3I2J50

公司(辣根过

氧化酶标记的羊抗兔' 羊抗鼠抗体购自北京中杉金

桥公司$

!"#

仪 器

倒置显微镜)日本
>.I,

公司(

N?

!

细胞孵箱)美

国
G0JHQ. D3-0JH

公司( 垂直电泳蛋白转印系统)北

京六一(超净工作台)苏州安泰公司(凝胶成像系统)

美国
E3.#K14

公司$

!"$

方 法

;F*F;

黏附实验

无血清培养基将
<12H3=J+

配置成
"F"&"=T"+

"每

孔
%U"+

铺于
$(

孔板中" 于培养箱中
*UQ3I

使其凝

固"用无血清的培养液
;UU"+

加入
$(

孔板中洗去多

余的
<12H3=J+

" 按每孔
&$;U

& 细胞接种到铺有
<1#

2H3=J+

胶的
$(

孔板中" 设置
*

次重复" 于
*9%

'

%V

N?

!

培养箱中培养
!0

" 用
7E>

轻轻洗去未黏附细

胞"每孔加入
;U"+ NNS#)

"继续培养
&0

"在酶标仪

&%UIQ

处测定吸光值$

;F*F!

划痕实验

按每孔
&$;U

( 细胞接种到
(

孔板中" 于
*9%

'

%' N?

!

培养箱中培养过夜"待其良好贴壁"用枪头

在细胞中央小心划痕"

7E>

清洗
*

次去除划下的细

胞"加入
!Q+

无血清培养基于
*9%

'

%' N?

!

培养箱

中培养"

!&0

后取样拍照$

;F*F* M#7NK

和
WJ-2JHI E+.2

检测细胞中
678K

的

表达

收集细胞"

7E>

吹打清洗
!

次" 加入按每
;$;U

(

个细胞
;Q+

的体积加
GH3X.+

试剂提取
KY8

$ 根据

KGL7NK

试剂盒说明书操作" 检测细胞中
678K;

'

678K!

'

678K*

的
QKY8

表达$

收集细胞"

7E>

吹打清洗
!

次" 加入按每
;$;U

(

个细胞
;Q+

的量加
KR78

细胞裂解液" 高速低温离

心取上清$

EN8

染色法测定蛋白质浓度"

WJ-2JHI

E+.2

检测细胞中
678K;

'

678K;

'

678K;

蛋白的表

达"抗体稀释比例%

678K;

'

678K!

'

678K*

)

;&;UUU

(

!#1523I

)

;&;UUU

&$

;F*F& 678

处理
>1?>#!

细胞

用去离子水溶解
678

"配制成的
;UQQ.+T6

的储

存液"

&%

待用$ 取生长处于对数期的
<=#(*

'

>1?>#

!

'

@?>#)(U*

细胞"铺设
(

孔板"标记为
678

处理和

空白对照组两组"待细胞良好贴壁后进行处理$

678

处理组用
;U"Q.+T6

的终浓度处理细胞"空白对照组

添加等体积的培养基"处理
!&0

后用胰酶消化细胞"

计数"进行后续黏附和迁移实验$

;F*F% WJ-2JHI E+.2

检测细胞内黏附和迁移相关蛋白

表达

收集细胞"

7E>

吹打清洗
!

次" 加入按每
;';U

(

个细胞
;Q+

的量加
KR78

细胞裂解液" 高速低温离

心取上清 "

EN8

染色法测定蛋白质浓度 "

WJ-2JHI

E+.2

检测细胞中蛋白的表达" 抗体稀释比例%

7R*S

)

; &;UUU

(

8SG

)

; &;UUU

(

/#8SG

)

; &!UUU

(

NB&&

)

; &;UUU

(

!#1523I

)

;&;UUU

&$

!"%

统计学处理

实验所有数据均采用
>7>>;9FU

软件进行统计

学处理和
ZH1/0/14 /H3-Q %

作图" 计量资料比较采

*!;
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/2-- -1+2 =>?@9 =>?@! =>?@A

B6!CA ";"9D!"";"A9 ";"9C!"";"!9 ";"9E&"";""%

F,4F!! G;"99C"";"9! ";"99!"";"9A ";"9"&"";""&

H4F!DC"A ";"9!A"";"9" ";"9!!"";""$ ";"99E"";""A

!"#$%& ' ()* %*+$,-+ ./ +0%1-0) ./ .+-*. +1%21 0*,,+

用
I

检验!

>J";"%

为差异有统计学意义"

!

结 果

'34

黏附实验检测结果

黏附实验检测结果显示骨肉瘤细胞
B6!

CA

#

F,4F!!

和
H4F!DC"A 4K&%"

分别为
";DC"

";"C

#

";&9"";"9

#

";%9"";"!

!三组细胞
4K

&%"

比

较差异有统计学意义!

B6!CA

细胞的黏附能

力 明 显 高 于
F,4F!!

#

H4F!DC"A

细 胞 $

L M

!!;9$&

!

9C;C"!

!

>

均
J";"9

%!见
I16)*2 9

" 划痕

实验检测结果显示骨肉瘤细胞
B6!CA

!

F,4F!

!

!

H4F!DC"A

中
B6!CA

细胞的迁移能力明显

高于其他两株细胞$见
I16)*2 !

%"

'3' N!>/@

和
O23L2*+ P-(L

结果

骨 肉 瘤 细 胞
B6!CA

细 胞 中
=>?@9

#

=>?@!

#

=>?@A

的
Q@<?

相对表达水平明显

高于
F,4F!!

#

H4F!DCGA

细胞$

>JG;G%

%" 三株

细胞中
=>?@9

的表达均高于
=>?@!

#

=>?@A

$见
R,S-2 9

#

I16)*2 A

%"

'35 678

对细胞黏附和迁移能力的作用

选用黏附和迁移能力较弱的细胞
F,4F!!

进行
=>?

处理!检测
=>?

处理前后细胞黏附

和迁移能力的变化!黏附实验结果显示!

=>?

处理后
F,4F!!

细胞黏附能力明显上升 $见

I16)*2 &

%& 划痕实验结果显示
=>?

处理后

F,4F!!

细胞迁移能力明显上升 $见
I16)*2 %

%!

=>?

促进骨肉瘤细胞
F,4F!!

的黏附和迁移"

'!9

黏附和迁移相关蛋白表达情况

O23L2*+ P-(L

检测黏附和迁移相关蛋白表达!结

果显示
=>?

处理后 !

F,4F!!

细胞中
>TAU

#

V!?UR

#

:";$%* 4 <)* %*+$,- ./ 1=)*+">*?*++ ./ .+-*.+@%0.2@ 0*,,+

B6!CA H4F!DCGAF,4F!!

>JG;G9

>JG;G9

9;G

G;D

G;C

G;&

G;!

G

4
K

&
%
G

W
,
-
)
2

B6!CA H4F!DCGAF,4F!!

<@A,* B C.2D1%"+.? ./ 678EB

!

678E' 1?= 678E5 2EF8

*GD%*++".?+ "? .+-*.+1%0.21 0*,,+

:";$%* 5 HGD%*++".? ./ 678EB

!

678E' 1?= 678E5

D%.-*"? "? .+-*.+1%0.21 0*,,+

:";$%* 9 ()* %*+$,- ./ 1=)*+">*?*++ ./ .+-*.+1%0.21

0*,, I1JK"' 1/-*% 6L8 -%*1-2*?-

B6!CA

H4F!DCGA

F,4F!!

=>?@9

=>?@!

=>?@A

!!,5L1+

>JG;G9

F,4F!! =>?XF,4F!!

9;G

G;D

G;C

G;&

G;!

G

4
K

&
%
G

W
,
-
)
2

A!!
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./&&

表达明显上调!见
012345 6

"#

7

讨 论

肿瘤转移是一个涉及到多种内外因素的复杂过

程$肿瘤的转移性是临床上肿瘤治疗的难题之一#肿

瘤细胞黏附能力下降从原发灶脱离转移到全身$肿瘤

细胞的黏附和迁移与细胞内基因的突变有密切关系$

从基因层面上有效抑制肿瘤细胞的黏附和降低肿瘤

细胞的迁移能力是从解决肿瘤问题的关键所在%

88

$

8!

&

#

本研究通过检测骨肉瘤细胞的黏附和迁移能力$结

果显示
92!67

细胞的黏附和迁移能力最强$

'()'!!

细胞黏附和迁移能力最弱$这与马骁 %

87

&的研究结果

一致# 我们检测了骨肉瘤细胞
92!67

'

'()'!!

'

:)'!

;6"7

中
*+,

受体的表达$ 结果显示
92!67

细胞中

*+,<8!7

的表达明显高于其他细胞株$ 说明骨肉瘤

细胞的黏附和迁移能力可能与
*+,

的作用相关# 本

研究选用黏附和迁移能力较弱的
'()'!!

细胞进一

步检测了
*+,

与骨肉瘤细胞黏附和迁移的关系$探

讨
*+,

在骨肉瘤的转移进程中的作用$ 为骨肉瘤的

临床诊断和分子治疗提供一定的指导意义#

临床研究发现
*+,

的存在大大加剧了肝癌'骨

癌'子宫癌及胰腺癌等多种癌症的恶性化程度$研究

表明
*+,

主要通过影响肿瘤细胞的黏附和迁移能

力而促进肿瘤的发生发展%

8&

$

8%

&

#

*+,

能够通过诱导

=>0<

的磷酸化而影响基质金属蛋白酶的表达$进

而促进肿瘤细胞运动能力#另外$

*+,

也能够通过促

进肿瘤间质细胞分泌
?@0!!

'

A*!;

'

A*!6

等趋化因子$

最终表现为促进肿瘤细胞的黏附和迁移能力 %

8%B8C

&

#

*+,

也可以通过磷酸化而激活细胞骨架蛋白肌动

蛋白相关蛋白$引起肿瘤细胞运动能力的增强$同时

通过改变肿瘤细胞骨架结构$ 调节细胞形态等方式

来调控肿瘤细胞的迁移%

8%

&

# 本研究通过黏附和划痕

实验检测了
*+,

处理后骨肉瘤细胞黏附和迁移能

力的变化$结果表明
*+,

能够促进骨肉瘤细胞的黏

附和迁移#

人
./&&

基因位于
88

号染色体$属于
"

型跨膜

糖蛋白$在大多数真核细胞表面都有表达$在细胞的

黏附'迁移及转移过程中起着重要的作用%

8;

$

8$

&

# 大量

研究表明$

./&&

分子在恶性肿瘤细胞中高表达$而

在良性或转移性低的肿瘤细胞中低表达$ 而且其表

达水平的高低与患者预后情况密切相关%

!D

$

!8

&

#

+A7EF

,E?

信号通路是细胞内重要信号转导通路之一$通

过影响下游多种效应分子的活化状态$ 在细胞内发

挥黏附'迁移和增殖等关键作用$与人类多种肿瘤的

发生发展密切相关%

!!

$

!7

&

#

+A7E

在整合素介导的侵袭

信号传递中是必要的分子$如在前列腺癌中
+A7E

可

以介导整合素
!G#7

驱动的侵袭$ 而在卵巢癌中$

,HI!

过表达可以借助
$

型胶原蛋白上调整合素
#8

进而使肿瘤细胞的侵袭和转移特性增强# 目前已有

学者研究通过调节
+A7EF,HI

信号通路抑制肉骨瘤

耐药细胞的增殖$

+A7EF,HI

逐渐成为肉骨瘤靶向治

疗的研究热点#我们的研究发现
*+,

处理后
'()'!!

细胞中黏附和迁移相关蛋白
./&&

的表达明显上

调$进一步对
*+,

促进骨肉瘤细胞黏附和迁移的分

子机制的探索发现$

*+,

处理后
+A7E

和
J!,E?

的

!";$%* < =*,1-*> ?%.-*": *@?%*++".:+ /.% A>)*+".:

A:> 2";%A-".:

'()'!! *+,-'()'!!

J!,E?

,E?

./&&

#!(KI1L

7!7
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期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;!%8<(;&

表达均明显上调!

=>?

可能主要通过
>@ABC?BD

通

路来促进骨肉瘤细胞的黏附和迁移"

综上所述!

=>?

主要通过
>@ABC?BD

信号通路

调节黏附和迁移相关蛋白
/E&&

的表达而影响骨肉

瘤的黏附和迁移! 为骨肉瘤的基因治疗以及临床基

因联合诊断的提供一定的指导意义"
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