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摘 要!%目的& 探讨黏蛋白
8>

!

<=.8>

'对人胆囊癌细胞
;3A

增殖(侵袭(转移的影响以及
可能的分子机制) %方法& 通过慢病毒转染体系" 构建过表达

<=.8>

的人胆囊癌细胞株
;3A

"以及空病毒质粒转染细胞*

<BB

实验检测过表达
<=.8>

对细胞体外增殖能力的影响#

划痕实验和
B)+*2C1,,

迁移小室实验检测过表达
<=.8>

对细胞体外迁移和侵袭能力的影
响# 黏附实验检测过表达

<=.8>

对细胞黏附能力的影响#

D12E1)* F,'E

检测
<=.8>

调控
;3A

细胞生物学行为可能的通路机制*%结果&

<=.8>

过表达细胞系生长速度明显高于对照
组+

G!H:"%

'#并且
<=.8>

转染
;3A

细胞系体外迁移能力,划痕愈合能力以及黏附能力均较
空质粒对照组细胞增强 !

G!":"%

'#

<=.8>

可明显提高
<<G!

(

<<GI

(

J"KLE

蛋白的表达以及
GMNO

激酶的活性!

G!H:H%

'* %结论&

<=.8>

可以通过激活
GMNOPKLE

信号通路"增加胆囊癌细
胞体外的增殖(侵袭以及转移能力*

主题词!黏蛋白
8>

#胆囊肿瘤#增殖#侵袭#

GMNOPKLE

信号通路
中图分类号!

QIN%:@
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号
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收稿日期!

!H#@RH#RHN

$修回日期!
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胆囊癌在西方国家较为少见" 但是我国胆囊癌

尤其是女性胆囊癌的发病率一直居高不下" 甚至呈

逐年上升趋势%

#

&

* 由于胆囊癌早期临床症状不明显"

诊断较为困难"易出现漏诊(误诊#加之胆囊癌恶性

程度高(病情发展迅速(预后差"大多数患者确诊时

已发生淋巴结转移"错过了手术的最佳时机"因此"

胆囊癌患者预后极差"死亡率较高%

!

&

* 迄今为止胆囊

癌的发病机制仍不明确"而且发病隐匿"缺少特异性

临床标志物"大大增加了早期诊断和治疗的困难"因

此提高胆囊癌的早期诊断率一直是肿瘤学领域研究

?N>
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的重点!

&

"

# 近些年$黏蛋白%

'()*+

&

,-.

'在肿瘤发生

发展过程中的作用逐渐引起人们的关注!

/

"

#

,-.

是

一类由分泌上皮细胞分泌的( 具有单次跨膜结构的

高度糖基化蛋白&在调控信号转导通路(免疫应答等

生理病理过程中具有双重作用!

%

"

#

,-.01

基因是位

于染色体
0$20&3!

位点上的不均一黏蛋白& 是卵巢

癌特异性诊断标志物 # 目前关于胆囊癌细胞和

,-.#1

之间的关系研究较少# 本研究通过采用慢病

毒系统& 建立
,-.#1

过表达及干扰细胞系& 探讨

,-.#1

对胆囊癌
456

细胞株生物学行为的调控作

用 以 及 对 磷 脂 酰 肌 醇
& 7

激 酶 )

289:289*+9:*;9<&!

=*+>:?

&

@A&B

*

CD=;

信号通路的调控作用& 为胆囊癌

诊断和治疗提供潜在的靶点+

#

材料与方法

!"!

受试细胞

人
456

胆 囊 癌 细 胞 来 源 于
D'?E*)>+ FG2?

.(<;(E? .9<<?);*9+

)

DF..

*细胞库#

!"#

主要试剂

小干扰
H4D

和
@.H

引物由上海生工生物工程

有限公司合成并提供,

I.D

蛋白浓度测定试剂盒购

自中国博士德生物工程有限公司,

)J4D

合成试剂

盒( 荧光定量
@.H

试剂盒购自美国
5'?K>

生物公

司,人磷酸肌醇
&

激酶活性
LMAND

检测试剂盒购自

上海信然实业有限公司,

O?:;?E+ P<9;;*+K

检测系统

购自
D'?E:8>'! @8>E'>)*>

公司+

J,L,

高糖细胞培养基购自美国
Q*P)9

公司,

胰蛋白酶
7LJFD

细胞消化液)

R3!%S

*购自北京钮因

华信科技发展有限公司,

TIN

胎牛血清和链霉素
7

青

霉素双抗购自美国
F8?E'9T*:8?E

公司,

FE*U9<

购自美

国
A+V*;E9K?+

公司,

JL@.

购自美国
N*K'>

公司,

&"S

W

!

5

!

购自上海碧云天生物技术有限公司,磷酸盐缓

冲液(氯仿(异丙醇(无水乙醇购自国药集团化学试

剂有限公司, 生理盐水购自安徽双鹤药业有限责任

公司+

质粒
2) J4D&30!,-.01!'G)

(过表达慢病毒质

粒
2 Q.!T-!,-.01!QT@

及
,-.01

过表达(干扰慢

病毒均由上海吉凯基因化学有限公司构建并鉴定+

,,@!!

(

,,@!X

(

2!DBFCDBF

(

@FL4

抗 体 购 自

.?<< N*K+><*+K F?)8+9<9KG

公司,

!!>);*+

一抗购自美

国
N*K'>

公司+

!"$

主要仪器

L22?+Y9EZ %/!X H

台式高速冷冻离心机& 德国

L22+Y9EZ

,

[I!.[!0%""T\

超净工作台&苏州佳宝净化

工程设备有限公司,实时定量
@.H

仪&美国
,[ H?!

:?>E)8

公司,

-]!^RRR

紫外分光光度计&上海精密仪

器仪表公司,

*,>=?

多功能酶标仪& 日本
I*9!H>Y

公

司,

.\/0

倒置光学显微镜和
5MN/0RR

激光共聚焦

显微镜&日本奥林巴斯医疗公司,电子分析天平&上

海玉研科学仪器有限公司,

D'?E:8>'

电泳仪& 瑞典

I*9:)*?+)?

公司, 恒温水浴摇床和
_.6!/RJ

型转移

电泳槽&北京六一仪器厂,

T<(9E.8?' T.&

凝胶成像

数码分析系统&美国
@E9;?*+N*'2<?

公司+

!"%

实验方法

03/30

细胞培养

将
456

细胞培养在含有
0RSTIN

的
J,L,

培

养基中& 将细胞置于
&X"

&

%S.5

!

细胞培养箱中进

行培养+

!/`/^8

更换培养液&

/^8

传代
0

次+

03/3!

慢病毒载体构建

委托上海吉凯基因化学公司进行全长
,-.01

真核表达质粒)

2) J4D&30!,-.01!'G)

*和慢病毒表

达质粒)

<?+;*!,-.01!QT@

*+

03/3&

细胞转染

提前
0Y

在相应备行转染的
1

孔板上接种
%#0R

^

个细胞&培养
!/`/^8

后&在
!'< L@

管中分别加入适

量生理盐水&然后按照
@LA

试剂说明书&分别加入相

应质粒和
@LA

液& 混匀& 室温放置
0R'*+

, 随即在

J4D

溶液中加入
@LA

液& 振荡混匀后& 室温放置

0R'*+

,将上述两种溶液吹打混匀&室温放置
&R'*+

,

并将混匀后的脂质体
7

质粒
J4D

复合液滴加至细

胞表面& 置于
&X"

&

%S.5

!

细胞培养箱中培养
!/`

/^8

+提取细胞
H4D

及蛋白&验证目的基因表达情况

及转染效率+

03/3/

慢病毒感染

将
456

细胞接种至
1

孔板中&待细胞汇合率为

%RS`1RS

时加入采用无血清的
J,L,

培养液稀释

的慢病毒液
a,5Ab0"`&"c

+

^8

后&更换细胞培养液&

加入含有
#RSTIN

的
J,L,

培养液+

#3/3% ,FF

法检测
,-.#1

过表达细胞系对
456

细胞增殖活性的影响

将
#RR"<

慢病毒感染后
,-.#1

稳转细胞和对

/&X
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照
<=>

细胞接种至
$?

孔板中!每孔
@

板!

@

个细胞!

每孔加入
8""!,

含
8"A=BC

的
DEFE

培养液!每隔

!G/

选择
?

个重复孔加入
!"!, EHH

!置于
@I!

!

%A

.3

!

细胞培养箱中孵育
G/

后!弃除上清液!每孔加

入
!""!, DEC3

!置于振动器上震动
%J0*

!置于显微

镜下观察无紫色结晶物"将
$?

孔板放置于
G%"

酶标

仪上!检测波长为
%I"*J

!参比波长为
G%"*J

处的

吸光光度值#

3D

值$!计算平均值%

8:G:?

划痕实验

将
;3K

细胞接种至
8!

孔板中! 待细胞汇合率

为
%"AL?"A

时!弃去培养基!用
!""!,

黄枪尖划痕!

加入新鲜培养基! 每隔
!G/

置于倒置显微镜下观察

拍照"

8:G:I

迁徙与侵袭实验

采用胰蛋白酶消化细胞!将细胞置入离心管中!

离心!弃上清&加入无血清的
DEFE

重悬&调整细胞

浓度为
@"8"

@ 个
MJ,

%将
#J,

人
;3K

胆囊癌细胞单层

接种到
?

孔板中由胶原包被的
N)+*2O1,,

小室中!内

部小室中放入无血清的
DEFE

!外部小室中放入含

有
8"A=BC

的
DEFE

培养液!置于
@I!

!

%A.3

!

细

胞培养箱中孵育
I!/

&将侵袭小室用
GA

多聚甲醛固

定
@"J0*

!然后用
":8A

的结晶紫染色
@"J0*

!显微镜

下观察穿过膜的细胞数!计算迁移率%

8:G:P

纤连蛋白黏附实验

#

8

$用无菌
>BC

缓冲液将
=*

原液稀释为
!"!5M

J,

!加入
$?

孔板中!

%"!,MQ

!置于
@I!

!

%A.3

!

细胞

培养箱中包被
!/

&#

!

$用无菌
>BC

冲洗
!

遍后!每孔

加入
8""!, BCR

溶液! 置于
@I!

!

%A.3

!

细胞培养

箱中孵育
!/

&#

@

$采用胰蛋白酶消化细胞!将细胞置

入离心管中!离心!弃上清&加入无血清的
DEFE

重

悬&调整细胞浓度为
@"8"

% 个
MJ,

!每孔加入
8""!,

细

胞!置于
@I!

!

%A.3

!

细胞培养箱中培养&#

G

$

@"J0*

和
$"J0*

时分别取出
$?

孔板!每个组选择
G

个平行

对照孔!用
>BC

清洗!置于倒置显微镜下观察细胞

黏附情况%

8:G:$ S12N1)* T,'N

"

提 取 蛋 白 样

品&

#

蛋白样品凝胶

电泳 &

$

转膜 &

%

封

闭 &

&

加入一抗孵

育 &

'

加入二抗孵

育&

(

显影&

)

采用化学发光法检测膜上的蛋白表达

条带! 采用
=,(')./1J =.@

凝胶成像数码分析系统

进行定量分析!以积分光密度#

U3D

$表示灰度值%

!"#

统计学处理

采用
C>CC8$:"

统计学软件进行数据分析&采用

卡方检验进行定性资料分析! 定量资料组间比较采

用
N

检验!方差不齐则采用秩和检验%

>#":"%

为差异

有统计学意义%

!

结 果

$"!

过表达
EV.8?

对
;3K

细胞体外增殖活性的

影响

EHH

检测结果显示!随着细胞生长时间的延长!

EV.8?

过表达细胞系生长速度明显高于对照组&尤

其是
$?/

之后! 两组细胞的
3D

值差异有统计学意

义#

NW@:!I@

!

%:?@X

!

P:%!G

&

>

均
Y":"%

$#

H+T,1 8

$%

$"$

过表达
EV.8?

对
;3K

细胞转移能力的影响

过表达
EV.8?

可明显提高
;3K

细胞体外迁移

能力!与对照组相比!差异有统计学意义#

NW8":G?$

!

>Y":"%

$#

=05()1 8

$%

$"%

过表达
EV.8?

对
;3K

细胞侵袭能力的影响

经划痕实验结果显示! 过表达
EV.8?

可明显

增加
;3K

细胞体外划痕愈合能力! 与对照组相比!

差异有统计学意义#

NWP:G!$

!

>Y":"%

$#

=05()1 !

$%

$"&

过表达
EV.8?

对
;3K

细胞黏附能力的影响

细胞
=*

黏附实验结果显示! 过表达
EV.8?

可

明显增加
;3K

细胞体外对
F.E

的黏附能力!与对照

组相比!

@"J0*

'

$"J0*

差异均有统计学意义(

NW8?:G@%

'

I:$!P

&

>Y":"%

$(

=05()1 @

$%

$"# EV.8?

对
EE>!

和
EE>I JZ;R

表达的影响

S12N1)* T,'N

结果显示!

EV.8?

可以明显提高

EE>!

和
EE>I

蛋白的表达! 差异均有统计学意义
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!"#$%& ' ())*+, -) ./012 -3 "3456"-3 -) 789 :*;;6

<"=$%* > ())*:, -) ./?@A -3 5BC*6"-3 -) 789 :*;;6

&'(!)*+

DE2 ,-./0

对
+1234567

信号通路的影响

89:79;< =>?7

结果显示!

,-./0

可明显上调
567

磷酸化蛋白的表达
@7A/%BC0C

!

+DEFE%G

"

,-.#0

可明

显激活
+123

酶活性! 与对照组相比差异有统计学

意义#

7A%F00E

!

+DEFE%

$%但是对
+HI&

蛋白表达水平

无明显影响#

*JKL;9 %

!

0

$&

2

讨 论

胆囊癌是临床上常见

的肝外胆道恶性肿瘤!发

病隐匿'恶性程度高'进展

迅速!早期确诊率较低!因

此患者预后较差! 死亡率

较高 (

!

)

& 目前临床上外科

手术切除是治疗胆囊癌患

者的最佳方案! 但是由于

胆囊癌发病初期缺乏敏感

的诊断特异性分子标志

物!早期确诊率较低!导致

很多患者错过了手术的最

佳时机! 寻找早期诊断标

志物以及新的治疗方向是

临床上急需解决的难题&

近年! 国内外对于黏

蛋白与疾病发生发展关系

的研究一直是肿瘤领域的

热点(

M

!

0

)

&

,-.

属于一种高

分子量的跨膜糖蛋白!在

癌变细胞中通常表达异

常!但是目前关于
,-.

与

胆囊癌的关系尚缺乏较深

入的研究(

C

)

& 本项课题旨在探讨
,-./0

对人胆囊癌

细胞
&'(

增殖' 侵袭' 转移等生物学行为的影响&

,-./0

高表达于消化道上皮细胞' 子宫内膜等!大

量研究显示!

,-./0

在卵巢上皮细胞不表达或极低

表达!而在卵巢癌细胞却高表达!因此
,-./0

一直

被广泛用于卵巢癌的早期诊断(

N

)

& 但是!最近越来越
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多的研究指出!

<=.#>

与肝外胆管癌的发生发展密

切相关 "

$

#

$

?05+2/0

等 "

8"

#研究发现
<=.8>

在正常肝

脏组织和肝内胆管组织中未见表达! 但在肝外胆管

癌细胞中
<=.8>

呈高表达!且提示预后不良$ 说明

<=.8>

可能与肝胆癌变有关$ 因此我们着重探讨了

<=.8>

对胆囊癌细胞增殖%侵袭%转移的影响以及

可能相关的分子机制! 我们首先建立慢病毒转染体

系!经
<@@

法检测结果显示!随着细胞生长时间的

延长!

<=.8>

过表达细胞系生长速度明显低于对照

组&尤其是
$>/

之后!两组细胞的
3A

值差异有统计

学意义
BCDE:E%F

$ 迁徙实验%划痕实验和黏附实验结

果显示! 过表达
<=.8>

可明显增加
;3G

细胞体外

迁移能力%划痕愈合能力以及对
H.<

的黏附能力$

前期有研究曾证实! 许多膜型黏蛋白可与酪氨

酸激酶受体相互作用!调节
<IJK

以及
CLMKNIOP

等

信号通路 "

88

!

8!

#

$

CLMKNIK@

通路与基质金属蛋白酶

QR+P)0S R1P+,,'T)'P10*+212

!

<<C2U

的表达有关 "

#M

#

$

<=.#>

是一种高分子量跨膜糖蛋白!其末端酪氨酸

的磷酸化可以使
<=.#>

与
CLMKTV%

调节亚基的

W4)

同源区'

W?!

(结构域结合!阻止
CLMKTV%

亚单位

对
C88"

催化亚基的抑制作用! 从而激活
CLMKNIOP

信号通路 "

8X

!

8%

#

$ 本项研究通过
Y12P1)* Z,'P

结果显

示!

<=.8>

可以明显提高
<<C!

和
<<C[

蛋白的表

达水平$ 为了进一步探讨
<=.8>

对
CLMKNIOP

通路

的影响! 检测了
<=.8>

转染
;3G

细胞中
IOP

磷酸

化水平! 结果显示!

<=.8>

可明显上调
IOP

磷酸化

蛋白的表达!并且同时激活
CLMK

激酶的活性!但是
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对
&'()

表达的影响不明显!

综上所述" 本实验通过慢病毒转染获得稳定表

达
*+,#-

的 人 胆 囊 癌 细 胞 株
)./

" 发 现 转 染

*+,0-

后"细胞体外增殖能力#侵袭能力以及转移

能力均增强! 初步探讨
*+,0-

可能与
&123453'

信

号通路的调控有关! 本研究只是对
*+,#-

对胆囊

癌细胞生物学行为的影响及机制做了初步分析"需

要更深入的研究进行继续探讨" 以期为胆囊癌的靶

向治疗提供新的研究方向!
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