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纤维连接蛋白和层粘连蛋白对

瘤细胞移动性的影响
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提 要 用琼脂糖滴扩散法分别观察在培养基内加入不同浓度的纤维连接蛋白 ( f i b or ne ict n ,

F n) 和层粘

连蛋白 (L
a m iin n ,

L n) 及地塞米松后
,

培养的人肺巨细胞癌细胞和肺腺癌细胞体外移动性的改变
,
同时用考马

斯蓝 R
一
250 染色显示瘤细胞内徽丝结构的变化

.

结果显示加入外源性 F n 和 L n 后
,

两株瘤细胞的移动性均增

强
,

胞浆内近胞膜周围的微丝增多 ,地塞米松处理后
,

瘤细胞内 F n 合成增加
,

细胞移动性降低
,

胞浆内微丝增

多
,

杂乱弥漫分布
。

结果表明瘤细胞移动性的变化与细胞内微丝结构的变化有关
。

实验还观察到内源性 L n 阳

性的肺巨细胞癌细胞的体外移动能力大于 L n 阴性的肺腺癌细胞
。
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中图号 R 7 3
一
3 7

肿瘤浸润和转移是受多种 因素影响的复

杂病理过程
。

近年来
,

细胞外基质在肿瘤浸润

转移过程 中的作用 日益受到重视
。

作者用琼

脂糖滴扩散法分别观察在培养基内加入不同

浓度的纤维连接蛋 白 ( f ib r o n e e t i n
,

F n ) 和层

粘连蛋 白 ( la im in n ,

L n) 及地塞米松后
,

培养

的肺巨细胞癌细胞和肺腺癌细胞体外移动性

的改变
; 同时用考马斯蓝 R

一

25 0 染色显示瘤

细胞 内微丝 结构的变化
,

以探 讨 内
、

外源性

F n 和 L n 影响瘤细胞移动性的可能机制
。

1 材料与方法

L I 细胞系和主要试剂

L L I 细胞 系 人肺巨细胞癌细胞和肺腺

癌细胞分别来 自北京 30 1 医院和中山医肿瘤

研究所
。

L L Z 主要试剂 F n 和 L n( 由北京医科大

学细胞室提供 )
、

兔抗人 F n
抗体 ( G l

一

BC O 公

司 )
、

兔抗人 L n
抗体 ( D ak

。
公司 )

、

地塞米松

(上海第九制药厂 )
。

L Z 免疫组化染色

将培养的瘤细胞用消化液消化脱壁
,

接

种到盖玻片上
,

培养 4 h8 后取出
,

用 3
.

7%福

尔马林液固定
。

以下按常规 A B C 法 免疫组化

技术操作
。

D A B 显色
,

苏木素复染核
,

酒精脱

水
、

二甲苯透 明封片
。

以 P B S 代替 一抗
,

设阴
J

隆对照
,

以已知阳性标本作阳性对 照
。

L 3 细胞体外移动性观察

1
.

3
.

1 制作惊 脂 糖培养基 在 0
.

8%琼脂

糖溶液 中
,

加 入等量 H an ks 液
,

使琼脂糖浓

度 为 0
.

4 %
,

再加入不同剂量的 F n
或 L n( 浓

度为 5
、

10
、

1 5
、

2 0
、

2 5
、

3 0 和 5 0拜g /m l )或省略

F n 和 L n 作对照
。

然后滴入 96 孔培养板 内
,

用直径 0
.

1 sc m 的中空小管 小心插入
,

使每

孔中央留下一圆形空区
。

L .3 2 细 胞移动距 离浏定 取 0
.

4 %琼脂

糖液与瘤细胞悬液 (细胞浓度 为 1护 个 / m l)

等量混匀
,

用微量加样器吸取 2川滴入上述

制成的 96 孔培养板的琼脂糖培养基中的圆

形空 区内
,

再小 心加入 R PM I 1 6 4 0 培养液

0
·

Zm l
,

3 7 ,C
,

5% C O
:

下培养
。

分别于培养的

第 24
、

4 5
、

7 2h 和 9 6 h
、

用 目镜装有微尺的倒

置显微镜
,

以琼脂糖滴边缘为界
,

测定细胞移

出琼脂糖滴后距糖滴边界的距离
,

连续测上
、

①
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下
、

左
、

右 4 个边
,

取平均值
。

1
.

3
.

3 地塞米松对瘤细胞移动 的影响 在

培养瓶中生长的细胞
,

培养 24 h 后
,

换含浓度

为 10 一 m ol / L 地 塞米松培 养 液继 续 培养

4 8 h
,

吹打脱壁
、

离心
,

制成瘤细胞悬液 (细胞

浓度为 10
`
个 /m l )

。

以下步骤同 1
.

3
.

2 叙述
。

1
.

4 细胞内微丝结构显示 (组织化学法 l)[ 〕

将瘤细胞 接种 于盖玻 片上
,

培养 4 h8
,

R P
一

M I 1 6 4 0 培养液中加入外源性发 生 F n

或 L n (浓度为 5
、

10
、

1 5
、

2 0
、

2 5
、

3 0 和 5 0拌g /

m l) 及地塞米松 (浓度为 1 0一 a
m ol / L )

。

以下按

P e n a 法 进 行
,

1写T r i t o n X
一

1 0 0 处 理 细 胞

15 m in
,

M 缓 冲 液 洗 涤
,

3%戊 二 醛 固 定

l o m i n
,

0
.

2写考马斯蓝 R
一

2 5 0 染色 l h
,

吹干
、

树脂封片
。

细胞内微丝呈夭蓝色
。

1
.

5 统计学处理

采用 t 检验和 q 检验法
。

2 结 果

2
.

1 免疫组化染色检测细胞内 F n
或 L n

肺巨细胞癌细胞抗 F n
抗体染色呈阴性

反应
,

地塞米松处理后
,

部分细胞浆内出现棕

黄色细颗粒
。

抗 L n
抗体染色显示部分细胞

浆内有棕黄色颗粒
,

地塞米松处理后
,

细胞 内

阳性颖粒消失
。

肺腺癌细胞抗 F n
抗体和抗

L n
抗体染色均呈阴性反应

。

.2 2 内源性 L n
对瘤细胞移动的影响

未加外源性 L n
或 F n

时
,

肺巨细胞癌细

胞的移动距离远较肺腺癌细胞 明显
,

两者比

较有明显差异 (尸 < 0
.

01
,
t 一 3

.

2 1 5 )
。

根据免

疫组化结果
,

说明内源性 L n 阳性的瘤细胞

比 L n
阴性的瘤细胞的移动能力强

。

2
.

3 外源性 F n
和 L n

对瘤细胞移动的影响

根据表 1
、

2 ,

见不同浓度的 F n
租 L n

对

瘤细胞移动距离的影响各不相同
。

当 F n
或

L n
浓度分 别为 2 0拜g / m l 及 2 5拜g /m l 时

,

两

株瘤细胞均发生最大距离的移动
。

表中仅列

未加 F n
或 L n

组与加不同浓度 F n
或 L n 组

间的比较结 果
,

采用 q 检验法
,

以 F n
或 L n

浓度为 2 0拌g /m l 及 2 5拜g /m l 时
, g 值最大

。

2
.

4 地塞米松处理前后瘤细胞移动性的比较

地塞米松处理后
,

瘤细胞移动距离均值

为 9 3
.

0 2 士 2
.

2 5拌m
,

对 照 组 为 1 8
.

5 5 士

3 7
.

78拌m
,

两 者 比 较有 显 著 性差 异 (尸 <

0
.

0 1
, t 一 3

.

2 7 5 )
。

2
.

5 外源性 F n
或 L n

对瘤细胞微丝结构的

影响

加入 F n
或 L n 后

,

两株瘤细胞 内微丝均

增 多
,

当 F n
.

和 L n
浓度分别 为 20 拌m / m l 及

25 拌m /m l
,

瘤细胞内微丝增多最明显
,

肺巨细

胞癌细胞 内微丝呈致密的网状结构
,

主要分

布于近胞膜周 围
。

肺腺癌细胞内微丝密集呈

束状 (图 1
、

2
,

图 3
、

4 )
。

表 1 外源性 F n 对瘤细胞移动的影响

移动距离均值 (拌m ) ”

编 号

—
肺腺癌细胞 肺巨细胞癌细胞

组 别
, , q

,
9 2

7
.

Od八己O自njC乙O山ntJl
`.工Cù8
lj月b

.

……
左
压ōbo曰Q口O口00
ù

` .工11

自宁连̀ǎ减ù400
确.1泣

ó

00
以
00六6Q白.

……
亡J000
八O口二1111

,1
. .111,1.1

Ò口d4
U口.btl00

óee一weóeeù

`.工,工111工.̀1,l,1

F n
浓度

(拌g / m l )

未加 F n
87

.

6 4士 2 7 ; 4 3

1 2 5
.

2 4士 3 7
.

1 2

1 4 3
.

4 7士 3 6
.

1 0

1 6 4
.

0 1士 3 5
.

5 0

2 0 9
.

1 3士 4 6
.

6 5

1 7 8
.

0 9士 3 2
.

1 3

1 6 9
.

5 8士 3 8
.

1 5

1 6 7
.

4 5士 3 5
.

3 5

1 8 1
.

5 5士 3 7
.

7 8

2 1 8
.

5 2士 4 5
.

8 8

2 3 9
.

8 5土 4 4
.

3 3

2 6 1
.

0 4士 5 4
.

2 0

3 1 1
.

2 5士 6 2
.

9 8

2 7 5
.

1 9土 4 2
.

9 5

2 7 0
.

9 9士 1
.

3 9

2 6 4
.

8 2士 3 7
.

6 6

,玉勺乙月」

J
任哎Jō勺月了只ù

510巧20253050

l) 表列 移动距离培养 7 2卜资料
,

每次实验均做 12 个琼脂精滴
; 2) 组别所示为未加 F n 组与 加不同浓度 F n

组

间的比较 ; 3) q :

值为肺膝瘤细胞 组的 q 检验结果
, q :

值为肺 巨细胞瘩细胞组结果
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表 2 外源性 L n
对瘤细胞移动的影响

L
n
浓度

(陀 /m l )

未加 L n

移动距离均值 (拌m ) ”

编 号

—
肺腺癌细胞 肺巨细胞癌细胞

组 别
, , g , 9 2

5

1 0

1 5

1 8 7
.

6 4 士 2 7
.

4 3 1 8 1
.

5 5土 3 7
.

7 8

2 1 5 1
.

1 9 士 3 6
.

6 0 2 2 3
.

2 2士 4 6
.

4 9

卜 2 6
.

3 1

卜 3 8
.

8 5

4
.

3 8

3 1 7 3
.

0 4 士 4 9
.

9 9 2 3 8
.

3 9士 4 0
.

0 2 1 1
.

1 6

6
.

5 9

8
.

9 8

4 1 9 2
.

9 5士 5 3
.

8 3 2 5 7
.

5 9士 5 3
.

4 7 1 3
.

4 2

2 0 5 2 1 2
.

4 3士 3 5
.

8 5 2 7 7
.

4 5士 3 9
.

4 3

2 5 6 2 5 1
.

3 5士 3 8
.

2 9 3 1 2
.

0 8土 6 5
.

9 9

1 1
.

5 3

1 6
.

5 8

4
口二

ùó

ù .11孟

3 0 7 2 4 2
.

7 4士 3 6
.

5 7 2 9 9
.

0 0士 4 0
.

2 7

5 0 8 2 3 4
.

5 3士 3 1
.

7 0 2 8 8
.

8 7士 4 0
.

0 7

卜 8 1 5
.

9 9

1 5
.

1 0

1 4
.

4 1

月性月,OJQ曰

:
叮矛斑b,1.1ōb月了-ō

门 .工` .1

1) 表列移动距离为培养 7 h2 资料
,

每次实验均做 12 个琼脂糖滴
; 2) 组别所示为未加 L n 组与加不同浓度 L n

组间的比较 ; (3 ) q :

值为肺腺庙细胞组的 q 检验结果
, q :

值为肺 巨细胞癌 细胞组结果

2
.

6 地塞米松处理后瘤细胞内微丝结构变

化

地塞米松处理后
,

肺巨细胞癌 细胞 内微

丝数量增 多
,

呈 网状 结构
,

杂乱 弥漫于胞浆

内
。

3 讨 论

F n 和 L n 是 细胞外基质的重要组成成

分
。

有关这两种非胶原糖蛋白与瘤细胞的粘

附及运动间关系的研究
,

已有一些报道
。

本文

系统地研究 F n 和 L n
对瘤细胞运动的影响

及可能机制
。

3
.

1 外源性 F n
和 L n

对瘤细胞移动及微丝

结构的影响

实验结 果显示 外源性 F n 和 L n
增强 瘤

细胞移动的同时
,

细胞内微丝的数量增加及

排列方式发生变化
,

说明外源性 F n 和 L n 增

强瘤细胞移动与细胞内微丝的变化有关
。

具

体机制尚不清楚
。

一些学者 已证实 F n 或 L n

和 细胞 内微丝 之 间存在 一定的结构关系
。

H y n e s ( 1 9 8 7 ) [ ,〕发现细胞膜上存在一种跨膜

连接蛋 白
,

起连接细 胞外 F扑 和 细胞 内微丝

的作用
。

e o d y ( 19 8 6 ) [ , 〕用免疫荧光技术发现

外源性 L n
与细胞表面结合后

,

可诱导细胞

表面特异性结合蛋 白呈簇状分布
,

同时细胞

内微丝形成更致 密的网状结 构
。

国 内萧军

军 〔4] 等也发现外源性 L n
可引起癌细胞内肌

动蛋 白微丝重组
,

含量增多
,

同时细胞运动增

强
。

综合上述结果
,

我们认为 F n 和 L n 增强

瘤细胞移动的作用机制相似
,

推测 F n 和 L n

作用于细胞时
,

首先和细胞表面 F n
或 L n

特

异性受体结合
,

然后通过一系列中间过程
,

其

中包括 引起细胞 内 C az +
浓度升高和钙调蛋

白含量增多 5[]
,

刺激细胞内微丝聚合及收缩
,

引发细胞的运动
。

3
.

2 内源性 F n
对瘤细胞移动性及微丝结

构的影响

许多实验发现
,

用地塞米松处理体外培

养的瘤细胞
,

可增加细胞内 F n
的合成 6j[

。

本

实验观察到地塞米松处理瘤细胞 48 h 后
,

免

疫组化显示细胞表面 F n
较对照呈强阳性反

应
,

此时瘤细胞的移动性较处理前明显降低
,

而细胞内微丝却增多
,

呈杂乱网状结构
。

外源

性 F n
可增强 细胞 的移动

,

引起微丝数量增

加
,

且排列分布规则
。

说明细胞 内微丝数量的
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变化并不能直接反映细胞 的运动能 力
,

微丝

的分布排列对细胞运动有着重要意义
。

同时

还提示细胞表面成分的变化对 细胞运 动也

有较明显影响
,

细胞表面 F n
增加的同时

,

细

胞移动能力降低
,

有 人认为可能是 因为 F n

的增加
,

使细胞之间及与基质大分子的粘附

性增强
,

从而降低了细胞活动的自由度 7[]
。

.3 3 内源性 L n
对瘤细胞移动及微丝结构

的影响

实验 中我们还 观察到
,

内源性 L n 阳性

的肺巨细胞癌细胞的移动性较 L n
阴性的肺

腺癌细胞强
。

而两株瘤细胞内微丝数量却无

明显差异
,

地塞米松处理后
,

肺巨细胞癌细胞

内 L n
消失

,

F n 增加
,

细胞移动能力降低
,

说

明细胞移动能 力除与 F n
有关外

,

与 L n
也有

关系
。

我们认为内源性 L n 增强瘤细胞的移

动性机制可能与外源性 L n 不同
。

可能的解

释有两点
:

① L n
的特殊分子结构

。

L ir 分子具

有 3 个短臂和 1 个长臂的不对称十字形 结

构
,

与细胞及基质大分子的结合能 力较强
。

因

此
,

L n 阳性的瘤细胞 比 L n 阴性细胞能较快

地与基质粘附
。

②内源性 L n 阳性的瘤细胞

表 面 特 异性 受体的分布 可 能 较 多
。

T er
-

or va
r
sj[ 等曾报道高转 移性的人乳腺癌 细胞

比低转 移性 癌细胞表面含有较多的 L n
受

体
。

本文结果说明
,

内源性 L n 和外源性 F n 、

L n
均 可增强瘤细胞的移 动能力

,

而 内源性

F n 增加却可降低瘤细胞的移动性
。

我们可依

其各 自不同的可能作用机制
,

设法阻断或增

强某一环节
,

以达到降低瘤细胞的移动能力
,

继而减弱瘤细胞在体内的浸润和转移能力
。

(本文图见插页 1)

参 考 文 献

P
e n a S D J

.

A n e w t e e h in q u e f o r th
e v is u a li

z a t i
o n

o f t h e e y t o s k e le t o n in e u
l t

u r e d if b
r o b la s t w i t h

e o m m a s s ie b l u e
R
一
2 5 0

.

eC l l B io l I n t e r R e P o r t s ,

1 9 8 0
,
4 : 1 4 9

H y n e s
R O

.

I n t e g r
in

e
.

A f
a m i ly

o
f

e e
l l s

h
a p e r e -

e e p t o r s
.

C e l l
,
1 9 8 7

,
4 8 : 5 4 9

co d y R L
,

w i
e h a

M S
.

C l u s t e r
in g o

f
e e ll s u r

f
a e e

L n e n h a n e e
i t

s a s s o e ia t e w it h t h e e y t o s k e l e t o n
,

E x P C
e
l l R e s ,

1 9 8 6
,
1 6 5 : 1 0 7

萧军军
,

苏雅娴
,

周柔丽
,

等
.

外源性 L n 对人肺

巨细胞癌细胞骨架运动的影响
。

北京医科大学学

报
,

1 9 8 9 ; 2 1 ( 1 ) : 4 2

萧军军
,

孙 梅
,

张 勇
.

层粘连蛋白对人 胃癌细

胞 内游离钙及钙调蛋 白和核 D N A 含量的影响
.

北京医科大学学报
,
1 9 9 4 ; 2 6 ( 2 ) , 1 1 8

D
e a n IX 二

,
N e

w b y R F
,

OB
u r g e s

5 5
, e t a

l
.

R e g u -

l a t i o n o f F n b i
o s y n t t h

e s i s b y D X
, t r a n s fo r m i n g

g r o w t h f a e t o r s
B

, a n d e A M P in h
u m a n e e ll

lin
e s

.

J C
e
l l B i

o
l

,
1 9 8 8

,
1 0 6 ( 2 ) : 2 1 5 9

李玉瑞
.

细胞外间质的生物化学及研究方法
.

北京
:

人 民卫生出版社
,

19 8 .8 I n

T
e r r a n o v e V P

,

R
a o

C N
,

K
a le b i e T

, e t a l
.

L a m i n i n
r e e e P t o r o n

h
u m a n b r e a s t e a r e in o m a

e e l ls
.

P r o e
N

a t i S e
i U S A

,
1 9 8 3

,

8 0 : 4 4 4

( 1 9 9 3
一
1 1

一
2 7 收稿 1 9 9 4

一
1 0

一
3 0 修回 )



中山医科大学学报 ( A
e a

d J S U M S ) 1 9 9 5
,

1 6 ( 1 )

R O L E O F F I B R O N E C T I N A N D L A M I N I N I N

T H E T U M O U R C E L L M I G R A T I O N I N V I T R O

G u o L i n l a n g l ) } l u o R u id e

(eD p a r t m e n t o
f P

a t h
o l o g y

,

S
u n Y

a t 一 S
e n

U n iv e r s i t y

o f M
e d ie a l 段 i

e n e e s ,

G
u a n g z

h
o u ,

5 1 0 0 8 9 )

W i t h a g a r o s e e x p l a n t a s s a y
,

w e d e m o n s t r a t e d e h a n g e s o f m o t i l i t y o f e u l t u r e d h u m a n

l u n g g i a n t e a r e i n o m a e e l l a n d a d e n o e a r e i n o m a e e l l b y a d d i n g o n e o f e x o g e n o u s f ib r o n e e t i n

( F n ) a n d l a m i n i n ( L n ) a s w e l l a s d e x a m e t h a s o n e i n t h e e u l t u r e d m e d i u m
, a n d e h a n g e s o f t h e

e e l l u l a r m i e r o f i l a m e n t (M F ) e x h ib i t e d b y e o m m a s s i e b l u e s t a i n
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t e x -

o g e n o u s F n a n d L n e a n e n h a n e e e e l l m ig r a t i o n a n d i n e r e a s e in M F p e r i p h e r a l l y l o e a t e d i n

e e l l s ; D e x a m e t h a s o n e e a n i n d u e e F n e x p r e s s i o n o n e e l l s u r f a e e a n d d e e r e a s e i n e e l l m o t i l i t y

a n d i n e r e a s e i n e e l l u l a r M F d i s t r ib u t e d i r r e g u l a r l y i n e y t o p l a s m
.

T h e r e s u l t s i n d i e a t e d t h a t

e n h a n c i n g m o t i l i t y i n d u e e d 卜y
e x o g e n o u s F n a n d L n m a y b e r e l a t e d t o e e l l u la r M F

·

W
e a l s o

n o t i e e d t h a t t h e L n 一

p o s i t i v e l u n g g i a n t e a r e i n o m a e e l l m ig r a t e d a g r e a t e r d i s t a n e e t h a n t h e

L n 一

d e f i e i e n t a d e n o e a r e i n o m a e e l l
.

S u b j e e t h e a d i n g s f ib r o n e e t i n ; l a m i n i n ; e e l l m o v e m e n t ; m i e r o f i l a m e n t ; l u n g n e o p l a s m s ;

g l a n t e e l l t u m o r s ; a d e n o e a r e i n o m a

月卜. 门卜司卜. 闷
卜 月卜月卜 月卜司卜月卜少月卜侧

卜月卜 , 卜 月卜门卜 明卜月卜月卜州 . 月 ,侧 . 月卜侧 .月卜月卜月卜侧 . 月卜月 卜月卜月卜叼卜月卜司 ,司 卜门卜司卜 . 闷
. 月卜月 卜门卜 , .

闷卜 . 曰 . 闷
卜门卜. 心闷

卜月卜侧卜阅卜刁 .
, 曰

, 月卜侧 卜月卜叫卜 月卜司 .月 , 侧卜门户月和月 , 月卜门 . 刁 . 月卜刁卜 司卜刁卜月卜月卜叫卜闷 .
布闷

卜月卜刊 ,

·

作者须知
·

请作者注意
,

自 1 9 9 5 年起
,

(中山医科大学学报》来稿要求有所变动
,

望能按新规定写作
,

以免延误了你的

发表时间
:

1
.

请附上单位介绍信
;

2
.

作者单位写
:

(中山医科大学及其下属单位 ;广州
,

具体邮政编码 ) ;

3
.

关键词项改为主题词
,

可从最新 M
e S H 词表或《中医主题词表 》 (本校图书馆书目索引室有此书 )里可

以查到的并且其后没有
“
se

e ”

字样的最符合文章内容的词
,

该项 目名称也用
“

主题词
”
或

“
S ub jce t h ae d in gs

” ;

4
.

首页地脚请注明该课题有何基金资助
,

第一 作者的年龄改为出生年月
,

另写上其性别
、

学位
、

职称
、

单

位及联系电话 ;

5
.

正文
、

参考文献及英文提要均需另起页
;

6
.

凡有第二及其以后作者必须在参考文献后签名 ;

7
.

稿件一式两份
,

有附图的稿件均应有复印图插在文章内
。

另外还需备一份供制版用的正式图
,

每张图

的背后写上文题
、

图序 ;如为线条图
,

则用绘图纸或硫酸纸绘制并用白纸垫底
.

用信封袋装好
;

8
.

请用计算机打印
,

打印时要特别注意字母和符号的大小写和上下标
,

9
.

英文摘要及主题词与中文一致
,

要用打字机或计算机打印
,

行距间请 留空位 ,

1 0
.

其它问题请参考本刊最新一期的格式编排
.


