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炎症因子 )*$&+ 对黑色素瘤细胞增殖侵袭及双向分化
的影响
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恶性黑色素瘤（A5:@L656< A9:56>A52 //）是源

于黑色素细胞的恶性肿瘤，是一种恶性程度高、迁

徙能力强的皮肤肿瘤。其发病率在全球范围呈现上

升趋势2正日益威胁着人类的生命健康。皮肤是恶性

黑素色瘤的主要发病部位，约占皮肤恶性肿瘤死亡

率的 "(a ，侵袭与转移是恶性黑色素瘤患者死亡的

主要原因。研究恶性黑色素瘤的发生及发展具有重

要的意义bM$&c。双向分化恶性肿瘤是指肿瘤同时向上

皮样组织和间叶样组织分化2 所谓上皮样分化和间

叶样分化是指肿瘤细胞的形态和组织排列两个方

面。恶性黑色素瘤就是一种常见的双向分化恶性肿

瘤b+c。由炎症细胞和炎症因子组成的肿瘤微环境2 对

肿瘤细胞的增殖、生存、转移起重要作用2是肿瘤形成

不可缺少的一个因素bd$(c。白细胞介素$&+（)*$&+）作

为肿瘤微环境中的一个重要炎性细胞因子，可与细

胞表面膜受体复合物结合，激活 B3N3+ 和 CH$!"

等下游信号通路，发挥其生物学功能bJ$ec。其主要由
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激活的巨噬细胞和树突状细胞分泌，肿瘤细胞自身

也能分泌，但研究较少，本研究从肿瘤细胞自身分

泌 !"#$% 角度探讨 !"&$% 在黑色素瘤双向分化过程

中的作用，进而研究其对侵袭与转移的影响。

! !"#$%

'() !"

)()() 细胞株 人黑色素瘤细胞株 *+*,-. 购自

中国医学科学院基础医学院细胞资源中心。

'/)(- 实验试剂 01*!&)234 培养基购自美国

56789:;< 公司，胎牛血清购自中国 =>68?9 公司。!",

-% 表达质粒（@ABAC9D 59EFGHG4)-IJK,"L0+2M1）和

对照质粒（@ABAC9D 59EF@HG@=044',"L0+2M1）购自

M6:6@9N96OA，!:<(。=8A:PQ6CC 小室购自美国 RS"@T5

公司。兔抗人多克隆抗体 !"&-%、鼠抗人多克隆抗体

5R&!"、兔抗人多克隆抗体 "&A<BO: 均购自美国

HA:BA @87U .O9B6<>:9C9DV 公司W 兔抗人多克隆抗体

H:AOC、兔抗人多克隆抗体 LO?6:BO: 均购自美国

S;<A? 公司。山羊抗兔 !DM 抗体、山羊抗鼠 !DM 抗体

均购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

)(- #$

)(-() 细胞系和培养条件 人黑色素瘤细胞系

*+*&-. 按常规培养模式进行培养：*+*&-. 培养

基为 01*!&)23X，添加 )XY胎牛血清（R.H）。培养条

件为 %Z !，JY@T

-

恒温环境。

'/-/- 细胞转染及稳定克隆筛选 在进行转染前，

提前两天将 '/%"'/J#'4

2 的 -K%= 细胞移入 '4 <? 细

胞皿进行培养，板内加入 '4 ?" 含 '4Y热灭活胎牛

血清的 [*\* 培养基，使细胞在进行转染时达到

Z4Y"I4Y融合率。在 JY @T

-

条件下，%Z !培养细

胞。往无菌 \1 管加入慢病毒 T0R]P>05S 表达质粒

和 J/4 #" "6:BO1A< G!L 混合试剂，用 TNBO^*\* ! 稀

释至 -44 #"。在另一无菌 \1 管内，用 TNBO^*\* !

稀释 )J #" \:_9R6<BO: 转染试剂。边轻柔进行涡旋，

边往 [5S 和 "6:BO1A< G!L 试剂的混合溶液中滴加

以上稀释 \:_9R6<BO: 转染试剂。不可颠倒添加顺

序。室温孵育该溶液 )4"-J ?O:，使 [5S^\:_9R6<BO:

复合物产生。将 [5S^\:_9R6<BO: 慢病毒复合物加

入细胞板，轻柔涡旋平板使复合物分散。细胞在 @T

-

条件下，%Z !过夜培养（I")3 >），以加入 -Y"JY热

灭活胎牛血清、青霉素和链霉素的新鲜培养基更换

旧培养基，培养基中加入 )]J44 体积的 =OB68.99PB 试

剂并继续在 @T

-

条件下，以 %Z!继续培养。转染 3I >

后收集培养基，以 J44!! 离心 )4 ?O: 去除细胞碎片，

可获得含慢病毒颗粒的培养基。离心后，以 4/3J #?

的低蛋白结合 1\H 过滤膜过滤该培养基，收集病毒

液。在进行慢病毒感染前 -3 >，于 2 孔板对细胞进

行铺板培养，细胞培养至 Z4Y"I4Y。各孔加入培养

基（添加 )4Y热灭活胎牛血清、青霉素^链霉素双抗

溶液），在 JY@T

-

条件下，%Z !培养过夜。以培养基

稀释 19CV;86:6 至 )4 #D]?"，内含 JY热灭活胎牛血

清和青霉素^链霉素双抗。第二天加入稀释的病毒液

和稀释的 19CV;86:6，19CV;86:6 的终浓度为 J #D]?"。

-3 >后换回正常培养液，正常培养至荧光亮起，加入

嘌呤霉素筛选至 K4Y细胞发出荧光。

)/-/% 细胞形态检测 在细胞培养状态下，将稳转

细胞置于倒置显微镜下观察转染前后形态的改变。

)/-/3 `6PB68: ;C9B 法检测 用细胞裂解液裂解细

胞，提取其总蛋白，在 )4Y聚丙烯酰胺凝胶中电泳。

1L[R 膜转膜 )/J >，JY脱脂奶粉室温封闭 ) >，加入

一抗，3!孵育过夜，次日恢复室温后与相应二抗

作用 - >，=.H= 漂洗，加入发光液显影、定影、照相。

)/-/J 细胞划痕实验 将细胞接种于2孔板，用)44#"

=ON头对其表面进行划痕，1.H 洗掉游离细胞后，加

入培养基，此时记为 4 >，随机取 J 个视野，在倒置

显微镜下观察细胞从划痕向中央迁移的情况，分别

于 4、)-、-3 > 拍照测量划痕距离，并计算迁移率。

)/-/2 细胞侵袭实验 将 =8A:PQ6CC 小 室 包 被

*AB8OD6C 胶并在培养箱中过夜，次日消化细胞并用

无血清的培养液重悬，将细胞悬液接种于上室，下

室用含血清常规培养液，培养 3I > 后取出 =8A:PQ6CC

小室，甲醇固定，结晶紫染色，分析细胞侵袭能力。

)/-/Z *== 实验检测转染后细胞增殖情况 取对

数生长期的细胞常规消化离心重悬后，调整细胞浓

度至 )$)4

J 个]?" 后分别接种到 K 个 K2 孔板，每组

设 J 个复孔，并每组设置一组完全培养基为对照

组，第 - 天开始每天同一时间点分别取出 ) 个 K2

孔板，加入 J4 #")$*== 溶液，在 %Z !培养箱孵育

3 > 后，弃去培养液，加入 )J4 #" [*HT，置摇床上

低速振荡 )4 ?O:，使结晶物充分溶解，在酶联免疫

检测仪 3K4 :? 波长处检测各孔的吸光度（T[）值。

)/-/I 免疫荧光 制备细胞爬片，将玻片放到培养

板中，将细胞悬液滴在玻片上，待细胞爬 J4Y左右

时，吸出培养液，用 1.H 冲洗 % 遍。冷甲醇固定，加

入^-4 !预冷的甲醇，放在冰上 -4 ?O:。1.H 漂洗 %

遍。打孔，封闭，4/JY =8OB9: 穿孔 )J?O:。加用 JY血

清稀释的一抗，%Z !，)/J >。1.H 漂洗 % 遍，避光加

二抗，%Z!，- >。1.H 漂洗 % 次，加 [S1! 染色 - ?O:，

封片照相。

)/-/K 明胶酶谱检测 **1^- 和 **1^K 的表达活

性 将细胞接种到 -3 孔板无血清培养基培养，每

第 -% 卷天津医科大学学报-K2



! ! "#$!%"#$%&'&$!(&'()*+,!!)*-

+,- ! ./012 "#$!% 3456375849 0:1 ;52<:5=5-> 5/ &'&?!( 61==@

@:5817 @,-4,/,6A40 6:A4-1@,!!**-

孔 !"" !#，$% & 后收集上清液，'( """ )*+,-，离心

'" +,-，进一步取上清液进行明胶酶谱检测。以含

".'/明胶的 01/聚丙烯酰胺凝胶进行电泳至溴酚

兰进入阳极缓冲液为止，分离凝胶，(.!/2),34-5

6011洗胶 7次，每次 81 +,-。将胶完全浸入明胶酶

孵育液（!1 ++49*# :;<.!2),=5;>9、'" ++49*# >?>9

(

、

("" +49*# @?>9、' !+49*# A->9

(

）中，8< !孵育 7( &，

常规考马斯亮蓝染色，脱色液脱色至复染带清晰，图

像分析系统测定凝胶中BBC=活性条带活性水平。

'.8 !"#$% 采用 DCDD ('.1 统计软件进行统

计分析，计量资料采用 ! 检验，计数资料采用 "

( 检

验。所有数据均以 !"# 表示，"E1.1! 为差异有统计学

意义。

! ./

(.' F#G(8 &'()*+,-./01 BHBG(I

细胞转染 F#G(8 降表达质粒，构建 BHBG(IGD&G

F#G(8 下调模型（图 '）。在倒置显微镜下观察发现，

BHBG(IGD&GF#G(8 下调组细胞与对照组细胞

（BHBG(IG>4-3)49）相比，其形态发生了明显改变，

细胞变大变圆，伪足减少（图 (）。结果表明，F#G(8

能在黑色素瘤双向分化过程中促进细胞向间叶样

表型转化。

(.( F#G(8 &'()*+,23401 用 B22

增殖实验检测下调 F#G(8 后 BHBG(I 细胞增殖能

力的变化情况（图 8）。实验结果表明，BHBG(I 细胞

降表达 F#G(8 后，与对照组相比，其细胞增殖能力显

著降低，差异具有统计学意义（"E1.1!）。说明 F#G(8

具有促进 BHBG(I 细胞的增殖能力。

(.8 F#G(8&'()*+,56789:401 用

细胞划痕实验检测下调 F#G(8 后 BHBG(I 细胞迁

移运动能力的变化情况（图 7）。实验结果表明，

BHBG(I 细胞降表达 F#G(8 后，与对照组相比，在

'(、(7 & 时间点，其细胞迁移运动能力显著降低，差

异具有统计学意义（"E1.1!）。结果表明，F#G(8 可加

强 BHBG(I 细胞的迁移运动能力。

J"E1.1!

! B &'&$!(&'01 "#$!%@:CD.2 E54025= @:CD.

+,- B &'&$!( 61==@ 8121 @0AF=> 02A4@/16017 8,0: @:G"#$!% A47

@:$E54025= H16052@

! % "#$!%3&'&$!(&'456789:

+,- % I:1 1//160 5/ "#$!% 54 <25=,/12A0,54 AF,=,0> 5/ &'&$!( 61==@

! J "#$!%3&'&$!(&';<6789:,!J*-

+,- J I:11//1605/ "#$!%54;,-2A0,54AF,=,0>5/&'&$!(61==@,!J*-

>4-3)49 D&GF#G(8

F#G(8

#G?K3,-

'.!

'.1

1.!

1.1

相
对

表
达

量

'.!

'.1

1.!

1.1

L
M
（
7
N
1
-
+
）

0 O ( O 8 O 7 O ! O P O < O % O N O

>4-3)49 D&GF#G(8

1 &

0( &

(7 &
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1.%
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时间
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!"# $%&!' !"#$%&'()*+,-. 用

()*+,-.// 侵袭实验检测下调 $%&!' 后 010&!2 细

胞侵袭能力的变化情况（图 3）。实验结果表明，

010&!2 细胞降表达 $%&!' 后，与对照组相比，细

胞穿透滤膜至小室背面的细胞数显著降低，差异具

有统计学意义（!45"53）。结果表明，$%&!' 可增强

010&!2 细胞的侵袭能力。

!"3 $%&!'!"#$%&'/01234,-. 降

表达 010&!2 黑色素瘤细胞 $%&!'，6.,7.)+ 8/97 结

果显示间叶样表型蛋白 :&;*<=.)>+、?>@.+7>+ 降低，

00A&! 表达降低，相关调节蛋白 :B&!"、C+*>/ 表达

也显著降低（图 D）。免疫荧光结果也进一步证明此

结果（图 E）。

!"D $%&!' !"#$%&' 00A&! 5 00A&F

6789,-. 通过明胶酶谱实验，我们发现与

对照组相比，010&!2 细胞降表达 $%&!' 后，可明

显降低肿瘤细胞 00A&! 和 00A&F 活性（图 G）。

! !"

恶性黑色素瘤系是由存在于表皮、真皮或黏膜

上皮内的黑色素细胞恶变而成HFI。黑色素瘤恶性程

度高，发病比较隐匿，提高对该病的认识进行早期

诊断是提高治愈率的关键，大多数皮肤恶性黑色素

瘤早期症状不明显，缺乏对该病的认识则容易被忽

视。病理形态上，恶性黑色素瘤的形态结构多样，具

有双向分化特点HJ5I。常见的双向分化恶性肿瘤有恶

性黑色素瘤、滑膜肉瘤、腺泡型横纹肌肉瘤、间皮肉

瘤及上皮样肉瘤等H'I。早在 JGD' 年，?>);=9- 就猜测

肿瘤起源于慢性炎症。这一早期的假说引发了后续

一系列的关于肿瘤和炎症关系的研究HJJI。由炎症细

胞和炎症因子组成的肿瘤微环境K 对肿瘤细胞的增

殖、生存、转移起重要作用K 是肿瘤形成不可缺少的

一个方面。此外，炎症细胞还能够产生生长因子和

细胞因子，它们可以活化下游不同的转录因子 :B&

!"、LA&J、C(L(、C0LM 等，产生一些肿瘤促进因子K

N!45"53

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

-./ " 012 233245 63 #$%&! 67 .789:.67 9;.<.5= 63 '('%&) 42<<:.!>,,0

N!45"53

# ? @2:52A7 ;<65 12345 #$B&! 6 '('%&) %&789:

45;<

-./ ? 012 4197/2: 63 512 2CDA2::.67: 63 A2<952E DA652.7 .7 '('%&)

42<<: F2A2 E252452E ;= @2:52A7 ;<65 9352A #$B&! G764GE6F7

# H =>?@12345 #$B&! 6 '('B&) %& I.J275.7 A
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诱导细胞增殖和存活因子的生成! 促进肿瘤发生以

及肿瘤细胞的生长和存活"#$%&'(。)*+$' 作为肿瘤微环

境中的一个重要炎性细胞因子，主要由肿瘤相关巨

噬细胞自身分泌，肿瘤细胞自身也能分泌，但研究

较少"&,+&-(。本实验发现降表达 )*+$' 后，./.+$0 的

细胞形态发生明显改变，细胞变大变圆，伪足明显

减少，而且蛋白水平上，)*+$' 降表达，间叶样表型

蛋白 1+23456789 和 :8;69<89 表达明显下降，结果说

明 )*+$' 可促进黑色素瘤细胞向间叶样表型转变。

实验结果还发现核转录因子 1=+!" 和 >938? 表达也

明显减少。所以我们可以推测 )*+$' 可能通过 1=+

!" 调节 >938? 进而在黑色素瘤双向分化过程中促进

细胞向间叶样转化达到使肿瘤细胞自身变形。

..@A 是一类与肿瘤侵袭相关的锌依赖性肽链内切

酶家族，其相关的信号传导通路参与了肿瘤细胞的

生长、肿瘤侵袭及肿瘤血管的形成 "&B(，目前发现的

..@A 有很多种，..@+$、..@+C 等与肿瘤的侵袭

和迁移相关。本文明胶酶谱分析降表达 )*+$' 的

./.+$0 细胞的 ..@+$ 和 ..@+C 活性明显降低，

说明 )*+$' 可通过调节 ..@+$ 和 ..@+C 的活性

促进黑色素瘤细胞的侵袭。细胞功能学实验也进一

步证明 )*+$' 降表达，黑色素瘤 ./.+$0 细胞的增

殖、迁移及侵袭能力显著减弱，说明 )*+$' 可促进黑

色素瘤的增殖、迁移及侵袭。

综上所述，本研究认为 )*+$' 可促进黑色素瘤

细胞向间叶样表型转变，并促进黑色素瘤的增殖、

迁移和侵袭。但是 )*+$' 促进黑色素瘤细胞向间叶

样表型转变的内在机制很复杂，调节 >938? 的表达

可能只是其中的某一个环节，因此 )*+$' 在黑色素

瘤中的其他作用机制，还有待进一步探讨。
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