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Lumican基因过表达对肺腺癌细胞A549
转移的影响及机制探讨
周  坤1  王  耕1  潘俊峰1  葛明建2*

(1湖北医药学院附属太和医院内分泌血管外科, 十堰 442000; 2重庆医科大学附属第一医院胸心外科, 重庆 400016)

摘要      基膜聚糖(Lumican)广泛分布于人体各组织, 并在多种恶性肿瘤组织中异常表达, 在肿

瘤的迁移、黏附和转移灶的形成等过程中起重要作用。该研究首先构建稳定过表达Lumican基因

的细胞株, 采用Transwell小室、黏附、血管形成及动物实验检测各组细胞侵袭、迁移, 同、异种

细胞间黏附及血管形成能力, 研究其对肺腺癌细胞A549转移能力的影响; 并通过Western blot检测

RhoC、p-Akt、MMP-2、VEGF蛋白的表达, 探讨其可能机制。结果发现, 与空载体组和(或)对照

组比较, 实验组细胞侵袭、迁移能力增强(P<0.05), 同种细胞间黏附力减弱(P<0.05)、异种细胞间

粘附力增强(P<0.05), 血管形成能力及裸鼠皮下瘤血管密度增加(P<0.05), RhoC、p-Akt、MMP-2、
VEGF蛋白表达均明显增加(P<0.05), 以上各参数比较对照组与空载体组之间均没有明显差异

(P>0.05)。该研究表明, Lumican基因在肺腺癌细胞A549中过表达能促进细胞的转移, 其机理可能

与RhoC蛋白表达增高有关。
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Abstract        Lumican which widely distributed in human tissues and abnormally expressed in a va-
riety of malignant tissues played an important role in tumor migration, adhesion and metastasis formation 
process. Firstly, the stable overexpression of Lumican in lung adenocarcinoma cell line A549 was estab-
lished in the study. Furthermore, transwell chambers assay, adhesion, angiogenesis and animal experiments 
were used to detect the ability of invasion, migration, angiogenesis, homogeneous and heterogeneous cells 
intercellular adhesion among each group, and to investigate the effect of the metastasis on A549. Finally,  
Western blot was used to detect the expression of RhoC, p-Akt, MMP-2 and VEGF proteins in order to il-
lustate the possible mechanism. Compared with the control group and (or) the empty vector group, the re-
sults showed that the experimental group cells invasion and migration ability were enhanced (P<0.05)  and 
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homogeneous cells intercellular adhesion were decreased. Meanwhile, heterogeneous cells intercellular 
adhesion was incresed (P<0.05); Angiogenesis capacity and the vascular density which was got from nude 
mice subcutaneous tumor were increased (P<0.05); The expression of RhoC, p-Akt, MMP-2 and VEGF 
were significantly rised (P<0.05) and there were no differences between the control group and empty vector 
group (P>0.05). The study indicated that the overexpression of Lumican gene could promote the metastasis 
of lung adenocarcinoma cell A549 in vitro, and its mechanism might be related to the increased expression 
of the RhoC protein. 

Key  words        Lumican; lung adenocarcinoma; metastasis; RhoC

富含亮氨酸低分子蛋白聚糖(the small leucine-
rich proteoglyean, SLRP)为细胞外基质蛋白多糖的

一个亚型, 是目前公认的参与多种细胞间活动的信

号分子。 Lumican基因定位于染色体12q21.3-q22
区, 由3个外显子和2个内含子组成, 全长6.9 Kb, 其
编码的蛋白由338个氨基酸组成, 是SLRP家族中重

要的成员之一, 最早在牛角膜基质中被发现, 近来发

现其不仅表达于椎间盘、皮肤、肺、肝脏、骨骼

肌等多种组织中, 而且在乳腺癌、结肠癌、胰腺癌

等多种恶性肿瘤中表达异常, 并在肿瘤的发生、侵

袭、迁移中起重要作用, 但其中的机制尚不清楚[1-2]。

Radwanska等[3]发现, 过表达Lumican基因可以通过

上调凝溶胶蛋白和重组丝状肌动蛋白而促进结肠

癌细胞的侵袭、迁移能力, 并发现其发挥的作用与

组织特异性及定位有关; Yoshioka等[4]发现, Lumican
基因在肺癌细胞中有表达, 并且其表达水平可能与

肿瘤的发展有关, 有望成为肺癌的治疗靶点。然而, 
Lumican基因对肺癌细胞转移的影响尚未见报道。

本研究旨在建立稳定过表达Lumican基因的肺腺癌

A549细胞株, 观察其转移的变化, 探讨Lumican基因

对A549细胞转移的作用及可能机制。

1   材料与方法

1.1   材料  
1.1.1   细胞与动物    人肺腺癌细胞株A549(中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心); 人脐静

脉内皮细胞(HUVEC)(重医大附一院神经病学重点

实验室); 携带人Lumican基因的重组慢病毒A549细
胞株和空载体慢病毒A549细胞株均由上海生博医

学生物工程科技有限公司提供(FQ-PCR、Western 
blot法检测Lumican mRNA和蛋白的表达结果: 前者

分别是后者的970.72倍和934.37倍)(货号S2053-B); 
BALB/c裸鼠(北京华阜康生物科技股份有限公司)。

1.1.2   主要试剂      Matrigel基质胶(BD公司); 山羊

抗人RhoC多克隆抗体、兔抗人p-Akt、MMP-2、
VEGF多克隆抗体(Santa Cruz公司); 辣根过氧化物

酶(HRP)标记的小鼠抗山羊及抗兔IgG(Sigma公司)。
1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      细胞用含10%胎牛血清(美国Gibco 
公司)的RPMI-1640培养基(美国Gibco公司)置于37 °C、      
5% CO2的培养箱中培养。

1.2.2   裸鼠饲养      裸鼠(雌性, 4~6周龄, 18±2 g)4只, 
委托第三军医大学第一附属医院动物实验室SPF级
饲养。

1.2.3   实验分组      本实验设3组: 实验组(携带目的

基因的重组慢病毒A549细胞组)、空载体组(携带空

载体慢病毒A549细胞组)及对照组(A549细胞组)。
1.2.4   Transwell小室检测细胞侵袭及迁移力      侵
袭实验: 将Matrigel胶用无血清培养基(1:3)稀释后取

40 μL铺在上室, 紫外线照射过夜, 实验前水化基底

膜, 取3组细胞2×105/400 μL加入上室, 下室加10%胎

牛血清培养液600 μL, 常规培养24 h, 棉签擦去上室

内细胞, 4%多聚甲醛固定, 瑞氏染色、切膜、封片、

摄像, 计数5个视野平均穿膜细胞数。迁移实验: 上室

内不铺胶, 18 h终止实验, 余操作同前, 实验重复3次。

1.2.5   黏附实验      取对数生长期A549、HUVEC细
胞, 消化、计数, 制成2×105/mL细胞悬液, 取A549细
胞(100 μL/孔)接种于96孔板内除第1, 7, 12列的A-D
排孔内, 取同量HUVEC细胞接种于96孔板内上述各

列的E-H排孔内, 培养过夜; 次日调整空载体组、实

验组细胞浓度为3×105/mL, 空载体组细胞(100 μL/孔)
加至96孔板第3至7列A-H孔内, 实验组细胞加入第

8至12列A-H孔内, 每隔30 min吸出3、8列, 4、9列, 
5、10列, 6、11列所有孔上清液; 120 min后离心, 吸
出2, 7, 12列所有孔内上清液; 均用PBS液洗2次, 加
100 μL/孔无血清培养基; 除D、E排外的所有孔内加
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MTT(10 μL/孔), 4 h后去上清液加DMSO(150 μL/孔), 即
在570 nm波长处比色; 计算同(异)种黏附率=[同(异)
种各时间段D值–同(异)种空白组D值)]/空载体组或

实验组D值, 并随机在荧光显微镜下各取5个(200×)
视野观察记录D、E排各孔荧光细胞数。

1.2.6   血管形成与血管拟态实验      将Matrigel胶用

无血清培养基稀释(1:9)后种于96孔板(40 μL/孔、各

组3个平行孔), 取HUVEC细胞及上述3组细胞, 制成

2×104/mL细胞悬液, 均取100 μL细胞加入96孔板, 
HUVEC细胞内分别加入备好的上述三组细胞上清

液(均为培养三天) 100 μL; 三组细胞内再加100 μL
无血清培养基。血管形成培养3天, 血管拟态培养5
天, 摄像并随机选取5处视野(100×)计录管腔形成数

(以细胞连接呈C形即算一个管腔)。
1.2.7   A549皮下荷瘤      取对数生长期实验组及空

载体组细胞, 调整细胞浓度5×107/mL, 取100 μL细胞

悬液接种4只裸鼠背部左、右侧皮下。1个月处死

裸鼠, 剥离瘤体行HE染色、摄像, 随机记录5个视野

(200×)下血管数。

1.2.8   Western blot检测RhoC、p-Akt、MMP-2及VEGF
蛋白表达      分别收集3组对数生长期的细胞, 加
RIPA裂解液, 冰浴下超声破碎15 s, 低温离心, 上清

冷冻干燥24 h, 含蛋白酶抑制剂PBS 150 μL稀释蛋

白沉淀, 考马斯亮蓝法定量, 取相同含量的总蛋白进

行SDS-PAGE凝胶电泳, 然后电转、封闭, 4 °C过夜, 
一抗(RhoC、p-Akt、MMP-2、 VEGF和β-actin, 工作

浓度: 前四者均为1:200, β-actin为1:2 000), 辣根过氧

化物酶标记的二抗(工作浓度1:2 500), 洗膜、孵育、

暗盒内曝光、显影、定影, 使用凝胶扫描分析软件

系统(LabworksTM Analysis Software, USA)测定目的

蛋白和β-actin条带的光密度值, 二者比值即为目的

表达水平, 实验重复4次。

1.3   统计学分析

应用SPSS 19.0 for Windows统计学软件, 两组

之间的比较采用t检验, 用Spearman等级相关进行相

关性分析, 多组之间比较采用方差分析。P<0.05认
为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   Transwell小室检测细胞侵袭、迁移力     

在侵袭、迁移实验中, 实验组穿膜细胞数明显

多于对照组和空载体组(P<0.05), 而对照组与空载

体组间无统计学差异(P>0.05, 表1、图1和图2)。 
2.3   黏附实验

在同种细胞黏附试验中, 荧光显微镜下显示

带荧光细胞数: 实验组为(14.80±1.48)、空载体组为

(34.20±1.30); 而异种细胞间: 实验组为(69.40±1.16)、空

载体组为(44.60±1.67)。并且发现各时段细胞间黏附率: 
与空载体组相比, 实验组细胞同种细胞间黏附率减弱

(P<0.05), 异种间黏附率增强(P<0.05, 表2、图3和图4)。
2.4   血管形成与血管拟态实验

实验组血管形成数和血管拟态数均明显多于

对照组和空载体组(P<0.05), 而实验组与空载体组

间无统计学差异(P>0.05, 表3、图5和图6)。
2.5   A549皮下荷瘤观察体内血管拟态的形成

皮下接种空载体组及实验组细胞成瘤率达

100%。记录两组瘤体内血管拟态数分别为空载体

组(2.40±1.14), 实验组(11.20±1.92)(P<0.05, 图7)。
2.6   Western blot检测RhoC、p-Akt、MMP-2及
VEGF蛋白表达

Western blot结果显示, 这四种蛋白表达量实验

组均高于其余两组(P<0.05), 且这四种蛋白两两之

间显著正相关(P<0.05), 对照组和空载体组无明显

差异(P>0.05, 表4、图8)。

    表1  三组细胞侵袭、迁移力测定

Table 1  Three groups of cell invasion and migration determination 
 组别

  Groups
侵袭实验(x

_
±s)

The invasion test (x
_
±s)

迁移实验(x
_
±s)

The migration test (x
_
±s)

 The control group 53.67±4.51 49.33±8.33 

 The empty vector group 58.33±3.21a 42.67±5.86 a

 The experimental group 123.33±4.04b 97.67±6.51b 

aP>0.05, 空载体组与对照组无明显差异; bP<0.05, 实验组与其余两组之间有统计学差异。
aP>0.05, there were no statistical differences between the empty vector group and the control group; bP<0.05, there were statistical 
differences among the experimental group and the other two groups.
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A: 实验组; B: 空载体组; C: 对照组。

A: the experimental group; B: the empty vector group; C: the control group.
图2  三组细胞迁移力比较(200×)

Fig.2  Comparison of the migration force in the three groups of cells (200×)

A B C

表2  同种及异种细胞间黏附率的比较

Table 2  Comparision of the homogeneous and heterogeneous cells intercellular adhesion

                     组别
                   Groups

                                                                黏附率
                                                           Adhesion rate
30 min                             60 min                              90 min                              120 min  

Homogeneous The empty vector group 0.048 9±0.077 0.093 2±0.360 0.144 6±0.074 0.163 6±0.082
The experimental group 0.025 0±0.127a 0.046 4±0.088a 0.072 3±0.104a 0.090 7±0.152a

Heterogeneous The empty vector group 0.345 4±0.091 0.402 3±0.150 0.431 2±0.794 0.438 4±0.214
The experimental group 0.389 5±0.154a 0.527 7±0.126a 0.749 9±0.016a 0.854 2±0.034a

A B

A: 实验组; B: 空载体组。

A: the experimental group; B: the empty vector group.
图3  Lumican基因对同种细胞间黏附力的影响(200×, 1 h)

Fig.3  The effect of Lumican gene on the homogeneous cells intercellular adhesion (200×, 1 h)

aP<0.05, 实验组与空载体组之间有统计学差异。
aP>0.05, there were  statistical differences between the experimental group and the empty vector group.

A: 实验组; B: 空载体组; C: 对照组。

A: the experimental group; B: the empty vector group; C: the control group.
图1  三组细胞侵袭力比较(200×)

Fig.1  Comparison of the invasion force in the three groups of cells (200×)

A B C
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A B

A: 实验组; B: 空载体组。

A: the experimental group; B: the empty vector group.
         图4  Lumican基因对异种细胞间黏附力

的影响(200×, 1 h)
   Fig.4  The effect of Lumican gene on the heterogeneous     

cells intercellular adhesion (200×, 1 h)

表3  各组间血管形成与血管拟态比较

Table 3  Comparision of the angiogenesis and vascular 
mimicry among each group

组别

Groups
血管形成

Angiogenesis
血管拟态

Vascular mimicry

The control group 4.67±1.53 7.33±1.15

The empty vector group 4.33±0.58a 7.67±1.53a

The experimental group 15.33±1.53b 21.67±2.52b

aP>0.05, 空载体组与对照组无明显差异; bP<0.05, 实验组与其余两
组之间有统计学差异。
aP>0.05, there were no statistical differences between the empty vector 
group and the control group; bP<0.05, there were statistical differences 
among the experimental group and the other two groups.

A: 实验组; B: 空载体组; C: 对照组。

A: the experimental group; B: the empty vector group; C: the control group.
图5  三组细胞血管形成图(100×)

Fig.5  The angiogenesis of three groups (100×)

A: 实验组; B: 空载体组。

A: the experimental group; B: the empty vector group.
图7  裸鼠皮下瘤HE染色比较(200×)

Fig.7  The HE staining of the nude mouse subcutaneous tumor (200×)

A: 实验组; B: 空载体组; C: 对照组。

A: the experimental group; B: the empty vector group; C: the control group.
图6  三组细胞血管拟态图(100×)

Fig.6  The vascular mimicry of three groups (100×)

A B C

A B C

A B
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3   讨论
SLRP家族由细胞外基质的胶原纤维组成, 除在

组织水化和胶原纤维形成方面发挥细胞外基质的作

用外, 还在肿瘤生长、黏附和迁移等方面发挥重要作

用[1]。Lumican基因位于人12号染色体远端, 是SLRP
家族中的重要成员之一[5], 越来越多的资料显示其可

能在肺癌的发生、发展中起到重要作用[4]。这与我们

前期对人非小细胞肺癌淋巴转移的分子指纹鉴定研

究结果[6]相符。

目前, 国内外对Lumican基因的研究认为其在大

部分肿瘤间质中的表达高于肿瘤细胞, 并作为细胞外

基质中一种重要的细胞间信号分子参与众多细胞生

物学过程, 主要通过影响细胞外基质的形成或抑癌基

因的表达而对肿瘤的发生和发展起负向调节作用[7-8]; 
但也有发现其在部分肿瘤中高表达, 与肿瘤的生长与

侵袭成正相关, 其具体机制仍存在争议。Ishiwata等[9]

发现, 胰腺癌组织中Lumican过表达与肿瘤不良分期、

后腹膜及十二指肠侵犯等因素成正相关; 宋洪江等[10]

应用组织芯片技术检测Lumican基因在大肠癌中的表

达率显著高于癌旁正常黏膜, 且其表达强度与大肠癌

侵润程度成正相关, 与患者生存率成明显负相关; Mat-
suda等[11]通过免疫组化法在对肺腺癌组织病理切片的

研究中发现, Lumican基因在肺癌细胞中表达低于间质

细胞中的表达, 且Lumican基因在肺癌细胞中表达的增

高与胸膜侵袭和肿瘤的大小呈正相关。以上均提示

Lumican基因在肿瘤转移中的作用可能存在细胞特异

性, 值得进一步探讨。为此, 我们在前期实验的基础上

进一步研究Lumican基因过表达对人肺腺癌细胞A549
体内外转移的影响, 并初步探讨其可能机理。

肿瘤转移表现为细胞脱落、细胞迁移、降解细

胞外基质、新生血管形成等级联反应, 而肿瘤血管拟

态是近年来提出的一种新的肿瘤血管生成模式, 其在

肿瘤生长、侵袭、转移中的作用越来越受到重视。

本实验以携带人Lumican基因的重组慢病毒感染人肺

腺癌细胞A549细胞, 用Puromycin筛选法建立稳定细

胞株, 通过Transwell小室、黏附实验、血管形成及动

物实验检测Lumican基因对A549细胞转移的影响。结

果显示, 与空载体组和(或)对照组比较, 实验组细胞侵

袭、迁移能力增加; 同种细胞间黏附力减弱, 而异种

细胞间黏附力增强, 这提示实验组肿瘤细胞之间更容

易相互脱落且更易与异种组织黏附而形成远处转移

灶; 血管形成及血管拟态能力增强, 皮下瘤血管拟态

增加。以上各结果数据表明, Lumican基因能促进人

肺腺癌A549细胞的细胞脱落能力、细胞迁移力及肿

瘤新生血管的能力, 最终增强其肿瘤转移能力。此结

论与我们前期研究及Matsuda等[11]的研究结果相符。 
RhoC基因是Rho基因家族重要一员, 具有GTP酶

表4  四种蛋白在各组间表达的比较

Table 4  Comparison of the protein expression among each group
蛋白质

Proteins
对照组                                          空载体组                                      实验组

The control group                         The empty vector group                The experimental group
相关系数(r)
Relativity index (r)

RhoC 0.201 8±0.034 2 0.262 0±0.023 9a 0.717 8±0.015 9b
0.728

0.847

0.997

p-Akt 0.489 7±0.116 3 0.500 1±0.013 3a 1.144 0±0.082 3b

MMP-2 0.587 1±0.054 4 0.559 3±0.033 5a 0.987 0±0.051 8b

VEGF 0.506 5±0.022 5 0.511 4±0.244 5a 1.035 9±0.034 3b

aP>0.05, 空载体组与对照组无明显差异; bP<0.05, 实验组与其余两组之间有统计学差异。
aP>0.05, there were no statistical differences between the empty vector group and the control group; bP<0.05, there were statistical differences among 
the experimental group and the other two groups.

1,4: 对照组; 2,5: 实验组; 3,6: 空载体组。

1,4: the control group; 2,5: the experimental group; 3,6: the empty vec-
tor group.

图8  Western blot法检测四种蛋白在各组的表达

Fig.8  The expression of proteins among each group by 
Western blot
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活性, 其与肿瘤的侵袭、迁移及转移表型的获得密切

相关, 被认为是肿瘤转移的分子开关。其在肺癌组织

中的表达水平与肺癌TNM分期及淋巴结转移密切相

关, 越来越多的资料表明RhoC在肺癌的转移过程中

起关键性作用[12-13]。 p-Akt是功能状态下的Akt蛋白, 
是PI3K/Akt信号通路中关键的信号分子, 可激活Wnt
通路, 促进肿瘤细胞增殖及转移。有研究表明, 其在

非小细胞肺癌中持续活化, 且表达量增高[14]。VEGF
是目前发现的最重要的血管刺激因子, 众多研究表明

其在肺癌中的表达明显高于正常组织, 并对肺癌的侵

袭与迁移起着关键性作用。MMP-2是肿瘤细胞分泌

的基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)
中降解IV型胶原最主要的酶。有资料显示其在肿瘤

的血管化、肿瘤细胞的浸润和转移灶的形成过程中

均起重要作用, 其表达率与肺癌TNM分期及转移密切

相关[15]。多项研究表明, RhoC基因过表达可以提高血

管生成因子(VEGF)的水平, 依次激活丝裂原活化蛋白

激酶(MAPK)、磷脂酶C(PLC)、磷脂酰肌醇3-激酶/蛋
白激酶B(PI3K/Akt)等信号转导途径, 进而使MMP-2的
前体物质(pro-MMP-2)转换成MMP-2, 还明显上调激

活状态的MMP-2, 而MMP-2可以促使肿瘤血管拟态

的形成, 促进肿瘤的转移[16-17]。同时, 现代观点认为, 
在促进肿瘤的转移过程中VEGF与MMP-2之间存在

着相互协同、相互促进的内在关系。这些与本实验

中实验组的Western blot检测四种蛋白的表达均增加

且呈正相关的结果相符。由此推测, RhoC可能通过

提高VEGF的表达水平, 进而依次激活MAPK、PLC、
PI3K/Akt等信号转导途径, 最终使MMP-2表达增加, 
而MMP-2又可促进VEGF的表达, 四者协同参与人肺

腺癌A549细胞的转移。因此, Lumican基因过表达引

起RhoC、p-Akt、MMP-2及VEGF蛋白表达的增加可

能是肺腺癌细胞A549转移的重要机制, 但是Lumican
基因通过什么途径引起RhoC蛋白的增加还需进一步

深入研究。
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