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rhddADAM15抑制肝癌细胞Bel-7402增殖的作用研究
侯  颖   储  敏   王晓敏   陈  蕴   金  坚*

(江南大学药学院, 药物设计与分子药理实验室, 无锡 214122)

摘要      ADAM15属于跨膜蛋白ADAM家族中的一员, 在乳腺癌、宫颈癌、卵巢癌等多种实

体瘤中均发现其表达量提高。ADAM15在降解细胞外基质、介导细胞的黏附、细胞间信号转导及

在肿瘤发展进程中起到重要作用。因其去整合素区域含有RGD序列, ADAM15可与多种整合素相

互作用。在前期工作中, 实验组利用大肠杆菌表达系统表达了重组人ADAM15去整合素区域蛋白, 
记作rhddADAM15。该研究将进一步针对rhddADAM15抑制肝癌细胞Bel-7402增殖的机理进行分

析及探讨。SRB法显示, rhddADAM15可抑制Bel-7402细胞增殖并呈剂量依赖性, IC50为1.14 μmol/L; 
利用DAPI核染发现, rhddADAM15可显著诱导Bel-7402细胞凋亡; 流式细胞仪分析发现, rhddAD-
AM15浓度为6 μmol/L时, (87.44±7.25)%的细胞发生凋亡; PI单染分析细胞周期表明, rhddADAM15
作用后, 部分Bel-7402细胞周期被阻滞于S期及G2/M期, 并呈剂量依赖性, 4 μmol/L rhddADAM15处
理后G0/G1期含量下降约14%; Western blot分析显示, rhddADAM15可下调Bel-7402细胞周期蛋白

CDC2的表达, 抑制CDC2-Tyr15的去磷酸化, 引起G2/M期的阻滞。
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Effect and Mechanism of rhddADAM15 on the Proliferation of Bel-7402 Cells

Hou Ying, Chu Min, Wang Xiaomin, Chen Yun, Jin Jian*
(Lab of Drug Design and Molecular Pharmacology, School of Pharmaceutical Sciences, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract       ADAM15, a member of transmembrane proteins ADAMs, is over-expressed in many solid tumors 
such as breast, colorectal and ovarian cancer, playing important roles in the degradation of extracellular matrix, cell adhe-
sion, intracellular signal transduction and pathological changes in tumors. Because of the RGD motif in its disintegrin 
domain, ADAM15 is considered to interact with integrins multifariously. We have established the recombinant human 
disintegrin domain of ADAM15 (rhddADAM15) by E.coli in our previous research. This study aimed at assessing the ef-
fect and mechanism of rhddADAM15 on the proliferation of Bel-7402 cells. rhddADAM15 inhibited the proliferation of 
Bel-7402 with an IC50 of 1.14 μmol/L by SRB assay. Bel-7402 cells had apoptotic amorphological nucleus changes using 
DAPI staining, and (87.44±7.25)% of Bel-7402 cells showed apoptotic features when treated with 6 μmol/L rhddAD-
AM15 analyzed by PI staining. Moreover, partial S and G2/M arrests were observed on Bel-7402 cells. When treated with 
rhddADAM15 at the concentration of 4 μmol/L, the G0/G1 phase of Bel-7402 cells reduced by 14%. The level of CDC2 
was down-regulated and the phosphorylation of CDC-Tyr15 was increased which aroused the G2/M arrest.
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去整合素金属蛋白酶家族蛋白 ( a  d i s in t e -
grin and metalloproteinase, ADAM), 也被称为

MDC(metalloproteinase/disintegrin/cysteine-rich), 是
一类锚定于细胞膜表面的跨膜蛋白家族 [1], 自1990
年发现第一个家族成员以来[2], 迄今为止共有23种
ADAM家族蛋白在人类基因中被发现。ADAM家族

蛋白参与蛋白水解、生长因子和细胞因子的释放、

细胞外基质降解、细胞的融合、迁移、黏附及信号

转导等生物功能[3]。在病理学中, ADAM家族蛋白亦

参与了炎症和肿瘤的发生发展。

ADAM家族蛋白中, ADAM15被发现与多种肿

瘤的发生和发展密切相关, 在多种实体瘤发生时, 如
胃癌、肝癌、前列腺癌等, ADAM15的表达都会上

调[4-5]。另外, 因ADAM15的去整合素区域含有整合

素结合位点RGD(arginine-glycine-asparti, 精氨酸–甘
氨酸–天冬氨酸)序列, 具有典型的药物分子靶点结

构特征, 因此有希望作为临床肿瘤诊断的标志物及

药物设计的靶点。

本实验室利用大肠杆菌表达了重组人AD-
AM15的去整合素区域蛋白[6], 记做rhddADAM15 
(recombinant human disintegrin domain of AD-
AM15), 并对乳腺癌、黑色素瘤、胃癌、肝癌等8
株实体瘤细胞的体外增殖及迁移进行评价, 发现

rhddADAM15可抑制这些肿瘤细胞的增殖及迁移, 
说明其具有广谱的抗肿瘤细胞增殖活性。肝癌是

临床上最常见的恶性肿瘤之一, 目前我国发病人数

约占全球的半数以上, 致死率极高, 严重危害病人

的健康和生命。因此, 我们选取了对rhddADAM15
最为敏感的肝癌细胞Bel-7402作为进一步研究的细

胞模型, 初步探索rhddADAM15抑制肿瘤细胞增殖

的机理。

1   材料与方法
1.1   细胞培养与主要试剂

Bel-7402细胞株购自中国科学院上海细胞库; 
RPMI-1640基础培养基、小牛血清及青霉素–链霉

素购自Gibco公司; 含EDTA的胰蛋白酶购自碧云天

生物技术有限公司。培养Bel-7402细胞所用的培养

基为含10%小牛血清的RPMI-1640培养基, 培养条件

为37 °C、5% CO2的培养箱。

rhddADAM15由江南大学药物设计与分子药理

实验室制备[6]; 磺酰罗丹明B(SRB)购自Sigma公司; 碘

化吡啶(PI)购自碧云天生物技术有限公司; 细胞周

期试剂盒购自凯基生物科技发展有限公司; 鼠源抗

CDC-2单抗、兔源抗CDC2(Tyr15)磷酸化单抗均购自

Cell signaling公司; 鼠源抗β-Actin单抗、羊抗鼠和羊抗

兔IgG-HRP标记二抗购自碧云天生物技术有限公司; 
96孔板购自Corning公司; 玻底培养皿购自Nest公司。

1.2   实验方法

1.2.1   SRB法检测rhddADAM15对Bel-7402细胞的

增殖影响      细胞生长至汇合度为80%~90%后, 将
细胞消化计数, 用含10%小牛血清的培养基稀释至

(6~8)×107/L, 每孔100 μL铺于96孔板。培养24 h后, 
移去培养基, 将含有不同浓度的rhddADAM15的细

胞培养液加至96孔板。设置培养基作为阴性对照, 
空白孔为空白对照, rhddADAM15组每个浓度设置

3个复孔。继续培养24 h后, 弃去培养基, 每孔加入

100 μL的10% TCA溶液, 置于4 °C固定40~60 min
后, 弃去固定液, 用含1%醋酸的超纯水洗板2次, 在
空气中干燥后每孔加入100 μL的0.4% SRB溶液, 于
37 °C孵育30 min。弃去SRB溶液, 用1%醋酸溶液清

洗至无色后甩干, 每孔加入100 μL的10 mmol/L Tris
溶液, 10 min后利用酶标仪在570 nm处检测其吸光

值。计算公式为: 增殖抑制率(%)=(阴性对照吸光

值–加药组吸光值)/(阴性对照吸光值–空白对照吸光

值)×100%, 绘制细胞在不同浓度下的增殖抑制曲线, 
计算IC50。

1.2.2   PI单染法检测rhddADAM15对Bel-7402凋亡

坏死的诱导      细胞生长至汇合度为80%~90%后, 消
化计数并铺于6孔板, 每孔(3~4)×105。培养24 h后弃

去培养基, 加入含终浓度分别为0, 2, 4, 6 μmol/L rhd-
dADAM15的新鲜培养基继续培养24 h, 收集各个孔

的悬浮及贴壁的所有细胞, 用PBS洗涤2次并重悬, 
调整细胞浓度为(1~3)×105/mL, 加入PI使其终浓度

为10 μg/mL, 置于4 °C避光染色20 min后流式细胞

仪检测, 利用FlowJo 7.6软件进行数据分析。以上步

骤离心速度均为800~1 000 r/min, 6孔板内培养液体

积为2 mL。
1.2.3   DAPI染色法检测rhddADAM15作用后Bel-
7402细胞核变化      细胞生长至汇合度为80%~90%
后, 消化计数, 以(2~4)×104/孔接种于玻底24孔板, 加培

养基至1 mL, 置于培养箱中培养过夜。当细胞长至聚

合度为40%~60%时, 加入适当浓度的rhddADAM15, 
继续培养24 h, 弃去培养液, 用PBS轻轻洗涤2次后, 加
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入500 μL预冷的70%乙醇于4 °C固定2 h, 弃去固定液, 
PBS轻轻洗涤2次, 加入终浓度为10 μg/mL的DAPI于
37 °C染色10 min, 用荧光显微镜观察染色结果。

1.2.4   PI单染法检测rhddADAM15对Bel-7402细胞

周期的影响      细胞生长至汇合度为80%~90%后, 
消化计数并铺于6孔板, 每孔(3~4)×105。培养24 h后
弃培养基, 加入含终浓度分别为0, 1, 2, 4 μmol/L rhd-
dADAM15的新鲜培养基继续培养24 h, 弃上清, PBS
洗涤、胰蛋白酶消化后收集细胞, 再用PBS洗涤2次, 
用70%的冷的乙醇固定2 h至过夜, 离心洗去固定液, 
经PBS清洗后收集细胞, 加入50 μg/mL的RNAase于
37 °C孵育30 min后, 加入PI置于4 °C避光染色, 0.5 h
后上机检测。利用Modfit进行数据分析。以上步骤

离心速度均为800~1 000 r/min, 6孔板内培养液体积

为2 mL。
1.2.5   免疫印迹实验      细胞生长至汇合度

为80%~90%后, 消 化 计 数 后 铺 于6孔 板, 每 孔

(3~4)×105。培养24 h后弃去培养基, 加入含终浓度

分别为0, 4 μmol/L rhddADAM15的新鲜培养基后继

续培养6 h, 弃上清, 胰蛋白酶消化后收集细胞, 再用

PBS洗涤2次, 收集细胞。经RIPA裂解液裂解后进行

聚丙烯酰胺凝胶电泳, 100 V、1 h进行转膜。转膜结

束后, 用含5%脱脂奶粉的TBST溶液(0.3% Tris、0.8% 
NaCl、0.1% Tween-20, pH7.4)封闭1 h, 鼠源抗CDC2
单克隆抗体、兔源CDC2(Tyr15)磷酸化单克隆抗体及

鼠源抗β-actin单克隆抗体均稀释1 000倍, 于37 °C孵
育4 h或者4 °C过夜, 回收各个一抗, 用TBST洗涤NC
膜3~4次, 每次10 min, 加入HRP标记的羊抗兔及羊

抗鼠二抗(均稀释1 000倍), 于室温孵育1~2 h。TBST
洗涤3~4次, 利用ECL化学发光显色。显色后拍照, 
利用Image J软件对各个条带进行灰度及条带面积扫

描, 计算CDC2及CDC2(Tyr15)磷酸化抗体所杂交出

来的条带灰度与面积的乘积与相应的β-Actin的条带

的比值。

1.2.6   数据处理方法      数据以均值±标准差的方式

表示, 每组数据均通过3次独立实验后统计获得。统

计学差异用Student t检验确定, P<0.05认为差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   rhddADAM15抑制肝癌细胞Bel-7402的增殖

rhddADAM15可抑制肝癌细胞Bel-7402的增殖

并在低于6 μmol/L时呈剂量依赖关系, 利用SRB法
测得rhddADAM15抑制Bel-7402增殖的量效曲线如

图1B所示, 图中control为阴性对照, 即不加rhddA-
DAM15组, 经计算IC50为1.14 μmol/L(图1B中does-
dependent curve)。收集不同浓度rhddADAM15作用

后的全部细胞进行PI染色, 结果显示, rhddADAM15
作用后, 部分细胞的前散射光(forward scatter, FSC)
变小, PI染色的荧光强度(FL2-H)提高, 表明细胞固

缩变小, 细胞膜通透性改变使其对核染料PI的摄取

能力提高(图1A)。这一特性往往被认为是凋亡细胞

的特点之一。在图1A中从上到下, Bel-7402细胞可

以分为三群, 分别为PI高染、PI中染及PI低染。正

常细胞为PI低染, 中晚期凋亡为中染, 凋亡末期细胞

膜结构被破坏, PI摄取能力最强为高染。图1B中统

计结果显示, 随着rhddADAM15的作用浓度增加, PI
高染及中染的细胞都增加, 即说明Bel-7402细胞的

凋亡率增加。当rhddADAM15浓度达到6 μmol/L时, 
(87.44±7.25)%的细胞发生凋亡。

2.2   rhddADAM15诱导肝癌细胞Bel-7402凋亡的

核染色

rhddADAM15作用于Bel-7402细胞24 h后, 利用

DAPI染色, 对细胞核的形态变化进行观察, 结果如

图2所示。未经rhddADAM15处理的对照组细胞(图
2A), 细胞核均一完整, 呈椭圆形, 对DAPI的摄取不

强, 呈弱蓝色; 与对照组相比, 加药组的细胞体积缩

小, 细胞核固缩、碎裂, 可被DAPI深染, 荧光强度远

高于对照组的细胞核, 部分细胞核形态呈花瓣状, 为
细胞凋亡的典型形态改变。每组随机选取三个视野, 
对凋亡细胞占总细胞率的统计结果如图2D所示, 随
着rhddADAM15浓度升高, Bel-7402的凋亡率上升, 
当rhddADAM15浓度为6 μmol/L时, 凋亡诱导率为

(75.04±8.00)%。

2.3   rhddADAM15对Bel-7402细胞周期的影响

PI单染法分析细胞周期结果显示, 经rhddAD-
AM15处理后(图3B~图3D), Bel-7402细胞G0/G1期含量

下降, S/G2期含量上升, 且成剂量依赖性。经4 μmol/L 
rhddADAM15处理后, 与阴性对照组相比, G0/G1期含

量下降(13.78±5.38)%, S期上升(6.46±5.36)%, G2期上

升(7.36±3.18)%。此外, 如图3C和图3D所示, 随着rhd-
dADAM15剂量的升高, 在G0/G1峰前出现了亚G1峰。

亚G1峰的出现也说明了rhddADAM15可诱导Bel-7402
细胞的凋亡。 
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2.4   rhddADAM15对Bel-7402细胞周期蛋白CDC2
的影响

rhddADAM15可引起Bel-7402细胞S期及G2/M
期的部分抑制, 细胞分裂调控蛋白2(cell division con-
trol 2, CDC2)是G2/M检验点调节的关键因子。利用

Western blot检测rhddADAM15作用后CDC2的表达

量及其Tyr15位磷酸化的变化, 结果如图4所示: 经rhd-
dADAM15处理后, 1~2 h CDC2蛋白的总含量较阴性

对照有所上升, 4 h含量下降; CDC2-Tyr15位磷酸化程

度在2 h后开始增强, 而CDC2的Tyr15位去磷酸化是细

胞进入M期的必要条件, 提示rhddADAM15对周期

的阻滞与CDC2含量及Tyr15位的磷酸化改变有关。

3   讨论
去整合素是一类含有RGD或KGD序列的小分

子蛋白质, 分子量一般在4~10 kDa, 可竞争性与整合

A: 对照组细胞核形态; B、C: 4 μmol/L的rhddADAM15处理24 h后Bel-7402细胞核形态。“N”为正常细胞核, “Apo”为具有凋亡形态的细胞核。

图中放大倍数为1 000倍; D: 各组中凋亡细胞率的统计结果。n=3, *P<0.05, 与对照组(0 μmol/L group)比较。

A: control group; B,C: Bel-7402 treated by 4 μmol/L of rhddADAM15 for 24 h. “N” represented the normal cells and “Apo” represented the apoptotic 
cells. The magnification of the images was 1 000; D: statistics of apoptotic cells in each group. n=3, *P<0.05 vs control group (0 μmol/L group).

图2  DAPI染色鉴定rhddADAM15对Bel-7402细胞凋亡的诱导

Fig.2   Evaluation of rhddADAM15-induced apoptosis of Bel-7402 cells by DAPI staining
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rhddADAM15抑制Bel-7402细胞增殖的SRB法测定结果(n=3)。
A: Bel-7402 cells were treated with different concentrations of rhddADAM15 and analyzed by PI staining; B: the statistical results of the three quad-
rants of PI staining and the does-dependent curve of rhddADAM15 inhibiting the proliferation of Bel-7402 detected by SRB assay (n=3).

图1   rhddADAM15抑制肝癌细胞Bel-7402的增殖

Fig.1   rhddADAM15 inhibited the proliferation of liver cancer cells Bel-7402
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A: rhddADAM15作用于Bel-7402细胞后不同时间对CDC2蛋白表达水平及其Tyr15酪氨酸磷酸化程度的影响; B: rhddADAM15作用于Bel-7402细
胞后不同时间对CDC2蛋白表达水平的量化统计结果; C: hddADAM15作用于Bel-7402细胞后不同时间对CDC2的Tyr15酪氨酸磷酸化程度影响

的量化统计结果。

A: the level of the total CDC2 and phosphorylated Tyr15 in Bel-7402 cells when treated with rhddADAM15 incubated in different time; B: statistics 
results of level of the total CDC2; C: statistics results of level of phosphorylated Tyr15.

图4  rhddADAM15对CDC2蛋白表达量及Tyr15位磷酸化的影响

Fig.4  The changes of CDC2 and phosphorylated CDC2 in Bel-7402 cells when treated with rhddADAM15

A: 对照组细胞周期; B~D: 分别经1, 2, 4 μmol/L rhddADAM15处理后的Bel-7402细胞周期。

A: the DNA cycle analysis of control group; B~D: the DNA cycle analysis of Bel-7402 treated by different concentrations of rhddADAM15 (B: 1 μmol/L; 
C: 2 μmol/L; D: 4 μmol/L).

图3  流式细胞仪分析Bel-7402细胞周期变化

Fig.3   Assessment of the DNA cycle of Bel-7402 cells by flow cytometry
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素结合, 干扰由整合素介导的信号转导通路[7]。研

究报道表明, 目前已分离纯化的多种去整合素都检

测出一定的抗肿瘤活性。本实验室研究的重组人

ADAM15去整合素区域(rhddADAM15), 由于其含有

RGD序列, 被认为是ADAM15的典型功能区域[4,8]。

已有报道指出, rhddADAM15对肿瘤的增殖、迁移

和侵袭都有抑制作用。

我们之前的研究发现, rhddADAM15对多种肿

瘤细胞的增殖均有较强的抑制作用。本文研究表明, 
rhddADAM15作用于人肝癌Bel-7402细胞后可诱导

其凋亡, 将部分细胞阻滞在S、G2/M期, 从而延缓细

胞分裂的速度, 抑制细胞的增殖。

在细胞周期转换过程中, CDC(cell division 
cycle)基因表达的产物具有细胞周期依赖性或直接

参与细胞周期的调控。CDC2是唯一一个在G1~S、
G2~M期两个调控点起作用的基因。CDC2/cyclinB复
合物是G2/M检验点调节的关键因子, 很多相关基因

蛋白通过直接或间接影响CDC2/cyclinB1活性或者

定位, 来参与G2/M检验点的调控作用[9]。在肿瘤细胞

中, CDC2通常过表达使细胞周期紊乱, 造成恶性增

殖。CDC2在胃癌、结肠癌及肝癌中都有显著的高

表达, 而下调CDC2的表达可以引起G2/M期的阻滞, 
抑制肿瘤细胞的增殖[10-11]。CDC2通过Tyr15和Thr14

位点去磷酸化、Thr161磷酸化[12], 才能使细胞顺利进

入M期进行有丝分裂。我们发现, rhddADAM15作
用4 h后, CDC2表达量下降, 其Tyr15的相对磷酸化程

度并未像对照组一样降低, 反而有明显升高。Tyr15

的去磷酸化是细胞进入M期的重要条件, 虽然目前

仍不清楚rhddADAM15通过哪条通路引起Tyr15的去

磷酸障碍, 但本研究对于rhddADAM15对Bel-7402细
胞周期的抑制研究提供了基础与方向。

rhddADAM15含有可与整合素结合的RGD序

列, 被认为是其发挥作用的关键因素[4], 对于在肿

瘤进程中, rhddADAM15与整合素之间具体的相互

作用, 目前仍没有确切定论。近期, Beck等[13]发现, 
ADAM15是整合素αvβ3的天然配体, 可以减弱αvβ3

介导的卵巢癌细胞的黏附和运动; 而Lu等[14]发现, 
rhddADAM-15可通过依赖整合素β1而非依赖αvβ3的

方式来抑制气管平滑肌细胞的迁移。因此, rhddA-
DAM15可能在不同的环境中、对于不同的细胞通

过不同的作用方式来发挥功能。本研究揭示了rhd-
dADAM15阻滞肝癌细胞周期的作用机理, 为其进一

步的应用提供了研究基础。
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