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福安泰 -03 对小鼠癌细胞转移相关基因和

转移行为的影晌
黄来珍王长秀马润姊于立坚*苏伟明廖铭能于廷曦*

(广东海洋大学海洋药物研究与开发重点实验室，湛江 524025)

摘要 以小鼠 Lewis 肺癌(Lewis lung carcinoma, LLC)自发转移和小鼠黑色素瘤(B16)细胞

实验转移为模型 ， 检测福安泰 -03 (Fuantai-03 , FAT-03)对小鼠 Lewis 肺癌生长和转移的影响， West­

ern 印迹和免疫纽化法分析 FAT-03 对小鼠 Lewis 肺癌转移相关基因 CD44 和 nm23-H1 表达水平的

影响 。 结果显示， FAT-03 明显抑制 LLC 的生长和肝转移，显著抑制 B16 细胞的肺转移，并与环磷眈

脏(CY)有协同作用 。 每天腹腔注射 FAT-03 10.0 、 20.0 mg/kg，共用药 14 天，对 LLC 生长的抑制率

分别为 53.8% 、 6 1. 3% (CY 的抑制率为 58.8%); 对 LLC 肝转移的抑制率分别为 37.4%、 76.5% (CY 

的抑制率为 64.5%) 。 对 B16 细月色肺转移的抑制率分别为 5 1.4% 和 63.7% (CY 的抑制率为 44.0%， 10.0

mg/kg FAT -03+CY 的抑制率为 88.1 %) 。 显著下调促癌转移基因 CD44，上调抑癌转移基因 nrn23-H1

的表达。 结果提示 FAT-03 值得作为一种具有抗癌转移作用的先导物质继续研究 ， 它的抗癌转移效

果可能部分与其下调促癌转移基因 CD44 和上调抑癌转移基因 nm23-H1 的表达有关。
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肿瘤侵袭和转移是恶性肿瘤的基本生物学特

征。在复杂的肿瘤侵袭和转移过程中，涉及多种癌转

移相关基因，包括癌基因、抑癌基因、肿瘤转移基

因和肿瘤转移抑制基因等。 而肿瘤转移基因和肿瘤

转移抑制基因是近年来肿瘤转移机制研究的焦点。

此前我们已经报告赤脏(Dasyatis akajei)尾刺提

取物的抗肿瘤作用[IL 赤缸组织粗提物和从赤虹组织

中分离得到的福安肤(Fuantai ， FAT)的抗肿瘤活性[川

和抗血管生成作用 [4 ) 。 然而， 福安肤的电泳图谱显

示，其成分复杂，由分子量范围很宽的多种蛋白质肤

类物质组成。 课题组以抑制血管生成作为追踪指标，

从福安肤中分离纯化得到具有强抗肿瘤血管生成活

性的单一成分福安泰 -03 (Fuantai-03 , FA T -03) 。

FAT-03 是分子量大约为 43 kDa , N 末端氨基酸序

列(PFGNTHNKWK-LNYSAEQEFP)已经确定的蛋白

质 [5 ) 。

此前作者己经报告无细胞毒作用的 FAT-03 对

肿瘤血管生成[句，对人高转移卵巢癌细胞HO-8910PM

的粘附和迁移，对该细胞基质金属蛋白酶 -9 (MMP-

9)分泌和活性的抑制作用 [7 ) 。 这些资料无疑对阐明

FAT-03抗肿瘤转移的机制有重要意义， 但其深度和广

度都还不够。更为重要的是 FAT-03 在体内对肿瘤

转移行为的影响，前面的研究未涉及 。 本文报告

FAT-03对小鼠Lewis肺癌细胞转移相关基因和Lewis

肺癌及 B16 黑色素瘤转移行为的新的研究结果 。

1 材料与方法

1.1 试齐IJ

RPMI- 1640为美国 Hyclone公司产品， D孔伍M为

美国 Gibco 公司产品， 超级无支原体新生小牛血清为

杭州四季青公司产品 膜蛋白酶和 MTT 均为美国

Sigma 公司产品 ; 兔多克隆一抗 CD44 和 nm23-H1 抗

体、免疫组化超敏 SP 试剂盒、山羊抗兔 IgG 和第

三抗体均购 自北京中杉金桥生物公司 。 其余试剂均

为 国产分析纯 。

1.2 FAT-03 的制备和鉴定

以 FAT [3)为材料、抑制肿瘤血管生成活性作为

同步追踪的指标， 采用凝胶过滤、离子交换、疏水

层析、反向层析等方法分离纯化制备 FAT-03 [5)。制

得的 FAT-03 以 0.22 μm 滤膜过滤除菌， -20 .C保存备
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用 。 使用前以细胞培养液释稀到一定浓度 。

1.3 细胞株和细胞培养

LLC 和 B16 细胞购自中科院上海生物化学与细

胞生物学研究所。 LLC 细胞以含 5% 小牛血清、 10%

胎牛血清 、 100 U/m1 青霉素和 100μg/ml 链霉素的

DMEM 培养液， B16 细胞以含 10% 小牛血清， 100 U/ 

ml 青霉素和 100μg/ml 链霉素的 RPMI-1640 培养液，

在 3 7 'C 、 5 % CO2 饱和湿度细胞培养箱中培养 。

对数生长期细胞用于实验 。

1.4 动物

BALB/c 棵小鼠， 7-8 周龄，体重 21 :t2 g，雌雄各

半，购自广东医学院实验动物中心(湛江，中国;动物

合格证号: SCXKyue2004-2008 No .0001916) 。 本实

验在广东医学院实验动物中心专用裸鼠室进行 。 饲

料、饮水、笼具和操作器材及其他用品均灭菌处理

后使用，按无菌原则操作， 遵守动物福利法规。

1.5 Western 印迹分析

取对数生长期 LLC 细胞 4. 8 ml ( lx106 个细胞)，

加入 200μl 不同浓度 FAT-03 ， 对照组加等量培养基。

培养 72h 后 ， 将培养瓶置于冰上，细胞刮刀小心刮脱

细胞， 转移到 50 ml 离心管中 。 3 000 r/min 离心 15

mln ， 收集细胞。 用预冷 PBS 洗涤 2 次，加入 600μl

细胞裂解液，混匀，转移至 Eppendorf 管中 。 冰上裂

解 30 min 后， 15000 g, 4 'C离心 15 min 。 收集上清

液， Lowry 's 法测定总蛋白含量。 在 12% 分离胶、

5% 浓缩胶上进行电泳(每个泳道 150μg 蛋白质量)，

用 Western 印迹法检测 CD44 、 nm23 的表达水平 。

1.6 LLC 自发转移肿瘤模型

每只棵小鼠背部皮下接种 0.2 ml (4x106 个细胞)

LLC 细胞悬液 。 瘤细胞接种后第 7 天，挑选己成瘤

小 鼠， 随机分组， 每组 8 只，雌雄各半 。 FAT-03 组每

天腹腔注射 FAT-03 溶液(1 0 . 0 、 20.0 mg/kg)，共注

射 14 天，对照组同时腹腔注射等量生理盐水，阳性对

照组接种当天及第7天腹腔注射0.2 ml环磷酷肢[CY，

50 mg/(kg.d ) ] 。 末次用药后次日颈椎脱位法牺牲小

鼠， 剥离原发肿瘤称重并用 10%中性甲醒固定后用于

免疫组化实验。剥离肝脏并分别计数肝脏表面肿瘤

转移结节总数和大转移结节数(>3 mm) 。 按下列公

式分别 计算肿瘤生长抑制率和肿瘤转移抑制率 。

肿瘤生长抑制率=(对照组平均瘤重一给药组平

均瘤重)/ 对照组平均瘤重 x100%

肿瘤转移抑制率 =(对照组平均转移结节数一给

药组平均转移结节数) / ，对照组平均转移结节数

· 研究论文 ·

xl00% 

1.7 B16 细胞实验转移模型

每只裸小鼠尾静脉接种0.2 ml (3x 106个细胞)B16

细胞悬液，肿瘤接种当天， FAT-03 组每天腹腔注射

FAT-03 溶液(1 0 . 0 、 20.0 mg/kg) 14 天;对照组腹腔

注射等量生理盐水;阳性对照组接种当天、第 7 天

腹腔注射 0.2 ml CY; FAT-03+CY 组接种当天开始注

射 FAT-03 [10.0 mg/(kg ' d) ]， 共注射 14 天，并于接种

当日及第 7 天腹腔注射 0. 2 ml CY [50 mg/(kg' d) ] 。

末次用药翌日颈椎脱位法牺牲小鼠，剥离肺肝并计数

肺表面(肝表面无)转移结节总数和大转移结节数(>3

mm)，计算肿瘤转移抑制率 。

1.8 免疫组化法

免疫组化法(SP法)检测肿瘤转移相关基因CD44

和 nm23-H1 的表达[8，9] 。 促转移基因 CD44 表达于细

胞膜与细胞浆，以胞膜着色为主，出现少量胞浆着色;

抑转移基因 nm23 主要表达于细胞浆 。 细胞浆及胞

膜中出现淡黄至褐黄色细颗粒状着色为阳性细胞。

两位观察者盲法阅片，每张切片至少观察 5 个具有代

表性的高倍视野，计数不少于 100 个细胞 。

1.9 统计分析

观察指标:肿瘤生长抑制率和肿瘤转移抑制率。

完全随机化设计实验所得结果数据用均数 ± 标准差

(王土s)来表示。 资料均数采用 t 检验分析。 所有数据

均用 SPSS1 1. 0 统计软件进行处理。 P<0 . 05 被视为

差异有统计学意义 。

2 结果

2.1 FAT-03 的分离与纯化

纯化后的 FAT-03 的色谱图和电泳图参见文献[5] 。

2.2 Western 印迹分析 LLC 细胞 CD44 和 nm23-

Hl 的表达水平

Western 印迹分析结果显示，对照组 CD44 的表

达水平比 FAT-03 组高，而 FAT-03 组 CD44 表达水

平则与所用 FAT-03 剂量相关， 即 FAT-03 的用量愈

大， CD44 的表达水平愈低;与此相反，对照组 nm23-

H l 的表达水平比 FAT-03 组低，且 FAT-03 的用量愈

大， nm23-Hl 的表达水平愈高。 可见， FAT-03 下调

LLC 细胞促转移基因 CD44 的表达，上调抑转移基因

nm23 -H1 的表达，并与剂量相关(图 1 ) 。

2.3 FAT-03 抑制小鼠 LLC 的生长和转移

FAT-03 组的原发肿瘤明显较对照组体积小， 基

底窄，易剥离 。 每天腹腔注射 FAT喃03 (1 0.0 、 20 . 0
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d 结节，而 FAT-03 组的转移结节则很稀少(图 2)。计

数结果表明， 10 .0 、 20.0 mg/kg FAT-03 对 LLC 肝转

移的抑制率分别为 37 .4%和 76.5% ， CY 的抑制率为

64.5 % (表 2) 。表 2 中有 2 组实验数据(22.3 :t 2 1. 6;

8.2 :t 8.0)的离散度大，导致标准差接近均数。

2.4 FAT-03 抑制小鼠 B16 的转移
Fig.1 Effects of FAT-03 on the expressions of CD44 and 

nm23-H1 in LLC cells by Western blot analysis 
解剖动物取出肺脏，肉眼即可见对照组小鼠肺表

面(肝表面无)有较多黑色点状的转移结节， 而 FAT-03

组的转移结节则很稀少(图 3) 。 计数结果表明 ， 10.0 、

20.0 mglkg FAT-03对B16肺转移的抑制率分别为 5 1.4%

和 63.7% ， CY 为 44.0% ， FAT-03 (1 0.0 mg/kg)+CY 为

88.1 % (表 3) 。 腹腔注射 FAT-03 显著抑制 B 16 细胞

肺转移， 其抑制肿瘤转移作用优于 CY 并与之有协同

作用 。

a: control; b: 0.05 mg/ml FAT-03; c: 0.10 mg/ml FAT-03; d: 0.20 

mg/ml FAT-03. 

mg/kg) ， 共 14 天， 对 LLC 的生长抑制率分别为 53.8%

和 6 1. 3% ， CY 的抑制率为 58.8% (表 1) 。 解剖动物

取出肝脏，无需染色，肉眼即可见对照组小鼠肝脏表

面密布灰白色斑点状的或大(直径>3mm)或小的转移

Table 1 E tTects ofintraperitioneal i时ection of F A T -03 on primaηtumor weight and body weight gain in Lewis lung carcinom a ­

inoculated BALB/c nude mice 

Treatment 

Contro l 

FAT-03 

FAT-03 

Cyclophosphamide 

Dose 

[mg/(kg'd)) 

。

1 O.Ox 14 

20 .0 x 14 

50 .0x2 

Number of animals and body weight gain 

(g, x 土s)

start end 

20.3土2 .4 2 1.3土 2 . 9

20.8土 2.0 2 1. 0土1. 3

2 1. 6士1. 9 22.7土2.0

20.7士1.7 2 1. 0土2.0

Primary tumor Inhibition 

weight (% ) 

(g, x 土s)

1.1 9士0.54

0.55土0.30* 53.8 

0 .46土 0.11 ** 61 .3 

0 .49 :1: 0. 22** 58 .8 

*P<0.05 , **P<O.OI , Student ' s t-test versus contro l. Cyclophosphamide (50 mg/kg) was i时 ected intraperitoneally 1 and 7 days after the 

inoculation of tumor cells. 

Table 2 Inhibitory e tTects of intraperitioneal injection of F AT -03 on the spontaneous liver metastases of Lewis lung carcinoma 

in BALB/c nude mice 

Treatment Dose Metastasis No. of total MIR No. of metastatic MIR 

[mg/(kg'd)) rate metastatic foci ( % ) Foci (>3 mm) (% ) 

(王 土s) (王 土s)

Control 8/8 95.0士 38 . 3 7 1. 6 :1: 32.8 

FAT-03 10.0x 14 6/8 59.5 :1: 34 .4* 37 .4 38 . 3主 8 . 2* 46.5 

FAT-03 20 .0x 14 5/8 22.3士 2 1. 6* * 76 .5 8.2 :1: 8.0** 88.5 

CycJophosphamide 50.0x2 6/8 33 .7土 26 .0 ** 64 .5 28.1 士 10. 8** 60 .8 

MIR: metastasis inhibition rate. *P<0.05 , **P<O.OI , Student's t-test versus contro l. Cyclophosphamide (50mg/kg) was inj ected 

intraperitoneally 1 and 7 days after the inoculation of tumor cells. 

Table 3 Inhibitory e tTects of intraperitioneal injection of FAT -03 on the experimentallung metastases of B16 m elanoma 

in BALB/c nude mice 

Treatment Dose Metas tasis NO .of total MIR No . of metastatic 如lIR

[mg/(kg.d)) rate metastatic foci (x 士s) (% ) Foci (>3 mm) (x 士s) (% ) 

Contro l 8/8 43.0土9.9 36.0士 7.2

FAT-03 10.0x 14 7/8 20 . 9土9.7* 5 1.4 15.1 土9.1 * 58. 1 

FAT-03 20.0x 14 6/8 15.6土6.3** 63.7 10.6土 8.3** 70 .6 

CycJophosphamide 50.0x2 7/8 24.1 主9.6* 44.0 16.0 :1: 9.8 * 55 .6 

FAT-03 + 10.0x 14 4/8 5 . 1 土1. 3** 88 .1 4.1 士1. 6* * 88.6 

CycJophosphamide 50.0x2 

MIR: metastas is inhibition rate. *P<0.05 , **P<O.OI , Student's t-test versus contro l. CycJophosphamide (50 mg/kg) was inj ected 

intraperitoneally 1 and 7 days after the inoculation of tumor cells. 
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2.5 免疫组化检测 LLC 组织 CD44 和 nm23-Hl 免疫组化结果显示， CD44对照组LLC细胞膜及

的表达水平 细胞浆中出现大量褐黄色颗粒，而在 FAT-03 组细胞

Fig.2 Effects of intraperitoneal injection of F A T -03 on the sponaneous Iiver metastases of LLC 
A: control, dense grey metastatic foci of LLC; B: 20.0 mg/kg FAT-03 , a few grey metastatic foci of LLC 

Fig.3 Effects of intraperitoneal injection of FAT -03 on the sponaneous Iiver metastases of B16 

A: control , dense black metastatic foci of B1 6; B: 20.0 rng/kg FAT-03, a few black metastatic foc i of B1 6 

Fig.4 Effects of intrapertoneal injection of F A T -03 on the expressions of CD44 and nm23-Hl (SP, 200x) by immunohistoche-

mistry protocol 
A: control: CD44, +++ ; B: 20.0 mg/kg FAT-03, CD44，一; C: contro l: nrn23-Hl , -; D: 20.0 mg/kg FAT-03 , nrn23-Hl . +++ 
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中类似颗粒则少见; nm23-Hl FAT-03 组 LLC 细胞浆

着黄色(对照组细胞浆少见着色) 0 FAT-03 组 LLC 细

胞中促转移基因 CD44 的阳性细胞百分率仅为 3 .9%

(对照组为 50.6% ， P<O .O l); 抑转移基因 nm23-Hl 的

阳性细胞百分率为 53 . 5 % (对照组仅为 3.0% ， P< 

0 .01 ) 。 这些结果提示腹腔注射 FAT-03 下调 CD44 的

表达， 上调 nm23-Hl 的表达(图 的 。

3 讨论

海洋生物物种及其所含物质的多样性和特异性

使海洋成为天然药物的巨大资源宝库，具有极大的开

发潜力 。 己报道的海洋来源的肿瘤血管生成抑制剂

有二十多种 。 FAT-03 是我们课题组首次从1甚江近

海捕获的赤虹组织中分离得到的具有强抗血管生成

活性和强抗肿瘤生长和转移作用的单一成分 。 目前

课题组正对 FAT-03 的作用机制和靶点进行深入研

究， 并试图确定其抗血管生成活性的功能域。

BALB/c 小鼠皮下接种 LLC 细胞，成瘤率高， 并

可发生自发性肺和 / 或肝转移 。 BALB/c 小 鼠尾静脉

接种 B16 细胞，可发生实验性肺和 / 或肝转移。 本研

究结果显示， BALB/c 棵小鼠皮下接种 LLC 细胞发生

自发性肝转移，这与 Nakamura 等[IOJ的实验结果一致。

荷瘤裸小鼠连续腹腔注射 FAT-03 [10.0, 20.0 mg/(kg' 

d)] 14天，对LLC生长的抑制率分别为 53 .8%和 61.3%，

对 LLC 细胞自发性肝转移的抑制率分别为 37.4 %和

76.5 % 0 BALB/c 小鼠尾静脉接种 B16 细胞，可发生实

验性肺转移 。 裸小鼠连续腹腔注射 FAT-03 [(1 0 .0 , 

20.0 mg/(kg'd)] 14 天，对 B16 细胞实验性肺转移的抑

制率分别为 5 1.4% 和 63 . 7 % ， 并与 CY 有协同作用 。

肿瘤转移是一个多因素 、 多步骤的生物学过

程， 大体上可分为三个基本步骤:原发灶肿瘤细胞通

过与基底膜表面整合素、 非整合素受体等结合而粘

附其上;接着释放多种基质蛋白酶，降解由细胞间质

与基底膜组成的细胞外基质(extracellular matri x , 

ECM)的成分， 打破ECM 的动态平衡; 最后穿越 ECM

破损处， 侵入局部血管、淋巴管， 在远端位突破毛

细血管形成"种子 "， 长出新生血管，供给瘤体营养，

最终形成新转移灶 。 此三个基本步骤可循环反复 、

不断演进。 根据我们已经得到的实验结果似乎可以

认为， FAT-03 作用于肿瘤转移的多个环节，它不仅抑

制肿瘤细胞的粘附、 运动能力， 抑制 MMP-9 的分泌

及其活性[7l ， 抑制肿瘤血管生成[6] ，而且还有下调促

癌转移基因 CD44 和上调抑癌转移基因 nm23-Hl 的

表达的作用 。

细胞表面分子 CD44 是分布极为广泛的细胞表

面跨膜糖蛋白 ， 定位于染色体 llpl3 ， 最初由 Dalchau

等 [ I IJ用单克隆抗体技术检测并确定 。 Stamenkovic

等[1 2J根据外显子表达方式不同分为标准型(CD44S)和

变异型(CD44V)两种。 CD44 分子正常情况下主要参

与淋巴细胞的激活及细胞与细胞之间，细胞与基质之

间的特异性粘连过程 。 CD44 的变异性表达与肿瘤

转移的关系是最近几年来肿瘤研究的热点 [ 1 3 ， 1 4J 。

Steeg 等[ 1 5J 根据 nm23 基因在 7 个转移潜力不同

的 K-1735 小鼠黑色素细胞瘤细胞株中表达不同， 用

减交叉法将此种基因分离出来。高转移细胞株的

nm23 mRNA 产生比低转移细胞株少 10 倍， 这表明

nm23 基因在高转移细胞中表达低，提示它可能具有

转移抑制功能 。 己发现两种人类 nm23 基因 ， 即

nm23-Hl 和 nm23-H2 [16J. nm23-Hl 的 mRNA 水平与

肿瘤转移的相关性更强[ 1 7 J o CD44v6 和 nm23-Hl 共

同调节肺癌的转移过程， CD44v6 表达水平与肺癌淋

巴结转移呈正相关[ 1 8J ， nm23-Hl 表达水平与肺癌淋巴

结转移呈负相关[1 9J 。 本研究结果显示， 无论体外还

是体内 FAT-03 都下调 LLC细胞(组织)促癌转移基因

CD44 的表达， 上调抑癌转移基因 nm23-H l 的表达。

总之， FAT-03 对肿瘤的生长和转移具有抑制作

用，这种抑制作用与其对肿瘤血管生咸、肿瘤细胞

的粘附和迁移 、 胶原酶分泌和活性的抑制作用， 以

及下调促转移基因 CD44、上调抑转移基因 nm23-H l

的表达有关， 提示 FAT-03 可能是一个以肿瘤血管 、

肿瘤转移相关基因为作用靶点、有抑制肿瘤生长和

阻止癌转移活性的蛋白质 。
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Effects of Intraperitoneal Injection of Fuantai-03 on Metastasis-related 

Genes and Metastasis in Mouse Lewis Lung Carcinoma and 

B16 Melanoma 

Lai-Zhen Hua吨， Chang-Xiu Wang , Run-Di Ma, Li-Jian yi肘， Wei-Ming Su , Ming-Neng Liao, Ting-Xi Yu* 

(Key Laboratory of Marine Materia Medica, Guangdong Ocean Uniνers句， Zhanjiang 524025, China) 

Abstract Westem blot analysis and immunohis tochemis try protocol were performed to assay the expres-

sions o f CD44 and nm23-Hl ; mouse Lewis lung carcinoma (LLC), a spontaneous tumor metas tasis model, and 

m ouse B16 melanoma (BI6), a experimental tumor metastasis model, were utilized to study the effects of intraperi­

toneal (ip) injection of Fuantai-03 (FAT-03) on cancer metastasis. The results showed that FAT-03 resulted in down­

reg ula tion of expression of CD44, a nd up-regulation of expression of nm23-Hl in vitro and in vivo , and that the 

g rowth inhibition rates of primary tumors of LLC in the FAT-03 [1 0 .0 , 20 .0 mg/(kg.哟 ， ip , for 14 days]-administered 

mice were 53 .8 % and 6 1.3 % [vs 58.8% of cyclophosphamide (CY) ], and the liver metastasis inhibition rates (MIR) 

of L LC were 37 .4% and 76.5 % (vs. 64.5 % of CY) , and the lung MIR of B16 were 5 1.4 % and 63 .7 % (vs 44.0% of 

C Y, and 88.1 % of 10.0 mg/kg FAT-03+CY) , respectively. These observations qualify FAT-03 as an interesting lead 

com ponent to prevent cancer metas tasis; FAT-03-induced change of expressions of metastasis-related genes may be 

p artially responsble for its inhibitory effect on metas tasis . 
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