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细胞电视〈率作用。 IIt植 8 0 合并 ;在热时这种作

用 显著增加 ， 合并作用 41 0C 6 0 分左 右的效应

已达到温热心'C I OO 分作用水平 ， 有明显时间.

效应。冷却后各组有不同程度恢复 ， 但合并作

用 4 1 0C1 0 0 分以上各组恢复较慢。 正常细胞对

温热和吐温创作用的反应明显低 于 肿瘤细

胞。
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人肺腺癌细胞 PI-PLC 活性的变化和转移表型的关系

彭念生 马玉彦 任丽君史历

(哈尔滨医科t-学肿瘤研究所〉

癌细胞的转移是造J扎患者死亡的 主要原

因。只有找到转移赖以产生的细胞 生 物 学基

础，才能在 I~i断转移上开辟新的有效途径。 因

此， 对转移生物学特性的研究已成为肿瘤细胞

生物学领域内的重要课题之一。

转移是转移性也细胞从原发灶分离、侵袭 、

破坏宿主屏障，移向体内另一部位， 建立转移

灶的过程。无论是分离还是侵袭均依赖于分解

酶的作用。因此 ， 转移性癌细胞的许多分解酶

活性明显高于无/低转移性癌细胞。如组织蛋

白酶 ß (Cathepsin B )高转移性癌细胞 (B 16 F 

1 0) 比无/低转移性癌细胞 \ B 16 Fl ) 高 3-4

倍[汀， Eosmann 发现前者 自-半乳糖昔酶、乙

眈氨基半乳糖昔酶 、 岩藻糖昔酶活性明显高于

无/低转移性癌细胞 [ ~ 1 。 一些酶分泌至细胞外，

破坏周围基j贡及其他屏障， 活化宿主与转移有

关的某些因子，促进转移。

E舟脂雕肌醇特异的磷脂酶 C <. phosphatidy­

linositol specific phospholipase C , PI-PLC )是

一种分解酶， 具有多种功能 ， 它不仅可以破坏

膜性屏障，促进膜结合蛋白质(或酶)的释放，

还与癌的发生、发展以及信 息传 递密切相

关"'4] 。 . 但至今未见有关转移性癌细胞PI-PLC

e 的报道。我们已经证实转移表型不同的肺腺癌

细胞存在不同的肌醇磷脂代 谢地 (PI-pool) , 

PI-PLC 是其中的关键酶。 本文于不同条件下，

测定不同转移表型肺腺癌细胞 PI-PLC 活性，

并对其与转移的关系进行初步探讨。

材料和方法

一、材料

贼脂联肌醇等为标准:品 ， 主在甲 基 硝酸氟化物

CPMSF) (Sigma 公司) ,RPMI 1640 培养液 (GIBCQ) 、

透析袋 (Ser va 公司) 、 [3HJ肌码((New England Nucl­

ear ) , Hepes 缓冲液 (Sigma 公司) ， [32P J 磷酸(无载
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体) (北京原子能研究所) 。 其他试剂均为国产。 高转

移性人肺j尿布细胞亚系 (A nip973) 和无/低转移性肺腺

癌细胞系 (AG ZYP3 _ . ) 均J:) 木所建系。

二、 细胞培养、 腹水型瘤细胞亚系的筛选[5 1

人月dïfl泉癌细胞系 AGZYS 3 _ . 培养于 RPMI 1 640 溶

液内 ， 附加 ;~O %小牛 l归滑和抗菌素， 培养箱 37 0C ，

5 %CO， o 将 6 X 1 0 6 小 AGZY83 _ . 细胞注入每只裸小鼠

腹腔。候出现胶水后， 取腹水离心， 取沉淀的中上层

癌细胞， 洗两次， 再同样接种子裸小鼠腹腔c 如此反

复传代获得具有转移能力的癌细胞亚系， 简称

Anip973-7-H-19' ( -7 、 - 1 4 、 -19 为传代数)。

三 、 [ 3日JPI(或 [32PJPl )的制备

将豚[Zßt )J商切片置于含 10 0 Ilci [.lHJ肌醇/每克脑组

织/2 毫升或 1 mci[3'PJ磷酸/每克脑组织/ 2 毫升 的

RPMI 16 4 0 趴养液巾 ， 保温 1 0 小时 ， (同位素比放射

活性: [3日JJ[几醇 1 5 . 6 ci/mmol、 [ 32PJ磷酸 12 .8mcij

ml ) 。取出培养瓶， 离心， 弃去上清液， 用冷的等渗

磷酸盐缓冲;夜洗三次。加甲 醇/氯仿/水 (0 . 3 5:0.7:

0. 2, v/v/ v ) 提取磷脂。 350 0 r/mín 离心 10 分钟，取

氯仿层，氮气吹干。加少许氯仿/甲醇(5 : 1)点样 ， 标

准品于同一薄层板同时点样， 进行薄层分离。 展开剂

为氯仿/甲醇/氛水 (13 . 5 : 6 . 5 : 1 0 ， v/ v/v ) 。 用腆显色

后 ， 将 [3HJ PI (或 [32PJPI ) 色斑刮下， 重 新提取、 备

用。

四、 PI-PLC 活性测定

将[32PJPI (或 [3HJ PI ) 的氯仿溶液用氮气吹 干，

超Fif混悬于缓冲液rl' ， 反应混合物含 20 mmol Hepes 

缓冲液 (pH 7.4)0 . 25 mmol EGTA、 0. 2 5 mg/ml 牛J/11

f育自责向 、 1 mg/m l 脱钱，归酸制、 100 Ilmol PMSF 适

量的 Anip9 7 3 、 AGZYS 3才 匀浆液 ( 台 PI-PLC ) 0 37 0C 

保温 20 分钟。用氯仿: 甲醇 (2 : 1)停 止反应， 离心，

测放射活性[61 0

五、蛋白质浓度测定

按 Lowry 法洲定，以牛1m.洁白蛋白为标准。

结 果

经转移试验(表 1 )证明 ， 裸小鼠静脉接种

AGZYS3_ & 细胞 (6X10 6 /只 )肺转移结节数为0 。

AnipS73_ 7 肺转移结节数最少为 99 ， 最多 者结

节可布满全肺。 AnipD73 _ 14 细胞接种的 四只裸
小鼠每个JJftj脏出现结节数 范围 为 83-14 1 0
A nip 9 73-19细胞接种的四只裸小鼠肺脏结节较

褒 l 攥小鼠静脉接种瘤细胞后， 肺

转移结节敛及频率

!J中瘤 ' 肺转移结节 转移频率(肺转移

细胞 数/只裸鼠 只数/接来11只数 )

一一一一一一一

AGZYS3_& 。 。/ 5

Anip973 - 7 163 
99 

150 5/ 5 
189 

吉i!;节布满全肺

Anip973_ 14 141 
109 
lHi 4/ 5 
83 
叮

AuiP973-19 198 
201 
ll9 5/ 5 

结节布满全肺
1-2 

多 ， 由 119 至结节布满全肺。

以上静注 Anip9 73斗斗← 19 的 15 只裸小鼠中

有 12 只皮下、 脑、 前后腿、 背部脊 椎两侧均

出现癌结节， 并伴随神经症状(偏瘫)等， 腹腔

内 注射 也 同样出 现 转移。 以上证 实

Anip9 7 3 _7_ 1 ← 19 细胞均具有较强的转 移能力 ，

但原系 AGZY~3→ 细胞则无此特性。

将 Anip973 _ 7 _ 1 ← 19 及 AGZY 83- ' 细 胞 系备

6 X 1 0 6 个细胞/只分别接种于裸小鼠腹腔 ， 待

出现腹7]<后 ， 抽取腹水分离癌细胞 进行 PI­

PLC tt性测定 (表 2 ), Anip97 3斗 PI-PLC 活性

为 AGZYS3→ 的 2.2 5 倍。 Anip9 "/3 _ 14 和 An­

iP973-1 9 PI-PLC活性分别是 AGZYs3 _ a PI-PLC 

活性的 6 .75 和 7 . 1 倍 ( cpm/rng 蛋白质/小时) 。

Anip973 PI-PLC 活性明显高于AGZY83 _ a 。

两种不同特性的细胞分别于体外培养， 并

测定第一代、 第二代 、 第三代 PI-PLC Yí舌 性，

结果表明(图 1 ) , 第一 代 Anip973 PI-PLC 活

性高 于 AGZY83 _ .PI-PLC ， A n ipm PI-PLC tt 
性: AGZY83 _a' PI-PLC 活性 = 1 . 5 9。第二代

两者 活 性均 降 低， A nipm PI-.PLC 活 性:

AGZY83 _ .PI-PLC 活性= L 1 8 ， 比值也缩小。
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肺踉瘤细胞培养溃 PI-PLC 活

性的比较

志
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飞「物生胞
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细

表 2

培养液 PI-PLC 活性 P 值

(qjm ， 累积量)

AGZYS3 _. 292 士 8 . 9
AniPm 1183 土 14

均数土标准误 (n = 6) 

, 
肿瘤细胞

< 0.01 < 0.01 366 士 15
826 :t 15 .2 

自泌运动因子(AMF) 的作 用。 Liotta[g]证实

AMF 通过双信使途径使癌细胞 运动性增强，

这是转移的先决条件。 PI-PLC 是双信使途径

的关键酶，此酶的活化和失活直接控制信息流

中的两个分叉途径，即 IP3/Ca2 + 及 DG/C 激

酶途径。两者相互协同控制细胞运动(或其他

效应)的整个程序 。 当 AMF 作用于 转移性癌

细胞表面的特殊受体时， 可使受体分子发生构

象变化，使酷氨酸蛋白酶激活， 同时引起G蛋

白构象变化，从而使无活性的 G蛋白变成有活

性的G蛋白 [lO]，进一步活化 PI-PLC。此酶分

解 PIP2 产生 IPa[ll] ，相 继出现细胞运动性变

化。因此， AMF 的作用可能是 PI-PLC活性增

强的原因。

第二、转移性癌细胞的许多分解酶活性的

增强和释放，有利于破坏宿主各种屏阵，促进

转移，例如组织蛋白酶 B(膜结合性酶)，胶元

酶、糖音酶等。现已证实许多膜结合酶 (或蛋

白)是依赖 PI 与膜相连接 [ 2 ] 。 这些酶或蛋白质

的释放，将依赖 PI-PLC 的作用 ， 因此， PI­

PLC 活性可能伴随分解酶的释放而增大。

不具备转移能力的 AGZYS 3 _ ' 细胞 ， 其 以

上所述分解酶(如组织蛋白酶 B 等)Éi<';活性明显

低于转移性癌细胞[l]oAGZY83→细胞膜结构、

受体种类、数量 、 位置和 Anip973 可能有明显

的差异(有的巳证实[1 3]) ， 故 PI-PLC 活性增强

的可能性小于 Anip97 3 ' 因 此， 前者 PI-PLC 活

性低于后者。

体外培养的转移性癌细胞许多分解酶的活

性随传代次数的增加而下降， 甚至低于无或低

< 0. 01 

< 0.01 

摆Ih鼠腹腔内捷种癌细胞后，
瘤细胞 PI-PLC 活性的比较

肿瘤细胞 PI-PLC 活性 P 值

(cpm/mg 蛋白质/小时)

AGZY盯- .
Anip913-1 

AGZYB3 _ . 

Anip913 - 14 

AGZYB3 _ , 366 士 1 5
Anip91l_19 26 13:t 174 

均数±标准误 (n = 6) 

540 :t 73 
3650 士 58

8765432·

· 

《
苔
，
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飞
飞
部
副
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国
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E
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-
t
坦
LV
·
-
A
E
1
-
L

开\ -- 11: 

体外培养的肺腺癌细胞 PI-PLC 活性

的比较(丰代表 P 值<0.011 n = 3 或

7 ，因 Anip91 3 口 AGZYS3 _.)

图 1

第二代 Anip973 PI-PLC i舌性 明 显 下降，

AGZY盼.PI-PLC 活性反而高 于 Anip97 3 两者

比 值倒置 (AGZY83 _ a PI-PLC 活性 : AnipS73 

PI-PLC 活tt= 2.02 ) 。

测定细胞培养液 PI-PLC 活性(表 3 )。

种细胞培养液均显示 PI-PLC 活性。

两

癌细胞转移能力的获得， 维持和加强，取

决于癌细胞与微环境中宿主各种因素(如激素

等信息分子及其他物质)之间的相互作用[7.8] 。

本 文 实验证明 ， AGZYB3 _ a 系转 变 为

Anip973 亚系的癌细胞获得了转移能力，两者

PI-PLC 活性有明显差异。 AniPmPI-PLC 活

性明显高于 AGZYss _ a 可能有以下原因:第一，

论讨
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转移性癌细胞 ， PI-PLC 也不例外。据Sloane[14]

推测 ， 这可能由于培养介质中缺乏宿主特有的

信息分子所致。 这些信息分子可能包括与转移

有关的层粘连蛋白 、 激素及其他肿瘤调节因

子。 另外 ， 两种细胞 PI-PLC 性质(对 Ca2 + 的

需求， 各种磷脂的影响等)有明显差异(待发

表)。因此 ， 在体外相同条件下培养，两种细

胞 PI-PLC 洁性变化 不 同 ， 且体 外条件 对

AGZY83 _aPI-PLC 似乎更有利。再者体外培养

的 Anip973 细胞;主长速度随传代次数增加而明

显减缓 ， AGZY83→ 细胞生长速度无明显变化，

PI-PLC 活性和细胞生民速度密切相关。这些

可能就是在体内外不同条 件下，两种细胞

PI-PLC 活性变化有明显差异的原因。

两次传代间细胞培养液 PI-PLC 活性的测

定表明 Anip973PI-PLC 活性大于 AGZYR3 _ aPI­

PLC 活性(前者细胞总数的增加小于后者，死

亡细胞数均很少)。结果暗示， 两种细胞可能

均向细胞外分泌 PI_PLC [15] 而 且 Anip97 3 多于

AGZY83 _ a。这可能有利于宿主膜性屏障的破

坏以及宿主细胞膜结合酶的释放，因而促进转

移。

综上所述人Jlrlï腺癌细胞 PI-PLC 活性的变

化和转移密切相关。推测 PI-PLC 可能成 为新

的转移标记酶。

摘 要

我们将高转移性JJrtï腺癌细胞亚系 Anip973
及其母系 AGZYs3 _ a (无转移性)注入裸小鼠腹

腔， 待出现腹水后， 分离癌细胞， 测定其 PI­

PLC 活性(并经转移试验证实 Anip9 73 仍具有转
移能力 )。 实验结果表明具有不同转移 表型的

Anip9 7 3 相 AGZYs3 _ a 细胞 PI-PLC 活性有明显

差异 ， 前者为后者的 2 . 25一7.1 倍。体外培养

两种细胞，测定两者 PI-PLC 活性，两者比值

随传代次数增加逐步缩小，甚至出现倒置。两

种细胞培养液均显示 PI-PLC 活性， 且 Anip973

高于 AGZYS3→。不同转移表型肺腺癌细胞PI­

PLC 活性在不同条件下的变化截然不同，此变

化可能和肺腺癌细胞的转移功能密切相关。 推

测 PI-PLC可能将成为新的转移标记酶。

缩写词

PI-磷脂酌肌醇

PI-PLC-磷脂歌肌醇特异的磷脂酶 C

PIP2一-~制旨酌肌醇 4 ， 5-二磷酸

PI3-一三磷酸肌醇

DG一一甘油二月旨
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