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福安泰-03 对高转移人卵巢癌细胞

HO-8910PM 侵袭能力的影晌
廖铭能徐海瑛马润姊*于立坚*苏伟明黄来珍张霄瑜于廷曦*

(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 应用毒哇蓝法检测从赤缸中分离到的福安泰 -03 (Fuantai-03, FAT-03)对高转移人卵

巢癌细胞HO-89 1OPM 生长的影响;人工重组基底膜检测 FAT-03 对细胞侵袭能力的影响; SDS- 聚

丙烯眈牍凝胶电泳检测 FAT-03对 H0-891OPM 细胞分泌MMP-9 能力的影响。结果显示， FAT-03 (20.0、

40.0 、 60.0μg/ml)作用 HO-8910PM 细胞 24 h，对细胞生长的抑制率小于 10%，对细胞与纤维粘连

蛋白 (fibronectin， FN)和 Matrigel 粘附的抑制率分别为 15.1% 、 28.0% (P<0.05) 、 54.1% (P<O.OI)和

14.7% 、 34.3% (P<0.05) 、 40.5% (P<O.O l)， 对细胞迁移的抑制率分别为 16.4%、 33.8% (P<0.05)和

42.6% (P<O.Ol)。此外， FAT-03 显著减少 H0891O-PM 细胞分泌 MMP-9 的量，并降低其活性。这

些实验事实提示 FAT-03 能明显抑制 HO-8910PM 细胞的侵袭能力。
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侵袭和转移是恶性肿瘤的基本生物学特征，是肿

瘤细胞与宿主细胞、细胞外基质之间一系列复杂

的、多步骤的动态过程，是多因素参与、多步骤完

成的分子生物学变化，也是临床上绝大多数肿瘤患者

的致死因素[1 ，2] 。因此，抑制肿瘤的侵袭和转移是治

疗恶性肿瘤的有效策略。

此前我们已经报导赤缸(Dasyatis akajei)尾刺提

取物具有抗肿瘤作用[坷，赤匍组织粗提物和从赤缸组

织中分离得到的福安肤(Fuantai)具有抗肿瘤活性[仍]和

抗血管生成作用[6]。然而，福安肤的电泳图谱显示，

由分子量范围很宽的多种蛋白质肤类物质组成，其成.

分比较复杂。本实验室以抑制血管生成作为同步追

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，并测定其分子量和N末端氨基

酸序列，因其分子量较大，是一种蛋白质，姑且将其

命名为福安泰-03 (Fuantai-03 , FAT-03)。我们已经

证实FAT-03对小鼠移植性肿瘤的生长和转移有显著

的抑制效果[7]，对血管生成也有强抑制作用 [8]。本文

主要研究 FAT-03 对高转移人卵巢癌细胞株 HO-

8910PM 侵袭能力的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂

新生牛血清购自杭州、|四季青生物材料有限公司;

RPMI-1640 购自美国 Hyc10ne 公司; MTT、纤维粘

连蛋白(fibronectin ， FN) 、 Matrigel、牛血清白蛋白

(bovine serum albumen , BSA)、四甲基乙二肢

(TEMED) 、 Triton-l00、十二炕基磺酸铀(SDS)购

自 Sigma 公司;膜蛋白酶购自美国 Gibco 公司;

Transwell 小室(直径 6.5 cm、孔径 8μm)购自美国

Costar 公司。其余试剂均为国产分析纯。

1.2 细胞株

高转移人卵巢癌细胞 HO-8910PM ['坷，购自广东

医学院生物化学与分子生物学研究室。

1.3 细胞培养

HO-8910PM 细胞培养于含 10% 新生牛血清、

1∞ U/ml青霉素和 1∞ μ.g/ml链霉素的RPMI-1640培

养液中， 37 .C 、 5% CO2 饱和湿度培养箱中培养。
取对数生长期细胞用于实验。

1.4 MTT试验

取对数生长期细胞接种于 96 孔板，每孔 90μl

细胞悬液(含1.0x 104 个细胞)。培养过夜后，加入 10

μl 不同浓度的 FAT-03 溶液，使终浓度分别为 20.0 、

40.0 、 60.0 问Iml， 对照组则加入相同体积的培养液，

每一浓度设 3 个平行孔，充分混匀，培养 24 h。每

孔加入 20μ1Mπ (5 mg/ml)， 继续培养 4-6 h。每孔
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廖铭能等:福安泰-03 对高转移人卵巢癌细胞 HO-8910PM 侵袭能力的影响 385 

加入 100μl 三联液(1% SDS 、 5% 异丁醇、 0.012

mol/L HCl, Wfl.例。 o 37 'C放置过夜后，用 DG-5031

型酶标仪在 570nm波长处测各孔A 值[10， 11]。实验重

复 3 次。以 Bliss 法计算半数抑制浓度，并按下列公

式计算细胞生长押市1障。细胞生长抑制率(%)=(1一实

验组平均A 值/对照组A 值)xl00%

1.5 细胞粘附能力检测

分别将FN和 Matrigel铺于 96孔板(每孔 5.0μg)，

置超净台上风干。用 50μI 含 2% BSA 的培养液封

闭 1 h, PBS 洗 2次。将 20.0 、 40.0 和 60.0μg/mlFAT-

03 处理 24h 的 HO-8910PM 细胞重悬于含 0.1% BSA 

的无血清培养液中，调整其浓度至以105个 Iml。每

孔加 1∞μ细胞悬液，对照组为未经FAT-03处理的HO-

8910PM 细胞。每一浓度设 3 个平行孔。温育 1 h, 

吸去培养液。加入 200μ1 37 'C预热的 PBS 轻轻吹

打 10 次，重复 3 次，以洗去未粘附的细胞。加入 1∞ μl

以无血清培养液溶解的 MTT (0.1 mg)，继续培养4h。

加入 100μl 三联液， 37 'C放置过夜。然后用 DG-

5031 型酶标仪在 570 nm 波长处测量A 值[口]。按下

式计算细胞粘附拥制率。粘附抑制率(%)=(1一实验

组A 值/对照组A 值)xl00%

1.6 细胞迁移能力检测

采用 24 孔带有聚碳酸酶膜小室的培养板，下室

加入600μl含50ng/ml 血管内皮细胞生长因子(VEGF)

的 RPMI-1640 培养液， 37 'C温育 1 h 备用。将经

20.0 、 40.0 和 60μg/ml FAT-03 处理 24 h 的细胞悬

液 200μ1 (含 2.0xl04 个细胞)加入上室，对照组为未

经 FAT-03 处理的细胞，设 3 个平行孔。细胞在 37 'C 

下迁移 4h。取出小室迁移到下表面的细胞以 3%

的福尔马林固定，用 50μmol/L 腆化丙键染色。在

100 倍荧光显微镜下随机选择 5 个视野，计数每个视

野穿过膜的细胞数[川。实验重复 3 次。按下式计算

迁移抑制率。迁移抑制率(%)=(1一实验组迁移细胞

数/对照组迁移细胞数)xl00%

1.7 明胶酶谱分析

1.7.1 肢原酶分泌 将对数生长期HO-891OPM细

胞接种于 24 孔板，每孔 400μl 细胞悬液(含 8x104 个

细胞)，培养过夜。弃去培养液， PBS 洗 2 次，换无血

清培养液培养 1 h。弃去培养液， PBS 洗 2 次，加入

360μl 无血清培养液，同时分别加入 40μl 不同浓度

的 FAT-03 液，使其终浓度为 20.0 、 40.0 和 60.0μgl

时，继续培养 24 h。收集上清液离心去除细胞碎片。

计活细胞数，按照活细胞数取相应体积的上清液与等

体积的上样缓冲液混合，分离胶中加入终浓度为 1 9/L

的明胶，常规聚丙烯酷肢凝胶电泳(sodium dodecyl sul­

fate-poly-acrylamide gelelectrophoresis , SDS-PAGE) 

3-4 h，当澳酣蓝刚好逸出时停止电泳，剥胶。蒸榴

水漂洗数次，转移到 100 ml 2.5% Triton-l00 溶液中，

在摇床上低速摇动以洗脱 SDS 0 30 min 后，换新

Triton-100 溶液，继续洗脱 1 h。蒸馆水漂洗，加 100

ml 明胶酶缓冲液(50 mmol/L Tris.HCl 、 10 mmol/L 

CaC12、 200mmoνLNaCl 、 1μmoνL ZnC12, pH 7.5) , 

在 37 'C恒温摇床中温育 12-16 h。取出凝胶，蒸馆

水漂洗，放入染色液(0.1% 考马斯亮蓝 R-250，以甲

醇:水:冰醋酸 =45 : 45 : 10 溶解)中染色 4 h , 

漂洗后在脱色液(甲醇:水:冰醋酸 =45 : 45 : 

10) 中脱色 1-2 h 至对照出现清晰的负染酶带[14， 15] 。

采用上海复日科技 Smart view 生物电泳图象分析系

统对电泳条带进行密度扫描，结果以条图表示。

1.7.2 肢原酶活性 将HO-8910PM细胞悬液接种

于培养瓶内 (4 ml，含 8xl05 个细胞)培养 24 h。无血

清培养液洗 3 次，加入 4 ml 无血清培养液继续培养

24 h。收集上清液， 200 r/min 低速离心去除细胞碎

片。取 50μl 上清液与 10μl 的 6 倍上样缓冲液混合，

按1.7.1 条件电泳。剥离胶前先把胶切成一定宽度的

条状，按1.7.1 条件洗脱。放入己加入明胶酶缓冲液

的杂交袋中，同时分别加入 2∞μ不同浓度的 FAT-03

液，使其终浓度分别为 20.0 、 40.0 和 60.0 阳Iml。密

封杂交袋，做好标记，在 37 'C恒温摇床中温育 96 h 。

其余步骤同1.7.1 。

2 结果

2.1 FAT-03 抑制 HO-8910PM 细胞与 FN 和

Matrigel 的粘附

20.0 、 40.0 、 60.0μg/ml FAT-03 作用 HO-

8910PM 细胞 24h，对其生长的抑制率小于 10%，对其

与 FN 粘附的抑制率分别为 15.1% 、 28.0% 、 54.1% ，

对其与 Matrigel粘附的抑制率分别为 14.7%、 34.39毛、

40.5%。差异有统计学意义并呈一定的量效依赖关

系(图 1) 。

2.2 FAT-03 抑制 HO-8910PM 细胞的迁移

60.0μg阳1 FAT~03 作用 HO-8910PM 细胞 24 h, 

细胞的迁移能力受到显著抑制(图 2)0 20.0 、 40.0 和

60.0μg/mlFAT-03 对 HO-891OPM 细胞迁移的抑制率

分别为 16.4% (P<0.05) 、 33.8% 和 42.6% (P<O.OI) , 

呈一定的量效依赖关系。
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·研究论文·

2.3 FAT-03 抑制 HO-8910PM 细胞 IV 型胶原酶

MMP'-9 的分泌及其活力

实验结果表明， FAT-03作用HO-8910PM细胞24

h，显著抑制细胞分泌 MMP-9 (图 3 和图 5A); FAT-03 

作用 MMP-9 96 h ， 激活形式的 MMP-9 (86 kDa)显著

降低， 井呈一定的量效依赖、关系(图 4 和图 5B) 。

386 

讨论

肿瘤的侵袭转移过程大体上可分为三步:原发灶

侵袭、转移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;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 

matrix , ECM)成分，打破ECM 的动态平衡;穿越ECM

破损处， 侵入局部血管、淋巴管， 在远端位突破毛

细管形成"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 。 因此， 抑制细胞粘附和迁移，抑制基质

蛋白酶分泌和活力，抗肿瘤血管生成的物质均可抑制

恶性肿瘤细胞的侵袭和转移 。

IV型胶原酶(type IV collagenase) ， 也称基质金属

蛋白酶(matri x m e ta llo pro te inase , MMP)或明胶酶

(gelatinase) ， 其中 Zn2+ 依赖性 72000 凹型胶原酶 A

(MMP-2)和 92000 IV型胶原酶B (MMP-9)与肿瘤侵袭

3 
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Fig.l Inhibitory effects of F A T -03 on adhesion of HO-

8910PM cells to FN and Matrigel 
1: contro l; 2: 20 μg/mJ FAT-03 ; 3: 40 μg/ml FAT-03; 4: 60 μg/m l 

FAT-03 , * P<0 , 05 , ** P<O.O I , co mpared with cont ro l 

。

(B) (A) 

Fig.2 Inhibitory effect of FAT -03 on the migration ability of HO-8910PM cells (100x) . 
A: control; B: 20 ， 0 μg/ml FAT-03 ; C: 40 . 0 μg/mJ FAT-03 ; D: 60 ， 0 μg/ml FAT-03 

4 ，、

3 
22 

MMI报 tB:jZE
4 ，、

3 2 M 
97 kDa 

MMP-9 (92 kDa) 

Fig.4 Inhibitory effect of F AT -03 on the activity of岛1MP-9by

HO-8910PM cells 
M: marker; 1: control; 2: 20 μg/ml FAT-03; 3: 40 μg/ml FAT-03; 4 
60 μg/m l FAT-03 

Fig.3 Inhibitory effect of F AT -03 on the secretion of MMP-

9 by HO-8910PM cells 
M: marker; 1: control; 2: 20 μg/ml FAT-03; 3: 40 μg/mJ FAT-03; 4 
60 μg/m l FAT-03 , 
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Fig.5 Inhibitory efTects of F AT -03 00 tbe secretioo of MMP-

9 by HO-8910PM cells aod its activity 

A: unactivated MMP-9 (92 kDa); B: activated MMP-9 (86 kDa). 1: 

control; 2: 20μg/ml FAT-03; 3: 40μg/ml FAT-03; 4: 60μg/ml 

FAT-03. *p< 0.05 , **P<O.OI , compared with control. 

和转移的关系是基质金属蛋白酶研究中的热点。町

型胶原酶能降解组成基质膜的町型胶原，其在肿瘤组

织中的过度表达和活力增强与肿瘤的侵袭转移和恶

性进展密切相关[16 ， 17] 。

高转移人卵巢癌细胞HO-891OPM体外生物学性

状稳定，裸鼠皮下移植白发转移，皮下移植瘤和转移

瘤保持原始人卵巢低分化浆液性囊腺癌的形态学特

性，且有分泌孕酣的功能。己有多位作者采用这一细

胞株进行细胞侵袭的实验研究[18， 19]0 HO-89 1OPM 细

胞主要分泌 MMP-9 。

MMP-9 mRNA 的高表达及 MMP-9 和它的组织

抑制物(TMP-l)平衡调节失衡导致卵巢上皮性肿瘤的

发生发展IZO]; 上皮性卵巢癌组织中， MMP-9表达上调，

其在上皮性卵巢癌的生长和转移过程中发挥着重要

作用IZII; 血清 MMP-9 含量在卵巢恶性肿瘤病例中异

常升高，可作为卵巢恶性肿瘤有价值的诊断、评价

于术效果以及判断复发的指标[22] 。

基质金属蛋白酶属于铮依赖蛋白酶大家族，其主

要功能是消化细胞外基质成分[23]，也涉及多种生长因

子和细胞因子的释放和激活[24]。金属蛋白酶降解基

质膜是肿瘤血管生成的→个关键步骤，而金属蛋白酶

抑制剂能够抑制肿瘤血管生成，进而抑制肿瘤的生长

和转移[25] 。

我们以前的实验己经证明 FAT-03对小鼠移植性

肿瘤的生长和转移有显著的抑制效果[7]，对肿瘤血管

生成也有强抑制作用[8]。本文的研究结果提示， FAT-

03 能显著抑制 HO-8910PM 细胞的粘附和迁移，有效

抑制 HO-891OPM 细胞分泌 MMP-9 及其活性。正是

由于 MMP 既能消化细胞外基质成分，又有促肿瘤血

管生成的作用，所以作为强血管生成抑制剂FAE-03能

够有强抗肿瘤生长和转移的效果。
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Effect of Fuantai-03 on Invasion of Human 

Ovarian Cancer HO-8910PM Cells 

Ming-Neng Liao, Hai-Ying Xu, Run-Di Ma* , Li-Jian yi肘， Wei-Ming Su, 

Lai-Zhen Huang, Xiao-Yu Zhang, Ting-Xi Yu* 
(Key Laboratory of Marine Materia Medica, Guangdong Ocean Universiη" Zhanjiang 524025, China) 

Abstract MTT assay was adapted to measure the effect of Fuantai-03 (FA:下03) isolated from Dasyatis 

akajei on the growth of human ovarian cancer HO-891OPM cells; artificial reconstituted basement membrane was 

utilized to evaluate the invasive activity; SDS-PAGE was employed to analyze the effects of FAT-03 on the activity 

and secretion of MMp.θby HO-8910PM cells. The results showed 出at cell grow由 inhibition rates were <10% after 

the treatment of HO-8910PM with FAT-03 (20.0， 40.0， 60.0μg/ml) for 24 h, and that FAT-03 (20.0, 40.0, 60.0μg/ 

ml) inhibited HO-891OPM cells to adhere to the basement membrane components FN and Ma往igel by 15.1 %, 28.0% 

(P<O.O日， 54.1% (P<O.O l), and 14.7%, 34.3% (P<O.O日， 40.5% (P<O.O l), respectively , and decreased the per­

centages of locomoting and migrating HO-891OPM cells by 16.4%, 33.8% ( P<O.O日， 42.6% (P<O.OI), respectively. 

In addition, FAT-03 significantly inhibited the activity of MMP-9 and its secretion by HO-8910PM cells in a dose­

dependant manner. These experimental facts suggest that FAT-03 can significantly inhibit the invasion of HO-

8910PM cells. 

Key words Dasyatis akajei; FAT-03; invasion; MMP-9; HO-891OPM cells 
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