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乳腺癌相关透明质酸变化对淋巴内皮细胞紧密连接

分子ZO-1分布及细胞增殖的影响
余梦思  刘 雯  何怡青  杨翠霞  杜  艳  吴  曼  张国良  高  锋*

 (上海交通大学附属第六人民医院中心实验室, 上海 200233)

摘要      该研究旨在探讨乳腺癌来源的透明质酸(hyaluronic acid, HA)分子大小变化对淋巴内

皮细胞紧密连接分子ZO-1(zonula occludens-1)分布情况以及细胞增殖的影响。采用免疫组化实验

检测8对良性乳腺疾病和乳腺癌患者组织HA的表达水平 , 利用酶联免疫吸附实验检测20对正常人

与乳腺癌患者血清中透明质酸分解酶 (hyaluronidase, Hyase)含量 ; 通过免疫荧光法、荧光素钠渗透

实验、MTT增殖实验和Western blot分别观察HA和寡分子透明质酸 (oligosaccharides of Hyaluronic 
acid, oHA)作用淋巴内皮细胞后ZO-1分布、单层细胞渗透性、细胞增殖以及下游ROCK1/RhoA信

号通路变化。结果表明, 与良性乳腺疾病对照组比较, 乳腺癌患者HA表达量明显增加(P<0.01); 与
正常人相比, 乳腺癌患者血清Hyase水平显著升高(P<0.01), 提示乳腺癌发生时, HA升高伴随其降解

酶增多, HA代谢活性增加。HA增强细胞间ZO-1的连接, 对ROCK1/RhoA蛋白表达水平无明显影响; 
相反, oHA促使淋巴内皮细胞ZO-1由胞膜向胞浆分布, 导致细胞连接呈褶皱状, 形成细胞间隙, 淋巴

管渗透性增加, 上调ROCK1/RhoA蛋白表达水平, 促进淋巴内皮细胞增殖(P<0.01)。研究提示, oHA
可能在乳腺癌淋巴管形态及增殖中发挥重要作用。
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The Variation of Hyaluronic Acid in Breast Cancer and Its Effect on Tight 
Junction ZO-1 and Proliferation of Lymphatic Endothelial Cells

Yu Mengsi, Liu Yiwen, He Yiqing, Yang Cuixia, Du Yan, Wu Man, Zhang Guoliang, Gao Feng*
(Department of Central Laboratory, Shanghai Jiao Tong University Affiliated Sixth People’s Hospital, Shanghai 200233, China)

Abstract       This study aimed to investigate the change of hyaluronic acid in breast cancer and further to explore 
its effect on tight junction ZO-1 distribution and proliferation of lymphatic endothelial cells. Immunohistochemistry 
and enzyme linked immunosorbent assay were performed to test the expression of hyaluronic acid and serum 
concentration of hyaluronidase in benign breast disease and breast cancer, normal person and breast cancer, respectively. 
Immunofluorescence, permeability of sodium fluorescein, MTT and Western blot were applied to investigate the effects 
of HA and oHA on ZO-1 distribution, permeability of lymphatic endothelial cell monolayers, cell proliferation and the 
protein expression levels of ROCK1/RhoA. The results showed that the expressions of hyaluronic acid and hyaluronidase 
in breast cancer were higher than those of benign breast disease and normal person (P<0.01), respectively. Hyaluronic 
acid elevated with hyaluronidase in breast cancer, suggesting that the metabolism of HA was more activity. HA 
strengthened ZO-1 distribution on the cell membrane and unchanged the protein expression levels of ROCK1/RhoA. On 
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the contrary, oHA induced ZO-1 distributed from cell membrane to cytoplasm, leading to disrupting the junction between 
cells, formed the intercellular space, stimulated permeability of cell monolayers, increased the protein expression levels of 
ROCK1/RhoA, and promoted proliferation of lymphatic endothelial cells (P<0.01). This study indicated that oHA might 
play an important role in lymphatic morphogenesis and lymphatic endothelial cell proliferation of breast cancer.

Keywords        breast cancer; oHA; lymphatic endothelial cell; ZO-1; proliferation

淋巴管转移作为乳腺癌远处传播的重要途径

之一 , 是肿瘤发生发展以及预后的重要环节 , 严重

影响着患者的生存率 [1]。但是 , 其具体机制至今尚

未阐明。透明质酸 (hyaluronic acid, HA)是以N-乙
酰氨基葡萄糖和葡萄糖醛双糖单位为基质合成的

线性聚合物 , 是细胞外基质重要组成之一 , 发挥重

要生物学作用[2]。在头颈癌、前列腺癌、成肾细

胞瘤等肿瘤环境下 , 组织HA表达增多 , 透明质酸分

解酶 (hyaluronidase, Hyase)活性升高 , 提示肿瘤环

境下 , HA经Hyase消化的降解产物寡分子透明质酸

(oligosaccharides of Hyaluronic acid, oHA)含量升高。

而乳腺癌中oHA含量如何变化 , 至今不详。既往研

究显示, oHA能够破坏血管内皮细胞连接, 对淋巴管

内皮细胞是否有相同作用 , 至今未见报道。紧密连

接蛋白(zonula occludens-1, ZO-1)是淋巴内皮细胞连

接的重要分子 , 与黏附连接等共同调控细胞完整性 , 
具有抑制细胞运动、调控渗透性等功能 [3]。ZO-1在
oHA调控淋巴内皮细胞连接中是否发挥作用 , 值得

更进一步探索。大量研究表明 , oHA与肿瘤生长、

侵袭及血管新生等密切相关 [4]。在血管发芽的过程

中 , 细胞间连接松散 , 呈现紊乱无序状态 , 导致血管

内皮细胞增殖、迁移[5]。oHA在促进淋巴内皮细胞

增殖的同时, 是否打开淋巴内皮细胞间隙, 相关研究

甚少。因此, 本研究旨在探索乳腺癌中HA分子大小

可能的变化 , 探讨其对淋巴管内皮细胞ZO-1分布、

单层淋巴内皮细胞渗透性及下游信号变化的影响 , 
并对其促进淋巴内皮细胞增殖进行初步研究。

1   材料与方法
1.1   组织标本与细胞系 

本研究的组织标本来自上海交通大学附属第

六人民医院 , 为乳腺外科住院治疗的患者经手术切

除的乳腺组织标本 , 向所有患者告知手术获益和风

险 , 并得到患者签署的知情同意书。乳腺癌患者血

清来自复旦大学附属肿瘤医院。小鼠淋巴结内皮细

胞系SVEC4-10购于美国模式培养物集存库。

1.2   主要试剂与设备 
细胞培养液DMEM购自美国 Invitrogen公司 ; 

新生牛血清购自上海洛神生物技术有限公司; HA、

荧光素钠 (Na-F)购自美国Sigma公司。oHA按本实

验室前期制备方法获得。生物素-HABP购自德国

Merk公司; 链酶亲和素–过氧化物酶复合物购自武

汉博士德生物有限公司; 兔抗小鼠ZO-1抗体购自美

国 Invitrogen公司; Alexa Fluor 488标记山羊抗兔 IgG
抗体购自上海碧云天生物技术有限公司; 抗小鼠

GAPDH抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠IgG、

山羊抗兔 IgG均购自杭州联科生物技术有限公司; 兔
抗小鼠ROCK1抗体、兔抗小鼠RhoA抗体均购自美

国CST公司。Transwell迁移小室购自美国Corning公
司; Image Quant LAS 400超灵敏化学发光成像仪购

自瑞典GEHC公司; 正置荧光显微镜Ni-E、激光共

聚焦显微镜A1购自日本尼康公司 ; MAQ4450震荡器

购自美国Thermo Scientific公司; Labsystems Wellscan 
Mk3 酶标仪购自芬兰Labsystems公司; ALLEGA 
X-15R离心机购自美国Beckman Coulter公司。

1.3   免疫组化法观察良性乳腺疾病和乳腺癌组织

透明质酸表达 
冰冻切片于70 °C恒温箱烘干, 丙酮固定10 min, 

无水乙醇冲洗干净 , PBS漂洗2次 , 0.3%过氧化氢孵

育10 min, 0.5% BSA封闭30 min, 生物素-HABP室温

孵育过夜, PBS-吐温浸泡2次, 每次40 min, 加入链酶

亲和素–过氧化物酶复合物室温30min, PBS-吐温冲

洗2次, 每次3 min, 滴加适量二氨基联苯胺显色, PBS
冲洗2次, 苏木素复染3 min, 返蓝, 透明, 封片, 正置

显微镜观察。

1.4   酶联免疫吸附实验(enzyme linked immunosorbent 
assay,  ELISA)测定血清中Hyase含量 

HA溶解于0.1 mol/L碳酸氢钠, 终浓度为200 μg/mL, 
包被96孔板后 , PBS冲洗3次 , 加入正常人和乳腺癌

患者血清, 37 °C孵育16 h后, 洗去被降解的HA, 用生

物素-HABP检测剩余的HA。通过生物素–亲和素检

测系统, 在405 nm波长, 测定吸光度, 绘制标准曲线, 
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将蛋白浓度标准化为以U/mL为单位的Hyase浓度。

1.5   免疫荧光法观察HA、oHA处理SVEC4-10前
后ZO-1分布变化 

将对数生长期的SVEC4-10细胞以 1×105/孔接

种于24孔板, 37 °C、5% CO2培养箱培养48 h。设置

空白对照组、10 μg/mL oHA组、10 μg/mL HA组 , 
孵育30 min。冰甲醇固定10 min, 5% Triton溶液处

理3 min, PBS洗3次, 1% BSA封闭30 min, 兔抗小鼠

ZO-1抗体 (1:100) 4 °C孵育过夜。PBS洗3次 , 加入

Alexa Fluor 488标记山羊抗兔 IgG抗体室温孵育1 h, 
激光共聚焦显微镜观察、成像。

1.6   荧光素钠(sodium fluorescein, Na-F)渗透实验

观察oHA对SVEC4-10渗透性的影响

将对数生长期的SVEC4-10细胞以1.3×105/孔接

种于Transwell迁移小室, 在37 °C、5% CO2培养箱培

养24 h。小室下层加入0.6 mL DMEM, 上层细胞用

无血清DMEM洗2次 , 分别加入0.2 mL的DMEM(空
白对照组), 10 μg/mL oHA连同100 μg/mL Na-F。于

不同的时间点 (30, 60, 90, 120, 150 min)分别从小室

下层吸取50 μL溶液, 使用多功能酶标仪测定荧光强

度[Ex(λ) 460±10 nm; Em(λ) 515±10 nm]。
1.7   蛋白免疫印迹法 (Western blot)检测oHA处

理SVEC4-10细胞后下游信号通路蛋白ROCK1/
RhoA的表达  

将对数生长期的SVEC4-10细胞以 6×105/孔接

种于6孔板 , 37 °C、5% CO2培养箱培养48 h。设置

无处理组、10 μg/mL oHA组、10 μg/mL nHA组, 2 h
后弃去上清 , 收集细胞蛋白 , 每孔加入60 μL细胞裂

解液, 冰上孵育30 min, 4 °C 12 000 r/min离心5 min

后收集上清 , BCA法测定样品中蛋白浓度。进行

8%聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE), 将蛋白转移至

PVDF上 ; 室温下 , 5%脱脂牛奶封闭液摇床封闭1 h, 
兔抗小鼠ROCK1抗体、兔抗小鼠RhoA抗体、抗

GAPDH抗体(1:1 000) 4 °C孵育过夜。用1×TBST溶
液漂洗3次, 每次5 min, 分别在辣根过氧化物酶标记

山羊抗兔 IgG、山羊抗小鼠 IgG中室温摇床孵育1 h, 
1×TBST溶液漂洗3次 , 每次5 min。加ECL发光液 , 
Image Quant LAS 400 mini超灵敏化学发光成像仪曝

光显影。本实验重复3次。

1.8   四甲基偶氮唑盐比色法(MTT)检测oHA处理

SVEC4-10后细胞的生长情况   
将对数生长期的SVEC4-10细胞以 3×104/孔接

种于96孔板, 置于37 °C、5% CO2培养箱培养。48 h后, 
更换培养液, 设置无处理组和10 μg/mL oHA组(实验

组), 继续培养48 h, 每个浓度设置5个复孔 ; 检测时 , 
每孔加入5 mg/mL MTT溶液100 μL, 继续培养4 h; 
3 000 r/min离心10 min, 弃去上清 , 每孔加入DMSO 
100 μL, 震荡10 min, 待结晶完全溶解后 , 酶标仪测

定570 nm波长处的D值。

1.9   统计分析  
采用SPSS 13.0软件进行数据处理 , 数据以均数±

标准差(x
_
±s)表示, 两独立样本采用t检验分析比较实验

组和对照组之间的差异, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   良性乳腺疾病与乳腺癌组织HA表达水平 

本研究初步采用免疫组化方法检测8对良性疾

病及乳腺癌组织HA表达情况 , 结果显示 , 乳腺癌组

A: 良性乳腺疾病组织HA表达量(20×); B: 乳腺癌组织HA表达量(20×), 红色箭头所指即HA; C: 良性乳腺疾病与乳腺癌组HA表达量比较。

***P<0.001, 与良性乳腺疾病组HA表达量比较。

A: the expression of hyaluronic acid in benign breast disease tissue (20×); B: the expression of hyaluronic acid in breast cancer tissue (20×), the red 
arrow indicated HA; C: comparation of the expression of hyaluronic acid in benign breast disease and breast cancer. ***P<0.001 compared with the 
expression of HA in benign breast disease. 

图1  良性乳腺疾病及乳腺癌组织HA表达量

Fig.1   The expression of hyaluronic acid in benign breast disease and breast cancer
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织中HA表达明显高于良性乳腺疾病, 差异有统计学

意义(P<0.001, 图1)。  
2.2   乳腺癌患者血清Hyase水平 

为了进一步研究乳腺癌HA可能存在的分子

大小变化 , 本研究通过ELISA方法分别检测20对正

常人和乳腺癌患者血清Hyase含量 , 经两独立样本 t

检验分析 , 结果显示 , 乳腺癌患者血清Hyase表达水

平明显高于正常对照组(图 2), 差异有统计学意义

(P<0.01, 表1)。                                   
2.3   HA与oHA对SVEC4-10细胞ZO-1分布及下

游信号通路的影响 
为了探讨HA、oHA对淋巴内皮细胞间紧密连

接分子ZO-1分布影响 , 通过免疫荧光观察显示 , 与
空白对照组相比 (图3A), 10 μg/mL oHA组细胞间连

接呈褶皱状, ZO-1在细胞膜上分布不规则, 细胞间出

现小缝隙(图3C), 而10 μg/mL HA组细胞间连接加强

(图3B)。同时, Western blot检测结果显示, oHA处理

后 , SVEC4-10细胞ROCK1/RhoA信号通路蛋白表达

水平增高, HA处理后无明显变化(图3D)。 

表1  正常人和乳腺癌患者血清中Hyase水平

Table 1  The serum concentrations of hyaluronidase in 
normal person and breast cancer

组别                 例数                       透明质酸分解酶(U/mL)  P值
Group               Number of cases    Hyase (U/mL)                   P value     

Control             20                           28.51±7.08                       0.002**     
Breast cancer    20                           36.47±7.64                    

经两独立样本t检验, **P<0.01, 乳腺癌患者血清Hyase与正常人比较。

**P<0.01, the serum concentration of hyaluronidase in breast cancer 
compared with normal person by two independent sample t test.   
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图2  Hyase在正常人与乳腺癌患者血清中的表达差异

Fig.2  The different expressions of serum Hyase in normal 
person and breast cancer

A: 空白对照组(40×); B: 10 μg/mL HA组(40×), 白色箭头所指为细胞间连接紧密; C: 10 μg/mL oHA组(40×), 白色箭头所指为细胞间形成缝隙; D: 
10 μg/mL HA、oHA对ROCK1、RhoA蛋白表达水平的影响。**P<0.01。
A: control group (40×); B: 10 μg/mL of hyaluronic acid group (40×), the white arrow indicated intercellular tighted junction; C: 10 μg/mL of 
oligosaccharides of hyaluronic acid group (40×), the white arrow indicated the intercellular gap formation; D: the effect of 10 μg/mL HA and  
oHA on the protein expression levels of ROCK1 and RhoA. **P<0.01.

图3  HA与oHA对SVEC4-10细胞ZO-1分布及ROCK1/RhoA蛋白表达水平的影响

Fig.3  Effect of HA and oHA on ZO-1 distribution and the protein expression levels of ROCK1/RhoA in SVEC4-10 cells
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2.4   oHA对SVEC4-10单层细胞渗透性的影响 
如上所述 , oHA打开细胞间连接形成小缝隙 , 

这一现象提示 , oHA可能通过打开细胞间连接从而

提高单层淋巴内皮细胞渗透性。因此 , 本研究采用

Transwell小室检测10 μg/mL oHA刺激单层SVEC4-
10细胞后 , 由小室上层进入下室的Na-F量。结果显

示 , 相对于空白对照组 , oHA显著提高了NA-F通过

单层细胞的渗透性 , 差异具有统计学意义 (P<0.01、
P<0.001, 图4)。           
2.5   HA与oHA对SVEC4-10细胞增殖的影响 

根据本实验室前期研究发现 , 10 μg/mL oHA可

促进人脐静脉内皮细胞增殖 , 而200 μg/mL HA抑制

其增殖 [6], 因此 , 本研究选用10 μg/mL HA与oHA初

步研究其对SVEC4-10细胞增殖的影响。结果显示 , 
oHA促进SVEC4-10细胞增殖 , 差异有统计学意义

(P<0.05、P<0.01, 图5)。     

3   讨论
既往研究报道显示 , 淋巴管新生是影响乳腺癌

转移的重要因素[7], 但淋巴管新生机制尚未阐明。大

量的临床和实验数据表明 , 许多肿瘤如乳腺癌、卵

巢癌、胃肠癌等高表达HA, 往往恶性度高 , 预后不

良 , 患者生存率低 [8]。乳腺癌中HA累积与转移、预

后及疾病进展成正相关[9]。Tan等[10]检测乳腺组织及

细胞中Hyase的表达水平, 发现均高于正常乳腺组织

及细胞。乳腺癌等肿瘤病理过程中 , HA含量升高 , 
Hyase活性也增强 , 提示其可能将增高的HA分解为

oHA, 使oHA含量升高于正常组织。oHA具有打开

血管内皮细胞间连接、促进血管新生的功能 , 相反 , 
HA保护血管完整性 , 抑制血管新生。而HA与oHA
是否参与调控淋巴管内皮细胞间连接及淋巴管新生

则少有报道。因此 , 探明HA、oHA对淋巴管完整性

及淋巴新生的影响 , 将对乳腺癌淋巴转移分子机制

有重大意义。

本文通过分析 8对乳腺癌与良性乳腺疾病组

织 , 发现HA在乳腺癌组织明显高表达 , 与既往报

道HA在恶性肿瘤高表达结果相符 [11]。此外 , 本研

究采用ELISA方法检测 20对乳腺癌患者和正常人

血清Hyase含量 , 发现乳腺癌患者血清Hyase表达

水平增高 , 提示乳腺癌组织中Hyase含量可能也升

高。以上结果表明, 乳腺癌发生时, 组织HA高表达, 
同时伴随Hyase含量升高 , 可能致使乳腺癌患者血

清oHA水平升高。Singleton等 [12]发现 , oHA作用血

管内皮细胞 , 反式激活鞘氨醇 -1-磷酸盐受体 , 通过

活化下游丝 /苏氨酸激酶引起细胞骨架改变 , 而HA
加强血管屏障功能。ZO-1是膜相关鸟苷激酶同源

染色体家族成员之一 , 与黏附连接蛋白结合并附着

在肌动蛋白细胞骨架上 , 具有稳定细胞的作用 [13]。

ZO-1在成熟淋巴内皮细胞上呈紧密的拉链式分布 , 
在淋巴内皮细胞形态变化和功能中发挥重要的作

用 , 可通过调节细胞骨架蛋白来调控细胞间连接纽

扣状与拉链状互换现象[14]。HA与 oHA对淋巴内皮

细胞紧密连接分子ZO-1分布变化的影响 , 尚未见报

道。因此 , 本课题对HA、oHA调控SVEC4-10细胞

ZO-1作用进行研究, 结果表明, oHA破坏SVEC4-10
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细胞间完整连接 , 细胞连接消失或出现褶皱 , 形成

间隙 , ZO-1由胞膜向胞内分布增多 , HA无此现象 , 
相反促进ZO-1胞膜分布 , 提示HA降解为oHA后可

破坏淋巴管完整性。为了进一步探讨oHA对单层淋

巴内皮细胞渗透性的影响 , 本研究通过检测oHA作

用单层淋巴内皮细胞后对NA-F通过量的影响, 结果

发现 , oHA增加NA-F通过量 , 提示oHA打开细胞连

接 , 提高淋巴管渗透性。oHA调节血管内皮细胞骨

架重新排列 , 破坏血管完整性主要是通过结合HA
受体激活下游通路的 [15] , 那么oHA调控淋巴内皮细

胞紧密连接分子ZO-1改变 , 是否通过结合淋巴管内

皮细胞HA受体 (如LYVE-1等 )发挥作用 , 仍需要更

深入的实验进行研究。

ROCK1/RhoA作为细胞内重要信号转导通路 , 
与细胞收缩、负向调节细胞黏附、骨架重排、细胞

迁移密切相关 [16]。既往研究发现 , oHA作用血管内

皮细胞后活化ROCK1/RhoA信号通路 , 增强血管渗

透性。本研究发现 , oHA同样通过ROCK1/RhoA提

高单层淋巴内皮细胞渗透性。Western blot结果显示, 
oHA可促进淋巴内皮细胞SVEC4-10细胞ROCK1/
RhoA蛋白表达水平升高 , HA对ROCK1/RhoA蛋白

表达水平无明显影响。这一结果说明, oHA可能通

过活化SVEC4-10细胞ROCK1/RhoA信号通路, 进而

调节淋巴内皮细胞紧密连接分子。以上结果进一

步说明, oHA在调控淋巴管完整性中具有重要作用。

有研究显示 , oHA能够促进血管内皮细胞增殖 , HA
抑制增殖。而本研究发现 , oHA同样促进SVEC4-10
细胞增殖 , 因此 , 我们推测HA降解为oHA后具有促

进淋巴内皮细胞增殖作用 , 提示oHA可能参与淋巴

管新生。研究报道提示 , ZO-1与其核转录因子稳定

结合在细胞连接间 , 间接抑制了细胞增殖 [17]。本实

验发现 , oHA作用淋巴内皮细胞后促进淋巴内皮细

胞增殖、ZO-1分布改变 , 但ZO-1分布变化与增殖是

否有着直接关系, 仍有待探索。

综上所述 , HA与Hyase在乳腺癌中表达水平同

时升高, 可能预示乳腺癌oHA含量也增多, oHA随后

可能通过活化ROCK1/RhoA信号通路诱导淋巴内皮

细胞ZO-1胞浆内化 , 破坏淋巴内皮细胞间连接从而

提高淋巴管渗透性。另外 , oHA促进淋巴内皮细胞

增殖 , 提示乳腺癌oHA含量增多破坏淋巴内皮细胞

完整性 , 同时促进淋巴管新生。而oHA通过何种受

体介导ZO-1变化及ZO-1变化如何影响淋巴内皮细

胞增殖, 有待更进一步的研究。
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