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　　摘要：目的　探讨腺病毒介导的生长抑素受体 ２（ＳＳＴＲ２）基因对胰腺癌 ＢＸＰＣ３细胞浸润、转移
的抑制作用及其机制。方法　利用腺病毒载体 ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２将人类 ＳＳＴＲ２全长 ｃＤＮＡ转染导入胰
腺癌细胞株 ＢＸＰＣ３，用 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测 ＳＳＴＲ２在 ｍＲＮＡ水平及蛋白水平上的表达。利用
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室测定转染 ＳＳＴＲ２前、后及转染空载体后细胞的穿膜侵袭运动能力；ＲＴＰＣＲ检测转染
ＳＳＴＲ２前后及转染空载体细胞的 ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２的表达。结果　ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２腺病毒转染胰腺
癌 ＢＸＰＣ３后，可以稳定表达 ＳＳＴＲ２；细胞计数示转染后胰腺癌细胞穿透基底膜的数量较转染前明显
减少（Ｐ＜０．０１），细胞侵袭力明显减弱；ＭＭＰ２转染后较转染前表达明显上调（Ｐ＜０．０１）、ＴＩＭＰ２
表达明显下调（Ｐ＜０．０１），ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２比例下降。结论　转染 ＳＳＴＲ２可明显抑制胰腺癌细胞的
侵袭转移，其可能的机制是通过改变 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的比例而抑制肿瘤细胞对细胞外基质的降解。
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　　胰腺癌是一种恶性程度高，易转移，预后极差

的消化道肿瘤，发病率逐年增高，其病死率占恶性

肿瘤第 ４～５位［１］。由于本病的早期诊断非常困

难，当明确诊断时，８５％的肿瘤已发生局部扩散和

远处转移，仅 １０％的患者能手术切除［２］。故对其

发病、侵袭转移机制的研究已引起高度重视。研究

表明［３，４］，生长抑素受体 ２（ＳＳＴＲ２）与胰腺癌的恶

性程度有关。笔者等［５，６］的前期实验表明 ＳＳＴＲ２在

胰腺癌细胞中的表达能诱导肿瘤凋亡、抑制肿瘤新

生血管形成，明显抑制胰腺肿瘤的生长。其是否具

有抗肿瘤转移及侵袭作用尚无直接证据。本实验

旨在进一步探索 ＳＳＴＲ２是否具有抗胰腺肿瘤细胞

侵袭、转移的作用及其可能的机制，观察 ＳＳＴＲ２是

否通过作用于 ＭＭＰ２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２）和

ＴＩＭＰ２（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２）影响肿

瘤细胞的侵袭及转移。

１　材料与方法

１．１　材料

高转移人胰腺癌细胞株 ＢＸＰＣ３（无 ＳＳＴＲ２表

达）购于上海生化所；人胚肾 ２９３细胞购于 ＡＴＣＣ

公司；携带 ＳＳＴＲ２的腺病毒载体 ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２及

携带绿色荧光蛋白的腺病毒 ＡｄｖＧＦＰ由本实验室

合成；ＤＭＥＭ、胎牛血清 ０．２５％胰蛋白酶购于美国

ＧＩＢＣＯ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞培养小室购于 Ｃｏｓｔｏｒ公

司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购于 Ｂ．Ｄ公司；ＳＳＴＲ２的单克隆抗体

购于 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，ｏｌｉｇｏ（ｄｔ），ｄＮＴＰ，

ＭＭＬＶ逆转录酶和 ＴａｇＤＮＡ多聚酶购于美国 Ｐｒｉｍｅｇａ

公司；ＥＣＬ发光试剂盒购于 Ｐｉｅｒｃｅ公司。引物序列

均由大连宝生物公司合成。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＢＸＰＣ３及 ２９３细胞接种于含

１０％胎牛血清、ＤＭＥＭ培养液中，在 ３７℃，９５％湿

度及 ５％ＣＯ２的培养箱中培养，每 ４８ｈ胰酶消化传

代 １次，取对数期的细胞用于实验。

１．２．２　ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２及 ＡｄｖＧＦＰ的扩增、纯化

及滴 度 测 定 　 取 重 组 腺 病 毒 上 清 ５００μＬ，加 至

８０％融合的 ２９３细胞中，３７℃，５％ＣＯ２孵箱中培

养。镜下观察到 ９５％ ～９８％细胞出现病变效应、

荧光显微镜下看到满视野绿色荧光后，收集细胞，

反复冻融 ３次；离心，收集上清，氯化铯梯度离心纯

化病毒；用 ５０％组织培养感染剂量法（ＴＣＩＤ５０）测

定病毒滴度。

１．２．３　实验分组及病毒的感染　实验分为实验

组（感染 ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２）、阴性对照组（感染 Ａｄｖ

ＧＦＰ）及空白对照组（未感染）。每组设 ６复孔。吸

除各组细胞的培养液，用 ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗 ２次后

按 ＭＯＩ＝１∶２０加入 ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２或 ＡｄｖＧＦＰ，对

照组加入 ０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。感染 １ｈ后，吸除各组细

胞的上清液，ＰＢＳ清洗 ２次，加入含血清的 ＤＭＥＭ，

继续培养。

１．２．４　逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测各

组 ＳＳＴＲ２，ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２的 ｍＲＮＡ表达　用 Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂抽提总 ＲＮＡ，步骤按说明手册进行。用逆

转录酶和 ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）按 ３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ条件

进行 ｃＤＮＡ的合成。ＳＳＴＲ２ｍＲＮＡ的检测：取 １μＬ

逆转录产物进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃变性

５ｍｉｎ，９５℃ ４５ｓ，５６℃ ４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，３２个 循 环，

７２℃延伸 １ｍｉｎ。反应体系以 βａｃｔｉｎ做为内参照，

ＰＣＲ产物用含溴化乙定的 １５％琼脂糖凝胶分析。

ＳＳＴＲ２引物序列：上游引物 ５′ＣＣＣＣＡＧＣＣＣＴＴＡ

ＡＡＧＧＣＡＴＧＴ３′；下游引物 ５′ＧＧＴＣＴＣＣＡＴＴＧＡ

ＧＧＡＧＧＧＴＣＣ３（２３４ｂｐ）；βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＧＴＧ

ＣＧＴＧＡＣＡＴＴＡＡＧＧＡＧ３′，下游引物 ５′ＣＴＡＡＧＴ

ＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴ３′（５２０ｂｐ）。

ＭＭＰ２ＲＮＡ的检测：取 １μＬ逆转录产物进行

ＰＣＲ扩增，反应条件为 ９５℃变性 ５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ，

５５℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，３３个 循环，７２℃ 延 伸 １ｍｉｎ。

反应体系以 βａｃｔｉｎ做为内参照，ＰＣＲ产物用含溴

化乙定的 １５％琼脂糖凝胶分析。ＭＭＰ２引物序

列：上游引物 ５′ＧＣＧＧＡＴＣＣＡＧＣＧＣＣＣＡＧＡＧＡＧ

ＡＣＡＣ３′；下游引物 ５′ＴＴＡＡＧＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＧＧＧ

ＣＡＧＧＡＴＴ３′（４７３ｂｐ），βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＣＣＴ

ＴＣＣＴＧＧ ＧＣＡ ＴＧＧ ＡＧＴＣＣＴＧ３′，下游 引 物 ５′

５０８
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ＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣ３′（２０５ｂｐ）。

ＴＩＭＰ２ＲＮＡ的检测：取 １μＬ逆转录产物进行

ＰＣＲ扩增，反应条件为 ９５℃变性 ５ｍｉｎ，９５℃４５ｓ，

５８℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，３３个循环，７２℃ 延伸 １ｍｉｎ。

ＴＩＭＰ２引物序列：上游引物 ５′ＴＧＣＡＧＣＴＧＣＴＣＣ

ＣＣＧＧＴＧＣＡＣ３′，下游引物 ５′ＴＴＡＴＧＧＧＴＣＣＴＣ

ＧＡＴＧＴＣＧＡＧ３′（５８１ｂｐ）；βａｃｔｉｎ引 物 序 列 同

上。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＳＳＴＲ２蛋白的表达　

约 １×１０７各组胰腺癌细胞于 ０．５ｍｌ细胞裂解液

中，１００００ｒ／ｍｉｎ，４℃ 离 心 １０ｍｉｎ，收 集 上 清，－

２０℃冻存。配制 ７５％的分离胶和 ５％的浓缩胶，样

品与 ２×上样缓冲液等体积混合，煮沸 ３ｍｉｎ，选用

蛋白质标记物参照。电泳后用去离子水及转移缓

冲液洗涤凝胶和硝酸纤维素膜，采用电转移法转

膜。电转移完毕后，蒸馏水洗膜，室温干燥 １０～

３０ｍｉｎ。５％脱脂奶粉 －ＴＢＳ０．１％Ｔｗｅｅｎ２０封闭

过夜。封闭液 １∶２００稀释 ＳＳＴＲ２一抗，按每平方

厘米膜加 ０．１ｍＬ一抗溶液，室温下振荡 １～２ｈ。按

每平方厘米膜加 ０．１ｍＬ二抗溶液，振荡 １ｈ。ＥＣＬ

试剂盒内的溶液 １，２等体积混合后，滴于膜上，室

温孵育 ５ｍｉｎ，Ｘ线胶片曝光 ３０～４５ｓ，测定条带光

密度值。

１．２．６　细胞侵袭力测定　采用改良的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵

袭小室方法检测转染前后胰腺癌细胞侵袭能力［３］。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室滤膜上均匀涂 １∶８ＤＭＥＭ稀释的人工

基质 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（Ｂ．Ｄ公司）约 ５０μｇ／小室。制备好的

小室用紫外线照射 ２ｈ杀菌，使用前加入少量无血

清的培养基水化。小室下室加入 ０．５ｍＬ含 １％胎

牛血清 的 ＤＭＥＭ，上 室 加 入 含 １０％ 胎 牛 血 清 的

ＤＭＥＭ２５μＬ并接种细胞，调整细胞浓度为 １．５×

１０５／ｍｌ，每组 ３个复孔。３７℃，５％ＣＯ２培养 ４８ｈ，

取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，ＰＢＳ淋洗，用棉签擦去微孔膜上

层的细胞，９５％酒精固定，０．５％亚甲蓝染色。在

倒置显微镜下计数移至微孔膜下层的细胞，每个样

本计数 １０个视野。

１．３　统计分析

所有数据用 ｘ±ｓ表示；采用 ＳＰＳＳ１１．５软件进

行 ｔ检验。Ｐ＜０．０５认为有统计学意义。

２　结　果

２．１　转染前后胰腺癌 ＢＸＰＣ３ＳＳＴＲ２的 ｍＲＮＡ及

蛋白的表达

ＲＴＰＣＲ结果：实验组在 ２３４ｂｐ出现目的条带，

阴性对照组及空白对照组不显示（图 １）。Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ结果，实验组在 ４１ｋＤ出现 ＳＳＴＲ２特异性蛋白

目的条带，阴性对照组及空白对照组不显示特异性

蛋白目的条带（图 ２）。说明 ＳＳＴＲ２基因成功转移

到 ＢＸＰＣ３。

　　Ｍ：ＤＬ２０００；１：实验组；２．阴性对照组；３：空白对照组

图 １　ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２感染 ＢＸＰＣ３后 ＳＳＴＲ２ｍＲＮＡ的表达。

　　　　１：实验组；２．阴性对照组；３：空白对照组

图 ２　ＡｄｖＧＦＰＳＳＴＲ２感染 ＢＸＰＣ３后蛋白的表达

２．２　ＳＳＴＲ２对 ＭＭＰ２及 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ表达的

影响

实验组 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达较阴性对照组及空

白对照组为高（图 ３，附表）；实验组 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ

的表达较阴性对照组及空白对照组为低（图 ４，附

表）。
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　　Ｍ：ＤＬ２０００；１：空白对照组；２．阴性对照组；３：实验组

图 ３　ＭＭＰ２在 ｍＲＮＡ水平的表达

　　Ｍ：ＤＬ２０００；１：实验组；２．阴性对照组；３：空白对照组

图 ４　ＴＩＭＰ２在 ｍＲＮＡ水平的表达

附表　ＳＳＴＲ２基因转染对 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ，ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ

表达的影响及对胰腺癌细胞 ＢＸＰＣ３侵袭力的影

响

分组 ＯＤ值（ＭＭＰ２） ＯＤ值（ＴＩＭＰ２） 侵袭细胞数

实验 ０．３６７±０．０１６１），２） ０．６７１±０．０１２１），２） １４３．５０±１３．７２１），２）

阴性对照 ０．７７８±０．０３１ ０．４６４±０．０１３ ２０９．５０±１２．２８

空白对照 ０．７５８±０．０１４ ０．４６３±０．０１１ ２１７．１７±４．２６

　　注：１）与阴性对照组相比较Ｐ＜０．０５，２）与空白对照组相比较Ｐ＜０．０５

２．３　ＳＳＴＲ２基因的转染对 ＢＸＰＣ３侵袭力的影响

显微镜下细胞计数显示，实验组胰腺癌细胞穿

过基底膜的侵袭细胞较阴性对照组及空白对照组

数量减少（Ｐ ＜０．０５），阴性对照组与对照组之间

无统计学差异（附表）。说明实验组 ＢＸＰＣ３细胞比

对照组 ＢＸＰＣ３细胞侵袭力明显下降。

３　讨　论

侵袭、转移行为是胰腺癌等恶性肿瘤最本质的

特性，防治肿瘤的侵袭、转移是降低肿瘤病死率的

重要途径。有研究［７］证明，ＳＳＴＲ２在正常胰腺细胞

中高表达，但在大多数胰腺肿瘤发生过程中表达减

少甚至缺失。这是生长抑素类似物治疗胰腺肿瘤

效果不佳的重要原因之一。本课题前期研究显示

ＳＳＴＲ２基因在胰腺癌细胞株 ＰＣ３中的稳定转染和

表达，可明显抑制肿瘤新生血管的形成、增加肿瘤

细胞的凋亡，从而抑制肿瘤细胞生长。有学者［２，８］

报告，ＳＳＴＲ２基因转染到缺失生 ＳＳＴＲ２的胰腺癌细

胞株中，能活化或产生内源性生长抑素（ＳＳ），ＳＳ能

再激活 ＳＳＴＲ２，形成活化 ＳＳＴＲ２的负性自分泌回路。

Ｐｏｌａ［９］等研究发现，生长抑素对富含 ＳＳＴＲ２的神经

母细胞瘤细胞的浸润、转移有明显的抑制作用。而

ＳＳＴＲ２是否具有抗肿瘤转移作用尚无直接证据。恶

性肿瘤细胞侵袭时，首先通过膜表面受体与基底膜

成分黏附，然后释放和激活多种蛋白酶降解基底

膜，继之定向运动穿越基底膜，浸润到周缘组织，并

进一步降解血管内皮下基底膜进入循环。肿瘤细

胞的运动能力是使其肿瘤细胞发生浸润和远处转

移极为重要的因素，基底膜和细胞外基质的降解是

肿瘤侵袭转移的基础。花瞻等［１０］研究发现 ＭＭＰ２

的表达与胰腺癌的分期及淋巴结转移有关。大量

研究证实，ＭＭＰ２是降解 ＥＣＭ最重要的酶，ＴＩＭＰ是

ＭＭＰ活性的调节因子。因此，ＭＭＰ在肿瘤浸润中所

起的作用取决于 ＭＭＰ与 ＴＩＭＰ间的比例关系。Ｍｉｙ

ａｋｅ等［１１］研究发现，ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２的不平衡是肿

瘤侵袭转移的关键；Ｒｅｉｃｈｅｎｂｅｒｇｅｒ等［１２］对肺癌的研

究也得到相同结果；Ｆａｎ等［１３］发现 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２

升高与胆囊癌的发生、浸润转移及预后差密切相

关；Ｘｕ等［１４］对膀胱癌研究的实验结果与其类似。

在基因治疗的载体系统方面，笔者选择了腺病

毒载体系统。腺病毒载体因其具有无插入性突变、

安全性高、感染能力强、蛋白表达量大等优点，目前

已成为基因治疗领域常用的载体之一［１５］。本组实

验成功实现了 ＳＳＴＲ２基因在 ＢＸＰＣ３细胞株中的稳

定转染和表达，结果显示可以明显抑制肿瘤细胞的

侵袭、转移；ＳＳＴＲ２基因在胰腺癌细胞株 ＢＸＰＣ３的

高表达可在 ＲＮＡ水平上使 ＭＭＰ２表达升高而使

ＴＩＭＰ２表达降低，从而 使 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２比 例增

高。这可能是 ＳＳＴＲ２基因抑制肿瘤转移的机制之

一。
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－１１４１．

欢迎投稿，欢迎订阅２００６年《中华肝胆外科杂志》

在历经 １０年学习、探索、磨练的积累下，《中华肝胆外科杂志》秉持办刊宗旨，本着交流学术、服务临床的方针，

坚持创新求精、诚信为本、质量第一的态度，在众多老专家的指导、广大作者、读者的支持下，２００６年《中华肝胆外科

杂志》将以新的力度和再创作的努力去攀登又一个 １０年的新台阶。

“大视野”栏目将由老专家们为相关专题勾画出发展的现状和趋势；“述评”栏将更具总结性，导向性；“热点聚

焦”栏是百花齐放的园地，从各个侧面探索共同关心的热点、难点；“学术思考”是百家争鸣的视角，提出问题，论证理

论和临床实践中的真实；“一线集萃”是反映各地临床一线的经验和体会的共同的园地；病例（个案）报告将以“读者

来信”的方式在刊物上交流；“综述”则以约稿、组稿的方式追求高水平的概括。《中华肝胆外科杂志》将以新的精神

面貌与全国专业同道共同繁荣这一专业学术园地。

欢迎来稿，欢迎订阅，欢迎出主意、提建议，更欢迎批评指导！让我们彼此成为真诚的良师、益友。联系和收稿单

位：《中华肝胆外科杂志》编辑部　地址：１００８５３北京市复兴路 ２８号　电话：６６９３６２２３　电传：６８１７７００９　Ｅｍａｉｌ：

ｚｈｇｄｗｋｚｚ＠ｖｉｐ．１６３．ｃｏｍ
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