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ＴＧＦβ对胃癌细胞浸润、转移的影响及其作用
机制研究

王宽松，文继舫，李景和，周建华，肖德胜，胡忠良，刘英

（中南大学基础医学院 病理学系，湖南长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　探讨 ＴＧＦβ与胃癌浸润、转移之间的关系及其作用机制。方法　以胃癌细胞株
ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３为对象，应用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移浸润、ｍａｔｒｉｇｅｌｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ基质黏附、内皮细胞黏附、明胶

酶谱及裸鼠成瘤等实验分别检测 ０ｎｇ／ｍＬ或 １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理前后胃癌细胞株生物学行为的变

化。结果　经 ＴＧＦβ１处理成瘤裸鼠 ４周后肝转移数量远高于未处理组（Ｐ＜０．０５）；ＳＧＣ７９０１和

ＢＧＣ８２３细胞经 ＴＧＦβ１处理后，瘤细胞浸润基质胶的能力增强；瘤细胞的迁移、黏附能力亦明显增加。

结论　ＴＧＦβ１促进胃癌浸润、转移，其机制可能与其促进瘤细胞运动、黏附以及基质金属蛋白酶分泌

有关。
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　　在我国，胃癌的病死率居恶性肿瘤之首［１］，主

要死因是肿瘤病灶的浸润和转移。对胃癌的研究

表明转化生长因子 β１（ＴＧＦβ１）的表达水平比正
常胃黏膜高，且与胃癌的浸润深度和淋巴结转移、

复发呈正相关，患者血清中 ＴＧＦβ１水平的升高与
预后呈负相关［２－５］。ＴＧＦβ是一多功能细胞因子，
在许多细胞中具有广泛但可能相互矛盾的作用。

在肿瘤发生早期它是一种抑制因子；在肿瘤晚

期，其作用却因瘤细胞株及物种的不同而发挥不

同的 作 用［６－９］。 为 此 本 实 验 以 胃 癌 细 胞 株

ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３为对象，探讨 ＴＧＦβ１对胃癌
细胞浸润、转移的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂和器材　人工重构基底膜材料
基质胶（Ｍａｔｒｉｇｅｌ，主要成分为层黏蛋白和 ＩＶ型胶
原）购自美国 ＢＤ公司；纤维连接蛋白（Ｆｎ），购自
美国 Ｓｉｇｍａ公司；小牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自华
美生物工程公司，噻唑蓝（ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司；９６孔培养板购自美国 Ｏｒａｎｇｅ公司；Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室（配聚碳酸酯微孔膜，孔径 ８μｍ）购自
美国 Ｃｏｓｔａｒ公司。
１．１．２　动物 ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠购自北京中科院动物
所　５周龄，雌性，１６～１８ｇ，无特定病原体环境
下饲养。

１．１．３　 细 胞 株 及 其 培 养 　 ＳＧＣ７９０１细 胞 和
ＢＧＣ８２３细胞购自中科院上海细胞库；胎儿脐静
脉内皮细胞系（ｈｕｖｅｃ）由本校药学院罗丹博士惠
赠。细胞在 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液
（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）中 ３７℃，５％ ＣＯ２及饱和湿度
条件下培养。

１．２　方法
１．２．１　ＴＧＦβ１的处理过程　各癌细胞株经传代
后，待长至 ８０％融合度时换液，以无血清培基培
养 ２４ｈ后 再 换 液。处 理 组 加 入 １０ｎｇ／ｍＬ的
ＴＧＦβ１，继续培养 １２ｈ，０．２５％胰酶消化，以备下
一步实验。

１．２．２　人工裸鼠转移模型制备及分组　参照
Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ等的方法［１０－１２］，略有改动，主要步骤如

下：裸鼠 ２０只，随机分成 ４组，每组各 ５只。各细
胞系经 ＴＧＦβ１处理、消化后，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ×
５ｍｉｎ），生理盐水重悬，调整细胞密度至 １×１０７

个／ｍＬ。每只裸鼠腹腔注射经 ＴＧＦβ１处理或未处
理 ＳＧＣ７９０１或 ＢＧＣ８２３细胞悬液 ５００μＬ，约 ５×

１０６个细胞；继续喂养 ３０ｄ，监测裸鼠体重等生理
指标的变化。待裸鼠极度消瘦时全部处死，观察

各脏器有无肿瘤转移灶，计数肝表面肿瘤结节数。

１．２．３　离体实验
（１）细胞浸润实验　参照 Ｈａｍａｄａ等［１３］的方法

进行。最后在倒置显微镜 ４００倍下计数移至微孔
膜下层每视野的细胞。每组重复 ４个样本，每个
样本计数 １０个视野。

（２）瘤细胞与细胞外基质黏附的测定　参照
ＷｕＪＺ等［１４］的方法进行，最后以对照基底膜 ＢＳＡ
组贴壁细胞吸光值 Ａ为参照，分别按公式计算
Ｍａｔｒｉｇｅｌ和 Ｆｎ组中两株细胞黏附率。黏附率（％）
＝［（实验组细胞 Ａ值／ＢＳＡ组细胞 Ａ值）－１］
×１００
（３）瘤细胞黏附内皮细胞的测定　参照司徒

镇强等［１５］的方法并加以改进，主要步骤：接种内

皮细胞于 ９６孔板培养至长成单层，接种 ＴＧＦβ１
处理及未处理的癌细胞，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，去除
未黏附的肿瘤细胞，４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ，后
按常规免疫细胞化学方法用低分子角蛋白标记肿

瘤细胞，４００倍显微镜下计数每视野的肿瘤细胞。
每样本计数 １０个视野。

（４）肿瘤细胞迁移实验　参照 Ｈａｍａｄａ等［１３］的

方法进行，每实验组重复 ４个样本；细胞计数时
用 ＨＥ染色；每样本计数 １０个视野。

（５）酶谱分析　参照王璐等［１６－１７］的方法，凝

胶结果在灰阶模式下扫描反转打印，利用凝胶定

量图像分析软件 ｉｍａｇｅｔｏｏｌ２．０，对酶谱分析结果进
行灰度扫描，读取条带面积和灰度。条带酶解量

＝条带面积 ×（条带灰度 －背景灰度），以未处理
ＳＧＣ７９０１细胞基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）的酶解量
为参照，计算各条带的相对酶解量，对各组细胞条

件培养基的酶活性进行定量比较。实验重复３次。
１．３　统计学处理

实验结果以 ｘ±ｓ表示。所有结果用ＳＰＳＳ１１．５
软件包 ｔ检验统计，统计水准以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　果

２．１　成瘤裸鼠的瘤细胞转移能力
接种经 １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理的 ＳＧＣ７９０１及

ＢＧＣ８２３细胞株的裸鼠，分别于 ７ｄ及 １０ｄ开始体
重降低，而未处理组则分别于 １３ｄ及 １５ｄ才开始
体重降低。处理组腹腔播散病灶与未处理组无显

著性 差 异，但 肝 转 移 灶 明 显 多 于 未 处 理 组

９８９
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［ＳＧＣ７９０１细胞为（５３．３±３．３）ｖｓ．（１１．０±３．０），
ＢＧＣ８２３细胞为（２９±２．８）ｖｓ．（６．３±２．５）；

（Ｐ＜０．０５）］，其中 ＳＧＣ７９０１未处理组有 １只裸鼠
未见肝转移（图 １）。肺脏均未见转移灶。

图１　ＴＧＦβ１对ＳＧＣ７９０１和ＢＧＣ８２３细胞肝转移的影响　Ａ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｂ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理
ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｃ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组；Ｄ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组

２．２　外源性 ＴＧＦβ１对瘤细胞浸润能力的影响
在侵袭实验中，处理组 ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３侵

袭细胞数在放大 ４００倍镜下计数分别为（１０６ ±
１０）个和（８８±１１）个，而对照组侵袭细胞数分别
为（８３±６）个和（５８±８）个；ＴＧＦβ１使肿瘤细胞
的体外侵袭能力明显增加（Ｐ＜０．０５）（图２）。

２．３　外源性 ＴＧＦβ１对瘤细胞黏附基质能力的
影响

ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３细胞经 １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１
处理后，黏附包被 Ｍａｔｒｉｇｅｌ或 Ｆｎ基质表面的能力
较未处理细胞明显增强（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

图２　ＴＧＦβ１对ＳＧＣ７９０１和ＢＧＣ８２３细胞浸润能力的影响　Ａ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理 ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｂ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处
理ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｃ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组；Ｄ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组

表１　ＴＧＦβ１对ＳＧＣ７９０１和ＢＧＣ８２３细胞黏附基质能力的影响（％）

基质
ＳＧＣ７９０１

０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％） １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％）

ＢＧＣ８２３

０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％） １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％）

纤维连接蛋白 １２．３ ４６．５１） １１．２ ５３．９１）

基质胶 ３３．８ ７７．８１） ２９．４ ６８．７１）

　　注：１）与０ｎｇ／ｍＬ浓度比较，Ｐ＜０．０５

２．４　外源性 ＴＧＦβ１对瘤细胞黏附内皮细胞能
力的影响

ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３细胞经 １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１
处理后，每高 倍视野黏附的瘤细胞数分别为

（１５．９７±１．３８）及（１９．０７±２．０１）个，而对照组
分别为（６．５７±１．１４）个及（１１．１２±１．７５）个；
瘤细胞经 ＴＧＦβ１处理后黏附内皮细胞能力明显
增强（Ｐ＜０．０５）。
２．５　外源性 ＴＧＦβ１对瘤细胞迁移能力的影响

ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３细胞经 １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１

处理 后，每 高倍 视野黏 附的 瘤细胞 数分 别为

（７８±８）个 及 （８５±９）个，而 对 照 组 分 别 为
（３５±６）及（４０±７）个；瘤细胞经 ＴＧＦβ１处理后
迁移能力明显增加（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。
２．６　外源性 ＴＧＦβ１对瘤细胞分泌 ＭＭＰ２和

ＭＭＰ９的影响
未经处理的 ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３细胞均有稳

定的活性 ＭＭＰ９和 ＭＭＰ２的表达，但经 ＴＧＦβ１处
理后的两种细胞的表达水平均有明显增高（Ｐ＜
０．０５）（表 ２）（图 ４）。
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图３　ＴＧＦβ１对ＳＧＣ７９０１和ＢＧＣ８２３细胞迁移能力的影响　Ａ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｂ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处
理ＳＧＣ７９０１细胞组；Ｃ：０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组；Ｄ：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理ＢＧＣ８２３细胞组

表２　ＴＧＦβ１对ＳＧＣ７９０１和ＢＧＣ８２３分泌ＭＭＰ２和ＭＭＰ９的影响（ｘ±ｓ）

细胞
ＭＭＰ９

０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％） １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％）

ＭＭＰ２

０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％） １０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（％）

ＳＧＣ７９０１ １．００±０．００ １．３６±０．０５１） ２．５０±０．２３ ３．０９±０．０９１）

ＢＧＣ８２３ ０．９６±０．０２ １．４６±０．１８１） １．７６±０．０８ ２．７８±０．２３１）

　　注：１）与０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１浓度比较，Ｐ＜０．０５
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图４　ＴＧＦβ１对瘤细胞分泌 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的影响　１：

０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１ ＳＧＣ７９０１ 组； ２：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１

ＳＧＣ７９０１组；３：１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１ＢＧＣ８２３组；４：０ｎｇ／

ｍＬＴＧＦβ１ＢＧＣ８２３组

３　讨　论

肿瘤的浸润和转移是成功治疗肿瘤的最大障

碍。研究表明，ＴＧＦβ可能通过调节细胞穿透基底
膜和细胞外基质的能力参与多种恶性肿瘤的浸

润和转移［１８］。Ｎａｋａｔａ等［１０］证实 ＴＧＦβ可明显促进
乳腺癌的浸润、转移。然而 Ｏｔａｎｉ等［７，１９］的体外研

究发 现，ＴＧＦβ１可抑制肾 癌细胞株 ＳＭ ＫＴＲ１，
ＫＴＲ２等的浸润，且能抑制 ＳＲＣＣ－１Ｍ细胞分泌
的Ⅳ型胶原酶活性。Ｈｏｌｔｉｎｇ等［６］发现 ＴＧＦβ１在
体外可抑制原发性甲状腺癌细胞生长、迁移和浸

润；Ｐａｖｅｌｉｃ等［２０］认为 ＴＧＦβ可减低胶原酶的活性，
刺激特异性的金属蛋白酶抑制剂（ＴＩＭＰ），从而
抑制人纤维肉瘤的侵袭和转移。由此可见，对不

同的肿瘤 ＴＧＦβ可能发挥不同甚至相反的生物学

效应。那么在胃癌的进展过程中 ＴＧＦβ究竟有何
作用？胃癌患者血清及胃癌组织中高水平的

ＴＧＦβ是否仅仅是胃癌浸润、转移的一种伴随现
象，还是机体对胃癌的一种免疫反应？抑或是胃

癌浸润、转移的一种促进剂？

本研 究 发 现 经 ＴＧＦβ１处 理 的 ＳＧＣ７９０１和
ＢＧＣ８２３细胞其肝转移能力明显高于未处理组，
提示 ＴＧＦβ１可促进胃癌细胞的转移。此结果与
Ｎａｋａｔａ等［１０］在乳腺癌中的实验结果一致。那么

ＴＧＦβ１究竟系通过哪些途径影响胃癌浸润、转移
呢？

肿瘤的浸润、转移是一复杂过程。一般认为

肿瘤细胞对细胞外基质的侵袭可分成 ３个步
骤［２１－２２］：（１）瘤细胞通过其表面受体特异性地黏
附到基质；（２）肿瘤细胞分泌的溶解酶对贴近肿
瘤细胞表面区域基质的局限性降解；（３）肿瘤细
胞移入被蛋白酶水解后的基质区，其移动方向可

被趋化因子影响。同时肿瘤细胞与脉管内皮细

胞间的黏附与其在脉管壁的着床、穿出脉管形成

转移灶有关。由此可见，影响瘤细胞浸润、转移

的因素主要有瘤细胞黏附、水解基质的能力、迁

移能力以及黏附内皮的能力。为探讨 ＴＧＦβ１促
胃癌 细 胞 转移 的机制，本实 验分 别检测了 经

ＴＧＦβ１处理后胃癌细胞黏附基质（内皮细胞）、趋
化迁移、浸润基质胶的能力以及瘤源性基质金属

蛋白酶 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的活性。
本实验结果发现，ＴＧＦβ１可显著提高胃癌细

胞株 ＳＧＣ７９０１和 ＢＧＣ８２３黏附细胞外基质的能
力、瘤细胞源性基质金属蛋白酶 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９
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的活性及趋化迁移能力，最终使瘤细胞浸润基质

的能力增强，从而促进瘤细胞扩散。瘤细胞到达

脉管后随体液的流动到达机体各部位，部分瘤细

胞在内皮细胞表面着床，随后通过阿米巴样运动

穿过内皮，在内皮下形成转移灶。

综上所述，笔者认为高水平的 ＴＧＦβ１可通过
加速胃癌细胞的运动，增加其对基质及内皮细胞

的黏附以及 ＭＭＰｓ的分泌等途径促进胃癌细胞的
浸润、转移；ＴＧＦβ是一重要的促胃癌浸润转移的
细胞因子。以 ＴＧＦβ及 ＴＧＦβ通路为靶向的基因
治疗，在胃癌尤其是 ＴＧＦβ高表达的胃癌治疗中
将产生重要意义。
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