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胆 囊 癌 是 胆 道 系 统 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 [ 1 ] ，

其 恶 性 程 度 高 、 临 床 症 状 出 现 迟 、 早 期 诊 断 困

难 。 不 仅 如 此 ， 胆 囊 癌 的 进 展 极 快 ， 胆 囊 癌 患 者

术 后 的 5 年 生 存 率 仅 为 5 % ~ 1 2 % [ 2 ]。 乙 酰 肝 素 酶

（ h e p a r a n a s e ） 作 为 哺 乳 动 物 体 内 唯 一 可 以 特 异

性 切 割 细 胞 表 面 H S 链 的 酶 ， 在 人 类 的 肿 瘤 [ 3 ]、 炎

症[4]、血管增生[5]、先兆子痫[6]、朊病毒病[7]等多种

病 理 生 理 过 程 当 中 发 挥 着 重 要 的 作 用 。 一 些 研 究

发 现 ， 乙 酰 肝 素 酶 可 以 促 进 肿 瘤 的 发 生 和 发 展 ，

因 此 ， 乙 酰 肝 素 酶 的 抑 制 剂 作 为 潜 在 的 抗 肿 瘤 药

物，受到极大的关注[8]。作为细胞表面的黏蛋白多

糖，多配体蛋白聚糖1（syndecan-1）同样是一种

与 肿 瘤 的 发 生 密 切 相 关 的 生 物 大 分 子 蛋 白 。 多 配

体蛋白聚糖1参与调控多项生命活动，包括聚集淋

巴 细 胞 、 调 节 免 疫 机 制 和 重 塑 细 胞 基 质 等 ， 尤 为

重 要 的 是 可 以 对 肿 瘤 细 胞 的 侵 袭 和 黏 附 起 到 调 节

作 用 [ 9 ]。 已 经 有 研 究 证 实 ， 在 消 化 道 肿 瘤 当 中 ，

乙酰肝素酶可以调低多配体蛋白聚糖1的水平，而

多 配 体 蛋 白 聚 糖 1 水 平 的 降 低 则 引 起 肿 瘤 的 生 长

加 速 [ 1 0 - 1 4 ]。 但在胆囊癌细胞中是否存在相同的情

况 ， 还 没 有 相 关 试 验 进 行 证 实 。 本 研 究 就 两 者 在

胆囊癌细胞中的关系进行探讨。

1　材料与方法

1.1  实验材料

人 胆 囊 癌 细 胞 系 G B C - S D 购 自 上 海 中 国 科 学

院 生 物 科 学 研 究 院 生 物 细 胞 库 ； D M E M 培 养 基

购 自 美 国 H y c l o n e 公 司 ； 胎 牛 血 清 购 于 四 季 青 公

司；1:250胰蛋白酶，RPMI -1640培养基，FBS，

TRIzol溶液，LipofectamineTM2000脂质体购于美国

Invi t rogen公司；PCR引物，分子标志物和dNTPs

购 于 上 海 生 工 生 物 有 限 公 司 ； 逆 转 录 元 件 ， 限 制

性内切酶BglII和SalI，T4 DNA连接酶，BCA蛋白

定量和实时qPCR元件购于MBI Fermentas中国有

限公司；质粒pcDNA3.1购于本诺生物技术有限公

司，PCR提纯和质粒提取元件购自美国Axygen生

物 公 司 ； 乙 酰 肝 素 酶 单 克 隆 一 抗 ， 辣 根 过 氧 化 物

酶兔抗IgG购自博士德生物科技有限公司；基质膜

购自美国BD生物科学公司。
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结果：与未转染的 GBC-SD 细胞比较，转染乙酰肝素酶过表达质粒的 GBC-SD 细胞的多配体蛋白聚糖 1

蛋白与 mRNA 表达量均明显降低，但侵袭性和转移能力明显增强（均 P<0.05）。

结论：胆囊癌细胞中乙酰肝素酶与多配体蛋白聚糖 1 的表达呈负向关系；乙酰肝素酶高表达能下调多

配体蛋白聚糖 1 的表达，从而增强胆囊癌细胞的侵袭性和转移能力。
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1.2  质粒构建和验证

构 建 乙 酰 肝 素 酶 过 表 达 的 载 体 。 乙 酰 肝 素 酶

基 因 序 列 由 G e n e B a n k 检 索 得 出 ， 依 据 乙 酰 肝 素

酶 序 列 （ 基 因 I D ： E N S G 0 0 0 0 0 2 2 5 6 0 9 . 1 ） 合 成

单 链 脱 氧 核 苷 酸 ， 再 通 过 变 性 和 退 火 转 变 成 双 链

DNA。将特殊序列嵌入pGPU6/GFP/Neo载体。将

载体转染入大肠埃希菌，于37 ℃ 室温下在含有庆

大 霉 素 的 培 养 基 上 对 大 肠 埃 希 菌 进 行 隔 夜 培 养 。

将大肠埃希菌质粒中的质粒进行分离并确定其DNA

序列，将具有正确序列的质粒用于下一步实验。

1.3  质粒转染

根 据 操 作 说 明 在 脂 质 体 介 导 下 使 用 重 组 质 粒

转 染 人 胆 囊 癌 细 胞 G B C - S D 。 在 转 染 2 4  h 后 使 用

反式荧光显微镜测定其转染率。在加入10%FBS的

DMEM培养基中对被转染的细胞系进行保存和培养。

1.4  RT-PCR 检测

使 用 P r i m e r  E x p r e s s 软 件 从 G e n e B a n k 数 据

库 中 检 索 出 乙 酰 肝 素 酶 、 多 配 体 蛋 白 聚 糖 1 、

β - a c t i n 引 物 的 基 因 序 列 ， 以 此 构 建 引 物 。 乙 酰

肝素酶引物正向：5' -AGC CTC GAA GAA AGA 

CGG-3'；反向：5'-GTA GTG ATG CCA TGT AAC 

T G A  A T C - 3 ' 。 多 配 体 蛋 白 聚 糖 1 引 物 正 向 ： 5 ' -

GGA AAG AGG TGC TGG GAG GG -3 '；反向：

5'-TTG GTG GGC TTC TGG TAG GC-3'。β-actin

引物正向：5'-GGA AAT CGT GCG TGA CAT TAA 

G-3'；反向：5'-GGA AAT CGT GCG TGA CAT TAA 

G-3'。通过TRIzol提取液将细胞中全部乙酰肝素酶

mRNA提取出，然后依据操作手册实施RT-PCR。

1.5  Western blot 检测  

使 用 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）从细胞中分离出等量的乙酰肝素酶

或多配体蛋白聚糖1。将乙酰肝素酶抗体或多配体蛋

白聚糖1 抗体和β-actin抗体按1:500比例进行稀释。

以辣根过氧化物酶（HRP）标记二抗，使用增强化

学发光（ECL）Western blot检测系统检测条带。

1.6  细胞侵袭和转移试验

Transwel l侵袭和转移试验的具体实施方法在

之前的文献 [15]中已经具体讲述过。将小室（8 mm

孔隙小格）上层的24个小格中均匀的加入无血清

的RPMI-1640培养基，分别取5×104的GBC-SD细

胞和GBD-SD细胞放置在小室上层中，每个小格都

加 入 了 琼 脂 凝 胶 。 对 于 转 移 试 验 ， 上 层 小 室 中 不

加入基质胶。含有10%FBS的RPMI-1640加入下层

小室作为化学诱导物。经过24 h孵育后，小室上层

表 面 的 细 胞 被 清 理 掉 ； 而 侵 袭 穿 透 入 基 质 胶 膜 的

细 胞 则 被 多 聚 甲 醛 固 定 下 来 并 被 结 晶 紫 染 色 。 通

过在转化显微镜200倍视野下每层膜随机选择5个

视野从而将侵袭细胞的数目计算出来。

1.7  统计学处理

数据以均数±标准差（x± s）表示，用 t检验

及单因素方差分析比较组间差异，P<0 .05作为差

异有统计学意义。

2　结　果

2.1  重组载体与转染率的鉴定

序列检测结果显示DNA载体序列和所设计的

序 列 相 同 。 未 监 测 到 删 除 、 嵌 入 或 突 变 。 在 转 染

后48 h采用免疫荧光显象法观测转染重组质粒后的

细胞，重组质粒的平均转染率为81.6%。 

2.2  乙酰肝素酶表达量检测

经转染的细胞中乙酰肝素酶mRNA和蛋白含量

明显高于未转染细胞中乙酰肝素酶蛋白和mRNA的

含量（P<0.05）（图1）。

图 1　乙酰肝素酶的表达量检测　　A：乙酰肝素酶蛋白表达量检测；B：乙酰肝素酶 mRNA 表达量检测
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2.3  多配体蛋白聚糖 1 表达量检测

经 转 染 的 细 胞 中 多 配 体 蛋 白 聚 糖 1 蛋 白 与

mRNA含量均明显低于未转染细胞，RT-PCR结果定

量分析显示差异有统计学意义（P<0.05）（图2）。

2.4  细胞侵袭和转移能力检测

经 转 染 的 细 胞 的 侵 袭 细 胞 数 与 转 移 的 细 胞 数

均明显高于未转染细胞（均P<0.05）（图3）。

3　讨　论

乙酰肝素酶此前已经被广泛地研究过 [16]。有

证据[17-27]表明，乙酰肝素酶对肿瘤的侵袭和转移过

程 中 起 到 关 键 的 作 用 。 为 了 证 明 乙 酰 肝 素 酶 诱 导

恶性转化的能力，本研究采用重组DNA技术构建

图 3　细胞侵袭性和转移能力检测　　A：侵袭的细胞数检测；B：转移的细胞数检测
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图 2　多配体蛋白聚糖 1 的表达量检测　　A：多配体蛋白聚糖 1 蛋白表达量检测；B：多配体蛋白聚糖 1  mRNA 表达量检测 
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出 乙 酰 肝 素 酶 基 因 过 表 达 的 载 体 ， 并 转 染 胆 囊 癌

细 胞 。 结 果 显 示 ， 过 表 达 的 乙 酰 肝 素 酶 降 低 了 多

配体蛋白聚糖1 的含量，即多配体蛋白聚糖1蛋白

的 含 量 与 乙 酰 肝 素 酶 的 含 量 呈 负 向 关 系 ， 这 与 其

他相关的研究结果基本一致[9, 28-29]。

本 研 究 结 果 表 明 ， 肿 瘤 细 胞 中 乙 酰 肝 素 酶 可

以调低多配体蛋白聚糖1表达从而增强胆囊癌细胞

的 侵 袭 性 和 转 移 能 力 ， 提 示 出 一 种 新 的 乙 酰 肝 素

酶 增 强 肿 瘤 细 胞 侵 袭 性 的 机 制 。 尽 管 乙 酰 肝 素 酶

和 乙 酰 肝 素 蛋 白 黏 多 糖 在 肿 瘤 细 胞 中 有 着 多 种 作

用 ， 最 重 要 的 一 种 作 用 可 能 是 乙 酰 肝 素 酶 - 多 配

体蛋白聚糖1在肿瘤和其他疾病中的促血管增生作

用。HS和VEGF是肿瘤血管形成中重要的调节剂。

研究[15]结果表明，乙酰肝素酶可以增加体内VEGF

的含量，提示乙酰肝素酶和多配体蛋白聚糖1是调

控肿瘤微环境和促进血管增生的重要物质。

有 越 来 越 多 的 证 据 表 明 ， 乙 酰 肝 素 酶 可 以 上

调 基 因 的 表 达 ， 促 进 肿 瘤 转 移 和 血 管 增 生 、 糖 代

谢、免疫反映、炎症和动脉粥样硬化[30-40]。例如，

Nadir等 [41]发现在血管上皮细胞和肿瘤细胞中乙酰

肝素酶可以诱导组织因子表达。Yang等 [42]发现乙

酰 肝 素 酶 可 以 通 过 上 调 N F - κ B 配 体 （ R A N K L ）

的 受 体 激 动 剂 在 多 种 骨 髓 瘤 中 促 进 系 统 性 骨 质 溶

解。在2011年，Ramani等 [43]发现乙酰肝素酶通过

促进肝细胞生长 因子（HGF）的表达和活动在促

进HGF的信号转导中起到重要作用。在2012年，

Cohen -Kaplan等 [44]发现乙酰肝素酶可以促进转录

反应的信号转导和激活因子（STAT）的磷酸化。

不仅如此，Masola等 [45]在2014年报道了乙酰肝素

酶通过调控转化生长因子β（TGF -β）的表达可

以 在 肾 纤 维 化 的 过 程 中 起 到 关 键 作 用 。 这 些 研 究

都 表 明 乙 酰 肝 素 酶 在 细 胞 核 外 可 以 发 挥 功 能 ， 并

在 调 节 转 录 过 程 中 起 到 关 键 作 用 。 多 配 体 蛋 白 聚

糖1，一种黏多糖蛋白，在肿瘤的生长和转移发挥

着 重 要 的 作 用 ， 并 影 响 肿 瘤 的 侵 袭 能 力 。 之 前 的

研究显示，多配体蛋白聚糖1促进骨髓瘤的生长、

血管增生和肿瘤的转移[9, 12]。

尽 管 乙 酰 肝 素 酶 的 调 控 机 制 仍 是 一 个 有 极 高

价 值 探 讨 的 问 题 ， 本 项 研 究 的 主 要 结 论 是 和 大 多

数 肿 瘤 一 样 ， 在 胆 囊 癌 细 胞 中 ， 乙 酰 肝 素 酶 抑 制

多 配 体 蛋 白 聚 糖 1 的 表 达 而 增 强 肿 瘤 细 胞 的 侵 袭

性 ， 这 提 供 了 一 个 新 的 视 野 去 了 解 乙 酰 肝 素 酶 如

何 激 活 肿 瘤 的 侵 袭 和 转 移 ； 而 乙 酰 肝 素 酶 抑 制 剂

将有望成为治疗肿瘤的新的药物。
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