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ＬＮＡＭＥ对大肠癌细胞侵袭和转移的影响
于丽波，孙文洲，董新舒，徐海涛

（哈尔滨医科大学附属肿瘤医院 外科，黑龙江 哈尔滨 １５００４０）

　　摘要：目的　探讨 Ｎ－硝基精氨酸甲酯（ＬＮＡＭＥ）对人大肠癌细胞（ＬＳ１７４Ｔ）侵袭、运动能力
的影响及其可能的机制。方法　用不同浓度的 ＬＮＡＭＥ干预 ＬＳ１７４Ｔ细胞，用硝酸还原酶法测定 Ｌ
ＮＡＭＥ对 细胞分泌 ＮＯ的影响；用重组基底膜侵袭实验观察药物对癌细胞侵袭、运动能力的影响；用
ＲＴＰＣＲ法检测 ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２的表达。结果　（１）ＬＮＡＭＥ降低了 ＳＬ１７４Ｔ细胞 ＮＯ的分泌，呈浓
度依赖性。（２）０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ和 １．０ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ处理 ＳＬ１７４Ｔ细胞 ７２
ｈ，对细胞侵袭重建基底膜的抑制率分别为 １０．２９％，１９．６２％，３４．０８％和 ４２．２３％（Ｐ ＜０．０５或 Ｐ
＜０．０１）；（３）对细胞趋化运动抑制率分别为 ２０．７６％，２４．９５％，３９．４３％和 ４６．８５％（Ｐ ＜０．０１），
同时可降低细胞 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ的表达，而提高 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的表达。（４）ＮＯ浓度与 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达
呈正相关（ｒ＝０．８１２４，Ｐ＜０．０１），而与 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ呈负相关（ｒ＝－０．７１０６，Ｐ ＜０．０１）。结论
　ＬＮＡＭＥ具 有 抑 制 ＳＬ１７４Ｔ细 胞 侵 袭 和 转 移 的 作 用；ＬＮＡＭＥ的 抗 侵 袭 活 性 与 肿 瘤 细 胞
ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的表达有关。
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　第２期　　　　　 于丽波，等：ＬＮＡＭＥ对大肠癌细胞侵袭和转移的影响

　　大肠癌发病率呈增高趋势，侵袭和转移是临床

肿瘤患者治疗失败导致死亡的主要原因。抗肿瘤

侵袭和转移是肿瘤治疗的研究热点之一。国外已

有利用一氧化氮合酶抑制剂治疗肿瘤的相关研究

的报道［１］，但其抑制肿瘤转移的机制尚不清楚。本

实验探讨一氧化氮合酶抑制剂 Ｎ－硝基精氨酸甲

酯（ＬＮＡＭＥ）对具有高转移能力的人大肠癌细胞

ＬＳ１７４Ｔ侵袭重建基底膜能力的影响，并探讨其可

能机制。

１　材料和方法

１．１　材料

人大肠癌细胞系 ＬＳ１７４Ｔ购自哈尔滨医科大

学肿瘤研究所；ＬＮＡＭＥ和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购

自 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０培养基、Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购

自 Ｇｉｂｃｏ公司；新生牛血清、胰蛋白酶购自杭州四季

青生物工程公司；逆转录 －多聚酶链反应 （ＲＴ

ＰＣＲ）试剂盒为 Ｉｎｖｅｔｒｏｇｅｎ公司产品，引物由上海生

工生物工程公司合成；一氧化氮（ＮＯ）测试盒购自

南京建成生物工程公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自 Ｃｏｓｔａｒ

公司；纤粘连蛋白购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ｍａｔｒｉｇｅｌ购自

ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司。

１．２　细胞培养及药物处理

ＬＳ１７４Ｔ细胞常规培养于用含 １０％灭活小牛

血清，１００Ｕ／ｍＬ链霉素，１００Ｕ／ｍＬ青霉素的 ＲＰＭＩ

１６４０培养液中，培养条件为 ３７℃，５％ ＣＯ２温箱单

层传代培养。取对数生长期细胞，胰酶消化后分

组，每组有 １×１０６细胞，分别用含 ＬＮＡＭＥ浓度为

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，０．８ｍｍｏｌ／Ｌ，１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

和含 ＤＭＳＯ的 ＲＰＭＩ１６４０培养液预处理细胞，对照

组为未经 ＬＮＡＭＥ处理的空白对照，然后进行有关

检测。

１．３　检测项目与方法

１．３．１　硝酸还原酶法检测 ＮＯ的分泌　取药物处

理过的 ７２ｈ细胞培养上清液 １００μＬ，严格按试剂盒

说明书流程操作，测定细胞培养上清液中 ＮＯ２－的

水平以反映 ＮＯ的生成。

１．３．２　细胞侵袭实验　细胞侵袭重建基底膜实

验在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中进行。在小室的聚碳酸滤膜

ＰＶＰＦ膜的外表面涂趋化剂 ５μｇ纤粘连蛋白，在膜

的内表面涂 ５μｇｍａｔｒｉｇｅｌ。经上述处理后的 ７２ｈ各

组大肠癌细胞悬液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，每室 ２×

１０５细胞，３７℃，５％ ＣＯ２温箱培养 ４ｈ。用绵签擦

尽膜的内表面未穿过膜的细胞。随机选择 ５个

４００倍显微视野，统计视野中侵袭至滤膜下表面的

细胞数目，计算平均值。按下式计算药物对肿瘤细

胞侵袭的抑制率：

抑制率 ＝对照组平均侵袭细胞数 －给药组平

均侵袭细胞数／对照组平均侵袭细胞数 ×１００％

１．３．３　细胞运动实验　聚碳酸滤膜内表面不铺

ｍａｔｒｉｇｅｌ，其余操作同细胞侵袭实验。按下式计算药

物对肿瘤细胞运动能力的抑制率：抑制率 ＝对照组

平均细胞数 －给药组平均细胞数／对照组平均细胞

数 ×１００％

１．３．４　ＬＮＡＭＥ作用后 ＬＳ１７４Ｔ细胞基质金属蛋

白酶 －２（ＭＭＰ２）和 基 质 金 属 蛋 白 酶 抑 制 剂 ２

（ＴＩＭＰ２）的表达 　大肠癌细胞与不同浓度的 Ｌ

ＮＡＭＥ培养 ７２ｈ后，收集细胞，按照 Ｔｒｉｚｏｌ说明书提

取细胞总 ＲＮＡ。取 ５μｇ总 ＲＮＡ逆转录合成 ｃＤＮＡ

链，取 ４μＬｃＤＮＡ用于 ＰＣＲ扩增。ＭＭＰ２引物序列：

上游序列为 ５′ＴＣＴＴＣＡＡＧＧＡＣＣＧＧＴＴＣＡＴＴＴＧ３′，下

游序列为 ５′ＧＡＴＧＣＴＴＣＣＡＡＡＣＴＴＣＡＣＧＣＴＣ３′，扩增

片段长度为 ５００ｂｐ。ＴＩＭＰ２引物序列：上游序列为

５′ＡＣＣＴＧＧＡＴＧＣＣＧＴＣＧＴＧＧＡＣ３′；下 游 序 列 为 ５′

ＴＧＴＧＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＧＣＡＧＣ３′，扩增片段长度为 ３７６

ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物序列为 ５′ＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧＧＴ

ＧＴＴＧＡＡ３′，下游引物序列为 ５′ＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣ

ＣＴＣＡＣＣＣＴ３′，扩增片段长度 ３２０ｂｐ。取扩增产物

１０μＬ，以 ２％琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶成像电泳

分析系统下分析光密度值，计算目的产物和 βａｃｔｉｎ

产物的比值。

１．４　统计学处理

应用 ＳＡＳ６．１２统计软件分析实验结果，计量资

料采用方差分析和 ｔ检验。ＮＯ的浓度与目的产物

和 βａｃｔｉｎ产物的比值作直线相关分析。以 Ｐ ＜

０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　 不同浓度 ＬＮＡＭＥ对 ＬＳ１７４Ｔ细胞分泌

ＮＯ的影响

细胞培养上清液中测得 ＬＳ１７４Ｔ细胞分泌 ＮＯ

的浓度随 ＬＮＡＭＥ浓度的增加，ＮＯ浓度呈下降趋

势；各浓度组与对照组比较差异均有显著性（Ｐ ＜

０．０５）（表 １）。
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表 １　不同浓度 ＬＮＡＭＥ作用后 ＬＳ１７４Ｔ细胞 ＮＯ的分

泌

组别
ＬＮＡＭＥ浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ｎ ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）

对照 ０ ３ １４７．８０＋０．７８
ＬＮＡＭＥ ０．２ ３ １３５．６６＋０．４５

０．４ ３ ９５．７３＋０．２３

０．８ ３ ５９．８０＋０．６５

１．０ ３ ５６．４３＋０．６４

　　注：与对照组比较 ，Ｐ＜０．０５

２．２　ＬＮＡＭＥ对 ＬＳ１７４Ｔ细胞体外侵袭力和运

动能力的影响

对照组 ＬＳ１７４Ｔ细胞穿过膜较多，体外侵袭能

力较 强。实 验 组 随 着 ＬＮＡＭＥ浓 度 的 增 加，ＬＳ

１７４Ｔ细胞过膜逐渐减少，且呈剂量效应关系。与

对照组比较，ＬＮＡＭＥ对 ＬＳ１７４Ｔ细胞体外侵袭力

有明显的抑制作用；不同浓度 ＬＮＡＭＥ对 ＬＳ１７４Ｔ

细胞运动有抑制作用，随浓度的增加抑制作用逐渐

增强，与对照组比较均有明显的抑制作用（表 ２）。

表 ２　ＬＮＡＭＥ对 ＬＳ１７４Ｔ细胞体外侵袭力和运动能力的影响

　组别
ＬＮＡＭＥ

浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）

侵袭细胞数

（ｘ＋ｓ）
抑制率（％）

细胞数

（ｘ＋ｓ）
抑制率（％）

　对照 ０ １５８．６６＋３．２１ ０ １７５．００＋５．５６ ０

　ＬＮＡＭＥ ０．２ １４２．３３＋１．５２ １０．２９１），３） １４８．６６＋１．５２ ２０．７６２），３）

０．４ １２７．００＋５．２９ １９．６２２），３） １３１．３３＋５．５０ ２４．９５２），３）

０．８ １０３．００＋２．６４ ３４．０８２），３） １０６．００＋８．００ ３９．４３２），３）

１．０ ９１．６６＋７．５７ ４２．２３２），３） ９３．０１＋２．００ ４６．８５２），３）

　　　　注：１）与对照组比较 ，Ｐ＜０．０５；２）与对照组比较 ，Ｐ＜０．０１；３）不同浓度组间比较 ，Ｐ＜０．０５。

２．３　 ＬＮＡＭＥ对ＬＳ１７４Ｔ细胞ＭＭＰ２和ＴＩＭＰ２ｍＲ

ＮＡ表达的影响

经不同浓度的 ＬＮＡＭＥ处理的 ＬＳ１７４Ｔ细胞在

７２ｈ后，ＭＭＰ２与 βａｃｔｉｎ扩增带 的吸光面积积分比

值高于对照组，ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达随 ＬＮＡＭＥ浓度的

的增加而逐渐减少（Ｐ ＜０．０１）（图 １）；而细胞

ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ表达与对照组比较则呈逐渐增强趋势

（Ｐ＜０．０１）（图 ２）。

２．４　ＮＯ浓度与 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的

相关性

经不同浓度 ＬＮＡＭＥ处理的 ＬＳ１７４Ｔ细胞在

７２ｈ后，ＮＯ浓度与 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ表达呈正相关（ｒ

＝０．８１２４，Ｐ＜０．０１）；ＮＯ浓度与 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ比

值呈负相关（ｒ＝－０．７１０６，Ｐ＜０．０１）（表 ３）。

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：０．２ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组；３：０．４ｍｍｏｌ／Ｌ

ＬＮＡＭＥ组；４：０．８ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组；５：１．０ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组

图 １　不同浓度的 ＬＮＡＭＥ作用后，ＳＬ１７４Ｔ细胞 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ

的表达

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：０．２ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组；３：０．４ｍｍｏｌ／Ｌ

ＬＮＡＭＥ组；４：０．８ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组；５：１．０ｍｍｏｌ／ＬＬＮＡＭＥ组

图２　不同浓度的 ＬＮＡＭＥ作用后，ＳＬ１７４Ｔ细胞 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ

的表达

表３　不同浓度 ＬＮＡＭＥ处理后 ＮＯ浓度与 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ和
ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的相关性

ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ）
ＭＭＰ２／βａｃｔｉｎ

吸光度值

ＴＩＭＰ２／βａｃｔｉｎ

吸光度值

１３５．６６ ０．７１ １．１７
９５．７３ ０．３１ １．６７
５９．８０ ０．２１ １．７８
５６．４３ ０．１９ ２．３１

３　讨　论

ＮＯ是一种具有广泛生物活性的小分子化合

物，在肿瘤的发生发展中起着双向作用。高浓度

的 ＮＯ通过细胞毒作用和诱导肿瘤细胞凋亡起抗

肿瘤作用；而在肿瘤组织微环境中，较低浓度 ＮＯ

通过促进血管生长和调节血流量促进肿瘤生长和
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转移［２］。一氧化氮合酶（ＮＯＳ）是催化 ＮＯ合成的

关键酶，可分为结构型 ＮＯＳ（ｃＮＯＳ）和诱导型 ＮＯＳ

（ｉＮＯＳ）两类。ＮＯＳ在不同的肿瘤组织的表达和活

性均与肿瘤的生物学行为存在一定的联系［３－９］，

Ｋｏｊｉｍａ等［１０］研究表明，人大肠癌组织标本有 ｉＮＯＳ

ｍＲＮＡ表达和 ｉＮＯＳ蛋白表达。ＬａｇａｒｅｓＧａｒｃｉａ等［１１］

发现，ｉＮＯＳ活性高的人群其癌细胞更具有侵袭性，

肿瘤转移率高，５年生存率低，认为 ｉＮＯＳ活性可作

为判断预后的指标。降低 ＮＯＳ的表达和活性使内

源性 ＮＯ生成减少，可能对肿瘤的生长有抑制作

用。

本实验结果表明，ＬＮＡＭＥ在浓度为 ０．２～１．０

ｍｍｏｌ作用 ７２ｈ时，ＬＳ１７４Ｔ细胞 ＮＯ的分泌呈下

降趋 势，此 外，ＬＮＡＭＥ可 明 显 抑 制 大 肠 癌 ＬＳ

１７４Ｔ细胞侵袭和运动，并呈一定的剂量效应关

系。本研究还发现在不同浓度的 ＬＮＡＭＥ作用于

肿瘤细胞后，肿瘤细胞内 ＭＭＰ２ｍＲＮＡ水平下降，

而 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ呈上升趋势。分析 ＮＯ浓度与 ＬＳ

１７４Ｔ细胞 ＭＭＰ２和 ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ的关系发现，ＮＯ

浓 度 与 ＭＭＰ２ ｍＲＮＡ 表 达 呈 正 相 关，而 与

ＴＩＭＰ２ｍＲＮＡ呈负相关。肿瘤细胞在侵袭和转移过

程中，必须破坏由细胞间基质和基底膜组成的细

胞外基质屏障，ＭＭＰ２能特异降解细胞间基质和

基底膜的 ＩＶ型胶原，被认为是肿瘤侵袭转移过程

中最重要和最直接基质金属蛋白酶。组织 ＴＩＭＰ２

是 ＭＭＰ２的 特 异 抑 制 因 子。体 内 外 研 究 表 明：

ＴＩＭＰ２不但能结合活性的 ＭＭＰ２，抑制其活性，还

能结合非活性状态的 ＭＭＰ２；ＴＩＭＰ２通过其抗血管

生成作用或直接调节细胞生长的特性阻断肿瘤细

胞的生长。据此推测，ＬＮＡＭＥ通过抑制 ＮＯ的分

泌，降低了 ＭＭＰ２／ＴＩＭＰ２值，从而抑制了对基底

膜的破坏和细胞外基质的降解，进而抑制大肠癌

ＬＳ１７４Ｔ细胞侵袭和转移能力。

综上 可 见，ＬＮＡＭＥ可 能 通 过 ＮＯＳ／ＮＯＭＭＰｓ

通路降低大肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞侵袭和转移能力。

深入研究一氧化氮合酶抑制剂的抗肿瘤转移作用

及其机制必将为肿瘤转移的治疗和预防带来广阔

前景。
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