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[摘要] 　 探讨 ｅＩＦ４Ｅ 在 ＣＸＣＬ１２ 诱导胃癌细胞形态学改变和迁移中的作用和机制. 在胃癌细胞株(ＳＧＣ７９０１ꎬ
ＭＧＣ８０３)上给予 ＣＸＣＬ１２ 处理ꎬ显微镜下观察细胞形态的改变ꎻ通过 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＣＸＣＬ１２ 对胃癌细胞迁移

能力的影响ꎻ在 ＳＧＣ７９０１ 上给予 ＣＸＣＬ１２ 处理ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｅＩＦ４Ｅ 磷酸化和总蛋白水平的变化ꎻ用脂质

体转染 ｅＩＦ４Ｅ 的小干扰 ＲＮＡꎬ检测 ｅＩＦ４Ｅ 对胃癌细胞形态学和迁移的影响ꎻ以及用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测与肿瘤侵袭转

移密切相关的因子 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平的表达. 结果显示ꎬ给予 ＣＸＣＬ１２ 处理ꎬ胃癌细胞形态由上皮表型向长梭

形的间叶样表型转变ꎬ细胞的迁移能力提高. 在相同浓度的 ＣＸＣＬ１２ 处理情况下ꎬ转染 ｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 抑制 ｅＩＦ４Ｅ
的表达ꎬ可抑制 ＣＸＣＬ１２ 诱导的细胞的形态学改变和迁移能力. 另外ꎬＣＸＣＬ１２ 引起与肿瘤转移密切相关因子

ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平的表达升高ꎬ而用 ｓｉＲＮＡ 抑制 ｅＩＦ４Ｅ 的表达ꎬ可下调 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 表达水平. 结论:
ＣＸＣＬ１２ 激活了 ｅＩＦ４Ｅꎬ阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 的表达抑制 ＣＸＣＬ１２ 诱导的形态学改变和细胞迁移ꎬ其作用机制可能与上调

ＭＭＰ９ 的表达有关.
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｅＩＦ４Ｅ ｉｎ ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ.
Ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ( ＳＧＣ７９０１ꎬＭＧＣ８０３)ꎬ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｗｉｔｈ ＣＸＣＬ１２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＣＸＣＬ１２ ｏｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ａｎｌａｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅＩＦ４Ｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＳＧＣ７９０１ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＸＣＬ１２. ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔꎬＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ
ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＸＣＬ１２ ｗｅｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＳＧＣ７９０１ ｃｅｌｌｓ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬＣＸＣＬ１２
ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ: ｅＩＦ４Ｅ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＣＸＣＬ１２ꎬｅＩＦ４Ｅꎬｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒꎬＭＭＰ９

胃癌是世界上第五个最常见的恶性肿瘤ꎬ超过 ７０％的病例发生在发展中国家ꎬ其中 ５０％发生在东亚

(主要是中国)ꎬ它是导致死亡的第三大癌症[１] . 近年来ꎬ尽管世界范围内胃癌的发病率和死亡率有所下

降ꎬ但是由于多数患者确诊时已处于晚期和缺乏有效的治疗ꎬ其 ５ 年存活率仍然很低[２ꎬ３] . 了解分子机制

是胃癌早期诊断和治疗的关键ꎬ因此迫切需要识别在胃癌发生发展中起着重要作用的关键分子.
ＣＸＣＬ１２(Ｃ￣Ｘ￣Ｃ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １２)又称基质细胞源性因子－１( ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｆａｃｔｏｒ １ꎬＳＤＦ￣１)ꎬ

属于 ＣＸＣ 类趋化因子亚家族成员. ＣＸＣＬ１２ 与其受体在包括多种肿瘤的生长、侵袭、转移中发挥重要作

用[４－７]ꎬ并且发现胃癌腹水中转移的癌细胞 ＣＸＣＬ１２ 高表达[８] . ＣＸＣＬ１２ 与其受体结合通过何种方式作用

于肿瘤细胞ꎬ促进肿瘤细胞侵袭转移ꎬ目前在胃癌研究中少见报道. 故研究 ＣＸＣＬ１２ 通过调节下游哪些关
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键分子完成信号转导显得尤为重要.
真核翻译起始因子 ４Ｅ(Ｅｕｋａｒｙｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ４ＥꎬｅＩＦ４Ｅ)是真核生物蛋白质合成翻译起

始步骤中生成翻译起始复合物的必需因子ꎬ可以与 ｍＲＮＡ ５′端帽子结构结合ꎬ是真核生物蛋白质合成翻译

起始的限速因子[９ꎬ１０] . 同时ꎬｅＩＦ４Ｅ 是一种原癌基因ꎬ它在恶性肿瘤中高表达ꎬ并且与包括胃癌在内的多种

肿瘤的发生、浸润和转移密切相关[１１ꎬ１２] .
本文首先研究了 ＣＸＣＬ１２ 对胃癌细胞形态学改变和迁移的影响ꎬ接着证明 ＣＸＣＬ１２ 是否通过 ｅＩＦ４Ｅ

诱导胃癌细胞的转移ꎬ并研究了与肿瘤转移密切相关因子 ＭＭＰ９ 在 ＣＸＣＬ１２ 诱导下的变化以及 ｅＩＦ４Ｅ 对

它的调控. 探讨侵袭转移的可能分子机制ꎬ为药物的靶向治疗提供有效依据.

１　 材料与方法

１.１　 试剂和仪器

ＳＤＦ￣１α / ＣＸＣＬ１２(３５０－ＮＳ－０１０)购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司ꎻｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 购自上海吉玛公司ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ 购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司. 细胞培养箱为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｑｕｅｕｅ Ｑ２７１１ 型ꎻ超
净工作台(ｂｉｏ￣Ｘ)为新加坡 ＥＳＣＯ 公司产品ꎻ显微镜( ＩＸ－５１)为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司产品ꎻ蛋白电泳、电转装

置(９２０４３５５ Ｒｅｖ Ａ)为美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品.
１.２　 细胞培养

人胃癌细胞株(ＳＧＣ７９０１ 中分化腺癌ꎬＭＧＣ８０３ 低分化粘液腺癌)均来源于上海生命科学研究院ꎬ细胞

都使用 ＲＰＭＩ１６４０ꎬ培养基的胎牛血清含量均为 ５％. 置于 ＣＯ２ 孵箱ꎬ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养ꎬ细胞生长

融合度达 ８０％~９０％时ꎬ用 ０.２５％胰酶消化传代ꎬ３ ｄ 传一代.
１.３　 肿瘤细胞迁移实验

按 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室说明书操作ꎬ细胞消化重悬于无血清培养基ꎬ并以 ５×１０４ 密度接种于 ２４ 孔板 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室

(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ下室中加入０.６ ｍＬ 分别含０.５％ ＦＢＳ 培养基和加入１００ ｎｇ / ｍＬ ＣＸＣＬ１２ 的０.５％ ＦＢＳ 的培养基.
继续培养２４ ｈ 后ꎬ取出小室ꎬＰＢＳ 洗３ 次ꎬ用棉签擦去小室上侧的细胞ꎬ干燥后用甲醇固定２０ ｍｉｎꎬ晾干后０.１％结

晶紫染色 ２０ ｍｉｎꎬ在光镜下观察穿过滤膜位于膜下侧的(发生迁移的细胞)细胞数并拍照.
１.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

细胞提取总蛋白ꎬ考马斯亮蓝法测蛋白浓度ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ恒定电压 １５０ Ｖꎬ转膜(ＰＶＤＦ 膜)３ ｈꎬ
５％脱脂牛奶封闭 １.５ ｈ. 一抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ再 ４ ℃平摇过夜ꎬ次日ꎬ待一抗孵育结束后把膜用 ＰＢＳＴ 洗涤

３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ后孵育二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈ. 二抗孵育结束后ꎬＰＶＤＦ 膜用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎ.
ＥＣＬ 发光和显影. 具体方法见文献[１３] .
１.５　 定量反转录 ＰＣＲ(Ｑｕａｎｔｉａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ＰＣＲꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｍＲＮＡ 水平的表达

细胞接种于 ６ 孔板ꎬ加入 ４００ μＬ Ｔｒｉｚｏｌꎬ提取总 ＲＮＡ 并进行逆转录ꎬ具体方法见文献[１３] . 用 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 荧光染料进行靶基因相对定量检测. 引物序列参照文献设计[１４ꎬ１５]ꎬ序列如下:ｅＩＦ４Ｅ Ｆ:５′￣ＣＣＴＡＣＡ￣
ＧＡＡＣＡＧＡＴＧＧＧＣＡＣＴＣ￣３′ꎻＲ: ５′￣ＧＣＣＣＡＡＡＡＧＴＣＴＴＣＡＡＣＡＧＴＡＴＣＡ￣３′. 反应条件: ５０ ℃ ２ ｍｉｎꎻ ９５ ℃
１０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎻ６０ ℃ １ ｍｉｎꎬ共 ４０ 个循环.
１.６　 细胞 ｓｉＲＮＡ 瞬时转染实验

转染前一天将细胞以 ５×１０５ 个 /孔的密度接种于 ６ 孔板(用无抗生素的完全培养基)ꎬ待细胞融合度

达 ８０％~９０％时按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 说明书进行转染. ４ ｈ~６ ｈ 后换正常培养液. 转染 ２４ ｈ 后将细胞消

化后进行肿瘤细胞迁移实验或再接种于培养皿中进行培养ꎬ转染 ４８ ｈ 后提取细胞内总蛋白ꎬ采用 ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 的方法进行蛋白水平的表达.
１.７　 统计学分析

数据均采用 ＧｒａｐｈＰａｄＩｎＳｔａｔ ３ 统计软件进行统计. Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义.

２　 结果

２.１　 ＣＸＣＬ１２ 诱导胃癌细胞形态改变和迁移

我们发现在 ＳＧＣ７９０１ 和 ＭＧＣ８０３ 细胞上给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ２４ ｈꎬ细胞形态向长梭形发展ꎬ提
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吴丹丹ꎬ等:ｅＩＦ４Ｅ 在 ＣＸＣＬ１２ 诱导的胃癌转移中的作用和机制

示胃癌细胞形态由上皮表型向间叶样表型转变ꎬ细胞的迁移能力提高(图 １Ａ) . 在 ＳＧＣ７９０１ 和 ＭＧＣ８０３ 细胞

上的 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验均发现 ＣＸＣＬ１２ 诱导细胞迁移到有微孔膜的另一侧的细胞数增多(图 １Ｂ)ꎬ提示

ＣＸＣＬ１２ 诱导胃癌细胞迁移. 上述结果提示 ＣＸＣＬ１２ 可能促进了胃癌细胞的侵袭转移ꎬ这与已有的研究报道

一致[１６ꎬ１７] .

　 　 Ａꎬ细胞贴壁后饥饿处理 １８ ｈꎬ再给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ２４ ｈ. Ｂꎬ细胞重悬于无血清培养基ꎬ并以 ５×１０４ 密度接种于

２４ 孔板 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ下室中加入 ０.６ ｍＬ 分别含 ０.５％ ＦＢＳ 培养基和加入 １００ ｎｇ / ｍＬ ＣＸＣＬ１２ 的 ０.５％ ＦＢＳ 的

培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈ 后固定ꎬ染色

图 １　 ＣＸＣＬ１２ 诱导胃癌细胞形态改变和迁移

Ｆｉｇ １　 ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

　 　 细胞贴壁后饥饿处理 １８ ｈꎬ再给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ０ ｍｉｎ、１５
ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎ

图 ２　 ＣＸＣＬ１２ 激活 ｅＩＦ４Ｅ
Ｆｉｇ ２　 ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＩＦ４Ｅ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２.２　 ＣＸＣＬ１２ 激活 ｅＩＦ４Ｅ
已有报道称 ＣＸＣＬ１２ 与其受体结合激活

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 信号通路[１７ꎬ１８]ꎬ同时 ｍＴＯＲ
依次调节下游多个信号分子ꎬ４Ｅ￣ＢＰ１ 是已知

的 ｍＴＯＲＣ１ 的底物. ４Ｅ￣ＢＰ１ 通过调节信号分

子 ｅＩＦ４Ｅ 来完成生物功能ꎬ然而 ＣＸＣＬ１２ 与其

受体结合后是否通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ 调节

４Ｅ￣ＢＰ１ 及下游信号分子 ｅＩＦ４Ｅ 来诱导胃癌

细胞转移报道较少. 因此ꎬ我们在 ＳＧＣ７９０１
细胞上ꎬ 给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬꎬ 处理 ０
ｍｉｎ、１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 和 ６０ ｍｉｎꎬ检测了ｐ￣ｅＩＦ４Ｅ
(Ｓ２０９)的表达ꎬ发现 ｐ￣ｅＩＦ４Ｅ 蛋白水平明显

增高(图 ２)ꎬ这与预期的结果一致ꎬ并在大约

３０ ｍｉｎ 时达高 峰. 结 果 提 示ꎬ ＣＸＣＬ１２ 激

活 ｅＩＦ４Ｅ.
２.３　 阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 的表达抑制 ＣＸＣＬ１２ 诱导

的胃癌细胞形态改变和细胞迁移

上述结果提示 ＣＸＣＬ１２ 可能通过调节 ｅＩＦ４Ｅ 诱导胃癌细胞转移. 为了进一步证明这一推论ꎬ我们通过下

调 ｅＩＦ４Ｅ 的表达ꎬ研究其对细胞形态和迁移的影响. 我们在 ＳＧＣ７９０１ 细胞瞬时转染 ｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 和对照

ｓｉＲＮＡꎬ再分别给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ２４ ｈꎬ结果显示ꎬ转染 ｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 组和对照组相比ꎬｅＩＦ４Ｅ 的蛋

白水平表达明显降低(图 ３(ａ))ꎬ降低了约 ９０％ꎬ说明阻抑较为成功. 在转染对照 ｓｉＲＮＡ 组并给予 ＣＸＣＬ１２ 处

理后可上调 ｐ￣ｅＩＦ４Ｅ 的蛋白水平(图 ３(ａ))ꎬ与之前短时处理实验结果一致(图 ２) . 在给予 ＣＸＣＬ１２ １００
ｎｇ / ｍＬ 处理 ２４ ｈꎬ显微镜下观察发现ꎬ转染 ｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 组和对照组相比ꎬ阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 的表达可以抑制

ＣＸＣＬ１２ 诱导的胃癌细胞形态向长梭形改变(图 ３(ｂ)) . Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果发现ꎬｅＩＦ４Ｅ ｓｉＲＮＡ 组减少了

ＣＸＣＬ１２ 诱导细胞迁移到有微孔膜的另一侧的细胞数目(图 ３(ｃ)) .
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南京师大学报(自然科学版) 第 ３８ 卷第 ２ 期(２０１５ 年)

　 　 (ａ)接种细胞的第二天转染ꎬ６ ｈ 后换回 ５％ ＦＢＳ 培养基培养 ２４ ｈꎬ饥饿处理 １８ ｈꎬ再给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ２４ ｈ. (ｂ)ＳＧＣ７９０１ 细胞

贴壁后饥饿处理 １８ ｈꎬ再给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理.(ｃ)ＳＧＣ７９０１ 细胞重悬于无血清培养基ꎬ并以 ５×１０４ 密度接种于 ２４ 孔板 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室

(体积为 ０.４ ｍＬ)ꎬ下室中加入 ０.６ ｍＬ 分别含 ０.５％ ＦＢＳ 培养基和加入 １００ ｎｇ / ｍＬ ＣＸＣＬ１２ 的 ０.５％ ＦＢＳ 的培养基ꎬ继续培养 ２４ ｈ 后固定ꎬ染色

图 ３　 阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 的表达抑制 ＣＸＣＬ１２ 诱导的胃癌细胞形态改变和细胞迁移

Ｆｉｇ ３　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｅＩＦ４Ｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｏｒｙ ｃａｐａｃｉｔｙ
ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＣＸＣＬ１２ 通过激活 ｅＩＦ４Ｅ 上调 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平诱导胃癌细胞的转移

ＭＭＰ９ 是 ＭＭＰｓ 中的水解细胞外基质(ＥＣＭ)重要的蛋白水解酶ꎬ与胃癌浸润、转移密切相关[１９] . 我们发

现在 ＳＧＣ７９０１ 细胞上ꎬ给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理ꎬ检测到 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平增高(图 ４( ａ)) . 在

ＭＧＣ８０３ 细胞瞬时转染 ｅＩＦ４Ｅ 的 ｓｉＲＮＡ 后ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测到 ｅＩＦ４Ｅ 的 ｍＲＮＡ 水平降低了约 ５０％(图 ４(ｂ)) .
而且与转染对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平明显降低(图 ４(ｂ)) . 结果提示 ＣＸＣＬ１２ 可能通过激活

ｅＩＦ４Ｅ 上调了 ＭＭＰ９ 的表达ꎬ诱导胃癌细胞的迁移侵袭.

　 　 (ａ)ＣＸＣＬ１２ 上调 ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平. ＳＧＣ７９０１ 细胞贴壁后饥饿处理 １８ ｈꎬ再给予 ＣＸＣＬ１２ １００ ｎｇ / ｍＬ 处理 ６ ｈꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测

ＭＭＰ９ 的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５) .(ｂ)接种 ＭＧＣ８０３ 细胞的第二天转染ꎬ６ ｈ 后换回 ５％ＦＢＳ 培养基培养 ４８ ｈꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ
检测 ＭＭＰ９ 和 ｅＩＦ４Ｅ 的 ｍＲＮＡ 水平ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)

图 ４　 ＣＸＣＬ１２ 上调 ＭＭＰ９ 的表达ꎬ阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 下调 ＭＭＰ９ 的表达

Ｆｉｇ ４　 ＣＸＣＬ１２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｅＩＦ４Ｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＭＭＰ９ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ

３　 讨论

研究表明ꎬ趋化因子及其受体在肿瘤的发生及发展中具有重要的作用ꎬ肿瘤组织局部的趋化因子网络

直接影响肿瘤细胞的生长、浸润转移及血管生成[２０] . 趋化因子 ＣＸＣＬ１２ 有受体 ＣＸＣＲ４ 和 ＣＸＣＲ７ꎬ
ＣＸＣＬ１２ / ＣＸＣＲ４ / ＣＸＣＲ７ 生物轴在许多类型的癌症中介导转移ꎬ它们可以作为肿瘤行为的标记物[５]ꎬ因此

研究 ＣＸＣＬ１２ 促进肿瘤发生发展的作用机制至关重要ꎬ为肿瘤的治疗提供有力依据. 我们的研究首先证明

了 ＣＸＣＬ１２ 诱导胃癌细胞转移ꎬ这与其他研究者的报道一致. 接着我们证明了 ＣＸＣＬ１２ 通过上调 ｅＩＦ４Ｅ 的

磷酸化激活了 ｅＩＦ４Ｅꎬ诱导了胃癌细胞的转移.
基膜和细胞外基质是肿瘤转移的屏障ꎬ因此 ＭＭＰｓ 对它们的降解在肿瘤的侵袭转移中起着重要作用.

ＭＭＰ９ 是 ＭＭＰｓ 中的明胶酶类ꎬＭＭＰｓ 中 ＥＣＭ 重要的蛋白水解酶在体内参与炎症、血管形成、肿瘤转移等

生物学行为ꎬ其表达增加与肿瘤侵袭、转移有关[１９] . 研究发现 ＣＸＣＬ１２ 上调了 ＭＭＰ９ 的表达ꎬ提示 ＭＭＰ９
可能介导了 ＣＸＣＬ１２ 诱导的胃癌细胞的形态学改变和迁移能力的增强. 另外ꎬ阻抑 ｅＩＦ４Ｅ 的表达也可以下

调 ＭＭＰ９ 的表达ꎬ提示 ｅＩＦ４Ｅ 参与了 ＭＭＰ９ 的调控. 因此ꎬ推测 ＣＸＣＬ１２ 可能通过调节 ｅＩＦ４Ｅ 上调 ＭＭＰ９
—６９—
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的表达ꎬ从而诱导胃癌细胞的迁移侵袭. 然而 ｅＩＦ４Ｅ 上调 ＭＭＰ９ 表达的分子机制仍不明确ꎬ有待进一步

研究.
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