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摘要：目的　研究ＣＣＬ２１能否参与诱导胃癌ＳＧＣ７９０１细胞发生上皮间质转化。方法　取不同浓度（０、５０、１００、１５０μｇ·Ｌ－１）
的ＣＣＬ２１作用胃癌ＳＧＣ７９０１细胞，划痕试验检测该细胞侵袭能力。镜下观察该细胞形态的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９的蛋白表达。结果　１５０μｇ·Ｌ－１浓度的ＣＣＬ２１作用胃癌ＳＧＣ７９０１细胞后，较其它浓度
侵袭能力强，同时使胃癌ＳＧＣ７９０１细胞的胞体逐渐变为长梭状，部分可见伪足生成。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达下降（Ｐ＜０．０５），Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＣＬ２１可能参与诱导胃癌ＳＧＣ７９０１细胞发生上皮间质转化。
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　　胃癌的早期转移是困扰临床治疗和基础研
究的一大难题。恶性肿瘤转移的过程中大部分

都有上皮间质转化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎ
ｓｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ）的 参 与，其 中 转 化 生 长 因 子β１
（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）已被公
认并广泛作用于诱导 ＥＭＴ的发生［１］。近年来，

关于趋化因子家族是否参与、介导或启动恶性肿

瘤的转移已成为国内外探讨热点。其中，ＣＣ趋
化因子受体 ７（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ７，
ＣＣＲ７）及其配体 ２１［Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇ
ａｎｄ２１，ＣＣＬ２１］已被报告可能参与调控如卵巢
癌［２］、乳腺癌［３］、胰腺癌［４］等 多 种 肿瘤发生

ＥＭＴ，但趋化因子是否通过 ＥＭＴ在胃癌转移中

发生作用，报告甚少，本文旨在初探该方面机制。

１　材料与方法
１．１　细胞系　胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１由合肥市滨湖
医院中心实验室提供。

１．２　主要试剂　本研究采用主要试剂：胎牛血清
（天杭，浙江，中国），ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ，
美国），Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、Ｎ钙黏蛋白（Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、基质金属蛋白酶 ９
（ＭＭＰ９）（Ｓｉｇｅｍａ，美国）；ＣＣＬ２１、βａｃｔｉｎ一抗、二
抗（中杉金桥，北京，中国）。０．２５％胰酶、ＰＢＳ（滨湖
实验室配置，合肥）。

１．３　方法
１．３．１　细胞培养及分组　复苏并接种 ＳＧＣ７９０１
细胞，待细胞进入对数生长期后将其分组：分为阴

性对照组（Ａ组，仅加含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液），实验组（Ｂ组，加入 １５０μｇ·Ｌ－１

ＣＣＬ２１），阳性对照组（Ｃ组，２μｇ·Ｌ－１ＴＧＦβ１）。
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１．３．２　细胞划痕试验　将细胞铺于６孔板中，每孔
加入约５×１０５个ＳＧＣ７９０１细胞、过夜。按顺序分别
加入０、５０、１００、１５０μｇ·Ｌ－１的ＣＣＬ２１，１０μＬ枪头垂
直划痕，后置于培养箱继续培养４８ｈ，取样、拍照。
１．３．３　观察细胞形态　ＣＣＬ２１（１５０μｇ·Ｌ－１）作用
ＳＧＣ７９０１细胞４８ｈ后，光学显微镜观察该细胞发
生的形态学变化，并拍照。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９的蛋白表达　将三组细胞分别按
常规方法制备电泳蛋白标本，每组分别取４０μｇ上
样，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳结束后转膜；５％脱
脂奶粉的 ＴＢＳＴ液封闭１ｈ；一抗浓度１∶５００，４℃、
孵育过夜、洗膜；二抗浓度１∶５０００，室温、孵育１ｈ。
最后显影、定影。

１．４　统计学方法　ＳＰＳＳ１３．０分析统计实验结果。
实验均重复３次，计量资料结果均采用 ｘ±ｓ表示，
组间比较采用 ｔ检验。计数资料以例及率表示，组
间比较为 χ２检验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学
意义。

２　结果
２．１　不同浓度ＣＣＬ２１作用后ＳＧＣ７９０１细胞的侵
袭转移能力　分别加入０、５０、１００、１５０μｇ·Ｌ－１的
ＣＣＬ２１培养ＳＧＣ７９０１细胞４８ｈ，见１５０μｇ·Ｌ－１培
养组细胞生长速度快，划痕愈合最早，缩窄最明显

（Ｐ＜０．０５），见图１，据此，选取１５０μｇ·Ｌ－１作为本
实验ＣＣＬ２１的处理浓度。

　　注：Ａ．复苏后贴壁生长的胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞；Ｂ．加入０μｇ·

Ｌ－１ＣＣＬ２１生长４８ｈ细胞；Ｃ．加入５０μｇ·Ｌ－１ＣＣＬ２１生长４８ｈ细

胞；Ｄ．加入１００μｇ·Ｌ－１ＣＣＬ２１生长４８ｈ细胞；Ｅ．加入１５０μｇ·

Ｌ－１ＣＣＬ２１生长４８ｈ细胞。划痕愈合率 ＝（１－两划痕间距）×

１００％。

图１　细胞划痕图（×２００）

２．２　ＣＣＬ２１（１５０μｇ·Ｌ－１）处理 ４８ｈ后 ＳＧＣ
７９０１细胞形态的变化　光镜下分别观察：对照组
ＳＧＣ７９０１细胞贴壁后胞体呈类似椭圆型，见图２Ａ；
ＣＣＬ２１（１５０μｇ·Ｌ－１）处理４８ｈ的ＳＧＣ７９０１细胞，
胞体可变成梭状，部分细胞有生成伪足，见图２Ｂ。

　　注：Ａ．正常 ＳＧＣ７９０１；Ｂ．１５０μｇ·Ｌ－１ＣＣＬ２１处理 ４８ｈ后的

ＳＧＣ７９０１；箭头所指方向为伪足形成。

图２　ＣＣＬ２１作用前后ＳＧＣ７９０１形态学变化

２．３　ＣＣＬ２１（１５０μｇ·Ｌ－１）处理前后ＥＭＴ相关指
标蛋白水平变化　ＣＣＬ２１（１５０μｇ·Ｌ－１）处理 ＳＧＣ
７９０１细胞４８ｈ后，实验组 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达较阴
性对照组下降（Ｐ＜０．０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＭＭＰ９蛋白表达较阴性对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）。
而阳性对照组结果与实验组表达基本一致，实验组与

阳性对照组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见
表１及图３。

表１　三组细胞ＥＭＴ相关蛋白表达水平比较／ｘ±ｓ

组别 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ＭＭＰ９

Ａ组 １ １ １ １

Ｂ组 ０．５９±０．０１ ４．３０±０．０６ １．７７±０．２９ １．９７±０．０２

Ｃ组 ０．５６±０．０１ ３．７９±０．１１ １．９９±０．０８ ２．１９±０．１２

　　注：Ａ．阴性对照组，Ｂ．１５０μｇ·Ｌ－１ＣＣＬ２１作用组（实验组），Ｃ．

阳性对照组；与阴性对照组比较，ａＰ＜０．０５；与阴性对照组比较，
ｂＰ＜０．０５。

图３　ＥＭＴ相关指标蛋白水平变化
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３　讨论
恶性肿瘤的转移扩散主要是通过 ＥＭＴ使其在

结构、黏附、迁移能力等方面实现上皮细胞向间质

细胞的过渡，在这改变过程中，ＴＧＦβ被公认是
ＥＭＴ上游的一个关键始动因子，该信号通路激活可
最终使上皮表型（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）下降，间质表型（Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９等）升高，从而最终实现
肿瘤的转移扩散［５６］。ＣＣＬ２１ＣＣＲ７因其可能参与
肿瘤细胞向淋巴结转移而被高度关注。研究已发

现在甲状腺癌［７］、肺癌［８］、前列腺癌［９］等肿瘤中

ＣＣＬ２１ＣＣＲ７可能与该肿瘤淋巴管的形成高度关
联。而Ｃｈａｎｇ等［１０］已证实在胃癌组织中 ＣＣＲ７与
淋巴结转移可能关联密切。

尽管目前 ＥＭＴ与趋化因子 ＣＣＬ２１ＣＣＲ７之间
发生关联的机制不明，但已有很多学者及研究提出

ＣＣＬ２１ＣＣＲ７可能通过 ＥＭＴ在恶性肿瘤转移中发
生作用。Ｒｃｕｔｅｒ等［１１］认为肿瘤在长期低氧的微环

境中，大量自由基及转录因子被激活，从而进一步

启动ＥＭＴ通路。Ｈｅｄｉｎ等［１２］认为趋化因子通过诱

导释放蛋白水解酶，后降解细胞外基质和基底膜，

来增强肝癌的侵袭能力，这一过程正符合ＥＭＴ的基
本生物学反应。

本研究发现，胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞在 １５０
μｇ·Ｌ－１ＣＣＬ２１刺激作用下，该细胞转移能力最强，
同时光镜下观察见 ＣＣＬ２１作用后的 ＳＧＣ７９０１细
胞，胞体由椭圆形或圆形变化为长梭状，部分细胞

见伪足生成，迁移距离明显增加，说明 ＣＣＬ２１从形
态学上可以影响胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞发生间质细胞
样改变；而蛋白标志物的变化发现：上皮来源的表

型标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调，而间质细胞表型标志物
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＭＭＰ９较阴性对照组表达上
调，说明胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞发生了 ＥＭＴ的特征性
变化，进一步验证了趋化因子ＣＣＬ２１可能通过ＥＭＴ
影响胃癌ＳＧＣ７９０１细胞。

综上所述，趋化因子 ＣＣＬ２１可能通过 ＥＭＴ通
路参与诱导胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞的侵袭转移。本研
究是在胃癌细胞中初步研究趋化因子与 ＥＭＴ的关
系，研究结果将为肿瘤微环境诱导上皮间质转化促

进胃癌侵袭与转移提供新依据，但趋化因子参与调

控ＥＭＴ的具体分子机制及通路不明，有待进一步深

入研究。
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