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·实验研究·

α２β１整合素对神经母细胞瘤细胞侵袭迁移的影响

邹彩艳１，文飞球１，陈亦欣２，刘智屏１，张朝霞１

（暨南大学第二临床医学院深圳市人民医院　１．儿科；　２．肿瘤研究所，广东 深圳　５１８０２０）

　　［摘　要］　目的　近年来研究表明细胞间黏附分子整合素的变化与肿瘤细胞的侵袭迁移之间有着重要的联
系，该研究进一步深入探讨α２β１整合素对神经母细胞瘤细胞侵袭和迁移能力的影响，为预防神经母细胞瘤细胞的
转移和辅助治疗提供理论依据。方法　采用细胞倾斜实验、聚碳酸酯膜侵袭试验观察神经母细胞瘤ＳＫＮＳＨ细胞
株细胞在整合素α２单克隆抗体（ａｎｔｉα２）和β１单克隆抗体（ａｎｔｉβ１）作用下，瘤细胞迁移、侵袭能力的变化。迁移
或侵袭的细胞通过姬姆萨染色，２００倍显微镜下计数，计算不同条件下细胞迁移或侵袭抑制率。结果　ａｎｔｉα２和
ａｎｔｉβ１阻断组细胞的迁移能力较对照组９８．１±７．４明显降低，分别为５０．９±１０．５和５４．３±９．０（Ｐ＜０．０１），抑制率
分别为４８．１％和４４．５％。ａｎｔｉα２和ａｎｔｉβ１阻断组细胞的侵袭能力较对照组４１．５±４．８明显减弱，分别为２５．３±
４．４和１８．８±３．９（Ｐ＜０．０１），抑制率分别为３９．０％和５４．７％；结论　 α２β１整合素在神经母细胞瘤细胞迁移侵袭
过程中起着促进作用。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（３）：３８６－３９０］
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　　肿瘤细胞的侵袭转移是一个在多因素参与下细
胞与细胞外物质相互作用过程，其中细胞表面黏附

分子的主要成分整合素（ｉｎｔｅｇｒｉｎ）在此过程中发挥
重要作用。整合素主要通过介导细胞与细胞及细胞

与细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）之间的相
互黏附，传导细胞与细胞外基质之间双向变化的信

号，从而调节细胞的黏附、增殖、分化、侵袭、迁移、

凋亡等行为以及肿瘤血管的形成；细胞表面整合素

表达变化对肿瘤发生发展过程起着重要的调控作

用［１］。研究表明，α２β１整合素在多种不同肿瘤细胞
株中表达发生改变，提示α２β１整合素可能作为重要
介导因子通过调节与主要配体成分Ｉ型胶原蛋白作
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用，调节肿瘤细胞转移能力；同时作用于肿瘤细胞侵

入过程中的各个基本环节，与肿瘤细胞的恶性发展

密切相关。目前研究结果标明，α２β１整合素在神经
母细胞瘤细胞ＳＫＮＳＨ细胞株中高表达［２］，且增强

ＳＫＮＳＨ细胞株对 Ｉ型胶原蛋白之间的黏附作
用［３］。本研究采用细胞倾斜试验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
侵袭系统进一步探究 α２β１整合素对 ＳＫＮＳＨ细胞
迁移侵袭的影响。

１　材料和方法

１．１　神经母细胞瘤细胞株
细胞株ＳＫＮＳＨ购于上海细胞生物研究所。

１．２　主要试剂、材料与仪器
抗α２单克隆抗体 ＭＣＡ７４３ＸＺ（ａｎｔｉα２，Ｓｅｒｏｔｅ公

司），抗β１单克隆抗体４Ｂ７Ｒ（ａｎｔｉβ１，Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公
司），ＭＥＭ细胞培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），Ⅰ型大鼠鼠尾胶
原蛋白（Ｓｉｇｍａ公司），细胞基质 ｍａｔｒｉｇｅ（ＢＤ公司），
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（ＢＤ公司），倒置显微镜（ＬｅｉｃａＤＭＩＬ）。
１．３　细胞培养

ＳＫＮＳＨ细胞用ＭＥＭ培养液进行培养。该培
养液含青霉素Ｇ（５×１０４Ｕ／Ｌ），链霉素（５０ｍｇ／Ｌ），
和１０％胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）。置于３７℃，含有
５％ＣＯ２的湿化空气的培养箱中培养。
１．４　细胞体外侵袭测定

参照 Ｋａｎｔｏｒ等［６］所用方法，收集对数生长的

ＳＫＮＳＨ细胞，分别用抗 α２β１整合素抗体４℃封闭
４５ｍｉｎ，对照组中不加抗体。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上下室
之间是孔径８μｍ的聚碳酸酯微孔滤膜，膜上均匀
铺ｍａｔｒｉｇｅｌ，２５μｇ／孔，３７℃聚合１ｈ。每孔加预处理
细胞悬液４００μＬ（含２×１０６个 细胞），在Ｂｏｙｄｅｎ小
室下室加入含１０％血清的细胞培养液６００μＬ，每组
３个复孔。培养１８ｈ后弃上室液体，擦除膜上未侵
袭细胞及人工基底膜胶，ＰＢＳ冲洗除去未黏附细胞。
９５％酒精固定３０ｍｉｎ，姬姆萨染色。２００倍光镜下
在膜水平线及垂直直径线上定点取６个视野计数，
取其均值，实验重复３次，计算抑制率。
１．５　细胞倾斜迁移测定

参照Ｓｔｒｏｂｅｌ等所用方法［４］，将ＳＫＮＳＨ细胞加
入包被有鼠尾Ｉ型胶原蛋白的细胞培养瓶，培养瓶以
８０°的角度倾斜放置培养箱过夜，让细胞附着在培养
瓶的下半部表面，第２天早晨，用橡皮细胞刮匙轻轻
刮除已迁移出底部的细胞，洗涤培养瓶除去未贴壁的

细胞，照片记录细胞的位置（０ｈ）。将培养瓶以１５°的
角度倾斜，再放入培养箱，２４ｈ后重新洗涤培养瓶除

去未贴壁的细胞，然后照相记录细胞的位置（２４ｈ）。
１．６　细胞体外迁移侵袭测定

参照 Ａｌｂｉｎｉ等［５］所用方法，收集对数生长的

ＳＫＮＳＨ细胞，分别用抗 α２β１整合素抗体４℃封闭
４５ｍｉｎ，对照组中不加抗体。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上下室
之间是孔径８μｍ的聚碳酸酯微孔滤膜，膜上均匀铺
Ⅰ型大鼠尾 Ｃｏｌ或 Ｍａｔｒｉｇｅｌ（人工基质胶），３０μｇ／
孔，３７℃聚合４ｈ。每孔加预处理细胞悬液４００μＬ
（含２×１０６个 细胞），在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下室加入含
１０％血清的细胞培养液６００μＬ，每组３个复孔。培
养１８ｈ后弃上室液体，擦除膜上未迁移细胞及胶原
蛋白（人工基质），ＰＢＳ冲洗除去未黏附细胞。９５％
酒精固３０ｍｉｎ，姬姆萨染色。２００倍光镜下在膜水
平线及垂直直径线上定点取６个视野计数，取其均
值，实验重复３次，用以下公式计算抑制率。

抑制率＝对照组迁移（侵袭）细胞数－抗体封闭迁移（侵袭）细胞数
对照组迁移（侵袭）细胞数

×１００％

１．７　统计学处理
数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，利用 ＳＰＳＳ

统计软件包处理。各组间计量资料的比较采用单因

素方差分析，差异显著时用 ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ
法进行两两比较。

２　结果

２．１　体外迁移
细胞倾斜迁移实验初步观察到倾斜实验２４ｈ

后，整合素α２、β１单克隆抗体组与对照组相比均能
明显抑制 ＳＫＮＳＨ细胞通过胶原基底膜的迁移能
力（图１）。
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　　图１　α２β１整合素对神经母细胞瘤细胞迁移的影响　
　对照组，ａｎｔｉα２组，ａｎｔｉβ１组细胞迁移起始情况基本相同，如图
Ａ１，Ｂ１，Ｃ１；倾斜实验２４ｈ后与对照组Ａ２比较，ａｎｔｉα２（图Ｂ２）、ａｎｔｉ
β１（图Ｃ２）组细胞迁移数较少

·７８３·
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Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法结果显示：１８ｈ后，整合素 α２、
β１单克隆抗体均能明显减弱 ＳＫＮＳＨ细胞通过胶
原基底膜的迁移能力。对照组（９８．１±７．４）ｖｓ
（５０．９±１０．５）和（５４．３±９．０）；（Ｆ＝１５２．０，Ｐ＜
０．０１），见图２，３。１８ｈ后与对照组迁移的细胞数相
比ａｎｔｉα２（１０μｇ／ｍＬ）封闭组迁移抑制率为４８．１％，
ａｎｔｉβ１（１０μｇ／ｍＬ）封闭组迁移抑制率为４４．５％。
２．２　体外侵袭

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法结果显示：抗 α２、β１单克隆抗
体均能明显抑制 ＳＫＮＳＨ细胞对人工基底膜胶的
侵袭穿透能力。对照组（４１．５±４．８）ｖｓ（２５．３±
４．４）和（１８．８±３．９）（Ｆ＝１２６．８，Ｐ＜０．０１），见图
４，５。１８ｈ后与对照组穿过的细胞数相比，ａｎｔｉα２
（１０μｇ／ｍＬ）阻断组侵袭抑制率为 ３９．０％，ａｎｔｉβ１
（１０μｇ／ｍＬ）封闭组侵袭抑制率为５４．７％。
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　　图２　ＳＫＮＳＨ细胞在整合素 α２β１抗体阻断后迁移能
力的变化　　ａ：与对照组比较，均Ｐ＜０．０１

　　图４　ＳＫＮＳＨ细胞在整合素 α２β１抗体阻断后侵袭能
力的变化　　ａ：与对照组比较，均Ｐ＜０．０１

! " #

　　图３　ＳＫＮＳＨ细胞在ａｎｔｉｄ２，ａｎｔｉＢ１作用前后迁移图　　Ａ：对照组；　Ｂ：含ａｎｔｉα２抗体组细胞迁移数少于对照组；　
Ｃ：含ａｎｔｉβ１抗体细胞迁移数少于对照组

! " #

　　图５　ＳＫＮＳＨ细胞在ａｎｔｉα２、ａｎｔｉβ１作用前后侵袭图　　Ａ：对照组；　Ｂ：含ａｎｔｉα２抗体组细胞与对照组相比，侵袭细
胞数较少；　Ｃ：含ａｎｔｉβ１抗体组与对照组相比侵袭细胞较少

３　讨论

肿瘤细胞的侵入需要改变细胞与细胞外基质成

分（ＥＣＭ）的相互作用，肿瘤细胞穿过基膜和其他分
子屏障时，必须识别并结合基底膜和细胞外基质中

的大分子蛋白成分黏附，并激活与基质蛋白溶解相

关的蛋白水解酶类（如基质金属蛋白酶ＭＭＰ），降解

·８８３·
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基底膜和细胞外基质，从而影响肿瘤细胞与ＥＣＭ之
间的作用，然后在组织中迁移。肿瘤细胞与ＥＣＭ间
的粘附由细胞表面的整合素族和非整合素族受体所

介导。整合素是由 α、β两个亚单位组成的异二聚
体，两者相结合形成细胞黏附受体目前发现至少有

１８种α亚单位和８种β亚单位，它们通过非共价键
形成至少２４种不同的整合素。α、β亚基的功能各
不相同，整合素通过与ＥＣＭ，细胞骨架蛋白的连接，
不仅介导细胞与细胞，细胞与机制之间的黏附，而且

还对细胞的信号传导起着重要的作用：将信息从细

胞外基质传向细胞内部，同时细胞内部变化也可以

影响它们与配体之间的亲和性，它参与的是一种双

向的信息传导。Ｂｏｕｄｒｅａｕ等［７］研究认为 α亚基的
胞内域参与调节整合素与配体特异性结合，β亚基
则与粘着斑的形成和信号传导有关。大多数的整合

素与ＥＣＭ分子形成复合体后在细胞膜的表面积聚
成簇，通过 β亚基的胞浆部分将信号传给细胞骨架
蛋白。这种由ＥＣＭ蛋白、整合素和细胞骨架形成的
灶性粘附（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ）是细胞粘附与 ＥＣＭ的基
础，也是整合素介导信号传导的结构基础。这些信

号途径包括焦点黏附激酶（ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎｋｉｎａｓｅ，
ＦＡＫ）、整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，
ＩＬＫ）、Ｒａｓ、Ｓｒｃ、ＰＩ３激酶、ＭＡＰ激酶、等激活，还可
增加细胞内 ｐＨ值、Ｃａ２＋水平和脂肌醇的合成。整
合素通过信号传导影响细胞的增殖、基因转导、凋亡

等生物学行为［８］。恶性化的肿瘤细胞整合素的表

达类型或表达量发生改变，这种改变影响整合素的

调节功能，从而改变肿瘤的细胞与其底物的黏附反

应，且细胞整合素表达改变对细胞的行为有不同的

影响。肿瘤发生发展过程中，一些与肿瘤细胞侵袭

有关的整合素受体会诱导表达，如非小细胞肺癌脑

转移的亚克隆细胞中高表达 α３β１整合素
［９］；αｖβ３

整合素在多种高侵袭性乳腺癌、前列腺癌、胰腺癌、

结肠癌、黑色素细胞瘤等中表达量增加，且与黑色素

瘤细胞侵袭转移能力呈正相关，与胶质瘤恶性程度

和侵袭性关系密切［１０］。Ｌｉ等［１１］研究发现：将包含

β３ｃＤＮＡ的逆转录病毒导入高转移性黑色素瘤细胞
系Ｋ１７３５Ｍ２后，αｖβ３表达下降，细胞的运动与侵袭
力也明显下降；对低转移性黑色素瘤细胞系

Ｋ１７３５Ｃ２３转染β３亚单位的 ｃＤＮＡ后，高表达 αｖβ３
的瘤细胞的运动与侵袭力增强，并可发生肺转移。

Ｒｅｉｎｍｕｔｈ等［１２］将 αｖβ３的抗体 Ｓ２４７用于结肠癌肝
转移鼠原位模型，发现Ｓ２４７显著抑制了结肠癌肝转
移灶的形成及肝转移灶的血管生成，提示 ａｎｔｉ
ｉｎｔｅｇｒｉｎαｖβ３抑制结肠癌的侵袭转移。郑伟等

［１３］发

现应用ＬＭ６０９封闭乳腺癌细胞株受体，可抑制裸鼠
模型中整合素αｖβ３受体阳性的乳腺癌细胞骨转移。
但用人 α５β１整合素的 ｃＤＮＡ转染中国仓鼠卵巢
（ＣＨＯ）细胞，发现 α５β１整合素在 ＣＨＯ细胞中的过
量表达可抑制该类细胞在裸鼠中的成瘤性，而 α５β１
整合素表达水平下降的 ＣＨＯ细胞成瘤性增加［１４］。

这些整合素被称之为肿瘤抑制整合素，这些整合素

在维持正常的细胞表型中发挥作用。可见，由整合

素介导的肿瘤细胞与基质间粘附能力的改变可能直

接或间接调控着肿瘤细胞的转移潜能。

整合素 α２β１是细胞与 Ｉ型胶原蛋白作用的功
能性受体，α２亚基与基质成分特异性黏附，β１亚基
可能通过其细胞内片段与细胞骨架连接，参与细胞

信号的传导，同时调节细胞与胶原蛋白相互作用及

肿瘤细胞侵入过程中的各个基本环节。有研究表

明：α２β１整合素在多种不同肿瘤化的细胞株中表达
发生改变，提示α２β１整合素作为重要介导因子调节
肿瘤细胞转移能力，Ｓｕ［１５］等发现 ＦＡＫ和 α２β１整合
素亚基在癌组织中比非癌组织中高表达，在胃癌、直

肠癌中与肿瘤恶性程度、淋巴结转移、浸润深度呈正

相关。Ｇｒｚｅｓｉａｋ［１６］等研究表明 α２β１整合素在胰腺
癌细胞中过度表达，抗整合素 α２抗体可阻止其与 Ｉ
型胶原蛋白的黏附能力，而 α２整合素在膀胱癌，乳
腺癌及迁移性Ｅｗｉｎｇ′ｓ肉瘤细胞等肿瘤细胞中是降
低的，这些证据提示：α２β１整合素的变化是恶性细
胞表型的重要标记。我们前期的实验结果显示

α２β１整合素在神经母细胞瘤细胞 ＳＫＮＳＨ细胞株
中高表达，抗整合素单克隆抗体 ａｎｔｉα２和 ａｎｔｉβ１
均能显著阻断ＳＫＮＳＨ细胞黏附于 Ｉ型胶原蛋白，
提示α２β１整合素在ＳＫＮＳＨ细胞与胶原蛋白的黏
附中发挥重要作用［３］；因此有理由进一步探讨α２β１
整合素与 ＳＫＮＳＨ细胞的转移和侵袭的关系。体
外Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室细胞培养模型是综合判断肿瘤侵
袭转移能力，分析肿瘤细胞黏附、降解和穿透转移能

力及相互间联系的最有效且较经典的实验方法，已

广泛应用于肿瘤体外侵袭转移能力的检测。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室内不铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基膜，观察穿膜细胞数能
检测肿瘤体外移行能力。我们以Ｉ型胶原蛋白为底
物，采用倾斜实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法两种方法探讨
α２β１整合素在ＳＫＮＳＨ细胞的迁移中的作用，结果
均显示：在抗整合素单克隆抗体 ａｎｔｉα２或 ａｎｔｉβ１
存在的情况下，ＳＫＮＳＨ细胞的迁移能力明显下降，
与无抗体组有显著性差异（Ｐ＜０．００１）。本研究同
时运用Ｍａｔｒｉｇｅｌ基膜，探讨了 α２β１整合素对 ＳＫＮ
ＳＨ细胞侵袭能力的影响，所采用的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ来自美
·９８３·
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国ＢＤ公司，其主要成分为层粘连蛋白、Ｖ型胶原蛋
白，两者均为α２β１整合素的配体，其中层黏素是基
膜和细胞外基质的主要成分，通过整合素介导与肿

瘤细胞黏附并影响以后的过程，ａｎｔｉα２和ａｎｔｉβ１抗
体均能够明显阻断 ＳＫＮＳＨ细胞的侵袭穿过细胞
基质膜。这些结果共同表明 α２β１整合素可增加
ＳＫＮＳＨ细胞的迁移能力。

国外有研究表明［１７］，α２β１整合素在非小细胞
肺癌及胰腺癌中表达上调；并成为肝癌细胞侵入纤

维基质微环境的关键调节因子；Ｌａｎｇｓｅｎｌｅｈｎｅｒ［１８］也
发现α２β１整合素在乳腺癌的发展和转移中起着重
要的作用，并与其预后有着密切的联系。这些结果

与我们的研究共同提示 α２β１整合素作为瘤细胞与
细胞基质之间相互作用的一种重要介质，其高表达

与瘤细胞侵袭迁移能力的改变有着重要的联系。

整合素通过与ＥＣＭ中配体成分结合，激活焦点
ＦＡＫ以及其它的多条信号传导通路将胞外的信号
以传入细胞核［１９］，不同的整合素可能通过不同途径

传到信号。其中 α２β１整合素结合胶原蛋白配体主
要通过酪氨酸化级联反应，使 ｐｐ１２５ＦＡＫ酪氨酸磷
酸化而使其激活，引发其他细胞骨架蛋白和信号蛋

白酪氨酸磷酸化［２０］，影响肿瘤相关基因的转录和蛋

白的表达，并可调节肿瘤细胞 ＭＭＰ的表达和活性，
进而分解ＥＣＭ并转移。α２β１整合素通过何种机制
影响ＳＫＮＳＨ细胞迁移侵袭能力尚有待进一步研
究。我们的研究结果证实：神经母细胞瘤细胞中高

表达的α２β１整合素通过调节与配体之间相互作用，
体外调节瘤细胞的侵袭迁移过程。我们将尝试

α２β１整合素为靶点，进一步探讨对神经母细胞瘤的
生物治疗策略。
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