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摘要　 目的 　 探讨双氢青蒿素 （ ＤＨＡ） 对非小细胞肺癌

（ＮＳＣＬＣ）细胞生长、迁移侵袭和血管生成拟态（ＶＭ）能力的

影响。 方法　 将不同浓度的 ＤＨＡ 加入 ＮＳＣＬＣ 细胞株 Ａ５４９
与 Ｈ３２５５ 中，待 ２４ ｈ 后，ＣＣＫ８ 法检测细胞活力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验检测 ＮＳＣＬＣ 细胞的迁移侵袭能力。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 分别检测 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白

表达水平。 三维细胞培养观察细胞的血管样形态生成情况。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｏｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＭ 的标志物 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲ⁃
ＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 的细

胞生长，并呈现时间依赖性和浓度依赖性；ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９
和 Ｈ３２５５ 转移和侵袭能力（均 Ｐ ＜ ０. ００１）；ＤＨＡ 在 Ａ５４９ 和

Ｈ３２５５ 细胞中上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ（均 Ｐ ＜ ０. ００１）和蛋白

（Ｐ ＜ ０. ００１；Ｐ ＜ ０. ０１）的表达，下调 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ（均 Ｐ
＜ ０. ０１）和蛋白（均 Ｐ ＜ ０. ００１）的表达以及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ
（Ｐ ＜ ０. ０１；Ｐ ＜ ０. ００１）和蛋白（均 Ｐ ＜ ０. ００１）的表达。 三维

细胞培养结果表明，ＤＨＡ 处理的 Ａ５４９ 细胞和 Ｈ３２５５ 细胞

１２ ｈ ＶＭ 生成能力均降低，且下调 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ（Ｐ ＜
０. ００１；Ｐ ＜ ０. ０１）和蛋白（均 Ｐ ＜ ０. ００１）表达。 结论 　 ＤＨＡ
可抑制 ＮＳＣＬＣ 细胞的生长、迁移侵袭和 ＶＭ 能力。
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　 　 肺癌是癌症相关死亡的主要原因之一，转移作

为肺癌发展的关键阶段，与 ７０％ 以上的死亡有

关［１］。 上 皮 － 间 质 转 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是上皮细胞获得间质特征的过程。
在癌症中，ＥＭＴ 与肿瘤起始、侵袭、转移和治疗耐药

性相关［２］。 血管生成拟态 （ ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃ ｍｉｍｉｃｒｙ，
ＶＭ）是近年来在许多恶性肿瘤中发现的一种血管生

成过程，涉及由肿瘤细胞组成的微血管通道的形成。

因此，ＶＭ 被认为是侵袭性肿瘤血管形成的新模型，
可以为肿瘤生长提供血液供应［３］。

双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是青蒿素

的第一代衍生物，因其疗效好、毒性低等特点，被用

于临床抗疟治疗［４］。 近年来，研究表明双氢青蒿素

在肝癌［５］、卵巢癌［６］、胰腺癌［７］ 等多种肿瘤中起抗

癌作用。 但在肺癌中，ＤＨＡ 是否发挥抗癌效应及其

可能的抗癌机制还有待探究。 该研究使用 ＤＨＡ 处

理非 小 细 胞 肺 癌 （ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞来检测对 ＥＭＴ 过程中

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 ＶＭ 的标志物

ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响，并采用一系列细胞功能实

验探讨 ＤＨＡ 对 ＮＳＣＬＣ 细胞的转移侵袭和 ＶＭ 的可

能作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料 　 Ａ５４９、Ｈ３２５５ 细胞采购于上海富

恒生物技术有限公司；ＲＰＭＩ１６４０ 培养基和胎牛血清

购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；０. ２５％ 胰酶消化液、１％ 青 －
链霉素、ＣＣＫ８ 试剂和 ＲＩＰＡ 裂解液购于上海碧云天

生物技术有限公司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒购于新贝

（上海）生物科技有限公司；Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体购于美

国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；Ｎ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体购于美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体、
ＶＥ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 抗体购于英国 Ａｂｃａｍ 公司；山羊抗兔

（Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ 和山羊抗小鼠（Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ 购于美国

Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显影仪购于上

海天能科技有限公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶和 Ｔｒ⁃
ａｎｓｗｅｌｌ 小室购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司。
１． ２　 实验药物　 ＤＨＡ（纯度 ＞ ９７％ ）购于美国 Ｓｅｌｌ⁃
ｅｃｋ 公司、ＤＭＳＯ 购于上海碧云天生物技术有限公

司，ＤＨＡ 用 ＤＭＳＯ 充分溶解配成 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的母

液，水浴锅 ５０ ℃水浴助溶， － ２０ ℃保存。 在实验前

用 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基稀释母液至所需使用的浓度

（使 ＤＭＳＯ 终体积分数 ＜ ０. １％ ）。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 细胞培养 　 向 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中加入
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１０％胎牛血清和 １％ 的青 － 链霉素，配制成新鲜培

养基，在 ５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下的 ３７ ℃培养箱

里培养 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞。
１． ３． ２　 ＣＣＫ８ 实验　 将 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞以 ５ ×
１０３ 个 ／孔的密度铺进 ９６ 孔板中。 待细胞过夜贴壁

后，加入不同浓度的 ＤＨＡ （０、 ５、 １０、 ２５、 ５０、 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ）放置 ３７ ℃培养箱培养。 到待测时间后，以
１ ∶ １０ 的比例将 ＣＣＫ８ 试剂和 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基混

合，将 ９６ 孔板中的培养基吸出，加入配好的溶液，１
ｈ 后酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值。
１． ３． ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶和无

血清 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基按 １ ∶ ３ 的比例配置。 向小

室内加入 ６０ μｌ 所配制的基质胶溶液，置于 ３７ ℃培

养箱烘干。 其中，仅侵袭实验需使用含基质胶的无

血清溶液，迁移实验无需基质胶。 细胞数量为：迁移

实验每小室 ５ × １０４ 个，侵袭实验每小室 １ × １０５ 个。
向小室的下室加入 ６００ μｌ 含 ３０％ 胎牛血清的 ＲＰ⁃
ＭＩ１６４０ 培养基，放置 ３７ ℃培养箱中培养。 加入 ４％
多聚甲醛细胞固定液，０. １％结晶紫溶液染色。 观察

结果并拍照。
１． ３． ４　 三维细胞培养　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｍａｔｒｉｘ 基质胶和

无血清培养基 １ ∶ １ 配置，向 ９６ 孔板每孔加入配置

好的含基质胶培养基溶液 ５０ μｌ，放置 ３７ ℃培养箱

烘干 １ ｈ。 ９６ 孔细胞培养板中每孔加入 ５ × １０５ 个 ／
ｍｌ 细胞，终体积为 １００ μｌ 的细胞悬液。 然后将 ９６
孔板放至 ３７ ℃细胞培养箱培养 ６ ～ １２ ｈ。 最后将

９６ 孔板置于倒置显微镜观察高倍镜视野下，观察孔

内外细胞的血管样形态生成情况并拍照记录。 实验

重复 ３ 次。
１． ３． ５　 ＲＮＡ 提取与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 总 ＲＮＡ 按厂

家说明书用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取，然后逆转录成 ｃＤＮＡ，
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＶＥ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和内参 ＧＡＰＤＨ 的表达水平，引物序列见表

１，反应条件为 ９５ ℃预变性 ３０ ｓ，９５ ℃变性 １０ ｓ，６０
℃退火 ３０ ｓ，６０ ℃延伸 ３０ ｓ。
１． ３． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 加入 ＲＩＰＡ 裂解液收集

细胞上清，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 蛋白电泳后，将蛋白质信

息转移至 ＰＶＤＦ 膜（０. ４５ μｍ）上，切膜后，将条带放

入 ５％ 脱脂牛奶中封闭 ２ ｈ。 一抗 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（兔源

单抗 １ ∶ ２ ０００ 稀释）、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （兔源单抗 １ ∶
１ ０００稀释）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（兔源单抗 １ ∶ ３ ０００ 稀释）和
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（兔源单抗 １ ∶ １ ０００ 稀释），ＧＡＰＤＨ（兔
源多抗 １ ∶ ５ ０００ 稀释），４ ℃冰箱里过夜；ＨＲＰ 二抗

（１ ∶ ５ ０００ 稀释）３７ ℃孵育１. ５ ｈ，置于化学发光成

表 １　 引物序列

引物名称 引物序列（５′⁃３′）
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＣＣＣＡＡＴＡＣＡＴＣＴＣＣＣＴＴＣＡＣＡＧ

Ｒ：ＣＣＡＣＣＴＣＴＡＡＧＧＣＣＡＴＣＴＴＴＧ
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＣＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＡＣＴＧＣＣＡＴＧＡＣ

Ｒ：ＧＴＡＧＧＡＴＣＴＣＣＧＣＣＡＣＴＧＡＴＴＣ
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ Ｆ：ＡＧＧＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＣＣＡＣＴＧＡ

Ｒ：ＡＴＣＴＧＧＣＧＴＴＣＣＡＧＧＧＡＣＴＣＡＴ
ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｆ：ＧＡＡＧＣＣＴＣＴＧＡＴＴＧＧＣＡＣＡＧＴＧ

Ｒ：ＴＴＴＴＧＴＧＡＣＴＣＧＧＡＡＧＡＡＣＴＧＧＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣ

Ｒ：ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ

像仪内显影，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件对各组蛋白条

带进行灰度值测定，实验重复 ３ 次。
１． ４　 统计学处理　 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对实验结果图像进

行量化分析，用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行数据分

析。 数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间差异采用单因素方差分

析，两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １　 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞的生长　 在 ９６
孔板中铺细胞后，加入不同浓度的 ＤＨＡ（０、５、１０、
２５、５０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ），分别处理 ２４、４８、７２ ｈ 后，加入

ＣＣＫ８ 溶液进行检测。 与对照组 （ ＤＨＡ 浓度为 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ）比较，ＤＨＡ 处理后的实验组细胞生存能力

受到抑制，Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞存活率下降，并呈浓

度和时间依赖性。 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 的半数抑制浓度

（ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣ５０ ） 分别为

５２. １７ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４６. ０６ μｍｏｌ ／ Ｌ。 故后续实验均使

用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＨＡ。 见图 １。
２． ２　 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞的迁移与侵袭

能力　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 ＤＨＡ 是否对肺癌细胞株

的迁移和侵袭产生影响，用 ＤＨＡ 处理 Ａ５４９ 和

Ｈ３２５５ 细胞，２４ ｈ 后观察迁移实验的结果，４８ ｈ 后观

察侵袭实验的结果，观察并拍照穿过基质胶的数量。
２４ ｈ 后，与对照组比较，ＤＨＡ 组 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细

胞迁移数量减少，表明 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细

胞迁 移 能 力， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ Ａ５４９： ｔ ＝
－ １９. １９０， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｈ３２５５： ｔ ＝ － ２４. ６７８， Ｐ ＜
０. ００１），见图 ２Ａ、Ｂ。 ４８ ｈ 后，与对照组比较，ＤＨＡ
组穿过基质胶的 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞侵袭数量减

少，表明 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞的侵袭能

力，差异有统计学意义 （Ａ５４９： ｔ ＝ － ３３. ０８０，Ｐ ＜
０. ００１；Ｈ３２５５：ｔ ＝ －５１. ８２４，Ｐ ＜０. ００１），见图 ２Ｃ、Ｄ。
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图 １　 不同浓度的 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 的生长抑制程度

Ａ：不同浓度 ＤＨＡ 处理 ３ ｄ 的 Ａ５４９ 细胞生存情况；Ｂ：不同浓度 ＤＨＡ 处理 ３ ｄ 的 Ｈ３２５５ 细胞生存情况；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜

０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞的迁移与侵袭

　 　 Ａ：对照组、ＤＨＡ 组迁移结果 × ２０；Ｂ：对照组、ＤＨＡ 组的迁移的量化结果；Ｃ：对照组、ＤＨＡ 组的侵袭结果 × ２０；Ｄ：对照组、ＤＨＡ 组的侵袭

的量化结果；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ３　 ＤＨＡ 影响 ＥＭＴ 进程相关分子 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＥＭＴ 标志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 结果显

示：在 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞中，ＤＨＡ 组 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的

ｍＲＮＡ 表达上升 （ Ａ５４９： ｔ ＝ １１. ４４５， Ｐ ＜ ０. ００１；
Ｈ３２５５：ｔ ＝ ２０. ０６８，Ｐ ＜ ０. ００１），Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ
表达下降（Ａ５４９：ｔ ＝ － ５. ８４７，Ｐ ＝ ０. ００４；Ｈ３２５５：ｔ ＝
－ ５. ２３３，Ｐ ＝ ０. ００６），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

同样也下降（Ａ５４９： ｔ ＝ － ８. ３３３，Ｐ ＝ ０. ００１；Ｈ３２５５：
ｔ ＝ － １３. ６２９，Ｐ ＜ ０. ００１），见图 ３Ａ。 进一步用 Ｗｅｓｔ⁃

ｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术验证 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
的蛋白表达水平。 ＤＨＡ 作用于 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细

胞 ２４ ｈ 后，与对照组比较，ＤＨＡ 组除上皮样细胞标

志物 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋白表达水平上升 （ Ａ５４９： ｔ ＝
２４. ５７１，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｈ３２５５：ｔ ＝ ６. ０６２，Ｐ ＝ ０. ００４），Ｎ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ（Ａ５４９：ｔ ＝ － ５２. ５８９，Ｐ ＜ ０. ００１；Ｈ３２５５：ｔ ＝
－ ５０. ４０９， Ｐ ＜ ０. ００１ ） 及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ （ Ａ５４９： ｔ ＝
－ ２５. ７３０，Ｐ ＜ ０. ００１； Ｈ３２５５： ｔ ＝ － ３４. ６９４， Ｐ ＜
０. ００１）蛋白表达水平均下降，见图 ３Ｂ、Ｃ。
２ ． ４ 　 ＤＨＡ抑制ＶＭ形成及ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ表达 　 为
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图 ３　 ＤＨＡ 影响 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞 ＥＭＴ 相关分子 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

Ａ：ＥＭＴ 相关分子 ｍＲＮＡ 相对表达量；Ｂ：Ａ５４９ 细胞中 ＥＭＴ 相关蛋白表达及量化结果；Ｃ：Ｈ３２５５ 细胞中 ＥＭＴ 相关蛋白表达及量化结果；与

对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

了探究 ＤＨＡ 对 ＶＭ 的影响，使用三维细胞培养技术

检测对照组和 ＤＨＡ 组的血管样结构生成情况。 在

３７ ℃培养箱培养 １２ ｈ 之后，ＤＨＡ 抑制肺癌细胞血

管样结构生成，即抑制 ＶＭ 的形成，见图 ４Ａ。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 结果表明，ＤＨＡ 抑制了 ＶＭ 标志物 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
的 ｍＲＮＡ 水平表达（Ａ５４９：ｔ ＝ － １０. ８４６，Ｐ ＜ ０. ００１；
Ｈ３２５５：ｔ ＝ － ６. ４４３，Ｐ ＝ ０. ００３），见图 ４Ｂ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验进一步验证，ＤＨＡ 也抑制了 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的

蛋白表达水平， 差异有统计学意义 （ Ａ５４９： ｔ ＝
－ ３７. ６９１， Ｐ ＜ ０. ００１； Ｈ３２５５： ｔ ＝ － １１. ００６， Ｐ ＜
０. ００１），见图 ４Ｃ。 以上结果表明，ＤＨＡ 抑制 ＶＭ 的

形成。

３　 讨论

　 　 肺癌导致全球癌症相关死亡人数最多。 目前，

这些病例中超过 ８５％ 被归类为 ＮＳＣＬＣ，预计 ５ 年

生存率仅为 １５. ９％ ，在过去的几十年里，这个数据

仅略有改善［８］。 小分子酪氨酸激酶抑制剂和免疫

疗法极大的改善了 ＮＳＣＬＣ 患者的生存益处。 然而，
ＮＳＣＬＣ 的总体治愈率和生存率仍然很低，特别是在

转移性疾病中［９］。 因此，寻找一种抑制 ＮＳＣＬＣ 转移

和抑制其肿瘤进程的安全高效的药物显得尤为重

要。 青蒿素是一种被广泛认可及应用的抗疟疾药

物，ＤＨＡ 是其第一代衍生物，具有水溶性好，毒性低

等特点，其抗癌效应在近年来成为热点。 如通过自

噬来抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２. ２. １５ 的增殖［１０］，在食管

鳞癌中以人端粒酶逆转录酶为靶点抑制增殖、转移

和侵袭［１１］等。
转移是癌症相关死亡的主要原因，因此，抑制转

移 是改善临床结果中非常重要的一环。ＥＭＴ是一
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图 ４　 ＤＨＡ 抑制 ＮＳＣＬＣ 的 ＶＭ 形成

Ａ：三维细胞培养结果 × １０；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 相对表达水平；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平及量化结

果；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

种进化上保守的发育程序，它与致癌作用有关，并通

过增强移动性、侵袭性赋予癌细胞转移特性。 ＥＭＴ
的复杂生物学过程被认为是致癌的关键标志，而靶

向 ＥＭＴ 途径成为了一种有吸引力的癌症治疗策

略［１２］。 ＥＭＴ 的标志是失去上皮表面标志物，最显著

的是 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，以及获得间充质标志物，包括 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ。 在功能上，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 作为一种

肿瘤抑制基因，在调节细胞极性、分化、迁移和干细

胞样特性方面发挥多种作用。 在细胞极性的情况

下，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 与相邻细胞结合，形成细胞间复合

物，形成上皮屏障。 ＥＭＴ 过程中丢失的关键上皮标

志物包括 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｍｕｃｉｎ⁃１、细胞角蛋白。 相反，
在此过程中获得的标志物包括 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、平滑肌

肌动蛋白、纤连蛋白和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，它们共同构成了关

键的间充质标志物［１３］。 本研究结果显示，用 ＤＨＡ
处理 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞后， ＤＨＡ 明显抑制了

ＮＳＣＬＣ 细胞的侵袭能力，并且 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ
和蛋白水平表达增强，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平受到明显抑制。 因此，本研究证实，
ＤＨＡ 可通过抑制 ＥＭＴ，进而抑制 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细

胞的迁移和侵袭能力。
ＶＭ 是最近在许多恶性肿瘤中发现的血管生成

过程，不同于传统的涉及血管内皮的血管生成过程。
肿瘤细胞沿着现有或新诱导的血管迁移，为肿瘤生

长和转移提供能量。 近年来，一些针对血管生成的

临床治疗并不令人满意，这可能是由于 ＶＭ 的激活

所致。 研究［１４］认为，ＥＭＴ 和 ＶＭ 息息相关，ＥＭＴ 导

致了 ＶＭ 的发生，在 ＥＭＴ 过程中，一些间充质细胞

标记物被上调，包括 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、纤连蛋白、钙黏蛋

白 ２ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ。 而 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 是一个生物标志

物，在 ＶＭ 的形成过程中起着至关重要的作用［１５］。
本研究通过三维细胞培养技术观察对照组和 ＤＨＡ
组 ＶＭ 的形成，发现 ＤＨＡ 抑制了血管样结构的形

成，并且 ＤＨＡ 组 ＶＥ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平受到明显抑制，证实了 ＤＨＡ 抑制 ＶＭ，但是否

是通过抑制 ＥＭＴ 来抑制 ＶＭ，尚未证实。
综上所述，本研究于体外证实了 ＤＨＡ 抑制

ＮＳＣＬＣ 的 Ａ５４９ 和 Ｈ３２５５ 细胞的增殖、迁移、侵袭能

力，诱导 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白表达及抑制 Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达，抑制

ＥＭＴ 效应；ＤＨＡ 还抑制 ＶＭ 的形成，下调 ＶＥ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ ｍＲＮＡ 和蛋白水平表达。 但 ＤＨＡ 是否通过抑

制 ＥＭＴ 效应进而抑制 ＶＭ 还有待进一步研究。
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