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摘要 目的 探讨高水平胰岛素条件下全反式视黄酸衍生

物 4-氨基-2-三氟甲基-苯基-维甲酸酯( ATPＲ) 对人胃癌细胞
BGC-823 迁移能力的影响及其潜在的分子机制。方法 首
先采用不同浓度胰岛素刺激 BGC-823 细胞，CCK-8 法检测胰
岛素对细胞增殖能力的影响; 然后采用等同人高胰岛素血症

水平( ≥0. 5 ng /ml) 而对 BGC-823 增殖能力没有影响的胰岛
素剂量( ＜ 10. 0 ng /ml) ，联合 ATPＲ 处理 BGC-823 细胞后，
通过细胞划痕实验和 Transwell实验明确 BGC-823 细胞迁移
能力的改变;Western blot 检测与细胞迁移能力相关蛋白的
表达水平。结果 CCK-8 结果显示，与对照组比较，0. 5、5. 0
ng /ml胰岛素作用 48 h后对 BGC-823 细胞的增殖无影响，而
10. 0 ng /ml胰岛素能够促进 BGC-823 细胞增殖; 细胞划痕和
Transwell实验显示，5. 0 ng /ml 胰岛素明显促进 BGC-823 细
胞的迁移能力; 但是，联合 ATPＲ后能够抑制胰岛素对 BGC-
823 迁移的促进作用，作用与肌球蛋白轻链激酶( MLCK) 抑
制剂 ML-7 类似;Western blot结果显示胰岛素促进 MLCK蛋
白表达且下调胃特异性紧密连接蛋白 Claudin 18 的表达，而
ATPＲ联合处理后能抑制 MLCK并促进 Claudin 18 蛋白的表
达。结论 ATPＲ可逆转高水平胰岛素对胃癌细胞 BGC-823
迁移的促进作用，可能与其抑制胰岛素对 MLCK 和 Claudin
18 的调控密切相关。
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随着卫生水平提高和预防措施的完善，中国胃

癌的发病率和死亡率呈现下降趋势［1］。但是，胃癌
患者的代谢综合征或其相关疾病风险有所增高［2］。
代谢综合征相关疾病均由胰岛素抵抗导致，胰岛素

抵抗会导致机体代偿性分泌更多的胰岛素。研
究［3］显示，高水平胰岛素人群胃癌的发生风险增

加，高胰岛素相关饮食和生活方式与消化道肿瘤的

风险也密切相关。胰岛素能促进一些肿瘤细胞迁移
和侵袭［4 － 5］。但胰岛素与胃癌迁移和侵袭之间的关
系尚不清楚。
全反式视黄酸( all-trans retinoic acid，ATＲA) 能

在胰岛素环境下抑制肿瘤的进展［6 － 7］，但其副作用

限制了它的临床应用。4-氨基-2-三氟甲基-苯基-维
甲酸酯( 4-amino-2-trifluoromethyl-phenyl retinate，AT-
PＲ) 是安徽医科大学合成的一种 ATＲA 衍生物，研
究显示 ATPＲ 的抗肿瘤效果明显优于 ATＲA［8］。该
研究拟探讨在高水平胰岛素条件下，ATPＲ 对胃癌
细胞迁移能力的影响及其潜在的机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 ATPＲ 由安徽医科大学药
学院合成，陈飞虎教授馈赠; ML-7［肌球蛋白轻链激
酶( myosin light chain kinase，MLCK) 抑制剂］购自美
国 Cayman公司; 胰岛素和结晶紫购自碧云天公司;
抗 MLCK鼠一抗购自美国 Santa 公司; 抗 Claudin 18
兔一抗购自英国 Abcam公司; 抗 GAPDH兔一抗、山
羊抗兔 IgG 和山羊抗鼠 IgG 二抗购自美国 CST 公
司; ＲPMI-1640 培养基、胎牛血清、100 × anti-anti 和
Trypsin-EDTA购自美国 Gibco 公司; CCK-8 试剂购
自 Biomiky公司; 4%多聚甲醛购自武汉塞维尔公
司; ＲIPA裂解液和 BCA 蛋白定量试剂盒购自美国
Thermo Scientific 公司; PVDF 膜购自美国 Millipore
公司; ECL化学发光显影液购自天能公司; Transwell
小室购自美国 Corning公司。
1． 2 细胞培养 人低分化胃癌细胞株 BGC-823 购
自上海中科院细胞库; 细胞培养在含有 10%胎牛血
清、1 × anti-anti的 ＲPMI1640 完全培养基中; 细胞培
养在 37 ℃、含有 5% CO2 的潮湿培养箱中; 细胞密

度达到 90%以上时消化换液处理; 所有细胞实验在
细胞处于对数生长期时进行; 细胞开始实验之前，用

无血清培养基培养 6 h 进行同步化处理，所有细胞
实验均在低血清培养基( 含有 0. 1% 胎牛血清) 培
养条件下进行。
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1． 3 CCK-8 细胞增殖实验 取对数生长期的细胞
常规消化，用培养基调整至 20 000 个 /ml的密度，然
后取 100 μl稀释后的细胞种到 96 孔板中; 待细胞
贴壁后，更换无血清培养基饥饿 6 h; 然后更换不同
浓度胰岛素( 0. 0、0. 5、5. 0、10. 0 ng /ml) 培养，分别
在 24、48 h 用 CCK-8 试剂检测 450 nm 波长下的吸
光度。检测方法: 弃去 96 孔板中培养基，然后每个
孔加 90 μl不含血清培养基和 10 μl CCK-8 试剂，放
到细胞培养箱中继续培养 2 h，然后在酶标仪上检测
450 nm波长下的吸光度。浓度为 0. 0 ng /ml胰岛素
作为对照组; BGC-823 细胞相对活性 = OD450 ( 胰岛

素组) /OD450 ( 对照组) 。
1． 4 形态学观察 使用倒置相差显微镜观察胰岛
素作用下 BGC-823 细胞形态改变; 将处于对数生长
期的 BGC-823 细胞常规消化后以 5 000 个 /孔的密
度种到 6 孔板中; 细胞饥饿处理后，用 0. 5 和 5. 0
ng /ml的胰岛素处理细胞 48 h; 浓度为 0. 0 ng /ml的
胰岛素作为对照组; 分别在 24、48 h 用显微镜观察
细胞形态改变并拍照。
1． 5 细胞划痕实验 细胞划痕实验用来检测细胞
迁移能力改变; 取对数生长期的 BGC-823 细胞消化
后以 1 × 105 个 /ml的密度种到 6 孔板中; 待细胞达
到 90%密度时用无血清培养基饥饿 6 h; 用灭菌后
200 μl 的枪头划一条痕并用预热的 PBS 将离壁的
细胞轻轻冲洗去除; 用 5. 0 ng /ml 的胰岛素处理细
胞 48 h，分别在 24、48 h 用倒置相差显微镜观察细
胞划痕面积愈合程度; 0. 0 ng /ml 胰岛素用作对照
组。细胞迁移率 = ( 起始面积 － 胰岛素处理后面
积) /起始面积 × 100%。
1． 6 Transwell实验 Transwell细胞迁移实验用来
检测细胞迁移能力的改变; 在 24 孔培养板中加 500
μl含有 10%胎牛血清培养基，将 Transwell 小室放
到 24 孔板中; 用含有 0. 1%胎牛血清培养基将 BGC-
823 细胞消化稀释后以 10 000 个 /孔的密度种到小
室上层; 将细胞放到培养箱中分别培养 24、48 h 后
将小室取出，用 PBS 轻轻漂洗后用 4%多聚甲醛固
定 0. 5 h，然后用 0. 1%结晶紫染色 0. 5 h; 晾干后在
倒置相差显微镜下随机选取 6 个视野拍照并计数发
生迁移细胞的数量; 细胞相对迁移率 = ( 胰岛素刺
激组细胞数量 －对照组细胞数量) /对照组细胞数
量 × 100%。
1． 7 Western blot 实验 收集处理后的细胞，用
ＲIPA细胞裂解液提取总蛋白; 用 BCA 蛋白定量法
对各组蛋白浓度进行测量，用 2 × SDS 上样缓冲液

将各组蛋白浓度定为 5 μg /μl，100 ℃变性 10 min;
用 10% SDS-PAGE分离胶对蛋白进行分离，然后转
移至 PVDF膜上，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h 后用纯
水将膜洗干净; 分别在 4 ℃冰箱中过夜孵育一抗
( MLCK，1 ∶ 1 000; Claudin 18，1 ∶ 1 000; GAPDH，
1 ∶ 1 000) ，用 TBST ( TBS + 1% 吐温 20 ) 洗膜; 用
HPＲ标记的 IgG 二抗 4 ℃孵育 4 h; TBST 洗膜; 用
ECL化学发光显影液显影; Tanon GIS 软件分析蛋白
表达。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 版统计软件进
行数据分析，所有实验均重复 3 次，所有的数据均以
珋x ± s 表示，多组间的比较用单因素方差分析; 采用
GraphPad Prism version 8. 0 作图。

2 结果

2． 1 胰岛素处理对细胞增殖能力的影响 采用不
同浓度胰岛素 ( 0. 0、0. 5、5. 0、10. 0 ng /ml ) 刺激
BGC-823 细胞; 使用 CCK-8 法检测胰岛素在不同时
间点( 24、48 h) 对细胞增殖能力的影响。结果见图
1。与对照组比较，24 h 各浓度胰岛素处理的细胞
相对增殖率分别为( 1. 03 ± 0. 03 ) 、( 1. 04 ± 0. 03 ) 、
( 1. 13 ± 0. 04) ; 48 h各浓度胰岛素处理的细胞相对
增殖率分别为( 1. 00 ± 0. 03) 、( 1. 03 ± 0. 05) 、( 1. 07
± 0. 01) 。与对照组比较，0. 5、5. 0 ng /ml 胰岛素在
48 h内对 BGC-823 细胞的增殖能力无影响，而 10. 0
ng /ml 胰岛素能明显促进 BGC-823 细胞增殖能力
( F = 40. 96，P ＜ 0. 05 ) 。为了避免细胞增殖对细胞
迁移的影响，在后续实验中采用 0. 5、5. 0 ng /ml 胰
岛素进行刺激。

图 1 不同浓度胰岛素对细胞增殖能力影响

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 胰岛素对 BGC-823 细胞形态的影响 采用含
终浓度 0. 5、5. 0 ng /ml 胰岛素的培养液，分别处理
BGC-823 细胞 24、48 h，在倒置相差显微镜下观察细
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胞变化( 见图 2) 。处理 24 h 后，可见对照组的细胞
散在、稀疏，细胞近似圆形或多边形，细胞有所皱缩;
在细胞形态上可见呈多边形的细胞更多，5. 0 ng /ml
胰岛素组部分细胞出现伪足。处理 48 h 后，对照组
细胞形态较一致，大多呈圆形或椭圆形; 胰岛素作用

组细胞之间间隙较大，细胞较分散，细胞形态较对照

组变化很明显，各细胞均有明显的伪足或出现呈圆

形，几近漂浮的细胞，其中 5. 0 ng /ml 胰岛素组细胞
几乎都出现伪足。
2． 3 胰岛素对 BGC-823 细胞迁移的影响 为研究
胰岛素对 BGC-823 细胞迁移的影响，本研究使用
0. 5、5. 0 ng /ml 胰岛素处理 BGC-823 细胞; 细胞划
痕实验和 Transwell实验分别在 24、48 h检测细胞迁
移能力的改变。细胞划痕实验结果见图 3。对照
组、0. 5、5. 0 ng /ml胰岛素处理组细胞 24 h 迁移率
分别为( 21. 0 ± 1. 6 ) %、( 19. 0 ± 1. 3 ) %、( 29. 2 ±
2. 0) % ; 48 h 细胞迁移率分别为( 22. 7 ± 2. 4 ) %、
( 29. 7 ± 2. 4 ) %、( 41. 3 ± 5. 0 ) %。与对照组比较，
0. 5 ng /ml胰岛素处理 48 h后才促进 BGC-823 细胞
迁移能力( F = 12. 50，P ＜ 0. 05 ) ，而 5. 0 ng /ml 胰岛

素处理 24 h 后即促进细胞的迁移( F = 23. 06，P ＜
0. 05) ，48 h后促迁移更明显( F = 25. 31，P ＜ 0. 01) 。

Transwell结果见图 4。0. 5、5. 0 ng /ml 胰岛素
处理的 BGC-823 细胞 24 h相对迁移率分别为( 1. 10
± 0. 02) 、( 1. 49 ± 0. 12 ) ; 48 h 相对迁移率分别为
( 1. 53 ± 0. 09) 、( 2. 05 ± 0. 13) 。与对照组比较，0. 5
ng /ml胰岛素处理 48 h 后才能促进 BGC-823 细胞
的迁移( F = 78. 03，P ＜ 0. 01 ) ，而 5. 0 ng /ml 胰岛素
处理 24 h 后即促进细胞的迁移( F = 37. 52，P ＜
0. 01) ，48 h 后促迁移更明显 ( F = 146. 78，P ＜
0. 001) 。因此 5. 0 ng /ml作为后续实验的胰岛素刺
激浓度。
2． 4 ATPＲ抑制胰岛素对 BGC-823 细胞迁移的促
进作用 使用 5. 0 ng /ml 胰岛素、5 μmol /L ATPＲ
和 10 μmol /L ML-7 处理 BGC-823 细胞，通过细胞划
痕实验和 Transwell 实验检测细胞迁移能力改变。
细胞划痕结果见图 5。24 h 对照组、胰岛素组、胰岛
素 + ATPＲ组、胰岛素 + ML-7 组细胞迁移率分别为
( 27. 09 ± 1. 48 ) %、( 34. 25 ± 1. 35 ) %、( 21. 61 ±
1. 98) %、( 16. 86 ± 2. 70) %，48 h各组细胞迁移率

图 2 胰岛素对细胞形态的影响

图 3 细胞划痕实验

A: 细胞划痕实验检测不同浓度胰岛素对细胞迁移能力影响 × 200; B: 细胞划痕实验结果统计图; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 Transwell 迁移实验
A: Transwell 迁移实验检测不同浓度胰岛素对细胞迁移能力影响 × 200; B: Transwell 实验结果统计图; 与对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01，

＊＊＊P ＜ 0. 001

图 5 细胞划痕实验探讨 ATPＲ抑制胰岛素对 BGC-823 迁移能力的促进作用
A: 胰岛素联合 ATPＲ以及 ML-7 抑制剂作用于 BGC-823 细胞 48 h，细胞划痕实验检测细胞迁移能力的变化 × 200; B: 细胞划痕实验结果

统计图; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与胰岛素组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

图 6 Transwell划痕实验探讨 ATPＲ抑制胰岛素对 BGC-823 迁移能力的促进作用
A: 胰岛素联合 ATPＲ以及 ML-7 抑制剂作用于 BGC-823 细胞 48 h，Transwell迁移实验检测细胞迁移能力的变化 × 200; B: Transwell实验

结果统计图; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与胰岛素组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001

分别为 ( 33. 48 ± 1. 68 ) %、( 42. 52 ± 1. 12 ) %、
( 18. 84 ± 1. 65 ) %、( 18. 47 ± 2. 65 ) % ; 与胰岛素组
比较，ATPＲ以及 ML-7 能抑制胰岛素对 BGC-823 细
胞迁移的促进作用 ( F24 h = 62. 60、74. 67，P24 h ＜
0. 01、＜ 0. 001，F48 h = 317. 25、157. 23，均 P48 h ＜
0. 001) 。Transwell实验结果见图 6: 与对照组比较，
24 h各组相对迁移率分别为( 1. 41 ± 0. 08 ) 、( 0. 69
± 0. 13) 、( 0. 44 ± 0. 15) ; 48 h 各组相对迁移率分别

为( 1. 21 ± 0. 09 ) 、( 0. 42 ± 0. 12 ) 、( 0. 54 ± 0. 18 ) 。
与胰岛素组比较，24 h ATPＲ和 ML-7 能抑制胰岛素
对 BGC-823 细胞迁移的促进作用 ( F = 50. 06、
73. 25，P ＜ 0. 01、＜ 0. 001) ，48 h抑制现象更明显( F
= 62. 41、24. 94，均 P ＜ 0. 001) 。
2． 5 ATPＲ调控MLCK和 Claudin 18 蛋白表达
为探究 ATPＲ抑制胰岛素对 BGC-823 细胞迁移促进
作用的分子机制，我们检测迁移相关蛋白MLCK和
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图 7 ATPＲ抑制胰岛素对 BGC-823 迁移能力促进作用的机制
A: 胰岛素联合 ATPＲ以及 ML-7 抑制剂作用于 BGC-823 细胞 24、48 h，Western blot检测 MLCK蛋白表达水平; B: MLCK蛋白表达水平统计

图; C: 胰岛素联合 ATPＲ作用于 BGC-823 细胞 24、48 h，Western blot检测 Claudin 18 蛋白表达水平; D: Claudin 18 蛋白表达水平统计图; 与对照

组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与胰岛素组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

Claudin 18 表达水平，结果见图 7。24 h 各处理组
MLCK蛋白表达水平分别为( 0. 64 ± 0. 10) 、( 0. 89 ±
0. 12) 、( 0. 75 ± 0. 01) 、( 0. 33 ± 0. 10) ; Claudin 18 蛋
白表达水平分别为( 0. 92 ± 0. 12 ) 、( 0. 30 ± 0. 09 ) 、
( 0. 88 ± 0. 19) ; 48 h各处理组 MLCK 蛋白表达水平
分别为 ( 0. 62 ± 0. 05 ) 、( 0. 82 ± 0. 11 ) 、( 0. 39 ±
0. 13) 、( 0. 48 ± 0. 01 ) ; Claudin 18 蛋白表达水平分
别为( 0. 93 ± 0. 21) 、( 0. 16 ± 0. 06) 、( 0. 73 ± 0. 15) 。
与对照组比较，胰岛素能明显促进 MLCK 表达并抑
制 Claudin 18 表达 ( F24 h = 13. 92、38. 44，P24 h ＜
0. 05、＜ 0. 01; F48 h = 20. 81、27. 97，P48 h ＜ 0. 05、＜
0. 01) ; ATPＲ 和 ML-7 能抑制 MLCK 表达( F24 h =
28. 92、33. 84，P24 h ＞ 0. 05、＜ 0. 01; F48 h = 14. 35、
21. 32，P48 h ＜ 0. 05、＜ 0. 01 ) ，同时 ATPＲ 促进 Clau-
din 18 表达 ( F24 h = 17. 12，P24 h ＜ 0. 01; F48 h =
28. 01，P48 h ＜ 0. 01 ) 。结果提示，ATPＲ 通过抑制
MLCK表达并促进 Claudin 18 表达抑制胰岛素对
BGC-823 细胞迁移的促进作用。

3 讨论

本研究探讨了在高水平胰岛素条件下，ATPＲ

对人胃癌细胞 BGC-823 迁移的抑制作用及其机制。
我们的研究结果表明，ATPＲ 通过降低 BGC-823 细
胞中 MLCK的表达，同时增加胃特异性紧密连接蛋
白 Claudin 18 的表达，逆转了高水平胰岛素对 BGC-
823 细胞迁移的影响，从而发挥了抗迁移的作用。
研究提示，代谢紊乱可能在胃癌的发生发展中

起重要作用。与没有代谢综合征的胃癌患者比较，
患有代谢综合征的胃癌患者预后更差［2，9］。代谢综
合征具有共同的病理基础，即胰岛素抵抗和高胰岛

素血症。高胰岛素血症患者的血胰岛素水平比正常
人高得多，一般认为空腹血清胰岛素≥85 pmol /L为
高水平胰岛素，转换后相当于 0. 5 ng /ml。在我们的
研究中，用该浓度的胰岛素刺激 48 h 后，胃癌细胞
的迁移能力明显提高，而细胞的增殖能力未见明显

增加; 在胰岛素浓度达到 10. 0 ng /ml 时，才观察到
其促进胃癌细胞的增殖，说明胰岛素对胃癌细胞运

动能力的促进作用明显高于对增殖能力的影响。
ATＲA 具有多种生理学作用，包括保护皮肤和

抗肿瘤［10 － 11］。作为 ATＲA的人工合成衍生物之一，
ATPＲ 显示了优异的抗肿瘤作用，本研究观察到在
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高水平胰岛素作用下 ATPＲ依旧可以发挥抗胃癌细
胞迁移的作用; 且与 MLCK特异性药物抑制剂( ML-
7) 作用类似。MLCK 是肌球蛋白轻链( myosin light
chain，MLC) 磷酸化的主要酶之一，MLC 的磷酸化被
认为可以促进肌球蛋白组装，增加基于肌球蛋白的

收缩能力［12］，肌球蛋白参与产生细胞迁移的收缩

力，收缩力推动细胞体向前运动，细胞的后部与基质

分离。而胰岛素信号轴可通过 MLCK 促进 MLC 的
磷酸化［13］，我们的结果也表明高水平胰岛素刺激

下，胃癌细胞迁移能力增加的同时 MLCK 蛋白的表
达升高，但是联合 ATPＲ 作用后胃癌细胞迁移能力
下降且 MLCK蛋白的表达降低，提示 ATPＲ 可能通
过抑制 MLCK 蛋白的表达逆转了高水平胰岛素对
BGC-823 细胞迁移的影响。
另一方面，MLC 磷酸化诱导的细胞骨架收缩可

调节紧密连接屏障功能。Claudins 是紧密连接复合
体的主要元素，Claudins 在肿瘤组织中的表达及在
细胞中分布异常已被广泛证实，并与肿瘤进展和转

移相关［14］。Claudin 18 主要表达于胃上皮细胞，在
胃癌中经常下调。我们的数据显示，在胰岛素处理
后，胃癌细胞中 Claudin 18 蛋白表达明显下降［15］;
而联合 ATPＲ处理后 Claudin 18 表达较胰岛素组明
显升高，提示 ATPＲ 可能通过上调 Claudin 18 表达
来增强紧密连接，从而逆转胰岛素的促迁移作用。
综上所述，ATPＲ 能逆转高水平胰岛素对胃癌

细胞 BGC-823 迁移的促进作用，可能与其抑制胰岛
素对 MLCK和 Claudin 18 的调控密切相关。然而高
胰岛素血症下肿瘤细胞的迁移机制极其复杂，要为

合并代谢综合征的胃癌患者开发新的治疗药物还需

更深更进一步的探讨。
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All-trans retinoic acid derivative reverses the effect of high-level insulin
on the migration of human gastric cancer cell BGC-823

Wang Chen，Hu Anla，Zhao Qihong，et al
( Dept of Nutrition and Food Hygiene，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the impact of 4-amino-2-trifluoromethyl-phenyl retinate ( ATPＲ) ，a derivative of
all-trans retinoic acid ，on the motility of human gastric cancer cell line BGC-823 and the possible mechanisms
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involved under high-level insulin． Methods Firstly，BGC-823 cells were treated with various concentrations of insu-
lin． Cell counting kit-8 ( CCK-8) assay was used to detect the effect of insulin on cell proliferation． Then，BGC-823
cells were treated with ATPＲ combined with different concentrations ( with no effect on cell growth but could simu-
late the high insulin level of humans) of insulin． Wound healing and Transwell assays were used to measure the mo-
tility of BGC-823 cells under different treatments． Finally，Western blot assay was performed to detect the expression
of proteins related to cell migration． Ｒesults CCK-8 results showed that，compared with the control group，0. 5 ng /
ml and 5. 0 ng /ml insulin had no effect on proliferation of BGC-823 cells after 48 hours while 10. 0 ng /ml insulin
significantly promoted the cell proliferation． Wound healing and Transwell assay showed that 5. 0 ng /ml of insulin
promoted the migration of BGC-823 cells，however，ATPＲ reversed the effect of insulin on BGC-823 cells motility，
which could also be attenuated by a specific inhibitor of myosin light chain kinase ( MLCK) -ML-7． Western blot re-
vealed that insulin upregulated the expression of MLCK while downregulated Claudin 18. But，after ATPＲ treated，
the protein expression of MLCK was inhibited while the expression of Claudin 18 increased． Conclusion ATPＲ can
reverse the effect of high-level insulin on the motility of BGC-823 cells，which may be attributed to the regulation of
ATPＲ on MLCK and Claudin 18 under high-level insulin．
Key words ATPＲ; gastric cancer; migration; insulin
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骨肉瘤外泌体中 miＲNA促侵袭及血管化机制研究
邢江浩，郝吉庆

摘要 目的 研究骨肉瘤分泌外泌体中的 miＲ-301a-3p 对
骨肉瘤 U2-OS细胞侵袭能力以及对血管内皮细胞成血管能
力的作用及机制。方法 免疫荧光染色用以检测外泌体能
否进入人血管内皮细胞( HUVEC) 中发挥作用，Western blot
法检测 miＲ-301a-3p对于血管相关蛋白 CD31 及 a-SMA以及
信号通路蛋白表达的影响，侵袭实验检测 miＲ-301a-3p 对骨
肉瘤细胞侵袭性的影响。结果 骨肉瘤细胞分泌的外泌体
成功进入 HUVEC 中发挥作用，血管相关蛋白 CD31 及 a-
SMA含量高表达，PI3K /Akt、Mek /Erk通路蛋白高表达，血管
生长能力较未处理组增强; miＲ-301a-3p处理后骨肉瘤细胞
侵袭能力增强。结论 骨肉瘤来源外泌体中的 miＲ-301a-3p
可能通过 PI3K /Akt、Mek /Erk 信号通路促进骨肉瘤 U2-OS
细胞侵袭能力以及 HUVEC的成血管能力。
关键词 miＲ-301a-3p; 血管生成; 肿瘤细胞侵袭; PI3K /Akt
信号通路; Mek /Erk信号通路
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骨肉瘤是一种高度恶性的骨肿瘤，较多发生于

20 岁以下的年轻人或者儿童。骨肉瘤因其低存活
率而广为人知，患者的 5 年生存率仅有 20%。与骨
肉瘤相关的病死率较高［1］。当前的骨肉瘤治疗策
略主要包括化学疗法和外科手术。然而，治疗后患
者面临的最大问题仍是肿瘤的持续生长; 研究［2］显

示，血管生成是骨肉瘤生长和转移的关键环节，肿瘤

中血管网络的生成是骨肉瘤增长的关键因素。外泌
体是几乎所有细胞均会释放的细胞外囊泡。它们可
以将内容物( 如 microＲNA、lncＲNA、蛋白质和 mＲ-
NA) 传输到受体细胞，从而参与细胞间的各种通
讯［3］。肿瘤来源的外泌体已显示在肿瘤生长的不
同时期中发挥作用［4］，但目前对其中的机制研究较

少。miＲ-301a-3p 是近年发现的一种致癌 miＲNA，
虽然目前已有文献报道其在多种恶性肿瘤，如胰腺

癌、胃癌、肝癌、肺癌、乳腺癌及结直肠癌中高表
达［5 － 6］，参与肿瘤的发生、发展，并且文献报道其高
表达与患者的不良预后密切相关。目前尚未有研究
其对于骨肉瘤发生发展的作用，该研究拟阐明在骨

肉瘤的生长过程中，其来源的外泌体内包含的 miＲ-
NA的作用及可能存在的潜在机制。
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