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摘要 目的 观察乙酸肉豆蔻佛波醇(PMA) 对 N-(4-羟基

苯基)维生素甲酰胺(4-HPＲ) 抑制肝癌细胞 HepG2 体外迁

移的影响，并探讨相关机制。方法 PMA 单 独 或 联 合 4-
HPＲ 处理 HepG2 细胞，倒置显微镜下观察 HepG2 细胞形态

学变化和药物对生长的影响;细胞划痕实验检测 HepG2 细

胞体外迁移能力的变化;Western blot 法检测迁移相关蛋白

神经钙黏蛋白(N-cadherin)、肌球蛋白轻链激酶(MLCK) 的

表达和肌球蛋白轻链(MLC) 磷酸化程度。结果 PMA 联合

4-HPＲ 处理组细胞密度小，形态更为细长;二者联合处理细

胞迁移距离明显减少，而 PMA 单独处理细胞迁移距离增加

(P ＜ 0. 05);抑制细胞迁移过程中，N-cadherin、MLCK 表达减

少，MLC 磷酸化亦降低(P ＜ 0. 05)。结论 PMA 联合 4-HPＲ
可抑制 HepG2 细胞的迁移，相比 4-HPＲ 组能更显著减少

MLCK 的表达和 MLC 的磷酸化，为进一步探讨 4-HPＲ 联合

PMA 治疗肝癌提供实验基础。
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肝癌是常见肿瘤，在我国发病率较高，早期难发

现，诊断时多已中晚期。侵袭转移往往是导致治疗欠

佳的主因。乙酸肉豆蔻佛波醇(phorbol 12-myristate
13-acetate，PMA)是一种从巴豆油中提取的化合物，

初期研究具有较高的促癌活性
［1］。研究

［2］
显示 PMA

可诱导白血病细胞分化。N-(4-羟基苯基)维生素甲

酰胺［N-(4-hydroxyphenyl) retinoide，4-HPＲ］是全反

式维甲酸(all-trans-retinoic acid，ATＲA) 的一种人工

合成衍生物，前期研究
［3 － 4］

显示可显著抑制肝癌细胞

HepG2、肺癌细胞 A549 的迁移。该研究观察 PMA 对

4-HPＲ 抑制人肝癌细胞株 HepG2 体外迁移的影响，

并对其作用机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 药物和试剂 PMA 购自美国 cayman 公司;

4-HPＲ 购自美国 MCE 公司;ATＲA 购自上海东苍生

物科技公司。均用二甲基亚砜(DMSO) 配制成 10
mmol /L 母液，－ 20 ℃ 避光保存。DMEM 培养基购

自美国 Hyclone 公司;0. 25%胰酶、BCA 蛋白定量试

剂盒购自北京碧云天公司;肌球蛋白轻链激酶(my-
osin light chain kinase，MLCK)、神经钙黏蛋白 (N-
cadherin)购自美国 Abcam 公司;肌球蛋白轻链(my-
osin light chain，MLC) 购自美国 Proteintech 公司;磷

酸化 的 肌 球 蛋 白 轻 链 ( phosphorylated myosin light
chain，p-MLC)购自美国 Cell Signaling Technology 公

司;ECL 试剂盒购自美国 Thermo Fisher 公司。
1． 1． 2 主要实验仪器 倒置显微镜(DMI3000B，德

国 Leica 公司);电泳仪(DYY-11 型，北京六一仪器

厂);化学发光成像仪(上海勤翔仪器公司);低温离

心机(Legend micro21Ｒ，美国 Thermo Fisher 公司)。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 将肝癌细胞 HepG2 培养在含

10%小牛血清(杭州四季青生物公司) 的 DMEM 培

养基中，放置在 37 ℃、5% CO2 饱和湿度培养箱中。
当细胞长至 80% ～90%密度，用 0. 25%胰酶消化传

代。HepG2 细胞株由安徽医科大学分子生物学实

验室馈赠。
1． 2． 2 实验分组、倒置显微镜下观察 实验分溶剂

对照 组 ( 0. 1% DMSO)、100 nmol /L PMA 组、10
μmol /L ATＲA 组、10 μmol /L 4-HPＲ 组、PMA + AT-
ＲA 组、PMA +4-HPＲ 组，共 6 组。待细胞长至 40%
～50%密度加药处理，48 h 后倒置显微镜下观察，

并拍照记录。
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1． 2． 3 细 胞 划 痕 实 验 取 处 于 对 数 生 长 期 的

HepG2 细胞，胰酶消化吹打重悬为单细胞悬液，均

匀种入 24 孔细胞培养板中。待细胞长成单层即弃

去培养液，用 200 μl 枪头在 24 孔板每孔中央划出

一痕，洗去死细胞后显微镜下拍照作为 0 h。药物处

理 24 h 和 48 h，在同一观察点处拍照记录这两个时

间点细胞划痕愈合情况，实验重复 3 次。利用 Image
Pro Plus 软件测量各孔多点划痕距离，取均值，并用

处理前的距离减去处理后的距离即为 24 h、48 h 的

细胞迁移距离，数据用统计软件分析。
1． 2． 4 Western blot 检测细胞 N-cadherin、MLCK 的

表达和 MLC 的磷酸化 收集药物处理 48 h 的细

胞，分组同前，加入 ＲIPA 缓冲液( pH 7. 4 的 Tris-
HCl，150 mmol /L NaCl，1 mmol /L EDTA，1%
TＲIton，0. 1% SDS，磷酸酶抑制剂) 提取蛋白，BCA
法蛋白定量。取 40 μg 每孔蛋白上样，进行 SDS-
PAGE 电泳。电转至 PVDF 膜上。5% 脱脂奶粉封

闭 2 h，加入兔源单克隆抗体 MLCK、兔源多克隆抗

体 MLC、鼠源单克隆抗体 p-MLC、N-cadherin 4 ℃孵

育过夜，经 TBST 洗涤后再加入相应浓度的二抗室

温孵育 2 h，洗涤后用 ECL 试剂盒反应，在化学发光

成像仪上显影拍照记录。以 Image Pro Plus 软件进

行灰度扫描，分析各条带的灰度值，分别以 p-MLC /
MLC、MLCK /β-actin、N-cadherin /β-actin 进行比值

计算作半定量分析。实验重复 3 次，取其均值。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 10. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，组间计量资料比较采用单因素方

差分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同处理组 HepG2 细胞生长和形态变化 药

物处理 48 h，显微镜下可见溶剂对照组和 PMA 组、
PMA + ATＲA 组细胞密度大，光泽度好( 图 1A、1B、
1D)。ATＲA 组细胞密度略有减少(图 1C)。4-HPＲ
组细胞数明显减少，失去正常生长，PMA + 4-HPＲ
组表现更为明显，形态更为细长，多核细胞减少( 图

1E、1F)。
2． 2 不同处理组对 HepG2 细胞迁移的影响 药物

处理 24 h 的细胞，与溶剂对照组( 迁移距离 178 ±
26. 5 μm)相比，PMA 组(迁移距离 237 ± 32. 6 μm)

细胞的迁移距离增加(F = 4. 469，P ＜ 0. 05)，4-HPＲ
组( 迁移距离93 ± 22. 0 μm) 和PMA +4-HPＲ组( 迁

移距离 99 ± 6. 4 μm) 细胞的迁移距离减少 (F =
8. 653，P ＜ 0. 05)。药物处理 48 h 的细胞，与溶剂对

照组(迁移距离 346 ± 19. 3 μm)比较，PMA 组(迁移

距离 429 ± 20. 1 μm) 细胞的迁移距离仍增加(F =
6. 386，P ＜ 0. 05)，4-HPＲ 组( 迁移距离 140 ± 26. 6
μm)和 PMA +4-HPＲ 组(迁移距离 128 ± 14. 2 μm)

细胞的迁移距离仍减少(F = 47. 34，P ＜ 0. 05)。以

上数据说明 PMA 单独处理可以增加肿瘤细胞的迁

移距离，而和 4-HPＲ 联用后，促迁移能力消失，转为

抑制效应(图 2 ～ 3)。图 2 中同时观察到 PMA + 4-
HPＲ 组划痕边界的细胞形态更为细长，排列较稀

疏。提示二者联用作用时间若延长，对细胞迁移的

抑制可能更显著。
2． 3 不同处理组对 HepG2 细胞迁移相关蛋白表达

的影响 Western blot 结果分析表明 PMA + 4-HPＲ
组、4-HPＲ 组可明显降低 MLCK、N-cadherin 的表达

和 MLC 的 磷 酸 化 ( FMLCK/β-actin = 128. 385、
FN-cadherin /β-actin = 39. 871、Fp-MLC/MLC = 35. 378，P ＜
0. 05)。PMA + 4-HPＲ 处理组相比 4-HPＲ 组，ML-
CK、MLC 的磷酸化降低更显著(P ＜ 0. 05)。见图 4。

图 1 倒置显微镜观察 PMA、4-HPＲ 处理后 HepG2 细胞的生长 × 100

A:溶剂对照组;B:PMA 组;C:ATＲA 组;D:ATＲA + PMA 组;E:4-HPＲ 组;F:4-HPＲ + PMA 组
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图 2 细胞划痕实验检测 PMA、4-HPＲ 处理后 HepG2 细胞的迁移 × 100

A:溶剂对照组;B:PMA 组;C:ATＲA 组;D:ATＲA + PMA 组;E:4-HPＲ 组;F:4-HPＲ + PMA 组;0:0 h;1:24 h;2:48 h

图 3 细胞划痕实验迁移距离统计

与 24 h 溶剂对照组比较:* P ＜ 0. 05;与 48 h 溶剂对照组比较:

#P ＜ 0. 05

3 讨论

肝癌是一种恶性度很高的肿瘤，临床上目前除

了手术治疗和介入治疗外，没有十分有效的方法。
应用于肝癌的化疗药物有限，需要探寻新的药物。
ATＲA 在八十年代已用于诱导急性早幼粒细胞白血

病的分化治疗
［5］。4-HPＲ 是 ATＲA 的类似物，国外

用于乳腺癌、前列腺癌、神经母细胞瘤的研究均已进

入临床实验阶段
［6 － 8］。本课题组前期研究

［3 － 4，9］
显

示，与同浓度 ATＲA 相比，4-HPＲ 能更有效抑制肺癌

A549 细胞、肝癌 HepG2 细胞的增殖和迁移。考虑

到维甲酸类化合物长期使用的毒副反应，本研究中

引入白血病细胞研究常用的诱导分化剂 PMA，观察

到 PMA 单独处理促进肝癌 HepG2 细胞迁移，但和

4-HPＲ 联用能显著抑制细胞迁移和增殖，并改变细

胞的形态，联用药时 PMA 是否表现出诱导分化作用

需要 进 一 步 实 验 验 证。而 4-HPＲ 前 体 ATＲA 与

PMA 的联用 没 有 相 类 似 的 效 应。一 方 面 说 明 4-
HPＲ 药效强于 ATＲA，另一方面提示 PMA 的作用通

路和 4-HPＲ 相关，二者的联用不仅取消了 PMA 的

促迁移效应，反而表现出强烈的抑制迁移作用。
N-cadherin 又称神经钙黏蛋白，主要在神经细

胞、内皮细胞等间充质细胞中表达。研究
［10］

显示其

可在多种肿瘤中上调表达，且与肿瘤侵袭性增强相

图 4 Western blot 检测 PMA、4-HPＲ 对 HepG2

细胞迁移相关蛋白表达的影响

A:p-MLC /MLC;B:MLCK /β-actin;C:N-cadherin /β-actin;1:AT-
ＲA + PMA 组;2:ATＲA 组;3:溶剂对照组;4:PMA 组;5:4-HPＲ 组;6:

4-HPＲ + PMA 组;与溶剂对照组比较:* P ＜ 0. 05;与 4-HPＲ 组比较:

#P ＜ 0. 05
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关。本研究中 N-cadherin 在对照组中表达量大，在

细胞迁移减慢的 PMA + 4-HPＲ 组和 4-HPＲ 组表达

明显减少(P ＜ 0. 05)。表明药物的使用可能抑制了

肝癌细胞的迁移。MLCK 是一种蛋白激酶，其激活

可使 MLC 磷酸化，进一步有利于肌球蛋白和肌动蛋

白微丝之间的作用，促进细胞移行。国外报道
［11］

显

示在一些类型细胞迁移过程中，MLCK 和激活的肌

球蛋白在细胞的突出结构中含量丰富。近年亦有研

究
［12］

指出 MLCK 给予鼠神经腺瘤细胞缓慢并有方

向性的移动。本课题前期研究
［3 － 4］

显示在迁移受到

抑制的肿瘤细胞中，MLCK 和磷酸化 MLC(p-MLC)

蛋白表达水平均有减少 (P ＜ 0. 05)。本次研究中

MLCK 和 p-MLC 的表达在 PMA + 4-HPＲ 组表现出

比 4-HPＲ 组 更 显 著 的 减 少 (P ＜ 0. 05)。这 提 示

PMA 和 4-HPＲ 的联用可能存在协同作用。有 研

究
［13］

显示 PMA 上调白血病细胞的黏附能力并且抑

制其迁移。尽管划痕实验没有显示出 PMA + 4-HPＲ
组和 4-HPＲ 组肝癌细胞迁移能力的显著差异，若延

长药物作用时间或改用细胞迁移能力的其他检测方

法，可能会有更多的发现。
本研究是对 PMA 和 4-HPＲ 联用以抑制肝癌细

胞体外迁移的初步探查，为进一步深入研究打下基

础，同时为改善 4-HPＲ 单独使用的不良反应，以期

应用于肝癌的临床治疗提供实验依据。
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Effects of PMA on 4-HPＲ inhibiting HepG2 cell migration in vitro
Zhang Ling1，2，Wei Xiang2，Zhang Sumei2，et al

( 1Dept of Biochemistry，Wannan Medical College，Wuhu 241002;
2Dept of Biochemistry and Laboratory of Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To observe the effects of PMA on N-(4-hydroxyphenyl) retinoide(4-HPＲ) inhibiting the mi-
gration of liver cancer cell HepG2 and its mechanism． Methods HepG2 cells were treated with PMA or combined
with 4-HPＲ． An inverted microscope was used to observe the cellular morphology and inhibitory effects． A wound
healing assay was performed to measure the cell migration． Western blot was used to detect the expression of N-cad-
herin，myosin light chain kinase(MLCK) and phosphorylation of myosin light chain(p-MLC) ． Ｒesults Treatment
with PMA and 4-HPＲ in combination，the cells density was low and the cell morphology changed into a slender
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shape． The migration distance of HepG2 cells was obviously decreased when treated with PMA and 4-HPＲ，wheras
the distance was increased when treated with PMA alone(P ＜ 0. 05) ． A combination of PMA and 4-HPＲ also sig-
nificantly decrease the protein expression of N-cadherin，MLCK and p-MLC． Conclusion Combining PMA with 4-
HPＲ inhibit HepG2 cell migration． Compared with 4-HPＲ alone，the two durg combination lower the protein ex-
pression of MLCK and p-MLC more siginficantly． The study of two durg combination may provide the experimental
basis for further discussing the liver cancer therapy．
Key words PMA;4-HPＲ;MLCK;N-cadherin;phosphorylation of MLC;liver cancer HepG2;migration
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重组人甲状旁腺激素对 SLA 纯钛表面

MC3T3-E1 细胞黏附的影响
傅琪淋

1，2，朱中焰
3，刘 敏

2

摘要 目的 体外研究重组人甲状旁腺激 素［rhPTH(1-
34)］对 MC3T3-E1 细胞在大颗粒喷砂酸蚀(SLA) 处理纯钛

表面黏附的影响。方法 通过 CCK8 法确定 rhPTH(1-34)的

最佳作用浓度，将 MC3T3-E1 细胞分为用含最适浓度 rhPTH
(1-34)培养基处理的实验组和用空白培养基处理的对照组，

并分别接种于 SLA 处理的钛片上。用 DAPI 免疫荧光染色

法、扫描电镜、ＲT-PCＲ 对钛片表面黏附的 MC3T3-E1 细胞进

行细胞计数，观察其形态学变化并测定 MC3T3-E1 细胞整合

素 α1、α5、β1 mＲNA 的表达情况。结果 实验组成骨细胞

的黏附数量较对照组多，肌动蛋白微丝的重构、细胞形态变

化以及在钛片上黏附与伸展的速度较对照组更快，骨细胞整

合素亚基 α1、α5、β1 表达高于对照组。结论 rhPTH(1-34)

能促进 MC3T3-E1 细胞在纯钛表面的的黏附。
关键词 重组人甲状旁腺激素;MC3T3-E1 细胞;黏附;整合

素
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作为与生物材料间相互作用的第一阶段，成骨

细胞在种植体表面的黏附情况是影响成骨的重要因

素之一。因此，为获得高种植成功率，加快钛种植体

与骨组织形成骨整合的速度是目前许多学者研究的
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热点。重组人甲状旁腺素(1-34) ［human recombi-
nant parathyroid hormone，rhPTH(1-34)］，商品名特

利帕肽(Teriparatide)，作为目前唯一通过食品药品

监督管理局批准的促合成代谢类药物，研究
［1 － 2］

表

明其具有应用于口腔种植及牙周领域，促进新骨形

成及种植体与周围骨组织形成骨整合的潜力。目前

体外研究
［3 － 5］

结果显示，rhPTH(1-34)可能是通过活

化种植体周围成骨细胞增殖与分化促进骨整合形

成。由于种植体植入初期成骨细胞的黏附情况对骨

整合的形成至关重要，但尚未有文献显示 rhPTH(1-
34)对成骨细胞黏附的影响。该课题从细胞及分子

水平初步研究 rhPTH(1-34)对成骨细胞在 SLA 钛表

面初期黏附功能的影响。

1 材料与方法

1． 1 主 要 材 料 和 设 备 小 鼠 成 骨 前 体 细 胞 株

MC3T3-E1 购自西南医科大学口颌面修复重建和再

生实验室;rhPTH(1-34) 购自上海吉尔生化有限公

司;CCK-8 试剂盒购自上海贝博公司;TA2 型商业纯

钛购自陕西宝鸡特殊钢厂;总 ＲNA 抽提试剂盒购自

北京 tiangen 有限公司;ＲeverTra Ace qPCＲ ＲT Mas-
ter Mix、SYBＲ Green Ｒealtime PCＲ Master Mix 购自

日本 TOYOBO 公司;喷砂机购自北京荣辉机械设备

有限公司;扫描电子显微镜 SEM 购自荷兰 FEI 公

司;X 射线能谱仪购自英国 Oxford 公司; Image-Pro
Plus 图像分析系统购自美国 Media Cybernetics 公

司。
1． 2 纯钛的表面 SLA 处理及材料学表征 将直径

10 mm 厚度 1 mm 的圆形钛片，用 400、600、800、
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