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ＰＰＰ５Ｃ 对人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞迁移侵袭及
肿瘤干性的影响及机制研究
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摘要　 目的　 探讨磷酸蛋白磷酸酶催化亚基（ＰＰＰ５Ｃ）对人

肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞迁移侵袭能力及肿瘤干性的影响及机

制。 方法 　 构 建 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 过 表 达 载 体， 转 染

ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 至 Ｈ１２９９ 细胞，遗传霉素

（Ｇ４１８）筛选 Ｈ１２９９ 稳转细胞系。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法鉴定 ＰＰＰ５Ｃ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平，细胞生长曲线绘

制和克隆形成实验检测细胞增殖活性；划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验检测细胞迁移侵袭能力；诱导干细胞成球实验检测细胞干

性。 结果　 成功构建 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 真核表达载体，转染

Ｈ１２９９ 细胞后 ＰＰＰ５Ｃ 的表达水平显著升高。 Ｈ１２９９ 细胞过

表达 ＰＰＰ５Ｃ 后，生长曲线和克隆形成实验结果显示细胞增
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殖能力无变化；划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示细胞迁移和侵袭

能力显著增强，基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）的表达升高；干细

胞成球结果显示细胞干性显著增强，性别决定区 Ｙ⁃ｂｏｘ ２
（ＳＯＸ２）的表达升高。 结论 　 人肺腺癌细胞 Ｈ１２９９ 中过表

达 ＰＰＰ５Ｃ 不影响细胞增殖，但可通过调控 ＭＭＰ９ 和 ＳＯＸ２ 来

增强其迁移侵袭能力及肿瘤干性。
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　 　 肺癌是世界上高发的恶性肿瘤之一，死亡率高

达 １８％ ，治愈难度高，患者术后生存率较低［１］。
ＰＰＰ５Ｃ 是目前已鉴定的磷酸蛋白磷酸酶催化亚基

（ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ，ＰＰＰＣｓ）
家族成员之一，它广泛参与了一些癌症的生理病理

过程，已被证明在各种恶性肿瘤的发生发展中发挥

重要作用。 研究［２］表明 ＰＰＰ５Ｃ 通过与 ＡＭＰ 活化蛋

白激酶的相互作用可以促进肝癌的发生。 ＰＰＰ５Ｃ 高

转录水平的胰腺癌患者预后较好［３］。 ＭｉＲ⁃５２０ａ⁃５ｐ ／
ＰＰＰ５Ｃ 调控模式也被确定为胰腺癌吉西他滨耐药

的关键［４］。 这些为 ＰＰＰ５Ｃ 在癌症的发生发展、预后
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和耐药中的密切关系提供了有力的证据。 目前关于

ＰＰＰ５Ｃ 在肺癌转移和干细胞相关方面的研究较少，
该研究成功构建了 ＰＰＰ５Ｃ 基因的真核表达载体，转
染至人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞，探讨了 ＰＰＰ５Ｃ 对人肺腺

癌 Ｈ１２９９ 细胞迁移侵袭能力及肿瘤干性的影响及

机制，为揭示肺癌发生发展及肺癌治疗提供科学依

据。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂　 人肺腺癌细胞 Ｈ１２９９ 细胞购于

美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ）；胎牛血清和 ＲＰ⁃
ＭＩ１６４０ 培养基购于美国 ＢＩ 公司；限制性核酸内切

酶 Ｈｉｎｄ Ⅲ、Ｘｈｏｌ 购于美国 ＮＥＢ 公司；２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 和 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ® ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒

购于南京诺唯赞生物科技有限公司；质粒小提试剂

盒购于杭州爱思进生物技术有限公司；胶回收试剂

盒购于美国 Ｏｍｅｇａ 公司；ＰＣＲ 所需引物由上海生物

工程有限公司合成；Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 总 ＲＮＡ 提取试剂

盒购于北京普洛麦格生物技术有限公司；转染试剂

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 和逆转录试剂盒购于美国赛默

飞世尔科技有限公司；２ × ＮｏｖｏＳｔａｒｔ® ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｌｕｓ 购于近岸蛋白质科技有限公司；
ＰＰＰ５Ｃ、ＭＭＰ９ 抗体购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；α⁃Ｔｕ⁃
ｂｕｌｉｎ 抗体购于武汉博士德生物工程有限公司；性别

决定区 Ｙ⁃ｂｏｘ ２ （ ｓｅｘ⁃ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ⁃ｂｏｘ ２，
ＳＯＸ２）抗体购于美国 Ｉｍｍｕｎｗａｙ 公司；ＨＲＰ 标记的

山羊抗兔抗体，ＨＲＰ 标记的山羊抗鼠抗体购于武汉

博士德生物工程有限公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购于日本

同仁化学研究所。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 Ｈ１２９９ 细胞培养在含 １０％ 胎牛

血清和 １％ 青链霉素的 １６４０ 培养基中，并置于 ３７
℃恒温，５％ ＣＯ２ 孵箱中培养。
１． ２． ２ 　 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 载体的构建 　 查找 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 中 ＰＰＰ５Ｃ 的序列，根据 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ® Ⅱ Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒的说明书于诺唯赞网站设计

引物，引物序列如下：ＰＰＰ５Ｃ⁃Ｆ（ＨｉｎｄⅢ）：５′⁃ｃｔａｇｃｇｔｔ⁃
ｔａａａｃｔｔａａｇｃｔｔＡＴＧＧＣＧＡＴＧＧＣＧＧＡＧＧＧＣＧＡＧ⁃３′、
ＰＰＰ５Ｃ⁃Ｒ （ Ｘｈｏｌ ）： ５′⁃ａａｃｇｇｇｃｃｃｔｃｔａｇａｃｔｃｇａｇＴＣＡＣＡＴ⁃
ＣＡＴＴＣＣＴＡＧＣＴＧＣＡＧＣ⁃３′。 利用高保真酶进行 ＰＣＲ
扩增：ＰＣＲ ｓｕｐｅｒｍｉｘ ２５ μｌ，模板 ｃＤＮＡ ２ μｌ，上下游

引物各 １ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ５０ μｌ。 反应条件：９５

℃、３ ｍｉｎ，９５ ℃、３０ ｓ，５７ ℃、３０ ｓ，７２ ℃、５０ ｓ，共 ３５
个循环，７２ ℃、１０ ｍｉｎ。 １％ 琼脂糖凝胶电泳后切胶

回收目的基因 ＰＰＰ５Ｃ。 用限制性核酸内切酶 Ｈｉｎｄ
Ⅲ、Ｘｈｏ ｌ ３７ ℃酶切 ４ ｈ 线性化载体 ｐｃＤＮＡ３. １，１％
琼脂糖凝胶电泳后切胶回收。 回收纯化的 ＰＰＰ５Ｃ
和 ｐｃＤＮＡ３. １ 线性条带按照 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ® Ⅱ Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 试剂盒进行重组，重组产物转化至

大肠杆菌 ＤＨ５α 中，涂在含氨苄抗性的平板上，３７
℃培养 １２ ｈ，挑取单克隆进行 ＰＣＲ 鉴定及质粒提取

后双酶切鉴定。
１． ２． ３　 细胞转染与稳转细胞株筛选　 将处于对数

生长期的 Ｈ１２９９ 细胞进行计数，按照 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ
接种于 ６ 孔板中，过夜培养后细胞密度长至约 ７０％
～ ９０％ ，设实验组和对照组，实验组转染 ＰＰＰ５Ｃ⁃
ｐｃＤＮＡ３. １，对照组转染 ｐｃＤＮＡ３. １，另外转染 ＥＧＦＰ⁃
ｐｃＤＮＡ３. １ 用于转染效率判定。 转染具体操作如

下：５ μｌ ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 溶液混于 １２５ μｌ １６４０
空培养基作为 Ａ 液，２. ５ μｇ 质粒溶于 １２５ μｌ １６４０
空培养基，再加入 ５ μｌ Ｐ３０００ＴＭ溶液混匀作为 Ｂ 液，
Ａ 液和 Ｂ 液各静止 ５ ｍｉｎ，接着将 Ｂ 液加入 Ａ 液混

合均匀，室温孵育 １５ ｍｉｎ 后，缓慢加入细胞中，４８ ｈ
后收细胞用于转染效果鉴定，同时留下部分 Ｈ１２９９
细胞加入 ４００ ｍｇ ／ ｍｌ Ｇ４１８ 筛选稳转 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 的细胞株。
１． ２． ４　 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平检测　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检

测 ＰＰＰ５Ｃ、ＭＭＰ９、ＳＯＸ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平。 设计

引物见表 １。

表 １　 相关引物序列

基因 核苷酸序列（ ５′→３′）
ｐｐｐ５ｃ Ｆ：ＡＣＴＡＣＴＧＣＧＡＣＣＡＧＡＴＧＧ

Ｒ：ＡＧＣＡＧＣＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧ
ｍｍｐ９ Ｆ：ＣＡＧＴＣＣＡＣＣＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴ

Ｒ：ＴＧＣＣＡＣＣＣＧＡＧＴＧＴＡＡＣＣＡＴ
ｓｏｘ２ Ｆ：ＣＣＣＴＧＴＧＧＴＴＡＣＣＴＣＴＴＣＣ

Ｒ： ＣＴＣＣＣＡＴＴＴＣＣＣＴＣＧＴＴＴ
ｇａｐｄｈ Ｆ：ＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＴＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣ

Ｒ：ＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣＧＴＴ

　 　 根据 Ｅａｓｔｅｐ® Ｓｕｐｅｒ 试剂盒说明书提取总 ＲＮＡ，
用逆转录转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ 用于 Ｑ⁃ＰＣＲ 检测。
Ｑ⁃ＰＣＲ 反应体系与条件如下：２ × Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
１０ μｌ，模板 ｃＤＮＡ ２ μｌ，上下游引物各 １ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ
补齐至 ２０ μｌ。 ９５ ℃、４ ｍｉｎ，９５ ℃、１５ ｓ，５４ ℃、３０ ｓ，
７２ ℃、 ２０ ｓ， 共 ３９ 个 循 环。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测
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ＰＰＰ５Ｃ、基质金属蛋白酶 ９ （ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ
９， ＭＭＰ９） 和性别决定区 Ｙ⁃ｂｏｘ ２ （ ｓｅｘ⁃ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ
ｒｅｇｉｏｎ Ｙ⁃ｂｏｘ ２ ，ＳＯＸ２）蛋白的表达水平。 离心收集

细胞沉淀加入蛋白裂解液冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，离心后

取上清液。 加入 ５ × ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混匀后 ９５ ℃煮 １０
ｍｉｎ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳结束后，将蛋白转移到 ＰＶＤＦ
膜上。 接着用 ５％ 的脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ。 一抗

ａｎｔｉ⁃ＰＰＰ５Ｃ 兔抗（１ ∶ １ ０００），ＭＭＰ９ 兔抗（１ ∶ ５００），
ＳＯＸ２ 鼠抗 （１ ∶ ２ ０００ ） 和 α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 鼠抗 （ １ ∶
２ ０００），４ ℃孵育过夜；相应 ＨＲＰ 标记的二抗室温

孵育 １ ｈ 后进行显影。 凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｃｈｅｍｉ⁃
Ｄｏｃ ＸＲＳ ＋ ）进行拍照。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件扫描分析不同

蛋白的灰度值，以 α⁃Ｔｕｂｕｌｉｎ 为内参。
１． ２． ５　 细胞生长曲线绘制和克隆形成实验　 细胞

生长曲线绘制： ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １（实验组）和 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １（对照组）的 Ｈ１２９９ 细胞计数后，９６ 孔板中按

每孔 ３ × １０３ 个 ／ １００ μｌ 接种，每组设 ３ 个复孔，于 ０、
２４、４８、７２ ｈ 每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，３７ ℃、ＣＯ２

箱避光孵育 ２ ｈ，酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 和 ６３０ ｎｍ 处的

吸光值（ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ），绘制细胞生长曲线。
克隆形成：ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １（实验组）和 ｐｃＤＮＡ３. １
（对照组）的 Ｈ１２９９ 细胞计数后，６ 孔板中每孔接种

６００ 个细胞，每组设 ３ 个复孔，３７ ℃、ＣＯ２ 箱中培养

２ 周后，弃培养基，１ × ＰＢＳ 洗 ３ 次，４％ 甲醛固定 １５
ｍｉｎ，结晶紫染色 ３０ ｍｉｎ，流动水缓慢冲洗干净，自然

晾干。 凝胶成像仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＸＲＳ ＋ ）拍

照，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行细胞数目统计。
１． ２． ６ 　 划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 划痕实验：
ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １（实验组）和 ｐｃＤＮＡ３. １（对照组）
的 Ｈ１２９９ 细胞计数后，按 ４０ ０００ 个 ／孔，接种于 １２
孔板，每组设 ３ 个复孔，细胞贴壁后，２００ μｌ 枪头按

十字方向轻划细胞，ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显

微镜下拍照记录 ０ ｈ 时的划痕距离（Ｌ０）。 ４８ ｈ 后在

同一位置再次拍照记录划痕距离（Ｌ１），计算迁移率

＝ （Ｌ０ － Ｌ１） ／ Ｌ０ × １００％ 。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验：ＰＰＰ５Ｃ⁃
ｐｃＤＮＡ３. １（实验组）和 ｐｃＤＮＡ３. １ （对照组） Ｈ１２９９
细胞计数后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室装置置于 １２ 孔板中，分
别往上室和下室中加入 ２００ μｌ 含 ３ ５００ 个细胞的无

血清 １６４０ 培养基和 ８００ μｌ 含 ２０％胎牛血清的 １６４０
培养基， ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱培养 ７２ ｈ。 用棉

棒擦除上室中未穿膜的细胞后，结晶紫染色 ２ ｍｉｎ，
ＰＢＳ 清洗后，Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜下拍照，统计穿透

膜的细胞数。
１． ２． ７　 干细胞成球实验　 无血清的 １６４０ 培养基重

悬 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １（实验组） 和 ｐｃＤＮＡ３. １ （对照

组）的 Ｈ１２９９ 细胞，计数后按照 ２ ０００ 个 ／孔接种于

１２ 孔板，每组设 ３ 个复孔，每孔加入 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＥＧＦ、
２０ ｎｇ ／ ｍｌ ＦＧＦ、２％ Ｂ２７，３７ ℃恒温 ＣＯ２ 培养箱中培

养，诱导细胞成球。 ２ 周后，Ｏｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜下

拍照统计成球数目。
１． ３　 统计学处理　 所有实验数据均采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 统计软件进行分析，计量资料采用 �ｘ ± ｓ 表
示，两组间独立样本采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＰＰ５Ｃ 真核过表达载体的构建及鉴定　 ＰＣＲ
扩增目的基因 ＰＰＰ５Ｃ（１ ５００ ｂｐ） （图 １Ａ）。 并将其

克隆至 ｐｃＤＮＡ３. １ 载体上。 通过 Ｈｉｎｄ Ⅲ和 Ｘｈｏｌ 双
酶切鉴定（图 １Ｂ）及测序鉴定（图 １Ｃ），显示插入

ＰＰＰ５Ｃ 基因序列正确，构建真核过表达载体 ＰＰＰ５Ｃ⁃
ｐｃＤＮＡ３. １ 成功。

图 １　 ＰＣＲ 扩增目的基因 ＰＰＰ５Ｃ 及真核表达载体的鉴定

Ａ：ＰＰＰ５Ｃ 扩增；Ｂ：质粒酶切鉴定（ ＰＰＰ５Ｃ ＣＤＳ 序列中 ５３７⁃５４３

位置为 ＨｉｎｄⅢ酶切识别位点）；Ｃ：测序结果；Ｍ：ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１：

ＰＰＰ５Ｃ 扩增产物； ２： ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 酶切产物； Ⅰ： 线性 ｐｃＤ⁃

ＮＡ３. １⁃５０２８ ｂｐ；Ⅱ：ａ⁃５４３ ｂｐ、ｂ⁃９５７ ｂｐ

２． ２　 转染 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 后，ＰＰＰ５Ｃ 过表达效

果鉴定　 重组质粒转染至 Ｈ１２９９ 细胞后，利用 ４００
ｍｇ ／ ｍｌ Ｇ４１８ 筛选稳转细胞系，经 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔ⁃
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ｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证过表达效率（图 ２），结果显示，实验组

ＰＰＰ５Ｃ 的 ｍＲＮＡ（ ｔ ＝ １４. ９７，Ｐ ＜ ０. ００１）和蛋白（ ｔ ＝
２６. ０４，Ｐ ＜ ０. ０００ １）表达水平均高于转染 ｐｃＤＮＡ３. １
的对照组，表明 ＰＰＰ５Ｃ 过表达成功。
２． ３　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对细胞增殖的影响　 细胞

生长曲线及克隆形成实验结果显示，与 ｐｃＤＮＡ３. １
对照组相比，实验组 Ｈ１２９９ 细胞过表达 ＰＰＰ５Ｃ 后细

胞生长曲线和克隆形成数无明显变化，说明 ＰＰＰ５Ｃ
过表达对 Ｈ１２９９ 细胞增殖能力无明显影响（图 ３）。
２． ４　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对细胞迁移和侵袭能力的

影响 　 细胞划痕实验结果提示（图 ４Ａ），与 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 对照组相比，实验组 Ｈ１２９９ 细胞过表达

ＰＰＰ５Ｃ 后细胞的迁移率升高，差异有统计学意义（ ｔ
＝ ３. ９５１，Ｐ ＜ ０. ０５）； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示 （图

４Ｂ），实验组穿膜的细胞数量多于对照组，差异有统

计学意义（ ｔ ＝ １５. ５２，Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，ＭＭＰ９ 的

ｍＲＮＡ（ ｔ ＝ ７. ０４３，Ｐ ＜ ０. ０１）和蛋白（ ｔ ＝ ６. ８３１，Ｐ ＜
０. ０１）表达水平实验组也高于对照组，差异有统计

学意义 （图 ４Ｃ、Ｄ）。
２． ５　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对 Ｈ１２９９ 细胞干性的影响

　 诱导干细胞成球实验结果提示（图 ５Ａ），与对照

组相比，实验组 Ｈ１２９９ 细胞过表达 ＰＰＰ５Ｃ 后，诱导

产生的干细胞成球数量增多，球体直径增大，差异有

统计学意义（ ｔ ＝ １１. ５７，Ｐ ＜ ０. ００１）；同时，ＳＯＸ２ 的

ｍＲＮＡ（ ｔ ＝ ７. ６７０，Ｐ ＜ ０. ０１） 和蛋白 （ ｔ ＝ ３３，Ｐ ＜
０. ０００ １）表达水平实验组也高于对照组，差异有统

计学意义 （图 ５Ｂ、Ｃ）。

３　 讨论

　 　 肿瘤复发与耐药是当前癌症治疗的最大难题。
肿瘤干细胞可以通过促进药物外排、增强抗氧化能

力、凋亡逃逸、增强 ＤＮＡ 的损伤修复能力以及和肿

瘤微环境的相互作用等多种方式促进肺癌的多重耐

药性［５］。 因此，针对肺癌干细胞引发的癌症转移、
多重耐药、复发和免疫逃逸等特性的药物研究与新

的治疗靶点寻求迫在眉睫。

图 ２　 ＰＰＰ５Ｃ 基因的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平

Ａ：ＰＰＰ５Ｃ 基因的 ｍＲＮＡ 表达水平比较； Ｂ：ＰＰＰ５Ｃ 基因的蛋白表达水平比较及半定量分析；１：ｐｃＤＮＡ３. １；２：ＰＰＰ５Ｃ；与对照组比较：∗∗∗Ｐ

＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ３　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对增殖的影响

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖能力；Ｂ：克隆形成实验检测细胞克隆形成数 × １００；１：ｐｃＤＮＡ３. １；２：ＰＰＰ５Ｃ
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图 ４　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对迁移和侵袭的影响

Ａ：细胞划痕实验检测细胞迁移能力 × １００；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞迁移侵袭穿孔数 × １００；Ｃ：ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达后 ＭＭＰ９ 在 Ｈ１２９９ 细

胞中的 ｍＲＮＡ 表达水平比较；Ｄ：ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达后 ＭＭＰ９ 在 Ｈ１２９９ 细胞中的蛋白表达水平比较及半定量分析；１：ｐｃＤＮＡ３. １；２：ＰＰＰ５Ｃ；与对

照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ５　 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对肿瘤干性的影响

Ａ：成球实验检测 ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达对 Ｈ１２９９ 细胞成球能力的影响及定量分析 × １００；Ｂ：ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达后 ＳＯＸ２ 在 Ｈ１２９９ 细胞中的

ｍＲＮＡ 表达水平比较；Ｃ：ＰＰＰ５Ｃ 基因过表达后 ＳＯＸ２ 在 Ｈ１２９９ 细胞中的蛋白表达水平比较及半定量分析；１：ｐｃＤＮＡ３. １；２：ＰＰＰ５Ｃ；与对照组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １
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　 　 尽管磷酸酶在细胞磷酸化调节中发挥着与激酶

同等重要的作用，但对其在肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）中的作用与机制一直研究得比较少。 许

多癌症相关的磷酸酶最近成为药物，表明进一步了

解 ＣＳＣｓ 相关的磷酸酶可能为肿瘤治疗提供新的治

疗机会，这也让学者们重新看到了希望。 抗肿瘤药

物班黄素衍生素 ＬＢ⁃１００ 是一种蛋白磷酸酶 ２Ａ
（ＰＰＰ２ＣＡ）和 ５ （ＰＰＰ５Ｃ）的催化抑制剂，研究［６］ 证

明 ＬＢ⁃１００ 与铂类化疗联合使用可在体内和体外协

同引发抗肿瘤反应，与免疫治疗药物阿替利珠单抗

结合使用可增强免疫 Ｔ 细胞浸润和杀伤能力，对小

细胞肺癌的治疗起到重要作用。
癌细胞的无限增殖能力是肺癌发生和发展的重

要因素之一。 ＰＰＰ５Ｃ 已被证明在前列腺癌中高表

达，并通过调节蛋白激酶的磷酸化来促进人前列腺

癌的细胞增殖和存活［７］。 敲除 ＰＰＰ５Ｃ 可以促进体

外胰腺癌细胞的凋亡［８］。 而本研究结果显示过表

达 ＰＰＰ５Ｃ 并没有促进人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞的增殖，
可能是不同细胞系的原因，也可能是 ＰＰＰ５Ｃ 本身在

肺癌细胞中就已高表达，再外源性过表达 ＰＰＰ５Ｃ，不
会对其增殖能力产生显著的影响。

癌细胞的迁移侵袭能力是肺癌发生转移和复发

的重要原因之一。 研究［９］ 证明 ＰＰＰ５Ｃ 可以加速人

类神经胶质瘤的细胞生长和迁移，敲低 ＰＰＰ５Ｃ 显著

抑制了神经胶质瘤细胞的迁移。 本研究显示，
ＰＰＰ５Ｃ 过表达可以提高人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞的迁

移和侵袭能力。 ＭＭＰ９ 又叫胶原酶，是 ＭＭＰ 家族中

分子量最大的成员，目前已被认为是一种参与肿瘤

发生过程中的重要细胞外蛋白酶，可催化细胞外基

质如弹性蛋白、胶原蛋白等成分的降解，维持组织动

态平衡［１０］。 研究［１１］表明 ＭＭＰ９ 在下咽癌组织中的

表达明显高于癌组织，且随着淋巴结转移和肿瘤病

理分期的增加而增加，说明 ＭＭＰ９ 可能通过多种机

制参与下咽癌的发生、发展、侵袭和转移。 本研究

中，人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞中过表达 ＰＰＰ５Ｃ，ＭＭＰ９ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均升高，表明 ＰＰＰ５Ｃ 可以正

向调控 ＭＭＰ９ 的转录和翻译。 因此，认为肺腺癌

Ｈ１２９９ 细胞中，ＰＰＰ５Ｃ 可通过正向调控 ＭＭＰ９ 促进

细胞的迁移和侵袭。
　 　 ＣＳＣｓ 是构成癌组织新生的主要来源，它们具有

自我更新、多能分化和无限增殖的能力，这使得肿瘤

治愈问题始终无法突破。 大量文献报道了在肺癌的

发生与进展中肿瘤干细胞都起到了至关重要的作

用。 本实验显示，在诱导人肺腺癌 Ｈ１２９９ 干细胞成

球实验中，过表达 ＰＰＰ５Ｃ 可增强细胞成球能力，表
明在此过程中人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞的干性得以增

强，ＰＰＰ５Ｃ 与人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞的干性密切相

关。 ＳＯＸ２ 是一种干细胞转录因子，是肿瘤干细胞

自我更新能力和多项分化潜能的关键调节因子。 以

往研究［１２］证明，ＳＯＸ２ 的激活上调可以促进前列腺

癌细胞的肿瘤干细胞特性，也可诱导诱导胶质母细

胞瘤的细胞干性和肿瘤繁殖［１３］，这充分说明了

ＳＯＸ２ 在维持肿瘤干性方面发挥着举足轻重的作

用。 课题组前期研究［１４］ 发现抑制 ＳＯＸ２ 介导的干

性调节可以减轻肺腺癌的进展，ＳＯＸ２ 也可以通过

神经胶质瘤相关癌基因同源蛋白 １（ｇｌｉｏｍａ⁃ａｓｓｏｃｉａｔ⁃
ｅｄ ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ １，Ｇｌｉ１）介导的上皮间充质转

变来促进肺鳞癌的进展［１５］。 本研究中，ＰＰＰ５Ｃ 过表

达正向调控了人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞中 ＳＯＸ２ ｍＲＮＡ
和蛋白的表达水平，ＰＰＰ５Ｃ 可通过正向调控 ＳＯＸ２
提高人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞的干性。

综上所述，本研究通过构建 ＰＰＰ５Ｃ 过表达的真

核载体，外源性提高了人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞中

ＰＰＰ５Ｃ 的蛋白水平， 进而证实了人肺腺癌细胞

Ｈ１２９９ 中 ＰＰＰ５Ｃ 过表达对细胞增殖无影响，但可以

通过正向调控 ＭＭＰ９ 和 ＳＯＸ２ 来增强细胞迁移侵袭

能力和肿瘤干性，具体的调控机制还待进一步研究。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ５ ｃａｔａｌｙｔｉｃ（ＰＰＰ５Ｃ）
ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｔｈｅ
ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３． １ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ ａｎｄ ｐｃＤＮＡ３. １ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ
Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ Ｈ１２９９ ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｇ４１８． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＰＰＰ５Ｃ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｄｒａｗｉｎｇ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｌｏｎａｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ａｎｄ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｔｅｓｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ
ｂｙ ｓｐｈｅｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃ⁃
ｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＰＰＰ５Ｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎｔｏ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ． Ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰＰ５Ｃ ｉｎ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ａｎｄ ｃｌｏｎａｌ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌ⁃
ｉｔｙ ｗａｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ
ａｎｄ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＭＰ９， ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｏｉｄ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ， ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＯＸ２． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒ⁃
ａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔｅｄ， ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔｅｍｎｅｓｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＭＭＰ９ ａｎｄ ＳＯＸ２ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｆｔｅｒ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＰＰ５Ｃ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ Ｈ１２９９ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＰＰＰ５Ｃ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ； ｔｕｍｏｒ ｓｔｅｍｎｅｓｓ； ＭＭＰ９； ＳＯＸ２
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