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多能蛋白聚糖通过基质金属蛋白酶9促进肺腺癌细胞的恶性生物学行为
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[摘  要]  目的：探讨多能蛋白聚糖（VCAN）和基质金属蛋白酶9（MMP9）在肺腺癌（LUAD）侵袭与转移中的作用及其调控机

制。方法：收集 30例LUAD及配对癌旁组织，采用免疫组织化学（IHC）法检测VCAN和MMP9表达；另以人LUAD细胞NCI-

H1975和A549为模型，运用 siRNA干扰和质粒过表达技术，结合挽救实验，采用CCK-8、划痕愈合实验及Transwell实验评估细胞

增殖、迁移与侵袭能力，RT-qPCR及WB法检测基因和蛋白表达。结果：VCAN和MMP9在LUAD组织中的表达均显著高于癌

旁组织（均 P < 0.001），且 H-score 随肿瘤分期的进展呈递增趋势（均 P < 0.01）。体外实验表明，si-VCAN 显著降低 VCAN 和

MMP9的mRNA及蛋白水平，抑制细胞活力、迁移和侵袭（均P < 0.01）；过表达MMP9则显著增强上述恶性表型（均P < 0.001），并

可被 si-VCAN逆转（均P < 0.01），而MMP9沉默对VCAN蛋白表达无显著影响（P > 0.05）。结论：VCAN通过上调MMP9表达促

进LUAD细胞的增殖、迁移和侵袭，VCAN/MMP9轴可能成为LUAD治疗的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective: To investigate the roles and regulatory mechanisms of versican (VCAN) and matrix metalloproteinase-9 

(MMP9) in the invasion and metastasis of lung adenocarcinoma (LUAD). Methods: Thirty LUAD specimens and their matched 

adjacent non-tumor tissues were collected. Immunohistochemistry (IHC) was performed to detect VCAN and MMP9 expressions. 

Human LUAD cell lines NCI-H1975 and A549 were employed as models. siRNA interference and plasmid overexpression, combined 

with rescue assays, were applied. Cell proliferation, migration, and invasion abilities were evaluated by CCK-8, scratch-healing assay, 

and Transwell assay, respectively. Gene and protein expression were detected by RT-qPCR and WB assay. Results: VCAN and MMP9 

were significantly up-regulated in LUAD tissues compared with those in adjacent non-tumor tissues (both P < 0.001), and their H-score 

increased progressively with advancing tumor stage (both P < 0.01). In vitro experiments revealed that si-VCAN markedly reduced 

VCAN and MMP9 mRNA and protein levels and suppressed cell viability, migration, and invasion (all P < 0.01), whereas MMP9 

overexpression significantly promoted these malignant phenotypes (all P < 0.001); these effects were reversed by si-VCAN (all 

P < 0.01). MMP9 knockdown did not significantly affect VCAN protein levels (P > 0.05). Conclusion: VCAN enhances the 

proliferation, migration, and invasion of LUAD cells by up-regulating MMP9. The VCAN/MMP9 axis may represent a potential 

therapeutic target for LUAD.
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肺腺癌（lung adenocarcinoma, LUAD）是非小细

胞肺癌最常见且致死率最高的亚型[1-2]。尽管诊疗技

术取得显著进展，LUAD 患者总体预后仍不理想，

5年生存率约为 20%[3]，主要归因于其高度侵袭性与

转移性，常在晚期确诊[4]。因此，阐明LUAD侵袭与

转移的分子机制对制定新的治疗策略至关重要。细
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胞迁移与侵袭作为肿瘤转移的关键环节，受多条信

号通路调控。基质金属蛋白酶（MMP）家族在肿瘤侵

袭与转移中发挥关键作用[5]。其中，MMP9作为胶原

酶，通过降解细胞外基质（ECM）为肿瘤细胞侵袭与

转移创造条件[6]；其在多种癌症中呈高表达且与不良

预后相关[7-8]，在LUAD中同样与肿瘤侵袭、转移及患

者生存率降低密切相关[9]。然而，MMP9的表达与活

性调控机制尚未完全阐明。多功能蛋白聚糖

（versican, VCAN）是一种大分子 ECM 蛋白聚糖，在

多种生理及病理过程中发挥重要作用[10]。近期研

究[11-12]表明，VCAN在肿瘤微环境中显著调控肿瘤细

胞的增殖、迁移、侵袭与血管生成，在包括肺癌在内

的多种癌症中高表达且与不良预后相关[13]。CHENG

等[14]发现，下调结肠癌细胞VCAN表达可降低SNAI1

水平，进而抑制结直肠癌侵袭与转移。已有研究[15-16]

在三阴性乳腺癌和胶质母细胞瘤中发现 VCAN 与

MMP9表达上调，提示二者可能存在调控轴。然而，

VCAN在LUAD中的具体作用及其与MMP9的潜在

关系尚未被充分阐明。基于现有研究，本课题组假

设 VCAN 可能通过上调 MMP9 表达与活性促进

LUAD细胞的迁移与侵袭。尽管VCAN和MMP9在

其他肿瘤中的作用已有报道，但LUAD具有独特的

组织微环境与分子特征。本研究首次系统探讨

LUAD中VCAN-MMP9轴的调控机制，阐明其在侵

袭与转移中的关键作用，为深入理解LUAD发病机

制并制定新的治疗策略提供实验依据。

1  材料与方法

1.1  材料样本

本研究共纳入 30 例经术后病理确诊的肺腺癌

（LUAD）患者，收集其肿瘤组织（肿瘤组）及配对癌旁

肺组织（对照组）用于后续分析。所有标本均由华中

科技大学协和江北医院病理科提供，研究方案获该

院伦理委员会批准（伦理批号：LLSC2022042001），并

遵循《赫尔辛基宣言》原则。所有受试者或其法定代

理人均已签署书面知情同意书。

1.2  采用免疫组化法检测肿瘤组和正常组VCAN和

MMP9的表达

对组织切片进行脱蜡、水化、抗原修复和封闭。

切片与抗VCAN和MMP9的一抗在 4 ℃处理过夜，

次日，加入HRP标记的二抗室温反应30 min，DAB显

色，苏木精复染，梯度脱水后中性树胶封片，显微镜

下观察。VCAN和MMP9的表达位置为棕色或褐色

区域。使用组织化学评分（H-score）进行半定量分

析：H-Score(∑(pi × i) =（弱强度细胞百分比 × 1） +

（中等强度细胞百分比 × 2） +（强强度细胞百分比 × 

3）。式中 i表示阳性细胞等级划分，pi表示相应等级

的阳性细胞百分比。具体的评分标准：阴性无着色，

计0分；弱阳性淡黄色，计1分；中度阳性棕黄色，计2

分；强阳性棕褐色计3分。

1.3  细胞与试剂

人 LUAD NCI-H1975 和 A549 细胞购自美国

Proteintech公司，RPMI-1640 （PM150110）、胎牛血清

（164210）和青霉素-链霉素溶液（PB180120）均购自

Procell公司，CCK-8检测试剂盒购自上海碧云天生物

技术股份有限公司，RT-qPCR检测试剂均购自中国怡

森公司，放射免疫沉淀法（radio immunoprecipitation 

assay, RIPA）缓冲液（P0013B）、多聚甲醛（P0099）、结

晶紫（C0121）和 IHC实验的染色液BCA蛋白定量检

测试剂盒（P0012）均购自上海碧云天生物技术股份

有限公司，GAPDH、VCAN、MMP9抗体均购自美国

Proteintech公司，Transwell小室、人工基膜（Matrigel）

均购自美国康宁公司，VCAN沉默质粒、MMP9过表

达质粒、MMP9干扰质粒及所有对照质粒购自上海生

工公司，riboFECTTMCP转染试剂购自广州RiboBio有

限公司，二抗购自北京中山金桥生物技术有限公司。

1.4  细胞培养和转染、分组

NCI-H1975和A549细胞均用含10%胎牛血清和

1%青霉素-链霉素的RPMI 1640培养于37 ℃、CO2体

积分数为 5% 培养箱内。将对数期细胞在无血清

RPMI 1640培养基中培养 2 h 后，分别转染 VCAN

沉默质粒（si-VCAN 组）、空沉默质粒（si-NC 组）、

MMP9 过表达质粒（MMP9组）、空质粒（Vector 组）

和 MMP9 干扰质粒（si-MMP9组）。

1.5  采用CCK-8法测定NCI-H1975、A549细胞活力

细胞以5 × 104个/mL接种于96孔板中，每孔100 μL，

培养 0、24、48、72、96 h，随后，每孔加入 10 μL CCK-8

溶液，加湿培养箱内反应 2 h。然后使用微孔板阅读

器测量 450 nm处的光密度（D）值，以量化细胞增殖

活力。细胞活力 = （实验组 D 值 - 空白对照组 D

值）/（对照组D值 - 空白对照组D值） × 100%。

1.6  qPCR检测mRNA表达

用 TRIzol 试 剂 从 细 胞 中 提 取 总 RNA，用

SuperMix混合液反转录成 cDNA。随后，使用SYBR 

Master Mix 和相应引物序列进行 qPCR（表 1）。以

GAPDH为内参基因，用2−ΔΔCt方法计算目的基因的相

对表达量。

1.7  WB法检测蛋白表达

用适当体积的RIPA缓冲液裂解细胞，离心收集上

清液。使用BCA蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度。样品

在沸水中变性5 min，然后进行SDS-PAGE、转膜、封闭。

应用抗VCAN （1∶500）和MMP9 （1∶1 000）的一抗，在
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4 °C下温和搅拌处理过夜，加入二抗溶液，在室温下处

理60 min。用化学发光试剂显示蛋白条带，GAPDH作

为内参，用 ImageJ软件进行灰度分析定量。

表1  引物序列

基因名称

GAPDH 

GAPDH

VCAN

VCAN

MMP9

MMP9

序列（5'-3'）

F: TGTGGGCATCAATGGATTTGG

R: ACACCATGTATTCCGGGTCAAT

F: GTAACCCATGCGCTACATAAAGT

R: GGCAAAGTAGGCATCGTTGAAA

F: GCTACCACCTCGAACTTTGAC

R: TCAGTGAAGCGGTACATAGGG

目的基因

长度

116 bp

110 bp

161 bp

1.8  Transwell实验检测NCI-H1975和A549细胞的

迁移和侵袭能力

对于细胞侵袭实验，Transwell小室的膜上表面

需预先均匀涂布稀释的人工基膜，并使其在培养箱

中自然风干；而对于细胞迁移实验，Transwell膜则不

进行基底膜涂布。随后，向涂布好基质（或未涂布）

的每个小室上层加入 50 μL含 10 g/L牛血清白蛋白

的无血清培养基，培养30 min以进行重组。接着，将

NCI-H1975和A549细胞悬浮于无血清培养基中，制

备成细胞悬液，加入Transwell上室；下室则加入含胎

牛血清的培养基作为化学引诱剂。培养 24 h后，小

心擦去Transwell膜上层未穿过膜的细胞。然后，将

穿过膜的细胞用4%多聚甲醛固定20 min，并用结晶

紫溶液染色 15 min。最后，在显微镜下采集图像，计

数穿过膜的细胞数量。

1.9  划痕愈合实验检测NCI-H1975和A549细胞的

迁移能力

用记号笔在6孔板背面画水平线。随后，每孔接种

5 × 105个细胞。24 h后，用无菌的20 μL移液针尖垂直

于板底面标记线划痕，确保与参考线相交。然后用无

菌PBS轻轻洗涤细胞2~3次，去除移位的细胞，形成清

晰可见的间隙。加入新鲜培养基，培养24 h。显微镜

观察和图像采集评估伤口闭合。细胞迁移率 ＝ （原

划痕宽度 − 新划痕宽度）/原划痕宽度 × 100%。

1.10  统计学处理

所有实验至少独立重复 3 次。采用 GraphPad 

Prism 8.0软件进行统计学分析，两组间的比较采用 t

检验 ，两组以上的比较采用单因素方差分析

（ANOVA），然后进行Tukey事后检验。以P < 0.05或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  VCAN和MMP9在LUAD组织中高表达，且与

患者病情进展有关联

30例LUAD患者中，男性 8例、女性 22例，患者

的平均年龄为（60.83 ± 6.58）岁。12例LUAD患者处

于Ⅰ期，Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期患者均为 6例，各占 20%。20例

患者接受了化疗，10例患者接受了手术治疗。与癌

旁组比较，LUAD肿瘤组VCAN、MMP9 H-Score均升

高（均P < 0.001）。通过免疫组化染色发现肿瘤

Ⅰ组细胞数量及棕色面积较正常组明显增加

（P < 0.01 或 P < 0.001）。此外，在Ⅱ期 LUAD 患者

（肿瘤Ⅱ组）中，H-Score和棕色面积较肿瘤Ⅰ组显

著增加（均P < 0.001）。肿瘤Ⅲ组H-Score及棕色面

积较肿瘤Ⅱ组明显增加（均P < 0.01）。在肿瘤Ⅳ组

中，与肿瘤Ⅲ组相比，H-Score 和棕色面积显著增

加（P < 0.01或P < 0.001）（图1）。

2.2  沉默VCAN可抑制LUAD细胞的增殖

为了研究VCAN促进 LUAD进展的机制，通过

siRNA转染特异性抑制VCAN表达。与 si-NC组相

比，NCI-H1975和A549细胞中VCAN mRNA相对表

达量和蛋白表达水平均显著降低（图2A~C）（P < 0.01

或P < 0.001），证实VCAN在这些细胞中成功下调了

表达。随后，细胞活力测定结果（图 2D、E）显示，

在 NCI-H1975 和 A549细胞中，si-VCAN组的细胞存

活率低于 si-NC组（P < 0.01或P <0.001）。值得注意

的是，96 h 后两组细胞活力差异有统计学意义

（P < 0.01）。

2.3  沉默VCAN可抑制LUAD细胞的迁移、侵袭及

MMP9的表达

转染 24 h后，NCI-H1975和A549细胞中 si-VCAN

组的新划痕宽度均短于 si-NC组（图 3A、B）。此外，

与 si-NC 组相比，si-VCAN 组的相对迁移速率降低

（图 3E）（P < 0.001）。在 Transwell实验中，si-VCAN

组的迁移和侵袭细胞数量在 si-VCAN组中显著减少

（图 3C、F、D 和 G）（均 P < 0.01）。为了进一步研究

MMP9在LUAD细胞中的作用，根据前期的实验结果

检测了其表达水平。与 si-NC 组相比，si-VCAN 组

MMP9 mRNA和蛋白表达水平均显著升高（图3H~J）

（均P < 0.01）。

2.4  MMP9过表达可部分逆转VCAN沉默导致的细

胞表型改变

用 MMP9 过表达质粒转染 NCI-H1975 和 A549

细胞，与载体对照（Vector组）相比，MMP9组MMP9 

mRNA和蛋白表达水平均显著升高（P < 0.001）。这

表明MMP9转染成功。细胞活力测定（图4）显示，与

si-NC 组相比，干预 96 h 后，MMP9 组 NCI-H1975 和

A549细胞增殖、迁移、侵袭能力显著增加（均P < 0.01）。

此外，在干预后24至96 h，si-VCAN组在所有四组中
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始终表现出最低的细胞活力、迁移和侵袭能力。值

得注意的是，MMP9过表达可部分恢复VCAN沉默

导致的细胞增殖、迁移和侵袭能力的降低。通过

si-MMP9转染特异性抑制MMP9表达后，与Vector组

相比，NCI-H1975 和 A549 细胞中 MMP mRNA 相对

表达量显著降低（图 5A）（均P < 0.01），证实MMP在

这些细胞系中成功下调了表达；然而，NCI-H1975和

A549细胞中MMP9蛋白表达水平差异无统计学意义

（图 5B、C）（P > 0.05），这表明 MMP9 无法调控

VCAN。

A：免疫组化染色检测LUAD组织中VCAN和MMP9 的表达。红色箭头指示VCAN和MMP9的表达位置； 

B： Ⅰ-Ⅳ期VCAN和MMP9的H-score。**P < 0.01, ***P < 0.001。

图1    VCAN和MMP9在LUAD组织中高表达并与病情进展有关联

A：RT-qPCR检测VCAN mRNA表达；B、C： WB法检测VCAN蛋白表达；D：CCK-8法检测NCI-H1975细胞活力；E：CCK-8法检测

A549细胞活力。与 si-NC组比较，**P < 0.01, ***P < 0.001。

图2    沉默VCAN可抑制LUAD细胞的增殖
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A：划痕愈合实验检测NCI-H1975和A549细胞的迁移率；B：Transwell检测NCI-H1975和A549细胞的迁移；

C：Transwell检测NCI-H1975和A549细胞的侵袭；D：RT-qPCR检测MMP9 mRNA表达；E：WB法检测MMP9蛋白表达。

与 si-NC组相比，*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001。

图3    沉默VCAN可抑制LUAD细胞中MMP9的迁移、侵袭及表达

3  讨  论

本研究阐明了VCAN与MMP9在LUAD进展中

的关键作用，揭示沉默 VCAN 对 MMP9 驱动的

LUAD细胞行为的抑制效应，加深了对LUAD发病机

制的认识，也为靶向治疗提供了新思路。与正常组

织相比，LUAD组织中VCAN和MMP9显著升高且

与疾病进展呈正相关，与既往研究[17,28]一致，再次凸显

MMP9的核心地位。两者表达均与淋巴结转移及病

理分期密切相关：VCAN水平随转移性淋巴结数量增

加而升高[19]；MMP9介导的基底膜和血管壁穿透与转

移风险正相关[20]。HUANG等[21]及 FOUAD等[22]分别

在胃癌和乳腺癌中证实，VCAN或血清MMP-9与病

理分期正相关，提示它们可作为评估肿瘤侵袭性、转

移潜能及预后的指标。

值得注意的是，本研究首次证实LUAD中VCAN

与 MMP9 表达正相关，与宫颈癌 HCP5 沉默抑制

MMP9[23]及胃癌SIAH1过表达诱导MMP9[24]的发现

相符，揭示 ECM 组分与 MMP 间复杂的调控网络。

体外实验显示，沉默VCAN显著抑制LUAD细胞增

殖、迁移和侵袭，验证了WANG等[25]提出的LRRC45-

MMP9促癌轴；回复实验表明MMP9过表达仅能部

分逆转VCAN沉默效应，提示LUAD存在更复杂的

直接调控；四期连续模型显示Ⅰ期患者VCAN已升

高，为早期干预赢得时间窗。

机制层面，VCAN 既是 MMP9 底物，也可能通

过未知通路正向调控其表达及活性 [28-29]；VCAN

可激活 MMP9[32]。在某些病理条件下，如肿瘤侵

袭转移过程中，VCAN 与 MMP9 的共同上调可能

发挥重要作用 [33-34]。本研究中 ，干扰 VCAN 后，

NCI-H1975 和 A549 细胞 MMP9 基因及蛋白水平

明显下降（均P < 0.01），而 MMP9 沉默对 VCAN 无

明显影响（P > 0.05）；回复实验中 si-VCAN 可逆转

MMP9 过表达导致的增殖、迁移和侵袭增强，支持

VCAN→MMP9 轴在 LUAD 病 理 进 程 中 的驱动

作用。

沉默 VCAN 逆转 MMP9 过表达诱导的恶性表

型，提示靶向VCAN抑制MMP9介导进展的潜在价

值，与ALLEN等[35]报道的中性粒细胞MMP9-ECM重

塑相符。MMP9 通过降解 ECM[36]及 Axl 等信号通

路[18]促进侵袭；VCAN或直接与MMP9相互作用，或

通过信号通路间接调控其表达，细胞外囊泡亦可能

参与[37]。

此外，VCAN-MMP9 轴可能与 lncRNA HCP5-

miR-17-5p/HOXA7 轴介导的铁凋亡[38]及代谢重编

程、自噬等通路交叉作用，尚待验证。本研究局限在

于体外为主、机制未明、单中心样本量有限；未来需

动物模型、多中心合作及TCGA数据库扩大样本并阐
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明调控网络。尽管存在局限，本研究仍为LUAD诊

疗提供新见解：VCAN与MMP9可作为潜在生物标

志物，靶向 VCAN-MMP9 轴的小分子抑制剂或

siRNA可与现有疗法协同。单细胞测序及代谢-自噬

整合分析将深化对该轴在肿瘤异质性中作用的

理解。

综上，VCAN 与 MMP9 在 LUAD 显著上调且随

分期递增；沉默VCAN下调MMP9表达，抑制细胞迁

移和侵袭，最终抑制LUAD增殖。

A、B：WB检测MMP9蛋白表达；C：qPCR检测VCAN mRNA表达；D：CCK-8法检测NCI-H1975细胞活力；

E： CCK-8法检测A549细胞活力；F、G、H：划痕试验检测NCI-H1975和A549细胞的迁移率；I、K：Transwell检测NCI-H1975和

A549细胞的迁移数量；J、L：Transwell检测NCI-H1975和A549细胞的侵袭数量。*P < 0.05，**P < 0.01, ***P < 0.001。

图4    沉默VCAN可逆转MMP9过表达诱导的细胞增殖、迁移和侵袭

·· 859



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(8)

A：RT-qPCR检测MMP9 mRNA表达。B：WB法检测VCAN蛋白表达。与Vector组相比，***P < 0.001。

图5    沉默MMP9不改变LUAD细胞中VCAN的蛋白表达
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