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促进NF-κB活性
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活MMP-9, uPA和
PAI-1等蛋白水解
酶而增强胆管癌
细胞的侵袭力. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism of epidermal 
growth factor (EGF) in the promotion of human 
cholangiocarcinoma cell invasion.

METHODS: Invasion assay and cell proliferation 
assay were performed in human cholangiocar-
cinoma cell line HuCCT1 treated with different 
concentrations of EGF. Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western 
blot were used to detect the expression of ma-

trix metalloproteinases (MMPs), urokinase type 
plasminogen activator (uPA) and plasminogen 
activator inhibitor (PAI-1) in HuCCT1 cells. The 
activity of nuclear factor-kappa B (NF-κB) was 
determined by electrophoretic mobility shift as-
say (EMSA). After pretreatment with pyrrolidine 
dithiocarbamate or ibuprofen, the invasion of 
HuCCT1 cells was observed.

RESULTS: EGF treatment resulted in increased 
invasions of HuCCT1 cells in a dose-dependent 
manner (cell number as EGF at 10, 100 μg/L 
vs 0 μg/L: 35.4 ± 6.2, 57.2 ± 7.6 vs 16.3 ± 3.1; t = 
4.77, P = 0.009; t = 8.63, P = 0.001, respectively). 
However, EGF did not affect the proliferation 
in HuCCT1 cells. RT-PCR and Western blot 
showed that EGF dramatically increased the ex-
pression of MMP-9, uPA and PAI-1 mRNA and 
protein in HuCCT1 cells, but it did not change 
the expression of MMP-2. The activity of NF-κB 
was significantly increased after EGF treatment, 
while EGF-induced invasion of HuCCT1 cells 
was markedly inhibited by pretreatment with 
PDTC or ibuprofen (cell number: 46.6 ± 4.6 vs 
62.3 ± 5.2, t = 3.168, P = 0.037; 35.3 ± 5.4 vs 62.3 ± 
5.2, t = 6.30, P = 0.003).

CONCLUSION: EGF promotes the invasion of 
human cholangiocarcinoma cells, and the up-
regulation of MMP-9, uPA , PAI-1 and NF-κB 
activity is involved in this process.

Key Words: Epidermal growth factor; Matrix metal-
loproteinases; Urokinase type plasminogen activa-
tor; Plasminogen activator inhibitor; Nuclear factor-
kappa B; Cholangiocarcinoma; Invasion
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摘要
目的: 探讨表皮生长因子(EGF)诱导胆管癌细
胞侵袭力的相关机制. 
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方法: 检测胆管癌细胞株HuCCT1在EGF不同
浓度下的细胞侵袭力及细胞增殖情况; 采用
RT-PCR及Western blot分析方法, 检测基质金
属蛋白酶(MMPs)、尿激酶型纤溶酶原激活剂
(uPA)、纤溶酶原激活物抑制剂(PAI-1)在不同
EGF浓度下的基因和蛋白表达; 采用凝胶电泳
迁移率试验(EMSA)检测核转录因子(nuclear 
factor kappa B, NF-κB)在不同EGF浓度下的
活性; 并用NF-κB的 抑制剂PDTC和布洛芬
(ibuprofen)预先处理HuCCT1胆管癌细胞后, 
检测其对HuCCT1胆管癌细胞侵袭力的影响. 

结果: 随着EGF浓度的增加, 胆管癌细胞株
HuCCT1侵袭细胞数也随之增加, 具有明显的
浓度依赖性(EGF 10, 100 μg/L vs  0 μg/L: 35.4
±6.2 vs  16.3±3.1, t = 4.77，P  = 0.009; 57.2±
7.6 vs  16.3±3.1, t  = 8.63, P  = 0.001), 而EGF浓
度的变化对HuCCT1细胞的增殖无明显影响. 
EGF明显上调HuCCT1细胞中MMP-9、uPA和
PAI-1的mRNA和蛋白表达水平, MMP-2不受
影响. 随着EGF浓度的增加, NF-κB的活化明
显增强; PDTC和布洛芬明显抑制EGF诱导的
HuCCT1细胞侵袭力(46.6±4.6 vs  62.3±5.2, t 
= 3.168, P  = 0.037; 35.3±5.4 vs  62.3±5.2, t  = 
6.30, P  = 0.003).

结论: EGF能够增强胆管癌细胞的侵袭力, 其
增强的侵袭力可能是通过NF-κB信号传导路
径, 激活MMP-9, uPA和PAI-1等蛋白水解酶而
实现的.

关键词: 表皮生长因子; 基质金属蛋白酶; 尿激酶型

纤溶酶原激活剂; 纤溶酶原激活物抑制剂; 核转录因

子-κB; 胆管癌; 侵袭
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0  引言

胆管癌是以浸润性生长为其病理学特征 ,  其
早期向邻近组织侵袭和转移是导致手术难

以切除、预后差的主要原因 .  表皮生长因子

(epidermal growth factor, EGF)和EGF受体(EGF 
receptor)在胆管癌组织中高表达, 并且与胆管

癌发展相关 [1-3],  暗示E G F可能刺激胆管癌细

胞的侵袭, 促进其发展. 但是, EGF促进胆管癌

细胞侵袭的分子机制还不十分清楚 .  基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMPs)、

尿激酶型纤溶酶原激活剂(urokinase type plas-
minogen activator, uPA)和纤溶酶原激活物抑制

剂(plasminogen activator inhibitor, PAI-1)能够降

解基底膜及细胞外基质(ECM), 而使肿瘤细胞穿

过基底膜保护, 侵入周边组织, 其在肿瘤细胞侵

袭过程中起决定作用. 核转录因子-κB( nuclear 
factor kappa B, NF-κB)是转录调节蛋白质家族

的一员, 能够激活、调节MMPs、uPA和PAI-1的
转录, 促进细胞侵袭和转移[4-7]. 我们在人胆管癌

HuCCT1细胞株中, 研究EGF对HuCCT1细胞侵

袭力、NF-κB活性、MMP-2、MMP-9、uPA及

PAI-1蛋白表达的调节, 探讨EGF促进胆管癌细

胞侵袭增强的相关机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 HuCCT1细胞株由日本佐贺大学医学部

外科教研室惠赠. 细胞用含100 mL/L胎牛血清

的RPMI 1640培养基, 置于50 mL/L CO2, 37℃条

件下培养传代. 血清与RPMI 1640培养基均为美

国GIBCO公司产品. EGF购于Biomedical Tech-
nologies Inc. (Stonghton, MA).
1.2 方法 体外侵袭力检测在细胞培养器中进行, 
培养器中含有过滤器, 孔径大小为8.0 µm, 其
表面覆盖一层基膜, 浓度为250 µg/cm2, 室温下

过夜干燥. HuCCT1细胞经不同浓度EGF处理

24 h后, 用PBS溶液冲洗2次, 加到培养器的上

层, 细胞数为1×1010/L. DMEM作为诱导剂加入

下层. 经过16 h孵育后, 取出过滤器, 用甲醛固

定, 然后用棉签把上层细胞完全擦掉, Gimza染
色. 最后, 在光镜下计数从上层移到下层的肿瘤

细胞数. 将5个视野的平均细胞数定义为肿瘤细

胞的侵袭力. HuCCT1细胞在EGF作用下的生长

由WST-1增殖检测试剂盒测定(Takara, Kyoto, 
Japan), 方法参照说明书. 另用组织裂解液(Pierce
公司)裂解细胞, 然后用蛋白分析试剂盒(B io-
Rad, Hercules, CA)进行蛋白定量. SDS-PAGE
胶分离蛋白质, 于4℃转移到硝酸纤维膜上. 经
TBS浸泡10 min后, 用50 g/L脱脂奶粉TBS封
闭1 h; TBS漂洗, 加入一抗室温孵育1 h后TBS 
5 min漂洗3次, 加入二抗室温孵育1 h后TBS
洗膜后ECL显色压片. 细胞总RNA的提取采用

Trizol总RNA提取试剂盒(invitrogen公司). 电泳

鉴定RNA质量并在260 nm测其吸光度值. 所有

引物均经GenBank查询为目前已知基因特异性

引物序列. MMP-2: Sense 5'-ATGGCAAGGAG-
TACAACAGC-3', Antisense 5'-GCTGGTG-

■应用要点
本文结果表明NF-
κB抑制剂能够抑
制EGF所诱导的
胆管癌细胞侵袭
力, 具有临床应用
价值.
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CAGCTCTCATATT-3', 377 bp; MMP-9: Sense 
5'-TGGGCTACGTGACCTATGACAT-3', Antisense 
5'-GCC CAGCCCACCTCCACTCCTC-3', 172 bp; 
uPA: Sense 5'-AGAATTCACCACCATCGAGA-3', 
Antisense 5'-ATCAGCTTCACAACAGTCAT-3', 
474 bp; PAI-1: Sense 5'-ATGGGATTCAA-
GATTGATGA-3', Antisense 5'-TCAGTATAGTT-
GAACTTGTT-3 ', 452 bp; GAPDH: Sense 
5'-CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3', 
Antisense 5'-TCTAGACGGCAGGTCAGGTC-
CACC-3', 593 bp.  按第1链合成试剂盒说明进行

逆转录. PCR扩增条件: 变性95℃ 1 min, 退火

55℃ 1 min, 延伸72℃ 1 min, 循环25-30次. PCR

产物以20 g/L琼脂糖凝胶电泳检测, 长波紫外灯

下观测照相. 
凝胶电泳迁移率试验(electrophoretic mobil-

ity shift assay, EMSA): 细胞核蛋白的提取参照

Deryckere的方法[8]. 进行蛋白定量后, 取其10 µg
与γ-32P-ATP标记的电泳约2-3 h, 电泳结束后取

出凝胶, 在干胶机上80℃真空干燥30 min, 置于

-70℃冰箱中进行放射自显影, 5-6 h后洗片, 记
录结果.

统计学处理 所有实验数据以均数±标准差

表示, 组间比较采用t检验.

2  结果

随着EGF浓度的增加, HuCCT1侵袭细胞数也

随之增加, 具有明显的浓度依赖性(图1). 然而, 
EGF浓度的变化对HuCCT1细胞的增殖无明显

影响, 表明EGF能够促进HuCCT1细胞的侵袭能

力. EGF明显上调MMP-9、uPA和PAI-1 mRNA
和蛋白表达水平(图2), 而MMP-2未见受影响. 
随着EGF浓度的增加, NF-κB的活化明显增强

(图3), 表明NF-κB的活化很可能参与EGF诱导

的HuCCT1细胞侵袭. 我们预先用NF-κB抑制物

PDTC(pyrrolidine dithiocarbamate)和ibuprofen
分别处理HuCCT1细胞2 h. 结果显示, PDTC和
ibuprofen明显抑制EGF诱导的HuCCT1细胞侵袭

力(图4), 表明NF-κB与EGF诱导HuCCT1细胞侵

袭密切相关. 

图  1  EGF对HuCCT1细胞侵袭力的影响. A: 染色细胞为穿过
孔眼的侵袭细胞, 随着EGF浓度的增加, 侵袭的细胞渐多; B: 
5个视野的平均侵袭细胞数, bP＜0.01.
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■同行评价
本研究为胆管癌
细胞株体外侵袭
力及机制的探讨
性 研 究 ,  显 示 了
EGF浓度增加与
HuCCT1侵袭力
增强相关, 但细胞
增殖情况无改变, 
而EGF能显著提
高胆管癌细胞中
MMPa, MMP-9, 
uPA和PAI-1的表
达, 并提高NF-kB
的活性, 在用NF-
kB抑制物预处理
后 ,  E G F 导 致 的
细胞侵袭力未被
完 全 抑 制 ,  从 而
得出EGF可增强
胆管癌细胞的侵
袭 力 ,  其 部 分 可
能是通过NF-kB
信号传导途径激
活MMP-9, uPA和
PAI等蛋白水解酶
实现的结论. 本研
究内容与结论有
新意, 为深入研究
提供了依据. 
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3  讨论

肿瘤侵袭是一个多阶段过程, 包括细胞增殖、

吸附、运动及不同阶段酶的分泌[9]. 在这个侵

袭过程中, 细胞外基质酶解起关键作用. 许多蛋

白水解酶, 包括基质金属蛋白酶MMPs, uPA、

纤溶酶原激活物抑制剂(plasminogen activator 
inhibitor, PAI-1), 参与这个过程. MMP家族, 特
别是MMP-2和MMP-9, 不仅能降解基底膜, 并
且也能降解细胞外基质, 而使肿瘤细胞穿过基

底膜保护, 侵入周边组织, 其在肿瘤细胞侵袭过

程中起重要作用[10-14]. uPA催化纤维蛋白溶酶原

转化为纤维蛋白溶酶, 直接降解细胞外基质蛋

白, 同时激活MMP-2和MMP-9, 促进肿瘤细胞

的侵袭和转移[15]. PAI-1是uPA的一种抑制剂, 一
方面他与uPA/uPAR形成复合物, 从而抑制纤溶

酶系统的活性. 另一方面, 细胞对这种复合物产

生内吞效应, 使uPA在溶酶体内降解, uPAR再循

环到细胞表面, 这不但调节uPA的活性, 而且也

调节uPAR在细胞表面位置的变化, 适应细胞移

出过程中细胞表面uPA介导的蛋白溶解活动浓

度集中和活性区域变化的需要, 从而促进肿瘤

细胞的侵袭和转移[16-21]. 我们的结果显示, 随着

EGF浓度的增加, HuCCT1的侵袭细胞数逐渐增

加, 而增殖情况无明显改变. 可见, EGF能够增

强HuCCT1细胞的侵袭力, 并且EGF促进胆管

癌细胞侵袭不是由细胞增殖引起的. 而单独肿

瘤细胞运动的改变不能引起有效的邻近组织侵

袭, 所以, EGF促进胆管癌细胞侵袭一定存在其

他机制, 其可能是由细胞外基质酶解引起的. 我
们将不同浓度的EGF加入HuCCT1细胞培养基

中, 从mRNA和蛋白两个水平检测EGF不同浓度

下HuCCT1细胞中MMP2, MMP-9, uPA和PAI-1
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图  2  EGF对HuCCT1细胞MMP-9, MMP-2, uPA和PAI-1表达
的影响. A: RT-PCR; B: Western blot.
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的表达情况, 发现EGF显著提高HuCCT1细胞中

MMP-9, uPA和PAI-1的表达, 而MMP2未受影响. 
表明EGF增强HuCCT1细胞的侵袭力是通过提

高MMP-9、uPA和PAI-1的表达实现的. 
NF-κB是调节转录因子. 正常情况下, NF-

κB存在于细胞质中, 与抑制蛋白单体ⅠκB结

合而无活性. 当受到细胞外刺激作用, NF-κB与
ⅠκB分离, NF-κB复合体进入细胞核,与特定包

含κB的靶基因结合, 调节与细胞应答相关的基

因表达, 包括肿瘤细胞侵袭和转移, 如MMP-9, 
MMP-2, uPA和PAI-1[22-23]. 许多研究表明, NF-
κ B信号传导通路在肿瘤的浸润转移过程中发

挥重要的作用, 特别是他能够调控MMP-9, uPA
和PAI-1蛋白的表达[24-27]. 本结果显示, EGF可以

提高NF-κB的活性. 提示EGF激活MMP-9, uPA
和PAI-1, 增强HuCCT1细胞的侵袭力可能是通

过NF-κB信号传导通路实现的. 为了进一步证

实由EGF引起的肿瘤侵袭上调可能是通过增加

NF-κB的活性实现的, 我们用NF-κB抑制剂做细

胞侵袭力检测, 发现用NF-κB的抑制物PDTC和
ibuprofen预处理HuCCT1细胞后, EGF导致的细

胞侵袭力明显受到抑制, 但EGF导致的细胞侵袭

力没有完全被抑制. 这说明EGF对细胞侵袭的

刺激效应与NF-κB活性有关, EGF激活MMP-9, 
uPA和PAI-1, 增强HuCCT1细胞的侵袭力可能一

部分是通过NF-κB信号传导通路实现的. 通过本

实验研究, 明确了EGF促进胆管癌细胞侵袭的分

子机制, 为胆管癌侵袭、转移的预防、治疗提

供理论依据.
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国际肝胆胰协会中国分会第二届全国学术研讨会

暨第三届全国普通外科主任论坛通知

本刊讯  第二届国际肝胆胰协会中国分会学术会议将于2006-10在武汉举行.

在各方面的大力支持下, 国际肝胆胰协会中国分会第一届学术研讨会已于2004-12在武汉成功举办, 与会

代表一千余人, 中国人大副委员长吴阶平院士、国际肝胆胰前主席刘允怡教授、Jim Tooli教授, 国际肝胆胰协

会侯任主席Büechler教授和欧洲肝胆胰协会主席Broelsch教授等亲自到会. 会议受到国内外专家及到会代表的

一致赞赏, 并受到国际肝胆胰协会的通报好评, 会议取得巨大成功.

第二届会议将邀请国外和国内著名专家做专题讲座, 针对国际国内肝胆胰外科进展及近年来的热点、难

点问题进行讨论; 并交流诊治经验, 推广新理论、新技术、新方法, 了解国内外肝胆胰疾病诊断、治疗发展趋

势; 同时放映手术录像. 大会热烈欢迎全国各地肝胆胰领域的内科、外科、影像科各级医师以及科研人员积极

投稿和报名参加. 

会议同时召开第三届全国普外科主任论坛, 因此也欢迎从事医疗卫生管理的各级医院正、副院长及正、

副主任积极投稿和报名参加.

本次会议已列入2006年国家级继续医学教育项目, 参会代表均授予国家级继续医学教育学分10分.

来稿要求: 寄全文及500-800字论文摘要, 同时寄论文的软盘一份或发电子邮件. 以附件的形式发送至

chenxp@medmail.com.cn, 也可将稿件打印后寄至: 武汉市解放大道1095号, 武汉华中科技大学附属同济医院肝

胆胰外科研究所张志伟、黄志勇副教授(收), 邮编: 430030; 联系电话: 027-83662599.


