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Abstract
AIM: To investigate the effect of laminin (LN)-
integrin α6 interaction on the phenotype changes 
after adherent junctions between hepatocellular 
carcinoma (HCC) cel l l ine BEL-7402 and 
extracellular matrix.

METHODS: BEL-7402 cells were routinely cul-
tured on LN or bovine serum albumin (BSA) 
matrix. The effect of anti-integrin α6 monoclonal 
antibody on cell phenotypes after adherent junc-
tions was examined. The expression of integrin 
α6 was detected by immunocytochemistry. Acid 
phosphatase analysis was used to examine the 
adhesion rate. Cell proliferation was examined 
by BrdU kit. Galatin zymography was use to 
measure the matrix metalloproteinases secreted 

by BEL-7402 cells, and Boyden Chambers to cell 
invasive ability.

RESULTS: Cultured BEL-7402 cells had posi-
tive staining of anti-integrin α6 monoclonal 
antibody. The adhesion rate of BEL-7402 cells 
was increased markedly, but was significantly 
decreased after treatment with anti-integrin α6 
antibody (104.4% vs 187.2%, P < 0.05); mean-
while, the invasive ability of BEL-7402 cells was 
obviously lowered (transmembrane cell num-
ber: 88.7 ± 9.9 vs 103.2 ± 16.5, P < 0.01). Galatin 
zymography found that the types and amount 
of the secreted matrix metalloproteinases were 
remarkably increased after adherent junctions, 
but were notably decreased after anti-integrin 
α6 antibody was added.

CONCLUSION: Interaction between LN and in-
tegrin α6 may regulate human HCC cell pheno-
types of proliferation and invasion, which may 
lower the metastatic potency of tumor cells.
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摘要
目的: 以整合素α6单抗阻断肝癌细胞与细胞
外基质层黏连蛋白(laminin, LN)的相互作用, 
观察肝细胞肝癌在与细胞外基质发生黏附之
后所引起的细胞表型的变化. 

方法: 以LN作为细胞外基质, 牛血清白蛋白
(bovine serum albumin, BSA)为对照基质, 常
规培养人肝细胞癌细胞系BEL-7402细胞; 以
整合素α6单抗作用后检测细胞黏附于LN之后
的变化; 免疫细胞化学检测BEL-7402细胞整
合素α6的表达; 酸性磷酸酶法检测细胞在不
同基质上的黏附率; 采用BrdU试剂盒检测细

®

■背景资料
原发性肝细胞癌
恶性度较高, 较早
即发生肝内外转
移. 黏附在转移过
程中是非常关键
的, 癌细胞在黏附
发生中会伴随细
胞表型的改变, 从
而更有利于转移
的发生, 而整合素
介导的细胞黏附
对于肿瘤的发生
和迁移过程是关
键的.

■同行评议者
王广义, 教授, 吉
林大学第一医院
普外科
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胞的增殖变化; Boyden小室检测细胞迁移及
侵袭能力; 明胶酶谱法检测细胞基质金属蛋
白酶的分泌.  

结果: 免疫细胞化学染色显示BEL-7402细胞
胞膜及胞质有整合素a6的强染色. 细胞在LN
基质上的黏附率较对照组明显增加, 而以整合
素a6抗体作用后细胞黏附率明显下降(104.4% 
vs  187.2%, P <0.05). 经整合素a6抗体阻断后, 
BEL-7402细胞侵袭能力明显下降(穿膜细胞
数: 88.7±9.9 vs  103.2±16.5, P <0.01). 明胶酶
谱法检测发现细胞黏附于细胞外基质后基质
金属蛋白酶种类及分泌量明显增加, 加入整合
素a6抗体后基质金属蛋白酶的分泌明显受到
抑制.

结论: 阻断整合素α6与细胞外基质LN的相互
作用可能会降低肿瘤细胞的转移潜能.

关键词: 肝细胞癌; 整合素; 层黏连蛋白; 黏附; 侵袭
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0  引言

原发性肝细胞肝癌是一种恶性度高、较早即发

生肝内及肝外转移的肿瘤, 预后远较其他癌症

差, 早期侵袭转移是重要因素之一[1]. 在肿瘤侵

袭进程中, 必须成功地完成3个过程: 降解细胞

外基质(extracellular matrix, ECM)蛋白、离开

ECM转移到别处、黏附ECM生长[2]. 癌细胞的

迁移取决于细胞对外周基质的降解及黏附过程, 
探讨癌细胞黏附过程中细胞表型的变化对于研

究癌细胞的转移机制具有重要意义. 整合素属

于细胞表面的黏附分子类, 其亚单位整合素α6
作为ECM主要成分之一-LN的受体, 与肿瘤的

发生、发展和转移有着非常密切的关系. 正常

肝细胞不表达整合素α6及LN, 而在大多数肝癌

中可以检测到α6b1在细胞表面连续分布而且明

显的与LN共表达, 许多研究表明高表达的整合

素α6 mRNA预示着肝癌的高度恶性、高转移

性和预后不良[3]. 整合素介导的细胞黏附对于

如胚胎发育、肿瘤发生和迁移等生理和病理过

程是关键的[4], 整合素与LN的相互作用对于肝

癌细胞黏附过程中细胞表型的变化是重要的, 
但调节机制还不清楚, 本研究利用肝癌细胞系

BEL-7402对此进行了初步的探讨. 

1  材料和方法

1.1 材料 Bel-7402人肝癌细胞系为本室常规传

代培养. RPMI 1640为Gibco产品; 抗整合素α6
抗体GoH3购自Chemicon; ABC法免疫组化检测

试剂盒购自Santa Cruz公司; BrdU检测试剂盒

购自Chemicon公司. 主要制品: LN、人工基膜

(Matrigel)及下室趋化因子、Boyden小室均由北

京大学医学部细胞学系制备及惠赠.
1.2 方法 细胞在含100 mL/L胎牛血清的RPMI 
1640培养基, 50 mL/L CO2培养箱内, 37℃培养. 
将基质LN以40 mg/L, Matrigel 0.4 g/L, 1 mL/cm2

表面积的量加至培养板或培养瓶, 4℃包被过

夜, 50 g/L BSA于37℃封闭40 min. 无血清RPMI 
1640漂洗3次后备用. 对照组不加基质而仅以

50 g/L BSA封闭. 培养的单层细胞经预冷并PBS
漂洗后, 加入细胞裂解液, 用细胞刮棒把细胞集

中, 经4℃ 12 000 g离心2 min去除细胞骨架成

分, 取上清. BEL-7402细胞在含100 mL/L小牛

血清的RPMI 1640中培养, 取其细胞制成适当浓

度的细胞悬液滴微孔板, 37℃, 50 mL/L CO2培

养箱培养5-7 h. 待细胞铺展后, 4℃甲醇∶丙酮

(1∶1)固定5-7 min; 抗整合素α6单抗为一抗, 阴
性对照加PBS, 加EnVision反应液, 常规DAB显
色, 镜检. 取状态良好的Bel-7402细胞, 制成细

胞悬液, 每100 μL稀释液中含细胞8000个, 加入

基质包被的96孔板中, 100 μL/孔, 实验组加整合

素α6单抗(1∶100), 对照组以PBS代替, 37℃ 50 
mL/L CO2孵育1 h. 用无血清培养基100 μL/孔
轻柔漂洗3次以除去未黏附的细胞, 加入酸性磷

酸酶底物应用液(0.2 mol/L乙酸钠缓冲液中含

2 mL/L TritonX-100、20 mmol/L硝基苯磷酸盐, 
pH5.5)100 μL/孔, 37℃ 2 h, 加入1 mol/L NaOH 
10 μL/孔终止反应, 室温放置10 min, 用全自动

酶标仪在405 nm处检测每孔的光吸收值. 计算

公式: 黏附率% = (实验组细胞A值/BSA组细胞

A值-1)×100%. 制备细胞悬液, 浓度为5×104个

细胞/mL, 将细胞加入包被不同基质的96孔板, 
100 μL孔, 置于50 mL/L CO2培养箱中于37℃培

养. 培养12 h后按照Brdu细胞增殖检测试剂盒中

的步骤进行检测. 每组设4复孔作为平行样. 收
集细胞培养液离心后以细胞数为依据调整体

积, 进行SDS-PAGE电泳; 电泳结束后, 将胶置于

25 mL/L Triton X-100液中室温摇动1 h. 然后将

胶浸于酶孵育液中(50 mmol/L Tris-HCl(pH7.8), 
150 mmol/L NaCl, 5 mmol/L CaCl2), 37℃摇18 
h; 考马斯亮蓝染色(5 g/L考马斯亮蓝R-250, 300 

■研发前沿
细胞的黏附对于
肿瘤细胞的迁移
非常重要, 此过程
中LN及其整合素
a6受体的作用也
非常关键, 受体在
肿瘤进展和播散
中可以改变肿瘤
的侵袭表型. 针对
肿瘤细胞表面受
体表达的变化开
发新的药物可能
会成为肿瘤防治
的新途径.

■创新盘点
本文利用肝细胞
癌细胞系 ,  以LN
作为ECM, 研究
肝细胞肝癌在与
LN发生黏附过程
中细胞增殖、侵
袭表型的变化以
及细胞分泌基质
金属蛋白酶的改
变, 探讨肝癌细胞
转移的机制.
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mL/L甲醇, 100 mL/L冰乙酸)后脱色(300 mL/L
甲醇, 100 mL/L冰乙酸)至蓝色背景下的透明

条带显出. 参照Albini et al [5]的体外侵袭实验方

法. Bel-7402细胞分组制备细胞悬液, 浓度为35 
万个/mL, 安装好Boyden Chamber, 在Matrigel凝
胶上加入细胞悬液200 μL, 置于50 mL/L CO2培

养箱中于37℃培养18 h. 将膜固定后, 苏木精染色, 
镜下观察. 每张膜随机选取5个高倍视野, 计数穿

过聚碳酸酯膜的细胞数, 每组细胞设3个复孔.
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 数

据处理用SPSS11.0统计软件, 与对照组比较用t
检验, P <0.05为差异具有显著性统计学意义.

2  结果

2.1 Bel-7402细胞整合素α6的表达 Bel-7402细胞

为贴壁培养细胞, 以抗整合素α6单抗为一抗, 对
人肝癌细胞系BEL-7402细胞染色显示, 该抗体

与BEL-7402细胞呈强阳性反应. 在接近细胞核

的一侧可见刷状着色, 细胞膜有明显带状棕色

染色(图1). 
2.2 细胞黏附实验 酸性磷酸酶法检测细胞黏

附的结果表明: B E L-7402肝癌细胞的黏附以

405 nm的A值表示, 在LN基质上A值为0.856; 在
无基质包被的A值为0.298, 二者相比较差异有

显著意义(P <0.05). 用抗整合素α6单抗10 mg/L
作用后二者的黏附细胞均有减少, A值分别为

0.370和0.181, 与抗体作用前相比较有显著性

差异(P <0.05). LN组黏附率为187.2%, 抗体组为

104.4%, 黏附率明显下降, 两者相比差异有显著

意义(P <0.05).
2.3 B o y d e n小室检测B e l-7402细胞的侵袭 
Bel-7402细胞穿过Matrigel发生侵袭的细胞数分

别为每高倍视野103.2±16.5个, 抗整合素α6单
抗10 mg/L作用后为88.7±9.9个, 穿膜的细胞数

明显减少, 有显著性差异(P <0.01, 图2).

2.4 基质金属蛋白酶(matrix metalloproiteinases, 
M M P s)分泌的影响  利用明胶酶谱分析检测

BEL-7402细胞MMPs分泌的影响, 可以看出: 细
胞在黏附过程中, 没有LN铺板的BEL-7402细胞

有两条明显条带; 而细胞在LN基质上孵育48 h
后, 条带明显增多、加深; 而加入抗体后只有94 
kDa的条带, 其余条带消失. 表明抗整合素α6单
抗抑制了肝癌细胞产生及分泌多种基质金属蛋

白酶(图3).

3  讨论

肝癌是我国常见恶性肿瘤之一, 目前对该病的

图  1  整合素α6在Bel-7402细胞的表达(×200).

图  2  Boyden小室检测Bel-7402细胞的侵袭能力(×400). A: 

整合素α6单抗组; B: PBS组.

A

B

图   3   明 胶 酶 谱 分 析 B E L - 7 4 0 2 细 胞 M M P s 的 分 泌 .  1 : 

BEL-7402细胞在BSA包被的培养液上清; 2: BEL-7402细胞

在LN包被板中的培养液上清; 3: BEL-7402细胞在LN包被

板中与抗整合素α6单抗共同孵育后的培养液上清. 

94 kDa

67 kDa

43 kDa

1                 2                3

■应用要点
本文对于肝癌的
转移和侵袭提供
了新的证据, 为肝
细胞癌的治疗提
供了理论依据.
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病因及发病机制认识尚不清楚. 肿瘤的转移是

一个多阶段复杂的过程 ,  包括肿瘤细胞的脱

落、迁移、黏附和生长等. 其中细胞黏附在癌

细胞侵袭转移过程中, 发挥着重要作用. 细胞黏

附可分为两类: 一是细胞-细胞黏附, 二是细胞-
基质黏附. 当肿瘤细胞发生转移时, 肿瘤细胞离

开基质进入循环, 必须黏附于ECM才能在其他

部位转移生长, 因此抑制黏附的过程可能是阻

断肿瘤转移的有效手段. 肿瘤的发生、发展是

细胞ECM与共同参与的多步骤的过程, LN是各

种基膜的主要成分, LN整合素族受体中α6b1及
α6b4是最主要的单特异性受体. 整合素α6为跨

膜糖蛋白, 由α和b亚单位组成异二聚体, 可以

介导细胞与细胞、细胞与ECM间的识别与结

合, 并进一步激活细胞内信号系统和/或引起细

胞骨架成分的重新组装, 从而影响细胞的基因

表达和各种生物学行为[6]. 有报道LN可以促进

黏附连接, 并可以促进细胞聚集, 其间有大量的

黏附分子表达上调, 但机制不清[7]. 我们利用免

疫细胞化学检测肝癌细胞系BEL-7402整合素

α6的表达, 结果呈强染色, 染色部位在胞膜及胞

质. 为进一步探讨整合素α6-LN相互作用对肝细

胞癌在黏附过程中细胞表性的改变, 我们利用

BEL-7402细胞在LN及对照BSA包被的基质上

培养, 用抗整合素α6单抗阻断α6受体与LN基质

的结合, 检测了BEL-7402增殖、侵袭等多种表

型的改变. 
肝癌与整合素α6有着密切的关系, 在肝细

胞癌变发生中, 大多数可以检测到α6b1, 表达水

平与患者的预后呈负相关[8]. BEL-7402细胞黏

附实验发现细胞在LN上的黏附率明显高于对照

组, 细胞增殖明显增加; 在以抗整合素α6单抗进

行阻断时, 其黏附和增殖明显受到抑制. 肿瘤细

胞的侵袭依赖于细胞的迁移和ECM蛋白的水解, 
肿瘤细胞在时间和空间上对ECM沉积和降解的

有序调控是其实现转移过程的关键. MMPs是降

解ECM的主要酶类, 参与了肿瘤转移过程中的

多个步骤, 在原位和转移部位都可以促进肿瘤

的生长. 据报道MMPs的表达水平和活性与多种

肿瘤细胞的侵袭和转移潜能正相关, 而ECM作

为MMPs的底物又可以通过与细胞表面整合素

受体相结合, 调节MMPs的分泌. 肝癌组织中产

生MMPs的细胞是肝间质细胞和肝癌细胞[9], 本
实验中发现BEL-7402细胞可以分泌MMPs, 在无

LN基质时, 只有少量分泌; 而在以LN为基质时, 

MMP种类和分泌量明显增加, 说明LN可以促进

肝癌细胞MMP的分泌, 且其活性增强. 但当细胞

与整合素α6单抗共同孵育后, MMP的分泌明显

受到了抑制, 只显示有一条MMP条带, 提示肝癌

细胞在LN基质作用下MMPs的分泌增多是通过

α6b1介导的. 
有文献报道[10]肝癌组织分泌活化型MMP2、

活化型基质溶酶和膜型MMP-1等参与肝癌的转移, 
而且与肝癌的肝内、外转移及术后1年复发率

等临床指标相关. 肿瘤细胞穿过铺板的Matrigel
的能力与他们在动物体内迁移的能力一致, 肿
瘤细胞在穿过基底膜的侵袭过程中会变得更

具侵袭性, 在一些肿瘤细胞已有显示LN诱导了

MMP2的升高, LN促进迁移扩散的机制之一是

诱导蛋白裂解活动[11]. 因此我们进一步进行了

BEL-7402细胞的体外侵袭实验. 结果发现, 整合

素α6单抗可以明显抑制细胞的侵袭能力, 穿膜

细胞数明显减少, 推断整合素α6在肝癌组织的

高表达促进MMPs的分泌, 进而促进了肝癌细胞

实现肝内侵袭生长和向远处器官的转移. ECM
是一种连接组织成分的混合物 ,  包括胶原、

LN、蛋白多糖及其他分子, 基底膜蛋白的表达

与多种肿瘤的病理分型和肿瘤侵袭的程度有关, 
因此在肿瘤的黏附和侵袭过程种可能还会有其

他黏附分子及ECM的参与, 还需要进一步的研

究. 本研究为肝细胞癌的侵袭和转移提供了新

的证据, 阻断LN-整合素α6的相互作用可以抑制

BEL-7402细胞的黏附和增殖, 并降低侵袭潜能. 
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