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Abstract
AIM: To determine the expression of protease 
ac t iva ted receptor -2 (PAR-2) in human 
esophageal cell line EC109, and to evaluate the 
effects of PAR-2 activation on cell invasion and 
migration. 

METHODS: The expression of PAR-2 protein 
and mRNA in EC109 cells was determined by 

immunocytochemistry and reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR), respective-
ly. Methyl thiazol tetrazolium (MTT) assay, cell 
invasion and migration assay, semi-quantitative 
PCR and zymographic analysis were performed 
to examine whether endogenous PAR-2 acti-
vator trypsin and PAR-2 activating-peptide 
SLIGKV could alter cell proliferation, invasion, 
migration, and matrix metalloproteinase (MMP) 
production. 

RESULTS: Both PAR-2 mRNA and protein were 
expressed in EC109 cells. PAR-2 mRNA was up-
regulated in cells treated with trypsin or PAR-
2-activating peptide SLIGKV (0.781 ± 0.045 and 
0.653 ± 0.029 vs 0.491 ± 0.032, both P < 0.01), but 
not in those treated with control peptide VKG-
ILS (P > 0.05). Trypsin and SLIGKV promoted 
the proliferation of EC109 cells in a dose- and 
time-dependent manner. No significant differ-
ence was noted in cell proliferation between un-
treated cells and cells treated with control pep-
tide VKGILS. Treatment with trypsin or SLIGKV 
significantly increased the number of EC109 
cells that passed through the Millicell inserts in 
the migration assay (72.5 ± 9.2 vs 31.6 ± 6.6, and 
59.4 ± 8.7 vs 36.2 ± 9.8, both P < 0.01). Compared 
with untreated cells and cell treated with con-
trol peptide, trypsin and SLIGKV significantly 
increased the mRNA expression (0.719 ± 0.034 vs 
0.341 ± 0.032, and 0.466 ± 0.042 vs 0.370 ± 0.021, 
both P < 0.01) and gelatinolytic activity (75.6 ± 6.1 
vs 44.9 ± 4.2, and 60.4 ± 4.6 vs 39.3 ± 5.2, both P < 
0.01) of MMP-9.

CONCLUSION: PAR-2 is expressed in EC109 
cells. PAR-2 activation may be able to promote 
the invasion and metastasis of human esopha-
geal carcimoma cells by stimulating MMP-9 pro-
duction. 
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■背景资料
蛋 白 酶 激 活 受
体-2(PAR-2)是一
种细胞膜表面受
体, 属于与G蛋白
相耦联的蛋白酶
激活受体超家族
成员, 广泛分布于
各个系统和组织
中 .  大 量 研 究 表
明, PAR-2在多种
消化系肿瘤及其
微环境中都有表
达 ,  与 肿 瘤 的 增
殖、侵袭和转移
密切相关. 

■同行评议者
杨建民, 教授, 浙
江省人民医院消
化内科
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cells EC109. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(13): 
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摘要
目的: 探讨人食管癌细胞株EC109蛋白酶激活
受体-2(PAR-2)的表达, 以及内源性PAR-2激动
剂胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV对该细胞
侵袭转移的影响及其可能的分子机制.

方法: 采用RT-PCR法和免疫细胞化学染色法
检测EC109细胞中PAR-2 mRNA及蛋白的表
达情况; 胰蛋白酶和SLIGKV对细胞施加干预
后, MTT法检测细胞增殖情况, Transwell小室
法检测细胞侵袭和迁移能力的变化, RT-PCR
法检测PAR-2、MMP-2/MMP-9 mRNA表达的
变化, 明胶酶谱法检测MMP-2、MMP-9明胶
酶活性的变化.   

结果:  食 管 癌 细 胞 E C 1 0 9 在 胰 蛋 白 酶 和
SLIGKV刺激后, PAR-2 mRNA表达较对照
组显著上调(0.781±0.045、0.653±0.029 vs  
0.491±0.032, 均P <0.01); 胰蛋白酶在1-10 
nmol/L、SLIGKV在1-50 μmol/L时可促进细胞
增殖(P<0.01或0.05), 呈剂量依赖性; Transwell
小室实验中胰蛋白酶组及SLIGKV组的细胞侵
袭和迁移能力显著高于对照组及反肽组(72.5
±9.2、59.4±8.7 vs  31.6±6.6、36.2±9.8, 均
P <0.01); 胰蛋白酶及PAR-2激动肽作用后细
胞MMP-9 mRNA的表达量明显高于对照组及
反激动肽组(0.719±0.034、0.466±0.042 vs  
0.341±0.032、0.370±0.021, 均P <0.01), 细胞
水解明胶的能力也明显高于对照组及反激动
肽组(75.6±6.1、60.4±4.6 vs  44.9±4.2、39.3
±5.2, 均P<0.01). 而对MMP-2的mRNA表达和
水解明胶的能力无明显影响(P>0.05).  

结论: 食管癌EC109细胞表达PAR-2受体, 且
内源性PA R-2激动剂胰蛋白酶和PA R-2激
动肽SLIGKV可能通过激活PAR-2受体上调
MMP-9表达, 进而促进食管癌细胞侵袭转移.

关键词: 蛋白酶激活受体2; 胰蛋白酶; 食管癌; 侵袭
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0  引言

食管癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一, 进展
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较快, 易发生淋巴结转移, 预后较差, 这与其高

度的恶性生物学行为有关. 其中侵袭和转移是

癌细胞最具特征性的生物学恶性特点, 与预后

密切相关. 因此进一步研究食管癌细胞侵袭转

移的潜在分子机制对寻找新的治疗方法具有

重要意义. 蛋白酶激活受体-2(proteinase-actived 
receptors 2, PAR-2)是细胞膜上的一种G蛋白

偶联受体 ,  胰蛋白酶是该受体的天然激动剂 , 
PAR-2在多种消化系肿瘤中都有表达, 且强度高

于正常组织细胞, 与肿瘤的增殖、侵袭和转移

密切相关. 已有研究表明食管癌组织表达PAR-2
受体[1], 然而关于PAR-2受体及其内源性激动剂

胰蛋白酶是否参与食管癌侵袭转移的机制目前

尚未见报道. 本研究中, 我们体外培养人食管癌

细胞株EC109, 通过RT-PCR和免疫细胞化学的

方法研究了EC109细胞中PAR-2受体的表达水

平, 以及PAR-2受体活化对EC109细胞侵袭转移

的影响, 为新型抗癌药物的开发及治疗提供了

一定的实验依据及理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 优质胎牛血清购自中国医学科学院天

津血液学研究所; RPMI 1640培养基购自Gibco公
司; 胎牛血清(FBS)购自中国医学科学院天津血

液学研究所;  PAR-2多克隆抗体购自Santa Cruz
公司; 链霉素抗生物素蛋白-过氧化酶(SP)免疫

组织化学试剂盒、D A B显色试剂盒购自福州

迈新生物科技开发公司; TRIzol购自Invitrogen
公司; PCR marker、RT-PCR试剂盒购自大连宝

生物公司; PAR-2激动剂(SLIGKV)和反PAR-2
激动肽(VLGILS)均由美联(西安)生物科技有

限公司合成; Matrigel胶购自BD Biosciences公
司、Transwell小室购自Millipore公司、PAR-2, 
MMP-2, MMP-9, 引物均合成自Invitrogen生物技

术公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养及实验分组: 选用含100 mL/L 
FBS的RPMI 1640完全培养基, 置于37 ℃、50 
mL/L CO2的孵箱(相对湿度为95%)中培养. 待细

胞长满培养瓶底部70%-80%时, 用0.25%胰蛋白

酶: 0.03% EDTA(1∶1)消化传代, 取对数生长期

细胞用于实验. MTT实验, 设对照组(以培养基代

替药物)、胰蛋白酶组(浓度分别为0.1, 1, 10, 100 
nmol/L)、SLIGKV组(浓度分别为5, 25, 50, 100 
μmol/L)、VKGILS-NH2组(浓度分别为5, 25, 50, 
100 μmol/L). RT-PCR、Western blot、细胞迁移
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■研发前沿
食管癌侵袭转移
是 影 响 患 者 预
后 的 主 要 因 素 . 
PAR-2在食管癌
组织中表达, 且表
达部位主要分布
于食管腔内, 可被
十二指肠胃食管
反流液中的胰蛋
白酶激活发挥生
物学效应 .  因此 , 
研究PAR-2在食
管癌细胞增殖、

侵袭转移中的作
用对阐明食管癌
发生、发展机制
作用重大.
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和侵袭实验、明胶酶谱实验分组为对照组、胰

蛋白酶组(10 nmol/L)、SLIGKV组(50 μmol/L)、
VKGILS-NH2组(50 μmol/L). 加药前应换无血清

RPMI 1640培养液培养24 h使细胞周期同步化. 
1.2.2 免疫细胞化学检测PAR-2的蛋白表达: 在
预先放有盖玻片的6孔板中每孔接种1.0×105个

细胞, 37 ℃培养24 h, 细胞融合达60%左右, 取出

盖玻片, 用预冷的1∶1混合的甲醇∶丙酮固定, 
3%过氧化氢去除内源性过氧化氢酶的作用, 正
常山羊血清封闭液室温封闭10 min, 滴加1∶100
稀释的羊抗PAR-2多克隆抗体(阴性对照加PBS), 
4 ℃孵育过夜, 滴加生物素标记的二抗, 37 ℃孵

育10 m in, 滴加辣根酶标记的链霉卵白素37 ℃
孵育10 min, DAB显色, 苏木素复染, 封片并在显

微镜下观察照相. 
1.2.3 RT-PCR: 采用TRIzol试剂从EC109细胞中

提取总RNA, 并检测RNA的含量和纯度(A 260/
A 280为1.8-2.0). 以1%琼脂糖凝胶电泳鉴定其完

整性(28S和18S RNA条带比值≥2.0). 用1 μg
细胞总RNA进行逆转录, 条件如下: 30 ℃ 10 
min, 42 ℃ 30 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 min. 应用

Omiga2.0设计PAR-2的引物序列, 内参照β-actin, 
引物序列如下: PAR-2(FP: 5'-AGA AGC CTT 
ATT GGT AAG GTT-3', RP: 5'-AAC ATC ATG 
ACA GGT CGT GAT-3', 扩增片段为582 bp); 
MMP-2(FP: 5'-CAG GCT CTT CTC CTT TCA 
CAA C-3', RP: 5'-AAG CCA CGG CTT GGT 
TTT CCT C-3', 扩增片段为398 bp); MMP-9(FP: 
5'-TCC CCT ACG TCA CCT ATG ACA T-3', RP: 
5'-GCC CAG CCC ACC TCC ACT CCT C-3', 扩
增片段为172 bp); β-actin(FP: 5'-TGT TTG AGA 
CCT TCA ACA CCC-3', RP: 5'-AGC ACT GTG 
TTG GCG TAC AGG-3', 扩增片段为540 bp). 
PCR反应条件如下: PAR-2: 94 ℃, 45 s; 51 ℃, 45 
s; 72 ℃, 1 min; 30个循环扩增. MMP-2: 94 ℃, 
30 s; 55 ℃, 1 min; 72 ℃, 1 min; 30个循环扩增, 
MMP-9: 94℃, 30 s; 61 ℃, 1 min; 72 ℃, 1 min; 
30个循环扩增, β-actin: 94 ℃, 1 min; 58 ℃, 30 s; 
72 ℃, 1 min; 30个循环扩增. PCR产物经2%琼脂

糖凝胶电泳, 结果用凝胶自动成像系统扫描, 并
以β-actin校正作相对量分析, 数值以两者吸光度

的比值表示. 
1.2.4 MTT实验: 将细胞悬液以6×104/mL的密度

接种在96孔板中, 37 ℃培养24 h后更换无血清培

养液继续培养24 h, 按分组加药, 每组设8个复孔, 
继续培养48 h后每孔加入MTT溶液(5 g/L)20 μL, 

继续培养4 h, 中止培养, 弃培养基, 每孔加入150 
μL DMSO, 室温振荡混匀30 min, 使结晶物成分

的溶解, 选择490 nm波长, 在酶标仪上测定各孔

的A值并记录结果. 并重复进行3次实验.
1.2.5 细胞迁移和侵袭试验: Alb in i等[2]设计的

侵袭小室试验是体外检测肿瘤细胞侵袭能力的

经典方法, 在体外较理想地模拟了侵袭和转移

的过程. 其结果综合反映了肿瘤细胞的运动迁

移能力和对细胞外基质的降解能力. 本试验对

原试验进行了改良. 细胞迁移试验, 对数生长期

EC109细胞无血清RPMI 1640培养液饥饿24 h, 
0.04% EDTA消化液消化, 无血清RPMI 1640培
养基悬浮成单细胞悬液, 调整细胞浓度至2.5×
105/mL, 台盼蓝染色检测细胞活力95%以上. 每
个millicell侵袭小室上室中加入细胞悬液0.2 mL, 
同时按实验分组加药, 每加药组设3个复孔, 在
侵袭小室的下室加入含10%小牛血清的细胞培

养液RPMI 1640, 每孔600 μL, 培养箱中培养24 
h, 取下微孔膜, 用棉球擦尽未过膜细胞后, 甲醇

固定和苏木精染色. 显微镜下观察穿过膜的细

胞数, 计数中间及四周5个高倍(400倍)镜下视野

细胞数, 计算平均数. 细胞侵袭试验, 提前在4 ℃
融解Matrigel基质胶, 每个聚碳酸酯微孔膜表面

铺以40 μL稀释的Matrigel胶(matrigel与无血清

培养基之比为1∶4), 放入培养箱中4 h凝固备用, 
接种细胞浓度调整至1.0×105/mL, 其余操作同

迁徙试验.
1.2.6 明胶酶谱测定MMP-2、MMP-9酶的活性

变化: 用蛋白提取液[50 mmol/L Tris (pH8.0), 1% 
NP-40, 0.1%十二醇硫酸钠, 0.02%叠氮钠, 150 
mmol/L氯化钠和0.5%苯甲基璜酰氟]提取细胞

总蛋白, 并通过BCA蛋白定量试剂盒说明测定

并调整样本蛋白含量, 非还原性的10% PAGE凝
胶(含1.0 g/L明胶)电泳. 室温下在洗脱液(2.5% 
Triton X-100, 50 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L 
CaCl2, 1 μmol/L ZnCl2, pH7.0)中振洗3次, 每次15 
min, 然后在37℃明胶酶缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl, pH7.4; 200 mmol/L NaCl; 5 mmol/L CaCl2)
中孵育过夜. 室温下在含1.0 g/L考马斯亮蓝的固

定液中(乙酸∶甲醇∶水的浓度比为1∶4∶5)固
定、染色各30 min; 再用不含考马斯亮蓝的固定

液脱色至出现清晰透亮条带. 蛋白酶的活性部

位为透亮条带. 结果用凝胶自动成像系统读取

条带面积, 宽度和灰度值, 并以底部蛋白深染色

条带作相对量分析, 数值以两者比值表示. 
统计学处理 用SPSS11.0软件处理. 样本均

■相关报道
本课题组前期研
究 表 明 ,  PA R - 2
可促进肝癌细胞
HepG2增殖, 其促
增殖作用与ERK/
AP-1途径有关; 并
能促进该细胞的
侵袭转移, 其具体
机制与促进细胞
黏附有关. 
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数的比较采用方差分析和t检验. P <0.05为差异

有显著性意义.

2  结果

2.1 免疫组织化学检测PAR-2蛋白的表达 EC109
细胞与抗PAR-2多克隆抗体有很强的结合反应, 
PAR-2蛋白表现为棕黄色, 着色主要在胞膜和胞

质中, 而阴性对照组细胞胞膜、胞质不着色. 说
明EC109细胞在蛋白水平表达PAR-2(图1). 
2.2 RT-PCR检测PAR-2的mRNA表达 结果显

示EC109细胞在基因水平有PAR-2 mRNA的表

达. 10 nmol/L胰蛋白酶、50 μmol/L SLIGKV
处理细胞后, PAR-2 mRNA表达量分别为0.781
±0.045、0.653±0.029(以β-ac t in为参照的相

对灰度)与对照组(0.491±0.032)相比显著增高

(P <0.05). 而50 μmol/L VKGILS组PAR-2 mRNA
表达量为0.463±0.036, 与对照组相比差异无统

计学意义(P >0.05, 图2). 说明SLIGKV和胰蛋白

酶可上调EC109细胞PAR-2 mRNA的表达, 而
VLGILS无此作用.
2.3 MTT实验 结果显示SLIGKV在1-50 μmol/L、
胰蛋白酶在1-10 nmol/L时均能促进食管癌细胞

EC109的增殖, 呈浓度依赖性(P <0.05). 而SLIG-
KV和胰蛋白酶的加药浓度分别达到100 μmol/L
和100 nmol/L时, 食管癌细胞增殖能力分别较

SLIGKV在50 μmol/L、胰蛋白酶在10 nmol/L时
有所下降(P <0.05). 而1-100 μmol/L VLGILS对细

胞增殖能力的影响不明显, 与对照组相比无显

著意义(P >0.05, 图3). 说明适当浓度的SLIGKV
和胰蛋白酶可促进食管癌细胞EC109的增殖. 
2.4 细胞侵袭迁移试验 肿瘤的转移包括肿瘤侵

袭生长和细胞脱落进入循环流动, 与脉管内皮

或组织基质黏附, 通过组织和间隙变形移动, 降
解破坏细胞间质和定植生长等主要过程. 我们

发现10 nmol/L胰蛋白酶和50 μmol/L SLIGKV
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图  1  免疫细胞化学染色检测EC109细胞中PAR-2的表达(×400). A: PAR-2在EC109细胞呈阳性表达; B: 阴性对照.
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图  2  RT-PCR检测EC109细胞中PAR-2 mRNA的表达. A:  

EC109细胞中PAR-2 mRNA的表达; B: PAR-2 mRNA的

表达分析. 1: 对照组; 2: 10 nmol/L胰蛋白酶处理18 h; 3: 50 

μmol/L SLIGKV处理18 h; 4: 50 μmol/L VKGILS处理18 h. 
bP<0.01 vs  对照组.
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图  3  MTT法检测胰蛋白酶、SLIGKV及VLGILS对EC109细胞
增殖的影响.

■创新盘点
本 课 题 采 用 人
食 管 癌 细 胞 株
E C 1 0 9 为 靶 细
胞 ,  观 察 该 细 胞
中PAR-2的表达
情 况 ;  研 究 内 源
性PAR-2激动剂
胰 蛋 白 酶 和 人
工PAR-2激动肽
SL IGKV对该细
胞增殖、侵袭转
移的影响; 以及胰
蛋白酶及PAR-2
激动肽作用前后
MMP-2、MMP-9
表达的改变, 探讨
PAR-2受体介导
的食管癌细胞增
殖及侵袭转移的
可能分子机制. 
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作用24 h后, EC109细胞侵袭迁移破坏能力比

对照组明显增强(图4A). 图4B显示侵袭迁移的

定量数据, 在细胞侵袭迁移试验中, 胰蛋白酶组

和SLIGKV组作用24 h后, EC109细胞发挥破坏

Matrigel基质胶作用, 进入微孔膜内的细胞数也

高于对照组与VLGILS组(72.5±9.2、59.4±8.7 
vs  31.6±6.6、36.2±9.8, P <0.01).
2.5 MMP-2、MMP-9的mRNA表达和酶活性的

变化 10 nmol/L胰蛋白酶和50 μmol/L SLIGKV作

用后可明显上调EC109细胞MMP-9的基因表达

和酶的活性, 而对MMP-2的基因表达和酶的活

性无上调作用(图5A、C、E). 图5B、D、F分别

显示MMP-2、MMP-9 mRNA表达和酶活性的定

量数据: RT-PCR结果显示10 nmol/L胰蛋白酶、

50 μmol/L SLIGKV处理细胞后, MMP-9的mRNA
表达量(以β-actin为参照的相对灰度)明显高于对

照组与VLGILS组(0.719±0.034、0.466±0.042 
vs  0.34±0.032、0.370±0.021), 且差异有统计学
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图  4  Transwell小室法检测胰蛋白酶、SLIGKV和VLGILS对EC109细胞迁移与侵袭的影响(倒置显微镜×200). A, 1: 对照组; B, 

2: 10 nmol/L胰蛋白酶组; C, 3: 50 μmol/L SLIGKV组; D, 4: 50 μmol/L VLGILS组. bP<0.01 vs  对照组.
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图   5   胰 蛋 白 酶 、
S L I G K V 及 V K G I L S 对
MMP-2、MMP-9表达
的影响. A: RT-PCR

检测MMP-2 mRNA

表达的变化; C: RT-

P C R 检 测 M M P - 2 

mRNA表达的变化; 

E :  明 胶 酶 谱 法 检 测

M M P - 2 、 M M P - 9

酶活性的变化; 1: 对

照组; 2: 10 nmol/L

胰 蛋 白 酶 组 ;  3 :  5 0 

μmol/L SLIGKV组; 4: 

50 μmol/L VLGILS组. 
bP<0.01 vs  对照组.
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■应用要点
本 课 题 观 察 到
PAR-2激活后对
食 管 癌 细 胞 增
殖、侵袭转移产
生强烈的刺激作
用. 这些研究工作
为阐明食管癌发
生、发展机制提
供新的理论依据. 
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意义(P <0.01, 图5D), 而MMP-2的mRNA表达量

与其他两组相比, 差别无统计学意义(P >0.05)(图
5B). 明胶酶谱结果显示10 nmol/L胰蛋白酶组和

50 μmol/L SLIGKV组MMP-9酶的活性明显高于

对照组与VLGILS组(75.6±6.1、60.4±4.6 vs  44.9
±4.2、39.3±5.2), 且差异有统计学意义(P<0.01), 
而MMP-2酶的活性没有显著变化(图5F).

3  讨论

PAR-2是一种细胞膜表面受体, 属于与G蛋白相耦

联的蛋白酶激活受体超家族成员[3], 广泛分布于

各个组织和系统中, 胰蛋白酶、类胰蛋白酶、凝

血因子和其他未知蛋白水解酶均为该受体的天然

激动剂, 人工合成的小分子多肽SLIGKV通过模仿

PAR-2受体的配体区域也可激活该受体[4-6]. PAR-2
在胃、胰腺、结肠等多种消化系肿瘤中都有表

达, 且强度高于正常组织细胞, 与肿瘤的增殖、

侵袭和转移密切相关[7-9]. 已有研究表明, PAR-2
在食管癌组织中表达, 但表达强度与正常食管

相比无显著差异[1], 这与PAR-2在其他消化系肿

瘤中表达上调的研究不一致, 尚需进一步研究. 
胰蛋白酶属于基质丝氨酸蛋白酶(ma t r i x 

serine proteases, MSPs)家族成员之一, 表达于

胃、结肠等多种消化系肿瘤细胞中, 与肿瘤的增

殖和侵袭转移密切相关. 胰蛋白酶是PAR-2受体

的天然激动剂. 胃肠道消化液中的胰蛋白酶常随

生理/病理情况下的胃食管反流作用于正常食管

或食管肿瘤部位, 可引起食管黏膜急慢性损伤和

炎症[10,11], 然而关于其是否参与了食管肿瘤发生

与发展过程的研究, 目前尚未见相关报道. 
本研究中我们通过RT-PCR和免疫细胞化学

的方法证明食管癌细胞EC109在基因和蛋白水

平表达PAR-2受体, 这和前人的研究相一致[1]; 实
验中我们用胰蛋白酶和人工合成的PAR-2激动

肽SLIGKV作用于EC109细胞发现胰蛋白酶和

SLIGKV可上调PAR-2 mRNA的表达, 并促进该

细胞增殖. 而反PAR-2激动肽VKGILS相对分子

质量和氨基酸组成与SLIGKV完全相同, 只是氨

基酸顺序不同, 不能模仿PAR-2的配体区域活化

PAR-2受体, 在相同实验条件下不能上调PAR-2 
mRNA的表达. 这一结果与胰蛋白酶和PAR-2
激动剂在一些其他肿瘤细胞中的作用类似[7,9], 
提示胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV可活化

PAR-2受体并上调其表达, 并可能发挥一些生

物学效应. 胰蛋白酶和PAR-2激动肽上调PAR-2 
mRNA表达的原因可能是由于PAR-2激活后出
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现脱敏和水解, 导致机体反馈性上调受体PAR-2 
mRNA的表达. 

侵袭和转移是恶性肿瘤最重要的特征之

一, 也是肿瘤治疗失败的主要原因. 因此, 判断

肿瘤的侵袭和转移能力尤为重要 .  肿瘤细胞

侵袭能力的增加有利于破坏肿瘤细胞外基质 
(extracellular matrix, ECM), 促进肿瘤的转移, 有
助于促进新生淋巴管和血管的形成, 为肿瘤的

远处转移创造有利条件; 肿瘤细胞迁移能力的

增强有利于肿瘤细胞更快穿过组织和内皮间

隙, 与内皮基质结合, 为转移肿瘤团块的最终形

成创造有利条件. 本研究中我们通过Tanswell小
室法发现, PAR-2激活肽和胰蛋白酶可提高食管

癌EC109细胞侵袭和迁移的能力, 表明PAR-2受
体的活化与食管癌细胞侵袭转移密切相关, 并
可能是食管癌侵袭转移过程中的重要环节. 且
结果显示胰蛋白酶组比SLIGKV组肿瘤细胞的

侵袭迁移能力更强, 提示胰蛋白酶还可能通过

其他途径促进肿瘤侵袭转移. 胰蛋白酶促进侵

袭转移的途径还有: (1)可直接降解肿瘤细胞的

胞外蛋白, 攻击基底膜的Ⅰ型胶原; (2)可激活

其他蛋白水解级联反应, 包括激活丝氨酸蛋白

酶和基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases 
MMPs), 后者被证明是肿瘤侵袭转移最重要的

酶类之一[12]. 
MMPs是一类具有Zn2+依赖性的内源性蛋白

水解酶, 是人体内降解ECM的主要酶类, 与肿瘤

侵袭和转移密切相关. MMPs参与肿瘤侵袭转移

的机制主要有: (1)破坏肿瘤侵袭的组织学屏障; 
(2)促进新生血管的形成; (3)调节肿瘤细胞与基

质的黏附; (4)激活具有潜在活性的蛋白质. 近年

来的研究结果提示, MMPs是胰蛋白酶和PAR-2
介导肿瘤侵袭转移的主要通路. 首先, 胰蛋白

酶可通过激活MMPs, 促进多种肿瘤细胞的侵

袭转移; 其次, PAR-2的活化可引起结肠癌细胞

分泌MMPs, 促进转录生长因子-α(transforming 
growth factor-α, TGF-α)释放, 介导表皮生长因

子受体(epithelial growth factor receptor, EGFR)
的激活和磷酸化 ,  活化细胞外信号调节激酶

ERK1/2, 促进结肠癌细胞增殖和侵袭转移[9,12-14]. 
大量研究证实, MMP-2和MMP-9是降解型胶原

最主要的酶, 其在肿瘤的新生血管形成、肿瘤

细胞的浸润和转移灶的形成过程中均起重要作

用[15], 是多种癌症的表型特征和重要预后标志. 
胰腺癌细胞中, 胰蛋白酶可上调MMP-2表达, 促
进TGF-β的释放, 进而促进VEGF分泌[16]; 而舌鳞

■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 具有一
定的学术价值.



www.wjgnet.com

周静, 等. 蛋白酶激活受体2激动剂对食管癌EC109细胞侵袭转移的促进作用	                                                      1319

状上皮癌细胞中TAT-2可通过上调MMP-9表达

促进肿瘤侵袭[17]; 除此之外, 鼻咽癌中的PAR-2
可通过上调MMP-9表达, 介导肿瘤血管生成和

淋巴转移. 而本研究中我们通过RT-PCR和明胶

酶谱法发现, 胰蛋白酶和PAR-2激动肽SLIGKV
可上调食管癌EC109细胞MMP-9的mRNA表达, 
增强MMP-9水解明胶的能力, 而对MMP-2的基

因表达和酶的活性无影响. 这和上述研究的结

果基本一致. 提示, 食管癌中胰蛋白酶及PAR-2
激动肽可能通过激活PAR-2受体促进MMP-9的
合成和分泌, 促进ECM降解或激活相关的信号

传导通路最终参与食管癌细胞侵袭转移过程. 
总之, PAR-2仍然是目前肿瘤研究中的一个

热点, PAR-2的动态表达与肿瘤侵袭转移的关系

及相关信号转导途径等都值得深入研究. PAR-2/
MMPs途径在食管癌增殖及侵袭转移过程中发

挥重要作用. 该途径可能成为防治食管癌的重

要靶点.  
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