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Abstract
AIM: The investigate the correlation between 
the expression and localization of tight junction 
protein-2 (Tjp-2) and the dissociat ion of 
pancreatic cancer cells. 

METHODS: The expression of Tjp-2 mRNA and 
protein in highly (PC-1.0) and weakly (PC-1) 
invasive and metastatic pancreatic cancer cells 
was detected by RT-PCR and Western blotting, 
respectively. Immunocytochemistry was used 
to observe the redistribution of Tjp-2 protein in 
PC-1.0 and PC-1 cells. The correlation between 
the expression and localization of Tjp-2 and the 

dissociation of pancreatic cancer cells was then 
analyzed. 

RESULTS: Both Tjp-2 mRNA and protein were 
overexpressed in PC-1.0 cells, but weakly ex-
pressed in PC-1 cells. Treatment with U0126, a 
mitogen activated protein kinase kinase inhibi-
tor, inhibited Tjp-2 mRNA expression in PC-1.0 
cells. Dissociation factor-conditioned medium 
(DF-CM) significantly induced Tjp-2 mRNA ex-
pression in PC-1 cells. Tjp-2 protein was mainly 
distributed in the cytoplasm of PC-1.0 cells 
[fluorescence intensity (FI) = 3 273.7 ± 131.2]. 
U0126 treatment obviously induced Tjp-2 pro-
tein expression at the sites of cell-cell contact (FI 
= 2 814.8 ± 297.0, P = 0.003). In PC-1 cells, Tjp-2 
protein was mainly distributed at the sites of 
cell-cell contact (FI = 401.5 ± 41.3). Treatment 
with DF-CM suppressed Tjp-2 expression at the 
sites of cell-cell contact (FI = 135.6 ± 15.8, P = 
0.024). However, subsequent U0126 treatment 
induced the re-accumulation of Tjp-2 protein at 
the sites of cell-cell contact (FI = 382.6 ± 34.1, P = 
0.072) in PC-1 cells.  

CONCLUSION: The changes in Tjp-2 expression 
and localization are involved in regulating the 
dissociation of pancreatic cancer cells. Tjp-2 may 
serve as a new target for molecular therapies 
that prevent the invasion and metastasis of pan-
creatic cancer. 
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摘要
目的: 探讨紧密连接蛋白-2(Tjp-2)表达及定位
变化与胰腺癌细胞解离的关系.

方法: 采用RT-PCR和Western blot分别检测解
离型高转移株(PC-1.0)和非解离型低转移株
(PC-1)胰腺癌细胞中Tjp-2的基因和蛋白表达, 
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■背景资料
肿瘤细胞从原发
部位解离是肿瘤
侵袭转移过程中
最为重要的一步. 
明确细胞解离的
分子机制有助于
阐明胰腺癌侵袭
转移的分子机制, 
并有利于开发针
对胰腺癌侵袭转
移的新型治疗方
法并改善患者的
预后. 
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利用免疫细胞化学方法确定PC-1.0和PC-1细
胞中Tjp-2的细胞内定位变化. 最后分析Tjp-2
的表达及细胞内定位变化与胰腺癌细胞解离
的相关性. 

结果: Tjp-2 mRNA和蛋白在PC-1.0细胞中过
度表达, 在PC-1细胞中表达均较弱. U0126(丝
裂原活化蛋白激酶激酶抑制剂)抑制PC-1.0细
胞中Tjp-2 mRNA的表达, 含细胞解离因子的
培养液上清(DF-CM)则诱导PC-1细胞中Tjp-2 
mRNA表达增加. 在PC-1.0细胞中Tjp-2蛋白主
要分布于细胞质(FI = 3 273.7±131.2), U0126
处理后细胞边缘部位的Tjp-2表达显著增强
(FI = 2 814.8±297.0, P  = 0.003). 在PC-1细胞
中Tjp-2蛋白主要分布于细胞间连接部位(FI 
= 401.5±41.3), 经DF-CM处理后细胞间连接
部位Tjp-2表达明显减弱(FI = 135.6±15.8, P  
= 0.024), 再经U0126处理后Tjp-2蛋白再次向
细胞间连接部位聚集(FI = 382.6±34.1, P  = 
0.072).

结论: Tjp-2基因表达及蛋白的细胞内定位变
化参与调控胰腺癌细胞解离. Tjp-2可作为抗
胰腺癌侵袭转移分子靶向治疗的新靶点.
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0  引言

高侵袭转移是胰腺癌预后极差的重要原因之一. 
有文献报道, 肿瘤细胞从原发部位解离是肿瘤

侵袭转移过程中最为重要的一步[1], 但胰腺癌细

胞解离的分子机制尚不清楚. 明确细胞解离的

分子机制有助于阐明胰腺癌侵袭转移的分子机

制, 并有利于开发针对胰腺癌侵袭转移的新型治

疗方法并改善患者的预后. 在前期研究中我们

从解离型高转移株胰腺癌细胞PC-1.0的培养液

上清中分离出胰腺癌细胞解离因子(dissociation 
factor, DF), DF可诱导非解离型低转移株胰腺

癌细胞PC-1的细胞解离[2,3]. 进一步研究发现, 
DF可激活丝裂原活化蛋白激酶激酶2(mitogen-
activated protein kinase kinase 2, MEK2)/细胞外信

号调节激酶2(extracellular signal-regulated kinase 
2, ERK2)信号转导通路, 并通过此信号转导通路

调控胰腺癌细胞解离[4-7]. 在近期研究中, 我们应
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用cDNA微阵列分析筛选出在PC-1.0和PC-1细
胞中与侵袭转移密切相关的差异表达基因紧密

连接蛋白2(tight junction protein-2, Tjp-2)[8]. Tjp
家族有3名成员, 分别为Tjp-1、Tjp-2和Tjp-3[9-11]. 
Tjps属于膜相关鸟苷酸激酶(membrane-associated 
guanylate kinase, MAGUK)的同分异构体, 参与组

成上皮和内皮细胞结构[12]. Tjp与连接性跨膜蛋

白(junctional transmembrane protein)的胞质侧C端
结合, 使其与细胞骨架的肌动蛋白和信号转导通

路分子连接[13]. 目前, 对于Tjp结构和生理学功能

方面的研究取得了一定的进展[13], 但Tjp-2参与

肿瘤侵袭转移, 尤其是细胞解离的相关机制尚

未阐明[14,15]. 本研究分析Tjp-2的表达及细胞内定

位变化与胰腺癌细胞解离的关系, 以明确Tjp-2
参与胰腺癌细胞解离的作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 PC-1细胞通过BOP诱导的叙利亚仓鼠实

验性胰腺癌模型建立[16]. PC-1.0细胞是由同系仓

鼠皮下接种PC-1细胞后产生的转移性肿瘤而建

立[17,18]. 两种细胞均以RPMI 1640培养液(Gibco-
BRL, Grand Island, NY)培养, 并加100 mL/L胎牛

血清(Bioserum, Victoria, Australia)、100 kU/L青
霉素G和100 mg/L链霉素, 并于含50 mL/L CO2的

37 ℃孵箱内培养. 利用兔抗人Tjp-2及β-actin抗
体(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)作
为一抗. 利用辣根过氧化物酶结合抗体和FITC
标记的荧光抗体(Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA)作为二抗. 
1.2 方法 
1 . 2 . 1  R T- P C R :  以P T C - 2 0 0  P C R反应仪 
(Mjresearch公司, 美国)通过one-step法进行逆转

录合成互补DNA(cDNA)第一链及PCR扩增. 合
成cDNA第一链的总反应体积为25 μL, 取1 μg
总RNA按说明书加入各种反应试剂, 条件如下: 
95 ℃预变性5 min后进行30个循环的PCR扩增

(94 ℃变性20 s, 63 ℃复性30 s, 72 ℃延伸60 s), 
最后72 ℃后延伸7 min. PCR扩增用引物序列如

下: Tjp-2(245 bp): 5'-GCAGAGCGAACGAAGA
GTATGG(forward), 5'-TGACGGGATGTTGATG
AGGGT(reverse); β-actin(664 bp): 5'-GTGGGGC
GCCCCAGGCACCA(forward), 5'-CTCCTTAAG
TCACGCACGATTCC(reverse). PCR扩增产物于

1.5%琼脂糖凝胶中电泳, 溴化乙锭染色后紫外

灯下观察. 
1.2.2 细胞样本制备: 细胞在含100 mL/L胎牛
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■研发前沿
本研究应用cDNA
微 阵 列 分 析 筛
选出在PC-1.0和
PC-1细胞中与侵
袭转移密切相关
的差异表达基因
Tjp-2. 对于Tjp结
构和生理学功能
方面的研究取得
了一定的进展, 但
Tjp-2参与肿瘤侵
袭转移, 尤其是细
胞解离的相关机
制尚未阐明. 
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血清的10 mL RPMI 1640培养液的90 mm细胞

培养皿中培养. 为了明确Tjp-2蛋白表达变化及

其与胰腺癌细胞解离的关系, 在非解离型低转

移株细胞P C-1及解离型高转移株细胞P C-1.0
中分别加入P C-1.0细胞的条件培养基(即D F-
CM)和特异性MEK抑制剂U0126(Cell Signaling 
Technology, MA)[5,19]. 在活化实验中, PC-1细胞

培养液中加入终浓度为40%的D F-C M后培养

36 h. 在抑制实验中,  PC-1.0细胞培养液中加入

10 μmol/L U0126后培养36 h. 此外, 加入DF-CM
培养36 h的PC-1细胞培养液中再加入10 μmol/L 
U0126后培养36 h. 细胞培养皿中加入1 mL RIPA
蛋白裂解液(50 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 
1% NP-40, 0.5%脱氧胆酸钠,  0.1% SDS, pH7.5. 
使用前加入1 mmol/L苯甲磺酰氟, 1 g/L亮肽酶

素, 1 g/L抑肽酶), 冰上反应15 min. 4 ℃ 5 000 
r/min离心5 min后将细胞裂解产物的上清液保存

于-80 ℃中备用. 以β-actin作为内对照. 
1.2.3 Western blot分析: Western blot实验步骤可

参照前期实验[20]. 蛋白样本与4倍的加样缓冲液

混合, 95 ℃加热. 取等量的20 μg样本行聚丙烯

酰胺平板凝胶电泳, 利用PVDF膜(Bio-Rad), 以
含5%脱脂牛奶和0.1% Tween-20的PBS液在室温

下封闭转膜2 h, 然后用0.1% PBS/Tween-20稀释

的一抗在4 ℃下培养过夜. 漂洗后用0.1% PBS/
Tween-20以1∶5000稀释马源性过氧化物酶结

合的二抗, 室温下培养2 h. 利用柯达科学成像胶

片(Eastman Kodak Company, Rochester, NY)通过

化学发光法检测信号强度. 
1.2.4 免疫荧光染色和荧光强度(f luorescence 
intensity, FI)分析: 上述细胞加入chamber slide中
培养36 h. 加入DF-CM或U0126处理细胞, 以明

确Tjp-2蛋白定位及Tjp-2表达与胰腺癌细胞解

离的相关性. 细胞处理方法见1.2.2描述. 细胞加

入DF-CM或U0126孵育后, 室温下以0.5%多聚

甲醛固定10 min, 再以10%山羊血清阻滞30 min, 
之后加入Tjp-2一抗(1∶200, 以含1%小牛白蛋

白的PBS液稀释)4 ℃孵育过夜. 再加入FITC标

记的二抗室温孵育2 h. 固定后利用共聚焦激光

显微镜(FV500-IX, Olympus, Japan)获取图像. 对
照组标本制备如下: (1)切片不用一抗处理; (2)
正常山羊血清和非特异山羊IgG代替Tjp-2一抗. 
最后, 随机选取细胞核、细胞质、细胞膜及细

胞总体的10个点, 利用Fluoview 500(version 3.3, 
Olympus, Japan)软件检测Tjp-2表达的FI值.

统计学处理 采用Stat View计算机软件(SAS 
Institute, Inc., Cary, NC)利用非配对Student's t检
验分析不同实验组细胞核、细胞质、细胞膜及

细胞总体10个点的Tjp-2表达的平均FI值. P <0.05
认为差异具有显著性.

2  结果

2.1 PC-1.0与PC-1中Tjp-2的mRNA表达 Tjp-2 
mRNA在PC-1.0细胞中过度表达, 加入U0126培
养24 h后Tjp-2 mRNA表达被明显抑制(图1A). 
Tjp-2 mRNA在PC-1细胞中表达则较弱. 加入DF-
CM培养24 h后Tjp-2 mRNA表达明显增强. 经
U0126培养12 h后再经DF-CM培养24 h则Tjp-2 
mRNA表达无明显变化(图1B). 
2.2 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白表达 Western blot
结果显示Tjp-2蛋白在PC-1.0细胞中高表达(图
2A). 与Tjp-2 mRNA的表达相比, 经U0126培养

36 h后Tjp-2蛋白的表达没有被抑制(图2A). 此
外, 在PC-1细胞中Tjp-2蛋白的表达较弱(图2B). 
但与Tjp-2 mRNA表达不同, 在PC-1细胞培养液

中加入DF-CM未能诱导Tjp-2蛋白的表达增强

(图2B). 
2.3 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白的定位变化 在未
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图  1  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2 mRNA的表达变化. A: 

PC-1.0细胞; B: PC-1细胞.
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图  2  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白的表达变化. A: 

PC-1.0细胞; B: PC-1细胞.

■相关报道
在胰腺癌细胞解
离过程中Tjp-2的
表达可能不仅受
M E K 2 / E R K 2信
号转导通路调控, 
还 可 能 受 到 其
他 因 素 影 响 .  而
据 G o g g i n s 报 道 
m i c r o R N A 可能
是其中的重要因
素之一. 此外, 近
年B l o o m s t o n等
报道 m i c r o R N A
可调控细胞内的
翻译过程. 
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处理的PC-1.0细胞中(图3A). Tjp-2蛋白主要分布

于细胞质, 在细胞边缘及细胞核中表达较弱. 经
U0126培养36 h后, 细胞间接触部位的Tjp-2蛋白

表达显著增强(图3B). 与PC-1.0细胞相比, 未处

理的PC-1细胞(图3C)中Tjp-2蛋白几乎全部分布

于细胞间连接部位, 在细胞核及细胞质中表达

较弱. 经DF-CM培养36 h后细胞间连接部位分布

的Tjp-2蛋白明显减少(图3D). 但经DF-CM处理

的PC-1细胞再经U0126培养36 h后Tjp-2蛋白再

次向细胞连接部位聚集, 该部位Tjp-2蛋白表达

增强(图3E). 
2.4 PC-1.0与PC-1中Tjp-2蛋白表达的荧光强度

变化 PC-1.0细胞及PC-1细胞中Tjp-2蛋白表达的

荧光强度(FI)值分析结果列于图4. PC-1.0细胞中

整体细胞的Tjp-2的表达较强(平均FI = 1160.7±

259.1, 图4A), 且Tjp-2蛋白主要定位于细胞质(FI 
= 3273.7±131.2), 在细胞核(FI = 139.0±115.7)
和细胞边缘(FI = 69.5±38.0)几乎未检测到荧

光. 经U0126处理24 h后, PC-1.0细胞中整体细

胞的Tjp-2表达没有显著改变(平均FI = 1009.4±
257.8, P >0.05). 但在细胞间连接部位(FI = 2814.8
±297.0, P <0.05)的Tjp-2蛋白表达明显增强. 此
外, 在细胞核(FI = 75.3±28.1, P >0.05)中Tjp-2表
达没有显著变化, 而在细胞质(FI = 139.5±47.5, 
P <0.05)中Tjp-2蛋白表达显著减少. 

PC-1细胞(图4B)中整体细胞的Tjp-2表达

平均FI值为182.3±48.2. Tjp-2蛋白在细胞核(FI 
= 93.6±27.2)及细胞质(FI = 52.1±16.4)中表达

较弱, 但在细胞间连接部位表达较强(FI = 401.5
±41.3). 与未处理细胞相比, 经DF-CM培养36 
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■创新盘点
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解离状态密切相
关. 提示Tjp-2蛋白
在细胞间连接部
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定和防止胰腺癌
细胞解离及其后
的侵袭转移中可
能发挥重要作用, 
Tjp-2蛋白的细胞
内定位变化可能
参与调控细胞解
离及侵袭转移. 
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图  3  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白的定位变化(免疫荧光染色×400). A: 未处理PC-1.0细胞; B: U0126处理PC-1.0细胞; 

C: 未处理PC-1细胞; D: DF-CM处理; E: DF-CM处理后再经U0126处理.
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图  4  PC-1.0和PC-1细胞中Tjp-2蛋白表达的荧光强度(FI)变化. A: PC-1.0细胞; B: PC-1细胞, 黑色柱: 未处理PC-1细胞; 灰

色柱: DF-CM处理PC-1细胞; 白色柱: DF-CM处理后再经U0126处理. S: 显著; NS: 不显著.
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h后整体细胞的T j p-2蛋白表达未见明显改变 
(平均FI = 207.1±35.4, P >0.05), 其中在细胞核

(FI = 242.7±38.9, P <0.05)和细胞质(FI = 236.2
±27.3, P <0.05)的Tjp-2表达显著增加, 在细胞

间连接部位的Tjp-2表达明显减弱(FI = 135.6
±15.8, P <0.05). 另外, 经U0126再培养36 h后
PC-1细胞中细胞质的Tjp-2表达显著增加(FI = 
169.1±20.0, P <0.05), 但在整体细胞中(平均FI = 
238.5±31.6, P >0.05)、细胞核(FI = 163.7±37.3, 
P >0.05)及细胞间连接部位(FI = 382.6±34.1, 
P >0.05)Tjp-2表达的FI值变化不明显. 
2.5 PC-1.0与PC-1的细胞形态学变化 光学显微

镜图像显示未处理PC-1.0细胞以单个细胞方式

生长(图5A). 添加U0126培养36 h后PC-1.0细胞

聚集成岛样细胞克隆方式生长(图5B). 与PC-1.0
细胞不同, 未处理的PC-1细胞呈岛样细胞克隆

方式生长(图5C). 而经过DF-CM培养36 h后PC-1
细胞的岛样克隆解离, 表现为类似于PC-1.0细胞

的形态学改变: 细胞解离, 并伴有细胞伸长和伪

足形成(图5D). 另外, 已解离的PC-1细胞再加入

U0126培养36 h后细胞则重新聚集成团, 形成岛

样细胞克隆(图5E).

3  讨论

前期研究中我们发现胰腺癌细胞DF能够诱导

M E K2/E R K2信号转导通路的活化和胰腺癌

细胞的解离. 相反, MEK抑制剂U0126能抑制

MEK2/ERK2信号转导通路的活化和胰腺癌细

胞的解离[5,6]. 此外, 我们通过基因组学方法发现

Tjp-2在解离型高转移株细胞PC-1.0与非解离型

低转移株细胞PC-1间基因表达存在明显差异, 
是与侵袭转移密切相关的基因之一[8]. 

本研究中我们证实了Tjp-2 mRNA在解离

型高转移株细胞PC-1.0与非解离型低转移株细

胞PC-1中表达的明显差异, 并发现DF和U0126
能够分别增强和抑制Tjp-2 mRNA的表达.  提示

Tjp-2可能参与胰腺癌细胞解离及其后侵袭转

移过程的调控, 且Tjp-2基因表达可能受MEK2/
ERK2信号转导通路调控. 

另外, 虽然Tjp-2蛋白表达水平在PC-1.0和
PC-1细胞中差异明显, 但是加入DF或U0126后
T j p-2蛋白水平变化不明显. 提示在胰腺癌细

胞解离过程中Tjp-2的表达可能不仅受MEK2/
ERK2信号转导通路调控, 还可能受到其他因素

影响[21]. 而microRNA可能是其中的重要因素之

一[22], 近年的文献报道microRNA可调控细胞内

的翻译过程[23,24]. 
本研究中我们还发现DF和U0126能明显改

变Tjp-2蛋白在细胞内的定位, 同时Tjp-2蛋白的细

胞内定位和分布状态与胰腺癌细胞解离状态密

切相关. 提示Tjp-2蛋白在细胞间连接部的定位在

维持细胞紧密连接的稳定和防止胰腺癌细胞解

■应用要点
Tjp-2通过基因表
达及细胞内定位
的变化参与调控
胰腺癌细胞解离. 
Tjp-2为开发针对
胰腺癌侵袭转移
的分子靶向治疗
方法提供了一个
具有重要价值的
新靶点. 

图  5  PC-1.0和PC-1细胞的形态学改变(巴氏染色×400). A: 未处理PC-1.0细胞; B: U0126处理PC-1.0细胞; C: 未处理PC-1

细胞; D: DF-CM处理; E: DF-CM处理后再经U0126处理.
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离及其后的侵袭转移中可能发挥重要作用[25,26], 
Tjp-2蛋白的细胞内定位变化可能参与调控细胞

解离及侵袭转移. 据文献报道, Tjp-2蛋白磷酸化

状态的改变能够改变其细胞内定位[27-30]. 此外, 本
研究结果提示Tjp-2蛋白在细胞核、细胞质及细

胞膜的定位变化与MEK2/ERK2信号转导通路的

活化(磷酸化)关系密切, Tjp-2蛋白的磷酸化状态

变化可能通过MEK2/ERK2信号转导通路调控. 
但Tjp-2蛋白磷酸化在胰腺癌细胞解离及侵袭转

移调控机制中的作用未来需进一步深入研究. 
总之, Tjp-2通过基因表达及细胞内定位的

变化参与调控胰腺癌细胞解离. Tjp-2为开发针

对胰腺癌侵袭转移的分子靶向治疗方法提供了

一个具有重要价值的新靶点. 
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