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■背景资料
胰腺癌是常见的
恶 性 肿 瘤 ,  由 于
其 早 期 发 生 微
转移及其临床症
状 出 现 较 晚 而
令其治疗效果不
佳 ;  活 化 转 录 因
子2(ATF2), 作为
AP-1类的因子之
一, 在多种恶性肿
瘤中均有不同程
度的表达, 极可能
成为胰腺癌研究
的新方向.
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Abstract
AIM: To investigate whether ATF2 together with 
TGF-β1 can induce epithelial-mesenchymal tran-
sition (EMT) in human pancreatic cancer cell line 
Capan2.  

METHODS: Capan2 cells were induced with 
TGF-β1 after transfection with PGEX-ATF2, and 
the negative control group was treated with 
DMSO. Cell morphological alternations were 
examined by phase contrast microscopy. The ex-
pression of mesenchymal marker vimentin and 

epithelial markers E-cadherin and ATF2 were 
detected by Western blot. Cell migration was 
determined by Transwell motility assay.

RESULTS: Compare to the negative control 
group, cells transfected with ATF2 and treated 
with TGF-β1 showed loss of cell-cell contacts, fi-
broblastic morphology, decreased expression of 
E-cadherin, up-regulated expression of vimentin 
and ATF2, and increased migration ability (P = 
0.008). 

CONCLUSION: ATF2 together with TGF-β1 can 
induce EMT in human pancreatic cancer cell line 
Capan2. ATF2 may be a new molecular target 
for therapy of pancreatic cancer.

Key Words: Pancreatic cancer; Transforming growth 
factor-β1; Epithelial-mesenchymal transition; Acti-
vating transcription factor 2
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摘要

目的: 研究活化转录因子2(activating transcrip-
tion factor-2, ATF2)在人胰腺癌细胞系Capan2
中高表达能否促使转化生长因子β1(transform-
ing growth factor-β1, TGF-β1)诱导Capan2细
胞上皮-间充质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT). 

方法: 应用PGEX-ATF2质粒瞬时转染Capan2
细胞系, 并继续用TGF-β1诱导, 以仅加DMSO
组为空白对照组, 倒置显微镜观察细胞形态学
变化, Western blot检测E-cadherin、vimentin、
ATF2的表达. Transwell小室侵袭实验验证侵
袭能力的变化. 

结果: 与空白对照组细胞相比, 转染ATF2并用
TGF-β1诱导的Capan2细胞系能够明显改变
细胞形态, 并且使得E-cadherin的蛋白水平表
达明显下调, vimentin、ATF2的蛋白水平表

■同行评议者
陈光, 教授, 吉林
大学第一医院消
化器官外科
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■研发前沿
关于恶性肿瘤侵
袭、转移机制的
研究目前已经成
为研究肿瘤发生
与 发 展 的 热 点 ; 
AT F 2 ,  作 为 与
EMT密切相关的
一 种 因 子 ,  极 可
能为胰腺癌特别
是针对胰腺癌早
期转移的治疗提
供新的靶点.

达则显著上调, 细胞侵袭能力也显著增加(P  = 
0.008). 

结论:  AT F2能够与T G F-β1联合共同诱导
Capan2细胞系产生EMT, 从而对胰腺癌的分
子靶向治疗找到新的方向. 

关键词: 胰腺癌; 转化生长因子β1; 上皮-间充质转

化; 活化转录因子2
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0  引言

在美国, 胰腺癌在各种癌症死因中列第4位. 其
早期诊断困难, 对化疗及其他疗法相对不敏感, 
5年生存率仅为3%-5%[1]. 进一步解析胰腺癌发

生、发展的分子机制, 对胰腺癌的诊断和治疗

将产生深远的影响. 活化转录因子2(activating 
transcription factor-2, ATF2), 作为AP-1成员之一, 
其亮氨酸拉链结构(bZIP)由C端的亮氨酸二聚

化结合区和N端的碱性DNA结合区组成[2,3]. 鼠
NMuMG细胞由TGF-β介导的细胞上皮-间充质

转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT)可
由于P38 MAPK通路特异性的抑制剂SB202190
的加入而使磷酸化的ATF2表达降低[4]. EMT自
20余年前被提出以来, 一直受到广泛的关注. 经
典的诱导EMT的因子为TGF-β, 另外还有表皮

生长因子(epidermal growth factor, EGF)、肝细

胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)、成

纤维细胞生长因子(fibroblast growth factor, FGF)
等. EMT使细胞失去极性, 丢失细胞间紧密连接

和黏附连接, 获得了浸润性和游走迁移能力. 目
前已经在乳腺癌、口腔鳞癌、肝癌、胰腺癌等

多种癌症中得到证明[5-8]. 本实验中, 我们证明转

染ATF2后的Capan2细胞对TGF-β1的刺激更加

敏感, 形成EMT. 我们推测ATF2可以与TGF-β1
协同作用使得EMT的产生变得更加容易. 

1  材料和方法

1.1 材料 兔抗羊E-cadherin、vimentin单克隆抗

体及兔抗ATF2多克隆抗体购自Santa Cruz公司; 
TGF-β1购自Repro tech公司.  
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染: 人胰腺癌细胞株Capan2
由中国医科大学普外实验室盛伟伟博士馈赠. 

培养于含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基中, 
置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中, 每2 d换液1
次, 每3-4 d传代1次. 表达ATF2质粒pGEX-ATF2
由美国(Center for Cancer and Stem Cell Biology, 
Houston, USA) Jin C.教授馈赠. 当细胞在6孔板

上培养达到70%-80%融合时, 用Lipofectamine 
2000将PGEX-ATF2或PGEX-质粒按照说明书瞬

时转染至Capan2细胞中, 48 h后转染ATF2及空

白PGEX质粒的Capan2细胞继续用含有10 μg/L 
TGF-β1的DMEM培养基培养, 空白对照组仅加

等量的DMSO, 48 h后, 倒置相差显微镜观察细

胞形态变化. 
1.2.2 Western blot检测: Western blot蛋白印迹检

测ATF2、E-cadherin、vimentin表达: 严格按照

RIPA蛋白裂解液试剂盒说明书进行各组蛋白

的提取, 将蛋白与5×蛋白上样缓冲液以4∶1混
合后煮沸变性5 min, 置于10% SDS-聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离蛋白, 分离的蛋白转移至PVDF膜
上之后, 用5%脱脂奶粉配置的TBST室温封闭

2 h, 加入ATF2(1∶800)、E-cadherin(1∶800)、
vimentin(1∶1 000)、GAPDH(1∶1 500)一抗后

4 ℃封闭过夜, 辣根过氧化物酶标记的二抗室温

2 h, TBST洗膜, 5 min×4次, 化学发光法(electro-
chemiluminescence, ECL)显色. 实验重复3次. 
1.2.3 Transwell小室侵袭实验: Transwell小室上

铺100 mg/L Matrigel生物胶50 μL, 下室中加入

含150 mL/L胎牛血清的DMEM培养基600 μL. 
所有实验细胞均调整密度为1×106个/孔, 种于

小室上室, 放于培养箱中培养24 h. 取出PBS冲
洗后, 4%多聚甲醛固定, 0.1%结晶紫染色, 200倍
显微镜下计数, 任意选取5个视野, 以其平均细

胞数为侵袭至膜上的细胞数, 每组重复3次实验, 
求取平均数为结果. 

统计学处理 所有计量资料均采用mean±
SD表示, 采用SPSS13.0软件对结果进行分析, 应
用t检验统计分析; P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 转染ATF2可以促进细胞形态学的转变 与空

白对照组相比, Capan2细胞在转染ATF2后更容

易受到TGF-β1的刺激, 大部分细胞变成梭形, 呈
现明显的间叶细胞的形态(图1A, D). 单独ATF2
转染或单独TGF-β1刺激组则没有出现明确细胞

形态学的变化(图1B, C). 
2.2 AT细胞上皮相关标志物的表达 应用Western 
blot的方法检测上皮相关标志物E-cadherin和间

■相关报道
目 前 研 究 报 道
证明 ,  ATF2作为
A P - 1 成 员 之 一 , 
他可以同c-Jun、
C R E B 形 成 二 聚
体, 同时在黑色素
瘤细胞中 ,  ATF2
的表达与患者的
预后密切相关.
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质相关标志物vimentin以及ATF2的蛋白表达. 与
空白对照组、转染ATF2组及TGF-β1诱导组细

胞相比, 转染ATF2联合TGF-β1刺激组细胞vi-
mentin、ATF2表达显著升高, 而E-cadherin的表

达则是显著降低. 细胞的侵袭能力增高(图2), 提
示明确的上皮向间质转化的趋势. 细胞的侵袭能

力也是EMT的标志之一, 为此我们应用Transwell
细胞侵袭实验验证各组细胞的侵袭能力. AT细胞

的侵袭能力明显大于其他组细胞(图3). 

3  讨论

在本实验中, 我们在已经转染ATF2的Capan2细

胞培养基中加入10 μg/L TGF-β1, 48 h后观察到

大部分细胞形态学发生显著变化, 同时Western 
blot也检测到了vimentin、ATF2表达的升高及

E-cadherin表达的降低, 而在A或T细胞中这种

变化不明显. 这提示我们,  ATF2可以与TGF-β1
协同作用使Capan2细胞产生EMT. EMT目前受

到了广泛的关注, 他与肿瘤的侵袭、转移, 特别

是早期转移有极为密切的关系, 而且可以通过

多条途径诱导产生. TGF-β与其受体结合后, 激
活细胞内Smad信号通路, 通过抑制E-cadherin的
表达来诱导EMT发生[9,10]; 韩磊等[11]则发现, Ge-
nistein具有明显的抑制EMT的作用; 而在人胰腺

癌中, Collagen I通过激活JNK1而使得胰腺癌的

N-cadherin表达上调从而增加其侵袭能力[12], 单
独转染带有SNAIL的质粒便可使BxPC3细胞产

生EMT[13]. 癌基因k-Ras的突变是胰腺癌发生早

期关键事件之一, 大约有30%的早期胰腺癌及几

乎100%进展期胰腺癌伴有此基因的突变[14-16]. 被
激活的k-Ras可以通过包括MEKK/SEK/JNK/AP-
1(ATF-2/Jun)途径在内的多种传导途径来诱导细

胞的转化[14-16]. c-Jun在胰腺癌中的表达增高, 证
明Ras/AP-1传导途径有可能参与胰腺癌的发生. 

而AT F2作为A P-1成员之一 ,  他可以同

c-Jun、CREB形成二聚体[17,18], 在黑色素瘤细胞

中, ATF2的表达与患者的预后密切相关[19]. 在乳

腺癌中ATF2稳定表达则与肿瘤细胞对DNA的

损伤耐受有关[20]. ATF2对脑的正常发育非常关

键, 因为敲除ATF2的小鼠大脑发育异常, 同时
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图  2  不同转染组中Capan2细胞相关基因蛋白的表达变
化. aP <0.05, bP <0.01 vs  对照组; cP <0.05 vs  转染ATF2联合

TGF-β1刺激组.

■创新盘点
本研究将PGEX-
AT F 2 质 粒 转 染
至胰腺癌细胞系
Capan2中, 而此高
表达ATF2的细胞
系则促使TGF-β1
诱导形成EMT, 此
研究国内外未见
报道.

A B

C D

图  1  Capan2细胞的形态学变化. 
A: 空白对照组; B: 转染ATF2组; C: 

TGF-β1诱导组; D: 转染ATF2联合

TGF-β1刺激组.

空白对照组
转染ATF2组
TGF-β1诱导组
转染ATF2联合TGF-β1刺激组
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造成内耳、小脑及脑室的结构缺陷[21]. 在人结

直肠癌细胞系中加入托芬那酸(tolfenamic acid, 
TA)刺激后, 磷酸化的ATF2表达升高, 同时伴有

ATF3的表达水平的升高. 我们在前期研究中还

发现作为AP-1类因子的抑制因子, JDP2可以逆

转由TGF-β1诱导产生的人胰腺癌Panc-1细胞

系的EMT[22]. 而且ATF2的表达升高是通过P38 
MAPK、JNK、ERK通路的激活来实现的[23]. 由
上所述, ATF2极可能通过诸如ERK、JNK等通

路与胰腺癌的EMT之间存在关联, 但是其确切

机制目前研究仍是空白. 
总之, 转染ATF2的胰腺癌Capan2细胞对

TGF-β1的诱导变得敏感, 产生EMT. 由此可见, 
ATF2与胰腺癌的侵袭、转移密切相关, 将为胰

腺癌的分子靶向治疗提供新的方向. 
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本研究主要探讨
过表达ATF2的胰
腺 癌 细 胞 系 C a -
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诱导下形成了典
型的EMT, 为进一
步研究胰腺癌的
治疗提供了新的
方向. 

图  3  不同转染组中Capan2细胞的transwell细胞侵袭实验对比. A: 空白对照组; B: 转染ATF2组; C: TGF-β1诱导组; D: 转

染ATF2联合TGF-β1刺激组. aP<0.01 vs  空白对照组、转染ATF2联合TGF-β1刺激组.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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