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Abstract 
AIM: To investigate the role of the adhesion 
molecule integrin a5b1 in adhesion, migration 
and extramedullary infiltration of gastric cancer 
cells. 

METHODS: Immunohistochemistry and RT-
PCR were used to measure integrin a5b1pro-
tein and mRNA expression levels in cell lines 
HTB-103, CRL-5822, CRL-5971 and CRL-5973. 
Different cell lines were randomly divided into 
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整合素a5b1对胃癌细胞黏附、转移及耐药的影响

贺 宇, 齐洁敏, 谢朝辉, 张 杰

®

■背景资料
本文采用Western 
blot检测法及RT-
P C R 分 别 测 量
HTB-103、CRL-5822、
CRL-5971及CRL-5973
等不同对数生长
期的白细胞株整
合素a5b1蛋白表达
水平及整合素a5b1 
mRNA水平. 将不
同胃癌细胞株随
机分为实验组及
对照组, 实验组加
入整合素a5b1抗
体, 对照组加入同
型IgG, 观察两组胃
癌细胞与ECV304
细 胞 系 的 黏 附
率、细胞迁移率
及白细胞穿过人
工基质膜的浸润
能力. 

an experimental group and a control group. The 
experimental group was incubated with anti-in-
tegrin a5b1 antibody, and the control group was 
incubated with control IgG. After incubation, the 
adhesion, migration and extramedullary infiltra-
tion of the above cells and ECV304 cells were as-
sessed. 

RESULTS: The relative mRNA expression lev-
els of integrin a5b1 were significantly higher in 
CRL-5822, CRL-5971 and CRL-5973 cells than 
in HTB-103 cells (0.0821 ± 0.0128, 0.185 ± 0.0082, 
0.798 ± 0.042 vs 0.0002 ± 0.0000, P < 0.05). The 
rates of adhesion, migration and extramedul-
lary infiltration in CRL-5822, CRL-5971 and 
CRL-5973 cells in the experimental groups were 
significantly lower than those in the control 
groups (adhesion (%): 52.16 ± 2.52 vs 83.89 ± 7.21, 
44.22 ± 2.59 vs 71.17 ± 7.38, 33.58 ± 4.06 vs 60.89 ± 
10.59; migration (%): 45.96 ± 1.21 vs 75.41 ± 9.51, 
38.86 ± 1.99 vs 65.78 ± 14.62, 24.65 ± 3.28 vs 49.91 
± 13.47; infiltration rate (%): 29.85 ± 4.63 vs 42.63 
± 7.69, 21.31 ± 3.24 vs 29.92 ± 5.47, 13.67 ± 3.48 
vs 21.59 ± 6.72; P < 0.05 for all), but the above 
indexes did not differ in HTB-103 cells between 
the two groups (P > 0.05 for all). 

CONCLUSION: The adhesion molecule integrin 
a5b1 may be involved in the adhesion, migration 
and extramedullary infiltration of gastric cancer 
cells. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨整合素a5b1 mRNA表达水平对胃
癌细胞黏附、迁移、髓外浸润过程的影响. 

■同行评议者
刘平, 教授, 主任
医 师 ,  南 京 医 科
大学第一附属医
院(江苏省人民医
院)肿瘤内科



贺宇, 等. 整合素a5b1对胃癌细胞黏附、转移及耐药的影响						                1973

2014-05-18|Volume 22|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
近年胃癌发病率
呈 上 升 趋 势 ,  晚
期胃癌患者预后
较 差 .  从 细 胞 学
角度对胃癌进行
研究是近年研究
的 热 点 ,  近 来 不
少研究表明整合
素在细胞生理过
程中起到重要的
作 用 ,  但 其 与 胃
癌的关系尚不见
报道.

方法: 采用Western blot检测法及RT-PCR分
别测量HTB-103、CRL-5822、CRL-5971及
CRL-5973等不同对数生长期的白细胞株整合
素a5b1蛋白表达水平及整合素a5b1 mRNA水
平. 将不同胃癌细胞株随机分为实验组及对照
组, 实验组加入整合素a5b1抗体, 对照组加入
同型IgG, 观察两组胃癌细胞与ECV304细胞
系的黏附率、细胞迁移率及白细胞穿过人工
基质膜的浸润能力. 

结果: CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973
细胞整合素a5b1 mRNA相对表达量分别为
(0.0821±0.0128)、(0.185±0.0082）、(0.798
±0.042)明显高于H T B-103细胞(0.0002±
0.0000)(P<0.05). 观察组CRL-5822、CRL-5971
及CRL-5973细胞株黏附率(52.16%±2.52%、

44.22%±2.59%、33.58%±4.06%)、迁移率
(45.96%±1.21%、38.86%±1.99%、24.65%
±3.28%)及浸润率(29.85%±4.63%、21.31%
±3.24%、13.67%±3.48%)、显著低于对照组
黏附率(83.89%±7.21%、71.17%±7.38%、

60.89%±10.59%)、迁移率(75.41%±9.51%, 
65.78%±14.62%, 49.91%±13.47%)及浸润率
(42.63%±7.69%, 29.92%±5.47%, 21.59%±

6.72%)(P<0.05), 而两组HTB-103细胞黏附率、

迁移率及浸润率无统计学差异(P>0.05). 

结论: 黏附因子整合素a5b1可能参与胃癌细胞
的形成、聚集、生长及浸润的过程, 其表达水
平与胃癌病程进展具有密切的关系. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究采用Western blot检测法及RT-
PCR分别测量HTB-103、CRL-5822、CRL-5971及

CRL-5973等不同对数生长期的白细胞株整合素

a5b1蛋白表达水平及整合素a5b1 mRNA水平. 将不

同胃癌细胞株随机分为实验组及对照组, 实验组加

入整合素a5b1抗体, 对照组加入同型IgG, 观察两组

胃癌细胞与ECV304细胞系的黏附率、细胞迁移率

及白细胞穿过人工基质膜的浸润能力. 
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0  引言

整合素a5b1是由白细胞分化的抗原分化簇, 其主

要由T细胞分泌并存储在记忆T细胞中, 其主要

作用是介导淋巴细胞向炎症部位归位、促进淋

巴细胞归巢, 并可与细胞外基质如胶原蛋白、

透明质酸、层纤蛋白及多种细胞因子相互作用, 
参与造血细胞生成、迁移、黏附[1,2]. 近年相关

研究[3]指出整合素a5b1分子与众多恶性肿瘤的

生成、侵袭及转移有关, 但关于整合素a5b1对
胃癌细胞黏附及髓外浸润的影响目前国内外研

究甚少. 为此, 本文将对不同胃癌细胞株进行培

养, 并观察整合素a5b1在胃癌细胞中的黏附、迁

移、浸润中的作用, 旨在为胃癌临床防治提供

实验参考依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 整合素a5b1单克隆抗体为美国西格

玛公司产品, 兔抗人整合素a5b1抗体及羊抗兔

IgG抗体为北京康维生物公司产品, 胎牛血清

为上海生物科技有限公司产品, 无血清培养基

RPMI、IMDM均为杭州四季青生物公司产品, 
人工基质膜为英国Abcam公司产品. RT-PCR扩
增仪为大连生物工程有限公司产品. RT-PCR引
物为上海生物工程有限公司产品. 人慢性粒细

胞胃癌细胞株(HTB-103)、人急性单核胃癌单

核细胞株(CRL-5822、CRL-5971)以及人急性早

幼粒细胞胃癌细胞株(CRL-5973)均购于浙江杭

州血液生物研究所. 上述细胞株均置于37 ℃的

5%CO2中隔代培养, 每2-3 d传代培养1次, 取传

代生长对数期的细胞进行研究. 
1.2 方法

1.2.1 胃癌细胞株整合素a5b1 mRNA表达: 据
miRBase数据库中miRNA序列, 参照Gu等[4]提供

的miRNA表达谱分析方法, 建立了血清miRNA 
表达谱分析的多重茎环RT-PCR技术. 根据相关

文献报道的miRNA检测茎环RT-qPCR方法, 以
1et-7a miRNA作为内参基因, 分析miR-199a-3p
和miR-199a-5p表达情况. 选取胃癌及配对组织

进行整合素a5b1 mRNA表达水平检测, 设计反

应引物. 分别以整合素a5b1 mRNA及le t-7a颈
环RT引物进行RNA逆转录, 反应条件为: 先在

42 ℃中反向转录30 min, 随后将温度变为95 ℃
将mRNA变性2 min, 然后于55 ℃中15 s、72 ℃
中30 s以及95 ℃中30 s反复循环扩增, 并在退火

阶段收集荧光信号, 并记录每个反应管中荧光

信号到达预设阈值时所经历的循环数, 并计算

miR-199a-3p和miR-199a-5p相对表达量. 基因相

对表达量 = 目的基因/内参基因. 

■相关报道
本研究采用West-
e r n  b l o t 检 测 法
及 RT- P C R 分 别
测量HTB-103、
C R L - 5 8 2 2 、
C R L - 5 9 7 1 及
CRL-5973等不同对
数生长期的白细胞
株整合素a5b1蛋白
表达水平及整合素
a5b1 mRNA水平.
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■创新盘点
近来不少研究表
明整合素在细胞
生理过程中起到
重要的作用, 但其
与胃癌的关系尚
不见报道.

1.2.2 整合素a5b1蛋白水平: 采用Western blot检
测法检测4种白细胞整合素a5b1蛋白表达情况, 
由美国Pierce公司提供BCA蛋白定量试剂盒测

定蛋白浓度. 取40 µg总蛋白进行SDS-PAGE电
泳、转膜及封闭实验, 并加入由博士德公司提

供的NR2A及NR2B抗体进行孵育震荡过夜. 次
日将膜取出经TBS漂洗后加入美国Gell signal-
ing公司提供的羊抗兔二抗于室温下孵育1 h, 采
用ECL发光法进行漂洗染色 . 同时采用Image 1 
36b软件测定蛋白条带灰度值, 蛋白相对表达量 
= 目的蛋白灰度值/GAPDH灰度值. 
1.2.3 体外黏附实验: 分别于96孔平底细胞培养

板中每孔加入10 μL样品液, 于室温下培养48 h, 
采用PBS洗涤后, 用20 g/L牛血清蛋白温育1 h后
加入4种胃癌细胞, 对照组加入IgG, 观察组加入

20 μg/mL的整合素a5b1单抗, 并将细胞液浓度调

整为1×10/mL. 分别于培养板中加入细胞液, 并
于37 ℃中恒温培养30 min. 培养结束后采用PBS
冲洗2次去除未黏附细胞, 并加入20 μL/孔MMT
工作液, 采用酶联免疫检测仪测定每孔570 nm
处的吸光度, 计算胃癌细胞黏附率. 
1.2.4 胃癌细胞髓外迁移能力: 参照相关文献[5]
将ECV304细胞接种于培养皿中进行培养, 于室

温下静止放置24 h, 待培养皿中长满ECV304细
胞后弃去上清液, 将4种胃癌细胞分别加入培养

皿中, 实验组同时加入整合素a5b1单抗, 对照组

加入IgG, 将培养液置于室温下培养12 h后取出

培养皿, 计数下层细胞迁移数. 
1.2.5 体外浸润实验: 将人工基质膜胶稀释至5 
mg/mL, 取80 μL置于培养皿中, 并置于室温下成

膜, 并置于24孔板中, 分别加入4种胃癌细胞, 同
时于室温下培养24 h, 将培养皿取出, 吸尽器皿

中液体, 并将未穿过膜的细胞采用棉签搽掉, 将
其置于400倍光学显微镜下采用5个视野细胞数

进行计算, 并记录穿过基质膜细胞平均值, 记录

读数. 
统计学处理 采用SPSS17.0进行统计学分析, 

计量资料采用mean±SD表示, 组间计量资料比

较采用t检验, 计数资料采用率表示, P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 不同白细胞株整合素a5b1 mRNA表达水平

分析 CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞整

合素a5b1 mRNA相对表达量为与HTB-103细胞

整合素a5b1 mRNA相对表达量相比, 差异有统

计学意义(P <0.05)(表1). 
2.2 不同白细胞株整合素a5b1蛋白表达水平分

析 通过免疫组织化学测定可知, 整合素a5b1蛋
白在CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞核

中棕黄色颗粒, 而整合素A5B1在HTB-103内几

乎不表达. CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973蛋
白表达水平与HTB-103相比, 差异有统计学意义

(P <0.05)(表2, 图1). 
2.3 观察组与对照组不同白细胞株黏附率、

迁移率及浸润率分析  观察组C R L - 5 8 2 2、
CRL-5971及CRL-5973细胞株黏附率、迁移率

及浸润率显著低于对照组, 差异有统计学意义

(P <0.05), 而两组HTB-103细胞黏附率、迁移率

及浸润率无统计学差异(P >0.05)(表3). 

3  讨论

整合素a5b1属于细胞表面跨膜糖蛋白受体, 其
可与透明质酸(hyaluronic acid, HA)结合生成高

分子黏多糖, 介导淋巴细胞归巢、细胞外基质

表  1  不同的胃癌细胞株整合素a5b1 mRNA表达水平分
析 (n  = 5, mean±SD)

     胃癌细胞株 整合素a5b1 mRNA水平

CRL-5822  0.0821±0.0128a

CRL-5971    0.185±0.0082a

CRL-5973  0.798±0.042a

HTB-103 0.0002±0.0000

aP<0.05 vs  HTB-103组.

表  2  不同的胃癌细胞株整合素a5b1 蛋白表达水平分
析 (n  = 5, mean±SD)

     胃癌细胞株 整合素a5b1 mRNA水平

CRL-5822    0.42±0.11a

CRL-5971    0.44±0.13a

CRL-5973    0.62±0.18a

HTB-103     0.007±0.0002

aP<0.05 vs  HTB-103组.

CD44

GAPDH

1              2                 3             4

图  1  胃癌细胞株的免疫组织化学法测定整合素a5b1蛋白
表达水平. 1: CRL-5822cells; 2: CRL-5971cells; 3: CRL-

5973cells; 4: HTB-103cells.
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■应用要点
本文通过分析整
合素a5b1 mRNA
表达水平对胃癌
细 胞 黏 附 、 迁
移、髓外浸润过
程的影响, 为临床
胃癌的防治提供
指导.

黏附等多种生理病理反应[6]. 近年众多的研究表

明[7], 整合素a5b1高度表达与肿瘤生成、转移过

程关系密切. 近年众多学者[8]以整合素a5b1为靶

点分子, 通过阻断整合素a5b1与HA结合从而抑

制肿瘤生成及转移, 起到靶向治疗的作用. Sun
等[8]通过运用整合素a5b1单克隆抗体、整合素

a5b1v10受体蛋白及整合素A5B1s蛋白阻断肺

癌小鼠细胞中整合素a5b1与HA的结合, 结果显

示, 肺癌小鼠不经任何治疗的情况下, 其整合素

a5b1v10及受体蛋白在肺部的转移量分别下降了

60%及70%. Fedorchenko等[9]发现急性胃癌患者

血清整合素a5b1水平显著高于正常体检者, 其患

者放化疗后血清整合素A5B1水平居高不下者较

血清整合素a5b1正常者更容易出现复发, 从而推

测胃癌病情进展可能与血清整合素a5b1水平增

高有关. 吕慧等[10]指出肺癌患者淋巴结外转移、

临床分期较高的患者其血清整合素a5b1水平较

高. Zhang等[11]发现急性胃癌Ⅱ-Ⅲ期患者血清整

合素a5b1水平显著高于0-I期患者. 从以上研究

可推断出, 整合素a5b1表达水平可作为某些肿瘤

病情发展的预测指标, 通过测定血清整合素a5b1
可有效评价肿瘤恶性程度及预后效果[12,13]. 

本研究中免疫组织化学法结果均显示 , 
CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞整合素

a5b1蛋白表达量均高于HTB-103, 整合素a5b1
早HTB-103细胞中表达量极低, 甚至不表达. 经
PCR进一步证实表明, 整合素a5b1在HTB-103
细胞中的表达非常微小甚至不表达[14]. 黏附实

验显示, 观察组整合素A5B1单抗经预处理后

CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞株黏附

率显著低于对照组, 且CRL-5973下降水平较为

显著. CRL-5822、CRL-5971及CRL-5973细胞

迁移及髓外浸润能力显著高于HTB-103, 且整合

素a5b1单抗可阻断这些细胞的迁移及浸润能力, 
而HTB-103细胞迁移及浸润则不受整合素a5b1
单抗的影响. 与其他细胞相比, CRL-5973细胞黏

附、迁移、浸润能力最高, 从而推断出整合素

a5b1可参与胃癌细胞基质外黏附、迁移、浸润

过程, 与胃癌病情进展关系密切. 
目前关于整合素a5b1在胃癌中髓外浸润的

机制还有待进一步研究, 但相关研究指出[15], 整
合素a5b1参与肿瘤的形成、生长、转移及髓外

浸润与基质金属蛋白酶活性有关. 整合素a5b1可
介导肿瘤细胞转移, 并参与信号传统, 介导肿瘤

细胞转移及肿瘤侵袭, 此外还可参与肿瘤细胞

免疫逃逸及诱导肿瘤细胞Fas表达[16,17]. 因此关

于整合素a5b1与胃癌髓外浸润的相关性还需要

结合临床病例进一步研究. 
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