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Caveolin．I促进乳癌 Hs578T 

耐药细胞株侵袭和转移 术 

郑亚民 ’ 李 非 ’ 齐保聚 ’ 吴 平 ’ 孙海晨 ’ 刘 爽 ’ 陈建文 ’“ 
( )首都医科大学宣武医院普外科，北京 100053； 

中国科学院生物物理研究所系统生物学研究中心，北京 100101) 

摘要 通过基因转染技术培育 caveolin—l过表达乳癌 HS578T耐药细胞株 Hs578T／Dox+cav．1和空载体细胞株 Hs578T／Dox+ 

vector，探讨 caveolin．1蛋白对耐药肿瘤细胞体内和体外侵袭转移能力的影响．由于 caveolin．1表达的增加，Hs578T／Dox+ 

car．1细胞形态变为长梭形，伪足更长而伸展，其粘附能力高于空载体 Hs578T／Dox+vector细胞株((0．897±0．163) s(0．633± 

0．O53)，P<O．01)．侵袭 小室试验发现 ，Hs578T／Dox+cav．1侵袭转移 能力增 强，培养 6 h迁徙进 入微孔膜 的细胞数 比 

Hs578T／Dox+vector细胞株明显增多((107．8±10．9) s(80．8±8．07)，P<O．01)，侵袭破坏 matrigel基质蛋白胶进入膜内的细胞 

数也明显增多 ((68．8±9．88) s(25．6±5．41)，P<0．01)．悬浮培养的 Hs578T／Dox+cav．1细胞比Hs578T／Dox+vector细胞更容易 

聚集，形成相对较致密的细胞团块，24 h检测流式细胞凋亡指数下降 ((8．79±1．54)％ s(16．42±1．42)％，P<0．01)．这表明其 

具有更强的抗失巢凋亡和继续生存的能力，为循环转移的肿瘤细胞定植前取了更多时间．Hs578T／Dox+vector细胞在裸鼠皮下 

种植成瘤试验中不能成瘤，而 Hs578T／Dox+cav．1细胞接种 l5只裸鼠，全部形成肿瘤，平均直径 (O．8±0．45)cm．发现一只成 

瘤裸鼠双肺可见瘤样肿块转移．HE病理组织染色见肿瘤细胞弥漫性分布，细胞核异型性明显．上述结果表明，caveolin．1对 

Hs578T耐药肿瘤细胞侵袭、转移和成瘤性具有明显的促进作用． 

关键词 caveolin—l，乳癌 Hs578T细胞，侵袭，转移 

学科分类号 Q756，R730 

Caveolae结构是一种细胞质膜向内凹陷所形成 

的囊状结构，是信号分子富集和信号传导的枢纽． 

Caveolin．1(cav．1)是其标志蛋白，和肿瘤形成、生 

长和凋亡关系密切，它是当前细胞生物学研究的热 

点之一．Caveolin．1基因定位在染色体 7q31．1位置， 

此位置丢失或突变可诱发肿瘤形成，传统上被认为 

是一种抑癌基因．但是，这一观念近年来受到挑战． 

Hurlstone等【·1发现，人类早期的肿瘤或肿瘤细胞系 

中的 CAV1位点没有变化，并且与抑癌基因如 

Trp53，Apc和 Rb不同，敲除 CAV1的小鼠并不 

会 自发发生肿瘤．通过免疫组化和蛋 白质印迹 

(Western．blot)方法的研究报道显示，不同肿瘤组织 

和细胞系 caveolin．1蛋白表达的增加和减少缺乏一 

致性变化[21．为了解释 caveolin．1在肿瘤作用中的两 

面性，Liscovitch等【 1提出 “双重作用”理论．肿瘤 

在发生发展和转移过程中是不断适应新环境变化 

的，在肿瘤发生早期，caveolin—l蛋白表达较低， 

这是为了避免其发挥抑制肿瘤发生和发展的作用． 

随着肿瘤进入快速生长、转移以及化疗耐药阶段， 

为了适应环境变化 ，发挥信号传导中枢作用 的 

Caveolae结构和 caveolin．1蛋白会明显增多，以适 

应在新的环境中继续生存和耐受凋亡． 

在我们研究 caveolin．1对肿瘤细胞耐药性作用 

的基础上[41，我们继而选用乳癌 HS578T阿霉素耐 

药株细胞(Hs578T／Dox)，通过基因转染技术培育 

caveolin．1过表达细胞系和构建裸 鼠种植瘤模型， 

深入探讨 caveolin．1对肿瘤细胞体内和体外侵袭转 

移能力的影响． 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株．乳癌 Hs578T细胞株(Kjell Grankvist 

博士赠送 ，Umea University，Sweden)经 阿霉素 

(doxorubicin Dox)筛 选 培 养 获 得 耐 药 株 

Hs578T／Dox．过表 达 caveolin．1细 胞株 Hs578T／ 

Dox+cav—l以及它的对照株 Hs578T／Dox+vector取 

于中国科学院生物物理研究所[451． 

1．1．2 实验动物．试验用 BALB／C裸鼠购 自中国医 

学科学院实验动物研究所．4～6周龄，体重 l0～ 

12 g裸鼠，随机分组，每组 l5只．饲养于首都医科 

大学动物实验中心 SPF饲养室． 

1．1．3 试剂．RPMI 1640细胞培养基、L一谷氨酰胺、 

二甲基亚砜(DMSO)、MTT、胰蛋白酶购 自北京天 

来生物工程公司；胎牛血清购 自PAA Laboratories 

GmbH公司；多聚 一HEMA基质胶(2一hydroxyethyl 

methacrylate)购 自Sigma公司；Matrigel基质蛋白 

胶购 自BD公司．侵袭小室 Millicell购 自Millipore 

公司． 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养和观察．使用含有 10％胎牛血清、 

2 mmol／L L一谷氨酰胺的RPMI 1640培养基，在恒 

温 37"C、5％ CO：条件温箱中培养，细胞单层贴壁 

生长．观察细胞形态和生长特性． 

1．2．2 细胞粘附试验．在 4"C下用 100 mg几Matrigel 

基质胶包被预冷的 96孔板，每孔 200 Ixl(20 Ixg)， 

室温无菌条件下晾干．对数生长期细胞经消化离心， 

10％胎牛血清 RPMIl640培养液制作细胞 悬液 

5x107m1．每孔加入 200 Ixl(1 04个)细胞．在 37℃5％ 

CO2培养箱中培养 60 min取出．PBS冲洗 3遍，洗 

掉未贴壁细胞．加入无血清 1640培养液配置 的 

5咖 l MTT 50 Ix1．继续培养 4 h中止．DMSO充分 

溶解结晶物．550 nnl波长酶标仪测定吸光度值．每 

组细胞设 8个复孔． 

1．2．3 细胞迁徙和侵袭试验．Albil1i旧设计的侵袭小 

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徙能力和对细胞外基 

质的降解能力．细胞迁徙试验，无血清 RPMI1640 

培养液进行细胞培养 36 h，离心收集上清液，加入 

纤维连接蛋白(fibronectin)浓度至 2．5 mg／L，置入 

miUicell侵袭小室的下室作为趋化因子液．将直径 

为 13 m—ill孔径为 8 Ixm的聚碳酸酯微孔膜置入侵 

袭小室上下室之间．细胞培养 48 h对数生长期时， 

消化离心．PBS洗 3次，无血清 RPMI1640制备细 

胞悬液 5x105／ml，台盼蓝染色检测细胞活力 95％以 

上．每个侵袭小室上室中加入细胞悬液 0．2 ml(1× 

l0s个细胞)．培养箱中培养 6 h，取下微孔膜，用 

100％甲醇棉球擦尽上表面细胞后，甲醇固定和苏 

木精染色．显微镜下观察穿入膜内细胞，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．每组细胞 5个样本，计算均数进行比较．细胞 

侵袭试验，提前在 4"C融解 Matrigel基质蛋白胶， 

每个聚碳酸酯 微孔膜表 面铺 以 100 l(70 曲 

Matrigel胶，放入培养箱中 4 h凝固备用．其余操作 

同迁徙试验． 

1．2．4 抗失巢凋亡检测．根据失巢凋亡试验【碉改进 

设计，将多聚 一HEMA基质胶溶于无水乙醇，制备 

成 10 g／L的多聚 一HEMA溶液．将培养瓶用 PBS液 

洗 3遍，然后加上 2 ml多聚 ．HEMA溶液包被瓶 

底，无菌状态下风干备用．每瓶接种 lxl0s个细胞， 

悬浮培养在 l0％胎牛血清 RPMIl640培养液中．在 

培养箱培养 24 h后，离心收集细胞，70％酒精固 

定过夜．碘化丙锭 (PD染色后，采用流式细胞方法检 

测细胞凋亡指数．每组检测 5个标本，计算均数进 

行比较． 

1．2．5 裸鼠皮下种植瘤试验．构建裸鼠种植瘤模型： 

取对数生长期细胞，台盼蓝染色检测活力在 95％ 

以上 ，用无血清 RPMI1640培养液洗两遍，制成 

5xl&／ml细胞悬液，吸取 0．1 ml(5x105个)细胞悬 

液，接种于裸鼠颈部皮下．接种后将裸鼠饲养于层 

流培养箱中．定期观察肿瘤生长、动物体重变化及 

EAE评分．每组细胞分别接种 l5只 B ／C裸鼠， 

观察 4周后，解剖肿瘤及肝肺标本送检病理检查． 

1．2．6 统计方法．实验数据以x±s表示，显著性检 

验采用 t检验，全部数据采用 spssl 1．0软件分析． 

以P<0．05有统计学意义． 

2 结 果 

2．1 细胞形态观察 

两种细胞均为贴壁生长增殖，显微镜下连续观 

察细 胞 生长和 增殖 的形态变 化 ， 比较 发现 ， 

Hs578T／Dox+vector细胞贴壁形态呈椭圆形或短梭 

形 ， 伪 足 短 (图 la)， caveolin-1过 量 表 达 的 

Hs578T／Dox+cav-1细胞形态发生变化，贴壁呈长 

梭形，伪足长而伸展，分裂增殖形成的集落呈放射 

状，这可能使其具有更好的贴壁生长能力和吸附能 
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Fig．1 Cell form of Its578T／Dox cells was photographed 

under a bright·field micros~ope 

fa} Ceil m  of Hs578％'Dox JIs stably [t-~ms~ctod 州 ih VCC[OT 

ccontro1) Ibl Hs578T,"Dox+cav一1 eelIS showod long and abundant 

fitopod ia formation 

2．2 细胞粘附试验 

细胞粘附于组织基质对 细胞生长和转移具有 

非常重要的意义．细胞外基质不但对纽l咆具有连 

接、支持和保护等物理作用．而 对纽I胞的形状、 

分化和迁移等基本生命活动发挥重耍的生物影响 

在 60 min体外培养 乳癌 Hs578T,,'Dox+cav．】细 

胞株与 Matrigel基质 蛋白结合怕数量明显高于 

Hs578T／'Dox+vector细 胞株I．co．897±0．1 631 (0 633 

±0 053)， P<O．01，图 2)，肿瘤细胞粘附能力的增 

加使循环中漂流的肿瘤细胞更加容易与ln营内皮细 

胞或组织间质之问建市籼附反应，从而定植下来． 

这是完成肿瘤转移生K的基叭 Caveolin一1的过量表 

达显著提高了Hs578T耐药细胞株的粘附能力，，叮 

推测，这种变化对于转移细胞与脉管壁或组织表 

面结合、定植生长 形成新生肿瘤足十分有利的 

Fig．2 Caveolin-I promoted adhesive rate of Hs578T／Dox 

ceUs 

The adhesix,e m ce 0r Hs578T,：DOx cells w quantified as descfibed Ln 

methods Values arc ± offive experiments(P< 0．011 

2．3 细胞迁徙和侵袭试验 

肼-痛的转移包括肿瘤侵袭生长和细胞脱落进^ 

循环流动．与脉管内皮或组织基质粘附，通过组织 

和问隙变形移动，降解破坏细胞问质和定植生长等 

主耍过程．我们发现乳癌Hs578T,"Dox+cav．I细胞栋 

的细胞变形迁徙和侵袭破坏能力比Hs578T／Dox+ 

vector细胞株叫显增强(圈 3a~d) 3e显示迁徒和 

侵袭的定量数据 ．在迁徙试验 叶1．培养 6 h后， 

Hs578T,"Dox+cav．1细胞 经 变形运动 通过 微孔 ，进 

入 内的细胞数【lfj显高于Hs578％q)ox+vector细胞 

株((107 8 1O 9) (80．8±8 07) P<0．0l，图 3e)； 

l赴细胞侵袭试验中，Hs578T,,'Dox+cav一1细胞棒发 

挥破坏Matrigel基质胶作州．进入微孔膜内的细胞 

数也高丁 Hs578T／Dox+vector细胞株((68．8±9 88) 

(25 6±5 41)，P<0．0l，l剽3e)． 
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Fig．3 Effect of caveolin·1 (1n cell migration and iuvision 

of fls$78T,／Dox cells 

(a'《b)Migration assays were carried out in a 24一well millicell tiniI on 

polycarbtlnate I1llc with g-um pores after 6-hour—incubation period 

The cells lhal had passed through the filter inlo lhe lower well we 

stained and photographed under a bri曲t—field rnicto~ope cc1．1d1 

Invasion was carried 0ut 0“ polycarbona e filters coated with Malngel 

The cells that had passed through the filter Tc slained and 

photo~taphod lc) The migration and invasion 、 quanhfied tls 

described ln m ethods Values of inserted Ceils a n ± J 0f five 

experiments {尸 < 0 0I1 ■ ： Hs578T．'Dox+cav—I
、 [ ： Its57S 

Dox+v~Gtor 

孙 ∞ 枷 ∞ ∞ 如 0 
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2．4 抗 失巢凋亡 

忡 转移过 ．吱休；I,P,Je,iflll̈世从组织 脱 

进^血泄或淋巴液等怵营 失 、r基质的生 

持 这些 啦将含砖葭程仔 北r 称为 艇捌 

一 多聚 }『EMA 挂 川离 子聚 台物 锄 培 

车 靛可f电耋】̈胞 、 生 K ，士融泞状恋的fill胞 

由 自『啦钋萆质 他 地脱离接创l 诱发火 

硐I’ 体仆模拟失巢环境，观察发 悬浮培养 

" Hs57 T，D0x+vc 圳 世敝 均 ，较 少形 

成细性团．1nJ 浮埔养的 Hs578T／Dox+cav一1 l川 

骞翳聚集， 战州对较致括的钏胞团块 浮培养 

24 11 IIs578q’／Dox+c v．I 叶钽 州 亡 指 数 较 

Hs578T／Dox+vector ]l趔J 疑 、I颦(f8 79±1 54)’％ 

fI6 42±1 42)‘ ，P<0 0I． I割4)Caveolin—I蚩 口的 

过表选使肿增Hs57gT耐曲细胞株rl{fll失巢州 能 

力得到增强．这儿脱菥进八l 淞循环{【I淋巴稍坤进 

|J转移晌肿啼 胞 士I．选转移啦 和重栅籼刚侣 

Fig 4 12a’~llin-I InhihRed anoikis·-I IIs578Th)ox cells 

ells crc d~ach 『1d lhc̈  maln~ained J⋯ 【Isn r㈨ ⋯ n 

Dlly IIEMA~．oaled pl t c Pd¨ thshc~ lilr 24 h Ap0ptusi~ in 

HsS?RI I)( x “ mr and H 7 T 『)0x 0uv 【 ⋯̈ l℃ analy~ed by 

11ownm c (I’{-'MI 】Hs57g̈ )⋯  clur AIl川1 0 itl{／~x 

I 5 ．I bÏ s57gT I)ox av i A 1 0 23 I_ 

2．5 裸 鼠种植瘤 

椰鼠胜下梭利一乳痈 Hs578T／Dox+vectol卸I胞 

』斤．观 察 4用 ．均 未 形成 肿 痛I图 5a) 

Hs578T q3ox+cav-1 】_盥接种 15只裸鼠． 彤成 

瘤【 5b)移吐瘤叫 块膨胀侵袭一 }：．突起皮 

肤表l山．辛小觇叮̈ 删察 4Ⅷ州．、lf』匀 往 

(0 8±0 451 cm(嘲5c)HE炳邢染也．镜F观察． 

瘤刿 啦 弥 漫 行布 ．九 分为 ／12, 椭 丁l=；． 

j分呈摊 ．细胞陡异 陆f_ - ． r 怯分裂村1． 

舒 4"-ilt 地 佯坏死{ s山 } 戚痈 鼠拨 

牛帅转移．烈帅⋯见多个大小 的蚵样转移II|I_块 

(图5e)HE痫理 由l 史为转移肿恼 纵．与 植 

肿恼J_=；忘州似(≮5f) 】 ．caveolin—l蚩白叫 促 

进丁乳煽Hs578T删药钏咐体  ̂ 什～ 种|_ilf战 

蝻和远 处转移 

磐  

N ⋯mt’】tbm lcLI f 】and 【1l n' r Ibnl~cd 『I，I‘】n 13gI【{L 111itlc】⋯  
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抗失巢凋亡的能力，是肿瘤细胞通过循环系统 

扩散和转移的一个先决条件．肿瘤细胞抗失巢凋亡 

的意义就在于为这些脱落细胞在定植于转移部位前 

争取 了时 间．我们 的研 究发现 经转 染过 表达 

caveolin一1的Hs578T耐药细胞株具有了更强的抗 

失 巢 凋 亡 能 力 而 更 容 易 存 活 下 来 ， 这 是 

Hs578T／Dox+cav-1在裸鼠皮下种植成瘤和发生肺 

转移的重要因素之一．Ravid等[1 1发现，caveolin．1 

也可以抑制乳癌 MCF7细胞失巢凋亡的发生，使 

细胞更利于存活和生长．作用机制与调控 AKT信号 

途径、调节 P53蛋白和pp340蛋白活性，升高胰岛 

素样生长因子(IGF．IR)水平有关． 

肿瘤侵袭性生长在形态学上的表现为细胞沿肿 

瘤周围组织间隙、淋巴管、血管和神经鞘膜等呈假 

蟹足样插入周围组织内，并破坏原有的周围组织． 

超微结构检查证实，癌细胞的阿米巴运动，特别是 

在器官表面的粘附和移动主要依靠丝状伪足的作 

用，此外伪足还有支持、摄取营养和吞噬作用．丝 

状伪足在癌细胞侵袭的起始阶段可能起主要作用． 

caveolin一1过表达使细胞形态呈长梭形变化，而伪 

足长而伸展，形态学变化与细胞侵袭转移能力的增 

加是一致的．Ho等【 1在肺癌细胞研究中也发现，具 

有较强的侵袭转移能力的肿瘤细胞，具有更加明显 

的伪足结构，检测其 caveolin一1蛋白含量是增加的． 

肿瘤侵袭能力的增加有利于破坏肿瘤周围的间 

质成分及各种物理屏障，促进肿瘤的转移，有助于 

为新生血管和淋巴管提供生长空间，为肿瘤远处转 

移创造条件．粘附能力的增强，有利于转移细胞在 

脉管内皮或种植部位组织间质中定植下来．运动活 

力的增强使肿瘤细胞更快穿过组织和内皮间隙，内 

皮基质广泛暴露并进一步与其结合，最终形成转移 

肿瘤团块[13】．我们发现 caveolin．1表达的增加使乳癌 

Hs578T／Dox细胞的迁徙和侵袭能力明显增强．但是 

关于 caveolin．1对侵袭能力的作用也有一些不同的 

报道，Lee等【 4】报道重组表达 caveolin一1抑制 了 

MTLn3细胞 EGF受体活性，细胞伪足难于伸展， 

形态由扁平变得圆滑，体积缩小，伪足生长减慢， 

从而使细胞的迁移能力降低和软琼脂集落形成能力 

减弱．Hayashi等【 5】报道导入突变型 caveolin一1基因 

的NIH3T3细胞在侵袭小室实验中表现出了增强的 

侵袭转移能力，而导入野生型 caveolin一1基因的 

NIH3T3细胞侵袭能力没有变化． 
一

些实验结果已经指出，caveolin一1负调控肿 

瘤的周期性生长，并且肿瘤细胞被上调的caeolin一1 

所抑~[J116叫 ．但并不是所有的研究都支持上述观点， 

在一些恶性肿瘤的进展期，被证明 caveolin一1对肿 

瘤的生长有促进作用【 1．caveolin．1在肿瘤生长、 

迁徙和侵袭中是作为一个抑制因子还是促进因子， 

尚难有定论．目前普遍认为这和细胞的来源和生长 

阶段有关．所以，caveolin一1影响_肿瘤生物学特征， 

发挥作用的具体机制和途径仍有待进一步深入的 

研究． 
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Promotion of Invasion and M etastasis in 

Human Breast Carcinoma Hs578T／Dox by Caveolin一1 

ZHENG Ya-Min”，LI Fei”，QI Bao—Ju”，、 J Ping~)，SUN Hai—Chen”，LIU Shuang”，CHEN Jian—Wen2)” 

(”Department of General Surgery,Xuanwu Hospital，Capital Medical University,Beijing 100053，China； 

2)Center For Sy,terns Biology,lmtit~e ofBiophysics，The Chinese Academy ofSciences，Beijing 100101，China) 

Abstract To investigate the effect of caveolin一1 on invasion and metastasis of human breast carcinoma Hs578T 

doxorubicin-resistanted cells，Hs578T／Dox+cav—1 was as experiment group which up—regulated caveolin一1 bv 

introducing the pCI-neo caveolin一1 gene． and Hs578T／Dox+vector introduced the pCI—neo vector was as 

controlled group．It was revealed that caveolin一1 in Hs578T／Dox cells is an important factor for mediating 

filopodia formation，which may enhance the invasive of cells
． Hs578T／Dox+cav一1 cell formed long and abundant 

pseudopodia and only few filopodia were detectable in Hs578T／Dox+vector cells
． It was shown that adhesive 

capability of Hs578T／Dox cells enhanced with up—regulated expression of caveolin一1 protein(P<0．0 1)．Introducing 

the caveolin—l gene into Hs578T／Dox cells enhanced their migration and invasive capability．as revealed by an 

vitro chamber invasion assay fP<O．01)．Apoptosis index of Hs578T／Dox+cav一1 group resulting from loss of 

cell matrix interactions decreased comparing Hs578T／Dox+vector group(P<O．0 1)．Caveolin—l inhibited anoikis of 

Hs578T／DOx cells and that allowed survival of cancer cells during systemic circulation
． thereby facilitating 

secondary tumor form ation in distant organs．The efficacy in vivo of caveolin—1 was tested using cells xenografted 

into nude mice．Each mouse in both fifteen—mice groups were hypodermically injected with equivalent doses of 

5 xlO cells from Hs578T／Dox+cav一1 or Hs578T／Dox+vector
． Tumors in Hs578T／Dox+cav一1 group were all 

formed after injection followed for 4 weeks，while no one in Hs578T／Dox+vector group．Lung metastasis was 

found in one mouse injected Hs578T／Dox+cav一1 cells．In conclusion．up—regulated caveolin．1 level in Hs578T 

doxorubicin·resistanted cells markedly elevates their capacity to tUlTIOr invasion and metastasis． 

Key words caveolin一1，breast carcinoma Hs578T cells
，
invasion，metastasis 
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