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[摘要] 目的 探讨基因转染CLD1对大肠癌细胞株SW480粘附作用的影响。方法 对SW480 (转 

染 CLD1的 SW480细胞株)、SW480~ (转染了 pEGFP-C1的 SW480细胞株)、SW480细胞株分别进行细胞同 

质粘附实验和细胞异质粘附实验。结果 细胞同质粘附实验结果显示 SW480 ‘细胞粘附细胞数量少于 

SW480⋯ (P=0．ooo)和 SW480细胞(P=0．ooo)，SW480⋯ 的粘附细胞数与 SW480无差异(P=0．376)，粘 

附细胞数顺序为 SW480 <SW480 ’和 SW480。异质粘附实验的结果显示 SW480cLm粘附细胞数多于 

SW480 ‘(P=0．000)和SW480(P=0．ooo)，差异有统计学意义。SW480 和SW480粘附细胞数无显著差 

异(P=0．334)。粘附细胞数顺序为 SW480cLD >SW480 和 SW480。结论 CLD1基因转染后可减少 

SW480细胞之间的同质粘附作用 ，增加 SW480细胞与Ⅳ型胶原的粘附性。 
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The adhesive effects of colorectal cancer cells SW480 by CLD1 gene transfection CHEN Lin，WEI Ya—nan，LI 

Lin—m∞，et a1．Department of Medical Examination Center，the People 5 Hospital of Guangxi Zhuang Autonomous Re— 

gion，Nanning 530021，China 

[Abstract] Objective To investigate the adhesive effects of colorectal cancer cells SW480 by CLD1 gene 

transfection．Methods Cell homotypic adhesive tests and cell—matrix adhesive tests were performed on SW480 。 

(SW480 by CLD1 gene transfection)，SW48O一 (SW480 by pEGFP—C1 transfection)and SW480 cells．Results 

The resuh of hornotypic adhesive tests showed that the number of homotypic adhesive SW480 D1 cells were less than 

those of SW480 (P=0．000)and SW480 cells(P=0．000)．No significant difierence was detected between 

SW480cÜ “and SW480 ceIIs(P=0．376)．The sequence of number 0f adhesive ce11 were SW480 D <SW480 。“‘ 

and SW48O．The resuh of cel1．matrix adhesive tests showed that the number of SW480 adhesive cells were more 

than those of SW480~~" (P=0．000)and SW480 cells(P=0．000)，significant difference was detected．No signifi— 

cant difference was detected between SW480 and SW480 cells(P=0．334)．The sequence of number of adhesive 

ce11 were SW480cLD >SW480⋯洲 and SW480
． Conclusion The homotypic adhesion was decrease between SW480 

cells by CLD1 gene transfection．The adhesion was increase between SW480 cells and collagen IV mediated by CLD1 

gene transfection． 
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紧密连接蛋 白(claudin一1，CLD1)是一种膜蛋 

白，主要功能是封闭腺上皮顶端的间隙，形成一个能 

阻止大分子物质通过细胞膜之间的间隙进入基底外 

侧区域的屏障。紧密连接是主导细胞粘附、细胞极 

性和腺体分化的关键因素之一。由于它可作为胞外 

环境到胞内信号通道的结合点，因此在细胞增生、肿 

瘤形成、细胞骨架等方面扮演了重要角色。肿瘤细 

胞表面膜的改变直接影响了细胞内、外环境之间的 

正常平衡关系⋯。肿瘤细胞要向外进行粘附、迁 

移、侵袭、转移必须经过细胞膜的改变才能发生。粘 
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附作用是癌细胞向外转移的重要步骤。前期实验我 

们鉴定了三种具有不同转移潜能的大肠癌细胞株的 

CLD1表达量 】，结果显示具有不同转移潜能的大 

肠癌细胞株的 CLD1表达量不同，并对低表达的细 

胞株 SW480进行基因转染，增加 SW480的 CLD1表 

达量，通过 G418筛选 出稳定表达该重组质粒 的 

SW480细胞株(SW480 )，以及转染空质粒 pEG— 

FP-Cl的SW480细胞株(SW480 )以利于对照进 

行研究 J。为进一步探讨基因转染 CLD1对大肠癌 

细胞株 SW480粘附作用的影响，我们对 SW480 、 

SW480 和SW480三株细胞株分别进行细胞同质 

粘附实验和细胞异质粘附实验，现报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 材料 SW480细胞株来自ATCC(美国组织培 

养保藏中心)，由中国科学院上海细胞生物学研究 

所提供；稳定表达 CLD1重组质粒的SW480细胞株 

(SW480∞ )(自己培养) J、转染空质粒 pEGFP—C1 

的SW480细胞株(SW480 )(自己培养) ；RP— 

MI1640培养基干粉、BSA购 自Gibco公司；collageon 

Ⅳ购自Amresco公司；Opti．MEM无血清培养基购自 

Invitrogen公司；胰蛋 白酶购 自 Oxoid公司；24孔 

Tranwell双层细胞培养板购 自Coming公司。 

1．2 方法 共设三个实验组：SW480 组、SW480 

组和 SW480。每组设6个复孔。 

1．2．1 细胞同质粘附实验 ①台盼兰证实细胞活 

力 >95％；②细胞接种于 48孔培养板，培养至单层 

融合不留空隙；③弃培养液，37℃预热RPMI1640培 

养基 ，小心冲洗细胞 2次去除悬浮细胞；④各组细胞 

用 RPMI1640培养基制备成 1 X 10 ／ml浓度，每孔 

200 Ixl将细胞植入48孔板；⑤37℃培养 60 min，小 

心吸出未粘附细胞，用 0．O1 M PBS洗细胞 2次充分 

收集未粘附细胞，计数未粘附细胞，加人细胞减去未 

粘附细胞数量之差即为同质粘附细胞数。 

1．2．2 细胞异质粘附实验 取细胞对数生长期，用 

无血清RPMI1640培养过夜。25 g／ml collageon 1V 

溶液(0．01 M PBS配制)每孑L 150 ，置37℃铺板 1 h。 

10 g／LBSA(O．O1 M PBS配制)煮沸 13 min变性后， 

每孔加200 1封闭 1 h，封闭结束后用 lxPBS冲洗2 

次。用2．5 g／L胰蛋白酶消化细胞，0．01 M PBS洗 

涤细胞，800 r／min离心 5 min沉淀细胞，弃上清，将 

细胞重悬于含氯化钙 1 mmol／L，氯化镁 1 mmol／L， 

氯化锰0．2 mmol／L及 5 g／LBSA的 RPMI1640中，调 

整细胞浓度为1 X 10 ／ml。按200 l／，孔加入细胞悬 

液，37℃温育，动态观察细胞贴壁情况，90 min后终 
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止培养。取出48孔板，0．O1 M PBS冲洗3次，4％多 

聚甲醛固定细胞 15 min，0．O1 M PBS清洗，在 4OO× 

高倍镜下，每孔取上、下、左、右、中5个视野计数。 

1．3 统计学方法 应用 SPSS1 9．0软件进行统计学 

处理，计量资料以均数±标准差(元±s)表示，多组间 

比较用方差分析，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 细胞同质粘附实验结果 在单层细胞培养时， 

SW480 m细胞形态学表现为伸展、呈纺锤形，细胞 

生长较松散，易消化，不利于细胞之间的粘附；而 

SW480 细胞与 SW480细胞相似，多为圆形或类 

圆形，成团生长，不易消化，细胞之间容易粘附。SW一 

480cLD 细胞互相粘附的细胞数量显著少于SW480。。 

(P=0．000)和 SW480(P=0．ooo)，具有统计学差异。 

SW480 的粘 附细胞数 与 SW480无 差异(P= 

0．376)，粘附强弱顺序为 SW480 小<SW480 和 

SW480。说明提高 CLD1表达后可减少 SW480细胞 

之间的同质粘附，使肿瘤细胞脱离原发灶，便于进一 

步侵袭。并且同质粘附的的下降可使紧密连接渗透 

性改变，导致更多的营养物质和生长因子供肿瘤生 

长，紧密连接完整性的丧失可能是肿瘤转移发展进 

程中重要一步。见表 1，图 1。 

表1 基因转染CLD1对SW480细胞同质粘附的影响(元±s) 

注：’与 SW480 Ⅲ 比较差异有统计学意义，P=0．000； 与 SW480 

比较差异无统计学意义，P=0．376 
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图1 基因转染 CLD1对 SW480细胞同质粘附的影响图 
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2．2 细胞异质粘附实验结果 三组细胞培养90 min 

后随机计数6个 400倍视野粘附细胞，结果显示三 

个细胞株总体粘附陛有差异。其中，SW480乱m粘附 

细胞数显著多于 SW480 (P=0．000)和 SW480 

(P=0．000)，差异有统计学意义。SW480~o-' 的粘附 

细胞数与SW480细胞差异无统计学意义(P：0．334)。 

粘附性强弱顺序为SW480cLD >SW480 和SW480。 

表明提高 CLD1表达后 SW480细胞与Ⅳ型胶原基 

底膜的粘附力增强。见表2，图2。 

表2 基因转染 CLD1对SW480细胞与Ⅳ型胶原 

粘附的影响( ±s) 

注： 与 SW480 LD 比较差异有统计学意义，P=0．000； 与 SW480 

比较差异无统计学意义，P=O．188 
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图2 基因转染CLD1对 SW480细胞与Ⅳ型胶原粘附的影响图 

3 讨论 

3．1 癌细胞的侵袭与转移过程 为多步骤过程，大 

致可分为以下几步 J：(1)肿瘤细胞之间相互粘 

合减弱，细胞连接松散从而导致肿瘤细胞从瘤体脱 

落。(2)肿瘤细胞破坏并穿过基底膜，侵袭基底膜 

下的结缔组织。(3)侵袭并穿过血管或淋巴管壁进 

人血液循环或淋巴系统 ，并在其中存活下来。(4) 

在血液或淋巴中形成瘤栓停滞于小脉管腔。(5)粘 

附于脉管内皮细胞并使之回缩暴露出内皮下基膜， 

分泌蛋白水解酶破坏基膜，迁移并穿出脉管。(6) 

在远处组织、器官中增殖，长入新的血管，形成转移 

瘤。因此，癌细胞粘附运动是肿瘤侵袭转移的重要 

环节，运用粘附实验可证明肿瘤细胞的转移潜能。 

3．2 细胞同质粘附实验的意义 同质粘附指的是 

相同细胞之间的粘附，同质粘附的提高不利于肿瘤 

细胞与母体分离并侵犯基底膜等正常组织向外转 

移，它的降低是肿瘤脱离原发灶的前提 。我们在 

实验中发现转染 CLD1上调其基因后 ，SW480细胞 

的同质粘附细胞数量减少，说明 CLD1抑制同质细 

胞之间的粘附，使细胞之间松散、分离、脱落，易于远 

处转移。 

3．3 细胞异质粘附实验的意义 基底膜是癌细胞 

侵袭、迁移的天然屏障，为以Ⅳ型胶原为主的三维网 

络结构。在转移过程中，恶性肿瘤细胞先与基底膜 

或细胞外基质粘附，然后释放和激活多种蛋白水解 

酶降解基底膜和细胞外基质，在趋化因子、自分泌以 

及旁分泌生长因子等作用下定向迁移到达靶组织， 

克隆增殖形成转移灶。侵袭和迁移过程的任一环节 

均有可能影响肿瘤的转移能力，其中肿瘤细胞对基 

底膜成分粘附能力的强弱，对肿瘤细胞的侵袭转移 

过程有重要影响。因此，肿瘤细胞与基底膜的粘附 

性，是反映肿瘤细胞侵袭、转移能力的主要指标，即 

细胞一基质粘附性越 强，肿瘤 的侵袭转移 能力越 

强 引。异质粘附是肿瘤细胞与细胞外基质之间的 

粘附。异质粘附是肿瘤侵袭转移的前提，提示侵犯 

基底 膜 的能 力。我们 发现 上调 CLD1表达后， 

SW480细胞与Ⅳ型胶原粘附的细胞数量增多，说明 

提高 CLD1表达后 SW480细胞与Ⅳ型胶原粘附性 

增加，CLD1可促进癌细胞对基底膜的粘附。 

综上所述，本实验说 明 CLD1可减少大肠癌 

SW480细胞之间的粘附性，使癌细胞之间细胞连接 

松散，导致肿瘤细胞从瘤体松散、分离、脱落，易于远 

处转移；同时也增加 SW480细胞与基底膜的粘附 

性，利于肿瘤细胞穿过基底膜，侵袭基底膜下的结缔 

组织，粘附于脉管内皮下基膜，利于迁移并穿出脉 

管，在远处组织、器官形成转移瘤。此结果为进一步 

研究 CLD1对大肠癌细胞的影响提供了理论基础。 
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[摘要】 目的 观察实验家兔皮肤接触壮医通路酒后的毒性反应。方法 以实验家兔为试验动物，选 

取体重(2．5±0．25)kg的家兔按雌雄各半标准随机分组并造模，用壮医通路酒涂于创面，以米酒作对照，观察 

各组皮肤反应。结果 与对照组比较，用药后实验用药各组家兔的正常皮肤和破损皮肤均无急性毒性、长期 

毒性及皮肤刺激反应 ，并且实验用药组与对照组对比无明显差异(P>0．05)。结论 壮医通路酒皮肤局部用 

药治疗痹证有较好的安全性。 
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Animal experimental study of dermal toxicity of Zhuangyi Tonglu Medicinal Liquor ZENG P ，HANG 

．1ing—chao，QIN ng，et a1．The FirstAffiliatedHospital ofGuangxi Unive~ityofChineseMedicine，Nanning 530023， 

China 

[Abstract] Objective To observe toxic reactions in the experimental rabbits after skin touching the Zhuangyi 

Tonglu Medicinal Liquor．Methods The experimental rabbits weighing(2．5 4-0．25)kg were used as testing animal， 

then randomly divided into groups and molded according to the half genders standard．Each experimental groups were 

smeared Zhuangyi Tonglu Medicinal Liquor onto the wound or the normal skin while the control group Was smeared 

rice wine．Derm al reactions of different groups were observed．Results The norm al and wounded skin of rabbits in 

different groups showed no acute toxicity and long term  toxicity，and Zhuangyi Tonglu Medicinal Liquor did not cause 

dermal irritation of rabbits．The experimental groups showed no significant difference compared with the control group 

(P>0．05)．Conclusion Treating arthralgia syndrome with Zhuangyi Tonglu Medicinal Liquor by the means of topi— 

cal skin smearing has reasonable security． 
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