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  [摘要] 目的 研究非小细胞肺癌经ADAM9基因干涉后对非小细胞肺癌细胞A549体外、体内增殖的影

响进行分析。方法 选用24只成年裸鼠建立移植瘤模型并将A549接种于动物皮下,待纳入的24只裸鼠体内

瘤增长至4
 

mm后进行分组;体内瘤成形后将24只裸鼠分为对照组、ADAM9组、顺铂组、联合组。对照组给予

生理盐水进行干预,ADAM9组给予每次40
 

μg/kg
 

ADAM9进行干预,顺铂组每次给予20
 

mg/kg顺铂进行干

预,联合组每次同时给予ADAM9组和顺铂组物质进行干预;4组裸鼠每周给药2次,体内瘤大小每周测量1
次,共计测量7周。结果 ADAM9组与对照组比较发现动其生存曲线明显下降(P<0.05),而顺铂组与联合

组比较生存曲线明显平稳(P<0.05);顺铂组体内肿瘤质量明显较ADAM9组小(P<0.05),联合组干涉7周

后体内肿瘤质量明显较顺铂组高,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 体外研究发现ADAM9能有效促进

A549增殖和保护作用;而体内数据发现ADAM9能促进瘤体增大,但顺铂组对A549具有明显抑制的效果,证

实顺铂与ADAM9对A549增殖无明显影响。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

effect
 

of
 

ADAMP
 

gene
 

intervention
 

to
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
(NSCLC)

 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

NSCLC
 

A549
 

cells
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo.Methods Twenty-four
 

adult
 

nude
 

mice
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

model
 

and
 

A549
 

was
 

inoculated
 

under
 

the
 

skin
 

of
 

the
 

ani-
mals.The

 

in
 

vivo
 

tumor
 

in
 

the
 

24
 

nude
 

mice
 

to
 

be
 

included
 

was
 

increased
 

to
 

4
 

mm
 

and
 

then
 

the
 

grouping
 

was
 

conducted;
 

after
 

in
 

vivo
 

tumor
 

forming,24
 

nude
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group
 

which
 

was
 

given
 

the
 

normal
 

saline,the
 

ADAM9
 

group
 

which
 

was
 

given
 

40
 

μg/kg
 

ADAM9
 

each
 

time
 

for
 

conducting
 

the
 

interven-
tion,the

 

cisplatin
 

group
 

was
 

given
 

20
 

mg/kg
 

cisplatin
 

each
 

time
 

for
 

conducting
 

the
 

intervention,and
 

the
 

com-
bination

 

group
 

was
 

simultaneously
 

given
 

the
 

substance
 

of
 

ADAM9
 

group
 

and
 

cisplatin
 

group
 

each
 

time
 

for
 

conducting
 

the
 

intervention;the
 

nude
 

mice
 

in
 

4
 

groups
 

were
 

given
 

the
 

medication
 

twice
 

a
 

week,and
 

the
 

tumor
 

size
 

in
 

vivo
 

was
 

measured
 

once
 

a
 

week
 

for
 

a
 

total
 

of
 

7
 

weeks.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

ADAM9
 

group
 

found
 

that
 

the
 

survival
 

curve
 

of
 

in
 

vivo
 

xenograft
 

tumors
 

in
 

animal
 

was
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.05),while
 

which
 

in
 

the
 

nude
 

mice
 

xenograft
 

in
 

vivo
 

of
 

the
 

cisplatin
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

stable
 

(P<0.05);the
 

tumor
 

in
 

the
 

cisplatin
 

group
 

was
 

significantly
 

smaller
 

than
 

that
 

in
 

the
 

ADAM9
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

tumor
 

weight
 

after
 

6-week
 

intervention
 

in
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

cisplatin
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>
0.05).Conclusion The

 

in
 

vitro
 

study
 

found
 

that
 

ADAM9
 

can
 

effectively
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

protection
 

effect
 

of
 

A549;
 

the
 

in
 

vivo
 

data
 

found
 

that
 

ADAM9
 

can
 

promote
 

tumor
 

growth,but
 

the
 

cisplatin
 

group
 

has
 

a
 

signifi-
cant

 

inhibitory
 

effect
 

on
 

A549,confirming
 

that
 

cisplatin
 

and
 

ADAM9
 

have
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

A549
 

proliferation.
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  近 年 来,肺 癌 的 发 病 率 呈 逐 年 上 涨 趋 势,自
2004-2014年肺癌患者数量高达120万/年,其病死

率高达91.6%,严重威胁人类生命健康,成为世界卫

生组织高度重视的热门话题[1]。研究表示,通过抑制

ADAM9基因表达水平能够有效改善前列腺患者上

皮细胞表型,并能有效改善前列腺患者对放疗和化疗

的敏感性,强化治疗效果[2]。ADAM9基因的表达可

能参与了非小细胞肺癌的发病机制,ADAM9在细胞

与细胞、细胞与细胞间质间相互作用,同时参与了

EGFR配体NRG1b从前膜结合的前体细胞释放到细

胞外介质中的过程,并发挥关键作用[3]。本实验旨在

探讨ADAM9基因水平的表达对A549体内外影响,
为非小细胞肺癌发病机制的研究提供有效的科学依

据,为临床非小细胞肺癌的治疗提供全新的科学

依据。

1 材料与方法

  由上海斯莱克公司购进24只,平均年龄(5.32±
0.16)岁,平均体质量为(19.65±3.25)g的成年裸鼠。
实验动物的饲养选择无特定病原体(SPF)环境,其饲

养方法及动物饲养材料均按照实验动物管理与保护

的相关规定进行操作。各实验用裸鼠一般情况比较

差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。

1.1 试剂与仪器

仪器:HB-2型倒置显微镜购自日本 Olympus公

司、128ce酶标仪购自奥地利Clinibio公司;试剂:顺
铂溶液购自江苏豪森药业股份有限公司、无水乙醇购

自济南世纪通达化工有限公司、二甲基亚砜(DMSO,

NO.D4540)和四甲基偶氮唑蓝(MTT,NO.M2128)
由美国Sigma公司提供、原位末端标记法(TUNEL)
试剂盒(NO.SK-8005)购自美国Roche公司。

1.2 方法

1.2.1 试剂配制

顺铂及人ADAM9实验用溶液需现配现用,按照

所需浓度用相应的生理盐水进行稀释;75%乙醇溶液

的配制,采用双蒸水作为稀释液,向125
 

mL无水乙醇

中加入375
 

mL双蒸水得到500
 

mL
 

75%的乙醇溶

液。试剂配制过程中应注意操作规范,防止试剂污染

对实验结果产生影响。

1.2.2 不同浓度ADAM9对A549增值的影响

对传代培养的A549进行洗涤、离心、收集。然后

用4
 

mL
 

10%胎牛血清F-12K培养液进行重悬,对细

胞进行计数,调整细胞浓度为2×106/mL,加入96孔

板中培养;在终止培养前4
 

h向一块细胞板,96个孔

中加入25
 

μL
 

MTT,重新放回原环境培养直至培养

终止,MTT最终浓度为0.5
 

mg/mL;细胞培养结束

后检测其光密度值(OD)并进行记录。

1.2.3 实验分组

观察裸鼠移植瘤生长,对其肿瘤直径进行测量,
待裸鼠肿瘤平均直径达4

 

mm后对裸鼠进行随机分

组,每组6只。对照组:该组裸鼠为空白对照组,为排

除液体体积对实验结果产生影响,该组裸鼠给予同干

预组等体积生理盐水(2次/周);ADAM9组:该组裸

鼠给予 ADAM9(40
 

μg/kg,2次/周),同时给予与顺

铂等体积的生理盐水,避免因液体体积对实验结果产

生影响;顺铂组:该组裸鼠给予顺铂溶液(2.5
 

mg/kg,
2次/周),同时给予与 ADAM9等体积的生理盐水,
避免因液体体积对实验结果产生影响;联合组:该组

裸鼠给予 ADAM9(40
 

μg/kg,2次/周),同时给予顺

铂溶液(2.5
 

mg/kg,2次/周)。
1.2.4 结果观察

每周测量4组裸鼠瘤体大小并绘制生长曲线,体
积=短径2×长径/2。裸鼠移植瘤长径、短径的测量

采用游标卡尺进行。裸鼠进行7周干预后,进行麻醉

致死,致死后裸鼠立即进行解剖分离瘤体,并称量瘤

体质量。记录不同组别裸鼠体内移植瘤的质量,以备

实验结束后对各组裸鼠实验结果进行分析。
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0软件进行处理,计量资料以x±s
表示;组间比较采用t检验,多组间多重比较采用方

差分析;计数资料采用百分比表示,组间比较采用χ2

检验,多组间多重分析采用秩和检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 ADAM9基因干涉对A549增殖的影响

OD值显示干预7周中 ADAM9可有效促 进

A549的体外增殖,见图1。

图1  细胞生长曲线图

2.2 非小细胞肺癌动物模型的建立

24只裸鼠接种 A549细胞后成瘤时间为8~10
 

d,瘤体平均直径为4
 

mm时是接种癌症细胞的第15
天,瘤体形态见图2;4组裸鼠均存活至实验结束,无
意外死亡。
2.3 移植瘤生长曲线描述

观察发现对照组移植瘤生长曲线陡直;ADAM9
组自给药2周后移植瘤增长明显较对照组快;顺铂组

在使用药物后第1周瘤体生长速度较快,但第2周后

瘤体生长速度明显下降,且第3、4、5、6、7周瘤体生长
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速度明显较其他3组同时间点慢;联合组裸鼠瘤体生

长明显较为缓慢,且与对照组及ADAM9组比较差异

有统计学意义(P<0.05);联合组第3周后瘤体生长

速度明显高于顺铂组(P<0.05),见图3。

图2  裸鼠皮下移植瘤图示

图3  4组裸鼠移植瘤生长速度

2.4 裸鼠解剖及瘤体称重

麻醉处死4组裸鼠,并将瘤体进行分离;ADAM9
组移植瘤质量为(1.034

 

8±0.201
 

3)g明显较对照组

(0.758
 

2±0.245
 

8)g高,差异有统计学意义(P<
0.05);联合组移植瘤质量为(0.564

 

7±0.134
 

2)g较

对照组和 ADAM9组轻,差异有统计学意义(P<
0.05),而顺铂组与联合组比较差异无统计学意义

(P>0.05),但4组裸鼠均未出现瘤体转移。4组经

方差分析显示顺铂组SS=1.181,ν=1,MS=1.181
(F=30.214,P=0.000)与 ADAM9组SS=0.372,
ν=1,MS=0.372(F=9.416,P=0.005)主效应差异

有统计学意义(P<0.05),但两组交互作用为SS=
0.004,ν=1,MS=0.004(F=0.068,P=0.789)差异

无统计学意义(P>0.05)。见图4、5。

图4  裸鼠解剖图示

图5  裸鼠移植瘤质量

3 讨  论

  近年来,非小细胞肺癌占肺癌的80%,已成为影

响人类生命的主要肺部疾病,给患者的生命带来极大

威胁。以往人们认为引起肺癌的主要原因是吸烟,对
此也做了大量的临床研究证实,吸烟对肺癌的发生具

有一定影响[4-5]。随着医学的进步,学者们的不断探

索发现,许多蛋白对于促进肺上皮细胞的增殖及致瘤

性具有密切关系,对肺癌的研究提升到了蛋白质水

平。对于肿瘤患者的治疗也在不断的改进并取得越

来越优异的成绩。如对肺癌发生机制有影响的蛋白

质被逐步发现,并成为研究热点[6-8]。

ADAM9是ADAMs家族的一员。ADAMs是一

种具有蛋白水解功能和细胞黏附功能的跨膜蛋白,目
前已经发现40多个成员,其中有21种在人体内起到

相应的作用,ADAM9便是其中一种,其主要结构是

跨膜蛋白的胞外区[9-10]。ADAM9不仅能够促进乳腺

肿瘤体外侵袭能力,还会降低前列腺癌患者对放化疗

的敏感性,干扰肿瘤患者的临床效果[11]。
通过前期预实验对 ADAM9实验用浓度进行确

定,分别将10、40、80
 

μg/kg设置为 ADAM9低、中、
高浓度进行检测,10

 

μg/kg
 

ADAM9浓度组与对照组

比较,移植瘤重量差异无统计学意义(P>0.05);40、
80

 

μg/kg
 

ADAM9浓度组与对照组移植瘤重量比较

差异有统计学意义(P<0.05),但两浓度组裸鼠移植

瘤质量比较差异无统计学意义(P>0.05)。根据以上

实验结果,本研究选用40
 

μg/kg
 

ADAM9浓度作为本

实验用浓度[12]。
顺铂组与联合组比较,移植瘤质量差异无统计学

意义(P>0.05),且ADAM9组裸鼠移植瘤质量高于

对照组,而顺铂组裸鼠移植瘤质量明显低于对照组,
说明ADAM9能够促进A549在体内的增殖。实验显

示对照组移植瘤生长曲线陡直,说明裸鼠内A549可

正常生长,且ADAM9组自给药2周后移植瘤增长明

显快于对照组,证实AMAD9可有效促进A549移植

瘤在裸鼠体内的生长。相关文献表明,顺铂能够促进

A549的凋亡,与本实验顺铂组裸鼠移植瘤生长情况

相符,但ADAM9不能抑制顺铂对A549凋亡的调节

作用[13]。而ADAM9调节 A549体内外增殖的具体

机制目前尚不明确,因此课题组需要继续研究。本实
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验发现顺铂组可有效抑制体内移植瘤的生长速度,并
缓解非小细胞肺癌的恶化速度,且ADAM9不能影响

顺铂抑制肿瘤细胞的调节作用。针对联合组与顺铂

组对照结果引出联想,联合组ADAM9不能抑制顺铂

对A549凋亡影响的原因可能有,实验中样本较少,可
能存在个体差异,对于两者同时注射的相关影响因素

多种多样。目前还不明确两者对肿瘤细胞影响的具

体机制,可能也会影响两者对A549增殖及凋亡的影

响,还有待临床研究的大力探索与求证[14-15]。
综上所述,ADAM9在 A549中表达的具体机制

及途径目前还不明确,是今后该课题组研究的重要内

容;实验也表明ADAM9和顺铂对A549凋亡的调节

没有显著影响,具体作用机制还有待进一步的临床研

究发现。
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