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油酸激活Src基因诱导Hela细胞增殖、迁移和侵袭的研究*
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  [摘要] 目的 探讨油酸是否能够通过激活Src基因,从而诱导宫颈癌Hela细胞的增殖、迁移和侵袭。方

法 给予不同浓度的油酸(0、5、10
 

μmol/L)处理人宫颈癌 Hela细胞,使用CCK-8、平板克隆、EdU及Tran-
swell等方法分别检测不同浓度油酸负荷下Hela细胞增殖、迁移及侵袭能力的变化情况;Western

 

blot检测油

酸处理前后Src和p-Src蛋白表达水平变化;使用Src激酶特异性抑制剂SU6656处理细胞后,观察 Hela细胞

增殖率及穿膜细胞数等指标变化。结果 不同浓度油酸处理 Hela细胞后,其体外增殖、迁移和侵袭能力均明

显增加(P<0.05),且存在浓度依赖性。与NC组比较,油酸组p-Src蛋白表达水平升高(P<0.05)。应用Src
特异性抑制剂SU6656处理后,油酸引起的Hela细胞的增殖、迁移及侵袭力的增强均受到抑制。结论 油酸激

活Src基因促进Hela细胞增殖、迁移和侵袭。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

whether
 

oleic
 

acid
 

can
 

induce
 

cervical
 

cancer
 

Hela
 

cell
 

prolifera-
tion,migration

 

and
 

invasion
 

by
 

activating
 

Src
 

gene.Methods Hela
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentra-
tions

 

of
 

oleic
 

acid
 

(0,5,10
 

μmol/L).CCK-8,plate
 

cloning,EdU
 

and
 

Transwell
 

were
 

respectively
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

ability
 

of
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

Hela
 

cells
 

with
 

different
 

oleic
 

acid
 

concentrations.West-
ern

 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

Src
 

and
 

p-Src
 

protein
 

expression
 

levels
 

with
 

oleic
 

acid
 

treatment.Then
 

Src
 

ki-
nase-specific

 

inhibitor
 

SU6656
 

was
 

used
 

to
 

treat
 

Hela
 

cells.CCK-8
 

and
 

Transwell
 

assay
 

were
 

conducted
 

to
 

ob-
serve

 

the
 

changes
 

of
 

proliferation
 

rate
 

and
 

number
 

of
 

transmembrane
 

cells
 

in
 

each
 

group.Results After
 

Hela
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

oleic
 

acid
 

at
 

different
 

concentrations,the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

rate
 

in
 

vitro
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

a
 

concentration
 

dependence.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

p-src
 

protein
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

oleic
 

acid
 

treatment
 

group
 

(P<0.05).At
 

SU6656
 

pretreatment,the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

Hela
 

cells
 

induced
 

by
 

oleic
 

acid
 

were
 

inhibited.Con-
clusion Oleic

 

acid
 

activates
 

the
 

Src
 

gene
 

to
 

promote
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

Hela
 

cells.
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  宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤之一,呈现年轻

化的趋势,极大地危害了女性生命健康。宫颈癌的发

生、发展受多因素、多通路的调控。近年来研究表明,
肥胖可能增加宫颈癌的潜在发病率[1]。膳食中脂肪

摄入增加是导致肥胖状态的重要因素之一,且膳食脂

肪可能是解释肥胖与宫颈癌发生、发展关系的潜在因

素之一[2-3]。
目前,以“地中海食物”油酸为代表的单不饱和脂

肪酸(monounsaturated
 

fatty
 

acids,MUFA)作为重要

的抗肿瘤免疫营养物质已引起广泛关注[4-5]。研究表

明,MUFA不仅能通过影响肿瘤细胞蛋白质及DNA
合成、破坏肿瘤细胞生物膜结构,还能诱导肿瘤细胞
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自噬及凋亡等机制发挥抗癌作用[6]。但近年来也报

道了一些相反证据,MUFA,特别是油酸,可以促进胃

癌和乳腺癌细胞的增殖和迁移发挥促癌作用[7]。同

时,病例对照研究结果表明,MUFA可能会增加患胰

腺癌的风险[8],提示油酸有促癌作用。影响宫颈癌预

后最重要的因素是原位侵袭和远处转移,因此,抑制

肿瘤的侵袭和转移是宫颈癌防治的关键。Src基因是

在人类中较早发现的有内在酪氨酸激酶活性的原癌

基因。Src蛋白激酶作为一种不需要受体和膜相关信

号转导的酶类,对肿瘤细胞增殖、迁移、侵袭和细胞分

化均有调控作用,其异常活化及通路紊乱与肿瘤的高

转移性和预后不良关系密切[9]。目前,Src蛋白激酶

小分子抑制剂的抗癌作用研究已经进入了大量的临

床试验阶段。本课题组前期研究结果发现,高油酸饮

食喂养(含45%的橄榄油)能够促进裸鼠Hela细胞皮

下成瘤并增加肿瘤转移率,并进一步应用生物信息学

分析了可能参与该过程的一些核心基因及通路[10]。
本研究旨在探讨高油酸饮食对 Hela细胞增殖、迁移

和侵袭等恶性表型的影响,以及在油酸刺激下Src通

路的激活情况,为研究宫颈癌发生、发展的机制提供

一定的依据,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

人宫颈癌细胞株Hela,经过鉴定并由脂糖代谢性

疾病重庆市重点实验室保存。
1.1.2 试剂

胎牛血清购于阿根廷NTC公司;高糖DMEM培

养基购于美国
 

Hyclone公司;油酸购于美国Sigma公

司;牛血清清蛋白购于中国BBI生命科学公司;CCK-
8试剂购于日本同仁公司;EdU细胞增殖试剂盒购于

广州锐博公司;结晶紫染料购于美国Genview公司;
基质胶购于美国B&D公司;兔抗人Src和p-Src抗体

均购于美国CST公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养

将含有10%胎牛血清和1%青链霉素的高糖

DMEM作为生长培养基,于含5%
 

CO2、37
 

℃饱和湿

度条件下常规培养,每2天换液,取对数生长期细胞

进行实验。细胞实验前12
 

h将生长培养基更换为含

有0.2%牛血清清蛋白的培养基。
1.2.2 油酸和Src激酶抑制剂SU6656配制

称取油酸钠(相对分子质量为304.45)粉末50
 

mg于1.5
 

mL
 

EP管 中,随 后 加 入1
 

080
 

μL
 

0.1
 

mmol/L
 

NaOH溶液,置于90
 

℃以上水浴锅中加热

溶解其间需不断摇晃,5~10
 

min待完全溶解后将溶

液移入15
 

mL离心管中,并向其中加入5%牛血清清

蛋白使最终体积为10.8
 

mL,此为油酸储存液(终浓

度为15
 

mmol/L),使用时用0.2%牛血清清蛋白稀

释,获得0、5、10
 

μmol/L的工作液。SU6656配制时

溶于二 甲 基 亚 砜(DMSO),将 其 配 制 成 浓 度 为1
 

mmol/L的溶液,使用时用0.2%牛血清清蛋白稀释,
获得0.5

 

μmol/L的工作液。机制探讨实验使用油酸

及SU6656处理,共分为4组,其中NC组不使用油酸

及SU6656处 理,油 酸 组 用10
 

μmol/L 油 酸 处 理,
SU6656组用0.5

 

μmol/L
 

SU6656处理,油酸+SU6656
组使用10

 

μmol/L油酸联合0.5
 

μmol/L
 

SU6656处理。
1.2.3 CCK-8实验

将对数生长期Hela细胞消化、收集、制备单细胞

悬液,5
 

000个/孔的密度接种到96孔板中,每组设5
个复孔。CCK-8实验于接种后6、24、48和72

 

h时间

点进行检测。细胞贴壁后换成含有不同浓度油酸(0、
5、10

 

μmol/L)的工作液处理,其中NC组不使用油酸

处理,油酸组使用5、10
 

μmol/L油酸处理。检测时每

孔添加CCK-8液10
 

μL并于37
 

℃培养箱继续孵育

2
 

h。
1.2.4 EdU细胞增殖实验

将对数生长期Hela细胞以5
 

000个/孔的密度接

种到96孔板中,每组设5个复孔。EdU实验时,细胞

于96孔板孵育24
 

h后加入EdU培养基(EdU浓度

为50
 

μmol/L)孵育,然后使用多聚甲醛固定,甘氨酸

中和后用渗透剂[含0.5%Triton
 

X-100的磷酸盐缓

冲液(PBS)]于摇床孵育、清洗2次。随后加入1×A-
pollo染色反应液染色,依次用PBS、甲醇再清洗。后

用试剂盒中 Hoechst33342反应液进行细胞核染色。
最后荧光显微镜计数并分析。
1.2.5 平板克隆集落生成实验

对数期Hela细胞以每孔5
 

000个种于6孔板,用2
 

mL完全培养基培养,5
 

d后予以油酸(10
 

μmol/L)处
理,10

 

d后于显微镜下观察集落形态,使用4%多聚甲

醛固定细胞,用0.1%结晶紫染色,观察集落生长情况。
1.2.6 Transwell迁移实验

取对数生长期细胞,PBS洗涤2次,用含不同浓

度油酸的培养基调整细胞密度为2×105/mL,将100
 

μL细胞悬液加入8
 

μm的Transwell小室上室内,下
室加入600

 

μL含10%胎牛血清的完全培养基,孵箱

常规培养24
 

h后,取出Transwell小室,PBS清洗后,
用4%多聚甲醛室温固定30

 

min,然后于0.1%结晶

紫中染色30
 

min,PBS清洗2次,以棉签小心擦除滤

膜内面的细胞,用倒置显微镜在200倍进行拍照,用
ImageJ软件计算穿膜细胞数。
1.2.7 Transwell侵袭实验

将 Matrigel用无血清高糖培养基按1∶3的比例

稀释,取40
 

μL
 

Matrigel于Transwell小室的上室中,
均匀铺满小室底部的聚碳酯膜上,并置于37

 

℃培养

箱中孵育1
 

h待胶凝固。Transwell小室上室内加入

细胞悬液100
 

μL(40
 

000个/孔),下室加入600
 

μL完

全培养基,将24孔板置于孵箱培养72
 

h后,取出Tr-
answell小室,PBS清洗,4%多聚甲醛固定30

 

min,然
后用0.1%结晶紫染色30

 

min,PBS清洗2次,以棉签
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小心擦除滤膜内面的细胞,用倒置显微镜在200倍进

行拍照,用ImageJ软件计算穿膜细胞数。
1.2.8 Western

 

blot实验

用RIPA 分 别 提 取 NC 组 和 油 酸 处 理 组(10
 

μmol/L处理48
 

h)细胞的总蛋白,使用BCA试剂盒

检测各种蛋白浓度后,确定上样量。于8%十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)进行等量总蛋

白电泳,电转移于聚偏氟乙烯(PVDF)膜后,在37
 

℃
条件下,3%牛血清清蛋白封闭1

 

h,随后分别加入1∶
1

 

000稀释的Src和p-Src一抗,4
 

℃摇床孵育过夜。
次日用TBS-T清洗3次,每次15

 

min,接着加入1∶
8

 

000稀释的兔抗二抗,室温摇床中孵育1
 

h,TBS-T清

洗3次,每次15
 

min,随后用电化学发光(ECL)方法检

测p-Src蛋白表达情况,用ImageJ软件定量分析。

1.3 统计学处理

采用Graphpad
 

prism5.0软件进行数据分析,计
量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分

析(ANOVA),组间两两比较采用 Turkey's多重比

较,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 油酸促进Hela细胞的增殖

CCK-8实验显示:与 NC组比较,油酸组细胞增

殖率增高,且10
 

μmol/L油酸组增殖率明显高于5
 

μmol/L组(P<0.05)。平板克隆实验显示:与NC组

比较,油酸组Hela细胞集落形成能力明显增加(P<
0.05),且Hela细胞形成的单个集落更大。EdU细胞

增殖实验显示:油酸组EdU细胞阳性率较NC组升高

[(37±1)%
 

vs.
 

(29±1)%,P<0.05],见图1。

  A:CCK-8实验;B:平板克隆实验;C:Edu细胞增殖实验;a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与5
 

μmol/L油酸组比较。
图1  油酸促进宫颈癌 Hela细胞增殖的实验结果
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2.2 油酸促进Hela细胞的迁移和侵袭

Transwell迁移实验和侵袭实验显示,与 NC组

比较,油酸组迁移和侵袭细胞数均明显增多,且10
 

μmol/L油酸组多于5
 

μmol/L油酸组(P<0.05),见
图2。

  A:迁移实验;B:侵袭实验;a:P<0.05,与 NC组比较;b:P<
0.05,与5

 

μmol/L油酸组比较。

图2  Transwell小室实验

2.3 油酸能够刺激Hela细胞原癌基因Src激活

与NC组比较,油酸组p-Src蛋白表达水平明显

增高(P<0.05),见图3。
2.4 SU6656能抑制油酸对Hela细胞的促增殖作用

与 油 酸 组 比 较,NC 组、SU6656 组 和 油 酸 +
SU6656组 增 殖 率 降 低,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。与 NC组比较,SU6656组与油酸+SU6656
组增殖率升高,但差异无统计学意义(P>0.05),见
图4。
2.5 SU6656能抑制油酸对Hela细胞的促迁移及侵

袭作用

NC组、油酸组、SU6656组和油酸+SU665组迁

移细胞 数 分 别 为(11.2±5.5)、(28.5±14.8)、
(13.1±7.0)、(13.3±10.7)个,油酸组多于另外3
组,差异有统计学意义(P<0.05)。NC组、油酸组、
SU6656组和油酸+SU6656组侵袭细胞数分别为

(78.4±34.0)、(275.5±102.4)、(67.2±24.0)、
(69.6±27.4)个,油酸组多于另外3组,差异有统计

学意义(P<0.05),见图5、6。

  a:P<0.05,与NC组比较。

图3  油酸刺激 Hela细胞原癌基因Src激活

  a:P<0.05,与油酸组比较。

图4  SU6656逆转油酸对 Hela促增殖作用

  a:P<0.05,与油酸组比较。
图5  SU6656逆转油酸对 Hela促迁移作用
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  a:P<0.05,与油酸组比较。

图6  SU6656逆转油酸对 Hela促侵袭作用

3 讨  论

  宫颈癌发病率呈逐年上升趋势,虽然包括手术、
放疗、化疗在内的宫颈癌治疗技术不断改进,但晚期

患者5年生存率仍低于50%[11]。宫颈癌的预后与癌

细胞的侵袭和转移密切相关,侵袭和转移是造成其死

亡最重要的因素。但对于晚期和转移的宫颈癌,治疗

效果不佳,因此,研究宫颈癌预防与治疗方向也十分

必要。
在癌细胞中,脂肪酸主要参与细胞膜的形成,细

胞能量储存和信号分子生成及转导。此外,脂肪酸通

过调节细胞转化和肿瘤发生的信号通路来影响癌症

的发展。油酸在橄榄油中含量高达80%,富含油酸的

橄榄油被认为是传统地中海饮食的关键营养成分,对
心血管疾病的发生、发展产生保护作用。另外,流行

病学研究表明橄榄油可减少乳腺癌和结肠癌发病率,
且油酸与肝癌发生风险呈负相关[12]。但也有油酸促

进癌症发生的证据,如油酸可增加葡萄糖的利用以促

进胶质母细胞的增殖,油酸与结肠腺瘤的发生呈正相

关。硬脂酰辅酶a去饱和酶1(SCD1)可将饱和脂肪

酸转化为单不饱和脂肪酸,且SCD1已明确促进癌细

胞增殖、迁移、转移等过程,所以使得油酸对癌症的影

响尚存在争议,而目前针对油酸对宫颈癌的研究

较少。
Src激酶是原癌基因c-Src的主要产物,为非受体

酪氨酸蛋白激酶,目前发现的家族成员有11个,Src
是目前研究最多的成员之一[13]。Src由SH4结构域、
特定片段、SH3结构域、SH2结构域、连接段、SH1结

构域(蛋白酪氨酸激酶结构域)和羧基端调节尾端组

成。Src在细胞增殖、分化、运动和定位等细胞进程中

都发挥重要作用。研究表明,Src通路激活参与了结

肠癌、前列腺癌、卵巢癌、乳腺癌、肺癌、胰腺等恶性肿

瘤的进展[14]。Src激酶可参与多个信号通路,Src通

路活化将激活丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)和磷脂

酰肌醇3-激酶(PI3K)/蛋白激酶B(Akt)途径或与其

他信号通路之间的联系,对癌细胞的增殖、黏附及侵

袭恶性表型有调控作用,其高表达或表达紊乱与某些

肿瘤的高转移性和预后不良密切相关。有研究报道

在结肠癌中,肿瘤组织与癌旁组织比较,结肠癌组织

的Src失调主要涉及蛋白质过表达和通路过度激

活[15]。在乳腺癌进展过程中,Src激活是表皮生长因

子受体(EGFR)信号下游的关键事件,刺激周围组织

的迁移和侵袭。实验研究证明抑制
 

Src激酶的活性

或降低其表达可抑制多种癌细胞的增殖、迁移和侵

袭,同时对肿瘤细胞耐药发挥积极作用。事实上,抑
制Src激酶阻碍了一些肿瘤诱导表型的开关,包括刺

激癌症相关成纤维细胞(CAFs)、血管生成和免疫浸

润[15]。PP2为Src激酶抑制剂之一,其可于体外实验

抑制膀胱癌细胞的迁移、侵袭等能力,且有浓度依赖

性[16],另外,有研究证明Src通路激活降低了卵巢癌

细胞对化疗药物的敏感性,同时这种抗性可以通过药

理学抑制Src来逆转[17]。目前,全国多中心已开始进

行大量药物临床试验来评估实体瘤中的小分子Src家

族抑制剂的抗癌作用[18]。SU6656是一种小分子吲

哚酮,可特异性抑制Src激酶。由于其对Src的高度

特异性,SU6656已成为Src相关信号转导研究的重

要工具。YANG等[19]研究发现,在胃癌中,Src激酶

活性与迁移、侵袭相关蛋白[如血管内皮生长因子

(VEGF)及基质金属蛋白酶(MMP)家族蛋白]活性有

正相关性,用SU6656干预可实现体外逆转胃癌细胞

的恶性表型。
迄今为止,大多数证据表明Src在侵袭性表型的

维持中起主导作用,而不是在细胞周期进程中起主导

作用。有研究提示油酸可通过ERK1/2的磷酸化激

活并形成AP-1-DNA复合物促进乳腺癌细胞的增殖,
而ERK1/2的激活和AP-1-DNA复合物的形成依赖

于Src家族激酶的活性。目前关于Src及SU6656对

宫颈癌的作用研究报道较少。因此,本研究通过Src
激酶抑制剂SU6656干预Hela细胞,检测其侵袭和迁

移能力的变化,以期为寻找抗肿瘤治疗的新靶点提供

理论依据。
本研究结果显示,油酸对 Hela细胞的增殖、迁

移、侵袭能力有促进作用,且随浓度的增加效果越明

显。通过蛋白水平检测,油酸可于体外刺激Src原癌

基因表达,促进该通路激活。运用Src特异性抑制剂
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SU6656后,油酸对 Hela细胞的促癌作用逆转。综上

所述,Src激酶抑制剂在一定浓度油酸刺激下对 Hela
细胞的增殖、迁移和侵袭能力有抑制作用,但

 

SU6656
抑制肿瘤侵袭和迁移能力的机制尚不清楚。因此,进
一步探讨SU6656抑癌的分子机制将会对宫颈癌防治

提供一定理论依据。
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