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细胞黏附分子Ｌ１基因沉默对胰腺癌细胞Ｃａｐａｎ２神经侵袭能力的影响
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　　［摘要］　目的　观察沉默细胞黏附分子Ｌ１基因（Ｌ１ＣＡＭ）表达后对胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞体外神经侵袭能力的影响。方

法　应用慢病毒介导的 Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ 干扰载体转染胰腺癌 Ｃａｐａｎ２细胞，以 Ｌ１ＣＡＭＮＣ转染细胞为对照。分别将
Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组及Ｌ１ＣＡＭＮＣ组细胞与大鼠背根神经节（ＤＲＧ）、基质胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ）一起构成共培养神经侵袭模型，倒置显

微镜下观察神经突及细胞生长情况并拍照，利用Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ图像分析软件对照片进行分析。结果　共培养模型中，
Ｌ１ＣＡＭＮＣ对照组细胞向ＤＲＧ方向不断迁移增殖，包绕神经突起并沿之向ＤＲＧ爬行，而Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组中并未观察到

该现象。共培养第３天和第５天时，Ｌ１ＣＡＭＮＣ对照组细胞集落面积显著高于Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组（Ｐ＜０．０１），但两组的神经

突生长差异无统计学意义。结论　干扰Ｌ１ＣＡＭ的表达可能通过抑制细胞集落形成及迁移爬行的方式抑制胰腺癌Ｃａｐａｎ２
细胞的神经侵袭作用。
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　　外周神经侵袭（ｐｅｒｉｎｅｕｒａｌｉｎｖａｓｉｏｎ，ＰＮＩ）是胰
腺癌术后发生腹膜后转移、预后不良的重要原
因［１３］，然而胰腺癌ＰＮＩ发生发展的机制尚不清楚。
细胞 黏 附 分 子 Ｌ１（Ｌ１ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ，

Ｌ１ＣＡＭ）是免疫球蛋白超家族的成员之一，广泛表

达于神经系统中，在神经系统发育和修复过程中扮
演着重要角色［４］。近年研究发现，Ｌ１ＣＡＭ 过表达于
胰腺癌侵犯的神经内，且与胰腺癌神经侵犯呈正相
关［５］。我们通过构建以 Ｌ１ＣＡＭ 为靶基因的ｓｈＲ
ＮＡ慢病毒干扰载体，应用胰腺癌ＰＮＩ体外模型，观
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察沉默Ｌ１ＣＡＭ表达后对胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞体外
神经侵袭能力的影响。

１　材料和方法

１．１　ｓｈＲＮＡ 慢病毒干扰载体的构建 　 靶向

Ｌ１ＣＡＭ的ｓｈＲＮＡ 序列［６］为５′ＡＧＧ ＧＡＵ ＧＧＵ
ＧＵＣＣＡＣＵＵＣＡＡＡＴＴ３′，对照ｓｈＲＮＡ的序列
为 ５′ＴＴＣ ＴＣＣ ＧＡＡ ＣＧＴ ＧＴＣ ＡＣＧ Ｔ３′；

Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ慢病毒干扰载体构建由上海吉玛公
司完成。步骤简述如下：将上述ｓｈＲＮＡ序列合成

ＤＮＡＯｌｉｇｏ：５′ＧＡＴＣＣＧＡＧＧＧＡＴＧＧＴＧＴＣ
ＣＡＣＴＴＣＡＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＧＡＡＧＴＧ
ＧＡＣＡＣＣＡＴＣＣＣＴＣＴＴＴＴＴＴＧ３′（含ＢａｍＨ
Ⅰ和ＥｃｏＲⅠ酶切位点）；经退火形成双链ＤＮＡ，经

ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切后连接至ｐＧＬＶＵ６ＥＧ
ＦＰ穿梭载体（上海吉玛制药技术有限公司）；连接产
物转化ＤＨ５大肠杆菌（ＴａＫａＲａ公司），挑取重组阳
性克隆行ＰＣＲ及测序鉴定；取对数生长期的２９３Ｔ
细胞（上海吉玛制药技术有限公司）接种于６孔板
中，转染前２ｈ将细胞培养液更换为无血清培养液
（Ｇｉｂｃｏ公司），将慢病毒表达载体ｐＧＬＶＵ６ＥＧＦＰ
与混合包装载体质粒（ＰＧＰ１ＶＳＶＧ，ＰＧＰ２ＲＥＶ
及ＰＧＰ３ＲＲＥ，上海吉玛制药技术有限公司）混匀
于ｏｐｔｉＭＥＭ去血清培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）中，用Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）共转染于２９３Ｔ
细胞中，转染后２４ｈ更换为完全培养液；转染７２ｈ
收集上清进行过滤浓缩；最后用孔稀释法测定浓缩
液病毒的滴度。阴性对照（Ｌ１ＣＡＭＮＣ）也采用同样
的方法构建。

１．２　细胞培养及转染　人胰腺癌细胞系Ｃａｐａｎ２
由第二军医大学长海医院消化内科实验室保存，常
规培养、传代。取对数生长期的Ｃａｐａｎ２细胞，以每
瓶１．５×１０５个接种于细胞培养瓶中，培养２４ｈ后分
为未转染组、Ｌ１ＣＡＭＮＣ组及Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组，
吸弃细胞培养瓶中的培养液。将６０μｌ病毒原液
（１×１０９ＵＴ／ｍｌ）及３μｌ聚凝胺（上海吉玛公司）加入

ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）中混合成３ｍｌ的病
毒稀释液，Ｌ１ＣＡＭＮＣ组及Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组分
别加入对应的病毒稀释液３ｍｌ，未转染组则加入３
ｍｌ完全培养液。２４ｈ后更换完全培养液，转染４８ｈ
后，每日观察荧光表达率。

１．３　干扰效果的鉴定　转染９６ｈ后，收集上述３组
细胞，加入适量的蛋白裂解液及蛋白酶抑制剂，冰上
放置１５ｍｉｎ，１５０００×ｇ，４℃离心１５ｍｉｎ，取上清，

常规行蛋白质印迹检测 Ｌ１ＣＡＭ 的表达。鼠抗人

Ｌ１ＣＡＭ单抗购自英国 Ａｂｃａｍ公司；鼠抗 ＧＡＰＤＨ
抗体购自上海康城公司；ＨＲＰ标记的兔抗鼠ＩｇＧ抗
体购自美国ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司。采用

ＥＣＬ发光法显影，ＩｍａｇｅＪ软件计算条带灰度值，以
各组目的蛋白与自身ＧＡＰＤＨ灰度值比值作为蛋白
的相对表达量。独立实验重复３次。

１．４　神经侵袭共培养模型的建立及观察　采用长
海医院消化内科实验室先前成功建立的神经侵袭体

外模型［７］进行构建。构建方法简述如下：参照文献
［８］的方法获取大鼠背根神经节（ＤＲＧ），将取下的

ＤＲＧ用ＰＢＳ清洗３次，置于无血清培养液中４℃保
存备用。参照文献［９］的方法建立胰腺癌细胞与

ＤＲＧ的共培养模型，将基质胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ，ＢＤ公司）
以每孔１００μｌ置于６孔板孔中央，胶内植入一枚大
鼠ＤＲＧ，将１×１０５个Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ细胞（转染９６
ｈ）接种至神经节附近（上述操作于冰上进行）。随后
将６孔板置于３７℃细胞培养箱中孵育３０ｍｉｎ，加入

３ｍｌＲＰＭＩ１６４０完全培养液，并放回细胞培养箱培
养。采用同样方法建立Ｌ１ＣＡＭＮＣ细胞与ＤＲＧ的
共培养模型作为对照。上述两组模型在细胞培养箱
中培养１４４ｈ，每隔１ｄ在倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）下观察胰腺癌细胞Ｃａｐａｎ２的迁移、集落形成及

ＤＲＧ神经突的生长情况并拍照，用专业图像分析软
件Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０进行分析。参照Ａｙａｌａ等［１０］

的方法，分别计算第３天及第５天４０倍镜的照片中

ＤＲＧ发出的神经突及选定区域细胞集落的面积。
独立实验重复３次。

１．５　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１６．０进行
分析。数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异的比较采用ｔ检
验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　转染率与干扰效果　将慢病毒转染Ｃａｐａｎ２
细胞９６ｈ后，Ｌ１ＣＡＭＮＣ及Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组细
胞在形态上与未转染组细胞无明显差异（图１），并且

Ｌ１ＣＡＭＮＣ组与Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组转染率也无明
显差异［（８５．３±３．６）％ ｖｓ（８７．４±６．１）％，Ｐ＝
０．６３５］。采用蛋白质印迹的方法检测Ｌ１ＣＡＭ 的表
达，未转染组、Ｌ１ＣＡＭＮＣ组及Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组
细胞中Ｌ１ＣＡＭ相对ＧＡＰＤＨ的蛋白表达量分别为

０．６９９±０．０５０、０．７０６±０．０６９及０．２２２±０．０２７，

Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组中Ｌ１ＣＡＭ 表达较 Ｌ１ＣＡＭＮＣ
组及未转染组明显下调（Ｐ均＜０．０１，图２）。
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图１　Ｌ１ＣＡＭＮＣ组、Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组及未转染组Ｃａｐａｎ２细胞的形态

Ｆｉｇ１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＣａｐａｎ２ｃｅｌｌｓｏｆＬ１ＣＡＭＮＣａｎｄＬ１ＣＡＭｓｈＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　未转染组、Ｌ１ＣＡＭＮＣ组及Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组

Ｃａｐａｎ２细胞中ＬＩＣＡＭ表达的比较

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＬ１ＣＡＭｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｉｎＣａｐａｎ２ｃｅｌｌｓｏｆｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｎｄ

Ｌ１ＣＡＭＮＣａｎｄＬ１ＣＡＭｓｈＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｓ

２．２　Ｌ１ＣＡＭ在胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞体外神经侵袭

中的作用　为了探讨Ｌ１ＣＡＭ是否参与了胰腺癌的

神经侵袭，我们将Ｌ１ＣＡＭＮＣ组及 Ｌ１ＣＡＭｓｈＲ

ＮＡ组细胞分别与大鼠ＤＲＧ共培养，比较两组之间

神经突及细胞生长的变化。结果显示，在Ｌ１ＣＡＭ

ＮＣ组中Ｃａｐａｎ２细胞向ＤＲＧ方向不断爬行迁移，

包绕神经突起形成串珠样或纺锤样的形状，并沿着

突起向ＤＲＧ爬行，而Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组中并未观

察到该现象（图３）。

图３　Ｌ１ＣＡＭＮＣ、Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组Ｃａｐａｎ２细胞分别与ＤＲＧ共培养时细胞及ＤＲＧ的生长变化

Ｆｉｇ３　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＬ１ＣＡＭＮＣｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＬ１ＣＡＭｓｈＲＮＡｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅ
Ａ：Ｌ１ＣＡＭＮＣｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｔｄａｙ１；Ｂ，Ｃ：Ｌ１ＣＡＭＮＣｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｔｄａｙ５；Ｄ：Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅ

ｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｔｄａｙ１；Ｅ，Ｆ：Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡｃｅｌｌ／ＤＲＧｎｅｒｖｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅａｔｄａｙ５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ，Ｄ，Ｅ）；×２００（Ｃ，Ｆ）



第１０期．安　薇，等．细胞黏附分子Ｌ１基因沉默对胰腺癌细胞Ｃａｐａｎ２神经侵袭能力的影响 ·１０６３　 ·

　　共培养第３天时，Ｌ１ＣＡＭＮＣ组细胞集落面积

为（１５２．９７±４．１９）μｍ
２，高于Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组的

（１２７．５１±３．８１）μｍ
２，差异有统计学意义（Ｐ＝

０．００１）；第５天，Ｌ１ＣＡＭＮＣ组较Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ
组细胞集落面积约增加了３４％［（３０８．２４±１８．３７）

μｍ
２ｖｓ（２３０．３１±１４．８９）μｍ

２，Ｐ＝０．００５］。在神经

突生长方面，Ｌ１ＣＡＭＮＣ组神经突的面积稍高于

Ｌ１ＣＡＭｓｈＲＮＡ组，第３天时两组神经突面积分别

为（１２２．１５±１１．４７）μｍ
２和（１０７．３３±１２．８０）μｍ

２，

第５天时分别为（３０４．２７±１１．４７）μｍ
２和（２８２．６８±

１０．３２）μｍ
２，但两组间差异无统计学意义（第３天：

Ｐ＝０．２１０；第５天：Ｐ＝０．０７３）。

３　讨　论

　　目前普遍认为癌细胞与神经的相互作用及肿瘤

微环境的变化导致ＰＮＩ的发生［１１］，而变化后的微环

境可能更有利于癌细胞增殖。既往组织学研究显

示，在神经周围的癌细胞的增殖活性远高于远离神

经的细胞［１２］，随后，首个体外ＰＮＩ共培养模型发现

ＰＮＩ是一个主动性、特异性、相互作用的过程，在此

过程中伴随着癌细胞的增殖与迁移［１０］。Ｄａｉ等［９］利

用体外共培养实验发现胰腺癌 ＭＩＡＰａＣａ细胞具有

嗜神经生长特性，并且共培养组细胞增殖指数明显

高于细胞单培养组，而凋亡细胞比例则减少，凋亡抑

制相关基因的表达也成倍增加。本实验应用体外

ＰＮＩ模型，也观察到了胰腺癌细胞Ｃａｐａｎ２的嗜神

经生长现象。然而共培养过程中ＤＲＧ与癌细胞相

互促进增长的机制并不清楚，核因子κＢ信号通

路［１３］及神经生长因子［１４］、胶质细胞神经营养因

子［１５］、神经细胞黏附分子［１６］等均可能在其中扮演了

一定角色。

　　Ｌ１ＣＡＭ与神经细胞黏附分子同属一个家族，

与肿瘤侵袭转移有密切的关系。在胰腺癌组织中，

Ｌ１ＣＡＭ的表达率从２０％到９２．７％不等［５，１７１８］，但

特别过表达在肿瘤侵袭的前端、受累淋巴结及肝转

移病灶内［１７，１９］。Ｂｅｎ等［５］的研究显示Ｌ１ＣＡＭ表达

在胰腺癌侵犯的神经内，且与胰腺癌神经侵犯程度

呈正相关。体内外实验均证实，Ｌ１ＣＡＭ 的存在能

提高癌细胞增殖活性、黏附迁移及侵袭转移的能

力［２０２２］。此外，Ｌ１ＣＡＭ 能通过ＲＧＤ位点与整合素

结合或与埃兹蛋白结合，持续性激活核因子κＢ信号

通路［２３２４］。本实验观察到干扰Ｌ１ＣＡＭ 的表达后胰

腺癌Ｃａｐａｎ２细胞侵袭神经突的现象消失，并且向

ＤＲＧ方向迁移减少、增殖也被抑制，从另一个角度

印证了Ｌ１ＣＡＭ可能参与胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞体外

神经侵袭的过程。

　　总结本实验，应用体外ＰＮＩ模型，我们观察到

干扰Ｌ１ＣＡＭ的表达后胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞侵袭神

经突的现象消失，并且向ＤＲＧ方向迁移及增殖也被

抑制，推测Ｌ１ＣＡＭ 参与了胰腺癌Ｃａｐａｎ２细胞体

外神经侵袭的过程。然而其中的分子学机制并不清

楚，Ｌ１ＣＡＭ是否通过与神经外膜或肿瘤微环境中

的蛋白质分子如整合素、埃兹蛋白、神经菌毛素及神

经黏附分子等［２５］结合从而启动相关信号，进而促进

癌细胞向神经侵袭，需要进一步研究证实。
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·书　讯·

《现代心血管疾病的临床诊断与治疗》即将出版

　　《现代心血管疾病的临床诊断与治疗》由马丽萍、秦永文、赵仙先主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７５４８１０４３６０，

１６开。

　　《现代心血管疾病的临床诊断与治疗》一书由长期从事心血管内科和相关科室的临床专家编写，分为常见症状及鉴别诊

断、心脏影像学诊断、高血压病、心肌病、心律失常等２０个篇章，全面系统地阐述了心血管方面的各种疾病的诊断与治疗，具有

前沿性、实用性和可读性的特点，并辅以典型病例分析。

　　《现代心血管疾病的临床诊断与治疗》主要为心血管内科专业医师的培训而编写。同时，也适用于心血管内科的医师、研

究生、进修生及相关专业的人员学习和借鉴。

　　该书由第二军医大学出版社出版发行科发行，全国各大书店均有销售。
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