
　　基金项目：江苏省无锡市卫生和计划生育委员会科研项目

（Ｑ２０１７０４）

作者单位：２１４０７１　南京中医药大学附属无锡市中医院肿瘤科

通讯作者：赵璐，电子信箱：ｚｌｕ７７７＠１２６．ｃｏｍ

β－ＡＲ信号通路介导去甲肾上腺素提高
ＨＴ－２９细胞侵袭能力的研究

赵　璐　倪依群　尤建良

摘　要　目的　探讨去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对结肠癌侵袭能力的影响及可能的作用机制。方法　以人结肠癌

细胞株 ＨＴ－２９为研究对象，采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ观察去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９细胞侵袭能力的影响，同时观察加入非选择性 β－ＡＲ

阻断剂普萘洛尔后，ＨＴ－２９细胞侵袭能力的变化。实时荧光定量 ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通

路对 ＨＴ－２９细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦ的表达及 ＥＲＫ１／２活性的影响。结果　０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组处理后，

ＨＴ－２９细胞的侵袭能力显著高于空白对照组，并且随着去甲肾上腺素浓度的提高，细胞的侵袭能力逐渐增强。而普萘洛尔可逆

转去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９细胞的促侵袭作用。与空白对照组比较，１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素可显著上调 ＨＴ－２９细胞 ＭＭＰ－２、

ＭＭＰ－９、ＶＥＧＦｍＲＮＡ和 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９、ＶＥＧＦ、ｐＥＲＫ１／２蛋白表达水平。普萘洛尔可拮抗去甲肾上腺素的作用，下调

ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦ表达，并减弱去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９细胞 ＥＲＫ１／２活性的影响。结论　去甲肾上腺素可通过 β－ＡＲ信号通

路提高 ＨＴ－２９细胞的体外侵袭能力。
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　　慢性心理应激能促进恶性肿瘤的进展，在应激状
态下，机体释放大量肾上腺素（ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，Ｅ）、去甲
肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）、皮质醇等激素至外周
血中。其中，去甲肾上腺素作为一种经典的神经递

质，能提高肿瘤细胞的迁移和侵袭能力，通过 β－肾
上腺素能受体（β－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒ，β－ＡＲ）信号
通路使肿瘤的生物学行为和肿瘤所处的微环境发生

改变
［１～３］

。一方面促进血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、白细胞介素 －６（ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）和基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌ
ｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）等物质的生成，提高肿瘤细胞迁
移和侵袭能力，另一方面抑制机体的免疫反应，降低

自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）及 Ｔ细胞等免疫细
胞活性，最终促进肿瘤的进展。本研究旨在观察去甲

肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对人结肠癌细胞株
ＨＴ－２９侵袭能力的影响及可能的作用机制。

材料与方法

１．主要材料与试剂：人结肠癌 ＨＴ－２９细胞株
（ＡＴＣＣ）；ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）；去甲肾上腺素标准品、普萘洛尔标准品（美国
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Ｓｉｇｍａ公司）；ＣＣＫ－８试剂盒（中国碧云天生物公
司）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（８μｍ）小室（美国 ＢＤ
公司）；鼠抗人 ＭＭＰ－２（ａｂ８６６０７）、ＭＭＰ－９（ａｂ５８８０３）、
ＶＥＧＦ（ａｂ６９４７９）单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ公司）；
ＥＲＫ１／２（４６９６）、ｐ－ＥＲＫ１／２（４３７０）单克隆抗体（美
国 ＣＳＴ公司）；反转录实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒（日
本 ＴａＫａＲａ公司）；ＰＣＲ引物由华大基因合成，引物序
列详见表１。

表 １　引物序列

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＭＭＰ－２ 正向：ＣＴＣＣＡＡＴＣＣＣＡＣＣＡＡＣＣＣＴＣ

反向：ＣＣＡＧＴＧＣＣＣＴＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧ

ＭＭＰ－９ 正向：ＴＣＴＡＴＧＧＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＧＡＡ

反向：ＣＡＴＣＧＴＣＣＡＣＣＧＧＡＣＴＣＡＡＡ

ＶＥＧＦ 正向：ＧＧＡＴＣＡＡＡＣＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣ

反向：ＣＣＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴＣＣＴＣＧＡＡＣＴ

ＧＡＰＤＨ 正向：ＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴ

反向：ＣＴＣＧＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡ

　　２．细胞培养：ＨＴ－２９细胞用含 １０％胎牛血清的
ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ培养基在 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，
０．２５％胰酶常规消化传代。

３．细胞增殖能力检测实验：采用 ＣＣＫ－８法，收
集对数生长期的细胞，以 １．０×１０５个／毫升按每孔
１００μｌ接种于９６孔板，培养细胞融合至 ５０％ ～６０％，
随机分为空白组和去甲肾上腺素组（０．１、１、１０、
１００μｍｏｌ／Ｌ），每组设３个复孔。弃去培养基，空白组
加入含１０％血清培养基２００μｌ，各去甲肾上腺素组加
入含相应药物浓度的含 １０％血清培养基 ２００μｌ。
３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下分别培养２４及４８ｈ后
加入 ＣＣＫ－８试剂 ２０μｌ，继续避光培养 ２ｈ。使用酶
标仪于 ４５０ｎｍ波长处测定各孔吸光值，计算细胞存
活率：存活率 ＝（空白组平均 Ａ值 －药物组平均 Ａ
值）／空白组平均 Ａ值 ×１００％。

４．Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验：５０ｍｇ／ＬＭａｒｔｉｇｅｌ基质胶以
１∶８稀释包被 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室面，４℃风干后吸弃
小室中残余液体，每孔加入 ５０μｌ含 １０ｇ／Ｌ牛血清白
蛋白（ＢＳＡ）的无血清培养基，３７℃孵育 ３０ｍｉｎ。取对
数生长期细胞，以无血清培养基饥饿１２ｈ后消化制成
单细胞悬液，调整细胞浓度为１×１０５／ｍｌ，取２００μｌ接
种于包被及水化后的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，分别加入无血
清培养基、含 ０．１μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素、１μｍｏｌ／Ｌ去
甲肾上腺素、１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素的 ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ

培养基。下室均加入 ５００μｌ含 １０％血清培养基，置
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。４８ｈ后取出 Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室，用棉签擦去上室的细胞，ＰＢＳ液冲洗 ３
次，４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，４ｇ／Ｌ结晶紫溶液染色。
显微镜下观察并计算穿膜细胞数。结果判定：２００倍
镜下计算５个视野的穿膜细胞数，取均值，并计算细
胞的侵袭率。侵袭率 ＝实验组细胞数／对照组细胞
数 ×１００％。

５．反转录实时定量 ＰＣＲ：药物干预 ４８ｈ后，ＴＲ
Ｉｚｏｌ提取各组细胞中的总 ＲＮＡ，采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＥＲＴＭ ｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘＵｎｉｖｅｒｓａｌ检测细胞中 ＭＭＰ－２、
ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达情况，以 ＧＡＰＤＨ作
为内参基因。采用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭⅢ Ｆｉｒｓｔ－ＳｔｒａｎｄＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＲＴ－ＰＣＲ反转录试剂盒合成 ｃＤ
ＮＡ，反转录条件为：５０℃ ３０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ，３７℃
２０ｍｉｎ，产物 －２０℃保存备用。以 ｃＤＮＡ为模板，进行
ＰＣＲ扩增，扩增条件为：５０℃预变性 ２ｍｉｎ，９５℃变性
１０ｍｉｎ，１个循环；９５℃退火 １５ｓ，６０℃延伸 ６０ｓ，４０个
循环。根据参考文献，采用２－△△Ｃｔ法表示相对定量结
果

［４］
。

６．蛋白印迹法：药物干预 ４８ｈ后，以蛋白裂解液
裂解细胞并提取蛋白，采用考马斯亮蓝进行蛋白定

量。蛋白经 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后，转移至硝化纤维素
膜（０．２２μｍ，８８０２４，美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司）上，室温下脱色
摇床上封闭 １ｈ。Ａｎｔｉ－ＭＭＰ２鼠抗体（１∶５００）、
Ａｎｔｉ－ＭＭＰ９鼠抗体（１∶５００）、Ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ鼠抗体
（１∶２００），４℃孵育过夜，次日以兔抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）
二抗（１∶５０００，中国 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司）室温孵育 ２ｈ。采
用增强化学发光法（ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌ－ｕｍｉｎｅｓｃｅｎｅ，
ＥＣＬ）进行显影。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件对数
据进行统计分析。数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，
两组间比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单
因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．不同浓度去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９细胞增殖

能力的影响：ＣＣＫ－８增殖实验结果显示，随着培养
时间的延长，细胞活力呈上升趋势。当分别加入

０１、１、１０及 １００μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素时，随着浓度
增加先呈上升趋势，后又下降，同时１００μｍｏｌ／Ｌ去甲
肾上腺素可明显抑制细胞生长，故选择 １０μｍｏｌ／Ｌ去
甲肾上腺素处理４８ｈ进行后期实验（图１）。
　　２．去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对细胞侵
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图 １　不同浓度去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９

细胞增殖能力的影响

Ａ．对照组；Ｂ．０．１μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｃ．１μｍｏｌ／Ｌ

去甲肾上腺素组；Ｄ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；

Ｅ．１００μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组

　

袭能力的影响：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验显示，随着去甲肾
上腺素浓度的增加，ＨＴ－２９细胞侵袭能力逐渐增强。
与空白对照组比较，０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素
组 ＨＴ－２９细胞迁移率分别为 １４４６０％ ±０５８％、
２１５８０％ ±２９１５％、２５３００％ ±１６７８％，差异均有
统计学意义（Ｐ＜００５）。同时将 １０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔
作用于 ＨＴ－２９细胞。１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组与对照
组比较，差异无统计学意义。而 １０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔
联合１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组与 １０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾
上腺素组比较，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室下层细胞数显著减少
（Ｐ＝００１６），提示普萘洛尔可逆转 ＮＥ对 ＨＴ－２９的
促侵袭作用（图２）。

图 ２　不同药物处理组对 ＨＴ－２９细胞侵袭能力的影响（结晶紫，×２００）
Ａ．对照组；Ｂ．０．１μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｃ．１μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｄ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；

Ｅ．１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；Ｆ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素 ＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；与对照组比较，
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

　　３．去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对 ＨＴ－
２９细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的影
响：根据 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭结果，将 １０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上
腺素作用于 ＨＴ－２９细胞 ２４ｈ后，通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ检
测细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平。
与对照组比较，１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺能上调 ＨＴ－２９
细胞中 ＭＭＰ－２（Ｐ＝０．０５１）、ＭＭＰ－９（Ｐ＝０．００２）和

ＶＥＧＦ（Ｐ＝０．０２６）ｍＲＮＡ表达水平，其中 ＭＭＰ－９和
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达比较，差异有统计学意义。而普
萘洛尔联合去甲肾上腺素组与去甲肾上腺素组比较，

ＭＭＰ－２（Ｐ＝０．０４１）、ＭＭＰ－９（Ｐ＝０．００２）和 ＶＥＧＦ
（Ｐ＝００２３）ｍＲＮＡ表达下调，差异有统计学意义
（图３）。

图 ３　不同药物对 ＨＴ－２９细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表达的影响
Ａ．对照组；Ｂ．１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；Ｃ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｄ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素 ＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１
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　　４．去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对 ＭＭＰ－
２、ＭＭＰ－９、ＶＥＧＦ蛋白表达的影响：采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测去甲肾上腺素对 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦ
蛋白表达的影响，与对照组比较，１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上
腺素作用 ＨＴ－２９细胞 ２４ｈ后 ＭＭＰ－２（Ｐ＝０．０３３）、

ＭＭＰ－９（Ｐ＝０．００４）和 ＶＥＧＦ（Ｐ＝０．００２）蛋白表达
显著增加，差异有统计学意义。而 １０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛
尔联合去甲肾上腺素组与去甲肾上腺素组比较，

ＭＭＰ－９（Ｐ＝０．０１５）和 ＶＥＧＦ（Ｐ＝０．００４）的蛋白表
达减少，差异有统计学意义（图４）。

图 ４　不同药物对 ＨＴ－２９细胞 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９和 ＶＥＧＦ蛋白表达的影响
Ａ．对照组；Ｂ．１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；Ｃ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｄ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素 ＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；

与对照组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组比较，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１

　

　　５．去甲肾上腺素通过 β－ＡＲ信号通路对 ＨＴ－
２９细胞 ＥＲＫ１／２及其磷酸化蛋白表达的影响：采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素对 ＨＴ－
２９细胞 ＥＲＫ１／２及 ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白表达的影响。与
对照组比较，普萘洛尔作用细胞 ２４ｈ后，ＥＲＫ１／２和
ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白均无明显变化，而 １０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾

上腺素组细胞 ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白表达明显增高（Ｐ＝
０．００２）。将 １０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔与 １０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾
上腺素共同作用于 ＨＴ－２９细胞后，ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白
表达较去甲肾上腺素组显著降低（Ｐ＝０．０１２），提示
普萘洛尔可减弱 ＮＥ对 ＨＴ－２９细胞 ＥＲＫ１／２活性影
响的作用（图５）。

图 ５　不同药物对 ＨＴ－２９细胞 ＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２蛋白表达的影响
Ａ．对照组；Ｂ．１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；Ｃ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组；Ｄ．１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素 ＋１０ｎｍｏｌ／Ｌ普萘洛尔组；

与对照组比较，Ｐ＜０．０１；与１０μｍｏｌ／Ｌ去甲肾上腺素组比较，＃Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
由于免疫系统对于调节实体肿瘤生长的不确定

性，交感神经系统释放的应激激素能否直接影响到肿

瘤细胞的增殖及转移潜能是近年来研究的热点。大

量研究发现，在肿瘤进展和转移的各阶段中，机体应

激状态下产生增多的神经肽及神经递质能够使肿瘤

细胞的生物学行为发生改变
［５］
。人体交感神经节后

纤维释放的神经递质主要为去甲肾上腺素，通过作用

于 α－ＡＲ和 β－ＡＲ而发挥调控作用，研究表明，β－
ＡＲ信号通路与肿瘤的发生、发展密切相关［６］

。去甲

肾上腺素与肿瘤细胞表面的 β－ＡＲ结合，继而活化

Ｇａ蛋白介导的腺苷酸环化酶 （ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅ，
ＡＣ），ＡＣ将三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）
转化为环磷酸腺苷（ｃｙｃｌｉｃａｄｅｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ｃＡＭＰ），ｃＡＭＰ通过下游效应系统进一步调节细胞活
动。由于肿瘤类型和肾上腺素能受体亚型的不同，应

激激素在促进肿瘤细胞增殖的同时，也出现抑制的现

象。如 β－ＡＲ信号通路激活能促进乳腺癌细胞的增
殖

［７，８］
。但采用吡布特罗激活 β２－ＡＲ信号通路后，

由于阻断了 Ｒａｆ－１／Ｍｅｋ－１／Ｅｒｋ１／２信号通路，则抑
制了乳腺癌细胞 ＭＤＡ－ＭＢ－２３１的增殖，鉴于吡布
特罗可以直接阻断 Ｒａｆ－１／Ｍｅｋ－１／Ｅｒｋ１／２信号通
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路，同时多数研究认为儿茶酚胺类抑制肿瘤增殖的机

制大多是通过作用于细胞的 α－ＡＲ或多巴胺转运蛋
白

［９，１０］
。因此，儿茶酚胺类物质对肿瘤细胞增殖的抑

制作用是否通过 β－ＡＲ信号通路实现目前仍存在
争议。

研究发现，Ｐ物质、多巴胺及去甲肾上腺素能够
提高乳腺癌细胞的迁移能力，其中去甲肾上腺素对乳

腺癌细胞的移动具有趋化作用，并且能促进肺癌及前

列腺癌细胞的迁移，而 β－ＡＲ阻断剂能阻断这种促
进作用

［１１～１４］
。本研究首先采用 ０、０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ

浓度的去甲肾上腺素作用于 ＨＴ－２９细胞，观察其对
细胞体外侵袭能力的影响。随着去甲肾上腺素浓度

的提高，ＨＴ－２９细胞侵袭能力逐渐增强。根据既往
研究提示，儿茶酚胺类物质对肿瘤细胞侵袭能力的促

进作用主要是通过激活 β－ＡＲ信号通路来实现
的

［６］
。进一步采用非选择性 β－ＡＲ阻断剂普萘洛尔

对 ＨＴ－２９细胞进行预处理后再与去甲肾上腺素共
同作用于 ＨＴ－２９细胞，观察细胞侵袭能力的变化。
普萘洛尔能明显拮抗去甲肾上腺素对 ＨＴ－２９细胞
体外侵袭能力的促进作用。

研究发现，儿茶酚胺类物质通过上调 ＭＭＰｓ和
ＶＥＧＦ的水平，提高口腔、前列腺、胰腺等恶性肿瘤细
胞的血管生成及侵袭转移能力

［１５～１７］
。肿瘤细胞分泌

的基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
作为一类具有降解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）活性的酶家族，在肿瘤的浸润转移过程中起着
关键的作用。其中，ＭＭＰ－９作为家族中分子量最大
的成员，通过降解 ＥＣＭ和基膜，使肿瘤细胞向周围组
织浸润，同时通过促进新生血管的形成，从而加速肿

瘤的侵袭转移。ＶＥＧＦ则是肿瘤新生血管形成的重
要调控因子，在肿瘤的生长和转移过程中发挥重要的

作用。研究发现，ＭＭＰ－２和 ＭＭＰ－９能促进卵巢癌
细胞株 ＯＶＣＡＲ３和 ＳＫＯＶ３释放 ＶＥＧＦ，提示 ＶＥＧＦ
和 ＭＭＰｓ之间的相互作用可能在卵巢癌进展中发挥
重要作用。此外，在研究人头颈部肿瘤细胞时发现，

ＭＭＰ－９与 ＶＥＧＦ的水平呈正相关，并且与血管生成
密切相关。在恶性胶质瘤细胞中同样观察到，ＶＥＧＦ
水平与 ＭＴ１－ＭＭＰ、ＭＭＰ－２和 ＭＭＰ－９均呈正相
关。而 ＭＴ１－ＭＭＰ是激活 ＭＭＰ－２的重要组织因
子，因此也提示 ＭＭＰｓ具有调控 ＶＥＧＦ的表达及生物
学活性的作用。

随着研究深入，β－ＡＲ信号通路被发现在儿茶
酚胺类物质促进肿瘤细胞侵袭转移的过程中扮演着

桥梁作用
［１８，１９］

。本研究中 ｑＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测结果均证实，去甲肾上腺素作用于 ＨＴ－２９细
胞４８ｈ后，ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－９及 ＶＥＧＦ的表达均有显
著上调。将普萘洛尔阻断 β－ＡＲ信号通路后能逆转
去甲肾上腺素上调 ＨＴ－２９细胞 ＭＭＰ－９及 ＶＥＧＦ
表达作用。本实验同时检测了去甲肾上腺素对

ＥＲＫ１／２信号通路的作用，结果发现去甲肾上腺素作
用于 ＨＴ－２９细胞后，与对照组比较 ｐ－ＥＲＫ１／２蛋
白表达显著增高，而普萘洛尔能拮抗去甲肾上腺素的

作用，减弱其对 ＥＲＫ１／２活性的影响。细胞外信号调
节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）作
为丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）家族成员之一，以非磷酸化和磷酸化两
种形态存在于细胞中。其中，磷酸化 ＥＲＫ（ｐｈｏｓｐｈｏ－
ＥＲＫ，ｐ－ＥＲＫ）在肿瘤侵袭转移过程中扮演重要的角
色。ｐ－ＥＲＫ进入细胞核内，作用于核因子 －κＢ、
Ｅｔｓ、Ｓｐ１等转录因子，进而促进 ＭＭＰｓ的转录与活化
和肿瘤新生血管的形成，提高肿瘤细胞的增殖和侵袭

能力
［２０，２１］

。本研究内容较为基础，后续将进一步通

过动物实验或临床实验予以完善。

综上所述，本研究提示去甲肾上腺素通过 β－
ＡＲ信号通路，上调肿瘤转移相关因子的表达及
ＥＲＫ１／２的活性，进而提高 ＨＴ－２９细胞的体外侵袭
能力。
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ａｎｄｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０１９，３９（２）：９３－

１０３

２　ＤｉｃｋｅｒｓｏｎＥＢ，ＢｒｙａｎＢＡ．Ｂｅｔａａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇ：ａｔａｒｇｅｔａｂｌｅ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆａｎｇｉｏｓａｒｃｏｍａｈｅｍａｎｇｉｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］．ＶｅｔＳｃｉ，２０１５，２

（３）：２７０－２９２

３　ＸｕＺ，ＳｈｉｏｄａＳ，ＭａｓａｈｉｓａＪ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅａｕｔｏｎｏｍｉｃｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏ－ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎｄｉｔｓｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｈａｒｍＤｅｓ，２０１７，２３（１１）：１６８７－１６９２

４　ＳｃｈｍｉｔｔｇｅｎＴＤ，ＡｋｒａｊｓｅｋＢＡ，ＭｉｌｌｓＡＧ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｔｏｓｔｕｄｙｍＲＮＡｄｅｃａｙ：ｃｏｍ

ｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｄｐｏｉｎｔａｎｄｒｅａｌ－ ｔｉｍｅｍｅｔｈｏｄｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，

２０００，２８５（２）：１９４－２０４

５　ＺｈａｎｇＸ，ＺｈａｎｇＹ，ＨｅＺ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｎｉｃｓｔｒｅｓｓｐｒｏｍｏｔｅｓｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓ：ａｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｆｏｒＡＤＲＢ２［Ｊ］．

ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１９，１０（１１）：７８８

６　ＱｕｃＬｕ′ｏ′ｎｇＫＶ，ＨｏàｎｇＮｇｕｙêｎＬＴ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｂｅｔａ－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｕｓｅｏｆｂｅｔａ－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ

ｂｌｏｃｋｅｒｓｆｏｒｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ：ｐｏｓｓｉｂｌｅｇｅｎｅｔｉｃａｎｄｃｅｌｌ－ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭａｎａｇＲｅｓ，２０１２，４：４３１－４４５

７　ＭｏｎｔｏｙａＡ，Ｖａｒｅｌａ－ＲａｍｉｒｅｚＡ，ＤｉｃｋｅｒｓｏｎＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｂｅｔａａｄ

·０２１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．１１　　



ｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌａｌｔｅｒｓｍｉｔｏｇｅｎｉｃａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｌａｔｅｓｔａｇｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＪ，２０１９，４２（３）：

１５５－１６５

８　ＭｏｎｔｏｙａＡ，Ｖａｒｅｌａ－ＲａｍｉｒｅｚＡ，ＤｉｃｋｅｒｓｏｎＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｂｅｔａａｄ

ｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌａｌｔｅｒｓｍｉｔｏｇｅｎｉｃａｎｄａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｌａｔｅｓｔａｇｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＪ，２０１９，４２（３）：

１５５－１６５

９　ＳｃａｒｐａｒｏＡＣ，ＳｕｍｉｄａＤＨ，ＰａｔｒｏＭＴ，ｅｔａｌ．Ｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｎｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｅｖｏｋｅｄｂｙαｌｐｈａ１－ａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｏｒｓ［Ｊ］．

ＡｒｃｈＤｅｒｍａｔｏｌＲｅｓ，２００４，２９６（３）：１１２－１１９

１０　ＰｉｆｌＣ，ＺｅｚｕｌａＪ，ＳｐｉｔｔｌｅｒＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｏｎｏｆｄｏｐａ

ｍｉｎｅａｎｄｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｉｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｈｕｍａｎ

ｄｏｐａｍｉｎｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ［Ｊ］．ＦＡＳＥＢＪ，２００１，１５（９）：１６０７－１６０９

１１　ＮｉｌｓｓｏｎＭＢ，ＬｅＸ，ＨｅｙｍａｃｈＪＶ．β－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｌｕｎｇ

ｃａｎｃｅｒ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｆｏｒｂｅｔａ－ｂｌｏｃｋｅｒｓ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅＰｈａｒ

ｍａｃｏｌ，２０２０，１５（１）：２７－３６

１２　ＢｒａａｄｌａｎｄＰＲ，ＲａｍｂｅｒｇＨ，ＧｒｙｔｌｉＨＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅβ２－ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｉｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｗｉｔｃｈｆｏｒｎｅｕｒｏｅｎｄｏｃｒｉｎｅｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆ

ｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１９，１７（１１）：２１５４－

２１６８

１３　ＢｒａａｄｌａｎｄＰＲ，ＲａｍｂｅｒｇＨ，ＧｒｙｔｌｉＨＨ，ｅｔａｌ．β－Ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＯｎｃｏｌ，２０１５，４：３７５

１４　ＨｕａｎｇＱ，ＴａｎＱ，ＭａｏＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎ

ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｍＪＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１８，８（１１）：２２２７－２２３７

１５　ＸｉｅＨ，ＬｉＣ，ＨｅＹ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｎｉｃｓｔｒｅｓｓｐｒｏｍｏｔｅｓｏｒａｌｃａｎｃｅｒ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｃａｔｅｃｈｏｌａｍｉｎｅａｎｄ

ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｌｅｖｅｌｓｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＯｒａｌＯｎｃｏｌ，２０１５，５１

（１１）：９９１－９９７

１６　ＢａｒｂｉｅｒｉＡ，ＢｉｍｏｎｔｅＳ，ＰａｌｍａＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｔｒｅｓｓｈｏｒｍｏｎｅｎｏｒｅｐｉ

ｎｅｐｈｒｉｎｅｉｎｃｒｅａｓｅｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉ

ｖｏ［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２０１５，４７（２）：５２７－５３４

１７　ＳｈａｎＴ，ＭａＪ，ＭａＱ，ｅｔａｌ．β２－ＡＲ－ＨＩＦ－１α：ａｎｏｖｅｌｒｅｇｕｌａｔｏ

ｒｙａｘｉｓｆｏｒｓｔｒｅｓｓ－ｉｎｄｕｃｅｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｏｌＭｅｄ，２０１３，１３（６）：１０２３－１０３４

１８　ＳａｓａｋｉＭ，ＮｏｒｔｈＰＥ，ＥｌｓｅｙＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｐｒａｎｏｌｏｌｅｘｈｉｂｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙａ

ｇａｉｎｓｔｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｂｅｔａｂｌｏｃｋａｄｅ［Ｊ］．ＮＰＪＰｒｅｃｉｓＯｎ

ｃｏｌ，２０１９，３：２７

１９　ＢａｅＧＥ，ＫｉｍＨＳ，ＷｏｎＫＹ，ｅｔａｌ．Ｌｏｗｅｒｓｙｍｐａｔｈｅｔｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓ

ｔｅｍｄｅｎｓｉｔｙａｎｄβ－ａｄｒｅｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１９，３９（１）：２３１－２３６

２０　ＬａｂｉｂＰＬ，ＧｏｏｄｃｈｉｌｄＧ，ＰｅｒｅｉｒａＳＰ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ

ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２０１９，１９（１）：１８５

２１　ＸｉａｏＭＢ，ＪｉｎＤＤ，ＪｉａｏＹＪ，ｅｔａｌ．β２－ＡＲｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＡＫＲ１Ｂ１ｉｎｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｉｒｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅＥＲＫ１／２ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＲｅｐ，２０１８，４５

（６）：１８６３－１８７１

（收稿日期：２０２０－０４－２３）

（修回日期：２０２０－０５－２５）

（上接第 １１５页）
７　ＬｉｕＲＹ，ＺｈｕＹＨ，ＺｈｏｕＬ，ｅｔａｌ．Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄｄｅｌｉｖｅｒｙｏｆ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γｇｅｎｅｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ

［Ｊ］．ＪＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１２，１０：２５６

８　ＣａｎｄｅｉａｓＳＭ，ＧａｉｐｌＵＳ．Ｔｈｅｉｍｍｕｎｅｓｙｓｔｅｍｉｎｃａｎｃｅｒｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＡｎｔｉｃａｎｃｅｒＡｇｅｎｔｓＭｅｄＣｈｅｍ，２０１６，

１６（１）：１０１－１０７

９　张加芬，李新宇，宋莎莎，等．贝壳杉烷型二萜类化合物 ＰＶ００６

对 ＴＨＰ－１源性巨噬细胞 Ｍ１型极化的调节作用［Ｊ］．医学研究

杂志，２０１８，４７（５）：６４－６９

１０　ＫｉｍＥＳ，ＣｈｏｉＹＥ，ＨｗａｎｇＳＪ，ｅｔａｌ．ＩＬ－４，ａｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｏｆｍｉｒ－

３４０／４２９，ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎ－ｉｎｄｕｃｅｄａｇｇｒｅｓｓｉｖｅｔｕｍｏｒｂｅｈａｖｉｏｒ

ｉｎｈｕｍａｎｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（５２）：８６８３６－

８６８５６

１１　ＬｉｕＢ，ＪｉａＹ，ＭａＪ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ

ＣＣＬ２０ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓｉｃＳｉｎ，２０１６，４８（１２）：１０６７－１０７４

１２　ＧａｇｇｉａｎｅｓｉＭ，ＴｕｒｄｏＡ，ＣｈｉｎｎｉｃｉＡ，ｅｔａｌ．ＩＬ４ｐｒｉｍｅｓｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｓ

ｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｄｕｓｐ４ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２０１７，７７（１２）：３２６８－３２７９

１３　ＴｒａｕｂＢ，ＳｕｎＬ，ＭａＹ，ｅｔａｌ．ＥｎｄｏｇｅｎｏｕｓｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＩＬ－４Ｒαｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ
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