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摘要 目的:研究成纤维激活蛋白（Fibroblast Activation Protein, FAP）在促进卵巢癌细胞发生侵袭、迁移、增殖过程中与整合素
琢3茁1、尿激酶型纤溶酶原激活剂受体( uPAR)的关系。方法：1）.免疫共沉淀共同检测整合素 琢3茁1、uPAR在 HO-8910PM上是否为
二聚体。2). transwell侵袭实验、迁移实验检测抑制整合素 琢3茁1、uPAR后，卵巢癌细胞系 HO-8910PM的侵袭迁移能力；3）.抑制
整合素 琢3茁1、uPAR后，再给予 FAP琢对 HO-8910PM侵袭、迁移和增殖的影响。结果：1).整合素 琢3茁1、uPAR在 HO-8910PM细胞
外同一个位置表达；2）.抑制整合素 琢3茁1能够明显抑制 HO-8910PM的侵袭、迁移、增殖能力，并且可以抑制 FAP对肿瘤的作用。
3）. PAI-1抑制 uPAR后，HO-8910PM的侵袭、迁移、增殖无明显变化，同时对 FAP也无明显作用。结论：整合素 琢3茁1和 uPAR在
HO-8910PM是一个复合体，FAP琢在细胞外是通过整合素 琢3茁1传递信号进入细胞内而不是通过 uPAR，整合素 琢3茁1是通过
uPAR与肿瘤细胞相连接。
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The Relationship between FAP 琢 in Extracellular Signal Transduction and
Integri*

To study the relationship of integrin 琢3茁1, urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR) and
fibroblast activation protein (Fibroblast Activation Protein, FAP) in promoting invasion, migration, proliferation of ovarian cancer cells.

1) Co-immunoprecipitation was used to detected to whether integrin琢3茁1 uPAR was a trimer of HO-8910PM; 2) Transwell
invasion assay, migration assay and MTT assay were to detect the impact on the invasion, migration and proliferation of HO-8910PM,
which imposed by inhibition of integrin 琢3茁1, uPAR alone and with combined effects of FAP; 3）Inhibition of integrin 琢3茁1, uPAR, and
then give FAP琢 on HO-8910PM invasion, migration and proliferation. 1）Integrin 琢3茁1, uPAR in HO-8910PM expression of
extracellular same position; 2) Inhibiting integrin 琢3茁1 can inhibit HO-8910PM invasion, migration, proliferation, and can inhibit the
FAP琢' function; 3) PAI-1 inhibition of uPAR, the ability of HO-8910PM invasion, migration, proliferation reduced and didn't have any
significant changes on the FAP琢' function. Integrin琢3茁1 and uPAR in HO-8910PM is a complex, FAP琢 in the extracellular
pass through integrin 琢3茁1 signal into the cell rather than through uPAR, integrins 琢3茁1 by uPAR connected with tumor cells.

Fibroblast activation protein (FAP); Ovarian cancer cell line (HO-8910PM); Integrin 琢3茁1, urokinase-type plasminogen
activator receptor (uPAR)
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前言

肿瘤的侵袭和转移是一个多步骤的过程，主要包括细胞的

黏附、细胞外基质（extracellular matrix ECM）的降解和细胞转

移 3个步骤。

整合素介导着细胞与细胞之间的黏附，是肿瘤发生侵袭转

移的前提，同时又有一些降解细胞外基质的蛋白水解酶的参

与，将细胞外基质降解，从而利于肿瘤细胞发生侵袭和转移[1]。

成纤维细胞激活蛋白（fibroblast activatin protein，FAP）作为一

种丝氨酸蛋白酶，可以水解基质中许多底物、降解 ECM，利于

肿瘤细胞从原发部位脱离，从而促进肿瘤的侵袭和转移[2]。uPA

是一种多功能丝氨酸蛋白酶，它与肿瘤细胞表面特异性受体
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图 1 整合素 琢3、整合素 茁1、uPAR免疫共沉淀

Fig.1 Integrin 琢3, integrin 茁1, uPAR co-immunoprecipitation

图 2 整合素 琢3茁1、uPAR、FAP、PAI-1对 HO-8910PM迁移能力的

影响（× 400)

(A-F分别为对照组、FAP、整合素 琢3茁1、整合素 琢3茁1+FAP、

PAI-1、PAI-1+FAP

Fig.2 Effect of integrin琢3茁1, uPAR, FAP, PAI-1on migration ability

of HO-8910PM cells(× 400)

(A-F：control group, FAP, integrin 琢3茁1, integrin 琢3茁1+FAP, PAI-1,

PAI-1+ FAP)

图 3 整合素 琢3茁1、uPAR、FAP、PAI-1对 HO-8910PM迁移能力的

影响 *P＜0.05，** P＜0.01

Fig.3 Effect of integrin琢3茁1, uPAR, FAP, PAI-1on migration ability

of HO-8910PM cells*P＜0.05, ** P＜0.01

uPAR结合后被激活使其在细胞表面的浓度大大提高，从而可

以非特异性地溶解 ECM和基膜中的蛋白，破坏 ECM和基膜，

而促进肿瘤细胞向远处转移[3]。

FAP琢是如何发挥其细胞外信号转导作用的机制尚不清
楚。整合素 琢3茁1的 琢3链可与 uPAR相互粘着[4,5]。因此，推测

通过 琢3链将整合素茁1与 FAP，uPAR联结在一起，通过粘着、

蛋白水解、信号转导三个步骤来发挥 FAP琢其促肿瘤侵袭、迁
移、增殖的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

高转移性卵巢癌细胞系 HO-8910PM（中科院上海生物科

学研究所细胞库）FAP琢（台湾 Abnova 公司），整合素 琢3抗体

（美国 Santa公司）整合素茁1抗体（美国 Santa公司）PAI-1（美

国 PeproTech公司）uPAR抗体（美国 PeproTech公司）
1.2 方法
1.2.1 免疫共沉淀反应 卵巢癌细胞系 HO-8910PM，加入裂

解液,离心取上清。分别加入抗整合素 琢3抗体、抗整合素 茁1抗

体、抗 uPAR的抗体 4 ℃过夜，加入蛋白 G 4 h，离心去上清后，

用 RIPA洗沉淀,加入 loading buffer后煮沸，离心后电泳,转膜,

封闭 1 h，加入抗 uPAR抗体、抗整合素 琢3和整合素 茁1的抗

体，4 ℃过夜孵育后, TBST 洗膜, 加入相应二抗，37℃ 1 h，洗

膜，western blot避光显色。
1.2.2 迁移实验 HO-8910PM细胞胰酶消化，加入 transwell

小室上室，下室加入 800 滋l 10%FBS RPMI 1640完全培养基。

实验分为 6组：（a）空白对照组（b）FAP琢组对照（c）整合素

琢3茁1抗体对照组（d）PAI-1（uPAR 抑制剂）组（e）整合素 琢3茁1

抗体 +FAP琢组（f）PAI-1+FAP琢组，置于 37℃孵育 48小时。取

出小室乙醇固定，苏木素染色，用棉棒擦拭掉小室上面未穿过

的细胞，显微镜观察统计结果。

1.2.3 侵袭实验 Matrigel基质胶按 1：15与无血清培养基稀
释，铺在 transwell小室膜上，放入孵箱内平衡 5小时。与步骤同

上迁移实验。

1.2.4 MTT增殖试验 96孔板接种 HO-8910PM细胞，实验分

成 6组（分组同前）每孔加入各种试剂 20滋l 37℃孵育 4h。加入
DMSO，摇床振荡酶联免疫酶标仪的 OD490nm处测量吸光值。
1.3 统计学分析

统计分析应用 SPSS统计软件，两两比较采用 Two-tailed

检验，检验水准 琢=0.05。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫共沉淀验证整合素 琢3、整合素 茁1、uPAR的相互关系

结果表明用整合素 琢3、整合素茁1、uPAR其中一种抗体免

疫共沉淀，Western blotting均能检测到免疫复合物中含有整合

素 琢3、整合素 茁1、uPAR蛋白。
2.2 Transwell 迁移实验检测整合素 琢3 茁1、uPAR、FAP 对
HO-8910PM迁移能力的影响

FAP可以明显促进肿瘤细胞的迁移作用（如图 4B）；整合

素 琢3茁1能够明显抑制肿瘤细胞的迁移作用（P＜ 0.0001）（如图
4C）；整合素 琢3茁1能够抑制 FAP对肿瘤细胞的促迁移作用（如

图 4D）；PAI-1 对肿瘤细胞迁移能力无明显影响（如图 4E）；
PAI-1对 FAP促迁移能力的影响不明显（如图 4F）。

统计学分析 FAP琢可促进细胞的迁移（*P＜ 0.05）、整合素
琢3茁1抗体及 FAP琢与整合素 琢3茁1 抗体联合可显著减少细胞
的迁移（** P＜ 0.01）；PAI-1及 PAI-1与 FAP联合组均无明显
统计学意义（见图 3）。
2.3 Transwell 侵袭实验检测整合素 琢3茁1、uPAR、FAP 对
HO-8910PM侵袭能力的影响

结果显示，FAP琢可以明显促进肿瘤细胞的侵袭作用（如图
4A）；整合素 琢3茁1抗体能够明显抑制肿瘤细胞的侵袭作用（如
图 4C）；整合素 琢3茁1能够抑制 FAP对肿瘤细胞的促侵袭作用
（如图 4D）；PAI-1对肿瘤细胞的侵袭能力影响不明显（如图
4E）；PAI-1对 FAP的促侵袭能力影响不明显（如图 4F）。
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图 4 整合素 琢3茁1、uPAR、FAP、PAI-1对 HO-8910PM侵袭能力的

影响（× 400)

(A-F对照组、FAP琢、整合素 琢3茁1、整合素 琢3茁1+FAP、PAI-1、

PAI-1+FAP)

Fig. 4 Effect of different drugs on invasion ability of HO-8910PM

cells(× 400)

(A-F control group, FAP琢, integrin 琢3茁1,integrin 琢3茁1, FAP, PAI-1,

PAI-1 FAP)

图 5 整合素 琢3茁1、uPAR、FAP、PAI-1对 HO-8910PM侵袭能力的

影响 *P＜0.05 **P＜0.01

Fig. 5 integrin琢3茁1, uPAR, FAP, PAI-1on HO-8910PM Invasion of

the comparison*P＜0.05 **P＜0.01

3 讨论

FAP琢的 茁螺旋区作为一个中间桥梁，介导着 FAP与整合

素 琢之间的连接。另外还有报道表明[6，7]，整合素通过其 茁螺旋
区与 uPAR相连接，发挥其细胞外信号传导作用。以上一系列

的研究，将 FAP与整合素及 uPAR联系到一起，为我们研究
FAP促侵袭、迁移、增殖的机制提供了有力的依据。

FAP可以明显促进卵巢癌 HO-8910PM的迁移和侵袭，并

具有浓度依赖性，但是 FAP是如何发挥其促进作用的机制尚

不清楚[8]。

本实验证实，整合素 琢3、整合素 茁1与 uPAR 在卵巢癌细

胞系表达在同一位置，用其中一个抗体免疫沉淀，均可以检测

到另两种蛋白的存在，充分证实整合素 琢3茁1与 uPAR是一个

三聚体。然后我们又对 FAP促进卵巢癌细胞系 HO-8910PM发

生侵袭、迁移、增殖的机制做了进一步的研究，分别采用了 tran-

swell侵袭实验、迁移实验。

结果发现，抑制整合素 琢3茁1后可以明显抑制卵巢癌细胞
的侵袭、迁移、增殖能力，与对照组相比有统计学意义（P 值

均＜ 0.01），并且整合素 琢3茁1受到抑制后，FAP对卵巢癌的促

侵袭，迁移及增殖能力也有所减弱，与 FAP对照组相比有统计

学意义（P值均＜ 0.01），由此可以证实 FAP在促进卵巢癌发生
侵袭、迁移、增殖过程中是通过其 茁螺旋区与整合素的 茁螺旋
区相联结来实现的。国外也有一些关于整合素 茁1在多种恶性
肿瘤的侵袭迁移过程的作用的报道，研究发现，整合素 茁1的表

达与非小细胞肺癌的淋巴结转移密切相关，整合素 茁1表达阳

性的癌细胞侵袭迁移能力也随之强[9-11]。同时也有研究发现[12,13]，

给予整合素 茁1抗体后，可明显抑制肿瘤细胞对胶原蛋白Ⅳ的

黏附，而胶原蛋白Ⅳ是细胞外基质的重要组成部分，说明整合

素 茁1在肿瘤细胞与细胞外基质的黏附过程中是必不可少的。

从而为肿瘤细胞发生转移提供了有利条件。整合素在多种恶性

肿瘤的表达情况都可以作为较好的诊断指标，对肿瘤的早期诊

断预后的评估有重要的意义[14,15]。

Raqhu等报道 [16] uPAR最先在乳腺癌的研究中被发现，在

乳腺癌中表达水平发生变化，并对乳腺癌的辅助化疗，内分泌

治疗效果有预测意义，针对它的靶向治疗也在研究中。在研究

uPA与前列腺癌的关系中发现 [17]，uPA 系统与前列腺癌的分

期、分级和转移紧密相关，在前列腺癌患者循环血中检测 uPA

的表达时发现，术前 uPA水平与 T-PSA、Gleason总分、临床分

期都对前列腺癌有独立的预后作用。uPA /uPAR还可以作为诊

断和筛查小细胞肺癌的指标[18]，其高表达活性不仅与癌细胞侵

袭能力相关，而且还和癌细胞的耐药有关。uPA系统在胃肠道

肿瘤中的检测提示[19]，uPA与肿瘤分级分期相关，并能够提示癌

前病变的危险程度，可能与其预后密切相关。目前关于 uPA系

统与卵巢癌侵袭、迁移及预后的关系还有待于进一步研究[20]。

在此基础上，我们又在 HO-8910PM细胞系中加入了 uP-
AR的生理性抑制剂 PAI-1发现，高侵袭卵巢 HO-8910PM细

胞系发生侵袭、迁移、增殖的作用没有明显减弱，与不加药前

HO-8910PM 的侵袭、迁移能力比较没有统计学意义（P＞

0.05），又将 FAP蛋白和 PAI-1同时加入到高侵袭卵巢癌细胞
系 HO-8910PM中，发现 PAI-1并不能抑制 FAP对肿瘤的促侵

袭，迁移及增殖的作用，仅仅表现出 FAP促 HO-8910PM 细胞

侵袭、迁移的能力，无统计学意义（P＞ 0.05）。

我们证实，在卵巢癌细胞的促迁移过程中，整合素 琢3茁1

与 uPAR共同作用，将细胞外信号，穿入细胞内，或者将细胞内

信号穿入细胞外，介导肿瘤细胞的迁移。

本实验可以推断，整合素 琢3茁1与 uPAR是一个复合体，
FAP作用于整合素 琢3茁1，通过 uPAR介导细胞外信号，将细胞

信号传入细胞内，从而发挥对卵巢癌的促迁移作用。
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