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血管细胞黏附分子 -1对卵巢癌细胞凋亡的影响及机制研究 *
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摘要 目的：探讨过表达血管细胞黏附分子 -1（vascular cell adhesion molecule-1，VCAM-1）对卵巢癌细胞凋亡的影响。方法：构建过

表达 VCAM-1的慢病毒载体 GV358-VCAM1+，转染人类卵巢癌 IGROV1细胞株，利用嘌呤霉素筛选稳定表达 VCAM-1 的 I-

GROV1细胞，通过倒置荧光显微镜下观察绿色荧光，确定细胞转染效率，Western blot及 RT-PCR法确定卵巢癌细胞 VCAM-1蛋

白和 mRNA水平；采用流式细胞仪检测过表达 VCAM-1的 IGROV1的细胞凋亡变化，western blot法检测凋亡相关蛋白（Bcl-2、

Bax、Casepase-3、Cleaved Casepase-3） 以及 STAT3、p-STAT3 蛋白表达水平的变化。结果：成功构建的慢病毒载体

GV358-VCAM1+ 在 IGROV1细胞中的转染效率达到 85%以上，转染细胞的 VCAM-1 蛋白及 mRNA 水平均呈稳定表达；

VCAM-1过表达卵巢癌细胞的细胞凋亡显著高于空载体对照组（P=0.0149）；Bax、Casepase-3、Cleaved Casepase-3表达水平均较对

照组显著升高（P<0.01），Bcl-2、p-STAT3表达水平明显低于对照组（P<0.01），但 STAT3表达水平无显著改变。结论：VCAM-1可

能通过下调 STAT3的磷酸化水平诱导卵巢癌细胞凋亡。
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Effect and Mechanism of Vascular Cell Adhesion Molecule-1 on Cell
Apoptosis of Ovarian Carcinoma*

To investigate the effect of the overexpression of vascular cell adhesion molecule-1 on the apoptosis of

ovarian carcinoma cells. The lentiviral vector with full length VCAM-1 gene (GV358-VCAM1+) was constructed and trans-

fected into human ovarian carcinoma cell line, IGROV1 . The tumor cells with VCAM-1 stable overexpression were selected by

puromycin. The transfection rate was determined via the observation of green fluorescence under an inverted fluorescence microscope.

The levels of VCAM-1 protein and mRNA were identified by western blot and RT-PCR analysis, respectively. The cell apoptosis was an-

alyzed by flow cytometry assay. Meanwhile, the expression level of apoptosis related proteins (Bcl-2, Bax, Casepase-3 and Cleaved

Casepase-3), STAT3 and p-STAT3 protein, were detected by western blot analysis. The transfection rate of GV358-VCAM1+

in IGROV1 cells was more than 85%. These cells had stable VCAM-1 expression not only at the protein but also mRNA level. Tumor

cells with VCAM-1 overexpression had significantly higher apoptosis than those with empty vector control group (P=0.0149). Moreover,

compared with the empty vector control group, there were significantly higher expression of Bax, Casepase-3 and Cleaved Casepase-3

(P<0.01), and lower expression of Bcl-2 and p-STAT3 in VCAM-1 overexpression group (P<0.01). However, the expression level of

STAT3 was not significantly changed. VCAM-1 could induce the cell apoptosis of ovarian carcinoma through down-regula-

tion of STAT3 phosphorylation.
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前言

卵巢癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，因肿瘤进展迅速且不

易被早期发现，诊断时常常出现盆腹腔转移，患者预后较差[1]。

近年研究表明一些细胞黏附分子与卵巢癌的早期进展密切相

关。血管细胞黏附分子 -1（vascular cell adhesion molecule-1，

VCAM-1）通常在活化的内皮细胞、平滑肌细胞及巨噬细胞等

细胞表面广泛表达，具有调节炎症、免疫应答等多种生物学特

性，其主要生物学作用是在炎症反应中将白细胞从血管内招募

1658· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.9 MAY.2018

至损伤组织[2]。有文献报道 VCAM-1在乳腺癌[3]、肾癌[4]等肿瘤

细胞表面也存在异常表达，可能参与了肿瘤的早期形成和转移

过程。Slack-Davis等研究发现，卵巢癌细胞能够通过其表面的

整合素 琢4茁1（又称 VLA-4）与间皮细胞 VCAM-1结合，参与细

胞间黏附并突破间皮细胞，引发盆腹腔转移[5]，但目前国内外对

VCAM-1对卵巢癌凋亡的研究鲜有报道，且 VCAM-1对细胞

凋亡作用的影响也存在争议，因此本研究拟通过构建 VCAM-1

过表达慢病毒载体，建立稳定表达 VCAM-1的卵巢癌细胞株，

研究过表达 VCAM-1对卵巢癌细胞凋亡的影响并探讨其分子

机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料及试剂

人类卵巢癌细胞株 IGROV1由美国德州大学 MD安德森

癌症中心刘劲松教授惠赠。GV358载体购自上海吉凯基因化

学技术有限公司，RT-PCR引物由上海捷瑞生物工程有限公司

合成，限制性内切酶 I 购自美国 New England Biolabs

（NEB）公司，质粒抽提试剂盒购自美国 Promega公司，琼脂糖

凝胶 DNA回收试剂盒购自北京天根生化有限公司，MEM/EB-

SS、RPMI-1640购自美国 Hyclone公司，胎牛血清购自杭州四

季青公司，TRIzol及逆转录试剂盒购自日本 Takara公司，An-

nexinV-PE试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，兔抗人

单克隆抗体 VCAM-1购自美国 Abcam公司，兔抗人单克隆抗

体 Bax、Bcl-2、Casepase-3、Cleaved Casepase-3、p-STAT3、

STAT3、鼠抗人单克隆抗体 茁-actin 购自美国 Cell Signaling

Technology（CST），山羊抗兔、山羊抗鼠抗体购自美国 Abbkine

公司。

1.2 慢病毒载体构建和鉴定

根据GenBank数据库VCAM-1mRNA序列（NM_001078），

设计具有 I酶切位点的 PCR引物，扩增 VCAM-1全长基因

片段，共 2261 bp。上游引物：5'-GAGGATCCCCGGGTACCG-

GTCGCCACCATGCCTGGGAAGATGGTCGTG-3'；下游引物：

5'-TCCTTGTAGTCCATACCCACTTTTGACTTCTGTGCTTC-

TAC-3'，反应条件为 98℃预变性 5 min；98℃变性 10 s，55℃退

火 10 s，72℃延伸 90 s，共 30个循环；72℃延长 5 min。将 PCR

产物进行琼脂糖凝胶电泳，分离纯化后回收 VCAM-1基因片

段。将 GV538 载体（元件顺序为 Ubi-MCS-3FLAG-SV40-

EGFP-IRES-puromycin）进行 AgeI酶切，将 VCAM-1的 PCR产

物与线性 GV538载体进行重组。将重组产物转化感受态菌

DH5琢后，均匀涂在含氨苄霉素的 LB平板上，37℃培养过夜。

挑取数个单克隆进行 PCR鉴定，引物 KL20328-P1：5'-CTAGA

GAACAAAAGTTTGGA-3'，FLAG-R-1：5'-GCTAGCTCATTTG-

TCGTCATC-3'，扩增长度为 924 bp。将鉴定出的阳性克隆接种

于 LB液体培养基中，37℃培养 12 16 h，取适量菌液提取质粒

进行 DNA测序。

1.3 慢病毒载体包装及病毒滴度测定

293T 细胞消化后重悬，按 5× 106/20 mL密度接种于 10

cm 培养皿中，转染前 2 h 换无血清培养基培养，将

GV358-VCAM1+ 载 体 20 滋g、pHelper1.0 载 体 15 滋g 和

pHelper2.0载体 10 滋g制备成质粒混合物，室温孵育 15 min后

缓慢加入 293T细胞的培养液中混匀，培养 6 h后弃上清，PBS

清洗细胞一次，加入完全培养基继续培养 48 h。收集细胞上清

液，超速离心收集病毒浓缩液，利用荧光法测定病毒滴度，病毒

滴度 =荧光细胞数 /病毒原液量，-80℃保存备用。

1.4 慢病毒转染及筛选

取对数生长期的 IGROV1细胞接种至 24孔板中，待细胞

铺满至 70%时，换无血清培养液培养。将 GV358-VCAM1+慢

病毒载体加入培养液中，同时加入 5 滋g/mL聚凝胺继续培养，
12 h后更换完全培养液培养。72 h加入 8 滋g/mL嘌呤霉素筛选
48 h，倒置荧光显微镜（日本奥林巴斯公司）下观察荧光确定转

染效率。

1.5 RT-PCR实验

取新鲜细胞用 TRIzol试剂提取 mRNA并测定其浓度，通

过逆转录获得 cDNA 并进行 PCR 扩增，VCAM-1 上游引物：

5-AGTTCTTGTTTGCCGAGC-3，下游引物：5-GAAAGGTGCT-

GTAGATTCCC-3，扩增长度为 240 bp；茁-actin 上游引物：
5-GGACTTCGAGCAAGAGATGG -3，下游引物：5-AGCACT-

GTGTTGGCGTACAG-3，扩增长度为 235 bp。PCR反应条件为

95℃预变性 8 min；95℃变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 30

s，共 35 个循环；72℃延长 8 min。琼脂糖凝胶电泳检测

VCAM-1mRNA表达水平。

1.6 流式细胞仪检测细胞凋亡

将 细 胞 分 为 GV358 空 载 体 组 （Con 组 ）和

GV358-VCAM1+转染组（VCAM-1组）分别接种至六孔板培养

48 h，待细胞铺满至 85%后，胰酶消化，收集细胞并计数。取 5×

105重悬的细胞，1000 r/min离心 5 min，加入 195 滋L Annexin

V-PE结合液重悬后，加 5 滋L Annexin V-PE混匀，室温避光孵

育 20 min，流式细胞仪（美国 Beckman公司）检测分析，重复 3

次实验进行统计学分析。

1.7 western blot实验

将细胞接种至 60 mm培养皿内，待细胞铺满至 85%以上，

胰酶消化，收集细胞，加入 150 滋L RIPA裂解液（含 10%蛋白酶

抑制剂和 10%磷酸酶抑制剂），超声破碎细胞后，4℃离心

（12000 r/min）15 min，取上清进行蛋白定量。用 SDS-PAGE凝

胶试剂盒配制凝胶，按 20 滋g/每孔蛋白浓度上样，恒压 100V

电泳 90 min，恒流 300 mA转膜 100 min，5 %脱脂奶粉室温封

闭 2 h，4℃一抗孵育摇床过夜。次日用 TBST缓冲液洗膜，二抗

（1:4000）室温敷育 1 h，TBST清洗，ECL显影，用 Image J软件

进行灰度分析。

1.8 统计学分析

实验数据利用统计软件 SPSS19.0进行分析，计量资料用

均数± 标准差（x± s）。

2 结果

2.1 VCAM-1载体构建和鉴定

VCAM-1全长基因片段为 2261 bp（图 1A），测序结果与

GenBank数据库的 VCAM-1序列比对一致；将片段回收、限制

性内切酶酶切后与线性化的 GV538 载体交换重组后转化，
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图 2 倒置荧光显微镜观察 GV358-VCAM1+慢病毒载体转染 293T及

IGROV1细胞

Fig.2 Fluorescence of 293T and IGROV1 cells with GV358-VCAM1+

lentiviral vector transfection.

Note: A. Fluorescence of 293T cells with GV358-VCAM1+ lentiviral

vectortransfection (magnification: 100× ): 1, visible image;

2, fluorescence image. B. Fluorescence of IGROV1 cells with

GV358orGV358-VCAM1+ lentiviral vector transfection (magnification:

100× ): 1, visible image of cells with GV358; 2, fluorescence image of

cells with GV358; 3, visible image of cells with GV358-VCAM1+;

4, fluorescence image of cells with GV358-VCAM1+.

图 1 VCAM-1基因 PCR扩增产物及 GV358-VCAM1+慢病毒载体阳性克隆鉴定

Fig.1 VCAM-1gene PCR amplification product and identification of positive clones with GV358-VCAM1+ lentiviral vector

Note:A. 1,DNA ladder marker; 2,VCAM-1 amplification product. B. 1,negative control group(ddH2O); 2,empty vector control group; 3,positive control

group(GAPDH); 4,DNA ladder marker; 5 12,GV358-VCAM1+ positive clones.

PCR法鉴定阳性克隆证实 GV358-VCAM1+慢病毒载体构建 成功（图 1B）。

2.2 慢病毒载体包装及滴度测定

慢病毒载体和包装载体共同转染 293T细胞 72 h后倒置

荧光显微镜下观察荧光（图 2A），证实 VCAM-1过表达载体转

染成功，荧光法测定病毒滴度为 2E+8 TU/mL。

2.3 VCAM-1慢病毒载体转染、筛选及鉴定

将 GV358-VCAM1+慢病毒转染卵巢癌细胞株 IGROV1，

72 h后加入 8 滋g/mL嘌呤霉素进行筛选，48 h后倒置荧光显微
镜下观察绿色荧光，结果显示 IGROV1细胞转染效率达到 85%

以上（图 2B）。western blot及 RT-PCR检测结果证实转染细胞

VCAM-1蛋白及 mRNA水平均呈稳定表达（图 3），表明过表达

VCAM-1的 IGROV1细胞株建立成功。

2.4 流式细胞仪检测凋亡结果

利用流式细胞仪检测表达 VCAM-1的 IGROV1细胞的凋

亡，结果显示 GV358-VCAM1+转染组的细胞凋亡较 GV358

空载体组明显增多（P=0.0149，图 4），证实 VCAM-1促进卵巢

癌细胞的凋亡。

2.5 Western blot 检测凋亡相关蛋白和 STAT3、p-STAT3 表达

水平

为进一步证实 VCAM-1过表达促进卵巢癌细胞凋亡并探

讨其作用机制，我们利用 western blot 法检测稳定表达

VCAM-1 的卵巢癌细胞的凋亡相关蛋白（Bcl-2、Bax、Casep-

ase-3、Cleaved Casepase-3）以及 STAT3、p-STAT3的蛋白水平

变化。结果显示与正常对照组相比，VCAM-1 转染组 Bax、

Casepase-3、Cleaved Casepase-3 的表达水平显著升高，Bcl-2、

p-STAT3表达水平明显下降，但 STAT3表达水平无显著改变

（图 5），这一结果提示 VCAM-1可能通过下调 STAT3的磷酸

化水平促进卵巢癌细胞 IGROV1的凋亡。

3 讨论

VCAM-1是一种表达在细胞膜表面的糖蛋白，隶属于免疫
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图 4 流式细胞仪检测凋亡结果

Fig.4 Analysis of apoptosis by flow cytometry

Note: Con, GV358 transfection group; VCAM-1, GV358-VCAM1+ transfection group.*P<0.05 vs Con group.

图 3 Western blot及 RT-PCR检测 IGROV1细胞 VCAM-1表达

Fig. 3 VCAM-1 expression in IGROV1 cells by western blot and RT-PCR analysis

Note: Left, the result of western blot: WT, parent cells; Con, GV358 transfection group; VCAM-1, GV358-VCAM1+ transfection group. Right, the result

of RT-PCR: 1and 8, DNA ladder marker; 2 and 5, parent cells;

3 and 6, GV358 transfection group; 4 and 7, GV358-VCAM1+ transfection group. *** P<0.001 vs WT and Con groups.

球蛋白超家族成员，能够与多种单个核细胞表面的整合素

琢4茁1结合，促进单个核白细胞的黏附，参与包括肾功能受损、
类风湿关节炎、系统性红斑狼疮、冠状动脉疾病等炎症过程[6]。

此外，脱落的肿瘤细胞既可以诱导间皮细胞表达 VCAM-1并

招募单核 /巨噬细胞，形成肿瘤微环境促进肿瘤生长[7]，也可通

过表面配体 VLA-4与血管内皮细胞表面的 VCAM-1结合，介

导血行转移[8]。

细胞凋亡是一种细胞的程序性死亡，无论在细胞应激损

伤，还是在正常分化发育中，均参与了细胞死亡的调控，

VCAM-1 对细胞凋亡的影响目前尚存在争议。有研究表明

VCAM-1 可以抑制细胞发生凋亡：利用 siRNA 阻断胶质瘤

U87 和 U251 细胞 VCAM-1 表达，可以激活 caspase-3、cas-

pase-8和 caspase-9、抑制 MMP-2、MMP-9和 Akt信号通路，进

而促进细胞凋亡、抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭[9]；环氧合酶 -2

选择性抑制剂塞来昔布能够下调结肠癌 HT29细胞 VCAM-1

表达并促进细胞凋亡[10]；利用 VCAM-1抗体和 VLA-4抗体阻

断 VCAM-1/VLA-4通路可促进 T细胞的凋亡[11]。但也有许多

研究结果表明 VCAM-1能够促进细胞凋亡：用辐照处理胸腺

组织后，胸腺细胞发生显著凋亡，且凋亡细胞表面的 VCAM-1

表达明显升高；糖皮质激素能够诱导小鼠 T细胞淋巴瘤 EL4

细胞和骨髓瘤 P3细胞的凋亡，细胞凋亡时会一过性高表达

VCAM-1，且 VCAM-1能够促进细胞凋亡[12]；在脂多糖诱导的

急性肾损伤发病模型中，肿瘤坏死因子 -琢诱导体外培养的肾
小球内皮细胞凋亡并伴随 VCAM-1及 casepase-3的高表达[13]；

血浆同型半胱氨酸能诱导人脐静脉内皮细胞细胞凋亡及上调

VCAM-1表达[14]；大鼠神经元细胞高表达 VCAM-1且与 Bcl-2、

活化的 Casepase3免疫荧光共定位，推测 VCAM-1参与了脑出

血神经元细胞的凋亡[15]。
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图 5 Western blot检测凋亡相关蛋白和 STAT3、p-STAT3表达

Fig.5 The expression of apoptosis related proteins, STAT3 and p-STAT3 by western blot

Note: Con, GV358 transfection group; VCAM-1, GV358-VCAM1+ transfection group. **P<0.01 vs Con group.

VCAM-1对卵巢癌细胞凋亡的作用鲜有文献报道。为此我

们构建了 VCAM-1过表达的慢病毒载体 GV358-VCAM1+，建

立了稳定表达 VCAM-1的卵巢癌细胞株 IGROV1，并进行了细

胞凋亡研究，结果显示与空载体 GV358 对照组相比，表达

VCAM-1 的卵巢癌细胞凋亡显著增多（P<0.05），Bax、Casep-

ase-3、Cleaved Casepase-3表达水平均显著升高，而 Bcl-2表达

水平明显下降。由于细胞凋亡受 Bcl-2、Bax、Caspase-3等多种

基因的调控，Bcl-2属于凋亡抑制基因，Bax则促进细胞凋亡[16]，

Caspase-3是调控细胞凋亡的 Caspase家族中的主要蛋白水解

酶，在活化过程中会催化酶解下游效应分子，诱导细胞发生凋

亡[17]，因此我们的研究结果表明 VCAM-1能够促进卵巢癌细胞

的凋亡。

STAT蛋白家族是一组信号转导和转录激活因子，能够将

胞外信号转导至胞内，使下游靶基因的转录被激活，参与细胞

的生长分化、凋亡、免疫应答等过程，其中 STAT3在肿瘤进展

中起到关键作用 [18]，其活化需要经过磷酸化修饰，活化的

STAT3可促进肿瘤发生。研究发现 p-STAT3水平升高可抑制

细胞凋亡，促进肿瘤细胞的增殖[19]。卵巢癌患者腹水中的癌细

胞 p-STAT3表达显著上调，并能导致裸鼠的腹腔成瘤及腹膜

广泛转移[20]；STAT3抑制剂 HO-3867尽管对 STAT3蛋白表达

水平没有影响，但能够显著抑制卵巢透明细胞癌细胞 p-STAT3

表达水平，通过抑制 Bcl-2、促进 Cleaved Caspase 3、Caspase 7

的表达，诱导细胞凋亡[21]。我们的实验结果发现与空载体对照

组相比，过表达 VCAM-1的细胞 p-STAT3表达水平明显下降，

但 STAT3表达水平无明显改变，据此推测 VCAM-1可能通过

抑制 STAT3磷酸化促进卵巢癌的细胞凋亡。
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