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蛋白酶活化受体 2促进结肠癌细胞与基质粘附 *
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摘要 目的：蛋白酶活化受体 2激活对结肠癌细胞 HT29粘附能力的影响。方法：通过激活多肽活化细胞膜表面的蛋白酶活化受体
2，检测对结肠癌细胞与 FN和Matrigel粘附能力的影响。建立蛋白酶活化受 2敲降的结肠癌细胞，检测对结肠癌细胞与基质粘附

能力的影响。结果：蛋白酶活化受体 2激活，能够促进结肠癌细胞与基质的粘附能力；而蛋白酶活化受体敲降则抑制粘附。结论：

蛋白酶活化受体 2参与对结肠癌细胞粘附能力的调控，其激活能够促进结肠癌细胞与基质的粘附能力。
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Activation of Proteinase Activated Receptor 2 Promotes Adhesion between
Colorectal Cancer Cell and ECM*

To determine the role of PAR2 in adhesion between colorectal cancer cell and extracellular matrix.

Adhesion assay was performed to study the role of PAR2 in adhesion between colorectal cancer cell and fibronectin or

Matrigel. PAR2 was either activated with the activating peptide or knocked down with shRNA in cancer cell lines. Activation of
PAR2 significantly increased the adhesion ability of cancer cell with extracellular matrix. And PAR2 knocking down impaired the

adhesion between cancer cell and extracellular matrix. PAR2 plays an important role in cancer cell adhesion.
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前言

蛋白酶活化受体（Proteinase Activated Receptors，PARs）是

一种有 7段跨膜区的 G蛋白结合受体(G protein-coupled recep-

tors)，N 末端暴露于细胞外。该家族共有四个成员，PAR1、
PAR2、PAR3和 PAR4[1,2]。PARs有着非常独特的激活方式，细

胞外的丝氨酸蛋白酶水解受体的 N末端，新产生的 N末端可

以搭合到受体的细胞外结构上，从而激活细胞内的 G蛋白及

其相关的信号通路[3]。

PAR2是 PARs家族中唯一不能被凝血酶激活的受体。它

可以被胰蛋白酶特异性地激活。此外还有多种内源性蛋白酶可

以激活 PAR2，例如肿瘤细胞来源的 Matriptase[4]，炎症细胞来

源的 Tryptase[5,6]，以及来源于肠道内细菌的类胰蛋白酶。这些内

源性的蛋白酶通过激活 PAR2，参与调节肿瘤细胞生长[7]，血管

及淋巴管的形成以及肿瘤细胞的浸润和转移，在肿瘤的发展过

程中发挥着重要作用[8-10]。我们在前期研究中发现 PAR2在发生

淋巴结转移的结肠癌组织中表达上升 [11]。这些都强烈提示

PAR2参与结肠癌细胞的侵袭转移。

细胞 -细胞间和细胞 -基质之间粘附能力与肿瘤转移间存

在非常重要的联系。因此，本研究将关注 PAR2激活对结肠癌
细胞粘附能力的影响。

1 材料与方法

1.1 试剂
PAR2 稳转敲降质粒购于傲锐东源公司，PAR2 激活多肽

（SLIGRL）由上海楚泰生物科技有限公司合成；PAR2抗体为
Santa cruz公司产品，茁-actin抗体为 sigma公司产品；细胞培养

液为 Hyclone 公司产品；SDS-PAGE 试剂均购自伯乐公司；
MTT及 DMSO等生化试剂购于上海生工生物工程股份有限公
司。

1.2 Western Blot
RIPA 法提取细胞总蛋白，取 50 滋g 蛋白质以 10%
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SDS-PAGE电泳进行分离。随后，通过湿转法将蛋白转至 0.45

uM孔径 PVDF膜。用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，并与一抗进

行杂交。4℃过夜孵育后，用 HRP标记二抗进行杂交后反应底

物进行显色。

1.3 RNA提取和实时定量 PCR
TRizol法提取细胞总 RNA，去除 DNA污染后使用 invit-

rogen公司的 Superscript First-Strand Synthesis System试剂盒逆

转录为 cDNA。采用伯乐公司 SYBR Green supermix 检测
PAR2的表达水平，以 GAPDH作为内参，商售引物购自于复能

基因。

1.4 稳定敲降细胞系的构建

以 HT29细胞作为亲本，利用脂质体 lipofectamin2000转

染细胞，6小时后换液。继续培养 24小时后，消化细胞按 1:6分

瓶，并向培养液中加入 1 ng/mL嘌呤霉素筛持续选 10天，每 3

天更换培养液。挑去单克隆，扩大培养，并提取 RNA和细胞总

蛋白，采用 real-time PCR和Western Blot鉴定干扰效率。
1.5 细胞粘附实验

分别选择 Matrigel和 Fn处理细胞培养板，模拟体内基质

环境。Matrigel组：将 Matrigel以 1:3稀释后涂 0.5 mm图层于
96孔板底部，无菌吹干；Fn组：配置浓度为 50 g/L的 Fn，取 50 l

加入 96孔板底，室温孵育过夜，PBS洗三次后，加入 2 mg/BSA

封闭 2 h，备用。

每孔分别种入 104细胞，分别粘附 0.5 h，1 h和 1.5 h后，洗

去上层未贴壁细胞，以 MTT法检测贴壁细胞量。

1.6 统计学方法
采用 t test对结果进行统计学分析，P<0.05为有显著性差

异。

2 结果

2.1 PAR2激活促进 HT29细胞与基质的粘附

无血清培养液饥饿细胞 1h后，向细胞培养液中加入终浓

度为 50 M的激活短肽（SLI），继续培养 12 h。采用 Invitrogen

公司的无酶消化液分散细胞，进行细胞粘附实验。结果如图所

示，PAR2激活的细胞对 Matrigel和 FN的粘附能力显著提高，

且细胞与 Matrigel的粘附能力更强。

2.2 PAR2敲降效率检测

建立 PAR2稳定敲降的 HT29细胞株，同时以转染无干扰

效果片段作为对照。Realtime PCR和Western blot检测结果显

示，HT29-PAR2i细胞中 PAR2的敲降效率为 67.4%。

2.3 PAR2敲降降低 HT29细胞与基质的粘附

利用 PAR2 敲降细胞，检测 PAR2 对细胞粘附作用的影

响。结果如图所示，PAR2敲降显著降低细胞与 Matrigel和 FN

的粘附作用。

3 讨论

肿瘤的转移是一个多步骤、复杂的过程，包括肿瘤细胞侵

袭，对周围组织、血管及淋巴的浸润，转移后的增生等步骤 [12]。

肿瘤转移是导致癌症患者死亡的主要原因，但肿瘤细胞转移的

确切机制仍被完全阐明[13,14]。一个关键问题是肿瘤细胞如何从

原位组织脱离，然后锚定于新的组织并起始增殖形成转移灶[15]。

人体内的细胞通常与称作细胞外基质的结构支持系统相连接，

细胞外基质可帮助调节细胞的行为。因此本研究将研究重点放

在肿瘤细胞与基质的粘附作用。

转移的早期发生在肿瘤及其癌旁组织，这一区域内包括肿

瘤细胞、正常上皮细胞、间质细胞和免疫细胞等多种细胞。在肿

瘤与癌旁相交的微环境中，富集了细胞代谢、或分泌产生的各

种物质，它们在细胞间的相互作用中发挥着重要的传递信息的

作用[16]。而蛋白酶是肿瘤微环境中重要的成分之一。在肿瘤组

织中，胰蛋白酶分布于浸润生长的前端，而且胰蛋白酶的多少

与肿瘤浸润深度和距离成正比，并且与预后密切相关[17,18]。肥大

细胞也参与肿瘤的侵袭和转移，它同时可以释放另一种 PAR2

激活剂 Tryptase。在这一阶段，PAR2激活有助于肿瘤细胞获得
更高运动能力，促进肿瘤细胞转移。

而当癌细胞具有转移性时，细胞可以通过一些粘附分子粘

附到正常健康组织。然后，肿瘤细胞在这些组织中继续生长形

成新的转移灶，研究显示转移性肿瘤选择性粘附于细胞外基质

分子 fibronectin和 galectin-3[19,20]。在肿瘤转移灶中，上述两个分

子的表达显著上升，这有助于细胞与粘附蛋白相结合，使其成

功定植于正常组织。

图 1 PAR2激活提高结肠癌细胞与基质的粘附能力

Fig. 1 Activation of PAR2 increased colorectal cancer cell- ECM adhesion
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001

图 2 Western blot和 real-time PCR检测 PAR2的敲降效率

Fig. 2 Western blot and real-time PCR detection of PAR2 knock down

efficiency

图 3 PAR2敲降降低肿瘤细胞与基质的粘附作用

Fig. 3 Deficiency of PAR2 inhibited adhesion between cancer cell and

ECM
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本研究显示，PAR2 激活能够提高肿瘤细胞与 Fibronectin

和细胞基质的粘附能力。这一结果提示 PAR2激活能够促进转
移灶中肿瘤细胞与正常细胞的粘附，促进转移灶的形成。该结

果同时提示我们，通过阻断转移灶中肿瘤细胞与正常细胞的粘

附，可能阻断肿瘤转移灶的形成，为肿瘤治疗提供可能的靶点。
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