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华支睾吸虫ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ促胆管癌细胞迁移

和侵袭的机制研究

褚衍菲，颜丙芳，任乐彬，薛钧予，王楠，孟玮，柏雪莲

（滨州医学院附属医院医学研究中心，山东滨州２５６６０３）

【摘要】　目的　探讨华支睾吸虫ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ在胆管癌细胞的增殖、侵袭和转移中的作用及其分子机制。　方法　构

建真核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ并转染胆管癌细胞，建立ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ过表达细胞株。通过ＣＣＫ８试验、细

胞划痕试验、ＭａｔｒｉｇｅｌＴｒａｎｓｗｅｌｌ试验分析ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ在胆管癌细胞的增殖、侵袭和转移中的作用。通过实时荧光定量

ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ影响的靶分子转录水平和蛋白表达水平。　结果　成功构建ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ

稳定表达细胞株。ＣＣＫ８试验显示，ＣｓＬｅｇｕａｍｉｎ对ＲＢＥ细胞的增殖无显著影响（均犘＞０．０５）。划痕实验中，过表达

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ的ＲＢＥ细胞其运动能力与对照组细胞相比显著增强，细胞间的距离明显变窄（均犘＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试

验显示，过表达ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ的ＲＢＥ细胞穿过基质小室的数量较对照组细胞数量多（犘＜０．０５）。过表达ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ组

ＲＢＥ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的转录水平及其蛋白表达水平均较对照组细胞显著降低（均犘＜０．０５）。　结论　

ＣｓＬｅｇｕａｍｉｎ对胆管癌细胞的增殖无显著影响，但具有促进胆管癌细胞迁移和侵袭能力，可能的机制是通过调控 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达诱导ＥＭＴ促进胆管癌细胞的迁移和侵袭。
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华支睾吸虫又称肝吸虫，主要分布于东南亚地

区，包括中国、越南、韩国和泰国等［１２］，在中国主要分

布广东、广西和吉林省等地［３］。华支睾吸虫病为我国

目前重要的食源性寄生虫病之一［４］。人和哺乳动物是

华支睾吸虫的终宿主，通过误食含有华支睾吸虫囊蚴
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的生的或未煮熟的淡水鱼而感染。囊蚴被食入后通过

胃到达十二指肠，在消化液的作用下脱囊，逆胆汁方向

快速迁移到肝胆管内并发育为成虫［５］。华支睾吸虫虫

体的机械刺激及虫体分泌排泄代谢产物（ｅｘｃｒｅｔｏｒｙ

ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＥＳＰ）可引起胆管上皮细胞增生、管

壁增厚、官腔狭窄等病理改变，导致胆管炎、胆囊炎、肝

纤维化甚至胆管癌［６］。２００９年世界卫生组织国际癌

症研究署（ＩＡＲＣ）将肝吸虫列为Ⅰ类致癌物
［７］。研究

发现，其ＥＳＰ与胆管癌的发生和发展密切相关。

Ｌｅｇｕｍａｉｎ 又 称 天 冬 酰 胺 内 肽 酶

（Ａｓｐａｒａｇｉｎｙｌｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ，ＡＥＰ），是半胱氨酸蛋白

酶Ｃ１３家族的一个新成员，结构保守，特异性水解天

冬酰胺（Ａｓｎ）的羧基端。Ｌｅｇｕｍａｉｎ是一种失活的酶

原，在不同的ｐＨ阈值下，经过自催化激活，依次去除

Ｃ末端和Ｎ末端的前肽酶，在免疫、炎症以及肿瘤的

发生发展中发挥生物学作用［８］。近年来，Ｌｅｇｕｍａｉｎ被

发现在多种实体瘤组织中高表达，如结肠直肠癌、乳腺

癌、卵巢癌、前列腺癌和胃癌等［９１３］，与肿瘤的生长和

侵袭转移等行为高度相关，被认为是肿瘤预后因子和

治疗的靶分子。研究发现，Ｌｅｇｕｍａｉｎ不仅可通过活化

ＭＭＰ２降解细胞外基质促进肿瘤的侵袭与转移，还可

通过增加 Ｇ２／Ｍ 期癌细胞的数量促进肿瘤的生

长［１４１６］。此外，Ｌｅｇｕｍａｉｎ通过下调闭锁带蛋白ＺＯ１

诱导内皮通透性和肿瘤转移［１７］。由此可见，Ｌｅｇｕｍａｉｎ

在肿瘤的生长和侵袭转移中发挥重要作用。

华支睾吸虫Ｌｅｇｕｍａｉｎ（ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ）基因全长１

２９９ｂｐ，编码４３２个氨基酸残基，与人Ｌｅｇｕｍａｉｎ氨基

酸序列有３７．７％的相似性。Ｋａｎｇ等
［１８］研究发现

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ可特异性酶切底物肽段ＺＡｌａＡｌａＡｓｎ

ＭＣＡ中的Ａｓｎ，具有天冬酰胺内肽酶活性，该酶以前

体的形式合成，能够自我酶切，成为成熟活性酶。

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ主要分布于华支睾吸虫肠上皮细胞内，

能够被分泌到管腔中，最终作为ＥＳＰ成分被释放入虫

体周围的宿主胆管中［１９］。作为华支睾吸虫ＥＳＰ的成

分，ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ是否与胆管癌的发生和发展有关尚

不清 楚。本 研 究 通 过 在 胆 管 癌 细 胞 中 过 表 达

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ，探讨其在胆管癌发生和发展中的作用及

其分子机制，为华支睾吸虫所致胆管癌的防治提供科

学依据。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞及载体　人胆管癌细胞系ＲＢＥ购自普诺赛

生物 有 限 公 司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲ２０００ 购 自 美 国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ 和

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）购自ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司。

１．２　 主 要 试 剂 　ＰＲＭＩ１６４０ 培 养 基 购 自 美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ公司；胰蛋白酶ＥＤＴＡ购自索莱宝公司；胎

牛血清ＦＢＳ购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自上海

ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公

司；反转录试剂盒，实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒，蛋白裂

解液（ＲＩＰＡ），蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶

试剂盒，ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗和超敏ＥＣＬ发

光液 均 购 自 山 东 ＳｐａｒｋＪａｄｅ 公 司；ＧＡＰＤＨ、Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ引物由上海生工公司合成；兔抗

人单克隆抗体ＡｎｔｉＥＣａｄｈｅｒｉｎ抗体（ＥＰ７００Ｙ）、Ａｎｔｉ

ＮＣａｄｈｅｒｉｎ抗体（ＥＰＲ１７９１４）和 ＡｎｔｉＧＡＰＤＨ 抗体

（ＥＰＲ１６８９１）购自美国Ａｂｃａｍ公司。

２　方法

２．１　质粒的构建和细胞转染　由ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ公司

构建稳定表达 ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ的真核质粒ｐｃＤＮＡ３．１

（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ，过程如下：根据ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ开放

读码框架 ＯＲＦ设计引物，ＰＣＲ扩增ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ片

段，ＰＣＲ产物经 ＨｉｎｄＩＩＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切后插入真

核表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋），构建ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ。将 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ 或

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）分别与ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲ２０００混合并

转染ＲＢＥ细胞（ＲＢＥ细胞不表达Ｌｅｇｕｍａｉｎ），过程如

下：在胆管癌 ＲＢＥ 细胞中加入含有 １０％ＦＢＳ 的

ＰＲＭＩ１６４０的培养基，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培

养。待细胞长满培养瓶后加入胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化

２ｍｉｎ，使贴壁细胞脱落，加入含有１０％ＦＢＳ的ＰＲＭＩ

１６４０培养基，终止消化并重悬细胞并进行计数。将细

胞铺入六孔板，每孔铺入１０
５ 个细胞，等细胞密度为

６０％～７０％ 后实验组加入质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲ２０００，对照组加入质

粒ｐｃＤＮＡ３．１（＋）和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲ２０００。每孔加

入２ｍｌ的无血清ＰＲＭＩ１６４０培养基培养４ｈ，吸去转

染液，再加入２ｍｌ含１０％ＦＢＳ的ＰＲＭＩ１６４０培养基

培养４８ｈ，收集细胞。

２．２　ＣＣＫ８试验　将上述两组细胞分别制成细胞悬

液并计数，调整细胞浓度为１０
５ 个／ｍＬ。在９６孔板中

每孔加入１００μＬ的细胞悬液，设置０、２４、４８、７２ｈ４个

时间点，每个时间点设３个复孔。分别在上述４个时

间点于酶标仪４５０ｎｍ处测各孔的吸光度（Ａ）值。比

较各组Ａ值，分析ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ对ＲＢＥ细胞增殖的影

响。

２．３　细胞划痕试验　将细胞铺入六孔板，每孔铺入３

×１０
５ 个细胞。每孔加入２ｍＬ含１０％ＦＢＳ的ＰＲＭＩ

１６４０培养基，置３７℃、５％ ＣＯ２ 温箱中培养直至细胞

长满。弃去培养液，用１０μＬ移液枪尖端将细胞划痕，

用ＰＢＳ清洗划掉的细胞，加入不含血清的ＰＲＭＩ１６４０
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培养基，在倒置显微镜下观察并记录０ｈ的划痕面积，

放入培养箱中培养４８ｈ后，再次观察并记录划痕面

积。比较两组细胞划痕面积的改变和细胞迁移率，分

析ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ对ＲＢＥ细胞迁移的影响。

２．４　ＭａｔｒｉｇｅｌＴｒａｎｓｗｅｌｌ试验　收集实验组和对照

组细胞，用不含血清的ＰＲＭＩ１６４０培养 ＡＡ液重悬，

加入铺有基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上层小室，

下层小室中加入含有２０％ＦＢＳ的ＰＲＭＩ１６４０培养液

作为趋化引诱剂，培养３６ｈ。轻轻将上层小室中的细

胞移除，将迁移到下层中的细胞用４％甲醛固定，结晶

紫染色，ＰＢＳ清洗掉多余的染色液，显微镜下计数，计

算各组中迁移的细胞数量。

２．５　 荧 光 实 时 定 量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检 测 Ｅ

ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的相对转录水平　用ｔｒｉｚｏｌ提取

每组细胞的总ＲＮＡ，以此为模板，以ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１８为

引物，用反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ。根据Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ序列设计并合成引物，以ＧＡＰＤＨ作为参

考基因进行ｑＲＴＰＣＲ扩增。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ

和ＧＡＰＤＨ 的上、下游引物分别为 ＧＣＴＣＴＴＣＣＡＧ

ＧＡＡＣＣＴＣＴＧＴＧＡＴＧ、ＡＡＧＣＧＡＴＧＧＣＧＧＣＡＴＴ

ＧＴＡＧＧ，ＡＡＧＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＧＣＡＴＧＧＴＧ、

ＴＧＣＴＧＡＣＴＣＣＴＴＣＡＣＴＧＡＣＴＣＣＴＣ，ＧＣＡＣＣＧＴ

ＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ、ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧ

ＧＡ。反应体系为２０μＬ，包括２μＬ的ｃＤＮＡ 模板，

上、下游引物各１μＬ，２×ＳＹＢＲｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，补

充ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ｑＲＴＰＣＲ反应过程：９５℃预变

性３０ｓ；９５℃变性１５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，

共４１个循环；７２℃延伸２０ｓ，使用２
－△△Ｃｔ方法计算两

组细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的相对转录水平。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白

　将上述两组细胞培养４８ｈ后离心，收集细胞。加入

蛋白裂解液及蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ裂解细胞，提取蛋

白，经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移到硝酸纤维素膜，

用５％脱脂奶粉将膜在室温下封闭１ｈ；不同的蛋白条

带 分 别 加 入 兔 抗 人 ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＮＣａｄｈｅｒｉｎ 和

ＧＡＰＤＨ单克隆抗体，置于４℃过夜，ＴＢＳＴ 冲洗３

次；加入 ＨＲＰ标记的羊抗兔ＩｇＧ抗体，室温孵育１ｈ，

ＴＢＳＴ冲洗３次；加入超敏ＥＣＬ发光液检显色，化学

发光仪采集图像。用ＩｍａｇｅＪ处理图像，计算各条带的

灰度值。

２．７　统计学分析　应用ＳＰＳＳ软件进行统计学分析，

数据采用均值±标准差（狓±狊）表示。对于来自正态

总体且方差齐性的两组独立样本数据采用独立样本狋

检验；多个样本均数的比较采用 ＬＳＤｔ检验。犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对胆管癌细胞增殖的影响

将 ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ 的 ｃＤＮＡ 片 段 插 入 质 粒

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）并转染ＲＢＥ细胞，通过ＣＣＫ８测定以

评估ＣｓＬｅｇｕａｍｉｎ对ＲＢＥ细胞增殖及活性的影响，结

果见图１。在０～７２ｈ４个时间点，两组细胞悬液的灰

度值差异均无统计学意义 （均 犘 ＞０．０５），表明

ＣｓＬｅｇｕａｍｉｎ对ＲＢＥ细胞的增殖无显著影响。

图１　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对胆管癌细胞增殖影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀狅狀狋犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犚犅犈犮犲犾犾狊

２　犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀的促胆管癌细胞迁移和侵袭作用

通过划痕试验评估ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ的促进胆管癌细

胞迁移作用。结果见图２。与转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的

对照组细胞相比，ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ转染

的ＲＢＥ细胞其运动能力显著增强，细胞间的距离变窄

（均 犘 ＜０．０５。Ｍａｔｒｉｇｅｌ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 分 析 显 示，

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ转染的 ＲＢＥ细胞中穿

过基质小室的细胞数量显著多于空质粒转染对照组和

空白对照组穿过的细胞数量（均犘＜０．０５（图３）。

　　Ａ　４８ｈ 后实验组 （ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ）比 对 照 组

（ｐｃＤＮＡ３．１（＋））的细胞间距明显变窄，划痕愈合面积明显增加　Ｂ　

细胞间距直方图。组间比较，犘＜０．０５。

图２　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对犚犅犈细胞运动迁移能力的影响

Ａ　Ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ （ｐｃＤＮＡ３．１（＋）

Ｃｓｌｅｇｕｍａｉｎ）ｄｉｓｐｌａｙｅｄｆａｓｔｅｒｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｓｐｅｅｄｔｈａｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

（ｐｃＤＮＡ３．１（＋））ａｔ４８ｈ　Ｂ　Ｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ犘＜０．０５．

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀狅狀狋犺犲犿犻犵狉犪狋犻狅狀狅犳犚犅犈犮犲犾犾狊
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　　Ａ　３６ｈ后实验组（ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ）细胞数量较对照

组（ｐｃＤＮＡ３．１（＋））显著增多　Ｂ　细胞数量直方图。组间比较，犘

＜０．０５。

图３　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对犚犅犈细胞侵袭能力的影响

Ａ　Ｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

（ｐｃＤＮＡ３．１（＋）Ｃｓｌｅｇｕｍａｉｎ）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ （ｐｃＤＮＡ３．１（＋））ａｆｔｅｒ３６ｈ　Ｂ　Ｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ犘＜０．０５．

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀狅狀狋犺犲犻狀狏犪狊犻狅狀狅犳犚犅犈犮犲犾犾狊

３　犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀通过犈犕犜作用促犚犅犈细胞迁移侵袭

的分子机制

采用ｑＲＴＰＣＲ对ＥＭＴ相关基因进行转录水平

的检测，结果显示ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ转染

组ＲＢＥ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的转录水平

较ｐｃＤＮＡ３．１（＋）转染组细胞显著降低（均犘＜０．０５

（图４）。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｎ

ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达水平，结果见图５。ｐｃＤＮＡ３．１

（＋）ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ转染组ＲＢＥ细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达较ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组细胞显著降低

（犘＜０．０５，与ｍＲＮＡ水平变化相一致。

注（Ｎｏｔｅｓ）：组间比较（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ），犘＜０．０５。

图４　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对犚犅犈细胞犈犮犪犱犺犲狉犻狀和犖犮犪犱犺犲狉犻狀犿犚犖犃

水平的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀狅狀犿犚犖犃犾犲狏犲犾狊狅犳犈犮犪犱犺犲狉犻狀

犪狀犱犖犮犪犱犺犲狉犻狀犻狀犚犅犈犮犲犾犾狊

讨　论

华支睾吸虫感染所致的肿瘤约占肝胆系统肿瘤病

例的０．４％
［２０］。由于肝吸虫病的流行具有显著的地方

性，因此华支睾吸虫感染地区人群胆管癌的患病率明

显偏高。华支睾吸虫的ＥＳＰ在胆管癌的发生发展中

发挥重要作用［６］。研究发现，华支睾吸虫ＥＳＰ可改变

胆管癌细胞中多种分子的表达水平，导致胆管癌的发

生和发展［２１］。Ｐａｋ等
［２２］报道华支睾吸虫ＥＳＰ可通过

调节癌基因改变与肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭相关的

人胆管癌细胞中的 ｍｉＲＮＡ水平。由于ＥＳＰ的不同

成分可能通过不同的机制促进胆管癌的进展，因此，需

要发现更多功能性的华支睾吸虫ＥＳＰ成分以阐明华

支睾吸虫ＥＳＰ促进胆管癌发生和发展的分子机制。

　　Ａ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平　Ｂ　

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白水平直方图。组间

比较，犘＜０．０５。

图５　犆狊犔犲犵狌犿犻犪狀对犚犅犈细胞犈犮犪犱犺犲狉犻狀和犖犮犪犱犺犲狉犻狀

蛋白水平的影响

Ａ　ＳｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄＮｃａｄｈｅｒｉｎ

ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．　Ｂ　Ｓｈｏｗｓｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ． Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ犘＜０．０５．

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犆狊犔犲犵狌犿犪犻狀狅狀狆狉狅狋犲犻狀犾犲狏犲犾狊狅犳犈犮犪犱犺犲狉犻狀

犪狀犱犖犮犪犱犺犲狉犻狀犻狀犚犅犈犮犲犾犾狊

Ｌｅｇｕｍａｉｎ是新发现的一种Ｃ１３家族半胱氨酸蛋

白酶，与肿瘤的发生和发展密切相关，Ｌｅｇｕｍａｉｎ高表

达预 示 着 肿 瘤 病 人 预 后 不 良、生 存 期 短，因 此

Ｌｅｇｕｍａｉｎ已成为肿瘤生物学、预后和靶向治疗的新热

点［８］。华支睾吸虫ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ与人的Ｌｅｇｕｍａｉｎ有

相似性，尤其是重要的结构域和酶活性部分，且存在于

ＥＳＰ中
［１９］。氨基酸序列和结构相似的蛋白质可能具

有相似或相同的生物学功能。本实验通过在胆管癌细

胞内过表达ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ基因，研究其对胆管癌细胞

的作用。结果显示，ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ对胆管癌细胞增殖

和活性并无显著影响，但能促进胆管癌的侵袭和转移

能力，证实ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ与Ｌｅｇｕｍａｉｎ在促进肿瘤侵袭

和转移中发挥相似的作用。

上 皮 间 质 转 化 （Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＥＭＴ）通过促进恶性肿瘤细胞的侵袭

和转移能力在肿瘤的发生和发展中发挥重要作用，许

·１７２１·
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多分子如Ｅ钙粘蛋白、Ｎ钙粘素、Ｓｎａｉｌ等参与ＥＭＴ

的过程。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ是典型的钙黏蛋

白，具有相似的结构，在调节细胞增殖与分化及维持组

织结构和稳态中发挥重要的作用。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ主要表

达于上皮细胞膜，形成“拉链”结构，将细胞“粘”在一

起，其表达下调或缺失可导致细胞间的粘附下降［２３］。

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在乳腺癌、胃癌和宫颈癌等在内的许多肿

瘤细胞转移中表达下调或缺失［２４２６］，被视为ＥＭＴ的

标志。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ缺失不仅破坏细胞之间的连接，而

且通过诱导多个下游转录途径来促进转移［２３］。本研

究中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ＣｓＬｅｇｕｍａｉｎ转染的胆管癌ＲＢＥ

细胞中的表达也显著下调，表明Ｃｓｌｅｇｕｍ可能通过抑

制Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达从而诱导ＥＭＴ的发生，继而促进

胆管癌细胞的迁移和侵袭，其机制值得进一步研究。

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ主要分布于神经及内皮细胞等间叶组

织中，参与调节Ｃａ
２＋介导的同一种类型细胞间的粘

附、细胞的聚集和迁移等。Ｃａｏ等
［２７］的研究发现，Ｎ

ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达与肿瘤的侵袭转移成正相关，如乳腺

癌、宫颈癌、前列腺癌、胃癌等，其高表达可促进肿瘤细

胞的侵袭与转移，从而促进肿瘤的发展。然而也有研

究显示 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的低表达或缺失可促进肿瘤细胞

的迁移和侵袭，如骨肉瘤、胶质瘤、浆液性卵巢癌、肝癌

等［２８２９］。此外，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的低表达也与肝癌的复发

密切相关［２８］。本研究中ＣｓＬｅｇｕｍｉａｎ过表达的 ＲＢＥ

细胞Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ的表达也显著降低，且细胞的迁移和

侵袭能力增强。由此可见，ＣｓＬｅｇｕｍｉａｎ也能够通过

降低Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ促进胆管癌细胞的迁移和侵袭。Ｎ

ｃａｄｈｅｒｉｎ表达异质性的原因可能是由肿瘤的类型不同

或其发挥作用的通路不同导致。因此，ＥＭＴ通过不

同通路在不同肿瘤的作用机制还需进一步探讨。

综上所述，华支睾吸虫ＣｓＬｅｇｕｍｉａｎ在胆管癌进

展中发挥重要作用，可能通过诱导ＥＭＴ促进胆管癌

细胞的迁移和侵袭，其具体机制值得进一步探讨。本

研究为华支睾吸虫所致胆管癌的防治提供了新的科学

依据。
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［１７］　Ｚｈｕ Ｗ，ＳｈａｏＹ，Ｙａｎｇ Ｍ，ｅｔａｌ．Ａｓｐａｒａｇｉｎｙｌｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ｖｉａＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２０１６，５９４（２）：１７６

１８２．

［１８］　ＫａｎｇＪＭ，ＬｅＨＧ，ＮａＢＫ，ｅｔａｌ．ｐＨｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ

ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｃａｔｈｅｐｓｉｎＤｆａｍｉｌｙａｓｐａｒｔｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅｏｆ犆犾狅狀狅狉犮犺犻狊

狊犻狀犲狀狊犻狊［Ｊ］．Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ，２０２１，１０（９）：１１２８．

［１９］　ＫａｎｇＪ，ＬｅｅＪ，ＪｕＨ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｇｕｔａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ａｓｐａｒａｇｉｎｙｌｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｏｆ犆犾狅狀狅狉犮犺犻狊狊犻狀犲狀狊犻狊 ［Ｊ］．Ｅｘｐ

Ｐａｒａｓｉｔｏｌ，２０１５（１５３）：８１９０．

［２０］　ＰａｒｋｉｎＤＭ．Ｔｈｅｇｌｏｂａｌｈｅａｌｔｈｂｕｒｄｅｎｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
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原生物学杂志，２０１４，９（４）：３８４３８６，３８９．

［３］　周晓农．空间流行病学［Ｍ］．北京：科学出版社，２００９．

［４］　赵月，伍卫平．空间统计学方法在棘球蚴病研究中的应用［Ｊ］．中

国人兽共患病学报，２０１５，３１（３）：２７２２７６．

［５］　黄秋兰，唐咸艳，周红霞，等．四种空间回归模型在疾病空间数据

影响因素筛选中的比较研究［Ｊ］．中国卫生统计，２０１３，３０（３）：

３３４３３８．

［６］　ＫｉｈａｌＴａｌａｎｔｉｋｉｔｅＷ，ＰａｄｉｌｌａＣＭ，ＬａｌｌｏｕｅＢ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｘｐｌｏｒａｔｏｒｙ

ｓｐａｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｄｅｐｒｉｖａｔｉｏｎ，

ｎｏｉｓｅａｎｄｉｎｆａｎｔ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ：ａｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｅｎｖｉｒｏｎ

Ｈｅａｌｔｈ，２０１３，１２：１０９．

［７］　伍劲屹，周艺彪，姜庆五．空间回归模型在公共卫生中的应用［Ｊ］．

中华流行病学杂志，２０１３，３４（１１）：１１５１１１５３．

［８］　ＣａｉＹ，Ｄｏｎｇ Ｙ，ＨｏｅｎｄｅｒｓＢＪ．Ｉｎｔｅｒｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ

ｔｅｍｐｏｒａｌａｎｄｓｐａｔｉａｌｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌａｎｄｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｄｅｇｒｅｅｓｏｆｐａｒｔｉａｌ

ｃｏｈｅｒｅｎｃｅａｎｄａｇｅｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｖａｎＣｉｔｔｅｒｔＺｅｒｎｉｋｅｔｈｅｏｒｅｍ

［Ｊ］．ＪＯｐｔＳｏｃＡｍ ＡＯｐｔＩｍａｇｅＳｃｉＶｉｓ，２０１２，２９（１２）：２５４２

２５５１．

［９］　ＡｎｓｅｎｌｉｎＬ．ＥｘｐｌｏｒｉｎｇｓｐａｔｉａｌｄａｔａｗｉｔｈＧｅｏＤａ：Ａ ｗｏｒｋｂｏｏｋ

［Ｍ］．ＵＳＡ，Ｃｅｎｔｅｒｆｏｒｓｐａｔｉａｌｌｙｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｓｏｃｉａｌｓｃｉｅｎｃｅ，２００５：

１９８１９９．

［１０］　王劲峰，廖一兰，刘鑫．空间数据分析教程［Ｍ］．北京：科学出版

社，２０１０．

［１１］　ＫｅｌｅｊｉａｎＨＨ，ＰｒｕｃｈａＩＲ．Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｓｐａｔｉａｌ

ａｕｔｏｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅｍｏｄｅｌｓｗｉｔｈａｕｔｏｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅａｎｄｈｅｔｅｒｏｓｋｅｄａｓｔｉｃ

ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅｓ［Ｊ］．ＪＥｃｏｎｏｍ，２０１０，１５７（１）：５３６７．

［１２］　叶子容，陈佳，周，等．空间回归方法在慢性病研究中的应用进

展［Ｊ］．中国卫生统计，２０１８，３５（１）：１３７１４１．

［１３］　陈艳艳，蔡顺祥，刘建兵，等．湖沼型血吸虫病流行区气候因素与

钉螺分布的空间回归分析［Ｊ］．中华疾病控制杂志，２０１５，１９（３）：

２７７２８０．

［１４］　潘翔，杨亚，李林瀚，等．２０１２年和２０１４年东洞庭湖区人群血吸

虫感染时空分布及其影响因素分析［Ｊ］．中国血吸虫病防治杂

志，２０１７，２９（２）：１６３１６８．

［１５］　 ＷｈｉｔｅＧ，ＧｈｏｓｈＳＫ．Ａｓｔｏｃｈａｓｔｉｃｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ

ａｕｔｏｒｅｇｒｅｓｓｉｖｅｍｏｄｅｌｆｏｒｓｐａｔｉａｌｄａｔａ［Ｊ］．ＣｏｍｐｕｔＳｔａｔＤａｔａ

Ａｎａｌ，２００９，５３（８）：３０３３３０４６．

［１６］　ＣｒａｉｇＰＳ，ＧｉｒａｕｄｏｕｘＰ，ＳｈｉＤ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ

ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆｈｕｍａｎａｌｖｅｏｌａｒｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｉｎ

ｓｏｕｔｈＧａｎｓｕ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｃｔａＴｒｏｐ，２０００，７７（２）：１６７１７７．

［１７］　刀吉，刘继蓉，鲁明德，等．１９６２２０１２年四川省甘孜藏族自治州

棘球蚴病流行病学分析［Ｊ］．寄生虫病与感染性疾病，２０１５，１３

（２）：７３８０．

［１８］　何伟，王谦，黄燕，等．四川省石渠县棘球蚴病流行的影响因素分

析［Ｊ］．中国寄生虫学与寄生虫病杂志，２０１９，３７（０４）：４２８４３２．

［１９］　ＺｅｎｇＸ，ＧｕａｎＹ，ＷｕＷ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ

ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓｉｎＮｏｒｔｈｗｅｓｔＮｏｎＱｉｎｇｈａｉＴｉｂｅｔａｎＰｌａｔｅａｕ

ＲｅｇｉｏｎｓｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｍＪＴｒｏｐＭｅｄＨｙｇ，２０２０，１０２（３）：５６７

５７３．

［２０］　ＹｕａｎＲ，ＷｕＨ，ＺｅｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅｏｆａｎｄｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｆｏｒ

ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓａｍｏｎｇｈｅｒｄｉｎｇｆａｍｉｌｉｅｓｉｎｆｉｖｅｐｒｏｖｉｎｃｅｓｉｎ
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ｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００９，１０８（６）：１３７６１３８８．

［２２］　ＰａｋＪＨ，ＫｉｍＩＫ，Ｋｉｍ ＳＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄ
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ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ犆犾狅狀狅狉犮犺犻狊狊犻狀犲狀狊犻狊［Ｊ］．ＰａｒａｓｉｔｏｌＲｅｓ，２０１４，１１３

（１２）：４４４７４４５５．

［２３］　ＯｎｄｅｒＴＴ，ＧｕｐｔａＰＢ，ＭａｎｉＳＡ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ

ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａ ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ

ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６８（１０）：３６４５３６５４．

［２４］　Ｚｈａｎｇ Ｆ，ＳｈｉＹＲ，Ｚｈａｎｇ Ｌ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｗｉｓｔｉｎＭＣＦ７／ＡＤＲ，ｈｕｍａｎ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．中国肿瘤临床（英文

版），２００７（１）：２１２５．
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Ａｇｉｎｇ（ＡｌｂａｎｙＮＹ），２０２０，１２（４）：３５７４３５９３．
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ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎａｔＲｅｃ（Ｈｏｂｏｋｅｎ），

２０１７，３００（１２）：２１８４２１９１．

［２７］　ＣａｏＺＱ，ＷａｎｇＺ，ＬｅｎｇＰ．ＡｂｅｒｒａｎｔＮｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１９（１１８）：１０９３２０．

［２８］　占大钱．Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ在肝癌侵袭转移中的作用及其机制研究

［Ｄ］．武汉：华中科技大学，２０１１．

［２９］　ＣａｍａｎｄＥ，ＰｅｇｌｉｏｎＦ，ＯｓｍａｎｉＮ，ｅｔａｌ．Ｎｃａｄｈｅｒｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｍｏｄｕｌａｔｅｓｉｎｔｅｇｒｉｎｍｅｄｉａｔｅｄｐｏｌａｒｉｔｙａｎｄｓｔｒｏｎｇｌｙｉｍｐａｃｔｓ

ｏｎｔｈｅｓｐｅｅｄａｎｄｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌｉｔｙｏｆｇｌｉａｌｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌ
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