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摘要:目的　 探讨上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal
 

transition,EMT)过程中黑色素瘤细胞力学特性的变化规律

及其与细胞迁移的内在联系。 方法　 使用免疫荧光检测 TGF-β1 对 EMT 相关蛋白表达的影响;使用细胞划痕和

Transwell 小室检测细胞迁移和侵袭能力;借助原子力显微镜检测细胞刚度;通过流式细胞术检测骨架蛋白的动态

变化。 结果　 利用 TGF-β1 成功诱导 A375 细胞发生 EMT。 TGF-β1 呈时间依赖性可增加波形蛋白 vimentin 表达,
降低 E-钙黏蛋白 E-cadherin 表达,并增强细胞迁移和侵袭能力。 在 EMT 进程中,细胞的生物力学特性(细胞刚度)
发生改变,细胞骨架 G-actin / F-actin 比值明显上升,细胞刚度明显降低。 结论　 EMT 进程中,黑色素瘤细胞骨架发

生解聚,细胞刚度降低,从而增强细胞的迁移和侵袭能力。 研究结果为癌症转移的临床治疗提供力学生物学新思路。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

inner
 

relationship
 

of
 

mechanical
 

properties
 

and
 

migration
 

during
 

epithelial-
mesenchymal

 

transition
 

(EMT)
 

of
 

melanoma
 

A375
 

cells.
 

Methods　 EMT
 

was
 

induced
 

by
 

TGF-β1
 

in
 

epithelial-like
 

melanoma
 

A375
 

cells,
 

and
 

further
 

morphological
 

observation
 

and
 

analysis
 

of
 

A375
 

cells
 

were
 

performed.
 

The
 

effect
 

of
 

TGF-β1
 

on
 

EMT-related
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

Cell
 

scratch
 

and
 

transwell
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
 

The
 

cell
 

stiffness
 

was
 

measured
 

by
 

atomic
 

force
 

microscopy
 

(AFM) .
 

The
 

cytoskeletal
 

proteins
 

of
 

G-actin
 

and
 

F-actin
 

were
 

determined
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Results
　 Melanoma

 

A375
 

cells
 

were
 

successfully
 

induced
 

by
 

TGF-β1
 

stimulation
 

to
 

establish
 

the
 

EMT
 

phenotype.
 

TGF-
β1

 

increased
 

the
 

expression
 

of
 

mesenchymal
 

marker
 

of
 

vimentin
 

and
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

epithelial
 

marker
 

of
 

E-cadherin
 

in
 

a
 

time-dependent
 

manner,
 

which
 

further
 

enhanced
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
 

TGF-β1-
induced

 

EMT
 

also
 

altered
 

the
 

biomechanical
 

properties
 

of
 

melanoma
 

A375
 

cells,
 

which
 

showed
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

cytoskeletal
 

G-actin / F-actin
 

ration
 

and
 

an
 

obvious
 

decrease
 

in
 

cell
 

stiffness.
 

Conclusions 　 The
 

cytoskeleton
 

of
 

melanoma
 

A375
 

cells
 

undergoes
 

depolymerization
 

and
 

cell
 

stiffness
 

decreases
 

in
 

response
 

to
 

TGF-β1-induced
 

EMT,
 

which
 

enhances
 

the
 

ability
 

of
 

cell
 

migration
 

and
 

invasion.
 

These
 

research
 

findings
 

provide
 

new
 

strategy
 

in
 

mechanobiology
 

for
 

clinical
 

treatment
 

of
 

cancer
 

metastasis.
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　 　 黑色素瘤是死亡率较高的一种恶性肿瘤,具有

高度的转移潜能[1] 。 手术是早期黑色素瘤的主要

治疗方式,但转移性的黑色素瘤预后较差,复发和

转移是患者死亡的主要原因[2] 。 因此,深入研究黑

色素瘤转移和侵袭,对提高患者生存率、开发更有

效的治疗方案具有重要临床意义。 癌症转移是一

个复杂且连续的过程,主要包括细胞从原发病灶脱

离、局部侵袭、渗入血管并存活、外渗到远端组织以

及形成转移灶等过程[3-4] 。 肿瘤细胞发生上皮间充

质 表 型 转 换 ( epithelial-mesenchymal
 

transition,
 

EMT) 被认为是癌症转移的起始和关键步骤之

一[5] 。 EMT 是上皮细胞在特定病理生理条件下转

换为在形态学上具有间充质表型细胞的过程,它的

发生会导致细胞黏附和机械性能的显著改变,包括

细胞间连接破坏、细胞骨架重组和细胞运动性增

加[6-7] 。 之前研究主要聚焦于 EMT 中的生化信号对

肿瘤细胞恶性行为的影响[8] 。 近年来,越来越多的

研究表明,生物力学因素在肿瘤转移中发挥重要

作用[9] 。
细胞肌动蛋白骨架是一种在细胞质中高度动

态的网状支架,在许多生命活动中发挥核心作用,
如迁移、形态发生、胞质分裂、内吞作用等[10-11] 。 细

胞骨架能响应 EMT 信号发生动态重塑,帮助细胞穿

透基底膜, 进入循环系统继而扩散至继发病灶

处[12] 。 细胞骨架重组贯穿细胞运动的全过程,是恶

性肿瘤转移和侵袭所必需的。 细胞骨架网络由球

状肌动蛋白单体
 

G-actin 聚合而成的肌动蛋白丝束

F-actin 构成,细胞通过动态调节 F-actin 组装和去组

装以维持细胞骨架空间结构的稳定,在调控细胞力

学特性中起着至关重要的作用[13-14] 。 因此,深入探

究细胞骨架重塑对调控肿瘤转移具有重要意义。
细胞力学特性的改变依赖于肌动蛋白及其相

关蛋白的组装和调控,细胞力学特性与细胞功能,
如分裂、 分化、 凋亡、 迁移等生物学行为密切相

关[14-15] 。 肿瘤细胞形态、刚度和黏附力变化是细胞

力学特性改变的重要指标[16] 。 肿瘤细胞发生转移、
侵袭和黏附等一系列过程时,都需要重塑细胞形

态。 因此,细胞力学特性在肿瘤进展中起着关键作

用。 研究发现,细胞刚度被认为是侵袭性潜力的重

要参数。 例如,转移潜能增加的膀胱癌细胞刚度显

著降低[9] ;恶性卵巢上皮细胞通常比非恶性卵巢上

皮细胞更软[17] ;黑色素瘤的局部进展也受到细胞刚

度调节[18] 。 因此,细胞力学特性中细胞刚度变化在

肿瘤恶性转化和迁移中显得尤为重要。
多种信号通路都直接或间接参与肿瘤细胞的

EMT 过程,这些反应主要由生长因子和细胞因子所

介导[19-20] 。 例如,Hidenori 等[16] 报道转化生长因子

(transforming
 

growth
 

factor
 

β1,
 

TGF-β1)能促进人肺

泡上皮细胞发生 EMT。 TGF-β1 诱导的 EMT 是一

种常见 EMT 模型[21] ,但 TGF-β1 介导的 EMT 中细

胞生物物理特性的变化还尚不清楚。 本文采用

TGF-β1 建立 A375 上皮样人黑色素瘤细胞 EMT 模

型,揭示 TGF-β1 介导的 EMT 进程中细胞力学特性

变化规律及其与细胞迁移的关系,为癌症转移的临

床治疗提供力学生物学新思路。

1　 材料与方法

1. 1　 细胞培养

　 　 本实验中所用人黑色素瘤细胞系 A375 购自中

科院细胞库。 A375 细胞使用含有 10% 新生牛血清

(Gibco 公司,美国)、100
 

U / mL 青霉素(Gibco 公司,
美国)和

 

100
 

μg / mL
 

链霉素( Gibco 公司,美国)的

RPMI-1640 培养基( Thermo 公司,美国),于 37
 

℃ 、
5% CO2 培养箱中传代及培养。
1. 2　 抗体与试剂

　 　 TGF-β1 购自美国 CST 公司;E-cadherin 抗体、
Vimentin 抗体、罗丹明标记的鬼笔环肽和脱氧核糖

核酸酶 I(DNase
 

I)购自美国
 

ThermoFisher
 

Scientific
公司; β-actin 抗体购自北京中彬金桥公司; Alexa

 

Fluor
 

488 购自美国
 

Proteintech 公司;DAPI 染色液

购自上海碧云天生物科技有限公司。
1. 3　 细胞形态观察

　 　 将 A375 细胞接种在玻片上,待细胞贴壁后,分
别使用 10

 

ng / mL 的 TGF-β1 去刺激细胞 0、12、24、
48

 

h[22] 。 在倒置显微镜下观察至少 10 个细胞的形

态变化,并使用 Image
 

J 统计分析细胞长宽比。
1. 4　 免疫荧光检测

　 　 将 A375 细胞接种在共聚焦培养皿中,待细胞

贴壁后,分别使用 10
 

ng / mL
 

TGF-β1 去刺激细胞

0、12、24、48
 

h。 用 4% 多聚甲醛室温固定细胞 10 ~
15

 

min,PBS 清洗 3 次,用 0. 4% Triton
 

X-100 室温破

膜处理 10
 

min,PBS 再清洗 3 次。 使用 1% BSA 于

578
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℃条件下封闭 1
 

h 后,分别加入 E-cadherin 和

vimentin 一抗,4
 

℃ 孵育过夜。 PBS 清洗 3 次,加入

Alexa
 

Fluor
 

488 标记的二抗,然后在 37
 

℃ 条件下再

孵育 2
 

h,最后用 DAPI 染细胞核 10
 

min。 激光共聚

焦显微镜采集图像,用 Image
 

J
 

软件分析平均荧光

强度。
1. 5　 划痕和侵袭实验

　 　 将 A375 细胞接种在 24 孔细胞培养板中,待细

胞贴壁后,分别使用 10
 

ng / mL
 

TGF-β1 刺激细 0、
12、24、48

 

h。 再用已经灭菌的白色枪头垂直于孔板

方向划一直线,PBS 清洗被划下的细胞。 在 TGF-β1
刺激的 0、12

 

h 时间点用倒置荧光显微镜进行拍照

观察,并用 Image
 

J 软件计算分析划痕愈合率。
将 Transwell 小室 ( Corning 公司, 美国) 放入

24 孔细胞培养板内,在上层滴加基质胶待其凝固。
使用胰酶消化 TGF-β1 诱导完成的细胞并用无血清

培养基重悬,在上室加入 300
 

μL 密度为 1×105 个 / mL
细胞悬液,并在下室加入完全培养基。 在 37

 

℃ 、
5% CO2 培养箱中培养 12

 

h 后取出,擦拭掉上层细

胞后,用 4% 多聚甲醛固定并结晶紫染色下层细胞。
倒置荧光显微镜采集图像,并用 Image

 

J 软件统计

细胞数。
1. 6　 流式细胞仪检测

　 　 消化诱导好的细胞,离心取细胞沉淀,并用 4%
多聚甲醛重悬固定 15

 

min。 用 0. 4%
 

Triton
 

X-100
破膜打孔 10

 

min,然后用 1%
 

BSA 封闭 1
 

h。 PBS 清

洗后,加入配制成工作浓度的 DNase
 

I(1 ∶ 1
 

000),
避光室温染色 20

 

min,离心后再加入鬼笔环肽,避
光室温下孵育 20

 

min,最后用 PBS 清洗并重悬,采
用流式细胞仪进行分析并采集数据。
1. 7　 细胞刚度测定

　 　 将 A375 细胞接种在玻片上,待细胞贴壁后,分
别使用 10

 

ng / mL
 

TGF-β1 刺激肿瘤细胞 0、12、24、
48

 

h。 设置参数,使用原子力显微镜( atomic
 

force
 

microscope,AFM)获取每个细胞核周的电压-位移曲

线[23] 。 将电压-位移曲线转变成力-位移曲线,通过

赫兹模型计算出细胞弹性模量。
1. 8　 统计方法

　 　 所有实验至少重复 3 次,数据采用均值±标准差

表示,采用 t 检验或 One-Way
 

ANOVA 检验方法进行

统计学分析。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 TGF-β1 诱导 A375 细胞发生 EMT
　 　 肿瘤细胞发生 EMT 在癌症恶性演进过程中起

着关键作用,细胞的形态变化被认为是
 

EMT 的主

要特征之一[24] 。 首先,探究 TGF-β1 能否诱导人黑

色素瘤细胞发生 EMT。 结果显示,随着 TGF-β1 刺

激时间增长,细胞形态更为细长,呈现明显的间质

样。 Image
 

J 软件统计结果同样表明,TGF-β1 诱导

黑色素瘤细胞 A375 的长宽比显著增加,表现出明

显的间质样表型(见图 1)。

图 1　 TGF-β1 促进 A375 细胞形态伸长和 EMT 发生

( ∗∗∗P<0. 001,∗∗P<0. 01)
Fig. 1 　 TGF-β1

 

promoted
 

morphological
 

elongation
 

and
 

EMT
 

in
 

A375
 

cells　 (a)
 

Cell
 

morphology,
 

(b)
 

Cell
 

aspect
 

ratio

为了验证这一结果,进一步检测 TGF-β1 对

EMT 相关标志蛋白表达的影响。 细胞免疫荧光结

果显示,随着 TGF-β1 刺激时间的延长,上皮标志性

蛋白 E-cadherin 在细胞中的表达显著低于对照组,而
间充质标志物 vimentin 表达却高于对照组。 Image

 

J
定量分析同样显示 TGF-β1 呈时间依赖性增强了

vimentin 表达,E-cadherin 表达降低。 上述结果说明,
TGF-β1 能诱导 A375 细胞发生 EMT(见图 2)。
2. 2　 TGF-β1 促进细胞迁移和侵袭

　 　 肿瘤细胞发生 EMT 被认为是癌症转移的起始

和关键步骤之一[25] ,故探究 TGF-β1 是否诱导肿瘤

细胞迁移和侵袭。 划痕愈合实验和 ImageJ 统计结

果一致显示,TGF-β1 处理组的细胞迁移速率明显高

于对照组,表明 TGF-β1 能显著加快 A375 细胞的愈

合速率。 同时,Transwell 实验结果也显示,TGF-β1
刺激后,穿过 Transwell 小室的细胞数目与对照相比

明显增多。 上述结果说明 TGF-β1 诱导细胞发生

EMT 后能促进细胞迁移和侵袭(见图 3)。
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图 2　 TGF-β1 诱导 A375 细胞发生 EMT 的分子标记物表达分析( ∗∗∗P<0. 001,∗∗P<0. 01)
Fig. 2　 Molecular

 

markers
 

analysis
 

of
 

TGF-β1-induced
 

EMT
 

in
 

A375
 

cells 　 ( a )
 

Expressions
 

of
 

E-cadherin
 

or
 

vimentin,
 

(b)
 

Relative
 

fluorescence
 

intensities
 

of
 

E-cadherin
 

or
 

vimentin

图 3　 TGF-β1 促进 A375 细胞的迁移和侵袭( ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01)
Fig. 3 　 TGF-β1

 

induced
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

A375
 

cells 　 ( a)
 

Wound-healing
 

assay,
 

(b)
 

Wound-healing
 

rates,
 

(c)
 

Transwell
 

assay,
 

(d)
 

Invasion
 

ability

2. 3　 TGF-β1 促进细胞骨架解聚

　 　 大量证据表明,细胞肌动蛋白骨架参与调节细

胞运动,包括迁移和黏附[11] 。 因此,进一步研究

EMT 过程中细胞骨架的变化。 使用鬼笔环肽标记

F-actin,Dnase
 

I 标记 G-actin,并用流式细胞仪检测

两种肌动蛋白的荧光强度。 结果发现,TGF-β1 刺

激后,细胞内 G-actin / F-actin 荧光强度比值与对照

相比显著增加,即细胞内组装的 F-actin 向单体形

式的 G-actin 转化增多。 以上结果说明,EMT 进程

中细胞骨架发生解聚,促进细胞的迁移和侵袭(见

图 4) 。

图 4　 TGF-β1 促进细胞骨架解聚( ∗∗P<0. 01,n= 3)
Fig. 4　 TGF-β1

 

depolymerized
 

the
 

actin
 

cytoskeleton
 

in
 

A375
 

cells
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2. 4　 TGF-β1 降低细胞刚度

　 　 细胞骨架空间结构的稳定在维持细胞力学特

性中起着重要作用。 转移性较高的细胞通常表现

出较低的细胞刚度,以便能穿过基底膜,进入血管

发生转移[9] 。 因此,本文探究肿瘤细胞发生 EMT
进程中细胞力学特性的变化。 AFM 具有较高的精

确度,是目前测量单细胞力学性能最常用的方法

之一。 通过 AFM 测量单个细胞核周的弹性模量,
统计结果表明,TGF-β1 刺激后,黑色素瘤 A375 细

胞弹性模量与对照组相比显著降低,即细胞刚度

减小。 以上结果表明,在诱导肿瘤细胞发生 EMT
进程中,细胞刚度逐渐降低,细胞变得更加柔软

(见图 5) 。

图 5　 TGF-β1 诱导的 EMT 过程中肿瘤细胞刚度变化

( ∗∗P<0. 01,n= 30)
Fig. 5 　 Cell

 

stiffness
 

changes
 

during
 

TGF-β1-induced
 

EMT
 

in
 

A375
 

cells

3　 讨论

　 　 肿瘤的复发和转移是黑色素瘤预后差以及患

者死亡的主要因素,故研究转移相关机制已成为黑

色素瘤研究领域的热点之一。 以往研究多从生化

信号转导上着手,而关于细胞力学性质改变影响肿

瘤细胞迁移的研究还不够深入。 已有证据表明,
TGF-β1 等生长因子能通过诱导转录因子的表达促

进细胞发生 EMT
 [21] 。 因此,本文通过 TGF-β1 构建

人黑色素瘤细胞 EMT 模型,探讨 EMT 过程对细胞

力学特性的调控作用,以及对肿瘤迁移和侵袭的影

响与内在联系。 研究结果表明,细胞力学特性的改

变可能是潜在的肿瘤转移关键调控因素之一。
上皮间充质转换是肿瘤恶化的一个重要标志,

与恶性肿瘤的形成和浸润,组织重塑和纤维化密切

相关。 肿瘤细胞发生 EMT 后,促使细胞极性和细胞

间连接的丧失,并会获得较高的转移和侵袭能力,
从而随着血液循环和淋巴循环扩散至其他部位。
研究发现,TGF-β1 对人肺泡上皮细胞系 A549 的上

皮间充质转换具有促进作用,TGF-β1 通过 Smad2
的磷酸化诱导 EMT 发生,并被 Smad2 基因沉默所

抑制[16,26] 。 TGF-β1 也 能 通 过 诱 导 转 录 因 子

Snail1 / 2、ZEB1 / 2、HMGA2
 

等的表达促进上皮间充

质转化[27] 。 肿瘤细胞失去部分上皮细胞样的特性,
获得间充质样的细胞特性是 EMT 发生的重要标

志[28] 。 因此,本文选取上皮表型标志物 E-cadherin
和间充质表型标志物 vimentin 作为肿瘤细胞发生

EMT 的标志蛋白[29] 。 与上述研究结果一致,本文

同样发现,TGF-β1 刺激黑色素瘤 A375 细胞 48
 

h
后,细胞逐渐变得纤长,显著降低上皮样标志性蛋

白 E-cadherin 的表达,增加间充质样蛋白 vimentin
表达,且细胞划痕愈合率和侵袭细胞数目都表明

TGF-β1 刺激能成功构建 A375 细胞 EMT 模型,进而

促进肿瘤转移和侵袭。
肿瘤细胞转移过程包含迁移、侵袭等运动行

为。 肿瘤细胞的转移和侵袭能力都与细胞本身的

形变能力有关[30] ,同时细胞的形变能力又与细胞自

身的软硬(细胞刚度)关系紧密。 随着癌细胞恶化

或逐渐变得更具侵袭性,细胞显示出更柔软的力学

特性,形成适合转移的细胞变形[31] 。 因此,细胞变

形程度和细胞刚度可能是评估癌细胞转移能力的

重要指标之一。 本文利用 AFM 测量细胞刚度,结果

发现,在 TGF-β1 介导的 EMT 中,细胞变得更加柔

软,细胞刚度显著降低,细胞与细胞外基质的黏附

破坏,增强了细胞脱离原位肿瘤的能力,进一步促

进肿瘤转移。 与本文结果相一致,Sun 等[32] 研究发

现,盐霉素通过增强细胞刚度来减弱肝癌干细胞的

运动性。 尽管多数研究都认为,具有较高运动性的

细胞通常比其他细胞更柔软,但 Rathje 等[33] 却发

现,致癌基因通过增加细胞刚度促进细胞侵袭。 因

此,细胞刚度与运动能力之间矛盾的关系可能与具

体的肿瘤类型有关。
细胞形态变化与细胞骨架动力学密切相关,

F-actin 组装与去组装的动态平衡对于维持细胞刚

度具有重要作用。 当细胞发生恶性转化时,细胞骨

架动力学发生改变,从而促进肿瘤转移和侵袭。 近
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年来研究表明,TGF-β1 通过一系列复杂信号通路

调控多种细胞骨架相关蛋白表达水平的变化以及

细胞骨架重塑[34-35] 。 本文发现,在 TGF-β1 介导的

EMT 过程中,细胞骨架蛋白 G / F-actin 比值显著增

加,细胞骨架发生解聚,细胞刚度降低,最终促进黑

色素瘤细胞的迁移和侵袭。 但 EMT 过程中细胞骨

架解聚以及细胞刚度降低的具体机制还尚不完全

清楚。 有研究报道,Rho
 

GTPase 家族成员是肌动蛋

白应力纤维组装的主要调节因子,而 Arhgap28 通过

抑制 RhoA 的活化来调控肌动蛋白骨架解聚[36-37] 。
Zhang 等[38]研究发现,离子通道包括钙稳态介导了

细胞骨架网络的重塑和细胞硬度。 因此,TGF-β1
是否通过 Arhgap28 / RhoA 或钙稳态来调控细胞的

力学特性,需要更加深入的研究。

4　 结论

　 　 本文通过 TGF-β1 刺激构建黑色素瘤细胞 EMT
模型,分析 TGF-β1 介导的 EMT 进程中细胞力学特

性的变化规律及其与细胞迁移的关系。 结果发现,
在 TGF-β1 介导的 EMT 进程中,细胞肌动蛋白骨架

发生解聚,细胞刚度降低,细胞变性能力增强,从而

进一步提高细胞的转移和侵袭能力。 本研究结果

表明,细胞力学特性改变可能是促进肿瘤转移的关

键因素之一。
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