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摘要 轻链钙调蛋白结合蛋白 (light-chain caldesmon, l-CaD)是一种肌动蛋白结合蛋白，它通过与肌动蛋白结合而稳定胞内微
丝结构，在磷酸化作用下则能从微丝上脱离．在众多非转移性癌细胞以及永生化的正常细胞系中，l-CaD的表达量很低甚至
没有，但在高迁移活性的转移性癌细胞中，l-CaD表达量显著上升，因此 l-CaD可能是维持转移性癌细胞高迁移能力的重要
因素．为了探索 l-CaD如何调节转移性癌细胞迁移活性及其所处地位，以人源转移性乳腺癌细胞 MDA MB-231作为载体，
一方面，在胞内高表达外源野生型 l-CaD及其磷酸化突变株，干扰胞内 l-CaD的磷酸化进程，从而考察 l-CaD磷酸化对细胞
迁移的调节，另一方面，利用 siRNA技术，抑制 l-CaD在 MDA MB-231细胞内的表达量，检测 l-CaD对转移性癌细胞迁移
活性的总体影响．通过细胞骨架荧光染色、细胞迁移小室、单细胞层次上的牵张力测定以及细胞基底脱黏附能力测定，结果

显示：a．阻断 MDA MB-231胞内 l-CaD的磷酸化进程将显著抑制细胞的迁移能力，细胞骨架调整受阻，基底牵张力增加，
细胞基底脱附能力下降；b． l-CaD表达抑制的MDA MB-231细胞失去了完整的细胞骨架，其迁移能力显著降低并与非转移
性癌细胞 MCF-7 类似，而细胞骨架解聚导致 MDA MB-231 细胞基底牵张力显著减少，更容易从基底脱附．总的来说，
l-CaD磷酸化是调节转移性癌细胞高迁移活性的重要分子开关，l-CaD的高表达与高效磷酸化循环是维持转移性癌细胞高迁
移活性的关键因素．探索了 l-CaD调节转移性癌细胞迁移活性的机制，也为认识转移性癌细胞的本质提供了新的思路．
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无序生长和高迁移能力是转移性癌细胞的重要

特征，而这两个过程都涉及到细胞肌动蛋白骨架的

解聚与重排．在细胞内外信号的调控下，细胞骨架

通过肌动蛋白有序的重排，保持或改变细胞形状．

很多研究已经证明肌动蛋白的聚合和解聚在许多细

胞生理活动的控制中起关键作用，包括：细胞分

裂、迁移、内吞和外排作用、凋亡和炎症、囊泡运

输和基因表达[1-2]．为数众多的肌动蛋白以及肌动

蛋白结合蛋白(acin binding protein, ABPs)在细胞骨
架的构建和重排起重要作用．钙调蛋白结合蛋白

(caldesmon，CaD)是一种存在于几乎所有脊椎动
物细胞中的肌动蛋白结合蛋白 [3-5]．CaD 由同一
基因通过选择剪接产生两种亚型 [6]：平滑肌型

(h-caldesmon, h-CaD)和普遍存在的非肌型轻链 CaD
(l-caldesmon, l-CaD) [7]．一般认为 h-CaD 是平滑肌
细胞中收缩结构的完整组件，l-CaD是细胞骨架单

位[3-5]．

l-CaD以一个类似于订书针结构的方式与肌动
蛋白结合，一方面能够稳定胞内应力纤维[8-10]，另

一方面通过与肌动蛋白结合，l-CaD能够抑制肌动
球蛋白与肌动蛋白的结合，从而抑制细胞骨架的调

整．通过与钙调蛋白(calmodulin)结合或者在磷酸
化作用下，l-CaD能够从肌动蛋白上解离下来并恢
复肌动球蛋白与肌动蛋白的结合． 已有研究证明，

磷酸化的 l-CaD能够定向富集到细胞骨架解聚与重
排非常活跃的细胞前缘[11]，因此，l-CaD极有可能
在其他一些细胞进程，诸如细胞迁移、细胞膜边缘
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波动以及细胞黏附等中起作用．更有研究指出 l-CaD
能够抑制 Arp2/3的装配[12-13]并参与细胞周期进程的

调控[14]等．已有研究证明在增殖中细胞[15-16]、迁移

中细胞[17]以及铺展中细胞[18]，l-CaD的磷酸化水平
在碳端肌动蛋白结合区域的 MAPK 位点明显提
高．如果在全部 7个可能的 cdc2磷酸化位点通过
定点突变，从而完全阻止 l-CaD在 MAPK位点上
的磷酸化则导致细胞周期进程的延迟[19-20]．与之相

对，共转染 cdc2与野生型的 CaD则可以显著增强
肿瘤细胞的迁移[21-23]．在细胞周期的交替进程中，

l-CaD的磷酸化水平是呈动态变化的，并且与应力
纤维的变化相对[18]．在应力纤维的解聚中，绝大部

分 l-CaD以磷酸化的形式出现在细胞前缘；应力纤
维相对完整时，绝大部分的 l-CaD以非磷酸化的形
式出现．这些结果都显示，l-CaD的磷酸化水平与
细胞分裂及分裂后伸展过程中细胞形状变化息息相

关．除MAPK之外，l-CaD的磷酸化还可以发生在
碳端肌动蛋白结合区域的 PAK 位点上 [24]．如果

PAK 位点上的氨基被定点突变成 Ala 或者 Glu，
l-CaD则富集在应力纤维或细胞前缘上[25]，这表明

PAK介导的磷酸化在细胞收缩和细胞迁移中都起
作用[26]．Morita 等[27]证明，ERK和 PAK 位点介导
的 l-CaD磷酸化能够显著降低 l-CaD对细胞伪足形
成的抑制作用．作为 ERK和 PAK磷酸化位点的共
有下游底物，Boerner等亦证明多种细胞信号能够
通过 l-CaD调节细胞的各种生理行为[21-22, 28]．进一

步，在众多非转移性细胞以及永生化的正常细胞系

中，l-CaD的表达量很低甚至没有，但在高迁移活
性的转移性癌细胞中，l-CaD表达量显著上升，因
此可以认为 l-CaD可能是维持转移性癌细胞高迁移
能力的重要因素．

本研究中，我们通过 siRNA抑制细胞内 l-CaD
表达量和基因转染高表达外源 l-CaD的方法，结合
细胞基底牵张力以及迁移能力的测定，进一步显

示， l-CaD的高表达与高效的磷酸化循环是维持其
转移性癌细胞高迁移活性表型的关键因素，两者缺

一不可．我们的研究不仅揭示了 l-CaD调节癌细胞
迁移的机理，而且为进一步认识转移性癌细胞本质

提供了新的思路．

1 材料和方法

1.1 细胞培养

人源性转移性乳腺癌细胞 MDA MB-231
(ATCC#HTB-26TM) 和非转移性癌细胞 MCF-7

(ATCC#HTB-22TM)用添加了 10%胎牛血清和 1%抗
生素的 DMEM培养基 (CellgroTM)培养；人源性上
皮细胞(HMEC)用添加了 10 滋g/L人源性上皮生长因
子(hEGF, CellgroTM)、10 mg/L胰岛素、5%胎牛血清
和 1%抗生素的 DMEM-F12基础培养基(CellgroTM)
培养．所有细胞均在 37℃，5% CO2条件下培养．

1.2 质粒

人源性成纤维细胞 l-CaD (GenBank#M64110)
的 pCB6hx 质粒获赠于 Jim Lin 博士(University of
Iowa, Iowa City, IA)．通过 Nco玉酶切的方法将含有
l-CaD DNA的片段从质粒上酶切下来，经过 T4DNA
聚合酶平整末端后，用 BamH玉处理获得一平端一
黏端的 BamH玉 CaD插入片段．将得到的片段插入
到哺乳动物表达载体 pEGFPC1 (Clontech)BspEI (预
先用 T4DNA聚合酶平整末端)和 BamH玉多克隆位
点之间获得野生型 l-CaD (EGFP-wtCaD)，并通过
测序确认 EGFP 开放阅读框和终止密码子的正确
性．通过定点突变的方式[18]，突变 ERK与 PAK位
点的氨基，获得了 PAK和 ERK磷酸化位点完全被
封闭的不可磷酸化 l-CaD突变株(EGFP-A1234, PAK
和 ERK位点都更换为 Ala)和模拟 PAK和 ERK位
点完全磷酸化的突变株(EGFP-D1234, PAK和 ERK
位点都更换为 Asp)，并以不含 l-CaD序列的 EGFP
空质粒载体作为对照组．

1.3 Western blot检测细胞中 l鄄CaD的表达
通过Western blot检测细胞中内外源性总 l-CaD

以及磷酸化 l-CaD表达量．将细胞以 105个 /孔的
密度种在 6 孔板(Becton-Dickinson, Rutherford, NJ)
中，孵育 24 h．移除培养基，用冰冷的 PBS冲洗
细胞 2次．向每孔加入 150 ml裂解液制备总蛋白，
裂解液中含有 1 mmol/L苯甲磺酰氟(Sigma公司)，
10 g/L亮肽素(Sigma 公司)，30 g/L胰蛋白酶抑制
剂(Sigma公司)，1 mmol/L NaVO3(Sigma公司)．培
养板在冰上孵育 30 min后，刮净．总细胞提取物
都通过 SDS-PAGE分离，并用亲和纯化的多克隆抗
体 anti-CaD、anti-pCaD-Ser789 和 anti-茁-actin 单克
隆抗体(Sigma公司)进行免疫标记，再用亲和纯化
的分别连接有 IRDyeTM 700和 800抗兔和抗鼠的
荧光二抗标记．用 Odyssey红外图像系统(Li-COR,
Biosciences, Lincoln, NE)检测，可以直接定量表征
红外荧光，并计算各对(anti-CaD/anti-茁-actin, anti-
pCaD/anti-茁-actin)比值．
1.4 细胞转染

MDA MB-231细胞以 2伊105的密度种在 6孔板
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内．孵育 18 h后，用无血清 DMEM培养基饥饿细
胞 2 h．在 93 滋l无血清 DMEM培养基中先后加入
2 滋g质粒 DNA以及 5 滋l FUGENE转染试剂(Roche
公司)，室温孵育 20 min后加入含有 800 滋l无血清
DMEM培养基的细胞培养板中．孵育 5 h用完全
培养基换液．48 h后通过Western blot检测蛋白质
表达量．

1.5 siRNA抑制 Caldesmon表达
MDA MB-231 细胞以 5伊104/ 孔的密度种在 6

孔板内，孵育过夜．使用包装有 siRNA的慢病毒
(Sigma公司)载体感染细胞，孵育 24 h后用完全培
养基换液．siRNA的序列为：Human-CaD CAGA-
TAGGTATCAATATGTTT(Sigma公司)．对照组为
用包装了乱序 siRNA 的慢病毒所感染的 MDA
MB-231细胞．孵育 5天后通过 Western blot检测
蛋白质抑制效率．

1.6 细胞骨架的激光共聚焦检测

细胞种植于预先表衬了人纤连蛋白的玻璃盖玻

片上(Becton Dickinson)，孵育 24 h 直至细胞完全
铺展．PBS洗涤细胞 2次， 4%多聚甲醛(PFA)固定
15 min，0.3% Triton X-100 透膜 5 min．F-actin 用
rhodamine phalloidin(1∶75) 染色并孵育 1 h，所有
溶液均为 PBS制备．PBS清洗 3伊5 min并 Mowiol
(Sigma公司)封片．所有图像均通过 Nikon Eclipse
TE300 显微镜的 BioRad Radiance 2000 激光共聚
焦系统获得并通过 Laser Sharp 2000 BioRad 软件
处理．

1.7 细胞迁移测定

通过带有 8 滋m孔径滤膜的 Transwell 24孔板
(Becton Dickinson)进行细胞迁移实验．滤膜的内壁
和外壁都用 5 mg/L的人纤连蛋白(R&D, Minneapolis)
在 37℃表衬 2 h，PBS清洗．200 滋l的细胞悬液以
2伊104个 /孔的密度种在 Transwell的内腔．外腔加
入 800 滋l含有 10% FBS的完全培养基．37℃孵育
24 h后，选取 9个随机视野，计数迁移细胞数．转
染后的细胞，用 ZEISS-AXIO荧光显微镜分别在相
差视野和荧光视野下计数总的迁移细胞数和转染了

绿色荧光的迁移细胞数．具有绿色荧光的迁移细胞

数与总的具有绿色荧光的细胞数之间的比率则作为

转染细胞的相对迁移能力．

1.8 细胞基底牵张力测定 (Fourier鄄Transform
Traction Microscopy, FTTM)
细胞种植于胶原蛋白表衬并均匀包埋了 0.2 滋m

红色荧光微珠的聚丙烯酰胺凝胶基底表面，凝胶硬

度设计为 1 kb．完全铺展的细胞由于细胞骨架产生
的牵张力将使凝胶产生一定程度的形变，该形变可

以通过凝胶内部包埋的微珠在细胞胰酶消化前后的

位置变化表征．凝胶形变的大小则可通过 Fourier-
Transform转化为细胞施加在凝胶表面的牵张力．
1.8.1 聚丙烯酰胺凝胶的制备．聚丙烯酰胺凝胶基

底的制备主要根据前人的方法[29-30]．除有特殊说明

之外的所有化学试剂均购自 Sigma Aldrich(St. Louis).
具体步骤概括为：a．滴几滴 0.1 mol/L NaOH 到
35 mm玻璃底培养皿(MatTek)的中间，过夜风干；
b．滴 2～3 滴 97% 3-aminopropyltrimethoxylsilane
加在步骤 a中 NaOH沾染的区域．将培养皿洗好，
风干，在沾染区加入 0.5%戊二醛，然后将培养皿
清洗并过夜风干． c．20 滋l超纯水，含有 0.03%双
丙烯酰胺、5%丙烯酰胺(Bio-Rad公司)、0.6%直径
0.2 滋m的红色荧光微珠 (Invitrogen公司)、0.5%过
硫酸铵以及 0.05% TEMED (Bio-Rad 公司)加在培
养皿中央． 随后用 25 mm 盖玻片盖住 (Fisher
Scientific)直至聚合．移去盖玻片．加入 200 滋l
溶液(1 mmol/L sulfosuccinimidyl - 6 -[4 - azido - 2-
nitrophenylamino] hexanoate (Sulfo-SANPAH; Pierce)
溶解在 200 mmol/L HEPE溶剂中)进行表面活化．
紫外线照射 5 min，0.1 mol/L HEPES 溶液清洗
2伊15 min，用 PBS清洗 1伊15 min，用 200 滋l 玉型
胶原溶液(0.1 g/L；Inamed Biomaterials)表衬，4℃
过夜．隔天，PBS洗涤并用 2 ml无血清培养基水
合，并于 37℃，5% CO2的孵箱中储存至使用．

1.8.2 细胞基底牵张力的测定．细胞以 104个 /孔
的密度种在制备好的聚丙烯酰胺凝胶上．孵育 24 h
后，无血清 DMEM培养基饥饿细胞过夜．荧光显
微镜下，找到单个绿色荧光细胞，然后分别在相差

显微镜和荧光显微镜下对细胞和细胞下微珠拍照．

胰酶消化细胞后，获取另一张细胞在同一位置的微

珠荧光照片．通过这 3张照片，利用 Matlab来确
定细胞基底下微珠的位移[31]．细胞的区域通过软件

描绘实验开始时获得的相差图片中细胞轮廓的方法

来计算．应用 Butler等[32]的方法计算细胞牵张区域

内凝胶基底的形变和位移．基于 Fourier-Transform,
由基底的位移量可计算由于细胞骨架铺展、收缩而

施加在基底上的牵张力(PJ表示)．
1.9 基于胰酶消化的细胞基底脱离测定

MDA MB-231细胞以 2伊105个 /孔密度种植于
6孔板中，孵育 48 h．用 PBS洗涤培养皿 2次后，
加入标准 0.25%胰酶 /EDTA 溶液 (CellgroTM)．在
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Nikon Eclipse TE300 荧光显微镜荧光光路下用
100伊观测转染细胞；在相差显微镜下用 100伊观
测基因沉默的细胞，计数细胞脱离基底的速度和

比率．

1.10 统计分析

实验结果以( x 依 s)表示，作组间 t 检验

2 结 果

2.1 l鄄CaD在MDA MB鄄231、MCF鄄7以及HMEC
中的表达

为了确定 l-CaD的表达量及其磷酸化水平与细
胞表型的关系，通过Western blot检测了转移性癌
细胞 MDA MB-231、非转移性癌细胞 MCF-7以及
正常上皮细胞 HMEC 中内源性总 l-CaD、磷酸化
l-CaD 的表达．结果显示，内源性 l-CaD在 MDA
MB-231细胞中表达量较高，其表达水平与 HMEC
细胞相当，而 MCF-7 的 l-CaD 表达量显著低于
MDA MB-231 细胞 (图 1a)． 除此之外，MDA
MB-231 细胞内源性 l-CaD 磷酸化水平显著高于
HMEC细胞(图 1b)．结果显示，l-CaD在转移性癌
细胞中的高表达以及显著高于正常细胞的磷酸化水

平，可能是转移性癌细胞高侵袭表象的一个重要

因素．

2.2 l鄄CaD的磷酸化是转移性癌细胞迁移活性的重
要调节因素

为了阐明 l-CaD磷酸化在 MDA MB-231迁移
活性中的调控作用，通过在 MDA MB-231细胞中
高表达外源 l-CaD及其磷酸化突变株的方式来扰动
MDA MB-231 胞内 l-CaD 磷酸化水平，并检测
l-CaD磷酸化对细胞迁移活性的潜在影响．使用的

外源 l-CaD基因包括野生型 l-CaD (EGFP-wtCaD)、
不可磷酸化 CaD 突变株(EGFP-A1234CaD)、磷酸
化 CaD 突变株(EGFP-D1234CaD)以及空质粒载体
(EGFP)．Western blot 结果显示，外源 l-CaD 在
MDA MB-231细胞中获得了显著高表达且明显高
于内源蛋白表达量，经过荧光定量分析，外源蛋白

的表达量均约为内源蛋白的 5倍，因此可以认为外
源高表达 l-CaD在胞内占主导作用，内源 l-CaD对
其拮抗作用可基本忽略 (图 2)．

通过 rhodamine-phalloidin 荧光染色，检测了
高表达外源性 EGFP、wtCaD、A1234 以及 D1234
的 MDA MB-231细胞的细胞骨架．激光共聚焦结
果显示，绝大部分 A1234质粒转染的细胞显示了
最为明显的应力纤维结构，并且外源性 l-CaD与细
胞骨架有着明显重叠(图 3a)，转染了 wtCaD的细
胞也显示出强于对照组细胞的应力纤维，外源性

l-CaD与细胞骨架的重叠也非常明显(图 3d)，与之
相对的是，转染了 D1234的细胞(图 3b)表现出显
著弱于 A1234以及 wtCaD 转染细胞的细胞骨架，
其应力纤维结构与对照组细胞(图 3c)类似，但外源
性 D1234与细胞骨架也有一定程度上的重叠．

A1234 D1234 EGFP Wt

Exogenous EGFP-CaD fluorescence intensity 217.51 215.19 0 275.28

Exogenous CaD fluorescence intensity 42.15 43.48 45.52 57.19

Ratio between exo- and endogenous CaD 5.2 4.9 0 4.8

The quantitative fluorescence intensity of the exogenous

EGFP-CaD and endogenous CaD by Odyssey scan

(a) (b)

茁-Actin

l-CaD P-l-CaD

茁-Actin

HMEC MDA MCF-7 HMEC MDA

A1234
CaD

D1234
CaD

EGFP
Control Wt-CaD

Exogenous
EGFP-CaD
Exogenous
CaD

Fig. 1 Western blot analysis of endogenous 1鄄CaD
expression and phosphorylation level in MCF鄄7,

MDA MB鄄231 and HMEC cells
Immunoblot of cell extracts against anti-CaD (red), anti-phospho-CaD
(at ERK-site; red) and anti-茁-actin (green) antibodies. (a) Both HMEC
and MDAMB-231 cells exhibited high level of CaD expression, but
there was very little CaD expression in MCF-7 cells. (b) The
phosphorylated CaD level was much higher in MDAMB-231 cells than
that in HMEC and MCF-7 cells which indicated that the l-CaD may have
much higher regulation in MDAMB-231 cells.

Fig. 2 Western blot analysis of EGFP鄄tagged 1鄄CaD
variants and endogenous 1鄄CaD expressed

in MDA MB鄄231 human breast cancer cells
The total extracts from cells transfected with various constructs were

immunoblotted with polyclonal anti-CaD antibodies. The samples are,

respectively, cells transfected with A1234, D1234, EGFP, and wtCaD.

The corresponding ratios of the digitized intensity of the EGFP-A1234,

-D1234, EGFP alone, and EGFP-wtCaD (the upper bands) to the

endogenous CaD (the lower bands) are respectively, 5.2, 4.9, 0 and 4.8

for MDAMB-231 cells.
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更进一步，基于趋化实验的原理，使用了

8 滋m孔径的 transwell进行细胞迁移实验，通过迁
移过膜的绿色荧光细胞数(图 4a)与总的绿色荧光细
胞数之间的比率表征转染细胞的相对迁移能力．实

验结果显示，在所有的转染细胞中，A1234转染细
胞的迁移能力受到了最大程度的抑制，其相对迁移

率(0.074 依 0.018)只有对照组 EGFP转染细胞的 25%
(图 4b)．转染 wtCaD同样抑制了细胞的迁移能力，
其相对迁移率(0.19 依 0.01)约为对照组细胞的 60%.
D1234对细胞迁移的抑制作用与 wtCaD相近，相
对迁移率(0.18 依 0.06)约为对照组细胞的 60%．
很明显，l-CaD磷酸化是细胞迁移行为的重要调节

手段，完全阻断 l-CaD磷酸化进程将显著抑制细胞
迁移．

细胞对基底的牵张力是影响细胞迁移的关键因

素之一．为了分解 l-CaD磷酸化水平对整个细胞迁
移行为的影响，我们使用 Fourier-Transform
Traction Microscopy在单细胞水平上，对 l-CaD及
其突变株对细胞基底牵张力的影响进行了检测．转

染了 EGFP、wtCaD、A1234、D1234 的细胞种植
于均匀包埋了红色荧光微珠的聚丙烯酰胺凝胶基底

表面(图 5)．
通过相差显微镜及荧光显微镜，获取胰酶消化

前后的细胞以及细胞下荧光微珠的照片(图 5a-A)，
经计算机分析，获得细胞下荧光微珠的位移大小和

方向(图 5a-B, C)，通过 Fourier-Transform将荧光微
珠的位移转换为细胞对基底的平均牵张力．结果显

示：迁移受到最大抑制(参照图 3)的 A1234转染细
胞表现出了最大的牵张力(3.37 依 0.90)(图 4b)，约
为对照组细胞牵张力(0.28 依 0.09)的 10倍；与对照

(a) A1234 D1234

EGFP Wt

(b)

0.05
0

0.10
0.15
0.20
0.25
0.30
0.35
0.40

A1234-CaD D1234-CaD EGFP(control) Wt-CaD

*

* *

A1234

D1234

EGFP

Wt

CaD F-Actin Merge

100 滋m

(a)

(b)

(c)

(d)

Fig. 3 Fluorescence images of cytoskeleton in 1鄄CaD
and its mutant transfected MDA MB鄄231 cells

by confocal
All CaD constructs were EGFP-tagged (left panels); actin was stained

with red (middle panels); Merged images are shown on the right panels.

Cells were transfected with EGFP control (EGFP (c)), EGFP-wtCaD

(wild-type CaD(d)) and CaD mutant, including EGFP-A1234 (A1234(a))

and EGFP-D1234 (D1234(b)). A1234 transfected cells had most robust

cytoskeleton structure, the wtCaD transfected cells also had more robust

structure than D1234 and control cells (EGFP). The D1234 transfected

cells exhibited similar cytoskeleton structure to the control cells.

Fig. 4 Results of transwell migration assays on 1鄄CaD
and its mutant transfected MDA MB鄄231cells

(a) The images of migrated cells under fluorescence microscope. The

green spots represent the transfected cells that migrated through the

membrane. (b) The migration ratio for the A1234 transfected cells was

about 25% of the control cells (EGFP), and the ratio of wt-CaD was

about 60% of the control cells. D1234 mutant have similar inhibitory

effect on the mobility of MDAMB-231 cells to wt-CaD which about

60% of the control cells . *P < 0.05．
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组细胞相比, wtCaD转染细胞的牵张力(1.56 依 0.30)
也显著升高，约为对照组细胞的 5倍；相对而言，
D1234转染细胞的牵张力(0.65 依 0.27)也有部分增
加，仅约为对照组细胞的 2倍．数据显示，l-CaD
磷酸化突变株对细胞基底牵张力有显著影响且与其

对细胞迁移的影响相对．

细胞迁移过程中另一个关键步骤就是细胞从基

底脱附．在胰酶作用下，细胞内部肌动蛋白束从黏

附斑位置迅速脱离、解聚，从而导致细胞变圆并从

基底上脱附．根据这样的原理，我们通过胰酶刺

激，对 EGFP、wtCaD、 A1234以及 D1234转染后
的细胞在从基底上脱附下来的动力学过程进行了比

较．结果显示，与对照组细胞相比，wtCaD 转染
细胞表现出对胰酶处理的延迟型应答， A1234转
染的细胞其变圆速率更加缓慢，D1234对细胞在胰
酶刺激下的应答影响不大，D1234转染细胞表现出
与对照组细胞相近的变圆速率(图 6)．

2.3 l鄄CaD是维持转移性癌细胞高迁移活性表型的
关键因素

为了进一步检验 l-CaD对转移性癌细胞高迁移
能力的整体影响，我们通过 siRNA方式干扰MDA
MB-231中 l-CaD的表达量，Western-blot的结果显
示，与包装了乱序 siRNA的慢病毒感染的对照组
细胞相比，l-CaD基因沉默的 MDA MB-231 细胞
内源性 l-CaD表达量显著下降(图 7)．

我们首先考察了 l-CaD 的表达量能否会影响
MDA MB-231细胞骨架结构．通过细胞骨架荧光
染色，发现与对照组的 MDA MB-231 细胞相比，
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Fig. 5 Fourier transform traction microscopy
measurements and the images of a representative

MDA MB鄄231 cell gathered in the measurement process
(a) Fourier transform traction microscopy measurements and the images
of a representative MDAMB-231 cell gathered in the measurement
process. A: The single green cell was first identified under fluorescence
channel (lower left) and then recorded the both fluorescence and
phase-contrast images. B, C: The computed traction field based on the
micropatterned beads. The magnitude and the direction of the vectors
indicate the beads movement which was used to compute the contractile
moment. (b) Results of traction force measurements of MDAMB-231
cells transfected with wt-CaD and phosphomimetic mutants of 1-CaD
(n = 20). *P < 0.05.

Fig. 6 Detachment of 1鄄CaD and its mutant transfected
MDA MB鄄231 cells upon trypsinization

MDA-MB231 cells were infected by lentivirus which were packed with

l-CaD siRNA and scribbled siRNA (control). Total cell extracts were

Immunoblotted against anti-CaD(red) and anti-茁-actin(green) antibodies.

: A1234; : D1234; : EGFP; :Wt.▲ ▲■ ■ ● ●

Fig. 7 Western blot analysis of endogenous 1鄄CaD
expression in CaD knock鄄down MDA MB鄄231 cells

MDAMB-231 cells were infected by lentivirus which were packed

with l-CaD siRNA and scribbled siRNA (control). Total cell extracts

were Immunoblotted against anti-CaD (red) and anti-茁-actin (green)

antibodies.
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在 l-CaD表达抑制的 MDA MB-231细胞中，应力
纤维明显减少，细胞失去了完整的细胞骨架结构

(图 8)．

继而, 考察了 l-CaD基因沉默对 MDA MB-231
细胞迁移能力的影响，通过 transwell 迁移实验证
明，l-CaD 基因沉默的 MDA MB-231细胞迁移能
力显著降低,其跨膜迁移效率仅为对照组细胞的
50%，有趣的是， l-CaD 表达受到显著抑制的
MDA MB-231细胞其迁移能力下降到与非转移性

癌细胞 MCF-7类似(图 9b)，降低 l-CaD表达将限
制转移性癌细胞的恶性迁移能力．

通过细胞对基底的牵张力以及细胞基底脱附能

力的检测，发现 l-CaD表达受到显著抑制后，细胞
基底牵张力明显变小(图 10)，细胞更容易在胰酶的
刺激下从基底脱黏附(图 11)．总的来说，数据显示
l-CaD是维持转移性癌细胞正常骨架结构的重要因
素，抑制转移性癌细胞 l-CaD的表达将显著抑制细
胞的迁移活性，失去了 l-CaD的高表达，转移性癌
细胞将失去其标志性高迁移能力，细胞表型更加接

近于非转移性癌细胞．
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Fig. 8 Fluorescence images of cytoskeleton in 1鄄CaD
knock鄄down MDA MB鄄231cells by confocal

MDA-MB231 cells were infected by lentivirus which were packed with

l-CaD siRNA and scribbled siRNA (control). The cytoskeleton was

stained with rhodamine-phalloidin. The l-CaD knock-down cells lost the

intact cytoskeleton structure compared with control cells.

Fig. 9 Results of transwell migration assays on 1鄄CaD
knock鄄down MDA MB鄄231cells

(a) The images of migrated cells under microscope, The light spots

represent the cells that migrated through the membrane. (b) The

migration ratio for the l-CaD knock-down cells was about 50% of the

control cell and the migration activity of knock-down cells was similar

with MCF-7 cells(n = 9). *P < 0.05．

Fig. 10 Fourier transform tranction microscopy
measurements on 1鄄CaD knock鄄down

MDA MB鄄231cells
Results of traction force measurements of l-CaD knock-down

MDA-MB231 cells. The measurement process is referred to 1.8(Figure 5),

the traction force of l-CaD knock-down cells was significantly decreased

compared with control cells (n = 20). *P < 0.05.

Fig. 11 Detachment of 1鄄CaD knock鄄down
MDA MB鄄231 cells upon trypsinization

Detachment of l-CaD knock-down MDA-MB231 cells upon

trypsinization. Cells from each plate were trypsinized and monitored

under the phase-contrast microscope for time-dependent retraction,

rounding and detachment. Percentage of round cells within the
designated period was plotted for each type of cells. n =6. :

Control; : siRNA.

■ ■

● ●
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3 讨 论

细胞骨架通过肌动蛋白有序地解聚、重排在许

多细胞生理活动的控制中起关键作用，包括：细胞

分裂、迁移、内吞和外排作用、凋亡和炎症、囊泡

运输和基因表达[1-2]． l-CaD作为一种重要的肌动蛋
白结合蛋白，通过与肌动蛋白的相互作用参与到细

胞正常的生理活动中．在众多关于表达外源 l-CaD
的研究中，虽然使用的是不同细胞系或者表达不同

的 l-CaD外源片段，但总的来说，这些研究均指出
l-CaD 能够通过稳定细胞骨架，影响细胞骨架重
排，从而调节细胞迁移[14, 18, 20, 33-37]．例如，反义核苷

酸标记的 CaD能显著影响荷尔蒙介导的应力纤维
形成[38]，转染慢病毒包装的 l-CaD将会抑制血管平
滑肌细胞的增殖和存活率[39]．我们的研究则进一步

指出， l-CaD的表达量及其磷酸化程度是调控转移
性癌细胞迁移能力的重要因素．

蛋白质磷酸化是胞内信号通路传递的重要方式,
与正常人源性上皮细胞 HMEC相比，转移性乳腺
癌癌细胞 MDA MB-231胞内 l-CaD的磷酸化程度
维持在一个较高水平(图 1b)，这可能是因为 MDA
MB-231细胞中天然存在的 K-ras位点突变[40-43]可以

为 MDA MB-231细胞提供很强的 l-CaD磷酸化活
性，从而维持 MDA MB-231 相对很高的迁移能
力．通过使用外源 l-CaD及其磷酸化突变株作为
“分子探针”来干扰细胞内 l-CaD 的磷酸化水平，
我们验证了 l-CaD 磷酸化在 MDA MB-231迁移活
性中的作用．数据显示， l-CaD磷酸化对细胞骨架
的影响是细胞基底牵张力、基底脱附以及迁移能力

的一个重要调控机制．与对照组 EGFP空质粒转染
的细胞相比，高表达外源野生型 l-CaD (wtCaD)的
细胞拥有更为牢固的细胞骨架结构，而这一发现则

与 Yamashiro 等 [19]的研究结果一致．不可磷酸化

l-CaD(A1234)转染的细胞则显示了甚至强于 wtCaD
细胞的骨架系统．细胞迁移实验证明，高表达外源

不可磷酸化 l-CaD显著抑制了癌细胞MDA MB-231
的迁移能力，A1234细胞的相对迁移率仅为对照组
细胞的 25%．当 l-CaD的磷酸化被 Ser位点突变阻
断时，不可磷酸化 l-CaD突变株将无法通过磷酸化
从细胞骨架上脱离，细胞骨架重排受阻，从而导致

细胞迁移受到显著抑制而细胞的基底牵张力显著增

加，更难从基底脱附，高表达外源野生型 l-CaD明
显抑制了癌细胞 MDA MB-231的迁移能力，这可
能是因为 wtCaD转染细胞的 l-CaD表达量显著增

高，超出了细胞内部 l-CaD 磷酸化激酶的承受范
围，因此富余的过量 l-CaD得不到高效的磷酸化，
从而大量富集并结合在细胞骨架上，导致细胞骨架

解聚受阻，细胞迁移受到明显抑制．与之相对的

是，非磷酸化 l-CaD在细胞骨架上的富集在抑制癌
细胞整体迁移能力的同时，通过增强细胞骨架的应

力纤维，赋予了细胞更强的基底牵张力．D1234同
样抑制了癌细胞 MDA MB-231的整体迁移能力且
与 wtCaD细胞相近，都约为对照组细胞的 60%．
D1234虽然是模拟在 ERK和 PAK位点完全磷酸化
的 l-CaD，但 D1234的这种磷酸化是不可逆的．当
D1234 在细胞内高效表达时，却不能与野生型
l-CaD一样通过去磷酸化变成非磷酸化 l-CaD，因
此，D1234 在胞内的过表达将可能扰乱内源性
l-CaD在磷酸化与去磷酸化中的高效循环，细胞的
整体迁移能力受到明显抑制．除此之外，与对照组

细胞相比，A1234细胞基底牵张力显著增强而细胞
迁移与胰酶刺激下的基底脱附能力受到明显抑制．

这些数据似乎说明细胞的基底牵张力与细胞迁移能

力相对，尽管细胞基底牵张力是细胞迁移的一个重

要因素．然而，细胞迁移由多个步骤组成[44]，包括

肌动蛋白骨架重构、黏附、基底脱附、细胞牵张，

其中，肌动蛋白骨架的解聚跟重排是细胞迁移的首

要步骤．在 A1234细胞中，因为 A1234-CaD不能
通过磷酸化从细胞骨架上脱离，导致解聚受阻．虽

然牢固的骨架能够提供很强的基底牵张力，但由于

细胞骨架重排受到抑制，以至细胞迁移从第一步上

被抑制，从而表现出整个迁移能力的抑制．因此，

我们认为，转移性癌细胞的高迁移能力要求在磷酸

化激酶配合下的一个高效有序的 l-CaD磷酸化 -去
磷酸化循环，阻断 l-CaD的磷酸化循环将显著影响
转移性癌细胞的迁移活性．

在众多非转移性癌细胞中，l-CaD的表达量很
低甚至没有，但在高迁移活性的转移性癌细胞中，

l-CaD表达量显著上升，诸如 HS578T[45]、SNB-19[46]

等很多高转移性癌细胞均高表达 l-CaD，我们的研
究也显示， l-CaD 在转移性癌细胞 MDA MB-231
中的表达量显著高于非转移性癌细胞MCF-7(图 1a),
这些数据都暗示 l-CaD可能是维持转移性癌细胞高
迁移活性表型的关键因素．为了验证 l-CaD在转移
性癌细胞迁移活性中的总体作用，我们通过 siRNA
技术显著抑制了 MDA MB-231细胞中 l-CaD的表
达量，并将其与非转移性癌细胞 MCF-7进行了迁
移活性比较．发现，l-CaD 表达受到显著抑制的

333· ·



生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys. 2010; 37 (3)

MDA MB-231 细胞，其迁移能力受到明显抑制，
迁移活性下降到 MCF-7水平．细胞骨架荧光染色
显示，l-CaD表达抑制的 MDA MB-231 细胞失去
了完整的细胞骨架结构，应力纤维明显消失，

l-CaD表达抑制导致细胞的基底牵张力显著降低，
细胞更容易从基底脱离下来．这些数据证实，

l-CaD是维持转移性癌细胞恶性表型的关键因素，
抑制 l-CaD的表达，转移性癌细胞将失去调整活跃
的细胞骨架系统，迁移能力显著下降，其恶性程度

明显降低．

总的来说，我们的研究证明，l-CaD是维持转
移性癌细胞正常骨架系统和高迁移活性的关键因

素，基于磷酸化，l-CaD起到了一个“分子开关”
的作用，通过控制细胞骨架的解聚、重排来调节细

胞的迁移活性．我们实验室的其他研究也发现[18]，

磷酸化的 l-CaD主要位于细胞骨架调整活跃的细胞
运动前沿，并参与平滑肌细胞黏附斑的形成，而非

磷酸化的 l-CaD主要位于细胞骨架较为稳定的应力
纤维上．CaD与 cortactin, Arp2/3 complex, WASP
这样的肌动蛋白结合蛋白一起存在于细胞骨架结构

伪足小体(podosome)中，podosome 被认为是细胞
黏附、迁移和浸润细胞外基质的主要方式，因为

podosome的中心部分是金属基质蛋白酶MMP-9的
重要分泌场所 [47-48]．近来的研究证明，通过激活

Cdc2对 l-CaD的磷酸化作用将显著影响内皮细胞
和血管平滑肌细胞 podosome 的形成[49-50]．转移性

癌细胞转移活性极为旺盛，要求相对于正常细胞内

皮细胞或平滑肌细胞更为活跃的骨架调整以及

podosome的形成，所以 l-CaD可能是通过细胞黏
附斑以及 podosome的形成来进一步调节转移性癌
细胞迁移、浸润活性．总之，我们将来的研究需要

进一步考察 l-CaD对转移性癌细胞 podosome形成、
基底浸润能力的调节作用，并结合动物模型考察在

体情况下 l-CaD对恶性肿瘤形成的影响，探索使用
l-CaD突变株作为攻克特定转移性癌细胞一个治疗
手段的潜在可能性．
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The Effect of Caldesmon Phosphorylation on Metastatic Tumor Cell Mobility*

JIANG Qi-Feng1, 2), CAI Shao-Xi1)**, YAN Xiao-Qing1)

(1) Key Laboratory of Biorheological Science and Technology of Ministry of Education, Bioengineering College,
Chongqing University, Chongqing 400044, China；2) Boston Biomedical Research Institute, Boston 02472, USA)

Abstract The light-chain actin-binding protein caldesmon (l-CaD) stabilizes microfilaments and stress fibers in
cells, it also can dissociate from the actin filament by phosphorylation. Curiously, in many tumor and transformed
cells CaD is down-regulated, but in metastatic cancer lines, the expression of l-CaD is very high, in order to
explore the role of l-CaD in metastatic cancer cell mobility, transwell migration assays and contractility
measurements at cellular levels by traction microscopy were performed using metastatic human breast cancer cell
lines the MDA MB-231.By over-expression of wild-type or mutated CaD, including A1234 (unphosphorylatable，
both PAK- and ERK-sites converted to Ala) and D1234 (phosphorylation mimics， both PAK- and ERK-sites
converted to Asp) in MDA MB-231 cells, l-CaD phosphorylation in cells was disturbed to detect how the l-CaD
phosphorylation mediate cancer cell migration. Afterwards, by siRNA , the l-CaD expression in MDA
MB-231cells was knocked down and the migration activities was compared with the non-metastatic human breast
cancer cell line MCF-7. The result showed that the A1234 mutant cells exhibited most robust traction force and the
wild-type CaD transfected cells also showed much stronger traction force than control cells, whereas the same
transfection resulted in most severely hampered migration in both types of cells. These A1234 and wild-type
expressing cells also exhibited enhanced stress fibers and delayed trypsin-induced detachment from substratum.
Upon the inhibition of the CaD expression, the l-CaD knock-down cells lost the stress fiber structures and
exhibited significant decrease in migration activities which was similar to the non-metastatic cancer cell line
MCF-7. Moreover, because of the disruption of the cytoskeleton by l-CaD knock-down, the contractility of the
l-CaD knock-down cells was decreased and much easier to detach from the substratum. Taken together, l-CaD
phosphorylation is an important pathway that mediate the migration activity of the metastatic cancer cells, the high
l-CaD expression level with the efficient phosphorylation cycling is a critical factor that maintains the high
migration activities of the metastatic cancer cells. The findings thus not only shed lights on the mechanism by
which CaD regulates cell motility, but also provide new insights into the nature of metastasis of cancer cells.
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