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摘要 为探讨巨噬细胞集落刺激因子(M-CSF)对人宫颈癌细胞(HeLa细胞)侵袭和迁移的影响及机制，采用胞质定位空载体
pCMV/cyto/myc与重组载体 pCMV/cyto/myc-M-CSF稳定转染 HeLa细胞株，建立稳定高表达胞质 M-CSF的细胞系(HeLa-M
细胞)．经 Transwell实验观察胞质M-CSF对 HeLa细胞侵袭和迁移能力的影响，逆转录 -聚合酶链式反应及蛋白质印迹检测
细胞 Rho三磷酸鸟苷酶(Rho GTPases)及基质金属酶的表达，明胶酶谱法检测基质金属蛋白酶 2的活性.结果显示，与转染空
载体的 HeLa细胞(HeLa-C细胞)和对照组 HeLa细胞比较，胞质 M-CSF的高表达可明显增强 HeLa细胞在体外的侵袭和迁移
能力，其机制与 Rho GTPases的活化，以及MMP2表达上调及其活性增高密切相关．
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巨噬细胞集落刺激因子 (macrophage colony
stimulating factor，M-CSF)是由多种细胞产生的一
种具有谱系特异性的细胞因子，因其具有多种生物

学功能而受到广泛重视[1]．M-CSF作为细胞外的信
号分子，在正常生理条件下，游离于体液或与细胞

外基质结合，或仅在胚胎期出现于细胞膜表面，一

般在完成功能后即被内吞，然后在细胞内降解，细

胞内往往不容易检测到 M-CSF的表达．大量研究
发现，许多恶性肿瘤细胞中，如白血病、乳腺癌和

肺癌、淋巴瘤等 [2-5]，出现了非分泌型的 M -CSF，
包括膜结合型、胞外基质结合型、胞质内及胞核中

的 M -CSF (总称异型 M -CSF) 的异常高表达，并
在肿瘤的发生和发展中起着重要的调控作用．

Aharinejad 等 [6]在乳腺癌小鼠动物模型中发现

M-CSF高表达，且其癌细胞的侵袭和转移能力增
强．Kirma等[7]用转基因技术发现 M-CSF能促进肿
瘤的发生和生长，经小鼠乳腺肿瘤病毒启动子调

节，使 M-CSF蛋白在乳腺组织中过度表达，病理
组织切片显示乳腺导管分支增加、增生、发育异常

以及出现其他癌前病变，表明 M-CSF可促进细胞
的不典型增生．研究发现，与正常女性相比，宫颈

癌患者血清中M-SCF水平增高[8]，而 Kirma等[9]检

测了临床上 17例宫颈癌标本，结果发现宫颈癌组
织中M-SCF的表达亦明显上调，提示M-SCF可能
在宫颈癌的发生发展中起重要作用，但其确切的作

用机制仍不清楚．

基质金属酶(matrix metalloproteinases，MMPs)
是一种以 Ca2+、Zn2+等金属离子作为辅助因子的内

肽酶家族[10]，通过对细胞外基质和基底膜的降解而

促进肿瘤的浸润和转移[11-13]，其中基质金属蛋白酶 2
(MMP-2)和基质金属蛋白酶 9(MMP-9)与肿瘤的转
移潜能关系最密切 [6, 14-15]，它们能破坏基底膜的完

整性引起肿瘤细胞发生局部侵袭和远处转移．有研

究[16]发现，M-CSF表达上调，可引导肿瘤相关巨噬
细胞(tumor-associated macrophages，TAMs)在瘤组
织中的聚集，并刺激其产生 MMP-2，同时诱导血
管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，
VEGF)的生成，促进肿瘤血管新生、肿瘤细胞侵袭
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和转移. 此外，M-CSF也可诱导肺癌组织 MMP-2
的表达而促进其癌细胞的侵袭．Aharinejad 等 [6]将

M-CSF的反义寡核苷酸用于治疗人结肠癌细胞小
鼠移植瘤，结果发现 M-CSF的反义寡核苷酸能减
少肿瘤新生血管的形成，并下调 MMP-2和血管生
成因子的表达．这些研究均表明 M-CSF对肿瘤的
侵袭、血管新生等过程中发挥重要的调控作用，可

能与MMP-2相关．本研究拟通过转染建立 M-CSF
胞质稳定高表达的人宫颈癌细胞系(HeLa 细胞)，
检测细胞 MMP2、MMP9 的表达及活性，并观察
细胞迁移和侵袭的变化，研究胞质M-CSF对 HeLa
细胞侵袭和迁移的影响及分子机制，为探讨

M-CSF在宫颈癌发生发展中的作用提供新的实验
依据．

1 材料与方法

1.1 材料

HeLa 细 胞 由 中 山 大 学 提 供 ； MatrigelTM

Basement Membrane Matrix 购 自 BD 公 司 ；

Polycarbonate Membrane Trnaswell Inserts 购 自
Corning 公司；pCMV/myc/cyto 和 pCMV/cyto/GFP
购自美国 Invitrogen 公司；重组载体 pCMV/myc/
cyto-M-CSF由本课题组构建；氨苄青霉素和链霉
素购自华美公司；RPMI-1640 细胞培养基购自
Invitrogen公司；无支原体新生牛血清购自杭州四
季青生物工程公司；LipofectamineTM2000转染试剂
盒购自 Invitrogen公司；无内毒素质粒小提试剂盒
(离心柱型)购于北京天为时代科技有限公司；鼠抗
人 M-CSF 单克隆抗体、辣根过氧化物酶 (horse
radish peroxidase，HRP)标记的羊抗鼠二抗等抗体
购自 Santa Cruze公司；引物由上海生工公司合成；
其他试剂为进口或国产分析纯．

1.2 实验方法

1.2.1 HeLa细胞稳定转染和阳性克隆的鉴定
HeLa 细胞株培养于含 10%小牛血清的

RPMI-1640完全培养基中，置 37℃、5% CO2的培

养箱内静置培养，取对数生长期细胞进行实验．质

粒经无内毒素质粒抽提试剂盒(离心柱型)提取和纯
化(操作按试剂盒说明进行)．采用 LipofectamineTM

2000试剂盒进行转染后扩增细胞，并采用逆转录 -
聚合酶链式反应 (reverse transcription-polymerase
chain reaction，RT-PCR)对稳定转染细胞进行鉴

定．转染空载体的 HeLa 细胞称为 HeLa-C 细胞，
未转染的 HeLa细胞称为 HeLa细胞，转染 M-CSF
的细胞称为 HeLa-M细胞．
1.2.2 体外细胞迁移和侵袭实验

细胞迁移实验采用 Transwell培养板，迁移孔
上下槽间为直径 6.3 mm，孔径 8 滋m 的多聚碳酸
膜．将 1∶3 容积比稀释的基质胶均匀铺在
Transwell嵌套上层，置 37℃培养箱中孵育 1～2 h.
消化细胞用无血清培养基洗 3 次，含 0.1%
BSA的无血清培养基重悬细胞，调整细胞浓度为
1伊106 个 /ml．用无血清培养基洗基质胶 1 次后，
在上室加入 200 滋l/ 孔的细胞悬液，下室中加入
500 滋l含有 10%FBS条件培养基，37℃培养箱中孵
育 24 h．取出 Transwell 用 PBS 洗 2 遍，4%多聚
甲醛固定，室温孵育 15 min．然后加入结晶紫
(0.1%)染色 10 min，PBS洗 2遍，用棉球擦去上表
面细胞，显微镜下观察，随机计数 10个视野内的
细胞数，计算平均值进行统计学分析．以每个 400
倍高倍视野侵袭至滤膜下表面的细胞数目的多少反

映肿瘤细胞侵袭能力的高低．Transwell 嵌套用
33%的醋酸将结晶紫染色洗脱下来，洗脱液在酶标
仪上测 A 570间接反映细胞数．

1.2.3 细胞骨架免疫荧光检测

根据武汉博士德生物工程有限公司的

SABC-Cy3免疫组化试剂盒说明书操作．
1.2.4 逆转录 -聚合酶链式反应

以 TRIZOL法常规抽提细胞总 RNA，按逆转
录 -聚合酶链式反应(reverse transcription-polymerase
chain reaction，RT-PCR)试剂盒说明进行逆转录聚
合酶链式反应，反应体系 25 滋l，含 cDNA 样品
2 滋l，上游引物和下游引物各 1 滋l (10 mmol/L)，
Marster Mix 为 12.5 滋l，其余用去离子水补足至
25 滋l．上机反应后，取 10 滋l反应产物，1.5%琼脂
糖电泳分析，以凝胶成像系统及相应的分析软件

AlphaImager 2200分析产物的光密度值．所用引物
序列见表 1．
1.2.5 明胶酶谱法分析细胞MMPs的活性

收集培养的细胞，用无血清培养液洗 2次，调
整细胞浓度至 2伊106个 /ml，并接种入 24孔板，常
规培养 48 h，离心 7 500 r/min，4℃ 5 min，取上
清 ， 分 装 后 在 -20℃ 保 存 备 用 ． 在 10% 的
SDS-PAGE电泳的分离胶中加入终浓度 1 g/L的明

1008· ·



张蒙夏, 等：胞质M鄄CSF诱导 HeLa细胞侵袭和迁移2017; 44 (11)

Table 1 Primers used in this study
Gene Primer

Rac1 5忆 TCCGTGCAAAGTGGTATCCTG 3忆
5忆 CGGATCGCTTCGTCAAACAC 3忆

cdc42 5忆 GCCCGTGACCTGAAGGCTGTCA 3忆
5忆 TGCTTTTAGTATGATGCCGACACCA 3忆

MMP-2 5忆 TGACGGTAAGGACGGACTC 3忆
5忆 TGCCCTGGAAGCGGAATGG3忆

MMP-9 5忆 TCCCTGGAGACCTGAGAACC 3忆
5忆 GGCAAGTCTTCCGAGTAGTTT 3忆

GAPDH 5忆 TCACCATCTTCCAGGAGCGAG 3忆
5忆 TGTCGCTGTTGAAGTCAGAG 3忆

2.2 胞质M鄄CSF对细胞骨架的影响
采用鼠抗人 琢-Tubulin单克隆抗体检测细胞骨

架中微管蛋白的结构改变．免疫荧光结果显示：

HeLa-M细胞的微管蛋白在胞核附近呈圆环状，放
射状排列，且较粗厚；而对照细胞 (HeLa 和
HeLa-C细胞)微管蛋白则弥漫分布呈细丝状(图 2).

Fig. 1 The morphological changes of cell in HeLa cells，HeLa鄄C cells and HeLa鄄M cells(伊圆00)
HeLa cells, HeLa-C cells and HeLa-M cells were cultured in the normal conditions, respectively. Morphology of cells was identified by inverted phase

contrast microscope (a) and observed by microscope after HE staining (b).

胶，进行常规电泳．以 2.5% TritonX-100于室温摇
床轻柔振荡洗涤电泳胶 2次，每次 20 min．再以酶
解缓冲液于室温下孵育 24 h，期间每 12 h 换液 1
次．然后经 0.25% Coomassie 蓝 R-250 室温染色
4 h，此时明胶显示为兰色背景上有白色的条带，
摄像并分析其灰度值．

1.2.6 蛋白质印迹检测蛋白质表达

收集细胞，使用三去污裂解液常规提取细胞总

蛋白．以 10% SDS-PAGE进行凝胶电泳，转移蛋
白 质 至 二 氟 化 树 脂 膜 (polyvinylidene fluoride
membrane，PVDF)，经 5%的牛奶封闭 1～2 h 后，
依次序孵育相应蛋白质的一抗和二抗，以高灵敏度

化学发光检测试剂盒显色，蛋白质条带经凝胶图像

分析系统采集图像并进行半定量分析．

1.2.7 统计学分析

实验数据均采用均数依标准差(x 依 s)表示，以
SPSS 13.0 统计软件进行分析．组间比较采用 t 检
验，P < 0.05视为差异具有显著性．

2 实验结果

2.1 胞质M鄄CSF对 HeLa细胞形态的影响
相差倒置显微镜观察显示，与 HeLa 细胞和

HeLa-C细胞比较， HeLa-M细胞在显微镜下呈多
边形、体积增大(图 1a)．三种细胞进行 HE染色后
发现，与对照组细胞(HeLa和 HeLa-C细胞)相比，
HeLa-M细胞呈多边形、体积增大明显(图 1b)．

HeLa cells HeLa-C cells HeLa-M cells

(a)

(b)
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2.4 胞质 M鄄CSF对细胞迁移相关的 Rho GTP酶
表达的影响

采用半定量 RT-PCR检测细胞迁移相关的 Rho

三磷酸鸟苷酶(Rho three phosphate guanosine，Rho
GTPases)中的 ras 相关 C3 肉毒菌毒物底物 1
(ras-related C3 botulinum toxin substrate 1，Rac1)和

Fig. 2 The effect of M鄄CSF on cytoskeleton was measured by immunofluorescence of 琢鄄Tubulin (伊400)

Fig. 3 The effect of M鄄CSF on the cells migration ability in vitro
The cells migration ability was detected by transwell method and crystal violet staining. (a) The morphology of cells was observed by microscope after

staining with crystal violet; The average value of cell count (b) was counted from 10 visual fields and A 570 value of acetic acid eluent (c) was detected by

Microplate Reader, respectively. Each data point represents the mean of 3 independent experiments, **P < 0.01, vs HeLa or HeLa-C groups.

2.3 胞质M鄄CSF提高 HeLa细胞的体外迁移能力
通过 Transwell培养板进行体外细胞迁移实验，

迁移至 Traswell微孔滤膜下表面的细胞，经结晶紫
染色(图 3a)，随机选取 10个视野计数平均值．结
果显示，HeLa-M细胞迁移能力显著高于 HeLa细
胞和 HeLa-C细胞(图 3b，P < 0.01)．

鉴于结晶紫只对细胞染色且可用醋酸洗脱，洗

脱液测 A 570 可间接反映细胞数．本实验将

Transwell 培养板染色用醋酸洗脱后测 A 570 值，结

果显示，HeLa-M 细胞组的 A 570 值为 (0.54依0.01)，
与 HeLa细胞组(0.27依0.01)和 HeLa-C细胞组(0.28依
0.01)比较有显著性增高(图 3c，P < 0.01)，而 HeLa
细胞与 HeLa-C之间则无显著性差异．

HeLa cells HeLa-C cells HeLa-M cells

HeLa cells HeLa-C cells HeLa-M cells

(a)

(b) (c)

20
0

HeLa

40
60
80

100
120
140
160

HeLa-C HeLa-M

**

0.1

0
HeLa HeLa-C HeLa-M

**

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6
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2.5 胞质M鄄CSF提高 HeLa细胞的体外侵袭能力
采用 Transwell侵袭实验观察胞质 M-CSF对细

胞侵袭的影响，侵袭至 Traswell微孔滤膜下表面的

细胞，经结晶紫染色计数(图 5a, b)和醋酸洗脱液测
A 570 值(图 5c)．结果显示，HeLa-M直接计数值为
(79.00依2.34)，其 A 570 值为(0.35依0.01)；HeLa 组细

Fig. 4 The effect of M鄄CSF on the expression of Rho GTP (Rac1, cdc42)
(a, b) The expressions of Rac1 mRNA and cdc42 mRNA were measured by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). M: 1 kb Marker,

1: the group of HeLa cells, 2: the group of HeLa-C cells, 3: the group of HeLa-M cells. (c) Bar Graph showed the levels of mRNA expression by

densitometric analysis. (d) Western blot showed the changes in protein expression of Rac1 and cdc42. (e) Immunofluorescence showed the expression of

cdc42 protein in cytoplasm. Each data point represents the mean of 3 independent experiments, **P < 0.01, HeLa-M vs HeLa or HeLa-C groups.

(cell division control protein 42 homolog， cdc42)的
mRNA 表达，结果发现，HeLa-M 细胞组的 Rac1
和 cdc42基因明显上调(图 4a, b, c)；蛋白质印迹检

测显示 HeLa-M细胞 Rac1 和 cdc42 蛋白表达上调
(图 4d)；而免疫荧光结果还显示 HeLa-M 细胞的
cdc42蛋白在胞质中表达明显增高(图 4e)．

(a) (b)

(c)

(d)

(e)

cdc42

GAPDH

Rac1

500 bp
500 bp GAPDH

321M 321M

cdc42

Rac1

茁-Actin

321

HeLa cells HeLa-C cells HeLa-M cells

0
HeLa HeLa-C HeLa-M

**

0.2

0.4

0.6

0.8

1.2

1.0 **: cdc42
: Rac1
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2.6 胞质M鄄CSF对细胞外基质金属蛋白酶 2/9表
达以及活性的影响

分别用半定量 RT-PCR和明胶酶谱法检测了胞
质 M-CSF对细胞外基质金属蛋白酶 2/9的表达以
及活性的影响．HeLa-M细胞的 MMP-2 mRNA 和
蛋白的表达水平显著高于对照细胞 (图 6a，P <
0.01)，而 3种细胞的MMP-9表达水平无明显差别
(图 6b，P > 0.05)；明胶酶活性电泳显示，HeLa-M,
HeLa-C和 HeLa细胞均表达活性MMP-2(～64 ku)，
但 HeLa-M细胞中 MMP2的活性显著高于 HeLa-C
细胞和 HeLa细胞(图 6d，P < 0.01)．

3 讨 论

M-CSF是一种具有多功能的细胞因子，研究
发现，肿瘤细胞可出现非分泌性的 M-CSF的异常
高表达，可导致瘤细胞的运动和侵袭能力增强，患

者预后不良，也可能影响肿瘤细胞的耐药性[17-18]．

提示非分泌型的 M -CSF异常高表达可能对肿瘤的

发生和发展有重要的影响，但其具体机制仍不清

楚．本研究以我们课题组已成熟构建的胞质稳定表

达 M-CSF的 HeLa细胞(HeLa-M细胞)模型为研究
对象，以探讨胞质 M-CSF对 HeLa 细胞增殖、迁
移和侵袭的影响及初步机制．

细胞骨架是维持细胞的形态结构和内部结构的

基本结构，在细胞运动、物质运输和细胞分化等方

面有重要作用．细胞骨架中的微管和中间纤维是维

持细胞形态的支架性结构，微管主要分布在核周

围，并呈放射状向胞质四周扩散，微管的重构为细

胞生命周期和分裂功能所必需．因此，为探讨胞质

稳定高表达 M-CSF后，是否会影响 HeLa 细胞的
形态及细胞骨架的重构，本研究在显微镜下观察了

转染 M-CSF后 HeLa 细胞的形态变化以及微管蛋
白的分布．结果发现，转染 M-CSF的 HeLa 细胞
体积明显增大、可见大量多核细胞，免疫荧光显示

该细胞的微管蛋白集中在胞核附近呈圆环状、放射

状排列、且较粗厚，而对照组的 HeLa细胞微管蛋

胞组直接计数为(37.00依6.89)，其 A 570 值为 (0.21依
0.02)；HeLa-C 组细胞直接计数值为(42.60依3.50)，
其 A 570 值为(0.22 依 0.02)，表明 HeLa-M 组细胞侵

袭能力显著强于 HeLa 组和 HeLa-C 组的细胞
(P < 0.01)．

Fig. 5 The effect of M鄄CSF on the cells invasion ability in vitro
The cells invasion ability was detected by Transwell method and crystal violet staining. (a) The morphology of cells was observed by microscope after

staining with crystal violet; The average value of cell count (b) was counted from 10 visual fields and A 570 value of acetic acid eluent (c) was detected by

Microplate Reader, respectively. Each data point represents the mean of 3 independent experiments, **P < 0.01, HeLa-M vs HeLa or HeLa-C groups.
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Fig. 6 The effect of M鄄CSF on the expression and activity of MMP鄄2
(a) The expressions of MMP-2 mRNA and MMP-9 mRNA were measured by RT-PCR. M: 1 kb Marker, 1: the group of HeLa cells, 2: the group of

HeLa-C cells, 3: the group of HeLa-M cells. (b) Bar Graph showed the levels of mRNA expression by densitometric analysis. (c) Western blot showed

the changes in protein expression of MMP-2. (d) MMP-2 activity was detected by gelatin zymography assay. Each data point represents the mean of 3

independent experiments, **P < 0.01, HeLa-M vs HeLa or HeLa-C groups.

白弥漫分布呈细丝状．这些结果提示胞质 M-CSF
可诱导微管蛋白的重构，改变细胞的形态，提示胞

质高表达 M-CSF可能会影响 HeLa 细胞的运动和
增殖．

肿瘤细胞的迁移和侵袭是最重要的恶性行为，

是肿瘤生长发展过程中密不可分的相关过程．整合

素诱导的 Rho GTPases活化，主要包括 Rac、Rho
和 Cdc42的活化，是影响肿瘤细胞迁移的重要因
素[19-20]．研究显示 Rho的活化能够诱导肌动蛋白的
弹力纤维的聚合及黏着斑复合体的形成，Rac诱导
肌动蛋白在细胞膜上的聚集，继而产生丝状伪足，

Cdc42可以促进片状伪足在细胞边缘的形成，进而
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影响细胞的迁移 [21-22]．本研究通过 Transwell 实验
观察了转染 M-CSF后，HeLa-M 细胞的迁移运动
能力，结果发现，HeLa-M细胞的迁移运动能力显
著高于 HeLa 细胞与 HeLa-C 细胞，并且 HeLa-M
细胞的 Rac1和 cdc42的表达明显上调，提示胞质
M-CSF 上调 Rho GTP 酶(Rac1 和 cdc42)的表达可
能是 HeLa细胞迁移运动能力增强的原因之一．

此外，本研究在 Transwell 培养板内铺薄层
Matrigel，使之凝结后产生与细胞外基质相似的环
境用于模拟体内的环境来测定 HeLa细胞的侵袭能
力．结果发现：与 HeLa细胞和 HeLa-C细胞比对，
转染后稳定高表达 M-CSF的 HeLa-M细胞侵袭能
力显著增强．基质金属蛋白酶MMP-2和MMP-9与
肿瘤的侵袭密切相关，它们主要通过降解细胞外基

质和基底膜，破坏基底膜的完整性而引起肿瘤细胞

局部侵袭和远处转移[15]．本研究则发现，HeLa-M
细胞MMP2的表达与MMP2酶活性显著高于 HeLa
细胞和 HeLa-C 细胞，而 MMP9 的表达无明显变
化，提示胞质 M-CSF 高表达可能通过诱导 HeLa
细胞 MMP2 表达，提高 MMP2 活性，从而增强
HeLa细胞的侵袭能力．

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤，其癌细胞的

侵袭迁移是决定其恶性程度和预后的关键因素，而

影响和调控宫颈癌细胞侵袭迁移的危险因素及分子

机制仍未完全阐明．M-CSF 呈现分子的多态性，
因其定位分布不同以及分子大小不同而表现出不同

的生物学功能．有研究提示 M-CSF出现在恶性肿
瘤细胞胞质和胞核时，预示恶性肿瘤细胞运动和侵

袭能力增强，患者预后不良．本研究通过转染使宫

颈癌 HeLa 细胞株胞质中高表达 M-CSF，结果发
现，胞质M-CSF的高表达，可明显增强 HeLa细胞
在体外的侵袭和迁移能力，其初步机制与 Rho
GTPases 的活化，以及 MMP2 表达上调及其活性
增高密切相关，从而为揭示胞质 M-CSF在宫颈癌
发生发展的作用提供了新的实验依据．
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Cytoplasmic M鄄CSF Induces Invasion and Migration of HeLa Cells*
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Abstract In order to study the effects and mechanisms of macrophage colony stimulating factor (M-CSF) on
invasion and migration in human cervical cancer cells (HeLa cell line)，the empty vectors (pCMV/cyto/myc) and
recombinant vectors (pCMV/cyto/myc-M-CSF) were transfected into HeLa cells to establish the stable cell line
with high expression of cytoplasmic M-CSF (HeLa-M cells). Transwell tests were used to observe the effect of
cytoplasmic M-CSF on the cell invasion and migration. MMP-2 activity was detected by gelatin zymography assay.
The expression of mRNA and protein was measured by reverse transcription-polymerase chain reaction and
Western blotting. The results showed that the high expression of cytoplasmic M-CSF significantly enhanced the
ability of invasion and migration ability in HeLa cells, compared with the empty vector transfected HeLa cells
(HeLa-C cells) and the control group (HeLa cells). Our findings suggested that the mechanisms were closely
related to the expressions of Rho GTPases (Rac1、cdc42), and the increasing activity and expression of MMP2.
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