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Abstract
AIM: To investigate the role of cell adhesion molecule 
P-selectin L-EGF monoclonal antibody (L-EGF Mab) in 
the inhibition of the metastasis of gastric cancer in sev-
ere combined immunodeficient (SCID) mice.

METHODS: Human gastric cancer cell line SGC-7901 
was orthotopically implanted into SCID mice to estab-
lish metastatic model. At the 3rd day after implantation, 
the mice were intravenously injected with normal saline 
(n = 11) or P-selectin L-EGF Mab (n = 9). At the end of 
the 6th wk, pathological examinations were performed 
on the tissues from stomach  and other possible invad-
ed organs. Meanwhile, polymerase chain reaction was 
performed on the gastric cancer tissues.

RESULTS: The metastatic rate in the mice treated with 

normal saline was 81.8% (9/11), and that in the mice 
treated with P-selectin L-EGF Mab was 11.1% (1/9). There 
was significant difference between them (P <0.05). The 
level of P-selectin mRNA expression in the gastric can-
cer with metastasis was markedly increased in com-
parison with that without metastasis, and P-selectin 
mRNA expression in the mice treated with P-selectin 
L-EGF Mab was significantly lower than that in the 
ones treated with normal saline (cycle threshold: 20.54±
2.20 vs 17.09±1.40, P <0.05).

CONCLUSION: P-selectin adhesion molecule is related 
to tumor metastasis, and P-selectin L-EGF Mab can 
inhibit the metastasis by down-regulating the express-
ion of P-selectin mRNA.
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摘要

目的: 研究黏附分子P选择素L-EGF单抗在SCID小鼠胃癌转

移中的治疗作用及其机制. 

方法: 用SGC-7901人胃癌组织原位移植SCID小鼠建立转移

模型. 术后第3天开始, 动物分别静脉注射生理盐水(生理盐

水组, n  = 11)或P选择素L-EGF单克隆抗体(L-EGF单抗组, n 
= 9), 6 wk末取部分胃癌组织、肿大淋巴结和可疑转移脏器

作病理检查; 同时取部分胃癌组织作荧光定量PCR检测. 

结果: 生理盐水组肿瘤转移率为81.8%(9/11), L-EGF单抗组

转移率为11.1%(1/9), 两组相比有显著性差异(P <0.05). 荧光

定量PCR测定显示, SCID小鼠伴有癌转移者其胃癌中P选择

素mRNA表达较不伴癌转移者明显增强; L-EGF单抗组P选

择素mRNA表达较生理盐水组低(Ct值: 20.54±2.20 vs  17.09±
1.40, P <0.05). 

结论: P选择素与癌转移密切相关, 其L-EGF单抗具有抗转移

作用; 其机制可能与阻断癌细胞与血管内皮的黏附以及抑制

P选择素基因表达有关. 

关键词: P选择素单克隆抗体; SCID小鼠; 胃癌; 转移
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取胃壁生长的肿瘤组织、肿大淋巴结和可疑转移脏器, 
40 g/L福尔马林固定, 石蜡包埋, 制作病理切片, HE染色, 
观察肿瘤转移情况. 同时取部分胃癌组织置液氮下保存. 
1.2.4 TRIzol法抽提总RNA SCID小鼠胃癌组织总RNA
提取按TRIzol法抽提. 组织块(约100 mg)置匀浆器, 加
TRIZol(100 mg组织加TRIZol 2 mL), 冷冻匀浆, 置
Eppendor f管, 15-30℃孵育5 m in, 加入氯仿(0.2 mL
氯仿/mL TRIZol), 15-30℃孵育2-3 m in, 4℃ 12 000 g
离心15 m in, 取上清液至新的Eppendorf管, 加异丙醇

(0.5 mL异丙醇/mL TRIzol), 15-30℃孵育样品10 min, 4℃ 
12 000 g离心10 m in, 弃上清液, 750 mL/L乙醇洗涤沉

淀一次, 4℃ 7 500 g离心5 min, 弃乙醇, 空气或真空干燥

5-10 min, 加DEPC处理水溶解RNA, -80℃保存备用. 
1.2.5 鼠的P选择素荧光探针序 P selectin f: GCATACTCAT
GGAATAACTCACG; P selectin r: GACGTCATTGAGGTG
AGCG; P selectin probe: AGGCACTTCACAGACTTAGT
GGCCAT.
1.2.6 cDNA合成 取出RNA模板, 分别加入2 μL已经标记

好的消毒离心管中, RT-PCR试剂盒解冻, 依次加入稀释

好的逆转录酶0.5 μL、dNTPs 0.2 μL、上、下游引物各

0.2 μL、DEPC水4.9 μL、RT-buffer 2 μL, 总体积10 μL. 
然后依次插入预先设置(37℃ 1 h、95℃ 3 m in)加热模

块, 逆转录cDNA完成, 放入-80℃冰箱备用.
1.2.7 荧光PCR 取出消毒好的96孔联体反应板, 分别加

入cDNA模板, 取出实时荧光定量PCR试剂盒解冻, 依
次加入Taq酶1 μL、dNTPs 0.5 μL、上、下游引物各

0.5 μL、荧光标记探针0.5 μL、5×b u f f e r 10 μL、
ddH2O 32 μL、cDNA 5 μL, 放入全自动实时荧光定量

PCR仪(美国ABI 7000)板槽中. 扩增条件: (1)93℃ 2 min; 
(2)93℃ 30 s、55℃ 1 min共40个循环.

统计学处理 c2精确法检验和t检验. 

2  结果

2.1 P选择素L-EGF单抗对小鼠胃癌转移的影响 人胃癌组

织SGC-7901原位移植SCID小鼠后, 于第6周末处死. 经病

理检查发现, 胃癌局部生长良好, 肿瘤向胃腔内不规则突

出, 质硬脆; 光镜下观察见低分化腺癌组织, 浸润黏膜下

层、黏膜层和肌层. 
小鼠胃癌原位移植术后6 wk, 生理盐水组肿瘤转移

率为81.8%(9/11), 分别为淋巴结转移9例(9/11), 肝脏6例
(6/11), 肺脏和胰腺各为2例. 但经P选择素L-EGF单克隆

抗体注射治疗的SCID小鼠胃癌原位移植术后6 wk, 则肿

瘤的脏器和淋巴结转移被抑制. L-EGF单抗治疗组发现

1例转移(1/9), 仅发现淋巴结转移, 未发现肝脏等脏器转

移. 余8例未发现有肿瘤转移. 经χ2检验, 两组差异显著, 
P <0.05. 此外, P选择素L-EGF单克隆抗体对胃癌原位移植

肿瘤的生长未见影响. 
2.2 P选择素mRNA在SCID小鼠胃癌组织中的表达 应用
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0  引言

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 肿瘤转移为恶性肿

瘤致死的关键因素. 肿瘤转移机制至今仍未完全明了. 近
年研究表明, 细胞黏附分子在胃癌等肿瘤转移中起着十

分重要的作用[1,2]. 我们已对胃癌组织进行P选择素表达研

究, 发现P选择素在胃癌组织中表达与肿瘤转移和预后显

著相关[3]. 最近我们用人胃癌组织原位移植SCID小鼠建

立胃癌转移模型, 发现P选择素单克隆抗体对胃癌具有抗

转移作用[4]. 
近年P选择素的分子结构与功能关系已引起重视. 研

究认为, P选择素的凝集素与表皮生长因子结构域的共

同区域(L-EGF)可能是其黏附更有效的功能域. 最近应用

RT-PCR方法从人血小板克隆出L-EGF基因, 并成功地制

备P选择素L-EGF单克隆抗体, 体外实验表明其可特异性

结合P选择素, 具有抗活化血小板与中性粒细胞黏附的功

能[5]. 迄今为止, 国内外未见P选择素L-EGF单克隆抗体抗

肿瘤转移的动物实验研究报道. 我们在建立人胃癌组织

原位移植SCID小鼠胃癌转移模型的基础上, 用荧光定量

PCR技术研究胃癌组织P选择素表达与肿瘤转移的关系, 
观察P选择素L-EGF单抗对胃癌转移的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 逆转录酶、Taq DNA聚合酶、上下游引物和荧

光标记探针由中山大学达安基因股份有限公司(广州)提
供. 重度联合免疫缺陷(SCID)小鼠, 健康, ♂, 6-7周龄, 体
质量为20-25 g, 由中国科学院上海实验动物中心提供.   
1.2 方法

1.2.1 动物模型 SCID小鼠30只, 随机分为试验组(20只)和
正常对照组(10只). 试验组动物模型制作采用裸鼠皮下传

代的SGC-7901人胃癌组织原位移植方法[4]. 动物麻醉后, 
切开左上腹皮肤、腹壁和腹膜, 暴露胃壁, 在胃大弯中部

用剪刀损伤胃浆膜约3 mm大小, 用0号丝线将人胃癌组

织块(150 mg, 约5 mm×7 mm大小)缝在损伤处, 然后将

胃送入腹腔, 腹壁、皮肤用丝线缝合.  
1.2.2 动物实验方法 动物模型制作后, 动物随机分为生理

盐水注射组(生理盐水组, n  = 11)与P选择素L-EGF单克隆

抗体注射组(L-EGF单抗组, n  = 9). 术后第3 d, L-EGF单抗

组静脉内注射P选择素L-EGF单克隆抗体(上海交通大学

附属瑞金医院), 每次100 μg(以100 μL生理盐水稀释), 2
次/wk, 共3 wk; 生理盐水组注射生理盐水, 每次100 μL, 
2次/wk, 共3 wk. 此外, 正常对照组, n  = 10, 不作胃癌组织

原位移植与生理盐水或L-EGF单抗注射.  
1.2.3 标本采集及病理学检查 动物均于术后第6周末处死, 
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荧光定量PCR技术检测胃癌组织P选择素表达, 阈值循环

圈数(Ct): 每个模板的Ct值与该模板的起始拷贝数的对数

存在线性关系, 起始拷贝数越多, Ct值越小. 结果发现, P
选择素的表达明显不同. 生理盐水组11例中有9例P选择

素mRNA荧光定量PCR的C t值较低, 表明这9例P选择素

mRNA表达较强, 经病理学检查发现这9例均伴有淋巴

结和(或)脏器的肿瘤转移; 2例不伴肿瘤转移者, P选择素

mRNA荧光定量PCR的Ct值较高, 表明其P选择素mRNA
表达水平较低. 同时发现, L-EGF单抗组9例中有8例P选择

素mRNA荧光定量PCR的Ct值较高, 表明这8例的P选择素

mRNA表达较低; 1例P选择素mRNA表达与生理盐水组伴

肿瘤转移者相近, 此例发现有淋巴结转移, 未发现肝脏等

转移. 此外, 10例正常小鼠胃标本P选择素mRNA荧光定

量PCR的Ct值较高, 表明正常小鼠胃组织P选择素mRNA
表达均较低. 生理盐水组P选择素mRNA表达较正常小鼠

胃组织P选择素mRNA表达明显增强, L-EGF单抗组P选择

素mRNA表达较生理盐水组低, 各组之间差异有统计学

意义(P <0.05)(图1AB, 表1). 

3  讨论

近年来研究表明, 肿瘤的浸润和转移是一个复杂的多环

节过程, 其中肿瘤细胞与细胞外基质和血管内皮细胞相

互作用在肿瘤转移过程中起关键性的作用. 已知细胞与

细胞、细胞与细胞外基质的黏附作用是通过黏附分子介

导的. 近年来有关细胞黏附分子与肿瘤转移机制的研究

已越来越被人们所重视. 选择素是新近确定的一类黏附

分子家族, 其重要成分之一的P选择素(GMP140/颗粒表面

膜蛋白, 分子质量140 ku)主要分布于中等大小血管内皮

细胞棒状小体(Weibel-Palade)及血小板α颗粒, 并随这些

细胞活化而迅速表达于细胞膜表面或释放至血液中[6]. 有
关研究表明, P选择素通过介导肿瘤细胞与内皮细胞和血

小板之间相互作用, 在肿瘤转移过程中可能起黏附介导

作用[7-9]. 
我们已对60例胃癌患者进行免疫组化研究, 结果发

现黏附分子受体P选择素不仅在肿瘤血管内皮上表达, 而
且在肿瘤细胞膜上表达, 淋巴结有癌转移者P选择素阳性

表达率明显高于无淋巴结转移者, 且阳性表达者的平均

存活期和5 a生存率明显低于阴性者[3]. 最近研究发现P选
择素单克隆抗体对胃癌具有抗转移作用[4]. Tozawa et al [10]

的研究表明, 肾细胞癌Lewis X抗原的表达与组织病理学

指标和预后显著相关. Ferroni et al [11]测定了181例结肠癌, 
34例良性疾病和181例正常对照者的血浆可溶性P选择素

水平, 结果发现, 血浆可溶性P选择素水平与肿瘤转移相

关, 是预测肿瘤复发的一项独立的预后因子. 研究表明, 
选择素表达与肿瘤转移密切相关, 阳性表达者易浸润转

移, 因此预后较差. 
近年P选择素的分子结构与功能关系已引起重视. 选

择素分子含有凝集素样区、表皮生长因子样区(EGF样
区)、补体蛋白重复序列区、疏水跨膜区和胞质短尾. 一
般认为, P选择素分子胞外区的凝集素结构域可能是P选
择素识别配基并介导细胞间黏附的主要活性部位, 但还

需要胞外区表皮生长因子结构域的稳定和调节, 增强其

黏附亲和力与特异性. 因此, P选择素的凝集素与表皮生

长因子结构域的共同区域(L-EGF)可能是其黏附更有效

的功能域. 为进一步探讨P选择素在肿瘤转移过程中的作

用及其抗黏附治疗意义, 最近应用RT-PCR方法从人血小

板克隆出L-EGF基因, 并成功地制备P选择素L-EGF单克

隆抗体, 体外实验表明其可特异性结合P选择素, 具有抗

活化血小板与中性粒细胞黏附的功能. TNFα诱导血管内

皮细胞活化, 从而表达P选择素, 而P选择素L-EGF单克隆

抗体可明显抑制活化内皮细胞与中性粒细胞黏附活化[5]. 
动物实验研究发现, P选择素L-EGF单克隆抗体通过抑制

内皮细胞与中性粒细胞、树突状细胞等的黏附活化, 对
肝、肾缺血再灌注损伤具有治疗作用[12]. 

我们建立了人胃癌组织原位移植SC ID小鼠胃癌转

移模型,  进行了P选择素L-EGF单克隆抗体抗转移的动物

实验研究. 我们发现, 经注射P选择素L-EGF单抗后小鼠

的肿瘤转移率显著低于生理盐水对照组, 分别为11.1%与

81.8%, L-EGF单抗组未发现肝脏等脏器转移, 两组之间

差别显著, P <0.05. 结果表明, P选择素L-EGF单抗抑制了

图 1  生理盐水组、L-EGF单抗组SCID小鼠与正常小鼠胃组织P选择素
mRNA表达. A: 生理盐水组与正常小鼠; B: L-EGF单抗组. 

表 1  各组动物胃组织P选择素mRNA检测结果 (Ct值, mean±SD)

组别	                              n 	                           P选择素mRNA的Ct值

生理盐水组	             11	                                  17.09±1.40

L-EGF单抗组	               9	                                  20.54±2.20

正常对照组	             10	                                  28.38±2.63
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肿瘤的转移. 表明P选择素L-EGF单抗抑制肿瘤转移作用

较P选择素单抗进一步增强[4]. Dimitroff et al [13]的免疫组

化研究发现, P选择素糖蛋白配体1(PSGL-1)主要表达于

骨转移性前列腺肿瘤细胞表面, 表明PSGL-1与前列腺癌

的肿瘤转移相关. Enns et al [14]研究结果表明, 选择素与配

体sLe(a)相互作用在结肠癌肝转移中起重要作用. Murata 
et al [15]研究发现, 抑制选择素配体Lewis X表达可抑制结

肠癌的转移. Ludwig et al [16]的研究表明, 内皮细胞P选择

素表达在实验性黑色素瘤肺转移中起重要作用. 结果表

明, 选择素通过介导内皮细胞、血小板与肿瘤细胞的黏

附, 在肿瘤转移过程中起重要作用, 其单克隆抗体可抑制

肿瘤的转移. 
荧光定量PCR技术研究癌组织mRNA基因表达, 可实

时定量分析, 因此可较好地研究P选择素mRNA基因表达

与肿瘤转移中的关系. 结果发现, 正常对照鼠胃组织P选
择素mRNA表达较低, SCID小鼠有癌转移者其胃癌组织

中P选择素mRNA表达显著较不伴癌转移者强, 这可能由

于在肿瘤转移过程中选择素基因受刺激和激活, 导致其

转录水平上调, 后者通过促进癌组织中P选择素黏附分子

的合成从而加强肿瘤的转移. 有关研究表明, TNFα、脂

多糖、凝血酶等可刺激诱导活化血小板和血管内皮细胞

从细胞水平或基因转录水平表达P选择素. 肿瘤细胞可分

泌血管渗透因子、IL-1等细胞因子, 后者可刺激内皮细胞

棒状小体的释放和细胞膜选择素表达, 而促进肿瘤的转

移[4]. 表明, 在肿瘤转移过程中, P选择素合成与释放增强, 
从而P选择素表达增强. Borsig et al [17]研究发现, P选择素

通过介导肿瘤细胞与血小板和白细胞的黏附作用, 在肿

瘤转移中起重要作用. Ferroni et al [11]研究表明, 血浆P选
择素水平与结肠癌肿瘤转移相关, 是一项独立的预后指

标. 我们发现, P选择素L-EGF单抗组胃癌组织中P选择素

mRNA表达显著减低. Sumariwalla et al [18]研究表明, P选择

素糖蛋白配体1可抑制炎症细胞TNFα的产生, 已知TNFα
可刺激血小板和血管内皮细胞P选择素的表达, 因此, P选
择素糖蛋白配体1可能通过抑制炎症细胞TNFα的产生, 
从而抑制P选择素的表达. 表明, P选择素L-EGF单克隆抗

体可能通过抑制选择素mRNA基因表达而进一步发挥抗

转移作用. 
总之, P选择素L-EGF单克隆抗体作用于P选择素分

子的关键表位, 因此其抗黏附作用更强, 体内应用的副作

用可能更少. 进一步研究P选择素L-EGF单克隆抗体的抗

肿瘤转移作用及其机制, 将对胃癌和其他肿瘤的抗转移

治疗具有重要意义. 
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