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小鼠正常肺细胞和肺癌细胞之间的力学特性比较研究
牛庆元  张晶晶  纪珍玲  李建亭  马德顺*

(沈阳大学生命科学与工程学院, 沈阳 110044)

摘要      该实验通过鬼笔环肽染色技术观察并比较了小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的微丝差异, 
利用荧光抗体染色技术测定了小鼠单个正常肺细胞和肺癌细胞的α-SMA蛋白含量变化, 以及利用

CTFM法测定了小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的牵引力变化。结果发现, 小鼠肺细胞癌变后, 细胞内

微丝骨架发生了变化, 影响了细胞的形态; α-SMA蛋白含量明显下降并且变得分散; 细胞投影面积

显著减少, 大约减少27%, 细胞牵引力也显著减小, 均方根值大约减少49%。这说明细胞骨架、细胞

的形态、α-SMA蛋白和细胞牵引力均与细胞的癌变过程密切相关。
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Abstract        In this article, we observed and compared the microfilament differences with phalloidin stain-

ing technology, determined the α-SMA protein changes of single cell with fluorescent antibody staining technol-
ogy, and researched the changes of the cell traction force with CTFM (Cell Traction Force Microscopy) method 
between the mice lung cells and lewis lung carcinoma. The results showed that the microfilament in lewis lung 
carcinoma changed, and the cell morphology was also affected. α-SMA protein was significantly decreased and 
dispersed; The cell projection area was significantly reduced by roughly 27%, and the cell traction force was sig-
nificantly reduced (RMS was reduced by roughly 49%) in lewis lung carcinoma. These results suggest that the 
cell skeleton, cell morphology, α-SMA protein and cell traction force are closely related to the process of can-
ceration.       

Key  words        mice lung cells; lewis lung carcinoma; microfilament; cell traction force

细胞内存在力学调控机制[1], 在细胞的生长和

发育过程中, 在细胞内肌动球蛋白的相互作用和肌

动蛋白的聚合作用下产生应力[2-4], 并通过黏着斑施

加给细胞外基质[5-7], 对细胞外基质产生一个作用力, 

即牵引力。它对细胞的伸展、拖曳、移动及信号传

导具有重要影响[8-10]。研究发现, α-SMA是细胞牵引

力的重要调节因子, 它的表达可调节细胞牵引力的

变化[11-12], α-SMA表达水平和细胞牵引力大小之间
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存在正相关性[13]。细胞的癌变和转移与牵引力也有

关系, Wottawah等[14]在研究中发现细胞牵引力在肿

瘤诊断方面具有重要意义, 康奈尔大学的学者也发

现在癌细胞转移前后牵引力有明显的变化[15], 马德

顺等[16]发现人的干细胞经过分化后牵引力将减小, 
不同种类、不同形态、不同发育阶段的细胞其牵引

力也不同[10,17]。目前, 该领域正逐步成为生物力学

研究的热点[16,18-20], 现在学者们对于细胞牵引力的研

究已经有了很大进展, 但对于单个细胞的α-SMA蛋

白和微丝等因素在癌变前后的观察还未见报道。

肺癌是常见的死亡率最高的恶性肿瘤之一, 其
中非小细胞肺癌(non small cell lung cancer)占80%
以上[21]。而肺泡II型上皮细胞在肺发育和肺功能调

节中起重要作用, 它与肺纤维化和肺癌等疾病的发

生发展有密切联系, 所以本实验采取鬼笔环肽染色

技术和荧光抗体染色技术观察了小鼠正常肺细胞

(以下均指肺泡II型上皮细胞)和肺癌细胞的内部构

象及α-SMA蛋白含量变化, 并用CTFM(Cell Traction 
Force Microscopy)法[3]测定了小鼠正常肺细胞和肺

癌细胞的细胞牵引力变化, 旨在探讨癌变对小鼠肺

细胞的力学特性和细胞内部构象及α-SMA的影响。

1   材料与方法
1.1   Lewis肺癌细胞株和实验材料 

Lewis肺腺癌细胞株(LLC, 来源于C57BL/6小鼠

的肺腺癌细胞)由中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心提供; C57BL/6小鼠(6-8周龄)购自沈

阳医学院动物实验中心; 实验条件符合SPF要求, 所
有物品均经高压灭菌。DMEM培养液购于Invitro-
gen公司, 犊牛血清购于德国Biochrom公司, 抗体及

鬼笔环肽购于Sigma公司。

1.2   细胞培养

1.2.1   小鼠肺肿瘤细胞的建模与培养      取Lewis肺
癌细胞株, 制备细胞浓度为5×106/mL的细胞悬液备

用, 按0.2 mL(5×106/mL)的量接种于C57BL/6小鼠

前肢部皮下。待成瘤后取注射的小鼠脱臼致死, 无
菌条件下分离瘤体, 磷酸盐缓冲液冲洗后剪碎, 用
0.25%的胰酶溶液清洗一次, 然后继续用0.25%的胰

酶在37 °C下搅动消化10~20 min, 用等量的含10% 
FBS的DMEM培养基终止消化, 200目筛网过滤后, 
1 500 r/min低温离心5 min, 去上清, 加入培养基吹打, 
接种于培养瓶, 置于5% CO2、37 °C培养箱中培养。

培养前10 d细胞缓慢增殖, 每3 d半量换液, 在第20 d
时观察到有小的细胞集落, 34 d时集落明显增多, 42 d
时传第一代, 以后每3~4 d传代一次[21-24], 备用。

1.2.2   正常肺细胞培养      取出小鼠正常肺组织, 
在预冷的PBS液中尽量除去气管、支气管、血管

组织, 将小鼠肺组织上面的血污用PBS清洗后, 剪
成1 mm3小块, 用0.25%的胰酶溶液清洗一次, 继续用

0.25%的胰酶在37 °C下搅动消化10~20 min。之后加

入等量的含有10% FBS的DMEM培养基终止消化, 200
目筛网过滤后, 1 500 r/min低温离心5 min, 去上清, 再将

沉淀加入0.1% I型胶原酶在37 °C下消化10~20 min, 加入

含有10% FBS的DMEM培养基终止消化, 1 000 r/min离
心5 min。将细胞悬液接种于培养瓶中, 置37 °C、5% 
CO2的培养箱中培育40 min, 此时贴壁的为成纤维细

胞, 悬浮的多数为肺泡II型上皮细胞和其他杂细胞。

将培养液吸出置于另一瓶中, 继续在培养箱中培育

40 min, 反复2~3次, 最后吸出培养液, 800 r/min离心

5 min, 去上清, 用含10% FBS的DMEM培养基重悬

沉淀细胞。接种于培养瓶置37 °C、5% CO2的培养

箱中培育, 留少量细胞做免疫化学实验, 用鼠抗SP-C
为一抗, Alexa Fluor 594标记的山羊抗小鼠IgG为二

抗, 确认为肺泡II型上皮细胞后备用[25]。

1.3   鬼笔环肽染色

细胞在盖玻片培养至密度达70%~80%后取出, 
用PBS轻柔洗涤。3.7%的甲醛-PEMD固定10 min, 
PBS洗去固定液, 略干燥后滴0.1% TritonX-100处理

10 min, PBS稍洗, 加入20 µL 5 µg/mL鬼笔环肽染液

到清洁载玻片上, 将盖玻片上细胞样品反扣其上, 避
光染色40 min。取出后用PBS和蒸馏水冲洗, 显微镜

下观察。

1.4   荧光抗体染色技术检测蛋白

细胞在盖玻片培养至密度达70%~80%后取出, 用
PBS清洗细胞3次。用3.7%的甲醛-PEMD固定10 min, 
PBS洗去固定液, 用0.1% TritonX-100对细胞进行通

透10 min, PBS洗涤。使用山羊血清对细胞进行封闭

30 min。一抗结合, 一抗选用鼠抗α-SMA特异蛋白。

放入冰箱中过夜, 取出用PBS清洗。二抗选用 Alexa 
Fluor 594标记山羊抗小鼠IgG, 避光的室温条件下培

养2 h。分别用PBS清洗三次和蒸馏水洗一次。用缓

冲甘油进行封片, 显微镜下观察。

1.5   细胞牵引力测算

1.5.1   CTFM技术      CTFM即显微镜追踪法测定细
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胞牵引力技术, 其基本原理是根据细胞基质弹性表

面形变程度来测算细胞牵引力的一种技术。其简要

操作步骤如下: 制备相应硬度的弹性基质, 掺入荧光

微珠, 先用普通光源拍摄细胞, 再用绿色荧光拍摄有

细胞的基质图片, 加入2滴1 mol/L氢氧化钠杀死细

胞后再拍摄一张基质图片, 分别进行编号以进行分

析。详见参考文献[3]。
1.5.2   细胞种植      取预测细胞, 用胰酶处理后获得

悬浮细胞, 经离心弃胰酶溶液后加入新培养液, 取
50 µL细胞液, 约含1 500~2 000个细胞, 种在弹性基

质上, 待细胞贴壁后补充3 mL培养液, 培养6 h左右, 
测定细胞牵引力。详见参考文献[3]。
1.5.3   图像信息的分析处理      用MATLAB7.0软件

运行专用程序对图片进行比较分析, 测算出各个细

胞的牵引力及其相关参数。将实验数据用SPSS软
件进行分析求出平均值和标准方差, 并用k-s检验和t
检验功能对数据进行验证。详见参考文献[3]。

2   结果
2.1   微丝的变化

在本实验中利用鬼笔环肽对小鼠正常肺细胞

和肺癌细胞进行染色, 发现小鼠肺癌细胞较正常肺

细胞的微丝明显变粗(图1), 并呈现不规则的排布。

2.2   α-SMA蛋白的变化

利用荧光抗体技术, 应用间接荧光染色法对小

鼠正常肺细胞和肺癌细胞的α-SMA蛋白含量进行测

定, 用荧光倒置显微镜对小鼠正常肺细胞和肺癌细

胞的蛋白含量的表达进行观察, 可以看到图片中红

色荧光部分即为小鼠正常肺细胞和肺癌细胞蛋白的

表达, 发现正常小鼠肺细胞的蛋白表达比较密集, 而
肺癌细胞的蛋白变得分散, 且α-SMA蛋白含量明显

少于正常肺细胞(图2)。
2.3   细胞牵引力的变化

采用CTFM法对小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的

牵引力进行测量。测得小鼠肺癌细胞的牵引力较正

A: 小鼠正常肺细胞; B: 小鼠肺癌细胞。

A: mice lung cells; B: lewis lung carcinoma.
图1  小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的微丝变化

Fig.1  The microfilament changes between the mice lung cells and lewis lung carcinoma

A B

400× 400×

A: 小鼠正常肺细胞; B: 小鼠肺癌细胞。

A: mice lung cells; B: lewis lung carcinoma.
图2   小鼠正常肺细胞和肺癌细胞中α-SMA蛋白的表达变化

Fig.2  The α-SMA protein changes between  the mice lung cells and lewis lung carcinoma

A B

400× 400×
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常肺细胞变小, 平均值由552 Pa减少到281 Pa, 大约减

少49%(图3), 经测算细胞投影表面积平均值由950 µm2

减少到691 µm2, 大约减少27%左右(图4)。细胞在

基质上产生的最大位移由2.5 µm减少为2.2 µm(图5)。

3   讨论
细胞牵引力是由细胞内的肌动球蛋白的相互

作用和肌动蛋白的聚合作用产生的力[2-4], 小鼠的肺

癌细胞较正常肺细胞, 细胞内部的微丝骨架明显发

生了改变, 说明微丝的变化导致了细胞外在形态的

改变, 而形态的改变使癌细胞形成一个新的张力平

衡, 即构成微丝、微管和中间纤维的蛋白的收缩程

度也会发生变化, 进而导致了小鼠正常肺细胞和肺

癌细胞的细胞牵引力的变化。而用荧光抗体染色技

术测定的α-SMA蛋白含量, 小鼠的肺癌细胞较正常

肺细胞的α-SMA蛋白含量表达下降, 在细胞中的位

置变得分散, 而且对应得出的小鼠肺癌细胞的细胞

牵引力也在减少, 说明平滑肌肌动蛋白的表达影响

了细胞牵引力, 和此前学者[26]利用小鼠髌腱干细胞

得出的α-SMA蛋白减弱是导致细胞牵引力减弱的原

因的结论相符, 也验证了α-SMA蛋白的表达和细胞

牵引力存在线性关系, 而α-SMA蛋白表达量下降的

原因还有待于进一步研究。综上所述, 小鼠的肺细

胞癌变后, 细胞微丝、骨架和α-SMA蛋白的表达都

会受到影响, 进而会影响细胞牵引力的分布和大小, 
这说明α-SMA蛋白、细胞牵引力以及细胞微丝和骨

架与细胞的癌变有着密切关系。下一步将对α-SMA
的调控基因与癌变的关系进行研究。

图3  小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的牵引力

变化比较(n=50, *P<0.05)
Fig.3  The comparison of cell traction force generated
 between the mice lung cells and lewis lung carcinoma
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图4  小鼠正常肺细胞和肺癌细胞的投影面积

变化比较(n=50, *P<0.05)
Fig.4  The comparison of projected area generated between 
the mice lung cells and lewis lung carcinoma (n=50, *P<0.05)
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A: 小鼠正常肺细胞; B: 小鼠肺癌细胞。

A: mice lung cells; B: lewis lung carcinoma.
图5  小鼠正常肺细胞和肺癌细胞在基质上的位移变化

Fig.5  The comparison of displacements generated between the mice lung cells and lewis lung carcinoma
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