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摘要 　目的 :比较分泌型磷脂酶 A2 ( sPLA2 )在人恶性黑素瘤 A375细胞、黑素瘤组织与健康人皮肤细胞、组

织中的表达和分布。方法 :分别采用 EL ISA法和 W estern B lot法检测细胞上清液和细胞内 sPLA2 的表达 ,免

疫组化法考察人皮肤组织中 sPLA2 的表达和分布。结果 :恶性黑素瘤 A375细胞上清液的 sPLA2 浓度为

(177. 27 ±13. 57) pg/mL,明显高于人表皮 HaCaT细胞的 (21. 42 ±5. 05) pg/mL ( P < 0. 05)和真皮成纤维细

胞的 (2. 75 ±1. 23) pg/mL ( P < 0. 05) ;其细胞内 sPLA2 /GAPDH的灰度比值为 7. 03 ±1. 31,亦明显高于

HaCaT细胞的 1. 45 ±0. 37 ( P < 0. 05)和成纤维细胞的 0. 31 ±0. 11 ( P < 0. 05 ) ;黑素瘤组织中呈现大量

sPLA2 阳性细胞和颗粒 ,而健康人表皮和真皮组织中则未见该阳性细胞和颗粒。结论 : sPLA2 在人恶性黑素

瘤 A375细胞和黑素瘤组织中较健康皮肤细胞和组织均有较高表达和分布 ,提示 sPLA2 有可能成为皮肤黑

素瘤靶向给药的新靶点。
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ABSTRACT　O bjective: To investigate the exp ression and distribution of secretory phospholipase A2 ( sPLA2 ) in A375 human malig2
nant melanoma cells and melanoma tissues compared with normal human skin cells and tissues. M ethods: The exp ression of sPLA2 in

the clear supernatant and intra2cellular of cells was detected by EL ISA method and W estern B lot method, respectively. Immunohisto2
chem ical method was used to investigate the exp ression and distribution of sPLA2 in the human skin tissues. Results: The levels of

sPLA2 in the clear supernatant of A375 malignant melanoma cells was (177. 27 ±13. 57) pg/mL, which was significantly higher ( P <

0. 05) than the group of human ep idermal HaCaT cells (21. 42 ±5. 05) pg/m l and the group of dermal fibroblast cells (2. 75 ±1. 23)

pg/mL, respectively. The ratio of sPLA2 /GAPDH in the A375 cells was (7. 03 ±1. 31) , which was also significantly higher ( P <

0105) than the group of human ep idermal HaCaT cells (1. 45 ±0. 37) and the group of dermal fibroblast cells(0. 31 ±0. 11) , respec2
tively. Many sPLA2 positive cells and granules were p resented in the tumor tissues. In contrast, positive cells and granules above were

unobserved in the normal human ep idermal and dermal tissues. Conclusion: sPLA2 is exp ressed and distributed at higher levels in

A375 human malignant melanoma cells and melanoma tissues compared with the normal skin cells and tissues, indicating the sPLA2

maybe a novel trigger for targeted drug delivery to skin melanoma.
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　　磷脂酶 A2 ( PLA2 )是花生四烯酸、溶血磷脂等

炎性介质生成的限速酶 , 参与多种急、慢性炎症反

应 ,在炎性病灶区具有高表达和分布 [ 1 ]。基于这一

原理 ,国外研究者合成了药物 2sn2 2磷脂酰胆碱共聚

物 ,设计出了解热镇痛 [ 2 ]、抗癫痫 [ 3 ]等药物的靶向

制剂。比如 ,水溶性的抗癫痫药物丙戊酸静脉注射

后 ,很难通过血脑屏障 ,从而无法进入大脑病变部

位。但合成了丙戊酸 2sn2 2磷脂酰胆碱共聚物后 ,脂

溶性大增 ,能有效通过血脑屏障 ;同时 ,大脑病灶部

位高度表达的 PLA2 ,能快速将母体药物丙戊酸代谢

出来 ,从而实现大脑靶向治疗 [ 3 ]。

52氟尿嘧啶凝胶是目前抗黑素瘤等皮肤肿瘤的

临床主要药物 ,但是 ,其实际治疗效果并不佳。这主

要是因为 52氟尿嘧啶水溶性大 ,无法透过皮肤到达病

灶区。国外研究表明 ,采用 Franz池扩散 36 h,仅有

5%的 52氟尿嘧啶透过大鼠皮肤 [ 4 ]。本课题组针对很
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多肿瘤病灶具有 PLA2 的高表达这一最新研究报

道 [ 5 ] ,创新设计并合成了一种新型肿瘤靶向前体药

物———52氟尿嘧啶 2sn2 2磷脂酰胆碱共聚物 ,其不仅能

利用磷脂特有的纳米脂质囊结构 ,有效携带药物融合

进入黑素瘤病灶区 ,而且该共聚物有可能被黑素瘤病

灶区高表达的 sPLA2 代谢 ,释放出 52氟尿嘧啶。但查

找文献 ,国内外至今尚未见 PLA2 在黑素瘤细胞和组

织中表达的相关报道。为此 ,本文拟采用 EL ISA、

W estern B lot、免疫组化等方法 ,以健康皮肤细胞和组

织为对照 ,系统考察了分泌型磷脂酶 A2 ( sPLA2 )在黑

素瘤细胞和组织中的表达与分布。

1　材料与方法

1. 1　材料 　人恶性黑素瘤细胞株 A375购自中科

院上海细胞生物研究所 ;人角质形成细胞株 HaCaT

细胞由第二军医大学免疫学教研室提供 ;人成纤维

细胞株由长海医院药学部提供 ;黑素瘤组织和健康

人皮肤组织由长征医院病理科提供 ;人 sPLA2 酶联

免疫测定试剂盒购自 USCN L IFE公司 ; ECL发光底

物试剂盒和抗小鼠 HRP2IgG购自上海普飞生物技

术有限公司 ;小鼠来源的抗 sPLA2抗体购自 Cayman

公司 ; HRP2GAPDH 购自上海康成生物有限公司 ;

DAB显色试剂盒购自轩昊科技公司 ;小牛血清购自

杭州四季清有限公司 ;胰蛋白酶购自 AMERSCO公

司 ; DMEM购自 HyClone公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养与收集 　HaCaT细胞、成纤维细胞

和 A375细胞分别于 30 mm 的培养瓶中 ,采用含

10%小牛血清的 DMEM 培养液 , 37 ℃、5% CO2培

养。待细胞生长至 80% ～90%融合时 ,用 0. 25%胰

蛋白酶消化后接种于六孔板 ( HaCaT细胞和 A375

细胞 1 ×10
6 个细胞 /孔 ,成纤维细胞 1 ×10

5 个细

胞 /孔 ) ,培养体积 2 mL, 37 ℃、5% CO2 继续孵育。

24 h后换成含 10%血清、无酚红的 DMEM培养液继

续培养 24 h,收集细胞上清液和细胞裂解液 , - 20

℃保存备用。

1. 2. 2 　酶联免疫法检测细胞上清液中 sPLA2 的表

达　分别取“1. 2. 1”所述 HaCaT细胞、成纤维细胞及

A375细胞的上清液 ,严格按照酶联免疫法 ( EL ISA

法 )试剂盒说明书操作进行。在 96孔板中依次加入

待测样品及标准品 , 37 ℃孵育 2 h,弃去液体 ,甩干 ,

加检测液 A孵育 1 h后洗净 ,再加检测液 B孵育 1 h,

洗净拍干 ,加底物 ,避光显色 30 m in后加入终止液 ,

在酶联仪 450 nm波长处 ,测量各孔的光密度 A 值

(OD值 )。用人 sPLA2 溶液作标准曲线 ,以浓度 C

(pg/mL)对光密度 A值进行线性回归 ( n = 8) ,得回

归方程和相关系数为 : C = 7 047. 64A - 1 100. 2 ( r =

01993) ,线性范围为 0～2 000. 00 pg/mL。

1. 2. 3　W estern B lotting法检测细胞中 sPLA2 的表

达 　配制 8% SDS2聚丙烯酰胺凝胶 ,分别取“1. 2. 1”

所述 HaCaT细胞、成纤维细胞及 A375细胞裂解液 ,

调节蛋白浓度一致 , 上样体积 10μL, 100V 电泳

60m in后 ,转移至 PVDF膜上 ,丽春红检验电泳效

果。以 10%脱脂奶粉 TBST缓冲液室温封闭过夜 ,

加入小鼠来源的抗 sPLA2抗体 (1: 1000)室温孵育 3

～4 h。TBST洗膜 4次 , 20 m in /次 ,然后与抗小鼠

HRP2IgG(1ζ 1 000)及 HRP2GAPDH ( 1 ζ 8 000)室

温孵育 1 h, TBST洗膜 5次 , 5 m in /次 ,最后加入化

学发光试剂 ( ECL)显色 5 m in, X胶片曝光显影。于

FluorChem TM IS28900成像系统进行成像分析 ,计算

sPLA2 和对照 GAPDH的灰度比值。

1. 2. 4　免疫组化法检测组织中 sPLA2 的表达和

分布 　将固定好的黑素瘤组织和健康人皮肤组织

样品 ,分别按常规方法制备石蜡切片、脱蜡置水。

将切片在 PBS ( pH = 7. 4 )中冲洗 3次 , 5 m in /次 ,

于蛋白酶缓冲液中 , 37 ℃消化 15 m in。121 ℃、20

m in进行抗原修复 ,自然冷却。将切片在 0. 01

mol/LPBS中洗 3 次 , 5 m in /次 ,然后将切片放入

3%的甲醇 2双氧水中 ,室温作用 10 m in,阻断内源

性过氧化物酶的活性。经 PBS 5 m in /次洗涤 3次

后 ,用 10%血清室温封闭 30 m in。滴加小鼠来源

的抗 sPLA2 抗体 ( 1ζ 400) 37 ℃孵育 4 h,经 PBS ( 5

m in, 3次 )洗涤 ,再加入抗小鼠 IgG抗体 ( 1 ζ 1

000) ,室温静置 30～40 m in, PBS ( 5 m in, 3次 )洗

涤 ,滴加 2滴 DAB显色 5 m in,冲洗 10 m in,用苏木

精复染 2 m in,常规脱水 ,二甲苯透明 ,中性树胶封

片 ,在光学显微镜下观察。

1. 2. 5　数据统计分析 　采用组间 t2检验 ,进行统计

学数据处理。

2　结果

2. 1　细胞的形态特征 　培养获得的人 HaCaT细

胞、成纤维细胞、恶性黑素瘤 A375细胞的倒置相差

显微镜下形态见图 1。其中 ,表皮 HaCaT细胞呈椭

圆形或多角形 ,折光性强 ,边界清楚 ,细胞形成多个

细胞岛 ,胞核位于细胞近中央 ,呈椭圆形或圆形 ;真

皮成纤维细胞可见呈长梭形或不规则三角形 ,胞质

向外伸出 2～3个长短不齐的突起 ,细胞在生长时呈

放射状火焰状或旋涡状走行 ;而人恶性黑素瘤 A375

细胞则呈多样性 ,从多角形、梭形到圆形 ,巢状或漩

涡状排列 ,细胞形态大小不一。

2. 2　sPLA2 在细胞上清液中的表达 　HaCaT细胞、
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成纤维细胞、恶性黑素瘤 A375细胞上清液中 sPLA2

的浓度见图 2。结果显示 ,经过 24 h的细胞培养 ,恶

性黑素瘤 A375 细胞上清液的 sPLA2 浓度为

(177127 ±13. 57) pg/mL,明显高于人表皮 HaCaT

细胞的 (21. 42 ±5. 05) pg /mL ( P < 0. 05)和真皮成

纤维细胞的 (2. 75 ±1. 23) pg/mL ( P < 0. 05)。

图 1　HaCaT细胞、成纤维细胞、恶性黑素瘤 A375细胞形态图 ( ×40倍 )

图 2　HaCaT细胞、成纤维细胞、恶性黑素瘤
A375细胞上清液中 sPLA2 浓度 ( n = 6)

2. 3　sPLA2 在细胞内的表达 　HaCaT细胞、成纤维

细胞、恶性黑素瘤 A375细胞内 sPLA2 蛋白含量见

图 3。图 3A可见 , sPLA2 和 GAPDH条带 ,分子量分

别为 14 KD和 37 KD; HaCaT细胞和 A375细胞均呈

现特异性条带 ,但是 A375细胞的条带远较 HaCaT

明显 ;成纤维细胞未见细胞条带。

图 3　HaCaT细胞、成纤维细胞、恶性黑素瘤 A375细胞内
sPLA2 /GAPDH的灰度比值 ( n = 2)

12HaCaT细胞 ; 22HaCaT细胞 ; 32A375细胞 ;

42A375细胞 ; 52A375细胞 ; 62成纤维细胞 ;

72成纤维细胞 ; 82成纤维细胞 ; 92HaCaT细胞

图 3B可见 ,恶性黑素瘤 A375细胞内 sPLA2 /

GAPDH的灰度比值为 ( 7. 03 ±1. 31) ,亦明显高于

HaCaT细胞的 (1. 45 ±0. 37) ( P < 0. 05)和成纤维细

胞的 (0. 31 ±0. 11) ( P < 0. 05)。

2. 4　sPLA2 在人组织中的表达和分布 　sPLA2 在健

康人表皮、真皮和黑素瘤组织中的表达和分布见图

4。结果显示 ,健康人皮肤的表皮和真皮组织中均未

见 sPLA2 阳性细胞和阳性颗粒 ;而黑色素瘤组织中

则可见大量的典型 sPLA2 阳性信号 ,为棕红色颗粒 ,

主要位于细胞间质和细胞胞浆内 ,胞核不着色。

图 4　健康人表皮、真皮及黑素瘤组织中 sPLA2 表达和分布

3　讨论

本研究培养获得的人 HaCaT细胞 [ 6 ]、成纤维细

胞 [ 7 ]、恶性黑素瘤 A375细胞 [ 8 ]的形态 ,与国外文献

描述相类似 ,符合进一步开展细胞实验的要求。

EL ISA结果显示 ,恶性黑素瘤 A375细胞上清液

中的 sPLA2 浓度分别较人表皮 HaCaT细胞和真皮

成纤维细胞高 8. 28和 64. 46倍。这提示 ,与表皮
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HaCaT细胞和真皮成纤维细胞相比 ,恶性黑素瘤

A375细胞具有 sPLA2 的高分泌。W estern B lotting

结果显示 ,恶性黑素瘤 A375细胞裂解液中 sPLA2 /

GAPDH的灰度比值 ,分别是人表皮 HaCaT细胞和

成纤维细胞的 4. 85和 22. 68倍。这提示 ,与表皮

HaCaT细胞和真皮成纤维细胞相比 ,恶性黑素瘤

A375细胞内具有 sPLA2 的高表达。

免疫组化结果显示 ,人黑色素瘤组织的细胞间

质和细胞胞浆内 ,呈现大量的典型 sPLA2 阳性信号 ,

而在健康人的表皮和真皮组织中并未见到上述

sPLA2 阳性信号。这提示 ,与健康人表皮和真皮相

比 ,黑素瘤组织的细胞内外具有 sPLA2 的高表达和

高分布。

综上所述 ,从细胞学和组织学水平 ,证实了黑素

瘤组织的细胞内外 ,较健康人皮肤细胞和组织 ,均具

有 sPLA2 的高表达和高分布。

本课题组前期利用药物 2磷脂酰胆碱共聚物的

sn2 构型能特异性地被 sPLA2酶解代谢出活性药物

的原理 ,以及基于疗效确切的 52氟尿嘧啶无法有效

到达皮肤黑素瘤病灶区的临床用药现状 ,创新地设

计并合成出了治疗皮肤黑素瘤的双重靶向前体药

物 ———52氟尿嘧啶 2sn2 2磷脂酰胆碱共聚物。而本研

究证实了黑素瘤组织的细胞内外 ,均较健康人皮肤

细胞和组织 ,具有 sPLA2 的高表达和高分布 ,为研究

该前体药物的酶解动力学提供了理论基础。同时 ,

这也进一步提示 , sPLA2 有可能成为皮肤黑素瘤靶

向给药的新靶点。
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