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摘 要!%目的&通过沉默
&'()

基因在胃癌
*+,!%".

细胞中的表达!探讨
&'()

对细胞生长'细胞周期及
肿瘤迁移等方面的作用( %方法& 设计及合成

&'()

的
=6&A)

序列!

>6B(0123;C641

D*

!"""

转染
*+,!%".

细胞) 通过
&DE9,&

'

F1=31:4 G7(3

检测
&'()

在干扰后的
C&A)

和蛋白的表达情况!利用流式细胞仪检
测细胞周期)

,,H!%

增殖实验检测细胞增殖!划痕愈合实验检测细胞的迁移能力)%结果&

&'() C&A)

和
蛋白表达!实验组较对照组和空白组显著降低!差异有统计学意义

I9J-?-@K

) 实验组细胞的生长速度明显
减慢!细胞周期被阻滞在

+

-

L+

$

期!

5

期细胞数减少!差异有统计学意义
I9J"?"@M

) 划痕愈合实验显示!实验
组迁移能力显著下降!差异有统计学意义

I9J-?-@M

) %结论& 特异性干扰
&'()

基因表达可抑制胃癌
*+,!

%-.

细胞的迁移能力!并抑制肿瘤细胞增殖)

&'()

的
=6&A)

序列可能成为治疗胃癌的有效靶点)

主题词!胃肿瘤
N &'()N =6&A)

#细胞增殖
中图分类号!

&O.@?!

文献标识码!

)

文章编号!

$PO$E$O"Q

"

!"$!

#

"!E"$".E"@

收稿日期!

!"$$E"OE"O

$修回日期
!"$$E"RE."

虽然化疗和新辅助化疗在胃癌的治疗中已得到

了广泛的应用)但是胃癌的预后仍不十分理想!尤其

是已发生临床转移和肿瘤复发的患者) 近年来发现

&'(

蛋白特别是
&'()

在肿瘤发生' 发展中发挥着

重要的作用!

&'()

的异常表达可能与恶性肿瘤的增

殖'转移有关%

$".

&

) 本研究通过
&A)

干扰技术沉默胃

癌
*+,!%".

细胞的
&'()

基因!探讨其对胃癌细胞

生物学行为的影响! 为胃癌针对
&'()

靶向的基因

治疗提供了实验基础)

$

材料与方法

!!!

主要材料

*+,!%".

细胞由本实验室提供#

&9*S $PT"

培

养液'胰蛋白酶和胎牛血清均购自美国
+6U2(

公司#

D&SV(7

和
>6B(0123;C641

D*

!---

脂质体转染试剂购自

美国
S4W63:(814

公司#

&DE9,&

两步法试剂盒
X

北京

赛百盛基因技术有限公司
M

!

)*Y

逆转录试剂盒
I

杭

州博日
M

#

2ZA)

合成试剂盒
I

日本
D[\[G[

公司
M

#

=6&A)

基因片段由珠海英平生物技术有限公司合

成#

+T$%

购自美国
H7(4312'

公司#

,,H!% I

上海炎彬

化工公司
M

#

&'()

鼠抗人单克隆抗体购自美国
5;43;

,:]V

公司#

^&9

标记的羊抗鼠二抗购自北京中杉公

司#

&S9)

蛋白裂解液及
G,)

蛋白定量试剂盒购自

江苏碧云天公司#

/,>

试剂盒购自美国
D'1:C(

公

司)

!"# =6&A)

设计%合成及转染

用
A,GS

数据库查找人类
&'()

基因
C&A)

序

列
A*!--$PPT

! 根据
=6&A)

设计原则来设计
&'()

=6&A)

)正义链为*

@#!DD9D,D))),D)D,),++,D+!

.$

# 反义链为*

@$!+,,,D+)D)+D)D)+))))D!.$

)

阴 性 对 照
=6&A)

正 义 链 为 *

@$ !,,)+))+)+!

,))D,D+D),!.$

# 反 义 链 为 *

@$ !+D),)!

+)DD+,D,.D,D++!.$

!均由珠海英平生物技术有限

公司合成)

*+,!%-.

细胞培养于含
$-%

小牛血清

的
&9*S $PT-

培养基中! 置于
.O& @%,[

!

培养箱

中!每
!<

传代
$

次!实验时取对数生长期的细胞)按

$'$-

@ 个
(

孔将胃癌
*+,!%-.

接种于
!T

孔板中!当

融合率达
O-%

时以脂质体法进行转染) 转染时分为

$-.



肿瘤学杂志
!"#!

年第
$%

卷第
!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"$!78',9#%7:'9!

;

组! 转染
<=1*120,!#!>/'?!20>:?

载体者为
@=.!

%"; ">/'?!20>:?

组
A

实验组
B

"转染随机对照载体者

为
@=.!%"; " 4'*C)',

组 #对照组$" 未转染的胃癌

@=.!%";

细胞为
@=.!%";

组 %空白组&' 于转染后

D%/

进行
>:?

干扰效应的检测'

!"#

半定量
>EFG.>

检测

弃培养液后
GHI

冲洗细胞
;

次"用
E>JK',

法提

取总
>:?

" 通过
4L:?

合成试剂盒反转录合成
4L!

:?

' 分别扩增
>/'?

和内参
=?GLM

'

>/'?

上游引

物 !

N# !.===?=.E?=..??=?E=??=!;#

" 下游引

物!

N#!=.EE=.?=?=.?=.E.E.=E?!;#

" 合成产物

为
!N% O<

"

=?GLM

上游引物为 !

N# !=?=E.??.=!

=?EEE==E.=E!;#

" 下游引物
PN#!=?.??=.EE..!

.=EE.E.?=!;#

"合成产物为
#%NO<

"

G.>

反应条件!

QN$

预变性
#RS0*

"

QN$

变性
;R2

"

NN$

退火
;R2

"

T!$

延伸
;R2

"共
DN

个循环' 采用
!U

的琼脂糖凝胶电泳

鉴定
G.>

产物"使用凝胶图像分析系统进行吸光度

扫描 " 用
>/'?

吸光度
V=?GLM

吸光度比值作为

S>:?

表达的相对强度'

!"$ W12C1)* H,'C

检测
>/'?

的表达

弃培养液后
GHI

冲洗细胞
;

次" 加入预冷的

>JG?

裂 解 液
$N"!,

"

>JG?

裂 解 液 预 先 加

G@IX$9N!,

使其终浓度为
$ SS',VY

' 操作在冰上进

行"

D$

下
$" """) "S0*A

离心半径为
D4SZ

离心
NS0*

"

取上清液"

H.?

法测蛋白浓度后"

QQ$

变性
$"S0*

'

取
N"!5

蛋白行
$"UILI!G?=[

电泳"电转移印迹到

G8LX

膜上"

N%

的脱脂奶粉封闭
!/

后"

>/'?

单克隆

抗体
A$&!""ZD$

孵育过夜"

EHI!E

洗涤"加入辣根过

氧化物酶标记的山羊抗小鼠二抗
A$&N """Z

室温孵育

!/

"

GHI

洗涤"并采用
[.Y

法检测'

!"%

流式细胞仪检测细胞周期

"9!N%

胰蛋白酶消化细胞"

$ """) "S0*A

离心半径

为
$T4SZ

离心
NS0*

去除培养液"

GHI

洗涤
$

次"弃

上清并收集细胞"用冰
GHI

洗
!

遍"

%"U

乙醇
D$

过

夜"

GHI

漂洗
;

次"固定后的细胞用
GHI

洗涤"并重

悬于含
"9$S5 "S,

碘化丙啶中室温避光染色
;" S0*

"

采用流式细胞仪检测细胞周期'以上实验重复
;

次'

!"& ..\!%

法检测细胞增殖

收集对数生长期细胞" 调整细胞密度每孔达到

$'$"

;

" 加入含
$"U

胎牛血清
L@[@VX$!

培养基

!""!,

" 每 组 设
N

个 复 孔 "

!D/

后 加 入
..\!%

验

!"!,

" 培养箱温育
D/

后在酶标仪上以
DQ"*S

波长

测定吸光度值
A?

值
Z

"以细胞吸光度
?

值平均值为

纵坐标" 以时间
D%

(

T!

(

Q]

及
$!"/

为横坐标绘制生

长曲线'

!"'

细胞划痕损伤实验

在对数生长期将将上述
;

种细胞分别以
N'$"

;

个
"

孔的密度接种于
]

孔板"待培养的各组细胞生长

形成细胞单层后" 用移液器滴头沿培养板底部呈

)一*字形划痕"

GHI

轻柔洗涤"每孔加入
!S,

不含血

清的
>G@J $]D"

培养液继续培养"于
D%/

后观察划

痕愈合情况'

!"(

统计学处理

数据由
IGII $N9"

统计软件处理"结果以均数
!

标准差
A!!"Z

表示"组间比较应用
C

检验和方差分析"

以
G^R9RN

为差异有统计学意义'

!

结 果

)"! >/'? 20>:?

抑制
>/'? S>:?

的表达

>EFG.>

检测
>/'? S>:?

表达" 与对照组和

空白组比较"实验组条带明显变窄"实验组和对照组

以及实验组与空白组之间差异均有统计学意义
_G^

"9"NZ

' 见图
$

(表
$

'

)") 20>:?

抑制
>/'?

蛋白的表达

W12C1)* H,'C

检测显示"

>/'?

蛋白表达与对照

组和空白组比较"实验组条带明显变窄"其灰度值比

较差异有统计学意义
AG^"9"NZ

"见图
!

(表
$

'

)"#

流式细胞仪检测细胞周期

流式细胞仪分析细胞周期"结果显示"在
=

"

V=

$

期实验组较对照组和空白组略有增加"

I

期略有减

少'实验组与对照组(空白组之间差异有统计学意义

AG^"9"NZ

"

@

期细胞无明显变化" 差异无统计学意义

AG`"9"NZ

' 说明有明显的
I

期阻滞
A

表
!Z

'

表
$

各组
@=.!%";

细胞中
>/'?

蛋白
VS>:?

的比较
A!!"Z

组别
>/'? S>:?

A>/'? V"!+4C0*Z

>/'?

蛋白
A>/'? V"!+4C0*Z

#

空白组
"9T$!"9"% "9T]!"9"Q

$

对照组
"9T!!"9$$ "9TT!"9$!

%

实验组
"9DQ!"9"N "9N!!"9"T

C

%a2&

D9";Q$

b

;9##]%

b

C

%a2$

;9!Q]Q

b

;9]DN%

b

b

!

G^R9RN

'

#RD
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!"# &'()*

对细胞增殖的影响

依
++,!%

法检测结果绘制的生长曲线显示!实

验组较对照组和空白组曲线明显降低
-

图
./

!差异

有统计学意义
-01"2"34

"

!"$

细胞划痕损伤实验结果

5%6

后实验组细胞划痕愈合缓慢! 而空白组和

对照组细胞划痕已基本长满
7

说明实验组迁移能力

显著下降!见图
5

"

图
# (890+(

检测
:;+!%<.

细胞中
(6=* >()*

的表达

#<<<?@

A3<?@

3<<?@

!3<?@

#<<?@

:BCDEC

空白组 对照组 实验组 空白组 对照组 实验组

"2%

"2A

"2F

<23

<25

<2.

<2!

<2$

<2<

图
! GE&HECI JK=H

检测
:;+!%<.

细胞中
(6=*

蛋白的表达

(6=*

;*0LM

!5DL

5.DL

<2N

"2%

"2A

"2F

"23

"25

"2.

"2!

"2$

"2"

空白组 对照组 实验组

(
6
=
*

蛋
白

表
达

(
6
=
*
>
(
)
*

表
达

表
! &'()*

抑制
(6=*

表达对
:;+!%".

细胞周期的
影响!

!!"

"

IO.

#

组别
;

"

∕
;

$

期
P

期
;

!

∕
:

期

!

空白组
3F25!.2% .32$!$2. %2A!"2%

"

对照组
3F25!!2F .325!!2F N25!$2$

#

实验组
F%25!.25 !$2N!$2. $"2"!$2!

H

#Q&!

52"AF$

R

#!25.3<

R

#23F#!

H

#Q&"

52%3F<

R

%2<5.%

R

<2F.%5

R

#

!01<2<3

"

表
. 5N<I>

处吸光度!

!!"

"

IO3

$

组别
NF6 #!<6

!

空白组
!2.!<2!. !2A!<2#%

"

对照组
!2.!<2!% !2A!<2#N

#

实验组
#2F!<2!5 #2N!<2!<

H

#Q&!

52A<%A

R

F2F5%!

R

H

#Q&"

52!55.

R

F25%53

R

5%6

<2F!<2<.

<2F!<2<A

<2F!<2<3

<

<

A!6

#2F!<2!!

#2F!<2!<

#2!!<2#A

.2!#A<

.25<A5

吸
光

度
值

.23

.2<

!23

!2<

#23

#2<

<23

<2<

5% A! NF #!<

空白组 对照组

实验组

图
. (6=* &'()*

对
:;+!%<.

细胞生长的影响

空白组 对照组 实验组

R

#

!01<2<3

"

时间$

6

%

#<3
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讨 论

</'

家族是
<+2

超家族小分子
=

结合蛋白的成

员之一!是细胞信号转导通路中的重要分子"近些年

来研究发现
</'

在肿瘤发生发展中起着极其重要

的作用!其通过调节肌动蛋白细胞骨架重组!进而调

节细胞形态#黏附#极性#细胞凋亡#胞质分裂等生物

学行为!从而引起肿瘤的侵袭和转移 $

>

!

?

%

"

</'

亚家

族主要包括
</'@

#

</'A

和
</'.

三个成员" 其中

</'@

基因定位于染色体
;B!$9;

!全长
?%!CB

!编码

包含
$D;

个氨基酸的
</'@

蛋白" 以前认为
</'@

蛋白仅在细胞膜和细胞浆中表达!但近些年来研究表

明
</'

蛋白在细胞膜# 浆和核均有不同程度表达$

E

%

!

而且处于
F

期的细胞
</'@

蛋白的表达和活性升

高!提示
</'@

活化进入细胞核!可能参与了细胞的

有丝分裂"研究显示!肝癌#乳腺癌#肺癌#肾癌#结肠

癌等癌组织中
</'@

蛋白及其
G<:@

表达水平都有

明显增高$

H

!

%

%

" 近年来研究表明胃癌组织中
</'@

表

达明显增高$

D

%

"

I+*

等$

$J

%对
?;

例胃癌组织及相应癌

旁组织中的
</'@

含量进行测定! 结果胃癌组织中

</'@ G<:@

的水平显著高于癌旁组织! 且
</'@

G<:@

的表达水平在低分化胃癌中高于高分化胃

癌"

.+0

等$

$$

%用免疫组化法检测
E"

例胃癌组织和
$"

例正常胃黏膜中
</'@

的表达! 结果显示胃癌组织

中
</'@

的表达明显高于正常胃黏膜组织"

</'@

的主要生物学功能是改变细胞的骨架结

构!参与肿瘤细胞的黏附#收缩#移动#黏附结合的解

除# 基质的降解以及对血管和淋巴脉管系统侵入过

程的调控等 $

$!

%

!在肿瘤的研究

中认为其具有增强肿瘤侵袭和

转移作用$

$;

!

$>

%

"

K0*

等$

$?

%在
LK!E

促进胃癌进展的研究中发现!

LK!E

通过使丝氨酸位点磷酸化

而激活下游信号! 使
</'@

增

量表达! 活化的
</'@

使肌动

蛋白细胞骨架重排! 使胃癌细

胞发生迁移" 越来越多的证据

表明!

</'@

与癌细胞生长调控

和迁移侵袭密切相关" 为探讨

</'@

在胃癌细胞迁移中的作

用!本研究用脂质体介导
</'@

转染胃癌
M=.!%";

细胞!通过

半定量逆转录聚合酶链反应和免疫蛋白印迹法检测

胃癌
M=.!%";

细胞
</'@ G<:@

及蛋白质表达水

平!以流式细胞技术及划痕试验检测胃癌
M=.!%";

细胞体外增殖和迁移能力! 结果表明! 沉默
</'@

G<:@

及蛋白质表达后实验组细胞的生长速度明显

减慢! 迁移能力显著下降! 差异有统计学意义
NIO

"9"?P

"

</'@

基因沉默后细胞周期被阻滞在
=

J

Q=

$

期" 这表明特异性干扰
</'@

基因表达可抑制胃癌

M=.!%J;

细胞的迁移能力!并抑制肿瘤细胞增殖"

总之!

</'@

基因不仅与肿瘤细胞的黏附性的改

变密切相关! 而且在促进肿瘤细胞增殖方面起着重

要作用" 特异性干扰
</'@

基因表达可抑制胃癌

M=.!%J;

细胞的迁移能力! 并抑制肿瘤细胞增殖!

因此!

</'@

的
20<:@

序列可能成为治疗胃癌的有

效靶点"
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