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摘 要!$目的% 探讨
;<=

基因对胃癌
>?.!%"@

细胞增殖和凋亡的影响& $方法% 设计及合成
;<=

的
20=:B

序列"

C0D'-14E+F0*1

G>

!H""

转染
>?.!%"@

细胞& 通过
=GIJ.=

'

K12E1)* L,'E

检测
;<=

在干扰后的
F=:B

和蛋白的表达情况" 利用流式细胞仪检测细胞周期"

KMG!#

法检测细胞
增殖活性"

GN:OC

法检测细胞凋亡情况& $结果%

;<= F=:B

和蛋白表达"观察组较对照组和空
白组显著降低"差异有统计学意义

PJQH9HAR

&观察组细胞的生长速度明显减慢"细胞周期被阻滞在
?

H

S?

$

期"

M

期细胞数减少"差异有统计学意义
PJQ"9"AR

&转染
;<=!20=:B

的
>?.!%"@

细胞的增殖
能力明显受到抑制

PJQ"9"AR

"且明显促进了细胞的凋亡"差异有统计学意义
PJQ"9"AR

& $结论% 特异
性干扰

;<=

基因表达可抑制胃癌
>?.!%"@

细胞的增殖" 并促进肿瘤细胞凋亡&

;<=

的
20=:B

序列可能成为治疗胃癌的有效靶点&

主题词!胃肿瘤
T ;<=T 20=:B

(细胞增殖(细胞凋亡
中图分类号!
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胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一" 尤其是

晚期胃癌治疗棘手" 现今寻求对胃癌有效的治疗方

法和药物已势在必行$

$f@

%

& 肿瘤基因是目前研究的热

点" 有研究发现
;<=

可明显促进肿瘤细胞凋亡"使

细胞活力下降"有望成为一种新型的抗肿瘤药物$

dfV

%

&

本研究试图通过探讨
20=:B

沉默
;<=

基因对胃癌

>?.!%H@

细胞增殖及凋亡的影响"为进一步以
;<=

基因为靶点的胃癌基因治疗提供理论依据&

#

材料与方法

0!0

主要材料

>?.!%H@

细胞由南京凯基生物科技有限公司

提供(

=J>c #VdH

培养液'胰蛋白酶均购自美国
?0^!

4'

公司( 胎牛血清购自杭州四季青公司"

G=cg',

和

C0D'-14E+F0*1

G>

!HHH

脂质体转染试剂购自美国
c*!

a0E)'51*

公司(

=G_J.=

两步法试剂盒购自
G+;+=+

公司"

B>8

逆转录试剂盒由重庆将来试剂公司提

A%%
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&'()

合成试剂盒购自日本
*+,+-+

公司!

./0!

()

基因片段购自广州锐博生物科技有限公司!兔

抗人
1'0

多克隆抗体购自上海未峰生物技术有限

公司!阳离子脂质体试剂
23/4567&89:/;7!!"""<

购自

美国
=;>/8?5@7;

公司!

*A(B3

细胞凋亡检测试剂盒

购自北京中衫生物公司
C

丽春红染液购自广州晶欣

生物科技有限公司"

0=D)

蛋白裂解液及
-E)

蛋白

定量试剂盒购自江苏碧云天公司!

BE3

试剂盒购自

美国
*F7?:5

公司"

!"# ./0()

设计!合成及转染

依据文献#

G

$%

1'0 ./0()

序列为&

H"!IEE)E!

E)AIAAEAEA))A)**!J"2

正义链
<

%

H"!A)AA)I)!

I))E)AIIAIIE)*!J"2

反义链
<

!阴性对照组
./0(!

)KE0 2.&?9:LM7 ./0()<

序 列 为 &

H" !AAEAEE!

I))EIAIAE)EIA**!J" 2

正 义 链
<

%

H" !)EIAI)!

E)EIAAEII)I))**!J"2

反义链
<

" 均由上海吉玛化

学公司合成%

NIE!%OJ

细胞培养于含
$O#

小牛血清

的
0DN= $PQO

完全培养液'

JG$

恒温(

HR E+

!

(饱和

湿度)中* 每
JSQT

传代
$

次%取对数生长期细胞用

于实验* 按
$%$"

H 个
&

孔将胃癌
NIE!%"J

接种于
!Q

孔板中% 当融合率达
G"'

时以脂质体法进行转染*

转染时分为
J

组&转染
4I7;7./M!$!1'0!./0()

载体

者为
NIE!%"J &1'0./0()

组
2

观察组
<

%转染随机对

照载体者为
NIE!%"J & &5;8?5M

组'对照组)%未转染

的胃癌
NIE!%"J

细胞为
NIE!%"J

组'空白组)* 于

转染后
Q%F

进行
0()

干扰效应的检测*

!"$

半定量
0*UDE0

检测

弃培养液后
D-K

冲洗细胞
J

次%用
*0=V5M

法提

取总
0()

% 通过
&'()

合成试剂盒反转录合成
&'!

()

* 分别扩增
1'0

和内参
I)D'W

*

1'0

上游引

物&

H(!E*IIE)*II*E*XE*I*I))IE)!J)

%下游引

物&

H"!))*)EE)I*II)*I*I)*IEII!J"

% 扩增产

物
GYHL4

!内参照
I)D'W

上游引物&

H"!EI*II))I!

I)E*E)*I)EE)!J"

% 下 游 引 物 &

H" !*EE)!

IIII*E**)E*EE**I!J"

%扩增产物为
H"YL4

*

DE0

反应条件为
YQ$

变性
!:/;

%按
YQ$

变性
QH.

+

P!$

退

火
$:/;

(

G!$

延伸
$:/;

进行反应%循环
JH

次%再于

G!$

延伸
%:/;

,

!'

琼脂糖水平板电泳%

$""Z

电压电

泳
QH:/;

, 用凝胶自动成像及分析系统
2

法国
Z=<

进

行吸光度扫描%用
1'0

吸光度
[I)D'W

吸光度值作

为
:0()

表达的相对强度, 以上实验重复
J

次,

!!% \7.87: -M58

检测
1'0

的表达

收集细胞提取蛋白并用紫外分光光度法测定蛋

白质含量, 裂解后加入
J%

加样缓冲液混匀%沸水中

煮
#O:/;

% 离心
2#O OOO? &:/;

%

?]QOO::

%

H:/;<

, 经

#H'

的
K'K

聚丙烯酰胺凝胶电泳后, 采用半干转膜

法% 在转移槽中将蛋白从凝胶中的蛋白转移至硝酸

纤维膜
2(E<

,上电压
!OZ

%

#!:/;

,丽春红染液预染并

标记蛋白分子量,

*-K*

缓冲液洗膜%加
*-K*

缓冲

液稀释的兔抗人
1'0

多克隆抗体
2#*!OO<

作为一抗%

Q$

孵育过夜, 加碱性磷酸酶标记
=@I2#*! OOO<

作为

二抗%室温孵育
!F

%

D-K

洗涤%并采用
BE3

法检测,

以上实验重复
J

次,

!"&

流式细胞仪检测细胞周期

O^!H'

胰蛋白酶消化细胞%

# OOO? &:/;2

离心半径

为
#G&:<

离心
H:/;

去除培养液%

D-K

洗涤
#

次%弃

上清并收集细胞%用冰
D-K

洗
!

遍%

%OR

乙醇
Q$

过

夜%

D-K

漂洗
J

次%固定后的细胞用
D-K

洗涤%并重

悬于含
O^#:@ &:M

碘化丙啶中室温避光染色
JO:/;

%

采用流式细胞仪检测细胞周期, 以上实验重复
J

次,

!"'

水溶性四氮唑
2\K*!#<

检测细胞增殖

分别取观察组(对照组和空白组细胞%调整细胞

数为
#+#O

Q 个
[:M

%取
!OO"M

接种于
YP

孔细胞培养板

中,分别于培养
!Q

(

Q%

(

G!F

后加入
!O"M \K*!#

试剂

继续培养
QF

%然后用酶标仪检测
QHO;:

波长各孔的

光密度值'

'

QHO

<

%每组设立
J

个复合孔, 计算增殖抑

制率, 增殖抑制率'

R

)

]

#

#U

观察组
'

QHO

值
[

对照组

'

QHO

值$

%#OOR

,

!!( *A(B3

法检测细胞凋亡

转染
Q%F

后%分别收集观察组(对照组和空白组

细胞进行细胞爬片%做
*A(B3

染色
2

方法参照产品

说明书
<

检测细胞凋亡%凋亡细胞细胞核呈棕黄色%

每张爬片在高倍镜下分别计数上(下(左(右(中
H

个

视野的穿膜细胞数%凋亡率'

R

)

]

凋亡细胞数
[

细胞

总数
%#OOR

,

!")

统计学处理

计量资料均用
!,.

表示%各组间差异采用
KDKK

##^H

软件包进行单因素方差分析% 两组间连续变量

比较用
8

检验%多组间连续变量比较用方差分析%协

方差校正%

-.O^OH

为差异有统计学意义, 双侧检验

水准
#]O^OH

,

H%Y
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结 果

!"# ;<=!20=:>

抑制
;<= ?=:>

的表达

与对照组和空白组比较 !

;<=!?=:>

表达的

=@AB.=

检测观察组见条带明显变窄! 观察组和对

照组以及观察组与空白组之间差异均有统计学意义

CBD"9"EF

" 见图
$

#表
$

"

!"! 20=:>

抑制
;<=

蛋白的表达

与对照组和空白组比较! 观察组
;<=

蛋白表

达的
G12H1)* I,'H

检测显示条带明显变窄! 其灰度

值比较差异有统计学意义
CBD"9"EJ

!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
K

"

LK

#

期观察组较对照组和空白组略有增加!

M

期略有减

少"观察组与对照组#空白组之间差异有统计学意义

CBDN9NEJ

!

O

期细胞无明显变化! 差异无统计学意义

PBQN9NEJ

" 说明有明显的
M

期阻滞
C

表
!J

"

!%& ;<=

基因沉默对细胞增殖的抑制效应

;<=!20=:>

对
OK.!%NR

细胞增殖有明显的抑

制作用! 呈现明显的时间依赖性! 观察组转染细胞

!S/

后出现明显的生长抑制!

S%/

后抑制作用明显增

强!差异具有统计学意义
CBDN9NEJ

!但对照组和空白

组质粒对
OK.!%NR

细胞没有生长抑制作用
C

表
RJ

"

!%' ;<=

基因沉默对细胞凋亡的影响

@T:UV

检测显示!观察组#空白组和对照组的

凋亡率分别为
#%9!RW"E9SNW

#

X9!YW"!9$!W

#

X9SZW

"!9RZW

!

;<= 20=:>

的凋亡细胞明显增加 $图
R

%!

差异有显著性
PBDN9NEF

!而空白组和对照组细胞凋亡

率差异无统计学意义
PBQN9NEF

"

R

讨 论

;<=

是介导血管内皮生长因子在肿瘤新生血

管形成中发挥功能的特异性受体&

%

'

"

;<=

既在多种

恶性肿瘤$包括胃癌细胞%中有较高水平表达!又可

图
# =@[B.=

检测
OK.!%NR

细胞中
;<=!?=:>

的表达

$NNN\]

XEN\]

ENN\]

!EN\]

$NN\]

;<=

O $ ! R

K>B<^

表
# 20=:>

转染沉默
;<=

基因
S%/

后蛋白
L

?=:>

的比较!

!"2

"

组别
;<=

蛋白
C;<=L!!+4H0*J

;<= ?=:>

C;<=LK>B<^J

"

空白组
#9S%"N9#N N9SY"N9NS

#

对照组
#9EN"N9#! N9S%"N9NR

$

观察组
N9YS"N9NE N9R!"N9N!

H

$_2%

%9RZEZ

`

Z9E%SN

`

H

$_2&

X9SZ$$

`

X9Z%Z$

`

`

aBDN9NE

"

图
! G12H1)* I,'H

检测
OK.!%NR

细胞中
;<=

蛋白的表达

!Sb<

SRb<

;<=

!!+4H0*

空白组 对照组 观察组

表
! 20=:>

抑制
;<=

表达对
OK.!%NR

细胞
周期的影响!

!"2

#

*#R

"

`

aBDN9NE

"

组别

%

空白组

&

对照组

$

观察组

H

$_2%

H

$_2&

K

N

∕
K

$

期

EE9R"!9Y

EE9R"!9$

ZY9E"!9%

Z9$N$!

`

X9N!X$

`

M

期

RZ9!"!9$

RZ9X"!9R

!N9R"$9R

$$9$ENN

`

$N9XE$N

`

K

!

∕
O

期

%9S"N9X

Y9Z"$9R

$N9$"$9Z

$9Z%ZN

`

$9S!%!

`

表
R ;<= 20=:>

对
OK.!%NR

细胞增殖抑制率的影响!

W

"

`

a BDN9NE

(

!

a

与
!S/

和
X!/

比较!

BDN9NE

"

组别

%

空白组

&

对照组

$

观察组

H

$_2%

H

$_2&

!S/

N"N9RN

N"N9SN

$$9ZN"!9YN

Z9%Y$S

`

Z9%ZR!

`

S%/

N9RN"N9!X

N9RN"N9!%

S$9ZN"E9XN

!

$!9EREN

`

$!9ERSN

`

X!/

N9EN"N9SR

N9SN"N9E$

E$9ZN"Z9%N

$!9Y%YN

`

$R9NNSN

`

EYN
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!观察组出现大量的凋亡细胞"棕色阳性信号位于细胞核#

'

$

(

!对照组和空白组未见凋亡细胞%

在血管内皮细胞表达" 且表达水平与组织及细胞的

增生状态有关&

)*$$

'

% 血管内皮细胞通常情况下更新

缓慢"

+,-

受体表达很低" 而肿瘤组织中的血管内

皮细胞增殖状态比较活跃"所以
+,-

主要表达于增

生活跃的肿瘤细胞以及创伤修复组织中" 正常组织

几乎不表达&

$!

"

$.

'

% 我们利用肿瘤与正常组织中血管

内皮间
+,-

表达的差异性" 设计及合成
+,-

的

/0-12

序列 "

304567(8&90:7

;<

!=""

转染
<>?!%=.

细

胞"结果显示"观察组转染细胞
!@A

后出现明显的生

长抑制"

@%A

后抑制作用明显增强"但对照组和空白

组质粒对
<>?!%=.

细胞没有生长抑制作用%

+,-

在细胞生长和分化中起重要作用"

+,-

以

自分泌形式直接作用于肿瘤细胞促进细胞的增殖$

凋亡&

$@

"

$B

'

% 本研究发现在转染
+,- /0-12

的
<>?!

%=.

细胞中"出现细胞皱缩$核固缩以及凋亡小体形

成等细胞凋亡的典型特征"而在未转染
+,- /0-12

的对照组和空白组未出现细胞凋亡特征% 因此可以

利用
+,-!/0-12

基因特异性地表达于高度增殖的

肿瘤细胞" 而对正常组织细胞影响较小的特点来抑

制肿瘤细胞的生长%

有研究报道"

+,-

对人胃癌细胞及血管内皮细

胞的增殖$凋亡具有重要的调节作用&

$C

'

%黄宗海等&

$D

'

研究通过从细胞形态$细胞膜结构$细胞
,12

含量

分布等方面观察
+,-

基因对胃癌细胞的影响"结果

显示
+,-

基因可以诱导胃癌细胞的凋亡%本研究结

果也进一步证明了这个观点% 总之" 特异性干扰

+,-

基因表达可抑制胃癌
<>?!%=.

细胞增殖并促

进凋亡" 因此"

+,-

的
/0-12

序列可能为胃癌的治

疗提供新的思路%
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