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摘 要!#目的$ 探讨慢病毒介导的
'()

干扰%

'()*6

沉默肝肠&钙黏连蛋白
7+,-/.6

基因的胃
癌细胞

89+!.%3/

对化疗药物敏感性的影响' #方法$ 将制备好的
:*'()!+,-#.

慢病毒表达载
体稳定转染

89+!.%3#

细胞
.!;

后! 采用实时定量
<+'

法检测转染后
89+!.%3#

细胞中
+,-#.

基因的表达水平"

=>:?>@A BCD?

检测
+,-/.

蛋白的表达水平" 利用流式细胞仪检测细胞周期!

EFF

法和平板克隆形成实验检测
+,-#.

基因沉默后胃癌细胞
89+!.%3#

对氟尿嘧啶
7&!GHI

的敏
感性'#结果$

'>JC!?*K> <+'

及
=>:?>@A BCD?

检测结果表明
+,-#. K'()

及蛋白在
89+!.%3#

细
胞中表达下调" 实验组

89+!.%3#

细胞周期明显阻滞在
9

3

L9

/

期!

8

期相对减少"

&!GH

处理
89+!

.%3/

细胞
25;

后!

EFF

法和平板克隆形成实验显示实验组增殖抑制显著高于另两组!差异有统
计学意义

7<M3433/6

'

+,-/.

基因沉默的
89+!.%3/

细胞对
&!GH

的敏感性显著增强' #结论$ 以
+,-/.

基因为靶标的
'()

干扰能下调
89+!.%3/

细胞中
+,-/.

的表达! 从而增强其对
&!GH

的化疗敏感性'
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胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 !

!""$h

!"".

年我国胃癌发病率为
$$4/2L/"

万!居恶性肿瘤

第
!

位!严重威胁广大人民的健康#

/

$

' 本文通过合成

Ri!+,-/.!'()*

慢病毒表达载体转染胃癌细胞株

89+!.%"/

! 分析
'()*

对
+,-/.

基因沉默的效率!

进而检测
89+!.%"/

细胞周期及其对
&!GH

的化疗

敏感性! 为下一步进行
'()

干扰
+,-/.

基因治疗

胃癌或作为增敏药物研究提供实验依据#

!

$

'

专
题
报
道
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材料与方法

!"!

主要材料

胃癌细胞株
=>/!?%"9

为华中科技大学同济医

学院附属协和医院动物中心实验室保存! 胎牛血清

和
@ABC 9DE"

培养液购自美国
>1F5(

公司! 实时荧

光定量
A/@

检测试剂盒为大连
G,H,@,

公司产品!

兔抗人
/IJ9?

单克隆抗体为美国
KF5,L

公司产

品! 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗
C6>

购自北

京中杉金桥公司 !

M/N

化学发光试剂盒购自美国

G02*L(

公司"

!"# /IJ#?

基因
31@<K1

序列的设计和合成

针对
/IJ#?

靶基因序列
O>2+P,+Q K552331(+

<(; <BRS"E"D$T

# 利用公用网站按照
@<K1

序列设

计原则$并参照相关文献 %

$

&

$确定靶向
/IJ#?

基因

的
31@<K

序列为
&" !KK>G>KK>>K/KG/KK/>K!

/K/G/>K>G>G/>GG>KG>G//GG/K/GG!$"

$ 由上

海吉凯基因化学有限公司合成同时合成互补链$退

火形成双链
I<K

'

U3@<K

(" 经
JV, C

和
W0( C

双酶

切后与
A.)!6X!""D

载体相连$转化
IJ&!

大肠杆菌

感受态细胞$挑选阳性克隆行
A/@

鉴定$测序正确

后行慢病毒包装)收获)浓缩和滴度测定*

!"$

细胞的培养和转染

胃癌细胞株
=>/!?%"9

细胞培养于含
9"Y

胎牛

血清
@ABC #DES

培养液中$ 置于饱和湿度+

&Y/4

!

)

$?#

的恒温培养箱中培养, 实验共分
$

组$分别是

"

空白对照组-细胞不予任何处理!

#

阴性对照组-

转染不含目的基因的空病毒载体对照!

$

实验组-转

染含目的基因
/IJ#?

的慢病毒载体,取对数生长期

的
=>/!?%S#

细胞$病毒感染前一天按每孔
#$#S

& 个

细胞接种于
!E

孔板中培养$感染当天按实验设计的

组别加入慢病毒颗粒'

B4CZ!S

(进行目的细胞的转

染实验, 转染后
!E0

换正常培养液$

$U

后荧光显微

镜下观察绿色荧光蛋白'

>[A

(的表达情况, 待细胞

长满培养板后收集细胞检测相应指标,

!"% @2,-!\1L2 A/@

检测

收集细胞$离心除去上清液$加入
#L- G@C](-

$

提取总
@<K

$用
5I<K

合成试剂盒反转录合成
5I<K

,

以 此
5I<K

为 模 板 分 别 扩 增
/IJ#?

和 内 参

>KAIJ

,

/IJ#?

引物序列 - 正义
&" !>//KKG/!

/G//G>/G>G>!$"

$反义
&"!>/KK//G>>K>KGG>G>!

K>G!$"

!内参照
>KAIJ

正义
&"! G>K/GG/KK/K>!

/>K/K///K!$"

$反义
&"!/K///G>GG>/G>GK>/!

/KKK!$"

, 设定程序为两步法
@2,-!\1L2 A/@

-预变

性
%&%

$

#&3

! 之后每一步变性
%&%

$

&3

! 退火延伸

DS%

$

$S3

!共进行
E&

个循环,以
!

!%%/\ 表示
/IJ#?

基

因
L@<K

相对表达水平, 实验共重复
$

次,

!"& ^23\2*+ F-(\

检测

细胞弃培养液后
AP=

冲洗
$

次$每孔加入预冷

的
@CAK

细胞裂解液$操作在冰上进行$用
P/K

法

测定蛋白浓度$ 煮沸处理
9"L1+

, 取
&"&6

蛋白行

9"Y=I=!AK>M

电泳$ 采用湿转法将分离后的蛋白

转移至
A:I[

膜上$

&Y

脱脂奶粉室温振荡封闭
90

$

加入
9&_""

稀释的
/IJ9?

一抗
E%

孵育过夜,

GP=G

洗膜
$

次$每次
9"L1+

$漂洗后$加入
9&E """

稀释的

辣根过氧化物酶标记的二抗$

$?%

孵育
!0

$

GP=G

洗

膜
$

次$每次
&L1+

,采用
M/N

试剂盒进行显色发光$

暗室行
W

光片的曝光)显影)定影,

!"'

流式细胞仪检测细胞周期

收集各实验组处于对数生长期细胞$ 胰酶消化

后制成单细胞悬液$ 使细胞密度为
9$9"

D 个
`L-

$加

入到预冷的
?&Y

冰乙醇中$

a!S %

固定过夜$次日弃

乙醇$

AP=

洗涤细胞$

@<K

酶消化后加入碘化丙啶

'

AC

(进行细胞的
I<K

染色$避光孵育后通过流式细

胞仪分析细胞的
I<K

含量分布$计算出各个细胞所

占百分率, 实验共重复
$

次,

!"( BGG

法检测干扰
/IJ9?

后
=>/!?%S9

细胞对

&![b

的敏感性

收集各实验组处于对数生长期细胞$接种于
%D

孔板$每个样本设
$

个复孔$细胞贴壁后$加入不同

浓度的
&![b

'

S

)

!&

)

&S

)

9SS

)

!SS&6`L-

(培养
E_0

$每

孔加入
!S&-

的
BGG

'浓度为
&L6`L-

($置于恒温箱

E0

后$吸去上清液$每孔加入
!SS&- IB=4

终止反

应!振荡
9SL1+

$用全自动酶标仪
E%S+L

检测吸光度

值'

K

值(, 抑制率'

Y

(

ZO9aK 实验组`K 对照组T$9SSY,

!")

平板克隆检测干扰
/IJ9?

后
=>/!?%S9

细胞

对
&![b

的敏感性

取生长良好的
$

组实验细胞$ 制备获得单细胞

悬液后进行细胞计数$ 调整细胞密度为
ESSc9 SSS

个
`L-

$细胞接种于
D

孔板$每个样本作
$

个复孔, 细

胞贴壁后 $ 加入不同浓度的
&![b

'

S

)

!&

)

&S

)

9SS

)

$!!
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!"#$%& ' ()* *+,%&--"./ 0*1*0 .2 34567 89:; </= ,%.>*"/ "/ ?@A!7BC6 D*00- >%</-2*D>*= E">)

FG!A4567!HI;" =*>*D>*= JK H*<0!>"8* LAH M;N </= O*->*%/ J0.>PQR

!""!9?+6

"!置于饱和湿度#

&@)A

!

#

$B!

的恒温培养

箱中!培养至肉眼可见的克隆时!终止培养$ 用
<CD

浸洗
!

次! 加入
E@

的多聚甲醛溶液室温下固定

F&+27

!弃去固定液!用
<CD

浸洗
!

次!加入结晶紫

染色液染色
!G+27

$ 洗去染液!空气中干燥后拍照计

数$ 克隆形成抑制率
H@I J

%

#K

实验组克隆数
?

对照组

克隆数"

"FGG@

$

6ST

统计学处理

以
D<DDF!>G

软件进行统计学

分析$ 计量资料数据采用
!#L

表示&

多组间连续变量比较用方差分析'

检验水准
"JG>G&

'

!

结 果

US6 )MN#B

在
DO)$B%G#

细胞中的

表达

将构建成功的
PQ$)MN#B$RST2

慢病毒表达载体感染
DO)$B%G#

细

胞后!荧光显微镜下可见明显绿色荧

光蛋白表达 %

U29:./ #

"'

R/-6$32+/

<)R

和
V/L3/.7 56*3

检测结果显示!

实验组
)MNFB

基因和
)MNFB

蛋白

的表达水平与空白对照组和阴性对

照组相比明显下降!差异具有统计学

意义%

<=">"&

"&空白对照组和阴性对

照组相比差异无统计学意义 %

<W

">"&

"%

U29:./ !

"'

USU

流式细胞仪检测细胞周期

对细胞周期影响的检测结果显示!实验组
DO)$

B%"F

细胞与空白对照组和阴性对照组细胞相比!

D

期细胞百分比相对减少!

O

"

?O

F

期百分比相对增加!

差异有统计学意义%

<=">"&

"&

O

!

?X

期百分比变化不

大!差异无统计学意义%

<W">"&

"&空白对照组和阴性

对照组两组细胞比较!各期细胞百分比变化不大!差

异无统计学意义%
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干扰
/?@9A

基因表达后
BC/!A%"9

细胞

对
&!DE

的敏感性

FGG

法检测结果经随机区组资料的方差分析

显示!未经药物干预的三组细胞!实验组细胞的增殖

能力明显减弱! 空白对照组和阴性对照组细胞的增

殖能力未见明显差别 ! 差异有统计学意义 "

DH

&I;$J&

!

KL";""9

#$ 经不同浓度的
&!DE

干预后!

$

组

细胞对不同浓度的
&!DE

敏感性均有所提高! 并且

随药物浓度的增加
&!DE

对细胞的抑制率也增加!

呈现出剂量依赖性% 实验组细胞对不同浓度的
&!DE

敏感性显著高出空白对照组和阴性对照组细胞"

DH

&$$;MMJ

!

KL";""9

&'

D16)*2 M

&%

679

对
BC/!A%"9

细胞克隆形成的影响

平板克隆形成实验检测结果经随机区组资料的

方差分析显示!未经药物干预的
$

组细胞!实验组细

胞的集落生成数明显下降! 实验组与空白对照组和

阴性对照组相比较!差异有统计学意义"

DH!$;$M!

!

KL";""9

&$ 经不同浓度的
&!DE

干预后!

$

组细胞在

不同浓度的
&!DE

作用下!克隆形成的抑制率也不断

提高! 呈现出剂量依赖性% 当
&!DE

药物的浓度由

9""!6NO-

增长至
!""!6NO-

时! 克隆形成的抑制率

虽有所增加!但结果无统计学差异"

KH";"%A

&% 实验

组与空白对照组和阴性对照组比较! 差异有统计学

意义"

DH9!!;J"P

!

KL";""9

&"

G,Q-2 !

!

D16)*2 &

&%

$

讨 论

我国早期胃癌的检出率较低! 多数为进展期胃

癌患者!虽然胃癌的综合治疗手段有所提高!但术后

仍有较高的复发转移率% 肿瘤的发生发展是多种因

素共同作用的结果! 探索肿瘤的分子靶向治疗有望

成为一种新的治疗手段%

/?@9A

基因位于染色体的

JR!!;9

! 在结构和功能上不同于其他如
S!5,T02*1+

(

<!5,T02*1+

等经典钙黏蛋白! 它不依赖于细胞骨架

的相互作用! 而是具有
/,

!U依赖性嗜同种细胞间的

粘附功能! 是对经典的钙黏蛋白和桥粒钙黏蛋白功

能的补充! 属于钙黏连蛋白超家族中的特殊一员)
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'()*+

参与肝脏和胃肠道的发育过程!受同源异型

框转录因子"

'(,!!

#的调控 $

&

!

-

%

!成年后表达下降或

消失$

+

%

&

'()*+

也是早期筛选胃肠道腺癌的肿瘤标

志物$

.

!

%

%

& 本课题前期研究表明
'()*+

基因过表达

可增强胃癌细胞的增殖'侵袭和迁移能力!并促进胃

癌的发生及发展$

*"

%

(

'()*+

与胃肠道肿瘤的
/01

分

期'淋巴结的远处转移密切相关!是作为胃肠道肿瘤

预后的独立影响因素&

化疗是恶性肿瘤重要的综合治疗措施之一!化

疗药物的作用主要是通过损伤
(02

'诱导细胞凋亡

和抑制细胞增殖! 从而发挥抗肿瘤作用& 然而肿瘤

细胞对化疗药物的耐药是影响胃癌患者化疗效果的

重要原因! 研究肿瘤的耐药机制对提高化疗药物的

敏感性具有重要意义&

&!34

是最常用的抗肿瘤药

物!也是胃癌化疗的首选药物&

&!34

为不典型的细

胞周期特异性药物! 通过抑制胸腺嘧啶核苷酸合成

酶!阻断脱氧嘧啶核苷酸转换成胸腺嘧啶核苷酸!干

扰
(02

合成&主要抑制
5

期细胞!阻滞
6

*

期细胞向

5

期转化进程$

**

%

& 由于
&!34

对
702

的合成也有一

定的抑制作用!对其他各期细胞也有效&

7028

技术

是通过在细胞中导入与内源性
9702

编码区同源

的双链
702

! 该
9702

与特定的核蛋白形成
702

诱导沉默复合体 )

702!8:;<=>; ?8@>:=8:A =B9C@>D

!

7E5'

*!与目的
9702

互补结合后!阻断蛋白质的翻

译过程!导致转录后基因表达沉默!从而抑制该基因

的功能&

本实验选用
&!34

对
'()*+

基因沉默后的胃癌

细 胞 株
56'!+%"*

进 行 药 物 敏 感 性 实 验 后 发 现

'()*+

基因沉默能明显提高胃癌细胞株
56'!+%"*

对
&!34

的敏感性!增加了药物的抑制率& 结合细胞

周期检测结果发现实验组
56'!+%"*

细胞周期明显

阻滞在
6

"

F6

#

期!

5

期相对减少! 抑制了肿瘤细胞的

增殖&细胞增殖是通过细胞周期来实现的!肿瘤细胞

的增殖异常是肿瘤发生的重要环节! 阻滞细胞周期

即能起到阻止肿瘤细胞增殖的目的& 相关实验证实

'()#+

基因干扰后可引发调控细胞周期相关蛋白

表达的变化! 具体是
'()#+

蛋白表达下调可降低

'G=@8:(#

蛋白的表达!并使
7H

蛋白表达增高!从而

使
6

I

F6

*

期细胞百分比明显增多!

5

期细胞百分比减

少$

*!

%

&凋亡受阻可以增加细胞的突变概率!进而诱发
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肿瘤的发生!

#$

"

# 诱导凋亡能使有缺陷细胞及老化细

胞发生自体吞噬# 有研究证实$

/=>9?

基因干扰后

下调
/=>9?

蛋白的表达水平能明显激活
@AB$!

蛋

白的活性$ 提高
5,3C,32!$

剪切大亚基蛋白的表达$

诱发凋亡的发生!

9!

"

%

&!DE

诱导肿瘤细胞凋亡主要是

通过激活
5,3C,32!F

实现的 !

9G

"

# 以上研究可以得出

/=>9?

基因沉默和
&!DE

具有协同效应& 因此提高

了肿瘤细胞对化疗药物的敏感性%

综上所述&本研究初步证实胃癌细胞中&

/=>9?

和
&!DE

共同作用可抑制肿瘤细胞的增殖能力并增

强
&!DE

的敏感性& 为胃癌的联合治疗提供了一定

的理论基础% 然而肿瘤的增殖和凋亡过程是由多种

相关因子通过复杂的网络化调节而形成的& 应综合

分析其他多种因素在这一过程中所起的作用%
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