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摘 要!%目的& 探讨
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基因沉默对人大肠癌细胞体内外增殖及侵袭能力的影响'%方法&

筛选并建立
&'()!

基因沉默的
./012'-

细胞系#荧光定量
345673

和
/89:8;< =>?:

检测干
扰效率#

77@0

法检测
!&'()!

对
./0"2'-

增殖能力的影响#流式细胞仪检测细胞周期#侵袭
小室实验检测其对

./0"2'-

侵袭能力的影响#裸鼠皮下成瘤实验和脾注射法体内转移实验
检测
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基因表达沉默对
./0"2'-

在体内增殖(侵袭能力的影响' %结果&

&'()!

基因
沉默后显著抑制

./0"2'-

在体内外增殖(转移及侵袭能力)

6A"BC-

*' %结论&

&'()!

与大肠
癌多种恶性生物学功能的调控密切相关"可能是潜在的治疗靶点'
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*家族"其能够促进肌动蛋白单体聚合

成二聚体"生物学功能与肌动蛋白密切相关%

*

&

' 研究发

现
D3&9

家族在肿瘤细胞的侵袭和转移方面起到了重

要的作用 %

!jb

&

' 在我们的前期研究中" 采用
ENNaW8:;Id

UP

,

Z*%% 6>V9 %+C

原位合成寡核苷酸芯片"筛查与

大肠癌转移相关基因" 利用文献挖掘的生物信息学

方法%

-

&对所筛查到的基因进行分析"发现
&'()!

与

大肠癌的转移密切相关' 为了进一步了解其生物学

功能" 在本研究中" 我们通过
3(EI

技术" 下调

./b0C2'-

细 胞
^

我 们 前 期 用 人 大 肠 癌 细 胞 株

./b0C

在裸鼠回盲部反复接种"经
-

次以上筛选获

得的具有高选择肝脏转移特性的
./b0C

亚系 %

F

&

f

中

&'()!

基 因 表 达 " 观 察
&'()!

基 因 沉 默 前 后

./b0C2'-

细胞的体内外增殖及侵袭能力的变化"

进一步研究该基因在大肠癌侵袭和转移中的作用'

专
题
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材料与方法

!"!

材 料

<=>?"@AB

细胞株来自南方医科大学病理学研

究室存种!

<CD

级
>EF

周龄裸鼠购自南方医科大学

动物实验中心! 针对
DA;G!

的
2/H;I

质粒载体

"

DA;G!!2/H;IJ

和空白质粒 "

C51*120,!#

#由南方医

科大学病理学研究室构建$

$

%

&

,0K'-14L+M0*1NA!"""

及

3KL0!AOA

培养基均购自
P*Q0L)'51*

公司!

DA;G!

和

RICST

引物用
C)0M1) B:"

软件自行设计'上海英骏

生物技术有限公司合成!

ANN

和
R>8?

购自
<05M+

公司! 鼠抗人
DA;G!

单克隆抗体购自
IU*'Q+

公

司!

RICST

单克隆抗体购自
<+*L+ .)(V

公司! 侵袭

小室购自
./1M04'*

公司&

!"#

方 法

8:!:8

细胞培养

人大肠癌细胞株
<=>?W@AB

培养于含
8""

胎

牛血清的
HCAP!8F>"

培养基' 在
%$#

(

B".3

!

细胞

培养箱中培养&

8:!:!

细胞转染及克隆筛选

使用脂质体法转染
DA;G!!2/H;I

和
C51*120,!8

质粒进入
<=>?"@AB

中' 将转染后细胞孵育
>?/

后

加入含
R>8?

的培养液进行筛选& 筛选培养
!

周后

可见抗性克隆长出'挑取单细胞克隆转入
!>

孔板继

续培养'逐渐扩大培养'

>

周左右可获得稳定干扰细

胞&然后行后续鉴定和实验&稳定转染
DA;G!!2/H;I

细胞为实验组称为
<=>?"@AB!2/DA;G!

组'空白组为

<=>?"@AB!M'4X

'对照组为
<=>?"@AB

&

8:!:% H1+,!L0M1 C.H

按照逆转录试剂盒操作程序进行逆转录反应&

以
RICST

为内参进行
H1+,!L0M1 C.H

实验' 引物

)

N+U,1 8

*应用
AY%"""C

定量
C.H

仪
Z<L)+L+51*1J

'所

有实验均重复
%

次'阴性对照不加模版& 以
D',[2 \

!

]!!.L 表示实验组与对照组目的基因表达的倍比关

系 $

?

%

'公式如下+

!!.L\ Z.L

DA;G!

].L

RICST

J实验 组]Z.L
DA;G!

]

.L

RICST

J对照组'重复
%

次实验'计算平均值&

8:!:> =12L1)* U,'L

样品各取
BW"5

蛋白质' 与
!$<S<

上样缓冲液

8%8

混合'

8W^ <S<!CIRO

电泳&电泳完毕后'采用湿

转法转至
C9SD

膜上&

C9SD

膜用
!WM,

封闭液室温

孵育
8/

'倒去封闭液'加入鼠抗人
DA;G!

单克隆抗

体
Z8%BWW

稀释
J

和鼠抗人
RICST

多克隆抗体
Z8%!WW

稀释
J>&.

孵育过夜'

N_<N

洗膜后'加入
THC

标记的

抗鼠二抗
Z8%>WWW

稀释
J

室温孵育
8/

'

N_<N

洗膜后'

加入化学发光试剂孵育
8M0*

'凝胶电泳成像系统进

行分析&

8:!:B ..`?

法检测细胞体外增殖活性

将细胞以
8W

% 个
@

孔的密度接种于
aF

孔板'每

组设
%

个复孔& 在第
8'B[

每天取样' 细胞加入

..`?

溶液 '

%$#

继续培养
%/

& 用酶标仪在波长

>BW*M

处检测每孔的吸光度值
ZI>BWJ

& 实验重复
%

次'取平均值&

8:!:F

流式细胞术分析细胞周期及凋亡

C_<

清洗经消化收集的细胞' 调整细胞密度为

8$8W

F 个
@M,

& 将细胞悬液转移至试管中'加入
DPN.

标记的
CP

溶液 ' 轻轻混匀 & 室温避光放置
8W'

8BM0*

'加入
>WW",

缓冲液'将全部液体转移至
D.A

分析用试管'进行
D.A

分析&

8:!:$

细胞体外侵袭实验

在
_'6[1*

侵袭小室的上室中加
%WW",

无血清

的
HCAP!8F>W

培养液'置于培养箱中孵育
8E!/

& 制

备细胞悬液 ' 密度为
W:B$8W

F

E8:W$8W

F 个
@M,

& 加

BWW",

含
8W"

胎牛血清的培养液于下室中'加
%WW",

细胞悬液于上室中'培养箱中培养
>?/

& 取出小室'

吸掉培养液' 轻轻擦掉未穿过的
O.A+L)0Y

膜的细

胞'中性甲醛固定'苏木素染色& 在
!WW

倍光镜下随

机取
B

个视野计数'取其均值代表浸润力量值&

8:!:?

皮下成瘤实验

细胞用胰酶消化制成单细胞悬液'无血清的培养

基洗
%

遍后'细胞计数& 取裸鼠
F

只'分别将
<=>?W@

AB!2/DA;G!

组和
<=>?W@AB!M'4X

组细胞
B$8W

F 个

皮下注射于裸鼠左下背侧皮下和右下背侧皮下'连续

观察
%W[

' 用
GN!aAI.PA<b<CcG<

整体荧光体视镜

采集(

PCCB:W

软件分析
RDC

发出的荧光信号' 并用

PCCB:W

软件计算肿瘤的面积&

8:!:a

体内转移实验

调整细胞悬液密度为
!$8W

$ 个
@M,

& 无菌条件

下'

8^

戊巴比妥钠
ZW:8M,@X5J

腹腔注射麻醉裸鼠'取

$%&'( ! )*+,(* -(./(01(- 23 4(0(-

R1*1 <1d(1*41

G1*5L/

ZUKJ

RICST B(!I.RRINNNRRN.RNINNRRR.R!%(

!8!

B(! .N..NRRIIRINRRNRINRR !%(

DA;G! B(!NIIN.IR.INNIR.INNN.NRIRR!%(

8>B

B(!IRRIRIRNIIRR..IRRNN..!%(
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1234567:!0.;7<=> )%$$0 #/ -$+? )/(+@%(A/

;*BCA% D 1)A%%,*,B +- (.% @+0( %--%)(*E% )$+,% #/ F%"$ !*@% GHF

左侧腹
!&'(!&)*+

切口进腹! 结扎"切断脾胃韧带#

将脾脏完全显露于腹腔外#从脾脏上极进针#进针深

度
#,"*+

以上 # 分别注入
-./0'12)!345267!

或

-./0"12)!+8*9

细胞悬液
)"!:

#注射时间为
#+;<

!

可见注射部位脾被膜发白肿胀# 拔出针头后即用棉

球压迫#轻轻按揉
)+;<

! 结扎"切断脾蒂#移除脾脏#

%!'

丝线单层间断缝合腹壁! 每组接种
#'

只裸

鼠# 术后继续在
-=5

条件下饲养! 利用
7>!

?2@AB2-C-=D7-

整 体 荧 光 体 视 镜 采 集 "

B==)&"

软件分析
E5=

发出的荧光信号#实时活

体观察癌生长情况#

!

个月后处死裸鼠#利用整

体荧光体视镜结合病理学方法观察裸鼠转移

的情况!

DIJ

统计学处理

应用
-=--F?,'

软件进行数据分析#侵袭实

验采用单因素设计的方差分析#体外增殖实验

和皮下成瘤实验采用重复测量设计的方差分

析!

=G',')

为差异有统计学意义!

!

结 果

>ID HIJ:!K;+I =AH

及
.I3KIL< M:8K

检测
5267!

的表达

利用荧光定量
H>N=AH

检测的表达情况#

结果表明稳定转染的
-./0'O2)!345267!

细

胞 中
5267! +H6@

的 表 达 明 显 下 降 # 与

-./0PQ2)!+8*9

细胞相比 # 约 减 少 了
$!R

$

5;STLI F

%! 利 用
.I3KIL< M:8K

进 一 步 验 证

5267!

蛋白表达情况# 结果亦显示干扰组中

5267!

蛋白表达明显下降$

5;STLI !

%!

>I> !5267!

表达的下调抑制大肠癌细胞体外

增殖

5267!

基因表达沉默后#

AAU0

法观察体

外细胞的增殖情况#结果显示与空白组及对照

组相比 # 实验组组增殖减慢 $

5V#W&/?$

#

=V

P&PP#

%# 对照组与空白组之间无统计学意义

$

5;STLI %

%! 流式细胞术分析细胞周期#数据显

示#

5267!

基因沉默后# 细胞周期中
E

P

QE

#

期

细胞比例明显增加$

=VP&PP#

%#

-

期的比例明显

减少$

=VP&PP#

%#

E

!

Q2

期细胞比例略有增加#但

差异无统计学意义$

=VP&P0$

%#说明
5267!

基

因的沉默抑制了细胞的增殖速度 $

>JM:I !

%! 提示

5267!

表达下调抑制大肠癌细胞的体外增殖能力!

>IJ 5267!

表达下调抑制大肠癌细胞体外的侵袭

能力

X8YZIL<

实验检测细胞侵袭能力结果显示 #

-./0"Q2)!+8*9

细胞的浸润力量值为
?$&/%"0&"$$

#

F&)

F&"

"&)

"

-./0"Q2)

-./0"Q2)!+8*9 -./0"Q2)!345267!

H
I
:
J
K
;
[
I
\
T
J
<
K
;
K
Y

;*BCA% > K9%,(*-*)"(*+, +- ;7<=> LA+(%*, %MLA%00*+,

#/ 2%0(%A, #$+(

5267!

E@=]^

;*BCA% J H%$$ BA+?(. )CAE% +- 12N4567:

!

12N4567:!

@+)O ",9 12N4567:!0.;7<=> )%$$0

F ! % / ) W $

>;+I_ZJY3`

-./0'O2)

-./0'O2)!+8*9

!,'

#,0

#,W

#,/

#,!

#,'

',0

',W

',/

',!

'

a
]

-./0'O2)!345267!

AI::3 E

'

OE

#

bR` -bR` E

!

O2bR`

-./0PO2)!+8*9 /$cP)/"%,/#0 W%,PPP"!,/P! )0,/%P"#,$W)

-./0PQ2)!5267! W0,$?!"P,00W /0,/PP"P,?#W W%,)0$"P,00/

= P,PP# P,PP# P,P0$

0%
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<=>?"@AB

细 胞 的 浸 润 力 量 值 为
#CC:8! !

?:?DB

!

<=>?C@AB"2/EA;F!

细胞的浸润力量

值为
>$:>>!B:>!

!

<=>?C@AB"2/EA;F!

组侵袭

能力明显降低"

EG>B:$>$

!

HIC:C#

#

JE05()1 >

$%

说明
EA;F!

表达沉默显著抑制了大肠癌细

胞的体外侵袭能力%

!"# EA;F!

表达下调降低大肠癌细胞体内

成瘤能力

<=>?C@AB"K'4L

与
<=>?C@AB"2/EA;F!

两组细胞的体内生长差异从第
!CM

开始!到第

%CM

的时候差异最大!达到
8:>

倍
JE05()1 BN

% 提

示
EA;F!

表达下调明显抑制体内移植瘤的

生长%

!"$ EA;F!

表达下调降低大肠癌细胞体内

转移能力

分 别 将
B #8C

D 个
<=>?C@AB"K'4L

和
<=>?C@

AB"2/EA;F!

细胞通过脾脏注射法分别接种到
8C

只裸鼠的体内! 利用整体荧光体视镜实时观察肿瘤

的生长和转移的情况% 实验结果显示!

<=>?C@AB"

K'4L

组术后
>OB

周开始!裸鼠日渐消瘦!腹部膨隆!

8CCPJ8"@8"Q

的裸鼠发生了肝脏转移!肝脏出现多发

性转移病灶!且部分转移结节融合!其余脏器均未见

转移病灶%

<=>?C@AB"2/EA;F!

组
>CPJ>@#CQ

的裸鼠

形成肝脏转移"

E05()1 D

$%
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讨 论

大肠癌是临床常见肿瘤!

#&'(!&'

的患者在原

发肿瘤诊断时即有肝转移 "

)

#

!

!*+(%&'

的患者肝脏

为唯一转移部位"

#,

#

$ 对大肠癌肝转移的机制及特性

进行研究!在临床上具有十分重要的意义$因此在本

研究中! 应用我们前期研究中发现的一种具有肝转

移特性的细胞株%%%

-./0,12&

为研究对象! 来探

索与大肠癌转移相关的基因! 以期大肠癌抗转移治

疗寻找新的靶点$ 建立小鼠体内人大肠癌肝转移模

型的方法主要有盲肠壁种植法和脾脏种植法$ 盲肠

壁种植法肝转移发展过程较慢! 肝转移发生率相对

低!肠梗阻致死率高&脾脏种植法肝转移发展过程较

快!肝转移发生率相对高$

3)0/

年!

4567589:;

等 "

33

#

首次提出研究人类肿瘤肝脏转移的最佳模式为脾脏

内移植瘤细胞$本研究中!我们采用了脾注射法建立

肝转移动物模型来检测细胞的体内侵袭能力$

<=>9

家族是维持细胞骨架的肌动蛋白的调节

因子! 通过其
?!

端保守的
@5AB;C D5B575EF !

'

>G!

(

结构域促进肌动蛋白单体聚集二聚体以及加快肌动

蛋白纤维的延伸! 是细胞中重要的肌动蛋白成核因

子之一"

3!(3/

#

$ 在器官的发生)正常组织内环境的稳

定以及肿瘤细胞的侵袭和迁移等方面起到了重要的

作用"

3&

!

3H

#

$ 近年来!

<=>9

蛋白对于肌动蛋白为基础

的细胞间过程如细胞运动!细胞黏附!胞质分裂以及

细胞极性的形成等的调节作用越来越引起人们的重

视"

3$

#

$

<=>9

蛋白可以与肌动蛋白结合蛋白
=D5IJ"

KL9M

相互作用!是
=D5

信号转导通路!

-AN

酪氨酸激

酶信号转导通路以及
8CO

信号转导通路中的组成成

分 "

#0(!*

#

$

<=>9

家族的成员!如
<PP2#

)

<PP2!

在

.QJ"K?K

旁路中起着重要的作用!可以激活
=D5

信

号级联放大!

=D5

信号级联放大则可以诱导细胞肌

动蛋白骨架重建和细胞的运动! 参与细胞的侵袭和

转移"

!#

#

$胞质分裂是细胞增殖的主要过程!而收缩环

的形成在胞质分裂中具有极重要的作用 $ 通过

=QP;

技术!发现
<=>9

家族和很多有机体细胞的收

缩环的形成组装有关 "

!!

!

!%

#

$ 此外!

<=>9

家族蛋白还

在有丝分裂纺锤体的定位和形成方面也用一定的作

用$

4LO5

等"

!/

#观察到在细胞分裂的不同时期!

<=>9

家族中的
B<;L

都定位于纺锤体上$

>2QR!

基因编

码产物具有
<=>9

家族典型的结构特征! 但由于

>2QR!

是一种新近发现的基因 "

!&

#

! 目前少有关于

>2QR!

功能研究的报道!人们通过生物信息学的方

法发现
>2QR!

在弥散性胃癌)乳腺癌)软骨肉瘤)皮

肤黑色素瘤以及恶性胶质瘤等的组织和肿瘤细胞系

中均有表达"

#&

!

!&

#

$ 我们通过联系本实验室前期基因

芯片的结果 ! 猜测具有
<=>9

蛋白相似结构的

>2QR!

可能与大肠癌的侵袭)转移相关$ 因此!我们

选定
>2QR!

作为一个新的大肠癌转移候选基因!对

其功能进行研究$

在本研究中! 我们利用基因敲除技术! 沉默

-./0*12&

中
>2QR!

基因的表达!通过
??40

法检

测了
>2QR!

对大肠癌细胞增殖的影响! 通过
&S

的

连续比较!发现
>2QR!

基因沉默明显降低了大肠细

胞的体外增殖能力$ 流式细胞术检测细胞周期发现

>2QR!

基因沉默的
-./0*12&

其
-

期细胞比例减

少!表明细胞增殖减慢$ 此外!我们将大肠癌细胞注

射于裸鼠的皮下! 建立可视化的动物模型! 发现

>2QR!

基因沉默的
-./0*12&

在体内生长速度明

显减慢$ 这些结果均说明
>2QR!

表达下调后!能显

著性地抑制肿瘤细胞体内外生长!

>2QR!

基因是大

肠癌的增殖相关基因$ 本研究中还采用
T5FSMC

小室

对基因沉默前后
-./0*12&

侵袭能力进行了检测&

T5FSMC

小室中的人工基底膜胶与哺乳动物细胞基

底膜成份类似! 可以很好地模拟大肠癌体内环境的

侵袭转移路径 $ 结果表明 !

>2QR!

基因沉 默后

-./0*12&

的体外侵袭能力明显降低$ 利用脾注射

法体内转移实验!对比检测了
>2QR!

基因沉默前后

-./0*12&

在裸鼠体内侵袭能力的变化! 结果显示

>2QR!

基因沉默后
-./0*12&

的体内侵袭能力也

明显降低$ 说明
>2QR!

基因与大肠癌细胞的转移

侵袭能力显著相关$

综合上述!通过
=QP;

技术沉默
>2QR!

可以在

体内外抑制
-./0*12&

增殖能力和侵袭能力$ 可以

将
>2QR!

作为抑制大肠癌生长和转移的期望靶点!

通过抑制其基因表达! 达到阻止大肠癌细胞增殖和

转移的目的$
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