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摘 要!%目的& 研究
&))*+,) &'

基因对肿瘤细胞黏附分子表达及其生物学行为的影响' %方
法& 采用

789:&

干扰技术稳定转染小鼠
;</!3

细胞!获得
&))*+,) &'

下调表达及
;</!3

无
关序列细胞株! 采用

=*7>*?) @AB>

"

C92D3.9

分别检测
&))*+,) &'

对黏附相关分子
E&F

"

G?<

"

H!</I8*?,)

等基因及蛋白表达水平的影响! 应用淋巴结粘附及
2?/)7J*AA

侵袭实验检测
&))*+,) &'

下调对
;</!3

细胞淋巴结粘附及侵袭能力的干扰' %结果&

&))*+,) &'

基因表达
下调组细胞的

E&F

和
G?<

基因及蛋白表达水平较
&'

无关序列组分别上升
KL$#

倍"

#L$6

倍
及

#LM$

倍"

#LMN

倍(

3O"L"M

$!

H!</I8*?,)

基因及蛋白表达水平则分别下降
M%LKKP

和
M%L!'P

!

而上述分子基因与蛋白表达水平在未处理
;</!3

组与
&'

无关序列组间无统计学差异 (

3Q

6L6M

$! 且在
&))*+,) &'

下调后
;</!3

细胞的淋巴结粘附及侵袭能力上升!

G89:&!&))*+,!

)&'

组淋巴结黏附细胞数
(#6'%"#5!L$-

显著性多于
&'

无关序列组(

!R%L'"%6L6$

$及
;</!3

组
(

!!6LR"RNLMR

$(

3O6L6M

$!

G89:&! &'

细胞组穿过小室的细胞数目(

!N%L$"5%L%6

$明显多于
&'

无关序列细胞组(

'N"!$L6%

$及
;</!3

细胞组(

M'L56"!ML5!

$(

3O6L6M

$!而
;</!3

与无关序列细
胞组之间则无统计学差异(

3Q6L6M

$' %结论&

&))*+,) &'

可通过影响黏附相关分子
E&F

"

G?<

"

H!</I8*?,)

等基因与蛋白表达水平从而改变
;</!3

细胞生物学行为'
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?**1@0* ?A B')C+)D E)0F1) ?<<G.<<G<G<??.<<?GGG<

H1I1)21 E)0F1) G<G?<..?G<G?<GG<?<<G.?

B?J B')C+)D E)0F1) ..G<<GG?G..G?<...<?<?G

H1I1)21 E)0F1) ??<?<?G<..G<?..GG<<G???G

KH. B')C+)D E)0F1) G.G.G<G?G..<?.GG.<?.??G<

H1I1)21 E)0F1) .?G.?<.?G<GGG<<?<G?<G??<.

L"4+D/1)0* B')C+)D E)0F1) <?.<<G.??.??.G<.?G<??

H1I1)21 E)0F1) <<.G.GGG<?..<GG.G.

<?MNO B')C+)D E)0F1) .?G<?<??<G?G<?.??.?<..G

H1I1)21 E)0F1) G<???..?G?<.?..GG ..G<?

细胞生长!分化!增殖!分泌!侵袭!迁移乃至凋亡能

力均可产生影响" 研究表明随着前列腺癌的进展#

肿瘤细胞
?**1@0* ?A

表达量逐渐降低$

#

%

" 在恶性胶

质瘤中
?**1@0* ?A

基因可参与
L<BH

信号通路发

挥抑癌作用#而
?**1@0* ?A

下调可导致恶性胶质瘤

患者预后不良$

!

%

"在胃癌中#

?**1@0* ?A

蛋白表达的

阳性率与其分化程度!远处转移!临床分期及恶性肿

瘤进展相关#可潜在导致胃癌淋巴道转移#并且在胃

癌的研究中还发现
?**1@0* ?A

可对其增殖与侵袭

产生影响# 为胃癌患者的病情综合评估及分子靶向

性治疗提供依据$

>

%

"

本研究在前期工作基础上# 选择小鼠肝

癌低淋巴道转移细胞
O4+"M

细胞作为实验细

胞系# 应用
2/H;?

干扰技术抑制其
?**1@0*

?A

表达后检测黏附相关分子
B?J

!

K)4

!

L"

4+D/1)0* FH;?

和蛋白表达量# 为深入探索

?**1@0* ?A

基因对肝癌细胞生物学行为的影

响作用和机制提供依据"

#

材料与方法

!"!

仪器设备与试剂

电泳槽与转膜槽购自
P0'"H?N

公司&

H1+,"Q0F1

M.H

仪购自上海枫岭生物技术有限公司&远红外成

像系统!远红外二抗'山羊抗兔!鼠(购自
3D62216

公

司&转染试剂
R0E'-14Q+F0*1!SSS

'

R0E'!SSS

(购自美

国
T*I0Q)'51*

公司&

E<MUVW<BMW;1'

载体购自上海吉

玛制药技术有限公司&基质胶为
PN

公司产品&

M.H

引物购自大连万泽贸易有限公司&

?**1@0* ?A

单克

隆抗体购自
+X4'F

公司&

B?J

!

KH.

!

L"4+D/1)0*

等多

克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司"

!"#

实验方法

8:!:8

细胞培养与转染

细胞培养!

O4+"M

细胞悬浮生长# 应用含
8=Y

胎牛血清'

BPK

(的
HMZT"8V%"

培养基培养#置于
=Y

.3

!

且饱和湿度的
>A#

孵育箱中定时更换培养基#

选择处于对数期的细胞进行实验"

转染及筛选!应用细胞计数版进行细胞计数后#

调节密度至
%$8"

= 个
WF,

#依据
R0E'!"""

转染说明书

进行操作#分别对
O4+"M

细胞进行根据
?**1@0* ?A

基因设计的
2/H;?

序列及无关序列转染"转染成功

后
!%/

细胞应用含
%""!5WF,< %8$

的
!"Y

培养基进

行筛选至
8

周# 约
8=D

后进行无
<%8$

培养基培养

及后续实验"

8:!:!

实时荧光定量
M.H

检测
FH;?

水平

离心收集细胞后应用
G)0[', H1+51*Q

进行
H;?

提取和浓度测定" 按照逆转录试剂盒反应体系进行

实验#步骤为)

%!%

#

8=F0*

&

$"%

#

>"2

" 依据聚合酶链

式反应试剂盒提供的
\HG"M.H

反应体系进行实验#

步骤为 )

]%%

#

>"F0*

进行变性 &

]%%

#

=2

&

==%

#

8=2

&

A!%

#

8=2

&共计
%=

个循环'

G+X,1 8

("

8:!:> ^12Q1)* X,'Q

检测蛋白质表达水平

离心收集细胞后应用
HTM?

裂解液进行蛋白质

提取#应用酶标仪测蛋白浓度#加入
V$

上样缓冲液#

8SS%

水中煮沸
%F0*

" 选择浓度为
8!Y

的聚丙烯酰

胺凝胶进行灌胶#后进行电泳!切胶!转膜及封闭等

操作#一抗
%%

冰箱孵育过夜'

?**1@0* ?A

)

8&8SSS

#

<?NMO

)

8&!SSS

#

B?J

!

K)4

!

L"4+D/1)0*

)

8&=SS

(" 次日#

GGPK

洗膜
>

次#每次
8SF0*

#滴加二抗于
>A%

烘箱

孵育
8/

'二抗)

8&8V SSS

(#避光洗
%

次#每次
$F0*

#

3D62216

荧光显色"

8:!:%

淋巴结粘附实验

无菌条件下取清洁级
V8=

小鼠腹股沟! 腋下或

腘窝部位淋巴结做冰冻切片# 室温风干#

O4+"M

细

胞!

K/H;?"?**1@0* ?A

细胞!

?A

无关序列细胞悬液

密度为
8$8S

V 个
WF,

#以
!SS!,

滴加到每个切片上#恒

温
.3

!

孵育箱中培养
!%/

# 取出玻片用预冷
MPK

洗

>

次#甲醇固定
=F0*

#再
MPK

洗
>

次#苏木精*伊红

染色#中性树胶封片$

%

#

=

%

"

8:!:= G)+*2C1,,

小室细胞迁徙实验

O4+"M

细胞!

K/H;?"?**1@0* ?A

细胞!

?A

无关

序列细胞密度为
!:=$8S

= 个
WF,

# 用无血清
HMZT"

$%&'( ! )(*( +,-.(,

>!
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#&%"

培养基重悬细胞! 每组细胞均设
'

个复孔!在

!%

孔培养板放入
()*+,-.//

小室! 在小室下部加入

&""!/

含
'"0123

的
4567!8&%"

培养基! 充分混合

均匀! 上室加入
!""!/

细胞悬液! 最后放入
'9"

"

:;

!

恒温孵育箱培养
!%<

!

!%<

后取出
()*+,-.//

小

室! 室温下干燥
'"=>+

!

80

结晶紫溶液染色
8?=>+

!

正置显微镜观察!计数穿过小室膜的细胞!每个小室

随机选取
?

个视野!求平均数#上述实验均重复
'

次

以上$

!"#

统计学处理

应用
353389@"

软件进行统计学分析! 实验数据

以均数
#

标准差表示! 两个独立样本应用
A

检验或单

因素方差分析比较!各组穿过小室膜的细胞数差异采

用单因素方差分析$

5B"CD?

为差异具有统计学意义$

!

结 果

$"!

稳定转染
3<4EF!F9

细胞!

F9

无关序列细胞

绿色荧光蛋白的表达

表达载体
5G5H5IG15I+.J!,<4EF!F++.K>+ F9

和
5G5H5IG15I+.J!,<4EF

无 关 序 列 稳 定 转 染 的

LM*!5

细胞! 各组细胞均有较高的转染效率! 可达

9D0

以上%

1>NO). #

&$

$"$

各组细胞
F++.K>+F9

!

1FP

!

3)M

!

Q!M*R<.)>+ =4EF

表达水平

转染
F++.K>+F9

序列细胞组 %

3<4EF!F9

细胞

组& 与
F9

无关序列细胞组对比!

F++.K>+F9=4EF

水 平 下 降
$!C9ST

%

5BDCD?

&'

3<4EF!F9

细 胞 组 与

LM*!5

细胞组对比!

F++.K>+F9=4EF

水平同样下降

明显%

5BDCD?

&$

LM*!5

细胞组与
F9

无关序列细胞组

间!

F++.K>+F9=4EF

水平差异并不明显 %

5UDCD?

&$

3<4EF!F9

细胞组中
1FP

"

3)M =4EF

表达水平较

F9

无关序列组分别上升
8C$8

倍及
8C?$

倍 %

5B

DCD?

&!而
Q!M*R<.)>+=4EF

水平则较
F9

无关序列细

胞组降低
?%C880

%

5BDCD?

&$

3<4EF!F9

细胞组中

1FP

"

3)M =4EF

表达水平较
LM*!5

细胞组明显上升

%

5BDCD?

&!

Q!M*R<.)>+=4EF

水平较
LM*!5

细胞组明

显下降%

5BDCD?

&$

1FP

"

34:

"

Q!M*R<.)>+

三者在
LM*!

5

与
F9

无关序列细胞组之间无统计学差异 %

5U

DCD?

&

V1>NO). !W

$

$"#

各组细胞
F++.K>+F9

!

1FP

!

3)M

!

Q!M*R<.)>+

的

蛋白表达水平

3<4EF!F9

细胞组中
F++.K>+ F9

蛋白表达水

平 较
F9

无关序列 组及
LM*!5

细胞组 分别 降 低

&!C9?0

和
&"C'%0

%

5B"C"?

&! 而在
LM*!5

与
F9

无关

序列组间无统计学差异%

5U"C"?

&$

3<4EF!F9

细胞

组
1FP

和
3)M

较
F9

无关序列组及
LM*!5

组蛋白表

达量分别上升
8C$"

倍 "

8C?!

倍及
8C?S

倍 "

8C?$

倍

%

5B"C"?

&!

3<4EF!F9

细胞组
Q!M*R<.)>+

蛋白较
F9

无关序列组和
LM*!5

组下降
?%C!90

和
?SC880

%

5B

"C"?

&! 但三种蛋白在
LM*!5

组与
F9

无关序列组间

无统计学差异%

5U"C"?

&$ 说明
F++.K>+ F9

在
LM*!5

细胞可调控
1FP

"

3)M

"

Q!M*R<.)>+

等分子的蛋白表

达!其中
1FP

和
3)M

随
F++.K>+ F9

的下调而呈表达

上升趋势!

Q!M*R<.)>+

则在
F++.K>+ F9

表达下调后

随之表达下降%

1>NO). '

&$

$"% F++.K>+F9

基因下调对
LM*!5

细胞淋巴结粘附

能力的影响

3<4EF!F++.K>+F9

组黏附细胞数
V8"9%#8&!C$W

显著性多于
F9

无关序列组%

!'%C9#%"C"$

&及
LM*!5

组 %

!!"C' #'SC?'

&

%

5B"C"?

&! 而
F9

无 关 序 列 组 与

LM*!5

组 间 黏 附

细胞数差异无统

计 学 意 义 %

5 U

"C"?

&$ 表 明
F+!

+.K>+F9

基 因 可

对
LM*!5

细胞的

淋巴结粘附能力

产生一定影 响 !

在
F++.K>+F9

下
&'()*+ ! ,-+ ./012+ /*03.4+5/'63 64 7-89:!:; 5+22.

"

:;!'3<+=+3<+3/ .+>)+35+ 64

(*++3 42)6*+.5+3/ =*6/+'3 +?=*+..'63 @" %AB

3<4EF!F9 M.// F9!>+R.X.+R.+A ,.YO.+M.

''
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调的情况下!

<4+!=

细胞的淋巴结

粘附能力有所升高"

>05()1 %

#$

!"# ?**1@0*?A

基因表达下调对

<4+!=

细胞迁徙能力的影响

B/C;?!?A

细胞组穿过小室

的细胞数目"

!D%:$"E%:%"

%明显多

于
?A

无关序列细胞组"

AD"!$:"%

%

及
<4+!=

细胞组"

FA:EG"!F:E!

%"

=H

":"F

%!

?A

无关序列细胞组与
<4+!=

细胞组差异无统计学意义"

=I":"F

%$

表明
.?=8

对
<4+!=

细胞的侵袭

能力有一定影响!在
?**1@0*?A

基

因下调后!

<4+!=

细胞侵袭能力上

升"

>05()1 F

%$

J

讨 论

膜联蛋白 "

?**1@0*2

%是一类

由至少
8!

种基因编码的
.+

!K依赖

磷脂结合蛋白家族! 广泛分布于

动&植物组织与细胞内!存在
?

&

L

&

.

&

M

&

N

等
F

种类型! 其中
?

类家

族存在于哺乳动物!

L

类家族存在
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期

于非哺乳动物 !

&

类家族存

在于单细胞真核生物和真

菌!

'

类家族存在于植物!

(

类 家 族 存 在 于 原 生 生 物 "

)**+,-*.

由保守的
&

末端与

可变的
/

末端组成! 参与细

胞信号转导#炎症反应#胞吞

与胞外分泌#

&0

!1离子通道形

成# 细胞骨架蛋白间相互作

用# 肿瘤细胞增殖分化以及

维持细胞外基质完整性等多

方面功能 $

2

%

" 有研究表明

)**+,-*.

家族基因表达水平

下调与多种肿瘤的恶性程

度#侵袭程度#远处转移及临

床治疗进展密切相关! 因此

有可能成为进一步探索肿瘤

发生发展及治疗的生物学标

志物"

)**+,-* )3

是膜联蛋白

家族的重要成员之一! 也是

本课题组前期一直进行研究

的重要基因" 作为一种膜相

关的
&0

!1调节蛋白!

)**+,-*

)3

主要分布于包膜!极少分

布于胞核! 通过激活蛋白激

酶
&

&

45&

'和
&0

!1

6784

信号

通路来发挥多种生物学作

用" 有文献报道!

)**+,-* )3

是参与
90.

通路调节的重要

部分!在细胞周期中至少参与

:

个信号通路的作用过程 $

3

%

"

在 肿 瘤 细 胞 中
)**+,-* )3

的低表达可通过介导离散信

号的转导通路影响
'/)

修复基因#抑癌基因及凋亡

相关基因的表达! 最终引起基因组的不稳定从而导

致肿瘤进一步发展$

$

%

" 此外!

;<-=0.>0=0

在
!""3

年指

出!

)**+,-* )3

的低表达与多种肿瘤细胞
?

包括本文

研究的肝癌
@

的高侵袭潜能相关联!其在不同肿瘤中

的抑癌作用与蛋白分布形式相关! 且在机体内环境

稳态与致癌作用中参与神经递质分泌
A

激素分泌的

调节$

B

%

"

黏附分子是细胞外基质的重要组份! 不仅涉及

肿瘤存在的微环境! 更重要的是参与复杂的细胞信

号转导" 黏着斑激酶&

CDE0F 0GH+.-D* I-*0.+

!

J)5

'是

一种非受体型酪氨酸激酶! 为整合素信号通路的关

键分子 ! 是
KL:

#

)4!#

#

)4!!

#

/J!!M

#

4N!#

#

(79!#

#

8&J!#

等多个转录因子的核心启动子! 包含整合素

!"#$%& ' ())*+")(,!-*)* ./0)!%&-$123"/) /) 14567 )/.& 2.7&8"/)

") 9:2!; :&11 <4 37& 14567 )/.& 2.7&8"/) 3&83

="-$%& > ?))*+")?@ -*)* ./0)!%*-$123"/) /) 5"-%23"/) 2<"1"34 ") 9:2!; :*11

<4 3%2)80*11 :725<*% 5*37/.
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.H9/)!)3
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OE0!4
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!

亚单位!信号转导蛋白及细胞骨架蛋白结合位点"

且为肿瘤生物学行为多个信号途径的关键交汇点"

可参与肌动蛋白骨架调节及抗原的加工提呈等转导

途径"是肿瘤淋巴道转移过程中的关键分子#

#<

$

%

=)4

为
=>.

酪氨酸激酶家族成员" 可促进肿瘤细胞生

长"参与细胞粘着!增殖!凋亡!分化及细胞运动等过

程"

4!=)4

是
?@A

自磷酸化位点
B6)CDE

的高亲和力

蛋白分子"而活化后的
=)4

有助于
?@A

介导细胞移

动% 在关于细胞迁移研究中指出
?@AF=)4

复合物可

促进
?@A

联合
=)4

激酶基底物的活化" 如
G+H0,,0*

!

I#D<>/'J@G

及
I#C<4+2

等"在肌动蛋白活化与重组

中发挥重要作用%

K!

钙黏蛋白&

K!4+L/1)0*

"

.MN8

'是

与肿瘤侵袭!转移密切相关的一种钙黏蛋白"是主要

的细胞黏附分子之一"主要分布于上皮细胞"可参与

细胞极性!细胞形态与组织结构完整性的维持"与肿

瘤细胞的良!恶性及转移途径呈负相关#

88

$

%

本研究中所探讨的黏附相关分子基因或蛋白表

达程度与
@**1H0* @E

基因下调相关"原因可能在于

@**1H0* @E

通过其
JBG+21

活性及离散信号的传导

作用干预细胞囊泡运输和膜融合#

8!

$

% 研究表明
@*!

*1H0* @E

可调节整合素
!%

&

OBJP%

'分子的磷酸化及

核异位"原因可能在于其
JBG+21

活性的改变#

8C

$

% 在

本课题组前期的研究中发现在
N4+!?

细胞中鉴定到

整合素
"C

!

!8

等与
@**1H0* @E

共沉淀 #

8%

$

% 有研究

发现" 在免疫共沉淀技术下
@**1H0* @E

与整合素

!%

存在相互作用关系" 且敲低
@**1H0* @E

可显著

性增加整合素
!%

蛋白表达水平% 另外在乳腺癌中

发现整合素
!%

可激活
?@A

及下游信号通络" 从而

促进癌症进展% 已有学者证明整合素
!%

与
?@A

的

相互作用可触发
KJ?>F=)4

信号" 从而影响细胞增

殖! 迁移! 侵袭以及下游级联反应% 因此我们推测

@**1H0* @E

在
N4+!G

细胞表达下调可能通过对整合

素蛋白表达产生影响"进而对
?@A!=)4!G+H0,,0*

信号

级联反应产生正向作用"最终
?@A

与
=)4

形成的复

合物调控
K!4+L/1)0*

的表达"致使细胞失去极性"细

胞之间的连接及粘附能力下降" 转化为浸润和游走

能力"从而增强细胞的侵袭转移能力%
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