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摘 要"$目的% 分析
<+=8>?@

对胃癌细胞增殖&侵袭及迁移能力的影响' $方法% 运用
D<EF

@.<

及
G12H1)* I,'

法检测
<+=8>?@

在胃癌细胞中的表达 (

<+=8>?@

载体慢病毒感染
J>.$CB

及
JK;!%L

两个细胞系"构建出
<+=8>?@

高表达胃癌细胞系(

JEE

&细胞克隆形成
实验&

E)+*2M1,,

实验及划痕实验检测
<+=8>?@

对胃癌细胞增殖&侵袭及迁移能力的影响(运
用

D<EF@.<

及
G12H1)* I,'H

法检测上皮化标志物
N!4+O/1)0*

&

P*+0,

和
;!4+O/1)0*

的表达 (

$结果% 正常细胞株
>NP!#

中
<+=#>?@

表达量为
#:C!"C:C$

" 而
P>.QRC#

&

?>P

&

J>.$CB

&

S>.!!Q

&
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中表达量分别为
C:TT"C:#C

&

C:L#"C:#C

&
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&

C:B#"C:CQ

&

C:!T"C:##

!

@

均
UC:C#

)( 体外实验显示
<+=#>?@

能抑制胃癌细胞的增殖!酶标仪检测波长为
LQC *V

时的
吸光度)&侵袭及迁移能力*且

<+=8>?@

能抑制胃癌细胞的
NJE

($结论%

<+=8>?@

在胃癌进
展中起到抑癌作用"具有成为胃癌治疗靶点的潜力(
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属于小
>

蛋白
<+2

超家族成员之一"和其

他
>

蛋白一样" 存在无活性和有活性两种构象(

>

蛋白有内在的
>E@

酶活性" 能水解
>E@

为
>`@

和

无机磷"但这种
>E@

酶活性太低"不能发挥正常的

生理作用"需要
>E@+21

激活蛋白
f>E@+21 +4H0\+H0*5

=)'H10*

"

>?@h

即
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来激活(
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能与
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发挥抑制
&'(!)&*!+',*

途径活化的作用!本研究

通过体外细胞实验观察
&-./0',

表达对胃癌细胞

增殖"侵袭"迁移及上皮细胞
!

间充质转化
12.345263-6!

47!8292:;5<8-6 4=-:93437:

#

)+>?

能力的影响!

/

材料与方法

!"!

一般材料

人胃黏膜细胞株
0)(!/

及胃癌细胞株
+*@!

%A

"

+0B$"C

"

D0B!!E

"

'0(

"

(0BEFG/

购自中国科学

院上海细胞库!

>=3H76

试 剂 和
I3.7J2;4-83:2

>+

!"""

购 自 美 国

K:L34=7M2:

公司$逆转录试剂盒及实时荧光定量
,B&

检测试剂盒购自日本
>-*-&-

公司 $ 胎牛血清 "

N+)+OP/!

培养液购自美国
0KQBR

公司 $

+-4=3M26

胶 购 自 美 国
QN

公 司 $

>=-:9S266

小 室 购 自 美 国

B794-=

公司$一抗%鼠抗人
);-T52=3:

抗体 "鼠抗人

@!;-T52=3:

抗体"鼠抗人
(:-36

抗体及抗内参
!!-;43:

抗体购自美国
(-:4- B=UH

公司!

!"#

方 法

/V!V/

细胞培养

胃癌细胞系
+*@!%A

"

+0B$"C

"

D0B!!E

"

'0(

"

(0BEF"/

使用
/""

的胎牛血清"

/"" WO86

青霉素和

/"""M 8MO86

链霉素的
N+)+

培养基# 在
CE#

含

AXBR

!

的培养箱中培养!

#V!V!

慢病毒感染

上海吉凯基因技术有限公司负责构建含有

&-.#0',

的慢病毒和绿色荧光蛋白
10P,!@BY

空载

慢病毒!处于对数生长期的目的细胞进行胰酶消化#

制成细胞悬液! 将细胞悬液&细胞数约为
A$/G

%

'接

种于
Z

孔板中#

CE#

"

AXBR

!

培养箱培养待细胞融合

度达到约
CGX

! 根据细胞
+RK

值#加入适宜量的病

毒!

/!5

后观察细胞状态%如果没有明显的细胞毒性

作用#继续培养
!%5

后更换培养基$如果有明显的细

胞毒性作用#立即更换培养基! 感染
CT

后观察慢病

毒上报告基因
0P,

的表达情况#荧光率大于
$GX

者

将细胞分成两分#一份分于
/!

孔培养板中待长满后

收集细胞用于
&@'

提取#一份分于
Z

孔板中待长满

后收集细胞 用于蛋白 提 取 ! 通 过
[&>\,B&

及

]2942=: ^674

确认感染效率!

/V!VC

细胞增殖实验

将细胞以
C$/G

C 个
O

孔的密度接种于
FZ

孔板#培

养
/%AT

#采用噻唑蓝&

+>>

'法检测胃癌细胞的增殖

情况#酶标仪检测波长为
AEG:8

时的吸光度&

'

值'!

/V!V%

细胞克隆形成实验

将细胞接种于密度为每孔
ZGG

个细胞的
Z

孔板

中#每
CT

更换培养基
/

次!培养
/GT

后#细胞用多聚

甲醛固定
GVA5

#室温吉姆萨染液
_

美国
(3M8-

公司
Y

染

色
GVA5

! 手工计数克隆细胞数!

/V!VA

细胞侵袭实验

将上层铺有
+-4=3M26

胶"孔径
$"8

的
>=-:9S266

小室
1/$/G

A

O

孔
Y

加入细胞培养! 上层室培养液采用无

血清培养基#下层室采用含
/G"

胎牛血清的
N+)+

培养基! 常规培养
!%5

后#洗净
>=-:9S266

小室内的

细胞和
+-4=3M26

胶#固定后用吉姆萨染色#统计侵袭

到下层的细胞数量!

/V!VZ

划痕实验

将细胞以相同的密度接种于
Z

孔板中# 并生长

至
/GG"

汇合! 细胞用丝裂霉素
B

预处理#用无菌枪

头在细胞上划横线! 通过用
,Q(

洗除松散的细胞#

然后加入无血清培养基! 置
CE#

培养箱培养#并于

划痕后
G

"

/!5

拍照! 细胞迁移率
&

&

G5

划痕宽度
'/!5

划痕宽度'

O G5

划痕宽度
$/GGX

!

/V!VE ]2942=: ^674

检测

&K,'

蛋白裂解液裂解细胞# 提取蛋白! 使用

/!"

的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳并转膜! 然后#用

A"

脱脂奶粉室温封闭
/5

#加入相应一抗#

%#

孵育过

夜#加入相应二抗室温孵育
! 5

!最后
)BI

发光试剂

盒显色并分析条带! 一抗如下%鼠抗人
);-T52=3:

抗

体&

/(/GGG

'"鼠抗人
@!;-T52=3:

抗体&

/(/GGG

'"鼠抗

人
(:-36

抗体 &

/(/GGG

' 及抗内参
!!-;43:

抗体 &

/(

!GGG

'!

/V!V$ [&>\,B&

检测

采用
>&KH76

试剂#按说明书所述方法提取细胞

总
&@'

! 使用
&@'

反转录试剂
,=382(;=3.4>+ &>

=2-M2:4 *34

#按说明书所述方法进行反转录反应合成

;N@'

! 按照荧光定量
,B&

试剂盒
(`Q&!,=283a

)a >-[>+

说明书的方法# 以合成的
;N@'

为模板#

加入反应试剂进行
[&>\,B&

反应! 引物的序列如下%

&-./0',P

%

A)!0B'B>>>B>B00B''00'0B'>>>!C)

#

&

%

A)!>0'B'>B'>00>'>0>BB00B'B>!C)

!
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!

=>! .?@?@?.A@.@.?AA.@.?? !B"

"

C

!

="!

???A?A.?@???@@@@@A@??!B"

#

;!4+D/1)0* <

!

=" !.@.A?.A.@??@...@?@A!

B"

"

C

!

="!A@@?..?@?A?@A??A..!B"

#

E*+0, <

!

="!

?@??.??A??.@?@.A@?!B"

"

C

!

="!?@.@.@A.??A.@?@..@?!B"

#

?@FGH

基因作为内参#

?@FGH <

!

=

$

!A..A.A...@@?A.!

.@.@.@!B"

"

C

!

="! ?.@.?@@??.A.@A.@AA.@!B"

%

!"#

统计学处理

统计分析使用
EFEE 8I:"

软件进行# 计量资料

以均数
#

标准差
!#2

表示" 采用
EJ(D1*J J

检验进行

统计分析#

FK":"=

为差异有统计学意义#

!

结 果

$"! C+L8?@F

在不同胃癌细胞株中的表达

采 用
MCA NF.C

检 测 了
=

株 胃 癌 细 胞 株 中

C+L8?@F

的表达水平"结果显示"正常细胞株
?OE!8

表达量为
8:"!#":"$

" 而
E?.PI"8

&

@?E

&

Q?.$"B

&

H?.!!P

&

QR;!%=

表 达 量 分 别 为
":SS #":8"

&

":=8 #

":8"

&

":!" #":"$

&

":B8 #":"P

&

":!S #":88

'

F

均
K":"8

(

'

<05()1 8@

(% 同时
T12J1)* U,'J

验证检测胃癌细胞

株中
C+L8?@F

的蛋白表达水平" 结果同样显示在

Q?.$"B

及
QR;!%=

中"

C+L8?@F

的表达水平最低

V<05()1 8WX

% 因此"取
Q?.$YB

及
QR;!%=

行进一步

细胞学实验%

$"$ MCANF.C

及
T12J1)* U,'J

验证胃癌细胞感染

效率

C+L8?@F

载 体 及 对 应 空 载 体 慢 病 毒 感 染

Q?.$YB

及
QR;!%=

两种细胞系" 构建出
C+L8?@F

高表达胃癌细胞系
3O!C+L8?@F

与相应对照
Z9!

;.

% 然后采用
MCANF.C

及
T12J1)* U,'J

法验证

C+L8?@F

表达量% 结果显示"在
Q?.$YB

细胞系中"

3O!C+L8?@F

组
C+L8?@F

的表达量比对照组
Z9!

;.

明显增加 '

=:%B#Y:8% [2!Y:II#Y:Y%

"

FKY:Y8

(% 在

QR;!%=

细胞系中"

3O!C+L8?@F

组
C+L8?@F

的表

达量比对照组
Z9!;.

也明显增加 '
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"
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@

!
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)
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"
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可抑制胃癌细胞的增殖能力

-..

实验发现 ! 培养
!/

后 ! 在
-*0$"1

及

-23!%4

两种细胞系中!

56!&'()*+,

组中细胞的
+

值开始低于
78!30

组细胞"

,9:;:#

#!见
<=>?@A 1+

$

克 隆 形 成 实 验 显 示 ! 转 染 增 加
&'()*+,

后 !

-*0$"1

"

)!%;B "1;!!! CD !"E;1 "%;%!

!

, 9";")

% 及

-23!%4

"

))";""!;4E CD )E$;B"%;14

!

,9";")

%两种细

胞的克隆形成能力均受到抑制!见
<=>?@A 1F

$

!"$ &'()*+,

可抑制胃癌细胞的侵袭和迁移能力

.@'GDHAII

侵袭实验发现! 在
-*0$:1

细胞系

中!

56!&'()*+,

组中侵袭到下层中的细胞数量比

78!30

组明显减少 "

1;B1":;!)!CD )4;%:":;11

!

,9

:;:)

%& 在
-23!%4

细胞系中!

56!&'()*+,

组中侵

袭到下层中的细胞数量比
78!30

组也明显减少

'

1;B1":;!) CD )%;4B":;%E

!

,9:;:)

%"见
<=>?@A %+

%$

划痕实验发现! 在
-*0$:1

"

):;%B":;1% CD!!!;JB"

:;1B

!

,9:;:)

%及
-23!%4

"

B;$:":;!$!CD !:;JB":;%%

!

,9:;:)

%两种细胞系中!

56!&'()*+,

组中划痕愈合

速度均比
78!30

组明显减慢"见
<=>?@A %F

%$

!"% &'()*+,

可抑制胃癌细胞的
6-.

K&.L,0&

检测结果显示!转染
56!&'()*+,

后

-*0$"1

细胞上皮化标志物
6!M'/NA@=G

的表达量减

少"

:;!$":;:1 CD );::":;:1

!

,9:;:)

%!而间质化标志

物
OG'=I

表达量增加 "

4;1$":;)1 CD );::":;:!

!

,9

:;:)

%! 间质化标志物
3!M'/NA@=G

表达 量也增加

"

%;4: ":;)% CD );:) ":;:!

!

, 9:;:)

%! 见
<=>?@A 4+

$

PADQA@G RISQ

结果显示 !

56!&'()*+,

细胞的
6-.

相关蛋白表达较
78!30

细胞发生显著变化! 其中

6M'/NA@=G

表达明显降低! 而
OG'=I

和
3!M'/NA@=G

表

达均升高"

<=>?@A 4F

%$

1

讨 论

胃癌是世界范围内常见恶性肿瘤之一!据统计!

全球每年新发胃癌病例约
E$E J::

例! 占所有新发

癌症病例的
$T

!仅次于肺癌(乳腺癌和肠癌!位居

第
%

位&每年近
B1$ """

人死于胃癌!占所有癌症死

因的
)"T

!位居癌症死因的第
!

位 )

)

*

&胃癌确诊时!

有
J"T

以上的患者属于晚期并失去手术根治机会!

而进行了标准根治性切除及术后化疗(放疗的患者!

其中
4"T

最终也将出现复发转移!胃癌
4

年生存率

仅
!"T

$ 胃癌的侵袭与转移是一个复杂的进程!其
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肿瘤学杂志
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年第
!%

卷第
#!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':#!

!"#$%& ' ()*+,-. "/0"1"23 456 78 9)32%": :;/:<% :<==3

起源于原发肿瘤中特定细胞在基因或表观遗传学上

的改变!其机制至今尚未完全阐明"

!

#

$

<+=#

属于小
>

蛋白
<+2

超家族的成员之一!和

其他
>

蛋白一样!存在无活性和有活性两种构象$

>

蛋白有内在的
>?@

酶活性! 能水解
>?@

为
>A@

和

无机磷!但这种
>?@

酶活性太低!不能发挥正常的

生理作用!需要
>?@+21

激活蛋白
B>?@+21 +4C0D+C0*5

=)'C10*

!

>E@F

来激活$

>?@+21

激活蛋白! 能帮助

<+=#

发挥其内在的
>?@

酶的作用! 将
<+=#!>?@

水

解!从而转变为失活状态!变为无活性的
<+=#!>A@

"

G

#

$

>?@+21

激 活 蛋 白 包 括
<+=#>E@

和
<+=#>E@!

%

H@E!#IHJ@E8

和
HJ@E8K8IH@E<

"

G

#

$

<+=8>E@

定位于

基因组
,=GL:8!GM

区域!该区域编码一个由
LLG

个氨

基酸构成的蛋白质"

%

#

$在细胞内!

<+=8>E@

分子一般

以二聚体形式存在!

<+=8>E@

分子主要由二聚化结

构域和催化结构域两个结构域组成! 每个结构域都

有一个由
!

螺旋围绕的
"

折叠建构的特殊结构!

.!

末端的长
!

螺旋反向折叠至氨基末端的二聚化结

构域并与之相结合"

M

#

$

目前!

<+=8>E@

在肾细胞癌和甲状腺癌等肿瘤

中存在表达下调现象! 被认为是一种抑癌基因 "

L

!

N

#

$

在这些癌细胞中
<+=#>E@

的表达上调能抑制肿瘤

细胞的增殖%侵袭和迁移等生物学行为$体外实验表

明
<+=#>E@

的过度表达能抑制人类肿瘤细胞的侵

K9!;.
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袭和迁移!

$

"

&

#

"以及抑制动物体内肿瘤细胞转移!

'"

"

''

#

$

先前报道说明
()*'+,-

对人类肿瘤发生及发展可

能起到一定的作用!

&

#

$

我们前期研究!

'!

#发现"

()*'+,-

在胃癌中表达

下调" 与胃癌患者的淋巴结转移%

.

值及
./0

分期

密切相关$同时生存分析结果显示
()*'+,-

低表达

患者无病生存期&

123

'和总生存期&

43

'明显低于高

表达者$

567

回归模型分析结果显示"

()*'+,-

低表

达是影响胃癌患者预后的独立危险因素$ 此研究结

果与国外报道一致!

'8

#

$在本研究中"我们首先通过慢

病毒感染方式增加胃癌细胞的表达水平( 随后通过

0..

实验及克隆形成实验" 结果表明
()*'+,-

能

够明显降低胃癌细胞的增殖能力(

.9):;<=>>

实验及

划痕愈合实验发现"

()*'+,-

能够明显降低胃癌细

胞的侵袭和迁移能力$综合前期研究和本实验结果"

我们推测
()*'+,-

是一种抑癌基因"也许可以作为

预测胃癌患者不良预后的分子标志物$

?0.

表现为上皮细胞失去细胞极性和黏附作

用"细胞活动性增强并向间质细胞转化"是肿瘤细胞

获得侵袭和转移能力的主要途径之一 !

'%

#

" 其中
?!

@)AB=9C:

表达缺失及
/!@)AB=9C:

表达增加是
?0.

的特征性变化!

'D

#

$

3:)C>

是
?!@)AB=9C:

最重要的转录

抑制因子"通过
3E)A

相互作用蛋白
3F-'

与
?!@)A!

B=9C:

基因启动子近端的
?!G67

序列相结合"抑制
?!

@)AB=9C:

的表达!

'H

#

$ 本研究结果提示
()*'+,-

可能

抑制胃癌细胞
?0.

的发生" 从而抑制肿瘤的增殖%

侵袭与转移$

总之" 本研究证实了
()*'+,-

作为抑癌基因"

可发挥抑制胃癌细胞增殖%侵袭及迁移的作用"从而

有望成为胃癌潜在的治疗靶点$ 以后我们将通过敲

减
()*'+,-

基因体外实验%体内动物实验及研究相

关分子机制进一步验证该基因作为胃癌潜在治疗靶

点的价值$

参考文献!

I'J K=E)> ,

"

L9)M 2

"

5=:N=9 00

"

=N )>O +>6G)> @):@=9 ;N)NC;NC@;

IKJO 5, 5):@=9 K 5>C:

"

!"''

"

H'P!Q

)

H&R&"O

I!J ?@@>=; 3,

"

S=>@B 1(O 0=N);N);C;

)

9=@=:N AC;@6T=9C=; ):A

:6T=>N9=)NE=:N ;N9)N=UC=; IKJO V):@=N

"

!W"X

"

8H& P&DX%Q

)

'X%!R'XDXO

I8J ())CYE)Z=9; K[

"

L6; KVO 3*=@C\C@CNM C: (); ):A ()* ;CU!

:)>C:UIKJO K LC6> 5B=E

"

!""&

"

!$%P'XQ

)

'"&&DR'"&&&O

I%J 3Y"G>6E .

"

K6:=; 3

"

S66A V1

"

=N )>O .B= @6:;=:;]; @6AC:U

;=^]=:@=; 6\ B]E): G9=);N ):A @6>69=@N)> @):@=9;IKJO 3@C!

=:@=

"

!WWH

"

8'%PDX&XQ

)

!H$R!X%O

IDJ ?]96*=): 5B96E6;6E= 'H .]G=96]; 3@>=96;C; 56:;69NC]EO

FA=:NC\C@)NC6: ):A @B)9)@N=9C_)NC6: 6\ NB= N]G=96]; ;@>=96;C;

U=:= 6: @B96E6;6E= 'HIKJO 5=>>

"

'&&8

"

XDPXQ

)

'8WDR'8'DO

IHJ `CE SK

"

+=9;=M a

"

1))Z) bO ()*'+,- 9=U]>)N=; 9=:)> @=>>

@)9@C:6E) C:T);C6:IKJO 5):@=9 V=NN

"

!W'!

"

8!WP'Q

)

HDRX'O

IXJ a]6 [

"

+):ABC 0

"

?A9=C9) 00

"

=N )>O 16<:9=U]>)NC6: 6\

()*'+,- NB96]UB =*CU=:=NC@ ;C>=:@C:U ):A >6;; 6\ B=N!

=96_MU6;CNM *96E6N=; C:T);C6: ):A *96U9=;;C6: 6\ NBM96CA

N]E69;IKJO 5):@=9 (=;

"

!W'W

"

XWP%Q

)

'8$&R'8&XO

I$J .;MU):Z6T) 40

"

S):U [

"

0=C:Z6NB KV

"

=N )>O .]E69 @=>>

ECU9)NC6: ):A C:T);C6: )9= =:B):@=A GM A=*>=NC6: 6\ ()*'

+.-);=!)@NCT)NC:U *96N=C:P()*'+,-QIKJO K LC6> 5B=E

"

!W'8

"

!$$P8%Q

)

!%H8HR!%H%HO

I&J c]@B)Z V,

"

.;MU):Z6T) 40

"

0=C:Z6NB KVO ()*'+,- CE!

*)C9; @=>>!E)N9C7 )AB=;C6: C: NB= )G;=:@= 6\ =\\=@N; 6: @=>>!

@=>> )AB=;C6:IKJO 5=>> ,AB=;C6:0CU9)NC6:

"

!W''

"

DP%Q

)

8!8R88'O

I'WJ VC: `L'

"

.): -

"

29==E): 3,

"

=N )>O .B= ()* +.-);=; 9=U!

]>)N= NB= ECU9)NC6:

"

C:T);CT=:=;; ):A C: TCT6 AC;;=EC:)NC6:

6\ L!@=>> >ME*B6E);IKJO 4:@6U=:=

"

!W'W

"

!&P%Q

)

HW$RH'DO

I''J 29==E): 3,

"

0@V=6A 3K

"

1]Z6<;ZC K

"

=N )>O -9=T=:NC:U NB=

)@NCT)NC6: 69 @M@>C:U 6\ NB= ()*' +.-);= )>N=9; )AB=;C6:

):A @MN6;Z=>=N)> AM:)EC@; ):A G>6@Z; E=N);N)NC@

E=>):6E) @=>> =7N9)T);)NC6: C:N6 NB= >]:U; IKJO 5):@=9

(=;

"

!W'W

"

XWP''Q

)

%D&WR%HW'O

I'!J +)6 SV

"

b= +5

"

VC] VS

"

=N )>O 16<:!9=U]>)N=A =7*9=;!

;C6: 6\ ()*'+,- *9=AC@N; ]:\)T69)G>= *96U:6;C; C: AC\\];=

NM*= U);N9C@ @):@=9 ):A E)M G= @699=>)N=A <CNB ?0.IKJOF:N

K 5>C: ?7*

"

!W'X

"

'WP$Q

)

'!'W'R'!'''O

I'8J b):U b

"

aB):U K

"

b): b

"

=N )>O V6< =7*9=;;C6: 6\

()*'+,- C; );;6@C)N=A <CNB =*CNB=>C)>!E=;=:@BME)> N9):!

;CNC6: P?0.Q ):A *669 *96U:6;C; C: U);N9C@ @):@=9IKJO4:@6!

N)9U=N

"

!W'X

"

$PDQ

)

$WDXR$WH$O

I'%J VC V

"

VC SO ?*CNB=>C)>!E=;=:@BME)> N9):;CNC6: C: B]E):

@):@=9

)

@6E*9=B=:;CT= 9=*96U9)EEC:U 6\ E=N)G6>C;E

"

=*C!

U=:=NC@;

"

):A AC\\=9=:NC)NC6:O IKJO -B)9E)@6> .B=9

"

!W'D

"

P'DWQ

)

88R%HO

I'DJ .;)C K[

"

b):U KO ?*CNB=>C)>!E=;=:@BME)> *>);NC@CNM C: @)9!

@C:6E) E=N);N);C;IKJO +=:=; 1=T

"

!W'8

"

!XP!WQ

)

!'&!R!!WHO

I'HJ S):U b

"

3BC K

"

5B)C `

"

=N )>O .B= 96>= 6\ 3:)C> C: ?0.

):A N]E69CU=:=;C; IKJO 5]99=:N 5):@=9 19]U .)9U=N;

"

!W'8

"

'8P&Q

)

&H8R&X!O

''XD


