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胃癌细胞株"分为阴性对照组&

23%&'!&.

组&

&(!!)*#+!23%&'

转
染组( 检测不同组细胞增殖抑制率及凋亡率"采用
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检测
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信号通路相关蛋
白表达水平( $结果% !

>

)
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检测发现"在
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及
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时"

&(!!)*#+!23%&'

组的细胞抑制率
显著高于空白组与
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A
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) 流式细胞术检测发现"
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时" 空白组&

23%&'!&.

组&

&(!!)*#+!23%&'

组的细胞凋亡率分别为
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&
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组的细胞凋亡率显著增加!

AB"C"">

)( !

=

)

<7E82F5::

检测结果显示"
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小室的细胞数量分别为
=/0C#!"
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&
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&
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组的穿膜细胞数量显著少于空白组与
23%&'!&.

组!

A

均
B"C"">

)( !

1

)

4526578!9:;6

检测显示"与空白组相比"

&(!!)*#+!23%&'

组中
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A.&'
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蛋白的表达量均显著下降!

A

均
B"C"+

)( $结论%在
,-.!/0"

胃癌细胞株
中"抑制

&(!!)*#+

表达水平可能通过降低
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信号通路活性"抑制细胞增殖并促进凋亡(
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胃癌是我国常见恶性肿瘤之一" 我国现有胃癌 患者人数约
$"

万"每年新增胃癌患者约
1"

万"死亡

人数达
="

万$

>

%

( 在我国"随着社会经济的发展"人们

的饮食习惯-生活习惯发生明显改变"胃癌的发病率

也呈逐渐上升趋势$

!I=

%

( 胃癌的发生涉及多阶段&多

专
题
报
道
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步骤!多种癌基因"

:

#

$核因子
!;

%

9<!!;

&蛋白最早由

=*>/? ;*+@/A&(0

发现"

B

#

'该蛋白家族可以选择性的结

合在
;

细胞
!!

轻链增强子上调控许多基因的表达"

#

#

(

近年来有研究发现'

9<!!;C#B

在结肠癌! 前列腺癌

等多种恶性肿瘤中存在表达异常( 本研究探讨
D9E

干扰
9<!!;C#B

基因表达对胃癌细胞株
FG-!HI"

增

殖!凋亡的影响及机制'以期为胃癌的防治提供更多

信息(

J

材料与方法

!"!

实验试剂

人正常胃上皮细胞
FG-!HI"

购于日本
K*L*(*

公司 ' 本实验室保存传代培养 (

FKEKM

抗体 !

C!

FKEKM

抗体!

N-9E

抗体!

OON!!

抗体购于美国瑞普

斯生物科技有限公司( 四甲基偶氮唑盐! 二甲基亚

砜购于碧云天生物技术研究所(

9<!!;C#B

小干扰

D9EP9<!!;C#B 1/D9EQ

!小干扰
D9E

阴性对照
P1/D!

9E!9-Q

均购于南京凯基生物科技发展有限公司(

!"#

细胞培养及转染

将胃癌细胞株
FG-!HI"

置于含
J"R

胎牛血清

的完全培养基中进行培养'在
MH"

!

BR -2

!

孵箱中

孵育'经胰酶数次消化传代后'取对数生长期细胞进

行实验( 接种于
!:

孔板' 当细胞汇合度达约
#"R

时'应用
S/C&,03@/) KO !"""

进行转染'根据实验方

案'分为)%

J

&未转染的空白对照组*%

!

&

1/D9E!9-

组)

阴性对照组*%

M

&

9<!!;C#B 1/D9E

转染组( 转染
:.

后在新培养基中继续培养(

!"$ OKK

检测

根据实验分组方案'分别更换空白对照组+

1/D!

9E!9-

组和
9<!!;C#B!1/D9E

转染组的细

胞培养液' 用含
J"R

胎小牛血清的培养液

配成单细胞悬液'以每孔
J"""

个细胞接种

到
I#

孔板'每孔体积
!"""+

( 同时培养至

!:.

!

:$.

!

H!.

( 培养结束后'于每孔细胞加

入
!""+ OKK

溶液'孵育
:.

'检测
BH")A

波

长处的吸光度%

E

值&'记录结果'以时间为

横坐标' 吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲

线(

!"%

细胞侵袭能力检测

将细胞在含
!R <;F

的培养基中饥饿

过夜' 取
JA+

细胞接种于
K(*)1T0++

小室的上室'下

室加入完全培养基' 孵育
J$.

后取出小室' 乙醇固

定!染色'计数穿膜细胞数量'取平均值'以迁移细胞

的相对数目来表示肿瘤细胞迁移能力' 实验设
M

个

平行小室'重复实验
M

次(

!"& U01@0() V+&@

检测

收集各分组的实验细胞' 应用
DWNE

裂解液裂

解细胞样品并提取总蛋白'

;-E

法测定蛋白浓度(

混合上样缓冲液'煮沸变性'电泳!转膜!封闭!一抗

二抗孵育!

X-S

法显影定影( 通过
Y'*)@/@5 2)0

软件

分析条带强度'以
GEN=Z

为内参'检测
C!FKEKM

!

N-9E

!

OON!!

蛋白表达(

!"'

流式细胞检测

细胞传代! 消化后' 转移至离心管' 室温下'

J"""([A/)

'离心
J"A/)

'弃去上清( 添加细胞培养液'

调整细胞浓度约为
J"

#

[A+

' 分别加入
;',,0( !"""+

!

E))0\/) 7!<WK- J""+

及
NW J""+

' 避光反应
JBA/)

(

再次加入
;',,0( M"""+

'上机'流式细胞仪检测凋亡

率'每组细胞重复检测
M

次'取平均值(

!"(

统计学处理

应用
FNFF !"8"

软件进行统计分析( 计量资料

采用均数
#

标准差表示'组间比较采用方差分析'两

两比较采用
SF=!@

检验'检验水准
#]"8"B

(

!

结 果

#"!

转染效率测定

9<!!;C#B!1/D9E

转入胃癌细胞株
FG-!HI"

后

:$.

'在荧光显微镜下观察'可见多数实验组细胞携

带绿色荧光'细胞转染率约为
$HR

%

</4'(0 J

&(

)*+,-. ! /01+. 23 456!(78 9.::; 13<.- <-1=;3.9<*2= 23 >)!!?@'&!

;*A>B 32- %CD
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及
)*+,*-.!/01,

检测
23!!45#6

表达

%&!'(%

检测显示! 空白组"

+7%28!2(

组"

23!

!45#6!+7%28

组的
23!!45#6 9%28

相对表达量分

别 为
":;< "":!=

"

":;6 "":!!

"

":!> "":";

# 空 白 组 与

+7%28!2(

组
23!!45#6 9%28

相对表达量无明显差

异$

,?":@>"

!

'?":$;!

%!但均显著高于
23!!45#6!+7%28

组$

,?#:#";

!

'#":""@

&

,?#:#<$

!

'$":""@

%'

)*+,*-.!/01,

检测发现!

=

组细胞的
23!!45#6

蛋白表达量分别为

":$6!%":"$<

"

":$>@"":"<=;

"

":!$="":"!6

!趋势与
%&!

'(%

检测结果一致' 表明
23!!45#6

干扰基因成功

转入
AB(!<;"

细胞!并发挥了沉默效应$

37CD-* !

%'

!"#

细胞增殖抑制率比较

E&&

检测发现!

+7%28!2(

组"

23!!45#6!+7%28

组在
!>F

时细胞抑制率分别为
=:=!G"":!=G

"

=:6$G"

":="G

!组间比较差异无统计学意义$

,?@:6=$

!

'?":@#=

%'

>$F

时! 生长抑制率分别为
@:$>G"":@;G

"

@$:;!G"

":$<G

!差异有统计学意义$

,?>!:$$$

!

'$":""@

%'

<!F

时分别为
!:"=G"":=6G

"

>;:$"$:!=G

!差异有统计学

意义$

,?#6:"!=

!

'$":""@

%'

!"$

细胞凋亡率比较

流式细胞检测发现!在
>$F

时!空白组"

+7%28!

2(

组 "

23!!45#6!+7%28

组的细胞凋亡率分别为

6:$6G "":!6G

"

#:@=G "":=;G

"

@#:"6G "":@>G

!

23!

!45#6!+7%28

组的细胞凋亡率显著高于空白组及

+7%28!2(

组 $
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!
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&
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!
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%

$

37CD-* =

%'

!"%

细胞体外侵袭能力比较

&-I.+J*00

检测结果显示 ! 空白组 "

+7%28!2(

组"

23!!45#6!+7%28

组穿过
&-I.+J*00

小室的细胞

数 量 分 别 为
=<;:#! "@":6@

"

=$#:$# "@@:>!
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$;:#! "
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!

23!!45#6!+7%28

组的穿膜细胞数量显著少于

空白组与
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信号通路相关蛋白表达
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检测显示! 与空白组相比!
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2(

组的
5!A&8&=

"

'(28

"

EE'!!

蛋白表达量无明显

变 化 !
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组
5!A&8&=

"

'(28

"
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蛋白的表达量显著下降$
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讨 论
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56"

"
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"
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"
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和
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组成(

<

)

!

这些蛋白质二聚化后形成有功能的
23!!4

(

$

)

' 大多

数的细菌可以结合细胞膜表面的受体! 从而激发

23!!4

信号通路改变基因的表达! 并可影响到各种

不同的生物学过程!包括先天和适应性免疫"炎症"

应激反应"

4

细胞发育和淋巴器官形成(

;

)
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目前的研究认为!

9:!!;<#=

具有某些原癌基因

的特征!可能参与了肿瘤的发生发展过程"

>"

#

$在本研

究中!我们利用
?9@

干扰技术敲低了胃癌细胞株中

9:!!;<#=

基因的表达! 将胃癌细胞分为空白组%

1/?9@!9-

组及
9:!!;<#=!1/?9@

组$

?9@

干扰是指

在进化过程中高度保守的% 由双链
?9@

诱发的%同

源
A?9@

高效特异性降解的现象$

?9@

干扰技术提

供了一种经济%快捷%高效的抑制特异基因表达的技

术手段! 有助于研究该基因在生物模型系统中的作

用!并逐步成为遗传性疾病%肿瘤疾病等基因治疗研

究的一种手段"

>>B>!

#

$干扰模型构建成功后!通过
CDD

检测发现! 在
E$.

及
F!.

时!

9:!!;<#=!1/?9@

组的

细胞抑制率显著高于空白组与
1/?9@!9-

组$ 表明

9:!!;<#=

基因的表达缺失对肿瘤细胞的生长起到

了显著的抑制作用! 生长速度明显下降$ 进一步的

流式细胞检测发现!与空白组相比!

9:!!;<#=!1/?!

9@

组的细胞凋亡率显著增加$ 细胞凋亡是指为维

持内环境稳定! 由基因控制的细胞自主的有序的死

亡"

>G

#

$细胞凋亡是细胞的一种基本生物学现象!在多

细胞生物去除不需要的或异常的细胞中起着必要的

作用! 临床使用的放射疗法和化疗药物主要就是通

过诱导肿瘤细胞凋亡而发挥疗效 "

>EH>=

#

$ 表明降低

9:!!;<#=

基因表达有利于诱导肿瘤细胞凋亡 $

ID@DG

信号通路是众多细胞因子信号转导的共同途

径!广泛参与细胞增殖%分化%凋亡以及炎症等过程!

可以通过负调节因子与其他信号通路相互作用%

ID@D1

共价修饰等多种途径进行调节$

ID@DG

通路

的激活促进各种疾病的发生%发展!包括各种炎症性

疾病% 淋巴瘤% 白血病以及实体肿瘤等疾病! 针对

ID@DG

信号通路的靶向治疗是目前的热点$ 在本研

究中!通过
J01K0()!L+&K

检测发现!与空白组相比!

9:!!;<#=!1/?9@

组中
<!ID@DG

%

M-9@

%

CCM!!

蛋白

的表达量显著下降$ 表明
9:!!;<#=

可能通过降低

ID@DG

信号通路活性发挥效应$

综上所述!本研究发现!在
IN-!FO"

胃癌细胞

株中! 抑制
9:!!;<#=

表达水平可通过降低
ID@DG

信号通路活性!抑制胃癌细胞增殖并促进凋亡$
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