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摘 要"$目的% 研究
:/;!!<$!=>

靶向
9!

钙黏蛋白&

9!3*?.0(/)

#调节胃癌细胞迁移'侵袭的作
用及机制( $方法% 收集

!$

例胃癌组织及癌旁组织"检测
:/;!!<$!=>

及
9!3*?.0(/)

的表达水
平)培养

A9B@=

胃癌细胞"分为转染阴性对照!

9-

*

:/:/3

的
9-

组和转染
:/;!!<$!=> :/:/3

的
:/;!!<$!=>

组" 检测细胞的迁移及侵袭数目+

9!3*?.0(/)

的
:;9C

及蛋白表达水平'

9!

3*?.0(/)

双荧光素酶报告基因的荧光活力,$结果%胃癌组织中
:/;!!<$!=>

的表达水平!

"8@="

"8"D

*显著低于癌旁组织的!

"8E<""8!!

*!

FG"8"=

*"

9!3*?.0(/)

的表达水平!

"8DH""8!"

*显著高
于癌旁组织的!

"8#E""8<@

*!

FG"8"=

*"且
:/;!!<$!=>

的表达水平与
9!3*?.0(/)

的表达水平呈
负相关!

(IJ"8!"<

"

FG"8"=

*,

:/;!!<$!=>

组
A9B@=

胃癌细胞的迁移数目!

#=8=E"<<8@D

*及侵袭
数目!

#E8<<"<"8H@

*均少于
9-

组!

<<H8$@"!"8<H

"

D$8E!"<$8=E

)

F

均
G"8"=

*"

9!3*?.0(/)

的
:;!

9C

及蛋白表达水平' 野生型
9!3*?.0(/)

双荧光素酶报告基因的荧光活力低于
9-

组 !

FG

"8"=

*, $结论%

:/;!!<$!=>

在胃癌中低表达"过表达
:/;!!<$!=>

能够抑制胃癌细胞的迁移和
侵袭"靶向抑制

9!3*?.0(/)

是可能的分子机制,
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收稿日期"
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%修回日期"
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胃癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤" 发病率 居我国恶性肿瘤第
!

位" 但早期胃癌临床症状不典

型+诊断困难"多数患者确诊时已经为中晚期"预后

较差+

=

年生存率较低$

<J!

%

, 目前"胃癌的发病机制尚

未明确"不仅不利于发现早期诊断胃癌的标志物"也

专
题
报
道

#$@



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

不利于发现靶向治疗胃癌的手段! 微小
%&'

"

()!

*+,%&'

#

()%

$是近些年恶性肿瘤发病机制的研究热

点# 能够在转录后水平调节原癌基因或抑癌基因表

达#进而参与多种恶性肿瘤的发生发展!

多项胃癌的相关研究证实#

()%!!-$!./

%

()%!0!-

%

()%!!12

等多种
()%3

在胃癌组织中异常表达&

450

'

#其

中
()%!!-$!./

具有抑癌活性#已经被证实能够抑制

肾癌%子宫内膜癌%宫颈癌的迁移%侵袭和转移 &

.56

'

!

789+

等 &

$

'在肺癌细胞研究了
()%!!-$!./

发挥生物

学作用的机制#结果发现
()%!!-$!./

能够靶向抑制

&!

钙黏蛋白"

&!*:;89+)<

$的表达%进而抑制癌细胞迁

移及侵袭! 癌细胞过度迁移和侵袭是胃癌重要的病

理特征#但目前
()%!!-$!./

在胃癌迁移及侵袭中的

调控作用及机制尚未明确! 因此# 本实验以
=>&0.

胃癌细胞株为对象# 探究了
()%!!-$!./

靶向
&!*:;!

89+)<

调节胃癌细胞迁移%侵袭的作用及机制!

-

材料与方法

!"!

临床样本

收集
!"-6

年
!

月至
!"-1

年
.

月期间在盐城市

第一人民医院手术切除的胃癌组织及对应的癌旁组

织#共
!$

例! 纳入标准("

-

$经病理学检查明确诊断

为胃癌)"

!

$既往无其他恶性肿瘤病史)"

4

$术前未接

受过放化疗等抗肿瘤治疗!

!"#

细 胞

=>&0.

胃癌细胞株购自上海纪宁实业公司#液

氮中保存!

!"$

试 剂

()%!!-$!./ ()()*

及阴性对照 "

<9?:@)A9 *,<!

@+,B

#

&C

$

()()*

购自上海吉玛公司#结晶紫购自
7)?!

(:

公司#

()%

提取分离试剂盒%

()% *D&'

第一链合

成试剂盒%

()%

荧光定量检测试剂盒% 培养细胞总

%&'

提取试剂盒%

*D&'

第一链合成预混试剂盒%荧

光定量检测试剂盒购自北京天根公司#

%EF'

裂解

液%

GC'

蛋白定量试剂盒购自北京索莱宝公司#

&!

*:;89+)<

一抗购自
'2*:(

公司# 含有
&!*:;89+)<

基

因
(%&' 4"HI%

的双荧光素酶报告基因及检测系

统来自上海翊圣生物科技有限公司!

!"%

方 法

-J0K-

细胞培养及分组

=>&0.

细胞复苏后在含有
-"L

胎牛血清的完

全培养基中贴壁培养#当细胞密度生长至
$"L

后用

"J!.L

胰蛋白酶进行消化并按
-#4

的比例传代! 传代

后的细胞进行分组#

&C

组转染
&C ()()*

#

()%!!-$!

./

组转染
()%!!-$!./ ()()*

# 转染均按照
M)/,N9*!

@:()<94"""

试剂的说明书进行操作!

!

组细胞均连

续转染
!08

!

-K0K! ()%!!-$!./

表达水平检测

取胃癌组织和癌旁组织#用
()%

提取试剂盒提

取组织中的
()%

#用
()%*D&'

第一链合成试剂盒将

组织中的
()%

反转录为
*D&'

# 用
()%

荧光定量

FC%

检测试剂盒对
*D&'

进行
FC%

扩增#分别扩增

()%!!-$!./

及内参
H#

#根据试剂盒配置扩增体系并

在
FC%

仪中按照
1.$ -.3

及
#"$ 403

的循环重复

0"

次#反应完成后在软件中生成循环阈值"

C@

$#以
H#

为内参%根据公式
!

5!!C@ 计算
()%!!-$!./

表达水平!

-K0K4 &!*:;89+)< (%&'

表达水平检测

取
&C

组和
()%!!-$!./

组
=>&0.

细胞# 采用

培养细胞总
%&'

提取试剂盒提取细胞中的
%&'

#

采用
*D&'

第一链合成预混试剂盒将细胞中的

%&'

反转录为
*D&'

# 采用荧光定量检测试剂盒对

*D&'

进行
FC%

扩增# 分别扩增目的基因
&!*:;!

89+)<

及内参基因
"!:*@)<

#根据试剂盒配置扩增体系

并在
FC%

仪中按照
1.$ -.3

及
#"$ 403

的循环重

复
0"

次# 反应完成后在软件中生成循环阈值"

C@

$#

根据公式
!

5!!C@ 计算
&!*:;89+)<

的
(%&'

表达水平!

-K0K0 &!*:;89+)<

蛋白表达水平检测

取胃癌组织和癌旁组织%

&C

组和
()%!!-$!./

组
=>&0.

细胞#采用
%EF'

裂解液裂解组织或细胞

并提取蛋白# 采用
GC'

试剂盒检测蛋白含量后取

4"#?

蛋白与上样缓冲液混合#在聚丙烯酰胺凝胶中

电泳分离% 电转移至
FODP

膜#

.L

脱脂牛奶封闭

FODP

膜
-8

#

- #-"""

稀释的
&!*:;89+)<

一抗或
- #

."""

稀释的
"!:*@)<

一抗孵育
FODP

膜过夜#

-#!"""

稀释的二抗室温孵育
FODP

膜
-8

#加入
QCM

显影液

并在凝胶成像系统中显影得到
&!*:;89+)<

%

"!:*@)<

的蛋白条带#计算
&!*:;89+)<

与
"!:*@)<

灰度值的比

值"即
&!*:;89+)<

的蛋白表达水平$!

-K0K.

细胞迁移及侵袭的
I+:<3R9BB

检测

检测细胞迁移时#取转染后的
&C

组%

()%!!-$!

./

组细胞#消化收集细胞#制成细胞悬液后接种在

I+:<3R9BB

上室#同时在下室内加入含有
-"L

胎牛血

#$.
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:/11'01 ! ;/<!!=$!>? 9!3*@.0(/)

A*1B(/3 3*)30( !$ "8C>""8"D "8DE""8!"

F*(*3*)30(&'1 !$ "8G=""8!! "8#G""8=C

B H >8G$G >8#E>

F I J"8""= J"8""=

!"#$% & '()*"+,-(. (/ ),0!1&2!3*

!

4!5"67%+,. %8*+%--,(.

#%9:%%. ;"-9+,5 5".5%+ ".6 *"+"5".5%+(<- 9,--<%-

清的培养基!

!C.

后取出小室!擦去未发生迁移的细

胞!用结晶紫染色后在显微镜高倍视野下观察!在
E

个随机视野下对迁移细胞进行计数" 检测细胞侵袭

时! 预先在上室内加入基质胶! 而后接种转染后的

KL9C>

细胞并按照检测迁移的相同方法进行操作!

对侵袭细胞进行计数"

=8C8# ;/<!!=$!>?

靶向
9!3*@.0(/)

的生物信息学分析

在
:*(40B13*)

网站中输入 #

;/<!!=$!>?

$!在靶

基因列表中选择
9!3*@.0(/)

! 预测
9!3*@.0(/)

基因

;<9M E#N:<

中
;/<!!=$!>?

的结合位点%

=8C8G

双荧光素酶报告基因实验

将含有野生型
9!3*@.0(/)

基因
;<9M E$N:<

的双荧光素酶报告基因或含有突变型
9!3*@.0(/)

基

因
;<9M E$N:<

的双荧光素酶报告基因转染进入

KL9C>

细胞 ! 同时转染
9- ;/;/3

或
;/<!!=$!>?

;/;/3

!

!C.

后采用双荧光素酶报告基因检测系统检

测细胞中萤火虫及海肾的荧光活力! 根据两个荧光

活力的比值计算双荧光素酶报告基因的荧光活力"

=>3

统计学处理

采用
OFOO!=8"

软件录入数据! 计量资料以均

数
%

标准差表示!两组间比较采用
B

检验!相关性分

析采用
F0*(1&)

检验!

FJ"8">

为差异有统计学意义"

!

结 果

1>&

胃癌组织及癌旁组织中
;/<!!=$!

>?

"

9!3*@.0(/)

表达比较

与癌旁组织比较!胃癌组织中
;/<!

!=$!>?

的表达水平明显下 调 !

9!3*@!

.0(/)

表达水平明显上调!差异有统计学

意义&

FJ"8">

'%相关性分析显示!胃癌组织

中
;/<!!=$!>?

表达水平与
9!3*@.0(/)

表达水平呈负相关 &

(PI"8!"=

(

FJ"8">

'

&

:*Q+0 =

'%

1>1 ;/<!!=$!>? ;/;/3

的转染效果

9-

组胃癌细胞中
;/<!!=$!>?

的表

达水平为
"8#D""8="

!

;/<!!=$!>?

组胃癌

细胞中
;/<!!=$!>?

的表达水平为
!8$C"

"8#!

% 与
9-

组比较!

;/<!!=$!>?

组胃癌

细胞中
;/<!!=$!>?

的表达水平明显增

加!差异有统计学意义&

FJ"8">

'%

1>? ;/<!!=$!>?

对胃癌细胞迁移"侵袭的调节作用

与
9-

组比较!

;/<!!=$!>?

组胃癌细胞的迁移

数目(侵袭数目均明显减少!差异有统计学意义&

FJ

"8">

'&

R/4'(0 =

(

:*Q+0 !

'%

1>@ ;/<!!=$!>?

对胃癌细胞中
9!3*@.0(/)

表达的调节

作用

与
9-

组比较!

;/<!!=$!>?

组胃癌细胞中
9!3*@!

.0(/)

的
;<9M

表达水平及蛋白表达水平均明显下

调!差异有统计学意义&

FJ"8">

'&

R/4'(0 !

(

:*Q+0 E

'%

1>3 ;/<!!=$!>?

靶向
9!3*@.0(/)

基因
;<9M E$N:<

经
:*(40B13*)

生物信息学分析!

9!3*@.0(/)

基因

;<9M E$N:<

中含有
;/<!!=$!>?

的结合位点)经双

!"#$% 1 A()*"+,-(. (/ ),;+"9%6 ".6 ,.B"6%6 ;"-9+,5 5%$$-

.<)#%+- #%9:%%. 1 ;+(<*-

A(&'?1 ! K/4(*B0@ )';Q0( S)T*@0@ )';Q0(

9- > ==E8$C"!"8=E D$8G!"=$8>G

;/<!!=$!>? > #>8>G"==8CD #G8=="="8EC

B I C8#>G E8E!>

F I "8""! "8"="
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荧光素酶报告基因实验验证! 与
+8

组比较!

314!

!<$!9)

组胃癌细胞中含有野生型
+!,-./0&12

基因

34+5 >#AB4

的双荧光素酶报告基因的荧光活力明

显下降"

@C":"9

#$含有突变型
+!,-./0&12

基因
314!

+5 >$AB4

的双荧光素酶报告基因的荧光活力无明

显变化"

@D":"9

%"

E1F(&0 >

$

B-GH0 I

%&

>

讨 论

胃癌的发病涉及多基因$多环节$多步骤!但具

体的分子机制仍未明确&近年!

314*

靶向调节原癌基

因或抑癌基因表达是胃癌发病机制的研究热点 &

314!!<$!9)

是一种具有抑癌作用的
314

!

J'(

等'

=

(研

究发现!胃癌组织中
314!!<$!9)

的表达减少且与远

期复发有关)

K0

等 '

<"

( 的研究发现! 结肠癌组织中

314!!<$!9)

的表达减少且与病理特征恶化有关 )

@02F

等'

<<

(研究发现!前列腺癌患者血清中
314!!<$!

9)

的表达减少且与肿瘤骨转

移有关& 本实验也分析了胃癌

组织中
314!!<$!9)

表达变化!

与癌旁组织比较! 胃癌组织中

314!!<$!9)

的表达明显减少!

与
J'(

等 '

=

(的研究结果一致!

表明
314!!<$!9)

低表达可能

削弱其抑癌作用并参与胃癌的

发生发展!但
314!!<$!9)

对胃

癌生物学行为的调控作用仍需

进一步研究& 因此本研究在临

床样本分析
314!!<$!9)

表达

变化的基础上以胃癌
LM+I9

细胞株为实验对象!分析
314!

!<$!9)

的生物学作用&

肾癌$ 子宫内膜癌$ 宫颈癌的相关研究已经证

实!

314!!<$!9)

抑制癌细胞的迁移$侵袭$转移 '

9?;

(

&

在胃癌的发生发展过程中!癌细胞过度的迁移$侵袭

是重要的恶性生物学行为! 能够促进癌细胞向周围

淋巴结及远处脏器浸润!引起肿瘤转移'

<!?<>

(

&

N12

等
'

<I

(在胃癌中的研究证实!外周血中
314!!<$!9)

低表

达与胃癌的转移有关!提示
314!!<$!9)

可能参与胃

癌迁移和侵袭的调控& 本研究以
LM+I9

细胞为实

验对象!通过转染
314!!<$!9) 3131,

的方式增加细

胞中
314!!<$!9)

的表达! 而后在
B&-2*O0HH

中检测

了细胞的迁移和侵袭!结果发现*增加
314!!<$!9)

的表达后! 细胞迁移和侵袭数目均明显减少! 表明

314!!<$!9)

对胃癌
LM+I9

细胞的迁移和侵袭具有

抑制作用!与既往研究报道的
314!!<$!9)

在其他恶

性肿瘤细胞中抑制迁移$侵袭的结果一致&

314

发挥生物学作用的方式是在转录后水平调

节基因表达!在靶基因
34+5

的
>$AB4

上含有
314

的结合位点!

314

与结合位点配对结合后促进
34!

+5

降解$抑制
34+5

翻译!最终实现抑制靶基因表
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达的作用! 肺癌中
:/;!!<$!=>

靶基因的相关研究证

实"

9!3*?.0(/)

是
:/;!!<$!=>

的靶基因!

9!3*?.0(/)

是上皮间质转化过程中间质表型的标志基因" 能够

降低细胞间的黏附性并促进细胞迁移#侵袭!已有研

究报道"胃癌中
9!3*?.0(/)

的表达明显增加"过表达

9!3*?.0(/)

能够促进胃癌细胞的迁移和侵袭$

<=@<#

%

!本

实验进一步在胃癌细胞中验证了
:/;!!<$!=>

对
9!

3*?.0(/)

的 靶 向 调 节 作 用 ! 在 转 染
:/;!!<$!=>

:/:/3

后"

AB9C=

细胞中
9!3*?.0(/)

的表达水平明

显降低"同时含有野生型
9!3*?.0(/)

基因
:;9D E"

FG;

双荧光素酶报告基因的荧光活力也明显降低"

根据
G*(40H13*)

预测结果对
9!3*?.0(/)

基因
:;9D

E"FG;

进行突变后#

:/;!!<$!=>

则不影响突变型双

荧光素酶报告基因的荧光活力"表明
:/;!!<$!=>

能

够靶向抑制
9!3*?.0(/)

的表达且靶向结合的位点与

G*(40H13*)

预测的位点一致!

综上所述"

:/;!!<$!=>

在胃癌中低表达" 过表

达
:/;!!<$!=>

能够抑制胃癌细胞的迁移和侵袭"同

时也能抑制
9!3*?.0(/)

的表达" 靶向抑制
9!3*?!

.0(/)

可能是
:/;!!<$!=>

抑制胃癌细胞迁移和侵袭

的分子机制!
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