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犓犔犉４对人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１体外增殖及迁移侵袭能力的影响
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　　摘　要：目的　探讨Ｋｒüｐｐｅｌ样因子４（ＫＬＦ４）对人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株增殖和迁移侵袭能力的影响。方法　以人胃癌

ＳＧＣ７９０１细胞株为研究对象，脂质体法转染ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４重组质粒并建立犓犔犉４稳定过表达细胞株，以未转染犓犔犉４基

因和转染空质粒载体的胃癌细胞株为对照。逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测犓犔犉４ｍＲＮＡ的表达，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）

法检测转染后ＳＧＣ７９０１细胞的增殖情况，划痕试验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测胃癌细胞迁移侵袭能力。结果　与未转染组和空载体

组比较，转染组细胞犓犔犉４ｍＲＮＡ表达明显，ＭＴＴ法检测显示４８ｈ和７２ｈ细胞增殖抑制明显（犘＜０．０５），２４、４８、７２ｈ的增殖抑

制率分别为１２．９０％、２３．８５％、２５．５６％。未转染组、空载体组和转染组细胞迁移率分别为（７８．１５±４．８６）％、（７３．７５±４．０３）％、

（６０．８４±５．５６）％，侵袭穿膜细胞数分别为（１６３．５３±１３．９５）个、（１５８．０７±１２．５４）个、（７３．８７±８．７０）个，转染组细胞迁移率和侵袭

穿膜细胞数较对照组均降低（犘＜０．０５）。结论　犓犔犉４对胃癌ＳＧＣ７９０１细胞的体外增殖及迁移侵袭具有抑制作用。
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　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＫｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４（ＫＬＦ４）ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ

ｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＳＧＣ７９０１犻狀狏犻狋狉狅．犕犲狋犺狅犱狊　ＨｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｌｉｐｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｅｌｌｌｉｎｅｆｏｒｓｔａｂｌｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犓犔犉４．

Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓａｎｄＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犓犔犉４ｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｏｎｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙ．Ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａ

ｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒａｓｓａｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犓犔犉４ｍＲＮＡｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犓犔犉４ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｓ．ＭＴＴａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犓犔犉４ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｔ４８ｈａｎｄ７２ｈ（犘＜０．０５）．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓａｔ２４，４８ａｎｄ７２

ｈｗｅｒｅ１２．９０％，２３．８５％ａｎｄ２５．５６％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（７８．１５±４．８６）％，（７３．７５±４．０３）％ａｎｄ

（６０．８４±５．５６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｅｌｌｓｃｒｏｓｓｅｄｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１６３．５３±１３．９５，１５８．０７±１２．５４ａｎｄ

７３．８７±８．７０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｃｒｏｓｓｅｄｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｇｒｏｕｐｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ犓犔犉４ｗｅｒｅｂｏｔｈｄｅ

ｃｒｅａｓｅｄｉｎｃｏｎｔｒａｓｔｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｓ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　犓犔犉４ｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＳＧＣ７９０１

ｃｅｌｌｌｉｎｅ犻狀狏犻狋狉狅．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｓｔｏｍａｃｈｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４；ｉｎｖａｓｉｏｎ

　　肿瘤是世界范围内严重的公共卫生问题，在美国，每年有

１／４的死亡由恶性肿瘤所致
［１］，而作为最常见的上皮源性恶性

肿瘤和主要的肿瘤致死性相关疾病，全球每年有１２％的肿瘤

患者死于胃癌［２］。虽然手术切除是胃癌治疗的首选方案之一，

特别是早中期胃癌［３］，然而，由于肿瘤细胞侵袭转移，治疗常常

十分棘手。胃癌的侵袭转移涉及一系列分子水平的异常，

Ｋｒüｐｐｅｌ样因子４（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ４，ＫＬＦ４）是近年来新发

现的一种细胞生长抑制因子，参与细胞增殖、分化、迁移、凋亡

等多种生理、病理过程的调控［４］。本课题组前期研究发现在胃

癌组织中犓犔犉４低表达，明显低于癌旁及正常组织，并且其阳

性表达与肿瘤浸润层次和淋巴转移相关［５］。本实验选用人胃

癌ＳＧＣ７９０１细胞株，转染犓犔犉４基因，进一步探讨犓犔犉４对

胃癌细胞的生物学行为及功能的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞株与质粒　人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株由重庆医科大

学附属第一医院实验研究中心备存。ｐｃＤＮＡ３．１ＩＲＥＳＥＧＦＰ

０３１ 重庆医学２０１３年１月第４２卷第２期

 基金项目：重庆市卫生局医学科学技术研究项目（２００８２４９）；重庆市卫生局医学科学研究重点项目（２０１０１１９）。　作者简介：黄

镇（１９８４～），博士，主要从事胃肠道肿瘤的基础与临床研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）８９０１１１８２；Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｚｉｗｅｉ５７１＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。



真核质粒载体购于北京泛基诺科技有限公司，ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥ

ＫＬＦ４重组真核质粒载体由北京泛基诺科技有限公司协助

构建。

１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＯＰＴＩＭＥＭⅠ培养基、

Ｇ４１８购于美国Ｇｉｂｃｏ公司，新生小牛血清购于杭州四季青生

物工程材料有限公司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）

购于美国Ｓｉｇｍａ公司，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）购于北京中杉金桥生物技术有限公司，胰蛋白酶

和脂 质 体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 购 于 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司；

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ、Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇购于大

连ＴａＫａＲａ公司，ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购于北京天根生化科技有限公

司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ孔径）和人工基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ购于美

国ＢＤ公司。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　人胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株呈贴壁生长，培

养于含１０％新生小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，置于

３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱。倒置光学显微镜下观察细胞生长

情况。０．１％胰蛋白酶消化、收集细胞，按１∶２～４传代。取对

数生长期细胞用于后续实验。

１．３．２　构建真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４　ｐｃＤＮＡ３．１

ＩＲＥＳＥＧＦＰ载体可表达绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏ

ｔｅｉｎ，ＧＦＰ），并具有对新霉素（ｎｅｏｍｙｃｉｎ）的抗药基因，其产物可

将Ｇ４１８转化为无毒形式。ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４重组真核载体

由北京泛基诺科技有限公司协助构建；将犓犔犉４基因连接到

上述载体的犅犪犿ＨⅠ／犈犮狅ＲⅠ位点，对ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４最

终载体行酶切和测序鉴定，证实构建成功。

１．３．３　脂质体介导转染并建立犓犔犉４稳定过表达细胞株　

将细胞分为未转染组、ｐｃＤＮＡ３．１ＩＲＥＳＥＧＦＰ转染组（即空载

体组）、ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４转染组（即转染组）。转染前１ｄ，

胰蛋白酶消化、收集细胞，接种于６孔板，每孔细胞２×１０５ 个，

３７℃、５％ＣＯ２ 培养至约６０％汇合。每孔质粒（μｇ）与脂质体

（μＬ）按１．０∶２．５配制转染复合液，分别加入上述各组并轻轻

混匀，ＯＰＴＩＭＥＭⅠ培养基补足至２ｍＬ。６ｈ后，更换为正常

培养基继续培养。２４ｈ后观察转染情况，成功转染的细胞表

达ＧＦＰ，因而可被激发出绿色荧光，使细胞在荧光倒置显微镜

下呈现为绿色。４８ｈ后，根据预实验测定的最佳浓度行Ｇ４１８

筛选（３５０μｇ／ｍＬ）。１０～１４ｄ后，挑取单个克隆，以Ｇ４１８维持

浓度（２５０μｇ／ｍＬ）扩大培养以获得稳定转染细胞株供后续实

验所用。

１．３．４　逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测各实验组犓犔犉４ｍＲＮＡ的表达　

实验分组同前。取各实验组对数生长期细胞，按ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ

试剂说明书提取总 ＲＮＡ，经紫外分光光度仪定量 ＲＮＡ浓度

和纯度，并逆转录合成ｃＤＮＡ。逆转录条件：３７℃ 逆转录

１５ｍｉｎ，８５℃逆转录酶失活５ｓ。扩增引物由上海生工生物工

程有限公司设计合成，序列如下：犓犔犉４上游引物：５′ＣＴＴ

ＣＣＴＧＣＣＣＧＡＴＣＡ ＧＡＴＧＣ３′，下游引物：５′ＣＧＧＴＡＧ

ＴＧＣＣＴＧＧＴＣＡＧＴＴＣＡ３′，产物大小２９８ｂｐ；犌犃犘犇犎 上

游引物：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，下游引物：

５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′，产物大小４７６ｂｐ。

扩增条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共循环３０次。扩增产物行１．５％琼脂糖凝胶

电泳，采用凝胶成像分析仪观察拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析

图像。

１．３．５　四甲基偶氮唑盐（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）

法检测各实验组细胞增殖能力　胰蛋白酶法收集上述各实验

组对数生长期细胞，制成单细胞悬液，调整细胞密度为２．５×

１０４／ｍＬ，接种于９６孔板（２００μＬ／孔），每组设８个平行复孔。

分别在接种后０、２４、４８、７２ｈ，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）

２０μＬ；常规培养４ｈ后，弃上清液，加入ＤＭＳＯ（２００μＬ／孔），

振荡１０ｍｉｎ使结晶物充分溶解。空白调零后，酶标仪检测

５７０ｎｍ波长处的吸光度（Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）值。细胞增殖抑制率

的计算公式：抑制率＝（１－实验组Ａ５７０／对照组Ａ５７０）×１００％。

１．３．６　划痕试验检测细胞迁移能力　按上述方法收集各组细

胞接种于６孔板中（１×１０６／孔）。待细胞生长汇合成单层细胞

后，用无菌的中号移液器枪头在细胞层上小心地行“一”字形划

痕，ＰＢＳ清洗２次，倒置显微镜下观察划痕处无悬浮或游离的

细胞。分别在０、２４、４８ｈ观察并拍照各组划痕愈合程度（反映

细胞迁移能力），细胞迁移率的计算公式：迁移率＝（１－４８ｈ

划痕距离／初始距离）×１００％。

１．３．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞侵袭能力　用无血清 ＲＰＭＩ

１６４０培养基稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶至５ｍｇ／ｍＬ，取４０μＬ加到

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室膜上，３７℃孵育使其凝固，紫外灯照射消毒过

夜。实验前加入３０μＬ无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基水化基底膜

（３７℃，３０ｍｉｎ）。收集各实验组细胞，用无血清ＲＰＭＩ１６４０培

养基调整细胞密度为５×１０５／ｍＬ，于上室中加入此细胞悬液

４００μＬ，下室中加入含１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基

６００μＬ，常规培养。２４ｈ后，取出小室，用棉签小心擦去上层细

胞和基质胶，并用ＰＢＳ清洗２次，４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，苏

木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，中性树胶封片。每张

片随机选取５个视野进行细胞计数并拍照。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以α＝

０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　转染效率的测定　转染２４ｈ后，荧光倒置显微镜观察，

成功转染的细胞因表达ＧＦＰ而被激发出绿色荧光，在镜下呈

现出绿色，见图１。

２．２　转染后各组细胞犓犔犉４ｍＲＮＡ的表达　结果见图２所

示，在ｐｃＤＮＡ３．１ＩＥＫＬＦ４转染组中可见明显扩增的犓犔犉４基

因片段，长度为２９８ｂｐ，而其他两组中相应位置几乎未见相应

条带或表达极低，因此，可以认为转染成功，转染组细胞中有

犓犔犉４ｍＲＮＡ的表达，见图２。

２．３　ＭＴＴ法测定各组细胞的生长增殖情况　ＭＴＴ法检测

结果见表１。在各时间观察点，未转染组与空载体组细胞的

Ａ５７０值比较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。２４ｈ时，转染组

细胞Ａ５７０值较对照组降低，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

在４８ｈ和７２ｈ，转染组细胞 Ａ５７０值明显低于未转染组和空载

体组（犘＜０．０５）。以对照组作为参照，２４、４８、７２ｈ转染组的

细胞增殖抑制率分别为１２．９０％、２３．８５％、２５．５６％。
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　　Ａ：未转染组；Ｂ：空载体组；Ｃ：转染组。

图１　　转染２４ｈ后的ＳＧＣ７９０１细胞（荧光倒置显微镜 ×２００）

２．４　划痕试验检测细胞体外迁移能力　划痕４８ｈ后，未转染

组和空载体组细胞的迁移率分别为 （７８．１５±４．８６）％、

（７３．７５±４．０３）％，二者之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；转

染组细胞的迁移率为（６０．８４±５．５６）％，较对照组下降（犘＜

０．０５），见图３。

２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞体外侵袭能力　侵袭试验结果

显示，未 转 染 组 和 空 载 体 组 的 侵 袭 穿 膜 细 胞 数 分 别 为

（１６３．５３±１３．９５）个、（１５８．０７±１２．５４）个，组间比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；转染组的侵袭穿膜细胞数为（７３．８７±

８．７０）个，较对照组明显减少（犘＜０．０５），见图４。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：转染组；２：空载体组；３：未转染组。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞犓犔犉４ｍＲＮＡ的表达

表１　　不同时间点犓犔犉４ｍＲＮＡ对ＳＧＣ７９０１细胞增殖的影响（狓±狊，％，狀＝３）

组别 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

未转染组 ０．２８３６±０．２８３６ ０．３７７２±０．０７７５ ０．４６８０±０．０９８４ ０．５２８７±０．０８０４

空载体组 ０．２８５０±０．０５７４ ０．３８５１±０．０６９８ ０．４５９４±０．０６４７ ０．５１３１±０．０６７６

转染组 ０．２８７５±０．０６２０ ０．３１２９±０．１０３０ ０．３５３１±０．０５７６ａｂ ０．３８７７±０．０２９０ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与未转染组比较；ｂ：犘＜０．０５，与空载体组比较。

　　Ａ：未转染组；Ｂ：空载体组；Ｃ：转染组。

图３　　划痕试验检测犓犔犉４对ＳＧＣ７９０１细胞迁移能力的影响（倒置显微镜×１００）

　　Ａ：未转染组；Ｂ：空载体组；Ｃ：转染组。

图４　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测犓犔犉４对ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力的影响（ＨＥ，×２００）

３　讨　　论

胃肠道是一个开放的系统，其黏膜上皮一方面受到机械、

化学以及生物因素等的侵袭而损伤脱落；另一方面，其上皮细

胞通过增殖、分化、迁移以不断更替，因此，胃肠道上皮处于损
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伤和抗损伤的动态平衡中。若此过程中某因素发生改变或调

节失控，则可能导致正常细胞恶性转化。作为最常见的肿瘤之

一，胃癌的发病机制尚不明确，其发生、发展与多种因素相关。

虽然已有手术、放疗、化疗等多种治疗手段，但其治疗常常因肿

瘤细胞的侵袭转移而失败。ＫＬＦ４是ＫＬＦ家族中的重要成员

之一，其羧基端的３个锌指结构，为该家族特征性结构
［６］。

ＫＬＦ４主要表达于胃肠道上皮、皮肤、血管内皮和胸腺，并且主

要在上皮细胞分化末期、有丝分裂后期表达［７］，因此，也称为胃

肠富集ＫＬＦ或上皮锌指蛋白。人类犓犔犉４基因位于９ｑ３１，有

５个外显子，其ｃＤＮＡ全长１４４０ｂｐ，编码产物为含有４７９个氨

基酸残基的蛋白。

ＫＬＦ４与多种生命活动相关，包括生长、发育、增殖、分化

等。研究表明，在胚胎发育晚期及肠管分化终末期的上皮细胞

中ＫＬＦ４表达均增高，在生长抑制的状态下亦明显增高，提示

ＫＬＦ４可抑制某些细胞的增殖，对调节上皮细胞分化有重要作

用［８］。细胞的增殖依赖于细胞周期完整、有序地进行，而

ＫＬＦ４作为一种细胞生长抑制因子，一方面抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１、鸟

氨酸脱羧酶等细胞周期正性调节基因的启动子，下调它们的表

达；另一方面，ＫＬＦ４还可诱导Ｐ２１、Ｐ２７、Ｐ５３等细胞周期负调

控因子表达，阻滞细胞 Ｇ１ 期向Ｓ期转化，从而抑制细胞增

殖［９１０］。Ｇｈａｌｅｂ等
［１１］发现，有条件地敲出犓犔犉４基因后，缺陷

小鼠小肠上皮细胞的增殖和迁移得到上调，并伴有肠绒毛刷状

缘分泌因子的改变和潘氏细胞异位；而在结肠，则伴有碳酸酐

酶的减少和杯状细胞的分化与成熟障碍。研究证实 ＫＬＦ４与

多种肿瘤密切相关，其中膀胱癌、前列腺癌、食管癌、结直肠癌、

胃癌等肿瘤中ＫＬＦ４表达降低，而在乳腺导管癌和口腔鳞癌中

ＫＬＦ４表达上调。Ｘｕ等
［１２］研究发现，采用 ＤＮＡ去甲基化制

剂５氮２′脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａｄＣ）处理结

肠癌ＳＷ６２０、ＲＫＯ细胞系后，ＫＬＦ４表达上调，提示 ＫＬＦ４在

结直肠腺瘤和癌中的极度低表达可能与表观遗传学的调控有

关，启动子区异常甲基化降低了 ＫＬＦ４的表达。该研究还发

现，虽然ＫＬＦ４的表达情况与结直肠癌患者的总体预后无明显

关联，但是对于已有淋巴结转移的结直肠癌患者，ＫＬＦ４阳性

表达者的预后优于阴性表达者。

Ｗｎｔ（ｗｉｎｇｌｅｓｓａｎｄｉｎｔ１）／β链蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）信号通路与

正常组织发育和多种疾病的发生、发展密切相关，在肿瘤演变

中亦起着极为重要的作用；该通路涉及βｃａｔｅｎｉｎ、结肠腺瘤性

息肉病（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）因子、Ｔ细胞因子４

（Ｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ４，ＴＣＦ４）、淋巴增强因子（ｌｙｍｐｈｏｉｄｅｎｈａｎｃｅｒ

ｆａｃｔｏｒ，ＬＥＦ）等参与，βｃａｔｅｎｉｎ是其中最重要的因子之一
［１３］。

犓犔犉４可直接与βｃａｔｅｎｉｎ转录活化区结合，下调βｃａｔｅｎｉｎ表

达，并抑制其介导的转录［１４］，提示犓犔犉４不仅是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅ

ｎｉｎ信号通路中的重要成员，而且在此通路中发挥抑制作用。

另外，ＫＬＦ４还是一种干细胞相关因子，慢病毒介导联合转染

八聚体结合转录因子４（ｏｃｔａｍｅｒｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，

Ｏｃｔ４）、性别决定区Ｙ框蛋白２（ｓｅｘｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎＹｂｏｘ

２，ＳＯＸ２）、ＣＭＹＣ及ＫＬＦ４可诱导正常体细胞向多能干细胞

转化，进而发生增殖、分化、转移的改变［１５］。

侵袭转移是恶性肿瘤的特性之一，亦是肿瘤恶性进展的关

键步骤。在此过程中，肿瘤细胞无限增殖是前提，而肿瘤细胞

同质黏附降低和异质黏附增强，使得肿瘤细胞更易脱落，并降

解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），迁移至邻近组织，

进而发生远处转移。本研究以质粒为载体将犓犔犉４基因成功

转入胃癌ＳＧＣ７９０１细胞，ＲＴＰＣＲ证实转染细胞中 犓犔犉４

ｍＲＮＡ表达水平明显提高。ＭＴＴ显示转染犓犔犉４基因后，细

胞增殖下降，与此前另一研究方法结果一致［１６］。划痕试验和

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室试验显示转染组细胞迁徙侵袭能力下降，其机

制可能与犓犔犉４与βｃａｔｅｎｉｎ相互作用有关
［１４，１７］，而βｃａｔｅｎｉｎ

不仅是重要的细胞连接和黏附因子，亦是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号

通路中的核心成员之一。上皮细胞间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）参与了肿瘤侵袭转移，沉默

犓犔犉４将会导致上皮细胞在形态和迁移方面发生变化，与此相

伴的是上皮性钙黏附蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）丢失，而犓犔犉４表达上

调后能明显恢复Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，同时抑制癌细胞的侵袭和

转移［１８］。本研究显示犓犔犉４表达上调后，胃癌细胞增殖、迁移

和侵袭能力发生改变，提示ＫＬＦ４可能成为胃癌分子治疗的潜

在靶点，至于其中的机制，特别是ＫＬＦ４与βｃａｔｅｎｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒ

ｉｎ之间如何相互作用，是否还有其他因子参与，将会是笔者后

续研究的重点。
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统计资料类型

统计资料共有三种类型：计量资料、计数资料和等级资料。按变量值性质可将统计资料分为定量资料和定性资料。

定量资料又称计量资料，指通过度量衡的方法，测量每一个观察单位的某项研究指标的量的大小，得到的一系列数据资

料，其特点为具有度量衡单位、多为连续性资料、可通过测量得到，如身高、红细胞计数、某一物质在人体内的浓度等有一定

单位的资料。

定性资料分为计数资料和等级资料。计数资料为将全体观测单位（受试对象）按某种性质或特征分组，然后分别清点各

组观察单位（受试对象）的个数，其特点是没有度量衡单位，多为间断性资料，如某研究根据患者性别将受试对象分为男性组

和女性组，男性组有７２例，女性组有７０例，即为计数资料。等级资料是介于计量资料和计数资料之间的一种资料，可通过

半定量的方法测量，其特点是每一个观察单位（受试对象）没有确切值，各组之间仅有性质上的差别或程度上的不同，如根据

某种药物的治疗效果，将患者分为治愈、好转、无效或死亡。
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