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抑癌基因ｍａｓｐｉｎ在胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１中的表达及意义
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（重庆医科大学附属第一医院：１．消化内科；２．检验科　４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨抑癌基因ｍａｓｐｉｎ在胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１生长和凋亡过程中的生物学作用。方法　构建重组质粒ｐＣＤ

ＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，转染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１，采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫细胞化学检测ｍａｓｐｉｎ基因表达，ＭＴＴ法

检测细胞增殖，原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡。结果　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ导入ＳＧＣ７９０１细胞株后，ｍａｓｐｉｎ

的ｍＲＮＡ和蛋白表达明显增强（犘＜０．０５），胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖受到抑制，并出现明显的细胞凋亡。结论　ｍａｓｐｉｎ基因可

以抑制胃癌ＳＧＣ７９０１细胞增殖，并诱导细胞凋亡。
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　　抑癌基因ｍａｓｐｉｎ是丝氨酸蛋白酶抑制剂（ｓｅｒｐｉｎ）家族的

成员之一，其在健康成人的大多数组织中均有表达，而在恶变

的组织中表达明显下降，甚至不表达。目前的研究认为其可抑

制不同类型的肿瘤细胞增殖、转移，促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿

瘤血管生长等。为了研究 ｍａｓｐｉｎ基因对胃癌细胞的抑制作

用，本研究构建 ｍａｓｐｉｎ基因的表达质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，

并将其稳定转染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１，从ｍＲＮＡ及蛋白水平

检测ｍａｓｐｉｎ的表达变化，并检测胃癌细胞的增殖和凋亡。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒　ｐＣＤＮＡ３．１质粒由重庆医科大学感染性疾病

分子生物学重点实验室黄爱龙教授惠赠。

１．１．２　细胞株和组织　胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１由重庆医科大

学病理教研室提供。原发性肝癌癌旁组织由重庆医科大学附

属第一医院普外科孔令泉副教授提供。

１．１．３　主要试剂　限制性内切酶 ＸｈｏⅠ及 ＥｃｏＲⅠ购于

ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒和连接试剂盒

购于Ｏｍｉｇａ公司；总 ＲＮＡ提取试剂、逆转录聚合酶链反应

（ＲＴＰＣＲ）试剂盒和原位末端标记法（ＴＵＮＥＬ）反应试剂盒购

于Ｐｒｏｍｅｇａ公司；转染试剂ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；ｍａｓｐｉｎ单克隆抗体购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｍａｓｐｉｎ引物和内参

磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物由大连宝生物公司合成。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养胃癌ＳＧＣ７９０１细胞株接种在含１０％小牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃，５％ ＣＯ２ 孵箱中培养，长满后

传代。

１．２．２　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ的构建　ｍａｓｐｉｎ的上、

下游引物分别为５′ＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＣＣＣＴＧ

ＣＡＡＣＴＡ ＧＣＡ ＡＡＴ３′和５′ＴＣＧＣＴＣ ＧＡＧ ＴＴＡ ＡＧＧ

ＡＧＡＡＣＡＧＡＡＴＴＴＧＣＣＡＡＡＧ３′。采用手术切除的原发

性肝癌癌旁组织，按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂的方法提取总 ＲＮＡ，总

ＲＮＡ用 ＭＭＬＶ逆转录酶和ｍａｓｐｉｎ下游引物合成第一链ｃＤ

ＮＡ，反应条件如下：３０℃１０ｍｉｎ，９４℃５ｍｉｎ，５℃５ｍｉｎ。用

ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶进行ＰＣＲ扩增，反应体系内含ｃＤＮＡ４

μＬ，１０×缓冲液５μＬ，上、下游引物各１μＬ，ＭｇＣｌ２４μＬ，脱氧

核苷酸（ｄＮＴＰｓ）４μＬ，Ｔａｑ酶０．２５μＬ，加灭菌蒸馏水至５０

μＬ。按下述条件进行循环：９４℃４０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃７０ｓ，

共３０个循环，以纯水作阴性对照。扩增产物于１．５％琼脂糖

凝胶电泳３０ｍｉｎ，ＥＢ染色，ＢｉｏＲａｄ图像仪观察并扫描制片，

胶回收目的基因。重组质粒酶切鉴定，再测序分析。
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１．２．３　ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染 ＳＧＣ７９０１细胞　按ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书进行转染。将贴壁生长的ＳＧＣ７９０１

细胞用胰酶消化、离心、然后去上清，沉淀用ＲＰＭＩ１６４０培养

液重悬，调整浓度为４×１０５／ｍＬ，２ｍＬ／孔细胞接种于６孔培

养板中，３７℃培养。待细胞生长到占培养瓶底约８０％左右时，

培养液换为不含抗菌药物但仍含血清的 ＲＰＭＩ１６４０，培养过

夜。次日分别用空质粒ｐＣＤＮＡ３．１、重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１

ｍａｓｐｉｎ和脂质体的复合物转染ＳＧＣ７９０１细胞，在无血清及抗

菌药物的培养液中培养４～６ｈ后换新鲜的含１０％ 小牛血清

的ＲＰＭＩ１６４０培养液，继续培养２～４ｄ，然后检测各项指标。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测ｍａｓｐｉｎ基因的ｍＲＮＡ　按照Ｑｉａｇｅｎ公

司的ＲＴＰＣＲ一步法试剂盒进行操作。反应条件为：９４℃４０

ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃７０ｓ，共３０个循环。以ＧＡＰＤＨ作为内参，

以ｐＣＤＮＡ３．１转染组作为阴性对照。合成的ＧＡＰＤＨ上游引

物为：５′ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧ３′，下游引物为：５′

ＧＧＴＣＣＡ ＣＣＡ ＣＴＧ ＡＣＡ ＣＴＧ Ｇ３′，产物长度 ４２１ｂｐ；

ｍａｓｐｉｎ产物长度为８２１ｂｐ。扩增产物于１％琼脂糖凝胶电泳

３０ｍｉｎ，ＥＢ染色，ＢＩＯＲＡＤ 图像分析仪观察并扫描，记录

结果。

１．２．５　免疫化学检测 ｍａｓｐｉｎ蛋白表达　ＳＧＣ７９０１细胞爬

片，７２ｈ后收获细胞，９５％乙醇固定后，按 ｍａｓｐｉｎ抗体说明书

操作。ＤＡＢ显色，二甲苯透明，封片，照相。ＩｍａｇｅＰｒｏｃＰｌｕｓ

３．０软件进行分析。

１．２．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖　将ＳＧＣ７９０１细胞以５×１０
４／

ｍＬ接种于９６孔板，每孔２００μＬ，于３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培

养２４ｈ后加上处理因素，每组设立４个重复孔，并设空白对照

组。继续培养１～４ｄ，然后在每孔中加入ＭＴＴ２０μＬ，３７℃继

续孵育４ｈ后弃培养液上清，随后每孔加入二甲基亚砜１００

μＬ，振荡使蓝色沉淀溶解。用酶标仪测４９０ｎｍ波长处的吸光

度（Ａ），计算细胞增殖抑制率（ＩＲ）及中效浓度，并在倒置显微

镜下观察细胞形态。抑制率＝（ｌ－试验孔 Ａ／对照组 Ａ）×

１００％ 。

１．２．７　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　取对数生长期的ＳＧＣ７９０１

细胞４×１０５／ｍＬ接种于６孔板，１０％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养过夜，质粒ｐＣＤＮＡ３．１和ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ分别转染细

胞后７２ｈ，弃上清，９５％乙醇固定，３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭，每孔加５０

μＬ反应混合液，３７℃孵育６０ｍｉｎ，然后每孔加５０ｍＬ山羊标

记的辣根过氧化物酶，ＤＡＢ显色。

１．３　统计学处理　实验数据以狓±狊表示，采用χ
２ 检验和狋

检验进行统计学分析。

２　结　　果

２．１　质粒鉴定　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ经 ＸｈｏⅠ及

ＥｃｏＲⅠ双酶切，同时做ｐＣＤＮＡ３．１质粒双酶切对照。１％琼脂

糖电泳，ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ经双酶切后呈两条带，分别为５．５

ｋｂ的载体片段和１１２８ｂｐ的小片段；而ｐＣＤＮＡ３．１经双酶切

后则为５．５ｋｂ的载体片段和３０ｂｐ的目的片段。测序结果均

正确。见图１。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测结果　以琼脂糖电泳条带的亮度来判断

ｍａｓｐｉｎｍＲＮＡ水平高低。实验结果显示，与转染ｐＣＤＮＡ３．１

组细胞相比较，转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ组细胞中 ｍａｓｐｉｎ的

ｍＲＮＡ水平上调８０．５％（犘＜０．０５）。见图２。

２．３　免疫细胞化学检测结果　转染ｐＣＤＮＡ３．１组ＳＧＣ７９０１

细胞，细胞质着色少而浅。而转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ组ＳＧＣ

７９０１细胞可见细胞质黄染，内有较多棕黄色颗粒，说明 ｍａｓｐｉｎ

成功转染进入ＳＧＣ７９０１细胞中并获得较强表达。见图３。

　　１：ｐＣＤＮＡ３．１／ＸｈｏⅠ＋ＥｃｏＲⅠ；２：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ／ＸｈｏⅠ＋

ＥｃｏＲⅠ；Ｍ：标记。

图１　　重组质粒的酶切鉴定

　　Ｍ：标记；１：ｐＣＤＮＡ３．１转染组；２：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染组。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测ｍａｓｐｉｎ的ｍＲＮＡ水平

２．４　ＭＴＴ实验检测细胞增殖　纯水转染ＳＧＣ７９０１细胞后

７２ｈ细胞生长抑制率为０．１７±０．０３，空质粒ｐＣＤＮＡ３．１转染

ＳＧＣ７９０１细胞后７２ｈ细胞生长抑制率为０．２２±０．０２，两者差

异无统计学意义（犘＞０．０５）；重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转

染ＳＧＣ７９０１细胞后７２ｈ细胞生长抑制率为０．７９±０．０６，与

前两组的差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．５　ＴＵＮＥＬ检测ＳＧＣ７９０１细胞的凋亡　ＭＴＴ实验检测细

胞增殖转染ｐＣＤＮＡ３．１组ＳＧＣ７９０１细胞贴壁良好，形态较完

整，部分细胞胞核内有着色现象，胞质着色浅。而转染ｐＣＤ

ＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ质粒组则出现大量的凋亡细胞，细胞核内呈棕

红色染色，核浓缩，胞浆有片状着色，可见部分细胞脱落，说明
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ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ能引起明显的细胞凋亡。见图４。

　　Ａ：ｐＣＤＮＡ３．１转染组；Ｂ：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染组。

图３　　免疫细胞化学检测ｍａｓｐｉｎ蛋白表达（×４０）

　　Ａ：ｐＣＤＮＡ３．１转染组；Ｂ：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染组。

图４　　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡（×４０）

３　讨　　论

胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，其发病率高，恶

性程度高。临床上手术切除及辅助性放疗、化疗的应用并没有

带来满意的生存率［１］。基因治疗是近年来兴起的一种肿瘤治

疗的新方法，其中通过基因工程手段促使抑癌基因在癌细胞中

的再表达，进而抑制肿瘤细胞生长，是目前公认有效的一种基

因治疗方法［２３］。

ｍａｓｐｉｎ基因是在人的正常乳腺上皮细胞上发现的ｓｅｒ

ｐｉｎｓ。１９９４年，有研究者首先报道 ｍａｓｐｉｎ再表达可明显抑制

乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４３５在体内、外的生长、浸润和转

移［４５］。Ａｂｒａｈａｍ等
［６］的研究证明，ｍａｓｐｉｎ的再表达在逆病毒

转染的鼠前列腺肿瘤细胞中能特异性地促进细胞对纤维结合

素的结合。目前的研究发现ｍａｓｐｉｎ基因在大多数健康人组织

中均有表达；一旦正常组织恶变，ｍａｓｐｉｎ基因表达则减弱或不

表达［６１０］。生物学研究表明 ｍａｓｐｉｎ的再表达会抑制肿瘤生

长，可能与增强细胞对凋亡刺激因子的敏感性有关；ｍａｓｐｉｎ基

因的再表达可抑制肿瘤浸润、血管生成和肿瘤转移，其发生可

能与ｍａｓｐｉｎ介导的抑制细胞周围蛋白酶解有关
［１１１３］。

在本研究中，作者首先成功构建了 ｍａｓｐｉｎ基因的重组表

达质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，将其转染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１，

并在ｍＲＮＡ和蛋白水平检测到ｍａｓｐｉｎ基因表达明显增强，说

明ｍａｓｐｉｎ基因在ＳＧＣ７９０１细胞中获得了再表达；同时 ＭＴＴ

实验及ＴＵＮＥＬ反应发现ＳＧＣ７９０１细胞增殖受到抑制，并出

现明显的细胞凋亡。通过这些实验结果，作者证实了 ｍａｓｐｉｎ

基因可能通过抑制胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１的增殖、诱导细胞凋

亡达到抑癌作用［１４１５］，为进一步研究 ｍａｓｐｉｎ基因的抑癌机制

以及利用ｍａｓｐｉｎ基因进行基因治疗提供了一定的理论依据。
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Ｈｃｙ血症关系不大。进一步深入探讨ＳＡＨ 致 ＡＳ的机制，从

而采取积极有效的措施，将对早期发现ＣＫＤ患者心血管并发

症，降低其发生风险有极大的意义。
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ｓｕｒｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｏｆｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ［Ｊ］．

Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，２０１２，２２１（１）：４８５４．

［１４］欧三桃，柳飞，刘琦，等．Ｓ腺苷同型半胱氨酸对大鼠主动

脉内皮细胞增殖及凋亡的影响［Ｊ］．基础医学与临床，

２０１０，３０（１０）：１０３７１０４０．

［１５］ＨｉｒｓｃｈＳ，ＲｏｎｃｏＡＭ，ＰｉｎａｒｄｉＧ，ｅｔａｌ．Ｌａｃｋｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｄｉｅｔｉｎｄｕｃｅｄｈｙｐｏｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｒｅｌａｘａｔｉｏｎｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＮｕｔｒ，２００８，２７（６）：８９５８９９．

（收稿日期：２０１２１０１６　修回日期：２０１２１２０３）

（上接第６０６页）

［８］ＬｏｎａｒｄｏＦ，ＬｉＸ，ＫａｐｌｕｎＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｎａｔｕｒａｌｔｕｍｏｒｓｕｐ

ｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎｍａｓｐｉｎａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｎｏｎ

ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｈａｒｍＤｅｓ，２０１０，１６（１６）：

１８７７１８８０．

［９］ ＭｏｈｓｉｎＳＫ，ＺｈａｎｇＭ，ＣｌａｒｋＧＭ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｐｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｉｎｖａｓｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｔｈｅｒｐｒｏｇｎｏｓ

ｔｉｃｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｌ，２００３，１９９（４）：４３２４３５．

［１０］ＭａｒｉｏｎｉＧ，ＧｉａｃｏｍｅｌｌｉＬ，ＡｌｅｓｓａｎｄｒｏＥ，ｅｔａｌ．Ｎｕｃｌｅａｒｌｏ

ｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

（ＭＡＳＰＩＮ）：ｉｓｉｔｓｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｄｕｅｔｏａｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＡｍＪＯｔｏｌａｒ

ｙｎｇｏｌ，２００８，２９（３）：１５６１６２．

［１１］ＣｈｏＪＨ，Ｋｉｍ ＨＳ，ＰａｒｋＣＳ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｐｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｅａｒｌｙｏｒａｌｔｏｎｇｕｅｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅｐ５３ａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

［Ｊ］．ＯｒａｌＯｎｃｏｌ，２００７，４３（３）：２７２２７７．

［１２］ＬｉｕＪ，ＹｉｎＳ，ＲｅｄｄｙＮ，ｅｔａｌ．Ｂａｘｍｅｄｉａｔｅｓｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｓｅｎｓｉｔｉｚｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｓｐｉｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，６４（５）：

１７０３１７１１．

［１３］ＴｅｒａｓｈｉｍａＭ，ＭａｅｓａｗａＣ，ＯｙａｍａＫ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎ ｈｕｍａｎ ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ：ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ

ｍａｓｐｉｎｃｏｒｒｅｌａｔｅｓｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＢｒＪ

Ｃａｎｃｅｒ，２００５，９２（６）：１１３０１１３６．

［１４］ＺｈａｎｇＷ，ＳｈｉＨＹ，ＺｈａｎｇＭ．Ｍａｓｐｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄ

ｕｌａｔｅｓｔｕｍｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＢｃｌ

２ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＢＭＣＣａｎｃｅｒ，２００５，５（１）：５０５５．

［１５］ＬｉＺ，ＳｈｉＨＹ，ＺｈａｎｇＭ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｓｐｉｎｉｎ

ｔｕｍｏｒｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅｓｉｎｄｕｃｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．

Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２００５，２４（２０）：２００８２０１９．

（收稿日期：２０１２０９０７　修回日期：２０１２１０１９）
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