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人ＡＱＰ５真核表达质粒的构建及其在胃癌细胞中的表达
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　　摘　要：目的　构建人ｐｃＤＮＡ３．１ＡＱＰ５／ｍｙｃＨｉｓ真核表达质粒，观察水通道蛋白５（ＡＱＰ５）基因在胃癌ＡＧＳ细胞中的稳定

表达。方法　采用基因重组技术将人 ＡＱＰ５ｃＤＮＡ插入真核表达载体ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ，构建人ｐｃＤＮＡ３．１ＡＱＰ５／ｍｙｃＨｉｓ

真核表达质粒。脂质体介导空载体ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ和表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＡＱＰ５／ｍｙｃＨｉｓ分别转染人胃癌 ＡＧＳ细胞株，

Ｇ４１８筛选，挑取阳性克隆，扩大培养，逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分别检测ＡＱＰ５ｍＲＮＡ和

蛋白表达。结果　双酶切和基因测序结果均证实人ｐｃＤＮＡ３．１ＡＱＰ５／ｍｙｃＨｉｓ真核表达质粒构建成功。ＡＱＰ５转染组与空白对

照组、空载体组比较，ＡＱＰ５ｍＲＮＡ表达显著增加（犘＜０．０５），ＡＱＰ５蛋白表达显著上调（犘＜０．０５）。结论　成功构建人ＡＱＰ５真

核表达质粒并获得稳定表达ＡＱＰ５基因的胃癌ＡＧＳ细胞系，为进一步研究ＡＱＰ５蛋白对胃癌恶性表型的影响奠定实验基础。
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ＧａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡＧＳｗｉｔｈｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＱＰ５ｉｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ａｎｄｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ＡＱＰ５ｐｒｏｔｅｉｎｏｎｇａｓｔｒｉｃｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ．
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　　水通道蛋白５（ａｑｕａｐｏｒｉｎ５，ＡＱＰ５）是跨膜水通道蛋白家

族的重要成员之一，广泛分布于分泌性腺体上皮组织和细胞，

在体内水平衡和腺体分泌等方面起着重要作用［１］。新近研究

表明，ＡＱＰ５在多种肿瘤组织细胞中呈异常表达，可能通过调

节肿瘤细胞的增殖与转化［２］、影响肿瘤细胞的侵袭与迁移等参

与肿瘤的发生与发展［３］。因此，ＡＱＰ５正成为肿瘤研究的新领

域。本研究运用分子生物学方法，构建人 ＡＱＰ５重组质粒并

将其导入人胃癌细胞株 ＡＧＳ细胞中，从而获得稳定表达

ＡＱＰ５基因的ＡＧＳ细胞系，为进一步研究 ＡＱＰ５基因对胃癌

恶性表型的影响奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　人胃癌细胞株 ＡＧＳ为本研究所保种；ｐｃＤＮＡ

３．１／ｍｙｃＨｉｓ质粒为本院科研中心罗时文教授馈赠；总 ＲＮＡ

提取液（ＴＲＩｚｏｌ）、逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒为

北京ＴｒａｎｓＧｅｎ公司产品；脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ２０００试剂为美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；限制性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ、

Ｔ４ＤＮＡ连接酶为日本ＴａＫａＲａ公司产品；质粒小提试剂盒及

胶回收试剂盒为Ｏｍｅｇａ公司产品；兔抗人 ＡＱＰ５抗体为 Ａｂ

ｃａｍ公司产品；鼠抗人β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）抗体为ＳａｎｔａＣｒｕｚｅ

公司产品；遗传霉素（Ｇ４１８）为 Ｍｅｒｃｋ公司产品；美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司完成引物合成；北京诺赛基因公司完成基因测序。

１．２　方法

１．２．１　人 ＡＱＰ５真核表达质粒的构建　根据序列数据库

ＧｅｎＢａｎｋ中人ＡＱＰ５的ｍＲＮＡ序列设计特异性引物。引物序

列：上游５′ＧＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧＡＡＧＧＡＧＧＴＧＴＧ

ＣＴＣＣＧＴ３′（ＢａｍＨⅠ）；下游５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＣＧ

ＧＧＴＧＧＴＣＡＧＣＴＣＣ３′（ＥｃｏＲⅠ），下划线示酶切位点

（ＢａｍＨⅠ、ＥｃｏＲⅠ）。用ＰＣＲ法扩增获得ＡＱＰ５目的片段，产物长

度为８１０ｂｐ。对扩增的ＡＱＰ５基因片段和载体ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃ

Ｈｉｓ分别用ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ进行双酶切。酶切产物用１％琼脂

糖凝胶电泳（１１０Ｖ，３５ｍｉｎ），电泳片段用凝胶回收试剂盒回收。

ＡＱＰ５目的片段与线性载体分别按摩尔比３∶１、６∶１和９∶１用

Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接，４℃连接过夜。连接产物转化大肠杆

菌Ｔｏｐ１０感受态细胞后，接种于含氨苄西林１００μｇ／ｍＬ的Ｌｕ
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ｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）固体培养基平板，３７℃筛选过夜。挑取阳性克隆

摇菌提取质粒，质粒用ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切鉴定。将酶切鉴定

正确的阳性质粒送北京诺赛基因公司进行测序鉴定。

１．２．２　细胞培养及质粒转染　转染前２４ｈ取对数生长期

ＡＧＳ细胞，调整细胞密度为１×１０５／ｍＬ，接种于１２孔培养板，

次日进行转染。随机分为对照组、空载体组和 ＡＱＰ５转染组。

转染前弃含血清双抗培养基，磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）漂洗２遍

后，每 孔 加 无 血 清 无 双 抗 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改 良 Ｅａｇｌｅ 培 养 基

（ＤＭＥＭ）１ｍＬ，将质粒（μｇ）和Ｌｉｐｏｆｅｃｔｍｉｎｅ２０００（μＬ）按１∶３

的比例分别用１００μＬ无血清培养基稀释，各自轻轻混匀静置

５ｍｉｎ后，再混合两者静置２０ｍｉｎ，将混合液均匀加至相应的

细胞中，于３７℃ＣＯ２ 孵育箱中培养５ｈ后更换１０％ 胎牛血清

含青链双抗的ＤＭＥＭ培养基继续培养。

１．２．３　Ｇ４１８筛选浓度的确定及ＡＧＳ细胞阳性克隆的筛选　

将ＡＧＳ细胞以５×１０４／ｍＬ密度接种于１２孔培养板中，２４ｈ

后，将Ｇ４１８与含血清的ＤＭＥＭ培养基混合，配成浓度分别为

０、１００、２００、３００、４００、５００、６００、７００、８００、９００和１０００ｍｇ／Ｌ的

液体，每隔３ｄ换液一次，培养１０ｄ，以１０ｄ９０％细胞致死量为

最佳筛选浓度，因此确定４００ｍｇ／Ｌ为最佳筛选浓度。转染２４

ｈ后按１∶１０传代于２４孔板，细胞贴壁后加入含４００ｍｇ／Ｌ

Ｇ４１８的完全培养基培养１４ｄ至筛选出阳性克隆；挑取阳性克

隆继续扩大培养，筛选出的稳定细胞株分别命名为 ＡＧＳ／

ＡＱＰ５细胞（转染 ＡＱＰ５的细胞）和 ＡＧＳ／ＥＶ细胞（转染空载

体的细胞），用２００ｍｇ／ＬＧ４１８维持培养。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＡＱＰ５ｍＲＮＡ表达　ＴＲＩｚｏｌ法抽

提ＡＧＳ（对照组）、ＡＧＳ／ＡＱＰ５（ＡＱＰ５组）和 ＡＧＳ／ＥＶ（空载

组）细胞总 ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明进行逆转录获取ｃＤ

ＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增。ＡＱＰ５引物序列：上游

５′ＣＴＴＣＣＴＣＡＡＧＧＣＣＧＴＧＴＴＣ３′；下游 ５′ＣＴＣＣＴＣ

ＣＣＡＧＴＣＣＴＣＧＴＣＡ３′；内参βａｃｔｉｎ引物序列：上游 ５′

ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′；下游５′ＴＧＧＡＡＧＧＴＧ

ＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′。反应条件９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变

性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环，７２℃继

续延伸７ｍｉｎ。取１０μＬＰＣＲ产物行１％琼脂糖凝胶电泳，凝

胶成像分析进行分析，以目的条带 ＡＱＰ５与βａｃｔｉｎ灰度值的

比值反映ＡＱＰ５ｍＲＮＡ相对表达水平。实验重复至少３次。

１．２．５　蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测细胞 ＡＱＰ５蛋白表

达　收集对照组、ＡＱＰ５组和空载组细胞，细胞裂解液提取总

蛋白。ＢＣＡ法进行蛋白含量测定。取总蛋白５０μｇ／孔在１０％

十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）４０Ｖ，３０

ｍｉｎ后改电压为８０Ｖ，１２０ｍｉｎ后至溴酚蓝跑至胶最下方取

胶，将分离的蛋白转移至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，２５Ｖ９０ｍｉｎ

进行转膜。转膜后５％脱脂奶粉含０．１％叶吐温２０Ｔｒｉｓ缓冲

溶液（ＴＢＳＴ）４℃封闭６０ｍｉｎ；加入一抗孵育（ＡＱＰ５１∶５００，

βａｃｔｉｎ１∶５００）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，１０ｍｉｎ／次，加入辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗（１∶５０００）孵育，４℃５ｈ，洗

膜，曝光、显影、定影。Ｇｅｌｐｒｏ凝胶成像分析软件分析 ＡＱＰ５

蛋白和βａｃｔｉｎ蛋白的灰度值，并计算其比值反映 ＡＱＰ５蛋白

相对表达水平。实验重复至少３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析，数据以

狓±狊表示，多个样本均数比较采用单因素方差分析，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　克隆的双酶切及序列测定　重组质粒双酶切后琼脂糖电

泳约在８１０ｂｐ和５４８０ｂｐ附近分别见一明显条带，与目的片

段大小相符，见图１，北京诺赛基因公司测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ

中人ＡＱＰ５（ＮＭ＿００１６５１．２）的核苷酸序列完全一致。

　　１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＤＬ５０００）；２：ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切质粒ｐｃＤ

ＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ；３：未酶切质粒ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓ；４：ＢａｍＨⅠ和

ＥｃｏＲⅠ双酶切质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＡＱＰ５／ｍｙｃＨｉｓ。

图１　　酶切鉴定电泳图

　　１：对照组；２：空载组；３：ＡＱＰ５组；：犘＜０．０５，与对照组比较。

图２　　ＲＴＰＣＲ检测各组ＡＧＳ细胞ＡＱＰ５ｍＲＮＡ的表达

　　１：对照组；２：空载组；３：ＡＱＰ５组；：犘＜０．０５，与对照组比较。

图３　　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测各组ＡＧＳ细胞ＡＱＰ５蛋白的表达
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２．２　ＡＱＰ５ｍＲＮＡ的表达　外源 ＡＱＰ５转染 ＡＧＳ细胞后，

ＡＱＰ５ｍＲＮＡ表达水平显著上调，ＡＱＰ５组与对照组、空载组

比较，ＡＱＰ５ｍＲＮＡ水平显著上调，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），而对照组与空载组比较ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义

（犘＝０．３５５），见图２。

２．３　ＡＱＰ５蛋白的表达　外源 ＡＱＰ５转染 ＡＧＳ细胞后，

ＡＱＰ５蛋白表达水平显著上调，ＡＱＰ５组与对照组、空载组比

较，ＡＱＰ５蛋白水平显著上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５），

而对照组与空载组比较蛋白表达差异无统计学意义（犘＝

０．１８１），见图３。

３　讨　　论

水的微环境是细胞内外一切生命活动进行的场所，肿瘤的

发生、发展也离不开水的微环境。而且，肿瘤细胞为了满足快

速增殖、分裂及向周围基质侵袭和转移的需要，一系列酶的活

性和表达发生改变，细胞基本结构成分合成明显加强；同时癌

细胞向周围基质侵袭和进出血管／淋巴管时需要体积和外形发

生相应改变［４］。因此，肿瘤细胞比正常细胞更需要水分子的快

速跨膜转运。

近年文献报道 ＡＱＰ５蛋白过度表达于多种肿瘤组织

中［５８］，并与某些肿瘤的进展、化疗药物的耐受及患者的预后相

关。体外实验表明，ＡＱＰ５参与肿瘤生物学行为的形成。Ｃｈａｅ

等［９］发现过表达ＡＱＰ５的Ｋ５６２细胞和ＬＡＭＡ８４细胞增殖能

力增强。Ｃｈｅｎ等
［１０］采用 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术沉默 ＡＱＰ５

基因表达可明显减少人肺癌细胞株ＳＰＣＡ１细胞的迁移和侵

袭能力，且认为其迁移和侵袭能力下降与沉默 ＡＱＰ５基因，降

低细胞水的通透性，调节细胞大小和形态有关。Ｊｕｎｇ等
［１１］在

乳腺癌研究中亦发现乳腺癌细胞 ＭＣＦ７ＡＱＰ５表达与肿瘤细

胞的增殖和转移能力相关。Ｃｈａｅ等
［７］的研究表明，外源性表

达ＡＱＰ５的正常肺上皮细胞株ＢＥＡＳ２Ｂ可发生上皮间质转化

（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），细胞呈成纤维样改

变，失去细胞－细胞间连接和细胞极性，而且细胞上皮标志蛋

白表达下调、间质标志蛋白表达则上调，提示 ＡＱＰ５可通过

ＥＭＴ促进肿瘤细胞的侵袭和转移。此外，动物实验表明

ＡＱＰ５过表达可诱导荷瘤动物肿瘤发生转移
［１２］。目前病理组

织学研究发现［１３１４］，正常胃黏膜组织中 ＡＱＰ５呈低表达，而胃

癌组织中ＡＱＰ５呈高表达，提示 ＡＱＰ５可能参与胃癌的发生

与发展。但是，ＡＱＰ５基因在胃癌发生发展中究竟发挥何种作

用，有待深入研究。

总之，本研究通过 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ实验证实已成

功筛选出稳定表达外源性人 ＡＱＰ５基因的 ＡＧＳ胃癌细胞株，

这为进一步研究ＡＱＰ５基因在胃癌发生发展中可能扮演的角

色奠定实验基础。
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