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ｍａｓｐｉｎ诱导不同分化的胃癌细胞凋亡及可能的作用机制
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　　摘　要：目的　探讨ｍａｓｐｉｎ诱导胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和 ＭＫＮ４５凋亡的作用及可能的作用机制。方法　重组质粒ｐＣＤ

ＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ分别转染胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和 ＭＫＮ４５，采用逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）和蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ｍａｓｐｉｎ基因表达，末端标记细胞凋亡法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂｃｌ２

的改变。结果　重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ导入ＳＧＣ７９０１和 ＭＫＮ４５细胞株后，ｍａｓｐｉｎ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显增强

（犘＜０．０５），两种细胞均出现明显的细胞凋亡，且两种细胞中的Ｂａｘ蛋白均上调，而Ｂｃｌ２蛋白均下调。结论　ｍａｓｐｉｎ基因可能通

过上调Ｂａｘ蛋白和下调Ｂｃｌ２蛋白诱导胃癌细胞凋亡。
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ＭＫＮ４５．犕犲狋犺狅犱狊　ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＧＣ７９０１ａｎｄＭＫＮ４５ｃｅｌｌｓ．Ｍａｓｐｉｎｇｅｎｅ

ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｔｅｓｅｔｅｄｂｙＴＵＮＥＬ，ＢａｘａｎｄＢｃｌ２ａｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，ｂｏｔｈＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆｍａｓｐｉｎａｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｗｈｅｔｈｅｒｉｎ

ＳＧＣ７９０１ｏｒｉｎＭＫＮ４５（犘＜０．０５）．ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｓｏｂｖｉｏｕｓ．Ｂａｘｉｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ，ａｎｄＢｃｌ２ｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ｃｅｌｌｓ

ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍａｓｐｉｎｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｕｐｒｅｇｕｌａｔｅＢａｘａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＢｃｌ２．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍａｓｐｉｎ；ｓｔｏｍａｃｈｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　ｍａｓｐｉｎ在健康成人的大多数组织中均有表达，而在多种

癌变组织中表达明显下降、甚至不表达，因此目前的研究认为

其是一种抑癌基因，具有抑制肿瘤细胞浸润、转移，促进肿瘤细

胞凋亡，抑制肿瘤血管生长等功能。为了研究 ｍａｓｐｉｎ基因能

否抑制胃癌细胞生长，作者在前期工作中构建了重组质粒

ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，并将其转染胃癌ＳＧＣ７９０１细胞，结果发

现 ｍａｓｐｉｎ可显著抑制ＳＧＣ７９０１细胞生长、并诱导细胞凋

亡［１］。ｍａｓｐｉｎ对胃癌细胞的抑制作用是否与胃癌细胞的分化

程度有关目前尚不清楚，本研究拟用重组质粒ｐＣＤＮＡ３．１

ｍａｓｐｉｎ分别转染中分化胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１和低分化胃癌

细胞株 ＭＫＮ４５中，从ｍＲＮＡ及蛋白质水平检测ｍａｓｐｉｎ基因

表达的变化，并检测凋亡相关基因Ｂａｘ和Ｂｃｌ２表达的变化。

１　材料与方法

１．１　质粒及细胞株　质粒ｐＣＤＮＡ３．１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。重组质粒

ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ由本课题组构建并保存
［１］。胃癌细胞株

ＳＧＣ７９０１及 ＭＫＮ４５由重庆医科大学病理教研室提供。

１．２　主要试剂　质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒和连接试剂

盒购自Ｏｍｉｇａ公司；总ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录聚合酶链式

反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒和末端标记细胞凋亡法（ＴＵＮＥＬ）反应

试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质脂体２０００（ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００）购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｍａｓｐｉｎ单克隆、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２多克隆抗体购

自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｍａｓｐｉｎ引物和内参甘油醛３磷酸脱

氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物由大连宝生物公司合成。

１．３　方法

１．３．１　细胞培养　胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１及 ＭＫＮ４５接种在

含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，３７℃，５％ ＣＯ２ 孵箱

中培养，长满后传代。

１．３．２　 重 组 质 粒 ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ 转 染 ＳＧＣ７９０１ 和

ＭＫＮ４５细胞　将对数生长期的ＳＧＣ７９０１和 ＭＫＮ４５细胞

分别用胰酶消化、离心、去上清液，沉淀用ＲＰＭＩ１６４０培养液

重悬，调整浓度为４×１０５／ｍＬ，２毫升／孔接种于６孔培养板

中，置３７℃培养。细胞生长到占培养瓶底约８０％时，更换培

养液为无抗菌药物含血清的ＲＰＭＩ１６４０，培养过夜，随后分别

用质粒ｐＣＤＮＡ３．１或ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ和脂质体的复合物

转染至细胞中，继续培养４～６ｈ后换新鲜１０％ 胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液，继续培养２～４ｄ后检测各项指标。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测ｍａｓｐｉｎ的 ｍＲＮＡ水平　以ＧＡＰＤＨ作

为内参，以质粒ｐＣＤＮＡ３．１转染作为阴性对照。反应条件为：

９４℃４０ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃７０ｓ，共３０个循环。ＧＡＰＤＨ上游

引物为：５′ＣＣＡＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧ３′，下游引物为：

５′ＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＣＡＣＴＧＧ３′，产物长度４２１ｂｐ；
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ｍａｓｐｉｎ产物长度为８２１ｂｐ。扩增产物经１％琼脂糖凝胶电泳

３０ｍｉｎ，ＥＢ染色，ＢＩＯＲＡＤ图像分析仪上观察并扫描制片，记

录结果。

１．３．４　蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测 ｍａｓｐｉｎ、Ｂａｘ和

Ｂｃｌ２蛋白表达　以βａｃｔｉｎ蛋白作为内参。分别收集质粒

ｐＣＤＮＡ３．１和ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染４８ｈ的ＳＧＣ７９０１和

ＭＫＮ４５细胞，沉淀用酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗２遍，细菌裂解

液处理，上样１０μＬ，９０Ｖ电泳约６０ｍｉｎ，１２０Ｖ电泳约２ｈ。

凝胶４℃、２５Ｖ电转过夜。取出硝酸纤维素膜（ＮＣ膜），加

１∶５００稀释的ｍａｓｐｉｎ、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２一抗溶液，４℃过夜，加１∶

１０００的辣根过氧化物酶标记稀释二抗溶液，３７℃、轻轻振荡２

ｈ后弃反应液，ＤＡＢ染色，ＢＩＯＲＡＤ图像分析仪上观察并扫描

制片，记录结果。采用软件ＩｍａｇｅＰｒｏｃＰｌｕｓ３．０（ＩＰＰ３．０）进行

分析。

１．３．５　ＴＵＮＥＬ反应检测细胞凋亡　取对数生长期的ＳＧＣ

７９０１和 ＭＫＮ４５细胞４×１０５ 接种于６孔板，含１０％胎牛血

清的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养过夜，质粒ｐＣＤＮＡ３．１和ｐＣＤ

ＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ分别转染细胞。７２ｈ后弃上清，９５％乙醇固定，

３％ Ｈ２Ｏ２ 封闭，０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ１００，每孔加５０μＬ反应混合液，

３７℃孵育６０ｍｉｎ，每孔加５０ｍＬ山羊标记的辣根过氧化物酶

（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＰＯＤ），最后用ＤＡＢ显色。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ３．０，计量资料用狓±狊表示，采

用χ
２ 检验和狋检验进行统计学分析，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测结果　转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ的ＳＧＣ

７９０１细胞比转染ｐＣＤＮＡ３．１的ＳＧＣ７９０１细胞其ｍａｓｐｉｎｍＲ

ＮＡ上调８０．５％（犘＜０．０５）；转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ的ＭＫＮ

４５细胞比转染ｐＣＤＮＡ３．１的 ＭＫＮ４５细胞其 ｍａｓｐｉｎｍＲＮＡ

水平上调９１．３％（犘＜０．０５），见图１。

　　１：分子标记；２：ｐＣＤＮＡ３．１转染ＳＧＣ７９０１细胞；３：ｐＣＤＮＡ３．１

ｍａｓｐｉｎ转染 ＳＧＣ７９０１细胞；４：ｐＣＤＮＡ３．１转染 ＭＫＮ４５细胞；５：

ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染 ＭＫＮ４５细胞。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ｍａｓｐｉｎ在各组细胞中的ｍＲＮＡ水平

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果　与转染ｐＣＤＮＡ３．１质粒相

比较，转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ质粒的ＳＧＣ７９０１细胞 ｍａｓｐｉｎ

蛋白表达上调９１．６％，Ｂａｘ蛋白上调８０．４％，Ｂｃｌ２蛋白下调

５５．２％；与转染ｐＣＤＮＡ３．１质粒相比较，转染 ｐＣＤＮＡ３．１

ｍａｓｐｉｎ质粒的 ＭＫＮ４５细胞 ｍａｓｐｉｎ蛋白表达上调７２．４％，

Ｂａｘ蛋白上调７０．２％，Ｂｃｌ２蛋白下调６２．２％（犘＜０．０５），见图

２、３。

　　１：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染 ＭＫＮ４５细胞；２：ｐＣＤＮＡ３．１转染

ＭＫＮ４５细胞；３：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染 ＳＧＣ７９０１细胞；４：ｐＣＤ

ＮＡ３．１转染ＳＧＣ７９０１细胞。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞ｍａｓｐｉｎ蛋白表达

　　１：ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ转染 ＭＫＮ４５细胞；２：ｐＣＤＮＡ３．１转染

ＭＫＮ４５细胞；３：ｐＣＤＮＡ３．１转染 ＳＧＣ７９０１细胞；４：ｐＣＤＮＡ３．１

ｍａｓｐｉｎ转染ＳＧＣ７９０１细胞。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测各组细胞Ｂａｘ和

Ｂｃｌ２蛋白表达

２．３　ＴＵＮＥＬ反应检测结果　转染ｐＣＤＮＡ３．１质粒ＳＧＣ

７９０１和 ＭＫＮ４５细胞大部分贴壁良好，形态基本完整，少量胞

核内有着色现象，胞质着色浅。而转染ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ质

粒的两种细胞中均出现明显的凋亡细胞，部分细胞核内呈棕红

色染色，核浓缩，说明ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ能促进 ＧＣ７９０１和

ＭＫＮ４５细胞凋亡。

３　讨　　论

胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一，传统的手术治疗、

化疗及放疗等方法并未能有效延长患者生存期。基因治疗是

上述治疗方式的一种有效补充，其中通过基因工程方式使抑癌

基因在癌细胞中再表达可特异性地抑制癌细胞生长，进而达到

抗癌目的。ｍｓｐｉｎ是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂，最初是在健康

人乳腺上皮细胞内发现的。１９９４年，Ｚｏｕ等
［２３］首先报道

ｍｓｐｉｎ稳定转染乳腺癌细胞株 ＭＤＡＭＢ４３５后，可明显抑制

体内、外肿瘤细胞的生长、浸润和转移。Ａｂｒａｈａｍ等
［４］在发现

ｍａｓｐｉｎ的再表达能促进前列腺癌细胞对纤维结合素的结合，

进而抑制癌细胞生长。此外，研究发现 ｍａｓｐｉｎ基因在正常的

乳腺、前列腺、胎盘、肝、肺、睾丸、胃、大肠，小肠、舌、胸腺和表

皮角化细胞中均有表达［５１０］；然而在恶变组织中，ｍａｓｐｉｎ基因

表达减弱、甚至不表达。研究表明 ｍａｓｐｉｎ的再表达会有效抑

制多种肿瘤生长［１１１３］。Ｂｃｌ２基因家族是细胞凋亡过程中的主

要调控基因之一，其中Ｂｃｌ２是目前已发现的最重要的抑制肿

瘤细胞凋亡的基因，其同源基因Ｂａｘ则可拮抗Ｂｃｌ２的保护效

应而使细胞趋于凋亡［１４１６］。因此，研究胃癌细胞中 ｍａｓｐｉｎ基

因再表达对Ｂａｘ和Ｂｃｌ２的影响有助于明确 ｍａｓｐｉｎ基因的抑

癌机制。

在前期研究中，作者已经成功构建了 ｍａｓｐｉｎ基因的重组
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表达质粒ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ，本研究中将ｐＣＤＮＡ３．１ｍａｓｐｉｎ

分别转染不同分化的胃癌细胞株，即中分化胃癌细胞株ＳＧＣ

７９０１和低分化胃癌细胞株 ＭＫＮ４５，在两种细胞株中均检测

到ｍａｓｐｉｎ的ｍＲＮＡ和蛋白水平表达增加；ＴＵＮＥＬ反应发现

两种细胞均出现明显的凋亡，凋亡相关基因Ｂａｘ表达明显增

强，而Ｂｃｌ２表达则显著减弱。以上结果证实了ｍａｓｐｉｎ基因可

以诱导不同分化的胃癌细胞发生凋亡，这种凋亡作用可能与上

调Ｂａｘ表达，下调Ｂｃｌ２表达相关；且 ｍａｓｐｉｎ诱导胃癌细胞凋

亡的作用与胃癌细胞的分化程度未见明显相关性，由此推测

ｍａｓｐｉｎ的抑癌作用具有非特异性。上述结果为研究 ｍａｓｐｉｎ

的抑癌机制提供了一定的理论依据。
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１８６．

（收稿日期：２０１３０１１８　修回日期：２０１３０４２２）
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