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#摘要$

!

目的
!

运用
CE9

干扰"

CE9#

%技术抑制
8=C1

基因的表达!探讨其对胃癌
:6<.-(%$

细胞侵袭及迁移能力的影响'

方法
!

设计(构建
CE9#

片段靶向抑制
8=C1

高表达的胃癌细胞株"

8=C1.CE9#

组%!以转染阴性对照系列"阴性对照组%及未转

染的
:6<.-(%$

细胞"空白对照组%为对照组'利用
C5.B<C

和
3>+4>?,@A"4

法检测各组胃癌
:6<.-(%$

细胞中
8=C1

的表达情

况$采用
5?I,+N>AA

小室模型及划痕实验检测
CE9#

对胃癌细胞体外的侵袭和迁移能力的影响'结果
!

CE9#

片段转染后
:6<.

-(%$

细胞的
8=C1DCE9

和蛋白表达水平明显下降"

!

$

%&%2

%$侵袭实验结果显示!

8=C1.CE9#

组的穿膜细胞数)"

'$&2d'&/

%

个&视野*显著低于未转染组)"

$%'&)d0&2

%个&视野*$迁移实验结果显示!

8=C1.CE9#

组的穿膜细胞数)"

)'&)d2&$

%个&视野*

显著低于未转染组)"

$('&2d)&1

%个&视野*!各组间比较差异有统计学意义"

!

$
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%'结论
!

CE9#

沉默
8=C1

基因可以抑制

胃癌
:6<.-(%$

细胞的侵袭和迁移能力!提示
CE9#

基因沉默技术有可能成为进展期胃癌治疗的新方法'

#关键词$
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胃肿瘤$

CE9

干扰$肿瘤转移$

8=C1

基因
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胃癌在全球最常见的恶性肿瘤中排名第
0

位#同时也是世

界范围内第
1

位致死性肿瘤'

$

(

)目前#尽管有手术*化疗和放

疗等多种治疗手段综合治疗胃癌#但对于进展期胃癌患者总体

疗效欠佳#其
2

年生存率仍低于
'%X

'

1

(

)随着分子生物学的

发展及对胃癌发病机制研究的深入#目前#已认识到胃癌的发

生*发展是一个多阶段*多步骤*多因素参与的过程#在基因水

平研究胃癌的治疗成为近年研究热点)

CE9

干扰$

CE9#,.

4>?K>?>,L>

#

CE9#

&是近年来发展起来的一种从基因的角度治疗

疾病的新技术#

CE9

中极少量的
+#CE9

就能特异有效地抑制

相应基因的表达'

'

(

)本研究采用
CE9

干扰技术下调胃癌

:6<.-(%$

细胞中
8=C1

基因的表达#观察其对胃癌细胞株

:6<.-(%$

侵袭迁移能力的影响#旨在为胃癌转移的基因靶向

治疗提供新的思路和途径)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

人胃癌细胞株
:6<.-(%$

$云南省肿瘤研究所常规

保存&%质粒
M

6Be)

"

67B

"

E>".8=C1

和阴性质粒$

M

6Be)

"

67B

"

E>".+JE<

#上海吉玛公司&%

CB;T.$)0%

培养液*胎牛血

清$美国
8

O

LA",>

公司&%脂质体
#̂

M

"K>L4ID#,>1%%%

*

5CTR"A

试

剂*逆转录聚合酶链反应$

C5.B<C

&试剂盒*

;I4?#

H

>A

胶$日本

59F9C9

公司&%

5?I,+N>AA

小室$美国
<",#,

H

公司&%

CTB9

裂解液$索莱宝&%

W<9

蛋白浓度测定试剂盒$碧云天生物技术

有限公司&%兔抗人
8=C1

单克隆抗体$

W#"++I,4#@"!

O

公司&%

%$(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期

"

基金项目!云南省自然科学应用基础研究基金资助项目$
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&)
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作者简介!裴波$

$(/-]

&#医师#硕士#

主要从事胃肠道肿瘤的基础与临床研究)
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通讯作者#
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方法

@&A&@

!

细胞培养与转染
!

$

$

&细胞培养!将存在
8=C1

蛋白

表达'

0

(的胃癌
:6<.-(%$

细胞株用含
$%X

小牛血清的
CB;T.

$)0%

培养液#置于
'-_

*

2X<Z

1

饱和湿度的培养箱中培养)

$

1

&细胞转染!根据
8=C1

$

E;

+

%%$%%2/)1

&基因信息利用
+#C.

E9

设计原则与方法设计
+#CE9

序列'

2

(

#送上海吉玛公司合

成#选取含有干扰
8=C1

效果最佳的靶点序列
M

6Be)

"

67B

"

E>".8=C1

$

2U.666<96559<<9656<<995.'U

&#以及

阴性对照组的
M

6Be)

"

67B

"

E>".+JE<

序列$

2U.655 <5<

<699<6565<9<65.'U

&#按照转染手册转染至
:6<.-(%$

细胞中#制备成稳定转染
8=C1.CE9#

的
:6<.-(%$

细胞

$

8=C1.CE9#

组&及阴性对照细胞$阴性对照组&%并收集同期

未转染的
:6<.-(%$

细胞设为空白对照组)转染后
10J

观察

细胞)

@&A&A

!

C5.B<C

检测
8=C1DCE9

的表达
!

应用
5CTR"A

试

剂提取细胞总
CE9

#按
5IFICI

公司提供的反转录试剂盒和

荧光定量试剂盒进行操作#并以
69BY8

为内参照)

8=C1

上

游引物为
2U.5<<6555<<56<96<965<.'U

#下游引物

为
2U.969696<<96<<<5<569<65<<95.'U

%内参

基因
69BY8

上游引物为
2U.665<5<<5<569<55<99

<9.'U

#下游引物为
2U.96<<99955<65565.'U

)反应体

系
1%

'

^

#反应条件!

(2_

预变性
'%+

#

(2_1%+

#

2/_'%+

#

-1_'%+

#

0%

个循环)

@&A&B

!

3>+4>?,@A"4

检测
8=C1

蛋白的表达
!

提取各组细胞

蛋白#

W<9

法测定蛋白浓度#每组取
1%

'

^

蛋白上样#进行十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

:Y:.B96=

&#电泳产物

以
12%D9

恒流电转至
BbY7

膜#用
'XW:9

封闭液室温于摇

床上摇动封闭
1J

#用磷酸盐吐温缓冲液$

BW:5

&漂洗后置于稀

释的
T

抗$

8=C1

为
$a2%%

%

!

.IL4#,

为
$a'%%%

&中
0_

孵育过

夜#再次
BW:5

漂洗后加入稀释的山羊抗兔
)

抗$

$a2%%%

&#

室温置于摇床上孵育
1J

#洗膜后进行显影*定影#行图像分析)

@&A&C

!

细胞侵袭和迁移实验
!

应用无血清的冷
Y;=;

按

$a)

稀释
;I4?#

H

>A

基质胶#在
10

孔板的细胞培养孔中置入

5?I,+N>AA

小室#在上室覆盖
$%%

'

^

稀释胶#室温干燥过夜)

8=C1.CE9#

转染组细胞及未转染组细胞培养
0/J

后#应用无

血清的
Y;=;

调整细胞密度至
2`$%

2

"

D̂

#转移至
;I4?#

H

>A

包被的
5?I,+N>AA

小室中#小室下层加入含
$%X

血清的

Y;=;

)

'-_

培养
10J

后#用棉签拭去非侵袭性细胞#然后

用结晶紫固定并染色#在
$%%

倍荧光显微镜下计数细胞)细胞

迁移实验步骤除
5?I,+N>AA

小室不铺胶外#其余方法同侵袭

实验)

@&A&D

!

细胞划痕实验
!

以
)

孔细胞培养皿培养
8=C1.CE9#

转染组细胞及未转染组细胞#生长
10J

后用移液枪头在培养

皿中划痕#加入无血清培养基)放入
2X<Z

1

培养箱#

'-_

培

养
10J

取样#拍照)

@&B

!

统计学处理
!

采用
:B::$-&%

统计软件对数据进行分析

处理#结果以
.d;

表示#计量资料的比较采用
'

检验#多组间

比较采用单因素方差分析$

",>.NI

O

9EZb9

&#多组间两两比

较采用最小显著差异法$

:̂Y

&检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计

学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

载体成功转染并获得
8=C1

稳定表达的
:6<.-(%$

细胞

!

转染
10J

后#在激光共聚焦荧光显微镜下观察细胞#

8=C1.

CE9#

组与阴性对照组中大多数细胞都荧光着色#与背景形成

明显反差#表明
M

6Be)

"

67B

"

E>".8=C1

与
M

6Be)

"

67B

"

E>".+JE<

载体成功转染进入
:6<.-(%$

细胞株并获得稳定表

达
8=C1

蛋白#见图
$

)

图
$

!!

荧光显微镜观察载体转染
:6<.-(%$

细胞后影像表现%

$̀%%

&

表
$

!!

C5.B<C

检测各组细胞中
8=C1DCE9

的

!!!!

相对表达量

组别
8=C1

<4;>I,

69BY8

<4;>I,

+

<4;>I,

++

<4 1

.

++

<4

空白对照组
1-&$0' $/&%)2 /&$%( %&21' %&-%1

阴性对照组
1-&11' $/&-2$ /&202 %&-$1 %&)$$

8=C1.

CE9#

组

1-&(%( $(&')1 (&-)' $&('% %&1)1

A&A

!

C5.B<C

检测各组胃癌
:6<.-(%$

细胞中
8=C1DCE9

的表达
!

结果显示#干扰组细胞
8=C1

的
DCE9

表达水平相

对于阴性对照组及空白对照组明显下降#干扰效率为
-'&/X

#

差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#而阴性对照组较空白对照组细

胞
8=C1

的
DCE9

表达则无明显改变$

!

&

%&%2

&#提示本实

验设计的
+#CE9

能有效地沉默
8=C1

基因#见表
$

)

A&B

!

3>+4>?,@A"4

检测各组胃癌
:6<.-(%$

细胞中
8=C1

蛋

白的表达
!

8=C1.CE9#

组与阴性对照组及空白对照组比较#

细胞内
8=C1

蛋白的表达下调#

8=C1.CE9#

组的
8=C1

蛋白

相对表达量降低了
2'&(X

和
21&1X

#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&)阴性对照组和空白对照组比较差异无统计学意义

$

!

&

%&%2

&)各组间内参
!

.IL4#,

表达水平比较差异无统计学

$$(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



意义$

!

&

%&%2

&#见图
1

)

!!

$

!空白对照组%

1

!阴性对照组%

'

!

8=C1.CE9#

组)

图
1

!!

3>+4>?,@A"4

检测各组细胞中
8=C1

蛋白的表达

A&C

!

CE9#

对胃癌
:6<.-(%$

细胞体外侵袭和迁移能力的影

响
!

在倒置显微镜下观察#穿膜细胞被染成紫蓝色)

5?I,.

+N>AA

小室模型法检测结果显示#

8=C1.CE9#

组细胞侵袭穿

膜细胞的数量为$

'$&2d'&/

&个"视野#与未转染的阴性对照组

'$

$%'&)d0&2

&个"视野(比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

#

图
'

&%

8=C1.CE9#

组细胞迁移穿膜细胞的数量为'$

)'&)d

2&$

&个"视野(#与阴性对照组'$

$('&2d)&1

&个"视野(比较#差

异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)细胞划痕实验显示#与阴性对照

组
:6<.-(%$

细胞比较#

8=C1.CE9#

组细胞的迁移能力明显

下降#见图
0

)

图
'

!!

沉默
8=C1

基因对细胞侵袭能力的影响%

$̀%%

&

图
0

!!

8=C1.CE9#

组和阴性对照组细胞划痕实验

结果表现%

$̀%%

&

B

!

讨
!!

论

!!

侵袭转移是进展期胃癌预后差的最主要原因#也是进展期

胃癌治疗难以突破瓶颈的关键因素)故研究胃癌侵袭转移相

关因素及其机制并找到抑制这些因素的策略对胃癌的治疗具

有十分重要的意义)胃癌的侵袭转移机制尚不清楚#许多肿瘤

的侵袭转移都和癌基因或受体基因过度表达有关#其中#

8=C1

基因已被证实是多种肿瘤发生侵袭转移的密切相关因

子#它在细胞信号转导中发挥重要作用#是细胞分化*增殖*黏

附*移动的重要调节因子)

W"VQ

'

)

(研究证实#

8=C1

在胃癌组

织中高表达#并与胃癌的转移及预后密切相关)故本研究以

8=C1

基因为研究对象#探讨
CE9#

基因沉默技术对胃癌侵袭

转移能力的影响)

CE9

干扰是近年来被证实在体内外沉默基因均十分有效

的技术手段#具有高效性*低毒性和特异性#目前已广泛应用于

许多人类基因相关疾病的诊治与研究#尤其是在恶性肿瘤*感

染性疾病上取得了重大进展'

-

(

)由于
CE9#

技术能够选择性

抑制胃癌相关基因的表达#因此它成为胃癌治疗非常有前景的

可选方法'

/

(

)本实验中#作者采用
CE9#

下调胃癌
:6<.-(%$

细胞中
8=C1

的表达#并采用实时定量
B<C

和
3>+4>?,@A"4

方法在
DCE9

及蛋白表达水平上进行验证)结果证实#

CE9

干扰片段能有效沉默
8=C1

基因#与阴性对照组和空白对照

组比较均有显著差异)

侵袭与转移能力是癌细胞区别于正常细胞的最基本的特

征)

5?I,+N>AA

小室实验和细胞划痕实验已被国内外众多学者

运用于肿瘤细胞侵袭和迁移的研究'

(

(

#本研究亦采用
5?I,.

+N>AA

小室实验和细胞划痕实验来检测
CE9

干扰
8=C1

基因

的表达对胃癌细胞侵袭和迁移能力的影响)结果显示#侵袭和

迁移实验中#与未转染阴性对照组比较#

8=C1.CE9#

组穿膜

进入下室的细胞数量均明显减少#提示下调
8=C1

基因的表

达可以使胃癌
:6<.-(%$

细胞的运动能力明显降低%细胞划痕

实验结果显示#与未转染的对照组比较#

8=C1.CE9#

组细胞

的迁移能力明显下降)本研究结果表明#

CE9#

基因沉默能够

降低胃癌的侵袭与转移能力#这与李增军等'

$%

(利用
CE9#

沉

默高迁移蛋白
W$

基因可抑制胃癌的侵袭转移的研究结果是

一致的)此外#

CE9#

在抑制胃癌细胞的生长*促进细胞凋

亡'

$$

(

#抑制胃癌血管*淋巴管的生成'

$1.$'

(

#提高放疗敏感

性'

$0

(

#以及逆转胃癌化疗多药耐药性'

$2

(等方面的研究已取得

了初步的成功#这为
CE9#

基因沉默技术在胃癌治疗上的应用

奠定了良好的基础)

综上所述#

CE9#

沉默
8=C1

基因可以有效抑制胃癌

:6<.-(%$

细胞的侵袭与转移#提示
CE9#

基因沉默技术能够

产生抗侵袭转移效应#有望成为进展期胃癌治疗的新方法)
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之间的免疫平衡#促进效应
5

淋巴细胞的扩增而导致了动脉

粥样硬化的发生'

$2

(

)他汀类药物能够纠正粥样斑块组织内免

疫平衡紊乱#逆转
5?>

H

与
Y<+

*效应
5

淋巴细胞间的比例失

衡#从而达到抑制斑块内免疫反应*稳定斑块的目的)关于

Y<+

*

5?>

H

在动脉粥样硬化过程中的作用及与效应
5

淋巴细

胞之间的关系还有许多问题需要深入研究#并为临床中他汀类

药物的作用靶点提供新的思路)
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