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#摘要$
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目的
!

筛选有效沉默胎盘特异基因
!

!

PEGC!

"的小分子干扰
;Q<

!

4/;Q<

"序列$并研究其对肝癌

细胞增殖和迁移的影响#方法
!

实时定量
P';

!

e

P';

"及蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"检测不同肝癌细胞及正

常肝细胞
PEGC!W;Q<

及蛋白的表达%设计针对
PEGC!

基因的
1

条干扰序列!

PEGC!64/;Q<!

$

PEGC!64/;Q<*

及

PEGC!64/;Q<1

"及
!

条阴性对照!

Q'64/;Q<

"$转染肝癌细胞
8@

T

[*

$同时进一步采用
e

P';

和
N@4?@F5 È.?

分

别检测转染后细胞
PEGC!W;Q<

及蛋白的表达$采用
''Y67

法检测肝癌细胞的增殖能力$

OFG54Z@EE

实验检测

细胞的迁移能力#结果
!

与正常肝细胞相比$

PEGC!

在肝癌细胞中高表达$其中
8@

T

[*

的
PEGC!

表达水平最高

!

!

$

+0+#

"$以此细胞作为实验模型#

1

条
PEGC!64/;Q<

转染
8@

T

[*

细胞后$结果显示
PEGC!64/;Q<!

的沉默

效果最好$能有效下调
8@

T

[*

细胞
PEGC!W;Q<

及蛋白的表达!

!

$

+0+#

"%并且转染后与
Q'64/;Q<

组比较$

PEGC!64/;Q<!

组的
8@

T

[*

细胞增殖及迁移能力均明显降低#结论
!

成功设计及筛选能有效沉默肝癌细胞

PEGC!

表达的
4/;Q<

序列$并且此序列有效抑制了
PEGC!

的功能#
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原发性肝癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之

一$尽管肝癌的诊断和治疗获得了很大的提高#但预

后仍欠佳#侵袭转移是肝癌术后复发&疗效差的主要

原因-

!6*

.

$因此#探讨肝癌侵袭转移的机制#寻找肝癌

复发转移预测标记及干预治疗靶点#显得尤为重要$

胎盘特异基因
!

!

T

EGC@5?G64

T

@C/B/C!

#

PEGC!

"最初被认

为是胎盘特异表达的新基因#人
PEGC!

基因定位在

^

e

*201

#全长
"*2%!`

T

#含
1

个外显子#第
1

外显子

为编码区#共编码
*!*

个氨基酸#在正常组织中的表

达主要局限于胎盘#参与调控胎盘的生物学功能-

16%

.

$
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从事肿瘤免疫方面的研究$



但目前越来越多的研究表明#

PEGC!

在肿瘤的发生&发

展中发挥重要的作用$有实验证实#

PEGC!

在乳腺癌&

前列腺癌&胃癌等多种肿瘤组织高表达#并且与肿瘤

的侵袭转移存在一定关系-

#6,

.

$也有研究者发现#

PEGC!

在肝癌细胞及肝癌组织中的表达水平也上

调-

7

.

#但其在肝癌中具体的作用机制未明确$本实验

应用
;Q<

干扰技术#设计构建
1

条
PEGC!

基因的小

分子干扰
;Q<

!

4/;Q<

"序列#旨在筛选出最为有效

的序列#为进一步研究
PEGC!

在肝癌的作用机制提供

可行的工具#为后续实验研究奠定基础$
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材料与方法
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!

材料
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实验细胞
!

细胞
J+*

&

8@

T

[*

&

]@E6,%+*

&

&MM'6,,*!

及
8D=,

购自中国科学院上海细胞所#

8JK

细胞株由北京大学医学部尹艳慧教授惠赠$

!0!0"

!

实验试剂与引物
!

)MKM

培养基及胎牛血

清购自美国
8

A

CE.5@

公司#

J/

T

.B@C?GW/5@*+++

脂质

体及
;Q<

提取试剂
OF/d.E

购自美国
(5X/?F.

>

@5

公

司#反转录试剂购自美国
PF.W@

>

G

公司#定量
P';

所

用
&R];[F@@5

e

P';&D

T

@FM/\

购自美国
(5X/?F.

>

@5

公司#

PEGC!

抗体购自美国
<̀ CGW

公司#

''Y67

试剂

盒购自碧云天公司$由美国
&/

>

WG

公司设计及合成

针对
PEGC!

的基因序列#

1

条
PEGC!64/;Q<

和
!

条阴

性对照!

Q'64/;Q<

"序列见表
!

$

表
!

!!

PEGC!64/;Q<

及
Q'64/;Q<

序列

引物名称 方向 序列

PEGC!64/;Q<6!

正向
#g6[:[::'<['::[:'<'<[:61g

反向
#g6<':[:[<'<<[':[<<'<'61g

PEGC!64/;Q<6*

正向
#g6'[[::'<[[<'<<<[:''<61g

反向
#g6:[[<':::[:'':[<<''[61g

PEGC!64/;Q<61

正向
#g6[<:<:[<::[[[:''<:[:61g

反向
#g6<'<:[[<'''<<:'<:<:'61g

Q'64/;Q<

正向
#g6::':''[<<'[:[:'<'[:61g

反向
#g6<'[:[<'<'[::'[[<[<<61g

!0"

!

方法

!0"0!

!

细胞培养与转染
!

J+*

&

8@

T

[*

&

]@E6,%+*

&

8JK

&

&MM'6,,*!

及
8D=,

均采用
)MKM

培养基

!含
!+V

胎牛血清"#

1,U#V 'I

*

培养$待
8@

T

[*

细胞处于对数生长期进行转染#转染前
!-

按
#h!+

%

个*孔将细胞接种于
*%

孔板中#贴壁细胞融合率达

%+V

时进行转染$取
*+

#

W.E

*

J4/;Q<!+

#

J

溶于

#++

#

J.

T

?/6MKM

中#混匀#静置!

<

管"$将
#

#

JJ/6

T

.B@C?GW/5@*+++

加入
#++

#

J.

T

?/6MKM

中#轻轻混

匀#静置不超过
#W/5

!

]

管"#将
<

管和
]

管混合#混

匀#静置
*+W/5

%然后分别加入各孔中#混匀后放入细

胞培养箱#

%

!

2=

后#吸去转染培养基#用磷酸盐缓冲

液!

P]&

"洗两遍#每孔加入
*WJ

完全培养基#转染

*%=

后用定量
P';

检测
4/;Q<

的基因干扰效率$实

验分为
1

组)实验组&阴性对照组&空白对照组#其中

实验组为转染
PEGC!64/;Q<

组#阴性对照组为转染

Q'64/;Q<

组#空白对照组为仅加入转染混合液$

!0"0"

!

实时定量
P';

!

e

P';

"检测
PEGC!W;Q<

的表

达
!

按照
OF/d.E

试剂盒提取细胞总
;Q<

#然后检测总

;Q<

纯度和完整性#反转录成
C)Q<

#应用以下引物进

行
e

P';

检测$

PJ<'!69!

)

#g6O<< [[[ '<'[''

<O' O<< [O61g

#

PJ<'!6;!

)

#g6[[< 'O[ O[<

'<<['O[<<'<'61g

%

!74F;Q<69

)

#g6''O[[<

O<''[' <[' O<[ [<61g

#

!74F;Q<6;

)

#g6['[

['['<< O<' [<< O[' '''61g

$反应条件)

#+U*W/5

#

"#U*W/5

#

"#U!#4

#

2+U1*4

#读

板#

%+

个循环#每个样品重复
1

次$

!0"0#

!

蛋白质印迹法!

N@4?@F5 È.?

"检测
PEGC!

蛋白

的表达
!

收集细胞后提取总蛋白并测定水平#将待测

蛋白样品与上样缓冲液充分混匀后煮沸
!+W/5

#定量

上样并进行十二烷基硫酸钠
6

聚丙烯酰胺凝胶电泳

!

&)&6P<[K

"#于
%U

进行印迹电转移#

#V

脱脂奶粉

室温封闭
!=

#加入一抗#

%U

过夜#洗涤后加入二抗#

室温避光孵育
*=

$洗涤后将化学荧光发光底物均匀

地加到膜的表面#并使反应持续
#W/5

$用滤纸吸去

膜表面多余的底物溶液#放至暗盒#显影#扫描及分

析$

PEGC!

的灰度值与
16

磷酸甘油醛脱氢酶!

[<P6

)8

"灰度值计算相对比值$

!0"0$

!

细胞增殖及迁移能力的检测
!

采用
''Y67

试剂盒检测细胞增殖能力#消化细胞后吹打散细胞#

计数#调整细胞浓度为
!h!+

# 个*毫升#分到
"2

孔板#

每孔
!++

#

J

#即每孔细胞为
!h!+

% 个$待细胞贴壁

后#再收集各个时间点的细胞!

+

&

*%

&

%7

&

,*=

"加入

''Y67

溶液#比例为
!i!+

#即
!++

#

J

培养液加入
!+

#

J

检测液$孵育
%=

后#酶标仪测定各孔
%#+5W

处

吸光度!

1

%#+

"值#每孔复测
1

次#取结果的平均值$

!0"0%

!

细胞迁移能力的检测
!

采用美国
])

公司
OF6

G54Z@EE

小室#取对数生长期细胞#计数
!h!+

# 个*毫

升#用
!++

#

J

无血清培养基重悬#加入
OFG54Z@EE

细

胞培养板的小室上室#在下室加入
2++

#

J

完全培养

基$在
1,U#V 'I

*

孵育
%7=

后#取出小室#用棉签

擦去上室的细胞#

%V

多聚甲醛固定
*+W/5

#

P]&

洗涤

!

次#结晶紫染色
!+W/5

#

P]&

洗涤
!

次#显微镜下观

察并拍照$

!0#

!

统计学处理
!

采用
&P&&!,0+

统计软件进行统

计分析$计量资料以
LfB

表示#比较采用方差分析

或
?

检验#以
!

$

+0+#

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"0!

!

PEGC!

在多种肝癌细胞中的表达
!e

P';

结果显

示#

PEGC!W;Q<

在正常肝细胞
J+*

的表达水平较低#

而在
8JK

&

&MM'6,,*!

&

8D=,

&

]@E6,%+*

及
8@

T

[*

等

肝癌细胞的表达水平均明显高于正常肝细胞
J+*

!

!

$

"7#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期



+0+#

"#见图
!

%

N@4?@F5 È.?

结果显示#

PEGC!

蛋白在

肝癌细胞中高表达$在上述
#

种肝癌细胞中#

8@

T

[*

细胞的
PEGC!W;Q<

及蛋白表达水平最高#故选取

8@

T

[*

细胞作为目的细胞进行
4/;Q<

干扰沉默

PEGC!

基因#开展后续的实验$

!!

<

)

PEGC!W;Q<

在肝癌细胞与正常肝细胞的表达%

]

)

PEGC!

蛋白

在肝癌细胞与正常肝细胞的表达%

!

)

8JK

%

*

)

&MM'6,,*!

%

1

)

]@E6,%+*

%

%

)

J+*

%

#

)

8D=,

%

2

)

8@

T

[*

%

#

)

!

$

+0+#

#与
J+*

比较

图
!

!!

PEGC!

在肝癌细胞与正常肝细胞的表达

"0"

!

筛选沉默
PEGC!

基因的
4/;Q<

!

为了有效沉默

PEGC!

基因#针对
PEGC!

基因序列设计了
1

条
4/;Q<

#

应用
e

P';

筛选最佳序列#结果显示)

1

条
4/;Q<

序

列转染
8@

T

[*

细胞后#

PEGC!64/;Q<!

&

PEGC!64/;Q<*

及
PEGC!64/;Q<1

组的
PEGC!W;Q<

表达水平均下

调#与
Q'64/;Q<

组比较#差异均有统计学意义!

!

$

+0+#

"%而空白对照组与
Q'64/;Q<

组比较#差异无统

计学意义!

!

%

+0+#

"#见图
*

$

1

条序列中以
PEGC!6

4/;Q<!

的抑制作用最强#其抑制率达到
"2V

#故选

取
4/;Q<6!

用于后续实验$

!!

#

)

!

$

+0+#

#与
Q'64/;Q<

组比较

图
*

!!

PEGC!W;Q<

在肝癌细胞
8@

T

[*

的表达

"0#

!

4/;Q<6!

抑制肝癌细胞
PEGC!

蛋白的表达
!

N@4?@F5 È.?

结果显示#

PEGC!

在
8@

T

[*

细胞的空白

对照组与
Q'64/;Q<

组的表达较高#而在
PEGC!64/;6

Q<!

组的表达明显下调!图
1<

"$对
N@4?@F5 È.?

蛋

白条带进行灰度扫描后分析#结果显示
8@

T

[*

细胞

PEGC!64/;Q<!

组的
PEGC!

*

[<P)8

比值明显低于

Q'64/;Q<

组#差异有统计学意义!

!

$

+0+#

"#其比值

下调
"#V

%

Q'64/;Q<

组与空白对照组比较#差异无

统计学意义!

!

%

+0+#

"#见图
1]

$此结果与
e

6P';

的

结果相吻合#进一步验证了
4/;Q<!

确实可有效沉默

PEGC!

基因$

!!

<

)

N@4?@F5 È.?

检测
PEGC!

在
8@

T

[*

细胞的表达%

]

)

8@

T

[*

细胞

PEGC!

蛋白的相对表达水平%

!

)空白对照组%

*

)

Q'64/;Q<

组%

1

)

PEGC!6

4/;Q<!

组%

#

)

!

$

+0+#

#与
Q'64/;Q<

组比较

图
1

!!

PEGC!

蛋白在
8@

T

[*

细胞的表达

"0$

!

4/;Q<!

沉默
PEGC!

后对肝癌细胞增殖及迁移

能力的影响
!

PEGC!64/;Q<!

转染
8@

T

[*

细胞后#

''Y67

法检测其对细胞增殖的影响#结果显示培养

*%

&

%7

及
,*=

后#

PEGC!64/;Q<!

组的细胞增殖活性均

下调#与
Q'64/;Q<

组比较#差异均有统计学意义

!

!

$

+0+#

"%而空白对照组与
Q'64/;Q<

组比较#差

异均无统计学意义!

!

%

+0+#

"#其中以转染
,*=

的抑

制效果最为显著#见图
%<

$

OFG54Z@EE

实验结果显

示#与空白对照组及
Q'64/;Q<

组比较#

4/;Q<!

沉默

PEGC!

后可以明显抑制
8@

T

[*

细胞的迁移能力

!图
%]

"$

!!

<

)细胞增殖%

]

)细胞迁移!

h*++

"%

#

)

!

$

+0+#

#与
Q'64/;Q<

组

比较

图
%

!!

PEGC!

影响肝癌细胞增殖及迁移能力

#

!

讨
!!

论

!!

随着深入的研究#

PEGC!

在肿瘤的作用被不断证

+"#%

重庆医学
*+!7

年
!*

月第
%,

卷第
12

期



实#研究显示其属于癌
6

睾丸!

CG5C@F6?@4?/4

#

'O

"抗原#

在多种肿瘤细胞株!如宫颈癌&结肠癌&肝癌&前列腺

癌&黑色素瘤&多发性骨髓瘤&绒毛膜癌和神经母细胞

瘤等"呈高水平表达-

"

.

#并且在肝癌&胃癌&乳腺癌&肺

癌及前列腺癌等多种肿瘤组织的表达水平也高于正

常组织-

#67

#

!+

.

$有研究显示#

PEGC!

的表达水平与胃癌

及胰腺癌的生存期呈负相关-

,

#

!+

.

#与前列腺癌
[E@G6

4.5

评分呈正相关-

2

.

#

PEGC!

可能成为判断肿瘤预后的

标志物之一$另有不少的研究表明#

PEGC!

具有免疫

原性#可以诱导免疫应答#从而起到抗肿瘤的作用#因

此可作为肿瘤免疫治疗的靶点-

,67

#

!!

.

$本研究结果显

示#

#

种肝癌细胞
8@

T

[*

&

]@E6,%+*

&

8JK

&

&MM'6

,,*!

及
8D=,

的
PEGC!

表达水平均明显高于正常肝

细胞#预示
PEGC!

的异常表达可能参与肝癌的发生&发

展#但其具体作用机制仍未明确$

;Q<

干扰!

;Q</5?@FB@F@5C@

#

;Q</

"是目前较

为有效的基因表达沉默技术#已经成为研究基因功能

和疾病基因治疗的重要工具#其利用
4/;Q<

对同源

序列
W;Q<

进行识别并降解#从而导致特定基因减

效表达或不表达-

!*

.

$为研究
PEGC!

在肝癌发生&发展

中的作用#本研究针对
PEGC!

基因设计
1

条
4/;Q<

序

列#成功筛选了有效沉默
PEGC!

的
4/;Q<!

序列#从而

为进一步探讨
PEGC!

在调控肿瘤形成&复发&转移中的

作用提供了研究工具$有文献报道沉默
PEGC!

基因

后#乳腺癌细胞的增殖降低#细胞生长停滞在
[

!

*

&

期#进一步研究发现
PEGC!

基因沉默所致的细胞周期

失调与周期蛋白
)!

!

'

A

CE/5)!

"及磷脂酰肌醇
616

激

酶*丝苏氨酸蛋白激酶!

P(1Y

*

<b?

"信号通路有关#而

且沉默
PEGC!

基因可显著降低乳腺癌细胞的趋化迁移

和侵袭能力-

#

.

$为探究沉默
PEGC!

能否影响肝癌细胞

的生物学功能#本研究初步的体外细胞生物学功能研

究发现#

4/;Q<!

沉默
PEGC!

后#肝癌细胞
8@

T

[*

的

增殖能力及迁移能力均显著低于空白对照组$由此

可见#

PEGC!

很有可能通过调控肝癌细胞的生物学行

为促进肿瘤的发生&发展#其具体机制有待进一步的

深入研究$

综上所述#本研究针对
PEGC!

基因序列#筛选出具

有特异性沉默
PEGC!

表达的干扰序列#并且此序列有

效抑制了
PEGC!

的功能#为进一步研究
PEGC!

基因功

能及细胞生物学行为奠定了基础$
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