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#摘要$
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目的
!

探讨
P0GZ#,CUC

对胃癌细胞增殖及侵袭的抑制作用'方法
!

实时荧光定量
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#
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&法检测胃癌细胞
Z?N,ZFV

(

%"?,VWBC

(

("?,FBE

(

(+Z,UO

(

L"?,!V

(

A"?,F!E

及正常人胃黏膜上皮

细胞株
"$%,C

中
P0GZ#,CUC

表达!脂质体将
P0GZ#,CUCP0P0.9

和
P0GZ#,CUCZ?

转入胃癌细胞中!

UF<

后!

52-:,/0P2*?G

法检测
P0GZ#,CUC

表达!甲基偶氮唑蓝#

(&&

&法检测细胞活力!膜联蛋白
J,

异硫氰酸荧光

素$碘化丙啶#

#772\07J,>N&?

$

*N

&流式双染检测细胞凋亡!

&5-79Y2::

实验检测细胞侵袭能力!
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检测增殖细胞核抗原#
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表达及磷脂酰肌醇
,E,

激酶$蛋白激酶
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*NE+
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#+&

&信号通路激活情况'结果
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胃癌细胞
Z?N,ZFV
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("?,FBE
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(+Z,UO
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L"?,!V
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A"?,

F!E

中
P0GZ#,CUC

相对表达水平#
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C)VDeB)CV
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C)!EeB)C!
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B)FWeB)BW
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B)UOe

B)BU

&明显低于
"$%,C

中#

!)FVeB)EB

&的表达水平#

!

$

B)BC

&'与
P0GZ#,CUCZ?

组比较!

P0GZ#,CUCP0P,

0.9

组
P0GZ#,CUC

表达水平明显升高(细胞活力下降(细胞凋亡率升高(细胞侵袭能力降低!

*?Z#
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.,P

R

.
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((*,!
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((*,W
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*NE+

及磷酸化
#+&

#

4
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&表达水平下调!差异均有统计学意义#

!

$

B)BC

&'结论
!

上调

A"?,F!E

胃癌细胞中
P0GZ#,CUC

表达水平后能明显抑制癌细胞增殖与侵袭!可能与抑制阻断
*NE+

$

#+&

信

号通路有关'
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤&尤其是农村发病

率极高其病死率较高&特别是在发展中国家&我国胃

癌死亡病例数占全世界约
UBd

*虽然近年来随着医

学影像技术手段发展&胃癌的治愈率有所提高&但是

早期诊断率仍极低&不及
!Bd

&使得众多患者一确诊

基本处于中晚期&预后极差!

C

"

*因此进一步的探寻胃

DVUC

重庆医学
!BCW

年
O

月第
UF

卷第
W

期

"

基金项目%上海交通大学医学院科技基金项目#

!BCD[=B!D

$*

!

作者简介%张诚#

CWFÈ

$&住院医师&硕士&主要从事胃肠道肿瘤及功能疾

病的诊治研究*



癌早期诊断标记物对于胃癌的治疗及预后将具有重

大意义*

P0GZ#

是一类长度为
!C

)

!E7/

的在真核

生物钟高度保守的非编码
GZ#

小分子&能与靶基因

的
Eh

非翻译区特异性结合&在转录水平上调控靶基因

表达&进而参与细胞的生命过程*

P0GZ#

与肿瘤的

发生+发展密切相关&近年来引起了众多学者的兴趣&

P0GZ#,!BB

家族就是一种!

!,U

"

*

P0GZ#,!BB

家族包

括
O

个成员#

P0GZ#,!BB-

&

P0GZ#,!BBQ

&

P0GZ#,

!BB.

&

P0GZ#,CUC

&

P0GZ#,U!W

$&研究显示此家族成

员在不同的肿瘤组织&不同的亚细胞中表达趋势不一

致&在众多肿瘤组织中高表达&而在少数的肿瘤组织

或细胞中低表达!

O

"

*不过目前已有研究报道证实

P0GZ#,!BB

家族成员在胃癌组织中低表达!

D,V

"

&但在

胃癌的发生+发展的具体作用机制尚不清楚&因此本

研究以
P0GZ#,!BB

家族成员之一的
P0GZ#,CUC

为

研究对象&探讨
P0GZ#,CUC

在胃癌细胞增殖+侵袭中

的作用及相关机制*
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材料与方法
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材料
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细胞株
!

人胃癌细胞
Z?N,ZFV

+

%"?,VWBC

+

("?,FBE

+

(+Z,UO

+

L"?,!V

+

A"?,F!E

及正常人胃

黏膜上皮细胞株
"$%,C

购于中国科学院上海细胞库*

@)@)A

!

主要试剂和仪器
!

胎牛血清&

@($(

培养基

购于美国
L

R

.:672

公司)

&50b6:

总
GZ#

提取试剂盒+

'0

4

6T2./-P072

&(

EBBB

脂质体+反转录试剂盒#第一链

.@Z#

合成试剂盒$购于大连宝生生物技术有限公

司)

P0GZ#,CUCP0P0.9

和
P0GZ#,CUCZ?

购于广州

锐博技术有限公司)二喹啉甲酸#

A?#

$试剂盒+膜联

蛋白
J,

异硫氰酸荧光素'碘化丙啶 #

#772\07 J,

>N&?

'

*N

$流式双染试剂盒购于碧云天生物技术有限

公司)

&5-79Y2::

小室购于美国
?65707

;

公司)兔抗人

增殖细胞核抗原#

*?Z#

$+

.,P

R

.

+基质金属蛋白酶

#

((*

$

,!

+

((*,W

+磷脂酰肌醇
,E,

激酶#

*NE+

$+蛋白

激酶
A

#

#+&

$+磷酸化
#+&

#

4

,#+&

$多克隆抗体购

于美国
#Q.-P

公司*

(+E

酶标仪购自美国
/<25P6

公司)

%/2

4

672

4

:S9

荧光定量
*?G

购自美国
#AN

公

司)

>#?%?-:0QS5

型流式细胞仪)

#>DBBB

型荧光显微

镜购于德国莱卡公司)

"2:@6.[G%

R

9/2P

凝胶成像

系统购于伯乐生命科学产品上海有限公司*

@)A

!

方法

@)A)@

!

实时荧光定量
*?G

#

52-:,/0P2*?G

$检测

P0GZ#,CUC

的表达
!

微量紫外分光光度计检测

GZ#

纯 度&当 检 测 出 的
GZ#

纯 度 #

K@

!DB7P

'

K@

!FB7P

fC)F

$良好时候&根据反转录试剂盒将
GZ#

反转录成
.@Z#

&基于
%IAG"5227N

荧光分析的反

转录
*?G

#

G&,*?G

$分析&最后根据
!

,

##

?/法分析

P0GZ#,CUC

水平*

P0GZ#,CUC

上游引物%

Oh,""X

#"###X""X?X" X?#?## X,Eh

&下游引物%

Oh,##X"??X##?#X"?#"X?"#X",Eh

&

"#*,

@L

上游引物%

Oh,#"??#?#&? "?&?#"#?#,Eh

&

下游引物%

Oh,&""#?&??#?"#?"&#?&,Eh

*

@)A)A

!

P0GZ#,CUCP0P0.9

和
P0GZ#,CUCZ?

的转

染
!

当胃癌细胞生长程度达到
OBd

左右时候&将用

K

4

/0,($(

稀释好的
'0

4

6T2./-P072

&(

EBBB

与
P0G,

Z#,CUCP0P0.9

和
P0GZ#,CUCZ?

混匀&加入到细胞

中&

D<

将细胞培养板中的液体吸走弃掉&换成含
CBd

胎牛血清的培养基&继续培养
UF<

&利用
G&,*?G

法

检测转染效果*

@)A)B

!

甲基偶氮唑蓝#

(&&

$法检测细胞活力
!

将

胃癌细胞接种到
WD

孔板&细胞贴壁后&按,

C)!)!

-转

染
UF<

后&加入
(&&

孵育
U<

后&每个
WD

孔板细胞

中加入
COB

(

'

二甲基亚砜&并将
WD

板置于微量振荡

器上使结晶物溶解&于酶标仪波长
ODB7P

处测

<0

值*

@)A)C

!

#772\07J,>N&?

'

*N

流式细胞法检测细胞凋

亡
!

将胃癌细胞接种到
D

孔板&细胞贴壁后&按

,

C)!)!

-转染
UF<

后&收集细胞&并按照
#772\07J,

>N&?

'

*N

流式细胞说明书操作按顺序加入结合缓冲

液+

#772\07J,>N&?

及
*N

染液&最后在流式细胞仪

上进行细胞凋亡分析*

@)A)D

!

&5-79Y2::

法检测细胞侵袭能力
!

&5-79Y2::

小室平铺
(-/50

;

2:

胶&

&5-79Y2::

下室加入含
CBd

胎

牛血清的培养基*将按,

C)!)!

-转染
UF<

后的胃癌细

胞制成单细胞悬液接种到
&5-79Y2::

上室&继续培养

UF<

后&将小室取出来&用棉签擦去
&5-79Y2::

上室

细胞&用多聚甲醛固定
&5-79Y2::

下室细胞&结晶紫染

色&在倒置显微镜下观察细胞侵袭情况并计数*

@)A)E

!
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检测细胞中
((*,!

+

((*,W

表

达
!

将胃癌细胞接种到
D

孔板&细胞贴壁后&按,

C)!)

!

-转染
UF<

后&在
Uc

条件下收集+裂解细胞&并得到

细胞中的总蛋白*

A?#

试剂盒测定总蛋白浓度&取

EB

;

样品上样&进行十二烷基苯磺酸钠凝胶电泳
C

)

!

<

&转聚偏氟乙烯#

*J@>

$膜
EB

)

OBP07

*

!d

的
A%#

室温下孵育
C<

&一抗溶液#兔抗人
*?Z#

+

.,P

R

.

+

((*,!

+

((*,W

+

*NE+

+

#+&

+

4

,#+&

多克隆抗体$

Uc

过夜孵育&第二天在室温下孵育二抗&最后根据化

学发光免疫试剂盒说明书在凝胶成像系统中曝光各

蛋白条带&并分析条带灰度值*

@)B

!

统计学处理
!

数据均采用
%*%%CV)B

软件进行

统计分析&计量资料以
:eG

表示&组间比较采用
6

检

验&以
!

$

B)BO

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A)@

!

各组细胞株中
P0GZ#,CUC

表达水平比较
!

P0GZ#,CUC

在胃癌细胞
Z?N,ZFV

+

%"?,VWBC

+

("?,

FBE

+

(+Z,UO

+

L"?,!V

+

A"?,F!E

中 的 表 达 水 平

#

!)BOeB)!B

+

C)VDeB)CV

+

C)BUeB)CB

+

C)!EeB)C!

+

B)FWeB)BW

+

B)UOeB)BU

$明显低于正常人胃黏膜上

皮细胞
"$%,C

#

!)FVeB)EB

$表达水平#

!

$

B)BC

$&其

中在
A"?,F!E

表达水平最低&且差异具有统计学意义

#

!

$

B)BC

$&见图
C

*

A)A

!

P0GZ#,CUC P0P0.9

组和
P0GZ#,CUCZ?

组

P0GZ#,CUC

表达水平比较
!

P0GZ#,CUCP0P0.9

组+

VVUC

重庆医学
!BCW

年
O

月第
UF

卷第
W

期



P0GZ#,CUCZ?

组
P0GZ#,CUC

相对表达水平分别为

!)EFeB)!C

+

B)EWeB)BU

&

P0GZ#,CUCP0P0.9

组中

P0GZ#,CUC

表达水平较
P0GZ#,CUCZ?

组明显上调

#

!

$

B)BC

$*

!!

-

%

!

$

B)BC

&与
"$%,C

比较

图
C

!!

P0GZ#,CUC

在各组细胞中的表达水平比较

A)B

!

P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,F!E

细胞活力及凋

亡情况的影响
!

P0GZ#,CUCP0P0.9

组细胞活力较

P0GZ#,CUCZ?

组明显降低#

!

$

B)BC

$*

P0GZ#,

CUCP0P0.9

组细胞早期与晚期凋亡率较
P0G,CUCZ?

组#

B)DFeB)BV

$明显提高#

!

$

B)BC

$&见表
C

*

A)C

!

P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,F!E

细胞侵袭能力

的影响
!

P0GZ#,CUCP0P0.9

组+

P0GZ#,CUCZ?

组

细胞侵袭数目分别为#

UE)VWeU)EF

$+#

CVF)UUe

CV)OB

$个&

P0GZ#,CUC P0P0.9

组细胞侵袭数目较

P0GZ#,CUCZ?

组明显降低#

!

$

B)BC

$&见图
!

*

表
C

!!

P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,F!E

细胞活力及

!!!

凋亡的影响&

:eG

'

组别 细胞活力#

K@

值$ 早期凋亡#

d

$ 晚期凋亡#

d

$

P0GZ#,CUCZ?

组
B)DFeB)BV E)!!eB)EB !)UVeB)!U

P0GZ#,CUCP0P0.9

组
B)EVeB)BU

-

!B)ODe!)!O

-

CD)VWeC)DB

-

!!

-

%

!

$

B)BC

&与
P0GZ#,CUCZ?

组比较

!!

#

%

P0GZ#,CUCZ?

组)

A

%

P0GZ#,CUCP0P0.9

组

图
!

!!

倒置显微镜下两组
A"?,F!E

细胞侵袭

能力显像&

g!BB

'

A)D

!

两组
A"?,F!E

细胞中
*?Z#

+

.,P

R

.

等表达水

平比较
!

P0GZ#,CUC P0P0.9

组中
*?Z#

+

.,P

R

.

+

((*,!

+

((*,W

+

*NE+

+

4

,#+&

表达水平较
P0GZ#,

CUCZ?

组明显下调&差异均有统计学意义 #

!

$

B)BC

$&见图
E

*

!!

#

%

P0GZ#,CUCZ?

组)

A

%

P0GZ#,CUCP0P0.9

组)

-

%

!

$

B)BC

&与
P0GZ#,CUCZ?

组比较

图
E

!!

两组
A"?,F!E

细胞中
*?Z#

"

.,P

R

.

等表达水平比较

B

!

讨
!!

论

!!

P0GZ#,!BB

家族是近年的热点研究
P0GZ#

&此

家族包括
O

个成员&分为两个亚族&不同亚族之间既

具有相同的功能&也具有特殊性*其中
P0GZ#,CUC

位于人
C!

号染色体&在肝癌+肺癌+结直肠癌及胰腺

癌等肿瘤中表达失调&并与肿瘤的发生+发展密切相

关!

F

"

*同时
"K($%

等!

W

"通过采用自组织映射图

#

92:T,65

;

-70b07

;

P-

4

9

$鉴定出胃癌组织中的
P0GZ#

表达谱&

P0GZ#,CUC

就是其中一种失调的
P0GZ#

*

后来
'X

等!

CB

"研究证实
P0GZ#,CUC

在胃癌组织中低

表达&并与肿瘤分化+

&Z(

分期+淋巴结转移及远处

转移正相关*

HL#Z"

等!

CC

"研究利用
P0GZ#

微阵

列证实包括
P0GZ#,CUC

在内的
O

个
P0GZ#

在胃癌

血浆中低表达*而且
HLKX

等!

C!

"研究证实
P0GZ#,

CUC

不仅在胃癌组织中低表达&当
P0GZ#,CUC

过表

达后能够与
($"E

相互作用或者靶向调控
$!>E

表

达进而参与胃癌的发生*充分说明
P0GZ#,CUC

与胃

癌的发生+发展密切相关&但是
P0GZ#,CUC

对胃癌细

胞的增殖及侵袭的影响还少见报道&所以本研究将对

此展开探讨*本研究首先利用
G&,*?G

法检测胃癌

细胞
Z?N,ZFV

+

%"?,VWBC

+

("?,FBE

+

(+Z,UO

+

L"?,

!V

+

A"?,F!E

及正常人胃黏膜上皮细胞株
"$%,C

中
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P0GZ#,CUC

表达&结果表明胃癌细胞中的
P0GZ#,

CUC

表达低于
"$%,C

细胞&与
P0GZ#,CUC

在胃癌组

织及癌旁组织中的表达趋势一致!

W,C!

"

*接着利用脂质

体将
P0GZ#,CUCP0P0.9

及
P0GZ#,CUCZ?

转染到

A"?,F!E

细胞中&

G&,*?G

法证实转染成功*而且

(&&

法及
#772\07J,>N&?

'

*N

流式双染结果表明

P0GZ#,CUCP0P0.9

能明显地降低
A"?,F!E

细胞活

力&提高细胞早期及晚期凋亡率&与
P0GZ#,CUC

在其

他肿瘤细胞中的作用效果一致!

CE,CU

"

*另外本研究还

利用
&5-79Y2::

法检测
P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,

F!E

细胞侵袭能力的影响&结果表明
P0GZ#,CUC

P0P0.9

能明显地抑制细胞的侵袭能力*从而说明

P0GZ#,CUCP0P0.9

能明显抑制
A"?,F!E

细胞活力

及侵袭能力&同时诱导细胞凋亡*

肿瘤细胞的无限增殖受多种蛋白的调控&

*?Z#

就是其中一种*

*?Z#

是从系统性红斑狼疮中发现

的与
@Z#

的复制密切相关的一种核蛋白质&能推动

细胞的增殖*另外癌基因及抑癌基因在细胞的增殖

与凋亡中亦起着重要的调控作用*

?,P

R

.

被认为是

癌基因&能促进细胞分裂&使细胞获得无限增殖的可

能*

((*9

蛋白水解酶所介导的细胞外基质的降解

是肿瘤细胞迁移+侵袭+转移的必经过程之一*

((*,

!

不仅能够通过降解细胞外基质成分促进癌细胞扩

散&还能够通过诱导血管新生进一步的促进肿瘤细胞

扩散浸润*

((*,W

是分子量最大的
((*

&能够降解

包括
#

在内的几乎所有的细胞外基质成分*因此本

研究继续利用
M29/257Q:6/

检测
P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,F!E

细胞中
*?Z#

+

.,P

R

.

+

((*,!

及
((*,W

表达的影响&结果表明
P0GZ#,CUCP0P0.9

能明显下

调
*?Z#

+

.,P

R

.

+

((*,!

及
((*,W

表达&继而抑制

细胞的增殖与侵袭*

*NE+

'

#+&

信号通路又被称为抗凋亡信号通路&

在众多肿瘤组织中被高度激活*当
*NE+

受到上游信

号刺激后&能使磷脂酰二磷酸磷脂酰肌醇#

*N*!

$的
Eh

羟基磷酸化&转化为三磷酸磷脂酰肌醇#

*N*E

$&进而

使
#+&

结构发生变化并在丝氨酸'苏氨酸位点磷酸

化&

4

,#+&

进一步的调控下游靶蛋白#

A.:,!

+

((*9

$

的表达&参与细胞的增殖+凋亡+侵袭等生物学行为*

而且有研究证实
*NE+

'

#+&

信号通路拮抗剂
*L

域

富含亮氨酸重复蛋白磷酸酶#

*L'**

$

C

及
*L'**!

能扭转
P0GZ#,CUC

在非小细胞肺癌细胞中的作

用!

CO

"

&提示
P0GZ#,CUC

与
*NE+

'

#+&

信号通路之间

具有明显相关性*所以本研究继续利用
M29/257Q:6/

检测
P0GZ#,CUCP0P0.9

对
A"?,F!E

细胞中
*NE+

'

#+&

信号中相关蛋白表达的影响&结果表明
P0G,

Z#,CUCP0P0.9

能明显的下调
*NE+

及
4

,#+&

表达*

综上所述&

P0GZ#,CUC

在胃癌细胞
Z?N,ZFV

+

%"?,VWBC

+

("?,FBE

+

(+Z,UO

+

L"?,!V

+

A"?,F!E

中

的表达水平低于正常人胃黏膜上皮细胞株
"$%,C

中

表达水平&提高
A"?,F!E

细胞中
P0GZ#,CUC

表达水

平&能明显降低细胞活力&提高细胞凋亡率&抑制细胞

侵袭&并下调
*?Z#

+

.,P

R

.

+

((*,!

及
((*,W

表达&

可能与抑制
*NE+

'

#+&

信号通路有关*
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