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摘
!

要"目的
!

研究
!

"#$!

基因沉默抑制
"#$!%

体外侵袭能力的机制$方法
!

筛选并建立
!

"#$!

基因沉默的
"#$!%

细

胞%反转录"

)*

#

+

聚合酶链反应"

,-)

#和蛋白质印迹"

#./0.123450

#检测干扰效率%
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试验检测
!

"#$!

基因对
"#$!%

侵袭能

力的影响$利用
9:0;<.)=5

>

?44+85@2

试验和
#./0.123450

检测
!

"#$!

基因沉默后!细胞中
)=59

&

)=56

&

)=5-

活性和蛋白水平

的变化%利用
#./0.123450

检测
)=59

'

)5:A

信号转导通路中
'

种效应蛋白(

,=5/

>

=5+

肌球蛋白轻链"

BC-

#&

,=5/

>

=5+CDB

激酶

"

CDBE

#&

,=5/

>

=5+-5F;4;2

)及细胞内肌动蛋白纤维"

G+H:0;2

#&核内
B9C

的蛋白变化$检测
!

"#$!

基因沉默前后!磷脂酸"

C,9

#对

细胞体外侵袭能力&

)=59

的活性和蛋白水平&

,=5/

>

=5+BC-

及
BC-

的影响$结果
!

!

"#$!

基因沉默后明显抑制
"#$!%

体外侵

袭能力$

!

"#$!

表达沉默后!细胞中
)=59

活性降低!但蛋白水平没有明显变化%细胞中
,=5/

>

=5+-5F;4;2

&

,=5/

>

=5+CDBE

&

,=5/+

>

=5+BC-

&

G+H:0;2

和核内
B9C

的蛋白水平均减少$

!

"#$!

表达沉默后!

C,9

对细胞体外侵袭能力!

)=59

活性及
,=5/

>

=5+BC-

均无影响$结论
!

!

"#$!

表达沉默后!通过抑制
)=59

'

)5:A

信号转导通路!会影响肿瘤细胞的侵袭运动能力$

关键词"大肠癌%

!

!

"#$!

基因%
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肿瘤的侵袭'转移是非常复杂的过程#其中肌动蛋白细胞

骨架是重要因素之一#供细胞附著'伸展'运动甚至生长(

&

)

*肌

动蛋白细胞骨架是动态结构#受多种细胞内机制及相应蛋白的

调节(

&

)

*

)=5

是小
R

蛋白超家族的成员*研究表明#

)=5+

三

磷酸鸟苷$

R*,

%酶是细胞骨架肌动蛋白的重要调节因子之一#

其作为分子开关#能够诱导肌动蛋白细胞骨架组织发生相应改

变#以引发大量不同的生物反应$如趋化性'细胞生长和运动及

细胞周期过程等%

(

!

)

*

)=5+R*,

对肿瘤的发生'发展有不可忽

视的作用#与肿瘤的侵袭和转移密切相关(

'

)

*

!

"#$!

属于

I)G/

家族#该家族不仅是肌动蛋白细胞骨架的重要调节因

子(

K

)

#并且具有能够与
)=5+R*,

相结合的结构域#在
)=5

相

关的信号转导途径中起重要作用(

L

)

*前期研究发现
!

"#$!

与

大肠癌的侵袭转移有一定相关性#因此#本研究中笔者通过建

立
!

"#$!

稳定沉默的大肠癌细胞株#观察沉默前后细胞
)=5

信号通路中关键蛋白表达的变化#研究
!

"#$!

基因在
)=5

信

号通路中的作用及其影响细胞侵袭转移能力的机制*现报道

如下*

$

!

材料和方法

$P$

!

一般材料
!

"#$!%

细胞株来自南方医科大学病理学研

究室存种&针对
!

"#$!

的
/=)Q9

质粒载体$

!

"#$!+/=)Q9

%和

空白质粒$

,

O

.2./;4+&

%由南方医科大学病理学研究室构建*

!

"#$!

和甘油醛
+'+

磷酸脱氢酶$

R9,IV

%引物采用
,1;N.1LP%

软件设计&

C;

>

5F.:0HN;2.

*B

!%%%

转染试剂由
D2<;015

O

.2

公司提

供&鼠抗人
!

"#$!

单克隆抗体由
9325<H

公司提供&磷脂酸

$

C,9

%由
";

O

NH4

公司提供&

)=5

活性测定试剂盒和
)=59

'

)=56

'

)=5-

多克隆抗体由
W

>

/0H0.

公司提供&细胞核蛋白与

+

(J!'

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!

Q5P!!

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'%K%%!%$

%*

!!

作者简介!朱曦龄#女#主治医师#主要从事大肠癌靶向治疗方面的研究*



细胞质蛋白抽提试剂盒由上海康成生物技术研究所提供&肌球

蛋白轻链$

BC-

%'

,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+CDB

激酶$

CDBE

%

和
,=5/

>

=5+-5F;4;2

单克隆抗体由
-"*

公司提供&肌动蛋白纤

维$

G+H:0;2

%单克隆抗体由
R.2#H

7

公司提供&

4HN;26

'

R9,IV

单克隆抗体和
B9C

多克隆抗体由
"H20H-1?Y

公司提供*

$P/

!

方法

$P/P$

!

细胞培养
!

细胞株
"#$!%

培养于含
&%Z

胎牛血清

$

G6"

%的
),BD+&$K%

培养基#在
'J[

'

LZ -\

!

细胞培养箱中

培养*

$P/P/

!

细胞转染及克隆筛选
!

使用脂质体法转染
!

"#$!+

/=)Q9

和
,

O

.2./;4+&

质粒进入
"#$!%

细胞中#将转染后细胞

孵育
KS=

后加入含遗传霉素$

RK&S

%的培养液中进行筛选*抗

性克隆长出后扩大培养#最后获得稳定克隆*稳定转染的

!

"#$!

基 因 干 扰 质 粒 的 细 胞 作 为 试 验 组 $称 为
"#$!%+

/=

!

"#$!

%#空白组称为
"#$!%+N5:A

#对照组为
"#$!%

*获得

稳定转染的细胞经鉴定后行后续试验*

$P/P'

!

反转录$

)*

%

+

聚合酶链反应$

,-)

%

!

用
*)DY54

试剂提

取细胞总
)Q9

#进行
)*

反应*以
R9,IV

为内参进行实时

荧光定量
,-)

试验#应用
BM'%%%,

定量
,-)

仪#以
G548/]

!

+

!!

-0表示试验组与对照组目的基因表达的倍比关系#重复
'

次试验#计算平均值*引物序列!

R9,IV

为
L̂+9-R R9*

**RR*- R*9 **R RR- R+'̂

'

L̂+-*--*R R99 R9*

RR*R9*RR+'̂

#扩增产物
!&!3

>

&

!

"#$!

为
L̂+*99 *-9

R-9**9R-9***-*R9RR+'̂

'

L̂+9RR9R9R*99RR

--9RR**--+'̂

#扩增产物
&KL3

>

*

$P/P1

!

蛋白质印迹$

#./0.123450

%

!

裂解细胞并且提取总蛋

白#行十二烷基硫酸钠$

"I"

%

+

聚丙烯酰氨凝胶电泳$

,9RU

%*

采用湿转法转至聚偏氟乙烯$

,XIG

%膜上*

,XIG

膜用封闭

后#加入鼠抗人
!

"#$!

单克隆抗体$

&_L%%

稀释%和鼠抗人

R9,IV

多克隆抗体$

&_!%%

稀释%#

K[

孵育过夜#三乙醇胺

缓冲盐水溶液
+

吐温$

*6"*

%洗膜后#加入辣根过氧化物酶

$

V),

%标记的抗鼠二抗$

&_K%%%

稀释%室温孵育
&=

#

*6"*

洗膜后#加入化学发光试剂孵育
&N;2

#采用凝胶电泳成像系

统进行分析*

$P/P2

!

细胞体外侵袭试验
!

'%%

"

C

无血清的培养液加入

65

7

8.2

小室的上室中#孵育
&

#

!=

*加入
'%%

"

C

细胞悬液

($

%PL

#

&P%

%

&̀%

$

:.44/

"

NC

)于上室中#加
L%%

"

C

含
&%ZG6"

的培养液于下室中#培养
KS=

后取出小室#擦掉未穿过膜的细

胞#苏木素染色*在高倍镜下#随取
L

个视野计数细胞#取其平

均值*

$P/P)

!

)=5

活性检测
!

当细胞长到
S%Z

#

(%Z

时#

C,9

处理

组用
!L

"

N54

"

C

的
C,9

刺激
&N;2

#弃去培养基#加入含
!L

NN54

"

CK+

羟乙基哌嗪乙磺酸$

VU,U"

%'

&L%NN54

"

C

氯化钠'

&%NN54

"

C

氯化镁'

& NN54

"

C

乙二胺四乙酸 $

UI*9

%'

!

"

O

"

NC9

>

150;2;2

'

!

"

O

"

NCC.?

>

.

>

0;2

'

&NN54

"

C

苯甲基磺酰

氟$

,B"G

%'

LNN54

"

C

磷酸酶抑制剂的适量冰冷裂解缓冲液

$

BC6

%于细胞表面#用细胞刮刀将细胞从瓶壁上刮离*离心
L

N;2

后#收集上清液*在细胞裂解液中加入
)=50.A;2)6I

琼

脂糖#在
K[

轻轻搅拌
KLN;2

#通过短暂的离心形成琼脂小球#

然后行
&!Z"I"+,9RU

#电泳完毕后#采用湿转法转至
,XIG

膜上*封闭后#分别加入鼠抗
)=59

'

)=56

'

)=5-

多克隆抗体

K[

孵育过夜#

*6"*

洗膜后#加入
V),

标记的抗鼠二抗室温

孵育#进行显影'定影并扫描记录*采用
GC9L&%%

分子成像仪

扫描图像#并采用其分析软件
C

>

15:.//

$

X.1P!P!

%计算目的蛋

白条带的灰度值#进而评估
)=59

'

)=56

'

)=5-

的活性*

$P/P.

!

)=5

总蛋白检测
!

细胞中
)=59

'

)=56

'

)=5-

蛋白的

水平检测使用
#./0.123450

法#步骤如上所示*

$P/PK

!

核蛋白与浆蛋白的制备
!

具体步骤见说明书*

$P/P(

!

细胞中
,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/

>

=5+-5F;+

4;2

'

G+H:0;2

和核内
B9C

蛋白水平的检测
!

采用二喹啉甲酸

$

6-9

%法测量以上制备的细胞质和胞核蛋白水平#

#./0.12

3450

分别检测细胞中
,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/+

>

=5+-5F;4;2

'胞核内
B9C

和细胞质内
G+H:0;2

的蛋白水平#步

骤同前*

$P'

!

统计学处理
!

采用
",""&(P%

统计学软件进行分析#析

因设计的方差检验用于体外侵袭试验*计量资料采用
Aa>

表

示#组间比较采用
7

检验*以
=

#

%P%L

表示差异有统计学

意义*

/

!

结
!!

果

/P$

!

实时荧光定量
,-)

及
#./0.123450

检测
!

"#$!

的表达

!

利用实时荧光定量
)*+,-)

检测的表达情况#

"#$!%

相对

量为
%P(S!!a%P%S(%

#

"#$!%+N5:A

相对量为
%P(J'La

%P%JK%

#

"#$!%+/=

!

"#$!

相对量为
%P!!L$a%P%%(%

*稳定

转染的
"#$!%+/=

!

"#$!

中
!

"#$!N)Q9

的表达明显下降#与

"#$!%+N5:A

比较减少了
J%Z

#差异有统计学意义 $

=

#

%P%L

%*

/P/

!

!

"#$!

表达下调抑制
"#$!%

体外侵袭能力
!

"#$!%+

N5:A

细胞的浸润力量值为
&%&PK'%a$P%&L

#

"#$!%

细胞的浸

润力量值为
&&'P&!%aLP'S!

#

"#$!%+/=

!

"#$!

细胞的浸润力

量值为
$JP'!%aLP%!

#侵袭能力明显降低#差异有统计学意义

$

=]%P%'!

%#说明
!

"#$!

表达沉默明显抑制了
"#$!%

体外侵

袭能力*

/P'

!

!

"#$!

表达下调抑制
)=59

蛋白活性
!

)=5

活性测定试

剂盒测定
"#$!%+N5:A

细胞和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞
)=5

家族

的活性#发现在
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞中
)=59+R*,

的水平减

少#

)=59

的活性降低*而
)=56

和
)=5-

的活性没有明显变

化*见图
&

*

图
&

!!

"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞中

)=59

#

)=56

#

)=5-

活性检测图

/P1

!

细胞中
,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/

>

=5+-5F;4;2

蛋白的检测
!

通过
#./0.123450

检测
"#$!%+N5:A

细胞和

"#$!%+/=

!

"#$!

细胞中
,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/+

>

=5+-5F;4;2

的蛋白水平#与
"#$!%+N5:A

细胞比较#

"#$!%+

/=

!

"#$!

细胞中
,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+-5+

F;4;2

的蛋白水平均下降*见图
!

*

/P2

!

G+H:0;2

及
B9C

的蛋白变化
!

通过
#./0.123450

检测

"#$!%+N5:A

细胞和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞质中
G+H:0;2

和细胞

+

%S!'

+

检验医学与临床
!%&J

年
&&

月第
&K

卷第
!!

期
!

CH3B.8-4;2

!

Q5<.N3.1!%&J

!

X54P&K

!

Q5P!!



核中
B9C

的蛋白水平#与
"#$!%+N5:A

细胞比较#

"#$!%+

/=

!

"#$!

细胞中
G+H:0;2

及
B9C

的蛋白水平均明显下降*

图
!

!!

#./0.123450

检测
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞中
,=5/

>

=5+CDBE

#

,=5/

>

=5+BC-

#

,=5/

>

=5+

-5F;4;2

的蛋白水平

/P)

!

C,9

作用后细胞体外侵袭能力的变化
!

65

7

8.2

小室检

测在
!L

"

N54

"

CC,9

作用下
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞体外侵袭能力的变化*

C,9

作用前
"#$!%+/=

!

"#$!

体

外侵袭能力为
L%P%S

#

C,9

作用后
"#$!%+/=

!

"#$!

体外侵袭

能力为
$!PK&

#差异无统计学意义$

=]%P%S(

%*

C,9

作用前

"#$!%+N5:A

体外侵袭能力为
(LPS(

#

C,9

作用后
"#$!%+

N5:A

体外侵袭能力为
&(LP$L

#差异有统计学意义$

=

#

%P%L

%#

说明
!

"#$!

基因沉默后#明显抑制了
C,9

促进细胞侵袭的

作用*

/P.

!

C,9

刺激后细胞内
)=59

活性与蛋白水平的变化
!

!L

"

N54

"

C

的
C,9

分别作用于
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞
&N;2

后#

"#$!%+/=

!

"#$!

细胞在
C,9

作用前后
)=59

活性和蛋白水平差异无统计学意义$

=

$

%P%L

%&而
"#$!%+

N5:A

细胞在
C,9

作用后#

)=59+R*,

的水平明显上升#

)=59

活性增强#而
)=59

蛋白水平没有明显变化*见图
'

*

图
'

!!

C,9

刺激后
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

中

)=59

活性与蛋白水平的变化

图
K

!!

C,9

刺激后
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+/=

!

"#$!

中

BC-

与
,=5/

>

=5+BC-

水平的变化

/PK

!

C,9

刺激后细胞内
BC-

与
,=5/

>

=5+BC-

水平的变

化
!

!L

"

N54

"

C

的
C,9

分别作用于
"#$!%+N5:A

和
"#$!%+

/=

!

"#$!

细胞
!K=

后#

"#$!%+/=

!

"#$!

细胞在
C,9

作用前后

,=5/

>

=5+BC-

和
BC-

蛋白水平差异无统计学意义$

=

$

%P%L

%&

"#$!%+N5:A

细胞中在
C,9

作用后#

,=5/

>

=5+BC-

的

水平明显上升#而
BC-

蛋白水平没有明显变化*见图
K

*

'

!

讨
!!

论

!!

)=5

家族蛋白是小
R

蛋白的
)H/

超家族成员#是一组相

对分子质量为$

!%

#

'%

%

`&%

' 的鸟苷酸结合蛋白#具有
R*,

酶活性*

&(SL

年#

)=5

作为
)H/

同源物首先被克隆出来#成为

)H/

相关单体
R*,

酶*

)=5

具有
)=59

'

)=56

和
)=5-

等
'

种异构体#

)=5

家族蛋白参与调节了细胞的多种生命过程#包

括肌动蛋白细胞骨架重组'细胞黏附'细胞运动'分裂及转录

等(

$

)

*近年研究发现#

)=5

家族蛋白与肿瘤的发生发展均有联

系#包括肿瘤的生长和增殖'侵袭和转移'细胞凋亡'肿瘤新生

血管的形成等(

J

)

*

)=5

家族#特别是
)=59

在多种肿瘤组织中

表达增加#和肿瘤恶性程度相关#提示其在肿瘤发生和转移中

具有重要作用(

S

)

*目前#

)=59

与恶性肿瘤侵袭'转移的关系

已成为研究热点之一*

!!

)=59

可以被多种外界刺激信号活化#从二磷酸鸟苷

$

RI,

%结合的失活状态转变为
R*,

结合的活化状态并发生膜

转位*沉默状态下游离在细胞质中的
)=5

向细胞膜聚集并与

膜结合#活化的
)=59

将信号传递给
)5:A

#使其分子中的
SLK

位丝氨酸和
$(J

位苏氨酸磷酸化而激活#活化的
)5:A

通过直

接磷酸化
BC-

和抑制肌球蛋白轻链磷酸酯酶$

BC-,

%#以增

加
BC-

磷酸化程度#使细胞质内磷酸化
BC-

水平提升#肌

动
+

肌球蛋白交联增加#从而促进肌动蛋白微丝骨架的聚合#激

活肌球蛋白三磷酸腺苷$

9*,

%酶#增强收缩性能#参与张力丝

和黏着斑的形成(

(

)

*

)5:A

还可以激活
CDBE

#

CDBE

磷酸化

-5F;4;2

*

-5F;4;2

是肌动蛋白丝解聚的必需成分#其磷酸化后肌

动蛋白脱聚合的活性受抑制#增加了肌动蛋白张力丝的稳定

性(

S

)

*磷酸化"脱磷酸化级联反应在
)=59

"

)5:A

信号转导通

路至关重要#由此可调节细胞微丝骨架的聚合#达到控制细胞

收缩'趋化'移动和黏附等多种生物学行为的目的*若
)=59

"

)5:A

通路被抑制#细胞的迁移和侵袭能力就会受到影响*本

研究发现
!

"#$!

基因沉默后#细胞体外侵袭能力明显降低#同

时细胞中
)=59+R*,

酶活性降低#

)=59

"

)5:A

信号通路下游

'

种效应蛋白$

,=5/

>

=5+BC-

'

,=5/

>

=5+CDBE

'

,=5/

>

=5+-5F;+

4;2

%的水平降低#由此说明
!

"#$!

表达沉默后#通过抑制

)=59

"

)5:A

信号转导通路#影响了肿瘤细胞的侵袭运动能力*

!!

C,9

是第
&

个被发现能激活
)=59

的物质#

C,9

在多种

人类癌症细胞的增殖和转移中发挥重要作用(

&%

)

*

C,9

通过跨

膜的
R

蛋白耦联受体
R&!

"

&'

蛋白'

&

个或多个特异度
)=5+

RUG

激活
)=59

"

)5:A

信号通路#诱导细胞骨架收缩和细胞圆

形运动(

&%

)

*有报道称
C,9

刺激细胞后
&N;2

#

)=59

的活性达

到
&

个峰值(

&%

)

*因此#在本研究中#笔者于
C,9

刺激
&N;2

后

裂解细胞#检测
)=59

的活性变化*笔者观察到
C,9

作用后#

"#$!%+N5:A

细胞的侵袭能力明显增强#

)=59

的活性增强#

,=5/

>

=5+BC-

水平上升#而
"#$!%+/=

!

"#$!

细胞的侵袭能力

无明显改变#

)=59

活性和
,=5/

>

=5+BC-

无明显改变*由此#

笔者推测
!

"#$!

可能作为
)=59

"

)5:A

信号通路的上游蛋白#

在
C,9

诱导的
)=59

活化环节中发挥重要作用*

!

"#$!

如何

调控
)=59

活化的机制尚不清楚#推测
!

"#$!

可能通过结合

某个
)=5

或新的相互作用蛋白#导致
)=59

的活化#从而参与

细胞骨架的调控* $下转第
'!S$
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I)G/

家族蛋白是肌动蛋白的成核因子#促进游离态的肌

动蛋白单体$

R+H:0;2

%聚合成
G+H:0;2

#从而稳定细胞骨架#控制

细胞形态'运动等生物效应*

B9C

是血清反应因子$

")G

%转

录的辅助因子#在细胞质中
B9C

与
R+H:0;2

结合*当
R+H:0;2

聚合成
G+H:0;2

时#

B9C

被释放#进入核内与
")G

结合#激活

其转录活性#从而上调细胞骨架靶蛋白的合成*本研究中#当

!

"#$!

细胞的水平下降时#影响细胞内肌动蛋白丝的形成#进

而使核内
B9C

蛋白减少#血清应答因子的转录活性降低#影

响细胞骨架靶蛋白的合成*

!!

综上所述#笔者推测#

!

"#$!

在细胞内通过调控
)=59

信

号转导通路上游的某个环节#影响
)=59

"

)5:A

的激活#从而改

变细胞侵袭和转移能力*同时#

!

"#$!

又可以通过促进肌动蛋

白聚合#激活
B9C+")G

的转录活性#影响细胞骨架靶蛋白的

合成*

)=5+R*,

酶可通过与
!

"#$!

的
R6I

区结合#改变其构

象#释放功能区#激活
!

"#$!

*

!

"#$!

与
)=5

信号通路可能是

一种正反馈机制*

!

"#$!

具体通过何种途径影响
)=5

"

)5:A

信号通路尚需进一步的研究*
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