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要"目的
!

通过上调脑胶质瘤细胞
A%Z$

的
9N')

表达水平!检测其对
A%Z$

侵袭能力的影响!为抑制肿瘤的恶性浸润提

供新的治疗途径&方法
!

通过构建缝隙连接蛋白
9N')

真核表达重组质粒!并转染
A%Z$

细胞!过表达
A%Z$

细胞缝隙连接蛋白

9N')

!

D#EF9D

及
U,@./7EL2/.

检测
9N')PDQC

及蛋白表达水平变化&用
#65@O,22

细胞培养板结合
1##

法测定
A%Z$

细胞侵

袭能力的改变&结果
!

"

$

%成功构建
-

91]E9N')3+QC

重组质粒&"

%

%成功转染
A%Z$

细胞并筛选稳定转染过表达
9N')

细胞

株&"

)

%

#65@O,22

细胞培养板结合
1##

法!检测到过表达
9N')

后
A%Z$

细胞侵袭能力较正常组下降&结论
!

过表达缝隙连接蛋

白
9N')

能抑制人脑胶质瘤细胞
A%Z$

侵袭能力&

关键词"质粒转染$缝隙连接蛋白
9N')

$人脑胶质瘤细胞$侵袭性
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神经胶质瘤是指来源于神经上皮的肿瘤#根据瘤细胞的分

化情况可分为星形细胞瘤*少突胶质瘤*室管膜瘤*髓母细胞瘤

等)是神经外科常见颅内恶性肿瘤#其发病率高#约占全部颅

内肿瘤的
'(Y

$

Z(Y

#因其生长迅速#浸润能力强#手术治疗

后复发率高#化疗及放疗并发症多#一直是神经外科的难题)

众多研究表明#缝隙连接蛋白与肿瘤存在密切相关性#且缝隙

连接蛋白
9N')

能抑制肿瘤的增殖#但对脑胶质瘤侵袭性与缝

隙连接蛋白
9N')

关系尚不明确)本实验旨在基因水平上上

调缝隙连接蛋白
9N')

#观察体外人脑胶质瘤细胞
A%Z$

侵袭

能力的改变#为进一步体内探讨脑胶质瘤侵袭性实验研究提供

理论依据#也可能为临床治疗恶性脑胶质瘤带来新的思想)

A

!

材料与方法

A&A

!

主要材料及试剂

A&A&A

!

细胞
!

A%Z$

细胞$由中山医科大学药理实验室提供&%

F9+QC)&$

$本实验室存有&#

#65@O,22

细胞培养板$

9K,P;3/7

公司&)

A&A&B

!

实验主要试剂
!

进口胎牛血清*

+1S1

细胞培养基

$美国
T/L5/

公司&#

#65@O,22

细胞培养板#

1##

$天根公司&

#D!̀/2

总
DQC

提取试剂盒$天根公司&*

D#EF9D

试剂盒$美

国
F6/P,

<

5

公司&#随机引物$美国
F6/P,

<

5

公司&#各种内切

酶及连接酶$上海天根公司&#引物合成$上海捷瑞生物工程有

限公司&#

9N')

兔抗人抗体$美国
F6/P,

<

5

公司&)

,

E53.;7

兔抗

人抗体$美国
F6/P,

<

5

公司&)山羊抗兔二抗$美国
F6/P,

<

5

公司&)

A&B

!

方法

A&B&A

!-

91]E9N')3+QC

重组质粒构建及鉴定

A&B&A&A

!

A%Z$

细胞总
DQC

的提取
!

按
h!CTSQ

总
DQC

制备试剂盒$

DQ,5@

=

1;7;c;.

&操作方法提取总
DQC

)

A&B&A&B

!

D#EF9D

扩增人
9N')

基因蛋白编码序列子
9N')

!

引物序列按
F4LP,8

基因库提供该基因人的
3+QC

全序列#序

列号为
T!

!

ZG>(G''$

#通过引物设计软件设计全序列引物#下

下游引物分别加入
Q?S$

及
cFQ$

酶切序列#扩增产物全长
$

$'GL

-

)

,

E53.;7

引物采用上海闪晶分子生物技术研究所的
,

E

53.;7

序列#

"

!

ẐE999C#9#C#TCTTT##C9T9E)̂

#

D

!

ẐE###CC#T#9C9T9C9TC###9E)̂

#引物扩增产物长

$Z(L

-

)两对引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成)以

提取的总
DQC

为模板#使用
F6/P,

<

5

公司
D#EF9D

试剂盒反

转录合成
3+QC

第一条链)取反转录产物
%

"

V

#

F9D

扩增

9N')

蛋白编码序列#上游引物!

ẐET#T9#CT9C#TTT#T

C9#TTC T9T 99E)̂

#其酶切位点!

T9# CT9

#内切酶为

Q?S$

#下游引物!

ẐET9T TT# C999CT TC#9#99CT

T#9CE)̂

#其酶切位点
TT#C99

#内切酶为
c

-

7!

#

F9D

反应
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年
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期
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基金项目"国家自然科学基金资助项目$

)(>H(%*H

&)

!

#

!

通讯作者#

#,2

!

$)*()Z)ZGH$

%

SEP5;2

!

K.%(((

#

J;

-

&@;75&3/P

)



条件为
G'[)(@

#

ZZ[)(@

#

H*[)P;7

#

)Z

个循环)

F9D

扩

增产物行
$Y

琼脂糖凝胶电泳#用凝胶图像仪分析并进行照

相)使用
AE

<

,7,+QC

凝胶回收试剂盒切胶回收
9N')F9D

产物)

A&B&A&C

!-

91]E9N')3+QC

载体的构建及鉴定
!

使用
Q?S

!

和
c

-

7!

限制性内切酶对
9N')D#EF9D

扩增产物及
-

3+E

QC)&$

质粒分别进行双酶切#酶切产物切胶回收后用
V;

<

5.;/7

?;

<

K+QC

连接酶#

$H[

连接
$HK

%将连接产物转化至大肠杆

菌
+?Z

%

感受态细菌#氨苄霉素平板筛选)挑取阳性克隆#摇

菌过夜#提取质粒)重组质粒用
Q?S!

和
c

-

7!

限制性内切

酶双酶切初步鉴定正确后#测序进一步验证所构建质粒的正确

性)所构建的质粒命名为
-

91]E9N')3+QC

)

A&B&B

!

重组质粒及空质粒转染
A%Z$

细胞并筛选稳定细胞株

!

主要步骤!

A%Z$

细胞
T'$*

筛选浓度的确定*脂质体
%(((

行质粒的
A%Z$

细胞转染*

T'$*

筛选转染空质粒及重组质粒

细胞株得出稳定转染空质粒及重组质粒细胞株)

A&B&C

!

实验分组
!

$

$

&正常对照组!不进行任何处理#直接行

D#EF9D

检 测 正 常
A%Z$

细 胞
9N') PDQC

表 达 水 平 及

U,@./7EL2/.

检测
9N')

蛋白表达水平$

%fH

&#并通过
#65@O,22

细胞培养板结合
1##

法测定正常
A%Z$

细胞侵袭能力)$

%

&

转染
9N')

重组质粒组!转染
-

91]E9N')3+QC

重组质粒的

A%Z$

细胞#

D#EF9D

检转染后
A%Z$

细胞
9N')PDQC

表达水

平及
U,@./7EL2/.

检测
9N')

蛋白表达水平$

%fH

&#并通过

#65@O,22

细胞培养板结合
1##

法测定正常
A%Z$

细胞侵袭能

力)$

)

&转染空质粒组!转染空质粒后的
A%Z$

细胞#

D#EF9D

检测转染空质粒后
A%Z$

细胞
9N') PDQC

表达水平及

U,@./7EL2/.

检测
9N')

蛋白表达水平#并通过
#65@O,22

细胞

培养板结合
1##

法测定正常
A%Z$

细胞侵袭能力)

A&B&D

!

体外细胞侵袭模型的建立$

#65@O,22

侵袭实验模型通

过
#65@O,22

细胞培养板结合
1##

检测&

!

取
%'

孔
(&*

"

P

的

%'

孔
#65@O,22

细胞培养板$

#65@O,22

上室内已铺好基质胶&)

按
9K,P;3/7

公司的说明书要求#将小室放入培养板中#在上室

加入
)((

"

V

预温的无血清培养基#室温下静置
$Z

$

)(P;7

#使

基质胶再水化#再吸除培养基#将分为正常组*转染
9N')

重组

质粒组*转染空质粒组的
A%Z$

细胞经胰酶消化后#以
%\

$(

)

"

PV

接种于
#65@O,22

细胞培养板上室内#待细胞贴壁后#更

换上室内培养基为无血清培养基)下室用
$(Y

胎牛血清培养

基#培养
%'K

#用无菌棉签擦除上室内细胞#用
1##

法间接检

测小室培养板侧细胞数量#

1##

法检测细胞培养板下室侧的

细胞吸光度即代表穿过基质胶及聚碳酸酯膜细胞数量#而穿过

的细胞数量即代表侵袭能力变化)

A&B&E

!

检测
9N')PDQC

及
9N')

蛋白表达情况
!

通过
D#E

F9D

检查各组
9N')PDQC

表达水平#

U,@./7EL2/.

法检测蛋

白表达)

A&C

!

统计学处理
!

实验完成后数据输入微机#采用
BFBB$)&(

软件进行统计处理#所有定量指标数据用
Oe@

表示%方差齐

时#计量资料采用单因素方差分析#多个样本均数两两比较采

用
BQcE

J

检验%方差不齐时采用秩和分析统计#组间两两比

较#采用
'

检验)以
E

%

(&(Z

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!-

91]E9N')3+QC

载体的酶切及鉴定
!

以
A%Z$

总

DQC

为模板
D#EF9D

扩增
9N')

#对扩增产物行
$Y

琼脂糖凝

胶电泳#在
$(((L

-

左右处出现单一条带#与
$$'GL

-

9N')

目

的片段大小相符$图
$

&)用
c

-

7!

和
Q?S!

对质粒
-

91]E

9N')3+QC

进行单酶及双酶切后#

$Y

琼脂糖凝胶电泳#可见

约
$&(ML

和
Z&'ML

大小条带#符合预期结果$图
%

&)测序结

果与
T,7:57M

所提供的人
9N')3+QC

序列$

T!

!

ZG>(G''$

&完

全一致#证明质粒构建成功)用于载体质粒的
-

3+QC)&$

及

单酶切结果$图
)

&#

-

91]E9N')3+QC

则是在该质粒多克隆

位点
QK,$

和
c

-

7$

之间插入
$&$'GcL

-

的
9N')

目的基因片

段)重组质粒经测序后与基因库无差异)

!!

泳道
$

!目的条带
F9D

产物%

1

!

+QCP56M

)

图
$

!!

目的基因
9N')F9D

电泳结果

!!

泳道
$

!目的基因
9W')

条带%泳道
%

!重组质粒
-

91]E9N')3+QC

条带%泳道
)

!组质粒
-

91]E9N')3+QC

单酶切条带%泳道
'

!重组质粒

-

91]E9N')3+QC

双酶切结果条带%

1

!

+QCP56M

)

图
%

!!

重组质粒
-

91]E9N')3+QC

酶切电泳结果

!!

泳道
$

!

F9+Q)&$

$

j

&质粒%泳道
%

!

F9+QC)&$

$

j

&单酶切%

1

!

+QCP56M

)

图
)

!!

载体
F9+Q)&$

$

j

%及单酶切电泳结果

B&B

!

重组质粒
-

91]E9N')3+QC

测序结果
!

CT9 CTC

T9#9#9#TT9#C9#CTCTCC999C9#T9##C9#

TT9##C#9TCCC##CC#C9TC9#9C9#C#CTTT

CTC999CCT9#TT9#CT9C#TTT#TC9#TTCT9

T99##CTT9CCC9#99##TC9CCTT##9CCT99

#C9#9CC9#T9#TTCTTTCCTT#T#TT9#T#9C

%**$

重庆医学
%($$

年
>

月第
'(

卷第
$G

期



T#C9####9C####99TCC#99#T9#T9#TTTT

C9CT9TT##TCT#9CT99#TTTTCTC#TCT9CT

#9#T99###9T##T#CC9C9#9CT9CC99#TT#

#T#TCCCC#T#9#T9#C#TC9CCT#9###999C

C#9#9#9C#T#T9T9##9#TTT#99#T9CTC#9

C#C###T#T#9#T#C999C9C9#9##T#C99#T

T9#9C#T#T##9#C#T#TC#T9TCCTTTCCTCT

CCC9#T CC9 CCT CCC TCT TCC TCC 9#9 CCT

T##T999CCC9#TC#TT#T#9CC#T#TTC9C#T

9C9##TCCT9CTC##TCTC#CCCTCCT##9CCT

#C9TT#C##TCCTCT9C#TT#CCTT#TCCCC#T

9TCTTTTTT##T9#T9TCC99#C9C#9C#9CT#

C#99#9##9CCT#9#C#9###TCTT#TT99##9

##T9#TC#99CT#TT#C9C#9#C#TTC##9CT9

##TCT#T9#T###C9C9##T9CCCCTCTC#999

#T999C9C#9CTT#TTC9#T###99#9#9#9T9

999C9TTCTCCCC99C#9##9C#9C#9##9C#T

9#TT#TT#T#99##TT#T#999#TT99##TCC#

C#9C##TCC9#9##9#C#T####9##9CCTTT9

T##CCTTC#9TTT##CCTTTCCCTCT9TC999#

#C99C#T9TC99CT#TT#T9T9#TCT999#T#9

CCCTC9#T#TTT#9#9CCCCC#C#T9##C###9

CC#TT9#T9#99#9C99C C99T9#9999#9#9T

99#C#T#9#99#99#TTT#C9CCT9#TT##C9#

TT9TC9CTCCC9CC##9##9##T99T9CC##C9

CC9CCT9CCT9CCT#TCT9CCCC9#TTT9#CC#

#C9CT#T9CTCC9CCCC#9TCC#TTTT9CTT9T

TTCCT9C99C#9#9#CC9#999C#T9C9CT99#

###TC###9999TC#TC#CC99CTCC##9#CCC

CCC9#CT9#T9#TTC9C#TCC##C9CT99C9#C

T99C##T#TTC99CT9TC99##9CCT9CTCT99

CT9CT#9T#T99CT9CT9CTC99#9TT99#TC#

TC99#TTCTC#99#TTT#C99TCT9#9TTC#99

C9#CT#99CT#T#TT#TTCC##9#T9CTC#C#9

9CT9C9CT#TT9TT99T9#9TCT#9#CTCT9999
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$

:S!E

a!QT

&

9X

#

V#+

#测序结果与
F4LP,8

基因库提供该基因人的

3+QC

全序列全部相符)

!!

泳道
$

!目的基因
9N')

条带%泳道
%

!重组质粒
-

91]E9N')3+QC

条带%泳道
)

!组质粒
-

91]E9N')3+QC

单酶切条带%泳道
'

!重组质粒

-

91]E9N')3+QC

双酶切结果条带%

1

!

+QCP56M

)

图
'

!!

各组
9N')

蛋白
PDQC

表达水平变化

B&C

!

各组
9N')

蛋白
PDQC

表达水平变化检测
!

见表
$

及

图
'

)

B&D

!

各组
9N')

蛋白表达水平变化检测
!

见图
Z

及表
%

)

B&E

!

各组
A%Z$

细胞迁移力检测结果
!

见表
)

)

表
$

!!

各组
9N')

蛋白
PDQC

表达水平变化检测$

Oe@

%

实验分组 样本数$

%

&

9N')

蛋白
PDQC

"

,

E53.;7

$

Y

&

正常组
H $Z)&'e'&H

9N')

重组质粒组
H %*H&HeZ&>

"

空质粒组
H $)*&$e)&*

!!

"

!

E

%

(&(Z

#与正常组*空质粒组比较)

表
%

!!

各组
9N')

蛋白表达水平变化检测$

Oe@

%

实验分组 样本数$

%

&

9N')

蛋白"
,

E53.;7

内参$

Y

&

正常组
H *H&'e)&H

9N')

重组质粒组
H $'H&*e%&>

"

空质粒组
H *G&Ze)&*

!!

"

!

E

%

(&(Z

#与正常组*空质粒组比较)

!!

空质粒组及正常组对比无明为变化#转染
9N')

重组质粒组蛋白

表达明显高)正常组即末处理组*过表达组即转染
9N')

组*阴性对照

组即为转染空质粒组

图
Z

!!

各组
9N')

蛋白表达水平

表
)

!!

各组
A%Z$

细胞迁移力检测结果$

Oe@

%

实验分组 样本数$

7

&

1##

法检测吸光度

正常组
H (&HZe(&($'

9N')

重组质粒组
H (&%He(&($$

"

空质粒组
H (&ZGe(&($H

!!

"

!

E

%

(&(Z

#与正常组*空质粒组比较)

C

!

讨
!!

论

脑胶质瘤发病率约
$%

"

$(((((

#占所有颅内肿瘤的
'(Y

#

具有发病率*复发率*病死率高和治愈率低等,三高一低-的特

点)美国最新资料显示#在所有胶质细胞瘤中
Z(Y

的胶质母

细胞瘤患者
$

年生存率约为
)(Y

#

Z

年生存率不足
ZY

'

$

(

)其

为预后不佳的肿瘤之一#其发病机制仍不明确#随着分子生物

学技术的发展#对其脑胶质瘤发生机制的研究近年来又取得了

一些进展#特别是与之相关的肿瘤生长抑制因子等的研究有了

一些新的发现)如
VDD9'

*

FZ)

等抑制脑胶质瘤增殖'

%E'

(

%而

缝隙连接蛋白与肿瘤相关性的研究尤为热点#如缝隙连接与脑

胶质瘤放*化疗相关性%以及缝隙连接与肿瘤化疗的旁观者效

应%缝隙连接脑胶质瘤增殖的相关性等'

ZEH

(

)缝隙连接被认为

是细胞直接信息传导的惟一通道#允许相对分子质量在
$(((

$

$Z((

亲水分子及离子自由出入#参与细胞内电化学及内环

境稳定等的调节作用'

>

(

)每个缝隙连接子是由并列相邻的细

胞各提供一个跨膜半管结构构成#每个跨膜半管结构由
H

个跨

膜的连接蛋白组成'

*EG

(

#而连接蛋白家族包括一大群连接蛋白#

)**$

重庆医学
%($$

年
>

月第
'(

卷第
$G

期



根据组成连接蛋白的不同其连接子构成也不同#连接蛋白根据

其分子量大小被命名#如
9N'(

*

9N')

等#目前为止#科研人员

发现人细胞中连接蛋白家族中包括有
%$

种连接蛋白#而鼠为

%(

种#物种不同其连接蛋白家族成员也不同'

$(E$$

(

#而在人的细

胞中#连接蛋白因组织不同其分布也有明显差异#如心血管中

9N'(

的表达主要在心房*

9N'Z

在系统传导#而
9N')

主要是心

室连接蛋白表达为主)同时在肾组织和脑组织分别以
9N%H

*

9N')

为主'

$$E$%

(

)而在众多缝隙连接蛋白家族中#缝隙连接蛋

白
9N')

与肿瘤疾病的研究是最多的)众多研究认为
9N')

有

明显抑制肿瘤生长作用'

H

#

$)

(

#但具体机制仍不明确)作者前期

也作了相应的研究#发现
9H

细胞缝隙连接蛋白
9N')

表达明

显减少#并且在体外实验中能观察到其抑瘤细胞增殖的作

用'

$'

(

#同时其他相关研究表明#在体内
9N')

也能明显抑制肿

瘤生长'

$Z

(

)但迄今脑胶质瘤发生机制尚未完全阐明)此外#

在对脑胶质瘤浸润能力方面的研究也较多#但缝隙连接蛋白

9N')

与脑胶质瘤的浸润能力相关性的研究尚无明确报道)本

实验通过基因水平调节肿瘤细胞缝隙连接蛋白
9N')

表达水

平#观察肿瘤细胞的侵袭能力的变化#在实验中#通过转染过表

达
9N')

重组质粒#能够在肿瘤细胞中稳定表达#检测到肿瘤

细胞
9N')

表达水平升高#并且筛选出稳定转染细胞株)而

#65@O,22

细胞培养板聚碳酸酯膜上室侧铺上一层基质胶#用以

模仿体内细胞外基质#建立了体外细胞侵袭性实验模型)细胞

欲进入下室#先要分泌基质金属蛋白酶$

11F@

&将基质胶降

解#方可通过聚碳酸酯膜)

#65@O,22

细胞培养板上室接种肿瘤

细胞#内加无血清培养基#下室加入有血清的培养基#肿瘤细胞

会向营养成分高的下室迁移#但肿瘤细胞要向下室内迁移#则

必须突破上室聚碳酸酯膜上的基质胶#方能通过聚碳酸酯膜进

入下室的培养板侧#传统的方法是进行计数下室侧培养板的细

胞来衡量肿瘤细胞的侵袭能力)而
1##

比色法检测细胞相

对数为当前较为常用的一种方法#是一种检测细胞存活和生长

的方法)其检测原理为活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使

外源性
1##

还原为水不溶性的蓝紫色结晶甲瓒$

"/6P5̀57

&

并沉积在细胞中#而死细胞无此功能)二甲基亚砜$

+1BX

&能

溶解细胞中的甲瓒#用酶联免疫检测仪在
'G(7P

波长处测定

其光吸收值#可间接反映活细胞数量)在一定细胞数范围内#

1##

结晶形成的量与细胞数成正比)本实验结合
#65@O,22

细胞培养板建立体外侵袭性模型及
1##

法间接检测细胞数

量#很好地反映了肿瘤细胞侵袭能力的强弱)最终实验结果显

示转染
9N')

质粒高表达缝隙连接蛋白
9N')

的细胞株从上室

突破基质胶进入下室明显减少#

1##

法检查其吸光度明显降

低)在实验中转染空质粒组为阴性对照组#与正常组比较进入

下室侧的细胞数量检测无明显差异#表明过表达缝隙连接蛋白

9N')

后人脑胶质瘤细胞
A%Z$

侵袭能力较正常组及阴性对照

组下降#即可说明缝隙连接蛋白
9N')

能抑制肿瘤细胞
A%Z$

的侵袭能力)因此#缝隙连接蛋白
9N')

能够抑制肿瘤细胞的

侵袭性#为进一步行体内肿瘤细胞侵袭性能力的研究奠定基

础#并可能通过调节肿瘤细胞的
9N')

表达而抑制恶性肿瘤的

侵袭性#为治疗脑胶质瘤带来新的方法)
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