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　　摘　要：目的　构建血小板源性生长因子Ｂ（ＰＤＧＦＢ）慢病毒载体，建立ＰＤＧＦＢ稳定过表达的ＳＧＣ７９０１胃癌细胞株并观察

ＰＤＧＦＢ对ＳＧＣ７９０１胃癌细胞侵袭能力的影响。方法　采用四质粒系统构建ＰＤＧＦＢ慢病毒载体，转染２９３Ｔ细胞包装获得高

滴度病毒颗粒；以病毒颗粒转染ＳＧＣ７９０１细胞，通过荧光显微镜观察转染效果，并用免疫印迹法检测ＰＤＧＦＢ的蛋白表达；用Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ试验观察ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力的变化。结果　通过ＰＣＲ及酶切鉴定成功构建ＰＤＧＦＢ载体；包装并得到高滴度的病

毒颗粒；成功转染ＳＧＣ７９０１细胞后，免疫印迹法检测到ＰＤＧＦＢ蛋白表达明显升高；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验证明ＰＤＧＦＢ过表达增强

ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力。结论　成功构建并包装获得ＰＤＧＦＢ慢病毒颗粒，建立ＰＤＧＦＢ稳定过表达ＳＧＣ７９０１胃癌细胞株，证

明ＰＤＧＦＢ过表达可增强胃癌细胞侵袭转移能力。
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　　在过去的几个世纪，胃癌的发病率和病死率呈下降趋

势［１］，但胃癌仍是最常见的恶性肿瘤死亡原因之一［２］。外科手

术联合辅助化疗是当前胃癌的主要治疗方法，但是可根治性切

除的胃癌患者的５年生存率仍低于３０％
［３４］。肿瘤转移是恶

性肿瘤的主要特征之一，并且是导致恶性肿瘤患者死亡的主要

因素。近期许多研究发现血小板源性生长因子Ｂ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ

ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＢ，ＰＤＧＦＢ）信号通路在多种恶性肿瘤中高

表达，与肿瘤的发生、进展和转移密切相关［５９］；但ＰＤＧＦＢ信

号通路在胃癌转移中的作用机制尚不清楚。因此，为进一步研

究ＰＤＧＦＢ在胃癌转移中的作用，本研究通过构建ＰＤＧＦＢ的

慢病毒载体，建立ＰＤＧＦＢ稳定过表达的胃癌细胞系，并进一

步观察其对胃癌细胞侵袭转移能力的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和细胞　四质粒慢病毒载体（ｐＲｓｖＲＥＶ、ｐＭ

ＤｌｇｐＲＲＥ、ｐＭＤ２Ｇ、ＴｒａｎｓｆｅｒＶｅｃｔｏｒ）、ＤＨ５α由 ＷｅｓｔｅｒｎＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙ实验室提供。ＳＧＣ７９０１胃癌细胞株、２９３Ｔ细胞购自中

科院上海细胞所。ＳＧＣ７９０１用含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ，ＰＡＡ

公司）的ＲＰＭＩ１６４０（ＰＡＡ公司）培养，２９３Ｔ细胞用含１０％ＦＢＳ

的ＤＭＥＭ（ＰＡＡ公司）培养。ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒ、Ｔａｑｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ、犖狅狋Ⅰ、犈犮狅犚Ⅰ（Ｔａｋａｒａ公司）；Ｎｕｃｌｅｏ

ＢｏｎｄＸｔｒａＭｉｄｉＰｌｕｓ（ＭＡＣＨＥＲＥＹＮＡＧＥＬ公司）；引物合成

与测序（上海生工）；琼脂糖（赛百盛公司）；ＰＤＧＦＢ抗体（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ）；ＧＡＰＤＨ（ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司）；ＥＣＬ（ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ）。

１．２　方法
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１．２．１　慢病毒载体构建　根据 Ｇｅｎｂａｎｋ中ＰＤＧＦＢ（ＮＭ＿

００２６０８．２）的序列，设计引物 ＫＬＰＤＧＦＢＦ：５′ＡＴＧ ＡＡＴ

ＣＧＣＴＧＣＴＧＧ ＧＣＧＣＴＣ３′，ＫＬＰＤＧＦＢＲ：５′ＣＴＡ ＧＧＣ

ＴＣＣＡＡＧＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣ３′。用ＰＣＲ进行扩增后将产物

接入ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体，挑选阳性克隆送上海生工测序。测序

正确的ｐＬｅｎＯＤＣＥ和ｐＬｅｎＯＰＤＧＦＢ分别用犈犮狅犚Ⅰ、犖狅狋Ⅰ

酶切后构建成ｐＬｅｎＯＤＣＥＰＤＧＦＢ慢病毒载体。

１．２．２　慢病毒包装　胰酶消化对数生长期的２９３Ｔ细胞，接

种于１０ｃｍ细胞培养皿，３７℃，５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 培养箱内培养。

当细胞密度达６０％～７０％时将各质粒和磷酸钙混合液转移至

细胞的培养液中；混匀后培养６～８ｈ弃去含有转染混合物的

培养液。清洗后每瓶细胞中加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养

液６ｍＬ，继续培养７２ｈ。收集转染７２ｈ的２９３Ｔ细胞上清液，

将上清液于４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，再将上清液以０．４５

μｍ滤器过滤。超速离心（２５０００ｒ／ｍｉｎ）２ｈ；而后以冰ＰＢＳ液

重旋病毒沉淀于４℃溶解过夜。

１．２．３　慢病毒滴度测定　２９３Ｔ细胞铺板，９６孔板每孔中加

１×１０５ 个细胞，体积为１００μＬ。根据病毒的预期滴度，准备７

～１０个无菌的Ｅｐ管，在每个管中加入不同体积病毒原液并稀

释至１００μＬ。选取所需的培养孔，吸去９０μＬ培养基，加入等

量稀释好的病毒溶液。培养２４ｈ后，加入新鲜培养基１００μＬ；

４ｄ后观察细胞生长状况，并收取细胞用流式细胞仪进行病毒

滴度测定。

１．２．４　细胞转染　调整预转染细胞浓度为１×１０
５ 个／ｍＬ，培

养于６孔板中，在５％ ＣＯ２３７℃恒温箱孵育２４ｈ。然后将慢

病毒和磷酸钙混合液按感染指数１０∶１转移至含单层细胞的

培养液中并混匀，培养６～８ｈ后弃去含有转染混合物的培养

液。最后ＰＢＳ冲洗３次，在６孔板每个孔中加入１ｍＬＲＰ

ＭＩ１６４０培养基。５％ＣＯ２３７℃恒温箱孵育４８ｈ后，免疫荧光

显微镜观察转染效果。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集转染前、后的细胞，提取总蛋

白。５０μｇ蛋白裂解液经１２％丙烯酰胺凝胶电泳后，行ＰＶＤＦ

转膜，并用５％ ＢＳＡ封闭１ｈ。封闭后的膜加ＰＤＧＦＢ一抗

（１∶１０００）４℃孵育过夜，次日用 ＨＲＰ标记的二抗孵育１ｈ，

ＥＣＬ显色曝光。ＧＡＰＤＨ作为内参。

１．２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测细胞侵袭能力　取出侵袭小室，加

入３０μＬＲＰＭＩ１６４０放入ＣＯ２ 孵箱待用。调整细胞浓度为１×

１０５ 个／ｍＬ，取５０μＬ细胞悬液加入侵袭小室上室，然后加入完

全培养基２５０μＬ，放入ＣＯ２ 孵箱培养２４ｈ。移去小室中的培

养基，抹除基质胶表面未侵袭的细胞，加入９５％乙醇固定４０

ｍｉｎ。ＰＢＳ冲洗２次（３ｍｉｎ／次），锥虫蓝染色５ｍｉｎ，风干小室，

用手术刀切下膜；在光学显微镜下计数下层细胞并采集图像，

每孔计数５个视野。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

数据以狓±狊表示，两组均数比较用独立样本狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢病毒载体ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ的构建及鉴定　通过

基因库查询ＰＤＧＦＢ的基因编码，根据查询结果设计ＰＣＲ引

物。采用ＰＣＲ方法扩增ＰＤＧＦＢ基因，然后把扩增产物连接

于ｐＬｅｎＯＤＣＥ载体，通过ＰＣＲ鉴定获得ｐＬｅｎＯＤＣＥＰＤＧＦ

Ｂ阳性克隆（图１Ａ）。将ＰＣＲ和酶切鉴定正确的克隆送华大

基因测序。通过测序得到了正确的ｐＬｅｎＯＤＣＥＰＤＧＦＢ（图

１Ｂ），用于包装慢病毒。

　　Ａ：ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ的ＰＣＲ鉴定，１～３、６：阳性克隆，４、５：阴

性克隆；Ｂ：ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ的ＰＣＲ与酶切鉴定，１、２、４号克隆鉴

定正确，３：克隆鉴定错误；Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物。

图１　　ＰＤＧＦＢ慢病毒载体的构建及鉴定

　　Ａ：慢病毒包装时质粒转染２９３Ｔ细胞４８ｈ后的图像；Ｂ～Ｄ：１．００、０．１０、０．０１μＬ慢病毒颗粒感染２９３Ｔ细胞４８ｈ后的图像；上：可见光；下：荧

光图像。

图２　　慢病毒的包装及滴度测定

２．２　慢病毒制备及滴度测定　ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ与其他载 体共转染２９３Ｔ细胞４８ｈ后，绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
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ｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）表达逐渐增强（图２Ａ）。收集病毒上清并过滤离

心得到高滴度的慢病毒颗粒。根据病毒预期滴度，通过倍比稀

释的方法以不同浓度（１．００、０．１０、０．０１μＬ）感染２９３Ｔ细胞，

４８ｈ后观察ＧＦＰ表达情况（图２Ｂ～Ｄ），并取０．１０μＬＤＣＥ

ＰＤＧＦＢ慢病毒感染的２９３Ｔ细胞上流式细胞仪检测阳性细胞

比率，计算得到慢病毒滴度为８．７×１０８ＴＵ／ｍＬ。

２．３　ＰＤＧＦＢ过表达胃癌细胞株的免疫荧光观察及蛋白检测

　转染４８ｈ后，采用免疫荧光显微镜观察，见ＰＤＧＦＢ过表达

ＳＧＣ７９０１胃癌细胞株呈绿色荧光（图３Ａ～Ｂ）。ＰＤＧＦＢ过表

达ＳＧＣ７９０１胃癌细胞株中ＰＤＧＦＢ蛋白水平（０．７０２±０．０４２）

明显 高 于 常 规 ＳＧＣ７９０１ 胃 癌 细 胞 中 ＰＤＧＦＢ 蛋 白 水 平

（０．０２１±０．００６），差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３Ｃ。

　　Ａ：可见光；Ｂ：荧光观察；Ｃ：ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＰＤＧＦＢ蛋白表达；

Ｎ：正常细胞；Ｔ：转染细胞。

图３　　ＰＤＧＦＢ在ＳＧＣ７９０１胃癌细胞中的表达

２．４　ＰＤＧＦＢ对ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力的影响　本研究通

过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测ＰＤＧＦＢ过表达对ＳＧＣ７９０１细胞侵袭

能力的影响。结果显示，ＰＤＧＦＢ过表达ＳＧＣ７９０１细胞侵袭

数为（６５．４±２．４）个，明显多于常规ＳＧＣ７９０１细胞的（２１．６±

１．６）个（犘＜０．０５），见图４。

　　Ａ：侵袭细胞镜下观察（×２００）；Ｂ：柱状图。

图４　　ＰＤＧＦＢ过表达和常规ＳＧＣ７９０１胃癌细胞的侵袭

能力（Ｔ＝转染细胞）

３　讨　　论

胃癌的转移机制尚不明确，是当前研究的热点。随着科学

技术的进步，人类对于医学的研究越来越深入，分子水平的研

究越来越广泛。许多研究证实，多种蛋白质、生长因子在恶性

肿瘤的发生和发展中起重要作用［１０１２］。ＰＤＧＦＢ是最早被发

现的结缔组织生长因子之一，是ＰＤＧＦ家族的重要成员，早期

研究发现ＰＤＧＦＢ能促进多种间质细胞的生长与分化；近期许

多研究证实，ＰＤＧＦＢ参与了多种恶性肿瘤的发生、发展和转

移［５９］。通过对比胃癌组织与正常胃黏膜ＰＤＧＦＢ的蛋白表

达，发现ＰＤＧＦＢ是与胃癌转移密切相关的蛋白
［１３］。

为更好、更深入地研究这类分子在恶性肿瘤发生、发展和

在转移中的作用机制，基因方面的研究成为最大的热点。基因

载体是基因研究的重要组成部分，主要包括病毒载体和非病毒

载体［１４］。慢病毒载体因其稳定的细胞转染能力而被广泛运用

于细胞转染方面的研究［１５］。当前最常用的慢病毒构建包装方

式为：采用ＰＣＲ法扩增和钓取目的基因，鉴定成功后连接载体

并以瞬时转染２９３Ｔ细胞的方式生产病毒载体
［１６１７］。将获得

的高滴度病毒颗粒按比例转染可以获得目的基因稳定高表达

的细胞株，为基因研究提供可靠的研究对象。本实验中，通过

查询基因库获得ＰＤＧＦＢ的基因编码信息并成功构建其ＰＣＲ

引物；采取ＰＣＲ扩增方法获得ＰＤＧＦＢ基因产物并与ｐＬｅｎｏ

ＤＣＥ载体连接获得ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ慢病毒载体；行基因

测序确定ｐＬｅｎｏＤＣＥＰＤＧＦＢ慢病毒载体后瞬时转染２９３Ｔ

细胞 获 得 高 滴 度 的 ＰＤＧＦＢ 慢 病 毒 颗 粒。并 通 过 感 染

ＳＧＣ７９０１胃癌细胞，构建了 ＰＤＧＦＢ 稳 定 表 达 ＳＧＣ７９０１

ＰＤＧＦＢ细胞，进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测验证ＰＤＧＦＢ在

ＳＧＣ７９０１ＰＤＧＦＢ细胞中稳定过表达。

有研究证实，肿瘤侵袭能力的增强在肿瘤的进展和转移过

程中起极其重要作用［１８］，高侵袭能力的肿瘤细胞可以快速地

突破基底层，使肿瘤细胞突入间质进而侵袭血管及淋巴管而诱

发转移［１９］。并有许多研究指出，多种生长因子可以增强肿瘤

细胞的侵袭能力［２０２１］；所以增强肿瘤侵袭能力的生长因子是

促进肿瘤进展和转移的重要因素。本实验发现，ＰＤＧＦＢ可以

明显提高胃癌细胞的侵袭能力，从而可能促进胃癌进展及转

移；因此，ＰＤＧＦＢ可能成为肿瘤靶向治疗的潜在靶点，但其具

体作用机制尚待进一步阐明。

综上所述，采用慢病毒技术可成功构建 ｐＬｅｎｏＤＣＥ

ＰＤＧＦＢ慢病毒载体并转染成功构建ＰＤＧＦＢ稳定过表达的

胃癌细胞株，为研究ＰＤＧＦＢ信号通路与胃癌发生、发展转移

的相关性奠定基础。同时ＰＤＧＦＢ过表达可以增强ＳＧＣ７９０１

胃癌细胞的侵袭能力，可能与胃癌的进展和转移相关。
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