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#诱导对人胃癌
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细胞上皮
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间质转化!

OX\

#标志物&

PXN!

及转移相关基因表达的影响"探讨
PXN!

基因沉默在
\M_3
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诱导的
XRJ&(

细胞
OX\

及转移中的作

用$方法
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体外原代培养人胃癌
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\M_3

&

!

诱导法建立
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#$用
4F9:8-GF3IQ4

和
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检测各组
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钙黏蛋白!

O3>9+@F=-2
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钙黏蛋白!

J3>9+@F=-2

#)&

PXN!

表达情况$

\=921VF::

小室检测细胞的侵袭转移能力$

SF18F=2<:,8

检测转移

相关蛋白(基质金属蛋白酶
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XXI3"

#&血管内皮生长因子!
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#)表达情况$结果
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可诱导
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细胞发生明显的
OX\
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表达下调和
J3>9+@F=-2
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XXI3"
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ZOM_

表

达上调!
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%.%!

#"且细胞侵袭转移能力明显增强!
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#$下调
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表达能使
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诱导的
O3>9+@F=-2

下调及
J3>9+@F=-2
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的上调得到部分恢复"细胞侵袭转移能力得到显著抑制!
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#$结论
!

\M_3

&

!

通过上调
PXN!

表达在促进胃癌
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细胞发生
OX\

及侵袭转移中发挥重要作用$下调
PXN!

表达

能够显著抑制胃癌的侵袭转移过程$
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研究表明#上皮
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间质转化!
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OX\

"在肿瘤侵袭转移中发挥重要

作用#它是指上皮细胞在形态学上向间质细胞转变#

在此过程中细胞浸润和迁移能力明显增强(
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"是
OX\

的重要诱导因子#在细胞增殖$分

化$凋亡中发挥重要作用%研究显示#进展期胃癌患

者
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表达升高#通过促进细胞
OX\

进程#增强

肿瘤细胞的侵袭迁移能力(

*

)

%但是#胃癌中
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调控
OX\

的分子机制尚不清楚%

PXN!

是由
&

个

PKX

结构域组成的辅助转录因子#其
PKX

结构域可

作为蛋白质相互作用的适配器#通过与其他蛋白相互

作用形成复合体#调控基因转录活性#参与细胞分化$

增殖等生物学过程(

)
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%研究显示#

PXN!

在
\

淋巴细

胞白血病$神经母细胞瘤$乳腺癌患者中表达升高#且

与患者预后密切相关#提示
PXN!

在肿瘤发生$发展

中发挥重要作用(
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%有研究显示
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家族其他成员
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参与了
OX\

的调控(
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%然而#
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是否参与
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介导的
OX\

进程目前尚未见报

道%本研究通过
4F9:8-GF3IQ4

和
SF18F=2<:,8

等技

术探讨
PXN!
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诱导的胃癌
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细胞

OX\

及转移中的作用#为阐明胃癌发病机制及治疗

提供理论依据%

!

!

材料与方法
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细胞株与试剂
!

人胃癌
XRJ&(

细胞购自军事

医学科学院,兔抗人
O3>9+@F=-2

$

J3>9+@F=-2

$

PXN!

$

基质 金 属 蛋 白 酶
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"$血管内皮生长因子!
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"多克隆抗体购自美国
C9289

Q=;a

公司,辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠
K

7

M

抗体$

EQ5

蛋白浓度检测试剂盒购自北京中杉金桥有限公

司,胎牛血清$

I4XK!/)%

培养基$
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$实时荧光定量试剂盒购自美国
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F2

公司,

PXN!1-4J5

及阴性对照
1-4J5

由上海吉玛基因化学技术有限公司合成,
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小室$
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基质胶购自美国
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公司%
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方法
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细胞培养
!

在
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#6 QN

&

条件下#用含

!%6

胎牛血清$

!6

青霉素和链霉素的
4IXK!/)%

培

养基常规培养细胞#

&+

换液
!

次%将处于对数生长

期的细胞接种于
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孔板中#细胞分
)

组&对照组!
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诱导组!
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"$阴性转染组!
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阴性转染
1-4J5
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PXN!31-4J5

转染组!

\M_3
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iPXN!31-4J5

"%每组设
*

个复孔#重复
*

次%

!."."

!

细胞转染
!

根据
MF2FE92L

中人
PXN!

基因

序列设计特异性
1-4J5

%

PXN!31-4J5

序列为&正

义&

#b3MMMQQQM5M 5Q5 5\M \M\ 5\3*b

#反

义&

#b35M5QMM5Q5M5\MM5QQ\MM3*b

,同时

合成一条荧光素标记的阴性对照
1-4J5

%收集处于

对数生长期的
XRJ&(

细胞接种于
/

孔板中#调整细

胞密度为
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# 个'孔#利用脂质体
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&%%%

转染%转染
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后在荧光显微镜下观察转染效

率#转染
)(@

后收集细胞用于实验%
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4F9:8-GF3IQ4

检测目的基因
G4J5

的表达
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MF2FE92L

中人
PXN! G4J5

序列#采用

BJ5X5J

软件设计引物#引物序列见表
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#由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成%
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提取细胞

总
4J5

#用紫外分光光度计测定
4J5

的纯度和浓

度%在
5EK'*%%

型荧光定量
IQ4

仪上进行反转录

和扩增试验%反应结束后采用仪器自带的
CBCU!.*

软件分析得出各样本$各基因扩增的
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值%设对照

组样品为标准
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#目的基因表达水平的相对定量值
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值用于统计分析#以
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参照基因%
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PXN!
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O3>9+@F=-2

上游
QM5M5MQ\5Q5QM\\Q5QMM
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上游
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M5IBH

上游
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入裂解液
!%%

"

P

#冰上静置
*%G-2

#
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离心
*%G-2

#用
EQ5
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总蛋白进行
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十二烷基硫酸钠
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聚丙烯酰胺凝胶电
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抗体#

) e
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\EC\

洗膜#加入辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠

K
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M

#室温孵育
!@

#

\EC\

清洗#

OQP

化学发光法显

色$定影%用
YZI

软件检测并分析蛋白条带
KNB

值#以
M5IBH

作为内参照#以目的蛋白吸光度值'内

参照吸光度值的比值进行定量分析%
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小室检测细胞侵袭力
!

将
X98=-3
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胶用
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培养基稀释后均匀涂于
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G

小

孔聚碳酸酯滤膜的
\=921VF::

小室上室%收集转染组

和对照组
XRJ&(

细胞#用不含血清的
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培

养基重悬细胞#制备单细胞悬液!
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#))!

重庆医学
&%!(

年
)

月第
)'

卷第
!!

期



表
&

!!

\M_3

&

!

诱导对胃癌
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O3>9+@F=-2
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表达的影响%
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$

!.&&c%.&%

$

阴性转染组
%.)"c%.%(

$

%.)%c%.%/

$

!.*&c%.&%

$

!.&'c%.!"

$

!.&#c%.&%

$

!.!"c%.!/

$

XN!31-4J5

转染组
%./#c%.!!

$&

%./!c%.!%

$&

%.'"c%.!&

$&

%.')c%.!&

$&

%.//c%.!!

$&

%./%c%.%"

$&

!!

$

&

"

#

%.%!

#与对照组比较,

&

&

"

#

%.%!

#与
\M_3

&

!

诱导组$阴性转染组比较

(%%

"

P

%培养
&)@

后取出
\=921;F::

小室#用棉签擦

拭掉小室底部未转移的细胞#用
)6

多聚甲醛固定
!#

G-2

#

%.!6

结晶紫染色
!#G-2

%在倒置显微镜下随机

选取
!%

个视野!

d&%%

"计算穿膜细胞数#求均值%

!.".&

!

\=921VF::

小室检测细胞迁移能力
!

\=923

1VF::

小室不涂抹
X98=-

7

F:

胶#其余步骤同
!.&.#

%

!.#

!

统计学处理
!

采用
CICC!%.%

软件包处理数据#

计量资料用
Kc>

表示#组间比较采用
:

检验#以
"

#

%.%#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

".!

!

\M_3

&

!

诱导对胃癌
XRJ&(

细胞形态学的影

响
!

对照组细胞仍表现为上皮细胞形态#细胞呈鹅卵

石样#且细胞间连接紧密%

\M_3

&

!

诱导组和阴性转

染组细胞由紧密连接的多角形变为长梭形或纺锤体

形#细胞多分散#呈典型的
OX\

形态改变%

PXN!3

1-4J5

转染组部分细胞恢复成梭形#细胞间连接略疏

松#即
PXN!31-4J5

特异性下调
PXN!

能够明显减

弱
\M_3

&

!

诱导
XRJ&(

细胞引起的
OX\

形态

改变%

!!

5

&对照组,

E

&

\M_3

&

!

诱导组,

Q

&阴性转染组,

B

&

PXN!31-4J5

转

染组

图
!

!!

SF18F=2<:,8

检测各组
O3>9+@F=-2

(

J3>9+@F=-2

(

PXN!

表达情况

"."

!

\M_3

&

!

诱导对胃癌
XRJ&(

细胞
OX\

相关标

志物及
PXN!

表达的影响
!

4F9:8-GF3IQ4

和
SF183

F=2<:,8

结果显示#与对照组比较#

\M_3

&

!

诱导组和

阴性转染组
O3>9+@F=-2

表达显著下降#

J3>9+@F=-2

$

PXN!

表达显著上升!

"

#

%.%!

"#

\M_3

&

!

诱导组和阴

性转染组比较差异无统计学意义!

"

"

%.%#

",

PXN!3

1-4J5

转染组
O3>9+@F=-2

表达较
\M_3

&

!

诱导组和

阴性转染组显著回升#

J3>9+@F=-2

$

PXN!

表达较

\M_3

&

!

诱导组和阴性转染组显著降低!

"

#

%.%!

"#但

和对照组比较差异仍有统计学意义!

"

#

%.%!

"#见表

&

#图
!

%

".#

!

\M_3

&

!

诱导对各组胃癌
XRJ&(

细胞侵袭能

力的影响
!

\=921VF::

小室侵袭实验结果显示#

\M_3

&

!

诱导组$阴性转染组穿膜细胞数分别为!

*!&c&&

"

个和!

*!(c&/

"个#较对照组(!

!!/c!(

"个)显著增加

!

"

#

%.%!

"#

\M_3

&

!

诱导组和阴性转染组比较差异无

统计学意义!

"

"

%.%#

",与
\M_3

&

!

诱导组$阴性转染

组比较#

PXN!31-4J5

转染组穿膜细胞数(!

!"'c&%

"

个)显著降低!

"

#

%.%!

"#但与对照组比较差异仍有统

计学意义!

"

#

%.%!

"#见图
&

%

!!

5

&对照组,

E

&

\M_3

&

!

诱导组,

Q

&阴性转染组,

B

&

PXN!31-4J5

转

染组

图
&

!!

\M_3

&

!

诱导对各组胃癌
XRJ&(

细胞

侵袭能力的影响

".$

!

\M_3

&

!

诱导对各组胃癌
XRJ&(

细胞迁移能

力的影响
!

\=921VF::

小室迁移实验结果显示#

\M_3

&

!

诱导组$阴性转染组穿膜细胞数分别为!

)#(c&(

"

个和!

)'%c&/

"个#较对照组(!

&*!c&&

"个)显著增加

!

"

#

%.%!

"#

\M_3

&

!

诱导组和阴性转染组比较差异无

统计学意义!

"

"

%.%#

",与
\M_3

&

!

诱导组$阴性转染

组比较#

PXN!31-4J5

转染组穿膜细胞数(!

*%!c&'

"

个)显著降低!

"

#

%.%!

"#但与对照组比较差异仍有统

计学意义!

"

#

%.%!

"#见图
*

%

/))!
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!!

5

&对照组,

E

&

\M_3

&

!

诱导组,

Q

&阴性转染组,

B

&

PXN!31-4J5

转

染组

图
*

!!

\M_3

&

!

诱导对各组胃癌
XRJ&(

细胞

迁移能力的影响

".%

!

\M_3

&

!

诱导对胃癌
XRJ&(

细胞侵袭转移相

关基因表达的影响
!

SF18F=2<:,8

结果显示#与对照

组比较#

\M_3

&

!

诱导组和阴性转染组
XXI3"

$

ZOM_

表达显著上升!

"

#

%.%!

"#

\M_3

&

!

诱导组和阴性转染

组比较差异无统计学意义!

"

"

%.%#

",

PXN!31-4J5

转染组
XXI3"

$

ZOM_

表达较
\M_3

&

!

诱导组和阴性

转染组显著下降!

"

#

%.%!

"#但和对照组比较差异仍

有统计学意义!

"

#

%.%!

"#见表
*

$图
)

%

表
*

!!

\M_3

&

!

诱导对胃癌
XRJ&(

细胞
XXI3"

(

!!!

ZOM_

表达的影响%

Kc>

'

组别
XXI3" ZOM_

对照组
%.)(c%.%' %.#*c%.%(

\M_3

&

!

诱导组
!.#'c%.&)

$

!.'&c%.&/

$

阴性转染组
!.#)c%.&*

$

!.''c%.&(

$

PXN!31-4J5

转染组
%.'/c%.%"

$&

%.((c%.!&

$&

!!

$

&

"

#

%.%!

#与对照组比较,

&

&

"

#

%.%!

#与
\M_3

&

!

诱导组$阴性

转染组比较

!!

5

&对照组,

E

&

\M_3

&

!

诱导组,

Q

&阴性转染组,

B

&

PXN!31-4J5

转

染组

图
)

!!

SF18F=2<:,8

检测各组
XXI3"

(

ZOM_

表达情况

#

!

讨
!!

论

!!

胃癌是来源于胃黏膜上皮的消化道恶性肿瘤#其

发病率和死亡率极高#居恶性肿瘤的第
&

位(

'

)

%侵袭

和转移是恶性肿瘤的重要特征#也是导致治疗失败的

主要原因#据统计每年约有
/%6

的胃癌患者死于复发

和转移(

(

)

%因此#寻找与胃癌侵袭和转移相关的靶向

分子#对于深入探讨胃癌发生$发展的分子机制并探

索积极有效的治疗措施$改善患者预后具有重要

意义%

\M_3

&

!

是
\M_

家族的重要成员#具有多种生物

学功能#已有研究发现
\M_3

&

!

在诱导肿瘤细胞
OX\

进程中发挥关键作用(

"3!%

)

%

\M_3

&

!

可通过
CG9+

依

赖性和非
CG9+

依赖性途径介导肿瘤细胞
OX\

进

程%

PXN!

是
PXN

家族成员#主要通过调控基因转

录活性参与细胞分化$增殖等生物学过程(

)

)

%研究显

示#

PXN!

与
\

淋巴细胞白血病$神经母细胞瘤$乳腺

癌等恶性肿瘤发生$发展密切相关%患者
PXN!

表达

升高#且与患者预后密切相关#提示
PXN!

在肿瘤发

生$发展中发挥重要作用(

#

)

%

本研究结果显示#

\M_3

&

!

诱导人胃癌
XRJ&(

细胞后出现典型的
OX\

形态学变化#细胞由紧密连

接的多角形变为长梭形或纺锤体形#细胞多分散%

4F9:8-GF3IQ4

和
SF18F=2<:,8

结果显示#

\M_3

&

!

诱

导后
XRJ&(

细胞
OX\

标志物
O3>9+@F=-2

表达显著

下调#

J3>9+@F=-2

表达显著上调#说明
\M_3

&

!

是

OX\

的有效诱导因子#与
HOPBKJ

等(

!!

)的报道一

致%同时在
\M_3

&

!

诱导
XRJ&(

细胞出现的
OX\

进程中#

PXN!

表达显著上调%

C5ORK

等(

!&

)研究显

示#

\M_3

&

!

通过上调
PXN!

表达进而促进胃黏膜上

皮细胞的凋亡进程#与本研究结果一致%本研究采用

\921VF::

小室实验及
SF18F=2<:,8

检测
\M_3

&

!

诱

导后
XRJ&(

细胞侵袭迁移能力及转移相关蛋白

!

XXI3"

$

ZOM_

"表达的变化%结果显示#

\M_3

&

!

诱

导后
XRJ&(

细胞侵袭迁移能力明显增强#

XXI3"

$

ZOM_

蛋白表达明显上调#说明
\M_3

&

!

诱导后

XRJ&(

细胞经历了
OX\

进程%为进一步阐明

PXN!

在
\M_3

&

!

调控
XRJ&(

细胞发生
OX\

转移

的作用#笔者采用
4J5

干扰技术下调
PXN!

表达#

结果显示#下调
PXN!

表达能够明显逆转
\M_3

&

!

诱

导的
XRJ&(

细胞出现
OX\

形态学变化#同时
O3

>9+@F=-2

表达显著回升#

J3>9+@F=-2

$

XXI3"

$

ZOM_

表达显著下降%以上结果充分证实
PXN!

在
\M_3

&

!

介导的信号转导通路中可能发挥重要作用%

本研究结果显示#

\M_3

&

!

可能通过某种信号通

路上调其靶基因
PXN!

表达#从而明显增强胃癌

XRJ&(

细胞的侵袭转移能力#这可能是
\M_3

&

!

诱

导
XRJ&(

细胞发生
OX\

和转移的可能机制%本研

究为深入探讨胃癌发生$发展的分子机制及寻找治疗

胃癌的分子靶点提供了新思路%然而#

\M_3

&

!

调控

PXN!

表达的具体分子机制尚待后续研究%

'))!

重庆医学
&%!(

年
)
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!!
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