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目的
!

通过循环肿瘤细胞"

G9G

#探讨
G300

相关亚型"

G300+

$

G300K'

$

G300K)

$

G300K(

#在裸鼠

原位胃癌生长过程中表达水平的变化%方法
!

采用
\EG-(%$

$

8Yf.04

两种胃癌细胞株分别构建裸鼠原位胃

癌模型!于第
$

$

1

$

'

$

0

周分别收集裸鼠眼眶血!计数
G9G

数量!采用
A9.[GA

检测
G9G

中
G300+

$

G300K'

$

G300K)

$

G300K(

表达水平变化%处死裸鼠后通过免疫组织化学及
:;+<;=,>?"<

检测原位胃癌中
G300+

$

G300K'

$

G300K)

$

G300K(

表达水平%结果
!

成功采用
\EG-(%$

$

8Yf.04

两种细胞株构建了裸鼠原位胃癌模

型!于第
$

$

1

$

'

$

0

周分别收集裸鼠眼眶血%在
\EG-(%$

组!随着时间进展!各组基因表达量逐渐升高!不同时间

组之间!差异有统计学意义"

@b0)$&40-

!

!b%&%%%

#!时间和各组基因表达量存在交互效应"

@b$%&'/)

!

!b

%&%%%
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G300K(

表达水平在各时间组均明显高于
G300+

$

G300K'

$

G300K)

%在
8Yf.04

组!各组基因表达量

在不同时间组之间差异有统计学意义"

@b4'-&)01
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!b%&%%%

#!时间和各组基因表达量存在交互效应"

@b

$)&$11

!

!b%&%%%
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G300K(

表达水平在各时间组均明显高于
G300+

$

G300K'

$

G300K)

%免疫组织化学及

:;+<;=,>?"<

均显示在两种胃癌细胞构建的原位胃癌模型中!

G300K(

表达水平最高%结论
!

随时间延长!

G300K(

在
G9G

中表达水平逐渐增高!在两种胃癌细胞构建的原位肿瘤中相对于其他
G300

亚型表达水平最高%
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胃癌是实体肿瘤中最为常见的一种&

$

'

)影响胃

癌治疗效果和死亡的主要原因是转移)临床上#很多

胃癌患者在行根治性手术前已出现微转移#为术后转

移和复发的直接原因)探讨与胃癌转移相关的因素#

阐明其转移机制#控制转移#寻找预防和治疗的有效

途径#是当前研究的重要方向)

G300

是由
1%

个外显

子编 码#通 过 选 择 性 剪 接 而 产 生
G300

标 准 体

$

G300+

%和
G300

变 异 体 $

G300K

%

&

1

'

)

G300+

由

G300

外显子
$

#

4

及
$)

#

1%

组成)而
G300

变异体

分为
G300K$

#

K$%

#分别由对应的外显子
)

#

$4

编码

而成#这些外显子可以通过选择性剪接单个的或多个

的和
G300

的标准体组合进而可能产生数千种不同的

G300

亚型#每种
G300

亚型可能作用不同#因此#

G300

结构和功能都很复杂&

'

'

)

G300

标准体和亚型

都与肿瘤转移密切相关#特别是
G300K'

*

G300K)

*

G300K(

)为了解在胃癌转移过程中#

G300+

及各亚

型的表达水平*表达变化#用两种胃癌细胞构建原位

胃癌模型#在肿瘤转移过程中#采用循环肿瘤细胞

$

G9G

%实时监测
G300

各亚型表达水平及变化过程#

并采用免疫组织化学及
:;+<;=,>?"<

了解原位胃癌

中
G300

各亚型表达水平#现将结果报道如下)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

\EG.-(%$

*

8Yf.04

胃癌细胞均购自中

国科学院上海细胞库)

0

#

)

周龄
H27H

"

I.,N!;

雌性

裸鼠#体质量
$/

#

1%

6

#购自中国科学院上海斯莱克

实验动物中心)免疫组织化学
\[

检测试剂盒购自福

州迈新生物技术有限公司)

G300+

引物*

G300K'

引

物#

G300K)

引物#

G300K(

引物由上海生工公司合成)

G9G

细胞提取磁珠
GD77;I<#",

98

D

B

#<J;?#L?D,=#IJ

购自
7#M;9;IJ,"?"

6

#;+

公司#单细胞
5AY2

反转录

试剂盒
\#,

6

?;I;??.<".G<

购自
25>#",

公司#

j

[GA

试

剂盒
\+"2!KL,I;!\eHA

绿色荧光超级混合液购自

H#"=L!

公司)

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

单克隆抗体

及二抗均购自
2>IL5

公司)

>&?

!

方法

>&?&>

!

细胞培养
!

\EG.-(%$

*

8Yf.04

胃癌细胞均

在含
$%W

小牛血清的
A[8T.$)0%

培养液中#

'- `

*

4W G@

1

培养箱中培养)

>&?&?

!

裸鼠原位瘤模型的构建
!

取处于对数生长期

的细胞制备细胞悬液#调整细胞浓度为
$a$%

/

"

57

)

用注射器在每只裸鼠右侧肩胛部皮下注射细胞悬液

%&$57

#注射后轻压
4+

)每组
1

只裸鼠)将裸鼠重

新放回笼中观察#右侧肩胛部皮下出现米粒大小质硬

结节为模型建立成功)

1

周后#以颈椎脱臼法处死#小

心剥取移植瘤#在培养液中分割成
$55a$55

的组

织碎块)接下来建立原位胃癌移植模型#每组
$%

只)

用浓度为
1&4W

异氟烷诱导麻醉#待裸鼠镇痛后#用手

术剪在裸鼠左上腹部做一约
$I5

的横切口#暴露腹

腔组织#小心分离将胃暴露出腹腔#用生物胶将
$

块

胃癌组织粘在裸鼠胃组织上)然后用
)&%

不可吸收

外科缝线关闭腹腔)整个操作过程在超净工作台中

完成)之后每天观察裸鼠状态#测量裸鼠体质量)

/

周后#当裸鼠出现恶病质$表现为消瘦#腹水及精神萎

靡%#处死所有裸鼠#剖腹观察并统计原发肿瘤大小#

转移灶位置及个数#同时对原发肿瘤进行称质量)分

离转移瘤及原发灶#放入
$%W

甲醛中固定#用于免疫

组织化学检测)另取部分原发灶肿瘤组织保存于液

氮罐中#用于
A9.[GA

及
:;+<;=,>?"<

的检测)

>&?&@

!

收集裸鼠眼眶血采集
G9G

!

于造模后第
1

*

'

*

0

周从裸鼠眼眶静脉丛采血)左手拇指及食指轻轻

压迫动物的颈部两侧#使眶后静脉丛充血)右手持续

接
-

号针头的
$57

注射器由眼内角刺入#针头斜面

先向眼球#刺入后再转
$/%g

使斜面对着眼眶后界)当

感到有阻力时即停止推进#同时#将针退出约
%&$

#

%&455

#边退边抽)每次采血量每只约
%&1

#

%&'

57

)通过免疫磁珠富集法$试剂盒!

GD77;I<#",

98

D

B

#<J;?#L?D,=#IJ

%收集裸鼠
G9G

富集液#将筛选的细

胞液在显微平台下进行形态学筛选#共筛选了
'

个循

环肿瘤组织)筛选标准!$

$

%细胞呈圆形*椭圆形或长

形#长径大于
$%

%

5

($

1

%光镜下可见完整细胞形态及

细胞核($

'

%核浆比失常)将选定的
G9G

在单细胞挑

取台上细针挑取收集#以备单细胞
A9.

j

[GA

分析)

>&?&A

!

A9.

j

[GA

检测
G3005AY2

水平表达的变

化
!

收集后的
G9G

行单细胞
A9.

j

[GA

#检测
G9G

G300

各亚型$

G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

%表

达差异)

\#,

6

?;I;??.<".G<

试剂盒提取
'

个细胞的总

AY2

#反转录合成
I3Y2

#并以
G300

各亚型及甘油

醛
.'.

磷酸脱氢酶$

E2[3X

%对应引物进行预扩增)预

扩增后产物
1

%

7

加入
14

%

7

含对应引物的
\+"2!.

KL,I;!\eHA

绿色荧光超级混合液进行
j

[GA

#采用

\eHA

绿色荧光标记法检测
[GA

产物)检测各基因

表达水平#以
E2[3X

为内参照)

A9.

j

[GA

结果采

用仪器自带软件分析#根据标准曲线计算基因拷贝

数)记录各实验组荧光信号到达所设定的阈值时所

经历的循环数即
G<

值#以
E2[3X

为内参#计算目的

5AY2

的相对表达量$

1

.

))

G<

%)所有引物序列由上海

生工生物工程有限公司合成#引物的设计根据
E;,.

HL,S

的基因序列*用
[=#5;=4&%

软件设计#引物序列

见表
$

)

>&?&B

!

免疫组织化学检测
G300

各亚型蛋白的表

达
!

分离得到的肿瘤组织包埋*固定*石蜡切片*脱

蜡#

'WX

1

@

1

室温孵育
'%5#,

#热修复抗原#滴加正常

山羊封闭液封闭#加入一抗兔抗人
G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

单克隆抗体#湿盒
0`

中过夜#次日

加入二抗鼠抗兔抗体#湿盒中
'-`

*

'%5#,

*

32H

显

色#常规乙醇梯度脱水*透明*封片#显微镜观察并记

录)阳性反应为细胞质内出现棕黄色颗粒)

>&?&K

!

:;+<;=,>?"<

检测
G300

各亚型蛋白的表
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达
!

提取原位胃癌组织的总蛋白并定量#十二烷基硫

酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#调节电压#分离胶
$1%C

#

基层胶
)%C

#以染料的前沿迁移至凝胶的底部为标准

终止电泳)恒定电流
-%52

转膜
$J

)

4W

脱脂奶粉

封闭膜#一抗孵育
0`

摇床过夜#加二抗
'- `

孵育

$J

#增强化学发光法显色#显影定影#冲洗胶片#对条

带进行灰度分析)

表
$

!!

A9.

j

[GA

引物模板

基因 方向 引物序列

E2[3X

正向
4i.GG2G9GG9GG2GG999E2G.'i

反向
4i.2GGG9E99EG9E92EGG2.'i

G300+

正向
4i.GG999E29EE2GG22992GG2922G.'i

反向
4i.9G2EE299GE99G9E9299G9GG9.'i

G300K'

正向
4i.GE9G99G22292GG29G9G2EG2.'i

反向
4i.29G99G29G29G229EGG9E2.'i

G300K)

正向
4i.EEG22G2E29EEG29E2EEE.'i

反向
4i.2E9EE929EEE2GGGGGG2G9EEEE.'i

G300K(

正向
4i.99G9G92G29G2G29E22EEG.'i

反向
4i.EG99E29E9G2E2E92E22E9.'i

>&@

!

统计学处理
!

采用
\[\\$(&%

软件进行统计学

分析)呈正态分布的计量资料以
EdB

表示#多组间

比较采用单因素方差分析#组间多重比较方差齐者采

用最小显著差异$

7\3

%方法#方差不齐者采用
3N,.

,;<<9'

法)非正态分布计量资料采用平均秩和#最小

值
.

最大值表示#采用
f=N+SL?.:L??#+

检验#组间多重

比较采用
2??

B

L#=P#+;

法)计数资料采用例数和率表

示#比较采用
!

1 检验#以
!

#

%&%4

为差异有统计学

意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

裸鼠一般生存情况分析
!

\EG.-(%$

组细胞及

8Yf.04

组细胞均成功构建皮下移植瘤#小心剥取移

植瘤#在培养液中分割成
$55a$55

的组织碎块#

分别建立原位胃癌移植模型#每组
$%

只)两组裸鼠

均成功构建原位胃癌模型#见图
$

)

\EG-(%$

组在观

察第
1

周
$

只裸鼠发生死亡#在第
0

周有
1

只裸鼠发

生死亡#其余裸鼠均顺利采集
G9G

)

8Yf.04

组在第

1

周有
1

只裸鼠发生死亡#第
'

*

0

周分别有
$

只裸鼠

发生死亡#其余裸鼠均顺利采集
G9G

)

!!

2

!裸鼠皮下移植瘤(

H

!剥取移植瘤(

G

!构建原位胃癌模型)

图
$

!!

裸鼠造模情况

?&?

!

G9G

计数变化
!

于造模后第
$

*

1

*

'

*

0

周从裸鼠

眼眶静脉丛采血)通过免疫磁珠富集法收集裸鼠

G9G

富集液#将筛选的细胞液在显微平台下进行形态

学筛选#筛选标准如前所述#计数
G9G

#两组原位胃癌

G9G

细胞数随时间延长递增#见图
1

)

图
1

!!

裸鼠
G9G

计数水平

?&@

!

G300

各亚型表达水平差异
!

采用
A9.

j

[GA

检

测
G9G

细胞中
G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

表

达水平变化)在
\EG.-(%$

组#随着时间进展#各组基

因表达量逐渐升高#不同时间组之间差异有统计学意

义$

@ b0)$&40-

#

! b%&%%%

%#

G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

均如此#时间和各组基因表达量存

在交互效应#差异有统计学意义$

@b$%&'/)

#

!b

%&%%%

%)在
8Yf.04

组#研究结果与
\EG.-(%$

组相

似#随着时间进展#各组基因表达量逐渐升高#不同时

间组之间差异有统计学意义$

@b4'-&)01

#

!b

%&%%%

%#

G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

均如此#时

间和各组基因表达量存在交互效应#差异有统计学意

义$

@b$)&$11

#

!b%&%%%

%)

\EG.-(%$

组和
8Yf.

04

组
G300K(

表达水平在各时间均明显高于
G300+

*

G300K'

*

G300K)

#见表
1

)

?&A

!

免疫组织化学及
:;+<;=,>?"<

了解
G300

各亚

型表达差异
!

将两组裸鼠处死后#分离原位胃癌组

织#采用免疫组织化学检测
G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

在原位胃癌中的表达水平)在两组细胞构建

的原位胃癌中#

G300K(

表达水平最高#细胞质中可见

明显棕黄色颗粒#呈强阳性#且主要集中在细胞膜#明

显高于
G300+

*

G300K'

#

G300K)

表达水平)

:;+<;=,

>?"<

结果#在
\EG.-(%$

组中#

G300K(

蛋白表达水平
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表
1

!!

各
G300

亚型随时间表达差异$

EdB

&

时间
\EG.-(%$

G300+ G300K' G300K) G300K(

8Yf.04

G300+ G300K' G300K) G300K(

$

周
%&$-$d%&%'0 %&$40d%&%04 %&$4/d%&%4$ %&$-)d%&%0) %&$)1d%&%'0 %&$/'d%&%14 %&$(/d%&%0' %&1%)d%&%4/

1

周
%&1)(d%&%4/ %&1'0d%&%(/ %&1'(d%&%'' %&0/1d%&%)0 %&1()d%&%1) %&'00d%&%'- %&1($d%&%(( %&010d%&%')

'

周
%&'/4d%&%/0 %&'()d%&%)- %&044d%&%01 %&-4'd%&%04 %&'()d%&%0( %&0$'d%&%'( %&00%d%&%0' %&--1d%&%0%

0

周
%&)1/d%&%/' %&-'-d%&%(- %&)(%d%&%$- %&(1(d%&%01 %&4-'d%&%-$ %&)4(d%&%)$ %&-%$d%&%$$ %&/()d%&%$-

!!

2

!

\EG.-(%$G300+

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

H

!

\EG.-(%$G300K'

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

G

!

\EG.-(%$G300K)

表达水平

$免疫组织化学
a1%%

%(

3

!

\EG.-(%$G300K(

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

D

!

8Yf.04G300+

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

F

!

8Yf.04

G300K'

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

E

!

8Yf.04G300K)

表达水平$免疫组织化学
a1%%

%(

X

!

8Yf.04G300K(

表达水平$免疫组织化学
a

1%%

%(

T

*

]

!

:;+<;=,>?"<

检测胃癌中蛋白质的表达量

图
0

!!

G300

各亚型表达差异

明显高于
G300+

*

G300K'

#

G300K)

组$

@b$'&0/)

#

!

#

%&%4

%)在
8Yf.04

组#

G300K(

蛋白表达水平也

明显高于
G300+

*

G300K'

*

G300K)

组$

@b$%&4-/

#

!

#

%&%4

%#见图
0

)

@

!

讨
!!

论

!!

在我国胃癌是一种发病率高*恶性程度高*预后

不良的恶性肿瘤)长期以来#临床手术切除及辅助性

放疗*化疗技术的应用并没有带来满意的生存率&

0

'

)

G300

是黏附分子家族成员#在胃癌转移中有重

要作用)

\2f2f_A2

等&

4

'通过对一系列胃癌细胞

系的研究#及多种与胃癌干细胞相关的表面分子标记

物的筛选#提出
G300

具有作为胃癌干细胞表面分子

标记物的可能)

G300

的结构和功能非常复杂#目前

研究多集中在
G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

)在

卵巢癌中#研究发现
G300K)

的表达在复发性肿瘤比

原发性要高#尤其在腹腔的转移癌#

G300K)

的表达和

临床病理参数及肿瘤进展相关#干扰
G300K)

则降低

了肿瘤细胞的黏附及迁移能力&

)

'

)在结直肠癌中#也

有研究发现
G300K)

的表达和间质表型及较差的预后

相关&

-

'

)

G300K(

在结肠癌的肿瘤干细胞发挥重要作
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用#影响结肠癌的肿瘤侵袭*转移#并且
G300K(

在一

些肿瘤中被作为肿瘤干细胞的分子标记物&

/

'

)在胃

癌中#

XTA292

等&

(

'研究了
//

例胃癌标本发现#

G300K(

在复发性的胃癌中高表达#认为
G300K(

是

监测胃癌复发的有效指标)

8T82

等&

$%

'在肝癌中研

究发现
G300+

能通过调节
9EF.

&

介导的间质表型进

而影响肝癌细胞的侵袭*转移和预后#并认为
G300+

的高表达是肝癌潜在的治疗靶点)但是#并非所有的

研究都支持
G300

的高表达与肿瘤转移相关)在前列

腺癌中#

72U2AT

等&

$$

'在研究了
$'4

例前列腺癌患者

标本发现#

G300+

的低表达和前列腺癌的侵袭能力相

关(在舌癌中#也有发现
G300+

的低表达与舌癌肿瘤

细胞的侵袭能力相关#并认为它是临床相关的预后

指标&

$1

'

)

尽管
G300

在很多细胞的进程#包括细胞增殖*分

化*运动等方面发挥重要作用#关于
G300

变异体和标

准体在肿瘤中发挥的作用却众说纷纭#观点不一#各

个研究报道也不一致甚至互相矛盾)

G300K

与

G300+

可能发挥完全不同的作用#若将
G300

作为一

个整体研究时#可能造成遗漏转移过程中的重要基因

转型#妨碍对肿瘤转移机制的研究)因此#在研究

G300

时#不能将
G300

作为单一的整体分子而要具

体细分进行研究)实际上#到目前为止#尚少见系统

性的在胃癌转移过程中研究
G300

各亚型动态变化的

报道)

本研究采用两种胃癌细胞系构建原位胃癌模型#

收集在原位胃癌生长过程中
G9G

#动态监测
G300+

*

G300K'

*

G300K)

*

G300K(

在胃癌生长转移过程中的

表达变化)结果表明#

G300K(

在两种胃癌细胞的造

模模型中均随时间表现出明显升高#明显高于

G300+

*

G300K'

*

G300K)

的表达水平#差异有统计学

意义)并且进一步原位胃癌免疫组织化学及
:;+<;=,

>?"<

也表明#

G300K(

表达水平在原位胃癌中最高#和

XTA2E2

等&

$1

'研究结果一致)表明在胃癌转移模型

中#

G300K(

表达水平随时间推移均高于其他
G300

亚型#可能在肿瘤转移中起主导作用)

G300

与胃癌转移是目前研究的热点#靶向
G300

可能成为治疗胃癌的新途径)但既往研究将
G300

作

为一个整体#静态地在肿瘤组织中研究
G300

表型具

有很大局限性)本研究表明
G300K(

在胃癌生长及转

移过程中起主导作用#为胃癌的转移机制及靶向治疗

奠定基础)
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