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!"#$% 基因沉默降低结肠癌细胞 &’()*+ , *-的表达

钟大平，李* 焱，周进明，周* 琪，姜友昭，杨启红，梁后杰* * （第三军医大学西南医院肿瘤科，重庆 %"""+’）

* * 摘* 要：目的* 探讨 ,淋巴瘤侵袭转移诱导因子 !（,-./!）的表达与结肠癌淋巴管生成的关系。方法* 将实验细胞
分为 + 组，分别为未干扰组（01,!!)）、空质粒载体对照组（01,!!) 2 13）和干扰组（01,!!) 2 4-536#,-./!）。应用 4-536
使 ,-./! 基因表达下调，通过 5,#715检测 ,-./! /536表达抑制率，并用 5,#715和894:9;< =>?:方法检测 ,-./! 基因干
扰前后 @ABC#1 2 #D /536和蛋白的表达情况。结果 * 通过筛选后稳定表达的情况下，4-536 组的 ,-./!、@ABC#1 2 #D
/536 和蛋白的表达明显低于未干扰组。结论* ,-./!参与了 @ABC#12 #D表达的调节，推测 ,-./!可能通过诱导 @ABC#12 #D
的表达影响结肠癌淋巴管的生成。,-./! 可作为结肠癌淋巴转移过程中一个有价值的指标。
* * 关键词：结肠癌；,-./!；@ABC#1 2 #D
* * 中图法分类号：5+E%F +；5(+#+)&；5(+$F +$* * * 文献标识码：6
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* * 淋巴瘤侵袭转移诱导因子 !（, >W/IS?/. -<\.4-?<
.<Z /9:.4:.4-4，,-./!）是荷兰癌症研究所 0.=9:4等［!］

从小鼠 ,淋巴瘤细胞中分离鉴定的，定位于人染色体
&!]&&F !!，表达产物为 ,-./! 蛋白，是鸟苷酸转换因子
（JQ.<-<9 <QV>9?:-Z9 9_VS.<J9 U.V:?;，BAC），在体内外均
可以特异性地激活 5S? B,7.49 家族中的 5.V!，对内
皮细胞的功能发挥着重要的调节作用。研究表明

,-./!与肿瘤侵袭和转移有关［&］，而其在肿瘤转移中的
机制主要归于其对肿瘤细胞黏附和运动的影响，但少
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见 ,-./! 基因对肿瘤淋巴管生成影响的报道。因此我
们以 ,-./! 基因为研究对象，应用逆转录聚合酶链反
应（5,#715）方法、894:9;< =>?: 方法检测结肠癌细胞
株中 ,-./! 干扰前后 @ABC#1 2 #D的表达情况，初步探
讨 ,-./! 基因在肿瘤淋巴管生成中的作用。

%B 材料与方法

!F !* 材料
* * 人结直肠癌细胞株 X8%’"、01,!!)、0,&E 为本科室保存，
K?@?细胞株为重庆医科大学汤为学教授馈赠。,;-R?> 和 K-I?#
U9V:./-<9,[ &"""试剂购自 L<\-:;?J9< 生物公司。D3.49!、59#
\9;49 ,;.<4V;-I:-?< XW4:9/ 和 715 试剂盒购自上海生工生物公
司。,-./!、@ABC#1 2 #D、5.V! 和 B67D0 引物用 7;-/9; $ 软件
自行设计，由上海生工生物公司合成。B%!’ 购自 [9;V^ 公司。
,-./! 多克隆抗体购自 X.<:. 1;QR公司。"#.V:-<单克隆抗体购
自 D6bH 公司。限制性内切酶 !"#5!、$%&’#、()*0!和
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!"#分子量标准购自 $%&%’%公司。(%)*’+,*-$.蛋白预染标准
购自 /*-0*12%3公司。’4(# 购自上海申能博彩生物科技有限
公司。

5 5 主要试剂为浓缩型兔抗人 $6%07 多克隆抗体（ 389:;<，
7= 7>>）、羊抗人 ?@A/9B 多克隆抗体（ 3897::7，7= 7>>）、兔抗人
?@A/9!多克隆抗体（3897C>:D，7= 7>>）均购自 E%12% B-+F 生物
技术有限公司，鼠抗人 GHIHG,%161 单克隆抗体（779>>C，7= <>>）
购自 #1)6HJ6H公司，即用型 E9(超敏试剂盒（E9(9K>>> 和 K>>C）
购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

7L <5 细胞培养
5 5 人结直肠癌细胞株 MH?H和 N$<K、EOP:>、NB$77Q 采用含
7>R小牛血清的 !.@.高糖培养液培养，置 C;S、DR BT<培养

箱内培养，取生长状态良好的细胞备用。

7L C5 ’$9(B’检测 $6%07、’%87、?@A/9B U 9!基因的表达
5 5 待细胞长至状态良好，铺满瓶壁后，用冰预冷的 (VE 洗 <
遍，参照试剂说明书，用 $-6FH,试剂常规提取细胞总 ’"#，初步
提取的总 ’"# 用 !"%3*!去除残存的基因组 !"#，并用
A#(!N引物进行 (B’ 扩增检测有无基因组 !"# 污染。按照
逆转录试剂盒操作程序进行逆转录反应，反应条件为 ;> S
D 061、> S D 061；<D S D 061、P<S Q> 061、;>S D061。取7 ",
的 8!"#为模板，行 (B’反应。$6%07（A*1V%1W，".X>>C<DC）
引 物 上 游： DY9A#ABB$$BBB$B#$BBB#A9CY，下 游： DY9
AAB###A$B$$B#BABB$##B9CY，扩增片段 D<K JG；’%87（A*19
V%1W，".X>>QK>:）引物为上游：DY9 AA$A##$B$AAAB$$#$9
AAA 9CY，下游：DY9B###AA$$BB##AAA#B#AA 9CY，扩增产物
P;P JG；?@A/9B（A*1 V%1W，".X>>DP<K）引物上游：DY9B#B$$9
AB$AAAB$$B$$B$B9CY，下游：DY9A#AA$#AB$BA$AB$AA$9CY，
扩增产物 DP> JG；?@A/9!（A*1V%1W，".X>>PPQK）引物上游：
DY9#A$#BB$A##$$#A$ABB$A$$9CY，下 游：DY #AA$A$B$9
AAA$A###$#AB9CY，扩增产物 P7C JG；以看家基因 A#(!N 为
内对照，引物上游：DY9B###$$BB#$AAB#BBA$B#9CY，下游：DY9
AA#A$AAA$A$BAB$A$$A#9CY，扩增产物 ;7D JG。(B’ 反应以
水代替 8!"#为阴性对照。反应条件为 KPSD 061（KPS PD 3，退
火温度 PD 3 ;<S PD 3）（CD个循环，然后 ;<S延伸 7> 061终止。
$6%07、’%87、?@A/9B、?@A/9!、A#(!N 的退火温度分别为 Q>、
D:、PK、DP、DCS。用 79! #IZ%18*I软件分析 ’$9(B’结果。

7L P5 36’"#质粒构建及鉴定
5 5 根据文献［C］合成 $6%07 ’"#6 序列，正义链序列为：DY9
A#$BBBBABA##AA#AB#AA$$$$B$$$B##A#A##A####BB9
$AB$BB$$BAB$$$$$AA###9CY；反义链序列为：DY9#AB$$$$B9
B#####ABA##AA#AB#AA$$$$B$$B$B$$A###A####BB$9
AB$BB$$BABAAA9CY；将引物退火形成寡核苷酸链对，与线性
载体 GA*1*36,9@A/(7 用 $P !"#连接酶反应形成重组的 GA*19
*36,9@A/(7 U 36’"#9$6%07 质粒，用 !"#’!和 $%&’#以及 !"#’
!和 ()*N!对质粒进行两次双酶切鉴定，并对质粒进行测序
验证。

7L D5 转染及筛选鉴定
7L DL 75 转染5 5 转染前 7 I将 NB$77Q 细胞接种至 Q 孔板中，
7 [ 7>D U孔，使细胞融合至 K>R \ KDR，用 7>> ", 的无血清
!.@. 稀释质粒 !"#，轻轻混合，取 D ", M6GH]*82%061*$. <>>>

用 7>> ",的无血清 !.@.稀释，轻轻混合，室温孵育 D 061，将
7>> ", 的 M6GH]*82%061* 混合物加入质粒 !"# 中，总体积为
<>>",，轻轻混合，室温孵育 7D 061，将 <>> ", 的 !"#9M6GH9
]*82%061*$. <>>>混合物加入 Q 孔板中，轻轻混匀，C; S培养 D ^
后更换培养液。以 GA*1*36,9@A/(7 空载体质粒为转染对照
（B"）。
7L DL <5 转染后筛选5 5 细胞转染后 <P ^，在荧光显微镜下观
察，确定有部分细胞内有绿色荧光后，予换含 AP7:（浓度为
P>> ") U 0,）的培养液，进行抗性克隆筛选。7 周后在荧光显微
镜下挑选最亮的克隆，进一步在 KQ 孔板中进行稳定克隆筛选。
7L DL C5 鉴定 5 5 免疫组织化学鉴定：制作 NB$77Q、NB$77Q U
B"和 NB$77Q U 36’"# $6%07 的细胞爬片，PR多聚甲醛固定，固
定好的细胞片用 E9(免疫组化法按照试剂盒要求操作，!#V显
色。按 7= 7>> 稀释兔抗人 $6%07 多克隆抗体，以细胞质显现棕
黄色为阳性，以 (VE 代替一抗为阴性对照。’$9(B’ 鉴定：
NB$77Q、NB$77Q U B"和 NB$77Q U 36’"#9$6%07 细胞长至状态良
好，铺满瓶壁后，用冰预冷的 (VE洗 < 遍，用 $’4FH,试剂常规提
取细胞总 ’"#，然后进行 ’$9(B’，步骤同 7L C，检测 $6%07
0’"# 表达。用 79! #IZ%18*I软件分析 ’$9(B’结果。

7L Q5 ?@A/9B U 9!、’%87 0’"#和蛋白的检测
7L QL 75 ’$9(B’法检测 ?@A/9B U 9!、’%87 的表达 5 5 ’$9(B’
步骤同 7L C。
7L QL <5 O*32*-1 J,H2法检测 ?@A/9B U 9!、’%87、$6%07 的表达5
5 提取 NB$77Q、NB$77Q U B" 和 NB$77Q U 36’"#9$6%07 细胞质
蛋白样品，按比例与 D [ E!E 上样缓冲液（7 0H, U M $-639NB,
7_ <D 0, GN ‘ Q_ :，E!E >L D )，甘油 <L D 0,，7>R $9巯基乙醇 7L P
0,，<R溴酚蓝 7 0,，加三蒸水至 7> 0,）混合，煮沸 D 061后进行
:R或 7<R E!E9聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳完毕后，聚丙烯酰
胺凝胶上的蛋白质用蛋白电转膜槽于冰浴 7>> ?、:> 061 电转
移蛋白质至 (?!/膜上。(?!/ 膜在平缓摇动的摇床上以 CR
牛血清白蛋白封闭液 D 0,室温封闭 C ^，<D 0, $VE$洗膜 C 次，
每次 D 061。加入兔抗人 $6%07（或 ’%87、?@A/9!）和羊抗人
?@A/9B多克隆抗体（7= 7 >>> 稀释），PS过夜孵育，$VE$ 洗膜
C 次，<D 0, [ D 061。加入 N’( 标记的抗兔或羊二抗（7<D ", U
80<，7= < D>> 稀释），在室温孵育 7 ^（平缓摇动），$VE$ 洗膜 C
次，<D 0, [ D 061。!#V 染色 D \ 7D 061 出现清晰条带时终止
显色，照相存档。

!" 结果

<L 75 ’$9(B’及免疫组化法检测 $6%07基因的表达
5 5 按照 $-6FH,试剂盒的说明分别提取 P 种细胞株总 ’"#，用
紫外分光光度计测定 ’"#浓度和纯度，并用 7R琼脂糖凝胶电
泳检测质量。+（<Q>）U +（<:>）值为 7L : \ <L >，电泳检测有 C 条
清晰的带：<:E、7:E 和 DE，说明无降解，质量较好。应用 ’$9
(B’检测 P 种细胞株 $6%07 基因的表达，采用 79! #IZ%18*I软
件进行区带的灰度分析。分别以 $6%07 和 A#(!N扩增带的灰
度比值表示各细胞株的表达水平（ EOP:>、N$<K、MT?T、
NB$77Q依次为 >L ;:C、>L D:<、>L :<C、7L >D:），结果表明 NB$77Q
细胞中$6%07的表达最强（图 7）。
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1234!"

!：12345；6：7%68；9；:;);；3：7.%!!<；=：标准
图 !" # 种肿瘤细胞 $%&’! ’()*表达

6$ 6# 质粒鉴定及转染后鉴定
# # 用 !"#>!和 $%&’!以及 !"#>!和 ()*7!对 ?+@A@B&C-
*+,D! / %&’(!->EF&质粒进行 6 次双酶切鉴定，并对质粒进行
测序验证（图 6）。1-D 免疫组化法的染色结果提示 B&>EF-
7.%!!< 细胞质 %&’(! 表达减弱（图 9）。>%-D.> 结果提示
%&’(! 表达明显减弱（图 3）。

!"" #$!
%"" #$!
&"" #$!
’"" #$!
("" #$!

)"" #$!

) ( ’

!：标准；6：()*7! / !"#>!酶切；9：$%&’" / !"#+!酶切
图 +" ,-./.0%123-45! 6 $%&’!2()*%质粒酶切图

!!

!"

F：干扰前；G：干扰后
图 7" $%&’! 蛋白在 89$!!: 细胞中的表达"（1-D H 355）

6$ 9# B&>EF对 7.%!!< 细胞 >’I!、)*+,-. / -0 (>EF
表达影响

# # 按照 %J&KLC 试剂盒的说明分别提取 7.%!!<、7.%!!< / .E
和 7.%!!< / B&>EF-%&’(! 细胞的总 >EF，用紫外分光光度计测
定 >EF浓度和纯度，并用 !M 琼脂糖凝胶电泳检测质量。
,（6<5）/ ,（645）均在 !$ 4 N 6$ 5，电泳检测有 9 条清晰的带：
641、!41和 O1，说明无降解，质量较好。应用 >%-D.> 检测
%&’(!、>’I!、)*+,-.、)*+,-0基因的表达，采用 !-0 FPQ’AI@P
软件进行区带的灰度分析，分别以各基因和 +FD07 扩增带的
灰度比值表示各基因的表达水平，结果表明干扰后细胞中的

%&’(!、>’I!、)*+,-.、)*+,-0基因表达减弱（图 3）。
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!：7.%!!<；6：7.%!!< / E.；9：7.%!!< / B&>EF-%&’(!；=：标准
图 #" 结肠癌细胞 89$!!: 中的 $%&’!、(&;!、<3-429 6 2= ’()*表达

6$ 3# B&>EF对 %&’(!、>’I!、)*+,-./ -0蛋白表达的影响
# # 用免疫印迹法将蛋白样品变性后进行聚丙烯酰胺凝胶电
泳、转膜、封闭，加一抗、二抗后 0FG显色至出现清晰条带。采用
!-0 FPQ’AI@P软件进行区带的灰度分析，分别以内参 +FD07和
各蛋白的灰度比值表示各蛋白的表达水平，结果表明干扰后细

胞中的 %&’(!、>’I!、)*+,-. / -0蛋白表达减弱（图 O）。
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!：7.%!!<；6：7.%!!< / .E；9：7.%!!< / B&>EF-%&’(!
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!" 讨论

! ! 肿瘤转移是癌症患者死亡的重要原因。许多研究
认为肿瘤血管生成对肿瘤细胞转移起重要的作用。但

是在临床工作中大多数癌症早期播散是通过淋巴管向

局部淋巴结转移。最常见恶性肿瘤大肠癌的早期局部

淋巴结转移十分常见。虽然目前肿瘤淋巴道转移的分

子机制并不清楚，但普遍认为肿瘤淋巴管生成有助于

肿瘤细胞的转移。

! ! 被誉为淋巴管生成因子的 "#$%&’ ( &) 在肿瘤淋
巴转移中的作用引起越来越多的重视。在成人受体

"#$%*&+ 主要表达于淋巴管内皮细胞，是淋巴管生成
的特异性调节因子，"#$%&’ ( &) 与 "#$%*&+ 结合后，
通过 ,#- ( #*- 和 ./+- ( 012 途径引起淋巴管内皮细
胞增生［3，4］。许多实体瘤均能合成 "#$%&’ ( &)，不同
类型的肿瘤表达能力不同，且其表达强度与肿瘤发生

淋巴转移的程度有关。目前普遍认为 "#$%&’ 促进肿
瘤淋巴结转移的机制是通过激活淋巴管内皮刺激淋巴

管增生或扩张，这些新生或扩张的淋巴管为肿瘤细胞

的淋巴转移增加了机会。

! ! 56789 是荷兰 :7;<2=等［9］从小鼠 5淋巴瘤细胞中
分离鉴定的，在体内外均可以特异性地激活 *>?
$5.7=< 家族中的 *7@9，对内皮细胞的功能发挥着重要
的调节作用。近年来认为 56789 与肿瘤的侵袭转移高
度相关［A B C］。我们前期研究发现其与结肠癌淋巴结转

移高度相关，与文献［D］报道一致。作为肿瘤转移基
因的代表，56789 有多个重要的结构区域，其中参与
$). ( $5.交换的 ): 功能区和参与蛋白质相互作用
的 .:功能区在多种肿瘤的侵袭转移及信号转导方面
都具有重要的作用［9E，99］。

! ! 已有研究报道 56789 基因的下游分子 *7@9 可能
与缺氧诱导的肿瘤血管生成相关［9F］，而 56789 在淋巴
管生成方面的研究少见报道。从文献报道中推断

56789可能与肿瘤淋巴管生成有关。在肾小球膜细胞
中小 $ 蛋白酶（*>? ( *7@ ( ’G@3F）抑制剂 2?H6IJ 可以
抑制 K.0介导的 ’LM&F 的表达，换句话说 *7@可以促
进 ’LM&F 表达；而在人肺腺癌中已经证实 ’LM&F 经
#.9 ( NO@ ( :#*&F ( P<Q 信号途径可上调 "#$%&’并促进
淋巴管生成［9+］。因此推测 56789 可能通过 *7@9 (
’LM&F ( "#$%&’信号途径促进肿瘤淋巴管生成。有文
献报道［93］认为 56789 可以上调 :,$J9、%7=@6I&9、
:N.FR 和 $N5L9 等蛋白的表达。而 :,$J9 可以通过
活化 P%&-J 途径诱导 "#$%&’ ( ) 的表达［94］。因此
56789 可能通过 *7@9 ( P%&-J ( "#$%&’ 信号途径促进
肿瘤淋巴管生成。

! ! 在本研究中，我们通过脂质体介导转染法将
=6*P0干扰质粒导入内源性高表达 56789 基因的结肠

癌 :’599A 细胞中，结果显示 56789 被干扰后结肠癌
细胞的 *7@9、"#$%&’ ( ) 表达减弱。由此推测 56789
通过催化 *7@9 的活性诱导 "#$%&’ ( ) 的表达，进而
影响肿瘤淋巴管的生成，对肿瘤的淋巴道转移具有一

定作用。本研究通过 *5&.’*、蛋白印迹实验证明
56789 参与了 "#$%&’ ( &)表达的调节，可能与结肠癌
淋巴管生成有关，56789 可作为结癌淋巴转移过程中
一个有价值的指标。有关 56789 对肿瘤淋巴管生成影
响的机制有待进一步研究。
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