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’ ’［摘要］’ 目的’ 检测骨桥蛋白（+,-.+/+0-10，234）对人胃癌细胞 564&7 生长、侵袭及凋亡的影响。方法’ 利用脂质
体转染的方法，进行胃癌转移相关基因骨桥蛋白（234）的 ,1849，并通过荧光定量 3:8以及免疫荧光的方法，进行 ,1849
效果鉴定。根据 ,1849的抑制效果，将细胞分为正常对照组、非特异干扰组、特异干扰 &% ;组、特异干扰 () ;组和特异干
扰 %7 ;组，比较对照组与不同 ,1849作用时间组的细胞增殖、细胞凋亡、迁移黏附能力的改变。结果’ ,1849 作用 %7 ;
组，234的表达最低；相应地，其细胞活力降低，增殖抑制率达 ("< &"=，迁移黏附能力降低，基质膜上的细胞数目明显减少
［对照组与 234干扰组比较：（%&> " ? @> %）!"（&!> 7 ? )> @），# A "> "!］，细胞对基底膜基质和纤维连接蛋白的黏附百分比
明显降低［对照组与 234干扰组比较：基底膜基质，（%!> $ ? 7> %）= !"（&"> $ ? %> $）=；纤维连接蛋白，（&$> ( ? %> $）= !"
（!%> ) ? &< $）=］，凋亡增加。结论’ 234基因沉默能有效抑制人胃癌细胞 564&7 的生长、侵袭，并促进凋亡的发生。
’ ’［关键词］’ 骨桥蛋白；人胃癌细胞 564&7；,1849干扰；迁移；黏附；凋亡
’ ’［中图法分类号］’ 8*(#()&；8*("> &(；8*($> & ［文献标志码］’ 9
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’ ’［;<1257-2］’ !"#$%&’($’ L+ V.-.H- -;. .PP.H- +P +,-.+/+0-10（234）,1849 +0 -;. FO+W-;，10UD,1+0 D0V
D/+/-+,1, +P ;GCD0 FD,-O1H HD0H.O H.EE E10. 564&7> )$&*+,-’ L;. .GXDOI+-1H .Y/O.,,1+0 U.H-+O +P ,1849 ,/.#
H1P1H P+O 234 WD, H+0,-OGH-.V ZI E1/+,+C. -OD0,P.H-1+0，D0V -;. ,1E.0H10F .PP.H- WD, 1V.0-1P1.V ZI PEG+O.,H.0H.
[GD0-1-D-1U. 3:8 D0V 1CCG0+PEG+O.,H.0H. ,-D1010F> 9HH+OV10F -+ -;. 10;1Z1-+OI .PP.H- +P -;. ,1849 U.H-+O,，-;.
.Y/.O1C.0- WD, V1U1V.V 10-+ H+0-O+E FO+G/，0+0#,/.H1P1H 234 ,1849 FO+G/，&%#;+GO ,/.H1P1H 234 ,1849
FO+G/，()#;+GO ,/.H1P1H 234 ,1849 FO+G/，D0V %7#;+GO ,/.H1P1H 234 ,1849 FO+G/> L;. H.EE /O+E1P.OD-1+0，D/#
+/-+,1,，C1FOD-1+0 D0V DV;.,1+0 WD, P10DEEI V.-.H-.V DC+0F H+0-O+E FO+G/ D0V 234 ,1849 FO+G/, D- V1PP.O.0-
-1C. /+10-,> .$-/0&-’ \+O %7#;+GO ,/.H1P1H 234 ,1849 FO+G/，-;. .Y/O.,,1+0 +P 234 10 564&7 H.EE, WD, -;.
E+W.,-> 9HH+OV10FEI，-;. H.EE U1DZ1E1-I WD, V.HO.D,.V D0V -;. H.EE /O+E1P.OD-1+0 10;1Z1-+OI OD-. WD, O.VGH.V -+
("> &"=；-;. DZ1E1-I +P C1FOD-1+0 D0V DV;.,1+0 WD, V.HO.D,.V，-;. 0GCZ.O +P H.EE, D--DH;.V +0 ,-O+CDE H.EE
C.CZOD0. WD, CGH; E.,,.O（&!> 7 ? )> @ !" %&> " ? @> % 10 H+0-O+E FO+G/），D0V -;. OD-1+ +P H.EE DV;.,1+0 +0
ZD,.C.0- C.CZOD0. CD-O1Y D0V P1ZO+0.H-10 WD, E+W.O［ZD,.C.0- C.CZOD0. CD-O1Y：（%!> $ ?7> %）= !"（&"> $ ?
%> $）=；P1ZO+0.H-10：（&$> ( ? %> $）= !"（!%> ) ? &> $）= 10 H+0-O+E FO+G/］，D, W.EE D, -;. H.EE D/+/-+-1H OD-.
WD, 10HO.D,.V H+C/DO.V W1-; -;. H+0-O+E FO+G/> 1+2%0/-’+2’ 234 F.0. ,1E.0H10F HD0 10;1Z1- -;. FO+W-; D0V
10UD,1+0，D, W.EE D, DHH.E.OD-. D/+/-+,1, 10 ;GCD0 FD,-O1H HD0H.O 564&7 H.EE,>
’ ’［%+= >/581］’ +,-.+/+0-10；;GCD0 FD,-O1H HD0H.O H.EE 564&7；,1849 10-.OP.O.0H.；C1FOD-1+0；DV;.#
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! ! 骨桥蛋白（"#$%"&"’$(’，)*+）是一种具有多种功能
的分泌型钙结合磷酸化糖蛋白，它能与骨组织中的羟

磷灰石紧密结合，参与调节骨钙的沉积。)*+ 不仅与
骨组织的矿化密切相关，而且与 ,-. /、+) 0等细胞信

使、巨噬细胞趋化反应、平滑肌细胞增生及感染等多种

生理、病理现象密切相关。1232 年 4%’5%6 等首次报道
一种转化特异性分泌蛋白与肿瘤的关系，称之为转化

相关性磷酸蛋白。后来 76-’8%’ 等从骨组织中分离出
一种磷蛋白，其特性与 4%’5%6 等发现的磷蛋白相似，
正式命名为骨桥蛋白。它是一种与肿瘤细胞的转化、

浸润和转移有关的蛋白质，甚至有人认为它是一种肿

瘤标志物。)*+ 可以作为一种判断预后及监测肿瘤
复发或转移的指标，具有较高的临床意义［1］。大量的

研究表明 )*+与多种肿瘤细胞的发生、发展、浸润、转
移有关。7965%6 等［.］认为 )*+ 在人类多种肿瘤中都
呈现高表达，并且在有些转移肿瘤患者血液中亦出现

高水平表达。最近的临床研究也提示 )*+ 不仅与多
种类型的肿瘤相关，而且 )*+在患者血液和肿瘤组织
中的高表达有助于提示肿瘤的预后信息。,"&&":-
等［;］采用免疫组织化学技术检测 ;<= 例患者肿瘤组织
和 11; 例不同部位的正常组织，认为 )*+ 的表达与肿
瘤的分期有关，并且与肿瘤的特定部位相关。此外，

)*+能广泛表达在人体不同肿瘤组织中，参与肿瘤的
形成。)*+在多种肿瘤类型以及在不同阶段的肿瘤
病理分型的不同表达程度，说明 )*+在肿瘤的侵袭与
转移中起到一定作用。)*+可以抑制 +)及 ) 0

. 、)>
0

等活性基团的产生，从而阻止炎症细胞的氧暴发，使得

癌细胞在周围环境的生存率提高，促进转移细胞的生

存。)*+参与细胞与基底膜的黏附，形成酸性微环
境，促进局部基底膜以及相邻的细胞基质的破坏，与整

合素 !? "; 结合刺激细胞的信号转导，抑制激活动巨
噬细胞和内皮细胞对肿瘤细胞的杀伤作用而促进肿瘤

细胞的浸润及转移［@］。

! ! 本实验采用 #(A+B 干扰的方法，观察其对胃癌细
胞 C+D.E 生长以及迁移黏附的影响，为临床干预提
供思路。

!" 材料与方法

1F 1! 脂质体的细胞株转染
! ! )*+ #(A+B由上海英为信设计合成，靶序列基因位于起始
密码子下游 @2@ 的核苷酸的开放读码框内（+CG===<E.）。其
特异干扰序列如下：正义链 HBBB,I,,IHIBBB,IBBJ KJK；
反义链 IBBHIIIB,BHHHBHIII,JHJK。非特异干扰序列：
非特异性 #(A+B，正义链 II,I,,HBB,HIHI,B,HIJKJK；反

义链 B,HIHB,B,HII,HHBHBBJKJK。
! ! 脂质体（L(&"M%N$-O(’%.===KC）购于美国 P’?($6"5%’ 公司，人
胃癌细胞 C+D.E 购自中科院上海细胞所。C+D.E 细胞培养
于含 1=Q胎牛血清（>R,:"’%，I4B）A*CP1S@= 培养液（H(TN"，
I4B）中，置于 <Q ,).的 ;3 U 培养箱中。转染前 1 J，含
=V =.QWXKB的胰酶（>R,:"’%，I4B）消化、细胞计数（. Y 1=< Z
孔）、细胞铺板在 . O: Z孔的完全培养基中。转染前 @ [换无血
清无抗生素的新鲜培养基，加入含有 . #5 )*+ <= #: 和 1= #:
脂质体的混合液，分别培养 S、1.、.@ [。

1F .! 实验分组
! ! 实验分 < 组：正常对照组，非特异干扰组（用非特异干扰序
列进行 #(A+B干扰）和特异干扰（用非特异干扰序列进行#(A+B
干扰）.@、;S、@E [组。

1F ;! 免疫组化干扰效果的鉴定
! ! 将细胞接种到预先放置几张 S OO Y .. OO盖玻片的培养
瓶或培养皿中，置二氧化碳培养箱培养 @ [，待细胞和盖玻片表
面完全吸附后，取出盖玻片，*\4（>R,:"’%，I4B）洗 . 次，然后
用丙酮固定 1= O(’。将已经固定的细胞玻片 *\4 振洗 < O(’
后，取出吹干，滴加 1] . === 的 )*+ 单克隆抗体（4-’$- ,698 公
司，I4B）@ U过夜，然后 7PK, 标记的二抗 ;3 U ;= O(’，缓冲
甘油封片。荧光显微镜下观察并进行荧光强度扫描。

1F @! 荧光定量 *,A法 )*+ OA+B表达的检测
! ! 1=< ^ 1=S细胞加 1 O: K6(8":（ P’?($6"5%’ 公司，I4B）进行
A+B抽提，去除基因组 X+B后，逆转录为 NX+B，然后进行基因
的扩增。引物在 \LB4K（[$$&：Z Z ___F ’NT(F ’:OF ’([F 5"? Z T:-#$ Z）
进行查询比对，)*+ 的引物序列（<‘!;‘）：上游：,,B,BKHa
H,KBBaB,,,KHB,,；下游：,BKHH,KKK,HKKHHB,KKB,KKH，
1.S T&；HB*X>的引物序列（<‘!;‘）：上游：BKHB,,,,KK,BKKa
HB,,；下游：HBBHBKHHKHBKHHHBKKK,，1;1 T&。扩增条件为
2< U 2= #；2< U < #，<E U ;= #；@=个循环。.< #:的反应体系如
下：< Y Aa*,A \9MM%6 <F = #:；.<= OO": Z L C5. / =F ; #:；1= OO": Z L
J+K* =F 3< #:；1= #O": Z L上游引物 =F < #:；1= #O": Z L 下游引物
=F < #:；.< Y 4b\A H6%%’$1F = #:；1= 0; Y ,-:(T6-$("’ 1F = #:；
< I Z #: >4aWca!"# =F .< #:；JJ>.) 1@F 3 #:；模板（NX+B）1F = #:。

1F <! CKK实验
! ! 细胞于 2S 孔板中培养 @E [ 后，各孔中加入 1= #: 的 CKK
（凯基生物，中国）并继续培养 @ [。吸去上清，每孔加入 1<= #:
XC4)，轻轻振荡使甲!溶解，用酶标仪检测 <3= ’O 处的光密
度值［$（<3=）］，并计算抑制率（ (’[(T($("’ 6-$%，P,）。
! ! P, d 1 0［$（<3=）药物处理组 Z $（<3=）对照组］Y 1==Q。

1F S! X+B :-JJ%6检测细胞凋亡
! ! 收集细胞，加入细胞裂解液，1; === 6 Z O(’离心 < O(’ 并收
集上清。加入 1Q 4X4 和 A+B-#%（< O5 Z O:）<S U，. [；蛋白酶
D（.F < O5 Z O:）;3 U，. [；1 Z 1= 体积 ; O": Z L醋酸钠和 .F < 倍体
积的冷无水乙醇沉淀 X+B，@ U 过夜。1@ === 6 Z O(’ 离心
1< O(’，收集沉淀并进行 1F .Q琼脂糖凝胶电泳。

1F 3! 细胞核形态变化观察
! ! 收集细胞，滴加 =F < O5 Z O: >"%N[#$溶液染色 < O(’；*\4洗
涤后，荧光显微镜观察并拍照。
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!! !" !# !$ !%!" !# !" !# !" !# !" !# !" !#

!：正常对照组；"：非特异干扰组；#：特异干扰 $% &组；’：特异干扰 () &组；*：特异干扰 %+ &组

图 !" 荧光免疫条件下不同干扰时间点 #$%表达的沉默

,- +. 扫描电镜细胞超微结构的观察
. . 收集细胞并离心，$- /0戊二醛前固定 $ &，,0四氧化锇后
固定 $ &，梯度酒精脱水，#1$临界点干燥，铂金包被固定，扫描

电镜 23%/44（56789&6公司，:8;8<）观察拍照。
,- =. >?8<@ABCC法细胞迁移检测
. . 非特异 1DE转染 %+ &后，收集约 ,/ 444 个细胞，通过预先
可溶性组织基底膜涂层的直径为 )- / FF的聚碳酸酯过滤器的
>?8<@ABCC小室（#G?<6<H公司，I2!）。培养 =) &后，棉签拭去非
透过细胞，固定粘在过滤器下聚碳酸酯表面的透过细胞，5*染
色，显微镜观察（/ 个视野 J孔，K %44）。
,- ,4. 黏附实验
. . /4 !C基底膜基质（,L $4 稀释）或 ,4 !H J FC 纤维连接蛋白
涂层 =) 孔培养板，过夜干燥。使用前，用含 ,4 FH J FC牛血清白
蛋白的 MDNO,)%4 孵育 =) 孔板 , &，接种转染 %+ &的悬浮细胞
细胞 $ K ,4% J孔，孵化 , &后，洗板，黏附细胞胰蛋白酶消化，计
数并进行百分比计算。

,P ,,. 统计学分析
. . 数据以 "! Q "表示，采用 2D22 ,,- / 统计软件包进行统计学
处理，组间差异采用单因素方差分析。

&" 结果

$- ,. 免疫组化观察细胞 1DE的沉默效果
. . 如图 ,、$ 所示，荧光免疫染色后，观察不同干扰时间下的
1DE沉默效果，并进行荧光强度的计算。结果显示，特异干扰
$% &组的效果比较理想。
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组别

,：正常对照组；$：非特异干扰组；(：特异干扰 $% & 组；%：特异干扰

() &组；/：特异干扰 %+ &组

图 &" 各组 #$%的荧光强度比较

$- $. 荧光定量 D#M法检测 1DE FME!的表达
. . 如图 ( 所示，随着作用时间的延长，1DE 基因的表达呈现
下降的趋势。
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组别

,：正常对照组；$：非特异干扰组；(：特异干扰 $% & 组；%：特异干

扰 () &组；/：特异干扰 %+ &组

图 ’" ()*%+作用不同时间后 #$%的基因表达

$- (. N>>细胞活力的检测
. . 转染后细胞活力下降，程度随着转染时间增长而加强，
%+ & 后，与正常对照组比较，抑制率达到 (4- $0，见表 ,。

表 !" 不同 #$% ()*%+时间点,--细胞活力及抑制率

组别 细胞活力［#（/S4）］ O#（相对于对照组）

正常对照组 ,- S/% Q 4- 44=

非特异干扰组 ,- S/+ Q 4- 4/$ T 4- $(0

特异干扰 $% &组 ,- /)% Q 4- 4$= ,4- +(0

特异干扰 () &组 ,- %,= Q 4- 4%$ ,=- 4)0

特异干扰 %+ &组 ,- $$% Q 4- 4=( (4- $40

$- %. ’E! C8UUB?法检测细胞凋亡
. . 细胞凋亡过程，基因组 ’E!断裂为 ,+4$44 V;的多条寡核
小体片段。各组电泳结果见图 %。对照组和非特异干扰组表现
为一个没有受到切割的高分子量条带，而特异性干扰组凋亡细

胞则形成明显的梯状 ’E!片段。

$- /. 5GB9&@7染色观察凋亡细胞核形态的改变
. . 细胞凋亡过程中，染色质浓缩、边缘化，核膜裂解、染色质
分割，形成均一的凋亡小体，通过 5GB9&@7核染色，我们清楚地
观察到了这种凋亡改变（图 /）。随着干预时间的延长，5GB9&@7
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阳性细胞数也增多，特异干扰 !"、#$、"% & 组与正常对照组相
比，差异有统计学意义（! ’ () (*）。

! " # $ % &

+：标准；*：正常对照组；!：非特异干扰组；#：特异干扰 !" & 组；

"：特异干扰 #$ &组；,：特异干扰 "% &组

图 !" 各组细胞凋亡的电泳结果
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.：! ’ () (*，与正常对照组比较

*：正常对照组；!：非特异干扰组；#：特异干扰 !" & 组；"：特异干扰

#$ &组；,：特异干扰 "% &组

图 #" 各组 $%&’()*阳性凋亡细胞百分比的改变

!) $/ 扫描电镜观察细胞超微结构
/ / 与正常对照组相比，干扰组细胞直径较短，细胞出现皱缩
现象。特异干扰 !"、#$、"% &组的细胞直径分别为 ,) %、,) $ !0
和 ,) " !0，而正常对照组和非特异干扰组的细胞直径则分别
为 1) , !0 和 1) $ !0。结果见图 $。

!) 1/ 23.456788法检测细胞的迁移
/ / 通过定性定量测定 +9:!% 细胞的数目，检测胃癌细胞
+9:!%的侵袭力。在特异性干扰 "% & 组，基质膜上的细胞数
目明显减少（!*) % ; $) <），与对照组（"!) ( ; <) "）相比，具有显

著的统计学差异（! ’ () (*）。

!) %/ 细胞黏附检测
/ / 利用基底膜基质和纤维连接蛋白涂板，通过计算黏附细胞
的百分比，检测 +9:!% 细胞的黏附能力。如表 ! 所示，在 =>:
特异干扰组，细胞对基底膜基质和纤维连接蛋白的黏附性均降

低，黏附细胞的百分比显著下降，与对照组相比，有明显的统计

学差异（! ’ () (*）。

表 +" ,-.+/ 细胞对基底膜基质和纤维连接蛋白黏附性检测

［" ? #，（"# ; $）-］

基质类型 对照组 非特异干扰组 =>:干扰组

基底膜基质 "*) , ; %) " "") ! ; $) ! !() , ; ") ,.

纤维连接蛋白涂板 !,) # ; ") , !#) ! ; ,) ! *") $ ; !) ,.

.：! ’ () (*，与对照组、非特异干扰组比较

0" 讨论

/ / 近年来的研究显示，=>: 在许多肿瘤中高表
达［#，,］，与肿瘤的发生、发展，肿瘤转移［$ @ <］，肿瘤血管

形成［*(，**］，抑制凋亡［*!，*#］等诸多方面关系非常密切，

=>:可作为肿瘤的诊断指标［*"］。在胃癌、结肠癌、胰
腺癌等肿瘤组织中，=>: 表达均增高，且与肿瘤分期
相关。=>:与 AB""C< 共表达与胃癌淋巴管道浸润和
远处淋巴结转移呈正相关。目前，针对 =>:的肿瘤治
疗研究成为新热点。我们通过构建 =>: 特异性
5DE:F，下调 =>: 蛋白，观察 =>: 对胃癌细胞株
+9:!% 活力、凋亡、转移和黏附能力的影响，探索肿瘤
治疗新方法。

/ / 5DE:F技术是一种新兴的基因治疗技术，能有效、
特异地抑制细胞内基因的表达。它是通过 E:FD 机制
在哺乳动物细胞中阻断特定基因的表达从而达到研究

基因的功能或基因治疗的目的。与传统的基因治疗药

物相比，5DE:F具有两大明显优势：高特异性和高抑制
率。5DE:F抑制基因表达的效率极高，甚至可完全阻
断基因表达，效果接近基因敲除技术［*,，*$］。

!! !" !# !$
F：正常对照组（ G " ,((）；H：干预 !" &组（ G !( (((）；A：干预 #$ &组（ G 1 (((）；B：干预 "% &组（ G *, (((）

图 1" 扫描电镜下不同干预组细胞直径的改变
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! ! 在本实验中，通过四甲基偶氮唑蓝法我们观察到，
"#$ %&’$(降低了细胞的活力，抑制其增殖。同时，
"#$ %&’$(也促进了细胞凋亡的发生。凋亡的发生是
一系列的动态改变，前期结构尚无明显改变，细胞缩

小，细胞间连接和微绒毛消失，细胞质凝缩，内质网变

疏松并与胞膜融合，形成一个个空泡，核糖体与线粒体

等细胞器聚集，之后，细胞核内的染色质逐渐凝聚成新

月状附在核膜周边，细胞核固缩呈均一的致密物，进而

断裂成碎块，此时细胞膜仍保持完整；然后，胞膜及核

膜不断出芽、脱落，一个细胞变成数个大小不等的有膜

包裹的凋亡小体。扫描电镜观察到了细胞凋亡初始细

胞体积的缩小，)*+,-%. 染色则显示了核的改变，出现
了数量不等的凋亡小体。

! ! /#$的中心结构中有 0 个 ’12 序列，与整合素、
3244 密切相关。后两者是肿瘤细胞黏附的重要物质。
肿瘤细胞的侵袭和转移过程涉及生长因子介导的细胞

外基质（536）降解，使原发部位的肿瘤细胞穿透血管
内皮向远处播散，并最终形成新的转移病灶［07］。本研

究通过检测不同干预时间 "#$ 表达的变化，确定出
"#$ %&’$(的最优干预效果。在实现 "#$ %&’$( 的
最优干预效果时，我们观察到肿瘤细胞迁移黏附能力

也降低了。如采用细胞穿膜实验体外模拟 536 的结
果显示，"#$下调后，穿膜细胞数明显减少，证实 "#$
可促进胃癌细胞侵袭。"#$ %&’$(的最优干预时间点
的确立，为以后体内外实验中干预时间的选择研究提

供参考。

! ! 综上所述，本研究中设计的 "#$ %&’$(可有效抑
制胃癌细胞株中 "#$ 的表达，而 "#$ 干扰后肿瘤细
胞活力下降，其形态发生了改变，凋亡增多，侵袭和黏

附能力降低。
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