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［摘　 要］　 目的　 探究ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１生长、运动及上皮间质转化的影响。方法　 将ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３载体
和空质粒载体转染至ＳＧＣ７９０１细胞，根据处理方式不同，将细胞分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｈＲＮＡＮＣ组和ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组。克隆形成实验
检测细胞克隆形成率；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测侵袭细胞数；划痕实验检测细胞划痕愈合率；显微镜观察上皮间质转化形态学变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测Ｋｉ６７、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、上皮钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）蛋白表达水
平。结果　 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组克隆形成率降低（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表达降低（Ｐ ＜ ０． ０５），侵袭细胞数减少
（Ｐ ＜ ０． ０５），划痕愈合率降低（Ｐ ＜ ０． ０５），上皮间质转化受到抑制，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达升高（Ｐ ＜ ０． ０５），Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白
表达降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 ｓｈＲＮＡ ＦｏｘＤ３可抑制ＳＧＣ７９０１细胞的增殖、侵袭、迁移和上皮间质转化。
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　 　 胃癌是一种起源于胃黏膜上皮的消化系统恶性肿
瘤，发病率居所有恶性肿瘤的第５位［１］。胃癌根据癌
灶部位分为胃底贲门癌、胃体癌、胃窦癌等［２］。当前
胃癌的治疗方案主要包括手术和化学治疗，但术后辅
助化学治疗长期治疗效果并不理想，据报道大约５０％
的胃癌手术患者肿瘤会复发［３］，且不良反应多，耐药
率高，中位总生存期不尽如人意［４］。因此，传统的胃
癌治疗方案不能满足临床需求，必须探索新的治疗
方法。

在胃癌的研究进展中，已经发现了许多与胃癌发
生、发展、侵袭和转移有关的蛋白，但却很少被实际应
用于临床，因此，加强对功能基因应用的研究将有益于
胃癌治疗策略的制定。叉头框蛋白Ｄ３（Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ
Ｄ３，ＦｏｘＤ３）是ＦＯＸ家族成员之一，具有保持胚胎干细
胞多能性，调节肿瘤的增殖、侵袭、血管形成和迁移的
作用，且在多种肿瘤中异常表达［５６］。已有研究表明
ＦｏｘＤ３在胃癌组织中高表达，并可能通过Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅ
ｎｉｎ信号促进胃癌的发生发展［７］。但ＦｏｘＤ３在胃癌中
的具体作用机制仍不清楚。本文通过干扰ＦｏｘＤ３，探
讨其对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１生长、运动及上皮间质转
化的影响。
１　 材料与方法
１． １　 试验试剂

ＲＰＭＩ １６４０ 培养基（６１８７０１２７）、胎牛血清
（１００９９１４１）、胰蛋白酶（１５０５００５７）和青—链霉素
（１５１４０１２２）均购自美国赛默飞世尔科技公司；永生化
胃黏膜上皮细胞系ＧＥＳ和人胃腺癌细胞ＳＧＣ７９０１购
自美国典型培养物保藏中心；二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏ
ｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒（Ｐ００１２Ｓ）购自
上海碧云天生物技术研究所；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（３３７４）购自美
国Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；兔抗ＦｏｘＤ３ （ａｂ６４８０７）、Ｋｉ６７
（ａｂ１５５８０）、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ，ａｂ１８１９７）、上皮钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，
ａｂ１５１４８）、神经钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，ａｂ１８２０３）、波形
蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａｂ１３７３２１）、βａｃｔｉｎ（ａｂ８２２７）单克隆抗
体购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１． ２　 细胞培养

将ＧＥＳ细胞和ＳＧＣ７９０１细胞置于３７ ℃、５％
ＣＯ２恒温培养箱中用高糖ＲＰＭＩ １６４０培养基（含１０％
胎牛血清和１％青—链霉素）培养，每３ ｄ更换１次培
养基，收集细胞时用０． ２５％胰蛋白酶消化，试验选用
对数生长期细胞。

１． ３　 细胞处理及分组
设计３条不同的ｓｈＲＮＡ序列干扰片段（ＦｏｘＤ３

ｓｈＲＮＡ１、ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ 和ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ３）转染至
ＳＧＣ７９０１细胞干扰ＦｏｘＤ３表达。通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ和
ＲＴＰＣＲ实验选择最佳干扰序列ｓｈＲＮＡ２进行后续实
验。细胞随机分为Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｈＲＮＡＮＣ组和ＦｏｘＤ３
ｓｈＲＮＡ２组。Ｃｏｎｔｒｏｌ组不作处理，ｓｈＲＮＡＮＣ组转染空
质粒，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组转染ｓｈＲＮＡ２。
１． ４　 ＲＴＰＣＲ检测相关ｍＲＮＡ表达

用ＴＲＩｚｏｌ 法从各组ＳＧＣ７９０１ 细胞中提取总
ＲＮＡ，于３７ ℃、５％ ＣＯ２恒温培养箱中培养，使用Ｆａｓｔ
Ｋｉｎｇ ＲＴ试剂盒通过标准反应进行ｍＲＮＡ的逆转录，
使用Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ Ｍｉｘ进行实时ＰＣＲ，反应条件为：９５ ℃
２ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １５ ｓ。ＦｏｘＤ３ｓｈＲ
ＮＡ１ Ｆ：５’ＡＧＣＡＡＧＣＣＣＡＡＧＡＡＴＡＧＣ３’，Ｒ：５’ＴＣ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＡＧＴＡＧＴＴＧ３’；ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２ Ｆ：５’ＡＧＣ
ＧＣＣＡＧＣＧＡＴＡＴＧＴＣＣＧ３’，Ｒ：５’ＴＧＣＣＡＧＧＧＣＴＴＧＣ
ＧＧＴＴＧＡ３’；ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ３ Ｆ：５’ＡＣＴＣＴＧＣＣＴＣＴＣＣ
ＣＣＡＡＴＴＴ３’，Ｒ：５’ＣＣＡＴＣＣＣＣＡＣＧＧＴＡＣＴＡＡＧＡ３’；
βａｃｔｉｎ Ｆ：５’ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣＣＡ３’，Ｒ：５’
ＣＴＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３’。以βａｃｔｉｎ为
内参，用２ΔΔＣＴ方法进行定量计算。
１． ５　 克隆形成法检测细胞克隆形成率

将ＳＧＣ７９０１细胞接种至６孔板，每孔约５００个细
胞，培养７ ｄ后弃掉上清液，４％多聚甲醛固定２０ ｍｉｎ，
０． １％结晶紫染色１５ ｍｉｎ，洗净干燥后于显微镜下观察
各组克隆形成数目，计算克隆形成率。细胞克隆形成
率（％）＝细胞克隆总数／接种细胞数× １００％。
１． ６　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测侵袭细胞数

取无血清培养基稀释的人工基底膜，加入Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ上室，３７ ℃风干。取对数生长期的ＳＧＣ７９０１细
胞，上室中加入２００ μＬ细胞悬液，下室中加５００ μＬ含
血清的ＲＰＭＩ １６４０培养基。３７ ℃、５％ ＣＯ２下培养
２４ ｈ，棉签擦去基质胶和上室细胞，多聚甲醛固定后染
色。光学显微镜下计数并拍照，每个样本随机选取
５个视野。
１． ７　 划痕实验检测细胞划痕愈合率

按１． ３所述方法分组处理ＳＧＣ７９０１细胞后，将细
胞接种于６孔板，当细胞长满约８０％时用中枪头垂直
于６孔板水平划线，ＰＢＳ缓冲液清洗３次后，加入无血
清的培养基于３７ ℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ ｈ后取
样拍照。划痕愈合率＝（０ ｈ划痕宽度－ ２４ ｈ划痕宽
度）／ ０ ｈ划痕宽度

"

１００％。
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１． ８　 上皮间质转化形态学观察
取各组对数生长期细胞，通过显微镜观察各组细

胞上皮间质转化形态学变化。
１． ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测相关蛋白表达

各组细胞加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提取
总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白含量。ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分
离蛋白转移至ＰＶＤＦ膜。４ ℃下加入ＦｏｘＤ３、Ｋｉ６７、ＰＣ
ＮＡ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗（１ ∶ １ ０００）孵
育过夜，ＴＢＳＴ清洗后加入ＨＲＰＩｇＧ（１∶ １０ ０００），加入电
化学发光显色液显色。以βａｃｔｉｎ为内参，Ｉｍａｇｅ Ｊ Ｖ
１． ８． ０． １１２软件分析各组细胞目的蛋白与βａｃｔｉｎ比值。
１． １０　 统计学分析

使用ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５进行统计学分析，试验数
据以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，２组间比较采用ｔ检

验，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ ＜ ０． ０５为差
异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平

与ＧＥＳ细胞比较，ＳＧＣ７９０１细胞中ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ
水平升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１ａ；与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ１组、ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组、
ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ３组细胞中ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ水平均降低，
ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组ｍＲＮＡ水平最低，差异有统计学意
义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１ｂ。选择最佳干扰序列ｓｈＲＮＡ２
进行后续实验，结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３
ｓｈＲＮＡ２组ＦｏｘＤ３蛋白水平降低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图１ｃ。

ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＧＥＳ细胞和ＳＧＣ７９０１细胞中ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ水平；ｂ：ＲＴＰＣＲ检测３个ＦｏｘＤ３ ｓｈＲＮＡ中ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ水平；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＦｏｘＤ３蛋白表达水平　 ：与ＧＥＳ细胞比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 ＦｏｘＤ３ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平
２． ２　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３抑制ＳＧＣ７９０１细胞增殖

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组细胞克隆形
成率降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图２。
２． ３　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３下调ＳＧＣ７９０１细胞中Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ

蛋白表达水平
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ

蛋白水平降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图３。
２． ４　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３降低ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组侵袭细胞数
减少，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。
２． ５　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３抑制ＳＧＣ７９０１细胞迁移

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组细胞划痕愈
合率降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５。
２． ６　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３抑制ＳＧＣ７９０１细胞上皮间质转化

Ｃｏｎｔｒｏｌ组及ｓｈＲＮＡＮＣ组细胞呈分散的类圆或纺
锤体样，细胞之间黏附力降低，大量细胞由上皮向间质

ａ：克隆形成实验检测各组ＳＧＣ７９０１细胞克隆情况（× ２００）；
ｂ：半定量分析各组ＳＧＣ７９０１细胞克隆形成率　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图２　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞增殖的影响
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转化，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组细胞排列紧密，少数细胞呈间
质细胞形态，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组上皮
间质转化受到抑制，见图６。
２． ７　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３上调ＳＧＣ７９０１细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白表达，下调Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｏｘＤ３ｓｈＲＮＡ２组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

蛋白表达升高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达降低，差异有统计学意义
（Ｐ ＜ ０． ０５），见图７。

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组ＳＧＣ７９０１细胞中Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表
达；ｂ：半定量分析各组ＳＧＣ７９０１细胞Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表达　
：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图３　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞中Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表

达水平的影响

ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测各组ＳＧＣ７９０１细胞侵袭细胞数（×２００）；ｂ：半定量分析各组ＳＧＣ７９０１细胞侵袭细胞数　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜０． ０５
图４　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞侵袭的影响

ａ：划痕实验检测各组ＳＧＣ７９０１细胞迁移（× ２００）；ｂ：半定量分
析各组ＳＧＣ７９０１细胞划痕愈合率　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５

图５　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞迁移的影响

图６　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞上皮间质转化的影响（×２００）

３　 讨论
胃癌是具有高度侵入性和攻击性的恶性肿瘤，严

重威胁人类的生命和健康［８］。寻找胃癌早期诊断及

ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组ＳＧＣ７９０１细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达；ｂ：半定量分析各组ＳＧＣ７９０１细胞中Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达　 ：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
Ｐ ＜ ０． ０５
图７　 ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３对ＳＧＣ７９０１细胞中Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄ

ｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达的影响
治疗的方案具有重要意义。已有研究表明，ＦｏｘＤ３可
预测胃癌患者的预后［９］。ＦｏｘＤ３可能是继ＣＤ４４ｖ６的
另一种特异性胃癌干细胞表面标记物，在胃癌的发生、
发展、侵袭、转移、分化、增殖和凋亡中起重要作用［１０］。

胃癌细胞早期就易发生转移，主要是由于胃癌细
胞增殖能力极强［１１］。抑制胃癌细胞增殖是控制胃癌
进展的关键。Ｋｉ６７是一种增殖细胞核相关抗原，其水
平高低可反映细胞的增殖状态，相关研究表明Ｋｉ６７在
胃癌组织中高表达［１２］。ＰＣＮＡ是一种与细胞增殖状
态有关的核蛋白，随着临床分期增加和淋巴结转移的
发生，其表达水平逐渐增高，可反映癌细胞增殖情况及
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所处细胞周期［１３］。本研究Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ结果显示，转
染ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３ 载体后，ＳＧＣ７９０１ 细胞中Ｋｉ６７、
ＰＣＮＡ蛋白表达降低，提示敲低ＦｏｘＤ３表达可抑制
ＳＧＣ７９０１细胞增殖。

胃癌细胞的高迁移率致使患者术后易发生局部侵
袭甚至转移，这也是造成胃癌患者死亡的直接原
因［１４］。刘四卫等［５］研究发现，ＦｏｘＤ３过表达可抑制肺
癌细胞增殖、迁移和侵袭。朱婧等［１５］研究发现，原发
性直肠癌组织中ＦｏｘＤ３蛋白表达低于正常组织，且与
结肠癌肿瘤的发展及预后相关。本研究通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
和划痕愈合实验发现，转染ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３载体后，
ＳＧＣ７９０１细胞侵袭细胞数和划痕愈合率均降低，提示
敲低ＦｏｘＤ３表达可抑制ＳＧＣ７９０１细胞侵袭和迁移。

上皮间质转化是正常上皮细胞转变为间质表型细
胞的过程，胃癌细胞的侵袭转移及肿瘤干细胞特性与
上皮间质转化过程密切相关［１６］。上皮间质转化在胃
癌组织和细胞中均表现为上皮细胞标志蛋白Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ表达的降低和间充质细胞标志蛋白Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的过表达［１７］。Ｂｅｎａｙｏｕｎ 等［１８］研究发现，
ＦｏｘＤ３可通过介导上皮间质转化及肿瘤干细胞的形
成，维持肿瘤干细胞特性及肿瘤耐药。本研究通过
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ实验发现，转染ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３载体后，
ＳＧＣ７９０１细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达上调，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达下调，提示敲低ＦｏｘＤ３表达可抑制
ＳＧＣ７９０１细胞上皮间质转化。

综上所述，ｓｈＲＮＡＦｏｘＤ３具有抑制ＳＧＣ７９０１细胞
增殖、侵袭、迁移和上皮间质转化的能力。敲低ＦｏｘＤ３
表达对防止胃癌的进展具有重要意义。
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