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［摘　要］　目的　探索肝癌相关基因ＣＯＭＭＤ７促进ＨｅｐＧ２细胞增殖转移的分子机制。方法　设计针对ＣＯＭＭＤ７基因的特
异性ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ）转染人类肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，作为干扰组（ＳｉＨｅｐＧ２）；并设置 ＰＴＥＮ抑制剂处理组（Ｓｉ＋ＢｐＶ
ＨｅｐＧ２）；空白对照组（ＨｅｐＧ２）；空载体对照组（ＮＨｅｐＧ２）。ｑＲＴＰＣＲ检测转染后各组 ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ基因 ｍＲＮＡ的表达变化；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ、ｐＡＫＴ和ＡＫＴ蛋白的表达变化；ＭＳＰ法检测ＰＴＥＮ基因甲基化水平；ＣＫＫ８法检测细胞增殖
能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞在转染前后转移及侵袭能力的改变。结果　ｓｉＲＮＡＣＯＭＭＤ７转染ＨｅｐＧ２细胞后，ｑＲＴＰＣＲ检测结果
显示，与空白对照组及空载体对照组相比较干扰组ＣＯＭＭＤ７基因的表达量降低８９．９％倍，ＰＴＥＮ基因的表达量升高２．８４１倍，差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：ｓｉＲＮＡ干扰组 ＣＯＭＭＤ７表达明显降低，ＰＴＥＮ表达升高；下游 ｐＡＫＴ表达
受到显著抑制；ＰＴＥＮ抑制剂处理组ＰＴＥＮ表达受到显著抑制，下游ｐＡＫＴ的表达明显增强；ＭＳＰ法检测结果显示，干扰组与空白对
照组及空载体对照组相比较，ＰＴＥＮ发生明显的去甲基化，表明抑制 ＣＯＭＭＤ７表达可诱导 ＰＴＥＮ去甲基化。ＣＫＫ８实验结果显示，
干扰组细胞较空白对照组及空载体对照组和ＰＴＥＮ抑制剂处理组增殖速度明显降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实
验实验结果显示，干扰组穿膜细胞数（１７．４±２．７），较空载体对照组（３６．２±３．２）、空白对照组（４１．６±４．５）及ＰＴＥＮ抑制剂处理组
（４７．６±１．８）明显减少，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｓｉＲＮＡ干扰下调ＣＯＭＭＤ７基因的表达，可诱导ＨｅｐＧ２细胞内抑癌
基因ＰＴＥＮ的去甲基化，增加ＰＴＥＮ蛋白的表达而抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，以降低ＨｅｐＧ２细胞的增殖、迁移及侵袭能力。
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　　ＣＯＭＭＤ７（ＣＯＭＭｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ７）是本科室前
期工作中筛选出的肝癌相关基因，定位于２０号染色体
２０ｑ１１．２２，是ＣＯＭＭＤ基因家族成员之一［１］，研究发现

其编码的蛋白与ＭＡＰＫ及ＮＦκＢ信号通路的异常活化
相关［２４］；ＲＴＰＣＲ证实该基因在人肝癌组织中的表达
明显高于癌旁组织，且表达量与肿瘤直径的大小、有无

门静脉转移呈显著正相关［５］。磷酸肌醇３激酶（ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）家族广泛分布于多种组
织，既具有Ｓｅｒ／Ｔｈｒ激酶活性，也具有磷脂酰肌醇激酶
活性［６］，可与ＡＫＴ，又称蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＫＢ）组成ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，在包含肝细胞癌的多
种肿瘤中发挥抑制细胞凋亡、促进细胞增殖、肿瘤形成

的重要作用，并参与调控肿瘤侵袭和转移。作为

ＭＡＰＫ及 ＮＦκＢ信号通路的上游信号通路［７８］，下调

ＨｅｐＧ２细胞中ＣＯＭＭＤ７的表达是否会抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路的异常活化，为本实验研究的内容。

１　材料与方法

１．１　细胞与试剂
人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２（中科院上海细胞库），ｓｉＲ

ＮＡＣＯＭＭＤ７重组慢病毒由上海吉玛制药技术有限公
司（ＳｈａｎｇＨａｉＧｅｎｅＰｈａｒｍａＣｏ，Ｌｔｄ）制备。ＭＥＭ培养
基、胎牛血清（ＧＩＢＣＯ美国），０．２５％胰蛋白酶溶液
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司）。引
物由上海生工生物技术服务有限公司合成。逆转录及

ＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）。质粒 ＤＮＡ提取试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ公司），甲基化修饰检测试剂盒（ＺＹＭＯ公司
美国）。细胞核蛋白提取试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ公司 美国），
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒，ＰＴＥＮ蛋白抑制剂 ｂｐＶ
（ｐｈｅｎ），抗 ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ抗体及辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔二抗均购自美国 Ａｂｃａｍ公
司。

１．２　细胞培养及慢病毒转染
人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞系置于 ＭＥＭ培养基

（ＧＩＢＣＯ，ＮａＨＣＯ３１．５ｇ／Ｌ，ＳｏｄｉｕｍＰｙｒｕｖａｔｅ０．１１ｇ／Ｌ
９０％；胎牛血清，１０％）中，于３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿
度的培养箱中培养传代。转染前１ｄ取对数生长期的
细胞１×１０５／ｍＬ接种于２４孔板上，分为４组：ＨｅｐＧ２
组（空白对照组），ＳｉＨｅｐＧ２组（干扰组），ＮＨｅｐＧ２组
（空载体对照组），Ｓｉ＋ＢｐＶＨｅｐＧ２组（ＰＴＥＮ抑制剂处
理组），均培养于含有１０μｇ／μｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ无血清及抗
生素的ＥＭＥ培养基中。次日观察细胞生长状况，当达

到８０％细胞生长融合度时开始转染。ＭＥＭ培养液稀
释病毒液后加入培养孔中，摇匀后置于３７℃、５％ ＣＯ２
及饱和湿度的培养箱中培养，１２ｈ后吸去含有病毒的
培养液，加入 ＥＭＥ培养基（１０％血清），Ｓｉ＋ＢｐＶ
ＨｅｐＧ２组使用含有５μＭｏｌ／ＬＢｐｖ（ｐｅｎ）培养液培养［９］，

继续培养４８ｈ后置于倒置荧光显微镜下观察绿色荧光
蛋白显色情况，估计病毒转染效率。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测慢病毒转染后 ＨｅｐＧ２细胞 ＣＯＭ
ＭＤ７、ＰＴＥＮ基因ｍＲＮＡ表达
转染后４８ｈ，收集筛选稳定转染的各组细胞，使用

Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，并参照逆转录试剂盒说明书将
ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ基因及 βａｃｔｉｎ
引物序列采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计（引物序列
见表１），由上海生工合成。ＰＣＲ总反应体系为２０μｌ，
反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环。９４℃ ３０ｓ，５３℃
３０ｓ，７２℃３０ｓ。ＣＯＭＭＤ７基因３２个循环，ＰＴＥＮ基因
４０个循环，βａｃｔｉｎ基因 ２３个循环，最后 ７２℃延伸
３ｍｉｎ。每组设３个复孔。

表１　ＣＯＭＭＤ７／ＰＴＥＮ引物序列

基因　 序列 扩增长度（ｂｐ）

ＣＯＭＭＤ７
上游引物：５’ＧＡＣＡＴＣＴＧＧＧＡＧＣＡＧＣＧＡＡＴ３’

１５１
下游引物：５’ＴＣＴＧＡＣＴＣＧＣＴＣＣＡＴＣＴＣＧＴ３’

ＰＴＥＮ　
　　上游引物：５’ＴＧＣＡＧＡＡＡＧＡＣＴＴＧＡＡＧＧＣＧＴＡ３’

１７９
　下游引物：５’ＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＧＴＴＡＴＧＧＴＣＴＴ３’

βａｃｔｉｎ 上游引物：５’ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ３’
２６８

下游引物：５’ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ３’

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒干扰后蛋白表达
收集慢病毒稳定转染后的４组细胞各１×１０７个，

配制含有磷酸酶抑制剂的裂解缓冲体系 Ｔｒｉｓ１Ｍｏｌ／Ｌ
５ｍＬ；ＥＤＴＡ０．５Ｍｏｌ／Ｌ０．２ｍＬ；ＮａＣｌ５Ｍｏｌ／Ｌ３ｍＬ；
ＮＰ４０１０％ １０ｍＬ；ＮａＶＯ３２００ｍＭｏｌ／Ｌ１ｍＬ；ＮａＦ５００
ｍＭｏｌ／Ｌ１ｍＬ；Ｎａｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ２．５％ １０ｍＬ；Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
７ｘ１４ｍＬ；超纯水定容至１００ｍＬ。裂解细胞后提取细
胞总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓度，经沸水浴 ５ｍｉｎ
变性后，取等量蛋白上样。经凝胶蛋白电泳后（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）转至 ＰＶＤ膜上。室温封闭 １ｈ后，分别使用
ＣＯＭＭＤ７（１∶１５００）、ＰＴＥＮ（１∶５０００）、ＡＫＴ（１∶１０００）、
ｐＡＫＴ（１∶５００）一抗４℃孵育过夜。辣根过氧化物酶
标记的山羊抗兔二抗１∶２５００稀释，室温孵育１ｈ后，
洗膜后ＥＣＬ化学发光试剂显色，暗室显影，用 Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒＩｍａｇｅｒＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ分析系统进行曝光、摄像。
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１．５　甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰＣＲ）检测ＰＴＥＮ基因甲
基化水平

按照ＤＮＡ提取试剂盒步骤说明，分别提取 ＨｅｐＧ２
组、ＳｉＨｅｐＧ２组、ＮＨｅｐＧ２细胞基因组 ＤＮＡ。每组取
２μｇ基因组 ＤＮＡ，使用亚硫酸氢钠进行转化，在经过
２次加热变性反应之后，未甲基化的胞嘧啶 ＣｐＧ发生
脱氨基反应转化为尿嘧啶 Ｕ，甲基化的胞嘧啶则不发
生上述转化，经柱状层析完成脱硫脱盐及 ＤＮＡ纯化。
根据ＰＴＥＮ基因修饰前后的改变，使用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计甲基化 Ｍ和非甲基化 Ｕ特异性引物（引
物序列见表 ２）。配制 ＰＣＲ反应体系：模板 ＤＮＡ
１．５μｌ，上下游引物各１．５μｌ，Ｔａｐ酶 Ｍｉｘ１２．５μｌ，水
８μｌ。ＰＣＲ反应参数：９４℃ ５ｍｉｎ，９０℃ ３０ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结
束后取５μｌ反应产物、１μｌ１６ｘ上样缓冲液和０．５μｌ染
料于２％琼脂糖凝胶中电泳后进行摄像。

表２　甲基化特异性引物序列

基因　　 序列 扩增长度（ｂｐ）

ＰＴＥＮＭ 　 上游：５’ＧＴＴＴＧＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＣ３’
１７８

下游：５’ＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＡＣＧＣＣＧＣＧ３’

ＰＴＥＮＵ　　　 上游：５’ＡＴＴＡＧＴＴＴＧＧＧＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＴ３’
１８６

　 下游：５’ＣＣＣＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＡＣＡＣＣＡＣＡ３’

１．６　ＣＣＫ８比色法检测细胞增殖
取对数生长期的细胞，消化制悬，调整细胞密度为

１×１０４／ｍＬ，接种于５块９６孔板上，每孔９０μｌ，每组设
５个复孔。Ｓｉ＋ＢｐＶＨｅｐＧ２组使用含有５μＭｏｌ／ＬＢｐｖ
（ｐｅｎ）培养液培养。每隔２４ｈ取出１块培养板，每孔
加入１０μｌＣＣＫ８试剂轻敲培养板混匀，继续培养３ｈ，
取出测定其在４５０ｎｍ波长处的吸光度［Ｄ（４５０）］。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移、侵袭能力
１．７．１　细胞迁移实验　　采用孔径为５μｍ的６孔小
室（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司），各组细胞使用无血清培养基消化制
悬，调整细胞密度为１×１０６／ｍＬ，取２００μｌ加入小室。
下室中加入５００μｌ含２．５％ ＦＢＳ的无血清培养基（下
室中不能含有气泡）。培养２４ｈ后弃孔中培养基，将
上室中细胞擦拭干净，９０％酒精常温固定 ３０ｍｉｎ，
０．１％结晶紫常温染色１０ｍｉｎ，冲洗后２００倍光镜下随
机选取１０个视野，计算穿膜细胞数目，评定细胞迁移
能力。

１．７．２　细胞侵袭实验　　５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ－２℃预
冷，１∶８稀释后包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底膜，４℃风干，无血
清培养基制悬，细胞浓度１×１０５／ｍＬ，取２００μｌ加入小
室。下室中加入５００μｌ含５％ＦＢＳ的无血清培养基。
其余步骤同细胞迁移实验。

１．７　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，实验数据以均数±标准

差（珋ｘ±ｓ）表示，组间数据比较采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳｉＲＮＡ慢病毒转染ＨｅｐＧ２细胞
转染７２ｈ后，倒置荧光显微镜下观察ＨｅｐＧ２细胞

（图１），选择５个不同的视野计算荧光细胞数目，计算
平均转染效率为９３．６％，达到后续试验条件。

ａ：慢病毒转染前；ｂ：同一视野慢病毒转染后
图１　倒置荧光显微镜观察慢病毒转染效率（×２００）

２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ基因 ｍＲＮＡ表达
空白对照组（ＨｅｐＧ２）设值为１，与空载体对照组

（ＮＨｅｐＧ２）的 ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ基因的 ｍＲＮＡ表达量
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。干扰组（Ｓｉ
ＨｅｐＧ２）ＣＯＭＭＤ７基因的 ｍＲＮＡ表达量降低了８９．９％
（０．０９５～０．１０８），ＰＴＥＮ基因的 ｍＲＮＡ表达量升高２．
８４１倍（２．４１６～３．３４１）。ＳｉＨｅｐＧ２与其余２组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。结果表明 ｓｉＲ
ＮＡ对ＣＯＭＭＤ７基因的干扰效果确切，且伴随 ＣＯＭ
ＭＤ７基因的下调，抑癌基因ＰＴＥＮ的表达显著上调。

：Ｐ＜０．０５，与其余２组分别比较
图２　ＲＴＰＣＲ检测ＣＯＭＭＤ７、ＰＴＥＮ基因 ｍＲＮＡ表达

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒干扰后蛋白表达
提取各组细胞蛋白进行免疫印迹实验，结果显示

慢病毒干扰下调 ＣＯＭＭＤ７蛋白的表达后，干扰组
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制蛋白 ＰＴＥＮ表达上调；下游激
活蛋白ｐＡＫＴ表达受到显著抑制；ＰＴＥＮ抑制剂处理
组ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制蛋白 ＰＴＥＮ表达受到显著
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抑制，通路下游激活蛋白 ｐＡＫＴ的表达明显增强。各
组细胞ＧＡＰＤＨ内参表达恒定，与 ｑＲＴＰＣＲ结果一致
（图３），说明下调 ＣＯＭＭＤ７可增加 ＰＴＥＮ的表达而抑
制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的活化。

１：空白对照组；２：空载体对照组；３：干扰组；４：ＰＴＥＮ抑制剂处理组
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测慢病毒干扰后蛋白表达

２．４　ＭＳＰ法ＰＴＥＮ基因甲基化水平
　　甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰＣＲ）检测 ＰＴＥＮ基因的
甲基化水平，结果见图４。空白对照组（ＨｅｐＧ２）及空载
体对照组（ＮＨｅｐＧ２）经 ＰＣＲ扩增后凝胶电泳后可见
颜色较深的甲基化条带（ｍ），而非甲基化条带（ｕ）颜色
较浅；提示ＨｅｐＧ２细胞的 ＰＴＥＮ基因有一定程度的甲
基化。干扰组（ＳｉＨｅｐＧ２）下调 ＣＯＭＭＤ７的表达后，
ＰＴＥＮ基因甲基化条带（ｍ）变浅，非甲基化条带（ｕ）颜
色加深。结果表明下调 ＣＯＭＭＤ７的表达后，可显著诱
导ＨｅｐＧ２细胞ＰＴＥＮ基因的去甲基化。

１：空白对照组；２：空载体对照组；３：干扰组；ｍ：ＰＴＥＮ基因甲基
化条带（１７８ｂｐ）；ｕ：ＰＴＥＮ基因非甲基化条带（１８６ｂｐ）

图４　ＭＳＰＣＲ检测ＰＴＥＮ基因甲基化水平

２．５　ＣＣＫ８比色法检测细胞增殖
干扰组细胞增殖能力与空白对照组、空载体对照

组及 ＰＴＥＮ抑制剂处理组相比均降低，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；而空白对照组（ＨｅｐＧ２）和空载体对
照组（ＮＨｅｐＧ２）之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见图５。
２．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移、侵袭能力

干扰组穿膜细胞数（１７．４±２．７）／ｍＬ，较空载体对
照组（３６．２±３．２）／ｍＬ、空白对照组（４１．６±４．５）／ｍＬ
及ＰＴＥＮ抑制剂处理组（４７．６±１．８）／ｍＬ明显减少，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图６。

：与其余３组同期比较，Ｐ＜０．０５
图５　ＣＣＫ８比色法检测细胞增殖

：与其余３组比较，Ｐ＜０．０５
图６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移、侵袭能力

３　讨论

原发性肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
是我国最常见的恶性肿瘤之一。根据２０１４年世界卫
生组织全球癌症报告显示，在我国的恶性肿瘤中肝癌

发病率居第４位，死亡率排名第２位，有发现晚、死亡
率高的临床特点。越来越多的研究表明，原发性肝癌

的发生、发展是不同基因在各个阶段相互作用的复杂

过程，癌基因、抑癌基因和细胞内信号传导通路的异常

活化或异常失活是肝癌发生的分子基础［１０１２］。肝癌发

生的分子调控机制至今仍未完全阐明，寻找与肝癌发

生、发展相关的基因，阐明其功能及其作用机制，对肝

癌临床治疗具有重要意义。

ＣＯＭＭＤ７基因是我科室在前期工作中发现的肝癌
相关基因，定位于２０号染色体２０ｑ（１１；２２）。Ｐｒｏｓｉｔｅ分
析显示该基因可能存在３个蛋白激酶Ｃ磷酸化位点、２
个酪蛋白激酶２磷酸化位点、２个肉豆蔻基位点（ＭＹＲ
ＩＳＴＹＬ）、１个天冬酰胺酶糖基化位点。ＲＴＰＣＲ证实该
基因在人肝癌组织中的表达明显高于癌旁组织，且表

达量与肿瘤直径的大小、有无门静脉转移呈显著的正

相关［１３］。后续的体外研究也显示，ＣＯＭＭＤ７的高表达
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使ＭＡＰＫ／ＥＲＫ及ＮＦκＢ信号通路的异常活化［７８］，促

进肝癌细胞的增殖，但具体机制尚不明确。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路已被证实在多种肿瘤中被异
常活化，促进肿瘤细胞的增殖、侵袭及转移，并与肿瘤

细胞的化学耐药和放射抗拒密切相关。目前将该通路

作为治疗靶点的药物开发成为备受关注的热点［１４］。

ＡＫＴ，是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号转导通路的核心蛋白，最初作
为一种原癌基因被发现，因其对多种细胞的代谢、生

长、增殖及蛋白合成具有关键性的调节作用而成被关

注焦点。ＰＩ３Ｋ（磷脂酰肌醇３激酶）ｐ８５亚基可与多种
生长因子和跨膜信号传导复合物结合而启始 ＰＩ３Ｋ的
激活［１５］，ｐ１１０亚基在质膜上产生第二信使３磷酸磷脂
酰 肌 醇 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３，４，５ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＰＩＰ３），ＰＩＰ３通过 ＰＨ结构域与 ＡＫＴ结合，在 ＰＤＫ１、
ＰＤＫ２的参与下磷酸化ＡＫＴ的 Ｓｅｒ４７３和 Ｔｈｒ３０８位点，
ｐＡＫＴ通过磷酸化作用激活或抑制其下游靶蛋白Ｂａｄ、
Ｃａｓｐａｓｅ９、ＮＦκＢ、Ｆｏｒｋｈｅａｄ、ｍＴＯＲ等调节细胞的增殖、
凋亡以及迁移等［１６］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的活性受抑
癌基因类脂磷酸酶ＰＴＥＮ（Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏ
ｌｏｇｕｅｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ）的负调节，ＰＴＥＮ是一
个ＰＩＰ３磷酸酶，与ＰＩ３Ｋ的功能相反，它可以通过去磷
酸化将 ＰＩＰ３转变为 ＰＩ４，５Ｐ２而降解，从而阻断 ＡＫＴ
及其下游效应分子的有效活化［１７］。ＰＴＥＮ在减弱 ＰＩＰ３
信号传导而增加ＰＩＰ２水平的过程中，发挥着重要的作
用，影响着细胞的多种功能途径，其自身活性主要调节

形式有甲基化和泛素化［１８１９］。但是 ＣＯＭＭＤ７是否会
促进 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的异常活化，这一过程是否
与ＰＴＥＮ相关目前尚不清楚。

本研究通过慢病毒稳定转染ｓｉＲＮＡ下调ＣＯＭＭＤ７
基因后观察其对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖、侵袭和转移的
影响。慢病毒转染后 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ的结果
表明，ＣＯＭＭＤ７基因的表达被成功抑制；并且随着
ＣＯＭＭＤ７表达量的降低，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路中关键
蛋白ＰＡＫＴ明显减少，通路的异常活化受到抑制。为
进一步阐述ＣＯＭＭＤ７调控ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路活性的
具体机制，在下调 ＣＯＭＭＤ７后对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
中主要的负性调控蛋白 ＰＴＥＮ进行检测，ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ的结果表明：随着 ＣＯＭＭＤ７表达量的降
低，ＰＴＥＮ基因的ｍＲＮＡ和蛋白的表达量均有明显的升
高。那么是否可以推测ＣＯＭＭＤ７是通过对ＰＴＥＮ基因
的调控而影响ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的活化？为明确这
一点本实验加入了 ＰＴＥＮ抑制剂处理组，通过在培养
基中加入Ｂｐｖ（ｐｅｎ）促使细胞中的ＰＴＥＮ蛋白变性水解
丧失活性，再对上述指标进行Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ检测，结果显

示：在ＰＴＥＮ蛋白受到抑制之后，ＣＯＭＭＤ７的下调没有
造成ＰＡＫＴ的减少，甚至出现了增多的趋势。ＣＫ８实
验与Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验的结果也与上述结果一致。为揭示
ＣＯＭＭＤ７调控ＰＴＥＮ的具体作用机制，本研究检测了
在转染前后ＰＴＥＮ基因甲基化及泛素化的改变，发现：
在下调ＣＯＭＭＤ７的表达之后，ＰＴＥＮ基因发生了明显
去甲基化，与ｑＲＴＰＣＲ检测到ｍＲＮＡ表达显著增强的
结果相一致。结合本研究和前期研究结果，我们认为

ＳｉＲＮＡ干扰下调 ＣＯＭＭＤ７基因的表达，可诱导 ＨｅｐＧ２
细胞内抑癌基因ＰＴＥＮ的去甲基化，增加ＰＴＥＮ蛋白的
表达而抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路，以降低 ＨｅｐＧ２细胞
的增殖、迁移及侵袭能力。

综上所述，ＣＯＭＭＤ７在肝癌的发生、发展中具有重
要的作用。ＣＯＭＭＤ７的高表达与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
的异常活化密切相关。此外 ＣＯＭＭＤ７／ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ途
径是否可以成为一个潜在的肝癌药物治疗靶点及

ＣＯＭＭＤ７诱导ＰＴＥＮ基因甲基化的具体机制仍需进一
步的研究。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０３Ｅ０１６０１５

幼兔重度肺冲击伤动物模型的建立

梁　毅１，２，代　维１，麻　超１，张潇俊１，游　昕３，周继红１　（１．第三军医大学大坪医院野战外科研究所四室，重庆 ４０００４２；
２．成都军区总医院急诊科，四川 成都 ６１００３８；３．南京军区４５４医院心胸外科，江苏 南京 ２１００００）

［摘　要］　目的　建立稳定的幼兔重度肺冲击伤实验动物模型，为未成熟肺冲击伤机制和肺损伤救治研究提供理想的动物模
型。方法　致伤驱动压初筛：选取４周龄新西兰白兔１６只，随机分为驱动压４．０ＭＰａ组和４．５ＭＰａ组，采用ＢＳＴⅠ型生物激波管，
以相应的驱动压力致伤，对比２组肺冲击伤伤情。肺冲击伤伤情特点观察：选取４周龄新西兰白兔４８只，随机分为正常对照组
（８只）和冲击伤组（４０只），依前面研究结果，冲击伤组采用４．５ＭＰａ驱动压进行致伤；分别于伤即刻（０ｈ）、２ｈ、４ｈ、６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、
４８ｈ及７２ｈ观测动物生命体征和生理指标、肺大体解剖和光镜病理、测定肺组织含水量等。结果　致伤驱动压初筛：２组动物均存
活，４．０ＭＰａ组冲击波超压为（３２８．１６±４．７８）ｋＰａ，重度肺冲击伤率为１２．５％，ＡＩＳ评分（３．３８±０．５２）分；４．５ＭＰａ组冲击波超压为
（３９５．０４±１１．７４）ｋＰａ，重度肺冲击伤率为８７．５％，ＡＩＳ评分（４．１３±０．６４）分。肺冲击伤伤情特点观察：致伤动物均存活，伤后即刻
出现持续约０．５ｈ的精神萎靡等情况，随后动物呼吸和心率等加快，肺出现广泛片状出血和水肿，肺含水量显著增加，多为重度冲击
伤，ＡＩＳ评分（３．９８±０．５５）分，肺光镜病理以肺组织断裂、出血、水肿，伴炎细胞浸润为主。结论　利用 ＢＳＴⅠ型生物激波管，采用
４．５ＭＰａ驱动压可建立稳定的４周龄新西兰白兔重度冲击伤模型，此模型伤情稳定，可用于未成熟肺冲击伤机制和肺损伤救治的实
验研究模型。

［关键词］肺冲击伤；幼兔；动物模型；生物激波管
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ｇｅｒｙ，ＤａｐｉｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００４２，Ｃｈｉｎａ；２．ＥｍｅｒｇｅｎｃｙＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ，ＣｈｅｎｇｄｕＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆ
ＣｈｅｎｇｄｕＭｉｌｉｔａｒｙＣｏｍｍａｎｄｏｆＰＬＡ，ＣｈｅｎｇｄｕＳｉｃｈｕａｎ６１００３８，Ｃｈｉｎａ；３．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，４５４ｔｈＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＮａｎｊｉｎｇＭｉｌ
ｉｔａｒｙＣｏｍｍａｎｄｏｆＰＬＡ，ＮａｎｊｉｎｇＪｉａｎｇｓｕ２１００００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆｓｅｖｅｒｅｂｌａｓｔｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｂａｂｙｒａｂｂｉｔｓ，ａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｗａｙｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｃｈａｒ
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｂｌａｓｔｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｎｏｒｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄｓｉｘｔｅｅｎ４－ｗｅｅｋｓｏｌｄＮｅｗＺｅａｌａｎｄｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔｓ，ａｎｄ
ｔｈｅｂｌａｓｔｌｕｎｇｉｎｊｕｒｉｅｓｗｅｒｅｍａｄｅｂｙＢＳＴⅠ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｈｏｃｋｔｕｂｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｉｖｅｐｒｅｓｓｕｒｅ（４．０Ｍｐａａｎｄ４．５ＭＰａ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｎ

　［基金项目］国家自然科学基金（８１４７１８６５）；南京军区重点科研课题（ＺＸ１４２０１４）
　［通信作者］周继红，Ｅｍａｉｌ：


ｔｒａｕｍａｚｊｈ＠１２６．ｃｏｍ

［１０］ＯｓａｄａＳ，ＮａｇａｎａｗａＡ，ＭｉｓｏｎｏｕＭ，ｅｔａｌ．Ａｌｔｅｒｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｔｕｍｏｒｍａｒｋｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇ
ｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙＬｅｔｔｅｒｓ，
２００６，１６７（２）：１０６－１１３．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｔｏｘｌｅｔ．２００６．０８．０１４．

［１１］ＯｈｔａＫ，ＯｈｉｇａｓｈｉＭ，ＮａｇａｎａｗａＡ，ｅｔａｌ．ＨｉｓｔｏｎｅａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭＯＺａｃｔｓ
ａｓａｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮｒｆ２ＭａｆＫａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｔｕｍｏｕｒｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｄｕｒｉｎｇｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２００７，４０２（３）：５５９－５６６．

［１２］ＹｅｈＳＨ，ＣｈｉｕＣＭ，ＣｈｅｎＣＬ，ｅｔａｌ．Ｓｏｍａｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓａｔｔｈｅｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉ
ｄｅｒｅｐｅａｔｓｏｆａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅｉｎｍａｌｅｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００７，１２０（８）：１６１０－１６１７．

［１３］郑　璐，梁　平，李　靖，等．重组ＢＣ０４７４４０蛋白的表达及其对人
肝癌细胞系ＨｅｐＧ２增殖的影响［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１０，３２
（１９）：２０４９－２０５２．

［１４］ＰｏｒｔａＣ，ＦｉｇｌｉｎＲＡ．Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３Ｋｉｎａｓｅ／ＡＫＴＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈ
ｗａｙａｎｄＫｉｄｎｅｙＣａｎｃｅｒ，ａｎｄｔｈｅＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＰｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＰｈｏｓｐｈａｔｉ
ｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３Ｋｉｎａｓｅ／ＡＫＴＩｎｈｉｂｉｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＵｒｏｌ，２００９，１８２（６）：

２５６９－２５７７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｕｒｏ．２００９．０８．０８５．

［１５］ＢｏｚｕｌｉｃＬ，ＨｅｍｍｉｎｇｓＢＡ．ＰＩＫＫｉｎｇｏｎＰＫＢ：ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＫＢａｃｔｉｖｉｔｙ

ｂｙｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００９，２１（２）：２５６－

２６１．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｂ．２００９．０２．００２．

［１６］牛国梁，张树友．ＰＩ３Ｋ１ＡＫＴ信号传导通路与肿瘤［Ｊ］．现代生物医

学进展，２０１０，１０（２０）：３９９４－３９９６．

［１７］ＳａｌｍｅｎａＬ，ＣａｒｒａｃｅｄｏＡ，ＰａｎｄｏｌｆｉＰＰ．ＴｅｎｅｔｓｏｆＰＴＥＮＴｕｍｏｒＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，２００８，１３３（３）：４０３－４１４．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．２００８．０４．０１３．

［１８］ＳｈａｒｒａｒｄＲＭ，ＭａｉｔｌａｎｄＮＪ．ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰｒｏｔｅｉｎＫｉｎａｓｅＢａｃｔｉｖｉｔｙｂｙ

ＰＴＥＮａｎｄＳＨＩＰ２ｉｎｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌａｒ

Ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ，２００７，１９（１）：１２９－１３８．

［１９］ＣａｒｎｅｒｏＡ，ＢｌａｎｃｏＡｐａｒｉｃｉｏＣ，ＲｅｎｎｅｒＯ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

ＳｉｇｎａｌｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙｉｎＣａｎｃｅｒ，ＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＩｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｒｅｎｔ

ＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２００８，８（３）：１８７－１９８．

（编辑：周小林）

８１３ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１６，２５（５）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ


