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Kail对人喉癌 Hep-2细胞株增殖及生长周期的影响 
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【摘 要】目的：探讨肿瘤转移抑制基因Kail对人喉癌Hep一2细胞株增殖能力及生长周期的影响。方法：本研究以喉癌Hep一2细 

胞株为研究对象，将携带有 Kail基因的重组腺病毒(rAd—Kail)进行扩增 、纯化并测定其滴度，用适量 rAd—Kail转染人喉癌 

Hep一2细胞株，利用 RT～PCR技术对转染效果进行检测，以未转染 Kai1的喉癌细胞株为对照组，用四甲基偶氮唑蓝(MYr)法、流 

式细胞术测定转染组细胞株的增殖抑制率和细胞周期。结果：rAd—Kail经扩增、纯化后 ，滴度可达 10mPFU／ml，当病毒量为 

30MOI时，对 Hep一2细胞的转染率达93％以上。Mqq"实验显示转染 Kail的Hep一2细胞株体外增殖能力明显弱于对照组(P<0．01)， 

抑制率可达 29％。流式细胞术显示与对照组比较，转染组 GJG 期细胞数量增加，S期细胞数量减少 ，差异有显著性(尸l<O．05 o结 

论：通过重组腺病毒介导，成功地将Kail基因转入喉癌Hep一2细胞株，Kail对喉癌细胞体外增殖能力具有抑制作用，其机制可能 

是将Hep一2细胞生长周期阻滞于G0／G。期，提示：Kai1抑癌基因可能通过阻滞肿瘤细胞生长周期实现抑制肿瘤细胞增殖。 
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Effect of gene Kail on the proliferation and cell cycle of laryngeal carcinoma 

Hep一2 cellIine 

WANGHong-peng et al 

(Department ofOtolaryngology，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To study the effect of gene Kail on the proliferation and cell cycle of laryngeal carcinoma Hep-2 cell line． 

Methods：The Hep-2 cell line was used as the subject，the expansion purification and the concentration ofthe Kail gene was tested，and 

the gene was transferred into Hep一2 cell line by adenovirus．The non-transfe~ed group was used as a contro1．By means of M1rr the effect 

of Kail gene on the cell proliferation of Hep——2 cell line was tested and by means of RT——PCR the expression of Kail in transfected cell was 

tested；cell cycle of Hep-2 cells was assayed by flow cytometry．Results：The concentration of KaiI gene can be 10 。PFU／ml after 

expansion and purification，when the concentration of the adenovirus Was 30 MOI，the transfection rate of Hep-2 cell line can be above 

93％．M IT shows the cell proliferation was slower and less of the Kail-Hep-2 cell line compared to the control group(19<0．O1)．The 

inhibition rate can up to 29％．Flow cytometry showed the number of Kail—Hep一2 cells in GJG1 phase was elevated，and the number in S 

phase was decreased．Conclusion：Th e Kai 1 gene had the effect of inhibiting the cell proliferation of Hep-2 cell line and the possible 

machanism would be the cycle pattern was changed after Hep一2 cells Was transfected with Kail gene． 
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喉癌是头颈部常见的恶性肿瘤之一，其发病率约占全身 

肿瘤的 l％ 5％，术后易出现复发及转移，中晚期患者运用 

放化疗易产生耐药及对身体产生不良影响，故寻找新的治疗 

手段具有重要意义。Kai1基因(Kang Ai 1)，是 1995年 Dong 

等从转移到 AT6．1细胞系中的人第 11号染色体中分离到的 

能特异性抑制肿瘤转移的基因，命名为Kai1基因。DNA序列 

分析证明Kai1与 CD82基因是相同的，Kail／CD82属于四穿 

膜超家族(Transmembrane 4 Supeffamily，TM4SF)成员之一，在 

细胞的聚集、粘附、迁移、增殖中均有调节作用『1_。研究发现【21] 
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Kai!在多数恶性肿瘤中表达降低 ，且与肿瘤的预后、恶性进 

展、治疗以及与其它肿瘤相关基因有着密切的联系。本研究 

采用重组腺病毒介导 Kail基因转染喉癌细胞 Hep一2为研究 

材料 ，检测 Kail基因对喉癌细胞体外增殖的影响，并从细胞 

周期角度探讨其可能机制。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 病毒与细胞 喉癌细胞株Hep一2及 Kail基因表达型 

腺病毒由本室保存。 

1．1．2 试剂 RPMI1640培养基购于美国 GIBCO公司，新生 

小牛血清购于杭州四季青生物工程材料有限公司，DMEM、 
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胰蛋白酶、M1TI、、DMSO购于美国 Sigma公司，PBS购于北京 

中杉生物技术有限公司，一20~C保存。DNA提取试剂盒、Kail 

基因PCR引物及 PCR通用试剂盒购于上海生工公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1细胞培养 Hep一2细胞培养于含 10％新生小牛血清的 

RPMI1640培养基中，于 37℃、5％CO，孵箱孵育，倒显微镜观 

察生长晴况，l：3比例传代，收集对数生长期细胞，0．25％胰酶消 

化，新鲜培养液制备细胞悬液，加入台盼兰进行活细胞计数。 

1．2．2 rAd—Kail的扩增 HEK293细胞接种于培养瓶，培 

养至细胞接近饱和时加入 10 MOI的病毒上清，3 d后待细胞 

全部病变、死亡时，收集细胞及上清 4~C冰浴，超声破碎每次 

15 s，间隔 5 S，共 3次。4 000 r／min离心，去除细胞碎片，收集 

上清，4℃、35 000 g高速离心 6 h，浓缩病毒，重悬于 PBS 

中，再以 1．34 g／mlCsCI 100 000 X g、4℃超速离心 12 h，收集 

病毒带，除菌待用。 

1．2．3 rAd—Kai1的滴度测定[41 HEK293细胞 1×10s个／孑L 

接种于 24孔板中，48 h后当细胞铺满孔底约 80％时，加入不 

同稀释度(从 1O。～l0 )的病毒上清 0．5 ml，每组 6孔，24 h后 

加入 42℃预温的染色琼脂(成分为 2 X DMEM 10 ml，小牛血 

清 1 ml，0．1％中性红 1 ml混合后37~C保温，再与 10ml 5O℃ 

2 潮旨混合)2mY孔，2d后再补加营养琼脂(2×DMEM10ml， 

小牛血清1 ml，0．1％中性红 2 ml，3％琼脂 10 m1)2 mY孔，置 

37 C培养箱继续培养，直至空斑出现，且数量不再变化。计数 

空斑数，按下式计算滴度(PFU／m1)：病毒滴度 =平均空斑数／ 

孔X 1／稀释度 ×1／每孔病毒上清体积。 

1．2．4 rAd—Kail对肿瘤细胞的转染及转染率测定 Hep一2 

细胞接种于 24孔板，约 80％饱和时分别加入 10、20、30 MOI 

rAd—Kail，6 h后弃上清，换含 10％新生小牛血清的 RPMI 

1640培养基继续培养 42 h，用免疫荧光显微镜观察结果，估 

算转染率。转染率 =荧光细胞数，全部细胞数 ×1 00％。 

1．2．5 rAd—Kai1感染喉癌细胞的 PCR检测 对照组于培养 

48 h收集细胞，实验组于转染后 48 h收集细胞，分别提取细 

胞总 RNA。Kail上游引物 ：5’一AGCCTGTATCAAAGTCACC 

AA一3’，下游引物：5’一GCAGAAGCCCTI'CCTCACA一3’，产物 

大小 571 bp。13一actin上游引物：5’一TCGTGCGTGACA下rAG 

GAG一3’，下游引物：5’一GTCAGGCAGCTCGTAGCTCT一3’，产 

物大小 247 bp。扩增条件94％变性 30 s，61 oC退火 30 s，72℃ 

延伸 1 min，30个循环。 

1．2．6 Kail基因对 Hep一2细胞增殖的影响 实验设转染 

组、细胞对照组，每组 6复孔。取对数生长期细胞，胰蛋白酶 

消化后，用含 10％4~牛血清的完全培养基配制成的单细胞 

悬液，调整细胞密度为2．5×10 个／ml接种于 96孔板，每孔 

200 l，在37~C、5％C0 及饱合湿度环境下常规培养24 h。弃 

上清，加入 30MOI rAd—Kai1，6 h后弃上清，换含 10％新生 

小牛血清的RPMI1640培养基继续培养。分别于转染后 24、 

48、72 h，每~LJJU入 20 1 MTF(5 m#m1)，孵箱内常规培养 

4 h，吸尽上清，每孔加入DMSO200 l，振荡 10 rain结晶物 

充分溶解。由空白孔调零后 ，以酶标仪检测 570 nm处的光 

吸收值A 。计算细胞增殖抑制率：细胞增殖抑制率％= 

(1-A处理组／A细胞对照组)×100％。 

1．2．7 流式细胞仪检测细胞周期的分布 对照组于培养 

48 h收集细胞，实验组于转染后48 h收集细胞进行检测。收 

集以 PBS洗涤 3次后的细胞，制成单细胞悬液，调整细胞密 

度为 2×10 个／ml，快速加入到 4℃预冷的 95％乙醇中固定 

(终浓度为 70％)24 h，送检。 

1．2．8 统计学方法 采用 SPSS13．0软件包对数据进行统计 

分析，计量资料以 ( ±S)表示，Kail对细胞生长影响的组间 

比较采用重复测量资料方差分析，其余指标行两独立样本t 

检验，显著性水平 d：0．05，P≤0．05为差异具有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 rAd—Kai1的扩增及滴度测定 

rAd—Kai1经 HEK293细胞扩增及纯化后 ，滴度可达到 

6×10 。PFU，m1。 

2．2 rAd—Kail对肿瘤细胞的感染率测定 

10、20MOI及 30MOI的 rAd—Kai1病毒对 Hep一2细胞 

的感染率分别为 20％、62％及 93％以上。据此，确定 30 MOI 

为以下实验的感染剂量(图 1)。 

2-3 转染后 Hep～2细胞 Ka订mRNA的表达 

Hep一2细胞株经转染 48 h后，实验组的 Kail mRNA表 

达水平较阴性对照组明显升高(P<O．05)(见图 2)。 

2．4 M rr测定细胞的增殖情况 

M1Tr法结果显示，转染后 24、48、72 h，转染组的增殖抑 

制率在分别为 16％、23％、29％，与对照组相比，差异有显著 

性 。(见表 1) 

2．5 转染后细胞周期分布的变化 

rAd—Kai1作用后48 h，细胞周期分布情况(见表2)，可 

见 Kail转染组 G0~G 期比率为(82．37±1．24)，而对照组其比 

率为(69．32±1．41)，差异有统计学意义。 

3 讨 论 

喉癌是来源于喉黏膜上皮组织的恶性肿瘤，近年来发病 

率呈逐渐上升趋势，且中晚期患者手术及放化疗疗效欠佳， 

易出现复发和转移。因此，寻找新的治疗手段具有重大意义。 

基因治疗作为一种新的治疗手段，近年来已成为医学研究领 

域的热点。 

Kai1基因是新近研究发现的一种肿瘤抑制基因，分布广 

泛，机体大多数组织均有表达，通过对前列腺癌、肺癌、食管 

癌、乳腺癌等的研究 ，发现 Kail的表达和肿瘤的生物学效应 

密切相关。Kail基因的启动子区没有 TATA盒或 CAAT盒。 

在启动子区上游(一892、一868)处发现有 2个 串联重复的 

CAAG(5’一AGGCAAGCTGGGGCAGCTCAAGCCT一3’) 。研究 

提示，p53通过与该区域结合，可激活 Kail基因的表达[71。由 

于 p53在许多肿瘤中失活，因此常出现 p53的转录目的基因 

Kail的表达下降，从而使肿瘤恶性转化。有学者通过基因转 

染的方法将 Kail基因转入肿瘤细胞，使 Kail重新表达，研究 

结果显示 Kai1对各肿瘤细胞的增殖有明显抑制作用。欧阳 

运薇等[91用体外实验得出，转染 Kail后宫颈癌细胞的生长速 

度明显减慢，说明 Kail可以抑制肿瘤细胞的体外增殖能 

力。徐建华_31等研究发现 ，转染重组质粒 pCMV—Kail使人胰 

腺癌细胞增殖受到明显抑制。机制方面，路丹【-Ol等用流氏细 

胞术对脂质体转染 Kai1的人乳腺癌细胞与未转染组进行检 




