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KAI1基因转染肝癌 MHCC97-H细胞及鉴定

Transfection of KAI1 gene into MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells and its

identification

司遂海 ,杨建民 ,彭志红 ,周　平 ,罗元辉　　(第三军医大学西南医院全军消化内科中心 ,重庆 400038)

　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 , 转移与复发是

影响预后的主要因素。KAI1基因是近年新发现的肿瘤转移抑制

基因[1] 。为深入研究KAI1 基因在肝癌侵袭 、转移中的作用 , 我

们构建了KAI1 正、反义基因真核表达质粒 , 并将其成功地分别

转染入高转移潜能的肝癌MHCC97-H 细胞株中, 现报告如下。
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1　材料与方法

1.1　主要材料
　　pCMV-KAI1 表达质粒由 KAI1基因发现者美国国立卫生研

究院 Barrett教授和 Dong博士惠赠 , 全长 8.2 kb ,含 KAI1全长结

构基因 1.6 kb 的 cDNA 片段。真核表达质粒载体 pCI-neo全长

5.47 kb , 为 Promega 公司产品。转染用脂质体 DOTAP 为 Roche

公司产品。MHCC97-H 是一种高转移潜能的肝癌细胞株[ 2] , 购

自上海复旦大学中山医院肝癌研究所。KAI1 单抗为 Santa Cruz

公司产品。

(下转 1604页)

1600
第 26 卷第 17期

2004年 9 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.17

Sep.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.17.036



为难以手术的下丘脑错构瘤合并难治性癫疒间者可采用γ刀治

疗[ 6 ,8] 。本组 2例行γ刀治疗随访癫疒间症状也有改善。

　　关键词:痴笑性癫疒间;性早熟;下丘脑错构瘤
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1.2　实验方法
1.2.1　基因重组与鉴定　　采用亚克隆技术进行基因重组 ,

然后以限制性内切酶酶切分析区分正 、反义重组质粒 , 鉴定重

组是否成功。

1.2.2　重组质粒的转染　　重组质粒的转染采用脂质体法 ,

实验步骤与我们以往报道的 IGF 基因转染相似[3] 。转染后用

含G418 的选择性培养基进行筛选和扩增。

1.2.3　转染基因的整合鉴定　　采用 PCR扩增载体中 neo 标

志基因的方法。 上游引物为 5′-CAA GAT GGA ATT GCA CGC

AGG-3′, 下游引物为5′-CCC GCT CAG AAA GAA CTC GTC-3′, 扩

增片段长度为 790 bp。扩增反应在 GeneAmp® PCR system 2700

型(Applied Biosystems)上完成。

1.2.4　转染基因的表达鉴定　　采用Western blot方法。二抗

为辣根过氧化物酶标记 , 采用化学发光法显色 , 在暗室中用 X

线胶片曝光记录结果。免疫细胞化学染色采用 S-P法。

2　结果

　　根据对目的片段和载体序列的分析 , 对重组后获得的重组

子先用 Sal Ⅰ 酶切 , 分别得到 2.25、6.22 kb 两个片段及 0.75、

7.72 kb两个片段 , 前者与预期的正义重组质粒的结构一致 , 后

者与预期的反义重组质粒的结构一致。为证实目的片段已插

入载体中 , 再用 XbaⅠ 酶切上述两个重组子 , 又重新获得连接

前的 3 kb 及 5.47 kb 两个片段 , 证明已成功构建 KAI1 正 、反义

真核表达质粒。

　　采用脂质体 DOTAP转染系统将 KAI1 正 、反义重组质粒转

染肝癌 MHCC97-H 细胞 , 经 G418 筛选出稳定的阳性细胞克隆

后 ,转染有 KAI1 正义基因的细胞重新命名为 MHCC97-H-S , 转

染有 KAI1 反义基因的细胞命名为 MHCC97-H-AS , 而转染有

pCI-neo 空载体的细胞则命名为MHCC97-H-pCI。

　　PCR结果显示 , 从MHCC97-H-S 、MHCC97-H-AS 及MHCC97-

H-pCI转染细胞基因组中均可扩增出了 790 bp大小的特异性片

段 ,而对照组 MHCC97-H亲本细胞基因组中则不能扩增出此特

异性片段 ,证明重组基因已整合入细胞的基因组中。

　　Western blot和免疫细胞化学染色结果均显示 ,与亲本细胞

MHCC97-H 相比 , MHCC97-H-S 细胞 KAI1 蛋白表达明显增强 ,

MHCC97-H-AS 细胞 KAI1蛋白表达明显减弱 , 而 MHCC97-H-pCI

细胞则无明显变化。

3　讨论

　　KAI1基因是 Dong 等[ 1] 首先于 1995 年在前列腺癌细胞中

克隆出的肿瘤转移抑制基因。研究表明 , KAI1在人类多种恶性

肿瘤中均有表达的异常[4] 。其分子结构中有 4 个疏水区和 1

个含有 3个潜在 N-糖基化位点的细胞外亲水区 , 因而属跨膜 4

超家族成员[ 4] 。由此推测其抑制肿瘤转移的作用可能与细胞-

细胞间或细胞-细胞间基质的相互作用 , 介导细胞间及细胞与

间质之间的粘附机制有关。

　　我们通过亚克隆技术 , 成功构建了 KAI1基因的正 、反义真

核表达质粒 , 并用 DOTAP脂质体法将其分别转染入具有高转

移潜能的肝癌MHCC97-H 细胞系中。PCR结果表明 KAI1正 、反

义基因已分别成功整合入肝癌细胞的基因组中。Western blot

和免疫细胞化学结果均显示 , 转入的 KAI1 基因可在肝癌靶细

胞内出现预期表达 ,且载体 pCI-neo 本身对肝癌细胞 KAI1 蛋白

的表达无明显影响。这些特异性基因转染细胞株的建立和选

择性传代培养的成功 , 为进一步深入研究 KAI1 基因对肝癌细

胞侵袭 、转移的影响及其分子机制奠定了良好基础。

　　关键词:肝细胞癌;KAI1 基因;肿瘤转移抑制基因
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