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nm23-H1基因转染对人胆管癌细胞系 QBC939体外浸润能力的影响
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　　提　要:目的　探讨 nm23-H1 基因转染对人胆管癌细胞系 QBC939体外浸润能力的影响。方法　将含有全长 nm23-H1 cDNA 的

真核表达载体通过脂质体法转染人胆管癌细胞系。结果　转染成功的 QBC939细胞 , 其 nm23-H1 基因的 mRNA、蛋白表达明显增加 ,

转染 nm23-H1 基因的胆管癌细胞体外浸润能力下降 ,穿越 matrigel的细胞数明显低于亲本 QBC939细胞 , 代表浸润能力的Ⅳ型胶原酶

(MMP-9)分泌量下降。结论　nm23-H1 基因可以抑制胆管癌细胞的体外浸润能力。
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Effects of nm23-H1 gene transfection on in vitro invasion potential of human cholangio-
carcinoma cell line QBC939

LI Da-jiang , WANG Shu-guang , CHEN Chang-hong , ZHANG Kai-tai , XIE Ling(Institute of Hepatobiliary Surgery , Southwest Hospital , Thi rdMi litary Med-

ical University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To explore the role of nm23-H1 gene overexpression in invasion potential of human cholangiocarcinoma cell line for its

potential application in gene therapy for cancer.Methods　A mammalian expression vector containing nm23-H1 cDNA was transfected into human

cholangiocarcinoma cell line QBC939.Northern blotting and immunohistochemistry were used to analyze the expression levels of nm23-H1 and MMP-

9 , and in vitro invasion potentials the tumor cells before and after the gene transfection.Results　After transfection , the nm23-H1 mRNA and pro-

tein expression was up-regulated significantly.The ability of in vitro invasion through matrigel was remarkably decreased.Immunohistochemical stain-
ing showed the expression of MMP-9 were decreased after transfection.Conclusion　Up-regulation of nm23-H1 in cholangiocarcinoma cell line sup-

presses its ability of in vitro invasion and reduces the expression of MMP-9 in it.
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　　国内外研究已表明 , nm23-H1与恶性肿瘤生物学

表型 ,特别是与肿瘤转移密切相关。本实验利用含有
全长 nm23-H1 cDNA 的真核表达载体 ,用脂质体法转
染人胆管癌细胞系 QBC939 , Northern Blot 检测转染后

QBC939细胞 nm23-H1基因 mRNA 的变化 ,免疫组化法

检测蛋白表达水平的变化;并观察转染后 QBC939细胞

体外侵袭能力的变化及Ⅳ型胶原酶(MMP-9)分泌量变
化等 。旨在探讨 nm23-H1基因对胆管癌细胞体外浸润

的作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料
　　pCMV-Neo-Bam-nm23-H1 是巨细胞病毒(CMV)启动子调控
下的真核表达载体 , 内含全长的 nm23-H1 cDNA[1] , 由美国

Michael Mair教授(Women′s Cancers Section , Laboratory of Patholo-

gy , National Cancer Institute , NIH)惠赠。 质粒 pCI-neo 购自美国
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Promega公司。NIH3T3细胞系 、大肠杆菌 DH5α由军事医学科学
院二所保存。Transwell小室(Corning)。

1.2　质粒扩增 、小批量提取质粒 ,酶切鉴定
　　按文献[ 2] 介绍的方法进行。

1.3　细胞培养
　　人胆管癌 QBC939细胞系由本实验室建立

[ 3] , 用含 10%热灭活

新鲜小牛血清的 RPMI1640培养液于 37 ℃,5%CO2 条件下培养。

1.4　质粒的转染及筛选
　　采用美国 LipofectAMINETM(GIBCO BRL), 按说明书进行基
因转染 , 转染后用 G418(500 μg ml)进行筛选 , G418(200 μg ml)
维持筛选。 nm23-H1基因 、空载体转染 QBC939细胞分别命名为

QBC939-nm23 和 QBC939-C , 亲本细胞 QBC939作为未转染对照。

1.5　Northern blot杂交
　　采用 DNA 快速纯化回收试剂盒进行质粒酶切片段的回收

及纯化 ,用 Prime-a-Gene® Labeling System(Promega), 随机引物延
伸法合成放射性标记探针 ,用 GAPDH 作内参照探针再次杂交。

1.6　贴壁细胞免疫组化染色检测 nm23-H1及MMP-9
　　丙酮固定细胞 , 一抗 nm23-H1(1∶50),MMP-9(工作液), 操
作按说明书进行 , DAB 显色 , 应用 Mias 图像分析系统 , 选定胞

浆的阳性颗粒 ,测量阳性面积百分比。取 8 个视场的均数。

1.7　Transwell小室检测体外侵袭能力
[ 5]

　　Transwell小室的下室加入 2 ml趋化因子 , 上室的聚碳酸脂

膜(孔径 8μm ,直径 24 mm)铺上 200μl无血清培养液 1∶1 稀释
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的matrigel胶 ,干燥后 , 往上室分别加入 2 ml已经消化的细胞数

为2×105 的QBC939-nm23 和 QBC939-C 细胞细胞悬液 , 培养 12 h

后 ,快速擦掉聚碳酸脂膜上的 matrigel胶 , 用倒置显微镜(×

100)计数 6 个视野的穿过孔径的细胞数 , 取均数。每组细胞设
3 个平行样本。

1.8　统计学处理
　　采用 SPSS 8.0 Windows 版统计软件进行 t 检验。

2　结果

2.1　pCMV-Neo-Bam-nm23-H1质粒的扩增及酶切鉴定
　　酶切片段位于DNA Marker 1 000 bp附近。证实插入的片段

为 nm23-H1 cDNA ,见图 1。

A:nm23-H1;B:GAPDH;1:QBC939;2:QBC939-C;3 , 4:

QBC939-nm23

图 1　Northern Blot分析

Fig 1　Northern blot analysis

2.2　Northern Blot 杂交

　　可见转染成功的QBC939-nm23细胞 ,其 nm23-H1 mRNA的表达

明显高于亲本 QBC939细胞及空载体转染组 QBC939-C 细胞 ,见图 2。

1:DL-2000 marker;2:Plasmid CMV-Neo-Bam-nm23-H1;3:Plasmid

pCMV-Neo-Bam-nm23-H1+BamHⅠ

图 2　质粒 BamHI酶切图

Fig 2　Electrophoresis of the plasmid after BamHⅠ digestion

2.3　免疫组织化学检测转染前后细胞中 nm23-H1蛋

白表达变化
　　转染成功的 QBC939-nm23 细胞 , 其 nm23-H1 蛋白的阳性面

积百分比为 4.32±0.39 , 明显高于未转染组 QBC939细胞 nm23-

H1 蛋白的阳性面积百分比 , 1.36±0.11 ,相差有显著性意义(P

<0.05)。

2.4　QBC939细胞转染前后MMP-9免疫组织化学染色
　　QBC939-nm23 细胞中 MMP-9 蛋白阳性面积百分比为 1.57±

0.09 ,明显低于 QBC939细胞中MMP-9 蛋白阳性面积百分比 , 4.09

±0.33 ,相差有显著性意义(P<0.05)。

2.5　QBC939细胞转染前后体外侵袭实验

　　QBC939-nm23细胞穿越 matrigel的细胞数为44±15 ,明显低于亲

本QBC939细胞 ,173±26。差异非常显著(P<0.01),见图3 , 4。

图 3　QBC939细胞穿越 matrigel的细胞数　(HE×200)

Fig 3　QBC939 cells invading matrigel　(HE×200)

图 4　转染后的 QBC939-nm23细胞穿越 matrigel 的细胞数

显著减少　(HE×200)

Fig 4　Numbers of QBC939 cell s invading matrigel markedly

decreased　(HE×200)

3　讨论

　　nm23-H1基因是近几年来研究最为活跃的肿瘤抑

制基因之一 。研究表明 , nm23-H1基因的蛋白产物二
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磷酸核苷酸激酶(Nucleoside diphosphate kinases ,NDPK)
可能以组氨酸依赖性磷酸转移酶活性和丝氨酸自磷酸

化为基础 ,参与调控细胞间信号传递系统 ,通过磷酸的
转移 ,为 G蛋白提供 GTP 而使其活化 ,并调控初始化
因子 eIF 和 eIF-4E , nm23 NDPK 水平的提高 ,可降低
eIF-4E的表达水平 ,从而抑制肿瘤细胞的浸润和实验
性转移;nm23 NDPK增高与Ⅳ型胶原酶和CD44v6下降

间有明显关系 ,从而参与限制肿瘤的转移
[ 6 ～ 12]

。它还
可以通过影响微管的装配和微管相关蛋白功能而对细

胞的分化及增殖起作用。
　　本实验采用实验性直接干预 ,向人胆管癌细胞系
QBC939转染含有全长 nm23-H1 cDNA的真核表达载体 ,

改变胆管癌细胞 nm23-H1 基因表达 。结果表明 ,转染
成功的QBC939细胞 ,其 nm23-H1基因的 mRNA 、蛋白表

达明显增加 ,体外浸润能力下降 ,穿越 matrigel的细胞

数明显低于亲本 QBC939细胞 ,代表浸润能力的Ⅳ型胶

原酶(MMP-9)分泌量下降。我们推测 , nm23-H1 基因

参与调控Ⅳ型胶原酶及粘附分子的合成 ,从而影响细
胞的浸润和转移 。
　　本研究证实了nm23-H1基因参与胆管癌的浸润和

转移过程 ,进一步深入研究nm23-H1基因的作用机制 ,
将有助于揭示肿瘤细胞浸润和转移的普遍规律 ,并根
据其机制发展有效的抗浸润和转移的手段和方法 ,特
别是能够应用于临床的抗转移基因治疗 ,限制或阻断
癌细胞的浸润和转移能力 ,以减少术后复发机会 ,为肿
瘤的治疗开辟新的途径。
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养而坏死。16 例均于全麻清醒后即制作佩戴直到拆线 ,皮片全

部成活。护理要点是避免颈托边缘对皮肤的磨擦 , 观察有无呼
吸压迫症状 , 患者在平卧时 , 将矫形器每日取脱 3 次 , 每次 1 h

以增加透气。在皮片存活后 , 拆除颈部敷料进行第二次塑形 ,
此时的作用是压力治疗 , 低温热塑板材塑形后材料变硬 、无弹

性 ,使用时应内衬棉垫或纱布 , 防止其直接与皮肤磨擦 , 造成皮
肤溃烂 , 尤其对矫形器边缘应尽量打磨光滑 , 使用期间随时观
察有无发红 、疼痛等症状。对出院患者应每月随访 1 次 , 检查

矫形器的形态及使用效果 ,坚持佩戴半年以上 。
　　钢丝制作的颈托在皮片完全存活,伤口拆线后进行佩戴,即使
有未愈创面或进行了补充植皮, 也可以盖上薄层敷料进行使用。
为保护刚愈合的创面, 也可在钢丝支撑部位内衬纱布或棉垫 , 1周

后可直接使用。注意调节固定搭扣松紧, 以不感到明显压迫症状
为度 ,如果太松 ,不利于颌颈角成形,且易发生皮片挛缩。除每日 3

餐时取下休息外,均应坚持使用 ,定期随访 ,直至半年。

4　小结

　　以往临床上所用颈托大多为已成形的泡沫或塑料颈托 , 虽

分为大 、中 、小型号 , 但在使用时却远不能满足不同患者的需

要 ,经常出现功能不到位或过度支撑;少数根据患者尺寸用石

膏绷带制作的颈托又重又硬 ,透气性差且容易形成棱角磨压皮
片 ,造成皮肤破溃 , 临床上已很少应用。我们选择的两种材料

可根据其特点及患者情况的不同进行量体裁衣 ,均能达到 3 个

目的[ 1] , 即使颈部保持伸展位置 , 保持颈前曲线特别是颌颈角

的形态 ,对所植皮片施加均匀的一定程度的压力保证皮片平滑
柔软 ,表面不起皱褶。另外 , 厚中厚皮片移植后的挛缩状态为

一个渐进的过程 , 一般始于植皮后两周 , 3 个月为高峰 , 6 ～ 12

个月基本稳定。因此 , 选择皮片成活后即开始佩戴颈托 , 直至
半年 , 坚持昼夜均用并指导患者使用矫形器期间产生皮肤变

红 、疼痛等症状时的临时处置方法[2] , 定期对矫形器进行检查
及使用效果的追踪也是一个不可忽视的重要环节。

　　关键词:颈部瘢痕;矫形器;临床护理
　　中图法分类号:R473.3　　　文献标识码:B
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