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!!'摘要(!目的!探讨促红素人肝细胞受体酪氨酸激酶C"!M@LC""干扰性小VJC!40VJC"转染人卵巢癌细胞

;<=>#后&对其生物学行为的影响)方法!根据3L=9"序列合成一对40VJC&转染;<=>#细胞&通过荧光倒置

显微镜观察转染效率和细胞形态#?+43+*1/5-3检测M@LC"蛋白表达水平#台盼蓝染色细胞计数法绘制细胞生长

曲线#集落形成实验+黏附力测定+细胞侵袭重建基底膜实验测定细胞的集落形成率+黏附和侵袭力)结果!构建

的3L=9"40VJC转染;<=>#后&荧光倒置显微镜下可见大量荧光颗粒#?+43+*1/5-3检测M@LC"蛋白水平表达

降低!!$&$&K"#细胞的增殖+黏附力+侵袭力均受到抑制!!$&$&K"#集落形成率无明显影响!!'&$&K")结论!

3L=9"40VJC有效降低细胞中3L=9"基因表达&抑制细胞的增殖&降低细胞的黏附力和侵袭力&从而逆转其恶性

生物学行为&为肿瘤的有效干预和治疗提供新的靶点)

'关键词(!M@LC"!干扰性小VJC!;<=>#!细胞侵袭力!细胞增殖
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!1@=+8+-:&4+DN7-*1,M1E*'I #+?L*@18&$?8+%,*H7D?*@:&=45-&#!&&J-*Q2P

'E=B>F'$>(!H=I,$>#*,!I-+R@5-*+3L=9"40VJC3*214H+,30-121803401H56+1,+-13L+/0-5-70,25/+L2O0-*-H

L6.21-O2*021,2*,01-.2,+554N+,>%;-B!=1+@20*4-H40VJC Q244P13L+40T+82183*214H+,3+8013-3L+L6.21

-O2*021,2*,01-.2,+55501+;<=>#N=/4+*O230-1-H3L+3*214H+,30-1+HH0,0+1,P3L*-67L3L+H56-*+4,+1,+01O+*3+8

.0,*-4,-@+Q24H-55-Q+8/P3L++O256230-1-H+R@*+440-1-HM@LC"@*-3+0164017 ?+43+*1/5-3NIL++HH+,34-H

3L=9"40VJC-1@*-50H+*230-1-H;<=>#,+554Q+*+-/4+*O+8/P8*2Q017,+557*-Q3L,6*O+4218.+246*017,5-1017

+HH0,0+1,P&2183L+28L+40-121801O240-1-H;<=>#Q+*+8+3+,3+8/P,+5528L+40-12442P218 G23*07+5A/-P8+1

,L2./+*.+3L-8*+4@+,30O+5PN:,B&?>B!CH3+*46,,+44H653*214H+,30-1&252*7+16./+*-HH56-*+4,+13@2*30,5+4Q+*+

-/4+*O+8618+*3L+H56-*+4,+1,+01O+*3+8.0,*-4,-@+NIL++R@*+440-1-HM@LC"@*-3+01Q24-/O0-645P46@@*+44+8/P

3L=9"40VJC !!$&N&K"&IL+,+55@*-50H+*230-1&28L+40O+1+4421801O240O+1+44Q+*+40710H0,2135P01L0/03+8!!$

&$&K"N:-Q+O+*&1-,L217+401,-5-1PAH-*.017+HH0,0+1,PQ+*+-/4+*O+8!!'&N&K"N8;($?&B#;(!)-Q1A*+765230-1

-H3L=9"7+1+/P3L=9"40VJC01;<=>#,+55501+4L-Q+8*+32*8230-1-H,+557*-Q3L&@*-50H+*230-1218@2*3025

*+O+*40-1-H3L+.25071213@L+1-3P@+&01,5680173L+2/0503P-H28L+40-121801O240-1N3L=9".2P/+21+Q218

@-3+1332*7+3-H7+1+3L+*2@P01-O2*021,2*,01-.2N

'J,GK;F-B(!!M@LC"!!;.255013+*H+*017VJC!!;<=>#!!(+5501O240O+1+44!!(+55@*-50H+*230-1

!!酪氨酸激酶!M@L"受体家族是受体蛋白酪氨酸

激酶家族!DI<"中最大的亚家族&DI<参与肿瘤

的发生和发展
/!0&M@LC"是M@L亚族第#个被发现

并克隆全长,)JC的成员&广泛表达于上皮来源细

胞中)在多种肿瘤细胞中存在M@LC"高表达并出

现功能改变)M@LC"表达水平与疾病的进展及细

胞的恶性行为有关
/"0)3L=9"作为强有力的致癌

基因参与肿瘤的发生发展过程
/#0)本研究前期实验

已经证实在卵巢癌组织和卵巢癌细胞;<=>#中存

在M@LC"的高表达&M@LC"高表达与卵巢癌的恶

性行为有关&为卵巢癌独立的预后指标/'&K0)因此

下调肿瘤细胞中M@LC"的蛋白表达水平可能会降

低肿瘤细胞的恶性程度&提示3L=9"可作为新的

肿瘤分子标志指导卵巢癌的靶基因治疗)有关

3L=9"干扰性小 VJC!4.255013+*H+*017VJC&

40VJC"转染肿瘤细胞的研究报道较少)本研究首

次应用40VJC 技术抑制 M@LC"在卵巢癌细胞

;<=>#中的表达&观察3L=9"40VJC对卵巢癌细

胞;<=>#生物学行为的影响&探索3L=9"作为卵

巢癌治疗靶基因的可能性)
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1!材料与方法

1L1!材料

3L=9"40VJC由德国 iUCZMJ公司合成#人

卵巢癌细胞;<=>#购自美国 CI((细胞库#人*

鼠VJC0F+,3转染试剂盒购自德国iUCZMJ公司#

M@LC"兔抗人多克隆抗体购自美国;2132(*6T公

司#Y0-AV28蛋白浓度测定试剂盒购自美国Y0-AV28

公 司#Y0-(-23IG G23*07+5
IG
侵 袭 小 室 和 )0HHA

i60SIG
染液购自Y+,3-1)0,S014-1公司)

1L/!方法

1L/L1!细胞培养!人卵巢癌细胞;<=>#常规培

养于含!&[胎牛血清的VDGU!%'&培养液中&含青

霉素"K&#9*9!'&&万单位"&链霉素K&&#9*9!!&&

万单位")培养条件为#W\+K[ (=" 饱和湿度&约

"%#8更换!次培养液)待细胞长满瓶底时&

&$"K[胰蛋白酶消化传代)

1L/L/!质粒转染!依据双链VJC的设计原则&借

助计算机辅助分析 3L=9"基因序列确定!对

40VJC&由德国iUCZMJ公司合成)取对数生长期

的细胞&按照VJC0F+,3转染试剂盒步骤以设计好

的 3L=9" 40VJC 转 染 ;<=># 细 胞 !3L=9"

40VJC转染组"&选取与已知哺乳动物基因组无同

源性+以荧光基团 C5+R2F56-*'BB标记的40VJC

转染的;<=>#细胞为阴性对照!;<=>#40VJC

阴性对照组"&同时设未转染的;<=>#细胞为空白

对照组)3L=9"40VJC转染效率按发绿色荧光细

胞数量占白光下相同视野中细胞数量的百分比计

算)

1L/L2!?+43+*1/5-3检测M@LC"蛋白表达!转染

'B+W"+X%L后收获细胞&加入蛋白裂解液&提取蛋

白&Y*28H-*8比色法测定蛋白浓度););ADCZM分

离蛋白&转移至D>)F膜&#W\封闭!L&加一抗&

'\孵育过夜&加二抗&室温孵育!L&IY;I洗膜

后&暗室中压片显色)确认特异性条带&M@LC"蛋

白的相对分子质量为!#&̂ !&#&内参$A2,301的相对

分子质量为'"^!&#&用凝胶成像扫描系统分别测

定其灰度值&以M@LC"蛋白与内参灰度值的比值作

为目的蛋白的相对含量)

1L/L3!细胞生长曲线的测定!取对数生长期细胞

培养于"'孔板中&每隔"'L取!孔经台盼蓝染色

后进行细胞计数&每天每组重复#孔&取#孔平均

值&共计数K8&绘制细胞生长曲线)

1L/L6!集落形成实验!转染后W"L收获各组细

胞&制成细胞悬液&以K&+!&&+"&&个细胞*皿的密

度接种于培养皿内)当出现肉眼可见的克隆时终止

培养&显微镜下计数大于K&个细胞的细胞集落&测

#次&取平均值)按下式计算集落形成率$集落形成

率!["]克隆数*接种细胞数 !̂&&[)

1L/L4!细胞黏附力测定!转染后W"L收获各组细

胞&制成细胞悬液&按每孔'^!&'*.9密度接种于

"'孔培养板&分别于第#+%+XL弃去培养液&

&$"K[胰酶消化后显微镜下计数&测#次&取平均

值)按下式计算细胞黏附率$细胞黏附率!["]黏

附细胞总数*总细胞数 !̂&&[)

1L/LM!体外细胞侵袭力测定!取"'孔板&加入无

血清条件培养基&将Y-P8+1小室转移至培养板上)

转染W"L后&'̂ !&'*.9密度接种于Y-P8+1小室

内&#W\+K[(=" 培养箱内孵育""L&棉签拭去小

室内未侵袭的细胞&)0HHAi60SIG
固定液孵育Y-P8+1

小室".01&侵袭至 G23*07+5膜下方的细胞染色)

)0HHAi60SIG
染 液 ! 和 )0HHAi60SIG

染 液 " 孵 育

Y-P8+1小室各".01&显微镜下观察并计数&细胞膜

呈紫色&细胞浆呈粉红色)显微镜下观察&随机计数

K个高倍视野!:D&̂ !&&"中的细胞数&以每个 :D

中侵袭细胞的平均数表示肿瘤细胞的侵袭能力)

1L/L5!统计学方法!各组计量资料用,2a?表示)

两组以上均数的比较采用方差分析!CJ=>C"&两

两比较采用最小显著差法!9;)法")!]&$&K)

/!结果

/L1!转染效率

3L=9"40VJC 基因整合入 人 卵 巢 癌 细 胞

;<=>#基因组后&激发光波长'BB1. 下视野中发

荧光细胞数量&与白光下相同视野中细胞数量一致&

即转染效率为!&&[)见图!)

/L/!转染'+,-/B#:SE后"JHN2细胞中.W%E/

蛋白的表达

3L=9"40VJC转染组!'BL+W"L+X%L"&阴性

对照组&空白对照组M@LC"蛋白的相对表达量分别

为%$KKa&$!&+%$'&a&$&W+%$"Ba&$!#+!"$!Xa

&$%"+!!$"#a&$W"&组间比较差异有统计学意义

!!]&$&!'"&3L=9"40VJC转染'BL+W"L+X%L

后对人卵巢癌;<=>#细胞中M@LC"蛋白表达有

明显的抑制作用&且随着转染时间的延长&M@LC"

蛋白的表达逐渐降低!!$&$&K")见图")

/L2!转染'+,-/B#:SE后对细胞增殖的影响

!!;<=>#细胞在转染3L=9"40VJC后'BL开

BWB
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图1!"JHN2细胞'+,-/B#:SE转染后的荧光表达)V300

T#A 1 ! T?&;F,B$,(> W'F>#$?,B #( "JHN2 'R>,F '+,-/ B#:SE

>F'(BR,$>#;(_V300

C$;<=>#-/4+*O+8Q03L3L+H56-*+4,+1,+01O+*3+8.0,*-4,-@+

2H3+*3*214H+,30-1#Y$;<=>#618+*3L+/*07L3H0+58.0,*-4,-@P3L+

42.+H0+58

图/!'+,-/B#:SE转染后"JHN2细胞.W%E/蛋白的表达

T#A/!.YWF,BB#;(;R.W%E/WF;>,#(#("JHN2$,??B'>-#RR,F,(>>#<,

'R>,F'+,-/B#:SE>F'(BR,$>#;(

!$'BL#"$W"L##$;<=>#40VJC#'$X%L#K$;<=>#

始出现增殖抑制&持续至X%L)与阴性对照+空白

对照组比较&3L=9"40VJC转染组在'B+W"+X%L

的细胞数减少!!$&$&!")见图#)

/L3!转染'+,-/B#:SE后对细胞集落形成的影响

图2!'+,-/B#:SE转染后"JHN2细胞生长曲线

T#A2!]F;K>%$&F*,B;R"JHN2$,??B=,R;F,'(-'R>,F'+,-/B#:SE

>F'(BR,$>#;(

"!$&$&K&O4$;<=>#40VJC218;<=>#7*-6@4

!!转染后W"L&在不同细胞接种密度下&3L=9"

40VJC转染组与阴性对照组+空白对照组比较&集

落形成率差异均无统计学意义)见附表)

/L6!转染'+,-/B#:SE后对细胞黏附力的影响

转染后W"L&各组细胞培养#L+%L+XL后&细

胞黏附力差异均有统计学意义!! 均]&$&&&!"&

3L=9"40VJC转染组与阴性对照组+空白对照组

相比&;<=>#细胞黏附力下降)见附表)

/L4!转染'+,-/B#:SE后对细胞体外侵袭力的影

响

见图')转染3L=9"40VJC后W"L&侵袭细胞

数分别为3L=9"40VJC转染组!X$Wa"$K"*:D+

阴性对照组!X&$&aB$W"*:D+空白对照组!XK$&a

附表!'+,-/B#:SE对"JHN2细胞集落形成率和细胞黏附力的影响 !!P2"

Q'=?,!Q%,,RR,$>B;R'+,-/B#:SE;($,??$?;(#(A,RR#$#,($G'(-$,??'-%,B#;(#("JHN2$,??B!!P2"

J6./+*-H
,+554!*804L"

(+55,5-1017+HH0,0+1,P!["

3L=9"40VJC ;<=>#40VJC ;<=>#

U1,6/230-1
30.+!L"

(+5528L+40-1!["

3L=9"40VJC ;<=>#40VJC ;<=>#

K& %$Ba&$W W$'a!$# W$%a!$& # "!$Ba!$% #"$Ka!$&" #'$%a!$%"

!&& !!$'a&$' !"$%a&$B !"$Wa!$# % #%$&a"$! '"$Ba!$W" '#$%a!$B"

"&& !W$'a&$X !B$Ka&$W !B$'a&$% X #B$Xa"$! WW$%a!$X" B!$!a!$B"

!!" !$&$&K&O4$3L=9"40VJC7*-6@

图3!'+,-/B#:SE转染后侵袭至 +'>F#A,?滤膜下表面的"JHN2细胞)V100

T#A3!"JHN2$,??B#(*'B#;(>%F;&A%+'>F#A,?'R>,F'+,-/B#:SE>F'(BR,$>#;(_V100

C$;<=>##Y$;<=>#40VJC#($;<=>#3*214H+,3+8Q03L3L=9"40VJC

XWB
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!K$&"*:D)M@LC"40VJC转染组与阴性对照组及

空白对照组比较&体外细胞侵袭力下降 !!$

&$&&K")

2!讨论

M@L受体酪氨酸激酶是已知最大的酪氨酸蛋白

激酶家族)依据M@L受体亚族在胞外结构域上的

同源性+表达分布及与结合配体的不同情况&将其分

为M@LC和M@LY亚族
/%0)人类3L=9"基因定位

于染色体!@#%$!&此区在人体的多种肿瘤中常有缺

失&被认为是肿瘤的遗传热点)3L=9"基因编码一

个含有XW%个氨基酸残基的多肽&相对分子质量为

!#&̂ !&#&为膜结合5型糖蛋白&存在于细胞A细胞

黏附部位
/W0)

!!VJC干扰!VJC0"是高度特异的在 .VJC水

平上的基因沉默机制&由内源性或外源性双链VJC

!84VJC"诱发)84VJC在细胞内被切割成"!%"K

1340VJC&40VJC 介导识别并靶向切割同源性靶

.VJC分子&从而导致该基因不表达)本研究采用

的VJC0F+,3是一种基于脂质的转染试剂&专门用

于40VJC转染)转染复合物能够高效的在完全培

养基中形成&因而整个转染过程可以在含血清的培

养基中操作&无需更换培养基&方便转染操作)该试

剂可以耐受较高浓度的40VJC而不引起细胞毒性&

能够得到更好的转染效果)

M@LC"具有双重调节作用&在正常上皮细胞&

M@LC"与配体M@L*01C!结合后激活M@L受体酪

氨酸激酶&抑制V24*GC<D旁路信号转导途径&对

细胞黏附和增生进行负调节
/B0)M@LC"蛋白在多

种实体瘤中高表达&如头颈部鳞状上皮细胞癌/#0+鼻

咽癌
/X0+非小细胞肺癌/!&0+甲状腺癌/"0+喉癌/!!0+前

列腺癌
/!"0+胃癌/!#0+子宫内膜癌/!'0

等&高表达的

M@LC"促进肿瘤细胞脱离黏附+降低细胞间的接触

抑制&导致肿瘤细胞的游离+播散及侵袭)本研究前

期实验证明&M@LC"在卵巢癌组织中高表达&高表

达的M@LC"为卵巢癌独立的预后指标
/'&K0)下调卵

巢癌细胞中M@LC"蛋白的表达水平可能会降低肿

瘤细胞的恶性程度)本实验应用40VJC技术抑制

M@LC"在卵巢癌细胞;<=>#中的表达&3L=9"

40VJC转染;<=>#细胞后M@LC"蛋白表达明显

降低&与应用单克隆抗体/!K0
和反义寡核苷酸

/!%0
中和

3L=9"原癌基因的表达所引起的生物学效应一致)

M@LC"蛋白的抗体靶向实验表明抗体结合可

以降低M@LC"蛋白表达&降低肿瘤的恶性程度/!W0)

M@LC"降解能诱导强有力的原癌蛋白表达水平下

降&M@LC"水平下降影响下游信号转导分子作用&

从而阴性调节肿瘤细胞的生长+生存及侵袭等恶性

行为
/!K0)癌细胞或培养中发生恶性转化后的单个

细胞培养时&形成集落!克隆"的能力比正常细胞强)

另外癌细胞增殖数量增多扩展时&接触抑制消除&细

胞能相互重叠向三维空间发展&形成堆积物)而本

研究集落形成实验表明M@LC"过表达与基因沉默

效应并无明显区别&与文献报道一致/!B0&表明单层

细胞培养时良恶性上皮细胞的生物学行为并无明显

区别)与单层细胞培养比较&肿瘤细胞在三维微环

境下的行为如 G23*07+5更能准确反映肿瘤细胞的

生长和侵袭特性&预测肿瘤细胞在体内的恶性行为)

G23*07+5是从小鼠肉瘤中抽提得到的可溶性的基底

膜抽提物&此种肉瘤富含细胞外基质蛋白&其主要成

分是层黏连蛋白+胶原6+硫酸肝素糖蛋白+IZFA$+

纤维母细胞生长因子+组织纤溶酶原激活物!3DC"

和其他的一些生长因子)在室温下&G23*07+5基质

可自动聚集产生类似哺乳动物细胞基底膜的生物活

性基质材料&作用与哺乳动物细胞基底膜类似)本

研究证实转染组的黏附和侵袭能力明显低于对照

组&抑制M@LC"表达能有效阻止细胞在基质层的黏

附和侵袭&表明M@LC"在癌细胞向基质层黏附和体

外侵袭过程中具有重要作用)

本研究发现&3L=9"40VJC能显著抑制卵巢

癌细胞;<=>#的增殖+黏附及浸润&具体机制尚未

完全阐明&但对胰腺癌细胞DCJ(!+(2@21"等的研

究显示&3L=9"40VJC能降低黏着斑激酶!FC<"

的磷酸化程度&导致FC<激酶活性下降&抑制FC<

相关的信号转导&降低细胞的侵袭能力/!0)研究表

明&M@LC"的过表达在很大程度上影响前列腺癌细

胞的运动方式&使之通过阿米巴运动而不是蛋白水

解酶的侵袭方式增加远处播散机会
/!"0)在子宫内

膜癌中&高表达的M@LC"伴随着血管内皮细胞细胞

生长因子表达的升高&增加肿瘤的微血管密度/!'0)

综上&通过VJC0技术抑制3L=9"基因的表达

可以抑制卵巢癌细胞的增殖并部分逆转其恶性生物

学行为&从而为以3L=9"为靶向的卵巢癌的基因

治疗提供了新的思路和手段)
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