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摘 要 : [ 目的 I将
n m 2 3

一
H I 导人 口腔癌 B e a

e o s s s 细胞株
,

观察
n m 2 3

一
H I 对 B

e a
e D s s s 细胞株侵袭转移能

力的影响
,

并对相关机制进行分析
。

【方法】制备高纯度 的 n m 2 3
一

H l 真核表达质粒
,

并用阳离子脂质体介导的转

染技术
,

完成转染方法的建立
。

检测转染前后的 N D P K A 的表达并观察转染前后细胞的侵袭转移行为能力的变

化
。

【结果】将 n m 2 3
一

H l 转染 口腔癌细胞
,

获得了稳定表达
,

发现 cB ac D 8 85 细胞株 unI 2 3
一

H l 基因的转染前后表

达水平有 明显差异
,

实验组和对照组的侵袭细胞相对数 目分别为 41
.

1% 土 1
.

2 % 和 64
.

5 % 土 6
.

3 %
,

趋化运动

细胞相 对数 目为 5 0
,

o % * 6
.

3 % 和 81
.

0 % 士 3
.

9 %
,

实验组的粘附能力也显著降低
。

【结论 】n

m2 3
一

H I 对

B ca C D 8 8 5 细胞的侵袭转移能力具有显著抑制作用
。
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st ee g 于 19 8 8 年应 用差异杂交法首次 克 部分肿瘤具有一定的转移抑制功能
,

目前 已成为肿

隆出
n m 2 3

一

H l 基因
,

随后的研究发现
n m 2 3

一

H l 基 瘤基因治疗的主要研究方向之一川
。

但是可能由于

因参与 了肿瘤细胞的增殖
、

分化和转移等过程
,

对 肿瘤类型差异等因素的影响
,

在对子宫颈癌
、

喉癌
、
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肺部腺癌等的研究中
,

有学者发现
n m 2 3

一

H l 的表

达水平与转移未表现出明确的相关性 121
。

本研究的

目的在于利用基因转染技术
,

通过体外实验
,

研究
n m 23

一

H l 基因对 口 腔癌细胞 株 B ca C D 88 5 转移 能

力 的影响
,

评价
n m 23

一

H I 对 口腔癌的治疗价值
,

以

期 为口腔癌的基因治疗提供一定的参考依据
。

1 材料和方 法

1
.

1 主要试剂和设备
n m 23

一

H l 真核表达质粒
,

由美国国立卫生研究

院 p a tir e i a 5
.

S t e e g 教授提供 : B e a C D 8 8 5 细胞株来

源于人颊豁膜鳞癌
,

由卫生部 口腔生物医学重点实

验 室 提 供 : u p o fe e t A M IN E
,

购 自 G I B C O B R L ;

4G 18
,

购 自 G e n e 公司 ; n m 2 3
一

H I 鼠抗人单克隆抗

体
,

购 自中山生物技术有限公司 ; 纤粘连蛋白购 自

p or m e g a 公 司 ; M a t r i g e l 和 t r a n s w e ll 小 室 均 购 自

C os at r 公司 ;荧光相差显微镜为 O L Y M P U S 产品
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 n m 23
一

H l 质拉的转化和鉴定 以 J M 10 9

为宿主菌
,

对
n m 23

一

H l 真核表达质粒进行转化
。

质

粒抽提后采用限制性 内切酶 B a m H I 酶切鉴定
。

1
.

2
.

2 细胞培养 R P M l l 6 4 0 培养基
,

3 7 ℃ C O Z

培养箱中培养 B c a C D 88 5 细胞株
。

1
.

2
.

3 nm 23
一

H I 对 细 胞 株 的 转 染 以 转 染
n m 2 3

一

H I 的 B e a C D 8 8 5 细胞 株为实验组
,

以空白脂

质体转染的 B ca C D 8 85 细胞作为对照组
。

用阳离子

脂质体完成
n m 23

一

H l 对细胞株的转染
,

转染细胞

生长接近融合时按 1 : 4 密度传代
,

继续培养至细胞

密度达 50 %
一

70 % 融合
。

1
.

2
.

4 细胞的筛选 弃去培养液
,

更换 浓度为

80 0 m g / L 的以 18 培养液进行筛选
,

换液后浓度降

至 25 0 m g / L
,

维持筛选作用
。

1
.

2
.

5 免疫组化染 色 将用 4G 18 筛选 5 周左右

的 B o a C D 8 8 5 细胞分别接种于无菌玻片上
,

细胞爬

片后
,

S P 法洗涤固定
,

滴加
n m 2 3

一

H l 鼠抗人单抗
,

孵育
,

P B S 洗涤
,

依次分别滴加二抗
、

三抗
,

D A B 显

色
,

苏木素复染
。

1
.

2
.

6 细胞侵袭实验 细胞侵袭重建基底膜实

验在 tar n s w e l l 小室中进行
。

t r a n s w e l l 小室分为上下

两层
,

中间以聚碳酸滤膜 (s 林m 孔径 )隔开
,

滤膜上

下铺以 M a tir g e l
,

实验组和对照组的 B e a e D s 8 5 细

胞用 E D T A / P B S 消化
,

约 2
.

5 x 10
5

细胞加人 t ar n -

sw ell 小室中
,

细胞在上层培养
,

通过随机在上下层

的 M at ir ge l 中选择 5 个 40 0 倍显微视野
,

统计细胞

数 目
,

重复实验 10 次
,

以侵袭至下表面层细胞的

相对数 目均值来表示肿瘤细胞的侵袭能力
。

1
.

2
.

7 细胞私 附实验 制备浓度为 5 x l了 / L 的

实验组和对照组的 B e a C D 8 8 5 细胞悬液
,

H a n k
’ S

液轻洗 2 遍收集未豁 附细胞计数
。

按公式计算勃附

率
: 赫附率

= 赫附细胞数 / 总细胞数
x 1 00 %

。

1
.

2
.

8 细胞趋化 运动 实验 该实验步骤 与 2
.

6

的差异在于在滤膜上下表面分别铺以 5 林g 纤粘连

蛋白
,

其余相 同
。

统计随机选择 5 个 4 00 倍显微视

野中细胞数 目
,

重复实验 or 次
,

以趋化运动至下表

面层细胞 的相对数 目均值来表示肿瘤细胞的趋化

运动能力
。

2 结 果

2
.

1 质粒转化及酶切鉴定的结果

活化后的含有重组质粒的 JM 10 9 在有 A M P 的

琼脂平板上生长 良好
。

用碱裂解法提取和聚乙二酸

沉 淀法 纯 化 的质 粒 D N A 的 小 60 / 击
8。
在 1

.

80
-

1
.

8 5 之间
。

限制性内切酶 B a m H I 酶切鉴定结果如

图
,

结果证实质粒在 JM 109 中的转化产物与酶切图

谱相符
, n m 23

一

H l 片段长度为 9 52 b p
,

质粒片段长

度为 6 5 5 0 b p
, n m 2 3

一

H I 的 e D N A 被插人在真核表

达载体 p C M V
一

N e o 一 B a m 中的 aB m H I 区域
。

n曰nú0 0
ū匀nù门ō了5

图 1 n m 2 3
一

H l 质粒酶切图谱

F i.g 1 hT
e lP as 而d o f n n 设3

·

H l d ig e st e d b y e n yz m e
aB m H I

1
.

压m db a D N A : 2
.

iH
n d 111 M a r k e r ; 3

.

n m 2 3 一 H l :

4
.

D L 20 0 0
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,

等
.

n m 2 3
一

H l 基因抑制 口腔癌细胞 的侵袭转 移行为机制 的实验研究 3 3 1

2
.

2 质粒转染 B ca C D S 85 细胞及阳性克隆的筛选

转染后 2 4 h
,

在以 18 筛选培养基中生长的细

胞出现短暂抑制
,

实验组和对照组的细胞数量均减

少
。

2 周后实验组 出现阳性克隆
,

3 周后细胞开始集

落生长
,

5 周后细胞长满
,

而 5 周后对照组未见细

胞生长
。

2
.

3 免疫组化观察

实验组
: 出现较多的深棕黄色的团块分布 的蛋

白物
,

核膜周围可见较为密集分布的颗粒状物质
,

细胞核稍大
,

核膜深染
,

核仁染色亦较深
,

细胞形态

稍膨大变圆 (图 2 )
。

对照组
: 未见颗粒状或团块分

布的深棕黄色蛋 白物
,

细胞形态及大小未见变化

(图 3 )
。

验 )
,

表 明通过转染
n m 2 3

一

H l 明显降低 了细胞的侵

袭能力
。

2
.

5 细胞戮附能力的变化

通过不同时间的豁附率 (图 4) 来判断私附能

力
,

可见转染后 6 0 m in 肿瘤细胞的豁 附能力明显

下降 ( 尸 < 0
.

01
,

t 检验 )
。

:: [一
B C` D8 8 5

叶
“ 二

`

B
caC 8D 85

mn2/
3 一h l

丫/

F i g
.

4

0 3 0 6 0 9 0

a dh e s i o n r a t e (%)

图 4 B e a C n 8 8 5 勃附能力比较

T h e a b i li yt o f a d h e s io n o f tr a sn fe c t e d

tr a sn fe e t e d B c a C D 8 8 5 e e ll s

s n d U n ·

图 2 B ca C D 8 8 5 /
n

m 2 3
一

h l 免疫组化染色

iF g
.

2 T h e in l n l
un

o hi st oc h e
而

s tyr o f
mn

2 3
一

h l t段 sn fe ct e d

2
.

6 细胞趋化能力的变化

侵袭至滤膜下表面的细胞相对数 目为
:
对照组

为 81
.

0 % 土 3
.

9%
,

实验组为 5 0
.

0 % 士 6
.

3%
,

转染

后的细胞趋化运动能力明显下降 ( 尸 < 0
.

01
,

扩检

验 )
。

3 讨 论

iF g
.

3

图 3 B ca C n 8 8 5 免疫组化染色

T h e i r o r o u n o ih s t o e h e m is t r y of 到m 2 3
一

h l u n tr a ns
·

fe ct e d e
ell il nes (

x 4 0 )

2
.

4 转染后的细胞侵袭能力的变化

重建后 的 M at ir ge l 能在聚碳酸滤膜表面形成

类似天然基底膜的结构
,

细胞侵袭穿过重建 M a -

itr ge l 的能力反 映出该细胞的侵袭能力
。

对照组侵

袭细胞的相对数 目为 64
.

5% 士 6
.

3 %
,

实验组侵袭

细胞的相对数 目为 41
.

1% 士 1
.

2%
,

实验组侵袭至

滤膜下表面的细胞数低于对照组 ( 尸 < 0
.

01
,

x Z

检

3
.

1 p e M v
一

N e o 一

B a m
. n m 2 3

一

H l 真 核 表达 载体

系统转染的优点

本研究采用的真核表达载体 p C M v
一

N eo
一

B a m,

具有两个独立的转录单位
,

第一个转录单位包含了

巨细胞病毒 (
e y t o m e g a t o v i ur s ,

C M V ) 启动子和增强

子
,

能够 驱动插人 B a m H I 位置 的 目的基 因的表

达
,

多腺昔酸和连接 区域来源于兔的 p 珠蛋白基

因
,

保证了在细胞 中的转录过程
。

第二个转录单位

包括了单纯疤疹病毒腺昔酸 ( h e甲 e s s i m p l e x v i ur s ,

H S V ) 启动子和增强子
,

单独控制新霉素耐药基因

而产生了对 4G 18 的耐药性
,

以供转染后筛选
。

源于

BP 3R 22 的复制和 尽 乳糖激酶基因加速了质粒在

J M 10 9 中的转化
。

这一表达系统具有易于转化
,

转

染效率高
,

筛选准确性高等优点
。

n m 2 3
一

H I 的 。 D N A 被插 人 p C M v
一

N e o 一

B a m 中

的 B a m H I 区 域
,

形成 了
n m 2 3

一

H l 的真核表达质

粒
。

实验中发现
,

当脂质体
一

质粒复合体导人的第

一个 24 h
,

实验组和对照组均出现短暂生长抑制后
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逐渐缓解
,

两组间无明显差异
,

这种变化可能与脂

质体导人后 的短暂抑制作用
’ 5 ’ 以及培养液中小牛

血清浓度变化
,

培养液的更换有关
。

24 h 后
,

由于

以 18 的筛选作用
,

对照组和实验组的增殖活性均

明显下降
,

细胞数 目均明显减少
。

2 周后实验组细

胞开始逐渐出现克隆
,

3 周后集落生长
,

而对照组

无此变化
,

说明阳性克隆株已初步出现
。

5 周后
,

实

验组细胞生长活跃
,

而对照组 已无 明显细胞生长
。

免疫组化的结果表 明
,

转染后 的细胞胞浆内
,

胞内网状结构中出现特异性的棕色颗粒
,

胞突
、

核

膜周也可见深染区颗粒状的分布呈散在型
,

团块状

分布呈密集型
,

线形分布具有连续性
。

我们还发现

转染后的细胞胞体和细胞核增大
,

轻度肿胀
,

核浆

比例有所增大
。

这说明
n m 2 3

一

H l 的真核表达质粒

已成功转染 了肿瘤细胞并获得较强表达
。

3
.

2
mn

2 3
一

H l 基因抑制 B c a C D 8 8 5 细胞的转移

行为的机制

实验结果表明
, n m 2 3

一

H l 对 口 腔癌细胞株的侵

袭
、

豁附
、

趋化运动能力均有明显抑制作用
。

肿瘤

细胞对人工基膜的侵袭是 目前检测肿瘤细胞侵袭

能力的有效方法
。

细胞要穿透人工基膜和直径只有

8 林m 的聚碳酸醋微孔滤膜
,

需要降解 M at ir ge l 成

分和细胞的高度变形
。

本研究发现
,

当 B ca C D 8 85 细胞转染后
,

其侵

袭能力明显下降
,

一方面可能与其运动能力的下降

有关
,

另一方面
,

可能其降解细胞外基质能力也有

明显降低
。

在侵袭早期发生的肿瘤细胞与细胞外

基质的相互作用可分为豁附和铺展两个过程
,

前者

指细胞表面分子与细胞外基质蛋 白的被动结合作

用
,

而后者则包括细胞在细胞外基质表面伸展和由

此引起的细胞 内信号转导
`3 ’ 。
实验的结果已证明转

染后细胞的亲合力下降
,

而趋化运动能力的降低则

影响了铺展 过程
,

从而改变 了细胞的信号传导过

程
。

其他研究也证实
`4

,
5 ’ , n m 23

一

H l 的过表达会引

起细胞在分化过程中形态和生化合成的一些变化
,

n m 23
一

H l 的运动抑制的关键在于 k
一

nP 基团和丝氨

酸 1 2 0( 在人 的
n m 23 中为 P 9 6)

,

而不是以前认为

的丝氨酸 4 4
。

这两个基团使
n m 2 3

一

H l 通过减弱对

K 十 通道拮抗剂 ( IKA c h

) 的敏感性来完成对 K
+

通道

的调节
,

以达到对细胞运动的抑制作用
。

K a n to r
等

I6 )
将

n m 2 3
一

H I 转染 到 M D A
一

M B
一

4 3 5

和鼠 K
一

17 3 5 细胞株后
,

这两株细胞均失去了对各

种化学诱导剂刺激反应而引起的细胞运动
,

因此
,

n m 2 3
一

H l 的对外来刺激引起的细胞运动的抑制作

用
,

可能是在在其下游控制细胞运动的信号传导途

径上
,

由于非 N D P K 磷酸化的影响所致的微丝微管

聚合及其稳定性改变的结果
。

这与实验 的结果是

相一致的
。
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