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［摘要］　目的：探讨ＲＮＡ干扰靶向抑制ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达对大肠癌细胞侵袭与转移的影响。方法：设计４条ｓｈＲＮＡ干

扰载体及１条阴性对照载体，分别稳定转染大肠癌ＬｏＶｏ细胞。用蛋白质印迹法筛选出一组抑制效率最高的细胞进行细胞划

痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验。结果：转染ｓｈＲＮＡ／３２４干扰载体的ＬｏＶｏ细胞ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达降低最明显，抑制率达７７％，

选择该组细胞作为有效干扰组进行后续实验。细胞划痕实验显示，干扰组细胞的划痕愈合能力明显低于对照组细胞 （Ｐ＜

０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验显示，干扰组细胞的穿膜细胞数明显少于对照组细胞 （Ｐ＜０．０５）。结论：ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达缺失可明

显降低大肠癌ＬｏＶｏ细胞的迁移运动能力，ＰＩ３Ｋｐ８５α可能成为治疗大肠癌转移的新靶点。
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　　大肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，严重威胁人
类的生命健康。大肠癌患者常出现早期转移，这是
其死亡的主要原因［１］。大肠癌的浸润转移是一个十
分复杂、多步骤的过程，有关其机制的研究远远落后
于癌症研究的其他领域。近几年研究发现，生长因
子的细胞内信号转导通路同肿瘤转移密切相关。其
中，对磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉ
ｎａｓｅｓ，ＰＩ３Ｋｓ）信号转导通路的研究取得了一定的成
果。细胞在一系列内外因素的作用下，通过启动

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路，诱导细胞的增殖、分化、侵
袭与转移［２］。在ＰＩ３Ｋ家族中，研究最广泛的是能被
细胞表面酪氨酸激酶连接受体所激活的ＩＡ 型

ＰＩ３Ｋ，ＩＡ型ＰＩ３Ｋ由ｐ８５调节亚基和ｐ１１０催化亚基
组成，ｐ８５α是ＰＩ３Ｋ家族中表达量最多的调节亚基，
由ＰＩＫ３Ｒ１基因编码，ｐ８５α基因的突变或扩增能导
致ＰＩ３Ｋ的激活［３］。

　　关于ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白对大肠癌细胞侵袭与转移
的影响，目前国内外均未见报道。本研究通过ＲＮＡ



第５期．孙　嫣，等．ＲＮＡ干扰靶向抑制ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白对大肠癌细胞侵袭与转移的影响 ·４９７　　 ·

干扰技术下调 ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白在大肠癌细胞系

ＬｏＶｏ中的表达，并检测干扰后大肠癌细胞侵袭与转
移的变化，为发现大肠癌基因治疗新的靶点提供理
论依据。

１　材料和方法

１．１　短发夹状 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）
的设计与制备　从ＧｅｎＢａｎｋ中选定人类ＰＩ３Ｋｐ８５α
亚单 位 编 码 基 因 ＰＩＫ３Ｒ１ ｍＲＮＡ 序 列 （ＮＭ ＿

１８１５０４），依照ｓｈＲＮＡ 的设计原则［４］，设计 ４ 条

ｓｈＲＮＡ，靶序列分别为：ＧＧＧＡＧＡＴＡＴＣＴＣＧＡＧ
ＧＧＡ ＡＧＡ；ＧＣＴ ＣＡＧ ＴＡＴ ＡＡＴ ＣＣＣ ＡＡＡ
ＴＴＧ；ＧＧＡ ＣＧＧ ＣＧＡ ＡＧＴ ＡＡＡ ＧＣＡ ＴＴＧ；

ＧＣＴＴＴＧＣＣＧＡＧＣＣＣＴＡＴＡ ＡＣＴ，分别命名
为：ｓｈＲＮＡ／８９，ｓｈＲＮＡ／３２４，ｓｈＲＮＡ／１０７３，ｓｈＲ
ＮＡ／１１２３。阴性对照靶序列为：ＧＴＴ ＣＴＣＣＧＡ
ＡＣＧ ＴＧＴ ＣＡＣ ＧＴ，命名为：ｓｈＲＮＡ／Ｎ。利用

ＢＬＡＳＴ （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／）
在ＥＳＴ数据库中查询，均未发现与另外任何基因同
源。ｓｈＲＮＡ的发卡袢状结构为ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ，转
录终止子为ＴＴＴＴＴ。ｐＧＰＵ６／ＮｅｏｓｈＲＮＡ表达载
体的 制 备 由 上 海 吉 玛 制 药 技 术 有 限 公 司

完成。　　　　
１．２　细胞培养和转染　人大肠癌细胞株ＬｏＶｏ购
自美国ＡＴＣＣ公司，由本研究所保存，用含有１０％
胎牛血清（杭州四季青生物工程材料有限公司）的

ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ公司）常规培养传代。转染实验
参照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）产品说
明书，转染前一天将细胞以５×１０４个／孔接种于２４
孔培养板，细胞融合达９０％～９５％时进行转染，用

ＯｐｔｉＭＥＭ培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）稀释质粒载体和脂
质体。转染后２４ｈ在培养液中加入１０００μｇ／ｍｌ
Ｇ４１８（Ｍｅｒｃｋ公司）进行筛选。形成阳性单细胞克隆
群落后，用尖吸管吸取单克隆阳性细胞培养，连续培
养４周后以含６００μｇ／ｍｌＧ４１８的培养液维持培养。
细胞分为５组：转染ｓｈＲＮＡ／Ｎ的阴性对照组，转染

ｓｈＲＮＡ／８９的ＬｏＶｏ细胞，转染ｓｈＲＮＡ／３２４的Ｌｏ
Ｖｏ细胞，转染ｓｈＲＮＡ／１０７３的 ＬｏＶｏ细胞，转染

ｓｈＲＮＡ／１１２３的ＬｏＶｏ细胞。

１．３　蛋白质印迹法检测ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白的表达　
采用ＲＩＰＡ裂解液（碧云天生物技术研究所）提取细
胞总蛋白，每孔上样５０μｇ进行８％ＳＤＳＰＡＧＥ，半
干电转ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温（１５～２５℃）封闭

２ｈ。小鼠抗人 ＰＩ３Ｋｐ８５α（Ｂ９）单克隆抗体（１

２００）及小鼠抗人βａｃｔｉｎ（１１０００）单克隆抗体购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，一抗４℃过夜，二抗为辣根过氧化
酶标仪记山羊抗小鼠ＩｇＧ（１２０００，购自Ｊａｃｋｓｏｎ
公司），３７℃与膜共孵育１ｈ，ＥＣＬ（Ｐｉｅｒｃｅ公司）显
色。ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件进行灰度扫描分析蛋
白表达的相对值。

１．４　细胞划痕实验　用含１０μｇ／ｍｌＣｏｌｌａｇｅｎⅣ的

ＰＢＳ包被６孔板过夜。用０．２５％胰酶消化细胞，将
细胞重悬于含１０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０中，调整细
胞密度为１×１０６／ｍｌ。按５×１０５／孔接种细胞，培养

３ｈ，使细胞呈现出单层贴壁生长状态。用２００μｌ的
吸头给６孔板中的细胞划痕，在５％ＣＯ２、３７℃培养
箱中继续培养２４ｈ。分别于划痕后０、１２、２４ｈ每个
孔取４个视野拍照，观察划痕愈合能力。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室测定细胞运动能力　细胞达到
对数生长期后，用０．２５％胰酶消化，用无血清ＲＰＭＩ
１６４０培养液调整细胞密度为１×１０６／ｍｌ。在ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ各上室加入细胞悬液２００μｌ，下室每室加５００

μｌ含１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养液。在５％ＣＯ２、

３７℃培养箱中继续培养２４ｈ后，取出滤膜，４％多聚
甲醛固定１５ｍｉｎ后结晶紫染色１０ｍｉｎ，每个滤膜随
即在显微镜下选取５个视野，计数和分析穿膜细胞。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
分析，两组间比较采用ｔ检验，多组间比较采用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结　果

２．１　转染后细胞ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达的变化　各
转染组细胞建立稳定克隆后，用蛋白质印迹法检测

ＲＮＡ干扰效果。结果显示，与转染阴性对照的Ｌｏ
Ｖｏ细胞相比，转染干扰载体的 ＬｏＶｏ细胞 ＰＩ３Ｋ
ｐ８５α蛋白相对表达量分别下调了３６％（ｓｈＲＮＡ／

８９）、７７％（ｓｈＲＮＡ／３２４）、２４％（ｓｈＲＮＡ／１０７３）、１９％
（ｓｈＲＮＡ／１１２３），ｓｈＲＮＡ／８９转染组和ｓｈＲＮＡ／３２４
转染组与阴性对照组相比均有显著性差异（Ｐ＜
０．０５，图１）。ｓｈＲＮＡ／３２４转染组ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白相
对表达量下调程度最大，因此选取ｓｈＲＮＡ／３２４转染
组作为有效干扰组进行后续实验。

２．２　ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白下调后细胞迁移能力的变
化　通过对转染细胞２４ｈ体外划痕实验的观察，转
染ｓｈＲＮＡ／３２４载体的干扰组ＬｏＶｏ细胞与阴性对
照组细胞相比，从１２ｈ开始迁移能力显著降低（Ｐ＜
０．０５），２４ｈ时阴性对照组细胞已有部分“伤口”接近
愈合，与干扰组细胞相比愈合能力具有显著性差异
（Ｐ＜０．０５），见图２。
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图１　ＲＮＡ干扰载体转染后ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达变化

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｎ

ＰＩ３Ｋｐ８５αｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ｓｈＲＮＡ／Ｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；２：ｓｈＲＮＡ／８９ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；

３：ｓｈＲＮＡ／３２４ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；４：ｓｈＲＮＡ／１０７３ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；５：

ｓｈＲＮＡ／１１２３ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇβａｃｔｉｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ

ｓｈｏｗｎａｓｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ．Ｐ＜０．０５ｖｓｇｒｏｕｐ１；ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．３　ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白下调后细胞运动能力的变
化　通过对转染细胞Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板运动实验的观察，
转染ｓｈＲＮＡ／３２４载体的干扰组ＬｏＶｏ细胞与阴性
对照组细胞相比，２４ｈ时的穿膜细胞数显著降低
（Ｐ＜０．０５），见图３。

３　讨　论

　　迁移和侵袭表型的获得是肿瘤发展和转移的关
键步骤，也是一个极其复杂的病理过程，与肿瘤患者
病情的发展和预后有密切的关系［５］。肿瘤转移的机
制极为复杂，近几年来的研究发现，在人类多种肿瘤
中如卵巢癌、胰腺癌、乳腺癌、非小细胞肺癌和口腔
鳞癌等，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路成分常显示过表达［６８］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路激活促进恶性肿瘤转移的
机制包括以下几个方面［９］：（１）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
转导通路的激活能增加肿瘤细胞的运动能力；

图２　ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达降低对细胞划痕愈合能力的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩ３Ｋｐ８５αｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｎｗｏｕｎｄｃｌｏｓｕｒｅｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＲＮＡ／Ｎ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达降低对细胞Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板运动能力的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＩ３Ｋｐ８５αｄｅｐｌｅｔｉｏｎｏｎｔｒａｎｓｗｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＬｏＶｏｃｅｌｌｓ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００；Ｐ＜０．０５ｖｓｓｈＲＮＡ／Ｎ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

（２）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路通过对生长因子受体
的调节来促进肿瘤细胞的转移；（３）ＰＩ３Ｋ／Ａｋ信号
转导通路通过降低细胞间的黏附力来促进肿瘤细胞

的转移；（４）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路通过对细胞外
基质的影响促进肿瘤细胞的转移；（５）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号转导通路通过增加核转录因子的活性促进肿瘤细
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胞转移；（６）ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路通过对转移相
关的酶的磷酸化促进肿瘤细胞的转移；（７）ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ信号转导通路的活化具有细胞膜转位的能力，
由此促进侵袭。因此，直接抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转
导通路或干扰其上游物质的作用，有望抑制恶性肿
瘤的侵袭和转移，成为抗癌治疗的新措施。

　　ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白是ＰＩ３Ｋ家族中表达量最多的
调节亚单位，我们通过免疫组织化学方法发现其在
大肠黏膜正常组织中低表达或不表达，在大肠腺瘤
组织中表达量开始升高，而在大肠癌组织中过表
达［１０］，这与 Ｒｙｃｈａｈｏｕ等［１１］的研究结果相似，说明

ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白的表达在大肠癌的发生发展中起重
要作用。但是ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白对大肠癌细胞转移的
影响目前知之甚少。由于ＲＮＡ干扰技术可以特异
性剔除或关闭特定基因的表达，可用于探索特定基
因的功能。因此，本实验构建了ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白的

４个ＲＮＡ干扰载体，通过转染及稳定筛选获得了稳
定表达４种干扰载体的ＬｏＶｏ细胞株。经蛋白质印
迹法检测，结果提示，转染ｓｈＲＮＡ／３２４干扰载体的

ＬｏＶｏ细胞中 ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表达受抑制最为明
显，可用于后续实验，说明ＲＮＡ干扰技术可有效降
低ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白的表达。

　　许多研究证实，肿瘤细胞运动性的强弱与其侵
袭能力呈正相关［１２］。在ＲＮＡ干扰的基础上，本实
验采用细胞划痕实验，研究ＰＩ３Ｋｐ８５α表达水平与
大肠癌细胞迁移能力之间的相关性。结果发现，抑
制ＰＩ３Ｋｐ８５α的表达可显著降低ＬｏＶｏ细胞的划痕
愈合能力。与阴性对照组细胞相比，从划痕后１２ｈ
开始干扰组细胞的迁移能力显著降低，２４ｈ时阴性
对照组细胞已有部分“伤口”接近愈合，而干扰组细
胞仍然留有明显的划痕存在。显然，ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋
白表达缺失使ＬｏＶｏ细胞侵袭能力明显降低，从而
降低了恶性肿瘤细胞的生物学行为。本实验进一步
采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ板运动实验研究ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白表
达缺失对大肠癌细胞运动能力的影响，结果发现，与
阴性对照组细胞相比，２４ｈ时干扰组的穿膜细胞数
显著降低，进一步提示因ＰＩ３Ｋｐ８５α异常所导致的
肿瘤细胞运动能力提高可能是促进大肠癌转移的机

制之一。最近的一项研究表明［１３］，经过ＲＮＡ干扰
同时抑制ＰＩ３Ｋｐ８５α和Ａｋｔ１的表达，可以抑制胃癌
细胞的增殖，降低胃癌细胞的侵袭能力，进一步说明
针对ＰＩ３Ｋｐ８５α的干预治疗有可能成为抑制肿瘤侵
袭与转移的一个新的治疗靶点。

　　总之，本实验从多方面证明了ＰＩ３Ｋｐ８５α蛋白
缺失可降低大肠癌细胞的运动能力，深入研究其影

响肿瘤转移能力的分子生物学机制，不仅有利于阐
明大肠癌转移的分子机制，还能加深对ＰＩ３Ｋｐ８５α
功能的了解，为临床预测转移、基因治疗和预后判断
寻找新的有效靶点。
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