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　　Ｓ１００Ａ７与肿瘤的发生、发展密切相关。我们的前

期研究显示，胃癌组织和细胞中均呈现Ｓ１００Ａ７的过表

达［１２］，并且其表达下调能明显抑制胃癌ＳＧＣ７９０１细

胞的增殖和迁移［２］。本研究中我们通过流式细胞术分

析Ｓ１００Ａ７表达下调对胃癌ＳＧＣ７９０１细胞凋亡的影

响，并探讨其与 ＮＦκＢ途径之间的关系，为以Ｓ１００Ａ７
为靶点的胃癌基因治疗提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　实验材料　胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１购自中国科学

院上海细胞研究所。脂质体２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＲＰＭＩ１６４０和胰蛋白酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎

牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ 凋亡检测试剂盒购自美国 Ｂｅｃｋｍａｎ

ＣｏｕｌｔｅｒＴＭ公司；ＣａｓｐａｓｅＧｌｏＲ○３／７、８、９试剂盒购自美

国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；细胞裂解液购自宝生物工程（大连）

有限公司；Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ（ｓｃ１０６４５９）、对照ｓｉＲＮＡ（ｓｃ

３７００７）、抗体Ｓ１００Ａ７（ｓｃ５２９４８）、ｐ６５（ｓｃ３７２）、ＩκＢα（ｓｃ

３７１）、ｐＩκＢα（ｓｃ８４０４）、Ｂｃｌ２（ｓｃ４９２）、ＢｃｌｘＬ（ｓｃ７１９５）

和βａｃｔｉｎ（ｓｃ１３０３０１）均购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　细胞培养及转染　ＳＧＣ７９０１细胞置于含１０％胎

牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中于３７℃、５％ ＣＯ２的孵

箱中培养，当细胞约达９０％融合时，按脂质体２０００的

操作步骤将Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ和对照ｓｉＲＮＡ转染ＳＧＣ

７９０１细胞，转染后细胞分为３组：未转染组（不作任何

处理）；对照 ｓｉＲＮＡ 组（采用对照 ｓｉＲＮＡ 转染）和

Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组（采用Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ转染）。

１．３　流式细胞术检测细胞凋亡　３组ＳＧＣ７９０１胃癌细

胞（１×１０６／ｍＬ）于转染后４８ｈ收获，将其置于预冷ＰＢＳ
中洗涤。取１００μＬ细胞置于流式细胞管中，分别加入５

μＬ的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，

ＰＩ），避光孵育１５ｍｉｎ，接着采用流式细胞仪检测１×１０４

个细胞，最后采用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析细胞凋亡结果。

１．４　细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３／９活性分析　根据 Ｃａｓｐａｓｅ

ＧｌｏＲ○３／７、８、９试剂盒的操作步骤，分析转染后４８ｈ
的３组ＳＧＣ７９０１胃癌细胞中的ｃａｓｐａｓｅ３／９活性。具

体实验步骤如下：将３组细胞分别置于缓冲液［２５

ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５），５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，１ｍｍｏｌ／

ＬＥＧＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＰｅｆａｂｌｏｃＲ○和胃酶抑素、亮肽素和抑

肽酶各１μｇ／ｍＬ］中充分混匀和悬浮后，于低温离心机

中１６０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，澄清提取液。将提取液中的

蛋白浓度调整为１ｍｇ／ｍＬ，于－８０℃冻存。将稀释后

的提取液（１０μｇ／ｍＬ）与ＣａｓｐａｓｅＧｌｏ
Ｒ○检测试剂等体积

混合，置于９６孔培养板中。室温孵育１ｈ，然后采用发
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光检测仪读取数据。

１．５　蛋白质印迹分析检测　３组ＳＧＣ７９０１胃癌细胞

于转染后４８ｈ收获，采用细胞裂解液提取总蛋白，并采

用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定各组蛋白浓度。将５０μｇ总蛋白在

上样缓冲液中煮１０ｍｉｎ，采用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ进行蛋

白分离，将凝胶上的蛋白转移至硝酸纤维素膜（ＮＣ）上。

将ＮＣ用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ于室温封闭２ｈ，分

别加一抗（Ｓ１００Ａ７、ｐ６５、ＩκＢα、ｐＩκＢα、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ 和β

ａｃｔｉｎ；按１２００稀释）于含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ中，

置于４℃过夜孵育，用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，洗

膜结束后加二抗室温孵育２ｈ，然后曝光。最后用Ｇｅｎｅ

Ｔｏｏｌｓ软件分析蛋白相对表达量。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差分

析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ下调ＳＧＣ７９０１细胞中Ｓ１００Ａ７蛋

白的表达　与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组相比，Ｓ１００Ａ７

ｓｉＲＮＡ组中Ｓ１００Ａ７蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５），而未转染

组和对照ｓｉＲＮＡ组之间Ｓ１００Ａ７蛋白表达差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５，图１）。

图１　蛋白质印迹分析检测Ｓ１００Ａ７蛋白

在３组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞中的表达
Ｐ＜０．０５与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组比较．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．２　Ｓ１００Ａ７表达下调对 ＳＧＣ７９０１细胞凋亡的影

响　流式细胞术检测（图２）结果表明，Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组

中ＳＧＣ７９０１细胞早期凋亡率［（１９．０２±０．４４）％］高于

未 转 染 组 ［（７．８７±０．２６）％］和 对 照 ｓｉＲＮＡ 组

［（８．０６±０．１４）％］，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图２　流式细胞术检测ＳＧＣ７９０１细胞凋亡结果

２．３　Ｓ１００Ａ７表达下调对ＳＧＣ７９０１细胞Ｃａｓｐａｓｅ３／９
活性的影响　与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ 组相比，

Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组中Ｃａｓｐａｓｅ３／９的活性均上升（Ｐ均＜
０．０５，图３）。

２．４　Ｓ１００Ａ７表达下调阻断 ＮＦκＢ途径　与未转染组

和对照ｓｉＲＮＡ组相比，Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组中ｐ６５和ｐＩκＢα
蛋白的表达下调，而ＩκＢα蛋白的表达上调（Ｐ均＜０．０５，

图４）。提示 Ｓ１００Ａ７能阻断胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞中

ＮＦκＢ途径。

２．５　Ｓ１００Ａ７表达下调对 ＮＦκＢ途径下游调控蛋白表

达的影响　Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组中Ｂｃｌ２和ＢｃｌｘＬ 蛋白表

达均低于未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组（Ｐ均＜０．０５，图５）。
图３　ＳＧＣ７９０１细胞Ｃａｓｐａｓｅ３／９活性的检测结果

Ｐ＜０．０５与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组比较．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ
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图４　蛋白质印迹分析检测３组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞中

ＮＦκＢ途径中关键蛋白ｐ６５、ＩκＢα和ｐＩκＢα的表达

　Ｐ＜０．０５与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组比较．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

图５　蛋白质印迹分析检测３组胃癌ＳＧＣ７９０１细胞中

ＮＦκＢ途径中下游靶蛋白Ｂｃｌ２和ＢｃｌｘＬ的表达
Ｐ＜０．０５与未转染组和对照ｓｉＲＮＡ组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

Ｓ１００Ａ７对肿瘤发生发展的作用涉及到多种细胞

生物学过程，包括：增殖、细胞周期、凋亡、免疫调节以

及浸润和转移等［３６］。我们前期的研究也表明，采用

ｓｉＲＮＡ干扰胃癌细胞ＳＧＣ７９０１中Ｓ１００Ａ７的表达能

抑制细胞的增殖和迁移［２］。为了进一步探讨Ｓ１００Ａ７
对ＳＧＣ７９０１ 细 胞 凋 亡 的 影 响，本 研 究 首 先 利 用

Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ转染ＳＧＣ７９０１细胞，降低胃癌ＳＧＣ

７９０１细胞中Ｓ１００Ａ７蛋白的表达，然后采用流式细胞

术分析Ｓ１００Ａ７表达下调对胃癌ＳＧＣ７９０１细胞凋亡

的影响，结果显示，Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ组中ＳＧＣ７９０１细

胞的早期凋亡率高于未转染组和对照 ｓｉＲＮＡ 组

（Ｐ均＜０．０１），提示 Ｓ１００Ａ７表达下调能诱导 ＳＧＣ

７９０１细胞凋亡。

　　研究表明，Ｓ１００Ａ７表达水平与增加的细胞存活率

和ＮＦκＢ途径密切相关［７８］，ＮＦκＢ途径在肿瘤细胞凋

亡中发挥重要的功能［９１１］。为了探讨Ｓ１００Ａ７下调介

导ＳＧＣ７９０１细胞凋亡的可能分子机制，我们分析了转

染Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ前后 ＮＦκＢ途径中关键分子ｐ６５、

ＩκＢα和ｐＩκＢα蛋白的表达，结果发现，Ｓ１００Ａ７表达下

调后ｐ６５、ｐＩκＢα蛋白水平均降低（Ｐ均＜０．０５），ＩκＢα
蛋白水平升高（Ｐ＜０．０５），提示Ｓ１００Ａ７表达下调能阻

断胃癌细胞的 ＮＦκＢ途径。为了进一步探讨 ＮＦκＢ
途径中与细胞凋亡有关的下游调控基因的表达，我们

采用蛋白质印迹法分析了转染Ｓ１００Ａ７ｓｉＲＮＡ前后

Ｂｃｌ２和ＢｃｌｘＬ 蛋白表达的变化，结果发现，Ｓ１００Ａ７在

胃癌ＳＧＣ７９０１中表达水平的下调能降低Ｂｃｌ２和Ｂｃｌ

ｘＬ 的表达（Ｐ均＜０．０５），这可能是Ｓ１００Ａ７调控胃癌

细胞凋亡过程的主要分子机制。

总之，本研究结果显示，Ｓ１００Ａ７表达下调能促进

胃癌细胞凋亡，其介导的细胞凋亡与 ＮＦκＢ途径的阻

断密切相关，阐明Ｓ１００Ａ７和 ＮＦκＢ途径之间的关系

有望为胃癌的分子靶向治疗提供理论依据。
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