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　　［摘要］　目的　检测亲环素Ａ（ＣｙｐＡ）在胃癌组织和细胞株中的表达情况，采用基因干扰技术抑制胃癌细胞中ＣｙｐＡ的

表达，探讨ＣｙｐＡ对胃癌细胞增殖能力的影响和相关分子机制。方法　实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测ＣｙｐＡ在胃癌组

织、癌旁组织和细胞株中的表达；合成针对ＣｙｐＡ的靶向ｓｉＲＮＡ并转染胃癌ＭＫＮ４５细胞株，检测ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ对胃癌细胞内

源性ＣｙｐＡ的抑制作用，同时设置非特异性ｓｉＲＮＡ对照组和阴性对照组。ＭＴＴ法检测各组细胞增殖情况，流式细胞术检测各

组细胞周期；实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测各组细胞增殖基因犘犆犖犃、犘２１、犘１６、犆狔犮犾犻狀犇１的表达。结果　胃癌组织

中ＣｙｐＡ的ｍＲＮＡ和蛋白表达高于癌旁组织，胃癌细胞株ＣｙｐＡ的ｍＲＮＡ和蛋白表达高于胃上皮细胞株，且在低分化细胞

ＭＫＮ４５中表达最高（犘＜０．０５）。ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ可有效抑制内源性ＣｙｐＡ的表达；ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ转染后ＭＫＮ４５细胞增殖能力

下降（犘＜０．０５），Ｇ０／Ｇ１期细胞比例上升、Ｇ２／Ｍ期细胞比例下降（犘＜０．０５），ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达下调，Ｐ２１

ｍＲＮＡ和蛋白表达上调（犘＜０．０５）。结论　胃癌细胞中ＣｙｐＡ的表达增强，犆狔狆犃基因能够通过调节部分增殖基因的表达而

促进胃癌细胞增殖。
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第８期．王　冬，等．亲环素Ａ在胃癌细胞中的表达及与肿瘤细胞增殖的关系

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｔｏｍａｃｈｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（８）：１０３８１０４２］

　　胃癌是我国发病率、死亡率最高的消化道恶性肿

瘤，严重危害人民健康。胃癌患者的肿瘤生长迅速，

患者就诊时肿瘤多已处于进展期，综合治疗效果不

佳、预后差，５年生存率不足４０％
［１２］。胃癌发展迅速

的重要原因之一在于细胞具有较强的增殖能力［３］。

若能有效抑制胃癌细胞的增殖，将对阐明胃癌发生、

发展机制，探索新的胃癌治疗方案有重要意义，但相

关研究目前尚未取得突破性进展。亲环素 Ａ

（ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎＡ，ＣｙｐＡ）是亲环蛋白家族成员之一，具

有原癌基因特性，在乳腺癌、食管癌、胆管癌、非小细

胞肺癌等多种恶性肿瘤中高表达［４７］。目前关于

ＣｙｐＡ与胃癌细胞增殖的报道不多，具体机制也不清

楚。因此，本研究检测了ＣｙｐＡ在胃癌组织和细胞株

中的表达情况，并采用基因干扰技术抑制胃癌细胞中

ＣｙｐＡ的表达，观察抑制前后胃癌细胞增殖能力的改

变，进一步检测抑制ＣｙｐＡ后增殖基因的变化，为探

讨胃癌细胞的增殖机制提供一定依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基、胰蛋白

酶购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；ＲＮＡ提取试剂ＴＲＩｚｏｌ、核

酸转染细胞的转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００购自

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；荧光定量ＰＣＲ所用反转录试

剂盒及相关试剂购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；所有目的

基因ＰＣＲ引物和小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）由生工生物

工程（上海）有限公司合成；蛋白提取试剂盒购自碧

云天生物技术有限公司；ＣｙｐＡ、增殖细胞核抗原

（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、Ｃｙｃｌｉｎ

Ｄ１、Ｐ２１及βａｃｔｉｎ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；

ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司。ＧｅｎｅＡｍｐ９６００型

ＰＣＲ仪购自美国ＰＥ公司；２０１０型酶标仪购自奥地

利Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＥｐｉｃｓＸＬⅡ型流式细胞仪购自美

国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司。

１．２　胃癌组织来源　选择２０１３年１月至２０１３年１２

月在河北医科大学第四医院普外三科住院行手术切

除并经病理确诊的胃癌患者２０例，其中男性１２例，

女性８例；年龄４１～７１岁，平均年龄（５６．８±６．２）岁，

患者术前均未接受过针对肿瘤的治疗。每例均取癌

组织及癌旁组织（距癌组织边缘＞２ｃｍ）各１份（约

１．０ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ），标本投入液氮速冻后转

入－８０℃冰箱保存。该研究取得河北医科大学第四

医院医学伦理委员会批准并获得患者同意。

１．３　细胞株及细胞培养　高分化胃癌细胞株

ＭＫＮ２８、低分化胃癌细胞株ＭＫＮ４５及正常胃上皮细

胞株ＧＳＥ１购自中国科学院上海生命科学院细胞资

源中心，细胞在河北医科大学第四医院中心实验室进

行培养、传代及保存。各细胞株均于ＲＰＭＩ１６４０培养

基中常规培养（培养时加入１０％胎牛血清及双抗），在

５％ＣＯ２、３７℃的细胞培养箱恒温孵育。用含０．０２％

ＥＤＴＡ的０．２５％胰蛋白酶溶液消化传代。

１．４　荧光定量 ＰＣＲ 技术检测犆狔狆犃、犘犆犖犃、

犆狔犮犾犻狀犇１、犘２１ｍＲＮＡ的表达　采用ＴＲＩｚｏｌ一步

法提取胃癌组织、癌旁组织及各细胞株的总ＲＮＡ，

分别取２μｇＲＮＡ反转录成为ｃＤＮＡ。反转录产物

取２μＬ行荧光定量ＰＣＲ，按反转录试剂盒操作说明

建立反应体系：２μＬ反转录产物，１０μＬＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭｉｘ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国），上、下游引

物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，去离子水７μＬ。ＰＣＲ热

循环参数设定为９５℃，持续５ｍｉｎ；然后依次行下列

步骤：９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，进行４５个循

环。犆狔狆犃引物：（Ｆ）５′ＣＡＴＡＣＧＧＧＴＣＣＴＧＧＣ

ＡＴＣＴ３′，（Ｒ）５′ＴＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＣＣＡＴＴＣＣ

３′；犘犆犖犃 引物：（Ｆ）５′ＴＡＡ ＧＧＧＣＴＧ ＡＡＧ

ＡＴＡＡＴＧＣＴＧ ＡＴ３′，（Ｒ）５′ＣＣＴＧＴＴＣＴＧ

ＧＧＡＴＴＣＣＡＡＧＴＴ３′；犆狔犮犾犻狀犇１引物：（Ｆ）５′

ＣＣＧＴＣＣＡＴＧＣＧＧＡＡＧＡＴＣ３′，（Ｒ）５′ＧＴＣ

ＡＣＡＣＴＴＧＡＴＣＡＣＴＣＴＧＧ３′；犘２１引物：（Ｆ）

５′ＣＧＣＴＣＴＡＣＡＴＣＴＴＣＴＧＣＣＴＴＡＧ３′，（Ｒ）

５′ＣＡＧＣＡＣＴＣＴＴＡＧＧＡＡＣＣＴＣＴＣＡＴ３′；

犘１６引物：（Ｆ）５′ＣＡＡＣＧＣＡＣＣＧＡＡＴＡＧＴＴＡ

ＣＧ３′，（Ｒ）５′ＡＣＣＡＣＣＡＧＣＧＴＧ ＴＣＣＡＧＧ

ＡＡ３′；β犪犮狋犻狀引物：（Ｆ）５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ

ＧＣＣＡＴＣ ＡＣ３′，（Ｒ）５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣＣＴＧ

ＴＴＧＣＴＧＴＡ３′。本研究以β犪犮狋犻狀作内参基因。

荧光定量ＰＣＲ检测结果经１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴

定，并以２－ΔΔＣｔ法计算各基因ｍＲＮＡ的相对表达量。

１．５　蛋白质印迹法检测ＣｙｐＡ、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、

Ｐ２１蛋白的表达　应用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法对胃癌组织、癌

旁组织及各细胞株的样本蛋白进行定量，各样本分

别取６０μｇ进行实验。使用１２％聚丙烯酰胺凝胶电

泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）分离

蛋白样品并电转移至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ

ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，用ＴＢＳＴ洗涤缓冲液配制的脱

脂奶粉在室温下封闭１ｈ。加入相应一抗４℃孵育

·９３０１·
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过夜，ＴＢＳＴ 漂洗 ３ 次后加入辣根过氧化酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗室温孵

育１ｈ。显色，检测各蛋白条带灰度值并定量，结果

以目的蛋白条带灰度值与内参βａｃｔｉｎ条带灰度值

的比值来表示。

１．６　ＣｙｐＡ 特异性ｓｉＲＮＡ（ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ）转染

ＭＫＮ４５细胞　ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ序列为５′ＣＴＧＡＣＴ

ＧＴＧＧＡＣＡＡＣＴＣＧＡＡＴ３′，非特异性ｓｉＲＮＡ序列

为５′ＣＣＣＴＴＣＴＣＴＧＴＴＴＧＴＡＡＡＧＡＧＡＣＡＴ３′。

取ＭＫＮ４５细胞以４×１０５／ｍＬ的密度接种于６孔板

中，培养２４ｈ。转染前用ＲＰＭＩ１６４０清洗 ＭＫＮ４５

细胞，将合成的ｓｉＲＮＡ溶解成浓度为４０ｎｍｏｌ／Ｌ的

溶液，按转染试剂操作说明稀释各溶液并分组：

ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ（ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组）、非特异性ｓｉＲＮＡ

（Ｎｏｎ组）及相应比例的转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００（Ｃｏｎ组），其中ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组根据ＣｙｐＡ

ｓｉＲＮＡ 浓度不同分为１０、２０、４０ｎｍｏｌ／ＬＣｙｐＡ

ｓｉＲＮＡ组３个亚组，混合静置后分别转染 ＭＫＮ４５

细胞。转染４８ｈ后观察转染效率。

１．７　ＭＴＴ法检测转染后细胞的生长情况　０．０２％

ＥＤＴＡ０．２５％胰蛋白酶消化 ＭＫＮ４５细胞，将细胞

密度调整为５×１０４／ｍＬ，接种于９６孔板中。待细胞

生长至６０％～７０％融合时各组分别转染ＣｙｐＡ

ｓｉＲＮＡ、非 特 异 性 ｓｉＲＮＡ 和 转 染 试 剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００。继续培养各组细胞，分别在

转染后２４、４８、７２ｈ时取出培养板，各组均加入２０

μＬ的ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），培养４ｈ后去除培养液。

各孔加入１５０μＬ二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，

ＤＭＳＯ），室温下振荡１５ｍｉｎ，检测波长为４９０ｎｍ时

各孔的光密度（犇）值。实验重复３次。

１．８　流式细胞术检测转染后细胞周期情况　转染

结束后，ＭＫＮ４５细胞无血清培养１６ｈ进行同步化

处理；收集各组细胞，清洗并用７０％冷乙醇快速冲

散，制备１×１０７／ｍＬ的单细胞悬液０．１ｍＬ。４℃固

定１２ｈ后碘化丙啶（ＰＩ）染色３０ｍｉｎ，取密度为１×

１０６／ｍＬ的细胞样品１００μＬ，应用ＥｐｉｃｓＸＬⅡ型流

式细胞仪（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）上机检测各

组细胞周期分布。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计

学分析，实验数据均以珔狓±狊表示，组间比较采用单

因素方差分析或狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　胃癌组织、癌旁组织和细胞株中ＣｙｐＡ的表达

情况　采用荧光定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测胃

癌组织、癌旁组织及各细胞株中ＣｙｐＡ的ｍＲＮＡ和

蛋白表达情况，结果发现，胃癌组织中 ＣｙｐＡ 的

ｍＲＮＡ和蛋白表达水平高于癌旁组织（犘＜０．０５，图

１Ａ、１Ｂ）；而胃癌 ＭＫＮ２８、ＭＫＮ４５细胞株ＣｙｐＡ的

ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平也均高于正常胃上皮

ＧＥＳ１细胞株，低分化 ＭＫＮ４５细胞株中ＣｙｐＡ的

ｍＲＮＡ和蛋白的表达高于高分化 ＭＫＮ２８细胞株

（犘＜０．０５，图１Ｃ、１Ｄ）。

图１　胃癌组织、癌旁组织及胃癌细胞株、胃上皮细胞株中犆狔狆犃的犿犚犖犃和蛋白表达

Ａ，Ｃ：实时荧光定量ＰＣＲ检测犆狔狆犃ｍＲＮＡ的表达量．犘＜０．０５与癌旁组织比较；△犘＜０．０５与ＧＥＳ１比较；▲犘＜０．０５与ＭＫＮ２８比较．

狀＝６，珔狓±狊；Ｂ，Ｄ：蛋白质印迹法检测ＣｙｐＡ蛋白表达．ＣｙｐＡ：亲环素Ａ

２．２　ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ对 ＭＫＮ４５细胞ＣｙｐＡ蛋白表

达的影响　蛋白质印迹法检测转染４８ｈ后各组细

胞ＣｙｐＡ蛋白的表达水平，结果显示较Ｃｏｎ组和

Ｎｏｎ 组，１０、２０、４０ｎｍｏｌ／Ｌ ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ ３ 组

ＭＫＮ４５细胞ＣｙｐＡ蛋白的表达均明显下降，且呈现

出一 定 的 剂 量 依 赖 性 （图２）。本 研 究 选 取

４０ｎｍｏｌ／Ｌ的ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ转染 ＭＫＮ４５细胞进行

后续实验。

图２　转染后各组犕犓犖４５细胞犆狔狆犃蛋白的表达

ＣｙｐＡ：亲环素Ａ；Ｃｏｎ：转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００；Ｎｏｎ：非特

异性ｓｉＲＮＡ

·０４０１·
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２．３　ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ对 ＭＫＮ４５细胞增殖能力的影

响　采用ＭＴＴ法检测各组细胞的增殖情况，结果

发现转染后不同时间点ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组ＭＫＮ４５细

胞的增殖活力较 Ｎｏｎ组及 Ｃｏｎ组均明显下降

（犘＜０．０５）。Ｎｏｎ组与Ｃｏｎ组比较差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。见图３。

２．４　ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ转染后 ＭＫＮ４５细胞周期的变

化　转染 ＭＫＮ４５细胞后，ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组细胞

Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞比例高于 Ｃｏｎ组和 Ｎｏｎ组，而

Ｇ２／Ｍ期的细胞比例低于Ｃｏｎ组和 Ｎｏｎ组（犘＜

０．０５）。Ｎｏｎ组与Ｃｏｎ组各周期的细胞比例差异均

无统计学意义（犘＞０．０５，表１）。

２．５　ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ转染对ＭＫＮ４５细胞ＰＣＮＡ、Ｐ２１、

Ｐ１６、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达的影响　实时定量ＰＣＲ和蛋白质

印迹法检测结果显示，与 Ｎｏｎ组及Ｃｏｎ组比较，

ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的ｍＲＮＡ和蛋白表

达均下降，Ｐ２１的ｍＲＮＡ和蛋白表达均上调（图４）。

图３　转染后各组犕犓犖４５细胞的增殖活性

ＣｙｐＡ：亲环素Ａ；Ｃｏｎ：转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００；Ｎｏｎ：非特

异性ｓｉＲＮＡ．犘＜０．０５与同一时间点Ｃｏｎ组比较；△犘＜０．０５与

同一时间点Ｎｏｎ组比较．狀＝６，珔狓±狊

表１　各组胃癌细胞的周期分布情况

％，狀＝６，珔狓±狊

组别 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

Ｃｏｎ组 ３６．５２±３．８２ ３３．９４±４．２３ ２９．５４±３．２３

Ｎｏｎ组 ３８．２８±４．３１ ３２．５２±４．４４ ３０．２０±３．６６

ＣｙｐＡｓｉＲＮＡ组 ５７．３８±５．８７△ ３０．２９±２．８２ １２．３３±２．２６△

　　ＣｙｐＡ：亲环素Ａ；Ｃｏｎ：转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００；Ｎｏｎ：非

特异性ｓｉＲＮＡ．犘＜０．０５与Ｃｏｎ组比较；△犘＜０．０５与Ｎｏｎ组比较

图４　各组细胞增殖相关基因的表达情况

Ａ：实时定量ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ的表达；犘＜０．０５与Ｃｏｎ组比较；△犘＜０．０５与Ｎｏｎ组比较．狀＝６，珔狓±狊．Ｂ：蛋白质印迹法检测蛋白表达．

ＣｙｐＡ：亲环素Ａ；Ｃｏｎ：转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００；Ｎｏｎ：非特异性ｓｉＲＮＡ

３　讨　论

胃癌的发生和进展是多因素共同作用的结果［８］，

其中基因异常表达在胃癌发生中发挥了重要作用。

胃癌细胞增殖迅速，可促使肿瘤快速生长并发生转

移，因此通过抑制胃癌细胞的增殖而控制肿瘤进展是

胃癌治疗的方向之一，发现胃癌细胞增殖的中心调节

基因并对其功能进行分析具有重要意义。本研究分

析了ＣｙｐＡ与胃癌细胞增殖之间的关系，结果显示胃

癌组织中ＣｙｐＡ的表达高于癌旁组织，胃癌细胞株中

ＣｙｐＡ的表达也高于胃上皮细胞，且低分化的胃癌细

胞株ＭＫＮ４５中ＣｙｐＡ的表达高于高分化胃癌细胞株

ＭＫＮ２８。这些结果提示ＣｙｐＡ与胃癌有关，可能在胃

癌发生和进展中发挥了作用。

ＣｙｐＡ是亲环素家族的成员之一，具有参与蛋

白质组装、介导细胞间信号转导及调节细胞凋亡等

生物学功能［９１０］。近年来研究发现，ＣｙｐＡ在多种恶

性肿瘤中表达异常，并与肿瘤的迁移、耐药、增殖等

生物学活性有关［４７］。本研究通过ｓｉＲＮＡ技术抑制

内源性ＣｙｐＡ在胃癌 ＭＫＮ４５细胞株中的表达后，

细胞的增殖能力明显下降，进一步证实了ＣｙｐＡ对

细胞增殖具有促进作用，为深入了解胃癌发生机制

及靶向性基因治疗提供了实验依据。

ｓｉＲＮＡ技术是近年来研究基因功能常用的反

向遗传学方法，该技术可有效抑制内源性目的基因

的表达，通过对抑制后的效应进行分析，从而了解目
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的基因的功能。本研究通过ｓｉＲＮＡ 抑制胃癌

ＭＫＮ４５细胞株ＣｙｐＡ的高表达，反向证明了ＣｙｐＡ

对细胞增殖具有促进作用。本研究发现该技术同时

抑制了 ＭＫＮ４５细胞增殖标志基因犘犆犖犃和增殖

促进基因犆狔犮犾犻狀犇１的表达，促进了增殖抑制基因

犘２１的表达。犘犆犖犃是标志细胞增殖状态的重要

基因［１１］；犆狔犮犾犻狀犇１则是通过促进细胞周期Ｇ１／Ｓ期

进程从而促进细胞增殖［１２］；而犘２１是公认的细胞增

殖负性调节基因［１３１４］。这些基因表达的变化提示

ＣｙｐＡ可能通过调节这些基因而干预胃癌细胞的增

殖进程。此外，本研究中细胞增殖负性调节基因

犘１６
［１５］的表达变化并不明显，提示Ｐ１６可能不受

ＣｙｐＡ调节，其对肿瘤细胞的增殖调节可能是通过

其他途径实现的。

综上所述，在胃癌组织及胃癌细胞株中ＣｙｐＡ

的表达上调，应用ｓｉＲＮＡ技术抑制的ＣｙｐＡ表达可

有效抑制胃癌细胞的增殖能力。尽管确切的机制仍

需要进一步研究，但上述结果可表明ＣｙｐＡ可能作

为致癌基因在胃癌增殖中发挥重要作用。
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