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ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００８．０１０２９ ·论　著·

膜联蛋白Ａ７表达稳定下调的小鼠肝癌ＨｃａＦ细胞株的建立

王志强１，唐建武２，王绍青２，孙成荣３，王　波２

１．大连医科大学第一附属医院耳鼻咽喉科，大连１１６０１１

２．大连医科大学病理学教研室，大连１１６０４４

３．大连市第五人民医院肿瘤科，大连１１６０２１

［摘要］　目的：建立针对膜联蛋白Ａ７（ａｎｎｅｘｉｎＡ７）的ｓｈＲＮＡ（ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ）稳定转染的小鼠肝癌细胞株ＨｃａＦ，为后续

研究奠定基础。方法：构建３条针对ａｎｎｅｘｉｎＡ７的ｓｈＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ１、２、３），分别与ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ连接，构建表达载体并分别转染

ＨｃａＦ细胞，在ｍＲＮＡ和蛋白质水平比较３条ｓｈＲＮＡ对ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达的抑制作用，筛选抑制效果最好的ｓｈＲＮＡ转染

ＨｃａＦ。稳转后用含４００μｇ／ｍｌＧ４１８的完全培养基筛选，获得ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达稳定下调的 ＨｃａＦ细胞株后传代扩增，应用

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＨｃａＦ细胞ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白的表达，并与空载体转染组及正常对照组进行比较。结果：经ＤＮＡ测序鉴

定，所得到干扰序列与ＧｅｎＢａｎｋ中序列一致；筛选出其中ｓｈＲＮＡ１对ａｎｎｅｘｉｎＡ７的表达抑制效果最好。ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１转

染 ＨｃａＦ细胞株后，ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白的表达远低于空载体转染组和正常对照组（０．３１８６ｖｓ０．７９８７，０．８２４３，Ｐ＜０．０５），而后

二者间无统计学差异。结论：成功建立了ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达稳定下调的小鼠肝癌 ＨｃａＦ细胞株，为后续研究奠定了基础。
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　　恶性肿瘤淋巴道转移与很多蛋白有关，调控相 关蛋白的表达可能会改变肿瘤的生物学特性，抑制
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其淋巴道转移潜能［１３］。本研究前期采用定量蛋白
质组学技术对来源于同一亲本、遗传背景相似、但淋
巴道转移潜能不同的小鼠肝癌细胞株（ＨｃａＦ、Ｈｃａ
Ｐ）筛选差异表达蛋白，结果发现膜联蛋白 Ａ７（ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ７）在高淋巴道转移潜能的 ＨｃａＦ细胞株中
表达高于低淋巴道转移潜能的 ＨｃａＰ细胞株［４５］。

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）一般用于
阻断哺乳动物系统某一特定基因的表达［６］，产生类
似基因敲除的效应，目前被广泛用于干扰细胞中特
定基因的表达，以探讨基因的生物学功能。本研究
采用ＲＮＡｉ技术筛选针对ａｎｎｅｘｉｎＡ７基因的高效

ｓｈＲＮＡ（ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ）序列，并将其转染Ｈｃａ
Ｆ细胞，建立ａｎｎｅｘｉｎＡ７稳定下调表达的 ＨｃａＦ细
胞株，为进一步探讨ａｎｎｅｘｉｎＡ７基因与 ＨｃａＦ高淋
巴道转移潜能的关系奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要仪器及试剂　ＰＣＲ仪ＬｉｆｅＥｘｐｒｅｓｓ（大和
公司），紫外分光光度计 ＨＰ８４５３（ＨＰ公司），凝胶
图像分析系统ＢｉｏＳｅｎＳＣ３００（上海山富科学仪器有
限公司），低温高速离心机Ｂｉｏｆｕｇｅ２８ＲＳ（Ｈｅｒａｅｕｓ
公司），恒温水浴箱 ＭｏｄｅｌＤＫ８Ｄ（上海森信实验仪
器有限公司），恒温摇床（江苏太仓科教仪器有限公
司）。ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ质粒（上海之江生物公司），ＴＲＩｚｏｌ、
引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录酶 ＭＭＬＶ、Ｔａｑ酶
（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），琼脂糖 （Ｂｉｏｗｅｓｔ公司），ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００、限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ 连接酶
（ＴａＫａＲａ公司），３Ｓ柱式质粒抽提试剂盒（上海申能
博采生物技术有限公司），Ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ
公司），琼脂糖ＤＮＡ回收试剂盒（ＷａｔｓｏｎＢｉｏｔｅｃｈ公
司），胰化蛋白胨、酵母提取物（Ｏｘｏｉｄ公司），Ｔｗｅｅｎ
２０、丽春红、一抗ａｎｔｉａｎｎｅｘｉｎＡ７Ａ４４７５（Ｓｉｇｍａ公
司），二抗 Ｄｏｎｋｅｙａｎｔｉｍｏｕｓｅ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），

ＣｅｌｌＬｙｓｉｓ、Ｓｕｐｅｒｓｉｇｎａｌｗｅｓｔｆｅｍｔｏｋｉｔ（Ｐｉｅｒｃｅ公
司）。

１．２　ｓｈＲＮＡ表达载体的构建及鉴定

１．２．１　引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中小鼠ａｎｎｅｘｉｎ
Ａ７基因序列（ＮＭ＿００９６７４．３）合成３条ｓｈＲＮＡ的

ＤＮＡ模板的２条单链，分别命名为ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲ
ＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３，ｓｈＲＮＡ１：５′ＧＡＴＣＣＧＴＣＡＧＡＡ
ＴＴＧＡＧＴＧＧＧＡＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＴＣＣＣ
ＡＣＴＣＡＡＴＴＣＴＧＡＣＴＴＴＴＴＴＧＧ ＡＡＡ３′，

５′ＡＧＣＴＴＴ ＴＣＣ ＡＡＡ ＡＡＡ ＧＴＣ ＡＧＡ ＡＴＴ
ＧＡＧＴＧＧＧＡＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＴＣＣＣＡＣ
ＴＣＡ ＡＴＴＣＴＧ ＡＣＧ３′；ｓｈＲＮＡ２：５′ＧＡＴＣＣＧ

ＣＧＡＣＴＣＴＡＣＴＡＴＴＣＣＡＴＧＡＴＴＣＡＡＧＡＧ
ＡＴＣＡＴＧＧＡＡＴＡＧＴＡＧＡＧＴＣＧＴＴＴＴＴＴＧ
ＧＡＡ Ａ３′，５′ＡＧＣＴＴＴ ＴＣＣ ＡＡＡ ＡＡＡ ＣＧＡ
ＣＴＣＴＡＣＴＡＴＴＣＣＡＴＧＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＣ
ＡＴＧＧＡＡＴＡＧＴＡＧＡＧＴＣＧＣＧ３′；ｓｈＲＮＡ３：

５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＡ ＡＧＣ ＡＡＴ ＧＡＡ ＡＧＧ ＧＴＴ
ＣＴＣＡＡＧＡＧＡＡＡＣＣＣＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＴＴＧ
ＣＧＧＴＴＴＴＴＴＧＧＡ ＡＡ３′，５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣ
ＡＡＡＡＡＡＣＣＧＣＡＡＡＧＣＡＡＴＧＡＡＡＧＧＧＴＴ
ＴＣＴＣＴＴＧＡＧＡＡＣＣＣＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＴＴＧ
ＣＧ３′。所有引物由上海之江生物公司设计合成。

１．２．２　质粒抽提　将１μｌｐＳｉｌｅｎｃｅｒ质粒转化ＤＨ
５α宿主菌感受态细胞，挑２个克隆，３７℃摇菌过夜。
抽提ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ质粒，具体操作参照上海申能博采生
物技术有限公司３Ｓ柱式质粒抽提试剂盒说明书。

１．２．３　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ质粒的构建及鉴定　将ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ
双酶切体系（１５Ｕ／μｌ的ＢａｍＨⅠ２μｌ，１５Ｕ／μｌ的

ＨｉｎｄⅢ２μｌ，１０×Ｋｂｕｆｆｅｒ４μｌ，０．０１％ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ
质粒１０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ２２μｌ）置于３７℃水浴酶切３ｈ
后，经１．０％琼脂糖电泳，切胶回收约４０００ｂｐ大小
的酶切片段，回收操作参照 ＷａｔｓｏｎＢｉｏｔｅｃｈ琼脂糖

ＤＮＡ回收试剂盒说明书。３条合成序列分别用ＴＥ
ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ＝７．５）溶解，浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ，分别取
对应上下游引物按１１混匀，使终浓度为５０μｍｏｌ／

Ｌ。按下列参数退火：９５℃×３０ｓ；７２℃×２ｍｉｎ；

３７℃×２ｍｉｎ；２５℃×２ｍｉｎ，冷冻保存。３个体系分
别于室温连接过夜。体系：Ｔ４ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，浓度

３５０Ｕ／μｌ的Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μｌ，各约含０．３ｐｍｏｌ
的退火后产物（ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３）各６

μｌ，各约含０．３ｐｍｏｌ的ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ双酶切片段１μｌ，

ｄｄＨ２Ｏ１４．５μｌ。连接产物分别转化ＤＨ５α宿主菌
感受态细胞，挑克隆，３７℃摇菌过夜。连接产物

ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３质粒的抽提，具体操作
参照Ｑｉａｇｅｎ公司Ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔ试剂盒说明书。
采用通用引物Ｍ１３Ｆ（５′ＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧ
ＡＣ３′）进行序列测定与比对。

１．３　ｓｈＲＮＡ的筛选　培养状态良好的 ＨｃａＦ细胞
（由大连医科大学病理学教研室提供），离心收集细
胞，用无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细胞，铺６孔
板，１０６／孔，每孔６００μｌ细胞悬液。实验分组：正常

ＨｃａＦ细胞，转染ｓｈＲＮＡ１的 ＨｃａＦ 细胞，转染

ｓｈＲＮＡ２的 ＨｃａＦ细胞，转染ｓｈＲＮＡ３的 ＨｃａＦ细
胞。各取浓度为０．０１％的质粒２５μｌ，分别加入２２５

μｌ无血清ＲＰＭＩ１６４０培养基中，静置５ｍｉｎ；同时取

１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００加入２４０μｌ无血清ＲＰＭＩ
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１６４０培养基中，静置５ｍｉｎ；将以上２种液体轻轻混
匀，室温静置２０ｍｉｎ，使脂质体包裹质粒；轻轻混匀
转染液体，慢慢滴入培养皿中，轻轻晃动培养皿后放
入３７℃、体积分数５％ＣＯ２培养箱中，培养６ｈ；换完
全培养基（含１０％ＦＢＳ），继续培养２４、４８、７２、９６ｈ
后分别收集细胞，抽提ＲＮＡ和蛋白，分别在ｍＲＮＡ
和蛋白质水平检测３条ｓｈＲＮＡ对ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达
的抑制作用，并设正常 ＨｃａＦ细胞为对照，以筛选

ＲＮＡｉ效果最好的ｓｈＲＮＡ。

１．４　稳定转染ｓｈＲＮＡ的 ＨｃａＦ的建立及鉴定　
选择１．３项下筛选的ｓｈＲＮＡ转染 ＨｃａＦ细胞，以
空转染细胞作为对照，转染成功后更换完全培养基
（即含１０％ＦＢＳ），继续培养２４ｈ后，换含４００μｇ／ｍｌ
Ｇ４１８的完全培养基筛选，１３ｄ后大部分细胞死亡，
将存活的细胞转移至细胞瓶中用含４００μｇ／ｍｌ
Ｇ４１８完全培养基培养，传代并冻存。取两瓶细胞抽
提蛋白、ＲＮＡ。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测空载体转染
组、高效ｓｈＲＮＡ转染组及正常 ＨｃａＦ细胞株中ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ７蛋白表达情况。检测结果用凝胶图像分
析系统ＢｉｏＳｅｎＳＣ３００测定平均光密度值（ｎ＝３），计
算转染前后ａｎｎｅｘｉｎＡ７／ＧＡＰＤＨ 的值，比较正常
组、空载体转染组和高效质粒转染组间的表达
差异。　　　
１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０统计学软件进
行分析，定量数据采用珚ｘ±ｓ，组间比较采用ｔ检验，

Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　质粒抽提及测序结果　参照Ｐｌａｓｍｉｄｍｉｎｉｋｉｔ
试剂盒说明书抽提得到ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲ
ＮＡ３质粒（图１）。采用通用引物 Ｍ１３Ｆ测序鉴定，３
个表达载体中所含３条ｓｈＲＮＡ序列被正确检测出，
靶序列与ＧｅｎＢａｎｋ中序列一致。

图１　质粒抽提结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１；２：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ２；３：ｐＳｉ

ｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ３

２．２　ｓｈＲＮＡ的筛选

２．２．１　ｍＲＮＡ 水平　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１转染后

２４ｈ，其抑制ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达的作用强于此时间点
其他ｓｈＲＮＡ的抑制作用，亦强于其他各时间点的
的抑制效果（图２）。

图２　３条ｓｈＲＮＡ在ｍＲＮＡ水平对ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达的抑制作用

Ｆｉｇ２　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆａｎｎｅｘｉｎＡ７ｇｅｎｅｉｎＨｃａＦｃｅｌｌｓｂｙｔｈｒｅｅｓｈＲＮＡ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｎ：ＮｏｒｍａｌＨｃａＦ；Ａ２５：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１；Ａ５０７：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ２；Ａ５９：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ３
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２．２．２　蛋白质水平　 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１转染后

７２ｈ，其对ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白表达的抑制作用强于其
他ｓｈＲＮＡ。ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１在蛋白水平对ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ７表达的抑制作用要晚于核酸水平，这种蛋

白表达滞后是由于从 ｍＲＮＡ翻译成蛋白这一时间
差造成的，所以，本研究后续研究中选择ｓｈＲＮＡ１
进行 ＨｃａＦ细胞转染（图３）。

图３　３条ｓｈＲＮＡ在蛋白水平对ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达的抑制作用

Ｆｉｇ３　ＳｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆａｎｎｅｘｉｎＡ７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｃａＦｂｙｔｈｒｅｅｓｈＲＮＡ
Ａ２５：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１；Ａ５０７：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ２；Ａ５９：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ３；Ｎ：ＮｏｒｍａｌＨｃａＦ

２．３　稳定转染ｓｈＲＮＡ１的 ＨｃａＦ 细胞株的建
立　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果（图４）显示：ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ
ｓｈＲＮＡ１转染组的 ＨｃａＦ细胞ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白表
达明显低于转染空载体组和正常细胞组（０．３１８６ｖｓ
０．７９８７，０．８２４３，Ｐ＜０．０５），而后二者间无统计学
差异。结果表明ｓｈＲＮＡ１已成功转入 ＨｃａＦ细胞，
且显著抑制了ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白的表达。

图４　稳转ｓｈＲＮＡ１后ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白的表达

Ｆｉｇ４　Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ａｎｎｅｘｉｎＡ７ｐｒｏｔｅｉｎｏｆＨｃａＦｂｙｓｈＲＮＡ１

１：ＮｏｒｍａｌＨｃａＦ；２：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐＳｉｌｅｎｃｅｒ；３：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐＳｉ

ｌｅｎｃｅｒｓｈＲＮＡ１

３　讨　论

　　浸润性生长和转移潜能是恶性肿瘤患者病死率
高、预后差的根本原因，其发生机制尚不清，长期以
来一直是肿瘤学研究面临的难题之一。由上皮来源

的恶性肿瘤，淋巴道转移是其早期转移的主要方
式［７］，因此对于恶性肿瘤淋巴道转移机制进行研究，
探索淋巴道转移的关键分子机制和通路，在此基础
上发展出有效的干预手段，对于提高恶性肿瘤患者
的生存率有重要意义。近年来，国内外对肿瘤淋巴
道转移机制的研究，已经从细胞水平深入到基因和
蛋白质水平。研究者利用不同的肿瘤细胞株为研究
对象，发现 Ｅｚｒｉｎ（埃兹蛋白）［８］、ＡＦ１Ｑ［９］、ＭＭＰ

１１［１０］等蛋白质在恶性肿瘤细胞中的异常高表达与
肿瘤淋巴道转移潜能相关，采用ＲＮＡ干扰、基因敲
除等技术下调某些蛋白质表达水平，则可降低这些
肿瘤的淋巴道转移能力，从而证实了这些蛋白与肿
瘤淋巴道转移潜能的相关性。

　　本实验室的前期研究利用高淋巴道转移潜能的
小鼠肝癌细胞株 ＨｃａＦ和低淋巴道转移潜能的小
鼠肝癌细胞株 ＨｃａＰ，筛选出与两株细胞淋巴道转
移潜能相关的差异表达基因［１１１２］，并在此基础上，利
用定量蛋白质组学技术筛选出 ＨｃａＦ和 ＨｃａＰ细
胞之间差异表达蛋白质［５］。其中，无论在基因还是
在蛋白质水平，ａｎｎｅｘｉｎＡ７在 ＨｃａＦ细胞中的表达
都显著高于其在 ＨｃａＰ的表达，提示ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋
白可能在肿瘤淋巴道转移过程中发挥作用。
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　　Ｓｍｉｔｈｅｒｍａｎ等［１３］研究发现，所有的膜联蛋白
成员显示出同样的蛋白拓扑，由７０个氨基酸区域的

４个保守重复序列构成的Ｃ端核心和功能多样的Ｎ
端尾部组成，被认为与膜运输、信号转导、细胞分化
和增殖有关。ＡｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白的Ｃ端包含潜在的
胰岛素位点、钙离子和磷脂结合位点等，有利于依赖
钙离子促进膜的融合［１４］。Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ等［１５］在基因敲

除小鼠ａｎｎｅｘｉｎＡ７（＋／－）中发现其肝癌、淋巴瘤等
恶性肿瘤的进展迅速，认为ａｎｎｅｘｉｎＡ７是某些肿瘤
的抑制基因。Ｊｉ等［１６］研究认为ａｎｎｅｘｉｎＡ７上调表
达可能与肿瘤形成过程中的 Ｒａｓ突变相关。而

Ｓｒｉｖａｓｔａｖａ等［１７］研究发现ａｎｎｅｘｉｎＡ７低表达与许
多种肿瘤的高侵袭性相关，但在某些肿瘤的转移灶
中ａｎｎｅｘｉｎＡ７的表达高于原发灶，而转移淋巴结中

ａｎｎｅｘｉｎＡ７的表达却低于未受侵的淋巴结。相关研
究缺乏定论，因此，进一步研究该蛋白的表达与肿瘤
淋巴道转移的相关性十分必要。

　　本研究为了探讨ａｎｎｅｘｉｎＡ７表达水平与 Ｈｃａ
Ｆ高淋巴道转移潜能的关系，设计３条针对ａｎｎｅｘｉｎ
Ａ７的ｓｈＲＮＡ，筛选其中高效干扰者，并用其转染

ＨｃａＦ细胞株，建立稳定转染的 ＨｃａＦ细胞株，结果
表明ｓｈＲＮＡ１的干扰效果最好，转染 ＨｃａＦ细胞株
后能有效抑制ａｎｎｅｘｉｎＡ７蛋白表达，成功建立了稳
定转染的 ＨｃａＦ细胞株，为后续研究奠定了基础。
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