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Ｗｎｔ５ａ表达沉默抑制肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１迁移及侵袭
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［摘要］　目的：探讨抑制肺鳞癌细胞中 Ｗｎｔ５ａ表达对细胞增殖、迁移和侵袭等生物学特性的影响。方法：构建表达针对

Ｗｎｔ５ａ的ｓｉＲＮＡ的重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ－，转染肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１后筛选建立稳定表达细胞株。通过 ＭＴＴ、细胞周

期以及Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测，观察抑制 Ｗｎｔ５ａ表达对癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的变化。结果：Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹测定表明肺鳞癌细

胞ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－低表达 Ｗｎｔ５ａ蛋白 （１３．６％）。转基因细胞增殖指数略低于对照细胞株［（２８．３±３．８）％ｖｓ（３０．５±

５．２）％］。转基因细胞的相对迁移率和侵袭率分别为对照组的 （４７．３±９．２）％和 （３９．７±１１．７）％。结论：Ｗｎｔ５ａ低表达显著

抑制肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１的迁移和侵袭能力，Ｗｎｔ５ａ可能是肺鳞癌基因治疗的潜在靶标。

［关键词］　Ｗｎｔ５ａ；ＲＮＡ干扰；肺肿瘤；鳞状细胞肿瘤；细胞迁移；肿瘤侵袭
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　　Ｗｎｔ信号途径不仅在胚胎发育过程中发挥重要
作用，其非正常活化被认为是肿瘤发生的诱因之
一［１］。Ｗｎｔ５ａ作为 Ｗｎｔ蛋白家族的一员，在前列腺
癌、乳腺癌和胃癌等肿瘤中表达明显上调［２３］，其高表
达增加了黑素瘤、乳腺癌和胃癌细胞的转移和侵袭能
力［４５］。但是 Ｗｎｔ５ａ的相关研究尚处于起步阶段，其
在不同细胞中的功能和作用机制仍未有定论。肺鳞
癌细胞ＳＫＭＥＳ１也高表达 Ｗｎｔ５ａ蛋白，其在肺鳞癌
迁移及侵袭中的作用值得进一步探讨。为此，本研究
通过ＲＮＡｉ技术［６］建立稳定低表达 Ｗｎｔ５ａ的转基因

细胞ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－，通过绘制转基因细胞的细胞增
殖曲线，测定细胞周期和将细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室体外培养，与正常表达 Ｗｎｔ５ａ以及吲哚美辛（ｉｎｄｏ
ｍｅｔｈａｃｉｎ）抑制 Ｗｎｔ信号通路的ＳＫＭＥＳ１细胞比
较，观察其增殖、迁移和侵袭能力的变化，初步探讨

Ｗｎｔ５ａ表达水平变化与肺鳞癌细胞相关生物学特性
的关系及其作为肺鳞癌基因治疗靶标的可行性。

１　材料和方法

１．１　转基因细胞株ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－的建立
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１．１．１　 重组质粒 ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ构建 　 针对

Ｗｎｔ５ａ的 ＲＮＡｉ位点［３］，设计 ＯｌｉｇｏＤＮＡ 正义链

５′ｇａｔｃｃｃａａａｃａｇａｇｇｔｇｔｔａｔｃｃａｃｔｔｃａａｇａｇａｇｔｇｇａｔａａ
ｃａｃｃｔｃｔｇｔｔｔｔｔｔｔｔｔ３′及反义链５′ａｇｃｔａａａａａａａａａｃａ
ｇａｇｇｔｇｔｔａｔｃｃａｃｔｃｔｃｔｔｇａａｇｔｇｇａｔａａｃａｃｃｔｃｔｇｔｔｔｇｇ３′
（由上海生工生物工程技术服务有限公司合成）。５′
和３′黏端分别与ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切后黏端一
致，退火形成双链ＤＮＡ，与ＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ顺序
酶切重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡ（购自Ｂｉｏｍｙｘ公司）连
接，连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α，挑选阳性克隆测
序鉴定，确认获得重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ。采用

ＰｌａｓｍｉｄＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＭｉｄｉＫｉｔ（购自 Ｑｉａｇｅｎ公司）
抽提高纯度重组质粒用于细胞转染。

１．１．２　转基因细胞株ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－建立　１０μｇ
重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ采用脂质体转染法转染

ＳＫＭＥＳ１细胞，７２ｈ后，加 Ｇ４１８至终浓度２００

μｇ／ｍｌ。每３～５ｄ更换１次筛选培养基。筛选１０～
１４ｄ后，收获抗性细胞克隆，用培养基稀释细胞到１
个／１０μｌ。在９６孔板中加入培养基１５０μｌ／孔，再加
入细胞悬液１０μｌ／孔。待细胞克隆生长后持续传代
培养获得转基因细胞株ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－。以同样方
法将质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡ转染ＳＫＭＥＳ１细胞，筛选
获得转基因细胞株ＳＫＭＥＳ１Ｈ１作为对照。

１．１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 Ｗｎｔ５ａ和βｃａｔｅｎｉｎ蛋
白表达　分别收集ＳＫＭＥＳ１Ｈ１和ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－

细胞，５％ＳＤＳ裂解细胞，细胞裂解上清液经ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白电泳，转至硝酸纤维素膜上，加小鼠抗人

Ｗｎｔ５ａ和βｃａｔｅｎｉｎ单抗（购自ＤＡＫＯ公司）３７℃孵
育１ｈ，洗膜后加羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ抗体３７℃孵育

１ｈ，免疫荧光显色，以βａｃｔｉｎ为内参照，检测２株细
胞 Ｗｎｔ５ａ和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达量。

１．２　肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－及ＳＫＭＥＳ１Ｈ１

体外实验生物学特性比较

１．２．１　细胞增殖曲线　实验分为３组：ＳＫＭＥＳ
１Ｗｎｔ５ａ－、ＳＫＭＥＳ１Ｈ１和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
吲哚美辛。每孔１×１０３细胞接种９６孔培养板，每２
ｄ更换ＤＭＥＭ培养液。分别于第１、３、５、７、９、１１日
应用 ＭＴＴ法测定细胞数，每次测定３孔，取其平均
值，以培养日数为横坐标，平均细胞数为纵坐标，描
绘细胞生长曲线。

１．２．２　细胞周期检测　分别收集ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－、

ＳＫＭＥＳ１Ｈ１和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美
辛）的对数生长中期细胞，离心收集１×１０６个细胞，
完全吸弃上清液，加１ｍｌ含ＰＩ的ＤＮＡ低渗染色缓
冲液重悬细胞，４℃避光放置３０ｍｉｎ，ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ

流式细胞仪（ＢＤ公司）测定细胞周期。每组细胞重
复测定３次，计算细胞的增殖指数 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ
ｄｅｘ，ＰＩ）：ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２）／（Ｓ＋Ｇ２＋Ｇ１）。

１．２．３　细胞迁移能力检测　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（购自

ＢＤ公司）经无血清ＤＭＥＭ 培养基于培养箱中平衡

１ｈ后，上室加入１００μｌ用无血清 ＤＭＥＭ 稀释的

５×１０４／孔的细胞，下室加入０．６ｍｌ添加２０％ＦＣＳ
的ＤＭＥＭ，置于ＣＯ２培养箱中３７℃作用８ｈ，弃去孔
中培养基，用９０％乙醇常温固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶
紫常温染色１０ｍｉｎ，清水漂净，轻擦除去未迁移细
胞，加入１０％乙酸１００μｌ抽提１０ｍｉｎ，于６００ｎｍ处
测定光密度（Ｄ）值，每组细胞重复测定３孔。以ＳＫ
ＭＥＳ１Ｈ１为标准计算ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－及ＳＫＭＥＳ
１Ｈ１（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛）相对迁移率。

１．２．４　细胞侵袭能力检测　５０ｍｇ／ＬＭａｔｒｉｇｅｌ（购
自ＢＤ公司）以１８稀释后包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室底
部膜的上室面，４℃静置１ｈ。加无血清ＤＭＥＭ 培
养基于培养箱中平衡１ｈ后，上室加入１００μｌ用无
血清ＤＭＥＭ稀释的５×１０４／孔的肿瘤细胞，下室加
入０．６ｍｌ添加２０％ＦＣＳ的ＤＭＥＭ，置于ＣＯ２培养
箱中３７℃作用８ｈ，弃去孔中培养基，用９０％乙醇常
温固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫常温染色１０ｍｉｎ，清水
漂净，轻擦除去未迁移细胞，加入１０％乙酸１００μｌ
抽提１０ｍｉｎ，于６００ｎｍ处测定Ｄ值，每组细胞重复
测定３孔。以ＳＫＭＥＳ１Ｈ１为标准计算ＳＫＭＥＳ
１Ｗｎｔ５ａ－及ＳＫＭＥＳ１Ｈ１（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美辛）相对
侵袭率。

１．３　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，用ｔ检验分析各组
间差异。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ构建　经测序确认，
表达针对 Ｗｎｔ５ａ的序列已正确接入到Ｈ１启动子的

３′末端，成功构建重组质粒ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ（图１）。

２．２　转基因细胞的获得　ＳＫＭＥＳ１转染ｐＨ１
ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ和ｐＨ１ｓｉＲＮＡ后，Ｇ４１８筛选１０周并进
行单克隆化培养，获得转基因细胞ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－

和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１（图２）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测结果　经灰度扫描，在对照

βａｃｔｉｎ蛋白表达量基本不变的情况下，Ｗｎｔ５ａ在

ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－细胞中的表达量为ＳＫＭＥＳ１Ｈ１的

１３．６％，Ｗｎｔ５ａ表达水平显著降低，βｃａｔｅｎｉｎ在ＳＫ
ＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－ 细 胞 中 的 表 达 量 为 ＳＫＭＥＳ１Ｈ１的

９７．３％，βｃａｔｅｎｉｎ表达水平未见显著变化（图３）。
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图１　ｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ－测序图

Ｆｉｇ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐＨ１ｓｉＲＮＡＷｎｔ５ａ－

图２　正常及转基因肺鳞癌细胞

Ｆｉｇ２　Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｎｏｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
Ａ：ＳＫＭＥＳ１；Ｂ：ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 Ｗｎｔ５ａ和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达

Ｆｉｇ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｗｎｔ５ａａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－；２：ＳＫＭＥＳ１Ｈ１

２．４　细胞生长曲线　ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－细胞在各个时
间点的细胞数均略少于ＳＫＭＥＳ１Ｈ１细胞，但２组差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），而以０．１ｍｍｏｌ／Ｌ吲哚美
辛处理的ＳＫＭＥＳ１Ｈ１细胞增殖被显著抑制（图４）。

２．５　细胞周期分析　ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－ 细胞、ＳＫ
ＭＥＳ１Ｈ１细胞和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１（吲哚美辛）细胞的增
殖指数分别为（２８．３±３．８）％、（３０．５±５．２）％和
（１２．２±２．３）％，ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－ 增殖指数略低于

ＳＫＭＥＳ１Ｈ１，但２组细胞增殖指数差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），ＳＫＭＥＳ１Ｈ１（吲哚美辛）的增殖指数
显著低于其余２组细胞。

图４　肺鳞癌细胞生长曲线

Ｆｉｇ４　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｌｕｎｇｓｑｕａｍｏｕｓｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．６　细胞迁移能力检测　以ＳＫＭＥＳ１Ｈ１细胞的迁

移能力为１００％，ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－细胞和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１

（吲哚美辛）细胞的相对迁移率分别为（４７．３±９．２）％
和（２１．８±７．５）％，均显著降低 （Ｐ＜０．０１）。

２．７　细胞侵袭能力检测　以ＳＫＭＥＳ１Ｈ１细胞的侵

袭能力为１００％，ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－细胞和ＳＫＭＥＳ１Ｈ１

（吲哚美辛）细胞的相对迁移率分别为（３９．７±

１１．７）％和（１６．３±５．９）％，均显著降低（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　肺癌是我国死亡率最高的恶性肿瘤之一，其侵

袭和转移是导致临床治疗效果不佳的主要原因，寻

找检测有关肿瘤转移的相关基因作为基因治疗的靶

标是目前肿瘤基因治疗的重要课题。Ｗｎｔ信号途径

是参与调控胚胎发育过程的重要途径之一，同时其

非正常活化被认为是诱导肿瘤发生的重要因素之

一［１］。通过不同信号分子间的相互作用，Ｗｎｔ蛋白

触发调节细胞生长、迁移、分化及发育等多方面的复

杂信号级联反应［７］。Ｗｎｔ信号转导存在多种路径：

经典的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路、非经典的 Ｗｎｔ通路以

及 Ｗｎｔ／Ｃａ２＋、Ｗｎｔ／ＰＣＰ等途径，因此 Ｗｎｔ途径是

一种多环节、多作用位点的开放式途径。
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　　Ｗｎｔ５ａ是 Ｗｎｔ蛋白家族成员之一，其基因定位
于染色体３ｐ１４ｐ２１区域。Ｗｎｔ５ａ蛋白具有与 Ｗｎｔ１
蛋白相同的“信号序列”（ＣＫＣＨＧＶＳＧＳＣ）和共同的
保守区域：由２４个半胱氨酸残基，４个天冬酰胺连
接的寡糖和酪氨酸巯基化位点［８］，其能够以自分泌
或旁分泌两种不同形式作为细胞生长和分化信号，
结合到跨膜受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ（Ｆｒｚ），激活下游靶基因，介
导特定的生物学反应。

　　Ｋｉｍｕｒａ等［９］的研究则进一步表明 Ｗｎｔ５ａ在肺
的远端形态发生中发挥重要作用：Ｗｎｔ５ａ靶向断裂
的突变表型小鼠肺发育异常，表现为不同程度的气
管平截、远侧呼吸道过度膨胀，肺上皮细胞和间质细
胞过度增殖，肺间质增厚，肺成熟受到抑制。但是

Ｗｎｔ５ａ在肺癌中的相关研究尚处于起步阶段，其在
肺鳞癌中的功能和作用机制仍未有定论。

　　虽然 Ｗｎｔ５ａ基因在肿瘤细胞的增殖、分化及侵袭
与转移过程中也起着重要的作用，但其功能在不同类
型的肿瘤细胞中截然相反。Ｋｒｅｍｅｎｅｖｓｋａｊａ等［１０］对甲

状腺癌细胞的研究显示，Ｗｎｔ５ａ具有肿瘤抑制效应。
该效应可能因βｃａｔｅｎｉｎ转位、Ｃｍｙｃ癌基因抑制以及
通过增加细胞内Ｃａ２＋释放，经由ＣａＭＫⅡ途径促进β
ｃａｔｅｎｉｎ磷酸化，从而加速其降解。但Ｔｏｐｏｌ等［１１］研究

认为，Ｗｎｔ５ａ促进βｃａｔｅｎｉｎ的降解，是以一种ＧＳＫ３β
和βＴｒＣＰ非依赖的泛素连接酶（Ｓｉａｈ２）ＡＰＣ依赖方
式抑制肿瘤的形成。进一步的研究证实，Ｗｎｔ５ａ降解

βｃａｔｅｎｉｎ也不需要ＣａＭＫⅡ或ＮＦＡＴ 活性。不过这
些结论只能解释 Ｗｎｔ５ａ具有肿瘤抑制基因的作用，
而无法解释其在另一些肿瘤如黑素瘤、乳腺癌［４５］等

所表现的癌基因样的活性。

　　本研究建立了针对 Ｗｎｔ５ａ的稳定表达ｓｉＲＮＡ
转基因肺鳞癌细胞株 ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－，经检测其

Ｗｎｔ５ａ蛋白量仅为正常肺鳞癌细胞株ＳＫＭＥＳ１的

１３％。非类固醇类抗炎药物（ｎｏｎｓｔｅｒｏｉｄａｌａｎｔｉｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｄｒｕｇｓ，ＮＳＡＩＤｓ）能够抑制 Ｗｎｔ通路过
度激活，从而抑制肿瘤癌细胞增殖［１２］，本实验以吲
哚美辛处理ＳＫＭＥＳ１作为阳性对照。通过比较转
基因肺鳞癌细胞和正常细胞肺鳞癌细胞的生长曲线

和增殖指数发现，ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－增殖活性略低于

ＳＫＭＥＳ１，但２株细胞的增殖活性差异并无统计学
意义。ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－细胞接种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室进
行体外细胞培养结果显示其迁移和侵袭活性显著低

于ＳＫＭＥＳ１细胞，同时吲哚美辛处理组细胞的增
殖、迁移和侵袭活性均显著低于ＳＫＭＥＳ１细胞。以
上实验结果提示 Ｗｎｔ５ａ的低表达并不能抑制肺鳞癌
细胞的增殖，但能够显著降低肺鳞癌细胞的迁移和侵

袭能力，对于侵袭能力强、易发生转移的恶性肿瘤而
言，Ｗｎｔ５ａ是一个潜在的肿瘤基因治疗靶点。为了进
一步探讨 Ｗｎｔ５ａ高表达抑制肺鳞癌细胞迁移和侵袭
能力的机制，我们比较了２株细胞的βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表
达，结果发现其表达在２株细胞中无显著差异，提示

Ｗｎｔ５ａ可能通过稳定βｃａｔｅｎｉｎ蛋白，活化Ｗｎｔ经典通
路中βｃａｔｅｎｉｎ下游的靶基因，从而激活βｃａｔｅｎｉｎ通
路，促进肿瘤细胞迁移和侵袭。

　　总之，在本实验中我们成功构建了 Ｗｎｔ５ａ表达
沉默的转基因细胞株ＳＫＭＥＳ１Ｗｎｔ５ａ－，研究结果提
示 Ｗｎｔ５ａ表达与肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１的迁移和
侵袭能力相关，Ｗｎｔ５ａ表达沉默可显著抑制ＳＫ
ＭＥＳ１的迁移和侵袭能力，为通过基因治疗防止肿
瘤转移和侵袭提供了新思路。
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