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　　［摘要］　目的　探讨肿瘤转移抑制基因Ｋａｉ１／ＣＤ８２对人喉癌 Ｈｅｐ２细胞株增殖能力的影响。方法　以喉癌 Ｈｅｐ２细
胞株为研究对象，将携带有 Ｋａｉ１基因的重组腺病毒（ｒＡｄＫａｉ１）进行扩增、纯化并测定其滴度，用适量ｒＡｄＫａｉ１转染人喉癌

Ｈｅｐ２细胞株，以转染空病毒载体及未转染Ｋａｉ１的喉癌细胞株为对照，用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法测定Ｋａｉ１对细胞增殖能力

的影响，用ＲＴＰＣＲ技术对转染后的细胞进行检测。结果　ｒＡｄＫａｉ１经扩增、纯化后，滴度可达６×１０１０ＰＦＵ／ｍｌ，当病毒量
为３０ＭＯＩ时，Ｈｅｐ２细胞的转染率可达９０％以上。ＭＴＴ实验显示转染空腺病毒组与未转染组比较，Ｈｅｐ２细胞株体外增殖

能力无统计学差异，转染Ｋａｉ１组 Ｈｅｐ２细胞株体外增殖能力明显弱于未转染组（Ｐ＜０．０５），抑制率可达２９％。结论　肿瘤
转移抑制基因Ｋａｉ１／ＣＤ８２对喉癌细胞株体外增殖能力具有抑制作用。
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　　肿瘤的恶性生物学行为是一个多个基因在不同
时相差异表达进行复杂调控的过程［１］。喉癌是常见
的头颈部恶性肿瘤，近年来发病率逐渐上升。肿瘤
转移抑制基因因其在恶性肿瘤发生、发展和侵袭转

移中的作用逐步受到广泛重视，成为目前研究的热
点。肿瘤转移抑制基因Ｋａｉ１／ＣＤ８２与多种肿瘤的发
生、发展有关，如胰腺癌［２］、宫颈癌［３］等。本课题组
前期研究发现，喉癌组织中有Ｋａｉ１／ＣＤ８２表达，但其
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表达水平明显低于癌旁组织，提示 Ｋａｉ１／ＣＤ８２的异
常表达可能与喉癌转移有关［４］。为进一步探讨

Ｋａｉ１／ＣＤ８２的生物学功能并明确其对喉癌的影响，
本实验选用喉癌 Ｈｅｐ２细胞株，转染 Ｋａｉ１基因，探
讨其在体外对喉癌细胞株增殖能力的影响。

１　材料和方法

１．１　病毒与细胞　喉癌细胞株 Ｈｅｐ２由本课题组
成员重庆医科大学药学院药物化学教研室王驰副教

授提供。Ｋａｉ１基因表达型腺病毒及 ＨＥＫ２９３细胞
株由本课题组成员重庆医科大学动物实验中心谭毅

教授提供。

１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液购于美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司，新生小牛血清购于杭州四季青生物工程材
料有限公司，ＤＭＥＭ、胰蛋白酶、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ（冻存
用）购于美国Ｓｉｇｍａ公司，βａｃｔｉｎ购于北京博奥森生
物技术有限公司，ＰＢＳ购于北京中杉金桥生物技术
有限公司，ＤＮＡ提取试剂盒、Ｋａｉ１基因的ＰＣＲ引物
及ＰＣＲ通用试剂盒购于上海生工生物工程技术服
务有限公司。

１．３　主要实验方法

１．３．１　Ｈｅｐ２细胞株培养　Ｈｅｐ２细胞株培养于
含１０％新生小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，于

３７℃、５％ＣＯ２孵箱孵育，倒置显微镜观察其生长情
况，按１３传代，收集对数生长期细胞，胰酶消化，
新鲜培养液制备细胞悬液，加入锥虫蓝兰进行活细
胞计数。

１．３．２　ｒＡｄＫａｉ１的扩增［５］　ＨＥＫ２９３细胞株接种
于培养瓶，培养至细胞接近饱和时加入１０ＭＯＩ的

ｒＡｄＫａｉ１病毒上清液，３ｄ后待细胞全部病变、死亡
时，收集细胞及上清液，４℃冰浴，超声破碎每次１５ｓ，
间隔５ｓ，共３次。离心去除细胞碎片，收集上清液，

４℃、３５０００×ｇ高速离心６ｈ，浓缩病毒，重悬于ＰＢＳ
中，再用１．３４ｇ／ｍｌＣｓＣｌ１０００００×ｇ、４℃超速离心

１２ｈ，收集病毒，除菌待用。

１．３．３　ｒＡｄＫａｉ１的滴度测定［５］　ＨＥＫ２９３细胞株
按１×１０５／孔接种于２４孔板中，４８ｈ后当细胞铺满
达孔底约８０％时，加入ｒＡｄＫａｉ１病毒上清液０．５
ｍｌ，每组６孔，２４ｈ后加入４２℃预温的染色琼脂（组
成为：２×ＤＭＥＭ１０ｍｌ，小牛血清１ｍｌ，０．１％中性
红１ｍｌ混合后３７℃保温，再与１０ｍｌ５０℃２％琼脂
混合）２ｍｌ／孔，２ｄ后再补充营养琼脂（组成为：２×
ＤＭＥＭ１０ｍｌ，小牛血清１ｍｌ，０．１％中性红２ｍｌ，

３％琼脂１０ｍｌ）２ｍｌ／孔，置３７℃培养箱继续培养，
直至空斑出现且数量不再变化。计数空斑数、病毒
滴度（ＰＦＵ／ｍｌ）。

１．３．４　ｒＡｄＫａｉ１对 Ｈｅｐ２肿瘤细胞的感染率测
定［６］　Ｈｅｐ２细胞株接种于２４孔板，约８０％饱和时
分别加入１０、２０、３０ＭＯＩｒＡｄＫａｉ１，６ｈ后弃上清
液，换含１０％新生小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液继
续培养２４ｈ，用免疫荧光显微镜观察结果，计算感染
率。按下式计算：感染率＝荧光细胞数／全部细胞
数×１００％。

１．３．５　ｒＡｄＫａｉ１感染肿瘤细胞的ＰＣＲ检测　培养

４８ｈ收集对照组细胞，实验组于转染后４８ｈ收集细
胞，分别提取细胞总ＲＮＡ。Ｋａｉ１上游引物：５′ＡＧＧ
ＡＴＧＣＣＴＧＧＧ ＡＣＴ ＡＣＧＴＧ３′，下游引物：５′
ＧＣＴＣＡＧＣＧＴＴＧＴＣＴＧＴＣＣＡＧＴ３′，产物大小

７３５ｂｐ。βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡ
ＴＴＡ ＧＧＡ Ｇ３′，下游引物：５′ＧＴＣ ＡＧＧ ＣＡＧ
ＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴ３′，产物大小２４７ｂｐ。扩增条
件：９４℃变性３０ｓ，６１℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，

３０个循环。

１．３．６　ＭＴＴ法测Ｋａｉ１基因对 Ｈｅｐ２细胞株增殖
的影响　实验分为转染组、空腺病毒组、未转染组，
每组设６复孔。取对数生长期细胞，胰蛋白酶消化
后，用含１０％小牛血清的完全培养液配制成单细胞
悬液，调整细胞密度为２．５×１０４／ｍｌ接种于９６孔
板，每孔２００μｌ，在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度环境下
常规培养２４ｈ。弃上清液，３组分别加入３０ＭＯＩ
ｒＡｄＫａｉ１、３０ＭＯＩ空腺病毒、无血清 ＲＰＭＩ１６４０，

６ｈ后弃上清，换含１０％新生小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养液继续培养。分别在转染后２４、４８、７２ｈ，每孔
加入２０μｌＭＴＴ液，孵箱内常规培养４ｈ，吸尽上清
液，每孔加入ＤＭＳＯ２００μｌ，振荡１０ｍｉｎ使结晶物
充分溶解。空白孔调零后，以酶标仪检测５７０ｎｍ处
的光密度值（Ｄ５７０）。计算细胞增殖抑制率：细胞增殖
抑制率＝（１－处理组 Ｄ５７０／细胞对照组 Ｄ５７０）×
１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件包对数据
进行统计分析，计量资料以珚ｘ±ｓ表示，转染与未转
染组间比较采用配对ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统
计学意义。

２　结　果

２．１　ｒＡｄＫａｉ１的扩增及滴度测定　ｒＡｄＫａｉ１经

ＨＥＫ２９３细胞株扩增及纯化后，滴度可达到６×１０１０

ＰＦＵ／ｍｌ。

２．２　ｒＡｄＫａｉ１对 Ｈｅｐ２肿瘤细胞株的感染率测
定　１０、２０及３０ＭＯＩ的ｒＡｄＫａｉ１病毒对 Ｈｅｐ２细
胞株的感染率分别为２３％、６５％、９０％。据此确定

３０ＭＯＩ为以下实验的感染剂量（图１）。
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图１　不同 ＭＯＩ值ｒＡｄＫａｉ１病毒对

Ｈｅｐ２细胞株的感染效果

Ｆｉｇ１　ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ

ｗｉｔｈｒＡｄＫａｉ１ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩｓ

２．３　转染 Ｈｅｐ２细胞后 Ｋａｉ１ｍＲＮＡ的表达　在

Ｋａｉ１转染组中可扩增出约７３５ｂｐ的基因片段，而其
他两组中未见相应目的条带的表达。故可以认为转
染Ｋａｉ１基因组细胞中有Ｋａｉ１ｍＲＮＡ的表达，结果
见图２。

图２　ＲＴＰＣＲ检测Ｋａｉ１ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫａｉ１ｍＲＮＡｂｙＲＴＰＣＲ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｋａｉ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；２：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；３：Ｎｏｎ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

２．４　ＭＴＴ测定细胞生长增殖情况　ＭＴＴ法结果
显示，转染２４、４８、７２ｈ后，转染空腺病毒组与未转染
组Ｄ５７０值无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。Ｋａｉ１转染组与
未转染组比较，抑制率分别为１６％、２４％、２９％，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果见表１。

表１　ＭＴＴ法检测Ｋａｉ１对Ｈｅｐ２细胞增殖的影响

Ｔａｂ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＫａｉ１ｇｅｎｅａｇａｉｎｓｔＨｅｐ２ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

２４ ４８ ７２
Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ １．４０３±０．０３２ １．５９７±０．０６２ １．８３８±０．０１８
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ １．３８７±０．０１９ １．６０３±０．０４５ １．７９４±０．０３１
Ｋａｉ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ １．１８１±０．０２５ １．２２５±０．０３７ １．３０５±０．０４０

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　喉癌是常见的头颈部恶性肿瘤，抑制基因转移
是目前肿瘤治疗的研究热点之一。Ｋａｉ１基因（Ｋａｎｇ
Ａｉ１），是从人第１１号染色体中分离到的转移到

ＡＴ６．１细胞系中的能特异性抑制肿瘤转移的基因，
属于跨膜超家族成员（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ４ｓｕｐｅｒｆａｍｉ
ｌｙ，ＴＭ４ＳＦ）之一，是公认的肿瘤转移抑制基因之
一［７］。以腺病毒载体作为基因治疗的运载系统近年
来发展较快。该病毒宿主广泛，插入外源基因容量
大，相对安全和稳定，是基因治疗的主要基因载体之
一［５］。研究表明，Ｋａｉ１基因在人类多种恶性肿瘤中
均存在表达下调现象，提示该基因的表达可能在多
种肿瘤转移中起抑制作用［８］。徐建华等［２］研究发

现，转染重组质粒ｐＣＭＶＫａｉ１使人胰腺癌细胞增殖
受到明显抑制。欧阳运薇等［３］用体外实验证明，转
染Ｋａｉ１后宫颈癌细胞的生长速度明显减慢，说明

Ｋａｉ１可以抑制肿瘤细胞的体外增殖能力。在其机
制方面，有研究认为Ｋａｉ１基因抑制肿瘤细胞增殖能
力可能与其调节细胞周期功能有关［９］。Ｏｄｉｎｔｓｏｖａ
等［１０］研究发现，Ｋａｉ１基因能降低ＥＧＦＲ的信号转
导；胡苹等［１１］亦通过实验得出，Ｋａｉ１基因可能通过
控制ＥＧＦＲ作用抑制肿瘤的转移。另有文献报道，

Ｋａｉ１基因可经Ｓｒｃ依赖性通路诱导同类细胞聚集，
从而抑制肿瘤转移［１２］。Ｚｈａｎｇ等［１３］通过对Ｋａｉ１基
因与前列腺癌的研究，发现Ｋａｉ１基因可减少细胞转
移分子开关Ｐ１３０ＣＡＳＣｒｋⅡ复合体形成，从而抑制
细胞转移。彭志红等［１４］通过对肝癌细胞转染 Ｋａｉ１
正、反结构基因发现，Ｋａｉ１可能降低肝癌细胞对细
胞外基质黏附力，抑制肝癌细胞的侵袭和转移。本
课题组前期研究采用免疫组织化学法半定量检测喉

癌组织中Ｋａｉ１基因的表达水平，并与癌旁组织的表
达水平进行了对比分析，发现喉癌组织中Ｋａｉ１基因
有表达，但其表达水平明显低于癌旁组织，提示
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Ｋａｉ１基因缺失可能是喉癌基因治疗的一个理想靶
点［８］。吴祖良等［１５］研究了 Ｋａｉ１在喉癌中的表达及
其与喉癌发生、发展的关系，提示 Ｋａｉ１低表达在喉
鳞癌的发生、发展中可能起着重要作用，可望作为喉
鳞癌早期诊断、评估肿瘤细胞侵袭转移潜能及患者
病程发展阶段的指标之一。张炳辉等［１６］研究了

Ｋａｉ１／ＣＤ８２、Ｐ２选择素的表达与喉癌浸润转移的相
关性，显示 Ｋａｉ１／ＣＤ８２、Ｐ２选择素在喉癌中表达呈
负相关，Ｋａｉ１／ＣＤ８２、Ｐ２选择素联合表达可以判断
喉癌浸润转移情况。白伟良等［１７］研究了Ｋａｉ１基因
在喉鳞状细胞癌中的表达及其临床意义，结果显示

Ｋａｉ１ｍＲＮＡ表达下降可能与喉鳞状细胞癌的病理
低分化和淋巴结转移有关。

　　本实验通过腺病毒介导，将携带有Ｋａｉ１基因的
重组腺病毒（ｒＡｄＫａｉ１）成功地转入人喉癌Ｈｅｐ２细
胞株中。采用免疫荧光显微镜观察 Ｋａｉ１转染细胞
的荧光表现，计算感染率。当病毒量为３０ＭＯＩ时，
对 Ｈｅｐ２细胞株的转染率达９０％以上。通过ＲＴ
ＰＣＲ进一步从ｍＲＮＡ水平确认Ｋａｉ１基因成功转染
人喉癌细胞中。通过 ＭＴＴ法检测，转染空腺病毒
组细胞体外增殖能力与未转染组比较无显著差异

（Ｐ＞０．０５），转染ｒＡｄＫａｉ１的 Ｈｅｐ２细胞株与未经
腺病毒转染的 Ｈｅｐ２细胞株比较，由于Ｋａｉ１基因的
转入，转染组细胞增殖受到较强抑制，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。综上所述，Ｋａｉ１基因可以抑制喉
癌细胞株的体外增殖能力，将Ｋａｉ１用于喉癌的基因
治疗具有潜在的应用价值。
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［１３］ＺｈａｎｇＸＡ，ＨｅＢ，ＺｈｏｕＢ，ＬｉｕＬ．Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｐ１３０ＣＡＳ

ＣｒｋｃｏｕｐｌｉｎｇｆｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＫＡＩ１／ＣＤ８２ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００３，２７８：２７３１９

２７３２８．
［１４］彭志红，唐　波，杨建民，司遂海，陈文生，房殿春．ＫＡＩ１基因对

ＭＨＣＣ９７Ｈ肝癌细胞粘附力的影响［Ｊ］．第三军医大学学报，

２００５，２３：２３１１２３１３．
［１５］吴祖良，吴正虎，郭　星．肿瘤转移抑制基因ＫＡＩ１在喉鳞状细

胞癌中表达的研究［Ｊ］．中华耳鼻咽喉科杂志，２００３，３８：４１３

４１６．
［１６］张炳辉，徐秀玉，李艳双，张丽华，郭化敏，韩瑞珠．ＫＡＩ１／ＣＤ８２、

Ｐ选择素的表达与喉癌浸润转移的相关性研究［Ｊ］．哈尔滨医

科大学学报，２００４，３８：２２９２３２．
［１７］白伟良，任　重，潘子民，高　红．ＫＡＩ１基因在喉鳞癌中的表达

及其临床意义［Ｊ］．中华肿瘤杂志，２００５，２７：２８９２９１．
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