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　　［摘要］　目的　探讨ＡｎｎｅｘｉｎＡ１对结直肠癌细胞迁移、侵袭能力的影响。方法　构建重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎｎｅｘｉｎ
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ｍＲＮＡ及蛋白表达；以空载体转染组及未转染ＳＷ４８０细胞作为对照，通过划痕修复实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验对转染前

后细胞的迁移和侵袭能力进行比较观察和分析。结果　成功构建重组质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１载体；实时荧光定量ＰＣＲ
和蛋白质印迹检测结果均显示，重组体ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１稳定转染细胞株中ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均明显高于

空载体转染及未转染组细胞（Ｐ＜０．０１），而后两者间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；重组体ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１转染
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统计学意义（Ｐ＜０．０５），而后两者间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与空载体转染组（１６２．８０±１２．０７）及未转染组（１６４．２５±

９．５０）相比，重组体ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１转染组穿膜细胞数（２２１．７５±１２．０７）增多，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）．结论

　人ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因表达上调能提高结直肠癌细胞迁移和侵袭能力。
　　［关键词］　结直肠肿瘤；ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因；真核表达；划痕修复；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验

　　［中图分类号］　Ｒ７３５．３４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１０）０３０２６４０５

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｏｎｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

ＹＡＮＧＸｉａｏｑｕｎ１，ＧＥＨｕｉｊｕａｎ１，ＷＡＮＧＪｉａｑｉ２，ＹＵＨｏｎｇｙｕ１，ＨＥＪｉｎ１，ＬＩＵＨｕｉｍｉｎ１，ＣＡＩＺａｉｌｏｎｇ２

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰａｔｈｏｌｏｇｙ，ＣｈａｎｇｚｈｅｎｇＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００００３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣｅｎｔｒａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２００９１２２４　　　　［接受日期］　２０１００２１０
［作者简介］　杨晓群，硕士生．Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｘｉａｏｑｕｎ９６３＠１６３．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８８６１２２，Ｅｍａｉｌ：ｙｕｈｏｎｇｙｕ７９５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｏｎｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｆｅｃｔａｎｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄａｆｔｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｗｉｔｈＧ４１８．ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．

ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄ

ｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｔｈａｎｉｎｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｈｏｓｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｓ（Ｐ＜０．０１），ｗｈｉｌｅ

ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌａｓｔｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙｒａｔｅｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｉｎｐｃＤＮＡ３．１

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｓ（［０．４１５±

０．００２）ｖｓ［０．２６７±０．００３］ａｎｄ［０．２７１±０．００２］，Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ．ＴｈｅｍｉｇｒａｔｉｎｇＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｉｎｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
（［２２１．７５±１２．０７］ｖｓ［１６２．８０±１２．０７］ａｎｄ［１６４．２５±９．５０］，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｃａｎ

ｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｖａｓｉｖｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＳＷ４８０ｃｅｌｌｌｉｎｅ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ａｎｎｅｘｉｎＡ１ｇｅｎｅ；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

ｉｎｖａｓｉｏｎａｓｓａｙｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（３）：２６４２６８］



第３期．杨晓群，等．ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１真核表达载体对结直肠癌细胞迁移、侵袭的影响 ·２６５　　 ·

　　结直肠癌是近年来发病率逐渐呈上升趋势的恶

性肿瘤，而肿瘤转移已经成为影响大肠癌患者预后

的重要因素，并且是导致恶性肿瘤患者死亡的主要

原因。膜联蛋白Ａ１（ＡｎｎｅｘｉｎＡ１，ＡｎｘＡ１，ｌｉｐｏｃｏｒｔ

ｉｎⅠ）是膜联蛋白超家族中的一员，它参与抗炎症反

应、细胞分化和增殖、细胞死亡信号调控、凋亡细胞

吞噬清除等多种重要的细胞生命活动［１］。近年来的

研究表明ＡｎｎｅｘｉｎＡ１表达失调与肿瘤密切相关，并

可能与肿瘤的侵袭转移相关［２７］。本实验旨在构建

ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１真核表达载体，将其转染结

直肠癌细胞株ＳＷ４８０，探讨 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１对结直肠

癌细胞迁移、侵袭能力的影响，为进一步研究 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１在结直肠癌侵袭和转移等方面的作用及机

制奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料与试剂　ＳＷ４８０结肠癌细胞株购自

中国科学院细胞库（ＡＴＣＣ号为 ＣＣＬ２２８）；真核表

达载体ｐｃＤＮＡ３．１（＋）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）由长海医院中

心实验室提供；限制性核酸内切酶ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ
购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；Ｇ４１８购自 Ｍｅｒｃｋ公司；Ｔｒ

ｉｚｏｌ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司产品；质粒中抽（去内毒素）试剂盒购自北京博大

泰克公司；ＭａｘｉｍａＴＭ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ荧光定量ＰＣＲ试剂盒均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

鼠抗人 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１单克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司，

鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自Ｓｉｇｍａ公司；总蛋白

提取试剂盒和蛋白浓度 ＢＣＡ 测定试剂盒均购自

Ｐｉｅｒｃｅ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径８μｍ）购自Ｃｏｒ

ｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ公司。

１．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１真核表达载体的构建

１．２．１　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因的克隆　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中

人 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的 ｍＲＮＡ核酸序列（ＮＭ＿０００７００）设

计引物，引物序列：正向５′ＧＡＧＧＡＴＣＣＡ ＡＡＴ

ＧＧＣＡＡＴＧＧＴＡＴＣＡＧＡ３′、反向５′ＧＡＣＴＣＧ

ＡＧＴＴＴＡＧＴＴＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡＧ３′（下划线

部分分别为ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ 的酶切位点）。从新鲜

正常人胎盘组织中克隆人的 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的全长基

因，通过ＰＣＲ法扩增所需片段，然后行１．０％ 琼脂

糖凝胶电泳鉴定片段大小，切胶回收。

１．２．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１真核表达载体的构

建及 鉴 定 　 将 回 收、纯 化 获 得 的 目 的 片 段 与

ｐｃＤＮＡ３．１质粒行 ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ双酶切后，经

１．０％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收。以 Ｔ４ＤＮＡ连接

酶１６℃ 连接过夜，ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ 双酶切鉴定，送

上海美季公司行双向测序，并与 ＧｅｎＢａｎｋ上的 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１ｍＲＮＡ序列进行比对。

１．３　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１重组质粒转染及验证

１．３．１　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１重组质粒转染及稳

定株的筛选　ＳＷ４８０细胞常规培养于含１０％ 胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，转染前一天，取处于

对数生长期的ＳＷ４８０细胞，以合适密度接种到６孔

培养板上使次日转染时细胞达到６０％～８０％ 融合。

转染时分别在 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中准备溶液１（２４０μｌ

ＯｐｔｉＭＥＭ ＋１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００，温育５

ｍｉｎ），溶液２（４μｇ质粒稀释于 ＯｐｔｉＭＥＭ 培养液

中，总体积补足２５０μｌ），将溶液１与溶液２混合，室

温静置２０ｍｉｎ，此期间细胞用 ＯｐｔｉＭＥＭ 无血清培

养液清洗２遍，每孔再加２ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ，后将混合

液逐滴加入孔中，摇动培养板混匀，３７℃、５％ＣＯ２培

养箱中培养６ｈ，换完全培养液（即含１０％ＦＢＳ），继

续培养２４ｈ后，８００μｇ／ｍｌＧ４１８加压筛选阳性克隆

并扩增培养传代。以转染ｐｃＤＮＡ３．１空载体及未转

染细胞作为对照。

１．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测转染前后细胞Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１ｍＲＮＡ的表达　分别提取ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基

因稳定转染前后的ＳＷ４８０细胞总ＲＮＡ，反转录后

行实时荧光定量 ＰＣＲ 检测，内参照为 ＧＡＰＤＨ。

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 检测引物：正向 ５′ＧＣＡ ＧＧＣ ＴＣＧ

ＧＴＴＴＡＴＴＧＡ ＡＡ３′；反向５′ＧＣＴＧＴＧＣＡＴ

ＴＧＴＴＴＣＧＣＴＴＡ３′。ＧＡＰＤＨ 检测引物：正向

５′ＣＧＧ ＡＧＴ ＣＡＡ ＣＧＧ ＡＴＴ ＴＧＧ ＴＣＧ ＴＡＴ

ＴＧＧ３′；反向５′ＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡ

ＴＧＧＧＡＴ ＴＴＣＣ３′。反应条件为５０℃ ２ｍｉｎ；

９５℃１０ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，共４０个循环，荧

光信号监测。定量的方法以２－ΔΔＣｔ法（Ｃｔ代表循环

阈值）表示基因的表达量，以未转染细胞作对照，

ΔΔＣｔ＝ 实 验 组 （Ｃｔ靶基因 － ＣｔＧＡＰＤＨ）－ 对 照 组

（Ｃｔ靶基因－ＣｔＧＡＰＤＨ），实验重复３次。

１．３．３　蛋白质印迹法检测转染前后各组细胞 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１蛋白的表达　提取转染前后各组细胞总蛋

白，用Ｐｉｅｒｃｅ公司蛋白ＢＣＡ法测定试剂盒进行总蛋

白测定，行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，ＰＶＤＦ膜电

转膜，丽春红染色，观察转膜情况，５％ 脱脂奶粉封

闭，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１单克隆抗体（１４００）４℃ 孵育过夜，

ＴＢＳＴ洗膜，加入兔抗鼠二抗，ＥＣＬ显色，用 Ｆｌｕｏｒ
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ＣｈｅｍＦＣ２凝胶成像分析系统扫描，并测定平均光密

度值，计算转染前后 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１／βａｃｔｉｎ的比值，比

较ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１转染细胞、空载体转染

细胞和未转染细胞三者间表达的差异。

１．４　划痕修复实验　取对数生长期的３组待测细

胞，置入６孔板，细胞密度１×１０６／ｍｌ，每组设３个

复孔。待细胞呈现单层贴壁生长状态时用１００μｌ的

ｔｉｐ头在６孔板内垂直划痕；换无血清培养液，３７℃

５％ＣＯ２培养２４ｈ后，在相差显微镜下随机选择５
个１００倍视野内测量划痕内面垂直距离。计算公

式：细胞迁移率＝［（修复前划痕内面垂直距离－修

复后划痕内面垂直距离）／修复前划痕内面垂直距

离］×１００％。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭实验　用 ｍａｔｒｉｇｅｌ在

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室制备人工基底膜，转染前后各组细胞

用无血清ＲＰＭＩ１６４０稀释成密度为１×１０６／ｍｌ的

细胞悬液，１００μｌ细胞悬液加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室，下

室加６００μｌ条件培养液，３７℃５％ ＣＯ２培养箱培养

３６ｈ。取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，吸弃液体，用棉签擦净

基底膜胶，ＰＢＳ漂洗后甲醛固定３０ｍｉｎ，苏木精染

色。镜下计数（平均计数４个视野）。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采

用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１编码序列（ｃｏｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）

的获得　ＰＣＲ成功扩增出人 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１全长ｃＤ

ＮＡ，ＰＣＲ产物电泳后在１０４１ｂｐ附近获得扩增产

物条带，与目的基因大小一致（图１）。

图１　ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因的克隆

Ｆｉｇ１　ＣｌｏｎｅｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｇｅｎｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ＣＤＳ

２．２　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１真核表达载体的鉴定

２．２．１　酶切鉴定　阳性克隆质粒用ＢａｍＨⅠ、Ｘｈｏ

Ⅰ 行双酶切，可见相应的基因编码区全长序列片段

（１０４１ｂｐ）和线性化的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空载体片段

（约５．４ｋｂ），与预期结果一致，以ｐｃＤＮＡ３．１和未经

双酶切的ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１为对照（图２）。

图２　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１酶切鉴定图

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１

ｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＸｈｏⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐｃＤＮＡ３．１；２：ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１；３：ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｂｙＢａｍＨⅠａｎｄＸｈｏⅠｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．２．２　测序鉴定　ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１质粒中

所含 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因经 ＢＬＡＳＴ比对与 ＧｅｎＢａｎｋ
中公布的序列一致（序列登录号：ＮＭ＿０００７００），序列

全长１３９９ｂｐ。测序图谱略。证实载体构建成功。

２．３　转染前后 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因 ｍＲＮＡ 和蛋白表

达的改变　实时荧光定量ＰＣＲ结果（图３）显示重组

体 ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ１ 转染组 Ａｎｎｅｘｉｎ Ａ１

ｍＲＮＡ的表达显著高于空载体转染组和未转染组，

差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１），而空载体转染组和

未转染组表达差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）。

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果（图４）示重组体ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１转染组ＡｎｎｅｘｉｎＡ１蛋白的表达显著高于

空载体转染组和未转染组（０．６７０ｖｓ０．１３７，０．６７０ｖｓ

０．１５７，Ｐ＜０．０１），而后两者间差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。

２．４　划痕分析结果　重组体ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１转染组ＳＷ４８０细胞的迁移率（０．４１５±０．００２）明

显高于空载体转染组（０．２６７±０．００３）及未转染组细

胞（０．２７１±０．００２），差异具有统计学意义（Ｐ＜
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０．０５），而后两者间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

结果提示ＡｎｎｅｘｉｎＡ１高表达后细胞迁移能力提高。

图３　转染前后ＳＷ４８０细胞中

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因 ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｍＲＮＡ

ｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
１：ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ；２：ｐｃＤＮＡ３．１／ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ；３：ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１／ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ

图４　转染前后ＳＷ４８０细胞中 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１蛋白表达水平

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｎｎｅｘｉｎＡ１ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
１：ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ；２：ｐｃＤＮＡ３．１／ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ；３：ｐｃＤＮＡ３．１Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１／ＳＷ４８０ｃｅｌｌｓ

２．５　侵袭分析结果　与空载体转染组（１６２．８０±

１２．０７）及 未 转 染 组 （１６４．２５±９．５０）相 比，

ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１ 转 染 组 穿 膜 细 胞 数

（２２１．７５±１２．０７）显著增多，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。结果提示人 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因上调能

提高ＳＷ４８０细胞的侵袭能力。

３　讨　论

　　结直肠癌转移是其发展的终末阶段，也是结直

肠癌患者死亡的主要原因。其发生机制尚不清楚，

成为肿瘤学研究难题之一。如能对其转移机制进行

研究，探索其转移的关键分子机制和通路，在临床上

采取有效的干预手段，对提高结肠癌患者的生存率

有重要的意义。

　　膜联蛋白（Ａｎｎｅｘｉｎ，Ａｎｘ）家族是一类钙依赖的

磷脂结合蛋白，在大多数生物体细胞中含量较高（为

蛋白质含量的０．５％～２％），在细胞内参与一系列重

要的生理功能。其中膜联蛋白 Ａ１（ＡｎｎｅｘｉｎＡ１，

ＡｎｘＡ１，ｌｉｐｏｃｏｒｔｉｎⅠ），其相对分子质量为３８０００，具

有 Ａｎｎｅｘｉｎｓ家族所共有的中心结构域和承担独特

功能的 Ｎ 端结构域。其基因定位于人染色体

９ｑ１２～ｑ２１．２，由１３个外显子和１２个内含子组成，

其ｃＤＮＡ中１０４１ｂｐ的开放阅读框 （ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ
ｆｌａｍｅ，ＯＲＦ）编码由３４６个氨基酸残基组成的 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１蛋白。最初对于 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的研究多集

中在炎症的调节、细胞增殖、凋亡等［１］，后来的研究

发现其与肿瘤的发生发展密切相关，在肿瘤组织中

异常表达，如在胰腺癌［８］、肝癌［９］、食管和食管交界

处腺癌［１０］、毛细胞白血病［１１］和皮肤肿瘤［１２］中表达上

调，在前列腺癌［１３］、食管癌［１４］、乳腺癌［１５］和头颈部肿

瘤［１６１８］中表达下调；还与肿瘤的侵袭转移相关，如

乳腺癌［２］、胃癌［３］、肝癌［４］、黑素瘤［５］、肺癌［６］、头颈

部肿瘤［７］等。在结直肠癌的研究方面，文献［１９２０］报

道利用蛋白组学技术从同一亲本来源、不同转移潜

能细胞株 ＳＷ４８０和ＳＷ６２０均筛选出了 Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１基因；Ｂａｂｂｉｎ等［２１］以高表达ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的结直

肠癌细胞系ＳＫＣＯ１５为模型，用ｓｉＲＮＡ 阻断 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１的表达，能显著降低ＳＫＣＯ１５细胞的侵袭

能力，表明该基因在结直肠癌侵袭转移中起促进作

用。在黑素瘤的研究中也发现经ｓｉＲＮＡ 干扰 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＡ１的表达后细胞的侵袭能力明显降低［５］。

　　本课题组前期研究发现，结直肠癌病理标本中

ＡｎｎｅｘｉｎＡ１在淋巴结转移灶比相应的原发灶中表

达增强［２２］。在此基础上，本实验从正常人胎盘组织

中提取 ＲＮＡ，通过 ＲＴＰＣＲ 扩增出人的 Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１基因片段，设计构建了人 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１的真核表

达质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＡｎｎｅｘｉｎＡ１，鉴定后成功转染至

低表达该基因的ＳＷ４８０细胞中，显著上调 Ａｎｎｅｘｉｎ

Ａ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达。进一步对转染前后细胞

的迁移和侵袭能力检测发现，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因表达

上调后能提高结直肠癌细胞迁移和侵袭能力。本实

验采取了上调ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因表达的方法，结论与

Ｂａｂｂｉｎ等［２１］的研究是一致的，ＡｎｎｅｘｉｎＡ１基因可

促进结直肠癌细胞的迁移和侵袭能力。提示该基因

可能与结直肠癌的转移有密切关系，可能为人类结

直肠癌的基因治疗提供一条新的途径。
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