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　　［摘要］　目的　研究ｃｍｙｃ基因在胆囊癌侵袭和转移中的作用及其机制。方法　采用实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法
检测亲代和高转移胆囊癌细胞系中ｃｍｙｃ基因表达，设计靶向ｃｍｙｃ的干扰性小ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染高转移的胆囊癌细胞，体

外Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验研究ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ对胆囊癌高转移细胞迁移和侵袭能力的影响。通过蛋白质印迹法检测转染ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ

后ｃｍｙｃ下游部分信号通路的变化。结果　高转移细胞中ｃｍｙｃ基因表达高于亲代细胞，转染ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ后，ｃｍｙｃ的表达
在转录和翻译水平均降低。同时ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞的转移和侵袭能力受到抑制。对ｃｍｙｃ下游信号通路的检测发现ＬＩＮ２８

的表达下调。结论　ｃｍｙｃ在高转移的胆囊癌细胞中表达上调；通过ｓｉＲＮＡ下调其表达后可以抑制胆囊癌细胞的转移和侵
袭，这种抑制作用可能与ＬＩＮ２８的下调有关。
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　　胆囊癌是最常见的胆道系统肿瘤，预后极差，５年生存

率只有５％～１０％，平均生存时间为３～６个月［１］。临床病理

研究发现，胆囊癌可在早期直接侵袭或通过淋巴、血行转移

侵犯肝门结构和肝实质［２］，导致胆囊癌手术根治率非常低。

目前，胆囊癌侵袭和转移的分子机制尚不清楚，以手术为主

的胆囊癌治疗效果一直难有改善。ｃｍｙｃ是一个癌基因［３］，

其异常表达与多种肿瘤的异常增殖、侵袭浸润和转移等有

关。本研究利用ＲＮＡ干扰技术，特异性下调ｃｍｙｃ基因在

胆囊癌细胞中的转录和表达，观察ｃｍｙｃ对胆囊癌细胞运动

和侵袭能力的影响，以探讨ｃｍｙｃ在肿瘤侵袭和转移中的作

用，并为胆囊癌侵袭和转移干预提供可能的分子靶点。

１　材料和方法

１．１　实验材料　胆囊癌细胞系ＧＢＣＳＤ购自中国科学院细

胞库，高转移亚群细胞ＧＢＣＳＤ／Ｍ３由浙江省嘉兴市第一医

院何小伟博士惠赠。ｃｍｙｃ抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，ＬＩＮ２８抗体购自 Ａｂｃａｍ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、反转录试

剂盒和ＳＹＢＲⅡ购自大连宝生物公司；ＬＦ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ购自ＢＤ公司。

１．２　实时定量ＰＣＲ检测ｃｍｙｃＲＮＡ和ｌｅｔ７ａｍｉｃｒｏＲＮＡ
的表达　细胞在６孔板中长至８０％融合后，ＴＲＩｚｏｌ法抽提

ＲＮＡ，将 ＲＮＡ溶于 ＤＥＰＣ水。ｃｍｙｃＲＮＡ反转录反应体

系：ＲＮＡ５００ｎｇ，５×预混缓冲液２μｌ，随机引物０．５μｌ，反转

录酶０．５μｌ，总体积为１０μｌ；反应条件：３７℃４２ｍｉｎ，８５℃

３０ｓ。实时定量ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲⅡ１０μｌ，ＲＯＸ０．４μｌ，

ｃＤＮＡ１μｌ，上下游引物各１μｌ，去离子水６．６μｌ；反应条件：

９５℃１０ｓ，９５℃５ｓ，６１℃３１ｓ，４０个循环。ｌｅｔ７ａｍｉｃｒｏＲＮＡ

的反转录使用ＡＢＩ公司的反转录试剂盒，参照说明书操作，

并加入针对ｌｅｔ７ａ和Ｕ６的特异探针；实时定量ＰＣＲ反应体

系：２×酶混合物８μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ，去离子水７μｌ。

１．３　蛋白质印迹法检测ｃｍｙｃ蛋白和ＬＩＮ２８蛋白的表达　
蛋白溶液进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，转膜，用５％的脱脂奶封

闭后，加入一抗，４℃孵育过夜。用ＰＢＳＴ洗膜，加入二抗，室

温孵育１ｈ。用ＰＢＳＴ洗膜６次，之后用化学发光试剂盒检

测蛋白。

１．４　ｓｉＲＮＡ的转染　ｓｉＲＮＡ由广州市锐博生物科技有限公

司合成，对照正义链序列为５′ＵＵＣＵＣＣＧＧＡＣＧＵＧＵＣ

ＡＣＧＵＴＴ３′，ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ 正义链序列为５′ＧＧＵＣＡＧ

ＡＧＵＣＵＧＧＡＵＣＡＣＣ３′。ｓｉＲＮＡ的转染按照ＬＦ２０００说

明书进行：１００ｐｍｏｌｓｉＲＮＡ和５μｌＬＦ２０００分别加入２５０μｌ

ＲＰＭＩ１６４０培养液中，室温孵育５ｍｉｎ后混合，继续孵育２０

ｍｉｎ后加入细胞中。

１．５　体外Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　进行迁移实验时，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的

下孔加入８００μｌ含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，上

孔加入５×１０４个细胞。８ｈ后，小心吸取上孔残留的细胞，之

后用结晶紫溶液染色。进行侵袭实验时，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的上孔

预先铺入１５０μｇ的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ，上孔加入１×１０
５个细胞。１６ｈ

后小心吸出上孔残留细胞，之后用结晶紫溶液染色。染色

后，用棉签擦去上层细胞，在显微镜下观察迁移到下层的细

胞，并计数。

２　结　果

２．１　ｃｍｙｃ在两株具有不同转移能力的细胞系中的表达　
实时定量ＰＣＲ检测ｃｍｙｃ在 ＧＢＣＳＤ和 ＧＢＣＳＤ／Ｍ３中的



·１０３０　 · 第二军医大学学报　２０１０年９月，第３１卷

表达，研究发现ｃｍｙｃ的ＲＮＡ水平在 ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞是

其在ＧＢＣＳＤ细胞中的２．１８倍（Ｐ＝０．００１９，图１Ａ）。与

ＲＮＡ水平一致，在蛋白水平上ｃｍｙｃ在ＧＢＣＳＤ／Ｍ３中的表

达也高于其在ＧＢＣＳＤ中的表达（图１Ｂ）。

图１　ｃｍｙｃ在具有不同转移能力的胆囊癌细胞系中的表达

Ａ：定量ＰＣＲ检测ｃｍｙｃＲＮＡ在 ＧＢＣＳＤ和 ＧＢＣＳＤ／Ｍ３中的表

达．Ｐ＜０．０１ｖｓＧＢＣＳＤ．Ｂ：蛋白质印迹法检测ｃｍｙｃ蛋白在

ＧＢＣＳＤ和ＧＢＣＳＤ／Ｍ３中的表达．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ抑制ＧＢＣＳＤ／Ｍ３的转移和侵袭　靶向

ｃｍｙｃ的ｓｉＲＮＡ 转染 ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞后，能有效抑制

ｃｍｙｃ蛋白在细胞中的表达，与对照组相比差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５，图２），证明本实验所合成的ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ是有

效的。细胞迁移和侵袭实验显示，ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ可以有效抑

制ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞的迁移和侵袭能力，与对照组相比差异

有统计学意义（Ｐ＝０．０１６８，图３Ａ；Ｐ＝０．０００５，图３Ｂ）。

图２　ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ转染ＧＢＣＳＤ／Ｍ３
细胞后ｃｍｙｃ蛋白的表达

图３　ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ抑制ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞转移和侵袭

Ａ，Ｂ：对照和ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ转染后ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞的转移；Ｃ，Ｄ：对照和ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ转染后ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞的侵袭．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１ｖｓｓｉＮｅｇａｔｉｖｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ｃｍｙｃ的下游分子 ＬＩＮ２８和ｌｅｔ７ａ表达　为了检测

ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ抑制胆囊癌细胞转移的机制，本实验进一步检

测了ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ对ＬＩＮ２８蛋白水平的影响。图４Ａ表明

ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ 转 染 后，ＬＩＮ２８ 的 蛋 白 水 平 也 相 应 下 调。

ＬＩＮ２８可以调控ｌｅｔ７ａｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达来促进肿瘤细胞的

转移，因此本实验进一步检测了ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ转染后ｌｅｔ７ａ

的表达，并且发现干扰ｃｍｙｃ后，ｌｅｔ７ａ的表达水平有所上升

（图４Ｂ）。

３　讨　论

　　恶性肿瘤的转移是个复杂过程，涉及到细胞浸润原发灶

周围组织，进入淋巴管或血管，到达新的器官进行生长形成

新的瘤灶以及新血管生成。其中，肿瘤细胞的侵袭对转移发

生具有关键作用，包括细胞与基底膜黏附、细胞外基质的降

解和细胞的迁移，这些步骤受相关基因调控和介导；ｃｍｙｃ基

因是定位于８号染色体，编码为ｐ６２的核内蛋白，是一个转

录因子，参与细胞的生长和增殖等过程调控。研究发现

ｃｍｙｃ基因异常激活出现在肿瘤细胞，如乳腺癌［４］中，其异常

激活进一步引起下游基因过表达，最终促进肿瘤的增殖。对

胆囊癌临床标本检测发现，ｃｍｙｃ基因异常扩增［５］，蛋白表达

上调，且在发生转移的胆囊癌中表达更高［６７］。这些证据提

示，ｃｍｙｃ基因高表达可能参与或介导胆囊癌转移相关过程。

　　ＧＢＣＳＤ／Ｍ３是通过动物转移模型中，从亲代 ＧＢＣＳＤ

细胞中筛选出来的经血行途径的高转移亚群细胞［８］。本研

究发现ｃｍｙｃ在高转移的ＧＢＣＳＤ／Ｍ３中的表达要高于其亲

代细胞ＧＢＣＳＤ，这一结果与临床检测结果相符，ｃｍｙｃ在转
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移能力高的胆囊癌细胞系中的表达也是增高的，说明ｃｍｙｃ
异常激活与胆囊癌的转移有关。

图４　抑制ｃｍｙｃ后ＬＩＮ２８与ｌｅｔ７ａ的表达

　Ａ：ｃｍｙｃ降低后，ＬＩＮ２８蛋白的表达；Ｂ：ｃｍｙｃ降低后，ｌｅｔ７ａ的

表达．Ｐ＜０．０１ｖｓｓｉＮｅｇａｔｉｖｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　为进一步研究ｃｍｙｃ在胆囊癌转移中是否通过介导肿

瘤细胞侵袭和运动，在本实验中，通过ｓｉＲＮＡ干扰ｃｍｙｃ的

表达后，ＧＢＣＳＤ／Ｍ３细胞的迁移和侵袭能力都被抑制，提示

ｃｍｙｃ可能通过促进胆囊癌细胞运动和侵袭能力介导胆囊癌

转移发生。

　　近年来，干细胞研究已成为了癌症研究中最热门的研究

领域之一。作为一种 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｌｅｔ７通过关闭致癌基因

Ｒａｓ和 ＨＭＧ２Ａ来促使细胞分化，使干细胞失去了自我更新

的能力，从而抑制肿瘤细胞的转移。最近有报道发现ｃｍｙｃ
可以结合在ＬＩＮ２８的启动子区，并诱导其转录升高，抑制了

ｌｅｔ７的表达，这种调控能导致细胞的转移能力增加［９］。为了

检测ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ抑制胆囊癌细胞转移的机制，本实验进一

步检测了ｃｍｙｃｓｉＲＮＡ对ＬＩＮ２８蛋白水平的影响，结果发现

ＲＮＡｉ抑制ｃｍｙｃ的表达后，ＬＩＮ２８的表达也被降低，说明ｃ

ｍｙｃ可能通过诱导ＬＩＮ２８的表达来促进肿瘤细胞的转移，而

ＬＩＮ２８能够调控ｌｅｔ７ｍｉｃｒｏＲＮＡ的合成，从而调控期下游基

因 ＨＭＧＡ２的表达［１０］。Ｌｅｔ７在多个肿瘤中表达下调，并可

抑制肿瘤的成瘤能力和转移能力［１１１２］。本研究结果也发现

ｃｍｙｃ下调以后，ｌｅｔ７的表达上调。这些证据表明ｃｍｙｃ在

胆囊癌中促进肿瘤细胞转移可能与ＬＩＮ２８ｌｅｔ７通路有关。

　　众所周知，最终对肿瘤治疗的突破很可能依赖于新药的

开发和基因治疗的成熟，而新药的开发和基因治疗的成熟又

必将依赖于对肿瘤发病机制的认识。肿瘤转移是造成肿瘤

患者死亡的重要原因之一，因此针对肿瘤转移的靶点开发新

的治疗手段是一种十分重要的治疗策略。本研究结果说明

ｃｍｙｃ及其下游的信号ＬＩＮ２８ｌｅｔ７对胆囊癌细胞在降解细

胞外基质及其随后的迁移方面有着重要作用。因此，靶向

ｃｍｙｃ基因的ｓｉＲＮＡ，阻断了该蛋白质的翻译过程，也阻断了

其介导的一批下游调控侵袭和转移的基因，可能是治疗胆囊

癌的理想分子靶点。
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