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Abstract
AIM: To clone the encoding gene of Ss-A/Ro ribonucle-
oprotein 60 ku subunit, and to detect the expression of 
Ss-A/Ro 60 ku subunit and its variants in the drug resi-
stance gastric cancer cells.

METHODS: The encoding gene of Ss-A/Ro ribonucl-
eoprotein 60 ku subunit was cloned by reverse transcri-
ption-polymerase chain reaction. The expression of 
Ss-A/Ro 60 ku subunit and its variants in the gastric 
cancer cells were analyzed by semi-quantitative RT-
PCR.

RESULTS: The Ss-A/Ro 60 ku subunit was successful-
ly cloned, and its two transcription variants, with a 
length of 52 and 41 bp, respectively, were found out. 
The expression of Ss-A/Ro 60 ku subunit and its two 
variants in the SGC7901/VCR cells was higher than 
that in the SGC7901 ones (P = 0.000 1, P = 0.001).

CONCLUSION: The Ss-A/Ro 60 ku subunit and its 

variants are multi-drug resistance-related molecules.
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摘要

目的: 克隆Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 检测Ss-A/Ro 
60 ku亚单位及其变异体在耐药胃癌细胞中的表达情况. 

方法: 应用RT-PCR克隆Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 应用

半定量RT-PCR检测Ss-A/Ro 60 ku亚单位及其变异体在胃癌

细胞中的表达情况. 

结果: 成功克隆了Ss-A/Ro 60 ku亚单位编码基因, 并发现

了他的两种变异体, 长度分别为52 bp和41 bp. 半定量RT-
PCR结果显示, Ss-A/Ro 60 ku亚单位在SGC7901/VCR中的

表达强度高于SGC7901细胞(P  = 0.000 1), Ss-A/Ro 60 ku亚

单位的两种变异体在SGC7901/VCR中的表达强度也高于

SGC7901细胞(P  = 0.001). 

结论: Ss-A/Ro 60 ku亚单位及其两种变异体为胃癌多药耐

药相关分子. 
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0  引言

肿瘤细胞的多药耐药[1-2]严重影响了肿瘤化疗的效果, 虽
然导致肿瘤多药耐药的众多机制被阐明, 但仍不能完全

解释肿瘤的多药耐药, 鉴于此, 我们应用消减杂交及改良

DDRT-PCR法对胃癌耐药细胞中的耐药相关分子进行了

研究, 从耐药胃癌细胞中克隆了与耐药相关的多个已知

分子和未知分子[3], 其中Ss-A/Ro ribonucleoprotein 60 ku 
subunit(Ro 60)是在耐长春新碱的胃癌细胞系SGC7901/
VCR与SGC7901的差示比较中发现的在SGC7901/VCR中
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高表达的基因, 在克隆Ro 60编码基因的时候, 我们发现

了Ro 60编码基因的两种变异体Ro 60 V1及Ro 60 V2 [4], 本
课题对他们在胃癌耐药细胞中的表达情况进行了研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC7901: 引自军事医学科学院, 由
第四军医大学消化病研究所保存; 人胃癌长春新碱耐药

亚系SGC7901/VCR: 由第四军医大学消化病研究所建

立、保存; Hela细胞: 由第四军医大学消化病研究所保

存. RPMI 1640及胰蛋白酶购自Hyclone公司; 胎牛血清购

自浙江金华公司; 细胞总RNA提取试剂盒购自华舜公司; 
M-MuLV反转录酶、Taq酶及DNA分子量标准购自MBI
公司.
1.2 方法

1.2.1 Ro 60编码基因的克隆 利用RNA提取试剂盒提取胃

癌细胞SGC7901/VCR的总RNA, 以RT-PCR法克隆Ro 60
编码基因, 上游引物为: 5'ATA ACG AGG GAG AGG AGA 
AAG G 3'; 下游引物为: 5'GTG TCC ACC TGC ACT CCA 
TGT C 3', 将PCR产物与pUCm-T载体连接后进行DNA序

列测定. 
1.2.2 Ro 60及其变异体在胃癌细胞中的表达分析 培养及

收集SGC7901、SGC7901/VCR及Hela细胞, 利用试剂盒

提取的总RNA, 用紫外分光光度计对提取的RNA进行定

量, 逆转录法制备cDNA, 根据Ro 60编码基因及其变异体

的序列, 应用Premer Primer 5软件设计序列特异性引物, 
引物序列如下: Ro 60上游引物: 5'-AAA CAC ACC TGC 
TGA TGT CTT C- 3'; 下游引物: 5'-GGG TAT TTT GCA 
AGG CTC TAT CAT C -3'. Ro 60 V1上游引物: 5'-AAA 
CAC ACC TGC TGA TGT CTT C -3'; 下游引物: 5'-GGG 
TAT TTT GCA AGG CTC TTT TAG G -3'. Ro 60 V2上游引

物: 5'-AAA CAC ACC TGC TGA TGT CTT C -3'; 下游引

物: 5'-GGT ATT TTG CAA GGA TCC AGA G -3'. GAPDH
上游引物: 5'-GAA GGT GAA GGT CGG AGT C-3'; 下游

引物: 5'-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3'. 进行PCR
反应, 以10 g/L琼脂糖凝胶电泳分离PCR产物, 比较各扩

增产物在各细胞间表达水平的强弱, 应用图像分析仪对

扩增条带做了扫描半定量. 
统计学处理 应用SPSS 11.0统计软件, 对各扩增条带

的灰度值进行t检验. 

2  结果

2.1 Ro 60编码基因的克隆及DNA测序分析 本研究成功地

扩增了Ro 60编码基因. 通过DNA序列测定, 发现了Ro 60
的三种cDNA克隆, 其中一种克隆与Ro 60 cDNA序列完

全一致, 另外两种cDNA克隆分别于Ro 60 cDNA序列的

第1 727和1 728核苷酸之间插入了长度为52 bp和41 bp
的核苷酸序列, 遂将其命名为Ro 60 V1、Ro 60 V2, Ro 60 
V1插入的核苷酸序列为: ACACTGTAAAATAGTTTTGC

TTTGTTGAATAATACGTGTGTACCTAAAAGAG; Ro 60 
V2插入的核苷酸序列为: GCATGTTGGATATGTGCGGC
TTTGATACTGGAGCTCTGGAT. 
2.2 Ro 60及其变异体在胃癌细胞中表达的半定量RT-PCR
结果 半定量RT-PCR结果显示, Ro 60在SGC7901/VCR中
的表达强度高于SGC7901细胞及Hela细胞(P <0.01), Ro 
60的两种变异体在SGC7901/VCR中的表达强度也高于

SGC7901细胞及Hela细胞(P <0.01)(图1, 表1).

3  讨论

胃癌细胞的多药耐药性是胃癌化疗失败的主要原因, 我
们以前的研究发现, 在胃癌细胞的多药耐药中, 除了有

P-gp、MRP、GST等经典的耐药分子参与外, 凋亡基因

的改变、蛋白激酶C以及某些离子通道也参与了胃癌细

胞多药耐药性的形成[5-7]. 为了深入研究胃癌细胞MDR的
发生机制, 我们应用改良差示PCR技术比较了胃癌长春

新碱耐药细胞SGC7901/VCR与药敏细胞SGC7901基因表

达的差异, 结果表明, 与药敏细胞SGC7901相比, Ro 60在
耐药细胞SGC7901/VCR中的表达明显上调, 在研究Ro 60
基因的同时, 我们又发现了Ro 60基因的两种转录变异体. 

Ro 60是从人T淋巴母细胞白血病细胞cDNA文库

中首次克隆得到的[8], 人Ro 60基因定位于第一号染色体

1q31区, 全长cDNA为1 890 bp, 编码525个氨基酸残基, 分
子量为60 ku[9]. Ro 60是多种自身免疫性疾病, 如系统性

红斑狼疮、干燥综合征等疾病的自身抗原[10]. Ro 60是一

种RNA结合蛋白, 目前Ro 60的功能一直不是很清楚[11-13]. 
为了解Ro 60及其转录变异体在耐药胃癌细胞中的

表达情况, 我们应用半定量RT-PCR对他们在胃癌细胞

表 1  Ro 60、V1及V2的半定量RT-PCR灰度扫描结果 (n = 4)

	                Ro 60        Ro 60 V1        Ro 60 V2        GAPDH

SGC7901/ VCR  174.7±7.11  178.3±6.73  171.2±7.96  177.4±8.36

SGC7901	            75.3±4.92a   90.1±4.39a   91.2±5.94a 168.2±7.69

Hela	            96.5±5.09a	 89.4±4.96a   74.2±5.39a 167.7±7.98

aP<0.01 vs  SGC7901/VCR.

图 1  Ro 60、Ro 60 V1及Ro 60 V2的半定量RT-PCR结果 . 

Ro 60

Ro 60 V1

Ro 60 V2

GAPDH

Hela               SGC7901           SGC7901/VCR
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中的表达进行了研究, 结果表明, Ro 60及其变异体Ro 
60 V1、Ro 60 V2在SGC7901/VCR中的表达明显高于

SGC7901细胞和Hela细胞. SGC7901细胞和Hela细胞一样, 
他们都是对化疗药物敏感的肿瘤细胞, 而SGC7901/VCR
细胞是SGC7901细胞在长春新碱(VCR)的诱导下培养出

的耐药胃癌细胞, 经耐药谱检测, 其不但对长春新碱耐药, 
而且对其他化学结构及作用机制不同的化疗药物也呈高

度的耐药性, 这就表明, SGC7901/VCR细胞是一株多药耐

药的胃癌细胞[14,15]. Ro 60及其变异体Ro 60 V1、Ro 60 V2
在SGC7901/VCR细胞中高表达表明, 他们在胃癌多药耐

药的机制中可能起着一定的作用, 是胃癌细胞多药耐药

相关分子, 为进一步研究Ro 60及其两种转录变异体在肿

瘤多药耐药中的功能提供了一定的实验基础. 
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