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Abstract :Objective　 To study the effect s of Antisense gene to human N H E1 on the proliferation and ap2
optosis of SGC27901 after t ransefection and it s potential role in the genetherapy for gast ric cancer. Meth2
ods　N H E1 antisense gene eukaryotic expression vector const ructed was t ransfected into SGC27901 with

liposome DO TA P. We examined the changes of the proliferation index , the clone formation capacity in

two layer soft agar , growth curve ,apoptotic rates and nude mouse formation carcinoma capacity of the

cells t ransfected antisense gene. Results　Cells t ransfected N H E1 antisense gene compared with parent

cells ,Proliferation index decreased , the clone formation capacity in two layer soft agar play down ,apop2
totic rates increased , growth curve slowers. Format carcinoma capacity in nude mouse disappear. Conclu2
sion　Our study demonst rated that N H E1 antisense gene can rest rain gast ric carcinoma proliferation and

induce carcinoma cell apoptosis which implied that may be a new target gene for antisense gene therapy of

gast ric cancer.
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摘　要 :目的　探讨人 N H E1反义基因转染对 SGC27901胃癌细胞株增殖和凋亡的影响 ,探索胃癌治疗

的新方法。方法　采用脂质体法将构建好的人 N H E1基因反义真核表达载体转染至 SGC27901 胃癌细

胞中 ,比较观察细胞转染前后生长曲线、双层软琼脂克隆形成能力、裸鼠成瘤能力以及细胞周期和细胞

凋亡率的变化。结果　N H E1反义基因能使 SGC27901胃癌细胞生长速度减慢 ,双层软琼脂集落形成能

力、体外生长增殖能力降低 ,细胞凋亡率增加 ,裸鼠体内成瘤能力显著降低。结论　反义 N H E1 基因能

抑制 SGC27901胃癌细胞增殖 ,诱导细胞凋亡 ,具有良好的胃癌治疗效果 ,提示 N H E1 基因可成为胃癌

治疗的新靶点 ,具有一定的临床应用前景。
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0　引言

研究表明 ,糖酵解增强且占优势的肿瘤细胞主

要通过胞膜 Na + 2H + 交换蛋白21 ( Na + 2H + ex2
changer 1 ,N H E1)的过度表达将胞内过多的氢离子

泵出细胞外 ,形成不同于正常组织的细胞内呈中性

或偏碱性而细胞外呈酸性的逆向 p H梯度的特殊微

环境 ,以利其恶性生长[ 1 ]。我们前期研究证明 ,

N H E1在胃癌中的表达显著高于正常胃黏膜及癌

前病变[ 2 ]。本文采用反义技术将构建好的 N H E1

基因反义真核表达质粒采用脂质体法将其转染至

SGC27901胃癌细胞中[ 3 ] ,比较观察转染前后细胞增

殖和细胞凋亡的变化 ,从而探索胃癌治疗的新方法。

1　材料与方法

1 . 1　材料

DO TA P脂质体为 Roche公司产品 ; 二甲基亚

砜、M T T 为 sigma 公司产品 ; Zeocin PCR 引物根

据文献由上海基康公司设计合成。1640 培养基、

DM EM培养基、小牛血清、胰酶、ED TA购自华美生

物公司 ;其余试剂为国产分析纯。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1　细胞培养
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SGC27901胃癌细胞培养于含 10 %灭活的小牛

血清、100μg/ mL 链霉素、100U/ mL 青霉素的 RP2
MI1640培养基中 ,培养条件为 37 ℃、5 %CO2、饱和

湿度 ,每隔 2～3d用0 . 25 %胰酶、0 . 02 % ED TA 消

化 ,传代培养。

1 . 2 . 2 　质粒转染

(1)待细胞长至对数生长期 ,于转染前一天换

液 ,转染前 2小时换无血清培养基。(2)脂质体转染

复合物的制备 :①2 . 5μg质粒 DNA 溶于优化转化液

中 ,终体积25μL。②15μL脂质体溶于优化转化液

中 ,终体积35μL。二者混匀 ,室温下 10～ 15min。

(3)移去培养基 ,加入 2mL 无血清培养基。加入转

染复合物 ,混匀 ,培养 3～6h。(4)换有血清培养基 ,

加 Zeocin , 终浓度100μg/ mL。每 2～3 天换培养

基 ,同时加 Zeocin筛选 ,直到克隆形成。

1 . 2 . 3 　外源基因是否整合的分析

采用 PCR 法扩增外源 Zeo R 基因 ,常规抽提

DNA ,Zeo基因引物根据文献由上海基康公司设计

合成 ,反应条件 :先 94℃ 5min ,然后 94 ℃ 30 秒 ,

53 ℃30 秒 ,72℃ 30 秒 ,30 个循环 ,最后 72 ℃延伸

5min ,1 %琼脂糖电泳 ,紫光灯下观察并拍照。

1 . 2 . 4 　生长曲线 (M T T法) [ 4 ]

按文献进行 ,并加以改良 , (1)收集基因转染后

48 h的细胞 ,然后以每孔 1×103个细胞接种于 96孔

培养板 ,每孔体积200μL ,将培养板置于 CO2孵箱

中 ,于 37 ℃、5 %CO2饱合湿度下培养。每个样本设

3个复孔。(2)每天呈色一块板 ,共进行 6 天 ,每孔

加入 M T T (5mg/ mL ) 20μL , 37 ℃继续培养 4h ,移

去上清 ,每孔加入 DMSO (二甲基亚砜) 150μL ,振荡

10min ,使结晶物充分溶解。(3)选择 490nm 波长 ,

在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值 ,然后以时

间为横坐标 ,光吸收值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

1 . 2 . 5 　细胞周期及细胞凋亡的测定

收集基因转染后 48h 的细胞 , PBS 漂洗后 ,

75 %冷乙醇固定 24h后 ,采用流式细胞仪 (用 EB染

液染色)检测细胞周期及细胞凋亡。增殖指数 (p ro2
liferation index ,PI)表示细胞的增殖活性 ,PI = (S +

G2 M) / ( GO / G1 + S + G2 M) 。

1 . 2 . 6 　双层软琼脂集落形成实验

(1)无菌制备 DM EM培养液 (含 2 种抗生素和

20 %的血清) ,37 ℃保存备用。(2)底层琼脂的制备 :

按 1∶1混合1 . 2 %的琼脂糖和 DM EM 培养液 ,取

1mL注入 24 孔培养板 ,使凝固 ,置 CO2冰箱备用。

(3)常规消化基因转染后 48h的细胞并计数 ,调整细

胞密度为 1 ×104 / mL ,根据要求作梯度稀释。(4)

顶层琼脂的制备 :按 1∶1混合0 . 7 %的琼脂糖和细胞

悬液 ,使细胞密度为 1 × 103 / mL ,充分混匀后 ,取

1mL 注入 24孔培养板 ,形成双层琼脂 ,待上层琼脂

凝固后 ,置入培养箱中 ,培养 2～3周。(5)观察细胞

集落 ,对镜下直径大于 75μm或细胞数大于 50 个以

上的克隆进行计数。

1 . 2 . 7　裸鼠体内致瘤性分析

收集基因转染后 48h的细胞 ,并进行细胞计数。

离心沉淀细胞。加入无血清培养基洗 1 次 ,离心并

沉淀细胞。用无血清培养基重悬细胞 ,调整细胞密

度为 4×107～6 ×107 / mL。裸鼠右下侧皮背下接种

0 . 1mL SGC27901细胞悬液 ,右上侧皮背下接种同

种数量的转染反义基因细胞悬液 ,左下侧皮背下接

种同种数量的转染空载体细胞悬液。观察裸鼠体内

成瘤情况。

2　结果

2 . 1　克隆的筛选

每 2～3 天换培养基 ,同时加 Zeocin 筛选 ,2 周

后可见克隆形成 ,刮取克隆进行扩大培养 ,并冻存。

2 . 2　转染正确性鉴定

采用 PCR法扩增外源性 ZeoR基因 ,Anti27901

胃癌细胞 (转染反义基因的 SGC27901 细胞)和 Zeo2
7901胃癌细胞 (转染空质粒的 SGC27901 细胞)可各

见一条特异性条带 ,大小为 357bp ,与预期结果一致 ,

而 SGC27901胃癌细胞未见特异性条带 ,说明反义重

组质粒、空载体已成功转染至胃癌细胞内 ,见图 1。

图 1　外源性 ZeoR基因 PCR扩增结果
1 . PCR marker ;2 . Zeo27901 ;3 . Anti27901 ;4 . SGC27901

2 . 3　生长曲线

由生长曲线可以看出 ,Anti27901 与 Zeo27901、

SGC27901细胞相比 ,Anti27901 在增殖速度上明显

减慢 ,而且在倒置显微镜下有明显的接触抑制现象 ,

细胞失去重叠生长的能力 ,且易发生脱落 ,而 SGC2
7901 细胞则重叠生长显著。Anti27901 与 Zeo2
7901、SGC27901细胞的吸光值相比 ,具有显著性差

异 ( P < 0 . 01) ,见图 2。

2 . 4　细胞周期和细胞凋亡

Anti27901 细胞凋亡率为26 . 1 % ,较 Zeo27901

细胞和 SGC27901 细胞凋亡率明显增高 (分别为

5 . 12 %、4 . 48 % , P < 0 . 01 ) 。Anti27901细胞增殖指
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图 2　反义基因转染对 SGC27901胃癌细胞生长曲线的影响

数为40 . 43 % ,较 Zeo27901 细胞和 SGC27901 增殖

指数轻度降低 (分别为45 . 48 %、44 . 86 %) 。Anti2
7901细胞 G0 / G1期细胞较 Zeo27901 细胞和 SGC2
7901轻度增加 ,S和 G2 / M 期细胞轻度减少。说明

反义 N H E1基因可通过诱导细胞凋亡来抑制胃癌

细胞的生长。各细胞周期分布、增殖指数和细胞凋

亡率 ,见表 1。

表 1　SGC27901、Zeo27901和 Anti27901细胞

的细胞周期分布、增殖指数和细胞凋亡率

细胞组别 G0 / G1 期 S期 G2 / M期增殖指数 凋亡率

Anti27901 59 . 57 % 33 . 99 % 40 . 44 % 40 . 43 % 26 . 1 %

Zeo27901 54 . 52 % 36 . 85 % 8 . 63 % 45 . 48 % 5 . 12 %

SGC27901 55 . 13 % 37 . 44 % 7 . 42 % 44 . 86 % 4 . 48 %

2 . 5　软琼脂克隆形成率

软琼脂中培养 , 2 周后可见 SGC27901、Zeo2
7901细胞成簇生长 ,且集落大 ,数目增多 ,形成率分

别为 41 %和 38 % ,而反义细胞在软琼脂中可见散在

的细胞 ,形成集落少 ,形成率显著降低 ( 8 % , P <

0 . 01) ,说明 N H E1 反义基因转染后 , SGC27901 细

胞不依赖于锚着能力丧失 ,细胞恶性程度降低.

2 . 6　裸鼠体内致瘤性分析

在接种约 4～6 ×106个细胞/只裸鼠的情况下 ,

6周后接种 SGC27901 胃癌细胞的裸鼠右下和左下

侧皮下长出肿瘤 ,成瘤率为 100 % ,而接种反义细胞

裸鼠右上侧皮下未长出肿瘤 ,成瘤率为 0 %。

3　讨论

胞膜离子交换蛋白 Na + 2H + 交换泵21 是存在

于所有真核细胞的跨膜蛋白 , 其主要作用是进行

Na + 2H +交换 ,将大部分 H + 泵出细胞外 ,保持细胞

内 p H值的稳定。研究证实 ,p Hi 下降参与调控细

胞凋亡的形成 ,p Hi 升高抑制凋亡的发生。酸性

p Hi对促发肿瘤细胞凋亡发挥重要作用 ,酸中毒对

肿瘤细胞的生长产生直接抑制作用 ,并导致肿瘤细

胞凋亡。胃黏膜癌变过程中不仅存在细胞过度增

殖 ,而且存在细胞凋亡的异常 ,细胞凋亡与细胞增殖

平衡失调在胃癌发生中可能具有重要意义[ 5 ,6 ]。对

细胞凋亡的研究启迪人们 ,肿瘤的治疗可以通过诱

导肿瘤细胞凋亡 ,而不单是抑制肿瘤的增殖来实现。

我们前期研究证明 ,N H E1 蛋白在胃癌组织中的表

达程度显著高于正常胃黏膜及胃癌前病变[ 2 ] ,提示

N H E1 可成为肿瘤治疗的靶点。由于 Na + 2H + 交

换是癌细胞的主要排 H + 机制 ,因此 N H E1 基因产

物对酸性 p Hi 诱发的细胞凋亡无疑具有重要的调

控作用。曾有学者以氨氯吡咪的同系物抑制 N H E2
1蛋白活性来研究细胞凋亡 ,确也能证明诱发凋亡 ,

但这些化合物也抑制 DNA、蛋白和 A TP 的合成。

因此 ,其作用特异性尚需进一步阐明。反义技术具

有特异抑制专一靶基因的优点 ,是在体外细胞培养

中研究某一基因功能的良好手段。

本实验采用反义基因来封闭 N H E1 基因 , 抑

制了 N H E1基因的表达 , 间接抑制 Na + 2H + 交换 ,

导致细胞内酸化 ,而细胞内酸化又可激活酸性核酸

内切酶 (DNase Ⅱ) ,将基因组 DNA 在核小体间降

解 ,终致细胞凋亡。研究结果表明 ,抑制 N H E1 基

因的表达能诱导肿瘤细胞凋亡 , 从而为在酸性 p Hi

诱发的胃癌细胞凋亡中 ,N H E1 基因所起的间接调

控作用提供了重要证据。因此 ,人胃癌细胞 N H E1

基因超表达是阻止胞内酸化 ,以维持其抗凋亡生长

特性的重要机制 ,N H E1 基因的表达可能在肿瘤细

胞增殖凋亡的调控中起着重要作用 ,这一理论观点

将为胃癌防治研究提供新的依据和方向。
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