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0 　引言

Na + - H + 交换泵第一亚型 (Na + -

H + exchanger 1 ,N H E1) 是存在于所有

真核细胞的一种跨膜蛋白 ,是调节细胞

内 p H 值 (int racellular p H ,p Hi) ,中性或

偏碱性的重要膜蛋白 [1 ,2 ] 。近来发现

N H E1 基因在肿瘤细胞中的活性明显增

高 ,与肿瘤细胞的生长有着密切的关

系 [3 ] 。为了解 N H E1 基因在胃癌细胞

中的作用 ,我们利用基因转染技术 ,构建

N H E1 反义真核表达载体 ,将 N H E1 反

义基因转染入 SGC27901 胃癌细胞 ,观

察 N H E1 反义基因对 SGC - 7901 胃癌

细胞增殖和凋亡的影响。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

pcDNA3 . 12Zeo 哺乳动物真核表达

载体、转染细胞筛选所用抗生素 Zeocin

为 invit rogen 公司产品。限制性内切酶

EcoR Ⅰ、Hind Ш购自 TakaRa 生物公

司。转染用脂质体 DO TA P 为 Roche 公

司产品。Zeocin 引物根据文献由上海基

康公司设计合成。

1 . 2 　方法

采用亚克隆重组技术进行基因重

组 ,脂质体法进行基因转染 , PCR 法用

于外源基因整合的鉴定。SGC27901 胃

癌细胞在 10 %小牛血清 1640 培养基

中 ,于 37 ℃、5 % CO2 、饱合湿度下培养。

采用流式细胞仪检测细胞周期及细胞凋

亡 ,M TT 法绘制生长曲线。观察软琼脂

克隆集落形成能力 ,对镜下直径大于 75

μm 或细胞数大于 50 个以上的克隆进行

计数。观察裸鼠体内成瘤情况。

2 　结果

重组质粒经酶切鉴定重组成功后 ,

采用脂质体法将其转染至 SGC27901 胃

癌细胞中 ,Zeocin 筛选出稳定的克隆后 ,

将 N H E1 反义基因转染的 SGC27901 细

胞命名为 Anti27901 细胞 ,空载体 pcD2
NA3 . 1 (2) / Zeo 转染的 SGC27901 细胞

命名为 Zeo27901 细胞。Anti27901 细胞

和 Zeo27901 细胞 PCR 法扩增可各见一

条特异性条带 ,大小为 357bp ,与预期结

果一致 ,而对照组 SGC27901 胃癌细胞

未见特异性条带 ,说明反义重组质粒及

空载体已成功转染。流式细胞仪 (用 EB

染液染色) 检测显示 ,Anti27901 细胞凋

亡率为26 . 1 % ,显著高于 Zeo27901 细胞

和 SGC27901 细胞 ( 5 . 12 % , 4 . 48 % , P

< 0 . 01 ) 。Anti27901 细胞增殖指数为

40 . 43 % ,低于 Zeo27901 细胞和 SGC2
7901 细 胞 ( 45 . 48 % , 44 . 86 % , P <

0 . 01) 。生长曲线显示 , Anti27901 细胞

较 Zeo27901 细胞及 SGC27901 细胞在增

殖速度上明显减慢。软琼脂中培养 ,2

周左右可见 SGC27901 细胞和 Zeo27901

细胞形成集落大 ,数目多 ,形成率分别为

(38 . 6 ±4 . 63 ) ‰、( 40 . 0 ±4 . 53 ) ‰,而

Anti27901 细胞在软琼脂中仅见散在的

细胞 ,集落少 ,形成率为 (9 ±3 . 54) ‰,显

著少于 SGC27901 细胞和 Zeo27901 细胞

( P < 0 . 01) 。6 周后接种 SGC27901 细

胞的裸鼠右下侧皮下长出肿瘤 ,成瘤率

为 100 % ,而接种 Anti27901 细胞的裸鼠

右上侧皮下未长出肿瘤 ,成瘤率为 0 %。

3 　讨论

由于肿瘤细胞糖酵解优势 ,导致肿

瘤细胞内产生大量的乳酸和 H + ,但用核

磁共振波谱等技术证明肿瘤细胞内 p H

值却为中性或偏碱性 ,这种 p H 值的形成

主要是由于细胞膜 N HE1 mRNA 表达增

加 ,从而使肿瘤细胞进行强大的 Na + -

H + 交换 ,将大部分 H + 泵出细胞外 ,保持

肿瘤细胞内 p H 值为中性或偏碱性 ,由于

Na + - H + 交换依赖于 Na + - K+ 2ATP

酶供能 ,这一耗能过程又反馈地刺激癌

细胞对糖的摄取和对糖酵解的依赖 ,胞

内 H + 不断增多 ,进一步加强 Na + - H +

交换 ,从而使肿瘤细胞免遭凋亡[4 ] 。我

们通过转染 N HE1 反义基因成功抑制了

SGC27901 胃癌细胞的 N HE1 基因表达 ,

阻断了 Na + - H + 交换 ,破坏了胃癌细胞

的能量代谢模式 ,使癌细胞增殖受抑 ,凋

亡率增加 ,细胞恶性程度降低 ,达到了有

效治疗胃癌的目的 ,为胃癌基因治疗提

供了新的思路。
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