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Abstract:Objective　Tostud ytheinhibitionof proliferationandmetastasisofthesmallcelllun gcellwith

transfectionofanew 2definedtumormetastasissu ppressor geneKAI1. Methods　ToestablishNCI 2H446cell

linewithstabl yex pressingtumormetastasissu ppressor geneKAI1,the geneKAI1wastransfectedintoNCI 2
H446cellb ythevector ( PCMV2NEO2XhoI) .We gotclonecellsafterselectedb yG418.MTTmethodsexam 2
inethecell proliferation.TheCD82 proteinex pressionanda poptosiswasdetectedb yc ytometr yanal ysis.The

changeofM ycandMMP 21wastestedb yimmunohistochemicalstainin gandtheex pressionofLNwastested

byradioimmunoassa y. Results　TheCD82 proteinex pressionanda poptosiswereu p2regulatedinthecells

transfectedb yKAI1,thedifferenceissi gnificant ( P < 0.05 ) .Theex pressionsofM yc,MMP 21andLNwere

descended. Conclusion　Thesu ppressor geneKAI1couldinhibitthe proliferationofthesmallcelllun gcell

anddescendetheex pressionofM yc,MMP 21andLN.
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摘 　要 :目的 　探讨新抑癌基因 KAI1 对小细胞肺癌 NCI2H446 细胞株抑制增殖和浸润转移的作用。方

法　用脂质体介导的基因转染方法 ,借助真核质粒表达载体 ( PCMV2NEO2XhoI) ,将抑癌基因 KAI1 转

入小细胞肺癌 NCI2H446 细胞中 ,经 G418 筛选 ,获得稳定表达的细胞克隆。观察 NCI2H446 细胞的生

长 ,MTT 法检测细胞体外增殖能力 ,流式细胞仪进行细胞凋亡分析 ,间接免疫荧光染色结合流式细胞仪

检测转染前后细胞 CD82 蛋白的表达。免疫组化测定 Myc 及 MMP21 (基质金属蛋白酶21) 的表达 ,放射

免疫测定 LN (层黏蛋白)表达。结果 　脂质体2KAI1 基因转染的小细胞肺癌细胞 CD82 表达增加 ,细胞

增殖能力下降 ,凋亡增加 ,癌基因 Myc,MMP 21 及 LN 表达下降。结论 　抑癌基因 KAI1 抑制小细胞肺

癌 NCI2H446 细胞株的增殖 ,降低 Myc,MMP 21 及 LN 的表达。
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0 　引言

90 %的小细胞肺癌在确诊时已有了远处转移。

研究表明 ,肿瘤的转移与肿瘤的发生一样 ,与基因的

激活 ,抑癌基因的失活有关。将正常的抑癌基因导

入肿瘤细胞 ,去补偿和代替突变或缺失的抑癌基因

是癌症基因治疗的基本思路之一。KAI1/CD82 是

1995 年首次从人染色体 11p11.2 中分离出的新肿

瘤转移抑制基因 ,长约 80Kb 。结构基因由 10 个外

显子和 9 个内含子组成。KAI1 基因转录的 mRNA

翻译出的蛋白质由 267 个氨基酸残基组成 ,分析发

现 ,它与已发现的 CD82 结构相同 ,CD82 分布极其

广泛 ,机体大多数组织均有表达[1] 。肺癌的早期转

移也伴有 KAI1 基因表达的下降[2] ,因而设想通过

外源性 KAI1 基因导入小细胞肺癌中 ,探讨 KAI1

基因转染对小细胞肺癌 NCI2H446 细胞株的抑制增

殖和转移的作用。

1 　材料和方法

1.1 　材料

1.1.1 　细胞株

人小细胞肺癌 NCI2H446 细胞株购自中国科学

院生物化学与细胞生物学研究所 ,于 10% 胎牛血清

的 RPMI1640 培养液中 ,5% CO2 浓度 ,37 ℃,湿度

饱和的条件下常规培养。

1.1.2 　质粒

真核质粒表达载体 ( PCMV2NEO2XhoI) 含1.6

kbKAI1 2cDNA 和筛选标志 neo 基因 (由北京医科

大学分子生物学教研室惠赠) 。

1.1.3 　主要试剂

脂质体 ( Lipofectin ) ,G418, 胎牛血清 ,RP 2
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MI1640,MTT 检测试剂均购自美国 Sigma 公司。

链霉亲和素2生物素2过氧化物酶复合物 ( SABC) 试

剂盒 , 鼠抗人 Myc,MMP 21 单克隆抗体 ,为迈新公

司产品。放免试剂盒 ,LN 单克隆抗体购于北京中

山生物公司。CD82 单抗与同型对照为基因公司产

品。

1.2 　方法

1.2.1 　基因转染及转染细胞株的筛选

细胞培养至对数生长期 ,传代细胞孵育 24h 后

转染 ,加入真核质粒表达载体 ( PCMV2NEO2XhoI)

与脂质体 (Lipofectin ) 混合的转染液 ,培养 10h 后换

正常培养液终止培养。待细胞达到 80% 的融合时 ,

加入不同浓度 G418 继续培养 2 周筛选抗药克隆株

(NCI2KAI1) 。以未转染组为对照组 (NCI) 。

1.2.2 　间接免疫荧光染色结合流式细胞仪检测转

染前后细胞 CD82 的表达

取对数生长期 NCI2KAI1 及 NCI 组细胞 ,制成

细胞悬液 ,各取 40μl, 分别加工作浓度的 FITC2
CD82 单抗及同型对照 20μl,4 ℃30min 。洗涤细胞

PBS2 次 ,弃上清。加 500μl 固定液后上机检测。

1.2.3 　细胞凋亡分析

NCI2KAI1 及 NCI 组细胞 ,制成单细胞悬液 ,终

浓度 70% 酒精固定 ,重新收集细胞 ,PBS 洗去固定

液 ,加入 RNA 酶反应液过夜 ,与 PI (碘化丙锭) 混匀

后 ,流式细胞仪检测。

1.2.4 　细胞增殖测定

用 MTT 法。96 孔酶标板 ,每孔接种10.0 ×103

细胞 ,加入培养液 ,设空白对照 ,移入 37 ℃饱和湿度

的 5% 孵箱中培养 3 天 ,每孔加入 5mg/ml 的 MTT

20μl,37 ℃继续孵育 4h, 终止反应 ,小心吸取各孔内

的液体 ,每孔加入 100μlDMSO, 振荡 10min, 使结晶

物充分溶解 ,选择 570nm 和 630nm 双波长 ,在酶联

免疫检测仪上测定各孔吸光度 ;计算生长抑制率 :计

算生长抑制率 ( %) = (对照组 - 实验组) / (对照组 -

空白组) 。

1.2.5 　免疫组化检测 Myc 及 MMP21 蛋白

将处理过的盖玻片置于培养皿中接种细胞 ,

80% 铺满后取出盖玻片 ,用丙酮固定后按 SABC 试

剂盒进行免疫组化反应 ,以 NCI 细胞为对照。用双

目显微镜观察免疫组化染色的切片 ,计算任意 10 个

高倍视野下总阳性细胞数占总细胞数的百分数 ,重

复 3 次。

1.2.6 　放射免疫法检测 LN 蛋白表达

取对数生长期 NCI2KAI1 及 NCI 组细胞上清

液 ,按放免试剂盒说明检测 LN 蛋白表达。

1.2.7 　统计学处理

实验结果以均数 ±标准差 ( �x ±s ) 表示 ,应用

SPSS 统计进行方差分析。成组设计 t 检验进行统

计分析 , P < 0.05 有统计学意义。

2 　结果

2.1 　四唑盐 (MTT )比色实验

细胞增殖能力的比较为 P < 0.05 。

表 1 　二组 NCI2H446细胞增殖能力的比较

组别 n A ( �x ±s)

NCI2KAI1 48 0.369 ±0.017

NCI 48 0.801 ±0.014

2.2 　流式细胞仪结合间接免疫荧光检测 CD82 表

达

结果显示 ,当 NCI 对照的荧光强度为2.5% 时 ,

NCI2KAI1 组为79.4% ,后者的 CD82 表达明显增

强。

2.3 　流式细胞仪检测凋亡形成率 (Apoptosis )

NCI 组2.82% ;NCI 2KAI1 组 :13.45% ,二组有

显著性差别 ( P < 0.05 ) 。显示 CD82 有促进凋亡 ,

抑制细胞增殖的作用。

2.4 　免疫组化检测 Myc 及 MMP21 蛋白表达

Myc 蛋白表达 :NCI 组 ( 72% ±2.2% ) ;NCI 2
KAI1 组 (26% ±4.3% ) 。 P < 0.05 。MMP21 蛋白

表达 :NCI 组 ( 65.8% ±5.6% ) ;NCI 2KAI1 组

(19.1% ±2.4% ) , P < 0.05 。见图 1～4。

2.5 　放射免疫法检测 LN 蛋白表达

NCI 组 LN 值为133.22 ;NCI2KAI1 组 LN 值为

27.55 。NCI2KAI1 组的 LN 蛋白明显降低。

4 　讨论

小细胞肺癌治疗失败多因为早期易转移 ,90%

以上的患者在诊断成立时已有了远处转移。KAIl

基因是新发现的肿瘤转移抑制基因 ,位于人第 11 号

染色体p11.2 区 ,长约 80Kb 。它翻译出的蛋白质分

析与 CD82 结构相同 ,是 TM4SF (trans2membrane4

superfamil y)家族成员。CD82 分布极其广泛 , 机体

大多数组织均有表达 , 其中在前列腺、肺、肝、膀胱、

骨髓、胎盘等组织表达较高。KAIl 基因在前列腺癌

转移中的作用已经得到公认 :Don g 等用免疫组织

化学的方法发现 , 正常的前列腺组织和前列腺良性

增生组织 KAI1 表达大致相同 , 大部分组织 (80% )

表达丰富 , 而前列腺癌原发灶表现为下降或缺失 ;

转移瘤则全部表现为下降或缺失[3] 。KAI1 基因表

达异常的原因目前认为 , 主要可以归结为 3 个方面
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的因素 :DNA 水平 , 包括基因突变、缺失等原因造

成的正常基因量的下降 ;mRNA 水平 , 指由于启动

子过度甲基化或基因表达调控异常等引起转录生成

的 mRNA 量不足 ; 蛋白水平 , 指在 mRNA 翻译过

程中出现差错导致蛋白质减少[4] 。本实验的一个

关键环节是基因转染技术 ,其中脂质体介导是一种

常用且有效的方法 ,脂质体是一种阳离子 ,其与核酸

结合形成复合物 ,通过内吞作用进入细胞达到转染

的目的。本实验通过脂质体介导的基因转染及

G418筛选获得了高表达 CD82 的小细胞肺癌细胞

株 (NCI2KAI1) 。NCI2KAI1 细胞较 NCI 细胞增殖

能力下降 ,凋亡增加。

Myc 原癌基因编码细胞周期特异性核磷酸蛋

白 ,Myc 蛋白作为转录因子 ,主要通过与 S 期有关

的 DNA 结合 ,调节这些 DNA 的表达 ,从而控制细

胞的增殖。Myc 基因异常改变的主要形式为过度

表达 ,转染细胞株降低了 Myc 蛋白表达 , 控制了细

胞的增殖。肿瘤的浸润与转移和间质的改建有关 ,

CD82 的分子结构则提示它在细胞与细胞间粘附、

细胞与基质的连接中可能起有一定作用[5] 。间质

的降解和合成主要由一系列蛋白酶和蛋白酶抑制剂

调控 ,其中 MMP21 是基质金属蛋白酶类中的一种 ,

MMP21 蛋白表达下降 ,提示肿瘤转移能力下降。肿

瘤的浸润与转移同时与黏连分子有关 ,正常情况下 ,

黏连分子的重要作用是维持细胞与细胞之间及细胞

与基质间的关系 ,使组织建立正常的结构和分化 ,对

肿瘤细胞的侵入起屏障作用 ,层黏蛋白属于黏连分

子中整合蛋白家属的一员 ,同时层黏蛋白还能支持

血管内皮细胞形成毛细血管 [6] 。本实验中 NCI2
KAI1 细胞株层黏蛋白表达的显著下降 ,提示与浸

润和转移能力下降有关。

(本文图见封 2)
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