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ＫＩＳＳ１对裸鼠胃癌移植瘤生长的抑制作用

李　娜１，王洪兴２，廉　莹１，赵二趁１

（１．新乡医学院病理学教研室，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院临床免疫学教研室，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨ＫＩＳＳ１基因对裸鼠胃癌移植瘤生长的影响。方法　通过脂质体介导将ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１转
染人胃癌细胞ＢＧＣ８２３，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染前后ＫＩＳＳ１蛋白的表达。将转染ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的ＢＧＣ８２３细胞
（转基因组）、转染空质粒的ＢＧＣ８２３细胞（空质粒转染组）和单纯ＢＧＣ８２３细胞（对照组）分别接种于ＢＡＬＢ／Ｃ裸鼠，
构建裸鼠胃癌移植瘤模型，测量肿瘤体积和瘤质量，并绘制肿瘤生长曲线；采用免疫组织化学法和半定量反转录聚合
酶链反应检测肿瘤组织中ＫＩＳＳ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达。结果　ＫＩＳＳ１基因成功转入胃癌 ＢＧＣ８２３细胞，转基因组
ＫＩＳＳ１蛋白的表达较空质粒转染组和对照组显著增加（Ｐ＜０．０５）；与空质粒转染组和对照组比较，转基因组裸鼠肿瘤
生长速度显著减慢、肿瘤体积显著减小，瘤体质量显著减轻（Ｐ＜０．０５）。结论　通过基因转染的方法能表达有活性的
ＫＩＳＳ１，并能抑制裸鼠胃癌移植瘤的生长。
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ＫＩＳＳ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｉｎｖｉ
ｖｏｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｓｐｅｅｄｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅｉｎｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｌｏｗｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｉｎｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｉｎｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｓｍａｌｌｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔｉｎｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ
１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｉｇｈｔｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕ
ｓｉｏｎ　ＫＩＳＳ１ｇｅｎｅｃａｎｅｆｆｅｃｔｕａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｂｙｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｍａｙｏｂｖｉｏｕｓｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｔｈｅｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｘｅｎｏｇｒａｆｔｔｕｍｏｒｏｆｎｕｄｅｍｉｃｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＫＩＳＳ１；ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ；ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｎｕｄｅｍｉｃｅ

　　ＫＩＳＳ１基因是１９９６年克隆的一个肿瘤转移抑
制基因，其编码的蛋白质与受体结合在人类多种肿

瘤中发挥抑制转移作用［１２］。目前的研究多集中在

其与肿瘤侵袭、转移的关系，本课题组前期研究已证

明在食管癌中ＫＩＳＳ１具有抑制肿瘤生长的作用［３］，

但ＫＩＳＳ１与消化系统其他肿瘤如胃癌的关系尚不
十分清楚，国内外也鲜见相关报道。本研究通过脂

质体介导将ＫＩＳＳ１基因转染胃癌细胞株 ＢＧＣ８２３，
并构建裸鼠胃癌移植瘤模型，探讨其对裸鼠胃癌移

植瘤生长的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物　４～６周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ雌性裸鼠，体
质量１８～２２ｇ，购自中国科学院上海实验动物中心。
１．２　主要试剂、质粒及细胞系　ＫＩＳＳ１（ＢＡ１６５４）
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兔抗人多克隆抗体购自武汉博士德生物工程有限公

司；βａｃｔｉｎ抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ ｆｏｒＲＴ
ＰＣＲ试剂盒和 ＰＣＲ试剂盒等均购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；引物由上海生物工程公司合成；ｐｃＤＮＡ３１
ＫＩＳＳ１真核表达质粒由本实验室构建并保存；人低分
化胃腺癌细胞株ＢＧＣ８２３由本实验室保存。
１．３　方法
１．３．１　质粒制备和脂质体法转染ＢＧＣ８２３细胞　
ＢＧＣ８２３细胞用含体积分数１０％胎牛血清１６４０培
养基在３７℃、体积分数５％ＣＯ２培养箱传代培养。
取对数生长期细胞，接种于１２孔培养板，每孔（１～
２）×１０５个，培养２４ｈ后用无血清１６４０培养基洗涤
２次备转染用。用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体介导的
基因转移技术将ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１真核表达转染到
ＢＧＣ８２３细胞，Ｇ４１８筛选稳定表达 ＫＩＳＳ１的细胞
株，同时以转染空质粒和未转染细胞作为对照。

１．３．２　实验分组及动物成瘤　裸鼠在超净生物层
流架内适应性饲养１周，随机分为３组，对照组：接
种ＢＧＣ８２３亲本细胞；空质粒转染组：接种空质粒
转染 ＢＧＣ８２３细胞；转基因组：接种 ｐｃＤＮＡ３．１
ＫＩＳＳ１转染ＢＧＣ８２３细胞，每组６只。右前肢腋背
部皮下接种细胞，接种１周左右，接种部位皮下长出
米粒大小的硬结，每隔３ｄ用游标卡尺测量肿瘤结
节的长径（ａ）、短径（ｂ），按公式求出肿瘤近似体积
（Ｖ），Ｖ＝０．５２３６ａｂ２，实验结束时处死小鼠，称取瘤
质量，计算肿瘤抑制率。公式为：肿瘤抑制率 ＝
［（对照组瘤体体积或质量 －空质粒转染组或转基
因组瘤体体积或质量）／对照组瘤体体积或质量］×
１００％。
１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　按照试剂盒说明书提取细胞
质、细胞核蛋白，蛋白上清经 ＳＤＳ聚丙烯酰氨凝胶
电泳（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳＰＡＧＥ）后转移至硝酸纤维素膜，用含
质量分数１％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ（ＴｒｉｓＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ
Ｔｗｅｅｎ２０）封闭３０ｍｉｎ，一抗于４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗涤３次 ×１０ｍｉｎ；辣根过氧化物酶标记的二抗于
室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次×１０ｍｉｎ，膜与化学发
光底物孵育５ｍｉｎ，经 Ｘ线片曝光、显影、定影。显
色结果用软件ＴｏｔａｌＬａｂ２．０进行灰度分析，并计算
蛋白的相对表达水平。

１．３．４　免疫组织化学法检测ＫＩＳＳ１蛋白的表达　
采用链霉菌抗生物素蛋白过氧化酶连接法，ＫＩＳＳ１
多抗稀释倍数为１１００，实验步骤按说明书进行，
二氨基联苯胺（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，苏木精

复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片。

磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）代
替一抗作为阴性对照。ＫＩＳＳ１阳性显色为棕黄色
颗粒，主要位于肿瘤细胞质，每张片子随机计数５个
高倍视野（×４００），每个视野观察２００个细胞，记录
其中阳性细胞数，计算每张片子２００个细胞中的阳
性细胞平均数作为结果进行统计分析，无着色为阴

性。

１．３．５　半定量反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）检测
ＫＩＳＳ１ｍＲＮＡ的表达　ＲＮＡ提取过程按照 ＴＲＩｚｏｌ
ＲＮＡ提取试剂盒说明书进行，体外反转录合成 ｃＤ
ＮＡ的第 １条链，以 ｃＤＮＡ为模板，通过 ＰＣＲ扩增
ＫＩＳＳ１ｍＲＮＡ。引物序列如下：ＫＩＳＳ１上游引物５′
ＡＴＧＡＡＣＴＣＡＣＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＧＣＡＧ３′，下游引物 ５′
ＴＣＡＣＴＧＣＣＣＣＧＣＡＣＣＴＧ３′；ＧＡＰＤＨ上游引物 ５′
ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游引物 ５′ＣＴ
ＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＣＡＡＧＡＣ３′，预期扩增片段大小
分别为４３８ｂｐ和３１５ｂｐ。取５μＬ扩增产物用于质
量分数１．５％琼脂糖凝胶电泳，并在凝胶成像仪上
成像及测定分析，以目的基因与内参条带的比值作

为目的基因的相对含量，实验重复６次。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
统计学处理，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，２组比较采用ｔ检验，多组间比较采用方差分析。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　转染后 ＢＧＣ８２３细胞中 ＫＩＳＳ１蛋白的表达
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＫＩＳＳ１蛋白在相对分子质
量１５４００处出现印迹条带（图１）。ＫＩＳＳ１蛋白在
转基因组的表达水平为０．９６７±０．１２４，显著高于空
质粒转染组（０．７９５±０１２８）和对照组（０．７８７±
０１２８）（Ｐ＜００５）。空质粒转染组和对照组比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

１：对照组；２：空质粒转染组；３：转基因组。

图１　转染前后ＢＧＣ８２３细胞中ＫＩＳＳ１蛋白的表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＳＳ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｂｅ
ｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２．２　ＫＩＳＳ１对裸鼠移植瘤的形成及肿瘤体积的影
响　转基因组肿瘤的平均体积为（９３９．３８±
８２．０８）ｍｍ３，显著小于对照组［（１２８４．３６±５５．２６）ｍｍ３］
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和空质粒转染组［（１２５０．４６±４４．３６）ｍｍ３］（Ｐ＜
００５）。转基因组抑瘤率为２６．８６％，而空质粒转染
组抑瘤率仅为２．６４％。３组裸鼠肿瘤体积增大的程
度也明显不一致，从肿瘤的生长曲线上可以看出转

基因组肿瘤的体积增长速度明显慢于对照组和空质

粒转染组（图２）。

图２　ＫＩＳＳ１转染对裸鼠肿瘤生长的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＩＳＳ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆＢＧＣ８２３

２．３　ＫＩＳＳ１对裸鼠移植瘤瘤体质量的影响　转基
因组瘤体平均质量为（０．４９４±０．０８４）ｇ，显著低于
对照组［（０．６８２±０．３８０）ｇ］和空质粒转染组
［（０６６８±０．５５０）ｇ］（Ｐ＜０．０５）。对照组和空质粒
转染组比较瘤体质量差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。转基因组抑瘤率为２７．５７％，而空质粒转染
组抑瘤率仅为２０５％。
２．４　裸鼠移植瘤中 ＫＩＳＳ１蛋白及 ｍＲＮＡ的表达
　免疫组织化学结果显示，转基因组裸鼠移植瘤中
ＫＩＳＳ１蛋白的阳性细胞百分比（８３．５％）显著高于
对照组（６５．５％）和空质粒转染组（６８．０％）（Ｐ＜
００５）；同样ＫＩＳＳ１ｍＲＮＡ的相对表达量在转基因组
（０．９６８±０．０６０）也显著高于对照组（０．７６４±００７６）
和空质粒转染组（０７３３±０．０４８）（Ｐ＜０．０５），对照组
和空质粒转染组裸鼠移植瘤中的ＫＩＳＳ１蛋白和ｍＲ
ＮＡ比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

众所周知，任何治疗方法的研究目的，最终都是

为了在临床实践中得到应用和推广，尽管细胞系的

研究工作可以部分阐明肿瘤发生及生物学行为等方

面的机制，可以作为体外实验模型而成为研制新药

物和（或）治疗方法疗效观察的重要初筛手段，但由

于其生长环境与体内不同，且由于选择性生长等因

素，导致其研究结果具有一定的局限性。动物体内

实验使肿瘤生长环境更接近于临床实际，在很大程

度上弥补体外实验的不足。ＫＩＳＳ１基因是目前发

现的一个肿瘤转移抑制基因，近年来研究显示其可

与受体结合，在控制细胞生长、增殖，抑制肿瘤细胞

的浸润性、运动性、化学趋向性和黏附性中具有重要

作用［４］。本实验就是在体外胃癌细胞研究的基础

上，选用４～６周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ雌性裸鼠，利用体外转
染的方法，将 ＫＩＳＳ１基因转移到裸鼠体内，建立裸
鼠皮下移植瘤模型，观察ＫＩＳＳ１在体内对胃癌细胞
生长的抑制作用，为胃癌的基因治疗提供理论依据。

本研究结果显示，转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的胃
癌细胞ＢＧＣ８２３中 ＫＩＳＳ１蛋白的表达明显高于对
照组，表明构建的靶基因能够在真核细胞中有效表

达，为其蛋白功能的研究奠定了基础。本课题组以

往研究结果显示外源性 ＫＩＳＳ１基因对胃癌 ＢＧＣ
８２３细胞的体外生长具有抑制作用［５］。有研究发现

转染了 ｈＯＴ７Ｔ１７５的细胞株 Ｂ１６ＢＬ６［６］、ＨＥＫ２９３［７］

和ＣＨＯＫ１［８］经 Ｍｅｔａｓｔｉｎ处理后，细胞内钙离子浓
度急剧上升。Ｍｅｔａｓｔｉｎ与 ｈＯＴ７Ｔ１７５结合后，产生２
种重要的细胞内第二信使三磷酸肌醇和二甘油酯，

二者分别促进细胞内钙离子释放和磷脂酶 Ｃ的活
化。细胞内钙离子的增加可以抑制肿瘤细胞增生，

诱导肿瘤细胞分化和凋亡。

为了进一步探讨 ＫＩＳＳ１在体内的肿瘤抑制作
用，本课题组进行了裸鼠体内实验。结果显示，转染

ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的裸鼠形成的移植瘤体积明显减
小，抑瘤率为２６．８６％；转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的裸
鼠形成的移植瘤瘤体质量亦明显减轻，抑瘤率为

２７．５７％；此外，转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的裸鼠肿瘤
生长速度明显较空质粒转染组和对照组慢。本研究

还利用免疫组织化学及ＲＴＰＣＲ技术检测了３组裸
鼠移植瘤组织中 ＫＩＳＳ１的表达，结果显示，在转染
ｐｃＤＮＡ３．１ＫＩＳＳ１的移植瘤组织中，ＫＩＳＳ１蛋白和
ｍＲＮＡ的表达均显著增高。以上结果与课题组前期
对食管癌的研究结果一致［９］。因此，有效地转染外

源性 ＫＩＳＳ１，不仅可在体内提升 ＫＩＳＳ１基因的活
性，对移植瘤的生长还具有抑制作用，但无阻止移植

瘤形成的作用。

本研究在体外研究的基础上，进一步通过体内

实验观察了 ＫＩＳＳ１基因对裸鼠胃癌移植瘤生长的
影响，初步证实ＫＩＳＳ１对裸鼠胃癌移植瘤的生长具
有一定的抑制作用，转染 ＫＩＳＳ１基因能有效提升
ＢＧＣ８２３细胞中ＫＩＳＳ１的活性，并在体内抑制了肿
瘤细胞的生长与增殖。因此该研究成果对揭示

ＫＩＳＳ１与胃癌生长的关系具有重要意义，为胃癌的
治疗提供一个新的思路与途径。

（下转第３９４页）
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作用，Ｂａｘ则对细胞凋亡起促进作用［１６］。研究发现

周围神经损伤后肌肉组织 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白的表达
水平显著增高［１７］。Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白是调节细胞凋
亡的关键蛋白，且细胞凋亡结果取决于这２类基因
表达的比值，如果Ｂｃｌ２表达高于Ｂａｘ，则促进生存，
而Ｂｃｌ２水平低于 Ｂａｘ，则促进凋亡［１８］。本研究结

果显示，观察组大鼠术后 ２、４、６周肌肉组织 Ｂｃｌ２
表达水平高于对照组，Ｂａｘ表达水平则低于对照组。
ＢＭＳＣｓ上调Ｂｃｌ２的表达，抑制 Ｂａｘ的表达，说明细
胞对凋亡的抵抗性增强，提示 ＢＭＳＣｓ在治疗失神经
肌肉萎缩中具有重要作用。

总之，ＢＭＳＣｓ移植于大鼠离断的坐骨神经断端
可促进神经生长，延缓肌肉萎缩，改善大鼠神经及运

动功能，为临床上周围神经损伤后肌肉萎缩的防治

提供了新的思路和方法。当然，如何使 ＢＭＳＣｓ移植
于人体，如何进一步提高干细胞移植后失神经肌肉

萎缩改善效果仍是今后深入研究的方向。
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