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蛋白激酶 ＢｓｉＲＮＡ转染对胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞
生长增殖的影响

杨策尧１，郑斌３，段文晶２，段体德２，贾伟１
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　　摘要：目的　探讨蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）基因沉默对人胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞增殖的作用。方法　应用
基因转染技术将蛋白激酶 Ｂ家族的 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染至胃癌细胞中，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、琼脂糖凝胶电泳、

流式细胞术 ＭＴＴ等方法观察和检测 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染后对转染组细胞生长和增殖的影响。结果　与对

照组比较，转染 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ组的胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞生长、增殖速度明显减缓（Ｐ＜０．０１），Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ

组较对照组细胞的 Ａｋｔ２蛋白表达水平显著下调（Ｐ＜０．０１）；转染组出现梯状凋亡条带；细胞周期显示

转染组细胞聚集在 Ｇ２／Ｍ期。结论　应用 ＲＮＡｉ使蛋白激酶 Ｂ基因沉默能使人胃癌 ＳＧＣ－７９０１细胞的

生长受到抑制，胃癌细胞增殖速度减缓，其作用机理可能通过诱导细胞凋亡和抑制 ＰＩ３／Ｋ信号传导通

路而实现。Ａｋｔ２有望成为胃癌基因治疗的新靶点。
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　　胃癌是一种严重危害人类健康的恶性肿瘤，
其发病率在我国仍然呈逐年上升趋势。胃癌的临

床治疗通常以手术为主辅之以化疗和免疫治疗。

然而很多患者治疗后依然发生复发和转移，导致

远期疗效不佳。寻找新的治疗方法，降低其复发

率，提高胃癌治疗效果是当前急待解决的问题。

本实 验 研 究 通 过 小 干 扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）技术，将蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＰＫＢ）家族的 Ａｋｔ２小片断基因转染给人胃癌细
胞，观察其对胃癌细胞的抑制作用，以探讨 ｓｉＲＮＡ
技术行基因治疗的方法和可行性，以及胃癌治疗

的新靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 细 胞 来 源 及 培 养 条 件 　 胃 癌 （ＳＧＣ
７９０１）细胞来源于本院临床医学研究中心细胞室
冻存品。胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞在含 １０％胎牛血清
（浙江联科生物公司产品），ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ，
ＵＳＡ）培养液，５％ ＣＯ２及 ３７℃条件下孵育培养。
１．１．２　试剂及仪器　实验试剂及 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ使
用 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司的专业软件设计的
人 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染试剂盒。ＤＮＡ抽提试剂及聚丙
烯酰胺凝胶电泳等的相关试剂由云南大学生命科

学院谭德勇教授馈赠；一抗（ｍＡｂ）及二抗均购自
深圳晶美公司；二苯基四氮（ＭＴＴ）为 Ｓｉｇｍａ公司
的产品；其余试剂均为国产分析纯。１５００型全
波长酶标仪为芬兰 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ产
品。流式细胞仪为美国 ＢＤ公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型
的产品。图像采集获取及分子生物学分析软件

１．４和分析系统、ＰＡＣ３００电泳仪为 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公
司的产品。

１．２　实验方法
１．２．１　实验分组　将胃癌细胞分为 ４组：不加任
何药物组（空白组）即对照组；Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染组；
５氟尿嘧啶（５ＦＵ）组；Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ＋５ＦＵ组。
１．２．２　Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染人胃癌细胞　按试剂盒
标准程序将 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ片断转染至人胃癌（ＳＧＣ
７９０１）中。
１．２．３　ＭＴＴ法检测 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染 ＳＧＣ７９０１
细胞的增殖速度　取对数生长期的细胞配制为

２×１０５／ｍＬ浓度，接种在 １２孔培养板中，在含 １０％
胎牛血清 ＲＰＭ１１６４０液，５％ ＣＯ２，３７℃环境下，培
养 ２４ｈ后转染 Ａｋｔ２。转染后 ２４，４８，７２，９６ｈ，加
入 ＭＴＴ１０μＬ培养４ｈ，再加入酸化异丙醇 ２００μＬ
孵育 ５ｍｉｎ，轻轻振摇 １０ｓ，用全自动酶标仪测波
长 ５７０ｎｍ的吸光度（ＯＤ）值。
１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）法检测蛋白质　
收集各组细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ３次，离
心，弃上清液，匀浆器研磨，超声细胞破碎仪破碎

细胞，裂解液裂解细胞。采用试剂盒标准操作步

骤进行蛋白质的抽提，应用蛋白测定试剂盒测定

蛋白浓度；取 ５０μｇ的蛋白浓度行聚丙烯酰胺电
泳，电泳 完 毕 将 蛋 白 转 膜；５％ 牛 血 清 白 蛋 白
（ＢＳＡ）室温阻断 ２ｈ，１∶２００的 Ａｋｔ２一抗室温孵
育 ２ｈ，１∶１０００辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二
抗室温孵育 １ｈ，３，３′－二氨基联苯（ＤＡＢ）显色；
采用与对照组的灰度比计算半定量。

１．２．５　琼脂糖凝胶电泳测定胃癌细胞凋亡　取
各组细胞 ＰＢＳ洗 ３次，加入含蛋白酶 Ｋ的细胞裂
解液裂解，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心 １０ｍｉｎ。５５～
６０℃水浴保温过夜。酚／氯仿／异戊醇反复抽提
４次，取上清液，用等体积的冷乙醇悬浮 ＤＮＡ，
－２０℃沉淀，沉淀用 ７５％乙醇洗盐 ２次，５５℃烘
箱干燥，加入 ＲＮＡ酶 ３７℃保温，１％琼脂糖 １２０Ｖ
电泳 １．５ｈ。
１．２．６　流式细胞术测定 ＳＧＣ７９０１细胞周期的
变化　收集各组 ３×１０５细胞至测定管，加入消化
液消化，再加入抑制剂、ＲＮＡ酶等缓冲液消化
ＲＮＡ，最后加入碘化丙啶（ＰＩ）染液染色，３００目铜
网过滤后即可上机检测。以鸡血作为细胞周期内

对照，上机测定。ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件获取分析。

２　结　果

２．１　人胃癌 ＳＧＣ－７９０１细胞的增殖速度
Ａｋｔ２基因的 ｓｉＲＮＡ转染 ＳＧＣ７９０１细胞后，细

胞的增殖速度明显降低，与对照组比较差异有显

著性（Ｐ＜０．０１），Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ组和 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ＋
５ＦＵ组细胞增殖速度明显减慢（Ｐ＜０．０１），组间
差异有统计学意义。５ＦＵ组与 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染
组增殖速度组间差异无统计学意义（图 １）。

７４３



中国普通外科杂志 第１７卷

!

!"#

!"$

!"%

!"&

'

'"#

'"$

'"%

'"&

#

!
"

#
$
%
(
)
*
!
&

#$+ $&+

*#+

,%+

'()*%+&

+,-

(-.#/0123( -

(-.#/0123(4

)567-

)567-

图 １　人胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞生长曲线

２．２　各组人胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１蛋白表达的变化
转染后 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ组和 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ＋５ＦＵ组

的蛋 白 表 达 量 分 别 为 （０．７３±０．０３）％，和
（０．９５±０．０６）％，两转染组与对照组比较蛋白表
达量下调 ５７．８７％和 ６９．５３％（Ｐ＜０．０１）。表明
两转染组细胞 Ａｋｔ２蛋白表达均明显下调。
２．３　各组细胞琼脂糖凝胶电泳的结果

转染 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ和转染 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ＋５ＦＵ组
的细胞以大量凋亡为特征；电泳出现明显的特异

性的 ＤＮＡ凋亡条带，ＤＮＡ断裂为大片断（１０００～
５００ｂｐ）和小片断（２５０～１００ｂｐ）的 ＤＮＡ，呈特异
的梯状凋亡条带，而对照组未见条带出现。５ＦＵ
组出现少量条带，不明显（图 ２）。
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图 ２　ＤＮＡ梯形条带 Ｌａｄｄｅｒ（即特异性的 ＤＮＡ凋亡条

带）　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：５ＦＵ组；２：Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ组；

３：Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ联合 ５ＦＵ组；４：对照组

２．４　各组 ＳＧＣ７９０１细胞周期各时相变化
对照组的细胞凋亡率为 ０，Ａｋｔ２转染组和

Ａｋｔ２转 染 ＋５ＦＵ 组 的 凋 亡 率 为 ５１．６０％ 和
６１．００％，５ＦＵ组为 ２８．３６％。两转染组与对照组
比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

表１　各组ＳＧＣ７９０１细胞周期各时相变化

　　组别 Ｇ０／Ｇ１期（％） Ｓ期（％） Ｇ２／Ｍ期（％） 凋亡率（％）

对照组 ６６．３６ ２４．４５ ９．１９ ０

Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ组 ４０．８１ ２２．６３ ３７．６６ ５１．６０１），２）

Ａｋｔ２＋５ＦＵ组 ４１．５７ ４１．２４ １７．２０ ６１．００１），２）

５ＦＵ组 ８６．０８ １３．７７ ０．１５ ２８．３６１）

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０１；２）与５ＦＵ比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

肿瘤是一种细胞凋亡过少而增殖过多的疾

病。若能有效地抑制肿瘤的增殖并诱导其凋亡，

肿瘤细胞即有可能停止生长。蛋白激酶 Ｂ［１－６］作
为一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，能够磷酸化多个
下游靶点，阻碍凋亡，而其在多种肿瘤中有高表

达［３－７］。目前已经发现一种比较特异性的小分子

抑制剂，它能下调凋亡抑制因子的表达，加强促凋

亡因子的敏感性，并已作为多发性骨髓瘤的药物

进入临床前研究［８］，ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术应用
病毒载体进行基因导入，已用于导入 ｓｈＲＮＡ的病
毒载体有逆转录病毒载体（包括慢病毒载体）、腺

病毒载体和 ＡＡＶ载体等。用病毒载体携带 ｓｈＲＮＡ
（短发卡 ＲＮＡ，ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ）转导可以克服人
工合成的 ｓｉＲＮＡ的转导效率低、持续时间短等缺
点，已得到广泛的应用［９－２１］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技
术因其特异、灵敏而持续地使靶基因沉默的特性，

正迅速成为基因研究领域中的常规技术。随着

ＲＮＡｉ技术在理论上和实际应用中的突破和发展，
将其有效地导入细胞和在体内应用的需求越来越

大。基因导入系统（ｇｅｎｅｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ）成为 ＲＮＡｉ
技术应用的关键［１０－２０］。最新研究表明，正是由于

蛋白激酶 Ｂ的抗凋亡作用，使得很多肿瘤包括胃
癌细胞发展并保留了其恶性的生物学特征，而对

于维持体内正常组织细胞增殖与凋亡而言蛋白激

酶 Ｂ的活化调控是极其重要和不可或缺的。因
此，蛋白激酶 Ｂ的特异性抑制剂针对肿瘤细胞的
靶向性更为突出，而对于正常细胞毒副作用较

小［１４，１７，１９］。此外，将蛋白激酶 Ｂ作为分子靶点筛
选药物，可以为评价样品的生物学活性和药理作

用提供分子或基因水平的活性结果，能直接揭示

化合物与靶点之间的作用机制［８，１４，２１］。本实验将

蛋白激酶 Ｂ家族的 Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ转染胃癌 ＳＧＣ
７９０１细胞，结果显示它能够明显下调蛋白激酶 Ｂ
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的表达，致使转染组的胃癌细胞大量凋亡，从而抑

制胃癌 ＳＧＣ７９０１细胞的增殖与生长。流式细胞
术细胞凋亡分析表明，对照组肿瘤细胞未见细胞

凋亡，而 Ａｋｔ２转染组和 Ａｋｔ２转染 ＋５ＦＵ组肿瘤
细胞凋亡率较对照组及 ５ＦＵ组均有显著增高
（Ｐ＜０．０１），提示转染组胃癌细胞均被诱导出大量
细胞凋亡。ＤＮＡ梯形条带（Ｌａｄｄｅｒ）结果也证实两
转染组细胞均出现凋亡条带，即转染抗凋亡 Ａｋｔ
小干扰片断后能使胃癌 ＳＧＣ细胞大量死亡，而且
转染 Ａｋｔ２能增强化疗药物的杀伤效率，这可能是
Ａｋｔ２ｓｉＲＮＡ片断转染胃癌细胞后封闭了 Ａｋｔ的抗
凋亡作用而产生抗癌作用的结果。

本实验发现联合使用 ５ＦＵ后，可以提高杀伤
率。因此，如将 ｓｉＲＮＡ转染联合化疗药物，可以最
大限度地为杀灭肿瘤细胞提供有效的治疗时机，

对于提高化疗的靶向治疗效果，具有重要的实用

价值，本研究结果可能为胃癌治疗，建立新的新靶

点提供思路。
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