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ＲＡＳＳＦ１Ａ对人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖的影响
邓征浩，周建华，李景和，肖德胜，杨晓静，文继舫

（中南大学湘雅医学院 病理学教研室，湖南 长沙 ４１００７８）

　　摘要：目的　观察外源性 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因对人胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１增殖的影响。方法　利用脂质体
转染技术将真核表达重组体 ｐｃＤＮＡ３．０ＲＡＳＳＦ１Ａ质粒和空载体 ｐｃＤＮＡ３．０质粒分别导入 ＳＧＣ７９０１细

胞，经 Ｇ４１８筛选后获得稳定转染细胞克隆。采用 ＲＴＰＣＲ和蛋白印迹检测 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因表达。绘制

细胞生长曲线，并用裸鼠成瘤实验、平板克隆形成实验、流式细胞术分析转染细胞的生物学行为。

结果　经脂质体转染和筛选，建立了高表达 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的 ＳＧＣ７９０１细胞系。与未转染组和转染空

白载体组比较，转染 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因的 ＳＧＣ７９０１细胞生长速度明显减慢；细胞周期中 Ｇ１／Ｇ０期比例明

显增加，而 Ｓ期比例减少；克隆形成率明显减少；裸鼠成瘤抑制率为 ５７．１％。

结论　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因能抑制人胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１的增殖。
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第１０期 邓征浩，等：ＲＡＳＳＦ１Ａ对人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖的影响

　　胃癌是一种常见的上皮源性恶性肿瘤，目前
仍然是我国病死率最高的恶性肿瘤之一［１－２］。胃

癌的发病是与遗传因素、环境因素等有关的多因

素多步骤的过程，其分子发病机制仍不十分明了。

分子遗传学研究表明，多数实体肿瘤存在 ３号染
色体短臂（３ｐ）等位基因缺失，提示 ３ｐ区域可能
隐含 肿 瘤 抑 制 基 因［３］。 ＲＡＳＳＦ１Ａ 基 因 位 于
３Ｐ２１．３，是最近确定的一种候选抑癌基因［４］。它

在人类多种恶性肿瘤存在缺失［５］；敲除 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因可导致动物模型中胃肠道肿瘤［６］、肺癌、乳腺

癌和淋巴瘤［７］的发生。因此 ＲＡＳＳＦ１Ａ是人类肿
瘤发生中非常重要的候选抑癌基因。本实验应用

脂质体转染技术将 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因导入 ＳＧＣ７９０１
细胞，分析外源性 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因对人胃癌细胞
ＳＧＣ７９０１增殖的影响，探讨 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因在胃癌
发生发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系和质粒　人胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１
细胞购自中科院上海细胞中心，用含有 １０％胎牛
血清（杭州四季青公司）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养。ｐｃＤＮＡ３．０ＲＡＳＳＦ１Ａ，
ｐｃＤＮＡ３．０质粒由德克萨斯大学西南医学中心
ＭｉｃｈａｅｌＡ．Ｗｈｉｔｅ博士惠赠。
１．１．２　试剂　质粒抽提试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公
司；逆转录 －多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒、限
制性核酸内切酶 ＢａｍＨⅠ及 ＸｂａＩ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔｓ公
司；脂质体购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；鼠抗人 ＲＡＳＳＦ１Ａ
抗体购自美国 ＡＢＣＡＭ公司；Ｇ４１８（Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ），ｔｒ
ｉｚｏｌ及焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）购自上海生工生物工
程技术服务有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　质粒的小量提取及酶切鉴定　将 ｐｃＤ
ＮＡ３．０ＲＡＳＳＦ１Ａ和 ｐｃＤＮＡ３．０质粒转化 ＴＧ１感受
态，常规铺板，挑取菌落扩增后，采用质粒抽提试

剂盒提取质粒。应用限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ，ＸｂａＩ
双酶切鉴定质粒。

１．２．２　质粒转染　在 ６孔板中每孔接种 ５×１０５

个 ＳＧＣ７９０１细胞，培养至生长密度为 ８０％细胞
时，用脂质体按说明书进行转染。实验分为 ３组：
未转染组（空白对照组），转染空白质粒组（阴性

对照组），转染阳性质粒组。质粒转染 ４８ｈ后，换
含 ８００μｇ／ＬＧ４１８的选择培养基培养４ｄ，再换含
３００μｇ／ＬＧ４１８的选择培养基维持筛选至出现细

胞克隆，挑取细胞克隆扩大培养备用。

１．２．３　蛋白印迹分析　分别选取对数生长期的
３组细胞，参照《分子克隆》的实验步骤提取总蛋
白质。１００μｇ总蛋白不连续 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，蛋白转移至硝酸纤维素膜，丽春红 Ｓ染色，５％
脱脂 牛 奶 封 闭 ２ｈ，加 入 鼠 抗 ＲＡＳＳＦ１Ａ 抗 体
（１∶２００）４℃过夜，辣根过氧化物酶标记的二抗孵
育 ４ｈ，３，３′二 氨 基 联 苯 胺 （ＤＡＢ）显 色。以
βａｃｔｉｎ为内参。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ的表达　分
别选取对数生长期的 ３组细胞，ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取
总 ＲＮＡ。取 ２μｇ总 ＲＮＡ进 行 逆 转 录 后 各 取
７．５μＬ行 ＰＣＲ反应，βａｃｔｉｎ为内参照。ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因引物：上游为 ５′ＴＣＴＧＧＧＧＣＧＴＣＧＴＧＡＧＴＡＡＡ
３′，下游为 ５′ＣＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧＴＣＧ３′，扩增
片段大小为 ４９５ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物：上游为 ５′ＣＣＴ
ＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴ３′，下 游 为 ５′ＧＧＡＧ
ＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴ３′，扩增片段大小为 ２０４ｂｐ。
上述引物由上海博亚生物工程技术有限公司合

成。ＰＣＲ反应体系 ５０μＬ。反应条件：９５℃预变
性 ５ｍｉｎ后，９４℃变性３０ｓ，５２℃退火４０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ；共进行３５个循环后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。
取１０μＬ产物１．５％琼脂糖凝胶电泳、照相。
１．２．５　噻唑兰（ＭＴＴ）法检测细胞增殖　分别选
取对数生长期的 ３组细胞，以 １×１０４个／孔的细
胞密度接种于 ９６孔板中。分别在培养 １，２，３，４，
５，６，７ｄ后，每 孔 加 入 ＭＴＴ溶 液 （５ｍｇ／ｍＬ）
２０μＬ，继续培养 ４ｈ后终止培养，吸干孔内培养
液；每孔加入 １５０μＬＤＭＳＯ，振荡至结晶充分溶
解；选择 ４９０ｎｍ波长，在酶标仪上测定各孔吸光
度（Ａ４９０）值。以种植当天 ＭＴＴ光吸度值为起始
点，以时间为横轴，以吸光度值为纵轴绘制细胞生

长曲线。

１．２．６　流式细胞仪分析细胞周期　分别选取对
数生长期的３组细胞，用 ７０％乙醇溶液于 －２０℃
固定过夜，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ２遍，依次加入
５０μｇ／ｍＬ碘化丙啶和 １ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ，室温避光
孵育 ３０ｍｉｎ后上机检测。
１．２．７　平板克隆形成实验　将对数生长期的
３组细胞接种到 ６孔板，每种细胞接种 ３孔，１×
１０３个／孔。以十字方向轻轻晃动 ６孔板，使细胞
分散均匀。将 ６孔板在 ３７℃，５％ ＣＯ２的培养箱
中静止培养至 ６孔板出现肉眼可见的克隆。ＰＢＳ
小心洗涤细胞 ２次，甲醇液固定 １５ｍｉｎ，姬姆萨应
用液染色 １５ｍｉｎ；流水缓慢洗去染色液，空气干
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燥。计数大于 ５０个细胞的克隆数，并计算克隆形
成率。克隆形成率 ＝（克隆数／接种细胞数）×
１００％。
１．２．８　裸鼠成瘤实验　０．２５％ 胰蛋白酶消化

３组细胞，离心收集细胞；细胞沉淀重悬于 ＰＢＳ中；
将 ９只 ４～６周龄的 ＢＡＬＢ／ｃ雌性裸小鼠（体重为
１６～１８ｇ）随机分配到 ３组，在裸鼠腋下进行接
种。每个部位注射 ０．２ｍＬ细胞悬液，约含细胞数
７×１０６个。观察肿瘤形成情况，６周后处死裸鼠，完
整取出肿块，称重记录，比较各组间瘤块大小。

１．３　统计学处理
数据用 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１１．０统计分析

软件对数据进行方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　质粒酶切鉴定
ｐｃＤＮＡ３．０ＲＡＳＳＦ１Ａ质粒经 ＸｂａＩ和 ＢａｍＨⅠ

双酶切，获得大小与 ｐｃＤＮＡ３．０质粒相符的５．４ｋｂ
大片段和与目的基因片段相符的 １．１ｋｂ片段
（图１）。

!"#$%&

' $ ! $ (

图 １　 质粒的酶切鉴定结果 　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐｃＤＮＡ
３．０ＲＡＳＳＦ１Ａ质粒；２：ｐｃＤＮＡ３．０质粒

２．２　ＲＡＳＳＦ１Ａ过表达 ＳＧＣ７９０１细胞阳性株的
建立

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析，结果显示，与
未转染组和空白质粒转染组相比，阳性质粒转染

组 ＳＧＣ７９０１细胞 ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达明显增加。
随机 选 择 抗 性 克 隆 扩 大 培 养 用 于 后 续 实 验

（图２－３）。
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图２　ＲＡＳＳＦ１ＡｍＲＮＡ在胃癌 ＳＧＣ７９０细胞中过表达　Ｍ：
Ｍａｒｋｅｒ；１：阴性对照；２：阳性对照；３：ＳＧＣ７９０１细胞；
４：空白质粒转染组细胞；５－６阳性质粒转染组细胞

图３　ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白在胃癌 ＳＧＣ７９０细胞中过表达　１：
ＳＧＣ７９０１细胞；２：空白质粒转染组细胞；３－４：阳性质
粒转染组细胞

２．３　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞增殖
ＭＴＴ结果显示，与未转染组和空白质粒转染

组相比，阳性质粒转染组 ＳＧＣ７９０１细胞增殖受到
明显抑制，细胞生长速度明显下降。４８ｈ细胞生
长抑制率为 ２８．１３％（图 ４）。
２．４　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因转染对 ＳＧＣ７９０１细胞周期

和凋亡的影响

流式细胞仪分析显示，与未转染组和空白质

粒转染组相比，阳性质粒转染组 ＳＧＣ７９０１细胞
Ｇ０／Ｇ１期细胞比例明显增加，而 Ｓ期比例减少，细
胞凋亡率增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）
（表 １）。
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图 ４　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因转染对 ＳＧＣ７９０１细胞生长的抑
制作用

０８９



第１０期 邓征浩，等：ＲＡＳＳＦ１Ａ对人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１增殖的影响

表１　各组细胞周期比例的比较 （ｘ±ｓ）

组别 ｎ
细胞周期分布（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
凋亡率（％）

未转染　 ６ ４８．９±０．５６ ４０．１±１．０７ １１．０±０．６２ ０．７８±０．６２

空白转染 ６ ４７．３±１．３３ ４３．１±１．１０ ９．６±０．２５ ０．８８±０．６２

阳性转染 ６ ７６．６±０．６２１） ２７．７±１．１２２） ４．７±０．１９ ２．３３±０．６２

　　注：与未转染组和空白转染组比较，１）Ｆ＝５４．８８２，Ｐ＜０．０５；２）Ｆ＝２７．１００，Ｐ＜０．０５

２．５　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞克隆形成
平板克隆形成实验结果显示，未转染组和空

白质粒转染组 ＳＧＣ７９０１细胞的平板克隆形成率
为（３８．６±１．５）％，（３９．７±２．１）％，阳性质粒
转染组 ＳＧＣ７９０１细胞平板克隆形成率为（７．３±
０．６）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图 ５）。
２．６　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞在裸鼠

体内生长

未转染组，空白质粒转染组，阳性质粒转染组

ＳＧＣ７９０１细胞成瘤潜伏期均为 ７ｄ，瘤体重量分
别为（１．４±０．２６）ｇ，（１．５±０．３２）ｇ和（０．６±
０．１）ｇ，后者与前两者比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）（图 ５）。
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图 ５　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞克隆形成　１：ＳＧＣ７９０１细胞；２：空白质粒转染组细胞；３：阳性质粒转

染组细胞
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图 ６　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞在裸鼠体内生长　１：ＳＧＣ７９０１细胞；２：空白质粒转染组细胞；３：阳性

质粒转染组细胞

３　讨　论

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因是新近从 ３ｐ２１．３克隆的候选
抑癌基因，其 ｃＤＮＡ全长 １，８７３ｂｐ，有 ６个外显
子，编码含 ３４０个氨基酸的阅读框架，产物为
３８．８ｋＤ的可溶性胞浆蛋白。应用基因芯片技术发
现，ＲＡＳＳＦ１Ａ调控的靶基因涉及基因转录、细胞
骨架、信号传导、细胞周期、细胞黏附以及凋亡，

具有广泛的生理作用［８］。ＲＡＳＳＦ１Ａ基因表达缺失
可见于多种肿瘤，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子超甲基化

是其表达缺失的重要途径［９］。研究表明，胃癌中

４６％癌组织和 ３３％的细胞系中存在 ＲＡＳＳＦ１Ａ表

达缺失，与肿瘤分级、分期有关，但与组织学类型

无关［１０］。有作者研究胃癌、胃腺瘤、肠上皮化生、

慢性胃炎四种病变的甲基化谱，发现 ＲＡＳＳＦ１Ａ启

动子甲基化仅见于胃癌中［１１］。这 些现象提示

ＲＡＳＳＦ１Ａ表达缺失在胃癌发生发展中是常见事

件，ＲＡＳＳＦ１Ａ可能在其中扮演了重要角色。

笔者将 ＲＡＳＳＦ１Ａ基 因 转 染 至 人 胃 癌 细 胞
ＳＧＣ７９０１，发现转染组 ＳＧＣ７９０１细胞生长速度较
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未转染组和空白质粒转染组明显下降；Ｇ０／Ｇ１期
细胞百分比明显增加，处于 Ｓ期的细胞百分率明
显减少 （Ｐ＜０．０５），提示 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因转染
ＳＧＣ７９０１可诱导细胞 Ｇ１ 期阻滞。上述结果与

Ｓｈｉｖａｋｕｍａｒ等［１２］报道的结果一致。平板克隆形成

实验表明，ＲＡＳＳＦ１Ａ基因能抑制 ＳＧＣ７９０１细胞克
隆形成，抑制率为 ８０．６％。裸鼠成瘤实验表明，
ＲＡＳＳＦ１Ａ基因抑制 ＳＧＣ７９０１细胞在裸鼠体内生
长。Ｂｕｒｂｅｅ等［１３］将 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因转染非小细胞
肺癌细胞株 ＮＣＩＨ１２９９，与对照组相比，转染细
胞软琼脂克隆形成率减低 ９０％，裸鼠成瘤率明显
降低。Ｄｒｅｉｊｅｒｉｎｋ等［１４］将 ＲＡＳＳＦ１Ａ基因转染肾细
胞癌株 ＫＲＣ／Ｙ，也得到类似的结论。

综上所述，本实验研究表明外源性 ＲＡＳＳＦ１Ａ
基因表达能抑制人胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１的增殖，诱
导细胞 Ｇ０／Ｇ１期阻滞，提示其可能是胃癌的候选
抑制基因。
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ｍａｌｉｇｎａｎｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＮａｔｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔ，

２００１，９３（９）：６９１－６９９．

［１４］ ＤｒｅｉｊｅｒｉｎｋＫ，ＢｒａｇａＥ，ＫｕｚｍｉｎＩ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｃａｎｄｉｄａｔｅ

ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ，ＲＡＳＳＦ１Ａ，ｆｒｏｍｈｕｍａｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

３ｐ２１．３ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｋｉｄｎｅｙｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＰＮＡＳ，

２００１，９８（１３）：７５０４－７５０９．

２８９




