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摘要 目的：研究小干扰 RNA（short interfering RNA，siRNA）沉默 茁-catenin基因对胃癌 AGS细胞人端粒酶逆转录酶（human

telomerase reverse transcriptase，hTERT）的影响。方法：用 Lipofectamine 2000将 siRNA-茁-catenin（实验组）及 siRNA-control（阴性

对照组）序列转入细胞 AGS中，同时设置正常 AGS组（空白对照组），运用细胞计数法检测三组细胞增殖能力的变化，同时使用

western blot检测三组细胞 茁-catenin、hTERT的表达。结果：转染 72 h后，siRNA-茁-catenin组细胞增值能力显著低于 siRNA-control

组和正常 AGS组（P＜ 0.05），siRNA-茁-catenin组细胞 茁-catenin、hTERT表达显著低于 siRNA-control组和正常 AGS组（P＜ 0.05）。

结论：AGS细胞中Wnt/茁-catenin信号通路可能参与调控 hTERT基因转录。
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Silencing 茁-catenin Expression by siRNA on Human Telomerase Reverse
Transcriptase of Gastric Cancer AGS cells*

To research the influence of 茁-catenin silencing by short interfering RNA (siRNA) on human telomerase

reverse transcriptase (hTERT) of AGS cells, and explore its mechanism and relationships. siRNA-茁-catenin (experimental

group) and siRNA-control (negative control group) sequences were transfected into AGS cells by Lipofectamine 2000, and set the normal

AGS cells group (blank group) at the same time. The three groups of cells proliferation ability were detected by counting method, while

the expression of hTERT and 茁-catenin were determined by Western blot. 72h after transfection, the proliferation ability of
siRNA-茁-catenin group were significantly lower than the siRNA-control group and normal AGS group (P <0.05), and the expression of

茁-catenin and hTERT were significantly lower than siRNA-control group and normal group (P<0.05). Wnt/茁-catenin
signaling pathway may be involved in the regulation of hTERT gene transcription.

Gastric cancer; 茁-catenin; hTERT

前言

胃癌是我国最常见的严重危害人类健康的恶性肿瘤之一，

其发生发展是一个长期、渐进的过程，而在此过程中，肠化生和

异型增生被多数学者认为是胃癌的癌前病变[1]。有研究表明在

大多数肿瘤中人端粒酶逆转录酶（human telomerase reverse

transcriptase，hTERT）的表达水平与端粒酶的活性一致，而这也

被视为肿瘤发生所必须的现象[2]。有学者报道胃癌与大多数肿

瘤类似，组织中端粒酶阳性的表达率接近 80%-90%[3]，端粒酶

激活能够维持端粒的长度，从而在人类肿瘤发生发展中起关键

作用，但其具体的致癌机制仍不明确。Wnt/茁-catenin信号通路

也称为经典的Wnt通路，作为一条非常保守同时又和肿瘤密

切相关的信号通路，它不仅在调控正常细胞的发育、增殖、分化

和运动中发挥重要作用；而且还参与肿瘤的发生、发展和侵袭、

转移以及浸润[4]。然而，有关Wnt/茁-catenin信号通路是否参与

调控 hTERT 基因转录和诱导端粒酶活性的报道目前还不多

见。本研究应用 RNA干扰技术沉默胃癌 AGS细胞 茁-catenin

的表达，靶向阻断Wnt/茁-catenin信号通路，观察其对 hTERT

的影响。

1 材料与方法

1.1 材料与方法
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人胃癌细胞系 AGS由兰州大学第二临床医学院普外科实

验室馈赠，胎牛血清、DMEM/F12 培养液购于 Hyclone 公司，
Lipofectamine 2000、siRNA- 茁-catenin、siRNA-Negative control

及 siRNA Reagent System 购于 Santa Cruz 公司，兔抗人

茁-catenin抗体、兔抗人 hTERT抗体、兔抗人茁-actin抗体购于
Abcam公司，羊抗兔二抗购于北京中杉金桥，RNA反转录试剂

盒购于 Promega公司。
1.2 实验仪器

生物安全柜（Forma Scientific 公司），CO2 细胞培养箱

（Thermo Electron corporation公司），紫外 /可见光分光光度计

（NanoDrop公司），凝胶电泳仪（Amersham Biosciences公司）

等。

1.3 细胞培养及转染

配制含 10%胎牛血清浓度的 DMEM/F12 完全培养基，将

细胞置于 37 ℃、5% CO2浓度、饱和湿度的细胞培养箱常规培

养。转染前一天将处于对数生长期的胃癌 AGS细胞接种于 6

孔板内，每孔接种 2× 105个细胞，待细胞贴壁程度达 60%时应

用 Lipofectamine 2000 将 siRNA-茁-catenin 和 siRNA-Negative

control转染至胃癌 AGS细胞，同时设置正常 AGS组（空白对

照组）。转染 6 h以后加入与转染试剂等体积的 2倍血清浓度
的完全培养基继续培养 24-72小时，转染成功后用于细胞增殖

实验、western blot检测等。
1.4 细胞增殖实验检测

将转染 24 h后的 siRNA-茁-catenin、siRNA-Negative control

和正常 AGS组（空白对照组）的细胞用 0.25%的胰蛋白酶消化

制备成细胞悬液，以 5× 103个细胞接种于 24 孔板内，每孔加

入 200 滋L完全培养基，常规培养。分别于第 1、2、3、4、5、6、7天
同一时间随机选择消化 3个孔，并计算细胞总数，每孔计数 3

次取平均值，并以细胞数为纵坐标，时间为横坐标绘制细胞生

长曲线图。

1.5 RT-PCR测定目标基因的转录水平

将转然 72 h 后的 AGS 细胞用 TRIzol 试剂盒提取总
RNA。使用分光光度计分别测定 260 nm、280 nm和 320 nm处

吸光度值并计算 RNA总量。RNA转录根据 Promega公司试剂

盒按说明书进行操作。

1.6 western blot检测转染后细胞相关蛋白的表达

将转染 72 小时后的 siRNA-茁-catenin、siRNA-Negative

control和正常 AGS细胞分别用 PBS缓冲液冲洗 3次，每瓶细

胞加入 100 滋L RIPA和 1 滋L PMSF于冰上裂解 30 min，使用

干净细胞刮刀刮净细胞瓶底，收集细胞碎片和裂解液至 1.5mL

EP管，4℃、12000× g离心 10 min。吸取上清液转移至 1.5 mL

EP管，使用 BCA试剂盒测定蛋白浓度，然后加入 SDS-PAGE

蛋白上样缓冲液沸水浴 5 min，行蛋白变性处理。根据目标蛋白

分子量选择合适浓度的分离胶。浓缩胶先使用 80V电压约 30
min，然后转至 120 V恒压电泳约 60 min至溴酚蓝刚好跑出分
离胶，终止电泳。选择 300 mA恒定电流模式进行转膜，5%脱脂
奶粉室温封闭 PVDF膜 2 h，分别孵育对应的一抗（1:800），4℃

过夜。二抗（1: 7000）室温孵育 2 h。使用 ECL超敏发光液在暗
室中曝光，选择目标条带吸光度值与对应茁-actin吸光度值的比
值来判断目标蛋白表达的强弱。

1.7 统计学分析

数据采用 SPSS19.0软件包进行统计分析，计量资料采用

均数± 标准差（x± s）表示。两独立样本之间比较采用 t检验，检

验水准为琢=0.05。

2 结果

2.1 胃癌 AGS细胞转染后增殖能力的变化

实验组 (siRNA-茁-catenin 组) 和对照组 1（siRNA-control

组）、对照组 2（Blank组）相比，从转染第 3天开始增殖出现差

异，第 4天明显低于对照组（P＜ 0.05），其增殖受到明显抑制

（如下图 1）

2.2 siRNA-茁-catenin转染胃癌 AGS细胞后对 茁-catenin mRNA

和 hTERT mRNA的影响
RT-PCR分析可知，转染 72 h后 siRNA-Negative control组

（对照组 2）与正常细胞组（对照组 1）相比为 0.89 vs 0.91和
0.67 vs 0.69，无明显差异（P＞ 0.05）；而与 siRNA-茁-catenin 组

（实验组）相比，siRNA-茁-catenin 组分别降低了 53%和 52%

（P＜ 0.05，图 2）。

2.3 siRNA-茁-catenin 转染胃癌 AGS 细胞后对 茁-catenin 和
hTERT蛋白的影响

转染 72 h后茁-catenin和 hTERT的蛋白表达，siRNA-Neg-

ative control组（对照组 2）与正常细胞 Blank组（对照组 1）相比

分别为 3.19 vs 3.16 和 1.43 vs 1.44，无明显差异（P＞ 0.05）；而

图 1 siRNA转染前后胃癌 AGS细胞生长曲线

Fig. 1 Gastric cancer AGS cell growth curve before and after

transfected with siRNA-茁-catenin

图 2 siRNA转染前后胃癌 AGS细胞 mRNA相对表达情况

Fig. 2 Relative mRNA expression before and after AGS cells

transfected with siRNA
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与 siRNA-茁-catenin 组（实验组）相比，siRNA-茁-catenin组分别 降低了 35%和 41%（P＜ 0.05，图 3）。

3 讨论

小分子干扰 RNA (short interfering RNA，siRNA)双链 3'端

含有 2个突出的碱基并在 5'端含有磷酸基的特殊结构使其成
为基因沉默效应的关键 [5,6]。siRNA在与对应的蛋白结合形成
RNA 诱导沉默复合物后随即解旋成单链状态，进一步激活
RNA 诱导沉默复合物特异性识别靶序列结合至靶向 mRNA

上，从而切断并降解靶向 mRNA，最终阻断或沉默相应基因的

表达 [7]。对基因沉默的高效、特异性，使得 RNA 干扰技术
(RNAi) 被广泛应用于细胞中有关基因功能和基因治疗的研究
[8]。Wnt信号通路失调与人类大多数的肿瘤有关，而关键分子

茁-catenin控制着这一通路的稳定性，它是一种具有正反两种功

能的蛋白质[9]。一方面，与粘连蛋白 E-Cadherin相互作用维护上

皮细胞表型的稳定[10]；另一方面，当它转入细胞核以后，可以与

DNA结合因子家族如 TCF (T细胞因子)/ LEF-1(淋巴细胞增强

因子 -1)相结合[11]。茁-catenin基因结合的特点是在他们启动子 /

增强子区域存在共结合位点 TCFs /LEF-1，称为 TCF-4结合子
(TBE) [12]。通常只有少量的 茁-catenin存在于细胞质内，而细胞

核中不存在。当其由细胞质大量转入细胞核后，会导致细胞生

物学发生变化，从而使其成为肿瘤的的一种标志物[13]。端粒酶

普遍存在于人类肿瘤细胞和肿瘤干细胞中，而在大多数正常组

织及细胞中其几乎不存在。hTERT催化亚基的表达水平决定

着端粒酶的酶活性，是人类端粒酶活性速率的限制因素并被认

为是端粒酶功能和活动的一个敏感指标[14]。hTERT基因的表达
与癌细胞具有高度特异性并和端粒酶活性紧密相关；因此，它

是肿瘤无限增殖的关键蛋白和重要标志之一[15]。尽管对端粒酶

在癌细胞中的调节给与极大关注，但目前还不清楚癌细胞是如

何获取端粒酶重新激活的能力以及某些常见的信号通路是否

会影响 hTERT在肿瘤细胞中的表达。

国外学者 Stefanie Jaitner等[16]通过研究证明在人类结肠癌

组织 hTERT基因的转录是通过 茁-catenin 直接调控的，并与
C-Myc基因无明显关系。这与 Takakura等[17]报道的 茁-catenin

在人类结直肠癌中除了通过已发现的间接效应外还能直接调

节 hTERT基因表达的结果一致。另外 Greider CW等[18]研究指

出 茁-catenin可以同时控制Wnt信号通路自我更新和端粒酶活

性，从而将结肠癌生物学的两个基本特征联系起来。Yong
Zhang等[19]研究发现通过 茁-catenin基因特异性 shRNA沉默内

源性 茁-catenin表达可以显著的降低细胞 hTERT的表达，并可

以抑制端粒酶活性、加速端粒长度的缩短；相反，使用Wnt信号

通路的激活剂 LiCl可以增加并稳定 茁-catenin的蛋白水平，同

时有效提升端粒酶活性以及 hTERT mRNA的表达水平。有学

者发现在一些非肿瘤细胞中也存在类似的现象，Katrin

Hoffmeyer等 [20] 研究指出，在小鼠干细胞中使用小分子干扰

RNA（siRNA）敲除 茁-catenin会降低 TERT的表达和端粒酶的

图 3 siRNA转染前后胃癌 AGS细胞蛋白相对表达情况

Fig. 3 Relative protein expression before and after AGS cells transfected with siRNA
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活性。在本实验中，我们使用特异性 siRNA靶向沉默胃癌 AGS

细胞 茁-catenin 的表达，结果细胞增殖受到明显抑制，同时

茁-catenin和 hTERT在基因和蛋白水平的表达都明显降低，而

且显示出 hTERT随着 茁-catenin的抑制而变化，由此我们推测

在胃癌 AGS细胞中 hTERT 的转录表达受 茁-catenin 的调控，

并可能是 Wnt/茁-catenin 信号通路的一个目标基因。由于
hTERT是 C-Myc众所周知的目标基因[21]，而 hTERT启动子的

核心区含有 2个 C-Myc基因结合位点，C-Myc 基因能够通过

此结合位点直接诱导调控细胞内 hTERT 基因的转录。因此
Wnt/茁-Catenin信号通路很可能是通过 C-Myc基因而间接参与

调控细胞端粒酶 hTERT的活性。另外 hTERT基因的启动子 /

增强子中包含 TCF结合区(TBE) [22]，而在Wnt信号通路的中，

由于胞质 茁-catenin 的稳定积累然后易位至细胞核可以与
DNA 的结合组分 LEF/ TCF蛋白质家族形成 茁-catenin·TCF4

复合物从而激活Wnt靶基因表达，进而直接参与 hTERT的调

控。由此我们推测，进一步深入研究 茁-catenin及Wnt/茁-catenin

信号通路参与转录调节 hTERT及端粒酶的作用可以促进我们

对肿瘤发生发展的认识。
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