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ＰＴＥＮ基因对 ＭＫＮ４５胃癌细胞系ｐＡＫＴ
和ｐＥＲＫ表达的影响

陈　渊　郝　鑫　郭　剑　李　杰　张　刚　张爱民　张卓奇

　　【摘要】　目的　探讨ＰＴＥＮ基因对ＭＫＮ４５胃癌细胞增殖及磷酸化的丝氨酸苏氨

酸蛋白激酶（ｐＡＫＴ）和磷酸化的细胞外信号调节激酶（ｐＥＲＫ）表达的影响，分析可能的

作用机制。方法 　体外培养胃癌细胞株ＭＫＮ４５，通过质粒转染技术建立过表达ＰＴＥＮ

的稳定细胞株ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ，空载体细胞株作为阴性对照组，未转染细胞为正常对照

组。应用逆转录聚合酶链反应法（ＲＴＰＣＲ）检测ＰＴＥＮ的转染效果，ＭＴＴ法检测细胞

的增殖率，蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ蛋白水平的表达变化。

结果　ＰＴＥＮ在ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ细胞中表达量明显高于阴性对照组和正常对照组（犘＜

０．０５）。ＰＴＥＮ在７２ｈ和９６ｈ明显抑制ＭＫＮ４５细胞的增殖，细胞增长缓慢，与阴性对

照组和正常对照组的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组ｐＡＫＴ和

ｐＥＲＫ的相对表达量显著低于阴性对照组及正常对照组（犘＜０．０５）。结论　ＰＴＥＮ对胃

癌细胞的体外增殖有抑制作用，可能通过ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ发挥作用。
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　　胃癌是常见的消化道肿瘤，近年来其发病率呈

上升趋势，目前胃癌发病机制尚不清楚，普遍认为

与遗传缺陷和环境因素相关，其中原癌基因激活和

抑癌基因失活是胃癌发生发展的分子基础。ＰＴＥＮ

是一种近年发现的抑癌基因，与多种肿瘤的预后密

切相关。磷脂酰肌醇３激酶／丝氨酸苏氨酸蛋白激

酶（ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ）信号通路和丝裂原活化蛋白激酶／

细胞外信号调节激酶（ＭＡＰＫ／ＥＲＫ）级联通路是研

究较广泛的两条信号通路，磷酸化的丝氨酸苏氨酸

蛋白激酶（ｐＡＫＴ）及磷酸化的细胞外信号调节激

酶（ｐＥＲＫ）是两条信号通路中的关键蛋白分子，控

制着信号通路活化的关键步骤。本研究通过质粒

转染技术建立稳定过表达ＰＴＥＮ的细胞株，探讨

ＰＴＥＮ基因对ＭＫＮ４５胃癌细胞增殖及ｐＡＫＴ和

ｐＥＲＫ蛋白表达的影响，为其在胃癌治疗中的应用

提供依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器

ＭＫＮ４５细 胞 （白 求 恩 医 科 大 学 提 供），

ＲＰＭＩ１６４０干粉培养基（美国ＧＩＢＣＯ公司），胎

牛血清（ＦＢＳ）（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），兔抗ｐＥＲＫ、

ｐＡＫＴ单克隆抗体（美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司），

ＱＩＡＧＥＮＰｌａｓｍｉｄＭｉｄｉｋｉｔ（上海众华生物科技有

限公司），逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）引物

（大连ＴａＫａＲａ公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞复苏与转染　细胞冻存管快速置于

３７℃恒温水浴箱中使其融化，将细胞悬液吸至离心

管中，加入３倍体积的培养基，１０００ｒｐｍ 离心

５ｍｉｎ，弃上清，加入适量新培养基，充分吹打混匀，

用含有１０％ ＦＢＳ、青霉素１００ＩＵ／ｍＬ、链霉素

１００ＩＵ／ｍＬ的１６４０培养基，在３７℃、５％ＣＯ２恒温

培养箱中培养。用ＱＩＡＧＥＮ质粒提取试剂盒分别

提取ＰＴＥＮ／ｐｃＤＮＡ３．１和阴性对照质粒。取对数

生长期细胞进行实验，实验分３组：过表达ＰＴＥＮ

的稳定细胞株ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组，空载体细胞株为

阴性对照组，未转染细胞为正常对照组。转染方法
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严格按罗氏转染试剂说明书进行。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＰＴＥＮ在细胞中的表达　取

对数生长期的各组 ＭＫＮ４５胃癌细胞系，按Ｔｒｉｚｏｌ

试剂盒说明书操作，用Ｔｒｉｚｏｌ、氯仿和异丙醇提取各

组细胞总ＲＮＡ，紫外分光光度仪检测ＲＮＡ纯度和

浓度。按照逆转录试剂盒的说明书操作，逆转录合

成ｃＤＮＡ，以βａｃｔｉｎ作为内参照，进行ＲＴＰＣＲ扩

增。βａｃｔｉｎ扩增片段大小为２５０ｂｐ，引物序列为Ｆ：

５′ＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ３′， Ｒ：５′

ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ３′。ＰＴＥＮ 的

扩增片段大小为 ６００ｂｐ，引物序列为 Ｆ：５′

ＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧＧＴＧＴＡＡＴＧＡＡＴ３′， Ｒ： ５′

ＴＣＴＡＣＴＧＴＴＧＴＧＡＡＧＴＡＣＡＧＧ３′。

１．２．３　蛋白质印迹法检测ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ蛋白

的表达　收集对数生长期各组胃癌细胞，提取总蛋

白，聚丙烯酰胺凝胶电泳，低温转膜，洗膜，封闭，一

抗过夜，洗膜，滴加二抗，室温孵育２ｈ后曝光，观察

结果。以βａｃｔｉｎ作为上样内参照，用相对吸光度

（ＯＤ）值（目的蛋白条带吸光度值／βａｃｔｉｎ条带吸光

度值）表示目的蛋白的相对表达强度。

１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学分析，各组样

本均数的比较采用单因素方差分析，两组间数据的

比较采用两个独立样本狋检验，计量资料以均数±

标准差（珔狓±狊）表示。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　质粒转染对ＭＫＮ４５细胞ＰＴＥＮ表达的影响

ＲＴＰＣＲ结果显示，稳定转染ＰＴＥＮ的 ＭＫＮ４５／

ＰＴＥＮ组，ＰＴＥＮｍＲＮＡ的相对定量值（５．２６±

０．１２）明显高于阴性对照组细胞（０．１５±０．０１）和正

常对照组细胞（０．１５±０．０１），差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。见图１。

图１　ＲＴＰＣＲ检测各组细胞株中ＰＴＥＮｍＲＮＡ的表达量

２．２　ＰＴＥＮ对胃癌细胞增殖的抑制作用

将各组细胞接种于９６孔板，每组８个复孔，

ＭＴＴ法检测各孔的ＯＤ值，测定细胞生长曲线，进

行统计学分析。结果显示，与空白对照组及阴性对

照组相比，ＰＴＥＮ在７２ｈ和９６ｈ明显抑制ＭＫＮ４５

细胞的增殖，细胞增长缓慢，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。见图２。

图２　ＰＴＥＮ对胃癌细胞增殖的抑制作用

２．３　ＰＴＥＮ对ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ蛋白表达的影响

蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＭＫＮ４５／

ＰＴＥＮ组、阴性对照组及正常对照组中ｐＡＫＴ和

ｐＥＲＫ蛋白表达，结果显示ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组细胞

中ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ的相对表达量分别为（０．３１３±

０．０５３）、（０．４６０±０．０４１），显著低于阴性对照组

［（１．２３９±０．１２１）、（１．３２８±０．０９７）］和空白对照组

［（１．５３７±０．１５２）、（１．６２９±０．１５５）］，与后两组差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。见图３。

图３　ＰＴＥＮ对ｐＡＫＴ和ＥＲＫ蛋白表达的影响

３　讨论

胃癌发生是一个涉及多种因素的复杂过程，研

究发现在此过程中有些基因和蛋白高表达或低表

达，通过一系列级联反应参与胃癌的发生发展。本

研究结果显示，ＰＴＥＮ基因及蛋白在胃癌组织中表

达降低，与其在多种其他癌组织中表达一致［１２］。本

研究通过质粒转染技术建立过表达ＰＴＥＮ的胃癌

细胞株，检测ＰＴＥＮ对胃癌细胞增殖的影响。黄丽
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艳等［３］构建２个靶向ＰＴＥＮ的ｓｉＲＮＡ载体及１个

ＰＴＥＮ表达载体，分别转染食管癌ＥＣ９７０６细胞，结

果显示上调ＰＴＥＮ的表达水平可有效抑制ＥＣ９７０６

细胞的增殖、克隆形成和侵袭转移能力，还可促进

细胞凋亡。本研究测定细胞生长曲线，进行统计学

分析，结果显示与空白对照组及阴性对照组相比，

ＰＴＥＮ在７２ｈ和９６ｈ明显抑制ＭＫＮ４５细胞的增

殖，细胞增长缓慢，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

ＰＴＥＮ对肿瘤组织的抑制作用的机制包括以

下几个方面：（１）调节脂质磷酸化酶的活性，使三磷

酸磷脂酰肌醇（ＰＩＰ３）去磷酸化，ＰＩＰ３是ＰＴＥＮ的

一种重要的生理性底物，也是某些生长因子的第二

信使，ＰＩＰ３通过结构改变成为二磷酸磷脂酰肌醇

（ＰＩＰ２），ＰＩＰ２ 具有阻断 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 通路的作

用［４５］。（２）抑制 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ级联通路，抑制肿瘤

细胞的生长分化。基于以上理论，本研究检测

ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组、阴性对照组和空白对照组中

ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ蛋白表达变化，分析ＰＴＥＮ对两

种蛋白表达的影响，探讨可能的作用机制。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测 ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组、阴性对

照组及空白对照组中ｐＡＫＴ和ｐＥＲＫ蛋白的表

达，结果显示 ＭＫＮ４５／ＰＴＥＮ组细胞中ｐＡＫＴ和

ｐＥＲＫ的相对表达量分别为（０．３１３±０．０５３）、

（０．４６０±０．０４１），显著低于阴性对照组［（１．２３９±

０．１２１）、（１．３２８±０．０９７）］和空白对照组［（１．５３７±

０．１５２）、（１．６２９±０．１５５）］，与后两组差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

国内外关于ＰＴＥＮ与ｐＡＫＴ、ｐＥＲＫ关系的

研究较少，并且结论不一。Ｔｅｒａｋａｗａ 等
［６］和

Ｋａｎａｍｏｒｉ等
［７］认为ＰＴＥＮ与ｐＡＫＴ、ｐＥＲＫ之间

有一定关系，ＰＴＥＮ低表达可促进ｐＡＫＴ、ｐＥＲＫ

的活化，ＰＴＥＮ可能通过两者发挥作用。Ｍｏｒｉ等
［８］

则认为ＰＴＥＮ与ｐＡＫＴ、ｐＥＲＫ无明显相关性。

因此，它们之间的关系有待于进一步研究探索和

验证。

综上所述，ＰＴＥＮ对胃癌细胞的体外增殖有抑

制作用，可能通过ｐＡＫＴ、ｐＥＲＫ发挥作用，可能

为胃癌临床治疗的新策略提供新思路。
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