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小干扰 RNA 下调 GLI1 基因的表达对 

MKN28 细胞转移侵袭行为的影响                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

李晓伟 瞿颖 李建芳 蔡劬  计骏  刘炳亚 

【摘要】  目的  利用 siRNA 技术下调 GLI1 基因的表达，在体外研究 GLI1 对 MKN28 胃癌细

胞侵袭转移能力的影响。方法 脂质体法将 GLI1 siRNA 转染 MKN28 胃癌细胞，采用 RT-PCR 观察

GLI1 siRNA 转染前后 GLI1 在 mRNA 水平的变化情况。培养 MKN28 胃癌细胞，将细胞分为转染

GLI1 siRNA 组、阴性 siRNA 组和对照组后，分别采用 Transwell 小室法检测各组细胞的侵袭和转移

能力。结果 转染 GLI1 siRNA 后 GLI1 基因表达在 24 h 和 48 h 明显下调。侵袭和转移实验显示：

GLI1 siRNA 组侵袭和转移细胞数目均低于阴性 siRNA 组和对照组（P＜0.05），而阴性 siRNA 组和

对照组间的差异均无统计学意义。结论 转染 GLI1 siRNA 特异下调 GLI1 基因表达，在体外抑制胃

癌 MKN28 细胞的侵袭和转移，可能是胃癌靶向治疗的靶点。 
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【Abstract】  Objective  To investigate the invasion and metastasis ability of GLI1 on MKN28 

cells in vitro with siRNA-mediated inhibition of GLI1. Methods  siRNA targeting GLI1 mRNA was 

transfected into MKN28 cells, and GLI1 expression was determined by RT-PCR. MKN28 cell were 

cultured in vitro and divided into GLI1 siRNA group, negative siRNA group and control group. Invasion 

and metastasis of MKN28 cells were assessed by transwell chamber assay. Results  GLI1 siRNA 

significantly inhibited the expression of GLI1 in MKN28 cell line at mRNA levels.The number of invasion 

and metastasis cells of MKN28 cells in GLI1 siRNA group were significantly lower than those in negative 

siRNA group and control group(all P<0.05). Conclusion  Transfection of GLI1 can inhibit GLI1 

expression, thus suppress cell invasion and metastasis of MKN28 cells. This may provide a new therapy 

target for gastric cancer. 
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胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，其主要致

死原因是肿瘤细胞的转移[1]。因此，抑制胃癌细胞

的转移是最重要的治疗措施，然而目前肿瘤细胞转

移的机制并不十分清楚，这成为制约胃癌治疗的瓶

颈，因此，研究胃癌的浸润和转移机制有很重要的
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临床意义。有研究表明Hedgehog（HH）信号通路

在胃癌的发生发展，并且在胃癌的侵袭和转移中可

能发挥重要作用，而GLI1作为HH信号通路的转录

因子激活并转录了HH信号通路大部分靶基因[2-3]，

并有可能参与了胃癌细胞的侵袭和转移，因此，本

研究将对GLI1基因在胃癌侵袭和转移中的作用进

行探讨。 

材料和方法 

一、主要试剂和材料 

胃癌细胞系 NCI-N87（ATCC：CRL-5822），
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SNU-1（ATCC：CRL-5971）、AGS、SNU-16（ATCC：

CRL-5974）购自美国 ATCC（Manassas，VA，USA）。

BGC-823 购自中国科学院上海细胞生物研究所细

胞库，其余两种细胞系 SGC7901 和 MKN28 由上

海消化外科研究所保存。细胞培养液为含 10%小牛

血清（杭州四季青公司）的 RPMI-1640 培养液

（Gibco 公司），RNA 抽提试剂盒（Trizol）和逆转

录试剂盒分别购自美国 Invitrogen和 Promega公司。

GLI1 siRNA 由上海吉玛制药技术有限公司化学合

成，脂质体Lipofectamine 2000购自 Invitrogen公司，

PCR 引物均由上海生工生物工程技术有限公司合

成。Transwell 侵袭转移小室（Corning 公司），基底

膜基质胶（BD 公司）。 

二、方法 

1. 细胞培养：七种胃癌细胞系均使用含 10%小

牛血清的 RPMI-1640 培养液，在 37 ℃、5% CO2

（V/V）条件下常规培养。抽提总 RNA 前 24 h 传

代，后取对数生长期细胞 1³10
6提取总 RNA。 

2. RNA 抽提并行实时定量 PCR：GLI1 引物序列

如下：上游 5'-CGCTGCGAAAACATGTCAAG-3'，下

游 5'-GGGCTCCACTGTAGAAATGGAT-3'。内参照

GAPDH 引物序列如下：上游 5'-GACATCAAGAA 

GGTGGTGAA-3'，下游 5'-TGTCATACCAGGAAA 

TGAGC-3'。1 μg RNA 逆转录成 cDNA，在定量 PCR

（real-time PCR）仪上进行扩增（MJ Research 公

司），扩增条件为：50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min，40

循环的 95 ℃ 15 s，55 ℃ 60 s，最后一个循环后，

得到溶解曲线。每个样品采用 3 复孔，在 PCR 任意

循环中，当荧光强度值大于由仪器自带的软件计算

出的阈值时，样本被认为是阳性，GLI1 mRNA 表

达量用 2
-ΔCT 来表示（ΔCT 由 GLI1 的 CT 值减去

GAPDH 的 CT 值），实验重复测量 3 次，取其平均

值作为 GLI1 最后的表达水平。 

3. GLI1 siRNA 合成与制备：以 NCBI GenBank

中人 GLI1 基因序列为模板，在上海吉玛制药技

术有限公司合成针对 GLI1 的 siRNA，其正义链：

5'-CCAGGAAUUUGACUCCCAATT-3'；反义链：

5'-UUGGGAGUCAAAUUCCUGGCT-3'，不针对任

何基因（non-silencing）的 siRNA 为阴性对照，其序

列正义链：5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'；

反义链：5'-ACGUGACAAGUUCGGAGAATT-3'。 

4. 筛选并行 GLI1 siRNA 转染：将 MKN28 细

胞经 0.25%胰蛋白酶消化传代后，取对数生长期

MKN28 细胞接种于 6 孔板，按实验设计分为三组。

培养 24 h 后待细胞融合度达到 50%时进行转染，转

染前 1 h 更换无血清培养基，应用 OPTI-MEM 稀释

约 3.0 μl siRNA 和 2.5 μl Lipofectamine 2000 转染试

剂后轻轻混合静止，6 孔板中加入包括 2³10
5细胞

的无血清培养液 2.0 ml，转染 siRNA 4 h 后重新更

换为有血清培养液，细胞转染后分别于 24、48 h 提取

总 RNA，随后以 GLI1 引物行 RT-PCR 检测，筛选干

扰效率最高的 siRNA。后面实验即以此序列进行。 

5. 体外细胞侵袭实验：取 Transwell 小室，分

三复孔，Matrigel 用 4 ℃无血清 RPMI-1640 稀释，

每个小室为 50 μl，后置于 37 ℃静置 2 h，待 Matrigel

呈胶状。使用前加入少量无血清培养基水化，用无

血清 RPMI-1640 调整 GLI1 siRNA 组，阴性对照组

和未处理组细胞浓度为 5³10
5，吸取 100 μl 加入到

侵袭小室内。后将小室置于 24 孔板，下室内加入

含 10%小牛血清的 RPMI-1640 培养液，培养 36 h。

取出小室用 PBS 冲洗培养液后风干，固定后用结晶

紫染色，并用棉签擦净上室面的 Matrigel 胶和细胞，

固定封片后计数滤膜下室面的细胞数为侵袭指数

（取高倍镜下 10 个视野，后取平均值）。 

6. 体外细胞转移实验：用没有 Matrigel 的

Transwell 小室，分三复孔，用无血清 RPMI-1640

调整 GLI1 siRNA 组，阴性对照组和未处理组细胞

浓度为 5³10
5，吸取 100 μl 加入到侵袭小室内。后

将小室置于 24 孔板，24 孔板内加入含 10%小牛血

清的 RPMI-1640 培养液，培养 24 h。取出小室用

PBS 冲洗培养液后风干，固定后用结晶紫染色，并

用棉签擦净上室面的细胞，固定封片后计数滤膜下

室面的细胞数为侵袭指数（取高倍镜下 10 个视野，

后取平均值）。 

三、统计学分析 

所有数据用统计学软件 SPSS 17.0 进行分析，

试验数据用均数±标准差（ sx  ）描述，数据采

用检验方法为 Student-Newman-Keuls（q 检验）。

P＜0.05 为差异具有统计学意义。 

结    果 

一、GLI1 在 7 株胃癌细胞株中的表达情况 

分别通过 RT-PCR 对 7 株胃癌细胞 GLI1 进行

检测（图 1），结果可见在胃癌细胞株中 GLI1 的表

达情况存在差异，其中 GLI1 基因在 SGC-7901 中

表达最低而在 MKN28 细胞中表达程度最高。以下 
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siRNA 干扰实验以 MKN28 胃癌细胞系来进行。 

二、转染 GLI1 siRNA 下调胃癌 MKN28 细胞

GLI1 mRNA 的表达水平 

将 GLI1 siRNA 转染胃癌 MKN28 细胞，分别

在24和48 h通过RT-PCR检测GLI1 mRNA的表达，

转染 24 h 后 GLI1 mRNA 水平开始下降，转染 48 h

后 GLI1 mRNA 下降水平更为明显，见图 2。 

三、转染 GLI1 siRNA 后对 MKN28 细胞侵袭

能力的影响 

行 Transwell 小室侵袭试验后，封片并计数 100

倍镜下 10 个视野，后取其平均值，各组穿膜细胞

数分别为 GLI1 siRNA 组 10.6±2.32、Negative 

siRNA 组 30.8±4.64、Control siRNA 组 28.4±2.72，

转染 GLI1 siRNA 组穿膜细胞数同另两组相比有显

著性差异（P＜0.05），而阴性对照和未处理组间差

异无显著性。说明下调 GLI1 表达后，MKN28 细胞

的侵袭能力降低，见图 3。 

四、转染 GLI1 siRNA 后对 MKN28 细胞转移

能力的影响 

行 Transwell 小室转移试验后，封片并计数 200

倍镜下 10 个视野，取其平均值。各组穿膜细胞数

分别为 GLI1 siRNA 组 23.4±1.52、Negative siRNA

组 70.2±3.04、Control siRNA 组 68.2±2.24。转染

GLI1 siRNA 组穿膜细胞数同另两组相比有显著性

差异（P＜0.05），而阴性对照和未处理组间差异无

显著性。说明下调 GLI1 表达后，MKN28 细胞的转

移能力降低，见图 4。 

讨    论 

肿瘤的侵袭转移是一个多阶段、多因素综合作

用的发展过程，是一系列转移相关基因和信号通路

支配的结果。其中，HH 通路的激活使 GLI 家族蛋

白表达、促进 GLI1 从复合物中脱离出来并定位于

细胞核，激活并转录包括 SHH、PTCH
[4]等基因，

提高癌细胞的转移和侵袭能力[5-6]。因此，HH-GLI1

信号通路在胃癌侵袭和转移中可能发挥重要作用。

针对信号通路的靶向药物是肿瘤治疗的热点之一，

然而，干预信号通路的方式均为蛋白水平，仍然存

在局限[7]。RNA 干扰是有效果的基因调控手段[8]，

我们依据 GLI1 在 HH 信号通路中的核心作用而选

择 GLI1 作为干扰的靶基因，经 RNA 干扰后 GLI1 

在 mRNA 水平的表达明显下调，在此基础上的细胞

侵袭能力和转移能力降低，再次证实 HH-GLI1 信

号通路在胃癌侵袭和转移中发挥作用，说明 RNA

干扰治疗可作为未来胃癌治疗的方法之一[9]。 

肿瘤细胞对周围基质的降解和黏附力是肿瘤

转移的两个重要方面。在采用了 Transwell 小室体

外侵袭转移试验中，Materiel 模拟肿瘤局部细胞外

基质，肿瘤细胞须降解基质，穿过基质膜，而转移

试验中细胞需变形后穿过膜上面的小孔。本研究中

转染 GLI1 siRNA 细胞在侵袭和转移两个试验中穿

膜能力明显降低，提示 siRNA 沉默 GLI1 可以有效

抑制胃癌细胞的侵袭转移能力。先前的研究认为

HH 信号通路的活化可以通过 GLI1 下调细胞黏附

分子来诱导上皮细胞向间充质细胞转化，从而使细

胞侵袭能力增强[10-11]。我们的研究证实 HH-GLI1

与肿瘤细胞的侵袭和转移关系密切，同时 GLI1 作

为通路的核心分子可能是几种信号通路所共同整

合交织的平台，包括 Notch、TGF-β、WNT 和 HH
[12]。

因此在下调 GLI1 表达后对各个信号通路之间的平

衡和联系以及下游侵袭和转移相关的靶基因的调

控方面都造成了影响。 

根据现有的实验结果，GLI1 在胃癌细胞的穿透

基底膜阶段起促进作用，而基质是肿瘤侵袭和转移

的天然屏障，我们推测这一过程可能是通过对金属

基质蛋白酶类的调节有关。因此下一步我们将验证

GLI1 在肿瘤转移过程中是否通过影响金属基质蛋

白酶而发挥作用。 
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