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摘要 　 目的 　 探究胃癌细胞中 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突

变基因引起的耐化疗药的作用，并探究人参皂苷在治疗因

ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因表达引起的耐化疗药治疗

过程中的抗肿瘤作用。 方法　 采用免疫磁珠抗体标记胃癌

细胞系 ＢＧＣ⁃８２３ 的侧群（ＳＰ）细胞和非侧群（ＮＳＰ）细胞，选
出 ＮＳＰ 细胞转染过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因

的慢病毒载体。 用 ｑＰＣＲ 检测细胞中 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融

合突变基因和三磷酸腺苷结合转运蛋白 Ｇ 超家族成员 ２
（ＡＢＣＧ２） ｍＲＮＡ 水平的表达。 用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染上

皮 － 间质转化（ＥＭＴ）相关蛋白 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表

达。 用 ＣＣＫ⁃８ 检测转染细胞对化疗药奥沙利铂的敏感性。
用 ＣＣＫ⁃８ 检测人参皂苷对转染细胞耐药性的影响。 人参皂

苷处理转染细胞后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染细胞的钙黏蛋白 Ｅ
（Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的表达。 结果　 ｑＰＣＲ 检

测显示转染过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因慢病

毒载体的 ＮＳＰ 细胞中 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因表

达高于未转染组，ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 表达高于未转染组（Ｐ ＜
０. ００１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 显示过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合

突变基因的 ＮＳＰ 细胞中 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达低于未转染组

（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达高于未转染组（Ｐ ＜ ０. ０１），转
染细胞对奥沙利铂的敏感性低于未转染组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 人

参皂苷和奥沙利铂同时处理转染细胞，细胞存活率低于单纯

奥沙利铂处理（Ｐ ＜ ０. ０５）。 人参皂苷处理转染细胞后 Ｅ⁃
Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达高于未处理组（Ｐ ＜ ０. ０１），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白

表达低于未处理组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 人参皂苷能逆转胃

癌细胞中 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因表达诱导的细

胞 ＥＭＴ 转化和奥沙利铂的耐药性。
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　 　 胃癌（ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＧＣ）是世界上最常见

的恶性肿瘤之一，全球发病率排名第五，病死率排名

第三［１］。 虽然手术治疗、放疗和化疗已被应用于胃

癌的 治 疗， 但 胃 癌 患 者 的 ５ 年 生 存 率 仍 低 于

３０％ ［２］。 基因重组是癌症的一个标志，可导致具有

致癌特性的基因融合［３］。 近年来研究［４］ 表明，胃癌

中 有 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融 合 基 因。 表 达

ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合期的胃癌细胞系上皮表型

明显减少，出现上皮 － 间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎ⁃
ｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）表型，从而对目前主要的胃

癌化疗相关药物耐药。 研究［５］ 表明，人参皂苷可以

有效抑制胃癌细胞的增殖并促进胃癌细胞的凋亡，
在低浓度奥沙利铂（ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ， Ｌ⁃ＯＨＰ）细胞模型中

人参皂苷可以显著提高低浓度的奥沙利铂对胃癌侧

群（ｓｉｄｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ， ＳＰ）细胞的敏感性，而在耐奥沙

利铂胃癌 ＥＭＴ 模型中，人参皂苷可以有效逆转胃癌

耐药细胞株 ＥＭＴ，从而达到抗肿瘤的效果。 该研究

中利用人参皂苷干预探究人参皂苷在 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲ⁃
ＨＧＡＰ２６ 融合突变引起的耐化疗药过程中的抗肿瘤

作用。

１　 材料与方法

１． １　 主要材料　 人胃癌细胞系 ＢＧＣ⁃８２３ 购自南京

科佰生物科技有限公司。 胎牛血清（ ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ⁃
１６４０ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；青链霉素混合液

购美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６
突变基因的慢病毒载体由上海吉玛基因公司构建；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公

司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自上海索莱宝生物科技有限公司；
逆转录试剂盒和 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ ＴａｑＴＭ（Ｔｌｉ ＲＮａｓｅＨ
Ｐｌｕｓ） 试剂盒均购自宝生物工程（大连）有限公司；
Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；
ＲＡＰＩ 裂解液和 ＢＣＡ 法蛋白浓度检测试剂盒均购自

上海碧云天生物技术有限公司；蛋白酶抑制剂购自

美国罗氏公司；ＰＶＤＦ 膜和 ＥＣＬ 发光液均购自美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自日本同仁公司；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染液购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司。 ＢＤ ＦＡＣＳ⁃
Ｍｅｌｏｄｙ 细胞分选仪购自美国 ＢＤ 公司。
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１． ２　 细胞培养　 人胃癌细胞系 ＢＧＣ⁃８２３ 用含 １０％
ＦＢＳ 的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞

培养箱内培养。 细胞长到 ７０％ ～ ８０％ 融合时，用
０. ２５％胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化进行传代。 取对数生长期的

细胞进行后续实验。
１． ３　 细胞分选　 选择生长状态良好的对数生长期

的细胞用 ０. ２５％胰酶⁃ＥＤＴＡ 消化，取适量细胞悬液

收集细胞 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃，离心 ５ ｍｉｎ，用含 ２％
ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 液洗涤 ２ 次。 调整细胞密度为 １ × １０６

个 ／ ｍｌ 细胞，加入终浓度为 ５ μｇ ／ ｍｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染

液放置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养箱箱中孵育 ２ ｈ，
孵育结束后，细胞用含 ２％ ＦＢＳ 的 ＰＢＳ 清洗一次终

止反应。 最后使用 ＢＤ ＦＡＣＳＭｅｌｏｄｙ 细胞分选仪进

行 ＳＰ 和 ＮＳＰ 细胞的检测及分选（３５５ ｎｍ 波长紫外

光激发 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色，于 ４５０ ｎｍ 收集蓝光荧光信

号，６５０ ｎｍ 收集红光荧光信号）。
１． ４　 细胞转染　 取对数生长期的 ＢＧＣ⁃８２３ＮＳＰ 细

胞用胰酶消化，细胞计数将细胞浓度调整为 １ × １０５

个 ／ ｍｌ，取 ２ ｍｌ ／孔接种于 ６ 孔板中，放于培养箱中培

养 ２４ ｈ，第二天，用含有 ５ μｇ ／ ｍｌ ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 的新鲜培

养基加入适量病毒悬液替换原培养基，３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中常规培养。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组加入对照慢病

毒，Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组加入过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融

合突变基因的慢病毒。 培养 １２ ｈ 后，用新鲜培养基

替换含有病毒的培养基。 继续培养 ２４ ｈ 后进行后

续实验检测步骤。
１． ５　 总 ＲＮＡ 提取和 ｑＰＣＲ　 将转染 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲ⁃
ＨＧＡＰ２６ 融合突变基因 ４８ ｈ 的 ＮＳＰ 细胞培养基倒

掉，用无菌 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，再加入 １ ｍｌ 的 ＴＲＩｚｏｌ 裂
解液室温裂解 ５ ｍｉｎ 后转移到 １. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，取
２００ μｌ 三氯甲烷加入裂解液中充分混匀后静置 １５
ｍｉｎ 后，４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，吸取上层透

明的水相并加入等体积的异丙醇后混匀，室温静置

１０ ｍｉｎ 后，４ ℃、１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，倒掉上清

液，所得到的白色沉淀即为细胞总 ＲＮＡ，用 ７５％ 乙

醇将沉淀洗 ２ 次，用适量的水将 ＲＮＡ 溶解。 用 Ｎａｎ⁃
ｏｄｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计测 ＲＮＡ 浓度，按照

逆转录试剂盒说明书将总ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。
设计合成ＣＬＤＮ１８ ⁃ＡＲＨＧＡＰ２６引物，Ｆ：５ ′ ⁃ＴＧＧＧ
ＴＣＣＡＡＣＡＣＣＡＡＡＡＡＣＡＡＧ⁃３′，Ｒ：５′⁃ＧＡＧＴＣＴＧＴＴＴＴ
ＣＣＧＣＣＧＴＧＴ⁃３′；ＡＢＣＧ２ 引物，Ｆ：５′⁃ＴＴＴＡＣＧＣＡＣＡＧ
ＡＧＣＡＡＡＧＣＣ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＴＣＡＧＣＧＴＧＧＧＡＴＣＣＴＣＴＴ
Ｃ⁃３′；内参 ＧＡＰＤＨ 引物， Ｆ：５′⁃ＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣ

ＴＴＴＴＧＣ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＡＴＧＧＴＧＴＣＴＧＡＧＣＧＡＴＧＴＧＧ⁃３′。
以 ｃＤＮＡ 作为模板，每组设置 ３ 个复孔，根据设计好

的引物用 ＡＢＩ ＳｙｓｔｅｍＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 进行荧光实时定量

反应。 按照两步法扩增标准程序：９５ ℃、３０ ｓ 预变

性；９５ ℃、５ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ 进行 ４０ 个循环的扩增反

应。 反应结束后得到各孔的循环阈值（ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ ｃｖ⁃
ｃｌｅ，Ｃｔ），采用 ２ － ΔΔＣｔ法分析各样本数据。
１． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 将转染 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６
融合突变基因 ４８ ｈ 的 ＮＳＰ 细胞培养基倒掉，用无菌

ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，用细胞裂解液提取细胞总蛋白。 分

别配制分离胶和浓缩胶，蛋白电泳结束后将蛋白质

电转移到 ＰＶＤＦ 膜上，用 ５％ 脱脂牛奶封闭，一抗 ４
℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ８ ｍｉｎ；二抗 ３７
℃孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 ８ ｍｉｎ。 滴加适量

ＥＣＬ 底物显色剂曝光，扫描图像，应用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

分析扫描蛋白条带的灰度值，以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参计算

目的蛋白的相对表达量。
１． ７　 ＣＣＫ⁃８ 检测药物敏感性　 将 １００ μｌ 细胞接种

于 ９６ 孔培养板每孔 ５ × １０４ 个细胞，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ 后，加入不同浓度梯度的 Ｌ⁃
ＯＨＰ（０. ５、１、２、４、８、１６、３２ μｇ ／ ｍｌ）培养 ２４ ｈ，加入

１０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养 ３
ｈ，读取 ４９０ ｎｍ 处吸光度值。 计算细胞活力（％ ） ＝
［Ａ（待测孔） － Ａ（空白孔）］ ／ ［Ａ（对照孔） － Ａ（空
白孔）］ × １００％
１． ８　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ２１. ０ 进行统计学分析，
数据用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ７. ０ 进行分析，数据以 �ｘ ± ｓ 表示。
两组间比较采用 ｔ 检验，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 数据用单向方

差分析（ＡＮＯＶＡ）。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＮＳＰ 细胞过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变

基因后 ＡＢＣＧ２ 蛋白的表达　 流式细胞术分选胃癌

细胞系 ＢＧＣ⁃８２３ 的 ＳＰ（１. ３％ ）和 ＮＳＰ（９８. ７％ ）细

胞（图 １Ａ），将得到 ＮＳＰ 用于本研究。 以慢病毒为

载体携带过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基

因于 ＮＳＰ 细胞中， 用 ｑＰＣＲ 检测 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨ⁃
ＧＡＰ２６ 融合突变基因和 ＡＢＣＧ２ 的 ｍＲＮＡ 表达，结
果显示 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因的表达

增加（图 １Ｂ）。 细胞过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融

合突变基因后 ＡＢＣＧ２ ｍＲＮＡ 的表达高于未转染细

胞（图 １Ｃ）。
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图 １　 ＮＳＰ 细胞转染过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因的效率和 ＡＢＣＧ２ 的表达

Ａ：细胞分选仪分选 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞 ＳＰ 和 ＮＳＰ 细胞；Ｂ：ｑＰＣＲ 检测 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因；Ｃ：ＡＢＣＧ２ 的 ｍＲＮＡ 表达；Ｃｏｎｔｒｏｌ 组：

转染阴性对照慢病毒；Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组：转染过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因的慢病毒；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２ 　 ＮＳＰ 细胞过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变

基因后 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白的表达 　 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测 ＥＭＴ 相关蛋白 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白的表达，结果显示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组细胞 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋

白表达高于 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组细胞 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达

（ ｔ ＝ ４. ３７２，Ｐ ＜ ０. ０１），Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组细胞 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白表达高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 （ ｔ ＝ ６. ６７４，Ｐ ＜ ０. ０１）。 见

图 ２。

图 ２　 过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合基因的 ＮＳＰ 细胞发生 ＥＭＴ
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达；Ｂ：统计学分

析 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白相对表达量；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜
０. ０１

２． ３ 　 ＮＳＰ 细胞过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变

基因后对 Ｌ⁃ＯＨＰ 耐药性的影响　 不同浓度 Ｌ⁃ＯＨＰ
处理转染慢病毒的 ＮＳＰ 细胞 ２４ ｈ 后，用 ＣＣＫ⁃８ 检

测其对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合基因细胞生

长的抑制作用。 结果显示，不同浓度 Ｌ⁃ＯＨＰ 对 ＮＳＰ
细胞增殖均有抑制作用，ＩＣ５０ 为 ４. ２８ μｇ ／ ｍｌ。 过表

达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合基因后，Ｌ⁃ＯＨＰ 对细胞

增殖的抑制作用减弱，ＩＣ５０为 １５. ８７ μｇ ／ ｍｌ。 见图 ３。

图 ３　 ＮＳＰ 细胞过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因后

对 Ｌ⁃ＯＨＰ 耐药性的影响

与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 人参皂苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变

基因的 ＮＳＰ 细胞耐药性的影响 　 为了研究人参皂

苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因的 ＮＳＰ 细

胞耐药性的影响。 先用不同浓度（０、１０、３０、５０、１００
μｇ ／ ｍｌ）人参皂苷处理 ＮＳＰ 细胞，结果显示，５０、１００
μｇ ／ ｍｌ 人参皂苷明显抑制 ＮＳＰ 细胞增殖，１０ μｇ ／ ｍｌ
人参皂苷对 ＮＳＰ 细胞增殖没有明显作用，因此选用

３０ μｇ ／ ｍｌ 作为人参皂苷刺激 ＮＳＰ 的有效浓度（图
４Ａ）。 进一步检测 ３０ μｇ ／ ｍｌ 人参皂苷和不同浓度

Ｌ⁃ＯＨＰ 对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因的

ＮＳＰ 细胞活力的影响。 结果显示人参皂苷和 Ｌ⁃ＯＨＰ
联合用药降低了转染细胞的活力。 提示人参皂苷能

逆转过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因引起的对

Ｌ⁃ＯＨＰ 的耐药作用。 见图 ４Ｂ。
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图 ４　 人参皂苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因的

ＮＳＰ 细胞耐药性的影响

与 Ｌ － ＯＨＰ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ５　 人参皂苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变

基因的 ＮＳＰ 细胞 ＥＭＴ 的逆转作用 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ
检测人参皂苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基

因的 ＮＳＰ 细胞 ＥＭＴ 相关蛋白的表达。 结果显示，
人参皂苷处理的转染组细胞的 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达

高于单纯转染组（ ｔ ＝ １８. ０６３，Ｐ ＜ ０. ０１），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋

白的表达为（０. ３７ ± ０. １２），低于单纯转染组（ ｔ ＝
４. ０１１，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 有研究［６］ 表明 １００ 个胃癌患者中有 ３ 个

ＣＬＤＮ１８（一个使细胞间紧密结合的基因）和 ＡＲＨ⁃
ＧＡＰ２６（一个编码 ＲＨＯＡ 抑制剂的基因）发生突变，
融合形成了 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６，细胞和细胞及细胞

和细胞外基质的附着力降低，表现出 ＥＭＴ，这种突

变可能导致癌细胞转移。 ２０１８ 年 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ［７］ 利用

高通量测序发现了 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变与

胃印戒细胞癌临床诊断 ／预后指标和化疗耐药显著

相关，该研究表明目前的化疗方式对肿瘤中存在该

融合基因的患者效果不好。 该研究利用慢病毒转染

过表达ＣＬＤＮ１８ ⁃ＡＲＨＧＡＰ２６融合突变基因，在细胞

图 ５　 人参皂苷对过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 突变基因的

ＮＳＰ 细胞 ＥＭＴ 的逆转作用

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达；Ｂ：统计学分

析 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白相对表达量；１：Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组；２：Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

＋ 人参皂苷组；与 Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０． ０１

水平上探索其对肿瘤细胞耐药性和侵袭性的影响。
有研究［８］ 对胃癌细胞进行流式细胞分选时发

现，不同分化程度的胃癌细胞株中均有少量侧群

（ＳＰ）细胞，比例大约在 １％ ～ ４％ 之间。 ＡＢＣＧ２ 是

与肿瘤多药耐药性密切相关的多药耐药跨膜蛋白，
ＳＰ 细胞表现出高表达 ＡＢＣＧ２ 的特点，ＳＰ 细胞 ＡＢ⁃
ＣＧ２ 的表达比 ＮＳＰ 细胞高 ３ 倍。 而对于未分选细

胞（ＳＰ ＋ ＮＳＰ）来说，ＡＢＣＧ２ 的表达并不高，但是在

进行诱导耐药后 ＡＢＣＧ２ 的表达明显升高［９］。 该研

究利用流式细胞分选仪分选出 ＢＧＣ⁃８２３ 细胞中的

ＮＳＰ 细胞，显示 ＮＳＰ 细胞中过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨ⁃
ＧＡＰ２６ 融合突变基因能使 ＡＢＣＧ２ 表达明显升高。

ＥＭＴ 是指具有极性的上皮细胞丧失极性和细

胞间接触等上皮细胞样表型，转化成具有迁移能力

的间质细胞的过程。 在肺癌细胞中，ＥＭＴ 的发生与

肿瘤的侵袭性和耐药性有关［１０］。 Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 是参

与细胞之间黏附连接的主要蛋白分子，主要分布于

上皮细胞中，发挥着维持细胞极性和组织结构完整

性的功能［１１］。 波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）是间充质细胞

的主要骨架成分。 因此，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 常被用作 ＥＭＴ 的

细胞标记物［１２］。 一般情况下，Ｅ⁃Ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达

降低和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达增加提示发生了 ＥＭＴ。
过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 基因的 ＮＳＰ 细胞 Ｅ⁃Ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 蛋白表达显著降低，而 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表达显著
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增加，表明细胞发生了 ＥＭＴ。 为了研究 ＣＬＤＮ１８⁃
ＡＲＨＧＡＰ２６ 融合突变基因对癌细胞耐药性的影响，
该研究利用化疗药 Ｌ⁃ＯＨＰ 对分选的 ＢＧＣ⁃８２３ ＮＳＰ
细胞进行耐药测试。 该研究用 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞存

活率，结果表明，与对照组相比，过表达 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲ⁃
ＨＧＡＰ２６ 基因的 ＮＳＰ 细胞对 Ｌ⁃ＯＨＰ 产生了耐药。
人参的主要成分是人参皂苷，人参皂苷能通过调控

ＮＦ⁃κＢ、ＥＲＫ、Ａｋｔ 信号通路等抑制癌细胞的 ＥＭＴ，从
而抑制癌细胞的迁移和侵袭过程［１３］。 为探究人参

皂苷干预对 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 基因融合引起的

ＥＭＴ 和耐药性的影响，该研究首先确定了人参皂苷

对 ＢＧＣ⁃８２３ ＮＳＰ 细胞的有效作用浓度为 ３０ μｇ ／ ｍｌ。
ＮＳＰ 细胞转染过表达慢病毒之后给予人参皂苷和

Ｌ⁃ＯＨＰ 干预，只用 Ｌ⁃ＯＨＰ 的细胞存活率明显低于同

时给予人参皂苷和 Ｌ⁃ＯＨＰ 的细胞，提示人参皂苷能

逆转 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 基因融合引起的耐药。 同

时检测了两组细胞的 ＥＭＴ 相关蛋白，结果表明，人
参皂苷也能逆转 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨＧＡＰ２６ 基因融合引起

的 ＥＭＴ 作用。
综上， 人参皂苷干预能逆转 ＣＬＤＮ１８⁃ＡＲＨ⁃

ＧＡＰ２６ 过表达引起的 ＥＭＴ 和耐药，从而发挥抗肿瘤

作用。 该研究对肿瘤化疗药物的研究及临床转化应

用有指导意义。
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内毒素血症大鼠肝脏 ＲＡＳ 表达与肝功能损伤的关系
李晶铃１，阴赪宏２

摘要　 目的　 探讨内毒素血症大鼠肝脏肾素 － 血管紧张素

系统（ＲＡＳ）的表达特点及其与肝功能损伤的关系。 方法　
将 ９０ 只大鼠随机分为对照组和注射后 ２、４、８、１２、２４、４８、７２
ｈ 及 ７ ｄ 组。 除对照组以外，均腹腔注射脂多糖（ＬＰＳ）制备

脓毒症模型。 分别于注射 ２、４、８、１２、２４、４８、７２ ｈ 及 ７ ｄ 取 １０
只，取心脏血，测肝功能标志物丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天
冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ），循环 ＲＡＳ 标

志物肾素（ＰＲＡ）、血管紧张素转换酶（ＡＣＥ）、血管紧张素Ⅱ
（Ａｎｇ Ⅱ）；取肝脏组织，观察肝组织病理，测组织 ＲＡＳ 标志

物 ＰＲＡ、ＡＣＥ、Ａｎｇ Ⅱ及血管紧张素 １ 型受体（ＡＴ１Ｒ）ｍＲＮＡ
表达。 结果　 模型组大鼠的循环 ＡＳＴ、ＡＬＴ 及 ＬＤＨ 水平在

ＬＰＳ 注射后逐渐升高，８ ｈ 达峰，ＡＳＴ 与 ＬＤＨ 在 ４ ～ ４８ ｈ 均高

于对照组，ＡＬＴ 在 ２ ～ ４８ ｈ 均高于对照组，差异有统计学意

义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 模型组大鼠的循环和肝脏 ＰＲＡ 在注射后迅

速升高，２ ｈ 达峰，４８ ｈ 降至正常水平，中间时间段均高于对

照组（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＡＣＥ 和 ＡｎｇⅡ在注射后逐渐升高，８ ｈ 达

峰，ＡＣＥ 在 ２ ～ ２４ ｈ 高于对照组，Ａｎｇ Ⅱ在 ２ ～ ４８ ｈ 高于对照

组，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 模型组大鼠 ＡＴ１Ｒ
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ｍＲＮＡ 表达在注射后逐渐升高，４ ～ ４８ ｈ 均高于对照组，差异

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 内毒素血症所致肝功能

损伤可能与肝脏局部 ＲＡＳ 激活有关系。
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　 　 内毒素血症是由于病原菌释放大量内毒素至血

液而引起的，以多器官功能障碍综合征（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｒ⁃
ｇａｎ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＭＯＤＳ）为主要病理特征

的一系列综合征［１ － ２］。 肝脏是人体内最大的解毒器

官，也是内毒素代谢的主要场所，极易受到内毒素攻

击，这也是内毒素血症常常并发肝功能障碍的主要

原因［３］。 既往研究［４ － ５］ 表明，肾素 － 血管紧张素系

统（ｒｅｎｉｎ⁃ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｓｙｓｔｅｍ， ＲＡＳ）在脓毒症导致的

器官损伤中介导重要机制。 在脓毒症动物模型中，
有学者发现肝脏亦存在着局部 ＲＡＳ 系统，该系统以

血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ Ⅱ， Ａｎｇ Ⅱ）为主要效应

分子，通过与肝细胞膜的血管紧张素 １ 型受体（ａｎ⁃
ｇｉｏｔｅｎｓｉｎ ｔｙｐｅ １ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＡＴ１Ｒ）结合而增加血管紧

张素原的转录与翻译，从而形成自身反馈机制，引起

恶性循环和不断放大的炎性级联反应［６］。 该研究
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