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摘要 目的 观察抑制 KIAA1429 基因对胃癌细胞侵袭和
迁移能力的影响，并探讨其机制。方法 将细胞随机分为两
组:干扰组、对照组，分别转染针对 KIAA1429 基因的干扰慢
病毒及阴性对照空载慢病毒。分别采用 qＲT-PCＲ 法和
Western blot 法检测细胞中的 KIAA1429 mＲNA 和蛋白表达
情况; 采用 Transwell 实验观察细胞体外迁移及侵袭能力( 穿
膜细胞数) ，细胞划痕实验观察细胞体外迁移能力( 24 h 迁
移距离) ; 采用 Western blot 法检测细胞上皮间充质转化
( EMT) 相关分子 ( E-Cadherin、N-Cadherin) 蛋白表达量。结
果 抑制 KIAA1429 基因表达后，KIAA1429 mＲNA及蛋白表
达量降低;与对照组比较，干扰组穿膜细胞数减少，24 h迁移
距离减少，细胞中 N-Cadherin 蛋白表达减少，E-Cadherin 蛋
白表达增加 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 慢病毒介导的抑制 KI-
AA1429 基因表达，可降低胃癌 SGC7901 和 MGC803 细胞迁
移和侵袭能力;其机制可能与调控 N-Cadherin、E-Cadherin的
表达从而抑制 EMT过程有关。
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胃癌是世界上最常见的消化道肿瘤之一，超过
70%的病例发生在发展中国家，并且仍然是全球癌
症死亡的主要原因之一［1］。尽管近几十年来胃癌
诊断和治疗取得了相当大的进展，但 5 年总生存率
仍不令人满意［2］。因此，进一步探索胃癌进展中新
的生物学标志物对于了解胃癌发展和设计治疗靶标
至关重要。

细胞的 ＲNA，如 mＲNA、circＲNA、tＲNA等，在不
同位点携带数百种不同的转录后加工修饰。6-甲基
腺苷( N6-methyladenosine，m6A) 是真核生物中 mＲ-
NA最丰富的内部化学修饰［3］。m6A 的动态调控蛋

白包括甲基转移酶( Writers) 、去甲基化酶( Erasers)
和读取基因( Ｒeaders) ［4］。其甲基转移酶是多组分
复合物，由 METTL3、METTL14、WTAP、KIAA1429、
ＲBM15 和 ZC3H13 组成［5］。最近研究［6 － 10］表明，
m6A相关蛋白参与了不同类型癌症的发生和发展，
如急性髓性白血病、胆管癌、胶质母细胞瘤和肝细胞
癌的发生发展都有 m6A甲基转移酶的参与。然而，
作为 m6A 甲基转移酶复合物的关键组分，KI-
AA1429 在胃癌的发生和发展中的功能作用仍有待
确定，该实验运用慢病毒干扰胃癌细胞 KIAA1429
的表达，观察其对胃癌细胞生物学性质的影响并初
步探讨其机制。

1 材料与方法

1． 1 细胞及细胞培养 人胃癌 SGC7901 和
MGC803 细胞株均购自中国科学院上海生命科学研
究院生物化学与细胞生物学研究所。人胃癌
SGC7901 和 MGC803 细胞在补充有 10%胎牛血清
( 美国 Gibco 公司) 和 1%青霉素 － 链霉素混合物
( 美国 Gibco 公司) 的 1640 培养基( 美国 Gibco 公
司) 中培养。将细胞置于 37 ℃、5%CO2 的细胞培养
箱( 美国 Thermo Fisher Scientific公司) 中培养。
1． 2 对照 /干扰细胞系的建立 人胃癌 SGC7901
和 MGC803 细胞用含 10%胎牛血清的 1640 培养液
培养至融合度约 70%，然后按照制造商( 上海 Obio
公司) 的说明，用 KIAA1429 干扰慢病毒和 pLKD-
CMV-G ＆PＲ-U6 阴性对照载体转染胃癌细胞，病毒
转染 24 h后更换含有 10%血清的新鲜培养基。最
后使用含 10 μg /ml嘌呤霉素的 1640 培养基筛选 14
d后继续扩增。所获得的稳定转染的对照组细胞和
干扰组细胞分别命名为 shＲNA和 shKIAA1429。
1． 3 实时荧光定量 PCＲ检测 SGC7901 和MGC803
细胞中 KIAA1429 mＲNA 表达 通过 TＲIzol 试剂
( 美国 Invitrogen 公司 ) 从培养的细胞中提取总
ＲNA，并根据制造商的说明书用 Primescript ＲT试剂
( 日本 TaKaＲa 公司) 逆转录合成 cDNA。通过使用
StepOne Plus Ｒeal-time PCＲ系统( 美国 Applied Bio-
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systems公司) ，用 SYBＲ Green ＲT-PCＲ 试剂盒 ( 日
本 TaKaＲa 公司 ) 进行所有 qＲT-PCＲ 的 mＲNA 分
析。以下引物用于 qＲT-PCＲ，KIAA1429 上游引物:
5'-GAGTAAGAGCCCATAGCAGT-3'，下游引物: 5'-
TAGCACCAGACCATCAGTATTCAC-3'; β-actin 上游
引物: 5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3'，下游引
物: 5'-GGGCACGAAGGCTCATCATT-3'。PCＲ 反应
总体系为 10 μl: ddH2O 3. 2 μl、Ｒox 0. 2 μl、上游和
下游引物各 0. 3 μl、Mix 5 μl、cDNA 1 μl。PCＲ扩增
条件: 95 ℃预变性 30 s; 95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30
s，设置 40 个循环。使用 2 － ΔΔCt方法计算 mＲNA 表
达的相对变化。
1． 4 Western blot 法检验 KIAA1429 蛋白水平
选取生长状态良好的胃癌 SGC7901 和 MGC803 细
胞，加入蛋白裂解缓冲液及蛋白酶抑制剂 ( 上海碧
云天公司) 冰上放置 20 min 后刮取细胞裂解物，4
℃、12 000 r /min 离心 10 min，吸取上清液并使用
BCA蛋白质测定试剂盒( 上海碧云天公司) 定量蛋
白质，加入蛋白上样缓冲液( 5 × ) 后水浴煮沸 5 min
使其充分变性，后置于 － 80 ℃冰箱保存备用。制备
12% SDS-PAGE，以 β-actin 作为内参，加入蛋白并
电泳。将蛋白以湿转法转移到 PVDF 膜上，并用
5%脱脂奶粉封闭 2 h，然后分别将膜放入用一抗稀
释液稀释配制的 KIAA1429 和 β-actin 抗体中，4 ℃
孵育过夜。次日将 PVDF 膜清洗 3 次后，分别加入
羊抗兔 IgG抗体( 1 ∶ 5 000，美国 CST 公司) 和兔抗
小鼠 IgG抗体( 1 ∶ 5 000，美国 CST公司) ，室温摇床
孵育 1 h。再将 PVDF 膜清洗 3 次后，加入显色液，
曝光并观察结果。
1． 5 Transwell细胞迁移侵袭实验 ① 细胞迁移
实验选取生长状态良好的胃癌 SGC7901 和 MGC803
细胞，以 0. 25%胰酶消化，终止消化后离心弃去培
养基，用不含血清的 1640 培养基重悬细胞，将细胞
密度调整至 1 × 105 /ml。反复多次吹打混匀细胞悬
液后，取 200 μl 细胞悬液加入 Transwell 小室上室。
24 孔板下室中加入 600 μl含 10%血清的 1640 培养
基，轻轻摇匀后放入培养箱中培养 24 ～ 48 h。取出
Transwell小室，弃去孔中培养液，用棉签轻轻擦掉上
室细胞，PBS洗 3 次，甲醇固定细胞 30 min，适当风
干小室后，使用 0. 1%结晶紫染色 20 min，PBS 洗 3
次，风干小室。将小室置于显微镜下，随机选取 4 个
视野观察细胞，拍照并记数。② 细胞侵袭实验将
Matrigel 基质胶与 1640 培养基进行 1 ∶ 15 比例稀释
后包被 Transwell 小室上室，置于 37 ℃培养箱 30

min使其聚合成凝胶，使用前进行基底膜水化，后续
实验步骤与细胞迁移实验相同。
1． 6 细胞划痕实验 选取生长状态良好的胃癌
SGC7901 和 MGC803 细胞，以 0. 25%胰酶消化，调
整细胞浓度，以每孔 8 × 104 个将细胞接种于 6 孔板
中，待细胞生长至覆盖皿底 80%以上时，使用 100
μl移液枪枪头在培养板上做十字划线，弃培养基，
PBS清洗 3 次更换新鲜培养基，显微镜下观察并拍
照后放回培养箱培养。24 h 后再次弃培养基，PBS
清洗 3 次更换新鲜培养基，显微镜下观察并拍照细
胞的迁移愈合情况，评价其转移能力。
1． 7 Western blot 法分别检测 shＲNA 和 shKI-
AA1429 细胞中 E-Cadherin、N-Cadherin 蛋白的表
达水平 分别收集 SGC7901、MGC803 shＲNA 和 sh-
KIAA1429 细胞，按 1. 4 节的方法检测细胞中 E-
Cadherin及 N-Cadherin蛋白的表达水平( 1 ∶ 1 000，
抗体均购自美国 CST公司) 。
1． 8 统计学处理 所有实验独立重复 3 次。实验
结果采用 SPSS 21. 0 及 Graph Prism 6. 0 软件进行分
析及绘图，定量资料以珋x ± s表示，使用 t检验进行比
较分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 慢病毒转染抑制 KIAA1429 mＲNA 表达 将
KIAA1429 干扰慢病毒载体和 pLKD-CMV-G ＆PＲ-
U6 对照载体感染胃癌细胞，应用实时荧光定量 PCＲ
法分别检测胃癌 SGC7901、MGC803 细胞 shＲNA 组
和 shKIAA1429 组 KIAA1429 mＲNA 的表达水平。
结果显示，与 shＲNA 组比较，shKIAA1429 组 KI-
AA1429 mＲNA 的表达水平明显下调，差异有统计
学意义( t = 20. 402、15. 627，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 实时荧光定量 PCＲ检测 KIAA1429 mＲNA水平

与 shＲNA组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 慢病毒转染抑制 KIAA1429 蛋白表达 进一
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步使用 Western blot 法检测胃癌 SGC7901、MGC803
细胞 shＲNA 组和 shKIAA1429 组 KIAA1429 蛋白的
表达水平。结果显示 shKIAA1429 组 KIAA1429 蛋
白相对表达量低于 shＲNA 组( 图 2 ) 。这与实时荧
光定量 PCＲ 的检测结果一致，说明在 SGC7901 和
MGC803 细胞中成功抑制 KIAA1429 基因的表达，可
以用于后续实验。

图 2 Western blot法检测 KIAA1429 蛋白表达水平
A1: 胃癌 SGC7901 细胞的 shＲNA组; B1: 胃癌 SGC7901 细胞的

shKIAA1429 组; A2: 胃癌 MGC803 细胞的 shＲNA 组; B2: 胃癌
MGC803 细胞的 shKIAA1429 组

2． 3 干扰 KIAA1429 抑制胃癌细胞的迁移和侵袭
分别对 SGC7901 和 MGC803 细胞进行 Transwell

细胞实验。迁移实验结果 ( 图 3A ) 显示，24 h 后
shKIAA1429组细胞迁移个数较 shＲNA组低，差异有
统计学意义( t = 4. 111、5. 662，P ＜ 0. 05 ) 。同时侵

袭实验结果( 图 3B) 显示，shKIAA1429 组的细胞迁
移率在 24 h较 shＲNA组低，差异有统计学意义( t =
6. 523、14. 581，P ＜ 0. 05) 。
2． 4 干扰 KIAA1429 抑制胃癌细胞的划痕愈合能
力 为进一步分析 KIAA1429 对胃癌 SGC7901 和
MGC803 细胞迁移的影响，采用划痕实验检测细胞
迁移能力。与 shＲNA 组比较，24 h 时 shKIAA1429
组划痕愈合率降低，差异有统计学意义( t = 6. 836、
10. 305，P ＜ 0. 05) 。见图 4。
2． 5 干扰 KIAA1429 影响 E-Cadherin、N-Cadher-
in蛋白表达 应用 Western blot法检测 shＲNA组和
shKIAA1429 组细胞的上皮间充质转化( epithelial-
mesenchymal transition，EMT) 分子标志物的表达情
况。结果显示，与 shＲNA 组比较，shKIAA1429 组细
胞 N-Cadherin蛋白表达减少，E-Cadherin 蛋白表达
增加，见图 5。

3 讨论

最近研究表明，m6A 基转移酶参与了不同类型
癌症的发生和发展，如 WTAP 在白血病细胞的异常
增殖中起重要作用［6］;同时在胆管癌特别是在淋巴

图 3 Transwell细胞实验检测胃癌细胞迁移、侵袭能力

A:迁移实验; B:侵袭实验;与 shＲNA组比较: * P ＜ 0. 05
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图 4 划痕实验检测胃癌细胞迁移能力

与 shＲNA组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 Western blot法检测胃癌细胞中
E-Cadherin、N-Cadherin蛋白相对表达水平

A1: 胃癌 SGC7901 细胞 shＲNA组; B1: 胃癌 SGC7901 细胞 shKI-

AA1429 组; A2: 胃癌 MGC803 细胞 shＲNA组; B2: 胃癌 MGC803 细

胞 shKIAA1429 组

结或血管内的转移性胆管癌细胞中过度表达:
WTAP的过度表达或干扰分别显著增加或减少胆管
癌细胞的迁移和侵袭［7］。Cui et al［8］发现在胶质母
细胞瘤干细胞( GSCs) 中，METTL3 沉默诱导的 m6A
水平降低导致癌基因如 ADAM19、EPHA3 和 KLF4
的上调，同时下调 CDKN2A 和 BＲCA2 等肿瘤抑制
因子的表达。但是 Visvanathan et al［9］得到了相反
的结论，他们发现 METTL3 介导的 m6A修饰是 GSC
维持所必需的，研究结果表明 METTL3 在 GSCs 中
上调，METTL3 的沉默则下调胶质瘤重编程因子
POU3F2、SOX2、SALL2 和 OLIG2 以抑制 GSCs 的生
长。对 于 肝 细 胞 癌 ( hepatocellular carcinoma，
HCC) ，抑制 METTL14 增强了 HCC 细胞的转移能

力，过表达 METTL14 则抑制细胞迁移和侵袭［10］。
最近研究［11］表明，KIAA1429 作为 m6A 甲基转移酶
多蛋白复合物的催化成分之一，在肿瘤进展中同样
起着至关重要的作用。然而，KIAA1429 对胃癌的发
生发展有何意义，目前尚无相关报道。

为探索 KIAA1429 在胃癌细胞转移活性中的作
用，本研究选取胃癌细胞系 SGC7901 和 MGC803 进
行慢病毒转染，结果显示 shKIAA1429 组 mＲNA 和
蛋白表达量较 shＲNA组显著降低，验证了转染模型
成功建立。通过 Transwell细胞侵袭实验，发现干扰
胃癌细胞 KIAA1429 基因后，细胞的侵袭能力随之
降低。接着 Transwell 细胞转移实验以及细胞划痕
试验结果表明，减少 KIAA1429 基因表达，胃癌细胞
的转移能力也随之降低。总之，本实验表明 KI-
AA1429 基因的表达可以促进胃癌细胞的迁移及侵
袭能力。

EMT 是胃癌进展的关键驱动因素，在胃癌侵
袭、转移和复发的早期阶段发挥着重要作用。EMT
诱导的细胞迁移并通过淋巴系统和血液到达其转移
生态位。并且 EMT 表型与恶性胃癌阶段相关［12］。
EMT是一个复杂的多步骤过程，它不仅是一种复杂
的形态学变化过程，同时与几种上皮和间充质基因
的转录或表达水平改变有关［13］。本研究显示，KI-
AA1429 基因表达受到抑制后，胃癌细胞中 EMT 过
程受到抑制，表现为 E-Cadherin表达上调而 N-Cad-
herin表达下调。这表明抑制 KIAA1429 基因的表
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达，减弱了胃癌细胞 SGC7901 和 MGC803 细胞侵袭
和迁移的能力，其中的机制可能与 EMT 过程受到
抑制有关。
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Effect of KIAA1429 knockdown on invasion and
migration of human gastric cancer cells and its mechanism

Miao Ｒan，Wu Lisheng，Dai Congcong，et al
( Dept of General Surgery，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To observe the effect of inhibiting KIAA1429 gene on the invasion and migration of gastric
cancer cells，and to explore its mechanism． Methods The cells were randomly divided into two groups． The
knockdown group and the control group were transfected with the interfering lentivirus against the KIAA1429 gene
and the negative control empty lentivirus． The expression of KIAA1429 mＲNA and protein was detected by quanti-
tative real-time polymerase chain reaction( qＲT-PCＲ) and Western blot． The migration ability was observed by cell
scratch assay and Transwell assay． The invasion ability was observed by Transwell assay． Western blot was used to
detect the expression of epithelial-mesenchymal transition( EMT) -related molecules( E-Cadherin，N-Cadherin) ． Ｒe-
sults The expression of KIAA1429 mＲNA and protein was decreased after inhibiting the expression of KIAA1429
gene． Compared with the control group，the number of transmembrane cells in the knockdown group was de-
creased，the migration distance was decreased at 24 h，the expression of N-Cadherin protein was decreased，the ex-
pression of E-Cadherin protein was increased ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Lentivirus-mediated inhibition of KI-
AA1429 gene expression can reduce the migration and invasion of gastric cancer SGC7901 and MGC803 cells． The
mechanism may be related to the regulation of N-Cadherin and E-Cadherin expression and inhibition of EMT．
Key words gastric cancer; KIAA1429; cell migration; cell invasion; epithelial-mesenchymal transition
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