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Abstract
AIM: To construct sense and antisense KAI1 expression
plasmids and to explore their effects on KAI1 protein expression
in MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells with high
metastatic potential.

METHODS: Sense and antisense KAI1 expression plasmids
were constructed using subclone technique and transfected
into MHCC97-H cells by DOTAP liposome system. KAI1 protein
expression in transfected MHCC97-H cells was analyzed
with immunocytochemical SP method.

RESULTS: Analysis of restriction endonuclease indicated
the structure of two recombinants was consistent with the
expected results of sense and antisense KAI1 expression
plasmids. Compared with MHCC97-H cells, KAI1 protein
staining in the MHCC97-H-S cells transfected with sense
KAI1 expression plasmid was obviously enhanced(Integra
Oculus Dehter ,IOD 20.127±5.099 vs 12.675±1.921,P <0.05).
However, KAI1 expression in the MHCC97-H-AS cells trans-
fected with KAI1 antisense gene was obviously weakened
(IOD 8.681±2.472 vs 12.675±1.921, P <0.05).

CONCLUSION: We successfully constructed sense and
antisense KAI1 expression plasmids. Sense KAI1 gene can
upregulate the expression of KAI1 protein in MHCC97-H

cells. On the other hand, antisense KAI1 gene can
downregulate the expression of KAI1 protein in MHCC97-H
cells.

Si SH, Yang JM, Luo YH, Fang DC, Zhou P. Effects of KAI1 gene on
KAI1 protein expression in MHCC97-H hepatocellular carcinoma cells
with high metastatic potential. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(9):1341-1344

摘要

目的: 构建KAI1基因正 反义真核表达质粒 了解其对

高转移潜能的MHCC97-H肝癌细胞KAI1蛋白表达的影响.

方法: 利用亚克隆技术构建KAI1基因正 反义真核表达质

粒 并用脂质体法将其分别转入高转移潜能的MHCC97-H肝

癌细胞系 通过免疫细胞化学SP法检测KAI1蛋白表达情况.

结果: 限制性内切酶分析证明两个重组子的结构均与KAI1

正 反义基因表达质粒的预期结构一致. 免疫细胞化学SP

法检测显示 转入正义KAI1基因后的肝癌细胞KAI1蛋白

染色加深  (细胞积分光密度 integra oculus dehter IOD

20.127 5.099 vs 12.675 1.921 P <0.01); 而转入反

义KAI1基因的肝癌细胞则KAI1蛋白染色变浅  (IOD 8.681

2.472 vs 12.675 1.921 P <0.01).

结论: 成功构建了KAI1基因正 反义真核表达质粒. KAI1

正义基因能上调肝癌细胞KAI1蛋白的表达 相反 KAI1

反义基因则能下调肝癌细胞KAI1蛋白的表达.
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0   引言

肝癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一[1-7] 在诊断时多

已发生肝内或远处转移 部分患者虽可进行手术切

除 但术后复发率高[8-16]. 因此 转移与复发是影响肝

癌预后的最主要因素[17]. KAI1基因是近年来发现的一种

新的肿瘤转移抑制基因 国外已在前列腺癌等肿瘤的

研究中得到证实[18] 但KAI1基因在肝癌转移中的作用

尚不清楚.我们利用亚克隆技术构建了正 反义KAI1基

因真核表达质粒 并将其分别转染入具有高转移潜能

的肝癌细胞系MHCC97-H 以免疫细胞化学SP法观

察其对肝癌细胞KAI1蛋白表达的影响.
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1   材料和方法

1.1 材料  pCMV-KAI1表达质粒由美国国立卫生研究院

(NIH) Barrett教授和Dong博士惠赠 其中1.6 kb的KAI1

cDNA经Xhol I 位点插入 pCMV-neo 构成重组质粒

pCMV-KAI1; 真核表达质粒载体pCI-neo为 Promega公

司产品 大肠杆菌株DH5 由本室周平博士惠赠; 各种

限制性内切酶 小牛肠碱性磷酸酶 T4 DNA连接酶均

为New England  Biolabs公司产品; 凝胶提取试剂盒 快

速质粒提取盒为 Promega 公司产品; 转染用脂质体

DOTAP为Roche公司产品; 筛选用G418抗生素为Pierce

公司产品. 培养细胞用高糖DMEM培养基和胎牛血清为

Hyclone公司产品; 免疫细胞化学SP试剂盒及DAB染色

试剂盒为北京中山生物技术有限公司产品. KAI1兔抗人

单克隆抗体为Santa Cruz公司产品; MHCC97-H是一种

高转移潜能的肝细胞癌细胞系[19] 购自上海复旦大学

医学院中山医院肝癌研究所.转染前后均以高糖DMEM

培养基(加 100 ml/L 胎牛血清 青霉素100 kU/L 链

霉素100 kU/L)在 37 50 ml/L CO2 饱和湿度条件

下培养.

1.2 方法  KAI1 基因正 反义真核表达质粒的亚克隆

重组及鉴定.  经分析物理图谱以Xba I将pCMV-KAI1表

达质粒(全长8.2 kb)及真核表达载体质粒pCI-neo(全长

5.47 kb)酶切 电泳证实酶切完全后 用凝胶提取试剂

盒提取来自pCMV-KAI1 表达质粒 含KAI1 cDNA的

3 kb目的片段和线性化的pCI-neo. 为防止线性化载体

的粘性未端发生自身环化或串联 以小牛肠碱性磷酸

酶(CIP)将线性化的真核表达载体质粒pCI-neo 5 端去

磷酸化 然后用T4 DNA连接酶将目的片段与线性化质

粒载体连接. 连接产物转化DH5 制备的感受态细菌

铺板经氨苄青霉素筛选菌落 扩增后以快速质粒提取

盒提取质粒 进而酶切鉴定.基因转染及细胞的筛选.

MHCC97-H细胞在6孔培养板中 用含100 mL/L胎牛

血清的高糖DMEM 在37 50 mL/L CO2条件下培

养至细胞60-80 %汇合. 采用DOTAP脂质体介导基因

转染的方法(按产品说明书操作). 准备溶液A: 于100 µL
无血清DMEM细胞培养液中加6 µg 质粒. 准备溶液B:
于85 µL无血清高糖DMEM细胞培养液中加15 µL脂质
体 轻轻混匀A B液 室温放置15 min 补足1 mL

无血清高糖DMEM 加在用无血清高糖DMEM培养液

洗过两次的细胞单层上 37 50 mL/L CO2培养8 h.

换用含100 mL/L胎牛血清的高糖DMEM培养基 37 

50 mL/L  CO2培养48 h 按1 4传代 加含1 000 mg/L

G418的培养基进行筛选 直到筛选出阳性克隆. 混合所

有阳性克隆 再扩增培养 G418以250-300 mg/L维持.

设立空载体pCI-neo转染作为对照. 免疫细胞化学分析.

采用免疫细胞化学SP法 操作过程依说明书进行. 阴

性对照以PBS代替一抗 苏木素染色前以TIGER-920

图像仪(V3.3)进行图像分析.

       统计学处理  采用 SPSS(V10.0)统计程序包进行分

析 P <0.05 为差异显著 P <0.01 为差异非常显著

P >0.05为差异不显著.

2   结果

2.1 KAI1正反义真核表达重组质粒构建及鉴定  因pCMV-

KAI1质粒与真核表达载体质粒pCI-neo均系采用Xba I

酶切 因此 重组后目的片段就有正 反两个方向插入

的可能.为证实并区分重组的正 反义真核表达质粒 选

取目的片段中一个偏离中心位置的Sal I 酶切位点及

pCI-neo 本身的一个Sal I 位点 用Sal I 酶切重组子

分别得到预测的正义重组质粒的2.25 kb 6.22 kb两个

片段及反义重组质粒的0.75 kb 7.72 kb 两个片段(图

1A).为进一步证实目的片段已插入载体 再用Xba I 酶

切所获得的两个重组子 均又重新获得3 kb 及 5.4 kb

片段(图 1B) 证明已获得KAI1正 反义真核表达质粒

两个重组子 分别命名为pCI-KAI1及 pCI-anti-KAI1.

KAI1基因正反义真核表达质粒构建流程如图2所示.

M: DNA/Hind  Marker (23.13 kb, 9.42 kb, 6.56 kb, 4.36 kb, 2.32
kb, 2.02 kb) 1, 2: pCI-KAI 3, 4: pCI-anti-KAI1.
图 1  正反义重组质粒的Sal I和 Xba I酶切图.

         KAI1基因正义真核表达质粒 KAI1基因反义真核表达质粒

图2  KAI1基因正反义真核表达质粒的构建流程图.

2.2 免疫细胞化学分析  转染pCI-KAI1的肝癌细胞命名

为MHCC97-H-S 转染pCI-anti-KAI1的肝癌细胞命
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名为MHCC97-H-AS. 免疫细胞化学 SP 法检测显示

MHCC97-H-S细胞KAI1蛋白染色较MHCC97-H细胞

深 IOD为 20.127 5.099 MHCC97-H细胞为12.675

1.921(均为苏木素染色前测定) 二者有明显区别(P <0.05);

而MHCC97-H-AS细胞KAI1蛋白染色较MHCC97-H

细胞浅 IOD为 8.681 2.472 与MHCC97-H细胞

有明显区别(P <0.05). 苏木素染色后的图像见(图3 A-C).

转染空载体 pCI-neo 后细胞 KAI1 蛋白染色情况与

MHCC97-H细胞则无明显差别.

图3  免疫组化SP染色结果(SP 400).
A  MHCC97-H-S细胞.
B  MHCC97-H细胞.
C  MHCC97-H-AS细胞.

3   讨论

流行病学的研究资料表明 近年来我国肝细胞癌的发

病率有明显增加趋势. 但有关肝细胞癌的发病机制 目

前仍不完全清楚. 分子生物学方面的研究显示癌基因异

常表达与抑癌基因异常失活是癌细胞无限增生的重要

原因[20-24]. 肿瘤不仅在原发灶通过肿瘤血管从宿主获得

营养 而且向宿主输出大量恶性细胞 导致肿瘤不断

生长和转移[25-28]. 因此 肿瘤的转移和复发机制及其防

治研究已成为当今肿瘤研究的重点方向之一.

        KAI1基因是Dong et al [18]于1995年首先在前列腺癌

细胞中克隆出的一种肿瘤转移抑制基因.该基因位于人

类染色体11p11.2 编码产物为含267个氨基酸的细胞

膜糖蛋白 Mr 29 600道尔顿.进一步的研究显示 KAI1

不仅在前列腺癌细胞表达下调 而且在食管癌[29] 胃

癌[30] 肝癌[31] 胰腺癌[32,33] 结直肠癌[34]等多种消化

系统转移性肿瘤中表达下调. 其分子结构中有4个疏水

区和1个含有3个潜在N-糖基化位点的细胞外亲水区

因而属跨膜4超家族(transmembrane 4 superfamily

TM4SF)成员. 因他们均系细胞膜糖蛋白 作用于细胞-

细胞或细胞-细胞间基质之间 故推测其可能介导细胞

间及细胞与间质之间的黏附 因而其表达的下调可能

参与肿瘤细胞的转移.目前 有关KAI1基因与肝细胞癌

关系的研究文献报道很少. Sun et al用RT-PCR法研究

了42例肝癌标本 发现57.1 %的肿瘤组织中KAI1表

达呈阳性. 其表达率与肝癌大小 有无包膜及AFP是否

阳性无关 但有肝内转移者比无肝内转移者表达率明

显下降 [31]. Guo et al 用 Northern blot 及原位杂交技术研

究也有类似的发现[34]. 这些研究结果提示KAI1基因可能

在肝癌细胞侵袭及转移中起着重要作用.

        虽然有关KAI1基因与人类肿瘤转移抑制关系的研

究已有不少报道 但大多是从临床病理学的角度进行

目前KAI1基因在肝癌转移中作用及其机制仍不清楚. 在

本实验中 通过亚克隆重组技术 并经酶切证实 成功

构建了KAI1基因的正 反义真核表达质粒 并应用脂

质体DOTAP转染技术将其分别转入具有高转移潜能的

肝癌细胞系MHCC97-H中. 结果显示转入正义KAI基

因后肝癌细胞中KAI1蛋白表达上调 相反 转入KAI1

反义基因后则KAI1蛋白表达下调. 说明KAI1 正 反

义基因转染可影响肝癌细胞KAI1蛋白的表达. 这种基因

转染对高转移潜能MHCC91-H肝癌细胞系的生长 侵

袭 转移的影响及其机制的研究 我们正在进行之中.
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