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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression plas-
mid carrying tagln (the gene encoding transge-
lin) and establish the human colon carcinoma 
cell line RKO stably expressing tagln.  

TAGLN真核表达载体pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAG-
LN-mut及稳定转染细胞株的构建

方媛媛, 苏 红, 周慧敏, 林

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年9月8日; 20(25): 2397-2403
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

www.wjgnet.com

®

■背景资料
结肠癌是常见的
恶 性 肿 瘤 之 一 , 
90%的结肠癌患
者死于肿瘤转移. 
t ag ln 编码的 t ra -
nsgelin, 属钙调理
蛋白家族成员, 是
平滑肌分化的早
期标志物. 前期研
究发现transgelin
在有淋巴结转移
的结肠癌原发灶
中高表达.

METHODS: Using the Gateway Technology, a BP 
recombination reaction was performed using a 
construct carrying the tagln gene (pOTB7-TAGLN-
mut) and a donor vector (pDONR221) to create 
an entry clone (pDONR221-TAGLN-mut). An 
LR recombination reaction was then performed 
between the entry clone and the destination vec-
tor (pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST) to gener-
ate a recombinant plasmid (pcDNA6.2/EmGFP-
Bsd/V5-TAGLN-mut). The recombinant plasmid 
was confirmed by sequencing. Lipofectamine-
mediated transfection was performed in RKO cells 
and stable transfectants were selected. The stable 
expression of tagln in RKO cells was validated by 
real-time RT-PCR and Western blot. Matrigel inva-
sion assay was performed with these stable cell 
lines. 

RESULTS: Sequencing analysis showed that tagln 
was successfully inserted into the pcDNA6.2/
EmGFP-Bsd/V5-DEST plasmid. Real-time RT-PCR 
and Western blotting indicated that the expres-
sion of tagln increased remarkably in RKO cells 
transfected with the pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-
TAGLN-mut plasmid (RKO-TAGLN cells) as com-
pared to those transfected with the control vector 
(RKO-CTRL cells) and non-transfected RKO cells 
(relative mRNA expression levels : 45.58 ± 12.79, 
1.32 ± 0.43 vs 1, both P < 0.01; protein expression 
levels: 1.69 ± 0.04, 0.29 ± 0. 05 vs 0.29 ± 0.04, both P 
< 0.01). Overexpression of tagln increased cell inva-
sion by 161.76% ± 61.18% in RKO cells (P < 0.01). 

CONCLUSION: A eukaryotic expression plasmid 
carrying tagln has been successfully generated and 
a RKO cell line stably expressing tagln has been 
established. These lay a foundation for further 
research of the role of transgelin in human colon 
carcinoma. 
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■研发前沿
transgelin是一种
肌动蛋白结合蛋
白, 与细胞迁移、
侵 袭 有 关 ,  参 与
EMT的过程, 但在
各种肿瘤细胞中
的表达和作用并
不一致. transgelin
在结肠癌转移中
的 作 用 机 制 有
待 进 一 步 研 究 
阐明.

摘要 
目的: 构建携tagln基因的真核表达载体, 建立稳
定转染该质粒的人结肠癌细胞株RKO并鉴定. 

方法: 通过Gateway克隆技术, 使用pOTB7-
TAGLN-mut与pDONR221进行BP重组反应, 
产生入门克隆, 再与pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/
V5-DEST空载体进行LR重组反应, 生成目的
质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut. 
通过测序验证目的质粒的插入序列. 将携带
tagln 的真核表达载体和对照质粒稳定转染至
人结肠癌细胞株RKO. 通过实时荧光定量PCR
和免疫印迹检测tagln 的mRNA和蛋白表达水
平. 通过细胞侵袭实验了解transgelin在结肠癌
细胞RKO中的作用. 

结果: 携带tagln 的真核表达载体测序分析显
示插入序列及位点正确; 实时荧光定量PCR
及免疫印迹结果显示, 稳定转染重组目的质
粒的细胞株(RKO-TAGLN细胞)中tagln 的表
达水平与转染对照质粒的细胞株(RKO-CTRL
细胞)及野生型RKO细胞相比明显上调, 差异
具有统计学意义(mRNA相对表达水平分别为
45.58±12.79、1.32±0.43和1, P <0.01;蛋白质
灰度定量值为1.69±0.04、0.29±0.05和0.29
±0.04, P <0.01). 细胞侵袭实验提示, RKO-
TAGLN细胞较RKO-CTRL细胞的侵袭能力提
高(161.76%±61.18%, P <0.01). 

结论: 成功构建携tagln 基因的真核表达载体
并建立过表达transgelin的稳定细胞株和对照
细胞株, 为研究transgelin在结肠癌中的作用奠
定基础. 

关键词: Transgelin; 结肠癌; 人结肠癌细胞RKO; 
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0 引言

结肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一, 在
世界范围内, 其发生率在男性肿瘤患者中居第3
位, 在女性肿瘤患者中居第2位. 近年来, 结肠癌

的发病率在南美, 东欧以及亚洲呈现上升趋势, 
我国的结肠癌发病率也在逐年升高[1-3]. 在美国

和西欧国家, 随着早期诊断和治疗水平的上升, 
结肠癌的病死率已经开始出现下降趋势[4]. 然而

结肠癌转移是患者死亡的主要原因. 因此, 除早

期诊断外, 有效抑制结肠癌转移, 对于延长患者

的生存期也具有非常重要的意义. transgelin是
一种在物种间高度保守的蛋白, 早期在人成纤

维细胞中被发现, 属于平滑肌蛋白[5]. 近年来, 由
于发现transgelin在肿瘤组织中存在异常表达, 因
此transgelin与肿瘤的关系逐步受到学界的重视. 
在既往的研究中, transgelin在肿瘤中所起的作

用并不一致, 在各种肿瘤组织中的表达也呈现

不同趋势, 甚至有学者提出, transgelin主要在肿

瘤间质中表达, 由于肿瘤间质组织含量不同造

成了transgelin表达的不同[3]. 然而, 在我们的前

期研究中, 利用激光显微切割技术, 从结肠癌组

织中收集肿瘤细胞进行定量蛋白组学分析, 发
现transgelin在淋巴结转移阳性组中的表达明显

高于淋巴结转移阴性组, 因此我们认为结肠癌

细胞中transgelin高表达起促进转移的作用[6]. 在
本研究中, 我们通过Gateway克隆技术构建携带

tagln (编码transgelin蛋白的基因)的真核表达载

体, 建立过表达transgelin的人结肠癌稳定细胞株

RKO及对照细胞株, 为进一步研究transgelin在
结肠癌转移中的作用机制奠定了基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 包含tagln全长的质粒pOTB7-TAGLN-
mut由Georgia Health Sciences University, GA, 
USA的Dr William S Dynan惠赠, 此质粒中的tagln
含有2个位点的同义密码子突变[6]. NotⅠ限制性

内切酶购自New England Biolabs; 质粒pcDNA6.2/
EmGFP-Bsd/V5-DEST、pDONR221、BP Clon-
ase Ⅱ混合物、LR Clonase Ⅱ混合物、感受态大

肠杆菌菌株TOP 10、Lipofectamine 2000、blasti-
cidin及TRIzol均购自Invitrogen; 质粒小提试剂盒

购自QIAGEN; 质粒大提试剂盒购自OMEGA; 人
结肠癌细胞株RKO购自中国科学院典型培养物

保藏委员会细胞库; EMEM培养基、胎牛血清和

OPTI-MEMⅠ培养基均购自Gibco; 胰蛋白酶购

自Bioind; 提取蛋白质的裂解液购自Santa Cruz; 
兔抗人transgelin抗体和鼠抗人GAPDH抗体均购

自Abcam; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔和山

羊抗鼠抗体均购自Sigma-Aldrich; 实时定量PCR
试剂盒购自TaKaRa. 
1.2 方法

1.2.1 transgelin真核表达载体pcDNA6.2/EmGFP-
Bsd/V5-TAGLN-mut的构建: 首先将pOTB7-
TAGLN-mut质粒线性化, 即取2 μg质粒、NotⅠ 
限制性内切酶(10 U/μL)1 μL、10×NE缓冲液
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■相关报道
与本研究结果相
似 ,  L e e 等 发 现 , 
transgelin能促进肿
瘤干细胞的迁移
和侵袭; Hidalgo等
发现transgelin过表
达于子宫内膜异
位组织, 可能参与
内膜细胞的迁移
和侵袭. 而Thomp-
son的报道却发现
transgelin的缺失能
增加肌动蛋白动
力从而促进肿瘤
细胞迁移.

3 2 μL和10×BSA 2 μL, 补充DNase/RNase-free 
water至20 μL混匀; 37 ℃孵育 2 h后加入乙醇

50 μL, 3 mol/L醋酸钠2 μL; 4 ℃、12 000 g离心

1 min, 将线性化的质粒沉淀; 用700 mL/L乙醇洗

涤沉淀 2次; 4 ℃、7 500 g离心5 min; 风干后用

TE buffer 溶解DNA. 
根据Gateway克隆技术(http://www.invit-

rogen.com)进行BP反应, 将150 ng线性化质粒

pOTB7-TAGLN-mut、150 ng质粒pDONR221(1 
μL)以及TE缓冲液混合(总体积8 μL)置于1.5 mL 
EP管中; 加入2 μL BP ClonaseⅡ混合物于25 ℃
反应3 h; 加入2 μL蛋白激酶K(2 μg/μL); 37 ℃孵

育10 min终止BP反应; 取2 μL BP反应产物转化

50 μL TOP10感受态大肠杆菌, 将转化反应产物

接种至含100 μg/mL卡那霉素的固体LB培养基; 
于37 ℃培养14 h后挑取单克隆菌落; 其后将菌

落接种至含100 μg/mL卡那霉素的液体LB培养

基中; 37 ℃恒温摇床225 r/min振荡培养12 h; 取
菌液接种至含有25 μg/mL氯霉素的固体LB培

养基(原pDONR221含有氯霉素耐药基因, 经重

组反应插入目的基因后, 氯霉素耐药基因消失); 
37 ℃培养24 h后无菌落生长, 上述双重筛选初

步验证BP反应产生正确的入门克隆pDONR221-
TAGLN-mut. 

使用经测序验证的入门克隆进行L R反

应, 取150 ng pDONR221-TAGLN-mut、150 ng 
pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST(1 μL)和TE缓
冲液混合(总体积8 μL)置于1.5 mL EP管中, 加
入2 μL LR ClonaseⅡ混合物, 混匀后于25 ℃反

应2 h, 加入2 μL蛋白激酶K(2 μg/μL), 于37 ℃孵

育10 min终止LR反应. 取2 μL LR反应产物转化 
50 μL感受态大肠杆菌TOP10, 将转化反应产

物接种到含有100 μg/mL氨苄西林的固体LB
培养基, 挑选单克隆菌落小规模扩增, 经过上

述含氯霉素的固体LB培养基的双重筛选(质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST含有氯霉素耐

药基因, 经重组反应插入目的基因后, 氯霉素耐

药基因消失), 挑选出符合条件的菌落进行进一

步扩增(具体步骤同BP反应). 根据质粒提取试剂

盒的方法提取质粒. 
1.2.2 入门克隆pDONR221-TAGLN-mut和重组

目的质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-
m u t测序分析 :  将入门克隆和重组目的质粒

送宝生物工程 (大连 )有限公司进行测序 ,  入
门克隆使用引物M13F和M13R, 序列分别为

5'-GTAAAACGACGGCCAG-3'和5'-CAG-

GAAACAGCTATGAC-3'; 重组目的质粒使用引

物T7-F和V5-R, 序列分别为5'-TAATACGACT-
CACTATAGGG-3'和5'-ACCGAGGAGAGGGT-
TAGGGAT-3'. 
1.2.3 细胞培养及稳定细胞株构建: 人结肠癌

细胞株RKO用含有100 mL/L胎牛血清(FBS)的
EMEM培养基(Eagle's minimal essential medium)
在含50 mL/L CO2的37 ℃恒温培养箱中培养, 用
0.25%胰蛋白酶-EDTA消化传代. 

R K O细胞分别转染目的质粒p c D N A6.2/
EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut和空载对照质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST, 细胞分别命名

为RKO-TAGLN和RKO-CTRL. 转染前24 h, 以
20×104/孔的密度将细胞接种至24孔板中. 转染

当天细胞融合度达90%, 按转染试剂说明将2 μL 
Lipofectamine 2000和2 μg质粒分别溶于50 μL 
OPTI-MEMⅠ培养基中, 两者混匀后室温孵育30 
min, 滴入相应细胞培养孔中轻微震荡摇匀. 孵育

8 h后更换新鲜培养基, 24 h后消化细胞, 以1∶30
稀释接种至直径60 mm培养皿中, 并用含50 μg/
mL blasticidin的普通培养基继续培养, 每3 d换液

1次. 2 wk后可在倒置荧光显微镜下观察到表达

绿色荧光蛋白的细胞集落形成. 标记后挑取单克

隆, 继续用50 μg/mL blasticidin的普通培养基进

行培养扩增, 其后将携带相同质粒的数株单克隆

细胞混合培养. 转染细胞进入稳定状态后, 用25 
μg/mL blasticidin维持培养. 
1.2.4 PCR检测: TRIzol法提取稳定转染细胞株

RKO-TAGLN、RKO-CTRL和野生型RKO细

胞(以下称RKO-WT)的总RNA, 并逆转录生成

cDNA, 再以cDNA为模板, 进行实时定量PCR
扩增, 目的基因t ag ln的上游引物为5'-GTTC-
CAGACTGTTGACCTCTTT-3', 下游引物为

5'-CTGCGCTTTCTTCATAAACC-3'. 以GAPDH
作为内参, 其上游引物为5'-ACAGCCTCAAGAT-
CATCAGCAAT-3', 下游引物为5'-ATGGACTGT-
GGTCATGAGTCCTT-3'. PCR反应条件为95 ℃ 
30 s后95 ℃ 5 s, 60 ℃ 20 s , 循环40次, PCR扩增

结束后绘制熔解曲线, 对目的基因的表达采用 
2-△△Ct法行相对定量分析. 
1.2.5 免疫印迹检测: 应用RIPA buffer(Santa 
Cruz)提取稳定转染细胞株RKO-TAGLN、RKO-
CTRL和RKO-WT的总蛋白. 取25 μg蛋白上样, 
120 V恒压电泳1.5 h后转至硝酸纤维膜(NC膜), 
30 V转膜1 h. 用含30 g/L BSA的TBST封闭NC膜
1 h, 其后分别加入一抗(抗transgelin 1∶500, 抗
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■创新盘点
使用gateway克隆
技术构建携tagln
基因的真核表达
载体, 并建立过表
达transgelin的稳
定细胞株, 并初步
验证了transgelin
在结肠癌细胞中
的 相 关 生 物 学 
功能.

GAPDH 1∶4 000), 4 ℃摇床孵育过夜. TBST洗
膜3次, 每次10 min, 后加入相应二抗(辣根过氧

化物酶标记的山羊抗鼠或者山羊抗兔IgG 1∶
30 000), 室温摇床孵育1 h. TBST洗膜3次, 每次

10 min, ECL化学发光, 胶片曝光. 胶片经扫描后, 
采用Quantity One软件进行灰度分析. 
1.2.6 细胞侵袭实验: 用无血清EMEM培养基稀

释matrigel至650 μg/mL, 每个transwell小室用 
100 μL的matrigel稀释液包被. 实验前, 用不含

FBS的EMEM培养基培养细胞24 h, 将细胞消化

后计数, 用含10 g/L BSA的EMEM培养基重悬

细胞, 调整细胞密度为200×104/mL, 在transwell
小室中加入100 μL细胞悬液. 在24孔板中加入 
600 μL含100 mL/L FBS的EMEM培养基, 将小室

放入24孔板内, 放入37 ℃温箱培养48 h. 取出小室

至干净的24孔板, 吸去上室培养基, 在24孔板内

加入600 μL 4%多聚甲醛固定20 min, 取出后用棉

签拭去小室膜上方的细胞. 风干后用800 μL 1 g/L
结晶紫染色15 min, 然后用流动的清水洗净小室, 
风干后倒置相差显微镜进行拍摄. 拍摄后用100 
μL 10%醋酸洗脱至96孔板内, 酶标仪测量A 595. 

    统计学处理 采用方差分析对两株稳定转染细

胞和野生型RKO细胞的tagln  mRNA及蛋白表

达水平差异进行统计分析. 通过t检验分别对两

株稳定转染细胞的侵袭能力差异进行统计分析. 
数据通过SPSS13.0统计软件包进行处理. P <0.05
为差异具有显著性. 

2  结果

2.1 入门克隆和重组目的质粒的序列鉴定 测序

结果表明目的基因在预期位点成功插入, 且序

列正确(图1), 表明入门克隆pDONR221-TAGLN-
mut和重组目的质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-
TAGLN-mut构建成功. 
2.2 稳定转染细胞系的建立 转染了目的质粒

pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut和对照

质粒pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-DEST的RKO细

胞株, RKO-TAGLN和RKO-CTRL, 经过传代培

养2 mo后, 在倒置荧光显微镜下观察, 两株细胞

均一表达绿色荧光(图2). 
2.3 tagln 在稳定转染细胞系中表达的鉴定 实时

定量PCR结果显示, RKO-TAGLN细胞中tagln 

A pDONR221-TAGLN-mut

651 661 671 681

B pcDNA6.2/EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-mut

561 571 581 591

图  1  质粒测序图. A: BP反应产物, 质粒pDNOR221-TAGLN-mut部分测序; B: LR反应产物, 质粒pcDNA6.2/EmGFP-

Bsd/V5-TAGLN-mut部分测序.

图  2  绿色荧光蛋白在稳定
转染目的质粒和对照质粒的
人结肠细胞RKO中的表达. A, 

B: 转染目的质粒pcDNA6.2/

EmGFP-Bsd/V5-TAGLN-

mut的RKO稳定细胞株(RKO-

TAGLN); C, D: 转染空载对

照质粒pcDNA6.2/EmGFP-

Bsd/V5-DEST的RKO稳定细

胞株(RKO-CTRL). 其中A, C

为相差显微镜视野; B, D为荧

光显微镜视野.

A B

DC
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mRNA表达水平与其余两组相比, 明显增高超过

40倍(P <0.01). RKO-CTRL与RKO-WT细胞相比,  
tagln  mRNA表达水平无统计学差异(图3A). 免
疫印迹灰度值分析显示, RKO-TAGLN与RKO-
CTRL和RKO-WT细胞相比, transgelin蛋白表达

水平分别增高(499.71%±113.45%)和(498.39%
±97.09%), 差异均有统计学意义(P <0.01). RKO-
CTRL与RKO-WT细胞的transgelin表达水平无

统计学差异(图3B). 上述结果表明两株稳定细胞

构建成功. 
2.4 细胞侵袭能力的变化 经过侵袭实验侵袭至

transwell小室膜下方的细胞经过固定、染色后

(图4A, B). 继而使用洗脱液将细胞洗脱, 通过

测量洗脱液的A 595值来评价细胞的侵袭能力. 结
果显示, RKO-TAGLN细胞的A 595值为0.3398±
0.1125, RKO-CTRL细胞为0.1358±0.0493, 提示

RKO-TAGLN细胞的侵袭能力比RKO-CTRL细
胞显著增高(161.76%±61.18%), 差异有统计学

意义(P <0.01, 图4C). 提示transgelin能增加结肠

癌细胞RKO的侵袭能力. 

3  讨论

传统的酶切和连接法构建载体, 酶切位点的选

择上有比较多的局限性, 不仅需要回避目的基

因内部的酶切位点以及选择载体多克隆位点区

的酶切位点, 并且要保证在载体的插入方向正

确, 操作复杂且克隆效率偏低, 载体与宿主系统

之间具有较强的依赖性. Gateway克隆技术是一

种新的通用型载体构建方法, 基于λ噬菌体位点

特异性重组系统[7], 包括BP反应(包含attB位点的

PCR产物、cDNA等与含attP位点的donor载体在

BP Clonase Ⅱ混合物作用下反应生成入门克隆)
和LR反应(包含attL位点的入门克隆与含有attR
位点的目的载体在LR Clonase Ⅱ混合物作用下

生成目的基因真核表达载体). 这种克隆技术保

持开放阅读框不变, 快速高效实现DNA片段转

移[8]. 能够将基因高效地克隆到一个或多个与

Gateway克隆技术兼容的载体系统中. Gateway
入门载体两端的接头不同, 能够很好地解决目

的基因连入的方向问题, 而且, 在中间载体和表

达载体上含有ccdB基因, 在普通大肠杆菌菌株

中, ccdB蛋白可导致促旋酶介导的双链DNA断

裂, 故携带有此基因的载体无法在普通大肠杆

菌中繁殖, 只有发生重组被目的基因片段替换

后, 才可以使宿主菌不受影响, 这就大大减低了

载体构建过程中的假阳性[9]. 在植物表达载体的

构建中, 这种技术已经得到广泛应用[10], 在国外

Gateway克隆技术已普遍应用于生物医学, 但在

国内仍未被广泛应用. 
transgelin, 又称SM22(smooth muscle pro-

tein22), 是一种22 kDa大小的高度保守蛋白, 其
基因定位于人类染色体11q23.2[11], transgelin普
遍存在于血管和内脏平滑肌细胞中, 是平滑肌

分化的早期标志[12]. 早期对于transgelin的研究

主要集中在平滑肌细胞和衰老细胞中的功能[13],  
随着研究的不断进展, transgelin与肿瘤的相关性

逐渐受到人们的重视. 在结肠癌、肝癌以及前

列腺癌等恶性肿瘤中, 均发现transgelin的过表达
[6,14,15]. 也有部分研究[11,16]显示, transgelin在肿瘤

组织中呈现低表达. 因而, transgelin在肿瘤的发

生发展中的作用尚不明确. 前期实验中, 通过激

光显微切割对有无淋巴结转移的结肠癌原发灶

中的肿瘤细胞成分进行蛋白组学分析, 发现淋

巴结转移阳性的结肠癌细胞中的transgelin表达

明显高于淋巴结转移阴性组, 因此我们认为结

肠癌细胞高表达transgelin能够促进肿瘤转移[6]. 
transgelin是肌动蛋白结合蛋白[17], 属于钙

调理蛋白家族的成员, 具有N端钙调理蛋白同源

性区域(CH)和C端钙调理蛋白样模块(CLIK), C
端钙调理蛋白样模块(CLIK)是结合肌动蛋白的

必要区域[18]. 肌动蛋白参与细胞骨架的形成, 而
细胞骨架在细胞增殖、凋亡和迁移等过程中扮

演重要角色[19,20]. transgelin可能作用于肌动蛋白, 
调节细胞骨架, 进而促进肿瘤细胞的转移. 

从tagln的基因结构看, 包含有转化生长因

子β(TGF-β)调控元件[21]和SMAD蛋白结合位 

■应用要点
通过研究transge-
lin在结肠癌转移
中的作用机制, 为
结肠癌转移提供
新的分子基础, 为
进一步预防和控
制结肠癌转移提
供新的靶点.

70

60

50

40

30

20

10

  0

m
R

N
A

相
对

表
达

量

1
2
3

b

tagln

A

GAPDH

transgelin

B

1     2     3

图  3  tagln 分别在稳定转染目的质粒、对照质粒和野生
型人结肠癌细胞RKO中的表达. A: 实时定量RT-PCR检测

TAGLN在两株稳定细胞和野生型RKO细胞中的mRNA表

达水平, 以GAPDH为内参, 为3次独立实验所得(P <0.01); 

B: 免疫印迹检测TAGLN在两株细胞稳定细胞和野生型

RKO细胞中的蛋白表达水平, 以GAPDH为内参; 1: RKO-

TAGLN; 2: RKO-CTRL; 3: RKO-WT.
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点[22], Yu等[23]对人肺上皮细胞A549细胞的研究

表明, TGF-β通过Alk5/SMAD3信号通路作用于

tagln , 诱发上皮间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition, EMT), 引起肺上皮细胞的迁移. 这些

研究表明, transgelin很可能参与EMT过程. EMT
是一个非常复杂的分子过程, 上皮细胞可以通

过EMT过程“褪去”已分化细胞的特性, 比如

细胞间的粘附现象、细胞极性现象、细胞缺乏

运动能力等这些表型, 获得间质细胞的特征, 比
如细胞具备移动能力、侵袭能力、抗凋亡能力

等[24]. 新近有研究发现transgelin过表达于子宫内

膜异位组织, 可能参与子宫内膜细胞的迁移和

侵袭[25]; 也有研究显示, transgelin能促进肿瘤干

细胞的迁移和侵袭[15]. 但也有报道发现, transge-
lin的缺失能增加肌动蛋白动力从而促进肿瘤细

胞迁移[26]. 通过研究transgelin在结肠癌转移中的

作用, 了解其分子的机制, 将为抑制结肠癌转移

提供新的靶点. 
本研究成功构建携tagln的绿色荧光蛋白真

核表达载体, 并建立了稳定表达transgelin以及对

照质粒的人结肠癌细胞株RKO, 通过细胞侵袭

实验初步验证了transgelin在结肠癌细胞RKO中

的作用, 为我们进一步研究transgelin在结肠癌细

胞中的功能及在结肠癌转移中的作用机制奠定

了基础. 

志谢 感谢中山大学孙逸仙纪念医院肿瘤科程帝
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图(×100); C: 检测洗脱液A 595值, 结果为3次独立实验所得(P<0.01).
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H.pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白.
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