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稳定沉默CD14胃腺癌SGC-7901细胞体系的构建

张 涛, 曹火留, 罗淑娟, 郑东林, 陈远能
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■背景资料
1996年幽门螺杆
菌(Helicobacter 
pylori , H. pylori )
被 W H O 指 出 为
I 类 致 癌 因 子 而
为 医 学 界 所 共
识 ,  但是关于H . 
p y l o r i 导致胃癌
的具体机制尚未
明晰, 2006-2010
年在《nature》 ,
《science》等杂
志均刊出文章明
确“炎症作为第7
大致癌因素, 尤其
是非可控性炎症
在肿瘤的发生、
发展中占据重要
地位”, 由此我们
开展H. pylori 感
染相关胃癌研究, 
从先天免疫模式
识别角度, 探讨H. 
pylori 在胃癌发生
中的地位和可能
机制. 
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Abstract
AIM: To develop a SGC-7901 cell line with stably 
silenced expression of CD14 to provide an ex-
perimental basis for the study of the pathogen-
esis of gastric cancer. 

METHODS: A CD14-shRNA lentiviral vec-
tor was constructed to transfect gastric cancer 
SGC-7901 cells. RT-PCR and Western blot were 
used to detect the CD14 mRNA and protein 
levels in untreated SGC-7901 cells (blank con-
trol group), SGC-7901 cells transfected with 
NC-CD14 shRNA (NC-CD14 shRNA control 
group) and SGC-7901 cells transfected with the 
CD14-shRNA lentiviral vector (CD14-shRNA 

lentiviral vector group). 

RESULTS: CD14-shRNA expression vector was 
successfully constructed and transfected into 
gastric cancer cells. RT-PCR showed that the 
Ct value for the CD14-shRNA lentiviral vector 
group was significantly higher than those for the 
NC-CD14 shRNA control group and blank con-
trol group (P = 0.000; P < 0.001), and the 2Ct value 
for the CD14-shRNA lentiviral vector group (1 ± 
0.08) was significantly lower than those for the 
NC-CD14 shRNA control group and blank con-
trol group (P = 0.0001; P < 0.001). Western blot 
analysis showed that the relative expression of 
CD14 protein in the CD14-shRNA lentiviral vec-
tor group (0.01) was significantly less than that 
in the blank control group (1.0) and NC-CD14 
shRNA control group (0.83).

CONCLUSION: A CD14-shRNA lentiviral vec-
tor has been successfully transfected into gas-
tric cancer SGC-7901 cells, which can inhibit 
the expression of CD14 mRNA and protein in 
SGC-7901 cells.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  观察C D14-s h R N A慢病毒载体转染
SGC-7901细胞后CD14 mRNA及蛋白变化, 为
胃癌发病机制的研究奠定实验基础. 

方法: 将构建好的CD14-shRNA慢病毒载体, 
转染SGC-7901细胞后, 用Real-time PCR和
Western blot分别检测空白对照组、NC-CD14 
shRNA阴性对照组及CD14-shRNA慢病毒载

■同行评议者
王小众, 教授, 福建
医科大学附属协
和医院消化内科
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■研发前沿
晚近研究报道发
现 ,  CD14 基因多
态性在H. pylori
感染相关胃癌的
易 感 性 相 关 ,  尤
其是CD14-159位
点、C D 1 4 - 2 6 0
位点是值得令人
关 注 的 ,  亦 是 当
前研究领域中的
重 点 ,  本 文 采 用
shRNA技术稳定
沉默C D 1 4表达 , 
观察CD14沉默后
胃癌细胞生物学
行 为 的 变 化 ,  以
及构建CD14细胞
体系中的病毒滴
定等技术问题是
亟待研究的.  

体组的CD14 mRNA和蛋白质的表达. 

结果: CD14-shRNA慢病毒载体成功转染至胃
癌细胞系, RT-PCR结果显示转染CD14-shRNA
慢病毒组CD14的2Ct值(1±0.08)比NCshRNA
对照组2C t值(0.16±0.02)降低(P = 0.0001; 
P <0.001), 差异有统计学意义; Western blot检
测结果显示, CD14-shRNA慢病毒组CD14蛋
白相对表达量为0.01, 远远小于SGC-7901空
白组(1.00)及NCshRNA阴性对照组(0.83). 

结论: CD14-shRNA慢病毒载体转染至胃癌 
SGC-7901细胞后能抑制胃癌细胞CD14 mRNA
及蛋白表达, CD14在胃癌发生、发展中具有
重要作用, 有望为胃癌防治提供新的思路. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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细胞系

核心提示: 采用shRNA技术构建稳定沉默CD14的

人胃癌SGC-7901细胞体系, CD14在胃癌发生、

发展中具有重要作用, 有望为胃癌防治提供新的

思路. 
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0  引言

胃癌与饮食、感染、环境、遗传等因素关系密

切, 其发生涉及多种基因突变的积累, 属于一

种多基因疾病[1]. 该病致死率较高, 全世界每年

约有647000例因胃癌死亡, 位居癌症死因的第

2位[2]. 近年来, 尽管胃癌发病率在全球呈下降趋

势, 但在中国、日本和韩国等地区仍维持较高

的发病率[3]. 该病已严重影响到人民群众生命健

康, 开展胃癌防治研究已成为当前我们面临的

重要课题之一. 1994年, 世界卫生组织/国际癌症

研究组织(World Health Organization/International 
Agency for Research on Cancer, WHO/IARC)将
幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )列为Ⅰ

类致癌因子. 研究认为人群中绝大多数胃癌与

H. pylori感染有关, 其流行病学和生物学行为与

非H. pylori相关胃癌是截然不同的[4]. 研究发现, 
遗传易感性差异可能决定不同个体感染H. pylori
后炎性反应的过程及其严重程度, 最终决定细菌

感染的结局[5]. CD14为细菌内毒素脂多糖(lipo-

polysaccharide, LPS)的高亲和受体, 主要表达于

单核-巨噬细胞表面, 参与LPS的识别、结合并

介导下游一系列的炎性反应. 近来有研究指出

CD14启动子区的多态性与胃癌的易感性密切

相关, 推测其可能与CD14的表达改变进而影响

机体对LPS的识别存在某种联系[6], 国外学者[7-9]

认为CD14在胃癌组织中存在高表达, CD14多态

性能增加胃癌的风险. 本研究利用靶向性CD14-
shRNA慢病毒载体, 转染胃癌细胞SGC-7901后, 
用Real-time PCR和Western blot分别检测空白对

照组、阴性对照组及CD14-shRNA慢病毒载体

组的CD14 mRNA和蛋白质的表达, 进一步探讨

RNAi抑制CD14表达对胃癌的功能作用, 以期为

CD14与胃癌发生、发展的关系研究奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃癌细胞SGC-7901由中山大学实验

中心细胞库提供; 慢病毒阴性对照(NCshRNA)
GV112由上海吉凯基因化学技术有限公司提供, 
包装量1×108 TU 40 μL; CD14-shRNA慢病毒: 
GV248由上海吉凯基因化学技术有限公司提供, 
包装量1×108 TU 40 μL; Real-time PCR引物由广

州吉坤公司合成. 胎牛血清、DMEM-高糖培养

基、青链霉素、PBS磷酸钾缓冲液购自Hyclone
公司; HRP标记的GAPDH优质内参购自上海康

成生物公司; 一抗Anti-CD14 antibody、二抗Rab-
bit Anti-Mouse IgG(H+L)、Goat Anti-Rabbit IgG 
(H+L chain specific)购自southern biotech公司; 过
氧化物酶标记兔抗山羊IgG、过氧化物酶标记兔

抗大鼠IgG购自武汉博士德生物工程有限公司; 
发光液、PVDF膜购自MILLIPORE公司. 
1.2 方法

1.2.1 感染细胞最佳感染复数(multiplicity of in-
fection, MOI)的测定: 将处于生长良好状态的

SGC-7901细胞接种3×103-5×103个目的细胞于

96孔培养板中, 所加培养基体积为90 μL, 一次

实验需要10个孔. 实验共分为两组不同感染条

件, 每组均有3个不同梯度的MOI. 将10 μL 3个
不同梯度的病毒加到各组的相应孔中, 加入的

病毒量分别为1×106 TU, 1×105 TU, 1×104 TU, 
而细胞经过生长, 此时细胞的数目大约为1×104

个, 所以3个孔的MOI分别为100、10、1. 感染

2-3 d后, 观察荧光表达情况. 对于生长缓慢代谢

慢的细胞, 可以适当延长观察时间, 中途可以换

液, 保持细胞的活性. 通过细胞感染效果, 确认

目的细胞的感染条件和感染参数. 
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■相关报道
本文的亮点部分
在 于 沉 默C D 1 4
基因表达人胃癌
SGC-7901细胞体
系的构建, 细胞转
染中病毒复数的
最佳滴定度, 以及
沉默CD14 基因后
胃癌细胞生物学
行为的变化.

1.2.2 细胞感染: 将SGC-7901细胞接种2×103-5
×103个目的细胞于24孔培养板中. 感染前从冰

箱取出并在37 ℃水浴中快速融化病毒, 并立即

用事先加热到37 ℃的新鲜完全培养基稀释成

所需浓度, 轻轻混匀, 不要使用振荡器, 吸去细

胞原有培养基, 将稀释好的病毒液, 以最佳MOI
加入细胞中, 同时设置相应的空白对照试验(以
未转染慢病毒载体的空细胞为空白对照, 以转

染含无义序列的慢病毒载体为阴性对照, 即NC-
shRNA组), 37 ℃培养过夜, 感染后第2天, 吸去

含病毒的培养液, 换上新鲜的完全培养液, 继续

37 ℃培养, 感染6 h后换液; 感染后培养72 h后, 
抽提总RNA和蛋白分别进行mRNA和蛋白水平

的CD14表达检测;
1.2.3 RT-PCR检测CD14 mRNA表达: 收集细胞, 
用TRIzol法提取各细胞总RNA, 采用cDNA第

一链合成试剂盒反转录成cDNA. 按照引物设

计原则设计PCR引物, CD14的上、下游引物序

列分别为: 5'-ACACTCGCCTGCCTTTTCCT-3', 
5'-GCGTCTCCATTCCTGTGTTG-3', 扩增片段

长度170 bp, β-actin上、下游引物序列分别为: 
5'-TGGATCAGCAAGCAGGAGTA-3', 5'-TCG-
GCCACATTGTGAACTTT-3', 扩增片段长度275 bp. 
PCR反应体系如下: cDNA模板5 μL, 上、下游

引物各0.5 μL, 2×SYBR Green qPCR SuperMix 
10 μL, ddH2O补足总体积至20 μL. PCR反应条

件为: 50 ℃ 2 min; 95 ℃ 2 min; 95 ℃ 15 s; 60 ℃ 
32 s读板, 共40个循环; 融解曲线分析: 温度60 ℃
-95 ℃, 每个样重复3次. 
1.2.4 Western blot检测CD14蛋白表达: 在细胞中

加入RIPA裂解液提取总蛋白, BCA法定量蛋白. 
将提取好样品的蛋白进行SDS-PAGE, 电泳结束

后电转移至PVDF膜上, 5%脱脂奶粉溶液室温封

闭1 h. 加入合适的一抗稀释浓度4 ℃温育过夜

(CD14按1∶500稀释, GAPDH按1∶1000稀释), 
加入1∶4000倍稀释的二抗, 37 ℃孵育1 h. 温育

结束后, ECL底物发光法进行曝光. 洗涤PVDF
膜, 剥脱后加入1∶10000内参抗体, 4 ℃温育过

夜, 曝光成像. 

2  结果

2.1 感染细胞最佳MOI的测定 成功转染慢病毒

CD14-shRNA的SGC-7901人胃腺癌细胞可表达

绿色荧光蛋白, 测得在病毒MOI = 10时转染72 h
后, 腺病毒的转染效率最佳(图1).
2.2 Real-time PCR检测慢病毒载体转染SGC-7901

细胞后CD14 mRNA表达 RT-PCR结果显示, 
CD14及参照物β-act in扩增产物的扩增曲线中

可明显看到典型的PCR扩增曲线的对数扩增前

期、对数扩增期和平台期, 说明有足够量PCR
产物, 可见引物有较高的敏感度. 溶解曲线基本

均为单峰, 可见引物的特异性好, 产物单一, 无
明显非特异产物(图2). 在CD14-shRNA慢病毒载

体转染胃癌细胞后, 通过Real-time PCR定量实

验, 判定目的基因CD14  mRNA表达水平. 其中

Ct值是达到规定荧光强度所需的循环数, Ct值越

大, 所需的循环数越多, 目的基因的拷贝数越少. 
表1显示, 转染CD14-shRNA慢病毒组CD14的Ct
值比NCshRNA对照组增高(P = 0.000; P<0.001), 
CD14-shRNA慢病毒组CD14的2Ct值(1.00±0.08)
比NCshRNA对照组2Ct值(0.16±0.02)降低(P = 
0.0001; P <0.001), 差异有显著统计学意义, 所以

CD14-shRNA慢病毒载体转染SGC-7901后, CD14 
mRNA的表达下调. 同样以PCR的扩增指数RQ值

为纵坐标作图也反映了这样的结果(图3).
2.3 Western blot检测慢病毒载体转染SGC-7901
细胞后CD14的蛋白表达 Western blot检测结果

显示, 在转染胃癌细胞后, CD14-shRNA慢病毒

载体组细胞的CD14蛋白表达相对于空白组及阴

性对照组明显减少, 从灰度值分析显示看出(表
2, 图4), CD14-shRNA慢病毒组CD14蛋白相对表

达量为0.01, 远远小于SGC-7901空白组(1.00)及
NCshRNA阴性对照组(0.83), 分别下降99.0%及

98.8%, 由此推断CD14-shRNA慢病毒载体转染

胃癌细胞SGC-7901后使CD14的蛋白的表达量

明显降低, 同样以Western blot的灰度值为纵坐

标作图也反映了这样的结果(图5).
2.4 测序 重组CD14-shRNA慢病毒载体测序结果

由上海吉凯基因化学技术有限公司提供(图6).

3  讨论

晚期研究发现, 炎症尤其是非可控性炎症在肿

瘤的发生、发展中占据重要地位[10]. 作为一把

“双刃剑”, 炎症既能保护机体, 又能损伤机体. 
反复的炎症刺激可能通过释放大量的反应性氧

自由基、一氧化氮等炎症介质, 经由模式识别

受体介导的固有免疫或获得性免疫, 将炎症放

大, 加重组织损伤, 组织修复中出现DNA错配、

基因位点突变等, 最终导致恶性肿瘤发生[11-15]. 
慢性胃炎, 尤其是H. pylori感染相关的慢性胃炎

作为非可控性炎症的一大类, 被公认为癌前状

态[16-18]. H. pylori感染后经由CD14/TLR4信号调
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■创新盘点
本文基于前期临
床观察H. pylori感
染相关胃癌患者
存在CD14-159位
点表达变化, 而应
用shRNA技术稳
定沉默CD14表达, 
拟证实CD14在胃
癌的发生、发展
中有重要作用.  

控核因子κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)活化, 

NF-κB在调节涉及黏膜炎症反应的基因中起核

心作用, 被认为在慢性炎症相关的恶性病变中

具有关键作用. 研究发现胃癌患者存在NF-κB异
常增高的活性, NF-κB在肿瘤发展中的主要作用

可能是在肿瘤发生和进展阶段阻止恶变前期细

胞的凋亡. 研究提示NF-κB对促进炎症相关的

肿瘤发生是必需的, 可能涉及以下几种机制: (1)
产生炎症因子和生长因子; (2)促进肿瘤细胞生

长、抑制其凋亡; (3)通过介导活化诱导胞嘧啶

A B

C D

E F

图  1  感染细胞最佳MOI测定. A: 1×104 TU, MOI = 1; B: 1×104 TU, MOI = 1; C: 1×105 TU, MOI = 10; D: 1×105 TU, 

MOI = 10; E: 1×106 TU, MOI = 100; F: 1×106 TU, MOI = 100.

表  1  Real-time PCR检测慢病毒载体转染SGC-7901细胞后CD14结果

     样品-基因 重复1 Ct值 重复2 Ct值 重复3 Ct值    Ct平均值         Ct        Ct        Ct 抑制效率(%)

7901-NC-CD14 22.12 21.96 21.80 21.96±0.16 6.63±0.11 0.00±0.11 1.00±0.08 -

7901-Si-CD14 25.81 25.38 25.38 25.52±0.25 9.27±0.18 2.64±0.18 0.16±0.02 83.94

7901-NC-β-actin 15.39 15.31 15.29 15.33±0.06         -         -         - -

7901-Si-β-actin 16.33 16.23 16.20 16.25±0.07         -         -         - -

表  2  灰度分析

      IA     SGC-7901    NCshRNA    CD14-shRNA

GLS2 158948 149978.7     1283.66666

GAPDH   85659.67   96812.7 106470

GLS2/GAPDH           1.856           1.549           0.012 

校正值           1.00           0.83           0.01 
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核苷脱氨酶(activation-induced cytidine deaminase, 
AID)在胃黏膜异位表达而诱导基因突变[19-23]. 因
此, 调控CD14/TLR4-NF-κB通路对于降低H. py-
lori感染后炎症反应, 防治H. pylori感染后相关胃

癌发生、发展无疑是非常有利的[24-29]. 
鉴于CD14在胃癌的发生发展过程中具有

重要作用, 本研究通过构建CD14-shRNA的慢

病毒载体转染胃癌细胞S G C-7901, 我们发现

CD14基因沉默后的胃癌细胞CD14 mRNA受

到抑制, 蛋白表达降低. RT-PCR检测结果说明, 

实验组的重组CD14-shRNA慢病毒载体转染至

胃癌细胞SGC-7901后, 使CD14 mRNA的表达

量降低, 相对于阴性对照组有明显的统计学意

义, 说明实验组转染胃癌细胞SGC-7901成功, 
并成功抑制胃癌细胞SGC-7901的CD14 mRNA
的表达. Western blot检测结果说明, 实验组的

重组CD14-shRNA慢病毒载体转染至胃癌细胞

SGC-7901后, CD14-shRNA慢病毒组CD14蛋
白相对表达量远远小于空白组及阴性对照组, 
由此推断CD14-shRNA慢病毒载体转染胃癌细

胞SGC-7901后使CD14的蛋白的表达量明显降

低, 说明实验组成功抑制胃癌细胞SGC-7901的
CD14蛋白的表达. 

总之, 我们成功的利用重组慢病毒载体抑制

了CD14在胃癌细胞SGC-7901中的表达, 为后续

动物模型实验提供理论基础和前期准备, 初步

证实CD14在胃癌发生、发展中具有重要作用, 

■应用要点
胃癌的诊断方面, 
我 们 可 以 推 测
CD14 基因位点检
测在胃癌发生的
预测价值, 以及H. 
pylori 感染阳性胃
癌患者采用CD14
阻断技术在胃癌
中的治疗价值. 
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图  3  2种样品中CD14的表达水平. 
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图  4  Anti-CD14 Western blot检测. 
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图  5  Anti-CD14 Western blot检测灰度分析. 
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图  2  CD14及β-actin熔解曲线及扩增曲线. A: CD14扩增曲线; B: CD14熔解曲线; C: β-actin熔解曲线; D: β-actin扩增曲线. 
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有望为胃癌防治提供新的思路. 
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