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ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１过表达胃癌细胞株的构建与验证

刘娟娟１，周春欢１，夏　英２，赵娟娟３，万　颖１，黄　海１

（１．贵州医科大学 检验学院，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵阳中医学院第一附属医院，贵州 贵阳　５５０００１；３．贵州医科大学附院，贵州 贵阳

　５５０００４）

［摘　要］目的：构建与验证ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１过表达的胃癌细胞株ＭＧＣ８０３，观察ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１在胃癌细胞
株ＭＧＣ８０３中表达情况。方法：从人胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３中扩增出 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１，将其克隆到 ｐｃＤＮＡ３１
（－）载体上，构建真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１；利用脂质体法将构建好的 ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１转染胃癌细胞
株ＭＧＣ８０３，并用Ｇ４１８筛选出ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１稳定表达的细胞株；通过ＲＴｑＰＣＲ验证筛选的细胞株。结果：经
双酶切分析以及测序验证，成功构建真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１；ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１转染胃癌细胞株
ＭＧＣ８０３，转染效率达 ９５％以上，经 ＲＴｑＰＣＲ验证，成功构建 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１过表达稳定转染胃癌细胞株
ＭＧＣ８０３。结论：成功构建真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１以及 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１过表达稳定转染胃癌细胞株
ＭＧＣ８０３，为进一步研究ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１基因在胃癌发生发展中的作用奠定基础。

［关键词］长链非编码ＲＮＡ；ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１；过表达；胃肿瘤；癌；真核表达载体

［中图分类号］Ｒ７３５２　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１８）１２１３６５０５
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０１８．１２．０１

ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＣｅｌｌＬｉｎｅ

ＬＩＵＪｕａｎｊｕａｎ１，ＺＨＯＵＣｈｕｎｈｕａｎ１，ＸＩＡＹｉｎｇ２，ＺＨＡＯＪｕａｎｊｕａｎ３，ＷＡＮＹｉｎｇ１，ＨＵＡＮＧＨａｉ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；
２．１ｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｙａｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００１，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；

３．ＴｈｅＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ｏｆ
ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＭＧＣ８０３．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｈｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ａｎｄ
ｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐｃＤＮＡ３．１（－）ｖｅｃｔｏｒｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１．ＰｃＤ
ＮＡ３ＧＨＩＴ１，ｗｈｉｃｈｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅａｓｓａｙ，ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅ
ＭＧＣ８０３，ａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｌｉｎｅｗｈｉｃｈｓｔａｂｌｙｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｂｙＧ４１８ａｎｄｖｅｒｉ
ｆｉｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｖａｌｉｄａｔｉｏｎ．ｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１ｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＭＧＣ８０３ｗｉｔｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｖｅｒ９５％，ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｓｔａｂｌｙ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ｏｆＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＲＴ
ｑＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：ＴｈｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤ
ＮＡ３１ＧＨＥＴ１ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ｏｆＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１ｃｏｕｌｄｂｅｕｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｉｎＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１；ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｇａｓｔｒｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ；ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ

５６３１

第４３卷　第１２期
２０１８年１２月 　　　 贵 州 医 科 大 学 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＺＨＯＵＭＥＤＩＣＡＬＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　　　
Ｖｏｌ．４３　Ｎｏ．１２
２０１８．１２

 ［基金项目］国家自然科学基金资助项目（８１４６０３６４，８１７６０４２９）；贵阳市科技计划项目（２０１６１００１０１５）
贵州医科大学２０１４级硕士研究生
通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｈａｉ８２８＠ｇｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ
网络出版时间：２０１８－１１－１５　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．１１６４．Ｒ．２０１８１１１５．２１３４．０２７．ｈｔｍｌ



　　胃癌发病率在全球癌症中排第４位，死亡率位
居第２位，中国的胃癌发病率位居亚洲第３位，死
亡率位居第１位［１－３］。胃癌的发生是一个多步骤、

多因素进行性发展的过程，涉及多条信号传导通路

的异常改变［４］，因此研究胃癌的发生发展对胃癌

的诊断与治疗至关重要。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）是一类转录本长度超过
２００ｎｔ、且不能编码蛋白质的 ＲＮＡ分子，目前的研
究表明ＬｎｃＲＮＡ与胃癌的发生发展以及预后息息
相关［５－１０］。胃癌高表达的 ＬｎｃＲＮＡ转录本１（Ｌｎ
ｃＲＮＡｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１，
ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１）可促进胃癌细胞的增殖、侵袭、迁
移，增加对肿瘤药物的抵抗，具有作为临床诊断分

子标志物的潜能［１１－１３］。获得目的基因完整序列是

研究此基因对肿瘤细胞生物学性状影响与分子机

制的基础，本研究旨在通过构建真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１并使其在胃癌 ＭＧＣ８０３细胞中
稳定过表达，为进一步研究ｌｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１在胃癌
的发生发展中的作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１１　仪器与试剂
胃癌细胞株ＭＧＣ８０３为本实验室保存，真核表

达载体ｐｃＤＮＡ３１（－）为贵州医科大学分子生物
重点实验室赠予。ＲＮＡ提取试剂盒购于上海生工
生物，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ高保真酶、
反转录试剂盒、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ、大肠杆菌
ＤＨ５α均购于 ＴＡＫＡＲＡ公司，胎牛血清、胰蛋白
酶、谷氨酰胺、双抗均购于美国 ｇｉｂｃｏ公司、Ｏｐｔｉ
ＭＥＭ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ均
购于ｔｈｅｒｍｏ公司，ＤＮＡ提取试剂盒、质粒提取试剂
盒及琼脂糖凝胶电泳胶回收试剂盒均购自 ｔｉａｎｇｅｎ
公司，Ｇ４１８购自索莱宝公司，限制性内切酶（ＸＨｏ
Ⅰ、ＢａｍＨⅠ）、Ｔ４连接酶均购于美国 ＮＥＢ。ＰＣＲ
仪（美国 ｔｈｅｒｍｏ），实时荧光定量 ＰＣＲ（瑞士
Ｒｏｃｈｅ），ＣＯ２培养箱（美国 ｔｈｅｒｍｏ），生物安全柜
（美国ｔｈｅｒｍｏ）。
１２　方法
１２１　引物设计与限制性内切酶选择　引物设计
见表１。根据 ＮＣＢＩ中 ｇｅｎｅ数据库提供的人 Ｌｎ
ｃＲＮＡＧＨＥＴ１（ＮＲ－１３０１０７１）的序列，应用 ｏｌｉｇｏ６
软件查找基因中存在的酶切位点，结合 ｐｃＤＮＡ３１
（－）上的酶切位点，选择限制性内切酶 ＸＨｏⅠ与

ＢａｍＨⅠ。

表１　ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１
引物 序列（５′３′）

ＧＨＥＴ１Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＧＣＣＡＣＣＧＣＡＡＧＧＴＡＣＣＡＧＡ
ＧＨＥＴ１Ｒｅｗａｒｄ ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＴＡＴＧＧＣＣＡＴＴＣＴＴＧＣＡＧＧＡＧ

１２２　构建重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１
　提取人胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３全基因组 ＤＮＡ，采
用 ｐｆｕ酶通过 ＰＣＲ扩增 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１，全长
１９０３ｂｐ，引物见表１。ＰＣＲ反应条件：预变性９８℃
２ｍｉｎ，９８℃ １０ｓ，５９℃ ６０ｓ，７２℃ ５ｓ，此阶段３５
循环；７２℃ ５ｍｉｎ，ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化后，
ＰＣＲ产物与质粒 ｐｃＤＮＡ３１（－）均用限制性内切
酶ＸＨｏⅠ与 ＢａｍＨⅠ双酶切，酶切后产物用１％琼
脂糖凝胶电泳验证并切胶回收，Ｔ４连接酶１６℃连
接过夜；连接后产物用大肠杆菌 ＤＨ５α采用热激
法进行转化，接种于含有氨苄青霉素的 ＬＢ固体平
板，于培养箱３７℃培养过夜，次日挑取８个单克隆
菌落，挑选质粒双酶切验证阳性的３个质粒送公司
双向测序验证；挑选测序验证１００％的菌落扩大培
养，摇菌过夜，提取无内毒素的重组质粒用于后续

实验。

１２３　细胞转染以及稳转细胞株的筛选　用含１０％
的胎牛血清，１％的１０００００Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链
霉素、１％的谷氨酰胺以及１６４０培养基的完全培养
基于３７℃，５％ ＣＯ２恒温培养箱中常规培养胃癌
细胞ＭＧＣ８０３；当细胞处于对数生长期时用胰酶消
化制成单细胞悬液，调整细胞浓度为１０×１０８个／
Ｌ，按２ｍＬ／孔将细胞铺于６孔板中，实验分为ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组（Ｃ组，不做任何处理），ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ组
［ＮＣ组，转染空质粒 ｐｃＤＮＡ３１（－）］及过表达组
（转染重组质粒ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１）。质粒（μｇ）与
转染试剂ｌｉｐｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ２０００按２∶１的比例进行转
染，并验证转染效率［ｐｃＤＮＡ３１（－）ＧＦＰ质粒带绿
色荧光］，转染后用最佳浓度的Ｇ４１８筛选（４００ｍｇ／
Ｌ），当ＮＣ组和过表达组出现明显的克隆且Ｃ组细
胞全部死亡时，进行传代直至获得稳定细胞株，此

后稳定细胞株用最佳浓度的Ｇ４１８维持培养。
１２４　验证稳定转染细胞株内 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的
表达水平　收集３组筛选后的ＭＧＣ８０３细胞，按照
ＲＮＡ提取试剂盒分别提取３组细胞总 ＲＮＡ，琼脂
糖凝胶电泳验证 ＲＮＡ完整性并测定 ＲＮＡ浓度与
纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０），按逆转录试剂盒说明书操
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作将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ试剂盒进行实时荧光定量 ＰＣＲ，基因定量经
罗氏的 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０（ＬＣ４８０）荧光定量 ＰＣＲ仪
检测，反应条件设置为预变性９５℃３０ｓ，ＰＣＲ反应
９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环；溶解曲
线条件为９５℃５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃１ｓ，１个循
环降温５０℃３０ｓ。以ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－ΔΔＣＴ

法计算ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的相对表达量。
１３　统计学方法

数据分析采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件统计分析
并作图，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，各
组之间比较用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果

２１　构建重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１
（１）ＰＣＲ扩增ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１全长后双酶切，

同时ｐｃＤＮＡ３１（－）质粒双酶切后，两者经琼脂糖
电泳，结果如图１，其中第１泳道为 Ｍａｒｋｅｒ，第２、３
泳道为质粒酶切产物，第４～７泳道为ＰＣＲ酶切产
物。（２）构建好的重组真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３１
ＧＨＥＴ１经双酶切验证，结果如图２所示，其中泳道
１、２由于未连接目的片段仅有５４２７ｂｐ大小的一
个片段，鉴定为空质粒；而重组质粒（泳道３、４）经
双酶切后可以见到大约１９０３ｂｐ和５４２７ｂｐ大小
的２个片段，片段大小与理论上目的重组质粒酶切
后相匹配，表明重组质粒构建成功，泳道 ５为
Ｍａｒｋｅｒ。

注：第１泳道为Ｍａｒｋｅｒ，第２、３泳道为质粒酶切产物，
第４～７泳道为ＰＣＲ酶切产物

图１　真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１与
ＰＣＲ产物双酶切结果

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｃＤＮＡ３．１
ｖｅｃｔｏｒａｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

注：泳道１、２为空质粒，泳道３、４为重组质粒酶
切后泳产物，道５为Ｍａｒｋｅｒ

图２　重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ
３１ＧＨＥＴ１双酶切结果

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１

２２　重组质粒测序
为鉴定插入的序列是否正确，将重组质粒送公

司测序，结果如图３，此质粒所携带的目的基因测
序结果与ＮＣＢＩ收录的序列１００％匹配，可用于下
一步转染细胞。

２３　转染效率验证及稳定转染细胞株内 ＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１的表达水平

转染效率如图４所示，可见转染效率达９５％
以上，以此条件继续后续实验。转染后 ＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１的表达水平如图 ５所示，Ｃ组 ＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１的相对表达量为１０３±０１４７（相对于 ＮＣ
组，Ｐ＞００５）；过表达组为９９０９９±１３１３６（对于
ＮＣ组，Ｐ＜００１），表明筛选的细胞株为稳定过表
达ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的胃癌细胞株ＭＧＣ８０３。

３　讨论

随着对ＬｎｃＲＮＡ的研究不断深入，其作用机制
也在不断的发现并完善。ＬｎｃＲＮＡ可能通过对信
号通路调节、与ｍｉｃｒｏＲＮＡ的相互作用以及调节上
皮－间质转化等参与胃癌的发生发展［１４］。Ｌｎ
ｃＲＮＡ在肿瘤的发生中既可作为致癌基因也可为
抑癌基因，其中 ＧＨＥＴ１已经被证明可作为致癌基
因参与肿瘤的发生和发展。杨芳等［１５］研究表明提

高ＧＨＥＴ１的表达能促进胃癌细胞株ＡＧＳ和ＭＫＮ５
的增殖，沉默 ＧＨＥＴ１胃癌细胞增殖受到抑制，
ＧＨＥＴ１可能通过增加 ｃＭｙｃｍＲＮＡ的稳定性促进
胃癌细胞的增殖。ＬｉｕＨ等［１６］研究表明 ＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１可能通过诱导ＥＭＴ促进食管鳞状细胞
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图３　重组真核表达载体ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１测序结果
Ｆｉｇ．３　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１

光镜　　　　　　　　　　　　　　　　　荧光显微镜

图４　胃癌细胞株ＭＧＣ８０３转染ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１效率验证 （１００×）
Ｆｉｇ．４　ＧａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

图５　转染ｐｃＤＮＡ３１ＧＨＥＴ１胃癌细胞株
ＭＧＣ８０３中ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的相对表达量

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１ｉｎ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＧＣ８０３ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｂｙｐｃＤＮＡ３．１ＧＨＥＴ１

（ＥＳＣＣ）增殖和侵袭，在 ＥＳＣＣ中起着癌基因的作
用，可能是ＥＳＣＣ患者治疗的新靶点。以上研究表
明 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１与肿瘤的发生发展密切相关，
获得 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的全长序列以及构建 Ｌｎ
ｃＲＮＡＧＨＥＴ１过表达的细胞株是研究某基因生物
学功能的基础，也是本研究进一步研究 ＬｎｃＲＮＡ
ＧＨＥＴ１在胃癌中的作用机制不可或缺的一部分。

肿瘤的发生发展是复杂的，多基因、信号通路

参与调控的过程，研究参与调控肿瘤发生的基因是

目前肿瘤治疗的热点与难点。为了研究基因对肿

瘤细胞生物学性状的影响，常常需要将基因转入细

胞中，载体的构建是肿瘤学研究最基本的技术［１６］，

其中构建重组质粒通过脂质体的方法将研究基因转

入细胞是经典、经济、简便的常用方法之一［１７－２０］。

本实验通过查阅 ＮＣＢＩ中 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１的信息
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扩增出目的基因全长，通过将目的基因与质粒

ｐｃＤＮＡ３１（－）进行连接，构建真核表达载体 ｐｃＤ
ＮＡ３１ＧＨＥＴ１，用脂质体法将其导入胃癌ＭＧＣ８０３
细胞中。本实验通过ＲＴｑＰＣＲ法对转染后的细胞
进行鉴定，结果表明 ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１目的基因在
胃癌ＭＧＣ８０３细胞中成功过表达。

综上所述，本实验成功构建了ＬｎｃＲＮＡＧＨＥＴ１
过表达胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３，为进一步研究 Ｌｎ
ｃＲＮＡＧＨＥＴ１基因过表达对胃癌细胞增殖、侵袭及
转移等行为学的影响奠定重要基础。
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