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慢病毒介导的靶向SNCG敲除对人结肠癌SW１１１６裸鼠结肠癌肝转移
实验模型的影响
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１　通信作者

【摘　要】　目的　研究慢病毒介导的γ突触核蛋白 (SNCG)基因敲除对人结肠癌SW１１１６细胞在裸鼠结肠癌肝转移实

验模型中的影响.方法　前期实验中,通过SNCG基因敲除并慢病毒转染,构建稳定表达的SNCG敲除实验组 (RNAi组)、
转染空质粒的空质粒对照组 (NC组).复苏基因敲除实验组 (RNAi组)、空质粒对照组 (NC组)及空白对照组 (CON组)
的野生型SW１１１６细胞,保脾法建立裸鼠结肠癌肝转移模型,免疫组化染色、逆转录聚合酶链反应 (RTＧPCR)、蛋白质免疫

印迹 (Westernblot)检测SNCG基因的表达.结果　１)成功构建裸鼠结肠癌肝转移模型.２)与对照组比较,RNAi组裸

鼠移植瘤生长缓慢,原位成瘤率及肝转移率均明显下降.３)免疫组化、RTＧPCR及 Westernblot结果显示,RNAi组SNCG
mRNA和蛋白表达均明显下降.结论　SNCG基因沉默后,裸鼠脾脏原位移植瘤及转移瘤的数量变少,体积变小.在体内,
靶向SNCG敲除降低了原位移植瘤及肝脏转移瘤中SNCG基因的 mRNA及蛋白表达,表明SNCG基因对结肠癌的增生、侵

袭起积极推动作用.利用 RNAi技术抑制SNCG基因的表达有望为结肠癌的基因治疗提供新靶点、新手段.
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TheeffectofthelentivirusＧmediatedRNAinterferencetargetingSNCGgeneonthegrowthofhumancolorectal
carcinomacellSW１１１６innudemice　　XUShaohua,ZHOUDong,ZHANG Hui,CHENZhaoshuo．FujianProＧ
vincialTumorHospital,theAffiliatedTumorHospitalofFujianMedicalUniversity,Fuzhou,Fujian３５００１４,China

【Abstract】　Objective　TostudytheeffectofthelentivirusＧmediatedRNAinterferencetargetingγＧsynuclein (SNCG)

geneonthegrowthofhumancolorectalcarcinomacellSW１１１６invivoofnudemice．Methods　Inearlierexperiment,wefirstto
screenSNCGRNAieffectivetargetgenes,then,transfectedandpackagedbythelentiviralvectors．RecombinantlentiviralvecＧ
torsrespectivelycarryingtheSNCGＧRNAiandSNCGＧNC weresuccessfullyconstructed．TheSNCGＧRNAi (RNAigroup),
SNCGＧNC (NCgroup),andnonＧtransfectedHumancolorectalcarcinomaSW１１１６cells (CONgroup),werethawed．Andthen
thecoloncancerlivermetastasismodelinnudemicewasestablished．Inordertofindoutthedifference,SNCGgeneexpression
inthesetumorissuesweredetectedbyImmunohistochemistryassay,RTＧPCRandWesternblot．Results　１)Thecoloncancer
livermetastasismodelinnudemicewassuccessfullyestablished．２)ComparedwiththoseinNCgroupandCONgroup,the
tumorintheRNAigroupgrewslowlyandmetastasiswasevidentlysuppressed．３)ThemRNAandproteinexpressionofSNCG
ofthetumorintheRNAigroupweresignificantlyloweraccordingtotheIHCresult,RTＧPCRandWesternblot．Conclusion　
RecombinantlentivirusvectorSNCGＧRNAidecreasedthegrowthandquantityofthetumorinthecoloncancerlivermetastasis
model,includingtheprimaryandmetastatic,anditcanobviouslyinhibitSNCGgenemRNAandproteinexpression．Soit
promptthattheexpressionofSNCGgenepromotedcolorectalcancertogrowandtransfer．SNCGisexpectedtobecomeapotent
targetforthetreatmentofcoloncancer．
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　　早年Lavedan等[１]研究认为,γＧsynuclein(SNCG)与帕

金森、阿尔茨海默症等神经变性疾病密切相关.近年发现,

SNCG在一些肿瘤中散失组织特异性,在乳腺癌、胰腺癌、

结肠癌组织中高度表达[２Ｇ４].分子水平的研究发现,SNCG
基因具有癌基因的特性,通过多种途径抑制细胞凋亡,促进

肿瘤的发生发展.但 SNCG 基因参与结肠癌发生发展的调

控机制、作用靶点仍未明确.为了验证该基因对结肠癌肝转

移的影响,笔者通过建立裸鼠结肠癌肝转移模型,观察原位

肿瘤及转移瘤生长情况,通过检验 SNCG 基因的表达,进

一步验证其对结肠癌肝转移的影响及能否成为结肠癌靶向治

疗的一个新靶点.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:SW１１１６细胞系 (中国科学院上海细胞库).转

染 LVＧSNCGＧRNAiＧEGFP 慢 病 毒 质 粒 及 转 染 空 质 粒 的

SW１１１６人结肠癌细胞已由前期实验构建完成.BALB/cnu/

nu裸小鼠,雄性,４~６周龄,２０~２５g,SPF级 (上海斯

莱克实验动物有限公司,动物合格证号:２００７０００５５１２６８;
生产 许 可 证 号:SCXK (沪)２０１２Ｇ０００２). 一 抗 羊 抗 人

SNCG 抗体、羊抗 GAPDH 单抗、二抗 AP标记的鼠抗羊

IgG (美国SantaCruz公司).
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１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　细胞复苏及收集:复苏已制备的实验组、对照组及

空白对照的野生型SW１１１６细胞,传代、分装后调整细胞浓

度至１×１０７/mL,冰浴保存,３０min内进行接种.

１􀆰２􀆰２　裸鼠结肠癌肝转移模型的建立:将雄性裸小鼠按完

全随机化原则分成３组,每组７只,根据注射肿瘤细胞类型

分别标记为SNCG 敲除的实验组 (RNAi组)、空质粒的对

照组 (NC组)、空白对照的野生组 (CON 组).保脾法建

模,参照文献方法[５],６周后处死裸鼠,解剖腹腔.

１􀆰２􀆰３　各实验组免疫组织化学染色:分别取各实验组切片,
应用一抗羊抗人SNCG抗体、羊抗 GAPDH 单抗、二抗 AP
标记的鼠抗羊IgG,采取SABC法进行免疫组织化学染色.

SNCG蛋白位于肿瘤细胞的胞浆内,呈棕黄色颗粒状散在或

片状分布.

１􀆰２􀆰４　RTＧPCR检测各组标本SNCGmRNA 的表达:分别

取各标本组织５０mg,研碎后依次进行 RNA 的提取、纯度

鉴定、cDNA 的 合 成,SNCG 上 游 引 物:５′ＧTGGGTGCGＧ
GTGGAAAAGＧ３′,下 游 引 物 ５′ＧGTTGACGCTGCTCACＧ
CACAＧ３′;GAPDH 上 游 引 物 ５′ＧTGACTTCAACAGCGAＧ
CACCCAＧ３′,下 游 引 物 ５′ＧCACCCTGTTGCTGTAGCCAAAＧ
３′.以 GAPDH 为内参,用 CarestreamMI图像分析软件进

行半定量分析.

１􀆰２􀆰５　Westernblot检测各组标本 SNCG 蛋白的表达:取

各组冻存组织５０ mg,BCA 法测定蛋白浓度后进行 SDSＧ
PAGE电泳,免疫反应时先加入一抗 (羊抗人SNCG抗体,

１∶５００),置于４℃环境过夜,加入二抗 (AP标记的鼠抗羊

IgG,１∶５０００),以 GAPDH 为内参,用 Carestream MI图

像分析软件进行半定量分析.

１􀆰３　统计学分析:应用SPSS１７􀆰０软件统计学处理,计量

资料以x±s 表示,组间样本均数比较采用单因素方差分

析,P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.RTＧPCR数值分析采用

２ＧΔΔCt分析法.

２　结果

２􀆰１　裸鼠结肠癌肝转移模型构建情况:建模后６周CON组

及 NC组均可见精神萎靡,进食差,四肢消瘦,体质量下降

至１６~１９g (其中 NC组１只裸鼠因术后出血于术后第１天

死亡).两组裸鼠在脾区均可触及明显肿物,质硬,不可推

动.CON组有４只可在肝区触及质硬肿物.NC组有３只可

在肝区明显触及质硬肿物.两组均可发现明显腹部膨隆.

RNAi组共２只可在脾区触及肿物,其余裸鼠精神、活动正

常,腹部未见阳性体征.
脾脏原位成瘤方面,RNAi组成瘤率２８􀆰５７％,成瘤率

明显降 低 (表 １).在 肝 脏 转 移 方 面,RNAi组 肝 转 移 率

１４􀆰２９％,较CON组及 NC组明显下降.就成瘤个数而言,

RNAi组亦明显减少 [P＜０􀆰０５ (表２)].

表１　裸鼠脾脏、肝脏成瘤或腹腔播散情况比较

组别 脾脏原位肿瘤 肝脏转移瘤 腹腔播散

CON组 ７/７ (１００􀆰００％) ５/７ (７１􀆰４３％) ３/７ (４２􀆰８６％)

NC组 ６/６ (１００􀆰００％) ４/６ (６６􀆰６７％) ２/６ (３３􀆰３３％)

RNAi组 ２/７ (２８􀆰５７％) １/７ (１４􀆰２９％) ０/７ (０)

表２　裸鼠脾脏、肝脏成瘤或腹腔播散结节数比较

组别 脾脏成瘤数 肝脏成瘤数 腹腔结节数

CON组 ２１ ２９ １２
NC组 １６ ２７ １１

RNAi组 ３ ５ ０

２􀆰２　免疫组化染色结果:SNCG 蛋白位于肿瘤细胞的胞浆

内,呈棕黄 色 颗 粒 状 散 在 或 片 状 分 布.实 验 结 果 显 示,

RNAi组瘤体组织几乎不染色,CON及 NC组呈中度或强染

色 (图１).

注:A/a、B/b、C/c分别为CON组、NC组、RNAi组脾脏/肝脏免疫组化染色图

图１　各组免疫组化染色镜检图 (×４００)
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２􀆰３　RTＧPCR检测脾脏原位肿瘤及肝脏转移瘤SNCGmRNA
表达结果:如表３所示,所得结果经各实验组的目的基因与

内参照 CAPDH 的 灰 度 比 值.与 NC 组 及 CON 组 比 较,

RNAi组灰度比值明显下降 (P＜０􀆰０５).

表３　脾脏原位肿瘤及肝脏转移瘤SNCGmRNA表达

SNCG/内参基因

(GAPDH)
脾脏 肝脏

空白对照组 ０􀆰３７６８６６２２６ ０􀆰２９９７５９３１２
NC组 ０􀆰３０８６３０４８５ ０􀆰２８１６２９２６８

RNAi组 ０􀆰１５４２２７３９ ０􀆰１００３６９４４３

２􀆰４　蛋白质免疫印迹检测脾脏原位肿瘤及肝脏转移瘤

SNCG蛋白结果:蛋白质免疫印迹结果显示,与 CON 组

(蛋白相对表达量:脾脏５９􀆰００,肝脏３１􀆰８３)、NC组细胞

(蛋白相对表达量:脾脏６７􀆰１５,肝脏２９􀆰６７)比较,RNAi
组 (蛋白相对表达量:脾脏３３􀆰５３,肝脏９􀆰６８７)SW１１１６细

胞表达γＧsynuclein蛋白明显减少 (P＜０􀆰０５).

３　讨论

近年来,尽管结肠癌早期诊断技术不断提高,但仍有

４０％~５０％ 患者初诊时已出现局部复发和 (或)远 处 转

移[６],其中肝转移仍是最常见的远处转移部位[７].因此,抑

制肿瘤浸润生长、远处转移对于治疗结肠癌显得愈加关键.
既往研究发现,SNCG在结肠癌组织中异常高表达,且与临

床病理分期及淋巴结转移、远处 转 移 显 著 相 关[８].那 么

SNCG是否增强结肠癌细胞的生长繁殖、侵袭转移的能力?
在结肠癌的演变过程中如何起到调控作用? 这些问题都尚待

研究.Shao等[９]发现,SNCG作为新型靶点作用于 TGFＧβＧ
SmadＧTwist１轴进而促进肿瘤进展.Ye等[１０]的研究也发

现,干扰SNCG表达可使结肠癌体外增殖能力、侵袭能力

均明显下降,提示 SNCG 基因在人结肠癌细胞的生长和侵

袭方面具有重要作用[１１],但目前尚未见动物体内实验进一

步验证的报道.
本试验在前期构建稳定表达SNCGRNAi基因的慢病毒

载体的基础上,通过体内实验进一步验证 SNCG 基因与结

肠癌的关联情况.实验中我们采取保脾法构建裸鼠结肠癌肝

转移模型.通过此次造模实验,笔者体会如下:１)麻药剂

量的控制:术前应准确测量裸鼠体质量,因裸鼠对水合氯醛

敏感性高,剂量安全范围窄,应严格按照４mL/kg的剂量

给药,避免麻醉死亡;２)穿刺角度及深度:进针后角度趋

近于脾脏长轴水平面,倾斜角过大易穿透脾脏.深度最深不

超过脾脏后１/３,太深则误伤深部血管的可能性增大,太浅

容易使细胞悬液漏出,形成区域种植.
人们普遍认为,结肠癌从正常结肠上皮细胞到腺瘤再到

癌最后发生转移,需要经历一系列分子事件,包括细胞外基

质的降解、肿瘤细胞的局部浸润,新生血管形成、免疫逃

逸、恶变肠上皮细胞的侵袭和转移等[１２Ｇ１３],显然,在这一

系列过程中,生长增殖能力是肿瘤发生发展的基础,而侵袭

能力则是发生侵袭转移的关键步骤.本实验在前期 SNCG
基因敲除、转染基础上进行裸鼠结肠癌肝转移模型实验.如

前所说,体外试验中,实验组抑制 SNCG 基因的表达后使

SW１１１６细胞侵袭能力下降,说明SNCG可能与结肠癌细胞

SW１１１６的侵袭相关,其高表达在一定程度上促进了结肠癌

细胞的侵袭转移.而裸鼠体内试验结果显示,与空白对照

NC组及野生型对照CON组比较,SNCGＧRNAi实验组原位

肿瘤、转移瘤、腹腔转移肿瘤的数量、体积明显减少,通过

免疫组化染色、RTＧPCR及 Westernblot证实SNCGmRNA
及蛋白表达均明显减少,说明靶向干扰 SNCG 基因表达后

人结肠癌细胞裸鼠移植瘤生长、转移能力明显受到抑制,此

结果与体外实验结果相互验证,更进一步说明 SNCG 基因

促进结肠癌生长繁殖、侵袭转移的能力.因此,SNCG基因

有望成为结肠癌基因治疗的一个新靶点.
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仿生聚己内酯Ｇ壳聚糖复合骨组织支架的制备研究
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【摘　要】　目的　以CPC (磷酸钙骨水泥)为基体,以PCLＧCS (聚己内酯Ｇ壳聚糖)为增强基体支架来制备微结构及

力学性能优良的仿生网络结构复合多孔支架.方法　采用烧制、减压灌液法和相分离技术制备 PCLＧCS/CPC复合骨组织工

程支架并进行表征.以 MTT法及细胞计数板法分别测定PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架及 CPC支架内细胞活力及细胞

黏附率.结果　PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架孔容２７􀆰６２cm３/g、平均孔径３７８􀆰５６μm、孔隙率９２􀆰１４％,比表面积

６１􀆰４m２/g,支架内各组细胞活力及细胞黏附率随着培养天数的增加而增长,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架从第４天开

始的支架内细胞增殖活力较CPC支架显著增强 (P＜０􀆰０５),从第２天开始,PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架细胞黏附率

显著高于CPC支架 (P＜０􀆰０５).结论　成功制备了PCLＧCS/CPC复合骨组织工程支架,相较于传统的CPC骨架,其在力学

性能和生物学性能上均有所提高.
【关键词】聚己内酯Ｇ壳聚糖/磷酸钙;骨水泥;骨组织工程支架;复合材料
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　　在替代与修复骨组织的众多材料中,骨组织工程支架作

为新兴材料对于骨组织缺损修复起着至关重要的作用.目

前,在骨组织工程支架中应用广泛的磷酸钙骨水泥 (CPC)
比传统材料具有任意塑形、降解速度慢、操作方便等优点,
但其韧性低、脆性差、机械性能低,因此研究性能更好的材

料刻不容缓.
本研究以 CPC 为基础物,以聚己内酯Ｇ壳聚糖 (PCLＧ

CS)为增强物,利用壳聚糖 (CS)、聚己内酯 (PCL)和

CPC材料的互补性,不同材料自身结构及降解速率的差异

性来构建复合型组织工程材料,并对聚己内酯Ｇ壳聚糖磷酸

钙骨水泥复合骨组织工程支架的结构进行表征,同时考察其

生物相容性,为聚己内酯Ｇ壳聚糖磷酸钙骨水泥复合骨组织

工程支架在替代及骨修复中的应用奠定基础.

１　材料与方法

１􀆰１　试剂与仪器:αＧ磷酸三钙 (αＧTCP)、二水磷酸氢钙

(DCPD) (湖北鑫润德化工有限公司)、固相添加剂羟基磷

灰石 (HA) (北京德科岛金科技有限公司)、无水 CaCO３

(北京化工有限公司)、Na２HPO４ (国安化学化工 有 限 公

司)、壳聚糖 (CS)(西安瑞禧生物科技有限公司)、聚己内

酯Ｇ壳聚糖 (PCL)(深圳市光华伟业实业有限公司)、乙醇、
戊二醛、豚鼠、新西兰兔、胎牛血清、DMEMＧα培养基;
差示扫描量热仪 (北京恒久实验设备有限公司)、XＧ射线衍

射仪 (奥林巴斯仪器有限公司)、全自动比表面积和孔径分

布分析仪 (美国麦克仪器公司)、S３５００激光粒度仪 (美国

麦奇克有限公司)、场发射扫描电镜 [复纳科学仪器 (上海)

有限公司]、深温冷冻粉碎机 (青岛微纳粉体机械有限公

司)等.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　CS/CPC多孔支架的制备:

１􀆰２􀆰１􀆰１　αＧTCP体系CPC固相粉末及固化液的配制:按粉

体重 量 比 １００∶６∶６∶６ 称 取 αＧTCP、DCPD、HA 和

CaCO３,将它们放入陶瓷研钵中混合研磨３h,过筛后得到

平均粒径为４μm 的αＧTCP体系 CPC固相粉末,随后配制

２％的 Na２HPO４ 溶液作为固化液.

１􀆰２􀆰１􀆰２　CS/CPC的注塑:将干燥后的αＧTCP体系 CPC粉

末和CS微球与１LNa２HPO４ 固化液混合,装入准备好的圆

柱形器具中凝固,３５ ℃、９５％以上湿度的空气中养护４０~
４８h[１].

１􀆰２􀆰１􀆰３　CS/CPC多孔支架的烧结:将 CPC及 CPC/CS圆

柱坯体烘干,２０℃/min,１２００℃实验箱式烧结炉中进行烧

结,自然冷却后即得CPC多孔支架.

１􀆰２􀆰２　PCLＧCS/CPC多孔复合支架的制备及表征:分别取

５gPCL和 CPC/CS多孔支架按质量比１∶１的比例混合后

溶解在０􀆰５L、５􀆰２％的 TCP溶液中,其中PCL颗粒溶解前

需在深温冷冻机中粉碎均匀并煅烧,随后加入５mL、６􀆰０％
的戊二醛,在减压下灌入备好的 CPC 多孔支架中,采用

TDＧ４低速台式离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限公司)
以４０００r/min离心４min后取出,４０ ℃干燥后即得 PCLＧ
CS/CPC多孔复合支架.利用场发射扫描电镜带能谱仪观察

所制备的支架的表面微观形貌及平均孔径,利用全自动比表
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