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［摘要］　目的　探讨外源性基因ＷＤ重复结构域相关蛋白３（ＲＦＷＤ３）对胃恶性肿瘤细胞增
殖的影响。方法　通过癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库选出目的基因，实验分为 ｓｈＣｔｒｌ组和
ｓｈＲＦＷＤ３组，采用逆转录聚合酶联反应（ＲＴＰＣＲ）检测该基因在胃癌细胞株中的表达，构建慢病
毒载体，慢病毒感染胃癌细胞，通过ＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ水平目的基因的敲减率，使用 Ｃｅｌｉｇｏ仪器
检测细胞增殖，采用比色法（ＭＴＴ）检测 ＲＦＷＤ３对目的细胞增殖的影响。结果　通过 ＴＣＧＡ数据
库及统计分析，筛选出目的基因ＲＦＷＤ３。ＲＴＰＣＲ检测结果显示，该基因在胃腺癌细胞 ＡＧＳ中呈
高表达（Ｐ＜０．０５）。慢病毒感染细胞后，ｓｈＲＦＷＤ３组细胞感染效率达到８０％以上。ＲＴＰＣＲ检测
结果显示，胃腺癌细胞ＡＧＳ中ＲＦＷＤ３基因在ｍＲＮＡ水平的表达量受到抑制（Ｐ＜０．０５），敲减率达
５０．７％。Ｃｅｌｉｇｏ仪检测结果显示，经ｓｈＲＮＡ慢病毒感染ＡＧＳ细胞７２ｈ后，与ｓｈＣｔｒｌ组比较，ｓｈＲＦＷＤ３
组细胞的增殖速率受到明显抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　干扰目的基因 ＲＦＷＤ３具有抑制胃腺癌细胞
ＡＧＳ增殖的作用，ＲＦＷＤ３基因可能成为胃癌临床治疗的潜在靶点。
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　　胃癌是全球第五大最常见的恶性肿瘤，是导致癌
症死亡的第三大原因，然而胃癌发生的确切分子机制

尚不清楚［１］，阻碍了个性化治疗策略的发展，因此，寻

找可靠的胃部恶性肿瘤治疗性分子标记物至关重要。

ＷＤ重复结构域相关蛋白３（ＲＦＷＤ３）参与 ＤＮＡ的损

伤修复［２］；１２５碘（１２５Ｉ）粒子放疗对裸鼠肝癌起到抑制作
用，通过下调 ＲＦＷＤ３表达抑制肿瘤细胞增殖和诱导
肿瘤细胞凋亡，成为晚期胃癌重要的辅助治疗手

段［３］，但ＲＦＷＤ３表达与胃癌的发生、发展及预后也尚
不清楚。本研究通过对癌症基因谱图谱（ＴＣＧＡ）数据
库及ｍＲＮＡ芯片数据分析、进行细胞功能学试验等，
探索可能的分子生物学机制，论证 ＲＦＷＤ３作为胃癌
分子靶向治疗潜在靶点的可能性。
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材料与方法

１．材料：通过 ＴＣＧＡ数据库选取 ＲＮＡｓｅｑＶ２的成
对样本数据进行分析。ＴＣＧＡ数据库现存４４３个有可
用数据的样本，其中有 ＲＮＡｓｅｑｖ２成对样本数据且有
病理信息的一共３２对，根据３２对样本的 ｂａｒｃｏｄｅ信
息，使用 ＴＭＭ（ＴｒｉｍｍｄＭｅａｎｏｆＭＶａｌｕｅｓ）法过滤样
本。细胞株、主要试剂和仪器：人胃腺癌细胞株 ＡＧＳ、
人胃癌细胞株ＭＧＣ８０３、人胃腺癌细胞株ＢＧＣ８２３、人
胃腺癌细胞株 ＳＧＣ７９０１均购于上海吉凯基因公司；
Ｔｒｉｚｏｌ购于上海普飞生物有限公司；ＧＶ１１５载体、
ＴＯＰ１０大肠杆菌感受态细胞、ＯｌｉｇｏｄＴ购于上海国药
集团化学试剂有限公司；ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ购于上海美
季生物有限公司；分光光度计 Ｔｈｅｒｍｏ、荧光显微镜、奥
林巴斯凝胶成像仪购于上海天能科技有限公司。

２．方法
（１）筛选候选基因：对于多个成对样本的统计，首

先估算离散度，然后用一般线性模型估算基因在不同

分组间是否有差异，同时采用计算方法 ｌｏｇ２（Ｃａｎｃｅｒ／
Ｎｏｒｍａｌ）过滤标准为≥１或≤ －１，最终确定用于分析
的基因列表。

（２）逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ＲＦＷＤ３
ｍＲＮＡ在不同胃癌细胞中的表达：收集细胞，提取
ＡＧＳ、ＭＧＣ８０３、ＢＧＣ８２３、ＳＧＣ７９０１４种细胞的总
ＲＮＡ，反转录获得 ｃＤＮＡ，ＲＦＷＤ３引物序列：上游引物
５’ＧＡＣＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＡＧＣＧＧＡＣＴ３’，下游引物 ５’
ＣＣＴＧＣＡＡＣＴＣＴＴＣＡＧＡＴＡＣＡＧＧＡ３’。采用 ２－ΔΔｃｔ反
映各样品相对对照组样品目的基因的相对表达水平。

（３）构建载体，收获慢病毒：以 ＲＦＷＤ３基因为模
板，设计 ＲＮＡ干扰靶点序列，合成含干扰序列的单链
ＤＮＡｏｌｉｇｏ，退火配对，产生双链ＤＮＡ，通过其两端酶切
位点直接连入酶切后的慢病毒载体，将连接产物转入

制备好的大肠杆菌感受态细胞 ＴＯＰ１０，送测序验证，
对测序结果比对正确的克隆进行质粒抽提；质粒载体

制备完毕，转染２９３Ｔ细胞，转染完成４８～７２ｈ进行病
毒收获，然后离心浓缩去除杂质，纯化后样品分装。

（４）慢病毒感染胃腺癌细胞ＡＧＳ：复苏液氮中的胃
腺癌细胞ＡＧＳ，待细胞汇合度达８０％左右传代培养，取
处于对数生长期的贴壁细胞，完全培养基制成 ３～
５×１０４／ｍｌ细胞悬液，将其分为 ｓｈＣｔｒｌ组和 ｓｈＲＦＷＤ３
组，加入最适病毒进行感染（按预实验结果），８～１２ｈ
左右更换常规培养基，观察感染后细胞状态及感染率。

（５）ＲＴＰＣＲ检测细胞中 ｍＲＮＡ水平 ＲＦＷＤ３基
因消减效率：经慢病毒感染７２ｈ后，采用ＲＴＰＣＲ检测
ｓｈＲＦＷＤ３组胃腺癌细胞ＡＧＳ中ＲＦＷＤ３基因在ｍＲＮＡ

水平的表达情况，进而判断靶点的干扰效果。

（６）使用 Ｃｅｌｉｇｏ仪检测 ＲＦＷＤ３基因消除对细胞
增殖的影响：将处于对数生长期的各实验组细胞采用

胰酶消化后，完全培养基重悬成细胞悬液后计数；根据

细胞生长速度决定铺板细胞密度（大多数细胞铺板数

设定为２０００），每组３个复孔，培养体系为１００μｌ／孔，
铺板过程中需确保每孔加入细胞数目一致，置于３７℃、
５％ＣＯ２培养箱中培养；每天使用 Ｃｅｌｉｇｏ仪检测读板一
次，连续３～５天；通过调整分析设置的输入参数，准确
计算出每次扫描孔板中的带绿色荧光的细胞的数量；

对数据进行统计绘图，绘出５天的细胞增殖曲线，然后
进行数据分析。

（７）比色法（ＭＴＴ）检测胃腺癌细胞 ＡＧＳ的增殖：
分为 ｓｈＣｔｒｌ组和 ｓｈＲＦＷＤ３组，采用 ｓｈＲＮＡ慢病毒感
染ＡＧＳ细胞，培养５天后，经ＭＴＴ法处理后观察，采用
多功能酶标仪在４９０ｎｍ处检测细胞光密度值。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分

析。计量资料以珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果

１．ＴＣＧＡ数据过滤与标准化：胃癌在ＴＣＧＡ数据库
现存４４３个可用数据的样本，其中ＲＮＡｓｅｑ数据样本有
４１６个，有ＲＮＡｓｅｑＶ２成对样本数据且有病理信息的一
共３２对，根据样本的ｂａｒｃｏｄｅ信息，拆分出３２个成对样
本的原始数据文件，显示大部分样本 Ｎｏｒｍａｌ（癌旁）与
Ｃａｎｃｅｒ（癌症）样本被明显分离开，而编号２７～３２的样
本表现则与其他有明显差异。前２６个成对样本数据
具有较高稳定性，更适合进行后续分析，因此对３２个
样本和２６个样本的分组均进行计算。过滤后的２６对
样本通过差异基因列表获取。

　　２．ＲＦＷＤ３基因筛选：候选基因筛选，通过标准设
定有效减少筛选目的基因数量：（１）去除本项目所研究
的癌种已有功能与临床相关性 ＳＣＩ论文报道的基因；
（２）去除多次跨膜蛋白基因；（３）去除 ＰｕｂＭｅｄ中相关
文章数量 ＞１００的；相关的数据来源均为可靠度较高
的基因疾病数据库，最终得到的基因列表经过一定的

随机浓缩，经过Ｃａｒｄ基因分析结果，得到最终ＲＦＷＤ３。
３．ＲＦＷＤ３在４种胃癌细胞中ｍＲＮＡ的表达比较：

ＲＦＷＤ３ｍＲＮＡ在 ４种胃癌细胞中的表达均较高，在
ＡＧＳ中最高（Ｐ＜０．０５）。见图１。
　　４．ｓｈＲＮＡ慢病毒感染胃腺癌细胞ＡＧＳ：胃腺癌细胞
ＡＧＳ经过ｓｈＲＮＡ慢病毒感染７２ｈ后显微镜下荧光观
察结果显示，ｓｈＣｔｒｌ组细胞感染效率较低，而ｓｈＲＦＷＤ３

·７７８·临床内科杂志２０２０年１２月第３７卷第１２期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２０，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１２



图２　显微镜下ｓｈＣｔｒｌ组细胞的慢病毒感染结果（Ａ：明视野，×１００；Ｂ：明视野，×２００；Ｃ：荧光视野，×１００；Ｄ：荧光视野，×２００）

图３　显微镜下ｓｈＲＦＷＤ３组细胞的慢病毒感染结果（Ａ：明视野，×１００；Ｂ：明视野，×２００；Ｃ：荧光视野，×１００；Ｄ：荧光视野，×２００）

图１　ＲＦＷＤ３ｍＲＮＡ在不同细胞中的表达

组细胞感染效率达到 ８０％以上，两组细胞状态均正
常。见图２、３。
　　５．胃腺癌细胞 ＡＧＳ中 ＲＦＷＤ３基因敲减率：经
ｓｈＲＮＡ慢病毒感染后，实验组胃腺癌细胞ＡＧＳ中ＲＦＷＤ３
基因在 ｍＲＮＡ水平的表达量受到抑制（Ｐ＜０．０５），敲
减率达５０．７％。见图４。

图４　基因ＲＦＷＤ３敲减后ｍＲＮＡ表达丰度比较

（注：ａＰ＜０．０５）

　　６．两组胃腺癌细胞ＡＧＳ中敲除ＲＦＷＤ３基因后比
较：Ｃｅｌｉｇｏ仪检测结果显示，经 ｓｈＲＮＡ慢病毒感染
ＡＧＳ细胞７２ｈ后，与 ｓｈＣｔｒｌ组比较，ｓｈＲＦＷＤ３组的细
胞数量及倍数增加明显降低（Ｐ＜０．０５），提示细胞增
殖抑制明显。见图５。

　　７．两组胃癌细胞 ＡＧＳ增殖情况比较：与 ｓｈＣｔｒｌ组
相比较，ｓｈＲＦＷＤ３组细胞吸收率随时间及倍数的增加
而降低（Ｐ＜０．０５），提示细胞增殖抑制明显，见图６。

图５　慢病毒感染细胞后 ＲＦＷＤ３敲减组的变化（Ａ：细胞计数；

Ｂ：细胞计数倍数）

图６　ＲＦＷＤ３对胃腺癌细胞ＡＧＳ增殖的影响（Ａ：吸收率；

Ｂ：吸收率倍数）

讨　　论

ＲＦＷＤ３是 ＡＴＭ／ＡＴＲ磷酸化底物，参与 ＤＮＡ损
伤后的修复过程［４５］。ＤＮＡ损伤修复时，ＲＦＷＤ３被停
止在复制叉处积累，与复制蛋白Ａ（ＲＰＡ）共同定位，并
通过ＷＤ４０域与ＲＰＡ相结合，在同源重组（ＨＲ）之后
促进复制叉重新启动，通过这一机制发现 ＲＦＷＤ３突
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变与 Ｆａｎｃｏｎｉ贫血相关［６］；有文献报道，ＲＦＷＤ３参与
了恶性睾丸生殖细胞肿瘤的发病机制［７］；也有报道

ＲＦＷＤ３基因下调能够抑制非小细胞肺癌的集落形成，
与疾病预后具有相关性，且发现吸烟者的 ＲＦＷＤ３基
因表达水平明显高于非吸烟者［８］；在多发性骨髓瘤广

泛基因关联性研究中，ＲＦＷＤ３属于易感位点之一，为
深入了解肿瘤的提供生物学基础［９］。但 ＲＦＷＤ３与胃
癌相关性的报道尚未发现，本实验旨在探讨 ＲＦＷＤ３
是否能够成为胃癌治疗的潜在靶点。

本实验首先从 ＴＣＧＡ数据库的大量样本中分离
Ｎｏｒｍａｌ（癌旁）与Ｃａｎｃｅｒ（癌症），然后通过差异基因分
析，有效减少目的基因数量，随机浓缩从 Ｃａｒｄ基因表
中得出ＲＦＷＤ３，但上述实验仅能说明该基因在肿瘤中
呈高表达，与 ＲＦＷＤ３蛋白在肝细胞癌中高表达相一
致，该文献是通过基因芯片和抗体芯片探讨该基因在

肝癌中的生物学机制［１０］，说明与肝癌有相关性，但其

与胃癌的相关性和机制尚不明确。本实验进一步通过

ＲＴＰＣＲ检测在４种胃癌细胞中发现，ＲＦＷＤ３不仅高
表达，且在胃腺癌细胞ＡＧＳ表达水平极高。为探讨该
基因在胃癌的发生、发展中是否起作用，进而进行下一

步实验：采用慢病毒转染、感染胃腺癌ＡＧＳ细胞，结果
显示感染率在８０％以上；之后进行ＲＴＰＣＲ检测发现，
经ｓｈＲＮＡ慢病毒感染后，实验组胃腺癌细胞 ＡＧＳ中
ＲＦＷＤ３基因敲减率 ＞５０．７％，说明其为有效靶点，并
且可以用于进行细胞功能学实验。为探讨 ＲＦＷＤ３基
因对胃癌细胞增殖的影响，本实验使用 Ｃｅｌｉｇｏ仪检测
ＲＦＷＤ３基因消减对细胞增殖的影响，结果显示，胃腺
癌细胞ＡＧＳ的增殖速率受到显著抑制，提示 ＲＦＷＤ３
基因与胃腺癌细胞ＡＧＳ的增殖能力具有显著相关性，
进一步通过 ＭＴＴ检测 ＲＦＷＤ３基因消减对细胞增殖
的影响，结果显示，经ｓｈＲＮＡ慢病毒感染７２ｈ后，实验
组胃腺癌细胞ＡＧＳ的增殖速率受到显著抑制，也同样
提示ＲＦＷＤ３基因与胃腺癌细胞ＡＧＳ的增殖能力显著
相关。综合上述实验结果，可以看出干扰目的基因

ＲＦＷＤ３对胃腺癌细胞ＡＧＳ具有抑制其增殖的作用，但
本实验未对该基因在蛋白水平及对细胞周期的影响进

行检测，有待进一步研究。

在近十年的国外报道中，ＲＦＷＤ３基因对 ＤＮＡ损
伤修复的研究较多，如 ＲＦＷＤ３是一种 Ｅ３泛素连接
酶，以单链 ＤＮＡ蛋白、ＲＰＡ、重组酶 ＲＡＤ５１和人类抑
癌基因Ｐ５３为靶点；如最新报道在果蝇中发现ＲＦＷＤ３

发挥的作用不同于其他哺乳动物，由于果蝇中存在

Ｍｕｓ３０２，所以能够保留ＲＦＷＤ３的原始作用［１１１３］，而涉

及对恶性肿瘤影响的研究较少，尤其是该基因对肿瘤

细胞影响的机制更为罕见。

综上所述，本实验通过ＴＣＧＡ数据库分析ＲＦＷＤ３
与癌旁、癌症组织的关系、通过部分功能学实验，发现

ＲＦＷＤ３能够抑制胃癌细胞 ＡＧＳ的增殖，但其是否是
通过ＤＮＡ损伤影响了 ＲＦＷＤ３基因尚不明确，有待进
一步研究深入探讨。
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