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［摘 要］ 目的：构建Max二聚化蛋白1（Max dimerization protein 1，Mad1）的真核表达载体，研究Mad1对胃癌细胞增殖和迁移

能力的影响。方法：利用DNA重组技术将Mad1基因克隆至pEGFP⁃N1载体，构建重组真核表达载体pEGFP⁃N1⁃Mad1。经酶切

和测序鉴定后，采用脂质体转染技术将重组质粒瞬时转染人胃癌AGS细胞，RT⁃PCR及Western blot检测Mad1基因和蛋白的表

达。荧光显微镜观察Mad1在AGS细胞内的定位情况。CCK⁃8和Transwell实验研究Mad1对胃癌AGS细胞增殖和迁移能力的

影响。结果：成功构建携带Mad1基因的真核表达载体pEGFP⁃N1⁃Mad1。将重组质粒瞬时转染AGS细胞后，RT⁃PCR和West⁃
ern blot检测到Mad1 基因和蛋白的表达。Mad1基因表达产物定位于AGS细胞核中。CCK⁃8和Transwell实验结果显示，转染

Mad1的AGS细胞与转染空载体的AGS细胞及正常AGS细胞相比，细胞增殖活力和迁移能力明显降低。结论：成功构建了真

核表达载体pEGFP⁃N1⁃Mad1，研究表明Mad1可以抑制胃癌AGS细胞的增殖和迁移。
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［Abstract］ Objective：To construct the recombinant eukaryote expression vector containing Max dimerization protein 1（Mad1）gene
and detect its effect on gastric cancer cell proliferation and migration. Methods：The Mad1 gene was cloned into pEGFP⁃N1 expression
vector by recombining DNA technology. The recombinant vector was identified by restriction enzyme analysis and nucleotide sequence
determination. The eukaryotic expression plasmid pEGFP⁃N1⁃Mad1 was transiently transfected into AGS cells. Expression of Mad1
gene and protein was identified by RT⁃PCR and Western blot，respectively. The location of Mad1 protein was detected by fluorescence
microscope. The proliferation and migration of AGS cells were examined by CCK⁃8 and Transwell assay，respectively. Results：The
Mad1 gene was successfully cloned to the eukaryote expression vector pEGFP⁃N1. Expression of Mad1 gene and protein was confirmed
by RT ⁃ PCR and Western blot. After transfection，Mad1 could be detected in the nucleus of AGS cells. CCK ⁃ 8 and Transwell
experimental results showed that the proliferation and migration of pEGFP⁃N1⁃Mad1 transfected cells were deteriorated significantly
compared to empty vector transfected AGS cells and normal AGS cells. Conclusion：The new recombinant expression vector pEGFP⁃N1
⁃Mad1 was constructed and expressed successfully in AGS cells. Mad1 could inhibit the proliferation and migration of gastric cancer
cells.
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胃癌是常见的消化道肿瘤，其发生和发展是十

分复杂的多基因、多阶段的演进过程，其中最常见

的是抑癌基因的丢失或功能丧失［1-3］。Max二聚化

蛋白1（Max dimerization protein 1，Mad1）是Max二聚

化蛋白（Max dimerization protein，Mad）家族成员之

一，通过抑制原癌基因MYC依赖的基因转录来发挥

生物学功能［4-6］。已有研究表明，Mad1是肿瘤生长

抑制因子，其在肿瘤细胞内的过表达能抑制胰腺癌

等多种肿瘤细胞的生长［7-9］。目前对于Mad1在胃癌

中的表达与临床病理意义，以及其在胃癌发生和发

展中的作用和机制，国内外鲜有明确报道，值得深

入研究。本研究旨在构建Mad1的真核表达载体，

并初步观察Mad1对胃癌细胞增殖和迁移的影响，

为深入研究Mad1在胃癌发生和发展中的作用及机

制奠定实验基础。

1 材料和方法

1.1 材料

胃癌AGS细胞株购自中国科学院上海细胞库；

真核表达质粒 pEGFP⁃N1和大肠杆菌DH5α由本中

心保存。PCR试剂盒购于瑞士Roche公司；胶回收

试剂盒和质粒纯化试剂盒为德国Macherey⁃Nagel公
司产品；限制性核酸内切酶EcoRⅠ、KpnⅠ购自美国

NEB公司；卡那霉素购自美国Sigma公司；TRIzol、T4
连接酶、转染试剂 LipofectamineTM为美国 Invitrogen
公司产品；GFP抗体购自美国Santa Cruz公司。

1.2 方法

1.2.1 目的基因的扩增制备

一步法抽取细胞总RNA，根据GenBank中Mad1
基因mRNA全长序列（NM002357）设计如下引物，上

游引物：5′⁃CCGGAATTCGCCACCATGGCGGCGGC⁃
GGTTC⁃3′（下划线表示EcoRⅠ的酶切位点）；下游

引物：5′⁃ CGGGGTACCGTGAGACCAAGACACGCC⁃
TTGTG⁃3′（下划线表示KpnⅠ的酶切位点）。扩增长

度为 689 bp。 PCR 引物由上海 Invitrogen 公司合

成。用上述引物进行 PCR扩增，具体反应条件如

下：95 ℃预变性 2 min，95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃
60 s，共进行 30个循环，最后 72 ℃延伸 6 min。PCR
扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离，用胶回收试

剂盒回收目的基因片段。

1.2.2 重组质粒pEGFP⁃N1⁃Mad1的构建及鉴定

将目的基因片段和pEGFP⁃N1载体分别用限制

性内切酶EcoRⅠ和KpnⅠ进行双酶切，酶切产物用

T4连接酶于 16 ℃连接过夜。连接产物转化DH5α

感受态细胞。 37 ℃培养 18 h后挑取单克隆菌落扩

增培养，提取质粒进行酶切鉴定，鉴定为阳性的重

组质粒交由上海基峰生物科技有限公司测序验

证。测序正确的质粒命名为pEGFP⁃N1⁃Mad1。
1.2.3 pEGFP⁃N1⁃Mad1转染AGS细胞

AGS细胞培养于含10%胎牛血清的F12培养基

中，转染前24 h将处于对数生长期AGS细胞接种至

6孔细胞培养板中，于 37 ℃ 5% CO2培养 24 h，使转

染当天细胞处于 60%~80%的汇合率。转染步骤按

照LipofectamineTM操作说明进行。培养 48 h后倒置

荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白表达情况。

1.2.4 RT⁃PCR检测目标分子mRNA表达

TRIzol法提取 3组细胞总RNA，取 1 μg总RNA
在 20 μL反应体系中逆转录生成 cDNA。引物序列

如下：Mad1上游引物：5′⁃ATGGCGGCGGCGGTTC⁃
3′；下游引物：5′ ⁃GAGACCAAGACACGCCTTGTG⁃
3′，扩增产物长度为 663 bp。GAPDH上游引物：5′⁃
GGCCAAGGTCATCCATGACAAC⁃3′；下游引物：5′⁃
GGCAGGTTTTTCTAGACGGCAG⁃3′，扩增产物长度

为 280 bp。扩增反应条件为：95 ℃预变性 2 min，
95 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，共进行 28个循环，

最后 72 ℃延伸 6 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶

电泳检测。

1.2.5 Western blot检测目标分子蛋白表达

分别收集 3组细胞，蛋白提取及Western blot检
测参照文献［10-12］的方法进行。抗GFP的一抗1∶1 000
稀释，4 ℃孵育过夜，二抗室温孵育 2 h，ECL试剂盒

显影特异蛋白条带。

1.2.6 荧光显微镜观察Mad1在AGS细胞内的定位

细胞转染48 h后参照以前文献［10-11］的方法进行

细胞免疫荧光实验。

1.2.7 细胞增殖实验

取状态良好的AGS细胞铺于96孔板（2 500个/孔），

分别设Mad1转染组、空载体对照组和正常对照组，

每组 6个复孔。作用 24、48和 72 h 后于各孔加入

CCK⁃8 试剂10 μL，37 ℃孵育2.5 h，酶联免疫测定各

孔吸光度值。以时间为横坐标、吸光度值为纵坐标

绘制细胞生长曲线。

1.2.8 细胞迁移实验

细胞以5×104个/孔密度接种于涂有胶原的小室，

小室内加入 200 μL 无血清培养液，小室外加入 600
μL 有血清培养液。置于培养箱培养过夜，棉签擦去

膜内面细胞，甲醇固定 2 min，结晶紫染色 10 min。
每孔随机选取 5 个视野，摄片计数后取平均值。

·· 22



Mad1转染组、空载体对照组和空白对照组均设定3
个实验孔，实验重复3 次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行统计学分析，正态分布

变量以均数±标准差（x ± s）表示，3组比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用LSD⁃t法。P ≤ 0.05
表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 重组质粒的构建、鉴定和细胞转染

重组质粒经双酶切和琼脂糖凝胶电泳鉴定正

确后（图 1A），送至上海基峰生物公司进行基因测

序，结果与GenBank中的Mad1阅读框架序列完全一

致，提示重组质粒构建成功。AGS细胞转染Mad1过
表达质粒后，RT⁃PCR 检测Mad1的 mRNA 表达水

平。结果显示，Mad1转染组Mad1的mRNA表达水

平较空白对照组和空载体对照组明显升高（图

1B）。对收集的 3组细胞蛋白利用抗GFP抗体进行

Western blot鉴定，结果如图1C 所示，抗GFP的抗体

在空载体对照组和Mad1转染组中检测到大小不同

的蛋白表达，空载体对照组为GFP蛋白，分子量大

小为27 kDa；Mad1转染组为Mad1⁃GFP融合蛋白，分

子量大小为52 kDa。
2.2 Mad1在AGS细胞中的定位

细胞免疫荧光结果显示：空载体 pEGFP⁃N1转

染的细胞和 pEGFP⁃N1⁃Mad1转染的细胞具有不同

的荧光分布，转染空载体的细胞中，绿色荧光均匀

分布于整个细胞中，而转染 pEGFP⁃N1⁃Mad1的细

胞，绿色荧光则主要集中在细胞核中（图2）。
2.3 Mad1对AGS细胞增殖能力的影响

AGS细胞转染pEGFP⁃N1⁃Mad1后，用CCK⁃8法
进行细胞增殖能力的测定，测定0、24、48和72 h 4个
时间点的吸光度值，每组细胞 6个复孔取平均吸光

度值，以表示细胞增殖能力的强弱。与空载体对照

组和空白对照组相比，Mad1转染组细胞增殖能力在

48~72 h 时明显受到抑制（P < 0.01），而两对照组之

间差异无统计学意义（图3）。
2.4 Mad1对AGS细胞迁移能力的影响

在迁移实验中，以 3次独立重复实验的穿膜细

胞均数来表示细胞迁移能力的强弱。空白对照组、

空载体对照组和Mad1转染组的穿膜细胞数分别为

（166 ± 23）个、（161 ± 13）个和（46 ± 5）个，其差异有

统计学意义（P < 0.01，图 4）。结果显示，上调Mad1
表达后，AGS细胞迁移能力下降。

3 讨 论

Mad1是Mad转录家族的成员之一，其编码的基

因全长约 27 kb，位于 2 号染色体短臂 1 区 3 带

A：重组质粒双酶切，1：Mad1重组质粒，2：Mad1重组质粒双酶

切结果，M：DNA 标准；B：RT⁃PCR检测Mad1 mRNA的表达，与空白

对照组比较，#P < 0.01，与空载体对照组比较，*P < 0.01；C：Western
blot检测Mad1 蛋白的表达。

图 1 重组真核表达载体pEGFP⁃N1⁃Mad1的构建、鉴定和

细胞转染

Figure 1 Construction and identification of recombinant
eukaryote expression vector pEGFP⁃N1⁃Mad1
and cell transfection
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A：pEGFP⁃N1 在 AGS 细胞中的定位；B：pEGFP⁃N1⁃Mad1 在

AGS 细胞中的定位；C、D：DAPI 染色示细胞核；E、F：两个图像（A与

C、B 与D）的叠加图像。

图2 Mad1在AGS细胞中的定位（×630）
Figure 2 The localization of MAD1 in AGS cells（×630）
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（2p13），所编码完整的Mad1蛋白由221个氨基酸组

成［4］。主要包含碱性螺旋⁃环⁃螺旋⁃亮氨酸拉链区

（basic helix⁃loop⁃helix leucine⁃zipper，bHLH⁃zip）、近

氨基末端 Sin3结合区（sin3 interacting domain，SID）
及羧基末端保守区域（carboxyl terminus，CT）3 部

分。其中，bHLH⁃zip区具有结合DNA 以及与其他

bHLH ⁃ zip蛋白相互作用的能力，SID区可以募集

Sin3⁃HDAC相关共转录抑制因子［4-5］。临床病理资

料显示，在白血病、前列腺癌、神经胶质瘤及乳腺癌

的活检标本中均可检测到Mad1低表达或表达缺

失，且与这些肿瘤的发生、发展存在一定关系［7-9］。

Mad1介导的转录调控网络十分复杂，其调控的基因

涉及细胞增殖、分化、凋亡、发育等多个方面［6］。在
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图3 Mad1对AGS细胞增殖能力的影响

Figure 3 The effect of Mad1 overexpression on the prolif⁃
eration of AGS cells

与空白对照组比较，#P < 0.01；与空载体对照组比较，*P < 0.01（n=3）。
图4 Mad1对AGS细胞迁移能力的影响（×100）

Figure 4 The effect of Mad1 overexpression on the migration of AGS cells（×100）
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不同环境、不同细胞中，甚至同一细胞不同状态下，

Mad1的调控作用也会不同，其调控的最终结果取决

于它下游靶基因及产生作用的效应蛋白质［6，13-14］。为

研究Mad1在胃癌发生和发展中的作用及机制，本

研究构建携带Mad1基因的重组真核表达载体，并

转染人胃癌AGS细胞从而进一步探讨Mad1对胃癌

细胞体外生物学的影响。

蛋白质分子在细胞内活性的发挥及功能的特

异性通常由其在细胞内的定位所决定。本实验将

重组质粒以脂质体介导的方法体外瞬时转染人胃

癌AGS细胞，转染后利用荧光显微镜观察，可见空

载体转染的细胞荧光均匀分布于整个细胞中，而重

组质粒转染的细胞，其荧光集中在细胞核中。这一

结果表明Mad1定位于AGS细胞核中。Mad1的这一

细胞核定位可能与其作为 c⁃MYC 的拮抗因子有

关。c⁃MYC作为转录因子，通过其C末端的b⁃HLH⁃
ZIP结构和MAX形成异源二聚体与靶基因的DNA
结合，进而激活转录［15］。Mad1蛋白的C末端也有b⁃
HLH⁃ZIP结构域，能和 c⁃MYC竞争结合Max，抵消 c⁃
MYC的促转录作用［4-6］。因此，Mad1在AGS细胞核

中的定位表明其有可能通过调节 c⁃MYC来影响胃

癌细胞的恶性生物学行为。

细胞增殖实验结果显示，增加AGS细胞内Mad1
表达后，从48 h起细胞生长比正常对照组和空载体

对照组均缓慢，说明Mad1表达上调能抑制AGS细

胞增殖。虽然近年来的实验证实Mad1能抑制包括

胰腺癌等多种肿瘤细胞增殖［7-9］，但对其具体的作用

机制并未进行探讨，仍需从细胞和分子水平研究

Mad1对于细胞增殖的影响。肿瘤的发生离不开细

胞增殖的失控和细胞凋亡的抑制，两者共同引起体

内活细胞动态平衡的破坏［16］。有研究表明，Mad1可
激活细胞内 PI3K/AKT信号通路抑制 Fas诱导的肿

瘤细胞凋亡，发挥抗凋亡功能［17］。Mad1是否参与胃

癌细胞凋亡的调控，目前尚未可知，需要进一步研

究Mad1对胃癌细胞凋亡的影响。

细胞迁移实验结果显示，增加AGS细胞内Mad1
表达后，穿过Traswell膜的细胞数从（161 ± 13）个下

降至（46 ± 5）个，AGS细胞的迁移能力显著下降。

说明上调Mad1表达能抑制AGS细胞的迁移能力。

Mad1对胃癌细胞迁移的抑制作用可能与 c⁃MYC有
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关。近年来研究发现，c⁃MYC的表达水平与胃癌的

浸润、转移和不良预后呈正相关［18］。蔡民等［19］通过

转染 c⁃MYC siRNA 降低胆囊癌细胞中 c⁃MYC下游

靶基因的表达水平，从而使胆囊癌细胞的迁移和侵

袭能力受到抑制。所以 c⁃MYC在胃癌细胞的迁移

与侵袭过程中也有可能发挥重要作用。Mad1在

AGS细胞的细胞核定位提示其很有可能参与c⁃MYC
活性调节，但其是否通过调节 c⁃MYC活性抑制胃癌

细胞迁移尚待进一步研究。

总之，本研究成功构建了携带Mad1基因的真

核表达载体，并初步探索了Mad1对胃癌细胞增殖

和迁移功能的影响，为以后进一步进行相关机制的

研究奠定了基础。
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