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摘　要:目的　探讨爱泼斯坦－巴尔病毒(EpsteinＧBarrvirus,EBV)编码的 BARF１基因对人胃上皮细胞(GESＧ１)增殖、

迁移及细胞周期分布的影响.方法　将pIRESＧEGFP/BARF１重组质粒、pIRESＧEGFP空载体转染GESＧ１细胞,通过G４１８筛

选,获得稳定表达pIRESＧEGFP/BARF１及pIRESＧEGFP的 GESＧ１细胞.在荧光显微镜下观察转染与未转染组细胞生长状

况;通过逆转录PCR(ReverseTranscriptionＧPCR,RTＧPCR)检测转染细胞中BARF１基因表达情况;通过细胞计数及CCK８法

评估转染与未转染三组细胞的增殖能力;通过免疫组织化学(Immunohistochemistry,IHC)染色法评价不同组别细胞周期蛋白

CyclinD１的表达情况;应用划痕实验分别对稳定转染BARF１组和空载体组 GESＧ１细胞的迁移效率进行分析评价;应用流式

细胞仪检测与分析细胞周期的分布情况.结果　获得稳定表达pIRESＧEGFP/BARF１、pIRESＧEGFP的 GESＧ１细胞模型;稳
定转染BARF１组的细胞增殖能力高于未转染组及转染空载体组,并且稳定转染 BARF１组S期显著延长;稳定转染 BARF１
组 GESＧ１细胞的迁移能力比转染 pIRESＧEGFP空载体组得到明显提升;细胞周期蛋白 CyclinD１集中表达在稳定转染

BARF１组的 GESＧ１细胞核内.结论　作为EBV编码的癌基因BARF１能够促进人胃上皮细胞 GESＧ１增殖、迁移及分裂,抑
制细胞凋亡,促进胃上皮细胞的恶性转化.
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TheeffectofBARF１encodedbyEpsteinＧBarrvirusonGESＧ１cells
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Abstract:TheeffectsofBARF１geneencodedbyEpsteinＧBarrvirusonproliferation,migrationandcellcycledistributionof
humangastricepithelialcells(GESＧ１)wereinvestigated．GESＧ１cellsweretransfectedwithrecombinantplasmidofpIRESＧEGＧ
FP/BARF１andemptyvectorofpIRESＧEGFP．GESＧ１cellswithstableexpressionofpIRESＧEGFP/BARF１andemptyvector
ofpIRESＧEGFP wereobtainedbyG４１８screened．TheGESＧ１cellgrowthoftransfected withpIRESＧEGFP/BARF１and

pIRESＧEGFP,anduntransfectedwereobservedunderfluorescencemicroscope．TheexpressionofBARF１geneinthetransfectＧ
edcellswasdetectedbyreversetranscriptionＧPCR(RTＧPCR)．TheproliferationoftransfectedanduntransfectedcellswasevalＧ
uatedbycellcountandCCK８method．TheexpressionofCyclinD１indifferentgroupswasevaluatedbyimmunohistochemical
staining．ThemigrationefficiencyofGESＧ１cellsstablytransfectedwithBARF１andemptyvectorwasanalyzedandevaluated
bywoundＧhealingassay．Thecellcycledistributionwasdetectedandanalyzedbyflowcytometry．TheGESＧ１cellmodelstably
expressingpIRESＧEGFP/BARF１andpIRESＧEGFP wasobtained;theproliferationabilityofcellsinthestabletransfected
BARF１groupwashigherthanthatoftheuntransfectedgroupandthetransfectedemptyvectorgroup,andtheSphaseofthe
stabletransfectedBARF１group wassignificantlyprolonged．The migrationabilityofGESＧ１cellsstablytransfected with
BARF１wassignificantlyhigherthanthatofpIRESＧEGFPemptyvectorgroup．CyclinD１wasconcentratedinthenucleusof
GESＧ１stablytransfectedBARF１group．BARF１,anoncogeneencodedbyEBV,canpromotetheproliferation,migrationand
divisionofhumangastricepithelialcellsGESＧ１,inhibitapoptosisandpromotethemalignanttransformationofgastricepithelial

cells．
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　　胃癌(Gastriccancer,GC),是严重危害人类健

康的恶性肿瘤[１].据有关报道表明,每年大致出现

１００万左右的 GC新发病例,GC通常表现出全球发

病率高、存活率低的特点[２],其发生发展过程较为复

杂,受到多重因素的影响,可涉及表观遗传学改变、

EBV感染、幽门螺旋杆菌感染、年龄、生活方式不健

康、食用腌制品、烤鱼、烤肉、水果食用量低以及吸烟

等诸多方面[２Ｇ５].EBV被认为是人类世界最早被发

现的致癌病毒[６],存在归属于疱疹病毒家族的γ病

毒亚群,全世界约超过 ９５％ 的人表 现 为 潜 伏 感

染[７],并且该病毒以双链 DNA 形式存在[８],一旦发

生感染,就会存在于人类整个生命过程中,是与人类

多种恶性肿瘤发生密切相关的一种病原体[８].据相

关研究所述,EBV目前被认为是诱发人类癌症的一

级危险物[６],在全世界有１０％左右的 GC患者会同

时检测到感染 了 EBV[６,９].EBV 相 关 胃 癌 (EpＧ
steinＧBarrvirusＧassociatedgastriccarcinoma,EBＧ
VaGC)[１０]如今已被归属为EBV相关恶性肿瘤中最

常见的一种疾病类型[７,１１].胃环境呈现明显酸性,
包膜病毒表现为不耐酸的特征,迄今为止EBV如何

感染并引起胃癌还没有明确的解释[１２].已报道的

EBV 感染胃上皮细胞的可能诱因包括以下两个方

面:首先可能由于胃炎发生过程中存在潜伏感染

EBV的 B淋巴细胞[１３],并通过上皮细胞分泌的囊

泡得以激活[１４];其次可能由于持续摄入带有 EBV
的唾液,使EBV可以在恶劣的酸性环境下复制并使

胃上皮细胞癌变[１５].研究表明,在 EBV 基因组中

有多种与癌症发生存在关联的基因,除了公认的EB
病毒核抗原１(EBNA１)、潜伏膜蛋白１(LMP１)和潜

伏膜蛋白２(LMP２)之外,还包括BARF１基因[１６].

BARF１(BamHIＧArightwardframe１)基因存在于

EBV基因组 BamHⅠA 最右侧开放读码框[１７],主
要表达在EBV裂解早期,它如今被认为是可诱导多

种不同的上皮细胞发生恶性损伤的基因之一,推动

上皮细胞持续性增殖及异常转化的进程,促使恶性

肿瘤生长,起到阻断细胞凋亡的作用,并以潜在的方

式促进EBV 相关肿瘤的发生发展[１６,１８Ｇ１９].即使已

经进行了多项研究,但对于EBVaGC的发病机制依

旧不很明朗[４,７Ｇ８,２０].本文在体外构建了可稳定表达

外源pIRESＧEGFP/BARF１基因的人胃上皮细胞模

型,探讨外源基因 BARF１的表达在人胃上皮细胞

增殖、迁移及细胞周期分布.

１　材料与方法

１．１　材料　pIRESＧEGFP/BARF１重组质粒、GESＧ
１(人胃上皮细胞)、PBS缓冲液、PI工作液、RNA 提

取、逆转录PCR及IHC染色相关试剂由本室保存;

Lipofectamine２０００为美国Invitrogen公司产品;双
抗、胎牛血清、胰酶(０．２５％,含 EDTA)为美国 HyＧ
Clone公司产品;新霉素类似物(G４１８)为中国北京

Solarbio公司产品;培养板(６、２４、４８、９６孔)为美国

康宁公司产品;CCK８试剂盒为中国上海 Beyotime
公司产品;DMEM 高糖及 RPMI１６４０基础培养基

分别为中国北京Biosharp和美国 Gibco产品.

１．２　方　法

１．２．１　细胞培养　GESＧ１细胞(人胃上皮细胞)从
冰箱(－８０℃)取出后迅速放入恒温水浴箱(３７℃)
中融化,离心并吸除冻存液,加入一定体积的完全培

养基(１０％FBS,１％双抗的 RPMI１６４０培养基)制
成均匀分布的细胞悬液,将细胞悬液加入培养瓶轻

轻摇匀,放到无菌、加湿、恒温培养箱(３７ ℃,５％
CO２)中进行常规培养,平均每１~３d更换１次培

养基;当细胞密度适宜(９０％以上),用胰酶(０．２５％,
含EDTA)消化细胞,若镜下细胞变圆,吸除消化

液,加一定体积的完全培养基,使细胞分布均匀并无

细胞聚集成团,转种至２４孔板,过夜培养.

１．２．２　细胞转染　上述细胞生长至转染所需密度

(约５０％~７０％),去除废培养液,用PBS缓慢清洗

细胞至背景洁净,弃PBS,加入一定体积(０．２５mL)
不含FBS和抗生素的高糖 DMEM;按照脂质体转

染试剂(Lipofectamine２０００)说明书并结合自身细

胞情况调整各物质加入量后实施细胞转染,将３组

细胞(即转染pIRESＧEGFP/BARF１组、pIRESＧEGＧ
FP空载体组及未转染组)做上标记,轻轻摇晃２４孔

板,使质粒/脂质体混合液于各孔中均匀分布,常规

培养;６h后补充高糖 DMEM(含２０％血清)培养基

０．２５mL,相同环境下继续培养;转染２４h后,再补

充０．３５mL普通完全培养基(１０％FBS,１％双抗的

高糖DMEM 培养基),继续培养;转染４８h后将培

养板密封放到荧光倒置显微镜(NikonECLIPSE
TiＧU)下进行细胞转染情况的观察.

１．２．３　确定 G４１８筛选浓度　在２４孔板中选１０个

孔加入等量的 GESＧ１细胞,常规培养细胞至７０％~
８０％汇合度时,将细胞培养液更换为含不同浓度梯

度 G４１８的 RPMI１６４０培养基(G４１８浓度分别为

０􀆰１,０．３,０．５,０．８,１．０μg/μL),将对应孔做好标记,
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观察２周内细胞生长及死亡情况,筛选出最适宜的

G４１８筛选浓度.

１．２．４　G４１８抗性单细胞克隆筛选　当转染后的细

胞密度适宜(约７０％~８０％)时,将细胞培养基更换

为上述筛选培养基,进行细胞筛选,每３~５d更换１
次培养液,直至筛选出抗性单克隆,挑出单克隆根据

细胞汇合度陆续转至９６孔板、４８孔板扩大培养.

１．２．５　RTPCR鉴定

１．２．５．１　提取细胞RNA　收集３组细胞(生长状态

优良、数量适宜)并用 PBS 洗涤、重悬,低速离心

(１０００r/m,３~５min),弃上清;用无菌镊子夹取

１􀆰５mL无酶 EP管(需经０．１％DEPC水处理并湿

热灭菌),加入１mLTrizolRengen,来回吹打细胞,
使得细胞得到充分裂解从而释放出RNA;用镊子小

心盖 好 EP 管 盖,倒 置、翻 转 混 匀,静 置 (室 温,

５min);加入氯仿(０．２mL),用力颠倒混匀,静置

(室温,５min);４℃,１２０００r/m 离心１０min;将水

相单独吸出(体积小于７５０μL),与异丙醇按比例

(１∶１)混 合 均 匀 而 后 静 置;再 次 相 同 条 件 离 心

１５min,弃上清;加１mL冰乙醇(用无菌 DEPC水

将无水乙醇稀释至浓度为７５％)洗涤沉淀及管壁,
再次相同条件离心１０min,吸出上清,室温干燥,未
完全干燥时在含有 RNA 产物的 EP管中加入一定

体积(６０μL)的无菌DEPC水,将 RNA产物进行电

泳检测,放到冰箱(－８０℃)保存备用.

１．２．５．２　逆转录 PCR(RTＧPCR)　待上述提取的

RNA验证无误后,进行逆转录反应.该反应为２０

μL反应体系:先加入９μLRNasefreeH２O(无核酸

酶水),再取３μLRNA 提取产物作为模板,１μL
dNTPMix,１μLOligo(dT)１８primer,在PCR反应

仪上７０℃孵育５min,取出后放到冰上.在上述反

应管中加入４μL５×firstＧstrandbuffer缓冲液,１

μLMＧMuLVTUREscriptHＧRTase(逆转录酶),１

μLRNaseinhibitor,４２℃反应５０min,６５℃反应

１５min,以获取cDNA.

１．２．５．３　BARF１的PCR检测　该反应为２０μL 反

应体系(需冰上操作):１０μL２×M５ HiPerplus
TaqHiFiPCR Mix,上下游检测引物各０．５μL (１０

μM),加入不足１μg的cDNA模板,补足ddH２O至

反应体系达到２０μL .反应条件为:１个循环:９５
℃５min(预变性);３５个循环:９４℃３０s,５５℃３０
s,７２℃３０s;１个循环:７２℃５min;４℃保持;PCR
产物在不含 GoldView(核酸染料)的１％琼脂糖凝

胶电泳,并用成像仪观察和分析电泳图.

１．３　BARF１基因表达效果分析

１．３．１　细胞增殖活力分析

１．３．１．１　细胞计数法　在各组细胞几乎覆盖到整个

培养板时,收集３组细胞,取几乎相同数量的细胞接

种到２４孔板(本实验每孔加入３００μL细胞悬液,约

９００个细胞),每组接种６个平行孔;每次分别收集３
组细胞,并将细胞均匀、无聚集地分布于培养基中,
吸 取 细 胞 悬 液 (１０ μL),采 用 改 良 的 牛 鲍 式

(Neubauer)计数板计数培养０~６d各组细胞数量,
计算出３次计数结果的平均值以及标准差.应用

MicrosoftExcel工作表来绘制各组细胞的生长曲

线,横坐标选用培养时间(Time,以“d”为单位),纵
坐标选用细胞数量(×１０３ 个/mL).

１．３．１．２　CCK８法　将３组细胞(处于对数生长期)
接种到９６孔板(１００μL细胞悬液,约３００个细胞),
分别设立６个平行复孔,按不同分组标记清晰;设置

只加CCK８溶液和 RPMI１６４０培养基的空白对照

组;常规培养,根据细胞自身状态和培养基情况适当

调整更换培养基的频率(约１~３d);分别将各个分

组中的细胞培养０~６d后,每天在相同时间点将细

胞培养板取出并滴加少量 CCKＧ８溶液(１０μL),培
养１h,用酶标仪测定并记录４５０nm 处的吸光度值

(A４５０).利用 MicrosoftExcel工作表来制作细胞

的生长曲线,其中,横坐标选用培养时间(Time,以
“d”为单位),纵坐标选用吸光度(OD值).

１．３．２　细胞迁移能力分析　细胞划痕实验:将一定

量的细胞悬液(约５×１０５ 个细胞)加入到培养板(２４
孔),培养２４h,次日选取适当的观察点,做好标记,
用０．２mL无菌枪头比着直尺划线,缓慢加 PBS将

细胞背景洗净,加入低血清培养基(含１％FBS)常规

培养,分别于划线后０、２４、４８h取相同位置拍照.
使用图像处理软件(ImageProPlus６．０)进行灰度、
对比度等指数的调整,获得迁移面积与高度的值,计
算３次实验所得细胞迁移距离的平均值和标准差.
根据所得数据用 MicrosoftExcel工作表制作柱形

图,以培养时间作为横坐标(Times,以“h”为单位),
纵坐标为迁移率(用小数表示).

１．３．３　细胞周期检测　流式细胞术:收集３组细

胞,用预冷的PBS溶液洗涤并调整细胞悬液至所需

浓度(１×１０６ 个/mL);缓慢加入乙醇溶液(调整终

浓度至７０％),４ ℃过夜处理;第２d,离心(２０００
g/min)并将上清液吸出,加入预冷PBS并离心以洗

除固定液,按照一定比例(９∶１)配制 PI工作液与

RNaseA的混合液(二者混合后总体积为５００μL),
黑暗、无光环境中处理(４ ℃,３０min),将细胞充分

混合均匀并进行过滤(３００目尼龙),采用流式细胞
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仪对细胞周期的分布情况进行上机检测.

１．３．４　细胞周期蛋白CyclinD１表达情况的评估　
IHC染色法:收集３组细胞(生长状态良好、数量适

宜),加入一定体积的完全培养基使细胞沉淀呈现均

匀分布的单个悬浮状态,并按照实验需要对细胞浓

度进行调整(约１×１０４ 个细胞/mL).将无菌盖玻

片固定６孔板底,将３组细胞分别接种于各孔,使细

胞覆盖盖玻片,终止培养;用 PBS清洗(２~３次);

４℃环境下,用４％多聚甲醛(ParaformaldehydeFix
Solution,PFA)处理２０ min;用过氧化氢(H２O２,

３％)处 理 ５ min;加 入 一 定 体 积 的 TritonXＧ１００
(０􀆰２％,或者吐温２０)通透剂处理２０min;加入BSA
(牛血清白蛋白,５％)封闭２０min;分别加入鼠源性

一抗和 阴性对照(PBS),在４ ℃环境下,于湿盒中

过夜孵育;次日,将盖玻片从４℃拿到室温环境下平

衡２０min;加入试剂１(山羊抗鼠IgG 抗体—HRP
多聚体１),孵育(２５℃,２h);再加入试剂２(山羊抗

鼠IgG抗体—HRP多聚体２),室温孵育２０min;滴

加DAB显色液,室温暗处理１０min(以上各步骤之

间需用PBS或 PBST 洗涤并根据实际情况调整洗

涤时间和次数);自来水缓水流冲洗,苏木素复染细

胞核,用 体 积 分 数 ７０％、８０％、８０％、９０％、９５％、

１００％的乙醇脱水;二甲苯处理２×１min,封片,镜
下观察.

１．４　统计分析　应用SPSS２５．０软件进行数据统

计分析,组间比较采用独立样本t检验,检验水准

α＝０．０５.

２　结　果

２．１　GESＧ１细胞质粒转染效果分析　转染后第３
d,应用NikonECLIPSETiＧU荧光倒置显微镜观察

稳定转染BARF１组及稳定转染空载体组 GESＧ１的

转染效果,并以未转染组作为空白对照,结果显示稳

定转染BARF１组和空载体组 GESＧ１细胞都存在绿

色荧光,如图１所示.

A:未转染组;B:稳定转染空载体组;C:稳定转染BARF１组

图１　荧光显微镜观察转染后第３d各组细胞绿色荧光蛋白表达情况(２００×)

Fig．１　Fluorescencemicroscopetoobservetheexpressionofgreenfluorescentproteinineachgrouponthethird
dayaftertransfection(２００×)

２．２　G４１８耐药性单克隆细胞的获得　通过建立不

同浓度梯度的 G４１８选择性培养基确定合适的筛选

浓度.用筛选培养基(３００μg/mLG４１８,１０％血清

的 RPMI１６４０ 培 养 基)大 约 筛 选 ２ 周 后,转 染

BARF１组及转染空载体组中可稳定表达外源基因

的细胞得以存活,从而获得可耐受 G４１８的阳性单

细胞克隆,每种转染细胞分别挑出３个单克隆陆续

转移至９６孔板和４８孔板扩大培养,获得大量可稳

定表达外源基因 (空载体和重组质粒)的 GESＧ１
细胞.

２．３　BARF１基因表达情况的鉴定　从上述获得的

耐 G４１８单克隆细胞(包括稳定转染BARF１组及稳

定转染空载体组 GESＧ１细胞)中提取 RNA,经逆转

录,并将其产物作为模板进行PCR扩增,获得的产

物大小为５２４bp.分别以 B９５Ｇ８cDNA 和 GESＧ１
的cDNAPCR产物作为阳性和阴性对照,结果如图

２所示.

２．４　细胞增殖能力测定

２．４．１　细胞计数法　通过细胞计数评估对 GESＧ１
细胞增殖能力的影响,结果显示外源基因 BARF１
与空载体组和未转染组相对比,稳定转染 BARF１
组 GESＧ１ 细 胞 增 殖 能 力 显 著 提 高,结 果 如 图 ３
所示.

２．４．２　CCK８法　为进一步验证BARF１基因是否
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M:１００bpLadder;１为阴性对照,２为阳性对照,３－５为稳定转

染空载体组cDNA模板PCR产物,６－８为稳定转染 BARF１组

GESＧ１cDNA模板PCR产物

图２　RTＧPCR鉴定转染各组细胞中BARF１的表达

Fig．２　ExpressionofBARF１intransfectedcellswasidenＧ
tifiedbyRTＧPCR

图３　细胞计数法测定各组细胞增殖能力

Fig．３　CellproliferationabilityofeachgroupwasdeterＧ
minedbycellcountingmethod

对细胞增殖能力产生正向促进作用,采用 CCK８法

对各组细胞进行处理并用酶标仪进行检测分析;根
据各组细胞经处理后所得到的４５０nm 处的吸光度

值,作出如下图所示的生长曲线(图４),经过分析可

知,CCK８法与细胞计数法所得到的结果相呼应,即
稳定转染BARF１组的 GESＧ１细胞增殖能力要明显

高于空载组和未转染组.

２．５　IHC法检测细胞周期蛋白 CyclinD１的表达

状况　显微镜下观察３组细胞IHC法染色结果发

现:未转染组、稳定转染空载体组染色结果均为阴

性,经苏木素复染后呈现蓝色,未检测到 CyclinD１
的表达;而稳定转染 BARF１组细胞核中呈现明显

的棕褐色,结果显示为阳性,表明转染BARF１后人

胃上皮细胞 GESＧ１中 CyclinD１表达,结果如图５
所示.

图４　CCK８法检测细胞增殖能力

Fig．４　AbilityofcellproliferationwasdetectedbyCCK８
method

A:未转染 GESＧ１组;B:稳定转染空载体组;C:稳定转染BARF１
组

图５　IHC法细胞周期蛋白CyclinD１的检测(４００×)

Fig．５　CyclinD１wasdetectedbyIHCmethod(４００×)

２．６　划痕实验评估各组细胞划痕愈合能力　评估

及观测各组细胞迁移能力的差异,结果显示,稳定转

染BARF１组 GESＧ１细胞、稳定转染空载体组 GESＧ
１细胞的２４h划痕愈合率分别为(０．３８±０．０４)和
(０􀆰２６±０．０２),４８h迁移效率分别为(０．７０±０．０２)和
(０．５８±０．０２),经 统 计 学 分 析 可 知,稳 定 转 染

BARF１组 GESＧ１细胞迁移效率高于空载体组,结
果如图６所示.

２．７　流式细胞术检测细胞周期分布情况　为探讨

BARF１表达与细胞周期分布情况是否存在明显相

关性,采用流式细胞仪对各组细胞周期分布情况进

行检测.结果显示,未转染组 GESＧ１细胞各分期所

占比例分别为G１期６１．９８％、G２期１３．８７％及S期

２４．１５％;稳定转染空载体组 GESＧ１细胞 G１期、G２
期及 S 期 所 占 比 例 分 别 为 ６８．５９％、６．８９％、
２４􀆰５２％;而 可 稳 定 表 达 外 源 基 因 BARF１ 组 的

GESＧ１细 胞 周 期 分 布 为:G１ 期 ５５．６８％、G２ 期

６􀆰２２％,S期３８．１０％;以上研究结果表明,与空载体

组和未转染组相比,稳定转染 BARF１组细胞S期
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明显延长.结果如图７所示.

注:∗ P＜０．０５

图６　各组细胞迁移能力检测(１００×)

Fig．６　Detectionofcellmigrationabilityineachgroup(１００×)

A:未转染 GESＧ１组;B:稳定转染空载体组;C:稳定转染BARF１组.

图７　流式细胞术检测细胞周期分布

Fig．７　Cellcycledistributionwasdetectedbyflowcytometry

３　讨　论

胃癌是多种因素共同作用引发的消化系统恶性

肿瘤,众所周知,在我国常见的几种恶性肿瘤中 GC
表现出发病率高、预后差、存活率低等特点,被认为

是对人体造成严重威胁的恶性肿瘤之一[２１];EBV
也称 人 疱 疹 病 毒 ４ 型 (Human Herpesvirus４,

HHV４),在人群中多数是以潜伏感染的方式威胁着

人们的健康[６].据有关报道指出,这种“致癌病毒”
正在以一种不为人知的方式推动着胃癌的发生和发

展[１８];BARF１存在于右侧 EBV 基因组的 BamHIＧ
A转录框架中,所编码的蛋白大小约是３１Ｇ３３kDa,
通过自分泌/旁分泌的方式刺激细胞周期的启动,并
促进不同上皮细胞发生恶性改变[２２],可能对 EBＧ
VaGC的出现和发展有关键的促进作用.即使人们

已经把关注的焦点逐渐投向了BARF１刺激 GC发

生上,但其究竟如何诱导 GC发生发展仍然需要更

详细的解释,其中所涉及的诱导机制仍然需要大量

的实验加以考证[２３].GESＧ１细胞系是胎儿胃粘膜

细胞永生化后获得的细胞系,拥有可以在体外进行

稳定转化和传代的良好特性,本文通过体外构建稳

定表达 BARF１基因的 GESＧ１ 细胞模型,探讨了

BARF１基因对胃上皮细胞 GESＧ１的影响.
本文通过细胞计数和 CCK８法验证BARF１对

GESＧ１细胞增殖能力的影响,结果显示,稳定表达外

源基因BARF１基因的 GESＧ１细胞的增殖速度快,
与空载组和未转染组有着显著差异,则 BARF１基

因会对胃上皮细胞 GESＧ１的增殖产生促进作用;为
评估BARF１基因是否会对 CyclinD１蛋白的表达

产生影响,通过IHC染色法对三组细胞的细胞周期

蛋白 Cyclin D１ 进 行 检 测,发 现 只 有 稳 定 表 达

BARF１组CyclinD１表达阳性,而其余两组未见该

蛋白的表达,这可能与BARF１上调 NFＧκB和 CycＧ
linＧD１对细胞增殖发挥促进作用的机制相关[２４];之
所以人体会出现各种癌变信号,一个十分重要的条

６７０１ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２１,３７(１２)



件就是相关细胞表现出异常强大的迁移和侵袭能

力[２５],本 文 通 过 划 痕 实 验 比 较、分 析 稳 定 转 染

BARF１组和空载体组 GESＧ１的迁移能力,两组间

细胞迁移能力存在明显的差别,即稳定转染BARF１
组细 胞 的 迁 移 效 率 更 高,该 结 果 进 一 步 验 证 了

BARF１基因的致癌特性;细胞周期分析结果显示,
稳定转染外源基因BARF１组的人胃上皮细胞S期

明显延长,表明 BARF１基因具有促细胞有丝分裂

的生物学特性,这与SallA、SakkaE等[２２,２６]的研究

结果相一致.
综上所述,BARF１基因的表达可促进 GESＧ１

细胞增殖、迁移及分裂,最终诱导正常胃上皮细胞发

生恶性改变,因此,BARF１基因可能在EBVaGC的

发生发展中发挥重要作用.
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