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摘)要!目的)探讨 +,-./沉默 01234! 基因表达对人脑胶质瘤细胞 5!'# 增殖%凋亡的影响$ 方法)脂质体介导 +,-./

转染人脑胶质瘤细胞 5!'# 后#检测 5!'# 细胞的增殖%凋亡的变化#并用 06+7689 :;<7法检测 01234!%=>;4!%=?@蛋白的表

达$ 结果)01234! +,-./能有效抑制 5!'# 细胞株的生长#诱导凋亡#+,-./干扰组 01234! 蛋白表达水平为 ! #&ABC D

#A*""E#明显低于空白对照组!C"A#& D#A&! "E和阴性对照组 ! B(A*# D#ACC "E#且差异有统计学意义 !!F"A"# " &

+,-./干扰组 =>;4!%=?@蛋白表达水平为!!(ABC D#A*C"E%!$#AB! D#A$! "E#明显低于空白对照组和阴性对照组#且

差异有统计学意义!!F"A"#" $ 结论)01234! +,-./抑制 01234! G-./和蛋白表达后#能有效抑制胶质瘤细胞的增殖#

增加 5!'# 细胞凋亡#可能通过下调 =>;4! H=?@蛋白表达的比值来诱导细胞凋亡$

关键词!胶质瘤&01234!&增殖&凋亡&=>;4! H=?@

/00123'40!"#$%& '()*+456748(01793(4595:964634'('40;<=95>8(4=9 ,&-. 2188'

"#$%&'(

#

#)*#$+(,-./0(

!

#12&'3-4.53-

#

##6$30/780/43/9:3;,/<=3-<7>10-,- !/7?(-@(,A"0=7/178;(<,A!"'3#>>(A(,<3B "0=7/

178;(<,A7>+(,-49, C3B(@,AD@'77A7>E3-</,AD70<' *-(?3/8(<9"# E',-48',#10-,- *#""#$&!6$30/780/43/9:3;,/<=3-<7>+(,-49,

178;(<,A#E3-</,AD70<' *-(?3/8(<9# E',-48',# 10-,- *#"""&

+?'37923' @?A123(B1)I<,9J6+7,K?767L66MM6>7+<M+,-./4G6N,?76N 01234! K696+,;69>,9K<9 7L6O8<;,M68?7,<9 ?9N ?O<O7<+,+<MLPG?9

K;,<G?>6;;;,965!'#AC13;4:')Q,O<+<G64G6N,?76N 78?9+M6>7,<9 R,7L 01234! +,-./R?+O68M<8G6N ,9 LPG?9 K;,<G?5!'# >6;;+AIL6

6MM6>7+<M01234! +POO86++,<9 <9 7L6O8<;,M68?7,<9 ?9N ?O<O7<+,+<M5!'# >6;;+R6866J?;P?76N :STII?++?S?9N M;<R>S7<G678SAIL6

O8<76,9 6@O86++,<9 <M01234!# =>;4!# ?9N =?@?M7687L6K696+,;69>,9K<M01234! ,9 5!'# >6;;+R?+G6?+P86N :S06+7689 :;<7A

)1'<83')IL6TII?++?S+L<R6N 7L?77L6>6;;K8<R7L 8?76R?++,K9,M,>?97;S;<R68,9 +,-./,9768M6869>6K8<PO 7L?9 ,9 :;?9U ><978<;

K8<PO ?9N 96K?7,J6><978<;K8<PO !!F"A"'"AIL6M;<R>S7<G678S+L<R6N 7L?77L6G6?9 ?O<O7<7,>8?76<M+,-./,9768M6869>6K8<PO R?+

#BA'( D#A*"E# +,K9,M,>?97;S;<R687L?9 7L<+6<M:;?9U ><978<;K8<PO !$A#$ D"A$*E" ?9N 96K?7,J6><978<;K8<PO !$A*! D"A*&E"

!!F"A"#"A01234! +,-./+,K9,M,>?97;S,9L,:,76N 7L6K8<R7L ?9N ,9NP>6N 7L6?O<O7<+,+<M5!'# >6;;+A01234! O8<76,9 6@O86++,<9 R?+

+,K9,M,>?97;S;<R68,9 +,-./,9768M6869>6K8<PO !#&ABC D#A*"E" 7L?9 ,9 :;?9U ><978<;K8<PO !C"A#& D#A&!E" ?9N 96K?7,J6><978<;

K8<PO !B(A*# D#ACCE" !!F"A"#"AIL6O8<76,9 6@O86++,<9 <M=>;4! ?9N =?@R?++,K9,M,>?97;S;<R68,9 +,-./,9768M6869>6K8<PO

!!(ABC D#A*CE ?9N $#AB! D#A$!E" 7L?9 ,9 :;?9U ><978<;K8<PO ?9N 96K?7,J6><978<;K8<PO !!F"A"#"AD4528<'(45')01234!

+,-./# RL,>L ,9L,:,7+7L6G-./?9N O8<76,9 6@O86++,<9 <M01234!# >?9 6MM6>7,J6;S+POO86++7L6O8<;,M68?7,<9 ?9N O8<G<767L6?O<O7<4

+,+<M5!'# >6;;+A/9N 7L6>6;;?O<O7<+,+G?S:6,9NP>6N :SN<R9486KP;?7,9K7L6=>;4!H=?@8?7,<A

E1F G47:'' K;,<G?& 01234!& O8<;,M68?7,<9& ?O<O7<+,+& =>;4!H=?@

))01234! 属于即刻早期基因高半胱氨酸蛋白

B# H结缔组织生长因子H肾母细胞瘤过度表达基因

! >S+76,96 8,>L B# H><996>7,J6 7,++P6 K8<R7L M?>7<8H

96OL8<:;?+7<G?<J686@O86++6N K696#VV." 家族成员之

一#在多 种 肿 瘤 组 织 中 高 表 达(#)

$ 研 究 显 示(!)

01234! 在正常脑组织中无表达#但在胶质瘤中的

表达升高#且在高病理级别的胶质瘤组织中的表达

高于其在低病理级别的胶质瘤中的表达# 01234!

*((#*
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可能在胶质瘤的生物学行为中起一定作用$ 本研

究用 01234! +,-./转染人胶质瘤细胞 5!'# 细胞

株#以研究 01234! 基因沉默后对人胶质瘤细胞增

殖%凋亡的影响$

.H材料与方法

.A.H材料与试剂

人脑胶质瘤细胞株 5!'# !中南大学湘雅中心

实验室细胞库 " #01234! % WX3XY引物 !北京博迈

得公司 " # -I43V-试剂盒 ! I?Z?-?公司 " # Q,O<4

M6>7?G,96IT!""" % -./I8,[<;8<+6!,978,J<K69 公司" #

兔抗人单克隆抗体 01234! %WX3XY!/:>?G公司" #

兔抗人单克隆抗体 =>;4! %=?@!北京博奥森公司 " #

243试剂盒% X/=试剂盒!北京中山公司" $

.A&H方法

#A!A# )细胞培养)用含 ;"E灭活胎牛血清的

-3T;;B*" %# \#"

'

5HQ青霉素和 #"" GKHQ链霉

素作为培养基#将 5!'# 胶质瘤细胞置于含 'E

V"

!

%$C]细胞培养箱内培养#每 ! ^$ 天传代 #

次$ 取对数生长期的细胞用于实验$

#A!A!)0123+,-./的合成与转染)从化学合成

的 $ 条 01234!4+,-./序列中筛选出 # 条最有效的

+,-./序 列 01234!4+,-./4!&( # 正 义 链' '_4W/4

V/WV/WV5W5W/WW5W/II4$_# 反 义 链' '_45V/V4

V5V/V/WV5WV5W5VII4$_$ 用 8̀664-.?+6水将干

粉 +,-./稀释成浓度为 !" 9G<;HQ$ 转染前 !* L#

取对数生长期的细胞用胰酶消化% 计数#按 Q,O<4

M6>7?G,96!""" 说明书进行转染#然后加入新鲜培

养基#继续培养$

#A!A$)TII法检测细胞增殖)将对数生长期的

5!'# 细胞分为 $ 个组#空白对照组'未予任何干

扰的 5!'# 细胞株&阴性对照组'加入非特异性

+,-./HQ,O<M6>7?G,96复合物的 5!'# 细胞株&+,-./

干扰实验组'为 01234!4+,-./4!&( 脂质体转染的

5!'# 细胞株$ 收集对数期 5!'# 细胞#调整细胞

悬液浓度#接种于 (B 孔#每孔 !""

!

;#含细胞数约

# \#"

* 个H孔#置 $C]%'EVa

!

温箱培养$ 各实验

组分别于培养后 !* L%*& L%C! L%(B L%' N用于 TII

检测& ! 二 甲 基 亚 砜 " # 在 酶 标 仪 上 测 定 各 孔#

*(! 9G波长处 aX值#以空白细胞组作为对照组$

以培养时间为横轴#aX值为纵坐标#在 2322 #$A"

软件中绘制生长曲线$

#A!A*)06+7689 :;<7法检测 01234! %=>;4! %=?@蛋

白的表达)分组同上$ 转染*& Y后#以含 "A!'E

胰蛋白酶消化收集细胞#用终浓度为 # GG<;HQ蛋

白裂解液 -13/裂解细胞#在 *]##!""" 8HG,9#离

心 #' 分钟#取上清#测蛋白浓度后#每个样品蛋白

终浓度均调整为 !

!

KH

!

;# %&"]保存备用$ 将定

量后的蛋白质 #""]加热 ' 分钟后上样电泳#经

#'E 2X243/Wb电泳后转 3cX̀ 膜 (" G,9#用 # G;

#d*"""稀释的 1抗 *]封闭过夜#弃 1抗后加入# G;

辣根过氧化物酶标记二抗 ! #d'""" 稀释 " #室温温

育! L后漂洗#发光液显影#成像$ 以 WX3XY检测

作为内对照$

#A!A')流式细胞术 " V̀T#检测细胞凋亡)分组

同上$ 各处理组在转染*& L后以"A!'E胰酶消化#

制成单细胞悬液 ! # \#"

B

HG;" # #""" K离心 ' 分

钟#3=2 洗涤细胞 $ 次#用 *]预冷的 C"E乙醇固

定! *]保存" #固定不少于 #! 小时$ #""" K离心去

除乙醇$ 调整细胞浓度为 # \#"

B

HG;#取 # 毫升细

胞悬液#用 3=2 洗三次#细胞重悬于 # 毫升 31染液

中 ! 31染液浓度 '"

!

KHG;#含 !"

!

KHG;-.?+6/" #

*]染色 $" 分钟#上机检测$ 流式细胞仪检测分析

细胞凋亡情况#低于 W# 期的细胞!亚二倍体"为凋

亡细胞#其占细胞总数的比例为凋亡细胞率$

.AIH统计学处理

各试验均独立重复 $ 次#应用 2322 #$A" 统计

软件进行方差分析#计量资料以 FD8表示#!F

"A"'为差异有统计学意义$

&H结果

&J.HCKK法检测细胞增殖能力

TII结果显示#+,-./干扰组在转染 #! L%!* L%

*& L%C! L 及 (B L# TII法检测各组 aX值分别为

"A"&! D"A""&%"A#"B D"A"#!%"A#B" D"A"!!%"A!C" D

"A"#*%"A*$& D"A"#C#转染 #! L%!* L%*&%C! L 及

(B L 时 +,-./干扰组细胞生长速度较其他两组显

著降低 ! !F"A"' " #空白对照组与阴性对照组在

各时间点比较无统计学差异 !!e"A"' #图 # " #以

培养时间为横轴#平均 aX值为纵坐标绘制生长曲

线#+,-./干扰组生长曲线低缓!图 ! " $

*""!*
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图 .H01234! +,-./对 5!'# 细胞增殖活性的影响&
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图 &H01234! +,-./对 5!'# 细胞生长曲线的影响&

&A&H流式细胞仪检测细胞凋亡

培养 *& L 后收集细胞经流式细胞仪检测细胞

凋亡#结果显示'空白组平均凋亡率为 ! $A#$ D

"A$* "E#阴性组平均凋亡率为 ! $A*! D"A*& "E#

+,-./干扰组平均凋亡率为 ! #BA'( D#A*" "E#统

计分析结果显示 +,-./干扰组与阴性对照组%空白

对照组比较差异有统计学意义 ! !F"A"# " #阴性

对照组与空白对照组比较差异无统计学意义 !!g

"AB(& #图 $ " $
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&JI H!1'3175?843法检测 !"#$%& $L28%& $L9M 蛋

白的表达

+,-./干扰组 01234! 蛋白表达相对水平为

! #&ABC D#A*" "E#明显低于空白对照组 ! C"A#&

D#A&! "E和阴性对照组! B(A*# D#ACC "E#且差

异显著 ! !F"A"# " #空白对照组和阴性对照组

01234! 蛋白表达水平比较#无明显统计学差异 ! !

e"A"' #图 * " $ +,-./干扰组 =>;4! 蛋白表达水平

为! !(ABC D#A*C "E#明显低于空白对照组 ! *(A'#

D#AC# "E和阴性对照组 ! *(A"C D#A$' "E#且差

异显著!!F"A"# " #空白对照组和阴性对照组 =>;4

! 蛋白表达水平比较#无明显统计学差异 ! !e

"A"' " $ +,-./干扰组 =?@蛋白表达水平为 ! $#AB!

D#A$! "E#明显高于空白对照组! !$A(& D#A*C "E

和阴性对照组 ! !*A"B D#A'' "E#且差异显著 ! !

F"A"# " #空白对照组和阴性对照组 =?@蛋白水平

比较#无明显统计学差异!!e"A"' " $
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图 NH+,-./沉默 01234! 对 5!'# 细胞 01234! %=>;4! %=?@蛋白的影响

IH讨论

VV.家族包括高半胱氨酸蛋白 B;!>S+76,9648,>L

B# #VS8B# " %结缔组织生长因子 ! VIẀ " %肾母细胞

瘤过度表达基因 ! .ac" % 01234# %01234! %01234

$

($)

$ VV.家族间在氨基酸序列上有着高度的同源

性和保守性#同时具有相似的结构模块#与其他成

员相比#01234! 在结构上缺少 V末端结构模块且

仅含有 !& 个半胱氨酸#这意味着 01234! 可能与其

他 VV.蛋白存在功能上的不同$ 在不同的肿瘤组

织中#01234! 的分布及生物学作用不同#01234!

正向或负向调节肿瘤的发展(*)

$ 2?@69?等('4B) 的研

究表明 01234! 在 * 种乳腺癌细胞系 ! TV̀ 4C %h-4

C' %I4*CX和 2Z=-! "中都有高表达#而在正常乳

腺上皮细胞中几乎没有检测到 01234! 的表达$

01234! 在乳腺增生性和乳腺导管原位癌组织中高

表达#而在侵润性乳腺癌中低表达#在正常乳腺组

织中则完全缺乏表达(C)

#这表明 01234! 在乳腺癌

的发生和发展中起着双向作用$ 01234! 的存在是

非侵润乳腺癌细胞增殖雌激素受体所需#同时#它

的存在保护原位癌细胞进展成侵袭性癌细胞$

XL?8等(&)等用定量 3V-和免疫组化染色法对 C 例

胰腺癌患者的癌组织和邻旁正常胰腺组织及 ' 例

慢性胰腺炎患者的胰腺组织的 01234! G-./和蛋

白表达水平进行测定#结果显示在正常胰腺和慢性

胰腺炎组织中#01234! G-./和蛋白高表达在胰

腺导管和腺泡#而在胰腺癌组织中 01234! G-./

和蛋白低表达或不表达$

本课题针对 01234! 基因设计筛选的 # 对特异

+,-./#通过脂质体转染 5!'# 细胞后#检测 01234!

基因沉默对 5!'# 细胞增殖%凋亡的影响#并检测

干预后 01234! % =>;4! 及 =?@蛋白的表达水平变

化$ 我们先采用 TII法检测 01234! 基因沉默后

5!'# 细胞株的生长活性$ 我们发现经过 +,-./抑

制 01234! 表达后#随着作用时间的延长#5!'# 细

胞增殖的抑制作用逐渐增强#呈明显的时效依赖

性$ 绘制生长曲线后分析发现沉默 01234! 基因表

达后#5!'# 细胞生长明显减缓#表明其增殖能力

受到抑制$ 运用流式细胞仪检测经干扰 *& 小时后

*!"!*

) ))f<P89?;<M197689?7,<9?;.6P8<;<KS?9N .6P8<+P8K68S)!"#$ #*" ! $ ")



的 5!'# 细胞凋亡率#发现细胞凋亡率从空白组平

均凋 亡 率 ! $A#$ D"A$* "E# 阴 性 组 平 均 凋 亡 率

!$A*! D"A*& "E上升到干预组的 ! #BA'( D#A*" "E#

提示 01234! 基因沉默能够增加诱导 5!'# 胶质母

细胞株的凋亡$ 通过以上实验我们发现 01234! 基

因沉默后能够在体外有效的抑制 5!'# 细胞的增

殖%促进其凋亡$ 为了进一步了解 01234! 基因沉

默诱导 5!'# 细胞凋亡的机制#干扰 *& 小时后#

06+7689 :;<7检测 5!'# 细胞 01234! 蛋白的表达#

检测凋亡相关基因 =>;4! 和 =?@蛋白表达情况#结

果显示#抗凋亡因子 =>;4! 表达减少#促凋亡因子

=?@表达增加#=>;4! H=?@比值下降#由此可以推断

调亡因子 =>;4! 蛋白表达减少和 =?@蛋白表达的上

调是 01234! 蛋白下调后的早期事件#从而改变了

=>;4! 与 =?@的比值#使 =>;4! 与 =?@之间的平衡被

打破#=?@在结合了 =>;4! 之后#余下的 =?@即形成

=?@H=?@同二聚体#发挥其凋亡作用((4#")

$ 01234!

+,-./诱导 5!'# 细胞发生凋亡可能与其改变凋亡

相关蛋白 =>;4! %=?@的表达#使 =>;4! H=?@比值下

降有关$

综上所述# 01234! 基因沉默能抑制 5!'# 细

胞的增殖#5!'# 细胞的凋亡增加#并推测 +,-./沉

默 01234! 基因诱导 5!'# 细胞的凋亡通过下调

=>;4! 蛋白表达#上调 =?@蛋白的表达来诱导 5!'#

细胞的 凋 亡$ 试 验 结 果 在 一 定 程 度 上 证 实 了

01234! 在星形细胞瘤细胞增殖%凋亡中发挥重要

作用#同时提示我们是否可以将 01234! 作为临床

治疗星形细胞瘤的分子靶点#或联合其他药物进行

特异性靶向治疗#为星形细胞瘤的治疗开辟新的

思路$
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