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ＳＵＭＯ１基因沉默对肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１

ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因表达的影响

袁丽华１，郭武华２，肖志华１，张吉翔１△

（江西省分子生物重点实验室／南昌大学第二附属医院：１．消化科；２．肿瘤科，江西南昌３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨ＳＵＭＯ１基因沉默后对肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ表达的影响。方法　将人工合成的针对

人ＳＵＭＯ１基因的ｓｉＲＮＡ片段转染人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１，采用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ｓｉＲＮＡ沉默ＳＵＭＯ１基因

的效果及ＳＵＭＯ１基因沉默后对ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因表达的影响。结果　人工合成的针对ＳＵＭＯ１基因的ｓｉＲＮＡ片段能显著

地抑制ＳＭＭＣ７７２１ＳＵＭＯ１基因的表达，２４、４８、７２ｈ沉默率分别为９．８０％、７３．４３％、４６．５６％。ＳＵＭＯ１基因表达下调后

ＳＭＭＣ７７２１细胞内ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因表达也明显下调，差异有统计学意义。结论　ｓｉＲＮＡ是一种理想的沉默ＳＭＭＣ７７２１

ＳＵＭＯ１基因表达的方法，ＳＵＭＯ１基因沉默后ＳＭＭＣ７７２１细胞内的ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因表达均明显下调，说明ＳＵＭＯ１基因

控制癌基因ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ的表达。
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　　小泛素相关修饰物１（ｓｍａｌｌｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｍｏｄｉｆｉｅｒ１，ＳＵ

ＭＯ１）是泛素样分子ＳＵＭＯ基因家族中的一员，参与蛋白翻

译后修饰，但不介导靶蛋白的蛋白酶体降解，而是可逆性修饰

靶蛋白，调节细胞中蛋白质与蛋白质的相互作用与转录活性，

增强被修饰底物的稳定性。ＳＵＭＯ１基因调节许多与癌症发

生、发展有关的蛋白的功能，与癌症的发生、发展关系密切。研

究发现，在肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１及临床肝癌标本中ＳＵ

ＭＯ１基因明显高表达
［１］，进一步提示ＳＵＭＯ１基因和肝癌的

发生相关。本实验主要观察ｓｉＲＮＡ沉默ＳＵＭＯ１基因后对

肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１内ｂｃｌ２和ｃｍｙｃ基因表达的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株来源及细胞培养　人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１

购自中国典型培养物保藏中心（ｃｈｉｎａｃｅｎｔｅｒｆｏｒｔｙｐｅｃｕｈｕｒｅ

ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＣＣＴＣＣ）。ＳＭＭＣ７７２１细胞在含１０％胎牛血清

（ＰＡＡ）、１００ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）培养液中生长，并于３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２ 培

养箱中培养。

１．１．２　主要试剂　ＲＮＡ提取试剂：Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＲＴ

ＰＣＲ试剂：Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）（Ｐｒｏｍｅｇａ），ｄＮＴＰ（ＧｅｎｅｒａｙＢｉｏｔｅｃｈ），Ｍ

ＭＬＶＲＴ５×ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＭＭＬＶ 逆转录酶 （Ｐｒｏ

ｍｅｇａ），Ｒｎａｓｅ抑制剂（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×ＴａｑＰＣＲ

Ｔｉａｎｇｅｎ），ＤＮＡｌａｄｄｅｒ（Ｔｉａｎｇｅｎ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂：总蛋白

提取试剂（ａｐｐｌｙｇｅｎ），βａｃｔｉｎ一抗（兔多克隆抗体，ＳＡＮＴＡ

ＣＲＵＺ），ＳＵＭＯ１一抗（兔多克隆抗体，ＡＢＺＯＯＭ），ｂｃｌ２一抗

（兔多克隆抗体，ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ），ｃｍｙｃ一抗（兔多克隆抗体，

ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ），二抗（羊抗兔，ＺＳＧＢＢ１０）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
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１．１．３　ＳＵＭＯ１ｓｉＲＮＡ　设计３对针对ＳＵＭＯ１ｍＲＮＡ序

列的ｓｉＲＮＡ，靶序列编码分别为００１：５′ＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡ

ＡＧＡＡＴＣＡ３′，００２：５′ＧＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＴＧＡＴＴＧＡＡ

３′，００３：５′ＣＡＡＴＧＡＡＴＴＣＡＣＴＣＡＧＧＴＴ３′，由广州锐博

生生物公司合成。荧光标记的ｓｉＲＮＡ（ＦＡＭｓｉＲＮＡ）及阴性

对照ｓｉＲＮＡ（ＮＣｏｎｔｒｏｌ）购自广州锐博生生物公司。

１．２　实验方法

１．２．１　人肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１ｓｉＲＮＡ转染效率检测 　

实验分４组，分别是ＦＡＭｓｉＲＮＡ３个终浓度，３０、５０、１００ｎＭ

和空白对照组。按转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００的操作说明

书，用不含血清的 ＲＰＭＩ１６４０稀释适量的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００和ＦＡＭｓｉＲＮＡ，混合后形成ＦＡＭｓｉＲＮＡ转染试剂混合

液，加入肝癌细胞株ＳＭＭＣ７７２１，密度为３０％～４０％（处于对

数生长期）的１２孔板中，轻轻摇晃混合。在３７℃、５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养６～８ｈ后，在荧光显微镜下观察转染效率。经过

重复实验确定终浓度为１００ｎＭ时荧光强度最强，几乎所有细

胞都有荧光。

１．２．２　有效ＳＵＭＯ１基因ｓｉＲＮＡ片段筛查试验　实验分６

组，分别为待筛查的３对ｓｉＲＮＡ组和阴性对照组（ＮＣ组）、Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００组（Ｌｉｐｏ组）及空白对照组（Ｂｌａｎ组）。转染

终浓度为１００ｎＭ，按转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００的操作说

明书进行转染，在转染后２４、４８、７２ｈ分别提取 ＲＮＡ及总蛋

白，采用ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＵＭＯ１基因的表达。

应用 Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０软件设计引物，由 ＧｅｎｅｒａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司合

成，ＳＵＭＯ１：ｓｅｎｓｅ：５′ＡＧＧＡＧＧＣＡＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴ

３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＴＣＴＴＣＣＴＣＣＡＴＴＣＣＣＡＧＴＴ３′，扩增

ＤＮＡ片段大小为２４５ｂｐ。

１．２．３　ＳＵＭＯ１基因沉默后ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因的表达检测

　 实验分４组 ，ｓｉＲＮＡ组：有效的ＳＵＭＯ１基因ｓｉＲＮＡ组；

ＮＣ组：阴性对照组；Ｌｉｐｏ组：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ ２０００组；Ｂｌａｎ

组：空白对照组。

１．２．３．１　ＲＴＰＣＲ检测　用 Ｔｒｉｚｏｌ裂解提取各组细胞总

ＲＮＡ，按操作说明书逆转录合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ扩增每组ｂｃｌ２

及ｃｍｙｃ基因，以βａｃｔｉｎ作为内参照。ｂｃｌ２ＰＣＲ扩增条件为

９４℃预变性５ｍｉｎ，随后９４℃、３５ｓ→５２℃、３５ｓ→７２℃、３５ｓ

→３０个循环，７２℃延迟延伸７ｍｉｎ。ｃｍｙｃＰＣＲ扩增的条件为

９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃、３５ｓ→５２℃、３５ｓ→７２℃、３５ｓ→３０

个循环，７２℃延迟延伸７ｍｉｎ。应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｉｍｉｅｒ５．０软件设

计引物，由 ＧｅｎｅｒａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司合成，以βａｃｔｉｎ为内参照。

ｂｃｌ２：ｓｅｎｓｅ：５′ＧＧＴＧＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧ３′，ａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＴＴＧＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＧＣＡ３′，扩增ＤＮＡ

片段大小为２９６ｂｐ；ｃｍｙｃ：ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＡ ＧＣＧＴＣＴＧＣＴ

ＣＣＡＣＣＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＣＣＴＣＡＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＣＣＴ

ＣＣＴ３′，扩增ＤＮＡ片段大小为２７６ｂｐ；βａｃｔｉｎ：ｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＡ

ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＣＧＡＧＧ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＡＧＧＧＧＣ

ＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ３′，扩增ＤＮＡ片段大小为６２１ｂｐ。

１．２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测基因　提取各组ＳＭＭＣ７７２１总

蛋白。同等量蛋白通过ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶电泳后，

电转移至硝酸纤维素膜上。用５％脱脂奶粉封闭后，先后用

ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ的一抗、二抗孵育，电化学发光试剂显色，经曝

光、显影、定影后通过 ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓＭａｔｃｈ全自动凝胶成像分

析系统测条带的灰度值。以βａｃｔｉｎ值为参照，计算ｂｃｌ２及ｃ

ｍｙｃ蛋白的表达量。

１．３　统计学方法　实验数据以狓±狊表示，采用单因素方差分

析，对差异有统计学意义的再用ＬＳＤ法行两两比较的狋检验，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。应用ＳＰＳＳ１２．０统计软件

进行数据处理。

２　结　　果

２．１　ＳＵＭＯ１基因ｓｉＲＮＡ的筛查结果　实验显示靶序列编

码为００１的ｓｉＲＮＡ：５′ＣＡＡＧＡＡＡＣＴＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡ３′

的沉默效果最好，２４ｈＲＴＰＣＲ测得沉默效果为９．８０％，４８ｈ

沉默效果为７３．４３％，７２ｈ沉默效果为４６．５６％，其中４８ｈ沉

默效果达到实验要求。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＵＭＯ１蛋白的表

达变化和ＲＴＰＣＲ的变化规律一致。

２．２　ＳＵＭＯ１基因沉默后ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因在ＳＭＭＣ７７２１

中的表达　在ｓｉＲＮＡ致ＳＵＭＯ１基因沉默后，基因的表达也

明显下调，而且变化规律与ＳＵＭＯ１表达水平一致，差异有统

计意义（犘＜０．００１）。

３　讨　　论

ＳＵＭＯ１基因是ＳＵＭＯ基因家族中的一员，一般位于核

孔复合体和细胞核内，在许多组织和细胞中均有表达［２］。现已

发现，ＳＵＭＯ１基因修饰（ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ）调节了许多和癌症发

生、发展及转移的蛋白的功能，如ｐ５３、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆ

ｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、雄激素受体等，提示ＳＵ

ＭＯ１基因和癌症的发生、发展密切相关。ＳＵＭＯ１基因可直

接调节多种转录因子的转录活性，也可通过调节转录因子与

ＤＮＡ的相互作用或转录因子的代谢间接调节其转录活性
［３４］。

ＳＵＭＯ１基因与靶蛋白共价连接，并参与蛋白质之间的相互作

用，其主要机制是通过共价结合到靶蛋白的赖氨酸残基的ε氨

基上引起类泛素化修饰，阻碍泛素对靶蛋白的共价修饰，提高

靶蛋白的稳定性。本实验结果显示，ＳＵＭＯ１基因在肝癌细胞

中高表达，用脂质体转入ｓｉＲＮＡ后可以沉默ＳＵＭＯ１基因，

以４８ｈ的效果最明显。

ｂｃｌ２基因最初在非霍奇金滤泡状Ｂ细胞淋巴瘤中分离出

来，是最重要的抑制细胞凋亡基因之一，其功能是通过阻断程

序性死亡或凋亡过程促进细胞生长。ｂｃｌ２基因过表达不但抑

制细胞凋亡，而且会使具有遗传改变又得不到修复的细胞免于

死亡而进入细胞循环，多种遗传成分的改变容易导致肿瘤的发

生［５］。ｂｃｌ２基因促进细胞由Ｇ１ 期向Ｓ期转化并修复染色体

损伤，或在细胞分化早期通过对抗前凋零分子ｂａｘ而延长细胞

的生存期，使细胞永生化［６］。研究表明，多种肿瘤组织中发现

ｂｃｌ２基因的表达异常增多
［７］。ｂｃｌ２基因的异常增多，使得细

胞数目增加，未成熟细胞和老化细胞亦增多，细胞受到致癌因

素攻击而变性的可能性提高，易于导致肿瘤产生［８］。本实验结

果显示，人肝癌细胞中的ｂｃｌ２基因过表达，但ｓｉＲＮＡ 沉默

ＳＵＭＯ１后，ｂｃｌ２基因表达下降。

ｃｍｙｃ基因是ｍｙｃ基因家族的重要成员之一，既是可易位

基因，又是多种物质调节的可调节基因，也可使细胞无限增殖，

获永生化功能，促进细胞分裂的基因，因此，ｃｍｙｃ基因与多种

肿瘤发生、发展有关。目前认为ｃｍｙｃ基因是重要的细胞调控
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基因，其表达产物是细胞增殖信号转导的必需因子，也是 Ｇ１

期到Ｓ期的启动子
［９］。ｃｍｙｃ基因在肝癌细胞中常过表达，本

实验发现，ｓｉＲＮＡ沉默ＳＵＭＯ１后，ｃｍｙｃ基因表达下降。有

研究显示，抑制恶性肿瘤细胞如骨肉瘤、消化道肿瘤和肝细胞

肝癌等ｃｍｙｃ基因的表达可以引起肿瘤细胞的老化，ｃｍｙｃ基

因的失活可以作为肿瘤细胞凋亡的标志［１０］。

本实验初步探讨了在人肝癌细胞中，用脂质体转入ｓｉＲ

ＮＡ沉默ＳＵＭＯ１基因后，对细胞内ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因表达

的影响。ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因均可促进细胞生长，使细胞无限

增殖，而使得细胞永生化，与肿瘤发生、发展密切相关。ｓｉＲＮＡ

沉默ＳＵＭＯ１基因后，ｂｃｌ２及ｃｍｙｃ基因的表达受到抑制，可

以使癌细胞增殖受到抑制，增加细胞凋亡。这为肝癌的基因治

疗提供了一个新的方向。有关ＳＵＭＯ１基因调控ｂｃｌ２及ｃ

ｍｙｃ基因的机制及其途径有待进一步研究。
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因此，经过几周的随访即可作出鉴别诊断。

综上所述，ＰＡＰ的高误诊率的主要原因是医生不熟悉本

病及本病临床表现的多样性。ＰＡＰ的临床特点是：（ｌ）隐袭起

病，常常无临床症状或咳嗽、咯少量白痰，多于感冒或体检摄Ｘ

线胸片时发现本病，两肺片状阴影，呈地图样、碎石路样、肺水

肿样、实变样及间质纤维化样等表现。以平片检查的肺水肿样

表现和ＣＴ检查碎石路样表现最具特征性；（２）肺部阴影相对

稳定，不会发生显著变化；（３）胸部影像学检查与临床症状不平

衡，短期内如无感染，肺部的影像学表现严重，而临床上缺乏相

应的症状。当临床上遇到长期不消散的肺部阴影时，或当肺炎

经治疗临床症状缓解后，肺部阴影仍不消散时，应该考虑排除

本病的诊断。目前，全肺灌洗术应用于 ＰＡＰ患者疗效确

切［９１０］。
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［９］ 王喜军，林成新．大容量全肺灌洗术治疗肺泡蛋白沉积症

的麻醉管理［Ｊ］．广西医学，２００８，３０（３）：３６２．

［１０］陈小波，李时悦．全肺灌洗术治疗肺泡蛋白沉积症２４例

［Ｊ］．广东医学，２００９，３０（８）：１１０５．

（收稿日期：２０１００２２８　修回日期：２０１００３０５）
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