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　　摘　要：目的　探讨ｌｉｖｉｎβ基因阻断对胶质瘤细胞增殖和凋亡能力的影响。方法　脂质体法转染重组质粒于人星形胶质瘤

细胞（Ｕ２５１），ＭＴＴ法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞凋亡值，ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测细胞中ｃａｓｐａｓｅ３基因及蛋白

的表达。结果　ＭＴＴ法检测转染组细胞增殖明显低于对照组和空载体组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＩ单染流式细胞术检

测转染组细胞凋亡值明显低于对照组和空载体组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；转染组ｃａｓｐａｓｅ３基因及蛋白表达均明显高于

对照组和空载体组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　阻断人星形胶质瘤细胞（Ｕ２５１）中ｌｉｖｉｎβ基因表达，ｃａｓｐａｓｅ３基因及蛋

白表达均明显增加，激活细胞凋亡蛋白酶级联反应，导致凋亡增加，细胞增殖减少，进一步证实了ｌｉｖｉｎβ基因在胶质瘤的发生、发

展中起着重要作用。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｉｖｉｎβ；ｇｌｉｏｍａ；ｃａｓｐａｓｅ３；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　ｌｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白，ｌｉｖｉｎ基因包括ｌｉｖｉｎα、ｌｉｖｉｎβ两种亚

型［１４］，有研究发现，胶质细胞瘤中ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ表达高于正常

对照组。本研究采用脂质体法转染重组质粒于人星形胶质瘤

细胞（Ｕ２５１），阻断 Ｕ２５１中ｌｉｖｉｎβ基因表达，通过对ｃａｓｐａｓｅ３

基因及蛋白表达的测定，进一步证实ｌｉｖｉｎβ基因在胶质瘤的发

生、发展中起着重要作用，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要试剂　ＭＴＴ溶液购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，ＤＭ

ＳＯ、７０％冰乙醇、兔抗人ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体购自美国Ｓｉｇｍａ

公司，预染蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ购自上海Ｐｒｏｍｅｇａ公司，辣根过氧

化物酶标记的羊抗兔购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。ｃａｓｐａｓｅ３基

因引物序列，上游：５′ＣＴＧＧＴＡＣＡＧＡＴＧＴＣＧＡＴＧＣＡＧ

３′，下游：５′ＡＴＡＣＡＡＧＡＡＧＴＣＧＧＣＣＴＣＣＡＣＴ３′，扩增

产物３９２ｂｐ；内参βａｃｔｉｎ引物序列，上游：５′ＣＡＣＧＡＴＧＧＡ

ＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ３′，下游：５′ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡ

ＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ３′，扩增产物２５０ｂｐ，均由上海生工生物

技术公司合成。

１．１．２　主要仪器　９６孔板为德国 Ｇｒｅｉｎｅｒ，ＣＯ２ 孵箱为三洋

ＳＡＮＹＯ，显微镜为ＯＬＹＭＰＵＳ，酶标 ＷＥＳＴＩＮＧＡＲＥＡ为西域

科技，流式细胞仪（ＦＡＣＳｃａｂＬｉｃｂｕｒ）为美国ＢＤ。

１．２　方法

１．２．１　ＭＴＴ实验方法　接种Ｕ２５１细胞：用０．２５％胰酶消化

单层培养细胞，用完全培养液配成单层培养细胞悬液，以每孔

１０３～１０
４ 个细胞接种于９６孔板中，每孔２００μＬ。转染目的基

因分３组，转染组、空载体组、对照组。将目的载体ＢＩＲ７１＋

７２、ＨＫ转入Ｕ２５１细胞；载体质量与转染试剂的体积比为１∶

５。培养细胞：３７℃ＣＯ２ 箱培养不同时间段１、２、３、４、５ｄ。呈

色：每孔加入 ＭＴＴ溶液２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃ 继续孵育４

ｈ，终止培养，小心吸弃孔中培养液上清，震荡１０ｍｉｎ，使产物

充分溶解。比色：４９０ｎｍ波长，在酶标仪上测定吸光值。以时

间为横轴，以吸光值为纵轴绘制细胞生长曲线。

１．２．２　流式细胞检测方法　转染载体ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２，取转

染后细胞样品ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２，ＨＫ，ＮＣ每个样品５×１０
５ 个，

９００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培养液各管加入５μＬ，洗细胞１次

９００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去ＰＢＳ，加入预冷的７０％的无水乙醇４
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℃固定４ｈ，９００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ去固定液，３ｍＬＰＢＳ重悬细

胞５ｍｉｎ。４００目筛网过滤１次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去

ＰＢＳ，染液重悬细胞，４℃避光３０ｍｉｎ流式细胞仪检测：ＰＩ用氩

离子激发荧光，激发光波为４８８ｎｍ，发射光波长大于６３０ｎｍ，

产生红色荧光。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测细胞中ｃａｓｐａｓｅ３基因的表达　应用Ｔｒ

ｉｚｏｌ试剂一步法提取组织总 ＲＮＡ，紫外线分光光度计测定纯

度定量，具体按说明书进行操作。反应条件：９５℃５ｍｉｎ１个

循环；９５℃２０ｓ；６０℃２０ｓ；７２℃１０ｓ；共３５个循环，７２℃延

长３ｍｉｎ后结束扩增。按５∶１比例，取５μＬＰＣＲ产物与１μＬ

上缓冲液混合进行２％的琼脂糖凝胶电泳，１００Ｖ３５ｍｉｎ，电泳

结束后，凝胶成像扫描仪分析，采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析系

统，对ｃａｓｐａｓｅ３的ＰＣＲ产物及内参 ＧＡＰＤＨ 的ＰＣＲ产物进

行光密度值分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达　蛋白提

取：每１０６ 个细胞加入１ｍＬＲＩＰＡ蛋白提取液，收集裂解的细

胞，转移至ＥＰ管离心，取上清５μＬ于紫外分光光度计测浓

度。转膜：据泳道预染 ｍａｒｋｅｒ的位置，以及ｃａｓｐａｓｅ３蛋白和

ＧＡＰＤＨ的分子量切胶分别切取大小与每块凝胶接近的滤纸

６张及ＰＶＤＦ膜１张，与凝胶一起浸泡于电转缓冲液中转膜。

封闭：用封闭液（５％脱脂牛奶ＴＳＢＴ）封闭ＰＶＤＦ膜，Ａｎｔｉｈｕ

ｍａｎｌｉｖｉｎ（１∶２００），内参 ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＧＡＰＤＨ（１∶１００００），按

０．２ｍＬ／ｃｍ２ 分别加入一抗，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ洗涤液洗ＰＶＤＦ膜３

次，稀释二抗羊抗兔ＩｇＧ／ＨＲＰ，稀释比例均为１∶２５００，按０．２

ｍＬ／ｃｍ２ 分别加入二抗，室温缓慢摇动孵育１ｈ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ洗

涤液洗ＰＶＤＦ膜３次，每次１０ｍｉｎ将化学发光试剂 Ａ液和Ｂ

液等量混合后均匀铺于ＰＶＤＦ膜上１～２ｍｉｎ，曝光成像，用

ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白区带，将ｃａｓｐａｓｅ３蛋白光密度值

与内参 ＧＡＰＤＨ 光密度值相比，为ｃａｓｐａｓｅ３蛋白相对光密

度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，所有计量资料

均采用方差分析，不同组间酶标仪检测结果采用随机区组方差

分析显示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ实验结果　转染组、空载体组及对照组细胞通过酶

标仪检测吸光值见表１，分别取各组平均值绘制 ＭＴＴ细胞生

长曲线，见图１。采用随机区组方差分析显示，３组之间表达差

异有统计学意义（犉＝２２．８８，犘＜０．０５），进一步比较显示转染

组和空载体组差异有统计学意义（犘＜０．０５），转染组和对照组

差异有统计学意义（犘＜０．０５），而空载体组和对照组差异无统

计学意义（犘＝０．３８２，犘＞０．０５），认为转染组细胞增殖明显低

于空载体组和对照组。另外统计结果也显示，从第３天开始，

各组之间 ＭＴＴ表达开始出现明显差异。

２．２　流式细胞检测实验结果　流式细胞仪分别检测对照组、

空载体组及转染组细胞凋亡情况，转染组、空载体组、对照组细

胞凋亡值为６．９３％、２．５０％、０．４４％。采用随机区组方差分析

显示，３组之间表达差异有计学意义（犉＝２９５０．６６，犘＜０．０５），

且转染组分别与空载体组、对照组差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。认为转染组细胞凋亡明显多于空载体组和对照组。

２．３　细胞中ｃａｓｐａｓｅ３基因的表达　ＲＴＰＣＲ检测重组质粒

转染人星型胶质瘤细胞 Ｕ２５１后，细胞中ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的

表达。采用随机区组方差分析显示，３组之间表达差异有统计

学意义（犉＝２３９８．８，犘＜０．０５），且转染组分别与空载体组、对

照组差异有统计学意义（犘＜０．０５），而空载体组、对照组比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　３组酶标仪检测吸光值

组别 ０ｄ １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

转染组 ０．０３６ ０．０５６ ０．１０２ ０．２１０ ０．４１７ ０．５３４

０．０３６ ０．０５２ ０．１０１ ０．２０８ ０．４０３ ０．５１５

０．０３６ ０．０５５ ０．１０６ ０．２１６ ０．４１０ ０．５２１

空载体组 ０．０３６ ０．０６８ ０．１５３ ０．３２７ ０．６７８ ０．８４６

０．０３６ ０．０６８ ０．１５７ ０．３３０ ０．７００ ０．８５６

０．０３６ ０．０７１ ０．１５５ ０．３２４ ０．６６４ ０．８５５

对照组 ０．０３６ ０．０９７ ０．１８５ ０．３６４ ０．８３４ ０．９３３

０．０３６ ０．０９２ ０．１８２ ０．３５７ ０．８３６ ０．９４０

０．０３６ ０．０９９ ０．１８１ ０．３４６ ０．８２７ ０．９０１

图１　　３组细胞生长曲线

２．４　细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质

粒转染人胶质瘤细胞 Ｕ２５１后，细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达，

见图２。采用随机区组方差分析显示，３组比较表达差异有统

计学意义（犉＝３１６．１，犘＜０．０５），且转染组分别与空载体组、对

照组差异有统计学意义（犘＜０．０５），而空载体组、对照组比较

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图２　　细胞中ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

３　讨　　论

已有研究发现ｌｉｖｉｎ基因在胶质瘤中高表达
［５６］，而ｌｉｖｉｎ基

因又有两个不同的亚型［１４］，本研究已经发现星形胶质瘤细胞

Ｕ２５１中ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ 表达明显高于ｌｉｖｉｎαｍＲＮＡ。由于

ｌｉｖｉｎα和ｌｉｖｉｎβ两种亚型结构上的差异，推测它们在胶质瘤中

表现出不同的抗凋亡活性。细胞周期出现 Ｇ１／Ｇ０ 期阻滞，细

胞增殖周期进展受阻，细胞增殖能力下降，从而促进细胞凋亡

进程［７］。本实验采用ｓｉＲＮＡ阻断星形胶瘤细胞Ｕ２５１中ｌｉｖｉｎβ

基因表达，ＭＴＴ检测也表明转染后星形胶质瘤细胞 Ｕ２５１增

殖明显受到抑制。而细胞周期调控异常是恶性肿瘤细胞凋亡

和增殖异常的重要原因［８］。更进一步表明ｌｉｖｉｎβ在胶质瘤的

发生、发展中起着重要作用。

本实验同时发现星形胶质瘤细胞Ｕ２５１中ｌｉｖｉｎβ基因被阻

断后，ｃａｓｐａｓｅ３基因及蛋白表达均明显增加。ｃａｓｐａｓｅ３是凋

亡通路下游的效应分子，是细胞凋亡蛋白酶级联反应的末端效

应器，也是凋亡的关键酶和执行者。也是线粒体和死亡受体两
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条凋亡信号途径的共同通道，凋亡通路一旦激活则引起

ｃａｓｐａｓｅ３级联反应并使其活化引起细胞凋亡。Ｃｒｎｋｏｖｉｃ

Ｍｅｒｔｅｎｓ等
［８］应用ｓｉＲＮＡ抑制 ＨｅＬａ细胞中ｌｉｖｉｎ基因的表

达，激活ｃａｓｐａｓｅ３，促进 ＨｅＬａ细胞凋亡，同样增加了 ＨｅＬａ细

胞对化疗药物（如：阿霉素）及紫外线照射的敏感性，并发现该

效应只作用于ｌｉｖｉｎ基因表达阳性的 ＨｅＬａ细胞，对无ｌｉｖｉｎ基

因表达的 Ｈ１２９９细胞不起作用。Ｗａｎｇ等
［９］沉默恶性黑色素

瘤ＬｉＢｒ细胞中ｌｉｖｉｎ基因表达，发现 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ表达增加，

ｃａｓｐａｓｅ３活化，诱导凋亡的发生。因此，可以认为胶质瘤中高

表达的ｌｉｖｉｎβ通过下调凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３表达，而达

到抑制凋亡的作用。但也有学者发现ｌｉｖｉｎ通过非ｃａｓｐａｓｅ途

径抑制细胞凋亡，主要是通过激活核因子κＢ及丝裂原激活蛋

白激酶之一的ｃＪｕｎ氨基末端激酶１（ｃｊｕｎＮＨ２ｋｉｎａｓｅ１，

ＪＮＫ１）来抑制细胞凋亡
［１０］。因此，ｌｉｖｉｎ抑制凋亡的机制与其

他ＩＡＰｓ既有相同点也有不同点，ｌｉｖｉｎ可能通过多种途径来抑

制细胞凋亡。

本研究初步证实了采用 ＲＮＡｉ技术靶向胶质瘤细胞中

ｌｉｖｉｎβ，可解除对凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用，激活

细胞凋亡蛋白酶级联反应，可诱导细胞凋亡、引起细胞周期阻

滞和抑制细胞增殖。阻断胶质瘤细胞中ｌｉｖｉｎβ基因表达，可解

除对凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用，激活细胞凋亡蛋

白酶级联反应，凋亡增加，细胞增殖减少。进一步表明ｌｉｖｉｎβ

有拮抗凋亡的作用，在胶质瘤的发生、发展中起着重要作用。
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［９］ ＡｒｋａｎＭＣ，ＧｒｅｔｅｎＦＲ．ＩＫＫａｎｄＮＦκＢｍｅｄｉａｔｅｄｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｓｉｎｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＴｏｐＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｍｍｕｎｏｌ，

２０１１，３４９：１５９１６９．

［１０］ＣａｒｂｏｎｅＣ，ＭｅｌｉｓｉＤ．ＮＦκＢａｓａｔａｒｇｅｔｆｏｒｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒＴａｒｇｅｔｓ，２０１２，１６

Ｓｕｐｐｌ２：Ｓ１１０．

［１１］ＫｏｌｅＲ，ＫｒａｉｎｅｒＡＲ，ＡｌｔｍａｎＳ．ＲＮＡｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ：ｂｅ

ｙｏｎｄＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ，２０１２，１１（２）：１２５１４０．

［１２］ＷａｎｇＺ，ＲａｏＤＤ，ＳｅｎｚｅｒＮ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，２０１１，２８（１２）：２９８３２９９５．

（收稿日期：２０１２０３０８　修回日期：２０１２０９２７）

８０５３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期




