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ｓｈＲＮＡ沉默ＴＰＸ２基因对肺腺癌细胞Ａ５４９紫杉醇敏感性的影响
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　　摘　要：目的　观察靶向Ｘｋｌｐ２靶蛋白（ＴＰＸ２）短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）对肺腺癌 Ａ５４９细胞ＴＰＸ２基因以及紫杉醇敏感性

的影响。方法　将靶向ＴＰＸ２基因的片段插入载体后构建重组质粒，经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将其导入 Ａ５４９细胞，并进行筛选及

克隆化培养。细胞分３组培养：（１）转染组；（２）阴性对照组；（３）空白对照组。反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）及蛋白印迹法

（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）分析转染前后ＴＰＸ２基因的表达情况。ＭＴＴ法检测转染干扰载体后 Ａ５４９细胞对紫杉醇化疗的敏感性变化。

ＲＴＰＣＲ检测肺耐药蛋白（ＬＲＰ）及多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）ｍＲＮＡ表达水平的变化。结果　与对照组相比，转染重组质粒后，

ＴＰＸ２基因的表达明显降低，ＭＴＴ法显示转染ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ载体质粒的 Ａ５４９细胞对紫杉醇的敏感性明显增加；ＲＴＰＣＲ检测

相关基因显示，ＬＲＰ、ＭＲＰｍＲＮＡ表达水平与空白对照组相比无明显改变（犘＞０．０５）。结论　ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ干扰载体能有效抑

制肺腺癌细胞系Ａ５４９中ＴＰＸ２基因的表达，并增强其对化疗药物的敏感性。
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，由于缺乏有效的早期诊断

手段使其发病率和死亡率一直呈明显上升趋势，严重威胁人的

健康和生命。近年来有丝分裂相关基因表达的异常与肿瘤发

生发展的关系成为研究的热点，ＸｋｌＰ２靶蛋白（ＴＰＸ２）基因在

许多恶性肿瘤中都存在过表达状态，包括乳腺癌、唾液腺癌、肺

鳞状细胞癌等［１３］，成为受到广泛关注的候选癌基因。

１　材料与方法

１．１　主要材料和试剂　稳定表达ＴＰＸ２短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲ

ＮＡ）的人肺腺癌Ａ５４９细胞，及未经处理的 Ａ５４９细胞为本实

验室保存；ＲＰＭＩ１６４０培养液（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；新生牛血

清（杭州四季青生物工程有限公司）；ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；

紫杉醇（上海生工有限公司）；逆转录试剂盒与 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ

（日本Ｔａｋａｒａ公司）；ＰＣＲ引物由上海赛百盛生物技术责任有

限公司合成。

１．２　细胞培养　细胞分３组培养：（１）稳定表达ＴＰＸ２干扰载

体的Ａ５４９细胞，即转染组；（２）稳定表达空白质粒的 Ａ５４９细

胞，即阴性对照组；（３）未经任何处理的 Ａ５４９细胞，即空白对

照组。ＲＰＭＩ１６４０培养基中含１０％新生牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青

霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素，ｐＨ调至７．４，置于３７℃，５％ＣＯ２，

饱和湿度孵箱内培养，根据细胞生长状况，每２天换液１次，每

４天传代。

１．３　ＭＴＴ法测定紫杉醇对 Ａ５４９细胞的细胞毒性作用　取

对数生长期未经处理Ａ５４９细胞，制备１×１０４ 个／毫升的单细

胞悬液，２００毫升／孔接种于９６孔板中，培养２４ｈ贴壁细胞融

合度达到７０％左右后加入不同浓度的紫杉醇（２×１０－６、３×

１０－６、４×１０－６、５×１０－６、６×１０－６、７×１０－６ ｍｏｌ／Ｌ），继续作用

２４ｈ后去除原培养液，每孔加入新鲜配制的 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／

ｍＬ）２０μＬ，３７℃条件下作用４ｈ，弃上清液，加入１５０μＬ二甲

基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ），振荡处理１０ｍｉｎ使结晶

充分溶解，置于酶标仪波长４９０ｎｍ处读取吸光度（Ａ）值。每

组设５个复孔，并设不加药组为对照组，实验重复３次，取平均

值。细胞抑制率（％）＝（１－Ａ紫杉醇组／Ａ空白组）×１００％。并计算
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ＩＣ５０值进行后续实验。

１．４　ＭＴＴ法测定ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ对 Ａ５４９细胞紫杉醇敏感性

的影响　取对数生长期细胞，制备１×１０４ 个／毫升的单细胞悬

液，２００毫升／孔接种于９６孔板中，分为以下组别。Ⅰ：空白对

照组；Ⅱ：转染组；Ⅲ：紫杉醇组；Ⅳ：转染＋紫杉醇组，接种２４ｈ

后Ⅳ组在换液时加入浓度为ＩＣ５０的紫杉醇，余步骤同１．３。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测相关基因ＬＲＰ和 ＭＲＰｍＲＮＡ表达水平

　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各组总 ＲＮＡ，逆转录为ｃＤＮＡ 后进行 ＲＴ

ＰＣＲ。ＬＲＰ引物序列：上游：５′ＣＣＣＣＣＡ ＴＡＣＣＡＣＴＡＴ

ＡＴＣＣＡＴＧＴＧ３′；下游：５′ＴＣＧＡＡＡＡＧＣＣＡＣＴＧＡＴＣＴ

ＣＣＴＧ３′；ＭＲＰ 引物序列：上游：５′ＣＣＣＣＡＧ ＡＧＣ ＴＧＧ

ＣＡＴＡＴＣＴ３′；下游：５′ＣＴＣＴＣＣＴＧＧＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧＣ

３′。ＬＲＰ反应条件为：９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６１℃３０ｓ，７２

℃１ｍｉｎ循环３０次，７２℃１０ｍｉｎ４℃保存，产物大小为４０５

ｂｐ。ＭＲＰ反应条件：９４℃３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６１℃３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ循环３０次，７２℃１０ｍｉｎ４℃保存，产物大小为２００ｂｐ。

扩增后用２０ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶对ＰＣＲ产物进行电泳（１００Ｖ，

２５ｍｉｎ）。

１．６　统计学处理　本实验采用ＳＳＰＳ１７．０统计学软件进行数

据分析。计量资料用狓±狊表示，采用单因素方差分析（犉 检

验），组间两两比较采用ＳＮＫ狇方法。以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　紫杉醇对Ａ５４９细胞生长的抑制作用　不同浓度的紫杉

醇作用Ａ５４９细胞２４ｈ后，经 ＭＴＴ法检测分析，细胞生长抑

制率分别为（１３．７０±１．５６）％、（２０．５８±４．２５）％、（３９．４５±

２．２０）％、（５４．９４±２．３５）％、（７９．６３±５．００）％、（８３．２０±

４．０１）％。见图１。在此范围内，紫杉醇的浓度与Ａ５４９细胞生

长抑制率随药物浓度的增加而增大，呈正相关，经相关系数显

著性检验，差异有统计学意义（犘＝０．０００，犉＝２２２．５４），其ＩＣ５０

值为（４．９８±０．１０）×１０－６ｍｏｌ／Ｌ。

图１　　不同浓度的紫杉醇对Ａ５４９细胞生长的抑制作用

图２　　紫杉醇与 ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ联合应用对Ａ５４９

细胞生长的作用

２．２　ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ 对 Ａ５４９细胞紫杉醇敏感性的影响　

ＭＴＴ法分析显示ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ转染和紫杉醇联合应用，细胞

生长抑制率为（７６．３１±３．２０）％，优于两者单用时的抑制率

（３５．２７±３．５１）％及（４８．４４±４．８８）％，与空白对照组、紫杉醇

组和转染组相比差异有统计学意义（犘＜０．０５，犉＝２５９．９４５）。

见图２。说明ＴＰＸ２ｓｈＲＮＡ能加强紫杉醇对体外培养的肺腺

癌细胞 Ａ５４９的增殖抑制作用，ＴＰＸ２基因被抑制可以增强

Ａ５４９对化疗药物的敏感性。

Ａ：ＬＲＰｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＭＲＰｍＲＮＡ表达水平；１：空白对照组；２：

转染组；３：阴性对照组；４～６：βａｃｔｉｎ；Ｍ：ＤＬ５００ＤＮＡ标记。

图３　　ｓｈＲＮＡＴＰＸ２对Ａ５４９细胞中ＬＲＰ及 ＭＲＰｍＲＮＡ

表达的影响

２．３　ｓｈＲＮＡＴＰＸ２对相关基因ＬＲＰ和 ＭＲＰｍＲＮＡ表达水

平的影响　结果显示，转染组ＬＲＰ和 ＭＲＰｍＲＮＡ表达水平

较空白对照组和阴性对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

抑制ＴＰＸ２基因表达后并不会对肺腺癌相关耐药基因产生影

响。见图３、表１。

表１　　不同组Ａ５４９细胞中ＬＲＰ和 ＭＲＰｍＲＮＡ相对

　　　　　　　表达量（狓±狊，％）

组别 狀 ＬＲＰ ＭＲＰ

空白对照组 ３ ０．６５±０．０８ ０．６０±０．０７

转染组 ３ ０．６６±０．０５ ０．７８±０．１０

阳性对照组 ３ ０．６４±０．０６ ０．７５±０．１２

３　讨　　论

真核细胞的生长受到细胞周期的严格调控，细胞有丝分裂

的错误，不但将会影响细胞的增殖，分化的正确进行，甚至会导

致肿瘤的发生。近年来国内外研究证实，一些与细胞有丝分裂

纺锤体形成和细胞周期检查点调节有关的基因表达和功能出

现异常，会导致中心体扩增，染色体异常分离和非整倍体产生，

导致基因组不稳定从而导致细胞恶性转化［４］。

有丝分裂过程中，纺锤体的组装和染色体的分离都要依赖

许多微管动力蛋白的作用，小的三磷腺苷Ｒａｎ（ＲａｎＧＴＰ）在纺

锤体装配的过程中起到了关键作用，ＴＰＸ２是Ｒａｎ最具有特征

性的靶蛋白，其在细胞有丝分裂过程中的作用得到了越来越多

的关注［５６］。ＴＰＸ２是一种核增殖相关蛋白，相对分子质量１００

×１０３，位于人类染色体２０ｑ１１．２，在有丝分裂纺锤体形成中发

挥核心作用，其表达受细胞周期的严格调控［７］。

ＴＰＸ２的异常表达可能抑制正常核分裂的完成及干扰

ＴＰＸ２激活的生理途径，可能在癌变和恶性肿瘤进展中发挥作

用。此外在有丝分裂期，ＴＰＸ２与其下游基因相互作用，包括

丝氨酸／苏三酸激酶ＡｕｒｏｒａＡ，导致后者定位于有丝分裂纺锤

体的微管，从而促进微管装配，ＡｕｒｏｒａＡ／ＴＰＸ２相互关系的

破坏将导致纺锤体组装错误，染色体异常而导致肿瘤的

发生［８］。

化疗是包括肺癌在内的多种恶性肿瘤综合治疗的重要组
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成部分，然而化疗药物的毒副作用和肺癌细胞对抗癌药物产生

多药耐药性（ＭＤＲ）是肺癌尤其是非小细胞肺癌化疗失败的主

要原因，因此逆转肿瘤细胞的多药耐药性成为迫切需要解决的

问题。ＬＲＰ及 ＭＲＰ基因是近年来发现的肿瘤耐药相关基因，

在非小细胞肺癌中有较高的表达率，被认为与肺癌的多药耐药

密切相关。

在胰腺癌细胞中，Ｓｔｅｖｅｎ等
［９］研究发现，利用小分子干扰

ＲＮＡ（ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）技术沉默ＴＰＸ２表达，可

以增强胰腺癌细胞对紫杉醇的敏感性。Ｈａｔａ等
［１０］研究表明，

ＲＮＡｉ沉默ＡｕｒｏｒａＡ的表达能明显抑制体内外胰腺癌细胞的

生长，增强对紫杉烷类化疗药物的敏感性。孟睿等［１１］在肺癌

细胞的研究中亦有相似结论。并分析认为，耐药性的产生是由

于ＡｕｒｏｒａＡ基因的过表达导致纺锤体活性被削弱，细胞 Ｇ２／

Ｍ检查点的功能被破坏有关，抑制ＡｕｒｏｒａＡ的表达可以恢复

纺锤体的活性和Ｇ２／Ｍ 检查点的功能从而逆转耐药性。本实

验结果亦表明，抑制ＴＰＸ２表达可以增强肺腺癌 Ａ５４９细胞对

紫杉醇的敏感性，但是，细胞并未如上述文献报道阻滞在 Ｇ２／

Ｍ期，两种与肺腺癌密切相关的耐药基因ＬＲＰ、ＭＲＰ的表达

水平亦未发生变化，考虑抑制ＴＰＸ２表达后还可能通过其他机

制增强其耐药性。

研究表明，肿瘤耐药与多种机制有关，肿瘤细胞抗凋亡机

制增强是肿瘤耐药的重要机制之一。在恶性肿瘤中，凋亡抑制

基因的过度表达不但导致凋亡抑制，并和化疗耐药密切相关。

Ｂｃｌ２是经典的凋亡抑制基因，具有多种生物学功能，不但可以

抑制细胞凋亡，同时还是一个独立的耐药基因，在恶性肿瘤中

高表达导致化疗敏感性降低［１２１３］。Ｂｃｌ２蛋白使肿瘤细胞对多

种化疗药物产生耐药，如氟尿嘧啶、环磷酰胺、紫杉醇等。抗肿

瘤药物通过激活内源性机制诱发凋亡而达到杀伤肿瘤细胞的

目的，而Ｂｃｌ２的过表达可以干扰此过程，使肿瘤细胞凋亡受

阻，细胞过多堆积而导致耐药的产生［１４］。许多研究均证实，

Ｂｃｌ２与恶性肿瘤的耐药性密切相关，下调Ｂｃｌ２基因的表达不

但促进肿瘤细胞凋亡，并可以增强肿瘤细胞对放化疗的敏感

性，从而提高肿瘤治疗效果。在本实验前期研究中已经证实，

抑制ＴＰＸ２表达可以导致Ｂｃｌ２的表达降低，考虑这可能是导

致细胞对化疗药物敏感性增强的原因之一［１５］。

近年来包括ＴＰＸ２在内的一些与细胞有丝分裂纺锤体形

成，细胞周期检查点调节有关的基因成为研究热点，和肿瘤细

胞多种生物学功能密切相关，且对化疗药物紫杉醇有显著增敏

作用，可使其在不增加剂量和毒副作用的情况下增加疗效有望

成为新的诊断和治疗靶点，有待进一步多方面进行研究。
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