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　　摘　要：目的　探讨ｓｉＲＮＡ下调星形细胞上调基因１（ＡＥＧ１）表达对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响。方法　用设计合成的

ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ转染宫颈癌ＳｉＨａ细胞，采用荧光定量ＲＴＰＣＲ技术观察ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对ＡＥＧ１基因表达的影响；用四甲基偶氮

唑盐（ＭＴＴ）法观察ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ细胞增殖的抑制作用；用流式细胞术检测ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ细胞凋

亡和细胞周期的影响。结果　ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ转染人宫颈癌ＳｉＨａ细胞后能显著下调ＡＥＧ１基因的表达，与对照组比较差异有统

计学意义（犘＜０．０１）；同时ＡＥＧ１基因表达的下调可以显著抑制宫颈癌ＳｉＨａ细胞的增殖（犘＜０．０１），促进宫颈癌ＳｉＨａ细胞凋亡

（犘＜０．０１），并将细胞周期阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期。结论　ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ可下调宫颈癌ＳｉＨａ细胞 ＡＥＧ１基因的表达，并抑制宫颈癌

ＳｉＨａ细胞的增殖，促进其凋亡。
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　　宫颈癌是一种最常见的女性恶性肿瘤，在发展中国家，其

发病率和病死率在女性肿瘤中居第２位，且发病率以每年

２％～３％的速度增长，严重威胁着女性的健康
［１］。手术、放疗、

化疗等作为妇科恶性肿瘤治疗的常规方法，对晚期患者疗效不

佳，且不良反应多。小分子干扰ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，

ｓｉＲＮＡ）是１９９８年Ｆｉｒｅ等通过对线虫的研究发现的一种ＲＮＡ

干扰技术，是目前医学上用来研究基因功能和基因治疗的最具

潜力的工具之一［２］。自２００２年Ｓｕ等克隆出星形细胞上调基

因１（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＡＥＧ１）以来，该基因在肿瘤研

究领域日益引起人们的重视。近年研究表明，ＡＥＧ１基因与

多种恶性肿瘤的发生、发展及预后密切相关［３］。因此本研究在

体外通过脂质体将 ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ 转染宫颈癌细胞，研究

ＡＥＧ１对宫颈癌细胞增殖和凋亡的影响，为以 ＡＥＧ１为靶点

的宫颈癌基因治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料　宫颈癌细胞株ＳｉＨａ购自中国典型培养物保

藏中心。ＤＭＥＭ培养液、胰酶和胎牛血清均购自美国 Ｇｉｂｃｏ

公司；ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ和对照ｓｉＲＮＡ均购自美国Ｚｙｍｅｄ公司；

总ＲＮＡ提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ、ＲＴＰＣＲ试剂盒购自宝生物工程（大

连）有限公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检测试剂盒购自美国Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ

公司。

１．２　细胞培养、转染及分组　宫颈癌细胞株ＳｉＨａ细胞复苏后

置于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ培养液中培养，当细胞

传代到细胞状态稳定后，以１×１０６ｃｅｌｌｓ／ｗｅｌｌ细胞接种于６孔

培养板，待细胞长至９０％融合度时，将 ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ和对照

ｓｉＲＮＡ采用脂质体介导法转染至ＳｉＨａ细胞（操作严格按照说

明书进行）。转染后细胞分为３组：空白对照组（不作任何处

理）、阴性对照组（对照ｓｉＲＮＡ 转染）和 ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ 组

（ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ转染）。

１．３　荧光定量ＲＴＰＣＲ检测　收集转染后４８ｈ的３组宫颈

癌ＳｉＨａ细胞，细胞总 ＲＮＡ提取采取 Ｔｒｉｚｏｌ一步提取法。逆

转录成ｃＤＮＡ。ＡＥＧ１上游引物：５′ＧＧＣＡＡＴＴＧＧＧＴＡ

ＧＡＣＧＡＡＧＡ３′，下游引物：５′ＣＣＴＧＴＴＴＴＣＧＡＣＧＧＧ

ＴＴＴＴＡ３′。反应条件：９５℃３ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，４０

个循环。用比较阈值法来测定目的基因的相对表达量。

１．４　细胞生长曲线检测　收集转染４８ｈ后的３组宫颈癌Ｓｉ

Ｈａ细胞，用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液配成单细胞悬液，以

每孔２０００个细胞接种于９６孔培养板，每孔体积２００μＬ，培养

１ｄ后细胞达到８０％融合度。不同时间点（４、２４、４８、７２ｈ）倒出

细胞培养液，每孔加入含 ＭＴＴ溶液（５ｇ／Ｌ）１０μＬ的新鲜培养
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液１００μＬ，继续孵育４ｈ，终止培养，加入１００μＬ二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），轻轻振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。酶联免疫检

测仪（４９０ｎｍ）上调定各孔吸光度值，测定结果。以空白对照

组调零，实验重复３次。以时间为横轴，吸光度值为纵轴绘制

细胞生长曲线。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡　收集转染４８ｈ后的３组宫

颈癌ＳｉＨａ细胞，用４℃预冷的ＰＢＳ漂洗细胞２次，２５０μＬ１×

ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ重悬细胞制备成单细胞悬液，调节浓度为１×

１０６ｃｅｌｌｓ／Ｌ。取１００μＬ细胞悬液于流式管中，加入５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μＬＰＩ，混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ，加入

４００μＬＰＢＳ，上机检测（按照试剂盒说明书进行）。

１．６　细胞周期分析　收集转染４８ｈ后的３组宫颈癌ＳｉＨａ细

胞，每组细胞数为１×１０６ 个。１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ漂

洗细胞３次，４℃７０％预冷乙醇固定３０ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ漂洗３

次，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，重悬细胞于含１ｍＬＰＩ的ＰＢＳ溶

液中，避光孵育３０ｍｉｎ上机检测，采用 Ｍｏｄｉｆｉｔ软件分析细胞

周期。

１．７　统计学处理　ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据统计与分析，计量

资料用狓±狊表示，各组样本均数比较采用单因素方差分析

（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水准α＝０．０５，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　宫颈癌ＳｉＨａ细胞 ＡＥＧ１ｍＲＮＡ表达　采用荧光定量

ＲＴＰＣＲ检测宫颈癌ＳｉＨａ细胞 ＡＥＧ１ｍＲＮＡ表达。结果表

明：ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ组ＡＥＧ１ｍＲＮＡ表达明显低于空白对照组

和阴性对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；空白对照组和

阴性对照组 ＡＥＧ１ｍＲＮＡ 表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见图１。

图１　ＡＥＧ１ｍＲＮＡ相对表达分析

２．２　ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ细胞增殖的影响　ＭＴＴ

法检测细胞生长曲线，结果显示：ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ组ＳｉＨａ细胞

增殖较空白对照组和阴性对照组均明显减慢。７２ｈ时 ＡＥＧ１

ｓｉＲＮＡ组ＳｉＨａ细胞吸光度值与空白对照组比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。阴性对照组与空白对照组ＳｉＨａ细胞增殖

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图２。

２．３　ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ细胞凋亡的影响　流式细

胞仪检测宫颈癌ＳｉＨａ细胞凋亡，结果显示：ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ组

ＳｉＨａ细胞凋亡率［（１７．４±４．３）％］明显高于空白对照组

［（４．５±１．３）％］和阴性对照组［（５．２±１．８）％］，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。阴性对照组与空白对照组ＳｉＨａ细胞凋亡率

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见图３。

２．４　ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ细胞周期的影响　流式细

胞术分析ＳｉＨａ细胞周期变化，结果显示：ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ组Ｓｉ

Ｈａ细胞在 ＤＮＡ 合成前期（Ｇ０／Ｇ１ 期）细胞比率［（５９．２３±

１．０５）％］明显高于空白对照组［（４２．８８±１．３３）％］和阴性对照

组［（４３．１３±０．８８）％］，合成期 （Ｓ）细胞比率 ［（２６．４６±

０．８７）％］显著低于空白对照组［（３２．５９±１．１９）％］和阴性对照

组［（３１．８３±１．１１）％］，合成后期（Ｇ２／Ｍ）细胞比率［（１４．３０±

０．４６）％］显著低于空白对照组［（２４．５３±０．３１）％］和阴性对照

组［（２５．０３±０．６８）％］，见图４。

图２　　ＭＴＴ法检测ＡＥＧ１ｓｉＲＮＡ对宫颈癌ＳｉＨａ

细胞增殖的影响

图３　　流式细胞术检测宫颈癌ＳｉＨａ凋亡率

图４　　ＡＥＧ１表达下调对宫颈癌ＳｉＨａ细胞周期的影响

３　讨　　论

宫颈癌是影响女性健康最重要的疾病之一，在年轻女性中

的发病率近年有明显的上升趋势，日益引起人们的关注和重

视。近年来，通过对癌基因及抑癌基因的深入研究，宫颈癌的

发生、发展及治疗的研究已进入基因水平。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是利用碱基互补原理，通过导入双链ＲＮＡ

（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｓＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）阻断同源基因的表达促使其

ｍＲＮＡ降解，从而诱导该细胞目的基因功能丧失或出现特定

基因缺失的表型。ＲＮＡｉ作为一种新的基因阻断技术，具有高

效、特异、操作简便等优点［４］，是传统基因敲除技术和反义技术

所无法比拟的。目前，ＲＮＡｉ对肿瘤进行基因治疗主要集中在

肿瘤发生和肿瘤转移相关基因（如癌基因、抑癌基因、肿瘤转移

相关基因），以及与肿瘤耐药基因、细胞凋亡、信号转导、有丝分

裂有关的基因方面［５］。在体外培养细胞及建立的动物模型中，

利用ＲＮＡｉ技术治疗肿瘤取得了令人满意的效果。虽然目前

ＲＮＡｉ技术应用于临床还有一定的距离，但有理由相信随着对

０４１２ 重庆医学２０１４年６月第４３卷第１７期



ＲＮＡｉ机制的深入研究和ＲＮＡｉ技术的不断完善，肿瘤基因治

疗的目标终究会实现。

ＡＥＧ１基因最初是在人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）１感染的

人胎儿星形细胞中被鉴定发现的［６］。２００４～２００５年，多个实

验室先后克隆出ＡＥＧ１ｃＤＮＡ序列，其全长３６１１ｂｐ，含１１个

内含子和１２个外显子，位于８ｑ２２，此区域是乳腺癌等多种癌

症高度相关地带［７］。进一步研究显示，作为肿瘤发生发展过程

中的一个关键基因，ＡＥＧ１通过不同的信号转导途径如ＰＩ３Ｋ

ＡＫＴ、ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ和 Ｗｎｔ等
［８］，与肿瘤进展的几个关键方

面，包括转化、增殖、细胞的存活、逃避细胞凋亡、迁移和侵袭、

转移、血管生成及耐药等多种细胞生物学过程密切相关［９］。且

被证实在多种肿瘤组织和体外培养的细胞中过度表达，如舌

癌、前列腺癌、神经系统肿瘤、淋巴细胞癌、肝癌、结肠癌、乳腺

癌［１０１５］等。

本实验用ｓｉＲＮＡ下调人宫颈癌细胞株中 ＡＥＧ１基因表

达，通过检测ＡＥＧ１基因下调宫颈癌细胞增殖、凋亡和细胞周

期等生物学特性的影响，研究探讨ＡＥＧ１在宫颈癌发生、发展

中的作用。结果显示通过下调 ＡＥＧ１表达，可以显著降低宫

颈癌细胞的增殖能力，同时，随着 ＡＥＧ１表达下降，宫颈癌细

胞的凋亡率明显增加，说明 ＡＥＧ１在宫颈癌细胞的增殖和凋

亡过程中起了重要作用。细胞周期检测结果也提示ＡＥＧ１表

达下调后，更多的细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期，处于增殖旺盛期的细

胞比例明显减少。研究结果提示 ＡＥＧ１在宫颈癌的发生、发

展中可能起了重要作用，而利用 ＲＮＡ 干扰技术可以下调

ＡＥＧ１的异常高表达，在一定程度上阻滞宫颈癌细胞增殖，促

进细胞凋亡，可能为宫颈癌的基因治疗提供新的思路。
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（１２）：１１１７１１１８．

［１０］牛俊梅，张东杰．结核性脑膜炎脑脊液中白细胞介素６水

平及临床意义［Ｊ］．现代预防医学，２０１１，３８（１６）：３３２９

２２３０．

［１１］侯振江，侯建章，周秀艳．ＡＤＡ、ＣＲＰ、ＣＥＡ、ＣＡ１５３检测

对结核性和恶性胸腔积液的鉴别诊断价值［Ｊ］．重庆医

学，２０１３，４２（２）：１８７１８９．

［１２］吕鹏，张良明，耿冬梅，等．联合检测 ＣＥＡ、ＩＦＮＯＣ及

ＡＤＡ在结核性和恶性胸腔积液鉴别诊断中的价值［Ｊ］．

滨州医学院学报，２０１１，３４（３）：１８９１９１．

（收稿日期：２０１３１００２　修回日期：２０１４０１２７）
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