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　　摘　要：目的　研究ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）人肺癌Ａ５４９细胞中期因子（ＭＫ）基因表达及对肿瘤细胞凋亡的影响。方法　构建含

ＭＫｓｉＲＮＡ真核表达载体，将其转染到人肺癌Ａ５４９细胞株中（实验组），另有阴性对照组（转染阴性对照质粒）和空白对照组。应

用ＲＴＰＣＲ的方法检测各组细胞中 ＭＫｍＲＮＡ的表达情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＫ蛋白的表达情况；用流式细胞仪检测

各组细胞凋亡情况。结果　实验组ＭＫ蛋白和ｍＲＮＡ表达都下降，分别下降了８９．３％和８３．３％。转染实验组Ａ５４９细胞有自发

性凋亡的发生，早期凋亡比阴性对照组和空白组分别提高了１５．５倍和９．３４倍。实验组ｃａｓｐａｓｅ３活性明显高于阴性对照组和空

白对照组（犘＜０．０５）。结论　ＲＮＡｉ下调人肺癌Ａ５４９细胞株 ＭＫ的表达，可诱导肿瘤细胞的自身凋亡。
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　　中期因子（ＭＫ）就是与肿瘤发生和发展有密切关系的基

因。ＭＫ能调节细胞生长、存活和分化，并参与肿瘤发病过

程［１４］。在许多不同类型的肿瘤中表达增强，包括食管癌、胃

癌、结直肠癌、胰腺癌、胆囊癌、肺癌、甲状腺癌、乳腺癌、膀胱

癌、子宫癌、卵巢癌、前列腺癌和肝癌、神经细胞瘤、恶性胶质

瘤、髓系白血病［５］，阳性表达率４５％～９０％，ＭＫ在正常组织

中不表达或低表达［６］。所以，血清 ＭＫ水平有望成为一个新

的肿瘤标志物［７］。ＭＫ可以促进肿瘤血管的生成，增强肿瘤的

耐药性，抑制细胞凋亡。到目前为止，ＭＫ基因在肺癌细胞凋

亡抑制中的可能作用尚不清楚。本研究采用转录载体Ｐｇｅｎｅ

ｓｉｌ２．１靶向构建 ＭＫ的ｓｉＲＮＡ真核表达载体，转染人肺癌

Ａ５４９细胞。采用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、流式细胞术的方法，

观察 ＭＫｓｉＲＮＡ对 Ａ５４９细胞 ｍＲＮＡ、蛋白的表达和细胞凋

亡的影响。从而为肺癌的治疗提供理论基础，同时为肿瘤的治

疗和预后判断提供新的监测指标。

１　材料与方法

１．１　细胞与材料　人肺癌细胞株Ａ５４９（承德医学院附属医院

中心实验室）；ＲＴＰＣＲ试剂盒、Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ、犈犮狅ＲⅠ内切

酶、ＳａｃⅠ内切酶、ＲＮＡｉｓｏ试剂（大连宝生物公司）。含有新霉

素Ｇ４１８抗性基因和卡那霉素抗性基因的Ｐｇｅｎｅｓｉｌ２ＲＮＡ干

扰质粒载体，－２０℃保存（武汉晶赛公司）；晶赛通用阴性对照

质粒（Ｐｇｅｎｓｉｌ２ＨＫ）其形成的ｓｉＲＮＡ 干扰序列为５′ＧＡＣ

ＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴＧＣ３′，此序列不与任何人类基因序

列同源；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒（江苏碧云天公

司）；ｃａｓｐａｓｅ３酶特异性底物 ＤＥＶＤｐａｒａＮｉｔｒｏａｎｉｌｉｄｅ及特异

性抑制剂ＤＥＶＤＣＨＯ试剂盒（瑞士Ｂａｃｈｅｍ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＭＫｓｉＲＮＡ干扰质粒的构建　（１）ｓｉＲＮＡ的设计：根

据ＧｅｎｅＢａｎｋＭＫ基因序列（ＮＭ００１０１２３３３），结合 ＭＫｍＲＮＡ

的二级结构，设计了一条特异性的针对 ＭＫ基因３８９～４０７ｂｐ

的１９ｎｔ的ｓｉＲＮＡ，序列为５′ＧＴＡＣＡＡＧＴＴＴＧＡＧＡＡＣＴＧ

Ｇ３′。ＢＬＡＳＴ分析排除其同源序列。（２）合成编码ｓｉＲＮＡ的

ＤＮＡ序列：结构ＣＡＣＣ＋Ｓｅｎｓｅ＋Ｌｏｏｐ＋Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ＋终止信

号＋ＳａｃⅠ，ＭＫ２．１Ａ：５′ＣＡＣＣＧＴＡＣＡＡＧＴＴＴＧＡＧＡ

ＡＣＴＧＧＴＴＣＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＴＣＴＣＡＡＡＣＴＴＧＴＡＣ

ＴＴＴＴＴＴＧ３′；ＭＫ２．１Ｂ：５′ＡＧＣＴＣＡＡＡＡＡＡＧＴＡＣＡ

ＡＧＴＴＴＧＡＧＡＡＣＴＧＧＣＧＴＣＴＴＧＡＡＣＣＡＧＴＴＣＴＣＡ

ＡＡＣＴＴＧＴＡＣ３′。均由武汉晶赛公司合成。

１．２．２　细胞培养及转染　Ａ５４９细胞株在１０％胎牛血清ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基，３７℃，５％ＣＯ２，饱和湿度的条件下培养。以

下实验均取对数生长期细胞。选择对数生长期的细胞在６孔

板中接种１．０×１０６ 个／孔Ａ５４９细胞，培养２４ｈ，待细胞密度为

８０％～９０％左右，用于第２天转染。细胞分组，（１）转染 ＭＫ

ｓｉＲＮＡ的实验组：１０％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０中含有 ＭＫｓｉＲ

ＮＡ干扰质粒，４００μｇ／ｍＬ的 Ｇ４１８浓度持续筛选２～３周，其

间每２～３天换１次含Ｇ４１８的培养液，同时转入培养瓶中扩大

阳性克隆；（２）阴性对照组：转染阴性对照质粒；（３）空白对照

组：未转染的Ａ５４９细胞。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＫｍＲＮＡ的表达水平　ＭＫ上游引

物：５′ＧＣＴＡＣＡＡＴＧＣＴＣＡＧＴＧＣＣＡＧＧＡ３′；ＭＫ下游
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引物：５′ＡＡＧＧＣＡＣＴＧＧＴＧＧＧＴＣＡＣＡＴＣ３′。以ＧＡＰ

ＤＨ基因为参照基因，ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣ

ＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′；下游引物：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧ

ＣＴＧＴＡ３′。

１．２．４　ＭＫ蛋白表达水平检测　分别收获实验组、阴性对照

组和空白对照组细胞，离心收集细胞，ＰＢＳ洗涤，弃上清液，重

新悬浮细胞，加入４×蛋白提取液，蛋白定量后，以βａｃｔｉｎ作为

内参，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测。

１．２．５　ＭＫｓｉＲＮＡ转染对Ａ５４９细胞凋亡的影响　流式细胞

仪进行细胞凋亡检测（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ双染法），分别检

测３组细胞的早期凋亡情况。

１．２．６　ｃａｓｐａｓｅ３检测　在酶标仪上分别测定４０５ｎｍ时各细

胞的吸光度（犗犇），每组细胞重复测定３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１４．０软件进行统计分析，计量

资料采用狓±狊表示，组间比较行单因素方差分析。检验水准

α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测３组细胞中 ＭＫｍＲＮＡ的表达水平　结

果以 ＭＫ平均光密度值／ＧＡＰＤＨ平均光密度值表示。实验组

（０．０５±０．０３）分别与阴性对照组（０．２９±０．０１）和空白对照组

（０．３０±０．０１）比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。而阴性对

照组与空白对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。实验组ＭＫ

的ｍＲＮＡ表达相对于空白对照组下降了８３．３％。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测３组细胞的 ＭＫ蛋白表达水平　空白

对照组（０．２８±０．０１）与阴性对照组（０．２７±０．０１）ＭＫ蛋白表

达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。实验组（０．０３±０．０１）

分别与阴性对照组和空白对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。实验组 ＭＫ蛋白的表达是空白对照组的０．１０７倍。即

实验组的 ＭＫ蛋白表达相对于空白对照组下降了８９．３％。见

图１。

图１　　３组细胞的蛋白表达结果

２．３　流式细胞仪进行细胞凋亡检测（ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ双

染法）　如图２显示，在双变量流式细胞仪的散点图上，正常的

活细胞位于左下象限，早期凋亡细胞位于右下象限，而坏死细胞

和晚期凋亡细胞位于右上象限。实验组Ａ５４９细胞凋亡比阴性

细胞早期凋亡高１５．５倍。比空白组细胞早期凋亡高９．３４倍。

实验组出现了自发凋亡现象，具有较高的早期凋亡率。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ：阴性对照组；Ｃ：实验组。

图２　　３组细胞细胞凋亡水平的变化

２．４　ｃａｓｐａｓｅ３活性检测　实验组（０．３０８±０．００８）ｃａｓｐａｓｅ３

活性明显高于阴性对照组（０．０５４±０．００２）和空白对照组

（０．０５５±０．００１），而阴性对照组和空白对照组的ｃａｓｐａｓｅ３活

性差异无统计学意义（犘＝０．１９６）。

３　讨　　论

肺癌细胞的凋亡抑制可以使肿瘤细胞对机体产生较大的

影响，使肿瘤在体内大量聚集，引起肿瘤患者出现各类相关临

床症状和临床表现。因此从分子水平探讨肺癌细胞的凋亡，对

肺癌的治疗有着非常重要的意义。

在肿瘤的各种治疗方法中，以ＲＮＡｉ为主要技术手段的基

因治疗已经得到广泛的关注。ＲＮＡｉ是近年来发现的一种调

节ｍＲＮＡ的生物学技术，能够使基因的ｍＲＮＡ被相应的双链

ＲＮＡ分子敲除，达到基因沉默的目的，其效果要强于正义和反

义ＲＮＡ
［８］。ＲＮＡｉ最主要的功能在于可以调节和关闭基因的

表达，进而调控细胞的各种高级生命活动。这种现象属于转录

后的基因沉默机制。而ｓｉＲＮＡ是指ＲＮＡｉ过程中在细胞内产

生的长２１～２５个核苷酸的小双链ＲＮＡ分子，是ＲＮＡｉ作用机

制的重要中间效应分子。目前已经有人工合成的ｓｉＲＮＡ，具

有明显的敲除相应基因ｍＲＮＡ的效果
［８］。

本研究中构建了ｓｉＲＮＡ真核表达载体，其转录产物可在

体内形成一个９个碱基组成的茎环分离的具有反向重复序列

的发夹样ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ），此ｓｈＲＮＡ被真核细胞内的核酸酶

切割成ｓｉＲＮＡ，进而降解目的基因 ｍＲＮＡ的表达。这种方法

克服了人工合成的ｓｉＲＮＡ成本高、需要直接操作 ＲＮＡ以及

ｓｉＲＮＡ在体内作用时间短等缺点
［９］。本研究针对 ＭＫ基因序

列，设计合成了ｓｉＲＮＡ通过转染技术，将 ＭＫｓｉＲＮＡ转染入

人Ａ５４９细胞中，分别采用了ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

ＭＫｍＲＮＡ和蛋白的表达。发现转染人 ＭＫｓｉＲＮＡ的细胞

ＭＫｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显下降，说明转染成功。

接着，本研究观察了 ＭＫｓｉＲＮＡ转染对Ａ５４９细胞凋亡的

影响。ＭＫ基因的表达与多种肿瘤细胞凋亡呈正相关，ＭＫ表

达上升或下降后细胞凋亡随之增强或减弱［１０１１］。通过流式细

胞仪检测３组细胞的细胞凋亡情况，可以清楚地看出，转染

ＭＫｓｉＲＮＡ的 Ａ５４９细胞凋亡率明显增加，提示 ＭＫ基因在

Ａ５４９细胞中对细胞凋亡有着重要的作用。实验组细胞

ｃａｓｐａｓｅ３活性明显高于阴性对照组和空白对照组，提示中期

因子可能参与抑制细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性来抑制 Ａ５４９细胞的凋

亡。结果显示：ＭＫ基因表达的下调可以增加 Ａ５４９肿瘤细胞

的早期凋亡，为肺癌的治疗提供实验基础。

由于 ＭＫ在基因水平和蛋白水平表达的下调，可以预见

其在血浆中的水平也会相应降低，所以 ＭＫ可以作为一个新

的肿瘤标志物应用于临床诊断和预后判断。
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行ＳＷＥ检查，并应用所得到界值对ＴＩＲＡＤＳ４级结节进行进

一步判定，从而探讨整体的结节的弹性成像界值是否可应用于

ＴＩＲＡＤＳ４级结节中。

本研究得到的界值Ｅ１ 为４８．５５ｋＰａ，将它应用到诊断ＴＩ

ＲＡＤＳ４级结节，敏感性、特异性为７５．０％，７７．７％，与使用Ｅ２

界值对ＴＩＲＡＤＳ４级结节进行判定的敏感性、特异性差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。这说明超声表现在一定程度上对甲

状腺结节的剪切波弹性成像应用没有影响。且以往的全部甲

状腺结节确定的界值亦可适用于ＴＩＲＡＤＳ４级结节。

但剪切波反应的是组织的硬度信息，存在一定的误诊

率［１２］。若良性结节发生钙化、纤维化等，造成硬度升高，可误

认为恶性病变［１３］；而恶性结节发生囊性变等，造成硬度减低，

易误认为是良性病变。故在诊断甲状腺结节良恶性时，尚需联

合常规超声对结节进行判定［１４］。

本研究探讨了整体甲状腺结节的ＳＷＥ界值亦可应用于

ＴＩＲＡＤＳ４级结节。且二者ＲＯＣ曲线下面积均较高，说明剪

切波诊断甲状腺结节良恶性的优势。说明剪切波可在常规超

声的基础上进一步提高对ＴＩＲＡＤＳ４级的诊断准确率。
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医学，２０１３，３４（３）：５３３５３４．

［８］ ＧｒｅｅｎＤＷ，ＲｏｈＨ，ＰｉｐｐｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅｓ：ａｎｅｖｏｌｖｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒｔｈｅｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＡｍＣｏｌｌＳｕｒｇ，２０００，

１９１（１）：９３１０５．

［９］ ＫｉｔａｂｗａｌｌａＭ，ＲｕｐｒｅｃｈｔＲＭ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｅｗ

ｗｅａｐｏｎａｇａｉｎｓｔＨＩＶａｎｄｂｅｙｏｎｄ［Ｊ］．Ｎ ＥｎｇｌＪ Ｍｅｄ，

２００２，３４７（１７）：１３６４１３６７．

［１０］ＴｏｎｇＹ，ＭｅｎｔｌｅｉｎＲ，ＢｕｈｌＲ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｄｋｉｎｅ

ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｉｎｈｕｍａｎｍｅｎｉｎｇｉｏｍａｓ

［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｃｈｅｍ，２００７，１００（４）：１０９７１１０７．

［１１］ＴａｋｅｉＹ，ＫａｄｏｍａｔｓｕＫ，ＧｏｔｏＴ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｌａｎｔｉ

ｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡａｇａｉｎｓｔｍｉｄｋｉｎｅａｎｄｐａｃｌｉｔａｘｅｌｏｎ

ｇｒｏｗｔｈｏｆｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，

２００６，１０７（４）：８６４８７３．

（收稿日期：２０１４１０２６　修回日期：２０１４１２１６）

２１６ 重庆医学２０１５年２月第４４卷第５期


