
书书书

·１５０　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｆｅｂ；２７（２）

·论　著·
ｈＩＡＰ２ｓｉＲＮＡ表达质粒的构建及其对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的作用

李莉萍１，梁念慈１，罗超权２

（１．广东医学院生物化学与分子生物学研究所，湛江５２４０２３；２．中山大学医学部生物化学教研室，广州５１００８９）

［摘要］　目的：构建人凋亡抑制蛋白２（ｈＩＡＰ２）基因的小分子干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的表达质粒，并检测其对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７

的作用。方法：利用含Ｕ６启动子的ｍＵ６ｐｒｏ载体构建ｈＩＡＰ２ｓｉＲＮＡ表达质粒，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检验其对ＭＣＦ７
细胞的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）效果。用ＭＴＴ法分析其对细胞增殖，流式细胞仪检测其对细胞周期，以及Ｈｏｅｃｈｓｔ染色法观察其对

细胞形态的影响。同时，用胱天蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ底物法检测ｃａｓｐａｓｅ３活性的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测

一些相关蛋白质的表达变化。结果：ｈＩＡＰ２ｓｉＲＮＡ表达质粒高效而特异地剔降 ＭＣＦ７细胞中ｈＩＡＰ２的表达，抑制肿瘤细

胞增殖（Ｐ＜０．０１），阻断 ＭＣＦ７细胞在Ｇ１期。随着ｈＩＡＰ２基因被沉默，ＭＣＦ７细胞变得多核化和巨核化，ｃａｓｐａｓｅ３酶原表

达升高并被激活（Ｐ＜０．０１）。此外，ＩκＢα和ｐ２１ｗａｆ１蛋白表达升高，ＮＦκＢ（ｐ６５）则降低，ＣｙｔＣ维持不变。结论：ＲＮＡ干扰

ｈＩＡＰ２对 ＭＣＦ７细胞增殖和细胞周期调控有重要影响，细胞裂亡可能是导致其细胞死亡的主要原因，ＤＮＡ受损后其细胞周

期阻滞在Ｇ１期可能与上调ｐ２１ｗａｆ１有关。
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［作者简介］　李莉萍，博士，讲师．Ｅｍａｉｌ：ｌｉｐｉｎｇｌｉ＠ｔｏｍ．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｎｃｌｉａｎｇ＠ｇｄｍｃ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　人凋亡抑制蛋白２（ｈｕｍａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ２，ｈＩＡＰ２），又称ｃＩＡＰｌ、ＢＩＲＣ３、ＭＩＨＢ
等，属于凋亡抑制蛋白（ＩＡＰ）家族。ｈＩＡＰ２广泛表
达于各种肿瘤细胞，有报道［１］显示ｈＩＡＰ２在多种肿
瘤组织中过表达，是染色体１１ｑ２２扩增的结果，其活
化可能导致肿瘤恶性转化，包括侵袭力、转移性和抗
药性的改变。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）
是一种选择性沉默基因表达的有效工具，这里，我们
构建了Ｕ６启动子驱动的ｈＩＡＰ２基因的ｓｉＲＮＡ表
达质粒，剔降 ＭＣＦ７细胞中ｈＩＡＰ２的表达，初步探
讨该质粒对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的作用机制。

１　材料和方法

１．１　试剂　空载体ｍＵ６ｐｒｏ由美国 Ｍｉｃｈｉｇａｎ大学

ＤａｖｅＴｕｒｎｅｒ博士惠赠；所有ＤＮＡ引物均由Ｂｉｏａｓｉａ
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公司合成；限制性内切酶ＢｂｓⅠ购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司；ＸｂａⅠ购自ＳｉｂＥｎｚｙｍｅ公司；Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
（６Ｅ４）单克隆抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司；抗体ｈＩＡＰ２（Ｎ１９）、ＮＦκＢｐ６５（Ｆ６）、ＩκＢα
（Ｃ２１）、ｃａｓｐａｓｅ３（Ｅ８）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司；

ｐ２１ｗａｆ１Ａｂ５（ＨＺ５２）购自 ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司；ＣｙｔＣ
（６Ｈ２）购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；ａｃｔｉｎ和抗小鼠、抗兔
辣根过氧化物酶标志的ＩｇＧ购自北京中山生物公
司；抗山羊辣根过氧化物酶标志的ＩｇＧ购自 ＫＰＬ
公司；ＰｒｏＦｅｃｔｉｏｎ哺乳类转染系统购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；ＡｃＤＥＶＤｐＮＡｃａｓｐａｓｅ３底物 ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ
购自 ＡＬＥＸＩＳ 公司；碘化丙啶 （ＰＩ）和 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８购自上海华舜公司；ＭＴＴ 购自 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司；１００ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒｓ购自上海申能博彩公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自上海生工生物工程服务有限公司；
乳腺癌 ＭＣＦ７细胞为本室自存。

１．２　设计和构建ｓｉＲＮＡ表达质粒　通过网上Ｊａｃｋ
Ｌｉｎ’ｓｓｉＲＮＡｆｉｎｄｅｒ在线软件寻找潜在的ＲＮＡｉ寡
核苷酸序列，对应ｈＩＡＰ２基因的 Ｕ４５８７９，１９２５～
１９４０ｂｐ设计ｓｉＲＮＡ 模板，合成正义链５′ＴＴＴ
ＧＴＴＣＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＣＡＡＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴ
ＴＧＧＡＧＧＴＴＧＣＡＡＧＡＡＧＡＡＣＧＡＡＣＴＴＴＴ
Ｔ３′和反义链５′ＣＴＡＧＡＡＡＡＡＧＴＴＣＧＴＴＣＴ
ＴＣＴＴＧＣＡＡＣＣＴＣＣＡＡＧＣＴＴＧＧＡＧＧＴＴＧ
ＣＡＡＧＡＡＧＡＡＣＧＡＡ３′。等量正义链与反义链
模板 退 火，进 而 与 ＢｂｓⅠ 和 ＸｂａⅠ 双 酶 切 的

ｍＵ６ｐｒｏ质粒连接，获得的重组质粒即为ｈＩＡＰ２
ｓｉＲＮＡ表达质粒，表示为 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２。ｓｕｒｖｉｖｉｎｓ
ｉＲＮＡ表达质粒（ｍＵ６／ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的构建见文献［２］。

１．３　细胞培养和转染　ＭＣＦ７细胞生长于含１５％
小牛血清、０．５Ｕ／ｍｌ胰岛素、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００

μｇ／ｍｌ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，正常人
类肝细胞Ｌ０２和小鼠胚成纤维细胞 ＮＩＨ３Ｔ３则生
长于含１０％小牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ
链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０完全培养液中，置３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度孵箱内孵育。细胞转染操作按Ｐｒｏ
Ｆｅｃｔｉｏｎ哺乳类转染系统试剂盒说明书进行，在６０
ｍｍ培养皿上转染１μｇ质粒。对照组转染空载体

ｍＵ６ｐｒｏ，实验组转染ｍＵ６／ｈＩＡＰ２。ｍＵ６／ｈＩＡＰ２或

ｍＵ６ｐｒｏ质粒与表达绿色荧光蛋白的ｐＥＧＦＰＮ１质粒
以３∶１的比例共转染ＭＣＦ７、ＮＩＨ３Ｔ３和Ｌ０２细胞，
荧光显微镜下计数，确定其转染效率均超过８０％。

１．４　ＲＴＰＣＲ　按ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞
的总ＲＮＡ。取０．５μｇ总ＲＮＡ在４２℃下恒温２ｈ
反转录合成第一链ｃＤＮＡ。针对ｈＩＡＰ２ｍＲＮＡ序

列设计引物，上游引物 Ｐ１：５′ＡＡＣ ＡＧＣ ＡＡＣ
ＡＡＡＣＡＡＡＡＡＡＴＧＡ３′和下游引物Ｐ２：５′ＣＴＴ
ＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＧＣＡＡＡ３′，进行ＰＣＲ扩增，条
件为：９５℃变性５ｍｉｎ；然后 ９４℃ １ｍｉｎ，５８℃ １
ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，共３０ 个循环；７２℃继续延伸７
ｍｉｎ，获得一５８０ｎｔ片段。同步扩增ＧＡＰＤＨ 用作
内标，引物Ｐ１：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ
ＡＣ３′和 Ｐ２：５′ＴＣＣ ＡＣＣ ＡＣＣ ＣＴＧ ＴＴＧ ＣＴＧ
ＴＡ３′，扩增产物对应于一个４５２ｎｔ片段。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析　参照文献［３］。ＲＴＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹图像经扫描仪扫描后，用ＳｃｉｏｎＩｍ
ａｇｅ图像分析软件进行光密度积分值分析。

１．６　细胞增殖实验　采用 ＭＴＴ 法，转染前按

０．５×１０４细胞／孔种植在９６孔板，转染１２、３６、６０、

８４、１０８和１３２ｈ后，每孔加入１０μｌ５ｇ／ＬＭＴＴ，继
续温育４ｈ，然后加入１００μｌＤＭＳＯ，震摇１５ｍｉｎ，酶
标仪读取光密度值Ｄ５７０／Ｄ４５０。按下列公式计算细
胞增殖抑制率，抑制率＝（１－Ａ／Ｂ）×１００％，其中，

Ｂ为对照组平均Ｄ值，Ａ为实验组平均Ｄ值。

１．７　流式细胞术分析细胞周期和细胞凋亡　收集
细胞，４℃条件下用７０％ 冰冷乙醇固定２４ｈ，离心，
细胞重悬于ＰＢＳ中３０ｍｉｎ，再加ＲＮａｓｅＡ室温下处
理３０ｍｉｎ，然后加ＰＩ至２０ｍｇ／Ｌ，避光染色３０ｍｉｎ
以上，上样于ＥＰＴＣＳＸＬ３１２４０流式细胞仪进行细
胞周期的分析。

１．８　Ｈｏｅｃｈｓｔ染色观察细胞形态变化　接种 ＭＣＦ
７细胞至６０ｍｍ 培养皿中，转染后１２、３６和６０ｈ
时，弃培养液，ＰＢＳ洗３次，用体积比４％的甲醛
ＰＢＳ溶液室温固定１０ｍｉｎ，弃固定液，蒸馏水洗３
次，加 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８至２０μｇ／ｍｌ染色，室温避光

３０ｍｉｎ，蒸馏水洗，荧光显微镜下观察拍照。

１．９　ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ发色底物法检测ｃａｓｐａｓｅ３活
性　收集细胞，用冰冷的ＰＢＳ洗涤后，１５００×ｇ离
心５ｍｉｎ，弃上清，沉淀中加入５０μｌ细胞裂解液（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ ＨＥＰＥＳ，ｐＨ ７．５，４２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，５
ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，２ μｇ／ｍｌ Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ，Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ和ＤＴＴ临用前加），－７０℃冻融３
次后，４℃，１３０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，分离上清液。取

１０μｌ上清液，用考马斯亮蓝Ｇ２５０染色法测定蛋白
质含量。取４μｇ蛋白质（用细胞裂解液调整体积至

１０μｌ），加入ＨＥＰＥＳ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，

ｐＨ７．５，体积比２０％甘油，５ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．５
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）８０μｌ，混匀。加入ｃａｓｐａｓｅ３底物

ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ１０μｌ，使其终浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ。

３７℃ 孵育１ｈ后，转移至９６孔板，用酶标免疫测定
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仪，以细胞裂解液１０μｌ＋ ＨＥＰＥＳ缓冲液９０μｌ调
零，测定其４０５ｎｍ 波长下的光密度值（Ｄ４０５），用

Ｄ４０５来表示其相对活性。实验重复５次。

１．１０　统计学处理　数据用珚ｘ±ｓ表示，ｔ检验确定
组间统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＮＡ干扰抑制ｈＩＡＰ２基因表达　由图１可
见，与对照组相比较，ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染 ＭＣＦ
７细胞，其ｈＩＡＰ２的 ｍＲＮＡ和蛋白质表达均受到
抑制，其中转染３６ｈ时，其 ｍＲＮＡ 抑制率达到

７０％，蛋白质受抑率也超过５０％，而ｓｕｒｖｉｖｉｎ的蛋白
表达未见改变；相反 ｍＵ６／ｓｕｒｖｉｖｉｎ质粒转染 ＭＣＦ
７细胞，其ｈＩＡＰ２蛋白表达未见改变，表明我们构
建的 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒可以在 ｍＲＮＡ和蛋白质水
平上特异、高效地使ｈＩＡＰ２表达沉默。

图１　ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒对 ＭＣＦ７细胞的ＲＮＡ干扰效果

Ｆｉｇ１　ＲＮＡｉｅｆｆｅｃｔｏｆｍＵ６／ｈＩＡＰ２ｏｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｈＩＡＰ２ａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｉｎＲＮＡｉＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．１，２：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６／ｓｕｒｖｉｖｉｎｆｏｒ

３６ｈａｎｄ１２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；４，５：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６／ｈＩＡＰ２ｆｏｒ

１２ｈａｎｄ３６ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６ｐｒｏｆｏｒ

１２ｈ；Ｂ：ｈＩＡＰ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ３６ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎＲＮＡｉ

ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．１′：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２′：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｍＵ６／ｓｕｒｖｉｖｉｎ；３′：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６／ｈＩＡＰ２；Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

２．２　ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒特异地抑制肿瘤细胞增殖

　用 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染 ＭＣＦ７细胞１２、３６、

６０、８４、１０８和１３２ｈ后，相对于相应的对照组，其细
胞增殖抑制率分别为０．８３％、１２．９％ （Ｐ＜０．０１）、

２７．１％ （Ｐ＜０．０１）、４６．１％ （Ｐ＜０．０１）、４４．７％

（Ｐ＜０．０１）和５４．４％ （Ｐ＜０．０１）；而用 ｍＵ６／ｈＩＡＰ
２质粒转染正常人类肝细胞Ｌ０２和小鼠胚成纤维
细胞ＮＩＨ３Ｔ３，其细胞增殖没有明显改变（图２）。

图２　ＭＴＴ法检测ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒对 ＭＣＦ７、

ＮＩＨ３Ｔ３和Ｌ０２细胞增殖的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈＩＡＰ２ｓｉＲＮＡｐｌａｓｍｉｄ（ｍＵ６／ｈＩＡＰ２）

ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７，ＮＩＨ３Ｔ３ａｎｄ

Ｌ０２ｃｅｌｌｓａｃｃｅｓｓｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ
Ｃｏｎｔｒｏｌ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｍＵ６ｐｒｏ；ｈＩＡＰ２：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｍＵ６／ｈＩＡＰ２．Ｐ＜０．０１ｖｓＭＣＦ７ｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝６，

珚ｘ±ｓ

２．３　细胞周期和细胞凋亡　流式细胞仪分析结果
显示，ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染入 ＭＣＦ７细胞１２ｈ
和３６ｈ时，与对照组相比，其Ｇ１期细胞增多，但转染
后６０ｈ时，实验组与对照组的Ｇ１期细胞数已没有明
显差异。所有细胞周期图谱均没有发现明显的凋亡
峰，但 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染６０ｈ组在亚Ｇ１峰区
分布有大量的细胞，见图３。ＤＮＡ经琼脂糖电泳，
呈涂布分布，未见明显的ＤＮＡｌａｄｄｅｒ现象。

２．４　细胞形态学变化　与对照组相比，ＭＣＦ７细
胞转染ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒后１２ｈ，在荧光显微镜下
就可观察到大量的多核、核胀大细胞出现，随着转染
后时间的延长，变形的核肿大细胞增多，当转染后

６０ｈ时，可看到大量细胞呈现核固缩、核变小和边缘
变模糊（图４）。

２．５　Ｃａｓｐａｓｅ３表达和活性变化　用抗ｃａｓｐａｓｅ３
酶原抗体检测ｃａｓｐａｓｅ３在 ＭＣＦ７细胞中的表达，
发现其在转染 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒后１２、３６和６０ｈ
时，ｃａｓｐａｓｅ３酶原表达逐渐升高，并可见１７０００的
活性裂解片段；同时，用ｃａｓｐａｓｅ３底物 ＡＣＤＥＶＤ
ｐＮＡ检测ｃａｓｐａｓｅ３活性，发现其活性变化趋势与

ｃａｓｐａｓｅ３酶原表达水平变化趋势一致，即转染

ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒后１２、３６和６０ｈ时，与对照组相
比较，ｃａｓｐａｓｅ３活性逐渐升高（Ｐ＜０．０１，图５）。
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图３　流式细胞仪检测ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒作用前后 ＭＣＦ７细胞周期变化

Ｆｉｇ３　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＲＮＡｉａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ＡＣ：Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６ｐｒｏ；ＤＦ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６／ｈＩＡＰ２；Ａ，Ｄ：１２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ，Ｅ：３６ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；

Ｃ，Ｆ：６０ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

图４　ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒作用前后 ＭＣＦ７细胞形态学变化

Ｆｉｇ４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｃｈａｎｇｅｓｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＲＮＡｉ（×４００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｍＵ６ｐｒｏ；ＢＤ：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍｉｄｍＵ６／ｈＩＡＰ２ｆｏｒ１２ｈ，３６ｈａｎｄ６０ｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．６　相关蛋白质表达水平变化　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分
析结果显示，ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染后１２、３６和６０
ｈ时，ＭＣＦ７细胞中ＮＦκＢ蛋白表达明显降低；Ｃｙｔ
Ｃ蛋白表达未见变化；ｐ２１ｗａｆ１蛋白表达明显升高；对
照组中ＩκＢα蛋白大部分以相对分子质量大于

３７０００的形式存在，而在实验组中，随着转染时间的
延长，正常大小的３７０００ＩκＢα蛋白逐渐被诱导
（图６）。

３　讨　论

　　干扰ｈＩＡＰ２功能可抑制细胞增殖。本实验中，
我们针对ｈＩＡＰ２基因构建了一个ｓｉＲＮＡ表达质粒

（ｍＵ６／ｈＩＡＰ２），并将之转染到 ＭＣＦ７细胞、正常
人类肝细胞 Ｌ０２和小鼠胚成纤维细胞 ＮＩＨ３Ｔ３。
它能明显抑制 ＭＣＦ７细胞增殖，而对正常人类肝细
胞Ｌ０２和小鼠胚成纤维细胞 ＮＩＨ３Ｔ３的存活没有
影响，提示ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒可能对肿瘤细胞更敏
感。

　　ＩＡＰｓ介入抑制细胞死亡的自杀方式，有研究表
明［４］它们涉及干扰染色质的分离和胞质分裂。去除
酵母菌中ＩＡＰｓ或ＲＮＡ干扰线虫中ＩＡＰｓ表达，引
起细胞的多重分裂和有丝分裂异常。细胞裂亡
（ｍｉｔｏｔｉｃｃｅｌｌｄｅａｔｈ，ＭＣＤ），又 名 有 丝 分 裂 灾 变
（ｍｉｔｏｔｉｃｃａｔａｓｔｒｏｐｈｅ），指细胞经过１次有丝分裂后
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图５　ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒作用前后 ＭＣＦ７细胞中

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达及其活性变化

Ｆｉｇ５　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｃａｓｐａｓｅ３ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉ
Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ３ ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｚｅｄｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；Ｂ：

Ｃａｓｐａｓｅ３ａｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｉｔｓｓｕｂｓｔｒａｔｅＡｃＤＥＶＤｐＮＡ；１：

Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６ｐｒｏｆｏｒ１２ｈ；２，３，４：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｍＵ６／ｈＩＡＰ２ｆｏｒ１２ｈ，３６ｈａｎｄ６０ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｐ＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

图６　ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒作用前后 ＭＣＦ７
细胞中多个相关蛋白质表达水平的变化

Ｆｉｇ６　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＭＣＦ７

ｃｅｌｌｓａｎａｌｙｓｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒＲＮＡｉ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６ｐｒｏｖｅｃｔｏｒｆｏｒ１２ｈ；２，３，４：Ｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍＵ６／ｈＩＡＰ２ｆｏｒ１２ｈ，３６ｈａｎｄ６０ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

才开始死亡的现象，表现为细胞多核化、细胞体积变
大、ＤＮＡ多倍体、ＤＮＡ泳带弥散等特点，与细胞凋
亡相比较，其微核均染、不出现亚 Ｇ１峰。它与有丝
分裂失败密切相关［５］。本实验结果显示，转染

ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒后，ＭＣＦ７细胞呈现出多核化，
核肿胀等性征，这一结果还表现在３６ｈ时其表观Ｇ２

期细胞数略有增加。虽然转染后６０ｈ时可观察到
呈浓染的核固缩细胞，但其凋亡现象并不明显，不出
现亚Ｇ１峰和ＤＮＡｌａｄｄｅｒ，而在亚Ｇ１区有大量细胞，
细胞凋亡不像是导致细胞死亡的主要形式，反倒看
似由细胞裂亡直接过渡到细胞死亡，提示细胞裂亡
可能是导致 ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒抑制 ＭＣＦ７细胞增
殖的主要原因。Ｔａｎｇ等［６］利用 Ｈ１启动子驱动的

ｈＩＡＰ２ｓｉＲＮＡ表达质粒转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，也
发现其细胞凋亡率与对照组没有明显区别，本实验
结果与之不谋而合。

　　胞外信号调控哺乳类细胞增殖发生在Ｇ１的中
到后期，周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）与细胞周期蛋白依赖激酶
（ＣＤＫｓ）相互作用，通过使视网膜细胞瘤蛋白（ＲＢ）
磷酸化，促进细胞 Ｇ１向Ｓ期过渡。ｐ２１ｗａｆ１，是一组

ＣＤＫｓ的蛋白抑制剂，通过结合和抑制ＣＤＫｓ，维持

ＲＢ低磷酸化［７］。ＤＮＡ受损后，发生灾难性有丝分
裂，产生四倍体细胞，ｐ２１ｗａｆ１诱导细胞阻滞在Ｇ１期，
以制止四倍体后ＤＮＡ复制［７，８］。Ｓｕｚｕｋｉ等［９］报道

ＩＡＰｓ家族成员之一ｓｕｒｖｉｖｉｎ促进细胞由Ｇ１向Ｓ期
过渡。Ｂｅｌｔｒａｍｉ等［１０］报道ｓｕｒｖｉｖｉｎ丢失诱导ｐ５３的
同时，ｐ５３下游靶标ｐ２１ｗａｆ１的表达上调，并与有丝分
裂关卡的激活有关。相类似地，本实验中，ｈＩＡＰ２
表达被ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒干扰后，流式细胞术结果
显示在３６ｈ之内，ＭＣＦ７细胞细胞周期被阻断在

Ｇ１期，并随着转染后时间延长，细胞中ｐ２１ｗａｆ１表达
水平逐渐升高。由此可以推测，ｈＩＡＰ２与ｓｕｒｖｉｖｉｎ
可能存在着相似的调节细胞周期的作用机制，即当

ｈＩＡＰ２缺陷时，细胞通过某种机制躲避有丝分裂关
卡检查，带着没有完全修复和分离的姐妹染色体步
入下一轮的细胞周期，然后经历了灾难性有丝分裂
的细胞以ｐ２１ｗａｆ１依赖的方式被阻滞在Ｇ１期。

　　ｈＩＡＰ２在调节ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶激活级联反应中
起着关键性作用。ｈＩＡＰ２直接结合和抑制ｃａｓｐａｓｅ
３、７、９，阻断凋亡体的形成［１１］。本实验结果显示，

ＭＣＦ７细胞转染ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒，随着转染后时
间的延长，其ｃａｓｐａｓｅ３酶原表达逐渐增加，并可见
到１７０００的活化形式，相应地，ｃａｓｐａｓｅ３裂解其底
物ＡｃＤＥＶＤｐＮＡ的活性也大大增强。

　　ｈＩＡＰ２介入ＴＮＦ死亡受体途径。本实验结果
显示，ｍＵ６／ｈＩＡＰ２质粒转染 ＭＣＦ７细胞，使其

ＩκＢα（ｐ３７）蛋白表达升高，ＮＦκＢ蛋白表达明显降
低；ＩκＢα是丰度最高的 ＮＦκＢ抑制蛋白，当它被

ＩＫＫ磷酸化时，受泛素／２６Ｓ蛋白水解酶作用而降
解，释放ＮＦκＢ活性。泛素化蛋白迁移速度较蛋白
质本身慢，对照组中多数ＩκＢα表现为迁移速度较正
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常的ＩκＢα（ｐ３７）慢，这也许与ｈＩＡＰ２的泛肽连接酶
的活性有关。ｈＩＡＰ２环锌指结构拥有强的Ｅ３泛肽
连接酶活性［５］，介导自身或与之结合的蛋白质如

ＮＥＭＯ（ＮＦκＢｅｓｓｅｎｔｉａｌｍｏｄｉｆｉｅｒ）等的泛素化和降
解，ＮＥＭＯ 的降解为 ＩＫＫ 和 ＮＦκＢ 活化所必
需［１２］。因此，本实验中，ＲＮＡｉ剔降内源性ｈＩＡＰ２，
使ＮＥＭＯ泛素化能力降低，削弱ＩＫＫ活性和ＩκＢα
泛素化，表现为ＩκＢα水平升高。在此实验中，ＩκＢα
水平升高和ＮＦκＢ（ｐ６５）表达降低都能导致 ＮＦκＢ
活性降低。ｈＩＡＰｓ在 ＮＦκＢ 活化中起着限速作
用［１３］，ｈＩＡＰ２表达不足，引起 ＮＦκＢ失活，改变各
种死亡相关蛋白质表达量，可能是诱导细胞死亡的
机制之一。另外，ＮＦκＢ活性与Ｇ１关卡调控有直接
关系，ＮＦκＢ活化受阻能引起 Ｇ１到Ｓ期过渡的延
误。本实验中剔降ｈＩＡＰ２引起的ＮＦκＢ失活也可
能是使 ＭＣＦ７细胞阻滞在Ｇ１期的原因。

　　ＣｙｔＣ基因表达增高是凋亡过程的早期事件，

ＣｙｔＣ从线粒体向胞质释放需要ＣｙｔＣ表达达到某
一水平［１４］，线粒体通路的凋亡信号从线粒体释放

ＣｙｔＣ开始启动［５］。本实验结果显示，ｍＵ６／ｈＩＡＰ２
质粒转染 ＭＣＦ７细胞后，ＣｙｔＣ蛋白水平没有明显
的变化。清除内源性ｈＩＡＰ２，能否引起细胞线粒体
性能改变，尚待进一步研究。

　　综上所述，本实验通过构建靶向ｈＩＡＰ２基因的

ｓｉＲＮＡ表达质粒，剔降 ＭＣＦ７细胞中ｈＩＡＰ２表
达，发现 ＭＣＦ７细胞生长明显受到抑制，细胞周期
被阻滞在Ｇ１期，细胞逃逸有丝分裂关卡的检查，引
发细胞裂亡，ｃａｓｐａｓｅ级联放大过程和 ＮＦκＢ路径
参与了这一调节过程。然而，这些工作仅仅是个开
始，其继发反应及其与相关信号网络的关系等仍需
通过基因芯片等技术进行深入研究，才能更详尽地
了解其作用机制。
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