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Ｂｃｌ２短发夹状ＲＮＡ对ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞的生长抑制作用

何冬梅，张　洹，刘革修
（暨南大学医学院血液病研究所，广州５１０６３２）

［摘要］　目的：研究Ｂｃｌ２短发夹状ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）序列的表达载体对肝癌细胞系ＢＥＬ７４０２和结肠癌细

胞系Ｃａｃｏ２生长的抑制作用。方法：将Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ序列克隆到携带绿色荧光蛋白基因的质粒Ｐｇｅｎｅｓｉｌ１载体，采用脂质体

介导的转染方法将构建的Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ表达质粒转入ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞，同时设立阴性ｓｈＲＮＡ组、空载体组、脂质体组、

空白组作为对照。通过倒置荧光显微镜和流式细胞仪观察细胞的转染效率，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｂｃｌ２蛋白表达水平，ＭＴＴ

法测定细胞增殖情况。结果：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ转染组、阴性ｓｈＲＮＡ组、空载体组的转染效率无显著差异。转染Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ后

ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２蛋白表达水平与转染阴性ｓｈＲＮＡ、空载体组、脂质体组和空白组相比均显著降低（Ｐ＜０．０５），且

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ抑制Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２蛋白表达比ＢＥＬ７４０２细胞更为明显（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＴ测定显示转染Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ载体

入ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞在７２、９６ｈ细胞生长明显受到抑制，分别与转染阴性ｓｈＲＮＡ、空载体组、脂质体组和空白组比较，差

异有显著性 （Ｐ＜０．０５）。结论：Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ可特异性地抑制ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞生长。
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　　ＲＮＡｉ是双链小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）引起特异性靶 ｍＲＮＡ裂解的过程。
研究发现，２１～２３ｎｔ的短片段双链ＲＮＡ分子在人
类细胞能够以同源互补序列的 ｍＲＮＡ为靶目标降
解特定的ｍＲＮＡ，长度为２０ｎｔｓｉＲＮＡ足可以诱导

特异性基因沉默而不引发干扰素反应［１～３］。在细胞

内表达短发夹状 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲ
ＮＡ），是产生ＲＮＡｉ的一种良好方式，它与化学合成
的双链ＲＮＡ作用一致［４～６］。Ｂｃｌ２基因不仅与恶性

肿瘤的发生密切相关，而且也能抑制细胞凋亡而致
肿瘤耐药。本实验室对Ｂｃｌ２反义药物已研究多

年［７～９］，并利用体外转录合成ｓｉＲＮＡ的方法已经筛

选出了有效的针对Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的ＲＮＡｉ作用靶点
并构建了Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ序列的表达载体［１０，１１］。本
研究进一步观察Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ对高表达Ｂｃｌ２的肝
癌细胞系ＢＥＬ７４０２和结肠癌细胞系Ｃａｃｏ２生长的
抑制作用。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　克隆到携带绿色荧光蛋白基因的

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ序列表达质粒为本室构建［１０，１１］，保存
于－２０℃冰箱中备用。Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ对应的ＲＮＡｉ



·９９６　　 · 第二军医大学学报　２００６年９月，第２７卷

作用靶点的寡核苷酸序列为５′ＡＡＧ ＴＡＣＡＴＣ
ＣＡＴＴＡＴＡＡＧＣＴＧ３′。Ｂｃｌ２鼠单克隆抗体、羊
抗鼠ＩｇＧ二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　细胞转染　ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞由本院生化
教研室惠赠。采用含１０％新生牛血清（６０℃ 灭活

３０ｍｉｎ）、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链霉素的

ＲＰＭＩ１６４０培养基，在３７℃、体积分数５％ＣＯ２、饱
和湿度条件下培养，实验选用对数生长期细胞。采
用脂质体介导的方法将０．１μｍｏｌ／ＬＢｃｌ２ｓｈＲＮＡ
分别转入ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞，同时设立转染阴
性ｓｈＲＮＡ入细胞、转染空载体、直接往培养的细胞
中加入脂质体、不加处理的细胞作为对照，具体操作
按ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ２０００试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）的
说明进行。转染后２４、４８ｈ用倒置荧光显微镜观察
细胞内绿色荧光蛋白的表达并用流式细胞仪检测转

染效率。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析　离心分别收集转染后４８
ｈ的各组细胞，加裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１５０
ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，０．０２％ 叠氮钠，１００μｇ／ｍｌＰＭＳＦ，

１μｇ／ｍｌＡｐｒｏｔｉｎｉｎ，１％ ＮＰ４０），冰上反应３０ｍｉｎ，

４℃、１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清即为细胞的
总蛋白。用ＢＣＡ法进行总蛋白定量，从各组样品中
分别取４０μｇ的总蛋白上样，用８％ ＳＤＳＰＡＧＥ，

４℃，２０ｍＡ电泳，当指示剂溴酚蓝电泳到分离胶时
调节电流为３０ｍＡ继续电泳３ｈ。随后立即于４℃，

２００ｍＡ条件下通过湿转法将蛋白从ＳＤＳＰＡＧＥ胶
上转移到硝酸纤维素膜上，转膜过夜。硝酸纤维素
膜用１０％脱脂牛奶常温下封闭１ｈ，硝酸纤维素膜
与Ｂｃｌ２鼠单克隆抗体（１∶５００）孵育４ｈ，再与ＨＲＰ
标记的羊抗鼠ＩｇＧ 二抗（１∶１０００）孵育１ｈ。按

Ｐｉｅｒｃｅ公司的ＥＣＬ试剂盒进行荧光显色反应，暗室
中曝光，显影，定影。应用英国剑桥仪器公司Ｑｕａｎ
ｔｉｍｅｔ９７０图像分析仪对结果进行图像分析，以Ｂｃｌ
２与βａｃｔｉｎ的比值表示Ｂｃｌ２蛋白相对表达量。实
验重复３次取平均值。

１．４　细胞增殖测定（ＭＴＴ）　每组设６个平行孔，
在９６孔培养板中每孔种１×１０４细胞（２００μｌ），加入
的ｓｈＲＮＡ终浓度均为０．１μｍｏｌ／Ｌ，空载体组加入
相同浓度的质粒，脂质体组加入与转染组相同量的
脂质体。转染按试剂盒说明进行。分别于培养４８、

７２、９６ｈ加入 ＭＴＴ１００μｇ，继续培养４ｈ，弃去上
清，每孔加入２００μｌＤＭＳＯ，用酶标仪检测在波长

５７０ｎｍ处光密度（Ｄ）值，按以下公式计算抑制率：
存活率（％）＝实验孔Ｄ值／对照孔Ｄ值×１００％。

１．５　统计学处理　所有结果以珚ｘ±ｓ表示，应用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件处理数据，采用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ），分析各组间差异的显著性。

２　结　果

２．１　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ在ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞中的
表达及转染效率　转染２４ｈ和４８ｈ后在倒置荧光
显微镜下观察 ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞，可见 Ｂｃｌ２
ｓｈＲＮＡ和阴性ｓｈＲＮＡ、空载体组均有较多细胞表
达绿色荧光，脂质体组和空白组细胞未见绿色荧光。
流式细胞仪检测发现，转染ＢＥＬ７４０２细胞２４ｈ，

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ和阴性ｓｈＲＮＡ、空载体组绿色荧光蛋
白阳性细胞百分率分别为 ３９．５２％、４１．８２％和

４３．６１％；转染Ｃａｃｏ２细胞２４ｈ，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ和对
照ｓｈＲＮＡ、空载体组绿色荧光蛋白阳性细胞百分率
分别为３８．１８％、３９．２６％和４０．５３％，均无统计学差
异。

２．２　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ对ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２
蛋白表达的影响　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ分别作用于ＢＥＬ
７４０２、Ｃａｃｏ２细胞４８ｈ后的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析见图

１。Ｂｃｌ２蛋白相对表达量分别为０．７６±０．３２、

０．５５±０．２３；未处理ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２表
达量为１．０９±０．３８、１．１３±０．２９。单因素方差分析
显示，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 分别作用于 ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２
细胞 Ｂｃｌ２蛋白相对表达量分别与未处理 ＢＥＬ
７４０２、Ｃａｃｏ２细胞组相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５），
且Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ抑制Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２蛋白表达比

ＢＥＬ７４０２细胞更为明显（Ｐ＜０．０５）。

图１　Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ对ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞

Ｂｃｌ２蛋白表达的影响（Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹）

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢｃｌ２ｓｈＲＮＡｏｎＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎＢＥＬ７４０２ｃｅｌｌｓａｎｄＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
１，２：ＵｎｔｒｅａｔｅｄＢＥＬ７４０２，Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓ；３，４：ＢＥＬ７４０２，Ｃａｃｏ２ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＢｃｌ２ｓｈＲＮＡｆｏｒ４８ｈ

２．３　转染Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ对ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞
生长的影响　本实验中空白组细胞的存活率均为

１００％左右，Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ作用于ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２
细胞７２、９６ｈ，细胞的存活率明显降低，分别与阴性
对照ｓｈＲＮＡ 组、空载体组、脂质体组和空白组相
比，有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。阴性对照组ｓｈＲＮＡ
与空载体组、脂质体组、空白组间无差异。
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表１　转染ｓｈＲＮＡ后不同时间ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞生长的存活率

Ｔａｂ１　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＢＥＬ７４０２ａｎｄＣａｃｏ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｓｈＲＮＡｖｅｃｔｏｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＢＥＬ７４０２Ｃｅｌｌｓ

４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
Ｃａｃｏ２Ｃｅｌｌｓ

４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ
Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ ８９．１２±３．２１ ７９．１１±４．１８ ６０．４５±３．６１ ８８．０６±３．３１ ７２．１５±３．５２ ５４．４２±４．０３

ＮｅｇａｔｉｖｅｓｈＲＮＡ ９８．５３±２．９６ ９７．９５±３．８２ ９８．５７±４．２１ ９６．９５±２．８７ ９７．５８±３．２８ ９８．６４±４．１１
Ｖｅｃｔｏｒ ９８．０１±３．１３ ９８．５５±５．０２ ９９．６５±３．２７ ９８．７２±３．２９ ９７．９１±４．６２ ９９．３８±３．１９
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ９９．４３±４．０７ ９８．５５±５．１３ ９７．６８±３．１８ ９９．５３±３．４７ ９８．６８±５．０１ ９７．２８±３．２７
Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．９ ±３．５１ ９９．７６±３．０９ ９８．５９±２．６９ １００．８ ±３．６７ ９９．３８±３．００ ９８．４６±２．６３

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨　论

　　肿瘤细胞中Ｂｃｌ２蛋白高表达能抑制细胞凋亡，
而且Ｂｃｌ２蛋白表达高的肿瘤细胞对损伤及化疗药
物等刺激敏感性降低，这使得Ｂｃｌ２基因成为ＲＮＡｉ
治疗中很有吸引力的靶标。ＲＮＡｉ技术是一项强有
力的基因阻断技术，ｓｉＲＮＡ 能以同源互补序列的

ｍＲＮＡ为靶标目显著降低靶蛋白水平。

　　本研究利用带有绿色荧光蛋白基因的质粒作为

ｓｉＲＮＡ的表达载体，一方面可以通过绿色荧光蛋白
的表达观察ｓｉＲＮＡ的转染效率；另一方面，利用质
粒特有的抗性标记在目的细胞内持续表达ｓｉＲＮＡ，
方便研究。本研究应用ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞是消
化道肿瘤细胞，均表达Ｂｃｌ２蛋白。通过脂质体将含

Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ和无功能阴性ｓｈＲＮＡ的表达载体导
入ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞后，在倒置荧光显微镜下
及流式细胞仪检测的转染组间绿色荧光蛋白阳性细

胞百分率均无明显差异，这表明细胞已成功导入

ｓｈＲＮＡ表达载体且各组的转染效率是一致的。

　　本研究将Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ分别导入ＢＥＬ７４０２、

Ｃａｃｏ２细胞后，发现目的基因Ｂｃｌ２蛋白表达下调，

Ｂｃｌ２蛋白相对表达量与未处理 ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２
细胞组相比有显著性差异，且 Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 降低

Ｃａｃｏ２细胞Ｂｃｌ２蛋白比ＢＥＬ７４０２细胞更为明显。
将Ｂｃｌ２ｓｈＲＮＡ 分别导入 ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞
后，细胞的增殖明显受到抑制，而且ＢＥＬ７４０２细胞
增殖受抑比Ｃａｃｏ２细胞更为明显。表明Ｂｃｌ２ｓｈＲ
ＮＡ导入ＢＥＬ７４０２、Ｃａｃｏ２细胞后引起了细胞生长
特异性的抑制，这条ｓｈＲＮＡ与本实验室先前采用
体外转录方法合成的一系列ｓｉＲＮＡ中相同靶序列

ｓｉＲＮＡ的ＲＮＡｉ作用相近［１０］。我们的研究与 Ｈｏｌｌｅ
和 Ｙａｎｏ等［１２，１３］的报道一致，他们发现针对Ｂｃｌ２基
因的ｓｉＲＮＡ可明显抑制Ｂｃｌ２蛋白的表达，抑制癌
细胞的生长。总之，我们的结果显示，利用ｓｈＲＮＡ
表达载体靶向Ｂｃｌ２的生物学效果将对恶性肿瘤的

基于ＲＮＡｉ的治疗提供良好的前景。
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