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ｓｉＲＮＡ干扰ｓｋｉ基因的表达对人肝癌ＨｅｐＧ２细胞生物学功能的影响
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［摘要］　目的：设计并化学合成针对原癌基因ｓｋｉ的ｓｉＲＮＡ分子片段，转染人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞，观察其对 ＨｅｐＧ２细胞增殖、

细胞周期和凋亡等生物学功能方面的影响。方法：设计并化学合成针对原癌基因ｓｋｉ的３个ｓｉＲＮＡ分子序列，阳离子脂质体

法瞬间转染 ＨｅｐＧ２细胞，运用实时定量ＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测细胞中ｓｋｉ基因在ｍＲＮＡ水平和蛋白水平的变化。然

后利用 ＭＴＴ法和流式细胞术检测转染ｓｋｉｓｉＲＮＡ的 ＨｅｐＧ２细胞增殖、细胞周期和凋亡等生物学功能方面指标的变化。结

果：３对特异性ｓｋｉｓｉＲＮＡ均有效地抑制了ｓｋｉ基因的表达，以ｓｉＲＮＡＢ抑制效果最好，可达到７０％，而且随着转染时间的延

长，ｓｋｉ的表达呈逐步下降趋势。转染ｓｋｉｓｉＲＮＡ后ＨｅｐＧ２细胞的增殖能力明显受到抑制（Ｐ＜０．０５），Ｓ期细胞明显减少，是阴

性对照组的２倍以上。结论：靶向ｓｋｉ基因的ｓｉＲＮＡ分子片段可以有效地抑制人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的生长，使进入Ｓ期的细

胞明显减少，其作用与下调ｓｋｉ基因的表达有关，ｓｋｉ可能是肝癌治疗的一个潜在靶点。
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　　Ｓｋｉ基因是Ｓｔａｖａｎｅｚｅｒ等［１］于１９８６年首先在感
染了禽类白血病转化缺陷病毒Ｂｒａｔｉｓｌａｖａ７７的鸡胚
细胞中发现的。Ｓｋｉ作为细胞内的原癌蛋白，具有多
种生物活性，参与体内多种生理病理过程［２４］。Ｓｋｉ
蛋白是转化生长因子β（ＴＧＦβ）通路的主要负性调
控因子［５］，它通过抑制 Ｓｍａｄ家族复合物来拮抗

ＴＧＦβ对细胞生长的抑制作用
［６］，与肿瘤的发生发

展关系密切［７９］。本实验室的前期研究发现，Ｓｋｉ在
肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中异常高表达，表达量是人正常肝
细胞Ｌ０２的１８倍左右，提示Ｓｋｉ与肝癌的发生关系
密切，所以ｓｋｉ基因有可能成为肝癌治疗的新型靶
点。针对ｓｋｉ基因的ＲＮＡ 干扰技术的应用在肿瘤
治疗方面具有重要意义。本研究主要观察ｓｋｉｓｉＲ
ＮＡ抑制 ＨｅｐＧ２细胞中ｓｋｉ基因表达及其对细胞生



·１０２６　 · 第二军医大学学报　２００８年９月，第２９卷

物学功能方面的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２由本实验室保
存；ｈｓｋｉｓｉＲＮＡ序列由上海吉凯公司合成；ＭＥＭ液
体培养基、ｏｐｔｉＭＥＭ 无血清液体培养基（Ｇｉｂｃｏ公
司）；胎牛血清（兰州民海生物公司）；０．２５％胰蛋白
酶、青链霉素（１００００Ｕ／ｍｌ）（上海博光公司）；

ＴＲＩｚｏｌ试剂、一抗βａｃｔｉｎ（Ｓｉｇｍａ公司）；转染试剂

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｓｉｓｋｉｔ（ＭＢＩＦｅｒｍａｎｔａｓ公
司）；ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎＭｉｘ（ＴｏＹｏＢｏ公司）；实时 ＰＣＲ
ＳＫＩ、内参照βａｃｔｉｎ引物（上海生工生物工程技术服
务有限公司）；５×蛋白裂解液（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；一抗

ＳＫＩ（Ｈ３２９）（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；羊抗兔 ＨＲＰ标记
二抗（ＰＴＧＬＡＢ公司）；考马斯亮蓝染料、牛血清白
蛋白ＢＳＡ（Ｔｉａｎｇｅｎ公司）；免疫印迹凝胶配制试剂
（上海博光、华舜公司）；免疫印迹配胶、电泳、电转装
置（ＢｉｏＲａｄ公司）；免疫印迹化学发光剂ＥＣＬ（Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司）；蛋白核酸定量仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；

Ｍｏｄｅｌ５５０Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ（ＢｉｏＲａｄ公司）；Ａｎ
ｎｅｘｉｎⅤ／ＦＩＴＣ试剂盒（深圳晶美生物公司）；ＰＩ染
料（上海华舜公司）；流式细胞仪（ＢＤ公司）。

１．２　ＳｋｉｓｉＲＮＡ靶序列的设计与合成　根据Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ公布的ｈｓｋｉｍＲＮＡ（ＮＭ＿００３０３６）全长序列，
遵循ｓｉＲＮＡ的设计原则，利用Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公司 Ｗｉｚ
ａｒｄ在线软件筛选出３条２１ｎｔ的ｓｋｉｓｉＲＮＡ序列，
并自行设计阴性对照。由上海吉凯基因技术有限公
司合成，并赠送ＧＡＰＤＨ阳性对照。其中，阳性对照
用于监测及优化转染、检测条件；阴性对照用于排
除非特异性影响。序列如下（只列出正义链）ｓｋｉＡ
（ｓｔａｒｔ：２５６６）：ＣＡＧＵＡＡＧＧＡＧＡＣＵＵＧＡＡＡ
ｔｔ；ｓｋｉＢ（ｓｔａｒｔ：１２７８）：ＡＣＡＧＣＵＵＣＵＡＣＵＣＣＵ
ＡＣＡｔｔ；ｓｋｉＣ（ｓｔａｒｔ：２３６４）：ＣＧＵＣＵＵＡＣＣＧＵＧ
ＣＣＵＡＵＵ Ａｔｔ；Ｎｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇ（阴性对照）：ＵＣＵ
ＣＣＧＡＡＣＧＵＧ ＵＣＡＣＧＵｔｔ；ＧＡＰＤＨｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
（阳性对照）：ＧＵＧ ＧＡＵ ＡＵＵ ＧＵＵ ＧＣＣ ＡＵＣ
Ａｔｔ。用Ｂｌａｓｔ进行序列比对，阴性对照的ｓｉＲＮＡ
分子序列与ｓｋｉ基因以及靶细胞内的其他基因没有
明显的同源性。

１．３　细胞复苏与培养　液氮中取出 ＨｅｐＧ２细胞，

３７℃水浴化冻，快速放入含１０％胎牛血清、０．５％青
链霉素的 ＭＥＭ 液体培养基中，置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中孵育，生长至９０％密度时传代，转染前１ｄ
换无抗生素的培养基过夜。

１．４　细胞转染　转染前１ｄ取对数生长期的

ＨｅｐＧ２细胞以２×１０５／孔的密度接种于２４孔板。
无抗生素 ＭＥＭ培养基（１０％ＦＢＳ）培养过夜。待细
胞融合达８０％时进行转染。方法参照转染试剂Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的说明书进行，ｓｉＲＮＡ终浓度为

１２７ｎｍｏｌ／Ｌ。实验分为阴性对照组、阳性对照组、

ｓｋｉＡ组、ｓｋｉＢ组和ｓｋｉＣ组。每组设３个复孔。
为避免Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００毒性对细胞的损伤，转
染后８ｈ换成完全培养液。

１．５　实时定量ＰＣＲ检测ｓｋｉｍＲＮＡ水平的表达　
转染２４～３６ｈ后弃原培养液，ＰＢＳ洗３遍，ＴＲＩｚｏｌ
裂解细胞提取总ＲＮＡ。ＲＮＡ定量后，用ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＦｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤＮＡｓｙｎｔｈｓｉｓｋｉｔ进行ＲＴＰＣＲ，２０μｌ
体系中１μｇＲＮＡ 为模板逆转录生成ｃＤＮＡ（用

ｄｄＨ２Ｏ稀释５倍备用），再以ｃＤＮＡ为模板，分别对

ｓｋｉ基因和βａｃｔｉｎ内参进行实时ＰＣＲ扩增，反应体
系为ｃＤＮＡ５μｌ，２×ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ Ｍｉｘ１０μｌ，１０

μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各０．８μｌ，ｄｄＨ２Ｏ３．４μｌ。扩增
条件为９５℃变性１ｍｉｎ，随后９５℃１５ｓ，６０℃，１ｍｉｎ
循环４０次，７２℃延伸５ｍｉｎ。扩增过程及荧光信号
检测!数据储存和分析均由 ＡＢＩ公司７３００实时

ＰＣＲ仪完成，使用ＳＤＳ１．１软件对结果进行计算和
分析。每个样品设２个复孔，并用βａｃｔｉｎ作为内
参，实验重复３次。计算Ｃｔ均值，应用相对定量法
（ΔΔＣｔ）进行定量分析，按照２－ΔΔＣｔ值作图来表示相
对于阴性对照组的其他组的干扰效果。抑制效率
（％）＝（１－实验组表达量／阴性对照组表达量）×
１００％。根据人来源ｃＤＮＡ序列，应用 ＡＢＩ公司的
实时定量ＰＣＲ设计软件ＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ３．０设计
引物。Ｈｕｍａｎｓｋｉ：上游引物 ５′ＣＡＡ ＧＣＧ ＡＧＴ
ＧＴＴＴＧＴＡＡＣＣＡＴＧＴＡＧ３′，下游引物５′ＣＧＣ
ＧＧＣＴＴＡＣＴＣＡＣＴＴＧＡＡＣＴ３′；Ｈｕｍａｎβａｃ
ｔｉｎ：上游引物５′ＣＴＧＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧ
ＡＴＧ Ｔ３′，下游引物 ５′ＣＧＣ ＡＡＣ ＴＡＡ ＧＴＣ
ＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣ３′；ＨｕｍａｎＧＡＰＤＨ：上游引物

５′ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧ３′，
下游引物５′ＧＴＧ ＧＴＧ ＡＡＧ ＡＣＧ ＣＣＡ ＧＴＧ
ＧＡＣＴＣ３′。引物由上海生工生物工程技术服务有
限公司合成，用 ｄｄＨ２Ｏ 溶解后，调整浓度至１０

μｍｏｌ／Ｌ待用。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测Ｓｋｉ蛋白水平的表达　按
照前述方法对 ＨｅｐＧ２细胞进行铺板（６孔板）、转染
（干扰效果最强的ｓｉＲＮＡ片段）。分别在转染后０、

４８、７２和９６ｈ采用蛋白裂解液冰上裂解细胞，Ｂｒａｄ
ｆｏｒｄ考马斯亮蓝Ｇ２５０染色，以牛血清白蛋白ＢＳＡ
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为标准对照做标准曲线，对样品进行蛋白定量。将
不同浓度的样品用蛋白裂解液稀释成同一浓度，并
加入５×ＰｒｏｔｅｉｎＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，煮沸１０ｍｉｎ，使蛋
白充分变性，－８０℃保存。每个泳道８０μｇ蛋白量
上样，ＰｒｅＳｔａｉｎｅｄＰｒｏｔｅｉｎＬａｄｄｅｒ为Ｍａｒｋｅｒ标准，进
行８％ＳＤＳＰＡＧＥ。再经过电转、封闭、抗体孵育、显
色、曝光、显影、定影等一系列步骤后，扫描仪扫描图
像。同时设阴性对照组，每组设２个复孔。

１．７　ＭＴＴ法检测细胞增殖活力　取对数生长期的
细胞以０．５×１０５／孔密度接种９６孔板，当细胞融合
度达到８０％左右时进行转染，方法、试剂同前。分
别在转染后２、３、４、５和６ｄ，加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ２０

μｌ，３７℃避光孵育４ｈ，弃培养液，每孔加１５０μｌＤＭ
ＳＯ，避光１０ｍｉｎ，完全溶解后，酶标仪５７０ｎｍ检测
光密度值（Ｄ）。同时设对照组，每组３个复孔，实验
重复３次。细胞生长抑制率（％）＝（１－转染组Ｄ５７０
值／对照组Ｄ５７０值）×１００％。

１．８　流式细胞术检测细胞周期　铺板→转染→消
化细胞→单细胞悬液→ＰＢＳ洗３次→－２０℃预冷乙
醇固定１ｈ→２０００×ｇ，３ｍｉｎ→ＰＩ（终浓度５０μｇ／

ｍｌ）避光染色４０ｍｉｎ→流式细胞仪检测各期细胞百
分比。

１．９　流式细胞术检测细胞凋亡　细胞铺板、转染、
消化步骤同上，用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＦＩＴＣ试剂盒对细胞
进行双染，避光染色１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测早期凋
亡细胞百分比。

１．１０　统计学处理　计量资料用珚ｘ±ｓ表示，采用

ＳＰＳＳ１１．０软件，组间用非配对ｔ检验来比较均数差
异的显著性，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｓｉＲＮＡ对ｓｋｉ基因ｍＲＮＡ的抑制作用　实时

ＰＣＲ结果显示ｓｉＲＮＡ 转染３６ｈ后，明显降低了

ＨｅｐＧ２细胞中ｓｋｉ基因的 ｍＲＮＡ 表达水平（Ｐ＜
０．０５）。其中ｓｉＲＮＡＢ的干扰效果最强，与阴性对照
相比抑制率达到７０％左右（图１），被用于后续生物
学功能实验的转染。

图１　实时定量ＰＣＲ检测Ｓｋｉ基因表达水平

Ｆｉｇ１　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｓｋｉｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ
Ｐ＜０．０５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　ｓｉＲＮＡ对ｓｋｉ蛋白的抑制作用　Ｗｅｓｔｅｒｎ印
迹条带经扫描后计算灰度值，结果显示ｓｉＲＮＡＢ转
染后随细胞培养时间的延长，ｓｋｉ蛋白的表达量呈下
降趋势（Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｓｋｉ蛋白表达水平

Ｆｉｇ２　ＳｋｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓａｔｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔ０ｈ；３：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔ４８ｈ；４：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔ７２ｈ；５：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔ９６ｈ

２．３　ｓｉＲＮＡ对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制　ｓｉＲＮＡＢ
转染后４～５ｄ可见 ＨｅｐＧ２细胞的增殖活力明显下
降（Ｐ＜０．０５），与各自对照组相比，５ｄ组的抑制率
达到了６１．３％，转染后６ｄ时，对细胞增殖的抑制不
再增加（图３）。

２．４　ｓｉＲＮＡ对 ＨｅｐＧ２细胞周期的影响　ｓｉＲＮＡＢ
转染４８ｈ后的ＨｅｐＧ２细胞与阴性对照组比较，其Ｓ
期细胞所占百分比从４３．５５％降至２２．３％，说明细
胞的生长受到了抑制。

图３　ｓｉＲＮＡ对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ３　ＳｋｉｓｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．５　ｓｉＲＮＡ诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡　通过Ａｎｎｅｘｉｎ
ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式分析发现，ｓｉＲＮＡＢ 转染

ＨｅｐＧ２４８、７２ｈ后，早期凋亡细胞的百分比仅比阴
性对照组仅上调了３个百分点，变化均不显著。

３　讨　论

　　研究表明Ｓｋｉ蛋白具有促进细胞恶性转化的作
用。由于其没有内在的催化活性，所以必须通过与
其他细胞成分如Ｓｍａｄ蛋白的相互作用来实现这一
功能，而ＴＧＦβＳｍａｄＳ转导通路是已知与Ｓｋｉ致瘤
作用关系最为密切的家族之一［１０］。同时，大量临床
病例显示，Ｓｋｉ在肿瘤发生发展中的作用是复杂的：
一方面，在人类许多肿瘤如恶性黑素瘤、乳腺癌、食
管癌、肺癌、胃癌、表皮样瘤及前列腺癌中均已发现

Ｓｋｉ的过量异常表达，并被证实是食管癌、乳腺癌、大
肠癌预后不良的重要因素之一［１１］；另一方面，Ｓｋｉ在
少数情况下有一定的肿瘤抑制作用，如鼠ｓｋｉ基因
的非等位缺失能提高其对化学诱癌的敏感性［１２］。

Ｓｋｉ是ＴＧＦβ通路的主要负性调控因子，它在肿瘤
发生过程中的多样性与 ＴＧＦβ对肿瘤的双重作用
（早期抑制，中后期促进浸润和转移）之间是否存在
着重大关系，是目前分子医学急需攻克的难题。

　　ｓｉＲＮＡ干扰技术是一种高效、特异的基因沉默
手段。与目的基因ｍＲＮＡ的同源序列互补结合，会
导致整条ｍＲＮＡ失去翻译成蛋白质的功能［１３］。本
实验根据ｓｉＲＮＡ的设计原则，利用在线软件设计并
在体外化学合成３对ｓｋｉｓｉＲＮＡ序列，利用阳离子
脂质体转染法转入人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞中，通过实时

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹技术检测转染后ｓｋｉ基因

ｍＲＮＡ水平和蛋白水平的表达。实验数据证实这３
对序列均可产生干扰作用，其中以Ｂ序列的效果最
强，可用于后续实验。对ｓｋｉ基因干扰后 ＨｅｐＧ２细
胞生物学功能方面的研究显示，ｓｋｉ基因沉默后其促
进细胞增殖的能力被逐步削弱，在转染４～５ｄ后抑
制的效率达到最高，证明了Ｓｋｉ在促进细胞生长分
化方面起重要作用。但它促凋亡效果却不明显，其
原因可能是细胞发生凋亡是由多个信号转导通路共

同作用的结果，ｓｋｉｓｉＲＮＡ对凋亡的促进作用极有
可能被其他通路代偿掉了，所以没有明显的变化。

Ｓｋｉ对凋亡的调控机制有待于进一步研究。

　　以上事实进一步提示我们，ｓｋｉ基因与肝癌的发
生发展密切相关，对其进行ＲＮＡ干扰可以有效地
遏制肝癌细胞的恶性增殖，对肿瘤治疗方法的进一
步完善具有重要意义。
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