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ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｆｅｂ．２０１１，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．２

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１１．００１２８ ·论　著·

下调Ｐｙｇｏ２抑制脑胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖、侵袭及其ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达

陈玉英１，２，王海东１，王占祥１，刘希尧１，谭国伟１，沈上杭１

１．厦门大学附属第一医院神经外科，厦门３６１００３

２．重庆邮电大学生物信息学院生物技术教学部，重庆４０００６５

　　［摘要］　目的　构建ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）重组体抑制Ｐｙｇｏ２的表达，并探讨其对脑胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖、侵袭的影响及
其机制。方法　针对Ｐｙｇｏ２ｃＤＮＡ序列设计并合成一对特异性的含有短发卡的寡核苷酸序列及其阴性对照序列，经退火后
插入ｐＳｕｐｅｒ中构建重组体。经ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定和ＤＮＡ测序后，用脂质体２０００将其转染脑胶质瘤 Ｕ２５１细胞，

采用实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹方法检测Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对 Ｕ２５１细胞Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的干扰效果，ＭＴＴ法检测

细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期分布，ＢｒｄＵ掺入法检测ＤＮＡ合成，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭。采用蛋白质印迹和免疫荧

光法检测Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对Ｕ２５１细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平和亚细胞定位的影响。结果　双酶切和测序鉴定证实插
入序列完全正确；Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ显著抑制了Ｕ２５１细胞Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达；Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制 Ｕ２５１细胞Ｐｙｇｏ２表

达后，细胞增殖显著降低，细胞更多地阻滞在Ｇ１ 期，且ＢｒｄＵ掺入显著减少，侵袭细胞数显著减少。此外，抑制Ｐｙｇｏ２表达可

显著下调 Ｕ２５１细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达但不改变其亚细胞定位。Ｕ２５１细胞βｃａｔｅｎｉｎ表达及其亚细胞定位无明显改变。

结论　成功构建了抑制Ｐｙｇｏ２表达的重组载体。抑制Ｐｙｇｏ２表达能有效地抑制脑胶质瘤Ｕ２５１细胞ＤＮＡ合成，可能通过下
调 Ｗｎｔ信号靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达，使细胞阻滞于Ｇ１ 期而抑制细胞增殖和侵袭。

　　［关键词］　Ｐｙｇｏ２；胶质瘤；细胞增殖；短发夹ＲＮＡ

　　［中图分类号］　Ｒ７３０．２６４　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１１）０２０１２８０６

ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＰｙｇｏ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｃｙｃｌｉｎＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａＵ２５１ｃｅｌｌｓ

ＣＨＥＮＹｕｙｉｎｇ１，２，ＷＡＮＧＨａｉｄｏｎｇ１，ＷＡＮＧＺｈａｎｘｉａｎｇ１，ＬＩＵＸｉｙａｏ１，ＴＡＮＧｕｏｗｅｉ１，ＳＨＥＮＳｈａｎｇｈａｎｇ１
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２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＰｏｓｔｓａｎｄＴｅｌｅｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，

Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ４０００６５，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１０１０１６　　　　［接受日期］　２０１０１２２７
［基金项目］　厦门市科技局资助项目（３５０２ｚ２００８９００１），福建省自然科学基金面上项目（２００９Ｄ００２），中国博士后基金（２００８０４４０７２８），重庆市教

委科技项目（ＫＪ１００５０４）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＢｕｒｅａｕｏｆＸｉａｍｅｎ （３５０２ｚ２００８９００１），ｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ

ＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＦｕｊｉａｎ（２００９Ｄ００２），ＣｈｉｎａＰｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（２００８０４４０７２８），ａｎｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ

ＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙ（ＫＪ１００５０４）．
［作者简介］　陈玉英，博士，副教授．Ｅｍａｉｌ：ｅａｇｌｅ１０９＠１２６．ｃｏｍ
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０５９２２１３９８１５，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｚｘ＠ｘｍｂｒａｉｎ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＲＮＡｉ）ｔａｒｇｅｔｉｎｇＰｙｇｏ２，ａｎｄｔｏａｓｓｅｓｓｉｔｓ

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ Ｕ２５１ｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｐａｉｒｏｆ

ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔａｒｇｅｔｉｎｇＰｙｇｏ２ｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ，ａｎｄｔｈｅｉｒ

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｌｓｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．Ａｆｔｅｒａｎｎｅａｌｅｄ，ｔｈｅｙｗｅｒｅｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｔｈｅ

ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ．ＴｈｅｎｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲⅠａｎｄＨｉｎｄⅢ ｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｃｕｌｔｕｒｅｄｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａＵ２５１ｃｅｌｌｓ

ｕｓｉｎｇＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎＰｙｇｏ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ（ＢｒｄＵ）ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；ａｎｄｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

ａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇＴｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｓ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆ

ｃｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｃｏｉｎｃｉｄｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｅｓｉｇｎｂｙｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐａｎｄｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｂｙＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓｉｎＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓ

ｎｏｔａｂｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓａｒｒｅｓｔｅｄａｔｔｈｅＧ１ ｐｈａｓｅ，ａｎｄＢｒｄＵｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ



第２期．陈玉英，等．下调Ｐｙｇｏ２抑制脑胶质瘤Ｕ２５１细胞增殖、侵袭及其ｃｙｃｌｉｎＤ１的表达 ·１２９　　 ·

ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，Ｐｙｇｏ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｃｙｃｌｉｎＤ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔａｌｔｅｒｉｎｇｔｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ

ｌｏｃａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎｈａｄｎｏｎｏｔｉｃｅａｂｌｅｃｈａｎｇｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ

ｖｅｃｔｏｒｓｆｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｙｇｏ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｈａｖｅｂｅｅｎｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰｙｇｏ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎ

ｓｕｐｐｒｅｓｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇｌｉｏｍａＵ２５１ｃｅｌｌｓ，ｄｅｃｒｅａｓｅＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｒｒｅｓｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｔｔｈｅＧ１ｐｈａｓｅ，ａｎｄ

ｄｅｃｒｅａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＷｎｔｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｃｙｃｌｉｎＤ１．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ｐｙｇｏ２；ｇｌｉｏｍａ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｓｈＲＮＡ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（２）：１２８１３３］

　　胶质瘤多呈侵袭性生长，手术难以完全切除，且
多数恶性胶质瘤细胞对放疗及化疗不敏感，使临床治
疗效果欠佳。恶性脑胶质瘤被认为是一系列多基因
改变累及的结果。经典 Ｗｎｔ通路失调及核心成员异
常表达是肿瘤发生及发展的重要原因［１２］。Ｗｎｔ信号
系统的激活与脑胶质瘤密切相关，不同级别胶质瘤大
都伴有 Ｗｎｔ信号激活［３］。Ｐｙｇｏｐｕｓ是 Ｗｎｔ信号系统

中重要的功能蛋白，Ｐｙｇｏ２是其主要效应基因［４５］，对

Ｗｎｔ信号的激活具有直接调控作用，与多种恶性肿瘤
发生密切相关［６９］。Ｐｙｇｏ２在脑胶质瘤细胞和组织中
高表达，并随着肿瘤恶性程度的增高而增高，提示

Ｐｙｇｏ２可能是脑胶质瘤基因治疗新的重要靶点。本研
究主要应用Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制Ｐｙｇｏ２在脑胶质瘤

Ｕ２５１细胞中的表达，观察其对脑胶质瘤细胞增殖、侵
袭的影响，并初步探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞株、质粒及菌株　脑胶质瘤细胞系 Ｕ２５１
购于上海细胞研究所，Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ感受态菌株

ＤＨ５α（厦门大学生命科学院冻存），质粒 ｐＳｕｐｅｒ
ｂａｓｉｃ由厦门大学生命科学院李博安教授惠赠。

１．２　主要试剂及仪器　限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ、ＢｇｌⅡ、

ＨｉｎｄⅢ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ试剂盒均购自

ＴａＫａＲａ公司。２０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ、脂质体转染试
剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、质粒提取试剂盒、胶回收试剂
盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司，Ｐｙｇｏ２多克隆抗体购于美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司，增强化学发光试剂盒ＥＣＬ购于美国

Ｐｉｅｒｃｅ公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室系美国Ｃｏｓｔａｒ公司产品，

ＰＩ、ＤＡＰＩ为Ｓｉｇｍａ公司产品，ＦＩＴＣＢｒｄＵＦｌｏｗＫｉｔ为

ＢＤ公司产品，优质胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂盒购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＭＴＴ购于Ａｍｒｅｓｃｏ
公司。实验所用试剂均为进口或国产分析纯试剂。

Ｒｏｔｏｒｇｅｎｅ荧光定量ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），流
式细胞仪ＦＡＣＳｃａｎ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，美国）。

１．３　载体序列设计合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ提供的

Ｐｙｇｏ２基因核苷酸序列（ＮＷ＿９２５６８３），同时考虑质粒

ｐＳｕｐｅｒ酶切位点的要求，设计了１对带有ＢｇｌⅡ、Ｈｉｎｄ
Ⅲ酶切粘性末端终止识别序列和９ｂｐＬｏｏｐ环的短发

夹ＲＮＡ干扰片段，通过ＢＬＡＳＴ软件，排除非特异性
抑制其他基因片段的可能。Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ的正向序
列：５′ＧＡＴ ＣＣＣＣＴＧＴＧＡ ＧＧＣＣＴＣＴＴＧＴＣＡ
ＧＡＡＡＴＴ ＣＡＡＧＡＧＡＴＴ ＴＣＴＧＡＣＡＡＧＡＧＧ
ＣＣＴＣＡＣＡＴＴ ＴＴＴＡ３′，反向序列：５′ＡＧＣＴＴＡ
ＡＡＡＡＴＧ ＴＧＡ ＧＧＣＣＴＣＴＴＧＴＣＡ ＧＡＡ ＡＴＣ
ＴＣＴＴＧＡ ＡＴＴ ＴＣＴ ＧＡＣＡＡＧ ＡＧＧＣＣＴＣＡＣ
ＡＧＧＧ３′；随机对照ｓｃｒｓｈＲＮＡ的正向序列：５′
ＧＡＴ ＣＣＣＣＧＴ ＧＧＴ ＴＴＣ ＡＴＣ ＧＣＡ ＴＣＴ ＧＣＴ
ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＡＧＡＴＧ ＣＧＡ ＴＧＡ ＡＡＣＣＡＣ
ＴＴＴＴＴＡ３′，反向序列：５′ＡＧＣＴＴＡ ＡＡＡＡＧＴ
ＧＧＴ ＴＴＣＡＴＣ ＧＣＡ ＴＣＴ ＧＣＴＣＴＣＴＴＧ ＡＡＧ
ＣＡＧＡＴＧＣＧＡＴＧＡＡＡＣＣＡＣＧＧＧ３′。序列由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．４　载体的构建　将合成的寡核苷酸退火形成双
链；真核表达载体ｐＳｕｐｅｒ经 ＨｉｎｄⅢ和 ＢｇｌⅡ在

３７℃顺序酶切、纯化，将上述载体和双链寡核苷酸用

Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接后，转化大肠埃希ＤＨ５α感受
态细胞，铺板、挑克隆，重组克隆提取质粒、用 Ｈｉｎｄ
Ⅲ和ＥｃｏＲⅠ进行双酶切酶切鉴定，确定ＰＣＲ产物
已经插入质粒载体，并由上海生工生物技术工程服
务有限公司进行ＤＮＡ序列测定。

１．５　胶质瘤 Ｕ２５１细胞转染　将对数生长期的

Ｕ２５１细胞按（１～２）×１０５／孔接种于装有盖玻片的６
孔细胞培养板中，２４ｈ后按每孔含质粒０．８μｇ
（２．４μｌ）脂质体分别转染ｓｃｒｓｈＲＮＡ、Ｐｙｇｏ２ｓｈＲ
ＮＡ、空白（仅脂质体），具体操作按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂盒说明书进行。培养４８ｈ用于后续
实验，细胞即分成了３种（组）：空白对照组、ｓｃｒｓｈＲ
ＮＡ组、Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组。

１．６　实时定量ＰＣＲ　转染后４８ｈ收获细胞，ＴＲ
Ｉｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，利用ＲＴＰＣＲ试剂盒反转
录得到ｃＤＮＡ模板，采用实时ＰＣＲ扩增得到靶基
因。按下述条件进行循环：９４℃５ｓ；５５℃２０ｓ；７２℃
２０ｓ，４０个循环。利用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料定量
检测Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ在细胞中的表达情况，重复３次，
同时做ＧＡＰＤＨ内参对照，于每次扩增的同时设置
无ｃＤＮＡ的阴性对照，结果以Ｐｙｇｏ２／ＧＡＰＤＨ相对
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系数表示 Ｐｙｇｏ２的表达水平。人 Ｐｙｇｏ２和内参

ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＧＡＰ
ＤＨ）引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。Ｐｙｇｏ２引物为：
正向，５′ＣＴＣＣＡＧＡＴＧＣＣＡＡＣＡＧＣＴＴＧ３′；反
向，５′ＡＣＡＧＧＣＡＣＣＡＣＡＴＧＧＧＴＡＣＡ３′，片
段长度 １０５ｂｐ。内参 ＧＡＰＤＨ 引 物 为：正 向，

５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ３′；反向，

５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧ３′，片段
长度８７ｂｐ。

１．７　蛋白质印迹检测　转染４８ｈ后分别收集每组
细胞并提取总蛋白。取总蛋白５０μｇ，经十二烷基硫
酸钠（ＳＤＳ）聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＰＡＧＥ）、转膜、

Ｐｙｇｏ２一抗（１１０００）、相应二抗（１２０００）孵育
后，用化学发光法显色分析Ｐｙｇｏ２蛋白的表达情况，
同时检测βａｃｔｉｎ蛋白表达情况作为上样量标准。
运用美国 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ进行条带灰度分析，以

Ｐｙｇｏ２／βａｃｔｉｎ表示Ｐｙｇｏ２的相对表达水平。

１．８　ＭＴＴ实验　取对数生长期的Ｕ２５１细胞制备细
胞悬液，以每孔１×１０３细胞接种于９６孔板培养２４ｈ，
按上述方法转染，分别于转染后１、２、３、４、５、６ｄ采用酶
联免疫试验检测光密度（Ｄ５７０）值。ＭＴＴ实验［１０］独立

重复３次，根据Ｄ５７０值绘制细胞生存曲线。

１．９　ＢｒｄＵ掺入、细胞染色、流式细胞术分析　转染
后４７ｈ取上述３组细胞，加入１０ｍｌ／ＬＢｒｄＵ（终浓
度为１０μｍｏｌ／Ｌ）继续孵育，１ｈ后收集细胞。洗涤
细胞，加入表面染色抗体，置４℃避光染色、固定、再
固定等，加ＢｒｄＵＦＩＴＣ抗体以及胞内抗细胞因子抗
体，室温避光反应，流式细胞仪进行检测并分析。具
体操作按说明书进行。

１．１０　细胞周期检测　转染后上述３组细胞，培养

７２ｈ，用０．２５％胰酶消化细胞，ＰＢＳ洗２次，８００×ｇ
离心５ｍｉｎ，去上清液，ＰＢＳ洗涤细胞，７５％乙醇４℃
固定过夜，ＰＩ室温避光染色（ＰＩ５０μｇ／ｍｌ，ＲＮａｓｅ２０

μｇ／ｍｌ）１５ｍｉｎ，上流式细胞仪检测。

１．１１　细胞免疫荧光检测　转染后４８ｈ的各组细

胞，用ＰＢＳ冲洗，冷丙酮固定１０ｍｉｎ，０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ
渗透破膜，１０％山羊血清封闭后，一抗βｃａｔｅｎｉｎ和

ｃｙｃｌｉｎＤ１（１１００）４℃孵育过夜。次日ＰＢＳ冲洗

掉多余一抗，ＦＩＴＣ偶联的二抗（１２００）室温避光

孵育４５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，ＤＡＰＩ染核１０ｍｉｎ，封片，荧

光显微镜镜检并拍照。

１．１２　体外侵袭实验　转染４８ｈ后的各组细胞，用

ＰＢＳ漂洗３次，以常规方法制备５×１０５／ｍｌ无血清

单细胞悬液。采用带 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ微孔膜的培养板，

上室加入１００μｌ细胞悬液，并加入无血清培养液

２００μｌ。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板下室加入３００μｌ完全培

养液，置于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ。取

出小室，棉签擦净上室未穿膜细胞，冰乙醇固定，结

晶紫染色３０ｍｉｎ。光镜下（×２００）随机取５个视野

拍照并计数，取平均数。每组设３个复孔，实验独立

重复３次。

１．１３　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ
１３．０统计软件分析，对多组间均数进行比较行单因
素方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　重组质粒双酶切和测序鉴定　经双酶切鉴定发
现，重组质粒中分别已成功插入到ｐＳｕｐｅｒ载体的预计
位点，测序结果显示插入片段Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ及ｓｃｒ
ｓｈＲＮＡ与设计序列完全相符，表明重组体构建成功。

２．２　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ有效地抑制了Ｐｙｇｏ２表达　实
时ＰＣＲ检测发现：与空白对照组相比，ｓｃｒｓｈＲＮＡ
组的Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ水平无明显变化，而Ｐｙｇｏ２ｓｈＲ
ＮＡ组的Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ水平被显著抑制（Ｐ＜０．０５，
图１Ａ）。同时，蛋白质印迹检测发现，ｓｃｒｓｈＲＮＡ不
影响Ｕ２５１细胞Ｐｙｇｏ２蛋白表达，而Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ
使Ｐｙｇｏ２蛋白下调约７５％，二者差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ），结果与实时定量ＰＣＲ一致。

图１　特异Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ降低Ｕ２５１细胞的Ｐｙｇｏ２表达

Ｆｉｇ１　ＫｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰｙｇｏ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａＵ２５１ｃｅｌｌｓ

Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｏｆＰｙｇｏ２ａｎｄＧＡＰＤＨｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ，ｓｃｒｓｈＲＮＡ，ａｎｄＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｃｅｌｌｓ，ｗｉｔｈＧＡＰＤＨｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｓｔｈｅｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｃｒｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ；

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ．Ｂ：ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｙｇｏ２

ｐｒｏｔｅｉｎｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｓｃｒｓｈＲＮＡｏｒＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ．１：

Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｓｃｒｓｈＲＮＡ；３：Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ

２．３　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制细胞增殖　ＭＴＴ法检测
结果发现：与空白对照组比较，Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组细
胞增殖活性被显著抑制，而ｓｃｒｓｈＲＮＡ组的细胞增
殖活性未受明显影响（图２）。
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图２　抑制Ｐｙｇｏ２表达对Ｕ２５１细胞增殖的影响

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｎＵ２５１ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制细胞ＤＮＡ合成　为了进一步
探讨Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对细胞增殖的影响，本研究采用Ｂｒ
ｄＵ掺入检测Ｕ２５１细胞ＤＮＡ合成情况（图３Ａ）。结果
表明：空白对照组、ｓｃｒｓｈＲＮＡ组、Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组Ｂｒ
ｄＵ掺入率分别为（２０．９６％±２．１９％）、（２０．３５％±
１．７３％）和（８．８１％±０．５６％）。与空白对照组相比，

Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组的ＢｒｄＵ掺入率明显降低（Ｐ＜０．０５），
而ｓｃｒｓｈＲＮＡ组ＢｒｄＵ掺入率无明显变化（图３Ｂ）。

２．５　抑制Ｐｙｇｏ２表达使细胞周期阻滞于Ｇ１期　流式
细胞术检测细胞周期时相分布，结果发现（表１）：空白对
照组和ｓｃｒｓｈＲＮＡ组细胞在Ｇ１期、Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期所占
比例接近，差异无统计学意义；而Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组细胞
更多地处于Ｇ１期，Ｓ期细胞明显减少，与ｓｃｒｓｈＲＮＡ组

Ｇ１期、Ｓ期相比差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

图３　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对Ｕ２５１细胞ＤＮＡ合成的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎＤＮＡｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＢｒｄＵｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ．Ｂ：Ｄａｔａｒｅｐｒｅｓｅｎｔ珔ｘ±ｓＥｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，Ｐ＜０．０５ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎ＝３

表１　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对Ｕ２５１细胞周期的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ
（％，ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ４９．５０±０．６６ ３３．１３±１．８２ １７．３７±２．００
ｓｃｒｓｈＲＮＡ ４９．４０±１．５１ ３３．６７±０．８０ １７．１７±０．６５
Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ ６６．２３±０．９３１７．６０±０．７５１６．１７±０．４６

　Ｐ＜０．０１ｖｓｓｃｒｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ

２．６　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制ｃｙｃｌｉｎＤ１水平　为了探
讨Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制细胞增殖的机制，本研究采用
蛋白质印迹法检测 Ｕ２５１细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅ
ｎｉｎ水平，结果发现，与ｓｃｒｓｈＲＮＡ 组相比，Ｐｙｇｏ２
ｓｈＲＮＡ组的ｃｙｃｌｉｎＤ１水平明显降低（Ｐ＜０．０５），而

βｃａｔｅｎｉｎ水平无明显变化（图４）。

２．７　抑制Ｐｙｇｏ２表达对ｃｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ表
达及定位的影响　为了进一步研究Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ
对ｃｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ的影响，我们采用免疫荧
光检测其表达及细胞定位。结果发现：ｃｙｃｌｉｎＤ１在
细胞核中表达，抑制Ｐｙｇｏ２表达显著下调了ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１表达但不改变其亚细胞定位（图５Ａ）；βｃａｔｅｎｉｎ
在细胞核和细胞质中都有表达，且抑制Ｐｙｇｏ２表达

不改变其表达水平和亚细胞定位（图５Ｂ）。

图４　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对Ｕ２５１细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１和βｃａｔｅｎｉｎ表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｓｗａｓ

ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｓｃｒ

ｓｈＲＮＡ（２）ｏｒＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ（３）．βａｃｔｉｎｗａｓｕｓｅｄａｓａｌｏａｄｉｎｇｃｏｎ

ｔｒｏｌ（１）．Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｓｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ

ｂｙｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ．Ｖａｌｕｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ珚ｘ±ｓＥｆｒｏｍｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｎ

ａｌｙｓｅｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｓｃｒｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ
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图５　Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ对Ｕ２５１细胞ｃｙｃｌｉｎＤ１（Ａ）和βｃａｔｅｎｉｎ（Ｂ）表达及定位的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｉｎＤ１（Ａ）ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎ（Ｂ）ｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｓ
Ａｔ４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｇａｉｎｓｔｃｙｃｌｉｎＤ１（Ａ）ａｎｄβｃａｔｅｎｉｎ（Ｂ），ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙＦＩＴＣｌａｂｅｌｅｄｓｅｃ

ｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．ＮｕｃｌｅｉｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＤＡＰＩ．Ｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｃａｐｔｕｒｅｄｕｓｉｎｇａｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ

２．８　抑制Ｐｙｇｏ２表达能抑制 Ｕ２５１细胞侵袭　采
用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室来检测Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制Ｐｙｇｏ２
表达对Ｕ２５１细胞侵袭性的影响，结果发现（图６）：
空白 对 照 组 （１２２．８±８．６）和 ｓｃｒｓｈＲＮＡ 组

（１１８．２±６．５）侵袭细胞数差异无统计学意义，而

Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ组（３１．４±５．２）较ｓｃｒｓｈＲＮＡ组侵袭
细胞数减少（Ｐ＜０．０５）。

图６　下调Ｐｙｇｏ２表达抑制细胞侵袭

Ｆｉｇ６　ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰｙｇｏ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｃｒｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

　　胶质瘤与 Ｗｎｔ信号系统激活密切相关，Ｐｙｇｏ
ｐｕｓ是 Ｗｎｔ信号系统中重要功能蛋白，而Ｐｙｇｏ２是

ｐｙｇｏｐｕｓ主要的效应基因。Ｋｕｈｎｅｒｔ等［１１］推测

Ｐｙｇｏ２作为 Ｗｎｔ信号新成员可能更多地参与了核内
靶基因的转录。除了在 Ｗｎｔ通路中的功能之外，

Ｐｙｇｏ２还在肿瘤发生和发育调控中单独起作用［１２］。

Ｔｈｏｍｐｓｏｎ等［６］通过对直肠癌细胞系进行Ｐｙｇｏ２基
因的ＲＮＡ干扰及补救实验，证实Ｐｙｇｏ２是 Ｗｎｔ信
号中Ｔ细胞因子（Ｔｃｅｌｌｆａｃｔｏｒ，ＴＣＦ）介导的癌基
因转录过程中不可缺少的成分。

　　本研究将构建的抑制Ｐｙｇｏ２表达的载体，通过
脂质体转染脑胶质瘤 Ｕ２５１细胞，经ＲＴＰＣＲ和蛋
白质印迹检测，发现Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ有效地抑制了

Ｐｙｇｏ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达。并且，Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ
抑制Ｐｙｇｏ２表达后，细胞的生长增殖显著降低，在

ＢｒｄＵ掺入实验中发现其ＤＮＡ合成显著减少，细胞
周期更多地阻滞于Ｇ１ 期，且细胞侵袭性显著减弱，
说明Ｐｙｇｏ２在脑胶质瘤细胞生长增殖及侵袭中都起
到非常重要的促进作用。

　　βｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ１是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路
的重要组成成分，具有调节细胞增殖、抑制细胞分化
及调控细胞周期等重要作用［１３］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是 Ｗｎｔ
信号通路的靶基因之一，是促进细胞周期从Ｇ１期到

Ｓ期进程的主要蛋白；ｃｙｃｌｉｎＤ１在Ｇ１期的诱导作用

是使生长因子转录激活［１４］，其过度表达与肿瘤的发
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生密切相关［１５］。Ｗｎｔ通路中未磷酸化的βｃａｔｅｎｉｎ
在胞质和胞核中积累，与ＴＣＦ、Ｂｃｌ９和Ｐｙｇｏｐｕｓ相
互作用［４，６］，随后启动细胞生长和增殖的靶基因转
录，如ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｃｍｙｃ。

　　本研究发现抑制Ｐｙｇｏ２表达后，ｃｙｃｌｉｎＤ１水平
也随之显著下调，但不影响其亚细胞定位，而抑制

Ｐｙｇｏ２表达对βｃａｔｅｎｉｎ的表达及定位均没有影响。
这说明Ｐｙｇｏ２ｓｈＲＮＡ抑制肿瘤细胞增殖可能是通
过下调 Ｗｎｔ信号靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１水平而实现的。

　　综上所述，Ｐｙｇｏ２是 Ｗｎｔ信号的下游重要功能
蛋白，不依赖βｃａｔｅｎｉｎ来调控 Ｗｎｔ信号下游靶基因
的转录激活；抑制Ｐｙｇｏ２表达后，能有效地阻断细胞
周期由Ｇ１ 期向Ｓ期过渡，从而延缓细胞周期进程，
抑制 ＤＮＡ 合成和细胞生长增殖与侵袭。Ｐｙｇｏ２
ｓｈＲＮＡ抑制肿瘤细胞增殖的作用可能是通过下调

Ｗｎｔ信号靶基因ｃｙｃｌｉｎＤ１表达实现的。这些结论
对于胶质瘤生物基因治疗的基因靶向策略具有重要

意义，同时也为胶质瘤的基因治疗以及新药的研发
提供新的理论依据。
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