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　　［摘要］　目的　通过小分子干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）沉默ｌｉｖｉｎ的表达，探讨其对胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖及凋亡的影响。方
法　制备ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ重组腺病毒后感染Ｕ２５１细胞，采用ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹法检测ｌｉｖｉｎ基因的干扰效果，用 ＭＴＴ法和
流式细胞术检测Ｕ２５１细胞的增殖和凋亡情况。同时观察重组腺病毒对荷瘤小鼠的治疗效应。结果　重组腺病毒 Ａｄｌｉｖｉｎ
ｓｉＲＮＡ能有效抑制Ｕ２５１细胞的ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ和蛋白水平的表达；抑制 Ｕ２５１细胞增殖，促进凋亡；在小鼠体内有效抑制 Ｕ２５１

细胞的生长和提高荷瘤小鼠的平均生存期（Ｐ＜０．０５）。结论　用ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ重组腺病毒介导抑制ｌｉｖｉｎ基因的表达，可抑制
Ｕ２５１细胞增殖，促进凋亡，为胶质瘤的治疗提供了新策略。

　　［关键词］　重组腺病毒；ＲＮＡ干扰；ｌｉｖｉｎ；神经胶质瘤
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　　Ｌｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏ
ｔｅｉｎ，ＩＡＰ）家族新成员，在大多数正常成人组织（胎盘
除外）中 不 表 达 或 低 表 达［１］。但 研 究 表 明，

ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ在人多种类型的肿瘤细胞系中高表达，
包括黑素瘤、淋巴瘤、大肠癌、前列腺癌、宫颈癌、乳腺
癌等［２４］。由于ｌｉｖｉｎ特异性表达于肿瘤细胞，可能作
为诱导肿瘤细胞凋亡治疗的一个新靶点而备受关注。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近年发展起
来的一种新的分子生物学技术，具有特异性强、抑制
效率高、细胞摄取较容易等优点，目前已成为优于反

义核酸和核酶的技术，为肿瘤的基因治疗提供了更
好的手段［５６］。本研究拟构建靶向ｌｉｖｉｎＲＮＡｉ的重组
腺病毒，观察其对胶质瘤 Ｕ２５１细胞增殖、凋亡的影
响，以及对荷瘤小鼠的治疗效应，为进一步探索胶质
瘤的基因治疗提供理论基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　大肠杆菌 ＤＨ５α和 ＢＪ
Ａｄｅａｓｙ菌株、人胚肾（ＨＥＫ２９３）细胞、胶质瘤 Ｕ２５１
细胞由本实验室保存，裸鼠购自北京医科大学动物
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中心。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，抗

ｌｉｖｉｎ抗体购自Ａｂｃａｍ公司、辣根过氧化物酶标记的
羊抗兔二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ
细胞凋亡检测试剂盒购自深圳晶美生物工程有限公

司，其他均为常用试剂。凝胶成像系统购自美国

ＢｉｏＲａｄ公司，流式细胞仪购自Ｂｅｃｋｍａｎ公司。

１．２　重组腺病毒ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ的制备及滴度测定

１．２．１　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ的制备　靶向ｌｉｖｉｎ基因的
特异性ｓｉＲＮＡ 序列由 ＴａＫａＲａ公司合成；正义链

５′ＧＴＧＧＴＴＣＣＣＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧ３′，反义链

５′ＣＴＧＡＣＡＧＣＴＧＧＧＧＡＡＣＣＡＣ３′；将酶切载
体和ｓｉＲＮＡ连接，转化入感受态细菌ＤＨ５α，挑选中
等大小克隆，进行酶切鉴定及正确测序，筛选出所需
阳性克隆。将重组腺病毒质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞，
进行扩增和包装。２５～２８ｄ后，收集细胞，重复冻融
细胞３次，收集上清得病毒原液。取病毒原液感染

ＨＥＫ２９３细胞，大量扩增重组腺病毒，即为高滴度的

ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ腺病毒，－８０℃保存待用。

１．２．２　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ滴度的测定　将 ＨＥＫ２９３细
胞接种于２４孔板，４ｈ后以４００μｌ／孔病毒感染细胞，
培养２４ｈ后，在荧光显微镜下计数表达ＲＦＰ的阳性
细胞数。按公式计算重组腺病毒滴度。病毒滴度
（ｐｆｕ／ｍｌ）＝（ＲＦＰ阳性细胞数×病毒上清稀释倍数）／

０．４。

１．３　ＲＴＰＣＲ检测ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达　将Ｕ２５１细
胞分为ＰＢＳ对照组、感染重组腺病毒空载体组、感染

ＡｄｓｉＲＮＡ组。在感染后７２ｈ用ＲＮＡ提取试剂盒
（上海基迈生物科技有限公司）提取ＲＮＡ，反转录为

ｃＤＮＡ，用ＲＴＰＣＲ试剂盒（博日科技有限公司）和扩
增仪进行扩增。内参βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＡＧＴＧＴＧ
ＡＣＧＴＴＧ ＡＣＡ ＴＣＣＧＴ３′，下游引物：５′ＴＧＣ
ＴＡＧＧＡＧＣＣＡＧＡＧＣＡＧＴＡ３′；ｌｉｖｉｎ上游引物：

５′ＣＧＧＣＣＣＣＴＧＡＣＡＧＡＧＧＡＧＧＡ３′，下游引物：

５′ＡＧＧＣＣＡＧＡＣＧＣＡＡＣＴＣＣＴＣＡ３′。扩增
条件：９５℃ ７ｍｉｎ；９５℃ ２０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃
３０ｓ，共３０个循环。２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ
扩增产物，凝胶成像系统拍照，Ｌａｂｗｏｒｋ软件分析测
定灰度值。将目的条带与βａｃｔｉｎ产物的灰度比值
作为ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ的相对表达量。

１．４　蛋白质印迹法检测ｌｉｖｉｎ蛋白表达　Ｕ２５１细
胞分组同１．３项。收集感染７２ｈ各组细胞，提取总
蛋白。取４０μｇ蛋白样品进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ，半
干转至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭２ｈ。封闭后
的膜与１∶１００稀释的ｌｉｖｉｎ一抗４℃孵育过夜。

ＴＴＢＳ洗膜，与１∶２０００稀释的ｌｉｖｉｎ二抗孵育

１２０ｈ。ＴＴＢＳ洗膜，化学发光试剂盒反应３ｍｉｎ，胶片

曝光，拍照。实验中以βａｃｔｉｎ作为内参。凝胶成像
系统拍照，Ｌａｂｗｏｒｋ软件分析测定灰度值。将目的
条带与βａｃｔｉｎ产物的灰度比值作为ｌｉｖｉｎ蛋白的相
对表达量。

１．５　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ对Ｕ２５１细胞增殖和凋亡的影响

１．５．１　细胞增殖率的检测　将 Ｕ２５１细胞分为

ＰＢＳ对照组、感染重组腺病毒空载体组、感染 Ａｄ
ｓｉＲＮＡ组，同时设只加培养液的空白对照组。将各
组细胞以２×１０３／孔的细胞数接种于９６孔板，在感
染后２ｄ加５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ２０μｌ，继续培养４ｈ后离
心，弃上清，加１５０μｌ二甲亚砜（ＤＭＳＯ），振荡混匀，
酶标仪检测４５０ｎｍ波长处的光密度 （Ｄ４５０）值，计
算细胞增殖抑制率：增殖抑制率（％）＝［１－（实验
组Ｄ４５０／空白对照组Ｄ４５０）］×１００％。

１．５．２　细胞凋亡率的检测　Ｕ２５１细胞分组同上。
各组细胞以２×１０３／孔的细胞数接种于９６孔板，在感
染后２ｄ以５００μｌ结合缓冲液悬浮细胞，加５μｌＡｎ
ｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和５μｌＰＩ充分混匀，室温避光反应１５
ｍｉｎ，１ｈ内上流式细胞仪检测凋亡率。

１．６　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ对裸鼠体内胶质瘤 Ｕ２５１细胞
的生长抑制作用　将胶质瘤Ｕ２５１细胞消化重悬，取

０．１ｍｌ接种于裸鼠的右侧皮下，约１×１０６个细胞。

１周后，对种瘤成功者进行随机分组，每组７只，共分
为３组：ＡｄｓｉＲＮＡ治疗组、腺病毒空载体组和ＰＢＳ对
照组，根据分组情况瘤内注射１×１０９ｐｆｕ／只的重组腺
病毒１００μｌ，或１×１０

９ｐｆｕ／只的腺病毒空载体１００μｌ，
或ＰＢＳ１００μｌ／只，每周１次，共３次。每５ｄ用游标
卡尺测量肿瘤长、短径２次。计算肿瘤体积：Ｖ＝Ｌ×
Ｗ２／２（Ｖ为肿瘤体积，Ｌ为肿瘤长径，Ｗ 为肿瘤短

径）。同时观察各组小鼠的平均生存率。

１．７　 统 计 学 处 理 　 数 据 以 珔ｘ±ｓ表 示，采 用

ＳＰＳＳ１１．５统计软件，组间比较用方差分析，生存率曲
线用时序检验（Ｌｏｇｒａｎｋｔｅｓｔ）做比较。检验水平（α）
为０．０５。

２　结　果

２．１　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ 对ｌｉｖｉｎ表达的影响　ＲＴ
ＰＣＲ检测结果如图１所示：经计算可知，感染 Ａｄ
ｓｉＲＮＡ后Ｕ２５１细胞的ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ相对表达量为

０．４６１±０．０５７，感染腺病毒空载体后ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ相
对表达量为０．９３６±０．０８４，ＰＢＳ组的ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ
相对表达量为０．９８４±０．０７６，组间比较，感染 Ａｄ
ｓｉＲＮＡ组与两个对照组的差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。蛋白质印迹分析结果如图２所示：感染

ＡｄｓｉＲＮＡ 后 ｌｉｖｉｎ 蛋 白 相 对 表 达 量 为

０．５２６±０．０４７，感染腺病毒空载体后ｌｉｖｉｎ蛋白相对
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表达量为０．９１５±０．０８２，ＰＢＳ组的ｌｉｖｉｎ蛋白相对表
达量为０．９２８±０．０６５，组间比较，感染 ＡｄｓｉＲＮＡ
组与两个对照组的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
结果证实ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ可有效降低Ｕ２５１细胞的

ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ和蛋白表达水平。

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＲＮＡ干扰后ｌｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｉｎｍＲＮＡｂｙＲＴＰＣＲａｓｓａｙ
１：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；２：Ａｄｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ；３：ＡｄｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

图２　蛋白质印迹分析检测ＲＮＡ干扰后ｌｉｖｉｎ蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｌｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ
１：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；２：Ａｄｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ；３：ＡｄｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

２．２　ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ对 Ｕ２５１细胞增殖和凋亡的
影响　用 ＭＴＴ法检测ＡｄｓｉＲＮＡ对 Ｕ２５１细胞增
殖的影响，结果如图３所示：感染 ＡｄｓｉＲＮＡ 对

Ｕ２５１细胞的增殖抑制率为（４６．２％±７．３％），感染腺

病毒空载体对Ｕ２５１细胞的增殖抑制率为（７．１％±
１．２％），组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
用ＡｎｎｅｘｉｎⅤ法检测 Ｕ２５１细胞的凋亡情况，结果
如图４所示：感染 ＡｄｓｉＲＮＡ后 Ｕ２５１细胞的凋亡
率为（２６．８％±６．１％），感染腺病毒空载体后 Ｕ２５１
细胞的凋亡率为（４．１％±１．６％），组间比较差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结果证实 ＡｄｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ
可有效抑制Ｕ２５１细胞增殖，诱导Ｕ２５１细胞凋亡。

图３　Ｕ２５１细胞的增殖抑制率检测

Ｆｉｇ３　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　ＡｄｓｉＲＮＡ对裸鼠体内胶质瘤 Ｕ２５１细胞生长
的影响　ＰＢＳ和腺病毒空载体组中，接种肿瘤２０ｄ
后，肿瘤体积迅速增大；与之相比，２５、３０ｄ时ＡｄｓｉＲ

ＮＡ组的肿瘤体积增长较慢（Ｐ＜０．０５，图５）。荷瘤后

２０ｄ，ＰＢＳ组开始出现小鼠死亡，并在荷瘤后的３０ｄ
内全部死亡；而ＡｄｓｉＲＮＡ组裸鼠死亡的速率明显降

低，６０ｄ后存活率仍然达到６０％（Ｐ＜０．０５，图６）。

图４　Ｕ２５１细胞凋亡率检测

Ｆｉｇ４　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｄｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｄｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　神经胶质瘤是神经外科的常见疾病，即使采用包
括手术、放射治疗以及化学治疗等在内的综合疗法仍
难以取得满意疗效。近年来生物治疗已逐渐成为胶
质瘤治疗的一种新策略。细胞凋亡是由多因子介导
的细胞主动死亡过程，凋亡抑制是肿瘤发生的重要

机制，凋亡紊乱还导致肿瘤细胞对化疗药物的抵抗。

Ｌｉｖｉｎ是新近发现的一个ＩＡＰｓ家族的新成员，其 Ｎ
端含有一个高度保守的长约７０个氨基酸的杆状病毒

ＩＡＰ重复序列（ＢＩＲ），此结构域是结合和抑制死亡蛋
白酶的关键部位；Ｃ端含有一个ＲＩＮＧ环指结构［７］。

Ｌｉｖｉｎ作为一种新发现的ＩＡＰ，通过多种途径抑制细胞
凋亡，与肿瘤的发生、发展及耐药密切相关［８９］。
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图５　各实验组小鼠的肿瘤生长曲线

Ｆｉｇ５　Ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｉｎｍｉｃｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ；ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

图６　各实验组小鼠的生存率

Ｆｉｇ６　Ｍｅａｎｓｕｒｖｉｖａｌｐｅｒｉｏｄｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

　　ｓｉＲＮＡ技术是由ｓｉＲＮＡ 特异性地抑制相应基
因的表达，是真核生物中基因转录后沉默的重要机
制之一［１０］。ｓｉＲＮＡ 是一类长约２１～２５个核苷酸
（ｎｔ）的特殊双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）分子，具有特征性
结构，即ｓｉＲＮＡ序列与所作用的靶 ｍＲＮＡ 序列具
有同源性；ｓｉＲＮＡ两条单链末端为５′端磷酸和３′端
羟基。ｄｓＲＮＡ被核酸酶切割成２１～２５ｎｔ的干扰性
小ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），由ｓｉＲＮＡ介导识别并靶向切割
同源性靶ｍＲＮＡ分子［１１１２］。为了探讨ｌｉｖｉｎ在胶质
瘤中的作用，本实验制备了ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ的腺病毒，
并在体内外转染胶质瘤 Ｕ２５１细胞，观察对其生物
学 效 应 的 影 响。 通 过 ＲＴＰＣＲ 检 测 发 现，

ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ腺病毒能下调 Ｕ２５１细胞的ｌｉｖｉｎｍＲ
ＮＡ的表达，同时蛋白质印迹检测发现Ｌｉｖｉｎ蛋白水
平的表达明显降低，与ＲＴＰＣＲ检测结果一致。应
用 ＭＴＴ、ＡｎｎｅｘｉｎⅤ法检测发现ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ腺病
毒可抑制 Ｕ２５１细胞增殖，促进凋亡。另外，ｌｉｖｉｎ
ｓｉＲＮＡ腺病毒还能有效抑制Ｕ２５１细胞在体内的增
殖，并提高荷瘤小鼠的平均生存期。

　　细胞凋亡存在３条通路：死亡受体通路、线粒体
通路和内质网通路，它们最终都通过Ｃａｓｐａｓｅ起作
用。ＩＡＰ家族具有ＢＩＲ结构域能与Ｃａｓｐａｓｅ结合，
抑制后者活性，从而抑制细胞凋亡。在８个ＩＡＰｓ家
族成员中，仅ｌｉｖｉｎ具有α和β两个亚基，每个亚基

各有１个 ＢＩＲ 序列，Ｌｉｖｉｎ可通过 ＢＩＲ 结构域与

Ｃａｓｐａｓｅ３结合，发挥抑制细胞凋亡的功能。前期研
究表明，Ｌｉｖｉｎ表达下降后，Ｃａｓｐａｓｅ３的表达随之升
高，提示Ｌｉｖｉｎ靶向ＲＮＡ干扰后可能通过减少了这
两个亚基的 ＢＩＲ 序列与 Ｃａｓｐａｓｅ３ 结合，导致

Ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，活性增加而使肿瘤细胞的早期
凋亡增加［１３１５］。

　　综上所述，本研究初步证实了通过构建含特异
性ｌｉｖｉｎｓｉＲＮＡ的重组腺病毒，可有效抑制 Ｕ２５１细
胞Ｌｉｖｉｎ蛋白的表达，抑制增殖，诱导凋亡，为胶质
瘤的治疗提供了新靶点。
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