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　　［摘要］　目的　通过脂质体转染ｓｉＲＮＡ方法沉默人肺鳞癌细胞 ＮＣＩＨ２２６中 ＵｂｃＨ１０基因，观察基因沉默后细胞增殖
活性的变化及其对细胞周期的影响。方法　设计３条针对ＵｂｃＨ１０基因ＣＤＳ区不同位点的ｓｉＲＮＡ序列并构建ｓｈＲＮＡ重组
质粒，脂质体法转染重组质粒至ＮＣＩＨ２２６细胞。转染后４８ｈ，ＲＴＰＣＲ和蛋白质免疫印迹法检测细胞内 ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ及

蛋白含量。使用有效ｓｉＲＮＡ序列转染细胞，转染后２４、４８ｈＣＣＫ８检测细胞活性。使用有效ｓｉＲＮＡ序列转染细胞，转染后

４８ｈ收集细胞，流式细胞术检测细胞周期。结果　成功构建ｓｈＲＮＡ重组质粒并转染ＮＣＩＨ２２６细胞。转染ｓｉＲＮＡ４８ｈ后，３
组ＮＣＩＨ２２６细胞中ＵｂｃＨ１０基因的 ｍＲＮＡ及蛋白含量均明显下降；其中２号ｓｉＲＮＡ序列（ｐｓｈＲＮＡ２）的沉默效果最好，

ＵｂｃＨ１０基因剩余表达量为对照组的１４％。使用ｐｓｈＲＮＡ２转染ＮＣＩＨ２２６细胞２４、４８ｈ，细胞增殖活性降低，与基因未干预组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。使用ｐｓｈＲＮＡ２转染ＮＣＩＨ２２６细胞４８ｈ，细胞明显阻滞于Ｇ２期，与基因未干预组比较差异

有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＵｂｃＨ１０基因沉默可显著抑制ＮＣＩＨ２２６细胞增殖活性，并使肺癌细胞阻滞于细胞Ｇ２期。
　　［关键词］　ＵｂｃＨ１０基因；肺肿瘤；小分子干扰ＲＮＡ；细胞增殖；细胞周期
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第６期．赵黎明，等．ＵｂｃＨ１０基因沉默对肺癌ＮＣＩＨ２２６细胞增殖及细胞周期的影响 ·６０９　　 ·

　　ＵｂｃＨ１０是遍在蛋白质结合酶Ｅ２Ｃ（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，Ｅ２Ｃ，ＵＢＥ２Ｃ）基因家族成员，
是遍在蛋白质／蛋白酶体蛋白质降解（ＵＰＰ）途径的
关键成员之一。该途径中，遍在蛋白质活化酶（Ｅ１）
首先激活遍在蛋白质分子，而后把遍在蛋白质移至
遍在蛋白质结合酶上，Ｅ２结合遍在蛋白质蛋白连接
酶（Ｅ３）并把遍在蛋白质转移到底物蛋白上使其遍在
蛋白质化，或把遍在蛋白质移至Ｅ３再使底物遍在
蛋白质化，而后２６Ｓ蛋白酶体识别、降解底物，ＵＰＰ
途径广泛参与细胞增殖、分化、凋亡和细胞周期调控
等诸多生物学进程［１２］。本实验拟通过ＲＮＡ干扰方
法在肺癌ＮＣＩＨ２２６细胞中沉默ＵｂｃＨ１０基因，并观
察基因沉默后ＮＣＩＨ２２６细胞增殖活性变化，以及基
因沉默对于细胞周期的影响。

１　材料和方法

１．１　材料　人肺鳞癌细胞 ＮＣＩＨ２２６购于中国科
学院上海生命科学研究院生物化学与生物学研究

所；Ｆ１２Ｋ 培 养 液、胎 牛 血 清、脂 质 体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，０．２５％胰蛋白酶及 ＴＲＩｚｏｌ购于Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｐｓｈＲＮＡｖｅｃｔｏｒ购于美国ＳｙｓｔｅｍＢｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；限制性内切酶ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ、
定量ＰＣＲ仪检测试剂盒、感受态细胞、ＭＬＶ反转录
试剂盒及荧光定量试剂盒等购于 ＴａＫａＲａ公司；

ＣＣＫ８细胞活性检测试剂盒为日本同仁化学研究所
产品；质粒提取试剂盒购于 Ｑｉａｇｅｎ公司；ＵｂｃＨ１０

一抗购于Ｒ＆Ｄ 公司；细胞蛋白提取试剂盒及ＥＣＬ
发光试剂盒均购于Ｐｉｅｒｃｅ公司；细胞培养箱为日本
三洋公司产品；移液器、离心机为Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产
品；超净台购于江苏苏净集团有限公司；定量ＰＣＲ
仪为ＴａＫａＲａ公司产品；流式细胞仪购于美国ＢＤ公
司；电泳仪及垂直电泳设备均购于ＢｉｏＲａｄ公司。

１．２　ＵｂｃＨ１０基因的ｓｈＲＮＡ重组质粒的构建及

ＮＣＩＨ２２６细胞转染　根据ＵｂｃＨ１０（ＮＭ＿００７０１９．２）
基因信息，用在线ｓｉＲＮＡ序列设计软件，设计３条
针对其ＣＤＳ区的ｓｉＲＮＡ序列并合成ｓｈＲＮＡ序列
（表１），分别在序列两端连入酶切位点ＢａｍＨⅠ及

ＥｃｏＲⅠ，交由上海英骏生物技术有限公司合成。将
上述寡核苷酸退火形成双链，连接到线性化载体，转
化涂布ＬＢ平板，３７℃过夜培养，通过 Ａｍｐ抗性和

ＰＣＲ方法筛选阳性质粒，对重组质粒进行测序分析。
对于测序正确的ｓｈＲＮＡ重组表达载体，扩增其对应
的转化菌株，进行无内毒素质粒ＤＮＡ提取。提取方
法和步骤严格按照 Ｑｉａｇｅｎ公司无内毒素质粒抽提
试剂盒进行。挑选生长状况良好的Ｐ３代ＮＣＩＨ２２６
细胞，取对数生长期细胞，使用胰酶消化的方法制备
细胞悬液，使用完全培养基（Ｆ１２＋１０％ＦＢＳ）调整细
胞密度为１×１０５个／ｍｌ，将细胞接种到６孔板，每孔
接种２ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２条件下过夜培养。细胞培
养２４ｈ后，进行质粒转染，转染步骤和方法严格按照

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进行。转染后４８ｈ，荧光
显微镜下观察细胞转染效率。

表１　ｓｉＲＮＡ的目标序列及ｓｈＲＮＡ序列

Ｔａｂ１　ｓｉＲＮＡｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｉＲＮＡ Ｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） ｐｓｈＲＮＡ ｐｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ｓｉＲＮＡ１ ＧＧＧＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＣＣＣＴＧ ｐｓｈＲＮＡ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＴＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＣＣＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＴＣ
　　　　ＡＧＡＣＡＧＧＧＡＡＧＧＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＴＴＴＴＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＧＡＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＣＣＣＴＧＴＣＴＧ
　　　　ＡＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＧＧＡＡＧＧＣＡＧＡＡＡＴＣＣＣＧ

ｓｉＲＮＡ２ ＧＡＣＣＴＧＡＧＧＴＡＴＡＡＧＣＴＣＴ ｐｓｈＲＮＡ２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＴＣＣＧＡＣＣＴＧＡＧＧＴＡＴＡＡＧＣＴＣＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣ
　　　　ＡＧＡＡＧＡＧＣＴＴＡＴＡＣＣＴＣＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＣＣＴＧＡＧＧＴＡＴＡＡＧＣＴＣＴＴＣＴＧ
　　　　ＡＣＡＧＧＡＡＧＡＧＡＧＣＴＴＡＴＡＣＣＴＣＡＧＧＴＣＧ

ｓｉＲＮＡ３ ＧＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＴＧＣＴＡＴ ｐｓｈＲＮＡ３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＴＣＣＧＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＴＧＣＴＡＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣ
　　　　ＡＧＡＡＴＡＧＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴＴＴＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＣＣＴＧＣＴＡＴＴＣＴＧ
　　　　ＡＣＡＧＧＡＡＧＡＴＡＧＣＡＧＧＧＣＧＴＧＡＧＧＡＡＣＧ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣ ｐｓｈＲＮＡＮｅｇ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＡＴＣＣＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴ
　　　　ＧＴＣＡＧＡＧＧＡＡＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴＧ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＡＧＣＣＡＧＡＴＣＣＡＧＣＴＴＣＣＴＣＴＧ
　　　　ＡＣＡＧＧＡＡＧＧＧＡＡＧＣＴＧＧＡＴＣＴＧＧＣＴＴＣＧ

１．３　ＵｂｃＨ１０基因及蛋白含量检测　使用 Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲ 方 法 检 测 转 染 后 ＮＣＩＨ２２６ 细 胞

ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ含量，方法如下：收集转染质粒后

４８ｈ的ＮＣＩＨ２２６细胞，ＴＲＩｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，取

１μｇＲＮＡ反转录制备ｃＤＮＡ，然后进行ＰＣＲ检测。

ＰＣＲ检测引物序列：ＵｂｃＨ１０ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ　５′
ＡＣＣＣＴＣ ＡＴＧ ＡＴＧ ＴＣＴ ＧＧＣＧＡＴ ＡＡＡ３′，

ＵｂｃＨ１０ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ　５′ＧＴＧＡＴＡＧＣＡＧＧＧ
ＣＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴ３′；βａｃｔｉｎｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ　
５′ＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴＧＣ３′，βａｃｔｉｎ



·６１０　　 · 第二军医大学学报　２０１２年６月，第３３卷

ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ　５′ＡＴＡ ＣＴＣ ＣＴＧ ＣＴＴ ＧＣＴ
ＧＡＴＣＣ３′。ＰＣＲ 的反应体系为２０μｌ：ＴａＫａＲａ
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ１０μｌ，上、下游引物各０．４μｌ，

ｃＤＮＡ模板２μｌ，去离子水补足至２０μｌ。反应条件：

９５℃，１０ｍｉｎ；６０℃，２０ｍｉｎ；７２℃，２０ｍｉｎ，共４０个循
环。数据分析以βａｃｔｉｎｍＲＮＡ作为对照，通过Ｃｔ值
进行数据分析。相对定量结果则通过ΔＣｔ来进行解
释，目的基因相对于内参基因的表达量为２ΔＣｔ。

　　ＵｂｃＨ１０蛋白含量采用蛋白质免疫印迹法检测，
方法如下：收集转染后４８ｈ的ＮＣＩＨ２２６细胞，加入细
胞裂解液（５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ８．０Ｔｒｉｓ，１５０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０，１００
ｍｍｏｌ／Ｌ ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｕｏｒｉｄｅ， １ ｍｇ／ｍｌ
ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ， １ ｍｇ／ｍｌ ａｐｒｏｔｉｎｉｎ， ａｎｄ １ ｍｏｌ／Ｌ
ｄｉｔｈｉｏｌｔｈｒｅｔｏｌ）提取总蛋白，ＢＣＡ法检测总蛋白浓度。
在１０％ＳＤＳＰＡＧＥ中将蛋白分离并转移至ＰＶＤＦ膜
上，５％脱脂牛奶封闭，常温２ｈ，加入ＴＢＳＴ稀释后的
一抗，４℃过夜；取出后洗膜，再加入二抗，孵育２ｈ，再
洗膜，进行ＥＣＬ显色。采用相关图像分析软件进行条
带光密度扫描分析。ＵｂｃＨ１０蛋白表达的相对强度＝
目的条带的灰度值／βａｃｔｉｎ条带的灰度值。

１．４　ＣＣＫ８检测细胞活性　取对数生长期 ＮＣＩ

Ｈ２２６细胞，胰酶消化法制备细胞悬液，使用完全培

养液调整细胞密度至１×１０５个／ｍｌ，接种细胞到９６
孔细胞培养板，每孔１００μｌ，接种后正常条件培养

２４ｈ，然后使用有效ｓｉＲＮＡ序列转染 ＮＣＩＨ２２６细

胞。转染后２４、４８ｈ，ＣＣＫ８检测细胞活性：每孔加

入１０μｌ的ＣＣＫ８溶液，置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱内

继续培养４ｈ，用酶标仪测定４５０ｎｍ处的光密度并

记录结果。

１．５　细胞周期检测　取对数生长期 ＮＣＩＨ２２６细
胞，胰酶消化法制备细胞悬液，使用完全培养液调整
细胞密度至５×１０４个／ｍｌ，接种细胞到６孔培养板，
每孔２ｍｌ，接种后正常条件培养２４ｈ，然后使用有效

ｓｉＲＮＡ序列转染ＮＣＩＨ２２６细胞，转染后４８ｈ，收集细
胞，进行细胞周期检测。用ｄＰＢＳ 洗涤细胞２次
（１０００×ｇ，离心５ｍｉｎ）收集细胞沉淀；加入５００μｌ缓
冲液重悬细胞沉淀；加入５μｌ碘化丙啶混匀，在室温
下避光反应５ｍｉｎ后，立即用流式细胞仪进行检测。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析
结果，数据以珚ｘ±ｓ表示，采用析因分析进行组间差
异及组内差异比较。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｓｈＲＮＡ重组质粒构建及细胞转染　成功构建

ｓｈＲＮＡ重组质粒，经序列分析，克隆序列与设计序
列完全一致。细胞转染后荧光照片显示，转染后

４８ｈ，细胞的转染效率大约为９０％（图１）。

图１　ＮＣＩＨ２２６细胞ｓｉＲＮＡ转染效率检测

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｔｅｓｔｏｆｓｉＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＣＩＨ２２６ｃｅｌｌｓ
Ａ，Ｂ：ＮＣＩＨ２２６＋ｐｓｈＲＮＡＮｅｇ；Ｃ，Ｄ：ＮＣＩＨ２２６＋ｐｓｈＲＮＡ２．Ｏ

ｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　ｓｈＲＮＡ重组质粒沉默ＵｂｃＨ１０基因效率检测

２．２．１　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ含量　统

计结果（图２）显示，转染ｓｈＲＮＡ重组质粒的细胞中

ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ含量较空白对照组降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），而转染阴性质粒的细胞中ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ含量

与空白组相比没有变化（Ｐ＞０．０５）。３条ｓｉＲＮＡ序列中，

ｓｉＲＮＡ２对ＵｂｃＨ１０基因的沉默效果最好，基因剩余表

达量为对照组的１４％。

图２　转染ｓｉＲＮＡ后ＮＣＩＨ２２６细胞ＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡ含量检测

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＵｂｃＨ１０ｍＲＮＡｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｉｎＮＣＩＨ２２６ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮＣＩＨ２２６ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２．２　蛋白质免疫印迹法检测 ＵｂｃＨ１０蛋白的表
达　提取各组细胞的总蛋白，蛋白质免疫印迹法检
测各组细胞中 ＵｂｃＨ１０相对含量，以目的条带的灰
度值／βａｃｔｉｎ条带的灰度值作为 ＵｂｃＨ１０蛋白表达
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的相对含量。结果（图３）显示ｐｓｈＲＮＡ重组质粒转
染细胞后，ＵｂｃＨ１０蛋白条带较空白对照组明显减弱
（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组的细胞与空白组相比，

ＵｂｃＨ１０蛋白表达没有明显变化（Ｐ＞０．０５），并且

ｓｉＲＮＡ２抑制蛋白表达的效果最好。

２．３　 基因沉默后 ＮＣＩＨ２２６ 细胞增殖活性检
测　使用 最 有 效 序 列 ｓｉＲＮＡ２（ｐｓｈＲＮＡ２）转 染

ＮＣＩＨ２２６细胞，转染后２４、４８ｈ使用ＣＣＫ８检测细
胞活性。检测结果（图４）显示，ＵｂｃＨ１０沉默能够抑
制ＮＣＩＨ２２６细胞增殖活性，与对照组细胞相比较，
转染后２４ｈ，细胞增殖活性降低了３５％（Ｐ＜０．０５），
转染后４８ｈ，细胞增殖活性降低了４６％（Ｐ＜０．０１）。

图３　转染ｓｉＲＮＡ后 ＮＣＩＨ２２６细胞ＵｂｃＨ１０蛋白含量检测

Ｆｉｇ３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＵｂｃＨ１０ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓ

ｉｎＮＣＩＨ２２６ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡ

图４　转染ｓｉＲＮＡ后 ＮＣＩＨ２２６细胞增殖活性检测

Ｆｉｇ４　Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｓｓａｙｏｆ

ＮＣＩＨ２２６ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＮＣＩＨ２２６ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　基因沉默后 ＮＣＩＨ２２６细胞周期检测　使用
最有效序列ｓｉＲＮＡ２（ｐｓｈＲＮＡ２）转染 ＮＣＩＨ２２６细
胞，转染后４８ｈ收集细胞，使用流式细胞术检测细胞
周期。检测结果（图５）显示，ＵｂｃＨ１０沉默能够使

ＮＣＩＨ２２６细胞明显阻滞于 Ｇ２期，与空白组相比较
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　论

　　１９８５年以来，肺癌在全世界范围内成为发病率、
病死率最高的肿瘤，在美国５年生存率仅为１５％，在
发展中国家则不超过８．９％［３］。２００７年中国肿瘤发病

和死亡汇总数据表明：肺癌是我国发病率、死亡率均居
第一位的恶性肿瘤［４］。因此，探索肺癌的发病机制、寻
找新的治疗方法对广大人民群众的健康和生命有非常

重要的意义。

图５　转染ｓｉＲＮＡ后ＮＣＩＨ２２６细胞周期检测

Ｆｉｇ５　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅａｓｓａｙｏｆＮＣＩＨ２２６ｃｅｌｌｓ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉＲＮＡ

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是一种新
型基因阻断技术，属转录后水平的基因调控方式［５］。

ＲＮＡｉ与传统基因阻断技术相比，具有效率高、靶向
性好、使用范围广以及操作简单等优点。目前有多
种途径实现ＲＮＡｉ［６］，如化学合成、体外转录及重组
质粒法；与其他方法相比较，重组质粒法具有易扩
增、易转染及易保存等优点，同时，质粒上携带的绿
色荧光蛋白等标志物作为转染效率判定物操作简单

可靠。本实验采用重组质粒途径在 ＮＣＩＨ２２６细胞
中对 ＵｂｃＨ１０基因进行沉默，即将ｓｉＲＮＡ 对应的

ＤＮＡ双链序列（ｓｈＲＮＡ）克隆入载体内，位于 Ｈ１启
动子后，得到重组质粒；将重组质粒转染细胞后，Ｈ１
即会引导ｓｈＲＮＡ 在细胞内高效表达，ｓｈＲＮＡ 经

Ｄｉｃｅｒ酶切后形成ｓｉＲＮＡ，最终达到对目的基因的沉
默。

　　ＵｂｃＨ１０是遍在蛋白质结合酶基因家族成员之
一，是遍在蛋白质化蛋白降解途径中的关键成员。
不同的生物种属中有不同的遍在蛋白质结合酶，包
括人 Ｅ２ 蛋白 （ＵＢＥ２Ｃ），小鼠 （ｍＥ２Ｃ）、蟾蜍
（ＵｂｃＸ）和裂殖酵母 （Ｕｂｃ４）等多种 Ｅ２蛋白被发
现。依据Ｅ３不同，遍在蛋白质化途径主要分为两
种：依赖ＳＣＦ的遍在蛋白质化途径和依赖ＡＰＣ的遍
在蛋白质化途径，前者主要参与 Ｇ１／Ｓ期调控因子
（如ＣｙｃｌｉｎＤ、ＣｙｃｌｉｎＥ等）的遍在蛋白质化降解而后
者主要参与 Ｇ２／Ｍ 期的姊妹染色体分离、纺锤丝解
聚、胞质分裂、细胞退出有丝分裂和重新进入 Ｇ１期
等。ＵＰＰ途径是细胞周期、ＤＮＡ转录／修复、细胞凋
亡、血管生成和细胞生长相关蛋白转录后降解的主
要方式［７］。在 ＵＰＰ途径中，Ｅ２与Ｅ３蛋白的特定配
对组合决定被其遍在蛋白质化降解的底物的特异

性，其目标底物蛋白包括ｐ５３、ＭＤＭ２、ｐ２１、ｐ２７、
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Ｒｂ、Ｃｙｃｌｉｎ Ａ、ＣｙｃｌｉｎＢ１、ＣｙｃｌｉｎＥ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ 和

Ｃａｓｐａｓｅ３等。迄今为止，已有多项研究证实Ｅ３蛋
白与肿瘤形成密切相关，而Ｅ２蛋白的肿瘤相关性在
近期才被加以关注。Ｏｋａｍｏｔｏ等［８］以定量ＲＴＰＣＲ
等方法筛检１７种Ｅ２家族蛋白 ｍＲＮＡ在不同部位
正常组织、肿瘤组织以及肿瘤细胞系的表达情况，发
现ＵｂｃＨ１０在肺、胃、子宫和膀胱组织肿瘤中表达高
于对照正常组织。Ｗａｇｎｅｒ等［９］亦发现 ＵｂｃＨ１０在
多种来源的肿瘤细胞系中表达增加。继此之后，研
究者发现 ＵｂｃＨ１０在乳腺癌［１０］、卵巢癌［１１］、甲状腺
癌［１２］、食管腺癌［１３］、结直肠癌［１４１５］、淋巴瘤［１６］和肝细

胞癌［１７］、前列腺癌［１８］组织中均出现过度表达。高表达

ＵｂｃＨ１０的转基因鼠易诱发肺癌并可以产生多种自发
性的肿瘤，ＵｂｃＨ１０是一种可以导致基因组不稳定以
及肿瘤易感性增加的原癌基因［１９］。

　　本实验通过构建ＵｂｃＨ１０基因的ｓｈＲＮＡ，脂质体
瞬时转染人肺鳞癌细胞株ＮＣＩＨ２２６，通过ｍＲＮＡ及
蛋白含量检测证实，可以在ＮＣＩＨ２２６细胞中有效沉
默ＵｂｃＨ１０基因。细胞增殖活性检测结果则说明，

ＵｂｃＨ１０基因沉默可以抑制 ＮＣＩＨ２２６细胞增殖活
性，同时，可使ＮＣＩＨ２２６细胞周期在Ｇ２期发生阻滞。
以上结果说明，通过干扰沉默ＵｂｃＨ１０基因的表达，可
以抑制ＮＣＩＨ２２６细胞的肿瘤恶性增殖活性。

　　近年来，寻找肿瘤相关的基因，并以此作为基因
治疗的靶点，利用基因沉默技术干预基因表达来预
防和治疗肿瘤，已成为肿瘤研究的重要方向之一。
本实验通过脂质体转染途径沉默 ＵｂｃＨ１０基因来抑
制ＮＣＩＨ２２６细胞的活性，这不仅为肺癌的基因治
疗提供了新的理论依据，也为以后的临床应用提供
了可靠的实验依据。
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