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　　［摘要］　目的　采用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术抑制前列腺癌ＰＣ３细胞系中Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的表达，探讨Ｂｌｏｏｍ解旋酶

基因表达下调后对ＰＣ３细胞的抑制作用。方法　使用实验室前期成功构建的两条针对于Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的ＲＮＡｉ载体

ｓｈＲＮＡ１和ｓｈＲＮＡ２转染前列腺癌ＰＣ３细胞，以未转染ＲＮＡｉ载体为对照组，分别在转染２４、４８、７２ｈ后通过ＭＴＴ法检测细

胞增殖情况，转染４８ｈ后通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检验细胞侵袭、迁移能力，细胞划痕实验检测细胞迁移情况，Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染

法检测细胞凋亡情况。结果　转染ＲＮＡｉ载体后，与未转染对照组相比，各实验时间点的转染组细胞增殖率降低（犘＜０．０５），

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ细胞侵袭和迁移实验中穿过室膜的细胞数与对照组比均减少（侵袭：１１９±２４、１１８±３０ｖｓ２２７±３８；迁移：１２２±１３、

１２１±４７ｖｓ２７７±３２，犘＜０．０５），划痕愈合率与划痕迁移距离均降低，４８ｈ时差异有统计学意义（犘＜０．０５），而且细胞凋亡明显

增加。结论　以ＲＮＡｉ载体干扰Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的表达可抑制前列腺癌ＰＣ３细胞的增殖、迁移和侵袭能力并促进其凋亡，

为前列腺癌的靶向基因治疗提供了依据。
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　　Ｂｌｏｏｍ解旋酶是ＲｅｃＱ家族中的重要成员，其

能够与多种蛋白因子相互作用，影响蛋白因子的功

能。据报道Ｂｌｏｏｍ解旋酶的低表达可以上调Ｐ５３

蛋白的表达［１］，而犘５３是肿瘤抑制基因之一。本课

题组前期研究也表明，在多种癌细胞（如胃癌、肺癌、

前列腺癌等）中存在Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的高表达，

由此推断Ｂｌｏｏｍ解旋酶的高表达抑制了Ｐ５３蛋白

的表达，使其无法诱导细胞凋亡进而导致细胞癌

变［２］。通过体外对Ｂｌｏｏｍ解旋酶的药物实验发现，

某些药物作用于与ＤＮＡ结合的Ｂｌｏｏｍ解旋酶时会

抑制酶的活性，从而阻碍Ｂｌｏｏｍ解旋酶与ＤＮＡ的

结合［３］。前列腺癌是发病率和病死率较高的男性恶

性肿瘤，由于目前对前列腺癌发病的分子机制缺乏

准确的理解，致使大多数前列腺癌虽然在早期就可

以被诊断出来，但仍找不到有效的靶向分子治疗手

段。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近年逐

渐流行起来的一种基因沉默技术，由于其可以特异

性剔除或沉默特定靶基因的表达，已被广泛应用于

探索基因功能及恶性肿瘤的基因治疗领域［４１０］。本

课题组前期根据小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）的设计原则
［１１］成功构建了针对

Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的ＲＮＡｉ载体，并通过荧光定量

ＰＣＲ和蛋白质印迹法证实了重组ＲＮＡｉ载体能够

在 ｍＲＮＡ 和蛋白水平抑制 Ｂｌｏｏｍ 解旋酶的表

达［１２］。本实验旨在研究抑制Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的表

达后前列腺癌ＰＣ３细胞的增殖、迁移、侵袭及凋亡能

力的变化，拟为促进前列腺癌靶向药物的研究奠定

基础。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂　前列腺癌ＰＣ３细胞购自中国科

学院上海细胞库，由贵州大学动物科学学院高原山

地动物遗传育种与繁殖教育部重点实验室传代保

存。脂质体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＯｐｔｉＭＥＭ购自

Ｇｉｂｃｏ公司，ＭＴＴ、多聚甲醛购自北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、细胞培养板购

自Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，结晶紫、二甲亚砜（ＤＭＳＯ）购自北

京索莱宝科技有限公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自ＢＤ公司，

Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染试剂购自巴傲得生物科技有限公

司。二氧化碳培养箱购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，Ｔ１ＤＨ荧

光倒置显微操作系统购自Ｎｉｋｏｎ公司，ＳｙｎｅｒｇｙＨ１

全功能酶标仪购自ＢｉｏＴｅｋ公司。实验用水均为

ＭｉｌｌｉＱ超纯水系统制成的超纯水。本实验中使用

的干扰载体为前期已构建好的干扰载体：构建重组

载体所用的空载体 ＣＭＶｃｏｐＧＦＰＴ２ＡＰｕｒｏＨ１

ＭＣＳ购自广州辉骏公司，两条具有干扰效率的

ｓｈＲＮＡ序列由上海吉玛公司合成。将空载体和

ｓｈＲＮＡ经酶切后连接成重组ＲＮＡｉ载体。

１．２　重组载体转染ＰＣ３细胞　将ＰＣ３细胞按

１×１０５／孔的密度接种于 ２４ 孔培养板，加入

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液（含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ

卡那霉素，１００Ｕ／ｍＬ氨苄霉素），３７℃、５％ＣＯ２ 培

养至细胞融合度为８０％左右。使用实验室前期成

功构建的两条针对于Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的重组

ＲＮＡｉ载体ｓｈＲＮＡ１和ｓｈＲＮＡ２分别转染ＰＣ３细

胞，即为ｓｈＲＮＡ１组和ｓｈＲＮＡ２组；以未转染重组

ＲＮＡｉ载体的ＰＣ３细胞为未转染对照组。各转染组

每孔载体用量为１．２５μＬ，脂质体用量为２μＬ，载体

和脂质体分别用无血清的ＯｐｔｉＭＥＭ 稀释。转染

６ｈ后更换为含１０％胎牛血清的无抗生素ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液，转染２４～４８ｈ后荧光倒置显微镜下观

察转染效率。

１．３　ＭＴＴ法检测转染后细胞的增殖情况　取处于

对数生长期的ＰＣ３细胞调节密度为１×１０４／ｍＬ，接

种于９６孔培养板中，每孔２００μＬ，每组设６个复孔。

边缘孔用无菌ＰＢＳ填充，同时设调零孔（调零孔中

不含细胞，其他操作与实验组和对照组无异），置于

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。分别在转染后２４、

４８、７２ｈ时取出培养板，弃去原培养液，无菌ＰＢＳ洗

涤，各孔均加入１８０μＬ无血清培养液和２０μＬ

ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）。继续孵育４ｈ后弃去培养液，每

孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，用酶标仪检测

波长为４９０ｎｍ时光密度（犇）值，计算细胞的增殖率。

细胞增殖率（％）＝ （犇实验组 !犇调零组）／（犇对照组 !

犇调零组）×１００％。实验重复３次。

１．４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞的侵袭能力　取适

用于２４孔板的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，在冰上用无血清的

ＯｐｔｉＭＥＭ将Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶按１∶３的稀释倍数稀释，

以每孔５０μＬ的量包被于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，

３７℃条件下放置３０ｍｉｎ使Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶凝固，吸掉残

液及未凝固的胶后加入无血清的 ＯｐｔｉＭＥＭ 于

３７℃平衡３０ｍｉｎ。重组ＲＮＡｉ载体转染细胞４８ｈ

后，胰酶消化细胞，用无血清的培养液调整细胞密度

至５×１０４／ｍＬ。于上室内加入２００μＬ细胞悬液，下

室加入６００μＬ含１０％胎牛血清的培养液，在３７℃、

５％ＣＯ２的条件中培养２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室。

·００７·
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ＰＢＳ冲洗膜，用无菌棉签擦净上室未穿膜的细胞，

４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗数次；０．１％结晶

紫染色２０ｍｉｎ，显微镜下计数穿过室膜的细胞。每

组设４个平行滤膜。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测细胞的迁移能力

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室不需要铺 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶，其余操

作同１．４项，显微镜下计数穿膜细胞。

１．６　细胞划痕实验　取对数生长期的细胞以

５×１０４／孔的密度接种于６孔板，重组ＲＮＡｉ载体转

染细胞４８ｈ后，用１０μＬ移液枪头在６孔板中已贴

板底的细胞群中间位置呈“一”字型划痕，分别在０、

２４和４８ｈ时在显微镜下测量划痕的宽度，根据公式

计算细胞划痕迁移距离：细胞划痕迁移距离＝（０ｈ

划痕宽度－实验时间点划痕宽度）／２。每组细胞设

４个实验样本，重复４次。

１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染法鉴定转染后细胞的凋亡情

况 　 按 照 试 剂 盒 说 明 先 将 每 １０ μＬ 的

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ用２ｍＬ的ＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ稀释

（避光）。取出已转染４８ｈ的细胞，弃去原培养液，

每孔加入５００μＬ稀释好的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染

试剂，放入细胞培养箱中孵育１０ｍｉｎ；弃去染色液，

无菌ＰＢＳ冲洗细胞后尽快置于荧光倒置显微镜下

观察结果。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，

实验数据均以珔狓±狊表示，组间差异比较采用单因素

方差分析。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　细胞转染效率　重组ＲＮＡｉ载体上带有ＧＦＰ

绿色荧光标记，转染进细胞后会发出绿色荧光。转

染细胞２４ｈ后，在荧光倒置显微镜下观察，发现

ｓｈＲＮＡ１组和ｓｈＲＮＡ２组细胞均呈现绿色荧光，

表明重组ＲＮＡｉ载体成功转染细胞（图１）。

图１　重组犚犖犃犻载体转染后细胞发出绿色荧光

犉犻犵１　犘犆３犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋

狏犲犮狋狅狉狊犱犻狊狆犾犪狔犻狀犵犵狉犲犲狀犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

Ａ：ｓｈＲＮＡ１ ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＲＮＡ２ ｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｍａｇｎｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ：×２００

２．２　细胞增殖情况　采用ＭＴＴ法检测重组ＲＮＡｉ

载体转染后各组细胞的增殖情况，结果发现转染后

不同时间点ｓｈＲＮＡ１组和ｓｈＲＮＡ２组的细胞增殖

率与对照组相比均降低，差异有统计学意义（犘＜

０．０５，表１）。

表１　转染后各组细胞不同时间点的细胞增殖率

犜犪犫１　犘狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犘犆３犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺狋犺犲狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊

％，狀＝６，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ １００±０ １００±０ １００±０

ｓｈＲＮＡ１ 　７５±２ 　７７±３ 　７６±１２

ｓｈＲＮＡ２ 　７９±９ 　８３±５ 　７８±１０

　　犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ

２．３　细胞侵袭能力　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测

重组ＲＮＡｉ载体转染后各组细胞的侵袭能力，通过

在显微镜下观察计数后发现ｓｈＲＮＡ１组的穿膜细

胞数为（１１９±２４）个、ｓｈＲＮＡ２组（１１８±３０）个，与

对照组［（２２７±３８）个］相比差异均具有统计学意义

（犘＜０．０５）。结果见图２。

图２　转染后各组细胞的体外侵袭能力

犉犻犵２　犐狀狏犪狊犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犻狀狏犻狋狉狅犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：ｓｈＲＮＡ１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．４　细胞迁移能力　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测

重组ＲＮＡｉ载体转染后各组细胞的迁移能力，通过

在显微镜下观察计数显示ｓｈＲＮＡ１组的穿膜细胞

数为（１２２±１３）个、ｓｈＲＮＡ２组（１２１±４７）个，均低

于对照组（２７７±３２）个，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。结果见图３。

图３　转染后各组细胞的体外迁移能力

犉犻犵３　犕犻犵狉犪狋犻狅狀犪犫犻犾犻狋狔狅犳犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犻狀狏犻狋狉狅犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：ｓｈＲＮＡ１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００
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２．５　划痕实验结果　通过细胞划痕实验检测重组

ＲＮＡｉ载体转染后各组细胞的迁移情况，分别在划

痕后第０、２４、４８小时观察各组细胞的划痕迁移距

离，结果显示ｓｈＲＮＡ１组和ｓｈＲＮＡ２组细胞的划

痕愈合能力均低于对照组，且４８ｈ时差异具有统计

学意义（犘＜０．０５，图４，表２）。

图４　转染后各组细胞的划痕愈合情况

犉犻犵４　犠狅狌狀犱犺犲犪犾犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：ｓｈＲＮＡ１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

表２　转染后各组细胞的划痕迁移距离

犜犪犫２　犕犻犵狉犪狋犻狅狀犱犻狊狋犪狀犮犲狅犳犮犲犾犾狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱

狑犻狋犺狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

犾／μｍ，狀＝４，珔狓±狊

　　Ｇｒｏｕｐ ２４ｈ ４８ｈ

ｓｈＲＮＡ１ ５８．０±１４．０ ８３．０±１４．４

ｓｈＲＮＡ２ ７５．０±２５．０ １２５．０±２５．０

Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ ８３．０±１４．４ １６７．０±３８．０

　　犘＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ

２．６　细胞凋亡情况　Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染后在荧光显

微镜下观察重组ＲＮＡｉ载体转染后各组细胞的凋亡

情况，结果发现ｓｈＲＮＡ１组和ｓｈＲＮＡ２组细胞呈

现明显的亮蓝色，有核质固缩、形态萎缩等现象，与

对照组相比细胞凋亡情况明显增加（图５）。

图５　转染后各组细胞的凋亡情况

犉犻犵５　犆犲犾犾狊犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪犳狋犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狏犲犮狋狅狉狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

Ａ：ｓｈＲＮＡ１ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ｓｈＲＮＡ２ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

３　讨　论

Ｂｌｏｏｍ解旋酶在ＤＮＡ代谢和维持染色体稳定

等方面具有重要作用［１３］。端粒酶是端粒ＤＮＡ重复

序列延伸过程中的关键酶，端粒中的串联重复序列

能够与多种蛋白结合形成特殊的Ｔ环结构
［１４］。在

正常细胞中随着细胞分裂的进行端粒逐渐变短，导

致细胞衰老凋亡；而在癌细胞中Ｂｌｏｏｍ解旋酶能够

通过扰乱端粒的Ｔ环结构来辅助端粒复制
［１５］，从而

维持端粒稳定，导致癌细胞的永生化。考虑到Ｂｌｏｏｍ

解旋酶在核酸代谢和稳定遗传中的作用，以Ｂｌｏｏｍ解

旋酶为靶标设计抗癌药物已成为一个新途径。

目前国内外对于前列腺癌的治疗以根治性手术

为主要治疗手段，结合化疗、放疗、激素等方法。但

前列腺癌早期无明显症状，一旦发现多已属于晚期，

导致很多患者失去根治性手术的机会，故生存率不

高［１６］。寻找与前列腺癌发生、发展相关的蛋白并进

行靶向治疗是目前前列腺癌研究的热点［１７］。因此，

基因治疗或生物学治疗作为新型的肿瘤治疗手段正

日益受到重视［１８］。

癌细胞具有侵袭转移、生长过快及不易杀死等

特点，在细胞癌变过程中难以有效控制，它是肿瘤细

胞与宿主细胞之间一系列复杂多因素、多环节相互

作用的结果［１９］。解决癌细胞易转移扩散等难题是

前列腺癌基因治疗的关键核心，同时对肿瘤组织进

行特异性靶向杀伤而不损伤机体的正常组织也是肿

瘤治疗的理想目标［２０］。ＲＮＡｉ技术是研究基因功能

和抑制基因表达的有效方法，适用于研究和抑制肿

瘤细胞中异常基因或蛋白质的表达［２１］，而对其他基

因无害，可为肿瘤的治疗提供靶点。该技术目前已

广泛地应用于肿瘤的诊断［２２］、特异性治疗药物的开

发合成［２３］及基因治疗［２１］中。

本研究结合Ｂｌｏｏｍ解旋酶可以作为特异性分

子靶标的研究报道［２４］及本课题组前期的研究结果，

利用针对于人类Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的ＲＮＡｉ载体，

在体外将其转染进入前列腺癌ＰＣ３细胞中，通过

ＭＴＴ 法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小 室 法、划 痕 实 验 及

·２０７·
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第６期．罗蠺，等．Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因ＲＮＡ干扰载体对前列腺癌ＰＣ３细胞的抑制作用

Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＰＩ双染实验发现，设计合成的ＲＮＡｉ载体

靶向抑制了ＰＣ３细胞中Ｂｌｏｏｍ解旋酶基因的表达，

有效阻碍了癌细胞的增殖、迁移、侵袭并促进其凋

亡。上述结果表明ＲＮＡｉ技术或许能解决由于癌细

胞生长过快、不易调控、难以杀死等特点造成的传统

癌症治疗手段术后易复发且难以根治的难题，为抗

前列腺癌靶向药物的开发研究及基因治疗提供有力

依据。
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