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摘要院目的 确定阻抑大肠腺癌 LS-174T 细胞中过量表达的真核细胞起始因子 -4E渊eIF-4E冤是否促进乙酰肝素酶 mRNA
的降解袁并改变其翻译表达水平遥方法 应用脂质体包裹与 eIF-4EmRNA 翻译起始点互补的反义寡聚核苷酸袁转染处理

人大肠腺癌细胞 LS-174T遥Westernblotting 和 RT-PCR 方法分别检测 eIF-4E 被阻抑后转录和翻译水平的改变遥采用

Northernblotting 定量检测乙酰肝素酶 mRNA 的细胞内水平袁Westernblotting 检测其蛋白表达水平的改变遥结果 反义

寡聚核苷酸经脂质体转染 LS-174T 细胞后袁eIF-4E 基因表达明显受到抑制袁其蛋白表达产物也显著下降遥伴随 eIF-4E 被

阻抑表达袁Northernblotting 结果显示乙酰肝素酶 mRNA 水平下降袁且其蛋白翻译表达量也降低遥结论 阻抑 eIF-4E 影响

LS-174T 细胞乙酰肝素酶 mRNA 的稳定表达袁促使其降解袁并降低乙酰肝素酶表达遥
关键词院寡核苷酸类曰真核细胞起始因子 4E曰乙酰肝素酶曰RNA, 信使曰结肠直肠肿瘤曰腺癌
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Effect of eIF-4E inhibition on heparanase mRNA and its expression in colon adenocarcinoma cell
YANGYu-jie,ZHANGYa-li,LAIZhuo-sheng,CUIHai-hong,ZHONGShi-shun,LIUYu-hu
InstituteofDigestiveDiseasesofPLA,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Toverifywhetherinhibitionoftheoverexpressedeukaryoticinitiationfactor-4E (eIF-4E) inhuman
colonadenocarcinomacell line LS-174Tmayfacilitate the degradationofheparanase mRNAandalterthetranslation and
expression levelsofheparanaseprotein. Methods A 20-mer antisenses-oligodeoxynucleotide(asODN) targeted againstthe
translation start site of eIF-4E mRNAwasintroduced into LS-174T cells by means of lipid-mediated DNA-transfection,
followed by Western blotting analysis and reverse transcription-PCR to determine eIF-4E protein and mRNA levels,
respectively.NorthernmethodswasappliedtodetermineheparanasemRNAexpressionlevel,withthealterationsofheparanase
expression assessedbyWesternblottinganalysis. Results The20-merasODNagainsteIF-4Especificallyandsignificantly
inhibited eIF-4Eproteinexpression, andasaresult , a significantreduction inheparanase mRNAlevel was observedby
Northernblottinginconjunctionwithsignificantlydecreasedheparanaseproteinexpression. Conclusion Theinhibitionof
eIF-4E stronglyreduces the stability of heparanase mRNA in colon adenocarcinoma cell line LS-174Tandresults in an
apparentreductionintheexpressionofheparanaseprotein.
Key words: oligodeoxynucleotides;eukaryoticinitiationfactor4E;heparanase;RNA,messenger;colorectalneoplasms;adeno-
carcinoma

真核细胞中 mRNA 的半衰期差异明显袁mRNA
的降解是基因表达过程中的一个重要步骤袁对 于

mRNA 降解机制的研究将有助于对基因表达进行调

控遥真核细胞起始因子 -4E渊eIF-4E冤是 mRNA 帽结合

磷蛋白袁是帽依赖性 mRNA 翻译过程中的限速因子曰
同时袁它和真核细胞 mRNA 的转运和降解关系密切遥
有研究表明袁eIF-4E 水平在一些人类肿瘤组织和肿瘤

细胞株中普遍升高 咱1暂遥近期研究提示袁帽结合蛋白

eIF-4E 过量表达是结肠癌恶性转变中的早期事件咱2暂遥
乙酰肝素酶是一种促进癌细胞侵袭转移的关键酶袁细

胞外基质及基底膜破坏需要此酶的活力遥本实验使用

反义寡核苷酸技术袁阻抑或封闭 eIF-4E 基因表达袁降

低 eIF-4E 活性和水平袁从而观察肿瘤细胞内乙酰肝

素酶 mRNA 水平和蛋白表达量的改变袁探讨 eIF-4E
在乙酰肝素酶调控机制中的作用遥

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 高侵袭性人源大肠腺癌细胞株 LS-174T
由美国 ATCC 渊AmericanTypeCultureCollection冤收

录袁购自中科院上海细胞所细胞库遥LS-174T 接种于

含 10%热灭活新生小牛血清的 RBMI 1640 培养基

中袁在 37 益尧饱和湿度及 5% CO2 的培养箱中连续培

养遥细胞分 3 组院空白对照组渊未加任何处理因素冤曰转

染反义寡核苷酸 渊asODN冤组曰转染正义寡核苷酸

渊sODN冤组遥实验细胞均处于对数生长期遥
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1.1.2 寡聚核苷酸 (ODN) 针对人的 eIF-4E 设计的

asODN 参阅文献咱3暂袁序列为院5'-AGTCGCCATCTTA
GATCGAT-3'(20mer)袁与靶 mRNA 的翻译起始区互

补袁对应人 eIF-4EmRNA-11 到 +9 碱基序列曰作为对

照 的 sODN 序 列 为 院5'-ATCGATCTAAGATGGC
GACT-3'袁并在两条 ODN 链进行全硫代磷酸化修饰袁
形成硫代磷酸化寡核苷酸袁以阻止其被核酸酶降解遥
ODN 由上海生工生物工程公司合成遥
1.1.3 脂质体 选用 Invitrogen 公司出品的阳离子脂

质体 LIPOFECTAMINETM 2000遥
1.1.4 RT-PCR 试剂 TrizolRNA 提取试剂盒渊Gibco
公 司 冤袁Taq DNA 聚 合 酶 渊华 美 生 物 工 程 公 司冤袁
M-MuLVH-(minus) 逆转录酶渊芬兰 FINNZYMES 公

司冤袁100bpDNA 分子量标准 渊华美生物工程公司冤遥
eIF-4E 的引物序列咱4暂如下袁上游引物院5'AGATGGCGA
CTGTCGAACC3'曰下游引物院5'CAGCGCCACATAC
ATCAT3'遥磷酸甘油醛脱氢酶渊GAPDH冤引物序列如

下袁上游引物院5'CTGGCGCTGAGTACGTCGTG3'曰下

游 引 物院5'CAGTCTTCTGGGTGGCAGTG3'遥 eIF-4E
和 GAPDH 的预计扩增产物分别是 459 和 294bp遥
1.1.5 Western blotting 试 剂 eIF-4E 单 抗 渊美 国 BD
Trans- ductionLaboratories冤袁乙酰肝素酶多抗由澳州

大学 MarkD.Hulett 教授惠赠袁辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠抗体 渊Amersham公司冤袁Luminal 化学发光

试剂盒 渊Santa Cruz Biotechnology 公 司冤袁PVDF 膜

渊Bochringer Mannheim 公司冤袁测量蛋白浓度试剂盒

为 Bio-RadCoomassieProteinAssayKit遥
1.1.6 Northern blot 试 剂 随机引物标记试剂盒为

Boehringer Mannheim 公司产品袁尼龙膜为 Amersham
公司产品遥
1.2 方法

1.2.1 反义核酸快速脂质体转染 转染按 Invitrogen
公司脂质体试剂说明书操作遥细胞计数袁以 5伊106/ 瓶

接种 70ml 培养瓶袁培养过夜袁使其达到 80%瓶底面

积遥在消毒试管中配制 asODN渊或 sODN冤/LIPO2000
复合物袁使 ODN 的终浓度分别为 2 滋mol/L遥培养瓶

中吸出含 10%小牛血清 RBMI1640 培养液袁用无血

清 RBMI 1640 洗 细 胞 1 次 袁 直 接 加 入 制 备 好 的

ODN+LIPO2000 复合物袁前后轻摇混匀遥培养 24 和

4 8 h后袁提取细胞遥分别提取细胞蛋白和各段 RNA袁
测 RNA 和蛋白浓度遥
1.2.2 RNA 提取 提取总 RNA 用 Trizol 提纯渊Gibco
公司冤袁RNA 沉淀溶于 0.1%DEPC 水中袁采用紫外分

光光度计测 RNA 浓度遥D260/D280 值须在 1.8~2.0袁并稀

释至 2 滋g/滋l遥
1.2.3 RT-PCR 检测 eIF-4E 基因表达水平 在 20 滋l

逆转录体系中加入模板 R N A 1 滋l袁细胞总 RNA 达

0.1~1.0 滋g袁Oligo(dT)18 (0.2 滋g/滋l) 4 滋l袁用 DEPC 处

理的双蒸水补足体积至 15.5 滋l遥70 益加热 5min袁迅

速置冰上袁短暂离心遥上述微量离心管内加入院10伊反应

缓冲液 2 滋l袁4伊dNTP mix渊每种 10mmol冤1 滋l袁RNA
酶抑制剂 渊40 U/滋l冤0.5 滋l袁M-MuLV 逆转录酶渊200
U/滋l冤1 滋l袁38 益恒温 60min袁进行逆转录反应遥70 益
加热 10min袁灭活逆转录酶活性遥取 10 滋l 逆转录产物

作PCR 扩增袁PCR 参数院94 益 4 5 s尧55 益 4 5 s尧72 益 1
min袁进行 30 次循环后渊循环次数是根据其扩增动力

学实验确定的冤袁72 益延伸 6min遥以 GAPDH 作内参

照遥PCR 产物作 2%琼脂糖凝胶电泳袁溴化乙淀染色袁
分析遥
1.2.4 免疫学鉴定 蛋白表达产物采用 Westernblot
进行分析袁参照文献咱5暂并稍作修改遥取蛋白 50 滋g袁
与 1 伊SDS 上样缓冲液按 1颐3 (v/v)比例混合袁沸 水

浴 10min袁10000r/min 离心 10min袁与蛋白质分子量

标准一起上样遥eIF-4E 采用 15%分离胶袁一抗 1颐500曰
乙酰肝素酶采用 10%分离胶袁一抗 1颐700遥两者积层

胶均为 5%袁二抗 1颐2000遥PVDF 膜与二抗孵育完后袁
洗膜遥Luminal 化学发光显影袁暗室内曝光 30 s~5
min袁立即冲洗遥Westernblot 图片应用 UVITec 凝胶

成像系统测定 D姿袁处理组所测数据均与对照组比较遥
1.2.5 Northern blotting 参阅文献 咱5暂袁采用 30 滋g
RNA 上样跑 1%甲醛变性电泳凝胶袁毛细管洗脱法将

RNA 转至带阳离子的尼龙膜上遥用于制作探针的

DNA 片段采用 PCR 方法扩增咱6暂袁上游引物序列院5'-G
ATATT TTCATCAATGGGTCGC-3'曰下游引物序列院
5'-TATATGAGAAAGCTGGCAAGCC-3'遥PCR 产物

纯化袁使用随机引物标记试剂盒(BoehringerMannheim)
以 [琢32P]dATP 标记 DNA 探针袁放射比活度为 1.67
MBq/滋g遥42 益预杂交约 4 h袁加入变性探针袁相同温

度杂交过夜遥选择低严谨性漂洗袁洗膜后室温干燥尼

龙膜袁-80 益放射自显影显示杂交信号遥
1.3 统计学处理

各实验组实验重复 3 次袁采用多个样本均数比较

的方差分析袁两两比较用 LSD 法遥

2 结果

2.1 LS-174T 细胞 eIF-4E 基因表达

RT-PCR 产物电泳显示袁对照组和处理组均在

459bp 处有特异性的 eIF-4E 基因条带袁但 asODN 组

基因表达明显低于 sODN 组袁sODN 组和空白组间差

别不明显曰各组均出现的 294bp 处的基因条带为内

参照 GAPDH 的扩增产物袁各组间无明显差别渊图1冤遥
经凝胶成像分析系统分析电泳结果并成像袁对照组及
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图 1 RT-PCR 检测反义寡核苷酸阻抑 eIF-4E 基因表达

Fig.1 Inhibitory effect of antisenseoligonucleotide on
eIF-4E gene expression assayed by RT-PCR

M:Marker;1:Antisenseoligonucleotide-transfectedcells;2:Sense
oligonucleotide-transfectedcells;3:Control

图 2 Westernblotting 检测寡核苷酸处理后 eIF-4E 蛋白表达

Fig.2 Westernblotting for eIF-4E protein expression after
oligonucleotide treatment

1:eIF-4Estandardantigen(derivedfromahumanneuroblastomacell

line)asthepositivecontrolmarker;2:Untreatedcells(control);3:Sense

oligonucleotide-treatedcells;4:Antisenseoligonucleotide-treatedcells

1 2 3 4

eIF-4E

图 3 Westernblot 检测 LS-174T 细胞乙酰肝素酶蛋白表达水平

Fig.3 Heparanase expression in LS-174T cells detected by
Western blotting

1:Untreatedcells(control);2:Senseoligonucleotide-treatedcells;3:

Antisenseoligonucleotide-treatedcells

1 2 3

65000

50000

图 4 阻抑 eIF-4E 对大肠癌细胞内乙酰肝素酶 mRNA
丰度的影响

Fig.4 Effectof eIF-4E inhibition on heparanase mRNA
abundance in LS-174T cells

TheleftfigureshowstheresultofNorthernblottingforheparanase
mRNA;Therightoneshowsthecorrespondingethidiumbromidegel

fordifferentialcorrectioninloading
Lane1:GroupwithoutinhibitionofeIF-4E(sODN-treated);2:Group

withinhibitionofeIF-4E(asODN-treated)

28SRNA

18SRNA

1 2

Northern
blotting

sODN 组 eIF-4E/GAPDH 比 值 分 别 为 0.87依0.07 和

0.81依0.06袁两者无显著性差异渊P>0.05冤曰而 asODN 组

为 0.30依0.16袁与对照组和 sODN 相 比袁显著降低

渊P<0.01冤遥

2.2 Westernblotting 检测分析

在 Westernblotting 分析中袁以第一道阳性对照组

表达量为 1袁其他各组值均与阳性对照组表达量比较袁
得出相对值遥Westernblotting 结果渊图 2冤应用光密度

成像分析遥asODN 转染组 eIF-4E 蛋白渊0.64依0.05冤和

sODN 组渊0.93依0.02冤及空白对照组渊0.95依0.04冤比较袁
表达显著减少渊P<0.01冤袁而 sODN 组和空白对照组之

间无显著差别渊P>0.05冤遥

阻抑 eIF-4E 后袁乙酰肝素酶蛋白 Westernblotting
结果显示相对分子质量 50000 和 65000 处均有蛋白

表达袁文献提示院50000 处蛋白代表有活性酶袁65000
处蛋白代表未经剪切的酶原咱7暂遥Westernblotting 结果

渊图 3冤示院asODN 处理组 50000 处乙酰肝素酶蛋白

相对光密度值为 0.32依0.08袁显著低于 sODN 处理组

渊0.96依0.05冤和空白对照组渊1.00依0.03冤渊P<0.01冤曰asODN

处理组 65 000 处乙酰肝素酶蛋白相对光密度值为

0.27依0.06袁亦显著低于 sODN 处理组渊0.95依0.03冤和

空白对照组 渊1.00依0.04冤渊P<0.01冤曰而 50 000 和 65
000 处蛋白在空白对照组和 sODN 处理组间无差异

渊P>0.05冤遥以上提示袁asODN 阻抑 eIF-4E 表达后袁乙

酰肝素酶蛋白翻译表达量下降遥

2.3 Northernblotting 检测乙酰肝素酶 mRNA 表达水平

杂交光密度信号代表 mRNA 丰度袁分别除以同

组的 28SRNA 光密度来校正上样的差异遥未阻滞组

渊sODN 组 冤 乙酰肝素酶 mRNA 光密度是阻滞组

渊asODN 组冤的 6.4 倍渊图 4冤遥表明阻滞 eIF-4E 表达

后袁乙酰肝素酶 mRNA 表达水平下降袁并进而影响其

翻译表达过程遥

3 讨论

有关 eIF-4E 和人类肿瘤相关性的研究较少遥现

有证据显示院eIF-4E 不仅参予细胞的转化袁而且影响

肿瘤的形成尧浸润和转移咱1暂遥eIF-4E 活性增加促进一

些调节细胞不良生长的因子 渊如 c-myc尧cyclin D1尧
TGF-茁等冤过量表达和肿瘤的浸润尧转移袁这些因子

的过量表达共同诱导肿瘤进展过程中的一些恶性表

型的产生遥关于 eIF-4E 调控基因表达的机制院渊1冤可

能在帽依赖性翻译水平上调节这些恶性相关因子表

达曰渊2冤eIF-4E 还参与真核细胞 mRNA 核浆转运咱8暂袁
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并参与调控 mRNA 的降解遥在真核细胞 mRNA 的降

解方式中袁脱腺苷酸依赖型降解是大部分 mRNA 降

解的主要途径遥在此途径中袁eIF-4E 与 mRNA5' 端帽

子结构连接袁eIF-4G 同时和 eIF-4E 和 poly(A)结合蛋

白发生关联咱9袁10暂遥这种构型保护 mRNA 的 5' 端和 3'
端不受脱帽酶和脱腺苷酶的作用遥一旦这种稳定的环

状结构被破坏袁poly(A)尾巴在 poly(A)核糖核酸酶的

作用下发生水解袁poly(A)结合蛋白脱离袁紧接着发生

脱帽反应遥脱帽酶 Dcp1 切除 mRNA5' 端鸟苷酸形成

的帽子结构袁脱帽后的 mRNA 很容易被 5'寅3' 核酸

外切酶识别降解遥所以袁eIF-4E 在保护 mRNA 不被降

解方面有重要作用遥
在肿瘤侵袭转移酶中袁乙酰肝素酶是一个关键的

细胞外基质降解酶遥已知细胞外基质和血管基底膜中

含有大量硫酸类肝素袁可以封阻癌细胞移动遥乙酰肝

素酶通过降解硫酸乙酰肝素和乙酰肝素蛋白聚糖上

的聚糖侧链袁在肿瘤浸润和转移中起重要作用咱11暂遥阻

抑 eIF-4E 是否会通过脱腺苷酸依赖型降解途径影响

乙酰肝素酶 mRNA 的丰度袁并进而降低其蛋白表达

量是我们研究的重点遥本实验结果表明袁针对 eIF-4E
的硫代 asODN 经脂质体导入 LS-174T 细胞后袁其基

因表达明显受到抑制袁eIF-4E 的蛋白表达产物显著下

降袁表明针对 eIF-4EmRNA 的 asODN 具有较强的特

异性袁充分抑制了靶基因的表达遥本实验还观察到院与

对照组比较袁eIF-4E 被阻滞表达后袁肿瘤细胞内乙酰

肝素酶 mRNA 含量显著下降曰同时袁Westernblotting
检测显示在 eIF-4E 阻滞组乙酰肝素酶的蛋白表达水

平也显著下降遥这些表明结肠癌细胞中乙酰肝素酶受

eIF-4E 的调控袁其精确机制可能为院阻滞 eIF-4E袁影响

了乙酰肝素酶 mRNA 的稳定表达袁促其降解袁进而使

乙酰肝素酶的蛋白表达量下降遥
有研究表明袁许多疾病的发生与 mRNA 的稳定性

相关袁干扰 mRNA 的降解过程可能治疗相关疾病咱12袁13暂遥
到目前为止袁只发现了一种乙酰肝素酶袁未见其亚型

存在袁而细胞外基质及基底膜的破坏又必须此酶的活

力袁所以研究它的调控机制有重要意义遥本研究结果

对抗肿瘤转移的基因治疗具有一定意义遥
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