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Ｒｕｎｘ３基因对ＨｅｐＧ２细胞顺铂耐药性的影响

郭元红，陈伟庆，房殿亮　　（４０００１０重庆，重庆医科大学附属第二医院消化内科）

　　［摘要］　目的　 探讨Ｒｕｎｘ３基因对ＨｅｐＧ２细胞耐药性的影响及可能机制。方法　 取在１．６μｇ／ｍｌ顺铂（ＣＤＤＰ）下
生长良好的ＨｅｐＧ２耐药细胞（ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６），建立耐药 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ的动态变化模型 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０，并予以甲
基转移酶抑制剂５氮２′脱氧胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）处理；将 Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ表达载体转染 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞，ＲＴＰＣＲ检
测处理及转染前后细胞Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达。ＭＴＴ法检测细胞的增殖活性，流式细胞仪分析细胞周期，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检
测凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｐｇｐ表达的变化。结果 　在动态变化模型中随ＣＤＤＰ诱导时间的延长，Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达逐
渐降低。５ＡｚａＣｄＲ处理后Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达增加，细胞生长受到明显抑制，Ｓ期细胞逐渐增加，凋亡细胞明显增多，细
胞内Ｐｇｐ的表达减少。转染Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ载体后ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞对ＣＤＤＰ的耐受性增强，Ｇ１期细胞增加，Ｐｇｐ的
表达增加。结论　 Ｒｕｎｘ３基因的表达可抑制ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药的形成，提高ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ细胞对化疗药物的敏感性。
　　［关键词］　 Ｒｕｎｘ３；耐药；肝癌；ＤＮＡ甲基化；细胞周期；ＲＮＡ干扰
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　　Ｒｕｎｘ３是 Ｒｕｎｘ家族的一员，定位于人染色体
１ｐ３６．１，有Ｐ１、Ｐ２两个启动子［１］。研究发现该基因在

肺癌、食管癌、胃癌、肝癌等多种肿瘤中都存在启动子

高甲基化而失活［２－５］。作为一个新发现的肿瘤抑制基

因，它在细胞的生长分化和凋亡、细胞周期的调控、细

胞的信号转导等方面发挥重要作用［６］。但 Ｒｕｎｘ３是
否参与肿瘤耐药及与其关系如何却不清楚。因此，我

们建立了 ＨｅｐＧ２／顺铂（ＣＤＤＰ）耐药细胞株的动态变
化模型，并用 ＤＮＡ甲基转移酶抑制剂５氮２′脱氧胞
苷（５ＡｚａＣｄＲ）处理，另一方面，将 Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ表达
载体转染ＨｅｐＧ２耐药细胞，观察Ｒｕｎｘ３的表达和细胞
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的生物学行为改变，初步探讨 Ｒｕｎｘ３对肿瘤耐药的作
用及可能调控机制，为逆转肿瘤耐药提供新的理论依

据和治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人肝癌耐药 ＨｅｐＧ２由本课题组自行诱导建立［７］，胎牛血

清和ＲＰＭＩ１６４０培养液（Ｇｉｂｃｏ公司），四氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）和５ＡｚａＣｄＲ（美国Ｓｉｇｍａ公司），Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录试
剂盒（ＴａＫａＲａ公司），细胞凋亡荧光Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测试剂盒
（南京凯基公司），Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ表达载体（武汉晶赛公司），转
染试剂Ｐｏｌｙｊｅｔ（ＳｉｇｎａＧｅｎ公司），兔抗人Ｒｕｎｘ３抗体、兔抗人ｐｇｐ
抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗人 βａｃｔｉｎ抗体、辣根过氧化物酶
标记羊抗兔ＩｇＧ（碧云天）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人肝癌耐药 ＨｅｐＧ２细胞于含１０％胎牛
血清、１．６μｇ／ｍｌＣＤＤＰ的１６４０培养基中，放置于５％ ＣＯ２，、３７
℃培养箱中，记为ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６，３～４ｄ换液传代１次。
１．２．２　５ＡｚａＣｄＲ处理ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药细胞　　取ＨｅｐＧ２／
ＣＤＤＰ１．６细胞，加入含２．０μｇ／ｍｌＣＤＤＰ的培养液中继续培养
２４、４８、７２ｈ，建立ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药细胞的动态变化模型，记为
ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０。加入５ＡｚａＣｄＲ，使之浓度达１０μｍｏｌ／Ｌ。每
２４小时换液，保持药物浓度同前。
１．２．３　细胞转染　　取对数生长期 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞按
５×１０５接种于６孔板，培养２４ｈ后，细胞融合度达７０％～８０％，
根据转染试剂 Ｐｏｌｙｊｅｔ的说明书操作，转染 Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ表达
载体（ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ）和阴性对照 ＨＫｓｈＲＮＡ表达载体（ｐＨＫ
ｓｈＲＮＡ），４８ｈ后荧光显微镜观察荧光。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达　　Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞
中总ＲＮＡ，并检测其纯度和完整性，逆转录成ｃＤＮＡ后进行ＰＣＲ
扩增。Ｒｕｎｘ３引物：上游５′ＣＴＣＧＧＡＡＣＴＧＡＡＣＣＣＡＴＴＣＴＣ３′，下
游５′ＴＣＣＣＧＴＡＧＴＡＧＡＧＧＴＧＧＴＡＧＧＧ３′，产物大小２９９ｂｐ；ＧＡＰ
ＤＨ引物：上游 ５′ＧＡＧＣＣＡＡＡＡＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ３′，下游 ５′
ＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣ３′，产物大小 ５４２ｂｐ。反应条件：
９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物１．５％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像仪成
像，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件半定量分析。以目的基因／ＧＡＰＤＨ平均
光密度表示目的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．５　ＭＴＴ检测细胞的增殖活性　　取对数生长期 ＨｅｐＧ２／
ＣＤＤＰ１．６细胞以每孔５×１０３个接种于９６孔板中，每组设４个复
孔，待贴壁生长２４ｈ后，按前面所述分别用１０μｍｏｌ／Ｌ５Ａｚａ
ＣｄＲ处理或ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染细胞。分别孵育２４、４８、７２ｈ后，
每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ溶液２０μｌ，３７℃培养４ｈ后弃去培养
液。每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，酶标仪上于４９０ｎｍ波长处读取光
密度值［Ｄ（４９０）值］。以Ｄ（４９０）值为纵坐标，时间为横坐标，绘
制生长曲线，并计算细胞生长抑制率。细胞生长抑制率＝［对照
组Ｄ（４９０）值－处理组Ｄ（４９０）值］／对照组Ｄ（４９０）值×１００％。
１．２．６　流式细胞仪检测细胞周期　　０．２５％胰酶消化处理及
转染前后各时间点的细胞，冷 ＰＢＳ漂洗２次，每个样本收集至
少１０５细胞，加入７５％冷乙醇，４℃固定２４ｈ，送第三军医大学
中心实验室流式细胞仪室行细胞周期检测。采用 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ

ｓｏｆｅｗａｒｅ（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ）分析数据。
１．２．７　细胞凋亡荧光 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测细胞的凋亡状态　
　加入５ＡｚａＣｄＲ的ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞培养７２ｈ后，按说
明书操作，用冷ＢｕｆｆｅｒＡ洗涤细胞２次，加入１ｍｌ的４％甲醛溶
液，４℃固定１０ｍｉｎ。弃去固定液，加入１００μｌＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８
工作液，室温染色１０ｍｉｎ，水冲洗晾干。以紫外光３４０ｎｍ波长
激发，荧光显微镜下观察。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒｕｎｘ３蛋白和 Ｐｇｐ的表达　　提取
细胞中总蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后电转至
ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，加入兔抗人Ｒｕｎｘ３抗体
（１∶１００稀释）、兔抗人Ｐｇｐ抗体（１∶１００稀释）和兔抗人βａｃｔｉｎ
抗体（１∶１０００稀释）４℃过夜，加入辣根过氧化物酶标记羊抗
兔ＩｇＧ（１∶５０００稀释）室温孵育２ｈ，ＥＣＬ显影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软
件半定量分析。以目的基因／βａｃｔｉｎ平均光密度值表示目的基
因蛋白的相对表达量。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件，多样本比较
采用单因素方差分析，两样本比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　５ＡｚａＣｄＲ对Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ结果显示：处理后各时间点 Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达
均高于处理前。在建立的 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药细胞的动态变化
模型ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０中，Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达随着 ＣＤＤＰ诱
导时间的增加而逐渐降低（Ｐ＜０．０５）；经１０μｍｏｌ／Ｌ的５Ａｚａ
ＣｄＲ处理后，Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达逐渐增强（Ｐ＜０．０５，图１）。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测　Ｍ：标准；１～３：处理前２４、４８、７２ｈ；４～６：处理后
２４、４８、７２ｈ；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与处理前同时相点比较

图１　５ＡｚａＣｄＲ处理前后Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ的表达

２．２　５ＡｚａＣｄＲ抑制ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０的生长
　　５ＡｚａＣｄＲ处理 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞后，０、２４、４８、７２ｈ
的细胞生长逐渐被抑制，抑制率分别为（０±１．５１）％、（２３．２６±
１．８３）％、（２９．８２±２．２６）％、（３７．６０±１．６５）％（Ｐ＜０．０５）。
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２．３　细胞凋亡荧光Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８检测
　　ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞培养７２ｈ经染色后，荧光显微镜观
察可见：未处理细胞呈微弱蓝色荧光，其间有少量强蓝色荧光，

而处理后细胞呈大片强蓝色荧光，提示５ＡｚａＣｄＲ处理后细胞
凋亡增加（图２）。

! "

Ａ：处理前；Ｂ：处理后
图２　５ＡｚａＣｄＲ处理前、后７２ｈ细胞凋亡荧光Ｈｏｅｃｈｓｔ

３３２５８染色　（×４００）

２．４　流式细胞仪检测各组细胞的细胞周期
　　５ＡｚａＣｄＲ处理 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞，２４、４８、７２ｈ时 Ｓ
期细胞比例分别为２９．０％、３４．１％、４５．７％，提示随处理时间延
长，Ｓ期细胞逐渐增加（Ｐ＜０．０５）。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测５ＡｚａＣｄＲ对Ｐｇｐ表达的影响
　　５ＡｚａＣｄＲ处理前，在ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞中Ｐｇｐ的表
达随ＣＤＤＰ诱导时间的增加而逐渐增加（Ｐ＜０．０５）；经５Ａｚａ
ＣｄＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理后，Ｐｇｐ的表达呈明显下降趋势（Ｐ＜
００５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　１～３：处理前２４、４８、７２ｈ；４～６：处理后２４、
４８、７２ｈ；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０５，与处理前同时间点比较
图３　５ＡｚａＣｄＲ处理前后ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／２．０细胞中Ｐｇｐ的表达

２．６　ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染对Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ和Ｒｕｎｘ３蛋
白表达的影响

　　ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞 ４８ｈ后，ＲＴ
ＰＣＲ检测（图４）显示：转染 ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ组中 Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ
的表达（０．３９±０．０５）明显低于未转染组（０．７８±０．０２）和转染
ｐＨＫｓｈＲＮＡ组（０．７９±０．０６，Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染后（０．１３±０．０８）抑制 Ｒｕｎｘ３蛋白的表达
（未转染组及转染 ｐＨＫｓｈＲＮＡ组分别为０．３５±０．０６、０３７±
００５，Ｐ＜０．０５）。
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Ｍ：标准；１：未转染组；２：转染ｐＨＫｓｈＲＮＡ组；３：转染ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ组
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

图４　ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ对ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ和
Ｒｕｎｘ３蛋白表达的影响

２．７　转染 ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ后对 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细
胞生长的影响

　　转染ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ组 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞的生长速度
显著快于转染ｐＨＫｓｈＲＮＡ组和未转染组（Ｐ＜００５，图５）。
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ａ：Ｐ＜００５，与未转染和转染ｐＨＫｓｈＲＮＡ相应时间点比较
图５　转染后细胞的生长曲线分析

２．８　转染 ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ后对 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细
胞周期的影响

　　未转染细胞、转染 ｐＨＫｓｈＲＮＡ细胞和转染 ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ
细胞４８ｈ时Ｓ期细胞比例分别为３２．５％、３１．５％、１９．７％，Ｇ１
期细胞比例分别为４６．３％、４９．０％、５７．２％。提示转染ｐＲｕｎｘ３
ｓｈＲＮＡ后使Ｓ期细胞减少，Ｇ１期细胞增加（Ｐ＜０．０５）。
２．９　ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞４８ｈ

后对Ｐｇｐ表达的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，转染ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ４８ｈ后Ｐｇｐ的
表达水平（０．６３±０．０２）高于未转染（０．３５±０．０４）组和转染
ｐＨＫｓｈＲＮＡ组（０．３３±０．０６，Ｐ＜０．０５，图６）。
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１：未转染组；２：转染ｐＨＫｓｈＲＮＡ组；３：转染ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ｐＲｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ４８ｈ后Ｐｇｐ的表达变化

３　讨论

　　肿瘤细胞耐药性的产生是影响化疗效果的一个关
键因素，这是困扰临床的重要难题。关于耐药性产生

５１８
第３４卷第９期
２０１２年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１２



机制的研究非常广泛，既往研究表明，肿瘤细胞发生耐

药时，常伴随有细胞周期阻滞、耐药相关蛋白 Ｐｇｐ表
达升高等。Ｐｇｐ是一种ＡＴＰ依赖的跨膜转运蛋白，它
可将化疗药物从细胞内排到细胞外，从而降低对肿瘤

细胞的杀伤作用，使之逃避凋亡［８］。能耐受抗癌药物

诱导凋亡的肿瘤细胞最终形成耐药。但是，哪些基因

参与、调控该过程的报道甚少。

　　Ｒｕｎｘ３是一个新发现的抑癌基因，其 ５′ＣｐＧ岛甲
基化是Ｒｕｎｘ３失活的主要机制。将野生型 Ｒｕｎｘ３基
因转染ＭＫＮ７４细胞，可明显抑制细胞克隆的形成，而
转染突变型 Ｒｕｎｘ３和空载体则不能抑制胃癌细胞的
生长［９］。Ｙａｍａｍｕｒａ等［１０］发现Ｒｕｎｘ３基因敲除小鼠的
胃黏膜上皮细胞在裸鼠体内可以形成肿瘤，提示

Ｒｕｎｘ３可能与肿瘤的发生、发展密切相关。Ｒｕｎｘ３是
否还参与肿瘤耐药等过程，目前尚不十分清楚。

　　本实验首先构建了 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药细胞的动
态变化模型，发现随着 ＣＤＤＰ诱导时间的延长，Ｒｕｎｘ３
ｍＲＮＡ的表达逐渐减低，提示 Ｒｕｎｘ３参与了 ＨｅｐＧ２细
胞耐药过程。采用甲基转移酶抑制剂５ＡｚａＣｄＲ处理
后，细胞的 Ｒｕｎｘ３ｍＲＮＡ表达逐渐增强，表明 ５Ａｚａ
ＣｄＲ可能通过逆转 Ｒｕｎｘ３启动子区域高甲基化而使
其表达增加。这在肺癌 ＮＣＩＨ１４３７细胞、结肠直肠癌
Ｌｏｖｏ细胞和肝癌ＳＮＵ３６８等细胞中也得到证实［２，１１］。

本实验结果表明５ＡｚａＣｄＲ还能抑制 ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ／
２．０细胞的生长，诱导凋亡。而流式细胞仪检测发现
处理后Ｇ１期细胞减少，Ｓ期细胞增多。本实验还发现
５ＡｚａＣｄＲ可使ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ耐药细胞的 Ｐｇｐ表达
逐渐减少。

　　近年来肿瘤干细胞（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＣＳＣｓ）的研
究日益引起人们的关注，并提出肿瘤干细胞假说。

ＣＳＣｓ学说认为：ＣＳＣｓ多在静止期，大多数化疗药物主
要作用于处在细胞周期中的肿瘤细胞，ＣＳＣｓ具有耐药
特性，导致耐药［１２］。由此推测，Ｒｕｎｘ３的表达可能通
过调控细胞周期，促进细胞进入对顺铂敏感的Ｓ期，并
降低Ｐｇｐ的表达，增加化疗药物对肿瘤细胞的毒性作
用，介导其发生凋亡，从而逆转肿瘤耐药。为了进一步

证明Ｒｕｎｘ３在肿瘤耐药过程中的作用，我们采用 ＲＮＡ
干扰技术使 Ｒｕｎｘ３基因沉默。Ｒｕｎｘ３ｓｈＲＮＡ转染
ＨｅｐＧ２／ＣＤＤＰ１．６细胞后，发现细胞的生长速度明显增
快，处于Ｇ１期细胞增多，Ｓ期细胞减少，并且高表达Ｐｇｐ，
与诱导 Ｒｕｎｘ３表达后得到的结果相反［１３－１４］。由此可

见，Ｒｕｎｘ３与肿瘤的发生、发展、耐药等过程密切相关。
　　既往研究表明，Ｒｕｎｘ３蛋白是 ＴＧＦβ信号通路下
游的一个转录因子，在 ＴＧＦβ信号转导过程中，被激
活的Ｓｍａｄ复合物须与 Ｒｕｎｘ３、Ｐ３００、ＣＢＰ等转录辅助
因子一起，才能将信号从细胞质转入核内特异性靶位

点，共同调节相关下游基因的转录表达［１５］。Ｒｕｎｘ３表

达失活可以导致ＴＧＦβ信号通路紊乱，引发细胞的凋
亡障碍，从而导致肿瘤产生以及耐药性的形成［１６］。

　　综上所述，本实验通过调节 Ｒｕｎｘ３的表达来探讨
其与肿瘤耐药的关系，结果证实 Ｒｕｎｘ３可抑制细胞生
长，参与细胞周期的调控，降低Ｐｇｐ的表达，诱导凋亡
等方式来增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。Ｒｕｎｘ３
与肿瘤耐药密切相关，并对耐药形成具有抑制作用。本

实验为以后肿瘤耐药的基因治疗提供了一个新思路。
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