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（ＣｅｌｌＲｅｓｏｕｒｃｅＣｅｎｔｅｒｏｆＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉ
ｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉ
ｅｎｃｅｓ，Ｂｅｉｊｉｎｇ）ｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄｉｎＲＰＭＩ１６４０
ｍｅｄｉｕｍ （Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）ｗｉｔｈ１０％ ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ１００ｋＵ·Ｌ－１，ａｎｄｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ
１００ｇ·Ｌ－１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ），ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ
３７℃ ｉｎ５％ ＣＯ２．Ｔｈｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓｔｏ
ＮＣＴＤｗａｓｓｔｕｄｉｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈ
ｐｈａｓｅ．ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｒｕｍ ｓｔａｒｖｅｄｉｎ
ＲＰＭＩ１６４０ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈｉｎＮＣＴＤ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒ
２４ｈｐｒｉｏｒｔｏｎｅｘｔｓｔｅｐｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．
１．２　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｒｅａｇｅｎｔｓａｎｄｅｑｕｉｐｍｅｎｔｓ

ＴｈｅｒａｂｂｉｔａｎｔｉＰＤＣＤ４ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶２０００ｄｉ
ｌｕｔｉｏｎ）ｗａｓｋｉｎｄｌｙｐｒｏｖｉｄｅｄｂｙＤｒ．Ｈｓｉｎｓｈｅｎｇ
ＹＡＮＧ（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＫｅｎｔｕｃｋｙ，ＵＳＡ）．Ｔｈｅｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉβａｃｔｉｎａｎｄｇｏａｔａｎｔｉｒａｂｂｉｔＩｇＧ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｃ（ＵＳＡ）．Ｔｈｅｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
（ＥＣＬ）ｒｅａｇｅｎｔａｎｄｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ（ＢＣＡ）
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ（ＵＳＡ）．ＮＣＴＤａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＭＧ１３２（ｏｒＺＬｅｕＬｅｕＬｅｕａｌ）ｗｅｒｅｐｕｒ
ｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ Ｓｉｇｍａ（ＵＳＡ）．ＰｒｏｔｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＣｏｃｋｔａｉｌＳｅｔⅢ ｗａｓｆｒｏｍＣａｌｂｉｏｃｈｅｍＩｎｃ（ＵＳＡ）．
ＴＲＩｚｏｌ，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ａｎｄＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ
ｏｎｅｓｔｅｐＲＴＰＣＲｓｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈＰｌａｔｉｎｕｍ  Ｔａｑ
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｗｅｒｅｆｒｏｍ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（ＵＳＡ）．
ＭＭＬＶｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ
ＰｒｏｍｅｇａＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（ＵＳＡ）．ＭｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ＧｅｎｅＰｈａｒｍａＩｎｃ（Ｓｈａｎｇ
ｈａｉ，Ｃｈｉｎａ）．ＭｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒＳｐｅｃｔｒａＭａｘ１９０
ｗａｓｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓＣｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ（ＵＳＡ）．ＴｈｅｓｏｆｔｗａｒｅＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｗａｓｐｕｒ
ｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＩｎｃ（ＵＳＡ）．
ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
ｗａｓ ｆｒｏｍ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ
（ＵＳＡ）．
１．３　ＭＴＴａｓｓａｙｆｏｒｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ＨｕｍａｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＢＧＣ８２３ｗａｓ
ｓｅｅｄｅｄｏｎｔｏｔｈｅ９６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓｗｉｔｈ１×１０３ｃｅｌｌｓ
ｐｅｒｗｅｌｌ．Ａｆｔｅｒ２４ｈ，ｔｈｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｒｅｐｌａｃｅｄｂｙ

ｆｒｅｓｈｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＮＣＴＤ５，１０，２０，４０，
８０，１６０，３２０ｏｒ６４０μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ．ＴｈｅｎＭＴＴｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｗａｓａｄｄｅｄｔｏｅａｃｈｗｅｌｌｕｎｄｅｒｓｔｅｒｉｌｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
（ｗｉｔｈａｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ５００ｇ·Ｌ－１），ａｎｄｔｈｅ
ｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ４ｈａｔ３７℃．Ｔｈｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗａｓｒｅｐｌａｃｅｄｂｙＤＭＳＯ（１５０μｌｐｅｒ
ｗｅｌｌ）．Ｔｈｅｃｅｌｌｐｌａｔｅｗａｓｖｉｂｒａｔｅｄｆｏｒ１０ｍｉｎａｎｄ
ｔｈｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｉｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｈｅｍｉｃｒｏ
ｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒａｔ５５０ｎｍ．Ｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒｉｐｌｉｃａｔｅｓ．
１．４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＰＤＣＤ４ｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ０，６，３０ｏｒ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄａｎｄａｎａ
ｌｙｚｅｄｆｏｒＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ［１９］．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｌｙｓｅｄｉｎｔｈｅｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ
〔ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．０）５０μｍｏｌ·Ｌ－１，ＮＰ４０１％，
ＮａＣｌ１５０μｍｏｌ·Ｌ－１，ＳＤＳ０．１％，ａｎｄｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌｓｅｔⅢ１％〕．Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＢＣＡｐｒｏｔｅｉｎａｓｓａｙｋｉｔ．Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎａ１０％ ＳＤＳＰＡＧＥａｎｄ
ｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｔｈｅｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｅｍｂｒａｎｅ，
ｗｈｉｃｈｗａｓｂｌｏｃｋｅｄｉｎ５％ ｎｏｎｆａｔｍｉｌｋｉｎＰＢＳ／
Ｔｗｅｅｎ２０ａｎｄｂｌｏｔｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒａｂｂｉｔａｎｔｉＰＤＣＤ４
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ
ｌｉｎｋｅｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙ．βＡｃｔｉｎｏｎｔｈｅｓａｍｅ
ｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｕｓｅｄａｓａｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌ．Ｔｈｅ
ＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙＥＣＬｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｒｅａｇｅｎｔｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｅｘｐｏｓｕｒｅｔｏｆｉｌｍ．Ｔｈｅｂａｎｄ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇ
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ．
１．５　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒＰＤＣＤ４ｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｐｒｏｔｅａ
ｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＭＧ１３２ｆｏｒｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｄｅｇｒａ
ｄａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ

ＴｗｏｓｅｔｓｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｉｔｈｅｒｕｎ
ｔｒｅａｔｅｄｏｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ ｆｏｒ
２０ｈ．Ａｆｔｅｒｔｈａｔ，ｏｎｅｓｅｔｏｆｕｎｔｒｅａｔｅｄａｎｄｔｒｅａｔｅｄ
ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ
（ＤＭＳＯ）ｆｏｒ４ｈａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｓｅｔｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｗｉｔｈｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＭＧ１３２１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ
４ｈｂｅｆｏｒｅｈａｒｖｅｓｔ［２２］．ＴｈｅＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．
１．６　ＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅ
ｏｆｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ｗｉｔｈｏｕｔｏｒｗｉｔｈ ＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．ＴｈｅｎｔｏｔａｌＲＮＡｓｗｅｒｅｅｘ
ｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ．
ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｂｙＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ
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ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ ｗｉｔｈＰｌａｔｉｎｕｍ Ｔａｑ
ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ａｇａｉｎｓｔｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ＧＡＰＤＨ．ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ＰＤＣＤ４，
５′ＧＣＣＡＡＧＧＣＡＡＡＡＡＧＧＣＧＡＣＴＡ３′（ｆｏｒｗａｒｄ）
ａｎｄ ５′ＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＡＴＧＣＴＡＡＧＧＡＴ３′（ｒｅ
ｖｅｒｓｅ），ａｎｄＧＡＰＤＨ，５′ＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧ
ＧＡＴＴＴＧ３′（ｆｏｒｗａｒｄ） ａｎｄ ５′ＡＴＧＡＧＣＣＣＣ
ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ）．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄ
ｕｃｔｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａ
ｎａｌｙｓｉｓｏｎａｇａｒｏｓｅｇｅｌｓａｎｄｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｂｙｅｔｈｉｄｉ
ｕｍｂｒｏｍｉｄｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｏａｖｏｉｄｔｈｅｐｌａｔｅａｕｐｈａｓｅ
ｏｆＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲｃｙｃｌｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｕｍｂｅｒｓ
ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｉｎｉｔｉａｌｌｙ．Ｔｈｅｎｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｒｅａｃｔｉｏｎｃｙｃｌｅｓｗａｓｃｈｏｓｅｎｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ
ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ．Ｔｈｅｂａｎｄｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔ
ｍＲＮＡｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ．
１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｍｉＲ２１
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＳＹＢＲｍｉＲＮＡａｓｓａｙｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍａｔｕｒｅｍｉＲ２１ ｒｅｌａｔｉｖｅｔｏ
Ｕ６ｓｍａｌｌｎｕｃｌｅａｒＲＮＡ．ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｉｔｈｅｒ
ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｆｏｒ２４ ｈ ｏｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ６，１２ａｎｄ２４ｈ．ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ ｃｅｌｌｓｕｓｉｎｇＴＲＩｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ．Ｔｈｅｎ
ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２１ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｌｔｉｍｅ
ＲＴＰＣＲｕｓｉｎｇｔｈｅＡＢＩＰＲＩＳＭ ７５００Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ′ｓ
ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ．ＦｏｒＲＴｒｅａｃｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡｏｆｍＲ２１ｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｕｓｉｎｇＭＭＬＶ
ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ．ＴｈｅＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｃｏｎ
ｄｕｃｔｅｄａｔ９４℃ ｆｏｒ１０ｍｉｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ３４ｃｙｃｌｅｓｏｆ
９４℃ ５ｓ，６０℃ ３４ｓ．Ｔｈｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ（Ｃｔ）
ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｈｅｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓｏｆｔｗａｒｅ（７５００
ＦａｓｔＳｙｓｔｅｍ）．Ｔｈｅ ｍｉＲ２１ ＲＴ ｐｒｉｍｅｒｓ：５′
ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧ
ＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＡＣＡ３′．ＴｈｅＰＣＲｐｒｉｍ
ｅｒｓｆｏｒＰＣＲｗｅｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：ｍｉＲ２１，５′ＣＣＧ
ＣＧＣＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣ３′（ｆｏｒｗａｒｄ） ａｎｄ ５′
ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′（ｒｅｖｅｒｓｅ），ａｎｄＵ６
ｓｎＲＮＡ，５′ＧＧＡＣＴＡＧＣＴＴＡＴＡＧＡＣＴＧ３′（ｆｏｒ
ｗａｒｄ）ａｎｄ５′ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ３′（ｒｅ
ｖｅｒｓｅ）．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍＲＮＡｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙ
２－△△Ｃｔｍｅｔｈｏｄ．
１．８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｆｏｒＰＤＣＤ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｉｎａ６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓ
ｗｉｔｈ２×１０５ｐｅｒｗｅｌｌａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｆｒｅｅ
ｍｅｄｉｕｍｆｏｒ２４ｈｔｏａｃｈｉｅｖｅ＞５０％ ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅｏｎ
ｔｈｅｄａｙｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄ
ｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ，ｖｅｃｔｏｒ＋ＮＣＴＤ

６０μｍｏｌ·Ｌ－１ ｆｏｒ２４ｈｇｒｏｕｐ，ｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡ
ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ４０ｎｍｏｌ·Ｌ－１＋ＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ，ｓｃｒａｍｂｌｅｄ
ｓｉＲＮＡｏｒｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｕｎｄｅｒｓｅｒｕｍｆｒｅｅｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｓｆｏｒ６ｈ，ｔｈｅｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｕｔ
ｏｒｗｉｔｈＮＣＴＤ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｏｃｅｓｓｅｄａｎｄａｎ
ａｌｙｚｅｄｆｏｒＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．
１．９　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｘ±ｓ．Ｔｈｅｄａｔａｗｅｒｅ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙａｎａｌｙｚｅｄｂｙｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ
（ＡＮＯＶＡ）ａｎｄｔｔｅｓｔｕｓｉｎｇＳＰＳＳ１７．０ｓｏｆｔｗａｒｅ．

２　ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤｏｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．１，ＩＣ５０ｏｆＮＣＴＤｆｏｒＢＧＣ

８２３ｃｅｌｌｓａｔ２４，４８ａｎｄ７２ｈｗａｓ７４．５，３５．０ａｎｄ
１０．３μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｉｓｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔＮＣＴＤｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ
ｉｎａｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｏｒｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ（ＮＣＴＤ）ｏｎＢＧＣ８２３
ｃｅｌｌｓｓｕｒｖｉｖａｌ．ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ５，１０，
２０，４０，８０，１６０，３２０ａｎｄ６４０μｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．

２．２　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤ ｏｎ ＰＤＣＤ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．２，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ
ＰＤＣＤ４ｉｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙ
ＮＣＴＤｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒｃｏｍ
ｐａｒｅｄｔｏｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ（ｒ＝－０．４５９，Ｐ＜０．０１）．
ＴｈｅＰＤＣＤ４ｌｅｖｅｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙｍｏｒｅｔｈａｎ５０％ ｉｎ
ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１．
２．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＧ１３２ｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＰＤＣＤ４ｉｎＮＣＴＤｔｒｅａｔｅｄＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ａｍｏｕｎｔｏｆＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｄｎｏｔｃｈａｎｇｅｏｂｖｉｏｕｓ
ｌｙｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＮＣＴＤａｎｄＭＧ１３２ｇｒｏｕｐ
ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｒｏｕｐｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤａｌｏｎｅ
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（Ｆｉｇ．３），ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｎｏｔ
ｒｅｓｔｏｒｅｄａｆｔｅｒＭＧ１３２ｗａｓａｄｄｅｄｔｏＢＧＣ８２３
ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｉｓｒｅｓｕｌｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈｅｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙｔｈａｔ
ＮＣＴＤｒｅｄｕｃｅｄＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｎｏｔｂｙｐｒｏ
ｍｏｔｉｎｇｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙ．

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤｏｎｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ４
（ＰＤＣＤ４）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｂ
ｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅｓ２，３ａｎｄ４：ＮＣＴＤ６，３０ａｎｄ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ
０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＧ１３２ｏｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＤＣＤ４
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＮＣＴＤ．ＢｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．
Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅ２：ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ
２０ｈ；ｌａｎｅ３：ＭＧ１３２１０μｍｏｌ·Ｌ－１ ｆｏｒ４ｈ；ｌａｎｅ４：ＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２０ｈ，ｔｈｅｎＭＧ１３２１０μｍｏｌ·Ｌ－１ａｄｄｅｄｆｏｒ４ｈ．
ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

２．４　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤ ｏｎ ＰＤＣＤ４ ｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．４，ｔｈｅｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｏｆ
ＰＤＣＤ４ｉｎＮＣＴＤｔｒｅａｔｅｄＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｍｉ
ｌａｒｔｏｔｈａｔｏｆｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ（０．６９±０．０８ｖｓ
０．６４±０．０７），ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ
ＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＣＴＤｔｒｅａｔｅｄＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ
ｗａｓｎｏｔｄｕｅｔｏｌｏｗｅｒｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤｏｎＰＤＣＤ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙ
ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＰＣＲ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
ｌａｎｅ２：ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．

２．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤｏｎｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ．５，ｔｈｅｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ
ｆｏｒ１２ａｎｄ２４ｈｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ（Ｐ＜
０．０１）．ＴｈｉｓｒｅｓｕｌｔｉｍｐｌｉｅｄｔｈａｔＮＣＴＤｍｉｇｈｔｈａｖｅ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＰＤＣＤ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２１．

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｏｎｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（０ｈ）ｇｒｏｕｐ．

２．６　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤ ｏｎ ＰＤＣＤ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙ
ｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

Ａｓｓｈｏｗｎ ｉｎ Ｆｉｇ．６，ｔｈｅ ＰＤＣＤ４ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈＮＣＴＤ（Ｐ＜０．０１），ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ＮＣＴＤ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ａｇａｉｎ ｔｈａｔＮＣＴＤ ｒｅｄｕｃｅｄ
ＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ２１．
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Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＮＣＴＤ ｏｎＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎ
ＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＢｗａｓｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ．１：
ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ｖｅｃｔｏｒ＋ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ；３：
ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｃｒａｍｂｌｅｄｓｉＲＮＡｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ；４：ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｔｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｇｒｏｕｐ３．

３　ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

ＮＣＴＤｈａｓｂｅｅｎｕｓｅｄａｓａｎａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇ
ａｇａｉｎｓｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｃａｒｃｉｎｏｍａｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｉｎＣｈｉｎａ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ＮＣＴＤｗａｓ
ｓｈｏｗｎｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｗｈｉｌｅ
ｉｎｄｕｃｉｎｇｔｈｅｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ
ｔｉｎｇｔｈｅＰＤＣＤ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ．Ｍｏ
ｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａ
ｔｅｄｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙｂｙｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎＮＣＴＤｔｒｅａ
ｔｅｄｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔＮＣＴＤｄｅｃｒｅａｓｅｄ
ＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｂｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ２１．

ＰＤＣＤ４ｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｍｏｓｔｉｎｔｅｎｓｉｖｅｌｙｓｔｕｄｉｅｄ
ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｍｉＲ２１．Ｉｔｗａｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔ
ＰＤＣＤ４ｉｓｄｉｒｅｃｔｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉＲ２１ｉｎｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．ＴｈｅＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｓ３．５ｆｏｌｄ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［９］．Ａｓｉｍｉｌａｒｒｅ
ｓｕｌｔｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎＨｅＬａｃｅｒｖｉｃａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓ．ＰＤＣＤ４ｌｅｖｅｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｈｅｎｍｉＲ２１ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅＬａｃｅｌｌｓ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
Ｙａｏｅｔａｌ［２３］ ｐｒｏｖｉｄｅｄｄｉｒｅｃｔｅｖｉｄｅｎｃｅｔｈａｔｔｈｅ
３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ（３′ＵＴＲ）ｏｆＰＤＣＤ４ｉｓｔｈｅ
ｔａｒｇｅｔｒｅｇｉｏｎｆｏｒｍｉＲ２１ｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎ．Ｉｔｈａｓｂｅｅｎ
ｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔｍｉＲ２１／ＰＤＣＤ４ｐａｔｈｗａｙｐｌａｙｓａｎ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａ
ｔｉｏｎ［２４］，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｕｓｅｏｆｓｕｃｈａｇｅｎｔｓａｓ
ａｎｔｉｍｉＲ２１ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｌｏｎｇｗｉｔｈＮＣＴＤｉｍｐｒｏｖｅ

ｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓｉｎｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ．
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＣＤ４ｃａｎｂｅｕｐｒｅｇｕｌａ

ｔｅｄｏｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓ．Ｉｔｗａｓ
ｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔＰＤＣＤ４ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｇｏｎｉｓｔｓ，ａｎｔｉｅｓ
ｔｒｏｇｅｎａｎｄＨＥＲ２／ｎｅｕａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃ
ｅｒＴ４７Ｄｃｅｌｌｓ［２５］．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＣＤ４ｐｒｏ
ｔｅｉｎｗａｓａｌｓｏｆｏｕｎｄｔｏｂｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｕｍａｎ
ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓｕｐｏｎｈｙｄｒｏｘｙｃａｍｐ
ｔｏｔｈｅｃｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［２６］． Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ， ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ
ａｎｄｏｔｈｅｒＤＮＡｄａｍａｇｅａｇｅｎｔｓｗｅｒｅｒｅｐｏｒｔｅｄｔｏ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＰＤＣＤ４ｉｎＨｅｐＧ２ａｎｄｏｔｈｅｒｔｕｍｏｒ
ｃｅｌｌｓ［２７］．Ｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｉｓｎｅｅｄｅｄｔｏｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＤＣＤ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａｎｄｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＮＣＴＤｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．

ＭｉＲ２１／ＰＤＣＤ４ ｐａｔｈｗａｙ ｗａｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｏ
ｐｌａｙａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅ ｉｎ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［２４］，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｕｓｅｏｆｓｕｃｈ
ａｇｅｎｔｓａｓ ａｎｔｉｍｉＲ２１ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｌｏｎｇ ｗｉｔｈ
ＮＣＴＤｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｅｆｆｉｃａｃｙｏｆａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｓ，
ｂｕｔｍｏｒｅａｔｔｅｎｔｉｏｎｓｈｏｕｌｄｂｅｐａｉｄｔｏｐｏｓｓｉｂｌｅｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｓｅｃｏｎｄｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｗｈｅｎａｂｉｇ
ｄｏｓｅｏｆＮＣＴＤｉｓａｐｐｌｉｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｌｙ．

Ｉｔｉｓｋｎｏｗｎｔｈａｔｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｍｉｔｏｇｅｎｓ，
ＰＤＣＤ４ｗａｓｒａｐｉｄｌｙｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｏｎＳｅｒ６７ｂｙ
ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳ６Ｋ１ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｄｅ
ｇｒａｄｅｄｖｉａｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅＳＣＦＴＲＣＰ．Ｕｂｉｑ
ｕｉｔｉｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｗａｓａｌｓｏａｎａｌｙｚｅｄｉｎ
ＮＣＴＤｔｒｅａｔｅｄＢＧＣ８２３ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆ
ＰＤＣＤ４ｄｉｄｎｏｔｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｈｅｎｐｒｏｔｅａ
ｓｏｍｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒＭＧ１３２ｗａｓａｄｄｅｄｔｏｃｅｌｌｓ．Ｉｎａｄ
ｄｉｔｉｏｎ，ｂｏｔｈＰＩ３ＫａｎｄｍＴＯＲｐｌａｙｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｓ
ｉｎｍｉｔｏｇｅｎｓｉｎｄｕｃｅｄＰＤＣＤ４ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ［２２］．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ＰＩ３Ｋｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＬＹ２９４００２ａｎｄｍＴＯＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｒｏｌｉｍｕｓ（Ｒａｐａｍｙ
ｃｉｎ）ｈａｄｎｏｅｆｆｅｃｔｏｎＰＤＣＤ４ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｉｎ
ＮＣＴＤｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ（ｄａｔａｎｏｔｓｈｏｗｎ）．Ｔｈｅｓｅｒｅ
ｓｕｌｔｓｃｏｌｌｅｃｔｉｖｅｌｙｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔＮＣＴＤ ｄｏｅｓｎｏｔ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＰＤＣＤ４ ｌｅｖｅｌｉｎ ＢＧＣ８２３ ｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｕｂｉｑｕｉｔｉｎ／ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｐａｔｈｗａｙ．

Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆｈｏｗ ＮＣＴＤ ａｃｔｉｖａｔｅｓ
ｍｉＲ２１ａｎｄｔｈｅｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰＤＣＤ４ｒｅｍａｉｎｓｕｎｃｌｅａｒ．Ｉｔｗａｓｒｅｐｏｒｔｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｉＲ２１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｎｕｍｅｒ
ｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ［２８］．
ＮＣＴＤ ｉｎｄｕｃｅｓ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｃｅｌｌｓ［２９］，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｎｓｕｐｐｒｅｓｓＰＤＣＤ４ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ．
　　ＲｅｃｅｎｔｄａｔａｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＤＣＤ４
ｌｅｖｅｌａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｓｏｎｎｕｍｅｒｏｕｓｆａｃｔｏｒｓ
ａｎｄｉｓｃｅｌｌｔｙｐｅｓｐｅｃｉｆｉｃ［２］．ＡｌｔｈｏｕｇｈＰＤＣＤ４ｐｒｏ
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去甲斑蝥素降低人胃癌细胞程序性细胞死亡因子４的表达

武　扬，曹春明，王汉卿，李子木，孙震晓
（北京中医药大学中药学院生物制药系，北京 １００１０２）

　　摘要：目的　研究去甲斑蝥素（ＮＣＴＤ）降低程序性细胞死亡因子 ４（ＰＤＣＤ４）表达的机制。方法
ＭＴＴ法测定ＮＣＴＤ５～６４０μｍｏｌ·Ｌ－１与人胃癌ＢＧＣ８２３细胞作用２４，４８和７２ｈ细胞存活率；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋
白质印迹法测定 ＮＣＴＤ０，６，３０和６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用 ＢＧＣ８２３细胞２４ｈＰＤＣＤ４蛋白表达水平；ＮＣＴＤ
６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用２０ｈ后加入ＭＧ１３２１０μｍｏｌ·Ｌ－１作用４ｈ对ＰＤＣＤ４蛋白表达的影响；逆转录ＰＣＲ法测
定ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用ＢＧＣ８２３细胞２４ｈ后ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ表达的变化；实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ
ＰＣＲ）测定 ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用 ＢＧＣ８２３细胞 ６，１２和 ２４ｈ后 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１（ｍｉＲ２１）的表达。
Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白质印迹法测定细胞转染 ｍｉＲ２１抑制剂对 ＰＤＣＤ４蛋白表达的影响。结果　ＮＣＴＤ作用后
ＢＧＣ８２３细胞存活率明显下降，ＮＣＴＤ作用 ＢＧＣ８２３细胞 ２４，４８和 ７２ｈＩＣ５０分别为 ７４．５，３５．０和
１０．３μｍｏｌ·Ｌ－１。ＮＣＴＤ６，３０和６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用于 ＢＧＣ８２３细胞 ２４ｈ，ＰＤＣＤ４蛋白分别降低 ９％，
４７％和６２％。ＮＣＴＤ对ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ表达无影响。与 ＮＣＴＤ处理组相比，ＭＧ１３２和 ＮＣＴＤ共处理对
ＰＤＣＤ４蛋白表达无明显影响。ＮＣＴＤ６０μｍｏｌ·Ｌ－１作用ＢＧＣ８２３细胞１２和２４ｈ后，细胞中ｍｉＲ２１的表
达显著升高（Ｐ＜０．０１）。细胞转染ｍｉＲ２１抑制剂后，可抑制 ＮＣＴＤ降低 ＰＤＣＤ４蛋白表达的作用。结论
ＮＣＴＤ通过调控ｍｉＲ２１降低ＰＤＣＤ４蛋白的表达。

关键词：去甲斑蝥素；程序性细胞死亡因子４；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１；人胃癌细胞，ＢＧＣ８２３
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医药大学基金项目（２０１１ＪＹＢＺＺＸＳ０４５）
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