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　　【摘要】　目的　研究肝再生磷酸酶 ３（ＰＲＬ唱３）在胶质瘤细胞 ＳＨＧ唱４４ 中作用。 方法　采用 ｓｉＲＮＡ干涉
的方法下调 ＳＨＧ唱４４中 ＰＲＬ唱３表达水平，通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测干涉效果，绘制细胞生长曲线、流式细胞
仪检测细胞周期及凋亡以观察下调 ＰＲＬ唱３对 ＳＨＧ唱４４细胞的影响。 结果　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 提示 ｓｉＲＮＡ能够下调
ＰＲＬ唱３在 ＳＨＧ唱４４ 细胞中的表达，细胞生长曲线显示下调 ＰＲＬ唱３ 能够抑制细胞的增殖，流式细胞仪检测发现
下调 ＰＲＬ唱３的表达可以促进 ＳＨＧ唱４４细胞 Ｇ１期阻滞，Ｓ期减少，凋亡增加。 结论　下调 ＰＲＬ唱３能够明显抑制
ＳＨＧ唱４４ 细胞的增殖，ＰＲＬ唱３很可能成为脑胶质瘤基因治疗的新靶点。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｌｉｖｅｒ 唱３（ＰＲＬ唱３） ｉｎ ｂｒａｉｎ
ｇｌｉｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ唱ＳＨＧ唱４４．Methods　ＰＲＬ唱３ ｓｉＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＳＨＧ唱４４ ｃｅｌｌ（ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＴＭ ２０００）．Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．Ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｉＲＮＡ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ．Ｔｈｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Results　Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｉＲＮＡ ｃｏｕｌｄ ｄｏｗｎ唱
ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＲＬ唱３ ｉｎ ＳＨＧ唱４４ ｃｅｌｌ ｐｒｏｐｅｒｌｙ．Ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｄｏｗｎ唱ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＬ唱
３ ｃｏｕｌｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＨＧ唱４４ ｃｅｌｌｓ．ｓｉＲＮＡ唱ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ａｎｄ ａ
ｄｅｃｒｅａｓｅ ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ．ＰＲＬ唱３ ｓｉＲＮＡ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．Conclusion　Ｄｏｗｎ唱
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＬ唱３ ｃｏｕｌｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＨＧ唱４４ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ＰＲＬ唱３ ｍｉｇｈｔ ｂｅｃｏｍｅ ａ ｎｅｗ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｇｌｉｏｍａ ｔｈｅｒａｐｙ．

【Key words】　Ｇｌｉｏｍａ；　ＲＮＡ，ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ；　Ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ；　Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ ｌｉｖｅｒ唱３

　　脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤，约占全部颅
内肿瘤的 ４０％～５０％，其中中低度分化星形细胞瘤和
胶质母细胞瘤患者的 １ 年存活率较低，由于肿瘤细胞
的耐受及血脑屏障的原因，其对放化疗均不敏感，所以
基因治疗能否成为治疗脑胶质瘤的有效新方法亟待考

证
［１］ 。 有关研究显示肝再生磷酸酶 ３（ＰＲＬ唱３）与多种

肿瘤的关系非常密切，特别是已经出现转移的恶性肿
瘤。 本文主要关注其在脑胶质瘤中的作用，考察其作
为脑胶质瘤治疗靶点的可能性。

材料与方法

１．细胞培养：人脑胶质瘤细胞系 ＳＨＧ唱４４ 提供单
位为中国医科大学生化实验室。 新生牛血清由灏洋生
物技术公司（天津）生产，ＲＰＭＩ唱１６４０ 生产自 Ｇｉｂｃｏ 公
司。 ＳＨＧ唱４４ 接种在塑料培养瓶中，５％二氧化碳浓度
培养箱中进行培养，温度设定在 ３７ ℃，培养液为含有
胎牛血清（１０％）ＲＰＭＩ唱１６４０。

２．ＰＲＬ唱３ ｓｉＲＮＡ 干涉：按照 ＰＲＬ唱３ ｍＲＮＡ （ＮＭ ＿
００７０７９畅２，ＮＣＢＩ）序列设计 ｓｉＲＮＡ基因两对，正义链 ５′唱
ＡＣＡＧＡＧＧＣＵＧＣＧＧＵＵＣＡＡＡＴＴ唱３′， 反 义 链 ５′唱ＵＵＵ唱
ＧＡＡＣＣＧＣＡＧＣＣＵＣＵＧＵＴＴ唱３′（ 目 标 序 列 ７２２ ～
７４３ ｂｐ）。 验证特异性的软件为 ＢＬＡＳＴ 软件。 由奥科
生物工程技术（北京）服务公司合成上述序列。 将人脑
胶质瘤细胞 ＳＨＧ唱４４在 ＲＰＭＩ唱１６４０ 培养液（含有浓度为
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１０％的热灭活胎牛血清）中进行常规培养，直至培养细
胞出现良好的生长状态。 细胞计数后将其培养于 ６ 孔
板中，每孔接种密度为 ５ ×１０５，继续进行培养 ２４ ｈ，在
光学显微镜下进行观察，当汇合率超过 ８０％同时细胞
贴壁良好时进行转染。 根据试剂说明书（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ唱
ｎｅＴＭ ２０００）进行转染操作。 ｓｉＲＮＡ 转染 ＳＨＧ唱４４。 将实
验分为阴性对照组、空白对照组及小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲ唱
ＮＡ）组三个组别，阴性对照组为脂质体，空白对照组经
ＰＢＳ处理。

３．蛋白印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）：ＳＨＧ唱４４ 细胞总
蛋白的提取应用 ＴＡＫＡＲＡ公司生产的蛋白裂解液，总
蛋白定量根据定量试剂盒说明书采用 ＢＣＡ法进行。 将
蛋白质总量样品（４０ μｇ）进行 ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 凝胶电泳
（１２０ ｇ／Ｌ），然后转移凝胶至硝酸纤维膜（ＮＣ）上，为观
察转移效果进行丽春红染色，对 Ｍａｒｋｅｒ位置进行标记。
将脱脂牛奶（５０ ｇ／Ｌ）在室温条件下封闭 １ ｈ，将武汉博
士德公司生产的鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 多克隆一抗、鼠抗人
ＰＲＬ唱３单克隆一抗孵育 １ ｈ，在４ ℃下过夜，将羊抗鼠辣
根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗在室温条件下孵育 １ ｈ，
增强化学发光（ＥＣＬ）试剂加入到暗室内，进行 Ｘ 光片
定影及显影。

４．绘制细胞生长曲线（采用噻唑蓝比色法）：选取
处于对数生长期 ＳＨＧ唱４４ 细胞，接种于 ９６ 孔板，接种密
度为每孔 ３０００ 细胞／２００ μｌ，培养过夜。 ｓｉＲＮＡ２ 感染
细胞根据脂质体说明书操作，每组设置复孔 ６ 个，空白
对照组为 ＰＢＳ处理后的 Ａ４８９细胞，阴性对照仅加入脂
质体。 在培养至１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、６０ ｈ、７２ ｈ时将新鲜配
制的噻唑蓝溶液（５ ｍｇ／ｍｌ）２０ μｌ 加入到培养孔中，继
续在３７ ℃的温度下培养 ４ ｈ，加入 Ｇｉｂｃｏ公司生产的二
甲基亚砜 １５０ μｌ，振荡 １０ ｍｉｎ，待结晶物溶解充分后在
酶标仪上对各孔光吸收值进行测定，波长选择 ４９０ ｎｍ，
计算 ６个复孔 ＯＤ平均值。 最后绘制细胞的生长曲线，
纵轴为感染时间，横轴为 ＯＤ值。

５．流式细胞仪检测：将 Ａ４８９ 细胞接种于 ６ 孔板
中，密度为 ５ ×１０５／孔，转染细胞方法同前，同时设置空
白对照组，转染 ７２ ｈ后将获得的细胞向离心管中转移，
ＰＢＳ溶液洗涤，７５％乙醇固定。 应用结合缓冲液 ５０ μｌ
重悬细胞，将 ＡｎｎｅｘｉｎＶ唱ＦＩＴＣ及碘化丙啶（ＰＩ）加入到处
理的每组细胞中，在室温下温育 １５ ｍｉｎ，注意避光，上
机检测。 采用 ＣｅｌｌＱｕｉｔ Ｐｌｏｔ 分析软件 （美国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｅｋｉｎｓｏｎ公司）对细胞凋亡及细胞周期变化进行分析。

６．统计学分析：应用 ＳＰＳＳ １５畅０ 版本统计学软件，
应用单因素方差分析，多样本组间比较应用 ＳＮＫ唱ｑ 检
验，检验水准α＝０畅０５。

结　　果

１．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的结果（图 １）：与阴性对照组及空
白对照组比较，ＰＲＬ唱３ 蛋白在 ｓｉＲＮＡ 干涉组的表达水
平降低明显，而各个组间内参照 ＧＡＰＤＨ 变化不明显。
因此，本实验中设计的 ＰＲＬ唱３ ｓｉＲＮＡ 干涉作用能够正
常发挥，下调 ＰＲＬ唱３表达。

２．细胞生长曲线（图 ２）：随着培养时间的推移，三
组细胞均呈现出了扩增趋势，但是与空白对照组及阴
性对照组比较，ｓｉＲＮＡ 转染组细胞生长自感染后 ４８ ｈ
开始受到抑制，随着时间的推移，这种抑制作用更加显
著（P ＜０畅０５），而阴性对照组与空白对照组相比，细胞
生长状况未见明显差异（P ＞０畅０５）。

３．细胞周期与凋亡（图 ３，４）：ｓｉＲＮＡ 转染组与对
照相比较，Ｇ１ 期细胞比例出现增加，Ｓ 期细胞比例下
降，凋亡检测结果显示细胞凋亡比例升高。 表明下调
ＰＲＬ唱３的表达可促使 ＳＧＨ唱４４ 细胞发生 Ｇ１ 期阻滞，并
促进其凋亡，从而达到抑制其生长的目的。

讨　　论

脑胶质瘤是颅内常见的恶性肿瘤，来源于星型细
胞或少突胶质细胞，是发生于神经外胚层的肿瘤。 无
论是低级别胶质瘤还是高级别胶质瘤，其生长方式均
为浸润性生长，手术无法彻底清除，需要结合放疗、化
疗、生物治疗等综合手段来延长患者生存期［２］ 。 基因
治疗是生物治疗的一种，其中小 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）是其
重要组成部分。 ＲＮＡｉ 是由双链 ＲＮＡ所引发的特异性
基因沉默，ｓｉＲＮＡ是双链小片段 ＲＮＡ（２１ ～２３ ｎｔ），能够
特异性结合互补靶基因 ｍＲＮＡ 序列，对其讲解产生诱
导作用，ＲＮＡ干扰效应十分强大。 ｓｉＲＮＡ 和靶序列间
碱基配对十分严格，特异性很强，能够在翻译水平、转
录后水平、转录水平、染色质水平参与调节基因
表达［３］ 。

ＰＲＬ唱３蛋白酪氨酸磷酸酶家族成员。 同一家族的
３ 名成员 ＰＲＬ唱１，ＰＲＬ唱２，ＰＲＬ唱３ 在基因序列和氨基酸序
列上具有高度的同源性，提示它们在功能上具有类型
和功能的互补性。 ＰＲＬ唱３ 在肿瘤中的作用最先从消化
道肿瘤开始，研究发现结肠癌的肝转移灶中 ＰＲＬ唱３ 出
现高表达，还有在胃癌中也出现了 ＰＲＬ唱３ 的高表
达

［４唱５］ 。 有文献报道，其 ＰＲＬ唱３ 通过脱磷酸及其 ＣＯＯＨ
末端定位于细胞质膜等一系列的作用，发挥促进肿瘤
细胞增殖、侵袭及肿瘤血管生成的作用［６］ 。 已有研究
证实证明脑胶质瘤中 ＰＲＬ唱３ 高表达，它能促进胶质瘤
的增值和侵袭，我们通过 ｓｉＲＮＡ 干涉的方式下调脑胶
质瘤细胞 ＳＧＨ唱４４中 ＰＲＬ唱３表达［７］ ，同时我们的实验表

·８０９４· 中华临床医师杂志（电子版）２０１３ 年 ６月第 ７卷第 １１ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｊｕｎｅ １，２０１３，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１１



明 ＰＲＬ唱３表达的下调能够对 ＳＧＨ唱４４ 细胞增殖产生抑
制作用，对其凋亡产生促进作用。 ＰＲＬ唱３在脑胶质瘤中
发挥着重要的作用，目前 ＰＲＬ唱３ 已经成为肿瘤靶向治
疗的重要分子，随着研究的深入，其很可能成为脑胶质
瘤治疗的新的靶点，为脑胶质瘤的治疗提供新的选择。
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