
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）０１０００５０４ 论著

沉默孕烷Ｘ受体增强结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞对奥沙利铂敏感性的影响
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　　［摘要］　目的　观察沉默孕烷Ｘ受体（ｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）表达对结肠癌细胞奥沙利铂化疗敏感性的影响，初
步探讨其可能机制。方法 　构建 ＰＸＲ基因的 ｓｉＲＮＡ质粒表达载体，转染结肠癌 ＬＳ１７Ｔ细胞，并建立稳定表达细胞，用
ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测特异性蛋白１（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＰ１）和多药耐药相关蛋白３（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ３，ＭＲＰ３）表达，ＭＴＴ方法检测奥沙利铂化疗敏感性。结果　 成功建立ＰＸＲ敲低细胞克隆ＰＸＲｉ１＃、ＰＸＲｉ２＃；
在ＰＸＲｉ１＃和ＰＸＲｉ２＃细胞克隆中，ＭＲＰ３ｍＲＮＡ及蛋白表达明显下降，ＳＰ１表达也下降；与 ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ相比，细胞克隆
ＰＸＲｉ１＃、ＰＸＲｉ２＃奥沙利铂的ＩＣ５０值均显著降低［（４．８３±０．２２）、（４．７５±０．１９）ｖｓ（９．４４±０．３７），Ｐ＜０．０５］。结论　 ＰＸＲ
表达沉默可增强结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞对奥沙利铂化疗敏感性，这可能与ＰＸＲ沉默后，ＳＰ１、ＭＲＰ３表达下调相关。
　　［关键词］　 孕烷Ｘ受体；结肠肿瘤；多药耐药；奥沙利铂
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　　结肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，以铂类方案为
基础的化疗是结肠癌主要治疗手段之一。目前结肠癌

化疗效果仍不理想，多药耐药形成是化疗失败的主要

原因。孕烷Ｘ受体（ｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）是核受
体超家族成员之一，可调控众多药物代谢和转运靶基

因表达。近来研究发现 ＰＸＲ可通过调节药物代谢和
转运，参与肿瘤多药耐药［１］。本研究通过 ＲＮＡｉ技术
抑制人结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞ＰＸＲ表达，观察ＬＳ１７４Ｔ细
胞对奥沙利铂的化疗敏感性变化，并初步探讨其可能
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作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国），ＭＭＬＶ酶（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国），
２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ（北京天根生化），ＭｅｍＰＥＲ真核膜蛋白提取
试剂盒、ＮＥＰＥＲ核蛋白抽提试剂盒和化学发光试剂盒（Ｐｉｅｒｃｅ，
美国），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶试剂盒（北京赛驰生物），特异性蛋白１
（ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ１，ＳＰ１）、多药耐药相关蛋白 ３（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ３，ＭＲＰ３）、αＴｕｂｕｌｉｎ等一抗和相应
的ＩｇＧＨＲＰ标记二抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　靶向ＰＸＲ的ｓｈＲＮＡ质粒构建
　　参照冷泉港实验室（ｃｏｌｄｓｐｒｉｎｇｈａｒｂｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）方法，选
取２条已证实有效的 ＰＸＲ基因 ＲＮＡｉ靶序列：１＃，５′ＣＴＴＣＴＣ
ＣＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＡＴ３′；２＃，５′ＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧＡＡＣＡＣＡＴＴ３′。经
Ｂｌａｓｔ分析进一步确认其靶序列特异性。由上海吉凯基因化学技
术有限公司根据靶序列信息构建ＰＸＲｓｈＲＮＡ质粒及测序鉴定
（图１）。ＰＸＲｓｈＲＮＡ质粒相应地被命名为ＰＸＲｉ１＃和ＰＸＲｉ２＃。
相应阴性对照干扰质粒由上海吉凯公司提供，其靶序列为：

５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′，质粒被命名为ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ。

１．３　细胞培养和稳定转染
　　人结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞由本科室传代保存。我们以前的研
究已建立及鉴定ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ、ＰＸＲｉ１＃和ＰＸＲｉ２＃稳定转染细
胞克隆［２］。

１．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）
　　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明提取细胞总ＲＮＡ，并逆转录合成ｃＤＮＡ。
参照文献［３］的方法设置 ＰＣＲ反应体系及循环条件，引物序
列：ＭＲＰ３（１５７ｂｐ）上游：５′ＡＡＡＡＧＣＡＧＡＣＧＧＣＡＣＧＡＣＡ３′，下
游：５′ＧＣＡＧＧＣＡＣＴＧＡＴＧＡＧＧＡＡＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ（２２４ｂｐ）上游：
５′ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧ３′，下 游：５′ＣＣＴＧＧＡＡ
ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３′。ＧＡＰＤＨ为内参照。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　参照相应试剂盒说明书，提取细胞膜蛋白和核蛋白。ＢＣＡ
法测定蛋白质浓度。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＳＰ１（１０６×１０３）和ＭＲＰ３
（１６９×１０３）蛋白表达，其变性，上样，电泳，转膜，加一抗、二抗，化
学显色，成像等步骤参照我们以前的方法［２－３］。以αＴｕｂｕｌｉｎ（５５×
１０３）和βａｃｔｉｎ（４２×１０３）分别作为核蛋白和膜蛋白内参照。

１．６　ＭＴＴ法检测奥沙利铂敏感性
　　将细胞接种于９６孔板，每孔约１×１０４个细胞，每组设定３
个复孔。２４ｈ后换液加２００μｌ含不同浓度（０．８～８０．０μｇ／ｍｌ）
奥沙利铂的培养基，继续培养 ４８ｈ，加 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ）
２０μｌ，４ｈ后吸去培养液，加１５０μｌＤＭＳＯ，在微孔板振荡器上振
荡１０ｍｉｎ。用 Ｍｏｄｅｌ５５０型酶标仪在波长４９０ｎｍ测光密度值
［Ｄ（４９０）］。按下式计算细胞增殖抑制率：抑制率 ＝［１－实验
孔平均Ｄ（４９０）值／对照孔平均Ｄ（４９０）值］×１００％。用 ＩＣ５０计
算软件计算ＩＣ５０值。实验重复３次，取均值。

１．７　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　重组质粒鉴定和转染
　　测序结果与所选靶序列完全相符（１＃：５′ＣＴＴＣＴＣ
ＣＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＡＴＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧＡＡＧ３′；
２＃：５′ＧＣＡＴＣＣＡＴＴＴＧＡＡＣＡＣＡＴＴＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＡＴＧＴＧＴＴＣＡＡ
ＡＴＧＧＡＴＧＣ３′），表明重组质粒构建成功（图１、２）。质粒转染
及Ｇ４１８筛选后４周，细胞克隆均带明亮的绿色荧光（图３）。

图１　ＰＸＲｉ１＃质粒测序结果

图２　ＰＸＲｉ２＃质粒测序结果

２．２　ＰＸＲ敲低对人结肠癌细胞奥沙利铂化疗敏感性
的影响

　　各组细胞经奥沙利铂作用４８ｈ，用ＭＴＴ法检测细胞活力。
与野生型ＬＳ１７４Ｔ细胞相比，ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组细胞对奥沙利铂的
ＩＣ５０值无明显变化（Ｐ＞０．０５）；与ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＰＸＲｉ１＃、
ＰＸＲｉ２＃组细胞对奥沙利铂的 ＩＣ５０值均明显下降（Ｐ＜０．０５）。
见表１。

表１　ＰＸＲ敲低后人结肠癌细胞对奥沙利铂ＩＣ５０值变化

（μｇ／ｍｌ，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＩＣ５０
野生型ＬＳ１７４Ｔ组 ９．１２±０．３１
ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组 ９．４４±０．３７
ＰＸＲｉ１＃组 ４．８３±０．２２ａ

ＰＸＲｉ２＃组 ４．７５±０．１９ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组比较

２．３　敲低 ＰＸＲ表达对结肠癌细胞耐药基因 ＭＲＰ３
表达的影响

　　ＲＴＰＣＲ检测结果显示：在 ＰＸＲｉ１＃和 ＰＸＲｉ２＃细胞克隆
中，ＭＲＰ３ｍＲＮＡ表达明显下降（图４），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析进一步
证实：沉默 ＰＸＲ表达后，ＭＲＰ３膜蛋白表达明显下降；而 ＰＸＲｉ
ｃｏｎｔｒｏｌ组与野生型 ＬＳ１７４Ｔ组 ＭＲＰ３膜蛋白表达无明显变化，
见图５。结果提示特异性沉默ＰＸＲ基因表达可降低ＬＳ１７４Ｔ细
胞耐药基因ＭＲＰ３表达。
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图３　稳定筛选后激光共聚焦显微镜观察各组细胞ＧＦＰ的表达　（×２００）

! " # $ %

&'(#!!%) *+"!
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１：野生型 ＬＳ１７４Ｔ组；２：ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组；３：ＰＸＲｉ１＃组；４：ＰＸＲｉ２＃
组；５：标准

图４　ＲＴＰＣＲ检测ＰＸＲ敲低后ＭＲＰ３ｍＲＮＡ表达
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１：野生型ＬＳ１７４Ｔ组；２：ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组；３：ＰＸＲｉ１＃组；４：ＰＸＲｉ２＃组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＸＲ敲低后ＭＲＰ３蛋白表达

２．４　敲低 ＰＸＲ表达对结肠癌细胞核转录因子 ＳＰ１
表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：在ＰＸＲｉ１＃和ＰＸＲｉ２＃细胞克

隆中，ＳＰ１蛋白表达明显下降；而 ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组与野生型
ＬＳ１７４Ｔ组ＳＰ１表达无明显变化，图６所示。结果提示沉默ＰＸＲ
表达后，在细胞核蛋白中，核转录因子ＳＰ１表达也相应下降。

! " # $

%&!!!'(!!'

#

"!

!")*+*,-.!//!!'

#
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１：野生型ＬＳ１７４Ｔ组；２：ＰＸＲｉｃｏｎｔｒｏｌ组；３：ＰＸＲｉ１＃组；４：ＰＸＲｉ２＃组
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＸＲ敲低后ＳＰ１蛋白表达

３　讨论

　　肿瘤细胞对化疗药物的耐药是一个多基因、多因
素和多步骤的复杂过程。孕烷 Ｘ受体（ＰＸＲ）是一种
配体活化的核转录因子，它调控的靶基因涉及众多药

物代谢酶及药物转运体，包括：①药物Ⅰ相代谢酶细胞
色素氧化酶，如ＣＹＰ３Ａ４、ＣＹＰ２Ｃ９（代谢约１６％临床处
方药）、ＣＹＰ２Ｃ１９和 ＣＹＰ２Ｂ６等，其中 ＣＹＰ３Ａ４是表达
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最广泛的细胞色素氧化酶，几乎代谢５０％以上的处方
药，包括部分抗癌药物；②药物Ⅱ相代谢还原酶，如
ＵＤＰ葡萄糖苷酸转移酶（ＵＤＰｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，
ＵＧＴｓ）和谷光苷肽 Ｓ转移酶（ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａ
ｓｅｓ，ＧＳＴｓ）等；③药物Ⅲ相转运体，如 ＭＤＲ１、ＭＲＰ２、
ＭＲＰ３和乳腺癌耐药相关蛋白（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＣＲＰ）等［１］。这些靶基因都参与肿瘤多药耐

药形成。ＰＸＲ可能通过对其靶基因调控，介导药物之
间相互作用及个体对药物的反应差异，改变肿瘤细胞

内药物代谢和转运，从而影响肿瘤患者化疗敏感性。

ＰＸＲ涉及ＭＤＲ机制众多位点，这可能更符合体内多
药耐药形成本质。近来研究发现 ＰＸＲ与肿瘤耐药相
关。ＭｅｎｓａｈＯｓｍａｎ等［４］发现ＰＸＲ蛋白表达水平与骨
肉瘤细胞对足叶乙甙的耐药直接相关。Ｃｈｅｎ等［５］发

现在前列腺癌细胞ＰＣ３中，ＰＸＲ配体ＳＲ１２８１３预处理
后，可提高细胞对紫杉醇和长春新碱的耐受性，而下调

ＰＸＲ表达可增强细胞对化疗药物的敏感性。Ｇｕｐｔａ
等［６］也发现利福平活化ＰＸＲ后，可促进卵巢癌细胞增
殖和提高其对化疗药物的耐受性。Ｒａｙｎａｌ等［７］发现

ＰＸＲ表达提高 ＳＮ３８葡萄苷酸化降低结肠癌细胞对
伊立替康的敏感性。与他们的结果相似，本研究也证

实，用ＲＮＡｉ技术特异性抑制结肠癌ＬＳ１７４Ｔ细胞ＰＸＲ
表达后，细胞对奥沙利铂的化疗敏感性增强。

　　ＭＲＰ３是ＰＸＲ调控的靶基因之一，它在肿瘤耐药
中的作用已被证实［８］。在肿瘤细胞中ＭＲＰ３与铂类药
物耐药相关［９］。Ｃａｍｐａ等［１０］的研究提示 ＭＲＰ３与结
肠癌化疗的遗传药理学有潜在的关联。这些研究提示

ＭＲＰ３可能与结肠癌铂类药物耐药密切相关。本研究
也发现 ＭＲＰ３表达下降后，结肠癌细胞对奥沙利铂的
敏感性也明显增强。

　　有研究发现ＭＲＰ３启动子区－２１１ｂｐ多态性影响
其表达调控，此区域含多个 ＳＰ１结合位点（即 ＧＣ
盒）［１１］。ＳＰ１可结合于人和大鼠 ＭＲＰ３／Ｍｒｐ３启动子
上游的相应结合位点，上调 ＭＲＰ３／Ｍｒｐ３的表达［１２］。

Ｃｈｅｎ等［１３］发现 ＲＸＲα／ＲＡＲα可通过减少 ＳＰ１与
ＭＲＰ３启动子上游的 ＧＣ结合，从而抑制 ＭＲＰ３的转
录。本研究发现ＰＸＲ沉默后，核蛋白中ＳＰ１表达及细
胞膜蛋白 ＭＲＰ３表达相应下降，这提示 ＰＸＲ沉默后，
可能影响 ＳＰ１与启动子相应位点结合，从而下调
ＭＲＰ３表达。
　　ＰＸＲ靶基因涉及众多耐药相关基因，ＲＮＡｉ特异
性抑制ＰＸＲ表达后，可能会相应地改变其耐药靶基因
表达，从而影响结肠癌细胞对化疗药物的敏感性。本

研究观察到特异性沉默 ＰＸＲ基因表达可相应降低

ＬＳ１７４Ｔ细胞ＭＲＰ３表达，这可能是影响奥沙利铂化疗
敏感性的重要因素之一，其他耐药相关基因如ＭＤＲ１、
ＣＹＰ３Ａ４等也可能涉及其中。综上所述，ＲＮＡｉ特异性
敲低ＰＸＲ表达，可能通过ＳＰ１抑制耐药基因ＭＲＰ３的
表达，从而增强结肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞对奥沙利铂的化
疗敏感性。
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［１３］ ＣｈｅｎＷ，ＣａｉＳＹ，ＸｕＳ，ｅｔａｌ．ＮｕｃｌｅａｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓＲＸＲａｌｐｈａ：

ＲＡＲａｌｐｈａａｒｅｒｅｐｒｅｓｓｏｒｓｆｏｒｈｕｍａｎＭＲＰ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＡｍＪ

ＰｈｙｓｉｏｌＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔＬｉｖｅｒＰｈｙｓｉｏｌ，２００７，２９２（５）：Ｇ１２２１－Ｇ１２２７．

（收稿：２０１１０８３１；修回：２０１１１０１０）

（编辑　汪勤俭）
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