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ＲＮＡ干扰ＰＤＫ１对５ＦＵ诱导结肠癌细胞凋亡的促进作用

谢赣丰，梁后杰，童晶涛，何金霞　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院肿瘤科）

　　［摘要］　目的　探讨以丙酮酸脱氢酶激酶１（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｚｙｍｅ１，ＰＤＫ１）为靶标的短发夹 ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）与化疗药５氟尿嘧啶（５ＦＵ）联合应用对人结肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞的促凋亡作用。方法　 针对 ＰＤＫ１序列设计３
段干扰序列及１个阴性对照，分别构建ｐＧｅｎｅｓｉｌ．１ＰＤＫ１重组质粒表达载体及ｐＧｅｎｅｓｉｌ．１ＮＣ阴性对照载体，利用脂质体
分别将质粒转染入ＬＳ１７４Ｔ，并用Ｇ４１８对细胞进行药物筛选，并通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测有干扰序列的有效
性。ＭＴＴ实验检测５ＦＵ对干扰组和对照组细胞生长、增殖的影响，流式细胞仪检测细胞凋亡率。结果 　 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证实３个干扰组均抑制ＰＤＫ１表达，其中最大敲减效率超过７０％。ＭＴＴ实验结果显示，经５ＦＵ同样处理
４８ｈ后，ＰＤＫ１干扰的ＬＳ１７４Ｔ细胞生长抑制率较对照组显著增高（Ｐ＜０．０５）；流式细胞仪结果显示，干扰组细胞凋亡率较
对照组增高（Ｐ＜０．０５）。结论　 ＰＤＫ１ｓｈＲＮＡ能特异性下调ＬＳ１７４Ｔ细胞中ＰＤＫ１的表达，ＰＤＫ１干扰联合５ＦＵ可促进
结肠癌细胞化疗诱导凋亡。

　　［关键词］　 结肠肿瘤；丙酮酸脱氢酶激酶１；细胞增殖；化学治疗；凋亡
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ＬＳ１７４ＴｃｅｌｌｓｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｗｉｔｈＰＤＫ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ４８ｈ
ａｆｔｅｒ５ＦＵｗａｓｕｓｅｄ（Ｐ＜００５）．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｉｓｐｌａｙｅｄｔｈａｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｔｈａｎｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＰＤＫ１ｓｈＲＮＡｃａｎ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＫ１ｉｎＬＳ１７４ＴｃｅｌｌｓａｎｄＰＤＫ１ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈ５ＦＵｃａｎ
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　　结肠癌是世界死因顺位中列第３位的肿瘤［１］。尽

管结肠癌的治疗手段有很大进展，但多年来晚期结肠

癌的５年生存率并无多大改观。化疗作为结肠癌的重

要治疗手段，却面临越来越频繁的耐药难题，因此，探

寻提高结肠癌化疗效果的新策略是目前非常迫切的任

务［２］。丙酮酸脱氢酶激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ｋｉｎａｓｅ，ＰＤＫ）是细胞糖酵解关键限速酶丙酮酸脱氢酶
（ＰＤＨ）的调节酶［３］。ＰＤＫ１蛋白兼有促进能量ＡＴＰ合
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成和影响凋亡的双重功能，因此推测 ＰＤＫ１可能具有
影响肿瘤化疗效果的作用［４］。本研究构建了针对

ＰＤＫ１ｍＲＮＡ的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）干扰载体，转染
结肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞，观察其是否促进 ５氟尿嘧啶
（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）诱导的ＬＳ１７４Ｔ细胞凋亡效应。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验细胞　　人结直肠癌 ＬＳ１７４Ｔ细胞株为第三军医
大学西南医院肿瘤科液氮冷冻保存。

１．１．２　实验试剂　　ＤＭＥＭ细胞培养液、优级胎牛血清及青／
链霉素双抗均购自 Ｇｉｂｃｏ公司；限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ、
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００及Ｔｒｉｚｏｌ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮＡ连接
试剂盒和质粒小量抽提试剂盒均购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＲｅｖｅｒＴｒａ
Ａｃｅ逆转录试剂盒购自Ｔｏｙｏｂｏ公司；荧光染料 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ
购自ＴａＫａＲａ公司；兔抗人ＰＤＫ１单克隆抗体购自Ａｂｃａｍ公司；
Ｇ４１８购自Ｓｉｇｍａ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、ＥＣＬ化学发光试
剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司；蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自 Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司；ＲＩＰＡ蛋白裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒和 ＰＩ荧光染料均购自江苏碧
云天公司；二甲基四氮唑蓝（ＭＴＴ）购自上海博鑫；注射用５ＦＵ
购自山东德州德药制药有限公司。其余试剂均为分析纯。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　人结肠癌ＬＳ１７４Ｔ置于含１０％胎牛血清、
１００Ｕ／ｍｌ青链霉素的高糖ＤＭＥＭ细胞培养液中，于３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度的孵箱中培养５代，实验时取对数生长期细胞。
１．２．２　质粒构建　　根据 ＧｅｎＢａｎｋＰＤＫ１ｍＲＮＡ序列（ＮＭ＿
００２６１０）和ｓｈＲＮＡ的设计原则，利用在线设计软件寻找靶序
列，并作同源序列搜索排除和其他编码序列或 ＥＳＴ同源的序列
如下。第１对：正义链 ５′ＵＧＣＵＵＧＵＧＡＡＡＡＧＡＣＣＵＣＡＴＴ３′，反
义链 ５′ＵＧＡＧＧＵＣＵＵＵＵＣＡＣＡＡＧＣＡＴＴ３′；第 ２对：正义链 ５′
ＡＡＧＡＣＣＵＣＡＵＵＵＡＵＧＵＵＵＣＴＴ３′，反义链 ５′ＧＡＡＡＣＡＵＡＡＡ
ＵＧＡＧＧＵＣＵＵＴＴ３′；第 ３对：正 义 链 ５′ＧＡＣＣＵＣＡＵＵＵＡＵ
ＧＵＵＵＣＵＧＴＴ３′，反义链 ５′ＣＡＧＡＡＡＣＡＵＡＡＡＵＧＡＧＧＵＣＴＴ３′；
无关序列：正义链５′ＡＧＡＡＡＵＡＡＧＵＣＵＣＣＡＧＡＵＡＴＴ３′，反义链
５′ＵＡＵＣＵＧＧＡＧＡＣＵＵＡＵＵＵＣＵＴＴ３′。武汉晶赛生物工程技术
有限公司合成序列。将合成的３个目的片段和１个无关序列
对照片段分别经退火处理，从而得到４对ｓｉＲＮＡ序列，ｐＧｅｎｅｓｉｌ
１干扰质粒经ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切、纯化，然后通过 ＤＮＡ
连接试剂盒分别与４对 ｓｉＲＮＡ序列连接，构建干扰质粒，分别
命名为 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＰＤＫ１／１（简称 ｐｖ１）、ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＰＤＫ１／２
（ｐｖ２）、ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＰＤＫ１／３（ｐｖ３）和 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１ＮＣ（ｐＮＣ）。提
取质粒ＤＮＡ，并送上海生工进行序列分析。
１．２．３　细胞转染　　采用阳性脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００介
导转染。转染前将对数生长期的 ＬＳ１７４Ｔ细胞以每孔５×１０４／ｍｌ
接种于 ２４孔板中。在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基，于
３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度的培养箱中培养，待细胞融合率达 ７０％
后，按说明书进行转染，转染８ｈ后更换正常培养液，其后每２
天换液。细胞转染后２４ｈ按１∶９的比例传代，４８ｈ后开始用含
５００μｇ／ｍｌＧ４１８的选择性培养液进行筛选，２～３周以后克隆形

成。以克隆环挑取细胞克隆转移至６孔板扩大培养、传代，最
后转入６０ｍｌ培养瓶。
１．２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　　根据ＰＤＫ１ｍＲＮＡ序列由ＴａＫａＲａ公
司设计合成ＰＤＫ１基因及内参物 βａｃｔｉｎ基因 ＰＣＲ扩增引物，
各 引物序列如下：βａｃｔｉｎ正义链５′ＴＧＡＣＧＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡＣＡ
ＣＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡ３′，反义链５′ＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧＡ
ＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ３′，产物大小５５３ｂｐ；ＰＤＫ１正义链５′ＡＡＧＡＴ
ＧＡＧＴＧＡＣＣＧＡＧＧＡＧＧＴ３′，反义链 ５′ＣＣＡＴＡＡＣＣＡＡＡＡＣＣＡＧ
ＣＣＡＧＡＧ３′，产物大小１３１ｂｐ。按 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取细
胞ＲＮＡ，紫外分光光度计测定 ＲＮＡ含量和纯度。按照逆转录
试剂盒说明书将ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。用 ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ嵌
合荧光法进行ＰＣＲ扩增。反应总体积为２０μｌ，其中 ＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ １０μｌ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．４μｌ，上下游引
物各 ０．８μｌ，去ＲＮＡ酶双蒸水补足至２０μｌ。反应包括 ３个阶
段，第１阶段：９５℃预变性３０ｓ；第２阶段 ：９５℃变性５ｓ后
６０℃退火３０ｓ，共执行３５个循环；第３阶段：９５℃变性１５ｓ
后６０℃ 退火６０ｓ，９５℃１５ｓ。反应结束后，由电脑自动分析并
计算Ｃｔ值。选用βａｃｔｉｎ作为内参基因，采用２－△（△Ｃｔ）法分析
基因表达差异。△Ｃｔ＝Ｃｔｔａｒｇｅｔ－Ｃｔｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｃｔ＝△Ｃｔｔａｒｇｅｔ－
△Ｃｔｕｎｔｒｅａｔｅｄ。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞提取细胞内
蛋白，ＢＣＡ法进行蛋白质定量，用 ＳＤＳＰＡＧＥ进行电泳分离，转
ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，加 ＰＤＫ１一抗（１∶４００），
４℃ 孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加辣根过氧化物酶标记二抗
（１∶５００），室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，用ＥＣＬ显色并曝光显影。
１．２．６　ＭＴＴ法检测细胞活性　　向９６孔板加入浓度为１×
１０４／ｍｌ的各组细胞，每孔１００μｌ，并培养２４ｈ。加入梯度浓度
的５ＦＵ各１００μｌ，继续培养４８ｈ。于每孔加入２０μｌＭＴＴ液
（５ｍｇ／ｍｌ），４ｈ弃培养基后滴加１５０μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）。
采用 Ｍｏｄｅｌ５５０酶标仪检测 ４９０ｎｍ波长下的光密度值
［Ｄ（４９０）值］，药物的细胞抑制率根据公式计算：抑制率＝［１－
平均Ｄ（４９０）值实验孔／平均Ｄ（４９０）值对照孔］×１００％。实验重复
５次。并计算其ＩＣ５０。
１．２．７　流式细胞术ＦＩＴＣ／ＰＩ双染检测细胞凋亡　　将１×１０６

个细胞接种于６孔板中，分别用１０μｍｏｌ／Ｌ的５ＦＵ处理２４ｈ。
０．２５％胰酶消化收集细胞后，用预冷ＰＢＳ重悬细胞１次，洗涤。
加３００μｌ１×Ｂｕｆｆｅｒ悬浮细胞后，加５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ，避光
１５ｍｉｎ。加５μｌＰＩ标记，上机检测。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行 ｔ检验和
单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＰＤＫ１ｓｈＲＮＡ干扰质粒构建、细胞转染、稳定筛
选及鉴定

　　经上海生工测序鉴定，构建的３个干扰质粒及对照质粒与
预期一致。将这４个质粒分别转染 ＬＳ１７４Ｔ细胞，４８ｈ后荧光
显微镜下观察其转染情况。绿色荧光显示，转染效率均达到

８０％以上（图１）。转染后７２～９６ｈ收集细胞，定量 ＰＣＲ检测
ＰＤＫ１ｍＲＮＡ表达显示３组干扰质粒均可以下调ＬＳ１７４Ｔ细胞
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Ａ：ｐｖ１；Ｂ：ｐｖ２；Ｃ：ｐｖ３；Ｄ：ｐＮＣ
图１　激光共聚焦显微镜观察各组转染ＬＳ１７４Ｔ细胞的情况　（×２００）

中ＰＤＫ１ｍＲＮＡ的表达，干扰质粒２（ｐｖ２）具有最好的敲低效
果（图２），后续试验选取该质粒作为干扰质粒。将获取的有效
干扰靶点质粒和对照质粒分别转染 ＬＳ１７４Ｔ细胞，Ｇ４１８筛选后
经定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示 ｐｖ２转染的 ＬＳ１７４Ｔ细胞
中ＰＤＫ１ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著低于正常对照及阴性对照
组（ｐＮＣ）细胞，敲减效率＞７０％（图３）。
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１：空质粒转染组；２：无关干扰质粒转染组；３～５：靶向干扰质粒转
染ｐｖ１、ｐｖ２、ｐｖ３组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＬＳ１７４Ｔ和ｐＮＣ组
比较

图２　重组干扰对ＬＳ１７４Ｔ细胞中ＰＤＫ１ｍＲＮＡ的抑制作用
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１：正常对照；２：无关序列对照；３：干扰序列
Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＰＤＫ１ｍＲＮＡ表达　ａ：Ｐ＜００１，与正常对

照和无关序列对照比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＤＫ１蛋白表达
图３　ｐｖ２稳定转染ＬＳ１７４Ｔ细胞后检测干扰效率

２．２　ＭＴＴ法检测ＩＣ５０值
　　ＰＤＫ１ｓｈＲＮＡＬＳ１７４Ｔ细胞 ５ＦＵ的 ＩＣ５０值为（１．３４２±

００２３）μｍｏｌ／Ｌ，对照组细胞５ＦＵ的 ＩＣ５０值为（３．５６１±０．２４９）
μｍｏｌ／Ｌ，两者的差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ检测５ＦＵ作用后细胞的凋亡
　　在同样的 １０μｍｏｌ／Ｌ５ＦＵ刺激细胞 ２４ｈ后，对照组
ＬＳ１７４Ｔ细胞凋亡率为（３４±１３）％，而干扰组细胞凋亡率则高
达（６６±１５）％，两者差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

　　近年来结肠癌在我国的发病率和死亡率逐年升
高。在结肠癌的治疗中，外科手术和放疗等局部治疗

手段难以控制肿瘤的复发转移。而以５ＦＵ为一线药
物的化疗，却因为组织选择性和特异性差，对骨髓等高

代谢组织造成较大的损伤，给患者带来了严重的并发

症［５］。加之肿瘤对化疗药物的耐药现象长期存在，因

此临床上常联合使用多种化疗药物。然而严重的并发

症使患者的生活质量和生存时间明显降低，因而寻求

新的治疗方法迫在眉睫［６］。

　　细胞增殖与细胞凋亡是细胞生存中两种相互制约
的生命活动。细胞增殖与凋亡相互平衡才能维持组织

器官正常的生理功能和细胞数的稳定，否则可导致肿

瘤发生和发展。细胞分化、增殖和凋亡紊乱，几乎是恶

性肿瘤发生机制的全部内容。ＰＤＫ１作为糖酵解关键
限速酶的激酶，可通过调控能量代谢促进肿瘤细胞的

增殖，拮抗凋亡［７］。因此，ＰＤＫ１作为抗肿瘤的靶点正
受到密切关注［８］。前期试验表明ＰＤＫ１在结肠癌组织
和细胞中表达上调，且ＰＤＫ１的表达与结肠癌的分化、
分期以及淋巴结转移有关［９］，提示 ＰＤＫ１在结肠癌的
分化、进展和转移中可能有着重要的作用。

　　既往相关研究也发现抑制ＰＤＫ１的活性可以抑制
肿瘤细胞的活性和增殖，目前该研究在肺癌、前列腺

癌、乳腺癌等肿瘤细胞中已经得到证实［１０－１２］。本研

究采用干扰质粒敲低结肠癌细胞 ＬＳ１７４Ｔ的 ＰＤＫ１表
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达，检测了在不同浓度５ＦＵ作用该组细胞和对照细胞
的半数抑制率，实验结果表明，ＰＤＫ１干扰的 ＬＳ１７４Ｔ
细胞的 ＩＣ５０数值显著低于对照组细胞。说明抑制
ＰＤＫ１后结肠癌 ＬＳ１７４Ｔ对５ＦＵ治疗更敏感，使结肠
癌细胞在较低的药物浓度下达到较高的凋亡率。

　　在哺乳动物体内目前鉴定出 ＰＤＫ１～４这４种同
工酶，其在不同的组织中表达丰度各异。我们既往研

究表明ＰＤＫ特异性抑制剂二氯乙酸盐（ＤＣＡ）可增强
５ＦＵ诱导的结肠癌细胞凋亡［１３］，但究竟通过对何种

同工酶作用尚无定论，本研究结果证实 ＰＤＫ１抑制对
５ＦＵ诱导结肠癌细胞凋亡的促进作用。
　　总之，本研究表明通过 ＲＮＡ干扰抑制 ＰＤＫ１表
达联合５ＦＵ可促进结肠癌细胞化疗诱导凋亡，为基因
治疗和化学药物联合治疗大肠癌提供新的策略。
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２　讨论

　　ＳｔｕｒｇｅＷｅｂｅｒ综合征主要是由于胚胎早期血管系统发育异
常所致，可累及软脑膜及三叉神经分布区域的面部血管。

Ｓｔｕｒｇｅ于１８７９年最先提出患者癫痫发作可能是脑内有与面部
血管瘤相似的血管瘤有关，Ｗｅｂｅｒ于１９２２年首次使用 Ｘ线检
查，发现此病患者的颅内有大片钙化灶，故又称之为 Ｓｔｕｒｇｅ
Ｗｅｂｅｒ综合征。
　　ＳｔｕｒｇｅＷｅｂｅｒ综合征的典型临床表现包括：偏侧性葡萄酒
色或鲜红色血管痣、癫痫发作、智能减退，少数患者可合并青光

眼与眼球突出，还可合并隐睾、脊柱裂等先天畸形［２－４］。ＣＴ和
磁共振作为确诊该病的重要手段，可以表现为：脑叶萎缩，脑回

状皮质钙化，脉络膜丛扩大，病侧颅骨增厚和血管畸形等。ＣＴ
对钙化较敏感，可以清晰地显示颅内的病理改变，ＭＲＩ能清楚
地显示脑萎缩所引起的颅内解剖结构的细微改变和程度，还可

以清楚地显示软脑膜血管瘤及脉络膜丛的扩大，以及深静脉的

异常［５］。ＭＲＩ增强扫描可精确显示软脑膜血管瘤及其伴发的
血管异常（表现为特征性的脑回样强化），对定性诊断具有重要

作用。本例患儿具有其典型的表现：颜面血管瘤、癫痫发作，同

时患儿合并青光眼。脑电图提示左侧脑电波频率较右侧减慢，

左侧脑电波的波幅较右侧降低，头颅ＭＲＩ可见左侧大脑较右侧
明显萎缩，增强后有脑回强化的典型表现。目前对该病无特殊

的治疗方法，主要是对症处理，关于 ＳｔｕｒｇｅＷｅｂｅｒ综合征继发
青光眼，目前治疗以手术为主，同时予以控制癫痫发作，但患者

一般预后差。
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