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　　［摘要］　目的　研究靶向ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因的ｓｉＲＮＡ对膀胱癌ＢＩＵ８７细胞增殖和凋亡的影响。方法 　 化学合成的
靶向ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因ｓｉＲＮＡ在脂质体的介导下转染ＢＩＵ８７细胞，实验分为ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组、空脂质体组、阴性ｓｉＲＮＡ
序列组，以未转染ＢＩＵ８７细胞为空白对照组。利用ＣＣＫ８法评价ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因ｓｉＲＮＡ对ＢＩＵ８７细胞体外生长的抑制
作用，流式细胞术检测细胞凋亡情况，通过逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测转染前后细胞中 ＨＥＲ２／
ｎｅｕｍＲＮＡ和蛋白表达水平的变化。结果　 转染 ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ后 ＢＩＵ８７细胞的存活率显著下降，从（８２．３７±
０９０）％降低到（５６．７６±１．７０）％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；同时能诱导细胞凋亡，ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组凋亡率达
（４５．６０±０７０）％，与空白对照组、空脂质体组、阴性ｓｉＲＮＡ序列组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；靶向 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基
因ｓｉＲＮＡ能显著降低ＢＩＵ８７细胞中ＨＥＲ２／ｎｅｕｍＲＮＡ和蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　 化学合成的靶向 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基
因ｓｉＲＮＡ能有效抑制ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因在ＢＩＵ８７细胞中的表达，进而能有效抑制ＢＩＵ８７细胞的增殖和诱导凋亡的作用。
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　　膀胱癌是泌尿生殖系统中最常见的恶性肿瘤。大
多数膀胱癌为移行细胞癌（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＴＣＣ）。ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因又称 ＣｅｒｂＢ２，位于１７号染色
体长臂，编码为一种具有酪氨酸蛋白激酶（ＴＰＫ）活性
的物质，其表达产物是一种相对分子质量为１８５×１０３

的细胞膜受体［１］。ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因的扩增及（或）蛋白
的过度表达通常见于乳腺癌、卵巢、肺、膀胱肿瘤细胞

上。ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因的扩增及（或）蛋白的过度表达往
往伴随着患者生存期缩短，提前复发，是预后不良的表

现。在 ＴＣＣ患者中，ＨＥＲ２／ｎｅｕ表现为基因扩增和
（或）蛋白产物过度表达。膀胱癌中 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因
过表达主要发生在晚期和高分级肿瘤，而针对 ＨＥＲ２／
ｎｅｕ等癌基因分子的抗肿瘤药物目前已成为肿瘤治疗
的新方向［２］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃ，ＲＮＡｉ）是指
双链ＲＮＡ介导的、序列特异的转录后基因沉默的过
程。现如今 ＲＮＡｉ，尤其是引发 ＲＮＡｉ现象的小片段
ＲＮＡ双链分子即小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ），已经成为生物
学基础研究的重要工具。本实验应用 ＲＮＡｉ研究靶向
ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因的ｓｉＲＮＡ沉默后对 ＨＥＲ２／ｎｅｕ膀胱癌
细胞增殖和凋亡的影响，旨在为膀胱癌的治疗提供新

的治疗手段。

１　材料与方法

１．１　材料
　　膀胱移行细胞癌株 ＢＩＵ８７，购自武汉细胞典藏中心。
ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）为Ｇｉｂｃｏ公司产品，胰酶ＥＤＴＡ
为ＨｙＣｌｏｎｅ公司。兔抗人ＨＥＲ２／ｎｅｕ一抗及ＳＰ９００１检测试剂
盒，购至中杉金桥；Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ，Ａｇａｒｏｓｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；
ＲＮＡ引物由英韦创津公司合成；逆转录试剂盒、ＰＣＲ试剂盒
（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＤＮＡ标准购自上海生工，ｓｉｌｅｎｃｅｒｓｉＲＮＡ
ＨＥＲ２／ｎｅｕ由Ｂｉｏｍｉｃｓ合成，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　常规培养ＢＩＵ８７细胞［３］。转染前１ｄ将
对数生长期的ＢＩＵ８７细胞以３×１０５／ｍｌ接种于６孔板，细胞铺
板在２ｍｌ含血清、不含抗生素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于２４ｈ
内待细胞融合度达到４０％～６０％时进行转染实验。
１．２．２　ｓｉＲＮＡ脂质体复合体合成　　取化学合成的 ｓｉＲＮＡ稀
释于无血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，充分混匀。同法将 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀释于ＲＰＭＩ１６４０培养基中，室温孵育５ｍｉｎ。二
者充分混合后于室温下孵育 ２０ｍｉｎ，形成 ｓｉＲＮＡＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００复合体。以上培养基用量各为２５０μｌ，ｓｉＲＮＡ用
量为１００ｐｍｏｌ，脂质体用量为５μｌ。具体操作参考文献［４］。
１．２．３　实验分组　　共设４个组：ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组、空脂
质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组、空白对照组（未转染 ＢＩＵ８７细
胞），同步进行实验。

１．２．４　细胞对ｓｉＲＮＡ的摄取　　将带有 ＦＡＭ荧光素标记的
阴性对照ｓｉＲＮＡ依据转染试剂说明书进行转染细胞，评估细胞
摄取ｓｉＲＮＡ情况。转染方法同１．２．２。然后在荧光显微镜下观

察细胞并计算转染率。

１．２．５　ＣＣＫ８法检测沉默 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因对膀胱癌细胞生长
的影响　　将处于对数生长期的膀胱癌细胞以胰酶消化制备
单细胞悬液，以每孔１×１０４细胞接种于９６孔培养板（每一处理
组设５个复孔）。置于３７℃含５％ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ。以
未转染为空白对照组，空脂质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组、ＨＥＲ２／
ｎｅｕｓｉＲＮＡ组为实验组，以只加培养基不加细胞的空白对照孔
调零。按上述脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００的操作说明
进行细胞转染。细胞转染７２ｈ之后，每孔加入１５μｌＣＣＫ８试
剂，继续培养 ４ｈ。利用酶标仪测定 ４５０ｎｍ处光密度值
［Ｄ（４５０）］。细胞存活率 ＝实验组 Ｄ（４５０）均值／对照组
Ｄ（４５０）均值×１００％。实验重复３次。
１．２．６　流式细胞仪检测细胞的凋亡　　消化收集转染７２ｈ后
各组ＢＩＵ８７细胞，用 ＰＢＳ洗涤细胞２次，收集５×１０５细胞；加
入５００μｌ的ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞；加入５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
混匀后，加入５μｌ碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）混匀；室温避
光反应１０ｍｉｎ；用流式细胞仪检测（Ｅｘ＝４８８ｎｍ；Ｅｍ＝５３０ｎｍ）
细胞凋亡的情况。

１．２．７　ＲＴＰＣＲ法　　转染７２ｈ后收集各组 ＢＩＵ８７细胞，按
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒操作程序提取总 ＲＮＡ。总 ＲＮＡ浓度和纯度用紫
外分光光度计检测，之后按两步法进行 ＲＴＰＣＲ，以 βａｃｔｉｎ的
扩增产物作为内参照。目的基因引物引自文献［５］。ＨＥＲ２／
ｎｅｕ基因上游引物序列：５′ＧＣＣＴＧＴＧＣＣＣＡＣＴＡＴＡＡＧＧＡＣ３′，下
游引物序列：５′ＧＣＡＧＣＴＴＣＣＧＣＡＴＣＧＴＧＴＡ３′，扩增产物长度
３１６ｂｐ。内参 βａｃｔｉｎ上游：５′ＡＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ
３′，下游：５′ＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ３′，扩增产物长度
４７１ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：预变性９５℃、５ｍｉｎ，变性９４℃、４５ｓ，
延伸７２℃、４５ｓ，最后延伸７ｍｉｎ，退火温度ＨＥＲ２／ｎｅｕ为５２℃、
内参βａｃｔｉｎ退火温度为６０℃，总共３３个循环。ＰＣＲ产物在
２％琼脂糖凝胶经电泳检测，在紫外线下透视成像拍照，使用视
频图像分析系统进行半定量分析。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　　收集转染后７２ｈＢＩＵ８７细胞，用含
ＲＩＰＡ的裂解液提取总蛋白，用二喹林甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，
ＢＣＡ）测量总蛋白量，取等量总蛋白用质量分数为１０％ ＳＤＳ聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离，用ＰＶＤＦ膜进行转膜。接着用Ｗｅｓｔｅｒｎ
封闭液封闭过夜后，与将兔抗人 ＨＥＲ２／ｎｅｕ一抗用封闭液稀释
１０００倍；将封闭后的膜直接放入一抗工作液中，４℃反应过夜。
然后将羊抗兔ＩｇＧ二抗用１×ＴＢＳＴ稀释３０００倍，将洗涤后的
一抗反应膜放入二抗工作液中（室温、避光缓慢摇动）作用

６０ｍｉｎ。ＥＣＬ试剂盒显色，拍照，采用美国ＵＶＰ分析仪器，对胶
片进行扫描，比较各组灰度变化

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件行，两样本之
间用ｔ检验，多样本比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　膀胱癌ＢＩＵ８７细胞对ｓｉＲＮＡ的有效摄取
　　在膀胱癌ＢＩＵ８７细胞转染 ＦＡＭｓｉＲＮＡ后，荧光显微镜下
观察显示：ＦＡＭｓｉＲＮＡ在细胞内呈现并分布均匀，转染效率达
到８０％以上（图１）。
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图１　膀胱癌ＢＩＵ８７细胞转染ＦＡＭｓｉＲＮＡ２４ｈ后荧光
显微镜观察　（×２００）

２．２　转染 ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ对膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞
ＨＥＲ２／ｎｅｕｍＲＮＡ表达水平的影响

　　提取转染７２ｈ后的细胞总ＲＮＡ，利用ＲＴＰＣＲ半定量方法
检测各组细胞 ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因转录水平。琼脂糖凝胶电泳结
果表明转染ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ７２ｈ后的ＢＩＵ８７细胞ＨＥＲ２／ｎｅｕ
ｍＲＮＡ表达水平（０．２６±０．０２）下调，与空白对照组（０．７３±
００３）、空脂质体组（０．７１±０．０２）、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组（０．７０±
００１）比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。空白对照组、空脂
质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组组间差异无统计学意义（图 ２，
Ｐ＞００５）。
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Ｍ：标准；１：空白对照组；２：空脂质体组；３：阴性 ｓｉＲＮＡ序列组；
４：ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组
图２　ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ对膀胱癌ＢＩＵ８７细胞ＨＥＲ２／ｎｅｕｍＲＮＡ

水平的影响

２．３　转染 ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ对膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞
ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白表达水平的影响

　　提取转染７２ｈ后的细胞总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析，分
析结果提示阴性ｓｉＲＮＡ序列组、空脂质体组、空白对照组蛋白
相对表达量分别为（７３．８５±０．０１）％、（７６．８６±０．０１）％、
（７７４１±０．０２）％。发现空脂质体组及阴性 ｓｉＲＮＡ序列组
ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白表达未受明显抑制，与空白对照组比较无显著
差异（Ｐ＞０．０５），ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组蛋白相对表达量为
（４９７６±０．０１）％，与其余３组比较，ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白表达水平
明显下调（Ｐ＜０．０５），说明转染 ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ后能够有效
地抑制转染细胞中ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白的表达（图３）。
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１：ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组；２：阴性ｓｉＲＮＡ序列组；３：空脂质体组；４：空
白对照组

图３　ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ转染后膀胱癌ＢＩＵ８７细胞ＨＥＲ２／ｎｅｕ
蛋白的表达

２．４　ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ对膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞生长的
影响

　　ＣＣＫ８法检测发现空脂质体组存活率为（７９．５９±
２００）％，阴性 ｓｉＲＮＡ序列组为（８２．３７±０．９０）％、ＨＥＲ２／ｎｅｕ
ｓｉＲＮＡ组为（５６．７６±１．７０）％。空脂质体组与阴性ｓｉＲＮＡ序列
组之间存活率无显著性差异（Ｐ＞０．０５），ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组
分别与空脂质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组之间存在显著性差异
（Ｐ＜０．０５）。

２．５　转染ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ对膀胱癌ＢＩＵ８７细胞凋
亡的影响

　　空白对照组、空脂质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组细胞凋亡率
分别为（３８７±０．３０）％、（５．５０±０．３６）％、（５．３３±０．５１）％，转
染ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ７２ｈ后，ＢＩＵ８７细胞凋亡率为（４５．６０±
０７０）％，与前３组比较有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。说明转染
ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ后能够诱导细胞的凋亡。

３　讨论

　　ＨＥＲ２／ｎｅｕ也称为 ＨＥＲ２或 ＣｅｒｂＢ２。ＨＥＲ２／ｎｅｕ
是一种原癌基因，编码１型酪氨酸蛋白激酶（ＴＰＫ）生
长因子受体，是表皮生长因子受体家族的重要成员。

该家族成员还包括 ＨＥＲ１／ｅｒｂＢ１（ＥＧＦＲ），ＨＥＲ３／
ｅｒｂＢ３，ＨＥＲ４／ｅｒｂＢ４［６－７］。ＨＥＲ２／ｎｅｕ位于１７ｑ２１，编码
产物为１８５×１０３的跨膜糖蛋白 Ｐ１８５。Ｏｎｏ等［８］报道

中指出ＥｒｂＢ受体由胞外的配体结合区、胞内的蛋白酪
氨酸激酶区及单链跨膜区组成，而胞内酪氨酸激酶区有

较高的同源性和保守性，具有激酶活性，但是只有ＥｒｂＢ
３与其他家族成员不同，其激酶活性缺失。ＨＥＲ２／ｎｅｕ
被认为在肿瘤细胞中过度表达，而在正常组织中表达

水平非常低。同时在细胞信号转导中发挥重要作用，

是细胞存活、生长、分化的重要调节者。ＨＥＲ２／ｎｅｕ基
因在人膀胱癌、乳腺癌、肺癌等中扩增及过量表达，与

肿瘤恶性程度增高、转移能力增强、化疗抵抗密切相

关，且与预后不良有关。Ｌａｔｉｆ等［９］报道１７号染色体
上的基因扩增和ＨＥＲ２／ｎｅｕ的过表达同预后差的膀胱
移行细胞癌患者相关联。Ｌａｅ等［１０］研究发现在膀胱癌

ＨＥＲ２的过度表达是 ＨＥＲ２基因扩增的结果，和乳腺
癌研究相符。对乳腺癌的研究表明，赫赛汀（曲妥珠

单抗）对伴有ＨＥＲ２基因扩增的乳腺肿瘤有明显的治
疗作用。目前有报道用赫赛汀治疗人膀胱肿瘤的病

例，具体机制尚不完全明了。Ｋｏｌｌａ等［１１］指出常用的

辅助治疗药物如赫赛汀、紫杉醇和顺铂，在治疗膀胱癌

症患者和转移性疾病上有协同作用。

　　ＲＮＡｉ是近年快速发展的一种基因沉默技术，具有
高度特异性、高稳定性、高效率性和可扩散性的特点，具
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有很强的对目的基因的抑制作用。ＲＮＡｉ主要分为两
种：＞３０ｎｔ的长双链ＲＮＡ的非特异效应和２ｌ～２３ｎｔ的
短双链ＲＮＡ的特异效应。细胞内双链 ＲＮＡ在 Ｄｉｃｅｒ
酶的作用下，形成２２ｂｐ大小的小干扰ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ可
进一步掺入大部分核酸酶并使其激活，从而精确降解

与ｓｉＲＮＡ序列互补的 ｍＲＮＡ，完全抑制了该基因在细
胞内的翻译和表达。Ｆｕｅｓｓｅｌ等［１２］利用 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的反
义ＤＮＡ及ｓｉＲＮＡ分别转染膀胱癌细胞，结果发现均能
降低ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达水平，同时增强了细胞对于化疗药
物的敏感性，但ｓｉＲＮＡ的效果优于反义ＤＮＡ。以上进
一步说明在肿瘤治疗方面，ｓｉＲＮＡ比反义ＤＮＡ抑制目
的基因的效果更强。杨华安等［４］应用 ＲＮＡ干扰
（ＲＮＡｉ）阻断膀胱癌ＥＪ细胞ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因的表达，发现
ｓｉＲＮＡ能有效抑制 ＥＪ细胞的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，进而抑制
细胞的增殖并诱导细胞凋亡。目前 ｓｉＲＮＡ被成功应
用在动植物细胞中，而且能够显著降低靶向基因产物

的表达，其９０％是ｓｉＲＮＡ诱导的，并且ＲＮＡｉ的作用能
够遗传给子代细胞［１３］。但是 ｓｉＲＮＡ是否可应用于人
类疾病的治疗目前还不清楚。如果 ＲＮＡｉ技术能够应
用于人类疾病的治疗，那么首先 ＲＮＡｉ可通过抑制某
种蛋白在体内过度表达。但对于因某个基因产物过度

表达或由于体内突变基因表达所引起的疾病，往往缺

乏比较有效的手段。本研究主要以原癌基因 ＨＥＲ２／
ｎｅｕ为靶点，利用体外合成的 ｓｉＲＮＡ，探讨 ＲＮＡｉ技术
对ＨＥＲ２／ｎｅｕ阳性的膀胱癌 ＢＩＵ８７细胞株中 ＨＥＲ２／
ｎｅｕ的表达及细胞存活率和凋亡的影响，为ＲＮＡｉ技术
在基因治疗中的进一步应用，提供实验基础。

　　本研究表明，ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ能有效降低膀胱
癌ＢＩＵ８７细胞株ＨＥＲ２／ｎｅｕｍＲＮＡ的表达，并使相应
的蛋白表达从空白对照组的（７７．４１±０．０２）％降低到
ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ组的（４９．７６±０．０１）％（Ｐ＜０．０５），
而空白对照组、空脂质体组、阴性 ｓｉＲＮＡ序列组则对
ＨＥＲ２／ｎｅｕ蛋白的表达无影响（Ｐ＞０．０５），说明 ｓｉＲＮＡ
具有较好的特异性。并且 ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ转染后，
细胞存活率明显下降，出现细胞出现凋亡，凋亡率为

（４５．６０±０．７０）％，表明 ｓｉＲＮＡ对 ＨＥＲ２／ｎｅｕ表达阳
性的膀胱癌ＢＩＵ８７细胞株生长能产生显著诱导凋亡
作用。与文献［１４］报道一致。
　　综上所述，ＨＥＲ２／ｎｅｕｓｉＲＮＡ可以有效的抑制膀
胱癌细胞的增值，并诱导其凋亡，可能与通过下调

ＨＥＲ２／ｎｅｕｍＲＮＡ和蛋白的表达水平有关，为膀胱癌
新的治疗方法打下了理论基础。但 ｓｉＲＮＡ在体内对
ＨＥＲ２／ｎｅｕ基因表达和膀胱癌细胞增值及凋亡的影

响，以及是否优于ＨＥＲ２／ｎｅｕ的靶向治疗药物 Ｈｅｒｃｅｐ
ｔｉｎ，有待进一步研究。
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