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ＧＰＣ５基因在肺腺癌细胞系中的功能研究
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　　［摘要］　目的　研究ＧＰＣ５基因在肺腺癌细胞系中的表达情况及其对肺腺癌细胞系生物学行为的
影响。方法　 采用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）以及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析肺腺癌细胞
系中ＧＰＣ５基因ｍＲＮＡ及蛋白表达情况；构建ＧＰＣ５过表达载体及干扰载体，通过转染构建 ＧＰＣ５过表
达细胞系及ＧＰＣ５沉默细胞系；利用ＣＣＫ８法分析肺腺癌细胞系生长情况；通过流式细胞术检测肺腺癌
细胞系的周期及凋亡变化。结果　检测了 ＧＰＣ５基因在 ４株肺腺癌细胞系（Ａ５４９、Ｈ１２９９、Ｈ３５８和
Ｈ１９７５）和１株肺正常上皮细胞系（ＨＢＥ）中的ｍＲＮＡ表达情况，发现与 ＨＢＥ细胞系相比，ＧＰＣ５基因在
Ａ５４９细胞系中呈低表达，在Ｈ１２９９细胞系中高表达，同时蛋白检测结果与ｍＲＮＡ水平一致；Ａ５４９细胞
中过表达ＧＰＣ５基因可抑制细胞生长，引起细胞周期阻滞；在Ｈ１２９９细胞中干扰ＧＰＣ５基因表达促进细
胞生长，促进细胞周期；在过表达和干扰细胞模型中均未发现ＧＰＣ５基因对细胞凋亡的显著影响。结论
　ＧＰＣ５基因可以对肺腺癌细胞系的生物学行为产生影响，可能是肺腺癌的抑癌基因。
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　　肺癌是发病率和死亡率都极高的恶性肿瘤，肺癌
中约８５％是非小细胞肺癌。非小细胞肺癌包括肺腺
癌和肺鳞癌等，其中以肺腺癌患者占大多数。关于肺

癌的遗传易感性，已有大量报道，一项多中心的全基因

组关联研究（ＧＷＡＳ）发现位于１３ｑ３１．３位点的磷脂酰
肌醇蛋白聚糖５（ｇｌｙｐｉｃａｎ５，ＧＰＣ５）基因可能与肺腺
癌的发生密切相关［１］。ＧＰＣ５属于磷脂酰肌醇蛋白聚
糖类（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｐｈａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，ＨＳＰＧｓ），ＨＳＰＧｓ
通过糖基磷脂酰肌醇锚定在细胞膜表面，在细胞生长
及分化中发挥重要作用［２］。目前研究发现ＧＰＣ５参与
淋巴瘤、横纹肌肉瘤及结肠癌的发生、发展，同时与炎

性脱髓鞘疾病、肾病综合征相关［３－７］。而对于 ＧＰＣ５
基因在肺癌中是否为抑癌基因或者癌基因目前研究尚

存在争议［８－１０］，因此有必要对 ＧＰＣ５基因在肺癌中的
作用进行探索验证。本研究通过同时构建过表达及干

扰载体使肺腺癌细胞系中 ＧＰＣ５过表达及沉默，探究
其对肺腺癌细胞生长和细胞周期及细胞凋亡的影响，

为ＧＰＣ５基因在肺癌中的作用及其分子机制的研究奠
定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞培养及主要检测试剂盒
　　人肺腺癌细胞系 Ｈ１２９９、Ａ５４９、Ｈ１９７５、Ｈ３５８及人
正常肺上皮细胞系 ＨＢＥ均购自中科院上海细胞生物
学研究所细胞库。总ＲＮＡ提取试剂盒ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ购
自 ＴａＫａＲａ公司，逆转录试剂盒 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＰＣＲ引物由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，转染试剂包括 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的脂质
体２０００及Ｐｒｏｍｅｇａ的ＶｉａＦｅｃｔＴＭ试剂，ＣＣＫ８购自 ＤＯ
ＪＩＮＤＯ，碘化丙啶（ＰＩ）试剂购自碧云天，ＡＰＣ、ＰＩ双染
细胞凋亡检测试剂盒购自 ＢＤ生物，其他试剂均为进
口超纯级或国产分析纯以上级产品。

１．２　逆转录ＰＣＲ、实时定量ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
１．２．１　ＲＮＡ提取　　运用 ＲＮＡｉｓｏｐｌｕｓ试剂盒抽提
生长状态良好的肺癌细胞系总 ＲＮＡ，采用分光光度仪

定量及检测纯度，并取２μＬ总 ＲＮＡ进行琼脂糖凝胶
电泳，检查ＲＮＡ是否降解。
１．２．２　逆转录 ＰＣＲ　　ＧＰＣ５特异性引物设计根据
ＧｅｎＢａｎｋ中 ＧＰＣ５的 ｍＲＮＡ序列采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０进行引物设计，最终确定引物序列为上游：５′
ＴＡＣＡＧＧＣＴＣＡＣＣＴＣＡＡＴＧＧＡＣＡＡＡ３′，下游：５′ＴＧＴＴ
ＧＧＣＡＡＧＣＧＴＣＴＣＴＴＣＡ３′，逆转录扩增产物大小为
１４６ｂｐ，根据 ＧＰＣ５逆转录扩增产物大小选择内参基
因ＰＯＬＲ２Ａ，其引物序列为上游：５′ＧＣＡＧＡＧＡＡＧＣＴＧ
ＧＴＧＣＴＣＣＧＴＡ３′，下游：５′ＣＡＧＣＡＴＧＴＴＧＧＡＣＴＣＧＡＴ
ＧＣＡＧ３′，逆转录扩增产物大小为 １２６ｂｐ。引物合成
由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司完成。
　　采用逆转录试剂盒将提取的细胞中总 ＲＮＡ合成
ｃＤＮＡ，再分别取１μＬｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，反应体系
参照说明书，反应条件为 ９５℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环；７２℃１５ｍｉｎ。同时，
ＰＣＲ扩增看家基因 ＰＯＬＲ２Ａ作为检验反转录是否成
功的标准。反应结束后，取５μＬ产物进行１．５％琼脂
糖凝胶电泳，确认 ＰＣＲ产物，同时通过不同组之间的
电泳条带的光密度差异进行ＧＰＣ５基因相对表达量的
初步分析。

１．２．３　实时定量ＰＣＲ反应　　ｑＲＴＰＣＲ的 ｃＤＮＡ合
成同ＲＴＰＣＲ第一步，获得 ｃＤＮＡ后取１μＬｃＤＮＡ作
为模板。采用荧光定量试剂盒 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭ进行实时定量ＰＣＲ反应，以 ＰＯＬＲ２Ａ作为内参，
反应体系参照说明书，反应条件为９５℃ ３０ｓ；９５℃
５ｓ，６０℃ ３０ｓ，３９个循环。每个待测基因设 ３个复
孔，反应结束后，观察扩增曲线及熔解曲线，记录反应

管中的荧光信号到达所设定的阈值时所经历的循环数

即Ｃｔ值，根据Ｃｔ值计算目的基因的相对表达量：△Ｃｔ＝
Ｃｔ目的基因 －ＣｔＰＯＬＲ２Ａ，△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验组 －△Ｃｔ对照组。实验

组目的基因ｍＲＮＡ的表达量即为对照组的２－△△Ｃｔ倍。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　采用碧云天 ＲａｄｉｏＩｍｍｕｎｏ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎＡｓｓａｙ（ＲＩＰＡ）蛋白裂解液提取各细胞总蛋
白，并采用 Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ（ＢＣＡ）法测定蛋白浓
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度。取４０μｇ总蛋白进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，
转膜，５％脱脂奶粉溶液封闭１ｈ，分别加入ＧＰＣ５多克
隆抗体（１∶５００稀释）、内参 ＧＡＰＤＨ（１∶２０００稀释），
４℃ 孵育过夜，洗膜３次，加入辣根过氧化物酶标记
的二抗室温孵育１ｈ，洗膜３次后使用凝胶成像分析系
统扫描结果。

１．３　ＧＰＣ５基因表达载体和 ｍｉＲＮＡ干扰载体构建及
鉴定

１．３．１　ＧＰＣ５基因表达载体的构建和鉴定　　在ＮＣＢＩ
数据库中（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）中查找并下
载ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ的序列，对需要合成的 ｃＤＮＡ区
域序列进行分析，检查基因内部有无特别复杂的二级

结构和重复序列连接。根据基因序列分析的结果，分

别进行寡核苷酸（ｏｌｉｇｏＤＮＡ）的设计及合成，利用ＰＣＲ
将合成的ｏｌｉｇｏ拼接成完整的 ＧＰＣ５基因序列，并将合
成好的序列 ＴＡ克隆入 ｐＭＤ１８Ｔ载体，测序验证。最
后将目的基因克隆装入载体ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ，测序验证，
构建ＧＰＣ５基因表达载体。
１．３．２　ｍｉＲＮＡ表达载体的构建与鉴定　　通过
ＢＬＯＣＫｉＴＴＭ ＲＮＡｉＥｘｐｒｅｓｓ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｒｎａｉｄｅｓｉｇｎ
ｅｒ．ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ．ｃｏｍ ／ｒｎａｉｅｘｐｒｅｓｓ／ｒｎａｉＥｘｐｒｅｓｓ．ｊｓｐ）
提交ＧＰＣ５基因信息选择４个干扰位点（干扰位点序
列均经过Ｂｌａｓｔ检验靶基因的特异性），针对每一个干
扰位点设计并合成两段寡核苷酸（ｏｌｉｇｏＤＮＡ）退火形
成表达 ｍｉＲＮＡ的双链 ＤＮＡ，然后连接装载于线性质
粒ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ。转化至感受态大肠杆
菌，挑选阳性克隆，摇菌抽提质粒后进行测序验证。

４对 ｏｌｉｇｏＤＮＡ序列信息见表１。
１．３．３　ＧＰＣ５基因表达载体和 ｍｉＲＮＡ干扰载体的转
染 载体构建正确后，表达载体及干扰载体的转染根据

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００／ＶｉａＦｅｃｔＴＭ转染试剂说明书进行，
转染的效率通过倒置荧光显微镜进行观察，转染的效

果通过ＲＴＰＣＲ、ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行验证。
１．４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖
　　细胞均以２×１０４／孔细胞接种到９６孔板，每组设
置６个重复，２４ｈ后转染。转染后继续培养，分别在第
１、２、３、４、５天加入１０μＬＣＣＫ８试剂染色，３７℃孵育
２ｈ，在酶联免疫检测仪下测定４５０ｎｍ波长处的光密
度值Ｄ［４５０］。实验重复３次。
１．５　细胞周期检测
　　细胞均以２×１０５／孔接种于６孔板中，２４ｈ后转
染。转染后７２ｈ胰酶消化收集细胞，预冷的ＰＢＳ清洗
２次，加入预冷的７５％的乙醇４℃固定超过１２ｈ。离
心收集固定后细胞，预冷的ＰＢＳ清洗，加ＲｎａｓｅＡ（终浓
度１００μｇ／ｍＬ），３７℃水浴消化３０ｍｉｎ。加碘化丙啶
（ＰＩ）至终浓度５０μｇ／ｍＬ，冰浴避光染色３０ｍｉｎ。２４ｈ
内进行流式细胞术检测，４８８ｎｍ激发光激发检测。实
验重复３次。
１．６　细胞凋亡检测
　　细胞均以２×１０５／孔接种于６孔板中，２４ｈ后转
染。转染后７２ｈ胰酶消化收集细胞，ＰＢＳ重悬计数。
取５～１０万重悬的细胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，
加入１００μＬ的 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞，再加入２μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ染液及 ２μＬＰＩ染液，混匀，室温、避
光、反应 ５～１５ｍｉｎ，１ｈ内进行流式细胞术检测。实
验重复３次。
１．７　统计学处理
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示，两组间差异比较采用ｔ检验，多组间差异比较采
用单因素方差分析。

表１　ｍｉＲＮＡ表达载体ｏｌｉｇｏＤＮＡ序列

ｏｌｉｇｏ名称 ｏｌｉｇｏＤＮＡ序列５′３′

干扰序列１ 上游：ＴＧＣＴＧＴＴＣＡＧＧＡＧＧＧＣＴＣＴＧＣＴＧＣＡＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＴＧＣＡＧＣＡＧＣＣＣＴＣＣＴＧＡＡ

下游：ＣＣＴＧＴＴＣＡＧＧＡＧＧＧＣＴＧＣＴＧＣＡＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＴＧＣＡＧＣＡＧＡＧＣＣＣＴＣＣＴＧＡＡＣ

干扰序列２ 上游：ＴＧＣＴＧＴＴＣＡＴＴＡＧＣＡＣＡＡＡＧＣＴＧＡＴＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴＣＡＧＣＴＧＴＧＣＴＡＡＴＧＡＡ

下游：ＣＣＴＧＴＴＣＡＴＴＡＧＣＡＣＡＧＣＴＧＡＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＡＴＣＡＧＣＴＴＴＧＴＧＣＴＡＡＴＧＡＡＣ

干扰序列３ 上游：ＴＧＣＴＧＴＡＧＡＧＣＴＧＧＡＣＧＴＴＴＧＡＡＧＡＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＴＣＣＡＧＣＴＣＴＡ

下游：ＣＣＴＧＴＡＧＡＧＣＴＧＧＡＣＴＴＧＡＡＧＡＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＴＴＣＴＴＣＡＡＡＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＴＡＣ

干扰序列４ 上游：ＴＧＣＴＧＡＣＣＡＡＡＴＧＧＡＣＴＣＡＣＡＴＣＣＣＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＧＧＡＴＧＴＧＴＣＣＡＴＴＴＧＧＴ

下游：ＣＣＴＧＡＣＣＡＡＡＴＧＧＡＣＡＣＡＴＣＣＣＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＧＧＧＡＴＧＴＧＡＧＴＣＣＡＴＴＴＧＧＴＣ

阴性对照 上游：ｔｇｃｔｇＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴ

下游：ｃｃｔｇＡＡＡＴＧＴＡＣＴＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＴＣＴＣＣＡＣＧＣＧＣＡＧＴＡＣＡＴＴＴｃ
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２　结果

２．１　肺腺癌细胞系中ＧＰＣ５基因ｍＲＮＡ及蛋白的表达
　　ＲＴＰＣＲ检测 ４株肺癌细胞系 Ａ５４９、Ｈ１２９９、
Ｈ３５８、Ｈ１９７５及人正常肺上皮细胞系 ＨＢＥ细胞中
ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ的表达，结果表明 ＧＰＣ５基因的
ｍＲＮＡ在 Ｈ１２９９、Ｈ３５８细胞中相对高表达，而在
Ａ５４９、Ｈ１９７５中相对低表达（图１Ａ）。同时以正常肺
上皮细胞系 ＨＢＥ作对照，对 ４株肺癌细胞系进行
ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ表达量 ｑＲＴＰＣＲ分析，ＧＰＣ５基因
ｍＲＮＡ在 Ｈ１２９９、Ｈ３５８细胞系中表达水平明显升高
（Ｐ＜０．０５），２－△△Ｃｔ值分别为２０．１、１６．９；在 Ｈ１９７５细
胞系中表达水平略高，２－△△Ｃｔ值为１．５８，与 ＨＢＥ细胞
相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；而在Ａ５４９细胞株
中表达水平明显降低，２－△△Ｃｔ值为０．２９，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。在蛋白表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的
结果与ｍＲＮＡ水平的结果一致（图１Ｂ）。
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１：Ｈ３５８；２：Ｈ１９７５；３：Ｈ１２９９；４：Ａ５４９；５：ＨＢＥ

Ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＧＰＣ５基因ｍＲＮＡ的表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测ＧＰＣ５蛋白的表达

图１　４株肺腺癌细胞系及正常肺上皮细胞系ＨＢＥ细胞中

ＧＰＣ５基因ｍＲＮＡ及蛋白表达

２．２　ＧＰＣ５过表达及沉默细胞株的建立及鉴定
　　成功构建 ＧＰＣ５过表达载体 ＧＰＣ５ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ
及干扰载体系列ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＧＰＣ５１／
２／３／４载体。根据前期 ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ表达量检测
结果，对 ＧＰＣ５低表达肺腺癌 Ａ５４９细胞进行 ＧＰＣ５
ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ载体转染，对 ＧＰＣ５高表达肺腺癌
Ｈ１２９９细胞进行ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＧＰＣ５１／
２／３／４载体转染，对转染前后细胞系中 ＧＰＣ５基因
ｍＲＮＡ表达量进行ＲＴＰＣＲ分析（图２Ａ），ｑＲＴＰＣＲ结
果表明，Ａ５４９细胞转染 ＧＰＣ５ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ载体后
ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ表达量较空载体组明显增高，
２－△△Ｃｔ值为１２０００（Ｐ＜０．０５），ＧＰＣ５过表达细胞系构
建成功。对于ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＧＰＣ５１／２／

３／４载体系列，ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＧＰＣ５３干
扰效果最高（图２Ｂ、Ｃ），与空载体组相比ＧＰＣ５表达量
降低到３０％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），后续实
验均以 ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＧＰＣ５３载体进行
ＧＰＣ５干扰试验，ＧＰＣ５低表达细胞系构建成功。此
外，在蛋白水平对过表达载体和干扰载体的效果进行

验证（图２Ｄ），与ｍＲＮＡ水平结果一致。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ分别检测 Ａ５４９细胞过表达 ＧＰＣ５基因前后

ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ的表达　１：ｐＩＲＥＳ２／ＮＣ；２：ｐＩＲＥＳ２／

ＧＰＣ５；Ｂ、Ｃ：ＲＴＰＣＲ及 ｑＲＴＰＣＲ分别检测 Ｈ１２９９细胞

ＧＰＣ５基因干扰前后 ＧＰＣ５基因 ｍＲＮＡ的表达　１：ｐｃＤ

ＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５１；２：ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５２；３：ｐｃＤＮＡ６．

２ｍｉＲＧＰＣ５３；４：ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５４；５：ｐｃＤＮＡ６．２

ｍｉＲＧＰＣ５ＮＣ；ａ：Ｐ＜０．０５，与空载体组比较；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测表达载体及沉默载体转染效果　１：ｐＩＲＥＳ２／ＮＣ；

２：ｐＩＲＥＳ２／ＧＰＣ５；３：ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５ＮＣ；４：ｐｃＤＮＡ６．２

ｍｉＲＧＰＣ５３

图２　ＧＰＣ５基因过表达／干扰载体转染效果验证

２．３　ＧＰＣ５对肺腺癌细胞增殖的影响
　　采用ＣＣＫ８法对转染细胞系进行生长曲线分析，
结果表明，过表达ＧＰＣ５在转染后１、２、３、４、５ｄ时相点
均抑制Ａ５４９细胞的生长（与转染空载体的对照组相比，
各时相点分析均为Ｐ＜０．０５）；沉默ＧＰＣ５基因，在各时
相点均促进Ｈ１２９９细胞生长（与空载体组相比较，除第
５天之外，其余各时相点均有统计学意义，Ｐ＜０．０５）。
转染后第３、４天抑制或促进效果最佳（图３）。
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Ａ：ＧＰＣ５基因过表达抑制Ａ５４９细胞生长　ａ：Ｐ＜０．０５，与
空载体组比较；Ｂ：ＧＰＣ５基因沉默对促进 Ｈ１２９９细胞生长
　ａ：Ｐ＜０．０５，与空载体组比较
图３　ＣＣＫ８检测ＧＰＣ５基因过表达／沉默对肺癌细胞系

生长的影响

２．４　ＧＰＣ５对肺腺癌细胞周期的影响
　　采用流式细胞术对转染细胞进行周期检测分析，
结果表明，转染后７２ｈ，过表达 ＧＰＣ５基因使 Ａ５４９细
胞Ｇ１期比率增高，Ｓ期比率降低、Ｇ２期比率降低，与空
载体组相比，Ｇ１期增高及 Ｓ期降低具有统计学差异
（Ｐ＜０．０５，表２）；ＧＰＣ５基因沉默可使Ｈ１２９９细胞Ｇ１期
比率降低、Ｇ２期比率降低，而Ｓ期比率增高，与空载体组
相比，Ｇ１期、Ｓ期变化具有统计学差异（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　ＧＰＣ５基因过表达／沉默对肺癌细胞系周期的影响
（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ１期（％） Ｓ期（％） Ｇ２期（％）

Ａ５４９ｐＩＲＥＳ２／ＧＰＣ５ ８０．０５±０．４５ａ ７．７９±０．２９ａ１３．６４±０．８９
Ａ５４９ｐＩＲＥＳ２／ＮＣ ６６．６２±１．５０１５．３２±０．７６ １８．５６±０．３３
Ｈ１２９９ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５３ ６３．５０±４．６６ａ２３．２９±３．８８ａ１２．１８±３．９６
Ｈ１２９９ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５ＮＣ ７４．７６±０．５３１１．２９±１．３４ １３．８２±１．２１

ａ：Ｐ＜０．０５，与空载体组比较

２．５　ＧＰＣ５对肺腺癌细胞凋亡的影响
　　采用ＡＰＣ／ＰＩ双染法对转染前后细胞凋亡情况进
行流式分析。实验结果表明，ＧＰＣ５过表达细胞总凋
亡率由１０．０３％降到８．９９％，但差异不具有统计学意
义（Ｐ＞０．０５），同样在沉默细胞系 Ｈ１２９９中也未观察
到细胞凋亡差异（表３）。

表３　ＧＰＣ５过表达／沉默对细胞凋亡的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别
早期凋亡率

（％）

晚期凋亡率

（％）

总凋亡率

（％）

Ａ５４９ｐＩＲＥＳ２／ＧＰＣ５ ７．６６±０．５６ １．３４±０．５２ ８．９９±１．０７
Ａ５４９ｐＩＲＥＳ２／ＮＣ ８．７１±０．７９ １．３２±０．２４１０．０３±０．７１
Ｈ１２９９ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５３ ５．７１±１．５６ ０．６４±０．１４ ６．３５±１．５６
Ｈ１２９９ｐｃＤＮＡ６．２ｍｉＲＧＰＣ５ＮＣ ６．１６±０．６３ ０．６７±０．０９ ６．８４±０．６６

３　讨论

　　ＧＰＣ５是磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ｇｌｙｐｉｃａｎ）基因家族
成员之一，磷脂酰肌醇蛋白聚糖属于硫酸类肝素蛋白

多糖类（ｈｅｐａｒａｎｓｕｌｐｈａｔｅｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ，ＨＳＰＧｓ），目前
在哺乳类基因组中共发现 ＧＰＣ１到 ＧＰＣ６的６个磷脂
酰肌醇蛋白聚糖成员，其中ＧＰＣ３与ＧＰＣ５具有较高同
源性［１１］。ＨＳＰＧｓ广泛分布于哺乳动物组织内，与生长
因子、趋化因子和细胞外基质结构蛋白等相互作用，在

细胞的生长、分化和反应中起重要作用［１２］。研究表明

ＧＰＣ５参与了淋巴瘤、横纹肌肉瘤及结肠癌的发生、发
展，同时与多发性硬化、肾病综合征相关，且在不同的

疾病中可能发挥不同的作用。一项多中心合作的全基

因组关联研究（ＧＷＡＳ）发现，ＧＰＣ５基因可能与非吸烟
肺腺癌的发生密切相关，使 ＧＰＣ５与肺癌关系的研究
成为一个热点。

　　目前关于ＧＰＣ５基因在肺癌中的作用研究仍存在
争议。Ｌｉ等［８］通过对ＧＰＣ５基因在肺腺癌细胞系中迁
移能力的研究并结合临床数据分析提出ＧＰＣ５高表达
促进肺癌细胞的迁移、增加预后的风险。而 Ｙａｎｇ
等［９］通过对ＧＰＣ５基因在肺腺癌及肺鳞癌细胞系中细
胞生长、周期、迁移的研究及更大样本的临床数据分析

提出ＧＰＣ５低表达促进细胞的迁移、增加预后的风险。
本研究通过探索验证更支持Ｙａｎｇ等［９］的结果。

　　本研究通过 ＲＴＰＣＲ、ｑＲＴＰＣＲ以及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
对不同细胞系 ＧＰＣ５基因表达情况进行筛选，发现
ＧＰＣ５基因在 Ａ５４９细胞中相对低表达，而在 Ｈ１２９９、
Ｈ３５８细胞中相对高表达。我们选择了 Ａ５４９细胞系
进行 ＧＰＣ５基因过表达处理，通过 ＣＣＫ８实验证实
ＧＰＣ５过表达能够抑制细胞的生长，这一结果与 Ｙａｎｇ
等［９］的研究结果一致，但 Ｙａｎｇ等［９］的研究未证明

ＧＰＣ５沉默能够促进细胞生长，分析其原因可能为
ＧＰＣ５沉默细胞系 Ａ５４９、Ｈ１９７５细胞系中 ＧＰＣ５表达
量相对较低，而本研究通过对 ＧＰＣ５基因高表达的
Ｈ１２９９细胞系进行 ｍｉＲＮＡ干扰研究，结果发现 ＧＰＣ５
基因沉默能够促进细胞生长，与 Ｙａｎｇ等［９］对 Ａ５４９、
Ｈ１９７５进行 ＧＰＣ５基因过表达后再进行 ＧＰＣ５沉默的
结果一致。另一方面，Ｙａｎｇ等［９］的干扰研究采用
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ｓｉＲＮＡ系统，本研究选用 ｍｉＲＮＡ干扰载体系统，这种
ＲＮＡｉ其本质与ｓｈＲＮＡ一致，区别在于ｓｈＲＮＡ靶点序列
两端延伸了一段ｐｒｉｍｉＲＮＡ序列的侧翼序列，当ｍｉＲＮＡ
载体进入细胞后，可以模拟体内 ｍｉＲＮＡ的成熟过程，
不容易被细胞识别为“非我”，同时又具有ｓｈＲＮＡ的特
异性，因此可能产生更好的干扰效果［１３－１４］。

　　为了进一步探索ＧＰＣ５基因对肺癌细胞系增殖作
用，我们利用流式细胞术对转染前后肺癌细胞系进行

细胞周期分析。结果表明 ＧＰＣ５过表达肺癌细胞系
Ａ５４９的Ｇ１期增高，Ｓ期降低；ＧＰＣ５沉默细胞系Ｈ１２９９
的Ｇ１期降低，Ｓ期增高，细胞周期的结果分析与细胞
增殖ＣＣＫ８结果分析一致。通过ＧＰＣ５过表达细胞系
及ＧＰＣ５沉默细胞系的细胞周期实验结果共同验证了
ＧＰＣ５可以通过影响细胞周期进而影响细胞增殖能
力。在磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ｇｌｙｐｉｃａｎ）基因家族中，
ＧＰＣ５基因与 ＧＰＣ３基因具有较强的同源性，Ｖａｌｓｅｃｈｉ
等［１５］研究发现过表达 ＧＰＣ３基因能够引起肾癌细胞
Ｇ１期增高，Ｓ期降低，说明磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ｇｌｙｐｉ
ｃａｎ）基因家族可以通过影响细胞周期进而影响细胞增
殖能力。

　　为了进一步探讨ＧＰＣ５基因对肺癌细胞系功能的
影响，本研究探讨了 ＧＰＣ５基因对细胞凋亡的影响。
结果发现ＧＰＣ５过表达及沉默细胞系细胞凋亡均未产
生影响，说明 ＧＰＣ５可能不通过凋亡通路影响细胞的
生长增殖。Ｖａｌｓｅｃｈｉ等［１５］研究表明 ＧＰＣ３在肾癌中为
抑癌基因，上调或者下调 ＧＰＣ３基因对肾癌细胞凋亡
没有影响。而另一项研究表明ＧＰＣ３基因在肝癌中为
癌基因，下调ＧＰＣ３基因能够通过抑制 Ｗｎｔ通路上调
ＣＡＳＰＡＳＥ３表达水平，从而促进肝癌细胞凋亡［１６］。由

此可见，磷脂酰肌醇蛋白聚糖（ｇｌｙｐｉｃａｎ）基因家族对不
同肿瘤细胞中凋亡影响可能不一样，ＧＰＣ５基因主要
通过对细胞生长及增殖的影响进而对肺癌细胞产生影

响，而ＧＰＣ５基因对肺癌细胞凋亡的影响需要进一步
的研究证明。

　　从目前研究结果来看，ＧＰＣ５基因在肺腺癌中可
能为抑癌基因，进一步针对 ＧＰＣ５基因在肺腺癌细胞
侵袭能力、体内致瘤性方面的影响可补充验证文章结

果。另一方面关于ＧＰＣ５基因抑癌作用的产生机制及
与其他通路的相互作用关系还十分复杂，有待于进一

步深入研究。全面深入地研究ＧＰＣ５基因可为肺癌的
诊断、治疗提供新的策略和靶点。
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