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上调核糖核酸酶抑制因子对小鼠黑色素瘤Ｂ１６细胞生长和凋亡的影响

潘湘阳１，彭　源２，陈俊霞１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学基础医学院：细胞生物学与遗传学教研室１，第一临床学院２）

　　［摘要］　目的　研究核糖核酸酶抑制因子（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＲＩ）基因表达对小鼠黑色素瘤
Ｂ１６细胞生长和凋亡的影响。方法　构建ＲＩ真核表达质粒 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ稳定转染 Ｂ１６细胞，未转
染和空质粒作对照组（ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ组），经 Ｇ４１８筛选出阳性克隆。ＲＴＰＣＲ、免疫印迹和免疫荧光检
测ＲＩ的表达；ＭＴＴ检测细胞的增殖；流式细胞术、ＴＵＮＥＬ及 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２检测细胞周期及凋亡；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关的蛋白及ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路关键分子的表达；分别注射各组Ｂ１６细胞
到Ｃ５７／ＢＬ小鼠建立移植瘤模型，观察肿瘤的生长及肿瘤微血管的变化，进一步分析ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信
号通路蛋白在肿瘤组织中的表达。结果　 转染ＲＩ细胞组的ＲＩｍＲＮＡ和蛋白表达水平显著升高；ＭＴＴ
结果显示Ｂ１６ＲＩ细胞较对照组增殖能力明显降低，流式细胞结果显示Ｂ１６ＲＩ细胞的Ｓ期明显增加，表
明ＲＩ表达上调后细胞生长停滞于Ｓ期（Ｐ＜０．０５）；Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２、ＴＵＮＥＬ及ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ双染色流
式法细胞凋亡检测结果证实，Ｂ１６ＲＩ细胞与对照组相比出现大量凋亡细胞 （Ｐ＜０．０１）及典型凋亡形态
特征：染色质凝集，核碎裂和明亮的蓝色荧光等；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与对照组相比，Ｂ１６ＲＩ细胞中
ＩＬＫ、ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β、Ｂｃｌ２及βｃａｔｅｎｉｎ的表达明显降低，而活化的Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ蛋白的表达显著增
加（Ｐ＜０．０１）；动物的移植瘤实验结果显示，转ＲＩ组的小鼠的瘤重显著降低（Ｐ＜０．０１），瘤组织中的血
管密度明显减少，同时 ＩＬＫ、ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β、βｃａｔｅｎｉｎ在瘤组织中表达减少。ＴＵＮＥＬ肿瘤组织凋亡检
测结果与体外细胞一致。结论　过表达ＲＩ可能通过调节 ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路显著抑制了小鼠黑
色素瘤Ｂ１６细胞的生长并诱导了Ｂ１６细胞的凋亡。
　　［关键词］　 核糖核酸酶抑制因子；Ｂ１６细胞；增殖；凋亡；ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
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　　核糖核酸酶抑制因子（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＲＩ）
是胞浆内酸性蛋白的一种，包含有４６０个氨基酸残基，
相对分子质量约为５０×１０３，在核酸的代谢中起着重
要的作用，ＲＩ与核糖核酸酶 Ａ（ＲＮａｓｅＡ）结合形成复
合物，抑制９０％以上的 ＲＮａｓｅＡ活性，使 ＲＮＡ降解减
慢或抑制，延长它的半衰期。ＲＩ中有７个串联的亮氨
基酸残基的重复片段（ｌｅｕｃｉｎｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ），同样
存在ＬＲＲ重复顺序的一百多种蛋白质显示了广泛的
功能，包括细胞周期调节、ＤＮＡ修复、细胞黏附、对细
胞外基质相互作用、信号转导、ＲＮＡ剪切以及抑制酶
活性等许多重要的生物学过程［１－２］。亮氨酸拉链结构

与蛋白质相互作用有关；ＬＲＲ结构也多见于真核生物
转录因子 ＤＮＡ结合蛋白的 Ｃ端，两条肽链呈钳状与
ＤＮＡ相结合，与癌基因表达调控有关［３］。因此，根据

蛋白质结构为目标的结构基因组学，ＲＩ可能具有除抑
制ＲＮａｓｅＡ外还存在尚未知的生物学功能。整合素连
接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，ＩＬＫ）在调控细胞的生
长、分化、黏附、迁移、侵袭、血管生成及ＥＭＴ等基本过
程中起了核心的作用［４］。我们前期工作发现下调 ＲＩ
能使膀胱癌细胞 Ａｋｔ和 ＧＳＫ３β磷酸化水平增加，并
且能显著促进了膀胱癌细胞的上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）和侵袭、转移；ＲＩ过表
达能够抑制Ｂ１６细胞的侵袭和转移［５］；ＲＩ与ＩＬＫ在细
胞质中存在表达共定位和负相关等［６－７］。然而，这些

研究还未能全面阐明ＲＩ的功能及其抑癌的分子机制。
因此，推测ＲＩ抑制肿瘤细胞生长和增殖的机制可能是
通过调节ＩＬＫ信号通路。为了摸索ＲＩ的功能，本实验
构建了ＲＩ的真核表达质粒，研究 ＲＩ的过表达对 Ｂ１６

细胞增殖、凋亡的影响以及作用的分子机制，为肿瘤的

诊断和治疗提供新的思路和理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料
　　Ｂ１６黑色素瘤细胞来自中国科学院上海生命科学
研究院生物化学与细胞生物学研究所；Ｃ５７ＢＬ／６小鼠
购自重庆医科大学实验动物中心。ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、２×
ＴａｑＭｉｘ、ＳａｌⅠ、质粒抽提纯化试剂盒、逆转录试剂盒等
购自大连宝生物公司；标准胎牛血清、ＲＰＭＩ１６４０培养
基购自天津灏洋（ＴＢＤ）公司；ＲＩ抗体（兔抗人）自己制
备；Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、Ｃａｓｅｐａｓｅ３、βａｃｔｉｎ购自美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ
公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２试剂、ＴＵＮＥＬ凋亡检测试剂盒购
自Ｂｉｙｏｔｉｍｅ生物技术公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ真核表达载体的构建与鉴定
　　从 ＧｅｎＢａｎｋ中获得 ＲＩｃＤＮＡ序列（ＮＭ＿００２９３９）
后设计和合成引物。上游引物：５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴ
ＴＣＡＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣ３′；下游引物：５′ＧＣＧＴＣＧＡＣ
ＡＧＧＡＡＧＡＣＣＴＣＡＧＧＡＧＡＴ３′；分别在上游引物 ５′端
加入ＥｃｏＲⅠ酶切位点（下划线）和下游引物５′端加入
ＳａｌⅠ酶切位点（下划线）。引物由生工生物工程（上
海）有限公司合成。用 ＴＲＩｚｏｌ提取人 ７７０３细胞的
ｍＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ后ＰＣＲ扩增ＲＩ基因，在１％
琼脂糖进行凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，然后产物胶回收
纯化，酶切、连接、转化，挑选单菌落扩增，提取重组质

粒，经ＥｃｏＲⅠ和ＳａｌⅠ双酶切双酶切鉴定并送华大基
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因公司测序，将阳性质粒命名为 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ。
１．２．２　黑色素瘤Ｂ１６细胞的培养及转染
１．２．２．１　细胞的培养　　黑色素瘤 Ｂ１６细胞用含
１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基（含青霉素和链霉素浓度
均为１×１０５Ｕ／Ｌ），于３７℃和５％ ＣＯ２的培养箱中培养。
１．２．２．２　细胞的转染和分组　　取对数生长期的细
胞接种于６孔培养板中，约８０％细胞融合度时，用脂
质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００分别转染不同的质粒到细胞
中，根据未转染或转染质粒不同分别命名为 Ｂ１６组、
Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒｖｅｃｔｏｒ组、Ｂ１６ＲＩ组。每组设３个复孔，按
照试剂说明书进行操作。

１．２．３　建立稳定转染人ＲＩ的小鼠黑色素瘤Ｂ１６细胞
系　　将ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ质粒和空质粒ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ
分别转染 Ｂ１６细胞，转染２４ｈ后，按１∶３进行传代培
养，转染４８ｈ后，改用含１０００ｇ／ｍＬＧ４１８１０％ 血清
的培养基培养，筛选１０～１４ｄ后，采取有限稀释法，挑
取单个有荧光细胞于９６孔板中培养１０～１５ｄ后，将
孔中生长的单克隆细胞团块消化下来后逐级扩大培

养，得到单克隆细胞系。

１．２．４　各组细胞ＲＩ基因表达的检测
１．２．４．１　ＲＩ基因ｍＲＮＡ转录水平的检测　　用 ＴＲ
Ｉｚｏｌ抽提各组细胞总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ
公司）测定 ＲＩｍＲＮＡ的水平，ＲＩ基因上游引物：５′
ＴＣＡＧＣＧＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＧＧＧ３′，下 游 引 物： ５′ＣＡ
ＣＡＡＴＧＣＣＧＣＡＣＡＧＧＴＣ３′，扩增产物约３１０ｂｐ；ＧＡＰ
ＤＨ基因上游引物：５′ＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＣＧＣＣＴＣＴＧ３′，
下游引物：５′ＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧ３′，扩增产
物约３３０ｂｐ。ＰＣＲ产物经 ２％琼脂糖凝胶电泳检测
后，由ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪摄取凝胶图像，用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ进行ＲＩ与ＧＡＰＤＨ相对强度的比率分析。
１．２．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＩ蛋白的表达　　用蛋
白裂解液（１０６／１００μＬ）抽提各组细胞的总蛋白，经
１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，常规湿法转膜，５％ 脱脂奶
粉封闭２ｈ，一抗４℃ 孵育过夜（兔抗人 ＲＩ１∶５００，兔
抗人βａｃｔｉｎ１∶１０００），羊抗兔（１∶３０００）二抗３７℃孵
育 ２ｈ，ＥＣＬ化学发光显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪下观
察照相并用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ进行ＲＩ与βａｃｔｉｎ相对强度
的比率分析。

１．２．５　细胞免疫荧光检测　　取细胞爬片，待细胞达
８０％～９０％汇合度时，８０％冰丙酮固定 １０ｍｉｎ，３％
ＢＳＡ的 ＰＢＳ在 ３７℃孵育 ３０ｍｉｎ，分别以 ＲＩ抗体
（１∶２００稀释）、ｐＡｋｔ（Ｓ４７３）抗体和ｐＧＳＫ３β（Ｓ９）抗
体（１∶２００稀释）４℃孵育过夜，ＰＢＳ清洗３次，羊抗兔
ＩｇＧＴＲＩＴＣ标记和的二抗（１∶１００）在３７℃ 避光孵育
１ｈ，ＰＢＳ清洗 ３次 ×５ｍｉｎ，５０％甘油封片。使用
Ｏｌｙｍｐｕｓ多功能显微镜观察并拍照。

１．２．６　ＭＴＴ检测Ｂ１６细胞的增殖　　将对数期各组
细胞，以 ２×１０３／孔接种于 ９６孔培养板进行常规培
养，，同时每组设８个复孔，分别在２４、４８、７２、９６、１２０ｈ
时加２０μＬ／孔 ＭＴＴ溶液并再培养４ｈ，吸弃培养基，
加１５０μＬＤＭＳＯ／孔，４９０ｎｍ波长下用酶联免疫检测
仪检测各孔Ｄ（４９０）值。细胞增殖抑制率 ＝［１－实验
组Ｄ（４９０）均值／对照组Ｄ（４９０）均值］×１００％。
１．２．７　流式细胞术分析细胞周期及凋亡　　分别取
同条件下培养的同时间传代的各组细胞 Ｂ１６，胰酶消
化后，ＰＢＳ洗涤１次，低速离心收集细胞，分两部分处
理，一部分细胞用７０％乙醇４℃固定４ｈ以上，另一部
分无需固定，直接检测，固定细胞用来测周期，未固定

组测凋亡，每个样本一式３份，并重复３次。
１．２．８　ＴＵＮＥＬ检测细胞和肿瘤组织的凋亡　　肿瘤
组织冰冻切片和盖玻片上的细胞用４％多聚甲醛里固
定１ｈ；滴加预冷的０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，冰上放置２ｍｉｎ；
ＰＢＳ清洗３次，滴加５０μＬＴＵＮＥＬ试剂于每个盖玻片
上，孵育６０ｍｉｎ在避光和３７℃条件下，ＰＢＳ洗３次，中
性抗荧光淬灭剂封片后荧光显微镜下观察并拍照。

１．２．９　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２检测细胞凋亡　　各组细胞接
种于放有盖玻片的 ６孔板中，待细胞生长至汇合度
７０％左右，ＰＢＳ洗３次，４％多聚甲醛固定１ｈ；ＰＢＳ洗
３次，按比例稀释Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２检测液后滴加到盖玻
片上，常温避光孵育５～１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，封片后，
在荧光显微镜下观察并拍照。

１．２．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白及 ＩＬＫ信号
通路蛋白的表达　　蛋白裂解液提取各组细胞总蛋
白，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳、常规湿法转膜、５％脱脂
奶粉封闭２ｈ，一抗４℃孵育过夜，兔抗 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和
Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１５０），ｐＡＫＴ、ｐＧＳＫ３β和 βｃａｔｅｎｉｎ
（１∶５００），鼠抗ＩＬＫ（１∶２００）和兔抗βａｃｔｉｎ（１∶１０００），羊
抗鼠或羊抗兔二抗（１∶２０００）常温孵育２ｈ，ＥＣＬ发光显
色并进行与ａｃｔｉｎ相对强度的比率分析，实验重复３次。
１．２．１１　动物实验检测上调ＲＩ对Ｂ１６细胞生长、凋亡
的影响

１．２．１１．１　动物移植瘤模型　　收集对数期细胞，用
ＰＢＳ制备２×１０６／ｍＬ的各组细胞悬液，分别将上述制
备的各组细胞悬液接种０．１ｍＬ于 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠左腋
皮下，每组８只。记录各组肿瘤形成时间，２１ｄ后处死
老鼠，称取肿瘤的重量，计算每组平均值，并计算抑瘤

率。抑瘤率＝（１－实验组平均瘤质量／对照组平均瘤
质量）×１００％。
１．２．１１．２　ＨＥ染色　　用１０％甲醛溶液固定肿瘤组
织，５μｍ切片，二甲苯、梯度乙醇脱蜡后进行 ＨＥ染
色，中性树胶封片，显微镜下观察并拍照。

１．２．１１．３　免疫组织及免疫荧光化学观察各组移植瘤
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中ＲＩ、ＣＤ３１和 ＩＬＫ信号通路蛋白的表达　　免疫组
织化学：已固定的肿瘤组织石蜡包埋后５μｍ切片并
脱蜡，按免疫组化试剂盒的步骤对过氧化物酶进行灭

活和枸橼酸钠修复抗原，ＰＢＳ洗３次，５％羊血清封闭，
一抗βｃａｔｅｎｉｎ、ＲＩ、ＩＬＫ（１∶１００），４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗
３次，滴加生物素化山羊抗兔，３７℃，孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗３次，滴加链霉素抗生素过氧化物酶溶液３７℃孵
育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次，ＤＡＢ显色，复染，晾干，中性树
脂封片，观察拍片。免疫荧光化学：肿瘤组织经冰冻切

片后，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，自然风干后－８０℃保
存备用。取出切片，ＰＢＳ漂洗３次；用０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００通透１５ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗３次。用３％双氧水灭活内
源性过氧化物酶２０ｍｉｎ，３％ ＢＳＡ溶液封闭３０ｍｉｎ后，
分别用 ＰＢＳ稀释的兔抗 ｐＡｋｔ（Ｓ４７３）、ｐＧＳＫ３β
（Ｓ９）、ＣＤ３１（１∶１００稀释）一抗于４℃ 孵育过夜；ＰＢＳ
洗３次。用ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ（１∶１００）二抗３７℃
避光孵育１ｈ；ＰＢＳ洗３次；抗荧光淬灭剂封片，荧光显
微镜观察并拍照。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行统计分析，实验数据以
珋ｘ±ｓ表示，实验组与两个对照组间比较采用单因素方
差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计意义。

２　结果

２．１　重组质粒ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ的鉴定
　　双酶切后产生两条带，分别为１４００ｂｐ和５３００ｂｐ
左右，酶切结果与预期一致，证明目的载体中已成功插

入人ＲＩ基因，在 ＮＣＢＩ里比对质粒的测序结果，完全
正确，表明成功构建载体（图１）。
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１：ＤＮＡ标准（ＤＬ１２０００）；２：ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ酶切；
３：ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ酶切；４：ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ质粒；５：ｐＩＲＥＳ２
ＥＧＦＰＲＩ质粒；６：ＤＮＡ标准（ＤＬ２０００）
图１　ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ重组质粒ＥｃｏＲⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切

２．２　稳定转染的 Ｂ１６细胞过表达ＲＩ的鉴定
　　半定量ＲＴＰＣＲ结果见图２Ａ，实验组与转空质粒
组、未转染组２个对照组相比，Ｂ１６ＲＩ组细胞转录的

ＲＩｍＲＮＡ分别升高了 １４９％和 ９１％，差异显著（Ｐ＜
００１）。如图２Ｂ所示，与对照组相比，Ｂ１６ＲＩ组细胞
ＲＩ蛋白表达量分别升高了１６２％和９７％（Ｐ＜０．０１）。
与对照组相比，Ｂ１６ＲＩ组细胞，其胞浆荧光强度明显
增强（图２Ｃ），显示胞浆中的 ＲＩ含量显著升高。这和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致。
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测各组细胞ＲＩｍＲＮＡ的表达；Ｍ：标准；１，４：
Ｂ１６组；２，５：Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组；３，６：Ｂ１６ＲＩ组；１～３：ＲＩ
ｍＲＮＡ；４～６：ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细
胞ＲＩ蛋白的表达，１：Ｂ１６ＲＩ组；２：Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组；３：Ｂ１６
组；Ｃ：免疫荧光检测各组细胞ＲＩ蛋白的表达（×２００）

图２　Ｂ１６细胞过表达ＲＩ的鉴定

２．３　过表达ＲＩ对增殖活力及细胞周期的影响
　　Ｂ１６ＲＩ组细胞的Ｄ（４９０）值在接种后７２ｈ后开始
明显低于Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ和 Ｂ１６组（Ｐ＜０．０５）的细胞，接
种１２０ｈ时，其细胞增殖的抑制率为４３．２９％，而２对
照组间无明显差异，表明ＲＩ的过表达后可以明显降低
细胞的增殖能力。流式检测细胞周期分布，结果显示：

Ｂ１６ＲＩ组分别与 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组和 Ｂ１６组相比，Ｓ期分
别增加了（２０．８５±２．２４）％和（２３．８８±４．３７）％（Ｐ＜
０．０５），代表着 Ｓ期的细胞显著增多，而 Ｇ１、Ｇ２期时细
胞的数量明显减少，表明 ＲＩ基因的上调表达，可以抑
制Ｂ１６黑色素瘤细胞增殖，将细胞在阻滞在Ｓ期（Ｐ＜
０．０５，图３）。
２．４　过表达ＲＩ对细胞凋亡的影响
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２检测结果显示 Ｂ１６ＲＩ组的细胞呈
现了明显的凋亡形态，如染色质发生凝集，大多细胞核

发生皱缩，有高亮的凋亡小体及核碎块出现，而对照组

细胞几乎未见，显示 Ｂ１６ＲＩ组的细胞发生凋亡（图
４Ａ）。ＴＵＮＥＬ检测结果如图４Ｂ和４Ｃ所示，Ｂ１６ＲＩ组
在体内外出现大量带有高亮的荧光细胞（即凋亡细胞）。

４３３１
第３７卷第１３期
２０１５年７月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．１３
Ｊｕｌ．１５　２０１５



! "! #! $! %! &!! &"!

!"#!'($

%!!

$!!

#!!

"!!

!

%
&
'

! "! #! $! %! &!! &"!

!"#!'((

%!!

$!!

#!!

"!!

!

%
&
'

! "! #! $! %! &!! &"!

!"#!'((

)$!

"*!

&%!

+!

!

%
&
'

! " #

Ａ：Ｂ１６组；Ｂ：Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组；Ｃ：Ｂ１６ＲＩ组
图３　流式细胞仪检测细胞增殖及周期分布

而Ｂ１６和 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组带有高亮的荧光细胞少，即细
胞凋亡的少。流式检测细胞凋亡结果显示（图４Ｄ），
Ｂ１６ＲＩ组细胞大约有（５７．９０±５．２０）％ 的凋亡细胞，
而 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组和 Ｂ１６组仅有（７．１７±１．８０）％和
（２８６±０．５０）％ 的凋亡细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞
中凋亡相关蛋白的表达水平，Ｂｃｌ２的表达量在 Ｂ１６
ＲＩ组中下降，而 Ｂａｘ却上升，同时激活的 Ｃａｓｅｐａｓｅ３
表达也增加（Ｐ＜０．０１，图４Ｅ）。以上实验表明 ＲＩ的
过表达诱导了Ｂ１６细胞的凋亡。
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Ａ：Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２染色；Ｂ：ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡；Ｃ：ＴＵＮＥＬ
检测肿瘤组织细胞凋亡；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中凋亡
相关蛋白的表达，１：Ｂ１６组，２：Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组，３：Ｂ１６ＲＩ组

图４　过表达ＲＩ诱导Ｂ１６细胞的凋亡

２．５　过表达ＲＩ对细胞ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白
表达的影响

　　为了研究ＲＩ上调表达促进凋亡和抑制细胞增殖
的分子机制，我们检测了 ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中重要
的分子的表达量，如图５Ａ和５Ｂ，结果发现当上调 ＲＩ
时ＩＬＫ、ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β和 βｃａｔｅｎｉｎ的表达都明显降
低，在Ｂ１６ＲＩ组中其表达的量相对于２个对照组平均
水平分别下降了８９．８９％、７１．４６％、９１．４８％和６５．４％
（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），而Ａｋｔ和ＧＳＫ３β的蛋白表达水平
没有明显改变。免疫细胞荧光进一步检测 ｐＡｋｔ和 ｐ
ＧＳＫ３β的表达，从图５Ｃ中我们可以看出，在Ｂ１６ＲＩ组
细胞中其荧光强度显著减弱，说明ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β的
蛋白表达水平下降，与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬＫ、ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３β和βｃａｔｅｎｉｎ的表
达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ａｋｔ和ＧＳＫ３β的蛋白表达　１：Ｂ１６
组，２：Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组，３：Ｂ１６ＲＩ组；Ｃ：免疫细胞荧光检测
ｐＡｋｔ和 ｐＧＳＫ３β的表达

图５　过表达ＲＩ对ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路蛋白表达的影响
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２．６　过表达ＲＩ对黑色素瘤细胞小鼠移植瘤生长和血
管生成的影响

　　接种后９ｄ，发现Ｂ１６和 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ对照细胞组接
种的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠有肿瘤的生长，Ｂ１６ＲＩ细胞组于接
种后１５ｄ开始出现肿瘤，喂养２１ｄ处死小鼠，取出肿
瘤并称重量，Ｂ１６、Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ和 Ｂ１６ＲＩ组肿瘤的平均
质量分别为（５．２３５±１．６８７）、（５．４００±０．９６８）、
（０２７３±０．１１５）ｇ，Ｂ１６ＲＩ组与 Ｂ１６和 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组
相比，肿瘤的重量明显减小（Ｐ＜０．０１）；抑瘤率分别为
９４８％和９４．９５％。肿瘤组织冰冻切片的 ＣＤ３１免疫
荧光和常规石蜡切片的 ＨＥ染色结果显示：Ｂ１６、Ｂ１６
ｖｅｃｔｏｒ和Ｂ１６ＲＩ组肿瘤组织微血管密度分别为（１７．５±
２８）、（１４．８±２．５）、（６．２±１．８）个，Ｂ１６ＲＩ组与 Ｂ１６
和Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组相比，Ｂ１６ＲＩ组的肿瘤组织微血管密
度比照组明显减少（Ｐ＜０．０１），说明ＲＩ过表达能够显
著抑制微血管的生成。
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箭头所指为肿瘤微血管

图６过表达ＲＩ对黑色素瘤细胞血管生成的影响

２．７　过表达ＲＩ对体内肿瘤组织ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号
通路蛋白表达的影响

　　免疫组化结果显示，当 ＲＩ过表达时，在 Ｂ１６和
Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组肿瘤组织中 ＩＬＫ、βｃａｔｅｎｉｎ蛋白高表达，
而在Ｂ１６ＲＩ组中其表达显著降低（图７Ａ）。组织免疫
荧光结果可见，在 Ｂ１６和 Ｂ１６ｖｅｃｔｏｒ组 ｐＡｋｔ和 ｐ
ＧＳＫ３β的荧光信号强烈，而 Ｂ１６ＲＩ组荧光信号很微
弱（图７Ｂ）。表明上调ＲＩ抑制了ＩＬＫ、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＡｋｔ
和ｐＧＳＫ３β蛋白在小鼠移植瘤组织中的表达。

３　讨论

　　核糖核酸酶抑制因子（ＲＩ）被认为是一个重要蛋
白质调节分子，有着多个功能：（１）ＲＩ参与了细胞内
ＲＮＡ水平的调节；（２）ＲＩ可以保护细胞，通过防止非
细胞内的核糖核酸酶进入细胞；（３）调节或终止细胞
内一些核糖核酸酶的功能；（４）监控氧化态的细胞对氧
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Ａ：免疫组化检测肿瘤组织中 ＲＩ、ＩＬＫ和 βｃａｔｅｎｉｎ的表达；
Ｂ：免疫荧光检测肿瘤组织中ｐＡｋｔ和ｐＧＳＫ３β的表达
图７　过表达ＲＩ对体内肿瘤组织ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号

通路蛋白表达的影响

化和老化应激等因素的反应；（５）其他一些未知的生
物学功能［８－９］。我们不但前期实验表明了上调 ＲＩ抑
制了黑色素瘤的生长和转移［５］，而且最近我们还得出

下调ＲＩ可以促进膀胱癌细胞的生长和转移，但其作用
分子机制尚未弄清。为了进一步阐明其生物功能，我

们构建了 ｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰＲＩ真核表达质粒，并将其转
染小鼠 Ｂ１６黑色素瘤细胞，筛选其稳定表达细胞系，
从而探讨ＲＩ对细胞增殖及凋亡的影响以及其作用的
分子机制。

　　本研究通过ＭＴＴ、Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２、ＴＵＮＥＬ及流式细
胞术、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化、免疫荧光等检测证实，上
调ＲＩ可以抑制细胞增殖，调节细胞周期和诱导Ｂ１６细
胞出现明显的凋亡特征，以及显著改变了一些凋亡相

关蛋白的表达，在 Ｂ１６ＲＩ组中，Ｂａｘ的表达量明显上
升，而Ｂｃｌ２的表达明显减少。ＲＩ的过表达同时也激
活了Ｃａｓｐａｓｅ３，并使激活后活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３表达增
高；同时 ＲＩ过表达能够在体内外抑制 ＩＬＫ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路关键靶分子 ＩＬＫ、βｃａｔｅｎｉｎ、ｐＡｋｔ和 ｐ
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ＧＳＫ３β蛋白的表达及磷酸化。ＩＬＫ是一种丝／苏氨酸
的蛋白激酶，实验证实ＩＬＫ参与了调控细胞的生长、增
殖、粘附、迁移、分化、侵袭和血管生成，涉及体内多种

信号转导通路，在肿瘤侵袭、转移中高表达，被寄希望

为肿瘤治疗中一个重要的干预靶点［１０－１１］。活化后的

ＩＬＫ通过磷酸化 Ａｋｔ的 Ｓｅｒ４７３位点，或直接磷酸化下
游蛋白底物从而发挥抗凋亡和促进细胞存活的重要调

节作用［１３］。研究表明，Ａｋｔ获得抗凋亡的能力，通过磷
酸化细胞中某些具有凋亡效应的蛋白。活化的Ａｋｔ可
以使Ｂａｄ的Ｓｅｒ１３６位点磷酸化，有效阻断 Ｂａｄ诱导的
细胞凋亡。Ａｋｔ还能磷酸化 Ｂｃｌ２家族成员 Ｂａｘ的
Ｓｅｒ１８４位点，负调控促凋亡功能。下调 ＩＬＫ的表达可
以在体外癌细胞和体内移植瘤中降低 Ａｋｔ的磷酸化。
直接或间接抑制 Ａｋｔ的活性，能够消除 Ａｋｔ对促凋亡
作用抑制，增加肿瘤细胞的凋亡［１４］。这些研究与我们

的实验结果一致。人的ＲＩ与ＩＬＫ基因均定位于１１号
染色体的 １１ｐ１５，从果蝇（３号）、小鼠（７号）、大鼠
（１号）到人，这两个基因都位于同一染色体的相邻位
置上。那么根据蛋白质相互作用的染色体邻近推断法

和我们的前期实验，它们很可能存在一定的相互作用

或者功能相关，我们正在进行进一步的研究。

　　动物实验显示，Ｂ１６ＲＩ组移植瘤的生长显著减
缓，肿瘤的体积明显减小，分别与对照组相比，肿瘤抑

制率为９４．８％、９４．９５％，同时肿瘤组织中的微血管密
度也明显减小。肿瘤的生长和恶性转移跟血管密切相

关，血管生成是肿瘤生长和转移所必需的，肿瘤中血管

的生成为实体瘤的生长提供了新陈代谢所需要的氧气

和丰富的营养物质，从而使实体瘤得以生长避免坏死。

同时血管也是肿瘤细胞向远处的器官和组织转移移的

先决条件［５］。

　　综上所述，这些结果表明，ＲＩ对小鼠黑色素瘤起
了显著的抑制作用，这种作用可能部分通过 ＩＬＫ信号
通路抑制细胞增殖，调节细胞周期，诱导细胞凋亡及抑

制新生血管的生成。我们的研究结果提示 ＲＩ可能作
为治疗肿瘤（黑色素瘤）的生物标志物和一个有价值

的靶点。
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