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　　［摘要］　目的　探讨过表达 ＲａｎＢＰ９对骨肉瘤细胞凋亡的作用及其机制。方法　采用 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨细胞及不同骨肉瘤细胞株（ＳａＯＳ２、ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ和 ＨＯＳ）中 ＲａｎＢＰ９的
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平。使用慢病毒建立稳定过表达 ＲａｎＢＰ９的 ＳａＯＳ２骨肉瘤细胞模型，并利用流式
细胞仪及ＴＵＮＥＬ染色法检测过表达ＲａｎＢＰ９组及对照组骨肉瘤细胞凋亡率，使用线粒体膜电位检测过
表达ＲａｎＢＰ９组及对照组细胞凋亡过程中发生的线粒体膜电位变化。结果　ＲａｎＢＰ９在成骨细胞和骨
肉瘤细胞株中均呈阳性表达，在成骨细胞中的表达显著高于骨肉瘤细胞（Ｐ＜０．０５），并且在恶性程度较
低的骨肉瘤细胞株ＭＧ６３和ＨＯＳ中的表达要高于恶性程度较高的细胞株 ＳａＯＳ２和 Ｕ２ＯＳ（Ｐ＜０．０５）。
过表达ＲａｎＢＰ９降低骨肉瘤细胞的增殖能力，促进凋亡率上升（Ｐ＜０．０５）。过表达 ＲａｎＢＰ９明显增加
Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃｙｔｃ的表达水平，并同时上调Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比率（Ｐ＜０．０５）；过表达 ＲａｎＢＰ９破坏线粒体膜
电位，诱导内源性线粒体凋亡信号转导途径。结论　ＲａｎＢＰ９通过上调内源性线粒体通路发挥诱导骨
肉瘤细胞凋亡的作用。
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　　ＲａｎＢＰ９，又名 ＲａｎＢＰＭ（Ｒａｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｏｒｇａｎｉｚｉｎｇｃｅｎｔｅｒ），是一个新的 Ｒａｎ蛋白结
合蛋白［１］。它广泛表达于不同组织和细胞系，在细胞

内发挥支架蛋白的作用，是细胞内具有不同生物学功

能的蛋白复合体的关键组成部分，可维持蛋白质稳定、

调节基因转录活性。进一步研究发现 ＲａｎＢＰ９亦参与
调节细胞周期、细胞黏附、凋亡、迁移等［２］。同时

ＲａｎＢＰ９与多种肿瘤的发生、发展密切相关，它在结肠
癌、胃癌和肺癌中均发挥抑癌基因的作用，可以显著抑

制肿瘤的转移并增加其对化疗药物的敏感性。但关于

ＲａｎＢＰ９在骨肉瘤发生、发展中的作用尚不清楚，本课
题组前期研究发现，ＲａｎＢＰ９在骨肉瘤细胞中低表达，
且与骨肉瘤的增殖、凋亡和转移相关［３］。ＲａｎＢＰ９是
一个与凋亡相关的支架蛋白，在细胞内的分布情况随

着细胞凋亡的进程可发生显著改变。近期研究表明

ＲａｎＢＰ９能以凋亡前体蛋白的形式在细胞凋亡中发挥
重要的调节作用［３］，但其在骨肉瘤凋亡过程中的作用

及分子机制仍有待进一步研究。因此，本研究拟通过

过表达ＲａｎＢＰ９来进一步探讨其对骨肉瘤细胞凋亡的
影响和分子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞系和培养
　　人成骨细胞 ｈＦＯＢ（ｈＦＯＢ１．１９）和骨肉瘤细胞系
ＳａＯＳ２、ＭＧ６３、Ｕ２ＯＳ和ＨＯＳ均购自美国典型培养物保
藏中心，由本实验室传代保种。ＳａＯＳ２、ＨＯＳ、Ｕ２ＯＳ培
养于含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，ＭＧ６３培
养于含有１０％胎牛血清的１６４０培养基中，置于３７℃、
５％ＣＯ２混合气体的无菌恒温培养箱中培养。ｈＦＯＢ１．１９
成骨细胞培养于添加 Ｇ４１８（终浓度至 ０．３ｍｇ／ｍＬ）、
１０％胎牛血清的无酚红 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，置于
３４℃、５％ＣＯ２混合气体的无菌恒温培养箱中培养。
１．２　过表达ＲａｎＢＰ９骨肉瘤细胞株的建立及鉴定
　　带ＲＦＰ荧光的过表达ＲａｎＢＰ９慢病毒载体由上海
英骏生物公司合成。将生长状态良好的骨肉瘤 ＳａＯＳ２
细胞按１×１０５／孔接种到６孔板，待细胞融合率约３０％

时，ＰＢＳ漂洗细胞３次，更换新鲜无双抗培养基，病毒
稀释液中加入促转染试剂ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（聚凝胺），终浓度
为５μｇ／ｍＬ，按照细胞 ＭＯＩ值计算并加入相应量病
毒。将培养基和病毒液充分混匀后置于 ＣＯ２孵箱孵
育２４ｈ，换成新鲜的完全培养基。４８ｈ后荧光显微镜
下观察转染效率，将细胞进行常规传代培养，通过流式

细胞仪筛选出稳定过表达 ＲａｎＢＰ９的细胞株，分为对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）和过表达组（ｏｖｅｒＲａｎＢＰ９）。
１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测
　　提取细胞ＲＮＡ，按１∶２５比例用ＤＥＰＣ水稀释样品
ＲＮＡ２μＬ，用Ｓｍａｒｔｓｐｅｃ３０００核酸蛋白定量仪测定ＲＮＡ
的浓度。按照 ＴａＫａＲａ公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ
Ｋｉｔ说明书，将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ。根据 ＳＹＢＥＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ说明书，配置１０μＬ反应体系：５μＬ
ＳＹＢＥＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ、０．８μＬｃＤＮＡ、上游及下游
引物各０．５μＬ、３．２μＬｄＨ２Ｏ。根据基因 ＢＡＮＫ中提
供的基因序列，用Ｐｒｉｍｉｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计特异引
物，同时以ＧＡＤＰＨ作为内参。ＧＡＰＤＨ上游引物：５′
ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣ３′，下游引物：５′ＧＴＡ
ＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′；ＲａｎＢＰ９上游引物：５′
ＣＧＣＡＴＣＣＡＡＴＡＣＣＡＧＣＡＧＣＣ３′，下游引物：５′ＧＧＣＡ
ＣＡＧＴＡＣＣＣＡＴＧＧＴＧＧＡ３′；Ｃｙｔｃ上游引物：５′ＴＣＧ
ＧＡＧＣＧＧＧＡＧＴＧＴＴＣＧＴＴＧ３′，下 游 引 物：５′ＣＣＴＣ
ＣＣＴＴＴＴＣＡＡＣＧＧＴＧＴＧＧＣ３′；Ｃａｓｐａｓｅ３上游引物：５′
ＣＡＴＧＧＡＡＧＣＧＡＡＴＣＡＡＴＧＧＡＣＴ３′，下游引物：５′ＣＴ
ＧＴＡＣＣＡＧＡＣＣＧＡＧＡＴＧＴＣＡ３′；Ｂａｘ上游引物：５′ＣＣＣ
ＧＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣＧＡＧ３′，下游引物：５′ＣＣＡＧＣ
ＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴ３′；Ｂｃｌ２上游引物：５′ＧＣＧ
ＧＡＧＴＴＣＡＣＡＧＣＴＣＴＡＴＡＣ３′，下游引物：５′ＡＡＡＡＧ
ＧＣＣＣＣＴＡＣＡＧＴＴＡＣＣＡ３′；Ｆａｓ上游引物：５′ＴＡＴＣＡＣ
ＣＡＣＴＡＴＴＧＣＴＧＧＡＧＴＣＡ３′，下游引物：５′ＧＣＴＧＴＧＴＣ
ＴＴＧＧＡＣＡＴＴＧＴＣＡ３′；Ｆｌｉｐ上游引物：５′ＡＣＡＡＣＡＡＧ
ＧＡＣＣＡＣＧＧＧＡＧＧＡＧ３′，下游引物：５′ＴＧＧＡＧＧＣＡＡ
ＡＧＡＡＡＣＣＧＡＡＡＧＣ３′。将反应体系放入仪器ＢｉｏＲａｄ
ＣＦＸ９６ＲｅａｌｔｉｍｅＳｙｓｔｅｍ，根据扩增曲线和溶解曲线，
制作标准曲线进行结果分析。

５７１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测骨肉瘤细胞ＲａｎＢＰ９蛋白表达
　　提取细胞总蛋白，采用 ＰｉｅｒｃｅＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ
Ｋｉｔ测定蛋白浓度。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，
封闭：用脱脂奶粉浸泡 ＰＶＤＦ膜，水平摇床缓慢摇晃，
室温下封闭 ４ｈ；将膜放人稀释好的一抗：ＲａｎＢＰ９兔
抗人多克隆抗体 （Ａｂｃａｍ公司，美国，１∶１０００稀释 ）、
Ｃｙｔｃ小鼠抗人单克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｏｌｏｇｙ公司，
美国，１∶３００稀释），Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３兔抗人多克隆抗
体（Ａｂｃａｍ公司，美国，１∶５００稀释）、Ｂａｘ兔抗人单克
隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，美国，１∶５００稀释）、Ｆａｓ小鼠抗人
多克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司，美国，１∶３００稀释）、Ｆｌｉｐ鼠
抗人多克隆抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｏｌｏｇｙ公司，美国，
１∶３００稀释）、内参兔抗人 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体（Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｏｌｏｇｙ公司，１∶２０００稀释），４℃ 孵育过夜。
次日用 ＰＢＳＴ溶液洗膜 １０ｍｉｎ×３次。添加二抗 （Ｃｅｌｌ
ＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｏｌｏｇｙ公司，１∶５０００稀释），室温孵育１．５ｈ；
用化学发光显色试 剂盒 （Ｐｉｅｒｃｅ公司，美国）显色，
ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪自动曝光成像。
１．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖能力
　　使用细胞增殖试剂ＷＳＴ８（ＲｏｃｈｅＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ，曼
海姆，德国）测量细胞生长。将细胞以 ２０００／孔接种
在９６孔微量滴定板（ＣｏｒｎｉｎｇＣｏｓｔａｒ，Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ）中
后，根据制造商的说明，在收获时将１０μＬＣＣＫ８添加
到每个孔中。加入 ＣＣＫ８后 １ｈ，通过测量转化的染
料在４５０ｎｍ波长处的光密度值［Ｄ（４５０）］来测定细胞
活力。

１．６　流式细胞仪检测过表达 ＲａｎＢＰ９对骨肉瘤细胞
细胞凋亡的影响

　　将处于对数生长期的 ｏｖｅｒＲａｎＢＰ９和 Ｃｏｎｔｒｏｌ骨肉
瘤细胞ＳａＯＳ２置于超低黏附板，悬浮培养３ｄ，然后收
集到离心管中，低温低速（４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ）离心
５ｍｉｎ，弃去上清液；ＰＢＳ洗涤细胞沉淀，４℃１０００ｒ／ｍｉｎ
再次离心５ｍｉｎ；弃去ＰＢＳ后用２００μＬ结合缓冲液重
悬细胞，分别加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ染色液３μＬ和 ＰＩ
３μＬ，混合均匀，避光孵育１５ｍｉｎ，每组设３个复孔；转
移至流式上机管中，上机检测。

１．７　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡
　　将细胞接种在含１０％ＦＢＳ的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良 Ｅａｇｌｅ
培养基中的盖玻片上２４ｈ，用４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ，
在３７℃用 ５％山羊血清封闭 ３０ｍｉｎ，然后用 ０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理，在室温下放置１０ｍｉｎ。将酶溶液添
加到标记溶液（１∶９稀释）中，以获得末端脱氧核苷酸
转移酶介导的 ｄＵＴＰ生物素缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）

反应混合物（Ｒｏｃｈｅ），将 ５０μＬ加入每个样品中并孵
育在黑暗中于３７℃的潮湿环境中放置６０ｍｉｎ。对于
阴性对照，添加５０μＬ的标记溶液。通过激光共聚焦
扫描显微镜采集图片。

１．８　线粒体膜电位分析（ΔΨｍ）
　　使用线粒体膜电位测定试剂盒（海门市北洋生物
技术研究所）和 ＪＣ１（亲脂性阳离子 ５，５′，６，６′ｔｅｔｒａ
ｃｈｌｏｒｏ１，１′，３，３′四乙基苯并咪唑碳氰化碘）检测由
ＲａｎＢＰ９转染诱导的凋亡过程中发生的线粒体膜电位
变化。简而言之，将 Ｃｏｎｔｒｏｌ细胞和 ｏｖｅｒＲａｎＢＰ９细胞
（５×１０５）接种到６孔板中。过夜生长后，将细胞与１ｍＬ
ＪＣ１工作溶液在 ＣＯ２孵化器中孵育 ２０ｍｉｎ。除去染
色溶液，并用ＪＣ１染色缓冲液洗涤细胞 ２次，然后使
用带通滤光片（荧光素和Ｃｙ３）通过荧光显微镜分析。
１．９　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，两组间均值比较采用独立样本ｔ检验，检验水准
α＝０．０５。

２　结果

２．１　成骨细胞和骨肉瘤细胞株中 ＲａｎＢＰ９的 ｍＲＮＡ
含量和蛋白表达水平

　　ＲａｎＢＰ９在成骨细胞 ｈＦＯＢ１．１９及在骨肉瘤细胞
株ＨＯＳ、ＳａＳＯ２、ＭＧ６３和 Ｕ２ＯＳ中均呈阳性表达，且在
骨肉瘤细胞中的表达明显低于成骨细胞（Ｐ＜０．０１，
图１Ａ）；同时ＲａｎＢＰ９在恶性程度较低的骨肉瘤细胞
株ＭＧ６３和ＨＯＳ中的表达要高于恶性程度较高的细
胞株 ＳａＯＳ２和 Ｕ２ＯＳ（图 １Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与
ＲＴＰＣＲ结果一致（图１Ｂ）。
２．２　过表达ＲａｎＢＰ９的骨肉瘤细胞株的建立及鉴定
　　利用慢病毒载体转染 ＳａＯＳ２细胞，成功建立稳定
过表达ＲａｎＢＰ９的骨肉瘤细胞株，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测结果均提示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ对照组比较，ｏｖｅｒＲａｎ
ＢＰ９组ＲａｎＢＰ９在核酸及蛋白水平均显著上调（Ｐ＜
０．０１，图２Ａ、Ｂ）。
２．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖能力
　　ＣＣＫ８比色法显示：过表达 ＲａｎＢＰ９的细胞株在
接种第２天起，增殖速率显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组，差异有
统计学意义（２ｄ：Ｐ＝０．０２３；３ｄ：Ｐ＝０．００２；４ｄ：Ｐ＝
０．００１，图３）。表明过表达 ＲａｎＢＰ９显著降低了骨肉
瘤细胞的增殖能力。

６７１１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　成骨细胞及骨肉瘤细胞株中ＲａｎＢＰ９的ｍＲＮＡ及蛋白表达情况
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图２　过表达ＲａｎＢＰ９的骨肉瘤细胞株的建立及鉴定
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图３　ＣＣＫ８检测两组ＳａＯＳ２细胞增殖能力

２．４　过表达ＲａｎＢＰ９对骨肉瘤细胞凋亡率的影响
　　流式细胞仪检测结果显示：过表达 ＲａｎＢＰ９后，
ＳａＯＳ２细胞的总凋亡率由（１６．３７±３．４８）％增加至
（３３．６２±４．１９）％，其中早期凋亡率由 ７．８７％增至
１４．８０％，晚期凋亡率由５．９９％增至１７．９０％。说明过
表达ＲａｎＢＰ９可以显著增加骨肉瘤细胞的凋亡率，即
ＲａｎＢＰ９可促进骨肉瘤细胞发生凋亡（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）。

ＴＵＮＥＬ染色结果与流式细胞仪检测结果一致：ＳａＯＳ２
在过表达 ＲａｎＢＰ９后，其荧光强度显著高于对照组
（图４Ｂ）。
２．５　ＲａｎＢＰ９对内外源性凋亡信号转导途径相关分子

表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＲＴＰＣＲ检测结果均显示：对于线
粒体途径，过表达ＲａｎＢＰ９后，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｃｙｔｃ
表达水平均明显上调，且同时上调了Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比率，
差异有统计学意义；对于死亡受体通路而言，ＲａｎＢＰ９的
上调反而引起了Ｆａｓ的下调，同时导致死亡受体通路凋
亡抑制因子 Ｆｌｉｐ的表达上调，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图５），但其变化程度较内源性线粒体途径较小。
上述结果表明：ＲａｎＢＰ９在骨肉瘤中通过显著激活内源
性线粒体通路发挥诱导凋亡的作用，而外源性死亡受体

途径在该过程中被一定程度的抑制。

２．６　过表达 ＲａｎＢＰ９后骨肉瘤细胞线粒体膜电位的
改变

　　结果显示：ＳａＯＳ２细胞展示出橘红色的荧光，代表

７７１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



正常细胞线粒体的 ＪＣ１聚合体，而在 ｏｖｅｒＲａｎＢＰ９细
胞中红色荧光转变为绿色荧光，更加接近于阳性对照，

代表凋亡细胞线粒体的ＪＣ１单体（图６）。结果表明：

ＲａｎＢＰ９破坏了线粒体膜电位，诱导了内源性线粒体
凋亡信号转导途径，进一步验证了 ＲａｎＢＰ９通过激活
线粒体途径诱导骨肉瘤细胞凋亡。
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图４　过表达ＲａｎＢＰ９对骨肉瘤细胞ＳａＯＳ２凋亡率的影响
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ａ）和ＲＴＰＣＲ（Ｂ）检测过表达ＲａｎＢＰ９对内外源性凋亡信号转导途径相关分子表达的影响
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图６　ＪＣ１检测过表达ＲａｎＢＰ９后骨肉瘤细胞线粒体膜电位的改变

３　讨论

　　ＲａｎＢＰ９，最初由 ＹＯＫＯＹＡＭＡ等［４］在酵母双杂交

实验中进行筛选和鉴定。ＲａｎＢＰ９在各种生物体中存
在，包括人类、恒河猴、小鼠和青蛙［５－６］，主要分布在细

胞核和细胞质中［６］。它在细胞内发挥支架蛋白的作

用———参与组成不同功能的蛋白复合体，维持蛋白质

的稳定和转录活性，同时亦可调节细胞周期、细胞黏

附、迁移等。ＲａｎＢＰ９参与中央微管的成核，影响细胞
分裂和分化［７］。ＲａｎＢＰ９不仅在正常细胞中发挥作
用，对疾病的发生、发展亦有影响。ＷＡＮＧ等［８－９］报道

了ＲａｎＢＰ９过表达可以在阿尔茨海默病小鼠模型中可
减少树突和棘密度，从而引起棘突丧失导致的学习和

记忆缺陷。ＱＩＮ等［１０］研究发现ＲａｎＢＰ９在结肠癌中发
挥抑癌作用；ＳＨＡＯ等［１１］发现在具有远处转移的胃癌

中，ＲａｎＢＰ９表达降低；ＺＨＡＯ等［１２］则发现与正常组织

相比，肺癌中ＲａｎＢＰ９表达显著升高，但在肺癌细胞系
中敲低ＲａｎＢＰ９促进了肿瘤的转移，过表达ＲａｎＢＰ９则
抑制了肿瘤的发展并增加了肺癌对药物治疗的敏感

性；ＷＥＩ等［１３］发现ＲａｎＢＰ９和乳腺癌相关。以上研究
均提示：ＲａｎＢＰ９可作为一个抑癌基因发挥作用，但其
在骨肉瘤中的作用仍有待进一步研究。本课题组之前

研究发现，ＲａｎＢＰ９在骨肉瘤中呈相对低表达，且可抑
制肿瘤增殖及转移［３，１４］，但其在骨肉瘤凋亡中的作用

机制并不清楚。因此，本研究选择了 ＲａｎＢＰ９表达较

低的骨肉瘤细胞ＳａＯＳ２为研究对象，利用慢病毒载体
建立了稳定过表达 ＲａｎＢＰ９的骨肉瘤细胞系，来探讨
其在骨肉瘤凋亡中的作用及机制。

　　本研究发现，ＲａｎＢＰ９在成骨细胞 ｈＦＯＢ１．１９及在
骨肉瘤细胞株 ＨＯＳ、ＳａＳＯ２、ＭＧ６３和 Ｕ２ＯＳ中均呈阳
性表达，且在骨肉瘤细胞中的表达显著低于成骨细胞。

利用慢病毒载体转染骨肉瘤细胞 ＳａＯＳ２，成功建立了
稳定过表达 ＲａｎＢＰ９的骨肉瘤细胞株：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果均提示：与对照组比较，ｏｖｅｒ
ＲａｎＢＰ９组 ＲａｎＢＰ９的表达显著上调。ＣＣＫ８结果提
示过表达 ＲａｎＢＰ９显著降低了骨肉瘤细胞的增殖能
力，而流式双标和 ＴＵＮＥＬ染色结果都显示过表达
ＲａｎＢＰ９显著增加了骨肉瘤细胞的凋亡率。以上结果
均表明，ＲａｎＢＰ９能抑制肿瘤增殖、促进凋亡，可作为
一个抑癌基因在骨肉瘤细胞中发挥作用。

　　ＲａｎＢＰ９在细胞内的分布随着凋亡的过程而改
变，并能以凋亡前体蛋白的形式在细胞死亡途径中发

挥调节作用，本研究亦发现 ＲａｎＢＰ９可促进骨肉瘤细
胞的凋亡，但其具体的作用机制并不清楚。细胞凋亡，

即细胞程序性死亡，是死亡信号触发或细胞内外环境

变化导致的一种应答反应，是一个细胞主动死亡的过

程。它能及时、有效地清除体内过量或具有有潜在危

险的细胞，进而维持体内各种细胞的平衡［１５］。这对于

维持机体内环境的稳定具有重要意义。细胞凋亡的发

生受到相关信号通路的精确调控。目前普遍认为主要

９７１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



有两条凋亡诱导途径：外部途径即死亡受体介导的凋

亡途径、内部途径即线粒体凋亡途径［１６－１７］。本实验结

果证明了ＲａｎＢＰ９过表达在 ｍＲＮＡ水平上调了 Ｃｙｔｃ、
Ｃａｓｐａｓｅ３的表达以及 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比率，在蛋白水平
上调了Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３和Ｃｙｔｃ的表达。同时ＲａｎＢＰ９
降低了线粒体的膜电位，增加了骨肉瘤细胞中 ＪＣ１单
体的比例，Ｃｙｔｃ表达的增加以及线粒体膜电位的破坏，
提示可能存在Ｃｙｔｃ线粒体到胞质的释放，进一步证实
ＲａｎＢＰ９的过表达激活了线粒体通路，即 ＲａｎＢＰ９通过
激活线粒体途径促进了骨肉瘤细胞的凋亡。而线粒体

在内源性凋亡信号途径中处于中心位置，Ｃｙｔｃ从线粒
体释放是细胞凋亡的关键环节，Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ、ＡＩＦ、
Ｏｍｉ／ＨｔｒＡ２等其他凋亡相关分子的释放则不可逆地启
动了下游的凋亡信号通路［１８］。Ｃｙｔｃ的释放是由线粒
体膜通透性增加所导致的———呼吸链中的质子和电子

的转移使得线粒体膜两侧产生了电位（ΔΨ），该电位
促使了ＡＴＰ的形成，膜电位不可逆的下降导致了膜通
透性的增加。值得关注的是，ＲａｎＢＰ９的上调反而引
起了死亡受体途径关键因子 Ｆａｓ的下调，并且导致了
死亡受体通路凋亡抑制因子 Ｆｌｉｐ的表达上调，即过表
达ＲａｎＢＰ９后，骨肉瘤细胞的外源性死亡受体途径被
抑制，其抑制程度不如较线粒体途径的激活明显。

Ｆａｓ／ＦａｓＬ信号途径，作为死亡受体信号转导通路的关
键通路之一，在诱导细胞凋亡中发挥重要作用。ＦＡＳ
作为跨膜蛋白，由其胞质的 Ｃ末端区、跨膜区及胞膜
外的 Ｎ末端区三部分组成。其胞内区含有死亡结构
域 ＤＤ，在传递凋亡信号途径中发挥关键作用。Ｆａｓ与
其配体ＦａｓＬ结合后，后者由金属蛋白酶介导的水解，
产生可溶性的 ＦａｓＬ，只有三聚化的可溶性的 ＦａｓＬ才
具有功能：通过其胞质区的 ＤＤ及下游相应的Ｃａｓｐａｓｅ
诱导凋亡的发生，内源性抑制剂 Ｆｌｉｐ则可以通过与
Ｃａｓｐａｓｅ８竞争性结合，抑制后者的活化，进而抑制死
亡受体途径所介导的细胞凋亡。因此，本实验结果显

示：ＲａｎＢＰ９过表达诱导了骨肉瘤细胞的凋亡，该过程
中线粒体通路被显著激活，而死亡受体途在一定程度

上被抑制，前者变化程度较后者更为明显，其具体的分

子机制仍有待进一步研究。

　　ＲａｎＢＰ９亦可通过与调节凋亡过程的各种蛋白质
相互作用，进而在凋亡激活的其他方面发挥作用。例

如，ＲａｎＢＰ９可以与肿瘤坏死因子 ＴＮＦ受体超家族的
一部分ｐ７５神经营养因子受体（ｐ７５ＮＴＲ）的细胞内死
亡结构域相互作用［１８］，而后者可以与许多衔接蛋白结

合并促进细胞凋亡［１９］。ＲａｎＢＰ９还可以与 ＣＤＫ１１的
胱天蛋白酶处理片段相互作用，而ＣＤＫ１１可参与细胞

凋亡信号转导和诱导细胞凋亡［２０］。然而，这些相互作

用在ＲａｎＢＰ９对促进骨肉瘤凋亡中的作用仍有待探
索。最后，ＲａｎＢＰ９被证明可以通过抑制泛素化和随
后的降解来稳定促凋亡转录因子 ｐ７３［２１］，且 ＲａｎＢＰ９
过表达会上调ｐ７３ｍＲＮＡ［２２］，表明其在转录和蛋白质
水平上都能稳定ｐ７３。综上，ＲａｎＢＰ９可能在凋亡级联
激活的各个步骤参与调节细胞凋亡，其对骨肉瘤细胞

的凋亡调控机制值得进一步探索。
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