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ｓｉＲＮＡ沉默 Ｍｕｓａｓｈｉ１基因表达对人 ＨＣＴ１１６结肠癌细胞生物学行为的影响

章福彬，朱　斌，唐　郡，刘　卫　（解放军第１０５医院消化内科，安徽 合肥 ２３００００）

　　［摘　要］　目的　探讨表达载体介导小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）对人 ＨＣＴ１１６结肠癌细胞 Ｍｕｓａｓｈｉ１基因表达的抑制作用，揭示其

对结肠癌细胞生物学行为的影响。方法　构建靶向Ｍｕｓａｓｈｉ１的ｓｉＲＮＡ质粒表达载体，在脂质体介导下转染ＨＣＴ１１６细胞，实时定

量ＰＣＲ检测Ｍｕｓａｓｈｉ１ｍＲＮＡ表达水平，ＭＴＴ法检测细胞增殖活性，流式细胞仪检测细胞周期状况。结果　ＤＮＡ测序证实２条Ｍｕ

ｓａｓｈｉ１ｓｉＲＮＡ表达载体构建成功，与对照组相比均可有效抑制Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达，细胞增殖能力显著降低。结论　Ｍｕｓａｓｈｉ１的ｓｉＲ

ＮＡ质粒表达载体可以有效地阻断ＨＣＴ１１６结肠癌细胞Ｍｕｓａｓｈｉ１的ｍＲＮＡ表达从而抑制细胞增殖，促进细胞凋亡。

　　［关键词］结肠癌；ｓｉＲＮＡ；Ｍｕｓａｓｈｉ１基因
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ＭＴＴ，ａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｓｉＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｅｕ

ｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＧｅｎＳｉｌ１．ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅＭｕｓａｓｈｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ．ＭＴＴ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒａｔｅｏｆＨＣＴ１１６ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｍａｒｋｅｄｌｙａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓａｔＳｓｔａｇｅｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ

ＴｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｓｉＲＮＡｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｔｈｅＭｕｓａｓｈｉ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．

　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；Ｍｕｓａｓｈｉ１ｇｅｎｅ

　　Ｍｕｓａｓｈｉ是一种ＲＮＡ结合蛋白，最早发现于果蝇，
在维持干细胞状态、分化和肿瘤发生方面起着重要作

用。本实验通过ＲＮＡｉ技术调控人 ＨＣＴ１１６结肠癌细
胞Ｍｕｓａｓｈｉ１基因表达水平，并检测干扰后细胞生物学
行为的改变，探讨Ｍｕｓａｓｈｉ１基因对结肠癌细胞增殖及
细胞周期的影响，为探讨结肠癌中 Ｍｕｓａｓｈｉ基因的功
能提供新的手段。

１　材料与方法

１．１　细胞株与主要试剂
　　人结肠癌细胞株ＨＣＴ１１６由本实验室保存，干扰质粒载体

ｐＧｅｎＳｉｌ１购于武汉晶赛公司；Ｍｕｓａｓｈｉ１ｓｉＲＮＡ序列由上海吉

凯公司合成，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００Ｒｅａｇｅｎｔ转染试剂和 Ａｎｎｅｘ

ｉｎＶ凋亡试剂购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，总 ＲＮＡ提取试剂（Ｔｒｉｚｏｌ）和

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒购于ＴａＫａＲａ公司。

１．２　Ｍｕｓａｓｈｉ１ｓｉＲＮＡ靶序列的设计与合成
　　根据ＧｅｎＢａｎｋ的Ｍｕｓａｓｈｉ１ｍＲＮＡ（ＮＭ＿００２４４２）全长序列，

按ｓｉＲＮＡ原则设计，经 ＢＬＡＳＴ数据库分析未发现同源序列。

设计基因靶点分别于Ｍｕｓａｓｈｉ１基因的第２０５、７４１位点，靶序

ＣＣＧＧＡＧＴＴＡ。将化学合成的正义链和反义链退火，与经 Ｈｉｎｄ

Ⅲ和ＢａｍＨⅠ酶切后线性化ｐＧｅｎｅＳｉｌ１载体连接，经筛选、酶切

鉴定后测序。

１．３　细胞培养和转染
　　人结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６接种于含 １０％新生小牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的培养基中，细胞转染

时，取对数生长期的ＨＣＴ１１６细胞，以合适的细胞数接种于６孔

培养板，用含１０％血清不含抗生素的ＤＭＥＭ培养液、３７℃、５％

ＣＯ２温育过夜，次日转染。转染操作按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００

Ｒｅａｇｅｎｔ说明书进行，转染２４ｈ后将转染的细胞按１∶１０稀释，

将其种植于另一培养板，再经过２４ｈ后，向培养液中加入４００

μｇ／ｍＬ的Ｇ４１８进行抗性筛选，２周后荧光显微镜下可见细胞

克隆发出荧光，对阳性克隆进行有限稀释，扩大培养后获得稳

定表达的细胞株。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
　　按Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，据反转录试剂盒操作方法获得单

链ｃＤＮＡ，取ｃＤＮＡ作为模板进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。采用嵌

合荧光检测法，采用 ５０μｌ反应体系（２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

ＴａｑＴＭ２５μｌ，上游引物１μｌ，下游引物１μｌ，５０×ＲＯＸＲｅｆｅｒ

ｅｎｃｅＤｙｅ１μｌ，ｃＤＮＡ，溶液４μｌ，ＤＥＰＣＨ２Ｏ１８μｌ）９５℃预变性

１８０ｓ；９５℃ ２０ｓ，６０℃ ６０ｓ，４０个循环。用 ｐＧＥＭＭｕｓａｓｈｉ质
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粒和ｐＧＥＭＧＡＰＤＨ质粒，系列稀释同时扩增，制作标准曲线。

记录各管扩增 ＣＴ值，换算出基因拷贝数。以 Ｍｕｓａｓｈｉ基因拷

贝数与 ＧＡＰＤＨ基因拷贝数的比值作为其相对表达水平，Ｍｕ

ｓａｓｈｉ引物序列为：正义５′ＧＴＴＴＣＧＧＣＴＴＣＧＴＣＡＣＴＴＴＣ３′，反义

５′ＧＡＧＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＧＧＧＣＴＧＴ３′；ＧＡＰＤＨ引物序列为：正义

５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧＣ３′，反义 ５′ＧＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧＴ

ＧＧＴＣＡＴＧＡＧ３′。

１．５　ＭＴＴ法检测细胞生长曲线
　　将转染后的干扰组、空载体组细胞制备成３×１０３个细胞悬

液，接种于９６孔培养板中，每孔２００μｌ，于３７℃、５％ ＣＯ２的培

养箱中培养。每天取一板进行 ＭＴＴ反应，每孔分别加入 ５

ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μｌ，３７℃孵育４ｈ后弃去上清，每孔均加入二甲

基亚砜１００μｌ，轻微振荡使紫蓝色沉淀溶解。用酶标仪测定

４９０ｎｍ波长处的吸光度（Ｄ），计算细胞的抑制率。细胞生长抑

制率（％）＝［（对照组 Ａ４９０ｎｍ－实验组 Ａ４９０ｎｍ）／对照组

Ａ４９０ｎｍ］×１００％。

１．６　流式细胞仪检测细胞周期
　　转染后的干扰组、空载体组细胞接种于６孔板中，收集转

染后扩增的细胞和空载体组细胞各１×１０６个，７０％冰乙醇固

定，碘化丙啶（ＰＩ）染色，测定细胞周期情况。

１．７　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，计量采用均值±标准差（珋ｘ±ｓ）

表示，组间比较单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为统计学有差异。

２　结果

２．１　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ真核表达质粒的鉴定及观察
　　测序结果证实插入寡核苷酸序列与设计的靶点序列完全

吻合，说明重组载体构建成功。质粒中含有编码 ＧＦＰ的基因，

故转染细胞在荧光显微镜下可激发出绿色荧光（图１）。

ａ：ｓｉＲＮＡ１；ｂ：ｓｉＲＮＡｉ２

图１　Ｇ４１８抗性筛选后阳性克隆荧光倒置显微镜检测结果

２．２　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ对ＨＣＴ１１６细胞ＭｕｓａｓｈｉｍＲＮＡ
　　　表达的影响

　　实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示：ｓｉＲＮＡ１组及 ｓｉＲＮＡ２

组的ｍＲＮＡ相对表达量分别为（０．３７±０．０４０）和（０．３３±

０．０２５），与空载体对照组（０．８７±０．０３４）比较，ｓｉＲＮＡ１～ｓｉＲＮＡ２

均可下调ＭｕｓａｓｈｉｍＲＮＡ的表达，ｓｉＲＮＡ１～ｓｉＲＮＡ２间差异无

统计学意义（图２）。

：与空载体组比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果

２．３　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ对ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响
　　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ转染 ＨＣＴ１１６细胞后１、２、３、４ｄ与对照组

比较，ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２组细胞增殖减慢。细胞转染２ｄ后的

抑制率较１ｄ显著增加，但４ｄ的抑制率较３ｄ增加不明显，转

染４ｄ后抑制率较前下降。空载体对照组细胞的抑制率无明显

变化（图３）。

图３　Ｂｉｍ１ＲＮＡｉ对ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响

２．４　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ对ＨＣＴ１１６细胞周期的影响
　　与空载体组细胞比较，干扰组细胞出现 Ｇ０／Ｇ１期阻滞，在

Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞数下降，以上结果提示 Ｍｕｓａｓｈｉ的 ＲＮＡ干

扰可以使ＨＣＴ１１６细胞停滞于 Ｇ０／Ｇ１期，明显抑制 ＨＣＴ１１６细

胞的增殖（Ｐ＜０．０５），见表１。

表１　ＭｕｓａｓｈｉｓｉＲＮＡ对ＨＣＴ１１６细胞周期分布影响（珔ｘ±ｓ，％ ）

细胞周期
组别

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空载体组 ４５．３６±４．５６ ４０．１１±３．２４ １４．０９±６．１２

ｓｉＲＮＡ１ ８０．３５±４．３３ １５．６９±２．３６ ４．９０±１．６８

ｓｉＲＮＡ２ ８２．３６±３．６８ １４．３９±３．８２ ３．７８±４．７１

３　讨论

　　干细胞是一类具有自我更新和增殖分化潜能的原
始细胞，近年来提出在肿瘤的瘤体内也存在与干细胞

具有相似生物学活性的一类细胞群体，科学家命名这

种存在于肿瘤细胞群体中的特殊细胞为肿瘤干细胞

·５０６·
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（ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌ）［１］，肿瘤干细胞在肿瘤的发生发展
中起着关键性作用，它位于肠黏膜隐窝基底部［２］，与

肠道肿瘤的形成密切相关，有研究表明结肠癌的形成

是通过持续性基因突变产生的，这种基因突变可能发

生在肠道干细胞水平。

　　结肠癌是我国常见恶性肿瘤，其预后不良，早期诊
断可以提高患者生存率。作为肠道干细胞的特异性分

子标记之一的 Ｍｕｓａｓｈｉ１越来越受到人们的重视。人
Ｍｕｓａｓｈｉ１由３６２个氨基酸组成，Ｎ端含有２个保守的
ＲＲＭ（ＲＮＡＲｅｃｏｇｎｉｚｅＤｏｍａｉｎ）结构域。Ｍｕｓａｓｈｉ家族
分子能够在多个层面上决定细胞命运，包括维持干细

胞的状态、细胞的分化和肿瘤的发生等［３］。苏沐等［４］

认为正常肠道干细胞标记物 Ｍｕｓａｓｈｉ１有可能成为结
直肠癌干细胞样肿瘤细胞特异性标记，龚剑峰等［５］则

对Ｍｕｓａｓｈｉ１启动子进行了克隆及功能分析，为应用该
启动子进行肠道干细胞的分离和纯化提供条件。赵晔

等［６］采用免疫组织化学对正常的胃黏膜、小肠黏膜及

降结肠黏膜中 ｍｕｓａｓｈｉ１、端粒酶逆转录酶（ＴＥＲＴ）、
Ｏｃｔ４和 Ｎｅｓｔｉｎ的表达情况进行研究，认为 Ｍｕｓａｓｈｉ１
是胃肠道相对特异的干细胞标记物。本研究则是构建

了Ｍｕｓａｓｈｉ１的两个 ｓｉＲＮＡ真核表达载体（ｓｉＲＮＡ１、
ｓｉＲＮＡ２），转染人结肠癌细胞株 ＨＣＴ１１６细胞，运用实
时荧光定量测定 Ｍｕｓａｓｈｉ１ｍＲＮＡ的表达，结果发现，

ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２均能抑制 Ｍｕｓａｓｈｉ１的表达，同时应
用ＭＴＴ和流式细胞技术分析细胞的生长曲线和周期
分布，发现 Ｍｕｓａｓｈｉ１ｓｉＲＮＡ能够使细胞增殖速度减
慢，并使细胞停滞于Ｇ０／Ｇ１期。
　　总之，本研究通过使用靶向 Ｍｕｓａｓｈｉ１的 ｓｉＲＮＡ，
有效抑制了Ｍｕｓａｓｈｉ１基因在结肠癌细胞中的表达，还
能在体外特异性抑制结肠癌细胞的分裂增殖，为探讨

结肠癌中Ｍｕｓａｓｈｉ基因的功能提供新的手段。
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介绍两种采集动脉血气分析标本隔绝空气的方法
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　　动脉血气分析在现代医学中应用越来越多，血气分析能客

观反映呼吸衰竭的性质和程度，是判断患者有无缺氧和二氧化

碳潴留的可靠方法，它已成为抢救过程中不可缺少的临床监测

指标，对指导氧疗、调节机械通气的各参数以及纠正酸碱失衡

有重要意义［１］。为避免血液标本污染和分析值偏差，要注意减

少血液和空气的接触时间，采集标本后立即用橡皮塞封闭针头

严格隔绝空气，否则血液中的二氧化碳逸出，使测定结果降低，

影响检验的准确性［２３］。一般传统使用药剂玻璃瓶的橡皮塞来

做血气针针尖的空气隔绝材料，但这种材料的取材方法会增加

护理人员手部划伤或扎伤的危险性，也相对繁琐［４］。而且橡皮

塞质地硬，必须双手操作，增加了针刺伤的危险。笔者利用动

脉血气分析基本原理在临床工作中对动脉血气分析标本隔绝

空气的方法进行了改进，现介绍如下。

１　材料与方法

　　方法一（针头回套液封法）：将采集前用以润滑针管壁的肝
素溶液注入到穿刺针针帽中，待穿刺完毕后，立即单手持针，将

针头回套入针帽中（图１ａ），再将针帽与针座回套扣牢（图１ｂ）。
　　方法二（橡皮泥替代法）：将市场购买的橡皮泥分成小块备
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