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shRNA干扰 PARG对大肠癌 CT26细胞粘附因子表达的影响 
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【摘 要 】目的：探讨小鼠大肠癌CT26株中聚(腺苷二磷酸核糖)水解酶[Poly(ADP一曲ose)glycohydmlase，PARG]对细胞间粘附 

因子表达的影响及其可能的机制。方法：以慢病毒为载体对CT26细胞株中PARG基因进行 RNA沉默干扰，并筛选出稳定表达 

株。Reahime—PCR法检测沉默效果。Western blot法检测 CT26细胞 PARG、PARP、NF—KB和 Pi～AKT(473)、ICAM一1、P—selectin 

的蛋白表达。结果：实验组与对照组(包括阴性对照组 、空载体对照组)相比，PARG、PARP、Pi—AKT(473)、NF—KB、ICAM一1、P— 

selectin表达经统计学分析差异均有统计学意义(P<O．05)。结论：在大肠癌细胞株中，抑制 PARG可以通过调节与 NF—KB有关 

通路 ，进一步调节 ICAM～l、P-selectin等细胞粘附因子。提示 PARG在肿瘤癌栓形成过程中可能具有重要作用。 
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【Abstract]Objective：To clarify the possible mechanism of how PARG and PARP are to regulate intercellular adhesion factor through 

relevant signal pathways．Methods：Lentivirus carried shRNA interfered with the expression of PARG and steadily silenced cell 

lines．Reahime—PCR was used for testing the strength of shRNAi and Western blot was used to test the expressions of PARG，PARP， 

NF—KB，and Pi—AKT(473)，and LY249002 was segved as Pi—AKT inhibitor．Results：The expressions of PARG，PARP，and NF-KB， 

ICAM一1．P—selectin in shRNAi group were weaker than those in the control groups(blank control and transfected with empty vector 

control group)；whereas Pi—AKT increased in the shRNAi group(P<0．05)．Conclusion：The results suggest that PARG gene silencing 

may regulate NF-KB related signaling pathway and the intercellular adhesion~ctom such as ICAM一1 and P—seleetin，which are re— 

duced． 
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聚(腺苷二磷酸核糖 )fPoly(ADP—ribose)，PAR]化是一 

种由DNA损伤介导的引起的迅速的细胞化学反应。在这一 

过程中的主要生物学功能是由聚(腺苷二磷酸核糖)聚合酶 

fPoly(ADP—ribose)polymerase，PARP]调节形 成 ADP聚合 

物从而修复 DNA损伤。ADP聚合物形成之后，其中的糖苷 

键立即被聚(腺苷二磷酸核糖)水解酶[Poly(ADP—ribose)gly— 

cohydrolase，PARG]所分解。目前对 PARG研究的文献较多集 

中在炎症调节方面，应用 PARG抑制剂后能显著降低细胞因 

子的产生，明显改善脊髓创伤后的炎症反应，卒中、缺血等疾 

病l11 。先前的研究显示在大肠癌细胞 LOVO株中，PARP与大 

肠癌的侵袭、转移有着密切的联系[31，用 5-AIQ抑制小鼠大肠 
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癌 CT26细胞 PARP．可降低癌细胞上相关粘附因子的表达柳。 

而在炎症过程中 ，应用 PARG抑制剂丹宁酸不仅可以降低 

PARG的含量，同时也可降低 PARP的含量[51，我们先前的研 

究也证明了这一观点[61．但在大肠癌中 PARG如何影响癌细 

胞之间、癌细胞与正常细胞的粘附，乃至介导癌栓的形成，尚 

不清楚。 

众所周知，磷脂酰肌醇一3一羟基激酶／丝氨酸，苏氨酸激 

酶(PI3K／AKT)是细胞向膜内信号转导的重要途径。AKT是 

丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 。属于 AGC蛋白激酶超家族 。包 

括AKTI／PKBc~、AKT2／PKBI3和 AKT／PKB~3个亚型。有文献 

报道，在多种肿瘤细胞中 PI3K／AKT表达较正常细胞上调 ， 

提示PI3K／AKT可能在肿瘤细胞的增殖、分化、侵袭 、转移中 

扮演重要角色。有较多文献口问中提到在病理状态下，PARP抑 

制可通过 AKT磷酸化(Phosphorylation—AKT，Pi—AKT)的形 

式来调节下游因子。然而在肿瘤中，抑制 PARG对 Pi—AKT 
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的作用如何尚未有确切文献。 

粘附分子是介导细胞与细胞或细胞与基质间结合的一 

类大分子。目前 ，众多的医学研究显示在炎症中细胞间粘附 

分子一1(Intercellular adhesion molecule一1，ICAM一1)P选择素 

(P—selectin)受核转录因子一KB(Nucleartranscript factor—KB， 

NF—KB)的调节。ICAM一1是一种分子量为76—114 kD的单链 

跨膜糖蛋白，可识别并与附着其表面的特异性受体发生相互 

粘附现象，参与免疫调节及炎症反应等。Chert CC等(91的研究 

表明应用 NF—KB的抑制剂 pentoxilline可降低结肠癌细胞中 

ICAM一1的表达．并显著降低癌细胞与内皮细胞的粘附。Tozawa 

等【 啁 金硫葡糖抑制 NF—KB后发现 ICAM一1和选择素家族 

明显受到抑制。P—selectin又称 CD62P、GMP一140，是一个分 

子量140 kD的富含半胱氨酸、高度糖化的整合蛋白质，其中 

主要由植物凝集素区(1ectin区)参与细胞之间粘附作用。然 

而在肿瘤中，抑制 PARG对粘附因子表达的影响如何，还未 

见确切报道。 

本研究对小 鼠大肠癌细胞 CT26株转染 PARG—shRNA 

慢病毒，干扰其 PARG的表达，以未转染的CT26细胞为对 

照．观察 PARG抑制后 PARP、NF—KB和 Pi—AKT以及 ICAM一 

1、P-selectin表达的变化，初步探讨小鼠大肠癌 CT26细胞 

中PARG抑制对枯附分子表达的影响及可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

小鼠大肠癌细胞 CT26株(四川大学魏于全教授惠赠)。 

慢病毒转染载体、TurboGFP、嘌呤霉素(Sigma公司)，Realtime— 

PCR及逆转录试剂盒(Takara公司)，引物由北京赛百盛公司 

合成，辣根酶标记山羊抗兔、抗鼠二抗(dk京中杉金桥生物技 

术公司)，抗 PARG抗体(Abcam公司)，抗 PARP抗体(Santa 

Cruz公司)，抗 Pi—AKT抗体(Santa Cruz公司)，抗 p—actin抗 

体(博士德生物工程有限公司)。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 小鼠大肠癌细胞 CT26置于含有 10％／J~牛 

血清．100 U／ml青霉素及 100 U／ml链霉素的RPMI1640(Hy— 

clone公司)培养液中，37~C，5％CO 条件下培养。 

1．2．2 CT26细胞的转染 转染具体步骤按慢病毒转染试剂 

说明书(Sigma公司)进行 ：取处于对数生长期的 CT26细胞 

于96孔板中，每孔约 6 X 10，个，RPMI1640培养液培养 1 d后 

约长满显微镜下5D％视野。此时将其分为实验组、空载体对照 

组。2组均加入终浓度为 8 mg~L的海镁溴铵(Hexadimethrine 

bromide)轻轻摇匀后，实验组孔中按 2 l，ml终浓度标准加入 

搭载 PARG—shRNA的慢病毒，空载体对照组孔中亦按相同 

终浓度加人未搭载 PARG—shRNA的慢病毒体外壳，48 h后 

换液，嘌呤霉素终浓度 5 mg／L筛选 3次，待生长稳定后收集 

细胞检测 PARG沉默效果并培养待用。 

1．2-3 实验分组 取处于对数生长期的CT26细胞各 104个 

于6孔板中，并设置 4个分组：实验组(shRNAi)、空载体对照 

组(Transfeeted with empty vector)、未作任何处理的 CT26细 

胞作为阴性对照组(Blank contro1)、实验组 CT26细胞加 Pi— 

AKT抑制剂LY294002作为P K硼私制组(shRNAi+LY249002)。 

shRNAi+LY294002组与实验组处理暂时相同．待此组细胞长 

至 80％视野后，按终浓度 10~mol／L加入LY294002。 

1．2．4 CT26细胞 PARG沉默效果的检测 (1)采用 Real— 

time—PCR法检测 PARG mRNA的表达。步骤如下：以NCBI 

GenBank为索引设计 PARG引物 Forward primer：5’一AACTY— 

CTGCGCCGACTGCCT-3’：Reverse primer：5’一AACGAGGTG- 

GCGTI'GCCTCT一3’。选取 GAPDH为内参，Forward primer：5’ 

一 GGTGAAGGTGGGTGTGAACGGA一3’；Reverse primer：5’-T- 

GTFAGTGGGGTCTCGCTCCTG一3’。进行 BLAST序列分析无 

误后委托合成(北京赛百盛公司)。按每组(5～6)×10 个细胞 

提取细胞总 RNA。凝胶电泳检测样品 RNA无降解，然后测 

定光密度值确定样本中RNA含量。以此为模板 42℃下 15 

rain逆转录合成eDNA。PCR反应按 Takara公司试剂说明书 

上 25 l体系进行，取 eDNA与试剂在冰盒上混匀，两步法设 

置反应条件：95℃ 30 S：39个循环(95~C 5 s；60~C 30 S)。用 

Bio—Rad MiniOpticon(Bio—Rad公司)进行反应并 由 CFX软 

件生成扩增、溶解曲线 

(2)采用Western blot法检测PARG表达的变化。分组与 

上述相同分为阴性对照组、空载体对照组、实验组。其主要步 

骤为，每组培养瓶里收集 CT26细胞约(5-6)x10 个，提取细 

胞总蛋白后采取 BCA法测蛋白浓度。8％SDS—PAGE凝胶垂 

直电泳，采用半干转法将蛋白转至硝酸纤维索膜上，5％脱脂 

奶粉封闭，分别加入抗 PARG、B—actin(浓度比分别为 1：1 000、 

l：500)，4℃过夜，加辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG或兔 

抗羊 IgG(根据不同的一抗)，ECL试剂检测膜上的免疫反应 

条带，凝胶成像仪下观察，并用图像分析软件(Quantity One) 

进行吸光值分析，在每种蛋白中(即同一条带中)，以阴性对 

照组目的蛋白与相对应 B—actin吸光度的比值校正为 100％ 

标准。每项检测重复 3次。 

1_2．5 Western blot法检测 NF—KB的表达 孵育 NF—KB、B— 

actin一抗时浓度比分别为：1：1 000、1：500。其余方法条件与上 

述相同。每项检测同样重复 3次。 

1．2．6 Western blot法检测 PARP、Pi-AKT、ICAM一1、P-selectin 

的表达 孵育 PARP、Pi—AKT(473)、ICAM一1、P—selectin、B— 

actin一抗时浓度比分别为：1：1 000、1：2 000、1：1 000、1：1 000、 

1：500。余与上l—J。 

1．3 统 计学方法 

Reahime-PCR实验结果采用 2-△蜩 法进行分析．得出盒 

形图。各组基因CT值、Western blot中蛋白吸光灰度值，在方 

差齐性的条件下 ，采取 LSD法方差分析进行两两比较．以均 

数±标准差G-+s)表示。shRNAi+LY294002组蛋白表达和实验 

组进行独立样本 t检验。方差分析和t检验采用 SPSS13．0统 

计分析软件对数据进行分析，P<0．05为差异具统计学意义。 
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注：P>0．05空载体对照组与阴性对照组相比； O．05实验组与阴性对照组相比；P<0．05实验组与 shRN Ai+LY249002组相比 

正反馈机制。对 PARP的活性起着重要的调节作用。Chandak 

等研究发现．应用 PARG特异性抑制剂丹宁酸不仅可以降低 

PARG的含量，同时也可降低 PARP的含量⋯l。Frizzell等㈣的 

研究表明：PARG在对PARP的调节中起主要作用，并且能与 

PARP协同调节下游基因的表达，提示抑制PARG可以作为抑 

制 PARP的一种有效的方法。在肺、肝及多器官损伤的炎症 

模型中，应用 5-AIQ可抑制 PARP的活性 ，并通过降低 NF— 

KB活性 下调 NF—KB依赖性基因ICAM一1的表达。而众多研 

究已表明，NF—KB在肿瘤的发生发展中具有重要作用，在不 

同肿瘤组织尤其人类大肠癌细胞系中存在 NF—KB的持续激 

活。在肿瘤中，激活的NF—KB可上调 ICAM一1、VEGF、MMP2、 

MMP9等的表达 ，从而促进肿瘤细胞增殖，抑制其凋亡 。 

既往的研究也表明，在人大肠癌细胞中，应用 5-AIQ抑 

制PARP，可抑制癌细胞 NF—KB’活．I生及大肠癌转移相关的NF— 

KB依赖性基因 ICAM一1、MMP2、MMP9、VCAM一1、P—selectin 

等的表达，同时在小鼠体内的实验证明抑制 PARP可以有效 

抑制大肠癌脾移植肿瘤模型的肝转移[3．15]。而 Cuzzocrea SlI61的 

研究则表明，在大鼠中枢神经系统的缺血再灌注损伤模型中， 

在抑制 PARG后可在血管内皮细胞中观察到 TNF介导的I— 

CAM一1、P-seleetin的变化。但在肿瘤中，PARG抑制是否可以 

通过PARP抑制AKT通路进而抑制NF—KB及其下游粘附因 

子的表达，尚未见文献报道。 

本研究将慢病毒 PARG—shRNA成功导人小 鼠大肠癌 

CT26细胞．进行了稳定的 PARG沉默干扰，并对其 PARG的 

表达中间信号通路及下游粘附因子的表达进行了观察。结果 

显示，在稳定的PARG沉默细胞株中，PARP、NF—KB、ICAM一1、 

P—selectin的表达受到抑制，同时，Pi—AKT的表达增高。为进 

一 步验证 PARG是通过 AKT信号通路调控下游因子，参照 

Shkula等旧的方法加入了 Pi—AKT的特异抑制剂LY294002， 

设立 shRNAi+LY294002组．结果观察到实验组 Pi—AKT(473) 

表达明显上升 ，NF—KB、ICAM一1、P—selectin的表达下降，而 

与此同时 shRNAi+LY294002组细胞 Pi—AKT表达水平与其 

他各组细胞相比明显下降，NF—KB、ICAM一1、P—selectin的 

表达却上调 ，这就证实了我们关于NF—KB以及 ICAM一1、P— 

seleetin是处于 Pi—AKT下游的设想。而已有大量文献报道 

NF—KB具有调控 ICAM一1、P—selectin等因子的作用。综上所 

述，我们认为在小鼠大肠癌中，PARG所扮演的角色可能与 

炎症过程类似，即 PARG抑制可以下调 PARP的表达，PARP 

的变化通过上调 Pi—AKT水平而调 节NF—KB．NF—KB作为整 

个信号通路中枢继而下调下游因子ICAM一1、P—seIectin的 

表达 Finzel(~gl等在人小细胞肺癌细胞与血管内皮细胞粘附 

作用中的研究显示 ICAM—l的表达可以增加肿瘤细胞的粘 

附}生并能协助癌细胞逃脱细胞免疫的监视。Haznedaroglu报 

道119]：P—seleetin与淋巴瘤的转移高度相关，有文献报道，在 

血小板以及 T淋巴细胞上均有选择素之配体 PSGL一1与 I— 

CAM一1之受体 LFA一1表达[m,21】。 

我们先前所做的研究也证实，应用 5-AIQ抑制 PARP可 

显著降低小鼠大肠癌细胞的侵袭性[41。肿瘤细胞表达粘附因 

子，其与血小板、淋巴细胞粘附作用增强 ，从而促进癌栓形 

成，因此。我们推测，抑制 PARG可减少细胞之间粘附分子表 

达，其可能在抑制癌栓的形成中发挥重要作用。 
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探讨 Snail调控上皮问质转化在结直肠癌侵袭、转移方面的 

作用及意义 

代剑波，王继见，郝亚琴 

(重庆医科大学附属第二医院普外科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：转录因子 Snail能够抑制 E—cadhefin(E—cad)的表达促进上皮问质转化(Epithelial to mesenchymal transition， 

EMT)，从而促进肿瘤侵袭与转移。本研究通过检测 Snail及 E—cad在结直肠癌组织、癌旁组织及结肠癌 SW480细胞中的表达， 

探讨 Snail调控 EMT在结直肠癌侵袭 、转移方面的作用及意义。方法：免疫组化检测 40例结直肠癌组织及癌旁组织中Snail、E— 

cad的表达情况；siRNA干扰 Snail基因后将结肠癌 SW480细胞分为对照组、空质粒组及 siRNA—Snail转染组 ，RT—PCR分别检 

测各组结肠癌 SW480细胞 Snail、E—cad mRNA表达：Transwell小室基质侵袭实验和异质粘附实验分别检测各组结肠癌细胞侵 

袭与异质粘附能力。结果：结直肠癌组织细胞中 Snail、E—cad阳性表达率分别为 57．5％、27．5％，癌旁组织细胞 10％、80％；2种蛋 

白在结直肠癌组织细胞和癌旁组织细胞中的表达差异具有统计学意义(尸之0．05)，均与结直肠癌组织的分化程度及淋巴结转移 

具有相关性(P<0．05)，而与性别、年龄无相关性(P>O．05)，且二者的表达呈负相关(尸<0．05)；RT—PCR结果显示，与对照组相比， 

Snail、E-cad mRNA表达在空质粒组差异无统计学意义(P>0．05)，而转染组差异具有统计学意义(P<O．05)；基质侵袭实验和异质 

粘附实验结果显示．与对照组相比，转染组结肠癌细胞侵袭力和异质粘附力降低 ，差异具有统计学意义(P<0．05)，而空质粒组差 

异无统计学意义( O．05)。结论：Snail调控EMT与结直肠癌的侵袭和转移密切相关，Snail、E—cad可以作为判断结直肠癌侵袭 

和转移的指标。 

【关键词 】结直肠癌；上皮间质转化；Snail；E—cad 
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