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靶向Livin的RNA干扰对食管癌Eca一109细胞凋亡相关蛋 

白Caspase-3和 Caspase-9表达的影响 

陈 力，李 凡，任国胜 

(重庆医科大学附属第一医院胸心外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨靶向Livin的RNA干扰对食管癌凋亡相关蛋白Caspase一3、Caspase一9的影响。方法：采用慢病毒载体转染 

Livin高表达的食管癌 Eca一109细胞株，从而有效地进行靶向 Livin的 RNA干扰。分别采用实时荧光定量 PCR和Westem blot检 

测各组细胞中 Livin、Caspase一3、Caspase一9 mRNA和蛋白表达情况。结果：与空白对照组和阴性组相比，实验组中 Livin的 mRNA 

及其蛋白的表达都明显降低(P<0．01)，而 Caspase一3和 Caspase一9的 mRNA及其蛋白的表达都明显增~JI1(P<O．01)。结论 ：针对 

Livin的RNA干扰可有效降低 Livin高表达的食管癌 Eca一109细胞株中Livin mRNA和蛋白水平。同时，与细胞凋亡相关的信号 

分子 Caspase一3和 Caspase一9 mRNA和蛋白水平均明显升高。 
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Effect of RNA interference targeted to Livin on the expressions of apoptotic 

related proteins Caspase-3 and Caspase一9 in esophageal Eca-1 09 

CarCI nOm a Cell 

CHENLi。et越 

(Department ofCardiothoracic Surgery,the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effect of RNA interference targeted to Livin on the expressions of apoptotic related proteins 

Caspase-3 and Caspase-9 in esophageal Eca一109 carcinoma cel1．Methods：Transfection of lentiviral vector was employed to perform 

effective RNA interference targeted to Livin．Fluorescent quantitative PCR and Western blot WaS used to determ ine the mRNA and protein 

levels of Livin，Caspase-3 and Caspase-9 in groups．Results：The expression of mRNA and protein level of Livin in experimental group 

was significantly lower than that in norm al control group and negative control group(p<O．O1)．The expression of mRNA and protein levels 

of Caspase-3 and Caspase-9 in experimental group were sign ificantly higher than those in norm al control group and negative control group 

(P<O．O1)，respectively．Conclusion：RNA interference targeted to Livin could decrease the expression of Livin effectively．Meanwhile， 

the mRNA and protein of apoptosis related signal molecules such as Caspase-3 and Caspase一9 were enhanced significantly． 

【Key words】RNA interference；esophageal carcinoma；apoptosis；livin；Caspase 

随着对疾病分子机制认识的加深及生物技术的发展，基 

因治疗手段已越来越多地应用于各类疾病，尤其是针对恶性 

肿瘤治疗的新焦点。 

现在可用作肿瘤基因治疗的载体，主要有病毒学载体和 

非病毒学载体两类。已用于人体试验的肿瘤基因治疗方案 

中，绝大多数是以病毒学方法进行基因转移的，其中以逆转 

录病毒载体、腺病毒载体、腺相关病毒载体和慢病毒载体较 

为成熟。慢病毒载体介导 RNA干扰，就是将慢病毒载体高效 
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研 究方向：胸部肿瘤。 

感染和整合的特性，与RNA干扰特异性抑制同源基因表达的 

作用相结合。慢病毒载体不但可以感染非分裂期细胞，同时 

其转染效率高，还具有容纳外源性 目的基因片段大、免疫反 

应小等优点，在基因治疗中具有广泛的应用前景。 

本研究利用慢病毒载体构建 shRNA—Livin干扰系统转 

染食管癌 Eca一109细胞，探讨靶向 Livin的 RNA干扰对食管 

癌细胞凋亡相关信号分子 Caspase一3和 Caspase一9的影响， 

从而进一步明确 Livin在食管癌发生发展中的作用及对细胞 

凋亡的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

前期实验筛选所得到的高表达 Livin的人食管癌 E— 

ra一109细胞株；大肠杆菌菌株 DH5d、胎牛血清 、胰蛋白酶 

购于 Invitrogen； 细胞293T细胞株购于中科院上海细胞所； 

限制性内切酶、1 kbl100 bp ladder购于 Fermentas；T4 DNA连 

接酶购于 NEB；质粒 DNA提取试剂盒购于 Axygen；制备感 

受态试剂盒购于 BIOSCIENCES；凝胶回收试剂盒购于 Qia— 

gen。 

1．2 慢病毒载体转染食管癌 Eca-109细胞株 

1．2．1 shRNA载体构建与克隆 PLL3．7用 “I／Xbo I双 

酶切；目的靶点基因片断利用 3’和 5’的引物退火获得 ：体系 

包括 2 l 10 X T4 Buffer、3．5／5 l S／F、8 l H2O；配好 上体系 

后，放人沸水中煮沸(10O℃)10 rain；煮沸后放人 68℃水浴锅 

30min：PI I3．7(HpⅡl／Xho I)双酶切，37℃酶切，3 h后胶 同 

收；把处理好的目的片段 Livin shRNA与载体 PLL3．7( n 

l／Xh0 I)连接：10×T4Buffer：1．5 l；T4ligase：1 i~1；PGK—rfp： 

l l；目的基因片段 ：2 I．tl；H2O：9．5 l，总计 l5 l；以上连接 

液在4℃过夜，转化 (感受态细胞：DH5a)。 

1．2．2 将连接产物转化大肠杆菌 取 一8O℃保存的 DH5 

感受态细菌，冰浴放置 5～10 min，使之冰中融化 ；将 5I-tl连 

接产物加入感受态细菌，用移液枪缓漫混匀，冰浴放鹭 30 rain； 

将混有连接产物的感受态细菌放入42cc水浴中，热浴 90 S 冰 

浴 2 min；将转化产物加入 800 l的 LB培养基中，37℃ 、 

185 r／rain摇床培养 1 h；6 000 r／min离心 2 rain，吸出弃去 800 

l上清，剩余液体重悬细菌涂布 Amp+LB平板。 

1．2．3 质粒抽提 挑取阳性菌落使用 Axygen质粒抽提试剂 

盒提取质粒，根据 Axygen试剂盒说明书质粒抽提。 

1．2．4 慢病毒包装与纯化 

1，2．4．1 慢病毒生产实验步骤 ①慢病毒包装细胞转染用 

胰蛋白酶消化对数生长期的 293T细胞，细胞密度为 0．5×10 

时重新接种于 25 ml的 15 cm细胞培养皿，37℃，50 ml／L CO： 

培养箱内培养；制备慢病毒包装系统中 4种质粒 DNA溶液 ： 

pRsv—REV：10 Ixg；pMI)Ig-pRRE：15 g；pMD2G：7．5 g；二F e 

质粒 ：20 g。②加入无菌水定容至 1 800 Ixl，再加入 CaC1 

(2．5 n1o )溶液 200 LLl，混匀，加入 2 XBBS缓冲盐溶液 2 000 

l̈，室温放置 2O～30 rain。③当细胞密度达 60％～70％时转 

染。将 DNA和磷酸钙混合液转移至含单层细胞的培养液中， 

混匀，培养 l2 h后弃去含有转染混和物的培养液，加入PBS 

l5 m1．轻摇后弃去，重复该步骤 3次。④每瓶细胞中加人含100 

ml／L小牛血清的细胞培养液 l5 ml，继续培养 48 h。⑤收集转 

染 72 h的293T细胞上清液；将收集的上清液于4℃，4 000 g 

离心 10 rain，收集上清液；将各种不同RNA干扰质粒上清液 

以0．45 Ixm滤器过滤。⑥于 4O ml超速离心管中，4 ，25 000 

r／min离心 20 min；而后以冰 PBS液，分别溶于 500 l DMEM 

和 500 ul PBS重悬病毒沉淀于4℃溶解过夜。 

1．2．4．2 转染 Eca-109细胞 收集富含慢病毒颗粒的细胞 

上清液 ，对其浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液，感染 E— 

ca一109细胞。实验分组为未转染组 、阴性对照组(空载体组)、 

阳性对照组(实验组)。 

1．3 实时荧光定量 PCR检测被 转染的 Eca一109细胞 中 

Livi Caspase一3、Caspase一9 mRNA表达水平 

RNA抽提与 cDNA的合成按试剂盒说明书进行，产物置 

于 一20％冰箱内存放。荧光 PCR扩~：PCR反应体体系的反应 

体积为 25 l，cDNA 2 txl，引物浓度 10 Ixmol，Taq酶 1．25 u。 

引物序列：Livin，正义链：5’一TCTGCCTGTFCTGGACTGTG一3’， 

反义链 ：5’一TACAGTrAAGCCATCCCCCA一3’；Caspase一3：正 

义链 5’一TAGCCGATGGGTGCTATTGT一3’，反义链 5’一CGG 

ATACACAGCCACAGGTA一3’：Caspase一9：正义链 ：5’一TAAC 

AGGCAAGCAGCAAAGT一3’，反义链 5’一CATGCTCAGGAT— 

GTAAGCCA一3’；阳性对照：B—actin：正义链：5’一Aq3'GCCG 

ACAGGATGCAGAA一3’，反 义链 5’一ACATCTGCTGGAAGG 

TGGACA一3’。首先配置标准品，标准品为 B—actin的 1段序 

列，梯度稀释为 l X 10 、1 X 10 、l×10 、1×10 、l×10 ，起始 

拷贝数分别为 10 、104、10 、10 、10-。反应条件：94．0℃ 1 min一 

(94．0℃ 10 S_+52．0 20 S删÷72．0qC 20 S)X40—95．0 oC l 

min-~-55．O℃ 1 min一(72．O℃～95．0 )×47，最后 47个循环中 

每 2个循环后升高0．5℃。反应结束后，计算机将样本的扩增 

曲线与标准曲线对比，并结合内参自动计算}H各样本 Livin基 

因相对表达量。 

1．4 统计学处理 

采用统计分析软件 SPSS1 1．0与SAS8．1进行数据分析。 

所有计量资料用 互±s表示 ，多组资料之问比较用单因素方差 

分析或者秩和检验；使用方差分析条件的各组两两比较直接 

采用了SNK 法，使用秩和检验的各组问的两两比较采用秩 

转换后的方差分析，多重比较采用 j SNK—q法 

2 结 果 

2．1 实时荧光定量PCR标准曲线的绘制 

将不同稀释度的阳性标准模板 同时进行定量 PCR检 

测，用 ct值与其对应的不同定量模板的对数拟合作图，其中 

横坐标代表不同定量模板起始拷 贝数的对数(1ogl0)，纵坐 

标代表 ct值，得出一条定量标准曲线。Livin在(10，～104)拷／ml 

范围内，ct值与起始模板浓度具有良好的线性关系。Livin标 

准曲线相关系数达0．971 2，直线方程为y一4．1557x+40．484(图 

1、2)。 

2．2 转 染 后 Eca一109细 胞 中 lJivin、Caspase一3、Caspase一9 

基 因扩增 曲线 

反应结束后 ，各样本的扩增曲线(罔3)与标准曲线对比， 

结合内参自动计算出各样本 Livin、Caspase一3、Caspase一9基因 

相对表达量(／actin o结果显示，经过靶向 Livin RNA干扰后， 
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为32 kD的半胱氨酸蛋白酶而称之为 CPP32(Cysteine protease 

protein，32kD o随后，其它学者独立地将这一蛋白基因克隆出 

来 ，并分别命名为 priCE、apopain(凋亡素)和 Yama(印度传说 

中的死亡之神)。1996年这种蛋白酶被命名为 Caspase一3。现 

在一般认为 Caspase一3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切 

酶，也是 CTL细胞杀伤机制的重要组成部分。 

pro—Caspase一3含有 277个氨基酸残基，分子量约 32 kD， 

与 ICE有 30％同源性，与 CED一3有 35％同源 ，是 Caspase家 

族中与CED一3同源性最高的，不论从结构同源性还是从底物 

特异性来看都与CED一3很相似，所以有人认为它是 CED一3在 

哺乳动物中的同源蛋白。Caspase一3的原结构域 明显短于 

ICE，只有 28个氨基酸残基，但蛋白酶活性中心和与结合底 

物有关的保守氨基酸均 与ICE一致。pro—Caspase一3在活化 

过程中从 Asp28～Ser29和 Asp175～Ser176两处被剪切，形成 

P17(29 175)和P10(182～277)2个片段，相当于 ICE的 P20和 

P10，2种亚基再组成活性形式的 Caspase一3。pro—Caspase一3 

本身并没有催化活性，在活化时首先由颗粒酶 B(GrzB)或Cas 

pas一1( 芏D175剪切下小片段后它才被部分活化，随后则可 

进行下一步的自我催化。在剪切原结构域时可能还有其它 

Caspase~ttl ICE的参与。 

Caspase一3在细胞凋 亡中起着不可替代的作用 ，Cas— 

pase一3基因转染昆虫 sl9细胞后，引起细胞凋亡，这个过程可 

以被 Bel一2阻断；在发生凋亡的细胞提取液中去除 Caspase一3 

后，这些提取液就失去了诱导细胞凋亡的能力；再加入纯化的 

Caspase一3，它就又恢复了致凋亡的功能。Caspase一3可以被多 

种冈素活化，在 CTL细胞的杀伤作用中，它既可~Fas／FasL途径 

活化，也可以通过颗粒酶 B途径活化。颗粒酶 B是 CTL细胞 

颗粒中的一种丝氨酸酯酶，是哺乳动物中 Caspase蛋白酶外 

唯一的在 Asp后剪切的蛋白酶 ，它可以特异性剪切 ICE家族 

蛋白酶催化亚单位 C端的IxxD序列，并活化Caspase2、3、6、7、 

8、9、10。ICE也可以被颗粒酶剪切，但剪切后并不被活化。 

Caspase-3最主要的底物是多聚(ADP一核糖)聚合酶PARP 

(ADP—ribose)polymerase，该酶与 DNA修复 、基因完整性监 

护有关。在细胞凋亡启动时，1l6 kD的PARP~_Asp216～Gly217 

之间被Caspase一3剪切成 31 kD和 85 kD 2个片段，使 PARP 

中与DNA结合的 2个锌指结构与羧基端的催化区域分离， 

不能发挥正常功能。结果使受 PARP负调控影响的Ca2+／ng~ 

依赖性核酸内切酶的活性增高 ，裂解核小体间的DNA，引起 

细胞凋亡。这种裂解过程可被 Caspase一3的特异性抑制剂 

Ac—DEVD—CHO所抑制，但不能被 Cm1A抑制。Caspase 3还 

可以剪切 U1—70K、DNA—PK、PKCd和 PKCq。PKCd和 PKCq 

都属于新型 PKC(novel PKC，nPKC)，当被Caspase-3剪切后， 

可以切除调节区域，而成为活性形式的PKC。另外实验还证明， 

过量表达 PKCd和 PKCq均可以弓l起细胞凋亡 ，说明它们都 

参与了细胞凋亡的诱导。 

Caspase一9也是一种促凋亡因子，它同样是 Caspase系统 

中引起细胞凋亡的最关键成分之一。Caspase引起细胞凋亡 

的途径 ，通常是死亡受体接受死亡信号后 ，引起 pm—Caspase 

一 9激活，最终导致 Caspase一3激活，导致凋亡I41。Livin能够在 

凋亡起始点干扰 pro—Caspase一9或者直接干扰 Caspase一9的 

活性以达到抑制凋亡[5J。 

Livin抑制细胞凋亡作用，主要通过其 BIR区与 Caspase 

结合，抑制 Caspase活性，尤其是抑制 Caspase一3、7、9的活性 ， 

达到阻断凋亡受体及以线粒体为基础的凋亡途径而起作用。 

在本实验中，我们将重点探讨靶向 Livin干扰后，对 Caspase一3 

及 Caspase一9活性的影响。Livin与 Caspase的结合具有高度 

的亲和性和特异性，这有赖于其 BIR结构域的完整。BIR结 

构域内单个氨基酸的突变即可导致 Livin Caspase结合能力 

及Livin抗凋亡作用明显降低甚至完全丧失。另外，除影II~Cas— 

pase通路外，Livin还可通过 FAK使丝裂原激活蛋 白激酶 

(Mitogen—activated protein kinase，MAPK)JNK1和JNK2活化， 

而 Livin对 JNK1的激活作用强于 JNK2，这是 Livin对抗TN— 

F 和ICE介导的细胞凋亡作用的 1条重要途径 。也有研究 

表明，第二个线粒体激活因子(Second mitochondria derived ae— 

tivatorof easpases，SMAC)可下调 Livin的抗凋亡活性，直接与 

Livin结合成 Smac Livin复合物，使 Livin的BIR功能区失去活 

性，从而下凋其抗凋亡活性 。 

Crnkovic—Mertens等is】利用 siRNA=r扰技术，有效地阻滞 

了内源性的 Livin后，发现 Caspase一3及 Caspase一9的活性明 

屈增强，并且提高了肿瘤细胞的凋亡率。但是也有研究者发 

现，Caspase 3／7在 Asp一52位点裂开 IAvin，即使 Livin含有BIR 

结构域和 RING环，Livin裂解后的亚 位反而获得了促进凋 

亡的能力，同时Caspase一3和Caspase一7的活性也被抑制鼎。这 

种现象表明，Livin对于 Caspases蛋白有复杂的调节机制，也 

表明了 Livin结构的完整性，是 vin发挥抗凋亡作用的前提 

条件㈣。在我们的实验中，同样也观察到，在采用 RNA干扰技 

术后，可显著升高食管癌高表达细胞株 Eca一109中Caspase一3 

和 Caspase一9的表达，说明 Livin的存在抑制了Caspase一3和 

Caspase一9的表达。这充分说明，作为凋亡抑制因子，Livin功 

能的完整与 Caspase一3和 Caspase一9的失活状态密切相连； 

一 旦解除了Livin这一凋亡抑制冈素，Caspase一3和Caspase一9 

即触发了凋亡的发生。这提示，抑制食管癌中的Livin基因， 

可能成为治疗食管癌有效的途径之一。 
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【摘 要】目的：探讨糖皮质激素治疗对儿童重症肌无力(Myasthenia gravis，MG)Thl／Treg细胞转录因子表达及相关细胞因子的 

影响。方法：应用 RT-PCR技术检测 52例 MG患儿和 20例健康对照者外周血单个核细胞(Peripheral blood mononuclear cell， 

PBMC)T-het和 FOXP3 mRNA的表达情况，应用 ELISA法检测相关细胞因子干扰素 一 (Interferon～gamma，IFN一 )、白细胞介 

素一6(Interleukin一6，IL-6)及转化生长因子 一13 1(Transforming growth factor—B 1，TGF一13 1)的浓度变化情况。结果：与健康对照 

组比较，患儿T—bet mRNA的表达显著增高(P<O．05)，而激素治疗前组与治疗后组比较无显著性差异。激素治疗前组FOXP3 

mRNA的表达显著高于健康对照组(P<0．05)，激素治疗后组与健康对照组比较，差异无统计学意义，激素治疗前后组无显著性 

差异。T—betmRNA与 FOXP3mRNA的表达比值，激素治疗前组显著高于健康对照组(P<O．05)。激素治疗后组与健康对照组及 

治疗前组比较 ，IFN一 的浓度显著升高(P<O．05)，而健康对照组与治疗前组比较无显著性差异。3组之间，IL一6和TGF—B 1的 

浓度无显著性差异。结论 ：T—bet mRNA和 FOXP3 mRNA在 MG患儿中表达异常，表明11hl和Treg细胞参与了MG的发病，经激 

素治疗后免疫功能有所恢复；本组患儿 IL一6和 TGF一8 1的浓度无明显异常，提示这些患儿免疫功能紊乱程度较轻 ，未达到显 

著差异水平；而在一定情况下，IFN一 在治疗后其水平升高可能对机体发挥着一定的保护作用。 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of glucocorticoid treatment on the expression of Th1／Treg cell transcription factor and 

related cytokines in children with myasthenia gravis f MG)．Methods：RT—PCR was used to detect the expressions of T—bet and FOXP3 

mRNA in children’s peripheral blood mononuclear cells of 52 MG patients and 20 healthy children；ELISA was applied to analyze related 
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