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RNAi沉默 livin基因表达对胶质瘤 U251细胞增殖的影响 

兰胡翔，霍 钢，郑履平 

(重庆医科大学附属第一医院神经外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过RNA干扰(RNA interference，RNAi)阻断胶质瘤 U251细胞中livin基因的表达，研究 livin基因沉默后对细 

胞生长和细胞凋亡的影响。方法：将合成的 DNA正义链及反义链变性、退火 ，形成的双链 DNA与 pSileneer2．0线性质粒以 

T4DNA连接酶连接，重组质粒经酶切鉴定后，用脂质体法转染胶质瘤 U251细胞，通过 RT—PCR、免疫印迹检测干扰效果。M1Tr 

法检测细胞生长的影响，流式细胞仪检测转染后胶质瘤 U251细胞的凋亡变化。结果：酶切证实设计合成的 DNA片段已正确插 

入载体。RT—PCR、免疫印迹检测实验表明：pSilencer2．0一livl、pSileneer2．0一liv2重组载体均能有效地阻断胶质瘤 U251细胞中 

livin基因的表达，使 livin基因在 mRNA和蛋白水平上的表达明显下调(P<0．01)，后者抑制效果更佳。转染后的 U251细胞生长 

速度明显变慢。转染 pSileneer2．0一liv2实验组细胞的凋亡增加了 17．0％。结论：重组真核载体能有效抑制 U251细胞的 livin表 

达，抑制细胞的增殖，诱导细胞凋亡。 
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【Abstract]Objective：To construct eukaryotic expression vectors by using the pSilencer2．0 vector for inhibiting human livin gene by RNA 

interference，and to detect the effect of the silenced livin gene on the growth and apoptosis of U25 1 cells．Methods：Two target gene 

segments were synthesized and cloned into the pSilencer2．0 vector respectively to construct two recombinant eukaryotic expression vectors： 

pSilencer2．0一livl and pSilencer2．0-1iv2，both ofwhich were identified by enzyme digestion analysis．Then the U251 cells were transfected 

with the recombinant vectors and the interfering effects were detected by RT-PCR and Western blot．The proliferation of the U25 1 cells 

was detected by MTr method and their apoptosis index detected by flow cytometry．Resul~：The results of Enzyme digestion analysis 

showed that two target segments were cloned into pSilencer2．0 vectors．The results of RT-PCR and Western blot indicated that pSilencer2． 

0-1ivl and pSilencer2．0一liv2 vectors could knock down the transcription and expression of livin gene，but the effect of pSilencer2．0一liv2 

vectors was better than that of the pSilencer2．0一livl vectors．Obvious decrease in growth of the U251 cells was observed after transfeeted 

with pSilencer2．0一livl and pSilencer2．0一liv2 vectors，along with 17％ increase of the apoptosis index in the U25 1 cells transfected with 

pSilencer2．0一liv2 vectors．Conclusion：The transcription and expression of livin gene were inhibited effectively in the glioma cell line 

U25 1．After transfeeted with pSilencer2．0一liv2 vectors．the apoptosis index of出e U25 1 cells was increased and the growth inhibited． 

【Key words】RNA interference；Livin；Glioma cell 

肿瘤的发生是细胞增殖与凋亡失衡所致，受体内外多因素 

调控，靶向治疗有其明显的特异性强和副作用少等优势。Livin 

是新近发现的凋亡抑制蛋白家族(Inhibitorofapoptosisproteins， 

IAPs)成员之一，它具有凋亡抑制蛋白家族的特征性结构一 

BIR结构域。这一结构域介导了 Livin与 caspase一3、7、9的直 

接结合，从而阻断 caspase凋亡作用的发挥，达到抑制细胞凋 

亡的作用。 
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RNA干扰(RNA interferenc，RNAi)是指双链 RNA介导 

的、序列特异的转录后基因沉默的过程。它作为新兴的基因 

阻断技术，目前已广泛应用于基因功能及基因治疗的相关研 

究。本研究用真核转录载体 pSilencer2．0一U6在胶质瘤细胞系 

U251细胞内表达针对 livin基因的短发卡状 RNA(Short hairpin 

RNA，shRNA)，以阻断细胞中livin基因的表达，研究 livin基 

因沉默后对U251细胞凋亡、细胞生长产生的影响。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

pSilencer2．0一U6质粒购自Ambion公司；livin特异性DNA 

片段由invitrogen公司合成；DL2OOOMarker、BamH I、Hind 1I 

限制性内切酶 、T4DNA连接酶 、反转录RT—PCR试剂盒购自 

大连宝生物公司；去内毒素质粒抽提试剂盒购自博大泰克公 

司；DMEM F12培养液为 Gibco产品；标准胎牛血清购自天津 

TBD公司；一步法 RNA提取试剂 Trizol、转染试剂 Lipo—fec— 

tamine2000购 自Invitrogen公司；U251细胞株 、DH5 Ot菌种 

为本室保存 ；兔抗人 B肌动蛋白、livin多克隆抗体购自san— 

tancruz公司；二抗(羊抗兔 )和 ECI 显色液为中杉公司产品； 

AnnexinV—FITC凋亡检测试剂盒为南京凯基公司产品。 

1．2 方法 

1．2．1 livin siRNA序列设计 根 据 GENBANK中报道的 

livin的 cDNA序列(BC014475)参考 ambion公司 siRNA设计 

原则和在线设计分析(http：／／www．ambion．corn)分别设计 2对 

siRNA干扰序列。序列 1，正义链：5’一GATCCGGAAGAGAC 

TrrGUCCACATTCGTGTGGACAAAGTCTCTI'CCTITITI ITrGGA 

AA一3’；反义链 ：5’一ACCT1丫ITCCAAAAAACCAACACAC I ITr 

GUCCACACGAATGTGGACAAAGTCTCTFCCG一3’。序列 2，正 

义链 ：5’一GATCCAAGGAAGAGAC nTrGTCCAT TCGTGGACA 

AAGTCTCTTCCT1TrrrITITI’GGAAA一3’；反义链：5’一AGCTTIT 

CCAAAAAAAAGGAAGAGAC rITIrI1GTCCACGAATGGACAAAG 

TCTCTrCCTFG一3’。划线部分为 livin基因特异性序列，序列 

经同源性分析后，提交 invitrogen公司合成。按质粒说明书方 

法将合成的 DNA正义链及反义链变性、退火，形成的双链 

DNA与 pSilencer2．0线性质粒连接，连接产物转化 DH5 Ot感 

受态菌种，LB平板(AMP+)筛选阳性克隆 ，摇菌抽提质粒进 

行BamH I、Hind m双酶切及琼脂糖电泳鉴定。将 2个重组 

质粒分别命名为 pSilencer2．0一|ivl、pSilencer2．0一liv22，阴性 

对照质粒 pSilencer2．0一NC(公司提供 )。 

1．2．2 实验分组 共设 4个实验组，分别为 pSilencer2．0一liv l 

转染组 、pSilencer2．0一liv2转染组及阴性对照质粒 pSilencer 

2．0一NC转染组，同时以未转染质粒的 U251细胞为未转染对 

照组 ，同步进行实验。 

1．2．3 重组质粒转染 U25 1细胞 用去内毒素质粒提取试剂 

盒提取各重组质粒，并于核酸分析仪上测定浓度。将 U25 1细 

胞按 1×105个，孑L的数量转种于 6孔培养板，DMEM F12培 

养液(含 10％胎牛血清，100U／ml青霉素，100u，ml链霉素)， 

37℃、5％CO2培养细胞密度至 60％一80％时，更换无抗生素、 

无血清的 RPMI1640培养液继续培养 6 h，分别用重组质粒 

pSileneer2．0一livl、pSilencer2．0一liv2及 阴 性 对 照 质 粒 pSi— 

lencer2．0一NC转染 U25 1细胞，以未转染质粒的 U25 1细胞为 

对照组 。各转染组每孔质粒用量为 2．0 g，脂质体用量为 

5．0 1o转染后 5 h后更换为含 10％血清无抗生素 DMEM F12 

培养液终止转染。 

1．2．4 抑制率的计算 RT—PCR转染后 24 h，提取各组 U251 

细胞总 RNA并定量，各实验组取大致等量的RNA反转录后 

进行 PCR。Livin PCR引物正义链：5’一1TITrcTCAAGGACCAC 

CGCATCT一3’，反义链：5’一GcGCAC I’rrCTCCGCAGTrrC一3’， 

产物长度 359 bp。内参照物为 GAPDH PCR引物正义链 ：5’ 

一 ACCACAGTCCATGCCAGCAC一3’，反义链 ：5’一TCCACCAC 

CCTG_rrGCAG rA一3’，产物长度 278 bp。PCR反应条件：95~C 

变性 4min；94℃30 S，60．5cc 30 S，72oC 35 S，循环 35次；72℃ 

延伸 7 min。产物经 2．0％琼脂糖 电泳后于 CHERM I-IM— 

AGER 5500图像分析系统分析。Livin mRNA表达抑制率计 

算：抑制率 =『1-(siLIV—livin条带灰度／siLIV—GAPDH条带灰 

度)／(1ivin条带灰度／GAPDH条带灰度)1 X 100％。 

1．2．5 细胞总蛋白的提取及免疫印迹实验 转染后 72 h提 

取各组细胞总蛋白并定量，调整蛋白浓度至大致相同水平进 

行 SDS—PAGE电泳 ，电泳完毕后，凝胶按操作说明装入半干 

电转印仪，60 mA电转 40 min后，PVDF膜加 5％脱脂奶粉封 

闭；加 1：1 000 PBS(0．01 mol／L，pH 7．4)稀释的抗 livin抗体 ， 

抗 B肌动蛋白抗体 4~C过夜；PBS Tween220洗涤，加 1：4 000 

稀释的二抗室温 60 min；PBS Tween220洗涤后 ECL化学发 

光显影。CHERMI—IMAGER 5500图像分析系统分析结果。 

U251 livin蛋白表达抑制率计算：抑制率(％)：『1一(U251 

一 siLIV—livin条带灰度／LJ25 1-siLIV—B—actin条带灰度)~U25 1 

livin条带灰度／U251 B—actin条带灰度)】X 10tYT~。 

1．2．6 检测转染后 U251细胞生长曲线的变化 消化下各组 

U251细胞 ，按 3×10 个，孑L的数量转种于 96孑L培养板，设 4 

个时问点(24、48、72、96 h)，每个点设 6个复孑L，DMEM F12 

培养液(含 10％胎牛血清，无抗生素)37℃、5％CO：培养至各 

时间点 ，M rrr法检测吸光度。 

1．2．7 转染后细胞凋亡的检测 转染后 72 h，消化下 psilencer 

2．0一NC和 psilencer2．0一liv2组 U25 1细胞 ，PBS洗涤 ，调整细 

胞数为(2～l0)×10 个hnl，使用 AnnexinV—F ICT／PI双染色 

法凋亡检测试剂盒按操作说明进行凋亡染色，上流式细胞仪 

检测细胞凋亡，细胞计数均大于 1 X 10 个。 

1 3 统计学分析 

使用 SPSS 10．0统计分析软件，各实验组 U25 1细胞的凋 

亡率的比较使用 X 检验 ，其他数据进行方差分析，实验组 

间的多重比较使用 SNK2q检验。 

2 结 果 

2．1 重组质粒的酶切鉴定 

将重组质粒一起进行双酶切(日 ndⅢ和BamH I)，同时 

进行 1％琼脂糖凝胶电泳，结果如图 1，重组质粒双酶切可见 

2个条带，大片段与载体 pSilencer2．0大小(3 200 bp)一致，而 

小片段与目的基因大小(58 bp)一致 ，上述结果证明重组质 

粒构建成功，见图 1。 
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酶切鉴定结果表明，各序列已成功插入了 pSilencer2．0 

载体。 

2．2 转染后 U25l细胞 中livin的表达 

2．2．1 RT—PCR检测转染后 24 h U25l细胞中livin的表达 

图像扫描分析结果显示 ，与未转染组相比，pSilencer2．0-1iv1、 

Dsilencer 2．0一liv2重组质粒转染的 U25l细胞的 livin mRNA 

水平明显下调，livin的灰度值、峰高及密度均明显降低(尸<0．O1)。 

livin mRNA水平受到明显抑制，抑制分别达 20．7％、31．9％。 

pSilencer2．0一NC转 染 的 U251细胞相 比于未转 染组 

mRNA水平无明显。各组问 livin的 mRNA水平见图2。 

2．2．2 免疫印迹实验检测转染后 72 h U251细胞中 livin的 

表达 转染 72 h后 ，与未转染重组质粒的 U251细胞相比， 

DSilencer2．0一livl和 pSilencer2．0一liv2重组质粒转染的 U251 

细胞 ，livin蛋白总量明显下调。蛋白抑制率分别为 40．4％和 

62．3％。未转染对照组和 pSilencer2．0一Nc质粒转染组的 U25 1 

细胞 livin的总蛋白水平无明显差别。各组问 13一actin和 livin 
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图 1 重组载体 pSilencer2．0的酶切鉴定 
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图5 转染pSi21encer2．0一NC 72 h后 U251细胞的凋亡率 

蛋白表达水平见图3。 

2．3 转染后 U25l细胞 生长曲线 的变化 

与 DSilencer2．0一NC转染组和未转染组相比，转染后 24、 

48、72、96 h，pSilencer2．0一livl和 pSilencer2．0一liv2重组质粒 

转染组的 MTF法检测的吸光度明显低于pSilencer2．0一NC转 

染组和未转染组(P<0．01)，表明这 2组的 U251细胞的生长 

速度明显变慢(图4)。 

2-4 流式细胞仪检测 

前述研究结果表明重组质粒 pSilencer2．0一Liv2较 pSi- 

lencer2．0一liv1重组质粒转染的 U25 1细胞 livin蛋 白表达的 

抑制效果更佳 ，该检测项中以重组质粒 pSilencer2．0-1iv2组 

为研究对象。结果显示，转染 72h后 U251的凋亡率为22．0％， 

而 pSi21encer2．0一NC质粒转染的 U25 1细胞的凋亡率为4．5％。 

(图 5、6)pSilencer2．0一liv2重组质粒转染后细胞凋亡率明显 

匕升(P<O．01)。 
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图 2 转染后 24 h U251细胞中 livin的 RT—PCR产物琼脂糖电泳图 
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图 6 转染 pSilencer2．0一liv2 72 h后 U251细胞的凋亡率 
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3 讨 论 

RNA干扰是自然界生物体的一种遗传现象，其主要是 

利用双链 RNA特异性介导其互补同源 mRNA序列的降解 ， 

从而特异性抑制目的蛋白的表达，抑制作用强【ll。RNAi具有 

高效 、特异性，且 siRNA的引入避免了dsRNA对哺乳动物细 

胞的毒性反应和诱导非特异性的干扰素激活途径。 

细胞凋亡和细胞周期调控异常是恶性肿瘤无限增殖的 

重要原因。Livin含有 IAPs家族成员特有的BIR和 RING指 

结构域。Livin抑制细胞的程序化死 (Programmed cell death， 

PCD)I]I]凋亡是通过直接抑制凋亡蛋白酶(caspases)而实现的。 

Vueie等[21研究发现 Livin可与 easpase3，easpase9及 caspase9 

前体发生免疫共沉淀现象，由此推断livin可以通过抑制cas— 

pase3及 caspase9的活性而抑制细胞发生凋亡。Kasof等【31用 

[35一]s一甲硫氨酸标记的 livin与活化的 caspase3及 caspase7 

混合孵育后，再用 easpase3及 caspase7抗体检测发现这两种 

caspase明显减少。这进一步说明 Livin抑制细胞凋亡的作用 

是通过抑制 caspases的活性而达到的。Livin还能通过与 

SMAC结合而中和 SMAC的 caspase活化蛋白的活性，从而 

使多种 caspases未能活化而发挥抗凋亡作用[41。Irena等[51还发 

现 Livin过度表达在肿瘤中直接或间接抑制凋亡，不仅有利 

于细胞的继续增殖 ，还有利于异常基因的进一步积聚，促使 

细胞恶性转化，从而有利于肿瘤的进展。 

作为 lAPs家族中的新成员，最早发现 Livin在恶性黑色 

素瘤中高表达，之后，又在肺癌 、膀胱癌 、白血病等多种肿瘤 

组织中检测到高表达的 Livin。Kim等[61报道 68例原发成神经 

细胞肿瘤中，18例(26．5％)高表达 Livin，36例(53％)低 一中 

表达，14例(20．5％)阴性。另外 7个成神经细胞肿瘤细胞株 

中4个高表达 Livin，3个低 一中表达。杨辛治【 等通过免疫组 

织化学方法检测60例胶质瘤中livin蛋白的表达，结合临床 

病理和随访资料，建立 Cox模型进行分析 ，显示 Livin的阳性 

表达和肿瘤直径大小 、肿瘤细胞分化程度具有显著性差异。 

向欣[81等研究发现脑星形细胞瘤中总 Livin mRNA表达强度 

肿瘤组强于正常对照组 ，高度恶性组强于低度恶性组 ，且其 

表达强度与病理级别之问呈正相关。肿瘤组织 Livin mRNA 

的表达强度在正常组、低、高度恶性组间差异均无统计学意 

义，而 Livin mRNA的表达强度在肿瘤组和正常组间差异存 

在统计学意义，且其表达强度高度恶性组强于低度恶性组 ， 

并与病理级别呈正相关。因此 livin可能成为胶质瘤基因治 

疗的新靶点。 

因此我们针对 livin基因设计了2条 siRNA序列 ，分别 

转染 U251细胞，RT—PCR检测发现其中一条 siRNA能够有 

效的抑制 livin基因的表达，抑制效果在 31．9％左右 ，同时细 

胞经pSilencer2．0一liv作用后细胞增殖受到抑制。本实验结果 

表明两者均可有效地抑制 U251细胞 中livin基因的表达，但 

LIV2序列抑制效果更佳。这可能是由于不同细胞其靶 RNA 

的空间构象、位点以及许多其他未知因素的影响，使得并非 

所有的 siRNA均可对靶 RNA产生高效的 RNA干扰效应。细 

胞生长抑制检测表明它们均能抑制 U251生长，该抑制作用 

呈时间依赖性，在 72 h时抑制作用最强，这同载体在细胞内 

最佳表达时间点相吻合。凋亡检测显示 pSilencer2．0一liv2转 

染作用后 的 U251细胞凋亡指数明显强于对 pSilencer2．0一 

NC对照转染的U251细胞。上述结果表明：RNAi特异性阻断 

了livin的抗凋亡作用 ，可能同时延缓了细胞周期的进程，使 

细胞生长活性明显降低。近年来，基因治疗是肿瘤治疗研究 

的热点之一，从本实验研究的数据分析 ：livin基因可作为胶 

质瘤基因治疗的靶点，为 siRNA介导的胶质瘤基因沉默治疗 

提供实验依据。但 siRNA在体内对 livin基因表达和胶质瘤 

细胞凋亡的影响有待于进一步研究。 
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