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肺癌细胞 A549中过表达PRRll影响Vimentin组装 
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(重庆医科大学生物化学与分子生物学教研室、重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探索富脯氨酸蛋白11(Proline—rich protein 11，PRR11)过表达诱发染色体凝聚异常的分子机理。方法：综合利用 

瞬时过表达、siRNA敲减和免疫荧光染色方法在人肺癌细胞系A549中过表达或沉默PRR11后，检测波形蛋白(Vimentin)的表 

达与亚细胞分布及染色质凝聚异常情况。结果：肺癌细胞中内源性PRR11在胞浆中呈现弥散型分布，而Flag—PRR1 1过表达后 

在细胞中的分布呈现弥散状和网络状两种不同形态。进一步检测发现内源性或外源过表达 PRR11与Ⅲ型中间丝蛋白Vimentin 

共定位，并且导致Vimentin绕核分布紊乱及染色质凝聚异常。结论：在细胞周期过程中PRR1 1与Vimentin共定位并调节其组 

装过程。推测 PRR1 1异常表达可能通过与Vimentin共定位导致核骨架核纤层不稳定并诱发染色质异常凝聚，从而促进肿瘤的 

发生发展。 
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OVer—expressiOn of P RR 1 1 regulates Vimentin assembly 

in Iung cancer A549 cells 

Zhang Chundong，Zhang Lian，Bu Youquan 

(Teaching and Research Section of Biochemistry and Molecular Biology，Molecular Medicine and Cancer 

Research Center，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the molecular mechanism of over-expression of Proline-rich protein 11(PRR11)gene inducing ab- 

norlTlal chromatin condensation．Methods：The PRR1 1 gene was down-regulated and over-expressed using siRNA transient over—ex— 

pression and immunofluorescent staining in lung cancer cell A549．Th e expressions of the Vimentin at mRNA and protein levels were 

detected by RT-PCR and Western blot after the PRR1 1 treatment，respectively．Subcellular distribution of Vimentin and disruption of 

chromatin condensation was detected by immunofluorescence．Results：Endogenous PRR1 1 proteins were dispersively distributed in 

cytoplasm，and over-expressed Flag-PRR1 1 proteins were dispersively and reticularly arranged in cytoplasm．The results showed that 

both endogenous and exogenous over-expressed PRR1 1 proteins were co-localized with Vimentin．Disorder arrangement of Vimentin 

in the perinuclear area and disruption of chromatin condensation were observed after over expressing PRR1 1 proteins．Conclusion：The 

PRR1 1 proteins are CO—localized with Vimentin，and the distribution of Vimentin proteins is re-arranged after forced expression of 

PRR1 1 proteins in lung cancer cell A549．We speculate that abnormal expression of PRR1 1 proteins could induce the instability of 

Lamins and abnorm al chromatin condensation through co-localization with Vimentin and thereby promotes the development of tumor． 
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在细胞周期的G2／M期，染色质在多种蛋白因 

子及激酶活性精确调控下经过折叠组装而凝聚形 
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成染色体，最终被分配到子代细胞中【ll。参与调节染 

色体凝聚过程的蛋白表达及活性异常直接引起染 

色体凝聚出错，导致染色体不稳定[2-31。同时研究发 

现胞浆骨架蛋白。如Ⅲ型中问丝蛋白波形蛋白(Vi— 

mentin)通过 LINC复合物 (1inker of nucleoskeleton 

and cytoskeleton．LINC)与细胞核骨架紧密相连，细 

胞核骨架即核纤层蛋白对于维持细胞核的形态及 

大小以及染色质组装等过程均具有重要的作用，而 
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细胞核骨架与染色体不稳定密切相关 。大量研究 

结果显示染色体不稳定是肿瘤细胞的一个显著特 

征。在各种恶性肿瘤的发生发展过程中具有重要作 

用，对于恶性肿瘤的诊断、预后和治疗均具有重要 

的应用价值 。但是根据国内外的相关研究进展来 

看，目前对于肿瘤细胞染色体不稳定发生的详细机 

制仍不够清楚，仍有大量的相关基因有待发现和鉴 

定 。 

PRR1 1是最近发现的一个与细胞周期调控和 

肿瘤发生发展均密切相关的新基因。PRR1 1高表达 

在肺癌等多种恶性肿瘤组织中，并与愈合显著相关。 

PRR1 1特异高表达在细胞周期的G2／M期。敲减后 

显著阻滞细胞周期进行，并导致参与细胞周期调控、 

肿瘤发生和代谢途径等多个重要通路中的关键基 

因表达失调阴。另外，研究发现过表达PRR11在肺 

癌细胞诱发染色质凝聚异常。但PRR1 1是一个胞浆 

蛋白，是通过何种机制诱发异常的染色质凝聚仍未 

知[8J。本研究通过瞬时过表达和免疫荧光分析检测 

PRR1 1诱发异常染色质凝聚的分子机理。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人肺癌细胞系A549为本实验室保存。针对PRR1 1的 

siRNA(PRR11 siRNA)和阴性对照 siRNA(NC siRNA)均由 

GenePharma公司(中国)合成。过表达质粒转染试剂 Lipo— 

fectamine 2000及 siRNA转染试剂 Lipofectamine RNAiMax 

购 自Invitrogen公司。总 RNA提取试剂盒购 自 OMEGA公 

司，反转录试剂盒和荧光定量 PCR试剂均购自TaKaRa公司。 

GAPDH多单隆抗体(14CLO)和HRP标记的羊抗兔二抗购自 

Cell Signaling公司。兔抗人PRRI I多克隆抗体(HPA023923) 

和Flag鼠单克隆抗体(F7425)购自Sigma公司。鼠抗人vi— 

mentin单克隆抗体(RV202)购自Abcam公司。驴抗兔荧光标 

记二抗 Donkey Anti—Rabbit Alexa f’luor⑧及驴抗鼠荧光标记 

二抗 Donkey Anti—Mouse Alexa Fluor~购 自Invitrogen公 司。 

细胞核染色试剂 DAPI(4’，6一diamidino一2一phenylindole) 

(D8417)购自Sigma公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 A549细胞采用 DMEM培养基(含 10％胎 

牛血清)于CO 培养箱(37℃、5％CO：)静置培养。 

1．2．2 siRNA设计及过表达载体构建 PRR1 1进行 RNAi所 

使用的siRNA序列参照171。正义链序列为：5’一ACGCAGGCC 

UuAAGGAGAATT一3’，反义链序列为 ：5’一UUCUCCUUAA— 

GGCCUGCGUTI"一3’。阴性对照NC siRNA的正义链序列为 ： 

5’一UUCUCCGAACGUGUCACGU一3’，反义链序列为：5’一TI'C 

TCCGAACGTGTCACG T-3 。 

pvn173表达质粒由实验室保存。PRR1 1基因ORF序列 

被克隆进入pCDNA3．0Flag表达载体，上游引物：ATGCCCA～ 

AGTTCAAACAACG，下游弓I物 ：GTrI'rI rrCATCAAAGCTG— 

CT。 

1．2．3 siRNA转染 用于荧光定量PCR和流式细胞检测细 

胞的处理：收集对数生长期的 A549细胞，以约 1．0 X 105个， 

孔的密度接种至6孔板，siRNA转染参照Lipofectamine RNAi— 

Max试剂转染说明书进行操作。转染48 h后，收集细胞提 

取总RNA。 

用于免疫荧光检测细胞：收集对数生长期的A549细胞， 

以约2．0X 104个／孑L的密度接种至24孔板，24孔版中放置细 

胞爬片盖玻片，siRNA转染按照Lipofeetamine RNAiMax试剂 

转染说明书进行操作。转染48 h后，进行免疫荧光检测。质 

粒转染按照Lipofeetamine 2000说明书进行。 

1．2．4 总 RNA的提取和反转录 使用 Total RNA Kit I提取 

细胞总RNA，并使用PfimeScfipt 1st Strand eDNA Synthesis Kit 

进行反转录。 

1．2．5 qRT—PCR检测 采用荧光试剂 SYBR~Premix Ex 

TaqTM进行定量 PCR检测 。用于荧光定量 PCR引物为：Vi— 

mentin上游 5’一CGAAACT／'CTCAGCATCACG一3’。Vimentin 

下游 5’一CTYGTAGGAGTGTCGGTTGTT一3’：GAPDH上游 5’一 

AcC rGAcCTGCCGTCTAeAA一3’．GAPDH下游 5’一TCCAC— 

CACCCTGTFGCTGTA一3’。反应体系为20 l。采用2 法分 

析定量 PCR的结果。 

1．2．6 蛋白提取和Western blot 细胞用SDS细胞裂解液在 

冰上裂解 30 min。采用 BCA法测定蛋白浓度。10％的 SDS— 

PAGE分离胶电泳。使用抗Vimentin单隆抗体(1：1 000稀释) 

稀释液中4℃孵育过夜，然后使用 HRP标记的羊抗鼠二抗 

稀释液(1：5 000稀释)中室温孵育 1．5 h。最后采用 Super 

Singal West Dura发光试剂盒检测。以GAPDH作为内参蛋 

白，使用 GAPDH兔多抗(1：2 000稀释)作为一抗。 

1．2．7 免疫荧光检测 siRNA处理细胞或是瞬时转染过表 

达48 h后4％PFA固定细胞，分别使用兔抗 PRR11多抗(h 

200)、兔抗 Flag多抗(1：800)和鼠抗 Vimentin单抗(1：200)在 

培养箱中37℃孵育 30 min，PBS清洗，37℃下使用 Alexa 

488及594标记驴抗鼠和抗兔二抗 1：1 000避光孵育30 min． 

并使用DAPI对 DNA进行染色，室温 10 min；清洗后封片并 

使用荧光显微镜进行检测。 

1．3 数据统计 

所有数据采用 SPSS 17．0统计分析软件进行处理 ．所得 

数值均以均数±标准差( ．4-s)表示。 

2 结 果 

2．1 PRR1 1过表达呈现两种分布形态 

前期研究结果显示，PRR1 1在细胞周期的G2／M期高表 

达 ，并且过表达 PRR1 1诱发染色质凝聚异常，但其过表达 
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sprin3和 SUN等多种相关蛋白表达和功能异常通 

常导致核纤层不稳定，从而诱发致染色质不稳定及 

基因表达异常[ ”。 

已有研究表明PRR1 l定位于细胞质中。而过表 

达PRR 1 1诱发染色质凝聚异常8]。本研究发现PRR 1 1 

在细胞中与Ⅲ型中间丝蛋白Vimentin密切相关。内 

源性或外源表达 PRR11在细胞中环绕细胞核区域 

富集并与 Vimentin共定位。Flag—PRR1 1过表达导 

致Vimentin在细胞中的分布紊乱，尤其是绕核分布 

呈现不规则状，这与正常细胞中的Vimentin绕核均 
一 分布有明显区别。并且野生型PRR1 1过表达后诱 

发Vimentin排列紊乱同时伴着染色质凝聚异常。提 

示 PRR1 1可能通过 Vimentin诱发细胞核不稳定。 

PRR11是一个新的肿瘤相关蛋白，除2个脯氨酸富 

集区域外，无其它已知功能的保守结构域[71。已有研 

究表明，脯氨酸富集区主要涉及蛋白与蛋白相互作 

用“22”。推测 2个脯氨酸富集区可能介导PRR1 1 

与 Vimentin共定位并通过 LINC复合物诱发核纤层 

去组装和染色质异常凝聚，即PRR1 1与胞浆骨架 

Vimentin共定位而影响核骨架稳定，而进一步诱发染 

色质凝聚异常。 

综上所述，本研究综合利用瞬时过表达和免疫 

荧光方法探讨PRR1 1高表达诱发染色质凝聚异常 

的分子机理。发现PRR11在胞浆中与Ⅲ型中间丝蛋 

白Vimentin共定位，过表达野生型PRR1 1导致胞浆 

骨架Vimentin紊乱及染色凝聚异常。这表明PRR1 1 

与胞浆骨架蛋白共定位并影响其组装与排列。并可 

能进一步通过 LINC复合物影响核纤层蛋白稳定， 

最终导致染色质凝聚异常。因此，在后续工作中我 

们将集中于 PRR1 1与 Vimentin直接或是间接相互 

作用的鉴定，深入探索PRR11在肺癌发生发展的分 

子机制。 
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