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　　摘要：目的　探讨运用载体介导的 ＲＮＡ干扰技术对 Ｘ－连锁的凋亡抑制蛋白的抑制效率，以及
观察抑制 ＸＩＡＰ后胰腺癌细胞对化疗药物敏感性的变化。方法　应用 ＰＢＳＨＨＩ质粒构建针对 ＸＩＡＰ的
ＲＮＡ干扰载体，转染胰腺癌细胞系 ＳＷ１９９０；用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＸＩＡＰ的抑制效率，以 ｇｅｍ
ｃｉｔａｂｉｎｅ处理细胞，流式细胞仪和荧光显微镜观察细胞凋亡的变化；分析 ＸＩＡＰ的表达与细胞凋亡之间
的关系。结果　成功构建 ４个 ＸＩＡＰ的 ＲＮＡ干扰载体，其中 ２个载体对 ＸＩＡＰ的瞬时抑制效率达 ５０％
以上。ＸＩＡＰ被抑制后，细胞对化疗药物诱导的凋亡敏感性增强 （Ｐ ＜０．０５），ＸＩＡＰ的表达水平与细
胞的凋亡指数之间呈负相关性（ｒ＝－０．８０９，Ｐ ＜０．０５）。结论　运用针对 ＸＩＡＰ的 ＲＮＡ干扰载体
可以有效地抑制 ＸＩＡＰ的表达，提高胰腺癌细胞对化疗药物的敏感性。
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对化疗不敏感，预后差。目前的研究显示，Ｘ－连
锁的凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＸＩ
ＡＰ）在癌组织中的高表达可能是导致肿瘤产生化疗
耐药性的主要原因之一。笔者运用 ＲＮＡ干扰的方
法抑制胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０的 ＸＩＡＰ基因表达，观察
癌细胞对化疗药物敏感性的变化，为胰腺癌的治疗

寻找可能的途径。
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１　材料与方法

１．１　材料来源

ＳＷ１９９０细胞系购自中山大学细胞中心，由中

南 大 学 医 学 遗 传 学 国 家 重 点 实 验 室 保 存。

ＲＭＩＰ１６４０培养基购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＰＢＳＨＨＩ质粒由

中南大学医学遗传学国家重点实验室惠赠；逆转录

－多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司；山羊抗人 ＸＩＡＰ多克隆抗体购自 Ｒ＆Ｄ公司；鼠抗

人 βＴｕｂｌｉｎ单克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司；辣根过氧

化物酶标记的兔抗山羊和兔抗鼠 ＩｇＧ均购自 Ｐｉｅｒｃｅ

公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒购自晶美生

物技术公司；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８凋亡检测试剂盒购自碧

云天生物技术研究所。

１．２　试验方法

１．２．１　ＲＮＡ干扰载体的购建　根据 ＸＩＡＰ的 ｃＤＮＡ

序列（ＨＳＵ４５８８０），在起始密码子 １００位后面，随

机选择 Ｇ＋Ｃ含量在 ４０％ ～５５％之间 １９个核甘酸

的片段，经 Ｂｌａｓｔ筛选与其他人类基因无同源性。根

据上述这些原则，应用 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公司提供的软件

筛选后，在 ３′和 ５′端分别加上 ＨｉｎｄＩＩＩ和 ＢｇｌＩＩ的

酶切位点（附表）。片段以及互补链由上海博雅生

物公 司 合 成。ＰＢＳＨＨＩ质 粒 是 在 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩＳＫ

（－）质粒的基础上将人的 ＨＩ启动子插到 ＥｃｏＲＩ和

ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点之间而构建的大小为 ３．１７６Ｋｂ载

体。经酶切鉴定正确后，将 ＰＢＳＨＨＩ经 ＨｉｎｄＩＩＩ和

ＢｇｌＩＩ双酶切，将靶片段及其互补链的等摩尔退火

产物克隆到酶切后的质粒。酶切和测序证实载体

构建正确后，大量抽提备用。

附表　构建 ＲＮＡ干扰载体所用的靶片段序列

名称 筛选的靶片段 合成的靶片段

ＸＩＡＰＲ１ ＧＴＧＧＴＡＧＴＣＣＴＧＴＴＴＣＡＧＣ Ｆ：５′ｇａｔｃｃｃｃｇｔｇｇｔａｇｔｃｃｔｇｔｔｔｃａｇｃｔｔｃａａｇａｇａｇｃｔｇａａａｃａｇｇａｃｔａｃｃａｃｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′

Ｒ：５′ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａｇｔｇｇｔａｇｔｃｃｔｇｔｔｔｃａｇｃｔｃｔｃｔｔｇａａｇｃｔｇａａａｃａｇｇａｃｔａｃｃａｃｇｇｇ３′

ＸＩＡＰＲ２ ＧＣＡＡＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＡＣＴ Ｆ：５′ｇａｔｃｃｃｃｇｃａａｇｔｇｃｔｇｇａｃｔｃｔａｃｔｔｔｃａａｇａｇａａｇｔａｇａｇｔｃｃａｇｃａｃｔｔｇｃｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′

Ｒ：５′ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａｇｃａａｇｔｇｃｔｇｇａｃｔｃｔａｃｔｔｃｔｃｔｔｇａａａｇｔａｇａｇｔｃｃａｇｃａｃｔｔｇｃｇｇｇ３′

ＸＩＡＰＲ３ ＴＧＧＴＡＴＣＣＡＧＧＧＴＧＣＡＡＡＴ Ｆ：５′ｇａｔｃｃｃｃｔｇｇｔａｔｃｃａｇｇｇｔｇｃａａａｔｔｔｃａａｇａｇａａｔｔｔｇｃａｃｃｃｔｇｇａｔａｃｃａｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′

Ｒ：５′ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａｔｇｇｔａｔｃｃａｇｇｇｔｇｃａａａｔｔｃｔｃｔｔｇａａａｔｔｔｇｃａｃｃｃｔｇｇａｔａｃｃａｇｇｇ３

ＸＩＡＰＲ４ ＧＣＡＧＴＴＧＡＣＡＡＣＴＧＴＣＣＣＡ Ｆ：５′ｇａｔｃｃｃｃｇｃａｇｔｔｇａｃａａｇｔｇｔｃｃｃａｔｔｃａａｇａｇａｔｇｇｇａｃａｃｔｔｇｔｃａａｃｔｇｃｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′

Ｒ：５′ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａｇｃａｇｔｔｇａｃａａｇｔｇｔｃｃｃａｔｃｔｃｔｔｇａａｔｇｇｇａｃａｃｔｔｇｔｃａａｃｔｇｃｇｇｇ３′

１．２．２　细胞培养及转染　置于含 １０％新生牛血

清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，在 ３７℃ ５％ＣＯ２的培养

箱培养 ＳＷ１９９０细胞。细胞生长状态良好后，以 ２

×１０５和 １×１０５分别接种于 ６孔板和 １２孔板中。

第 ２天细胞融合率在 ８０％左右时更换为无血清培

养基。将质粒 ＤＮＡ与 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ按 １．０μｇ：２．５μＬ

转染细胞，６孔板和 １２孔板中分别转染质粒 ４．０μｇ

和 １．６μｇ，转染 ５ｈ后，更换为含 １０％新生牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。转染 ２４，４８，７２ｈ后，分

别行 ＲＴＰＣＲ和免疫印迹检测 ＸＩＡＰ的表达水平。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ　按 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的 Ｔｒｉｚｏｌ裂解液

的说明书进行细胞 ＲＮＡ的抽提，按照 Ｐｒｏｍｅｇａ公司

的逆转录试剂盒说明进行 ＲＴ．取 １μｇＲＮＡ，用随机

引物，室 温 下 １０ｍｉｎ，４２℃ １５ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ，４℃

５ｍｉｎ进行逆转录。ＸＩＡＰ的上游引物序列为 ５′Ｔｇ

ｇＣＡＣｇＡｇＣＡｇｇｇＴＴＴＣＴＴＴＡ ３′，下 游 引 物 序 列 为 ５′

ＴｇｇｇｇＴＴＡｇｇＴｇＡｇＣＡＴＡｇＴＣＴｇｇ３′；扩增长度为 ４０４ｂｐ．

βａｃｔｉｎ的 上 游 引 物 序 列 为 ５′ＴｇｇＴｇｇｇＣＡＴｇｇｇＴ

ＣＡｇＡＡｇ３′，下游引物序列为 ５′ＣＡＴｇＡＴｇｇＡｇＴＴｇＡＡｇｇ

ＴＡｇＴＴ３′；扩增长度为 ７１９ｂｐ。ＰＣＲ反应体系为每

２０μＬ体系含 ２μＬ模板 ｃＤＮＡ，ＸＩＡＰ与 βａｃｔｉｎ的引

物各 ５０ｎｇ，３Ｕ的 Ｔａｑ酶，２μＬ的 １０×ＰＣＲ缓冲液，

２μＬ的 ２０ｍＭｄＮＴＰ。反 应 条 件 为 ９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃

３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ；３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ。

反应完毕经 １．５％琼脂糖凝胶电泳，ＢｉｏＲａｄ公司提

供的凝胶分析系统经 Ｄｅｌ１００软件分析并照相。运

用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ图像分析系统测吸光度进行半定量

分析，相同条件下重复试验 ３次。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　用细胞裂解缓冲液裂解细

胞，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测总蛋白浓度。取 ２０μｇ
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蛋白经 １０％聚丙稀酰胺凝胶电泳，１２０Ｖ恒定电压

转膜 ２ｈ，室温封闭 １ｈ，４℃封闭过夜。ＸＩＡＰ一抗工

作浓 度 为 ０．５μｇ／ｍＬ，作 用 １ｈ；二 抗 工 作 浓 度

１８００００，作 用 ５０ｍｉｎ，βｔｕｂｌｉｎ一 抗 工 作 浓 度 为

１∶１０００，二抗工作浓度为 １１０００，抗体的反应时间

同 ＸＩＡＰ。然 后 按 说 明 书 滴 加 ＥＣＬ发 光 液，反 应

５ｍｉｎ后，入 暗 室 曝 光 １０ｍｉｎ，显 影。照 相，运 用

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ分析系统进行 ＸＩＡＰ蛋白半定量，相同条

件下重复试验 ３次。

１．２．５　流式细胞术检测　细胞在转染后 ２４ｈ更换

培养基 时，分 为 ２组；一 组 加 入 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，５μｇ／

ｍＬ，另一组只转染，不加任何药物。均继续培养

４８ｈ后，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞，消化计

数。取 １×１０５细胞，按 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ －ＦＩＴＣ凋亡检测

试剂盒说明染色，经 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司的流式细

胞仪检测各组的细胞凋亡指数。在相同条件及处

理方法下设 ３个复孔进行检测。

１．２．６　凋亡细胞 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色形态学观察　

将盖玻片置入 １２孔板，转染细胞后 ２４ｈ，分别加入

终浓度为 ０．５μｇ／ｍＬ的 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，再培养 ２４ｈ后，

弃 培 养 基；按 试 剂 盒 说 明 书 加 入 缓 冲 液，Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ３３２５８染色 ５ｍｉｎ；在载玻片上滴加抗猝灭封闭

液；取出盖玻片，将有细胞的一面接触抗猝灭液置

载玻片上，立即在荧光显微镜下观察。

试验均采用未克隆靶片段的空 ＰＢＳＨＨⅠ及以

ＰＢＳ代替质粒 ＤＮＡ为阴性对照。

１．３　统计学处理

计数资料的比较采用成组资料的方差分析，ＸＩ

ＡＰ蛋白表达水平与细胞凋亡指数之间的关系采用

直线相关分析。所有统计分析均采用 ＳＳＰＳ１０．０统

计软件完成。以 Ｐ＜０．０５为有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＮＡ干扰载体对 ＸＩＡＰ基因的抑制作用

本试验成功构建了 ４个 ＲＮＡ干扰载体（ＸＩＡＰ

Ｒ１，２，３，４），经酶切（图 １）测序证实（测序结果

略）。其中 ３个（ＸＩＡＰＲ１，３，４）对 ＸＩＡＰ基因的表

达有抑制作用，对 ＸＩＡＰｍＲＮＡ及蛋白的最强抑制时

间均发生在转染后 ４８ｈ，ＸＩＡＰＲ１和 ＸＩＡＰＲ３对两

者的抑制效率均为 ５０％ ～６０％之间（图 ２－３），而

ＸＩＡＰＲ４的抑制效率在 ３０％左右（图 ２－３）。ＸＩ

ＡＰＲ２和空 ＰＢＳＨＨ１未见对 ＸＩＡＰ的抑制作用（图 ２

－３），两者与 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ和 βｔｕｂｌｉｎ蛋白的相对

值之间无统计学的差异。

　　１－４：ＸＩＡＰＲ１，ＸＩＡＰＲ２，ＸＩＡＰＲ３和 ＸＩＡＰＲ４；５：ＰＢ

ＳＨＨ１。阳性克隆切出约 ２８０ｂｐ左右的片段，阴性克隆切出约

２２０ｂｐ左右的片段

图 １　构建的 ＲＮＡｉ质粒用 ＥＣＯＲＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切鉴定结果

　　１－６：为转染 ＸＩＡＰＲ１，ＸＩＡＰＲ２，ＸＩＡＰＲ４，ＰＢＳＨＨＩ４８ｈ

后和未转染任何质粒的 ＳＷ１９９０的检测结果。可见 ＸＩＡＰＲ１和

ＸＩＡＰＲ３对 ＸＩＡＰ基因的抑制率较高

图 ２　用 ＲＴＰＣＲ检测 ＸＩＡＰ的抑制率

　　１－６：分别为转染 ＸＩＡＰＲ１，ＸＩＡＰＲ２，ＸＩＡＰＲ４，ＰＢＳＨ

ＨＩ４８ｈ后和未转染任何质粒的 ＳＷ１９９０的检测结果。可见 ＸＩ

ＡＰＲ１和 ＸＩＡＰＲ３对 ＸＩＡＰ蛋白有较高的抑制率

图 ３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对 ＸＩＡＰ蛋白的抑制率

８１８



　第１１期　　　　　 菅远志，等：ＲＮＡ干扰抑制胰腺癌细胞ＸＩＡＰ表达对化疗敏感性的影响

２．２　抑制ＸＩＡＰ基因后对细胞细胞凋亡指数的影响

ＸＩＡＰＲ１和 ＸＩＡＰＲ３转染 ７２ｈ后，细胞流式细

胞术检测显示 ＳＷ１９９０凋亡指数高于用 ＸＩＡＰＲ２

和空 ＰＢＳＨＨ１转染细胞的凋亡指数（图 ４），两者无

统计学的差异（Ｐ ＞０．０５）。将 ＸＩＡＰ的蛋白质的

相对含量与不加药物是 ＳＷ１９９０的细胞凋亡指数

之间行直线相关分析，显示两者之间有负相关性（ｒ

＝－０．８０９，Ｐ＜０．０５）（图 ５）。

２．３　抑制 ＸＩＡＰ基因后细胞对化疗药物敏感性的

变化

在 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ的作用下，部分细胞脱壁死亡。

ＸＩＡＰＲ１和 ＸＩＡＰＲ３转染的细胞凋亡指数分别为

（３２．８５±２．５）％和（３１．６１±０．２０）％，高于用

ＰＢＳＨＨ１转染细胞的凋亡指数（２７．４３±２．０５）％，

差异有统计学意义（均 Ｐ ＜０．０５）（图 ４）。经 ｇｅｍ

ｃｉｔａｂｉｎｅ处理后的凋亡指数与蛋白含量之间存在负

相关性（ｒ＝－０．９３０，Ｐ＜０．０１）（图 ５）。

２．４　凋亡细胞的形态学变化

在转染 ＸＩＡＰＲ１和 ＸＩＡＰＲ３的细胞中，有较多

核浓缩、破裂的细胞，凋亡细胞数明显多于用 ＰＢ

ＳＨＨ１转染的细胞（图 ６）。

图 ４　转染不同的质粒 ７２ｈ后 ＳＷ１９９０凋亡指数的变化 图 ５　转染 ＲＮＡｉ载体后，ＸＩＡＰ蛋白的水平与细胞凋亡指数

关系

Ａ Ｂ Ｄ Ｄ

　　Ａ，Ｂ，Ｃ分别为转染 ＸＩＡＰＲ１，ＸＩＡＰＲ３和 ＰＢＳＨＨ１加入 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ作用 ２４ｈ，进行 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，Ｄ为 ＳＷ１９９０未经任何

处理进行染色

图 ６　经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色后荧光显微镜观察结果（×４００）

３　讨　论

在目前发现的凋亡抑制蛋白家族的 ８个成员

中，ＸＩＡＰ被认为是作用最强的一种［１－２］，它可直接

抑制凋亡起始分子 ｃａｓｐａｓｅ９及效应分子 ｃａｓｐａｓｅ３

和 ｃａｓｐａｓｅ７的活性［３］，并可通过其他多种途径参与

对细胞凋亡的抑制过程［４］。多项研究［１，２，５］认为，

ＸＩＡＰ在肿瘤中的高表达是导致肿瘤细胞对化疗药

物和其它凋亡激发因子敏感性下降的一个重要因

子，笔者等［６－７］前期的研究工作也证实了这一点。

因此，抑制 ＸＩＡＰ的表达，可能提高胰腺癌细胞对化

疗药物的敏感性。ＲＮＡ干扰技术 Ｅｌｂａｓｈｉｒ证实在哺

９１８
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乳动物细胞存在后［８］，Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐ等［９］运用 ｐＳｕｐｅｒ

为载体，有 ９个核酸连接起来的发卡形 ｓｈＲＮＡ实现

了在哺乳动物细胞中基因的高效抑制。笔者应用

的 ＰＢＳＨＨＩ是在 ｐＳｕｐｅｒ质粒大小结构功能完全相同

的质粒载体，是有 ３１６７个碱基形成的环状载体，

已被证实可以实现高效的转染效率。

本研究应用 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公司提供的软件，在 ＸＩ

ＡＰ起始密码后 １００位开始，即在基因的编码区，随

机选择 Ｇ＋Ｃ含量在 ４０％ ～５５％的 １９个核甘酸作

为靶片段；在筛选的 ４个靶片段中，有 ３个可以发

挥对 ＸＩＡＰ的抑制作用，其中 ２个的作用较强。认

为这种筛选方法是一种有效的 ＲＮＡ干扰片段措施。

两个载体对 ＸＩＡＰ的最高抑制效率在 ５０％ ～６０％之

间，远远低于 Ｂｒｕｍｍｅｌｋａｍｐ［９］瞬时表达的 ９０％抑制

效率。这可能与应用的细胞系、转染效率以及靶片

段本身有关。最近 Ｍｃｍａｎｕｓ［２］以 ｐｃＤＮＡ３为基础构

建了针对 ＸＩＡＰ的 ＲＮＡ干扰载体，转染乳腺癌细胞，

经筛选获得稳定表达的细胞后，发现对 ＸＩＡＰ的抑

制效率为 ８０％ ～９０％之间。笔者认为，临床应用

ＲＮＡ干扰治疗肿瘤的关键是要获得高效的转染率

和靶片段的高效抑制，筛选稳定表达的细胞对试验

研究意义可能更大。获得高的转染效率和靶片段

的高效抑制，仍是应用 ＲＮＡ干扰治疗肿瘤的尚待深

入研究的问题。

阻断 ＸＩＡＰ后，采用流式细胞仪检测术检测了

ＳＷ１９９０凋亡指数的变化，发现在未用化疗药物前，

抑制 ＸＩＡＰ后细胞的凋亡指数较对照组略有升高，

但无统计学意义，加入 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ后，细胞凋亡率之

间的差异增大。我们的结果与 Ｍｃｍａｎｕｓ［２］和 Ｌｉｍａ

等［１０］的研究结果相符。可能的原因是，化疗药物

诱导细胞凋亡需要大量 ｃａｓｐａｓｅ的激活，ＸＩＡＰ的抑

制为 Ｃａｓｐａｓｅ３，７的激活提供了条件［１－２］；同 时，

ｃａｓｐａｓｅ３，７活化后可进一步激活上游的凋亡起始

分子，使凋亡效应分子的作用进一步放大［１１］。通

过形态学观察，进一步肯定 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ是通过诱导

细胞凋亡以达到杀灭肿瘤的目的，降低 ＸＩＡＰ的表

达可以使 ｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ对肿瘤细胞的杀伤作用增强。

总之，应用 ＲＮＡ干扰可有效地抑制 ＸＩＡＰ基因

在 ＳＷ１９９０细胞中的表达，增加细胞对化疗药物的

敏感性；对其进行深入研究，可能会提高胰腺癌的

化疗敏感性，为胰腺癌的治疗提供一种新的措施。
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