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c—myc RNA干扰增强肺腺癌细胞对吉西他滨的敏感性

刘黎明，张永，胡俊峰

[摘要】目的：探讨pmyc RNA干扰后肺腺癌细胞A549对吉西他滨敏感性的改变。方法：构建c—myc特异RNA小干扰

(siRNA)的表达载体，转染A549细胞，G418筛选出稳定表达c．myc特异siRNA的细胞株，荧光实时定量RT．PCR和免疫印迹

检测c_myc基因表达水平。吉西他滨作用于干扰有效A549细胞，分为GE+siRNA组、GE组、siRNA组和空白对照组。每组

12例，四甲基偶氮唑蓝法检测吸光度，流式细胞仪测凋亡率。结果：成功构建c—myc．siRNA表达载体。c-myc基因mRNA和蛋

白表达下降71．9％和85．6％。吉西他滨作用于c．myc-siRNA细胞其吸光度在各时间点较单用吉西他滨组、单用c-myc—siRNA

组以及对照组均下降(P<0．01)，凋亡率增加(P<O．01)。结论：c—myc RNA干扰后A549细胞的增殖减慢，对吉西他滨的敏感

性增加。
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c-myc RNA interference sensitizes lung adenocarcinoma cells to gemcitabine
LIU Li—ruing，ZHANG Yong，HU Jun．feng

(Department ofRespiratory Medicine，The First Affiliated Hospital ofBengbu Medical College，Be增bu Anhui 233004，China)

[Abstract]Objective：To investigate the sensitivity of lung adenocarcinoma cells to gemcitabine(GE)after c-myc RNA interference．

Methods：The c—myc—siRNA expression vector was constructed and confirmed by sequencing．and its expression vector was transfected

into 3_549 cells．G418(geneticin)wag used for selecting the cell line which expressed c—myc-siRNA stably．The level of c—myc Wag tested

by FQ RT—PCR and westem blot．The transfected cells were treated with gemcitabine，which were then divide into GE+siRNA group，

GE group，siRNA group and control group，witll 12 cages in each．The cell proliferation and apoptosis were assayed by tetrazolium

bromide colorimetry and flow cyclometry。respectively．Results：c—myc—siRNA expression vector Wag constructed and transfected into

A549 cells successfully．The c．myc mRNA and protein expression Wag effectively reduced(71．9％and 85．6％respectively)．The cells

treated with c—myc-siRNA and gemcitabine had a lower absorbance value at each time point than that of simple gemcitabine group，

simple c—myc—siRNA group or control group(尸<0．01)，and the apoptosis rate was also decreased(P<0．01)．Conclusions：The c—myc

RNA interference Can enhance the sensitivity of lung adenocarcinoma A549 ceils to gemcitabine．
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RNA干扰技术(RNA interference，RNAi)是近

年来发展起来的一个新的基因阻断技术，该技术已

在肿瘤病因研究及基因治疗领域中显示出良好的前

景⋯。c—myc是一个与多种肿瘤发生、发展有关的

重要原癌基因，其表达异常对促进细胞分裂和增殖

有重要作用L2 J。本实验利用RNAi，用含有真核细胞

启动子的质粒P silencerTM4．1一CMV neo构建在细胞

内可以稳定表达的c．myc．siRNA载体，转染A549细

胞后，检测其对吉西他滨敏感性的变化，为吉西他滨

应用于肺癌治疗探索新的方法，也为RNA干扰用于

肺癌的基因治疗提供一定的理论基础。

1材料与方法

1．1材料人肺腺癌细胞系A549购自上海细胞
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生物学研究所，质粒P silencer聊4．1．CMV neo购自

Ambion公司，感受态大肠埃希菌DH5d购自Takara

公司。质粒DNA提取纯化试剂盒购自上海生物工

程技术服务有限公司，T4DNA连接酶购自Takara公

司，Trizol和真核转染试剂lipofectamineTM2000购自

Invitrogen公司，cDNA第一链合成试剂盒购自MBI

公司，G418购自美国Alexis公司，Western blot用抗

c．myc和GAPDH一抗购自北京中杉金桥公司，四甲

基偶氮唑蓝(MTY)和吉西他滨购自Sigma公司。

1．2 方法

1．2．1 c—myc特异的siRNA转录模板的设计和制

备从Genbank上查阅c．myc基因的全长序列，应

用Ambion公司网址所提供“siRNA target finder and

design tools”设计c—myc特异的转录模板，长55 bp。

为确保干扰有效，共设计3对，经后续的Western

blot和荧光实时定量RT．PCR检测挑选出一条有效

的片断，序列正义链：5 7．GAT CCC Trc TAC CAG

CAG CAG CAG TrC AAG AGA CTG CTG CTG CTG
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GTA GAA GTr A-3 7，反义链：5 7一AGC TTA ACT TCT

ACC AGC AGC AGC AGT CTC TrG AAC TGC TGC

TGC TGG TAG AAG G-3’。稀释至1 g／L，各取2山，

与退火缓冲液混匀后90℃3 min、再降到37℃1 h

形成双链。

1．2．2表达载体的构建及测序退火后的双链模

板与质粒连接按说明书操作。将重组质粒和试剂盒

提供的阴性对照(人类基因组无同源序列siRNA质

粒)、阳性对照(GAPDH—siRNA质粒)转染至DH50t，

分别接种于0．1 g／L氨苄西林平板上，37 cC过夜培

养，次日挑取单个阳性菌落摇菌扩增。菌液送测序，

i贝4序引物5’一AGG CGA TTA AGT TGG GTA．3 7和5’一

CGG TAG GCG TGT ACG GTG-3’。

1．2．3转染按lipofectamineⅢ2000说明书进行。

约6～8斗g的c—myc—siRNA，阴性和阳性对照质粒分

别用15斗l lipofectamineⅢ2000转染A549细胞，另

设仅用lipofeetamineTM 2000的空白对照。G418(0．6

g／L)筛选3周可以获得阳性单克隆，挑取单克隆用

含G418(0．3 s／L)培养液扩大培养，约12周可获得

稳定表达的A549细胞。

1．2．4荧光实时定量反转录聚合酶链反应 (1)

cDNA合成：收集约106个各组细胞，提取总RNA，

取2 lag RNA，用随机引物反转合成第一链cDNA。

(2)定量阳性模板的克隆：以空白对照cDNA 2一

为模板常规PCR扩增，引物：c—myc上游5 7·TCA

AGA GGC CAC AGC AAA C-3’，下游5'-AAA AGC

TAC GCT TCA GCT CG-3’；内参照GAPPH(274 bp)

上游：5 7一GGG AAG GTG AAG GTC GGA GTC-3’，下

游5’一AGC AGA GGG GGC AGA GAT GAT-3 7，产物

375 bp。试剂盒纯化，回收产物，与T载体连接，转

化大肠埃希菌，测序。纯化重组质粒计算分子拷贝

数，按1010／Ixl拷贝储存。(3)标准曲线的建立：将

已知阳性模板从108—102梯度稀释进行荧光实时定

量PCR扩增，电脑绘出标准曲线。(4)荧光实时定

量PCR反应：使用的引物如前述，按SYBR Premix

Ex—Taq(perfect real time)要求，反应体系20¨l，条

件：c．myc：95℃3 min预变性，93℃30 s，60℃

30 s，72℃20 s，40个循环后72℃延伸10 min，80

℃时采集荧光信号；GAPDH反应条件同c—myc。溶

解曲线分析有助于区分特异性和非特异性扩增。目

的基因表达水平=(目的基因拷贝数／GAPPH拷贝

数)×102。复管检测取平均值。

1．2．5，免疫印迹按Western blot操作常规电泳，

转膜。一抗、二抗孵育，封闭，洗膜。化学发光试剂

盒显色。一抗和二抗工作浓度分别为1：300和

1：2 000。

1．2．6 M1TI'法检测细胞增殖选择干扰有效A549

细胞，分为以下4组：GE+siRNA组、GE组、siRNA

组和空白对照组。GE(使用浓度0．050 mol／L溶于

DMEM中)作用细胞24 h后，以2×104／¨1分别接

种于96孔板，每孔100仙l，细胞贴壁后更换无血清

DMEM培养液，5％CO：培养6 h，使细胞同步化后再

次换回含10％小牛血清的DMEM培养液100汕l，培

养4 h，弃培养液，加入二甲亚砜(DMSO)]00 Ixl振

荡摇匀，使结晶完全溶解，490 am波长酶标仪测各

孔吸光度(A)值。重复3次。同一时间点连续检测

5天。

1．2．7流式细胞仪检测细胞凋亡率洗涤、调整细

胞浓度约为108／L，Annexin．V—FITC和碘化丙啶

(PI)双染15 min测定凋亡率。

1．3统计学方法 采用方差分析和q检验及t检

验。

2结果

2．1 c-myc特异性siRNA表达载体构建 未转染

质粒的细菌在含氨苄西林的平板上不能生长，而转

染了c．myc-siRNA，阴性对照及阳性对照组质粒的细

菌均长出较多的菌落，每板随机挑取5个菌落摇菌

扩增测序，证明序列完全正确。阳性重组质粒命名

为c．myc-siRNA。测序结果见图1。

图1连接在质粒中的c-myc特异小T．扰RNA的55 bp转录模板的测序结果

2．2荧光实时定量RT．PCR检测c—myc-siRNA抑

制c—myc mRNA的表达(1)标准曲线：根据质粒标

准品Ct值和模板含量在计算机上绘制出标准曲线，

c—myc和GAPDH基因标准曲线相关系数为0．995

 



和0．993，符合要求。(2)c—myc—siRNA组表达水平

(1．72 s0．052)较空白对照(6．1l±0．078)和阴性

对照(6．07±0．084)明显降低(ttl=12，F=

14 464．60，P<0．01，MS铂内=0．005)。较空白对照

767

下降71．9％，差异有统计学意义(P<0．01)。试剂

盒提供阳性对照GAPDH基因表达水平(17．1±

2．29)，较阴性对照(97．6±6．85)下降82．5％，差异

有统计学意义(t=38．61，P<o．01)(见图2)。

图2 c-四yc标准曲线和各组细胞的荧光实时定量PcR反应曲线

2．3 Western blot检测c—myc—siRNA抑制蛋白的表

达凝胶成像系统灰度扫描各组c—myc和GAPDH

杂交条带亮度的比值。c—myc—siRNA质粒转染的

A549细胞和空白对照细胞相比，蛋白表达下降

85．6％(见图3)。

图3 WeStern blot检i赃myc-SiRNA抑毒物，f蛋白的表达

2．4 M1rr法检测细胞吸光度值(A)的结果GE+

siRNA组A值在各时间点与GE组、c—myc—siRNA组

及对照组比较均明显下降(P<0．01)，而siRNA组、

GE组与对照组比较也均下降(P<0．05～P<0．01)

(见表1)。

2．5 流式细胞仪检测细胞凋亡结果GE+siRNA

组凋亡率(6．67±0．36)％高于siRNA组的(2．65±

0．26)％、GE组的(4．50-t-O．42)％及对照组的

(2．10±O．15)％(啦=12，F=517．42，P<0．01，

MS组内=0．098)。GE组较对照组增加(P<0．01)。

siRNA组较对照组亦有所增加(P<0．01)(见图4)。

3讨论

RNA干扰技术是一种新的阻抑基因表达的方

法，它是一种序列特异的转录后基因沉默机制，通过

人工导入一段与目的基因同源的双链RNA序列使

其mRNA降解，表达缺失，实现基因沉默¨1。RNA

干扰具有高度的特异性以及很高的效率，和以往采

用的反义技术相比，抑制基因表达的功能要强大得

多。目前实验室进行RNA干扰常用的siRNA来源

主要有两种，即细胞外合成和细胞内合成，包括以质

粒为载体的细胞内合成和以病毒为载体的细胞内合

表1 c—myc RNA干扰和GE作用后各组细胞吸光值(A)的变化(_=12；孑±s)

q检验：与对照组比较$P<O．05，·$P<O．01；与siRNA比较△P<0．05，△△P<0．Ol；与GE组比较槲P<O．0l

成。经改造的质粒和病毒为载体的小片段干扰 RNA可长时间在真核细胞内表达，为肿瘤的基因治
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图4流式细胞仪检测各组细胞凋亡结果

疗开辟了新的途径[1．2．4．5]。

吉西他滨是一种新型的脱氧胞苷类似物。它在

细胞内经过核苷激酶的作用转化成具有活性的代谢

产物双氟二磷酸脱氧胞苷和双氟三磷酸脱氧胞苷，

插入DNA，导致DNA合成中断∞J。吉西他滨属于

作用于S期的细胞周期特异性药物，作用于DNA合

成期和晚G，期，并可阻止细胞由G。期进入S期。

由于其良好的膜穿透性，与脱氧胞苷激活酶更强的

亲和力以及细胞内更长的滞留时间，所以显示较好

的抗癌活性。像其它化疗药物一样，肿瘤细胞易对

吉西他滨产生耐药。所以众多学者¨．so研究提高肿

瘤细胞吉西他滨的敏感性，降低耐药性的方法。

c-myc基因是重要的原癌基因，过度表达可以激

活其他癌基因，抑制细胞凋亡。针对c—myc的基因

治疗备受关注。已有文献报道针对c—myc的RNA

干扰成功地抑制了乳腺癌和直肠痛细胞的增殖，提

高了凋亡率一一1|。本实验构建了针对c—myc的表达

小干扰RNA片段的重组质粒，转染肺腺癌细胞后c．

myc基因表达明显降低，这表明针对c—myc小干扰

RNA成功抑制c—myc基因表达。用吉西他滨作用于

这一细胞株后，细胞的吸光度(A)值在各时间点低

于单用吉西他滨组，单纯c—myc-siRNA组及对照组，

差异有统计学意义(P<0．01)。凋亡率增加(P<

0．01)，证明吉西他滨和针对c—myc的RNA干扰合

用明显优于单一用c．myc干扰或吉西他滨，为吉西

他滨用于肿瘤的治疗提供了一个新的思路。但到目

前为止，RNA干扰技术用于肿瘤的临床治疗还有很

多技术问题有待解决，主要是如何设计在体内能够

安全、稳定、有效表达的载体，这是未来RNA干扰技

术研究的方向。c．myc基因和吉西他滨抗肿瘤机制

以及肿瘤细胞吉西他滨耐药之间的关系尚未见报

道，具体机制有待阐明。
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